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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Grundprinzip des Wirkstoffdesigns ist es, ein Zielprotein zu identifizieren und mit einem kleinen,
hoch selektiven Molekiil zu modulieren. Damit sind aber nur ca. 25% des menschlichen Proteoms
adressierbar.! Transkriptionsfaktoren, Geriistproteine und nicht-enzymatische Proteine bleiben
hierbei oft unberiihrt. Eine Moglichkeit, auch solche Proteine anzugreifen, bieten engl. proteolysis-
targeting chimeras kurz PROTACs.! Hierbei handelt es sich um zwei Liganden, die (iber einen Linker
miteinander verbunden sind. Einer der Liganden adressiert hierbei das Zielprotein, wahrend der
andere an die E3-Ligase bindet. Nach Bildung des PROTAC-Protein-Komplexes erfolgt die
Ubiquitinierung und anschlieBende Degradation des Zielproteins durch das Proteasom. Die
Funktionsweise ist in Abbildung 1 illustriert.

E3-Ligase-Komplex

(D

PROTAC

XXX XXX XXX
JAVAVAVAVAVAVAVAVAVAN

Abbildung 1: Funktionsweise eines PROTACs

Proteasom

m Zielprotein

Die PROTAC-Technologie ist Teil der nachsten Generation von pharmazeutischen Wirkstoffen und
bietet einen komplett neuen Ansatz, um mit kleinen Molekilen in biochemische Signalwege
einzugreifen.? Insbesondere in der Behandlung unterschiedlichen Krebsarten riickt die PROTAC-
Technologie ins Rampenlicht. Mit jahrlich einer halben Million Krebserkrankten und 230.000 Toten ist
Krebs die zweithiufigste Todesursache in Deutschland.? Als Krebs wird das unkontrollierte Wachstum
von Korperzellen bezeichnet, welches keine organspezifische Funktion mehr ausibt, dabei meistens
das umliegende Gewebe beschadigt und letztendlich zu bosartigen Tumoren fihrt. Grund hierfir ist
eine Storung des Gleichgewichtes zwischen Zellwachstum, Zellteilung und Zelltod. Mit PROTACs kann
in dieses Gleichgewicht eingegriffen werden und die Degradation von Krebszellen bewirkt werden.*
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2.1 PROTAC:s allgemein

PROTACs bestehen im Allgemeinen aus einem selektiven Inhibitor, einem Linker und einem E3-Ligase-
Ligand. Sie induzieren durch Bildung eines terndren Komplexes raumliche Ndhe zwischen dem
Zielprotein und einer E3-Ligase und I6sen somit die Ubiquitinierung am Zielprotein aus (Abbildung 2).
Zunéachst wird die E1-Ligase mit Ubiquitin unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) beladen,
anschlieRend wird Ubiquitin von der E1-Ligase auf die E2-Ligase transferiert. Daraufhin bildet sich ein
Multiproteinkomplex, bestehend aus der mit Ubiquitin beladenen E2-Ligase, der E3-Ligase und dem
Zielprotein. In dieser Arbeit ist die 5-Lipoxygenase (5-LO) das Zielprotein, welches in diesem
Multiproteinkomplex mehrfach ubiquitiniert und anschlieBend vom Proteasom degradiert wird. Der
PROTAC fungiert in diesem Zyklus katalytisch und kann somit das Zielprotein mehrfach degradieren.

@ Ubiquitin N

LY
E&D El-Ligase '
' Proteasom i

Abbildung 2: PROTAC Mechanismus>¢

Als E3-Ligase werden unterschiedliche Proteinkomplexe bezeichnet. Fiir PROTACs mit Thalidomid-
Derivaten als E3-Ligand besteht der E3-Ligase-Komplex aus den Box-Domain-Protein (DDB1) und
Cereblon® (CRBN) und fiir VHL-basierte PROTACs aus den Proteinen Cullin 2, ElongB (ELOB), ElongC
(ELOC) und dem Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL-Protein).® Thalidomid bindet hierbei an CRBN,
welches die Substrat-bindende Untereinheit des E3-Ligase-Komplexes ist, VHL-Liganden binden am
VHL-Protein. Das VHL-Protein wiederum ist der Substrat-Adapter des Cullin 2 E3-Ligase-Komplexes.’

Eine der Voraussetzungen fiir PROTACS ist, dass zwischen dem Zielprotein und CRBN oder dem
VHL-Protein keine Repulsion oder sterische Uberfrachtung entsteht. Deshalb fungiert ein Linker als
Abstandshalter. Gangige Linker sind Polyethylenglykol-Ketten (PEG) oder langkettige Alkylketten.
Hierbei gibt es zwei bedeutende Parameter, die beeinflussbar sind. Mit der Anzahl an PEG-Einheiten
kann die Wasserloslichkeit erhoht werden, welche nicht zu verachten ist, da frihe PROTACs das
Problem einer geringen Wasserléslichkeit hatten.® Der zweite Parameter ist die Linge des Linkers.
Wahrend zu kurze Ketten dafiir sorgen, dass keine Inhibition an beiden Zielen stattfinden kann, da eine
2
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Repulsion zwischen beiden Proteinen auftritt, sorgt wiederum ein zu langer Linker, dass der PROTAC
entropiebedingt in sich zusammenfallt. Eine weitere Hiirde, die PROTACs zu Gberwinden haben, ist die
Membrangangigkeit, da PROTACs in der Regel eine hohere Masse als 500 g/mol aufweisen und ein
hohes Molekulargewicht mit einer schlechten Membrangingigkeit korreliert.® Eine weitere
Grundvoraussetzung flir den PROTAC ist, dass der Linker an einer Stelle am Zielmolekil angebracht
wird, die die Aktivitdit moglichst nicht beeinflusst. Das kann zum einen Uber Struktur-Wirkungs-
Beziehungen bestimmt werden oder zum anderen durch Modelling prognostiziert werden.

2.2 PROTAC Design

Ein kirzlich veréffentlichtes Tool erméglicht die Vorhersage, ob ein PROTAC potenziell geeignet ist.*
Hierfir wird die Kristallstruktur der E3-Ligase, die Kristallstruktur des Zielproteins mit dem
entsprechenden Inhibitor und der gewiinschte Linker bendtigt. Mit dem Tool kénnen derzeit grobe
Annahmen getroffen werden, ob ein PROTAC funktionstiichtig ist und welche Linker geeignet sein
kénnten.

Ein weiteres online Tool, welches zum Abschatzen der Funktionstiichtigkeit eines PROTACS helfen
kann, ist die PROTAC Databank.! In dieser sind berechnete und gemessene Daten zu verdffentlichen
PROTACs enthalten, sowie die Assay-Systeme in dem sie analysiert wurden. Mit der wachsenden
Anzahl an PROTACs wird es zukiinftig moglich sein, Linker fir PROTACs durch Modelling zu designen.
Hierbei kann durch Homologie von etablierten PROTACs mit dem Zielprotein via Uberlagerung eine
Annahme (ber zielspezifische energetisch bevorzugte Bereiche, sogenannte engl. Hot-Spots’?,
zwischen Zielprotein und E3-Ligase getroffen werden, um Protein-Protein-Bindestelle zu identifizieren,
und somit, eine Wahl (iber den E3-Ligase-Liganden, sowie ein potenzielles Design flir den Linker zu
treffen.

Ein weiterer Ansatz, mit dem dies auch erreicht werden kann, ist durch Uberlagerung, der mit dem
Zielprotein wechselwirkenden Kinasen und dem E3-Ligase-Komplex, um Hot-Spots zu identifizieren,
welche in das Linker-Design einflieRen kdnnen. Voraussetzung hierfiir sind neben den entsprechenden
Kristallstrukturen, dass am Zielprotein bekannt sein muss, welche Kinase die jeweilige Aminosaure im
Zielprotein phosphoryliert.

2.3 PROTAC Evaluation

Zur Evaluation des PROTACs ist zum einen die inhibierende Konzentration ICso und zum anderen die
engl. Degradation Capacity DCsp eine wichtige KenngréRe. Der 1Cso des PROTACs muss nicht zwingend
so gut sein wie der des Inhibitors ohne Linker und E3-Ligand, da ein PROTAC katalytisch funktioniert,
jedoch muss dieser dennoch aktiv sein. Der DCs gibt die Konzentration des PROTACs an, bei der 50%
des Zielproteins abgebaut wird, welcher mittels Western-Blots bestimmt wird. Weitere analytische
Methoden mit denen die Kinetik und Thermodynamik von PROTACs aufgeklart werden kann, sind
)14

Massenspektrometrie®3, zeitaufgeléste Forster-Resonanzenergietransfer-Spektroskopie (FRET)* bzw.

Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer-Spektroskopie (BRET)'®, welches eine Spezifizierung von
FRET ist, isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)'*® und Oberflichenplasmonenresonanz-Spektroskopie

(SPR).Y?
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Die kinetische Wechselwirkung der PROTACs mit seinen Zielstrukturen ist komplex (Abbildung 3). Zwei
wichtige Parameter sind hierbei die Dissoziationskonstante Kp bifunktionell (Kp”) und trifunktionell
(Ko'™). Aus ihnen l3sst sich der Kooperativitits-Faktor a berechnen, welcher gréRer 1 betragen muss.
Das bedeutet fiir den PROTAC, dass die Bindung des E3-Ligase-Liganden starker sein muss als die des
Inhibitors zum Zielprotein.

a > 1 kooperativ
a =1 non kooperativ
a < 1 negativ kooperativ

Abbildung 3: Kinetische Betrachtung von PROTACs

2.4 PROTACs aktuell

ARV-100*® und CC-92480% sind die ersten beiden PROTACsS, die sich in der klinischen Phase | befinden
(Stand 2020). ARV-100 soll hierbei gegen Prostatakrebs und CC-92480 gegen rezidiviertem und
refraktdrem multiplem Myelom eingesetzt werden.'® ARV-100 basiert auf einem Thalidomid-Ligand,
CC-92480 auf einem VHL-Ligand, wodurch ersichtlich ist, dass beide Liganden in PROTACs erfolgreich
sein kdnnen. Anhand von CC-92480 wird auch gezeigt, dass unibliche Linker, welche einen Aromaten
besitzen, eine Moglichkeit zur Konstruktion von PROTACs sind (Abbildung 4).

N O
HO, B 4
- O
N—N HN
- N N
/QN)\s\O( \/\o/\/\o/}o( \é/&o /©/

1
ARVA10 CC-92480

Abbildung 4: Etablierte PROTACs.

Adhikari et al. entwickelten den PROTAC JB170, der die Zielstruktur AURORA-A, eine Proteinkinase,
gezielt abbaut.® Hierbei haben sie ihren Kinasen-Inhibitor an einen PEG-2-Linker mit Thalidomid
gekoppelt, welcher das Zielprotein AURORA-A angreift und vom Proteasom abgebaut wird. Der Abbau
von AURORA-A induzierte Apoptose in Krebs-Zelllinien.

4
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2.5 5-Lipoxygenase

Die 5-LO ist ein monomeres Protein bestehend aus 673 Aminosduren und einer Molekularmasse von
78 kDa.®® Es beinhaltet eine regulatorische N-terminale B-Barrel-Domine und eine katalytische
C-terminale Domédne mit einem nicht-Hamoglobin (nicht-Hdm) Eisenatom im katalytischen Zentrum.
In Abbildung 5 ist die stabile 5-LO gezeigt, welche durch Modifikation kristallisiert werden konnte.?!

-

Abbildung 5: 5-LO mit seinem nattirlichen Substrat, der Arachidonsdure (PDB-Eintrag 3V99). In Gelb die regulatorische
Domdine, in Blau das aktive Zentrum, in Cyan die Arachidonsdure und in orange das Eisenatom.

5-LO wird in Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen und B-Lymphozyten
exprimiert.?? Das Substrat ist die Arachidonsdure (AA). Die Aktivitit der 5-LO ist abhingig von
Calciumionen, die an der regulatorischen Domane binden und ATP, welches durch mehrere
unterschiedliche Kinasenkaskaden reguliert wird. Eine Hochregulierung kommt durch die engl.
extracellular-signal regulated kinases (ERK), kinase-activated protein kinase 2/3 (MK-2/3) und durch
die Kinasenkaskade bestehend aus den Kinasen Src, CK und Yes zu Stande und eine
Herunterregulierung erfolgt durch den Proteinkinase A (PKA) Signalweg.?®* Derzeit im Fokus aktueller
Forschung ist der Einfluss der 5-LO auf den Transkriptionsfaktor -Catenin aus dem engl. wingless Int-1
(WNT) Signalweg, welcher fiir Zellproliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose
verantwortlich ist (Abbildung 6).22%*

Abbildung 6: Regulierung der 5-LO und der Einfluss auf den Transkriptionsfaktor B-Catenin.?2
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Die 5-LO selbst wandelt zusammen mit dem Co-Enzymen 5-LO aktivierendes Protein (FLAP) und der
cytosolischen Phospholipase Axq (CPLA;), welche AA aus der Membran |6st, AA zu Leukotrien A4 (LTA4)
um und ist damit Teil der Arachidonsdure-Kaskade. Enzyme der Kaskade sind Cyclooxygenasen (COX),
Lipoxygenasen (LO) und Cytochrom-Enzyme (CYP), welche die AA metabolisieren (Abbildung 7).

(S,R)-11,12-EET

] 0O
XX OH
()
A
LTA,

Schmer‘z, Leukamie, Atherosklerose,
Blutgerinnung, Asthma, Endotheliale Dysfunktion,
Entziindung Entziindungen Ischéamie

Abbildung 7: Kurze Ubersicht iiber die Metabolsierungswege der AA mit typischen Krankheitsbilder bei Fehlfunktion des
jeweiligen Signalweges. AA wird iiber COX zu PNs, (iber LO zu LTs und i(iber CYP zu HETEs und zu EETs metalbolisiert. PGH,,
LTA4, 20-HETE und (S,R)-11,12-EET sind hierbei jeweils ein Vertreter der jeweiligen Signalwege.

Uber die COXs wird die AA zu Prostanoide (PN) metabolisiert, welche unter anderen
Entziindungsmediatoren sind und Schmerzsignale erzeugen kénnen.?®> Einer der bekanntesten
Arzneistoffe, der in diesen Signalweg eingreift, ist lbuprofen®, welcher schmerzstillend,
entziindungshemmend und fiebersenkend wirkt. Durch die LO entstehen Leukotriene, welche
ebenfalls Entzindungsmediatoren sind und darlber hinaus auch im Zusammenhang mit allergischen
Reaktionen stehen.?® Ein 5-LO Inhibitor ist Zileuton®, welches bei Asthma in den USA eingesetzt wird.?’
In Europa hat dieser keine Zulassung erhalten. Der dritte Signalweg in der Arachidonsdure-Kaskade
sind die CYP-Enzyme, in der 20-HETE und EETs entstehen. CYP-Enzyme kommen vorwiegend in der
Leber und im Darm vor und spielen fiir den First-Pass-Metabolismus eine wichtige Rolle.?® Da viele
Wirkstoffe durch verschiedene CYP-Enzyme metabolisiert werden und somit inaktiviert werden, ist
eine Hemmung dieser Enzyme in der Regel unerwiinscht. Ausnahmen sind z.B. Prodrugs,? die erst
durch CYP-Enzyme aktiviert werden oder auch HIV-Inhibitoren.3° Ein Beispiel hierfiir ist Ritonavir®.3!

Die Biosynthese von Leukotrienen im Zusammenhang mit der 5-LO ist in Abbildung 8
zusammengefasst.?3? In ruhenden Zellen befindet sich die 5-LO im Cytosol oder im Nukleus. Durch
einen Stimulus wird cPLA; aktiviert, wodurch AA aus den Phospholipiden der Membran freigesetzt
wird. Im nachsten Schritt wird AA durch die 5-LO peroxidiert. Die Umwandlung des instabilen
Intermediates Arachidonsdure-5-hydroperoxid (5-HPETE) wird entweder ein zweites Mal durch die
5-LO katalysiert, wodurch LTA, gebildet wird, oder lber die Gluthationperoxidase zu 5-(S)-Hydroxy-
8,11,14-cis-6-trans-eicosatetraensaure (5-HETE) umgewandelt. In ruhenden Zellen kommt FLAP als
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Co-Enzym hinzu. Die 5-LO gelangt liber die Membran des Zellkerns zu FLAP, dieses wiederum
transferiert AA zur 5-LO. Das ermoglicht eine hohere Konversionsrate, im Vergleich zum Prozess ohne
FLAP.33 Nach Bildung von LTA, gibt es drei Signalwege, durch diese es weiter umgesetzt werden kann.
LTA; kann zum einen (ber die 12-LO und 15-LO hydrolysiert werden, wodurch Lipoxin Az (LXA4)
entsteht. Als zweiten Signalweg wird LTA, Gber die Leukotrien A; Hydrolase (LTAsH) zu Leukotrien B,
(LTB4) umgesetzt und Uber einen dritten Signalweg wird LTA, Uber die Leukotrien C4-Synthase (LTC,S),
welche Glutathion transferiert, zu Leukotrien C; (LTC4) umgewandelt. Glutathion selbst besteht aus
den Aminosauren Glu-Cys-Gly. Durch Abspalten von Glu wird Leukotrien D4 (LTD4) und von Glu und Gly
Leukotrien E, (LTEs) erzeugt. Diese unterschiedlichen Lipoxine und Leukotriene binden an die
entsprechenden Lipoxin und Leukotrien-Rezeptoren und l6sen weitere Signal-Kaskaden aus. Der
LXAs-Rezeptor steht im Zusammenhang mit Wundheilung und Zellwachstum.** Die LTB;- und
LTB,-Rezeptoren mit Wundheilung, Asthma sowie der Aufrechterhaltung der Hautbarriere® und die
CysLT:- und CysLT,-Rezeptoren mit Muskelkontraktion, GefdRerweiterung und Heuschnupfen.3®

Glutathion-
peroxidase,

5-HPETE

Wundheilung, Wundheilung, Muskelkontraktion
Zellwachstum Hautbarriere GefaBRerweitertung

Abbildung 8: Metabolischer Signalweg der AA. Uber die 5-LO wird AA, unterstiitzt durch FLAP, zu 5-HPETE und anschliefsend
zu LTA, metabolisiert. LTA4 kann wiederum selbst in drei unterschiedlichen Signalwegen metabolisiert werden. Die
Metabolite, die dabei entstehen, I6sen (ber die LX- und LT Rezeptoren weitere Kaskaden aus, die im Zusammenhang mit
Wundheilung, Muskelkontraktion und Geféfserweiterung stehen. 223237
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Ein Weg, um in die Kaskade einzugreifen, ist die Inhibition der 5-LO. Die Inhibitoren kénnen hierbei in
Unterschiedliche Klassen unterteilt werden, je nachdem ob sie dabei das Eisenion chelatisieren,
reduzieren oder oxidieren, allosterisch wirken oder kompetitiv mit AA um das aktive Zentrum
konkurrieren. Ebenfalls ist es méglich, FLAP zu inhibieren, um einen dhnlichen Effekt zu erzielen.33 Trotz
der verschieden Moglichkeiten, die 5-LO zu inhibieren, ist Zileuton® bisher der einzige 5-LO Inhibitor,
welcher zu therapeutischen Behandlung von Asthma eingesetzt wird (Stand 2020).38

2.6. 5-Lipoxygenase Inhibitoren

Eine Weiterentwicklung von Zileuton® ist Atreleuton®, welches die 5-LO mit einem ICso = 0,15 uM
inhibiert, indem dieser mittels des Hydroxyharnstoffs als funktionelle Gruppe das Eisenion
chelatisiert.>® An den Hydroxyharnstoff knipft eine Methylgruppe an, welche vermutlich mit einer
hydrophoben Tasche der 5-LO wechselwirkt. Fiir das stereogenes Zentrum der Methylgruppe hat sich
anstelle des Racemats R besser als S herausgestellt. Verknipft wird diese mit einem Alkin zu einem
Thiophen mit benzylischem Rest. Mit Atreleuton® als Leitstruktur wurde im AK Proschak HK330%
entwickelt, welches den Hydroxyharnstoff, die Methylgruppe und das Alkin von Atreleuton®
beinhaltet, jedoch aus einem anderen Grundgerist aufgebaut ist. Dieses besteht bei HK330 aus einen
Phenylring, welcher lber eine Amid-Bindung durch einen Ethyl-Linker mit einem Benzhydryl-Motif
verbunden ist. (Abbildung 9).

E/ariabler hydrophober Bereicﬂ
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Abbildung 9: Literaturbekannte Inhibitoren der 5-LO Zileuton®, Atreleuton® HK330, CJ13,610 und PF-4191834.

Daneben gibt es auch die allosterisch hemmenden Inhibitoren wie CJ-13,610. Dieser besteht aus einem
Imidazolring, einem Thioarylether, einem Tetrahydropyranring (THP) und einem Amid, welches als
funktionelle Gruppe variabel ist, ohne an Potenz zu verlieren. In verschiedenen praklinischen Studien
zeigte CJ-13,610 eine Wirksamkeit im Carageenan-Schmerzmodell und seine antientziindliche Wirkung
wurde durch einen reduzierten Leukotrien-Spiegel verknlpft. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit
gegen Atherosklerose in einem Rattenmodell gezeigt.*! Ein weiterer Vorteil ist, dass die Inhibition der
5-LO von CJ-13,610, nicht vom Grad der Phosphorylierung der 5-LO abhingt.*> Da mehrere
Krankheiten, wie Asthma, Atherosklerose und bestimmte Typen von Krebs, wie chronische Leukamie,
mit einem Anstieg der Phosphorylierung der 5-LO assoziiert sind, kann CJ-13,610 hier vorteilhaft

8
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eingesetzt werden. Ein Nachteil von CJ-13,610 ist, dass einer der Metabolite 11 eine kovalente Bindung

mit anderen Proteinen eingehen kann (Abbildung 10).%%

~
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Abbildung 10: Einer der metabolischen Wege von CJ-13,610.

Eine Weiterentwicklung von CJ-13,610 stellt PF-4191834* mit einem ICso = 0,29 pumol dar, welcher
statt des Imidazolrings einen Pyrazolring beinhaltet. PF-4191834 befand sich in der klinischen Phase Il
und sollte gegen Knie-Osteoporose und Asthma eingesetzt werden. Aufgrund von Nebenwirkungen
(Stand 2014), die aber nicht auf den Wirkstoff zurlickgefiihrt werden konnten, wurde die klinische
Studie gegen Knie-Osteoporose abgebrochen.?® Derzeit befindet sich PF-4191834 weiter in der
klinischen Phase Il als Wirkstoff gegen Asthma (Stand 2020).%°

Neben der Inhibition der 5-LO und der AA-Kaskade durch 5-LO Inhibitoren wurde auch weiterhin
untersucht, welche Auswirkung, die 5-LO als inaktives Enzym hat.?? Hierbei wurde eine Verbindung
zum WNT B-Catenin-Signalweg ermittelt, indem in Krebszelllinien ein Knock-Out und eine Inhibition
der 5-LO mit Inhibitoren durchgefiihrt wurde. Es wurde hierbei herausgefunden, dass in
Leukdamiezellen eine Fehlregulierung der 5-LO mit einer Fehlregulierung des WNT [-Catenin-
Signalweges einhergeht. Sowohl Zileuton® als auch CJ-13,610 konnten hierbei zeigen, dass durch die
Inhibition der 5-LO, chronische Leukdmie eingeddmmt werden kann. Die katalytisch-inaktive 5-LO
verhindert hierbei eine Translokation von B-Catenin, welches somit in der Zellmembran verbleibt.*4’
Da dieser Effekt allerdings zeitlich begrenzt ist, soll nun als neue Moglichkeit die PROTAC-Technologie
zum Einsatz kommen, um durch Degradation der Uberexpression der 5-LO entgegenzuwirken.
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In der aktuellen Krebsforschung wurde eine Verbindung zwischen Leukdmie und der 5-Lipoxygenase
hergestellt.2? Bekannte Inhibitoren wie Zileuton® und CJ-13,610 konnten hierbei Einfluss zeigen,
jedoch den Krebs an sich zu besiegen, vermogen sie nicht. An dieser Stelle sollen PROTACs ansetzten,
die im Gegensatz zu gewohnlichen Inhibitoren das Zielprotein nicht nur inhibieren, sondern auch zur
Degradation dieser fihren.

Das Ziel der Masterarbeit ist es, 5-LO-PROTACSs zu designen, zu synthetisieren, und in Kooperation mit
AK Steinhilber diese biochemisch zu evaluieren. Hierfiir soll als 5-LO Inhibitor eine verkiirzte Version
des Eisen-chelatisierenden Inhibitors HK330 12 synthetisiert und verwendet werden. Sowie der
allosterisch hemmende Inhibitor CJ-13,610, dessen pharmakologisches Profil im AK Steinhilber gut
untersucht ist.?>?*4? Anstelle des Amids in CJ-13,610 soll dieser mit einer Carbonsiure 13 hergestellt
werden. Als Linker sollen bifunktionelle Polyethylenglykol-Linker 16-17 mit Kettenlangen von n = 1-4
und als E3-Ligase-Ligand sowohl Thalidomid 14 als auch VHL 15 verwendet werden (Abbildung 11).

o &
\Q/l \@% @%\:}: HN%HNO

N

IS

4\
Nt i
o uwﬂ\r‘/\N H, ﬂoiquww
n =1 (16a) n=1(17a) ©
=2 (16b) =2 (17b)
=3 (16c) =3 (17¢c)
=4 (16d) =4 (17d)

Abbildung 11: Bausteine zur Synthese von PROTACs.

Mit diesen Bausteinen ergeben sich bei gleichbleibenden Linker vier unterschiedliche Kombinationen
18-21. Die Zielverbindungen sollen anschlieBend auf ihre Inhibition und Degradation untersucht
werden (Abbildung 12).

o HO, 1
H NJLN ? S Q )OL : o QYO
2 N o HoN7 N H
OH N[/\/ }\/\NH o0 o 2 N o N. L HN
v o A
{
®n=7 Sgg © 19 n=1(19a)
2 (19b)
2 e 20%0) N
(18d) 409d) o B
@ 5 @ O\(
N e T \©\ HN
% {H% N{/\/OWN\/J\
o
o
20 n=1(20a) 21 n=1(21a)
2 (20b) 2 (21b)
3 (20c) 3 (21c)
4 (20d) 4 (21d)

Abbildung 12: Strukturen der potenziellen PROTACs, welche in dieser Arbeit synthetisiert werden.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

4. Synthesen und Reaktionsoptimierung
4.1 Syntheseplanung

Die Synthese der PROTACs sollte in vier parallelen Blocken erfolgen, welche im letzten Schritt via
Amid-Kupplung verkniipft werden. Als erstes soll die Synthese der verkiirzten Version von HK330
(Block A), als zweites die Synthese von Thalidomid mit PEG-Linkern (Block B), gefolgt von der Synthese
der VHL-Linker ausgehend vom VHL-Ligand (Block C) und zuletzt der Synthese des CJ-13,610 Derivates
(Block D) erfolgen. Fiir Block D sollten zwei unterschiedliche Syntheserouten parallel durchgefiihrt
werden.

Die Reaktion des verkiirzten HK330 Derivates beginnt beim Hydroxylamin-Hydrochlorid Salz. Der
Syntheseweg wurde nach der Vorschrift von Hiesinger et al.*° durchgefiihrt (Schema 1).

SSRPERES L OQPEES

Schema 1: Synthese zur Darstellung des Inhibitor-Bausteins des PROTACs.

Die vierstufige Synthese erfolgt hierbei (iber eine Additionsreaktion, einer Mitsunobu-Reaktion,
gefolgt von einer Ammonolyse und einer Sonogashira-Kupplung.

Die Synthese der Thalidomid-PEG-Linker erfolgt in zwei Stufen via nukleophiler Substitution (Sy) und
nukleophiler aromatischer Substitution (SyAr) (Schema 2).

o) o)
)LN{/VOMNHz >LO)LN{/\/O]\/\NH o0

o NH, >LO
0 O
© Z N H " H ! / N
o * NH —> N o > N o
N < n =1 (16a) n =1 (30a)
O (0] o)

=2 (16b) =2 (30b) Yo
28 29 14 = 3 (16c) = 3(30c)
=4 (16d) =4 (30d)

Schema 2: Synthese des E3-Ligase-Liganden Thalidomid mit PEG-Linker.

Fir die VHL-PEG-Linker soll (S,R,S)-AHPC-Hydrochlorid, auch bekannt als VHL-Ligand, als Edukt genutzt
werden. Die Synthese der Linker erfolgt hierbei Gber eine Amid-Kupplung (Schema 3).

N N
HO, S HO, ()
o o (]
Q\(/ j\ L o OH 0 N
0" N H
HEN\AOHN H{/V w >LO)L';‘|{/VOWN\,/J§OHN
H o) H
n =1 (17a) n =1 (3la)
/!\ 16 =2 (17b) =2 (31b) /]\
=3 (17c) =3(31c)
=4 (17d) =4 (31d)

Schema 3: Synthese des E3-Ligase-Liganden VHL mit PEG-Linker.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Fir die Synthese des CJ-13,610 Derivates sollten zwei unterschiedliche Syntheserouten durchgefiihrt
werden, welche auf den Synthesewegen von Mano et al.*®*° basieren (Schema 4 und Schema 5). Fiir
die Syntheseroute | diente die freie Carbonsaure 31 als Ausgangsmaterial, welche anschlieRend
verestert werden soll. An den a-aziden Ester 32 soll nachfolgend der THP-Ring angebracht werden, um
den ersten Baustein 34 fir die zweifache Migita-Kupplung zu erhalten. Der zweite Baustein 39 wird
aus Methylimidazol 37 und 1-Fluor-4-iodbenzol 38 via einer SyAr gebildet. Fiir die zweifache Migita-
Kupplung® soll zunichst 34 mit Triisopropylsilylthiol zu 36 gekuppelt werden. In der zweiten Migita-
Kupplung wird anschliefend, mit vorheriger in situ Freisetzung des Thiols, der erste Baustein 36 mit
dem zweiten Baustein 39 gekuppelt. Zuletzt soll der Ester verseift werden, um die freie Carbonsaure
zu regenerieren 18 (Schema 5).

o H3C-OH o 33 o N\(
— L, — S S
| OH | o~ | O XN |
37 38

N
e |

\( o N:/

N:( N
&/N\©\ o) Q\/N o N
LiOH o~
Qiﬁ“” —e LA et
18 o !

- 1
20 /K\(sa o 39

Schema 4: Synthese des CJ-13,610 Derivates via Route |.

In der Syntheseroute Il soll als Ausgangsmaterial 3-Bromacetonitrill 41 genutzt werden, welches Brom
als kostenglinstigere Alternative zu lod enthdlt. Die Reaktionsschritte erfolgen analog zur
Syntheseroute |. Im letzten Schritt wird jedoch hierbei das Nitril 44 zur Carbonsaure 18 verseift, um
den Kupplungsbaustein D fiir die PROTACs zu erhalten (Schema 5).

o
S L b y
/©\///N //N >_ 7z
Br Br - /L ;
41 42 "0 /K\(m o

o
on .
\©\ %OH -

Schema 5: Synthese des CJ-13,610 Derivates via Route |l.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

4.2 Synthese von 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-inyl]benzoesaure (Block A)

Das Produkt in Block A besteht aus dem N-Hydroxylharnstoff, einer Benzoesaure und einem Alkin,
welches die beiden Strukturelemente verkniipft. Ausgehend von Hydroxylamin-Hydrochlorid wurde
N-Hydroxyharnstoff aufgebaut, gemiR der Syntheseroute von Hiesinger et al.*° Hierzu wurde
Hydroxylamin-Hydrochlorid 22 mit Phenylchlorformiat 23 umgesetzt (Schema 6)

22 23 24
Schema 6: Nukleophile Addition a) (I) NaHCO3s, H,0, 0 °C, 30 min, (ll) NaHCO3, H;0, RT, 2 h, 42%.

Das Produkt 24 konnte durch Umkristallisation aus Ether und n-Hexan tUber Nacht erhalten werden. Es
wurde festgestellt, dass die Mutterlosung hierbei noch Produkt enthdlt, welches mittels
Flash-Chromatographie daraufhin aufgereinigt wurde. Zu den 2,4 g die durch Umkristallisation
erhalten wurden, kamen 0,9 g hinzu. Das Produkt wurde insgesamt nur mit einer Ausbeute von 42%
erhalten. Ein Grund fir die geringe Ausbeute kdnnte sein, dass folgende Nebenprodukte entstanden
sind (Schema 7). Es wurden zwar mittels DC vier Spots identifiziert, jedoch nur das Produkt isoliert.

Q H
H o__N__ O
0 Oy Mon g
HaN. . o 0 0
0~ 0
45 46 47
Schema 7: Mdégliche Nebenprodukte in der Nukleophilen Addition.

Der nachste Schritt war die Mitsunobu-Reaktion mit Triphenylphosphin (PPhs) und
Azodicarbonsdurediisopropylester (DIAD)als Reagenzien.

Ej/ojo(n‘ojlo/(> . /OH b) C{LNJOQ
N

24 25 o 26

o

Schema 8: Mitsunobu-Reaktion b) (1) PPhs, THF 0 °C, (Il) DIAD, THF 0 °C 2 RT, 3 h, 74%.

Ausgangsmaterial war hierbei kommerziell erhaltliches (S)-3-Butin-2-ol 25. Bei der zugrunde liegenden
Reaktion erfolgt eine Inversion des Stereozentrums. Ein moglicher Mechanismus der
Mitsunobu-Reaktion®! ist im Schema 9 gezeigt. DIAD wird hierbei zunéchst von Triphenylphosphin 49
nucleophil angegriffen. Es entsteht ein quartdres Phosphoniumion 50. Nach Deprotonierung von 25
durch 50 wird dieses von 25 nucleophil angegriffen, es entsteht hierbei 51. AnschlieRend greift das
Amin nucleophil 51 an. Unter Inversion des Stereozentrums erfolgt nun, in einem Sy2-Mechanismus,
die Bildung des Produktes 26, in der auch 52 und 53 abgespalten werden.

13



4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Ph
o A o
AR g oy A W
e e L+ 07 NN
b Y Ph~~ph° >+
o Ph' o5 Ph”1~Ph

Schema 9: Mitsunobu-Mechanismus.

In der Mitsunobu-Reaktion konnte 26 in einer Ausbeute von 74% erhalten werden. Fiir den nachsten
Schritt wurde 26 in einen Autoklav Uberflhrt und gekihlt durch Flissigstickstoff bei -196 °C
gasférmiger Ammoniak 5 min lang einkondensiert. Der Reaktionsansatz wurde bei 10 bar Gber Nacht
bei RT geriihrt (Schema 10). Bei der Reaktion wird durch einen nucleophilen Angriff von Ammoniak am
Carbonyl-Kohlenstoff der N-Hydroxyharnstoff 27 freigesetzt.

N~ ~O : C
% é + NHj3 % //LN)LNHz
= !
©/ Y 26 o
© 27

Schema 10: Ammonolyse c) NHs (g), Isopropanol, -196 °C = RT, 1 bar = 10 bar, UN, 81%.

Durch Anfarben mit iodhaltigen Kieselgel, welches sich in Doppel und Dreifachbindungen einlagert,
wurde das Produkt 27 auf der DC identifiziert. Nach Saulenchromatographie wurde 27 mit 81%
Ausbeute erhalten. In der anschlieRenden Palladium-katalysierten Sonogashira-Kupplung wurde 27
mit 28 verknipft (Schema 11).

1 ; ; 1
IR S O I G
OH
27 28 12
Schema 11: Sonogashira-Kupplung d) Pd(11)(ACN),Cl5, PPhs, Cul, DIPA, EE, RT, 16 h, 79%.
Tabelle 1: Reaktionsbedingungen der Sonogashira-Kupplung [,
Nr. 18 Base Zeit Ausbeute
RK5 50 mg, 0,39 mmol, 1,1 Aq DIPA 3d =
RKS 50 mg, 0,39 mmol, 1,1 Aq DIPA 16 h 79%
RK17 50 mg, 0,39 mmol, 1,1 Aq DIPA 16 h 79%,
RK23 50 mg, 0,39 mmol, 1,1 Aq DIPEA 16 h 17%

[d] 1,0 Aq 28, 2 mol% Pd(I)(ACN)2Clz, 4 mol% PPhs, 4 mol% Cul, 5,0 Aq DIPA, EE, RT.

14



4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Bei der Kupplungsreaktion wurden Base und Reaktionszeit variiert (Tabelle 1). Als ideale Bedingungen
erwiesen sich eine Reaktionszeit von 16 h und Diisopropylamin (DIPA) als Base. Nach einer halben
Stunde fiel bei der Reaktion ein brauner Niederschlag aus, das Produkt konnte hierbei allerdings noch
nicht festgestellt werden. Erst nach Rihren Gber Nacht konnte dies detektiert werden. Das Produkt 12
wurde nach sdulenchromatographischer Aufreinigung als Baustein A in der Synthese von PROTACs
verwendet.

4.3 Synthese von Thalidomid-Linkern (Block B)

Die Synthesen erfolgte angelehnt an Kehm et al.>* mit der Darstellung des Thalidomid-Derivates.
Hierfir wurde 4-Fluor-isobenzofuran-1,3-dion 28 und 3-Amin-piperidin-2,6-dion 29 (Racemat)
kommerziell erworben. Durch eine nucleophile Substitution wurde das Produkt erhalten (Schema 12).

O o) 0 O
H H
{ N e) ¢ S—N
O + H,N o) —— N (o]
\O \\O
28 29 14
Schema 12: Sy Thalidomid-Bildung e) Pyridin, 110 °C, UN, 36%.

Pyridin war hierbei das Losungsmittel und zugleich Base in der Reaktion. Das Produkt wurde nur in
moderater Ausbeute erhalten.

Fir die Synthese von Thalidomid-Linkern wurden PEG-Einheiten mit n = 1-4 und ein PEG-Linker mit
Propyleinheiten am Anfang und am Ende verwendet. Die Reaktionsoptimierung fand hierbei bei
letzterem Linker statt (Schema 13).

0
?o N >L 0 N >L0)LH/\/\[O/\/]?NH 0o 4
Nw{i):o * OJLH/\/\[O/\/]/}NHQ - s @:/iN»zL—N):O
o)
14

54 55
Schema 13: SyAr Linker-Kupplung f) DIPEA, DMF, 115 °C, UN, 53%.

Es wurde das Losungsmittel und die Temperatur variiert. Base und Reaktionszeit wurden hierbei
konstant gehalten. Mit DMF als Losungsmittel und einer Reaktionsfiihrung bei 115 °C konnte eine
Ausbeute von 53% erzielt werden. Niedrigere Temperaturen und andere Losungsmittel waren hierbei
schlechter (Tabelle 2).

Tabelle 2: Reaktionsbedingungen der SyAr 1,

Nr. 23 Losungsmittel T[°C] Ausbeute
RK13 50 mg, 0,18 mmol, 1 Aq NMP 80 °C 29%
RK16 50 mg, 0,18 mmol, 1 Aq THF 60 °C 17%
RK20 100 mg, 0,36 mmol, 1 Aq DMF 115°C 53%

[f] 1 Aq 52, 2 Aq DIPEA, UN.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Mit den optimierten Reaktionsbedingungen wurden die restlichen Linker gekuppelt. Zukiinftig knnten
langere Reaktionszeiten oder DMSO als Losungsmittel ausprobiert werden, um moglicherweise
bessere Ausbeuten zu erzielen.

0 O
/ \ N o f) o]
@NGO ' >Lokﬁ{/\/ol\n/\NH2 >L0)LH{/\/O]\n/\NH 0 0 h
\ [/ NN
o]
_ n =1 (30a) @QN{)ZO
= 2 (16b)

n =1 (16a)
=2 (30b \
14 =3 (16c) -3 E30c)) 0
= 4 (16d) = 4 (30d)

Schema 14: SyAr f) DIPEA, DMF, 110 °C, UN, 51-59%.

Die Ausbeuten fiir die restlichen Linker waren mit derselben Reaktionsfiihrung konstant mit der
schlechtesten Ausbeute von 51% fiir 30b und der besten Ausbeute von 59% fiir 30d (Schema 14).

4.4 Synthese von VHL-Linkern (Block C)

Die Synthese von VHL-Linkern erfolgte von (S,R,S)-AHPC-Hydrochlorid (Schema 15). Die VHL-Linker
wurden hierbei via Amid-Kupplung mittels Kupplungsreagenzien dargestellt, angelehnt an die
Synthese von Hiesinger et al.?

N
H O,_' [

(0]

Lo~
H2u " i eyt 2 S Nwww "

O

n=1(17a) n =1 (31a)

16 =2(17b) =2 (31b) /]\
=3(17c) =3 (31c)
=4 (17d) =4 (31d)

Schema 15: Amid-Kupplung g) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, 60 °C MW, 30 min, 43-78%.

Die Amid-Kupplungen erfolgten hierbei in einem Mikrowellenofen (MW), welche die Reaktionszeit von
16 h bei RT auf 30 min bei 60 °C verkiirzt hat. Neben den PEG-Linkern wurde noch ein Benzyl-Linker 56
an VHL 16 gekuppelt (Schema 16).

R

o \/K HN
H N\/J\ HN j\ O g—)> XOKHM/]\
56 57

Schema 16: Amid-Kupplung PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, 60 °C MW, 30 min, 68%.

Die Amid-Kupplung lief hierbei vermutlich nach folgendem Mechanismus ab. Die unter basischen
Bedingungen deprotonierte Sdure 17a greift nucleophil PyBOP 58 an, wodurch ein aktiver Phosphat-
Ester 59 gebildet wird. AnschlieRend greift HOBt 60 nucleophil das Carbonyl-Kohlenstoff an und bildet
einen OBt-Aktiv-Ester 62. Im letzten Schritt kann nun das Amin nucleophil den Aktiv-Ester unter
Bildung des Produktes 31a angreifen (Schema 17).>3
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Schema 17: Mechanismus der Amid-Kupplung.

Fir die Amid-Kupplungen konnten insgesamt gute Ausbeuten erzielt werden. Die VHL-Linker wurden
anschlieRend als Baustein C zur Synthese von PROTACs verwendet.

4.5 Synthese des CJ-13,610-Derivates via Syntheseroute | (Block D)

Die Synthese des CJ-13,610-Derivates begann bei der freien Sdure 31, welche im ersten Schritt
verestert wurde 32 (Schema 18).

O o
/@\/U\ * H3C-OH —n . /@\/U\ e
| OH | O

31 32
Schema 18: Veresterung h) MeOH, H,SO,, 90 °C, 97%.

Nach erfolgreicher Veresterung sollte der THP-Ring mit Bis(2-chlorethyl)ether 33 am a-aziden
Kohlenstoff von 32 aufgebaut werden (Schema 19).

0 o , 9
|©\)Lo/* J R N o
33

32

Schema 19: Sy THP-Ringbildung i) 60% NaH in Mineralél, abs. DMSO, 10 °C > RT, 2 h, 37%.

Die urspriinglichen Reaktionsbedingungen, welche eine Reaktionsfihrung in DMF, Natriumhydrid,
Kaliumiodid und 15-Krone-5-Ether vorsahen, konnten nicht reproduziert werden, dementsprechend
wurden eine Reaktionsoptimierung durchgefiihrt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Reaktionsoptimierung zur Synthese des THP-Rings. [l

Nr. 29 Base Losungsmittel T[°C] Zeit Ausbeute
RK40  185mg, 0,67 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq DMF RT 2h -

RK41  320mg, 1,16 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq DMF RT UN -

RK42  270mg, 0,97 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq DMSO RT 2h  13%
RK46 249 mg, 0,90 mmol, 1,0Aq CsCOs;,3Aq DMSO 100°C UN -

RK47 170mg, 0,61 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq DMSO RT UN -

RK102 475mg, 1,72 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq THF RT 2h -

RK104 630 mg, 2,28 mmol, 1,0Aq NaH2,2Aq abs. DMSO RT 2h  37%

[i] Bis(2-chlorethyl)ether 1,2 Aq. Bei RK104 wurde anstelle von 99%, 99,99 % trockenes DMSO verwendet. Bei RK102 wurde 31 erhalten.

Eine Verlangerung der Reaktionsdauer (siehe Tabelle 3, RK41) hat keinen Unterschied zum voran
gegangen Ansatz (RK40) gezeigt. Aufgrund dessen wurde das Losungsmittel gedndert und die
Reaktionsbedingungen des Synthesewegs mit dem Nitril-Analog anstelle des Esters ibernommen. Hier
konnte das Produkt nur in geringer Ausbeute erhalten werden (RK42). Eine Variation der Base und
Temperatur (RK46) oder eine Verlangerung der (RK47) Reaktionsdauer haben keinen Umsatz erzielt.
Da zu diesem Zeitpunkt Syntheseroute Il weiter fortgeschritten war, wurde dieser Syntheseweg
abgebrochen. In spateren Versuchsreihen mit THF (RK102) konnte durch Ansduern der wassrigen
Phase bei der Aufarbeitung herausgefunden werden, dass 31 als Hauptprodukt entstanden war und
somit der Ester verseift wurde. Mit dieser Erkenntnis wurde mit 99,99% trockenem DMSO die Reaktion
erneut durchgefihrt, in der schlussendlich 37% der Zielverbindung 34 erhalten werden konnte.

4.6 Synthese des CJ-13,610 Derivates via Syntheseroute Il (Block D)

Ausgehend vom Nitril sollte der THP-Ring gebildet werden. Die Reaktion konnte nach
Literaturvorschrift dargestellt werden.

N
_N 0 ) Z
Br/©\// - I ) o
33

41

Schema 20: Schema 21: Sy THP-Ringbildung j) 60% NaH in Mineralél, DMSO, 10 °C 2 RT, 2 h, 73%.

Das Produkt konnte in guter Ausbeute erhalten werden. Als nachstes wurde der zweite Baustein fir
die zweifache Migita-Kupplung hergestellt, welcher Gber SyAr erhalten werden konnte.

r ,
I O T
37 38 39 \©\I

Schema 22: SyAr k) 60% NaH in Mineral6l, DMSO, 30 min RT, 110 °C, 16 h, 66%.

Mit der Literaturvorschrift wurde nur eine Ausbeute von 5% erzielt. Bei der Reaktionsoptimierung
wurde die Base und das Losungsmittel variiert, um Produkt 39 in besseren Ausbeuten zu erhalten
(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Reaktionsoptimierung SyAr K

Nr. 34 Base Losungsmittel Ausbeute
RK33 250 mg, 2,95 mmol, 1,0 Aq NaH DMF 5%

RK35 250 mg, 2,95 mmol, 1,0 Aq DIPEA DMF -

RK39 250 mg, 2,95 mmol, 1,0 Aq NaH DMSO 53%
RK53 900 mg, 10,6 mmol, 1,0 Aq NaH DMSO 66%

[k] 1,0 Aq 1-Fluor-4-iodbenzol. 30 min RT, 16 h, 110 °C. Als Base wurden entweder 1,2 Aq 60% NaH in Mineralél oder 3 Aq DIPEA verwendet.

Mit einem Austausch der Base durch DIPEA konnte kein Umsatz erzielt werden (RK35). Jedoch fiihrte
der Austausch des Losungsmittels zu einer akzeptablen Ausbeute (RK39), welche im Zuge eines
Up-scaling verbessert werden konnte (RK53). Unterschied hierbei war die Konzentration, der gelosten
Stoffe, da die Menge des Losungsmittels konstant mit 5 mL gehalten wurde.

Als nachsten Schritt konnte nun die zweifache Migita-Kupplung zur Darstellung des Thioarylerthers
durchgefiihrt werden. Hierbei wurde in der Synthesevorschrift keine Aufreinigung des
Zwischenproduktes vorgenommen und das Zwischenprodukt weiter in der zweiten Migita-Kupplung
eingesetzt.

& O
.

66
+

o
N
QL

4

N
N N Nk(

Br + >— - + Q/N

@) 3Z_ 39 \©\|
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42

O

Schema 23: Zweifache Migita-Kupplung 1) (1) Pd(Phs)s, 60% NaH in Mineralél, THF/Toluol 1:1, 0 °C, 10 min, 100 °C, 2 h, (Il)
Pd(Phs)s, KOtBu, Ethanol, 80 °C, UN, < 13%; m) (1) Pd(dppf)Cl,-CHCl,, 60% NaH in Mineralél, THF/Toluol 1:1, 0 °C, 10 min,
100 °C, 2 h, (Il), Pd(dppf)Cl>-CH:Cl,, KOtBu, CsF, 1,4-Dioxan, 100 °C, UN < 3 %.

Zunidchst wurde der literaturverwendete Katalysator Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
verwendet. Das Zwischenprodukt der ersten Migita-Kupplung wurde hierbei nichtisoliert, sondern nur
Gber Celite® gefiltert und fir die zweite Kupplung eingesetzt. Hierbei konnte das Produkt 44 zwar
detektiert werden, allerdings nicht sauber isoliert werden. Demgegeniber stand die Reaktionsfiihrung
m) angelehnt an Rodriguez et al.>* und Murata et al.**, die beide ein Screening der Migita-Reaktion
durchgefiihrt haben, in denen mit bidentalen Liganden Ausbeuten lGber 90% erzielt werden konnten.
Ein Derivat von den verwendeten Liganden st [1,1'-Bis-(diphenylphosphin)-ferrocen]-
dichlorpalladium(ll) Dichlormethan, welcher als Katalysator mit Liganden gewahlt wurde. Diese
Reaktionsfiihrung blieb allerdings zunachst auch ohne Erfolg. Stattdessen konnte in beiden Ansatzen
Nebenprodukt 66 mittels NMR-Spektroskope und Massenspektrometrie ermittelt werden. Von diesem
Nebenprodukt wurde schon im Zuge eines Up-scalings der Syntheseroute berichtet.>®>” Ein weitere
Hurde war, dass 39 und 44 ein dhnliches Laufverhalten aufwiesen und somit schwer zu trennen waren.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Da festgestellt wurde, dass sich das Nebenprodukt 66 gebildet hat, welches entweder durch
Uberschissiges TIPS-Thiol oder einer folgenden Palladium-katalysierten Reaktion aus 44 entstanden
sein kénnte, wurde in nachfolgenden Ansatz beschlossen das Zwischenprodukt aufzureinigen (Schema

24).
Br //N x_ b x_ //N
O el
43 o

35

Schema 24: Migita-Kupplung 1) (1) Pd(Phs),, 60% NaH in Mineralél, THF/Toluol 1:1, 0 °C, 10 min, 100 °C, 2 h, 52%.

Die Isolierung der Zwischenstufe erfolgte aufgrund der berichteten Instabilitdt gegenliber Wasser ohne
waissrige Aufarbeitung mittels Flash-Chromatographie.®® Das Produkt konnte nun fiir die zweite Migita-
Kupplung eingesetzt werden. TIPS wird hierbei unter basischen Bedingungen in situ abgespalten.
Caesiumfluorid fungiert im Reaktionsansatz m) (Il) als additives Entschiitzungsreagenz (Schema 25).

N

:‘/
S S e T
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Schema 25: Zweite Migita-Kupplung (1) (Il) Pd(Phs)s, KOtBu, Ethanol, 80 °C, UN, 25%; m (ll) Pd(dppf)Cl,-CHCl,, KOtBu, CsF,
1,4-Dioxan, 100 °C, UN, 75%.

Verbindung 66 ist bei diesen Reaktionsansatzen nicht mehr aufgetreten, was somit auf Gberschiissiges
TIPS-Thiol zurtickzufihren war. Das Produkt konnte sauber isoliert werden, indem bei der Flash-
Chromatographie eine langere Zeit ein konstantes Verhéltnis von n-Hex/EE benutzt wurde, bis 39 nicht
mehr detektierbar war, anschlieRend konnte das Laufmittel auf EE/MeOH gewechselt werden, um 44
als Reinfraktion zu eluieren.

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der zweiten Migita-Kupplung.liml

Nr. 34 Katalysator Base Losungsmittel Ausbeute
RK75 275mg, 0,73 mmol, 1Aq Pd(Phs)s KOtBu Ethanol 25%
RK98 98 mg, 0,26 mmol, 1 Aq Pd(dppf)Cl,:CHCl,  KOtBu, CsF DMF 75%

[11,Im] 1 Aq 39, 3 mol% Katalysator, fiir RK75, 80 °C, UN, fiir RK98 100 °C, UN.

Im Vergleich zur Syntheseroute aus der Originalpublikation*® konnte die Ausbeute von 25% auf 75%
erheblich gesteigert werden (Tabelle 5). Die Migita-Kupplung verldauft hierbei vermutlich nach
folgenden Mechanismus ab.>” Zunichst wird 39 durch eine oxidative Addition an den Katalysator
addiert. Nachdem 44 durch Fluorid entschiitzt wurde, erfolgt eine Transmetallierung am Katalysator,
wobei lodid durch das Thiol ersetzt wird. Zuletzt erfolgt eine reduktive Eliminierung, in der das Produkt
42 erhalten und der Katalysator regeneriert wird (Schema 26).
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Schema 26: Mechanismus der Migita-Kupplung mit PdL; = Pd(dppf)Cl>-CH2Cl» als Katalysator.

Letzter Schritt war die Verseifungsreaktion, welche saurekatalysiert oder basenkatalysiert, mit dem
Amid 7 (CJ-13,610) als Zwischenstufe ablaufen kann (Schema 27).

Schema 27: Verseifung n) 4 molare NaOH, H,O/Ethanol 1:1, MW, 120 °C, 5 h, 5 bar, 54% - quantitativ.

Zunéachst wurde die Originalvorschrift fiir CJ-13,610 angewendet und das urspriingliche Losungsmittel
Ethylenglykol durch ein 1:1 Gemisch aus Ethylenglykol und Wasser ersetzt. Nach 2 d Reaktionszeit
konnte mittels HPLC jedoch nur ein Reaktionsumsatz von 30% ermittelt werden (RK77). Der zweite
Ansatz war angelehnt an Poux et al.>® in der mikrowellenassistierte Verseifungsreaktion von Nitrilen
durchgefiihrt wurden (Tabelle 6).

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen der Verseifung [

Nr. 42 Base Losungsmittel Zeit T Umsatz
RK77 18 mg, 48 umol, 1 Aq KOH Ethylenglykol/H.O 2d 120°C 30%
RK81 55mg, 146 umol,1Aqg  NaOH Ethanol/H,0 5h 120 °C quant.

[n] 4 molare KOH/NaOH, fir RK81 mittels MW bei 5 bar.

Beim Reaktionsansatz RK81 wurde als Losungsmittel Ethanol zugegeben, da sich das Edukt nicht in
Wasser loste und Ethylenglykol, als hochsiedendes Losungsmittel, welches somit schwer zu entfernen
ist, vermieden werden konnte. Nach 1 h wurde eine Reaktionskontrolle mittels HPLC durchgefiihrt, in
der ein 1:1 Gemisch aus den Produkten 7 und 13 festgestellt wurde und nach 5 h der vollstandige
Umsatz zu 13. In spateren Anséatzen dieser Reaktion wurde beobachtet, dass sich nach 5 h Stehen bei
RT ein weiBer Niederschlag absetzte und sich dabei eine orangefarbene organische Phase aus Ethanol
bildete. Diese wurde dekantiert und mittels HPLC untersucht. Es zeigte sich, dass sich 99% des
Produktes in dieser Phase befand und insofern der weilRe Niederschlag aus anorganischen Salzen
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

bestand. Somit konnte nach Entfernen des Lésungsmittels 13 ohne Aufarbeitung erhalten werden. Mit
dem Nitril 42 oder der Saure 13 als Baustein D konnten nun alle vier méglichen Kombinationen an
PROTACs gekniipft werden.

4.7 Synthese von PROTACs

Fiir die Synthese der PROTACs wurden zwei Reaktionsprodukte der Blocke A, B, C, und D via Amid-
Kupplung miteinander verknlpft (Schema 28). Die Linker 55 und 57, wurden ebenfalls als
Kupplungsbaustein B und C verwendet (nicht im Schema 28 zu sehen). Fiir die Kupplung wurde eine
in situ Boc-Entschiitzung des Thalidomid- und VHL-Linkers vorgenommen und fiir das CJ-13,610-
Derivat eine in situ Verseifung. Die Kupplung erfolgte entweder UN bei RT oder mikrowellenassistiert
1 h bei 60 °C. Fiir RK19 und RK28 wurden Reaktionsbedingungen der Entschiitzung und der Kupplung
variiert, um das Optimum herauszufinden (Tabelle 7).
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Schema 28: Allgemeines Kupplungsschema n) 4 molare NaOH, H,O/Ethanol 1:1, MW, 120 °C, 5 h, 5 bar, o) TFA, DCM 0 °C 2>
RT, 1-4 h, p) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, RT, UN, q) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C,
10 min, RT, 1 h, MW, 60 °C, 11-75%.

22



4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Tabelle 7: Reaktionsoptimierung der PROTAC-Amid-Kupplung [Pl

Nr. 17d Entschiitzung Kupplung Ausbeute
RK24 35 mg, 58 umol, 1,2 Aq TFA/DCM THF 6%
RK26 5mg, 8, umol, 1,2 Aq TFA/DCM DMF 21%
RK29 29 mg, 45 umol, 1,2 Aq HCl/1,4-Dioxan DMF 12%

55 Entschiitzung Kupplungsreagenz Ausbeute
RK11 25 mg, 40 umol, 1,2 Aq TFA/DCM HATU -
RK19 18 mg, 31 umol, 1.2 Aq TFA/DCM PyBOP, HOBt-H,0O 27%

[p] fir 17d (RK24, RK26, RK29) wurde das Losungsmittel fir die Amid-Kupplung und fiir 55 (RK11, RK19) das Kupplungsreagenz variiert.

Ein Wechsel des Losungsmittels von THF (RK24) zu DMF (RK26) hat hierbei die Ausbeute leicht erhdht.
Um auszuschlielRen, dass das Triflatsalz aus der Entschiitzung die Amid-Kupplung beeintrachtigt, wurde
mit HCl/1,4-Dioxan eine Entschitzung durchgefiihrt (RK29), in der jedoch eine geringere Ausbeute
nach der Amid-Kupplung erzielt wurde. Ob sowohl das Triflatsalz als auch die Chloridionen einen
Einfluss haben, konnte somit nicht herausgefunden werden. Eine Aufarbeitung der entschiitzten Linker
wurde nicht durchgefiihrt, da diese bei der Extraktion in der wassrigen Phase verblieben waren. Ein
Wechsel des Kupplungsreagenz-Systems von PyBOP, HOBt zu HATU fiihrte zu einem Umsatzverlust
(RK11). In spateren Ansitzen wurde das Reaktionssystem anstelle von Rithren UN bei RT auf 1 h bei
60 °C mittels Mikrowellenstrahlung ersetzt. Eine Steigerung der Ausbeute konnte zwar nicht
beobachtet werden, dafiir wurde die Reaktionszeit verkirzt. Fiir die Reaktionen des CJ-13,610-
Derivates konnte die Verseifungsreaktion in situ ohne Ausbeuteverlust integriert werden. Uberreste
von Natronlauge haben bei dieser Reaktion nicht gestort. Die Aufreinigung aller Endverbindungen
erfolgte Uber die praparative HPLC. Es wurden hierbei folgende Endverbindungen erhalten (Abbildung
13). Die Reaktionsbedingungen und Ausbeuten sind hierbei in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Abbildung 13: Synthetisierte Endverbindungen.
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4. Synthesen und Reaktionsoptimierung

Tabelle 8: Ubersicht der Endverbindungen, und den Reaktionsbedingungen fiir die Amid-Kupplung HK330,erkirzt Steht hierbei
fiir Baustein A, CJ-13,610-Derivat fiir D, T fiir B und VHL fiir D [ 0.p.a]

Bedingung HK330verkiirzt Bedingung CJ-13,610-Derivat

-PEG-1-T o,p 18a RK32 39% n, o, - RK89 n. i.
-PEG-2-T o,p 18b RK23 17% 0,q 20b RK83 75%
-PEG-3-T o,p 18c RK34 27% n, o, q 20c RK90 35%
-PEG-4-T o,p 18d RK26 39% n,o,q 20d RK100 35%
-(CH2)s-PEG-3-CH,-T o,p 72 RK1927% n, o, - RK84 n. i.
-PEG-1-VHL 0,q 19a RK65 42% n,o,q 21a RK92 19%
-PEG-2-VHL 0,q 19b RK91 25% n,o,q 21b RK94 31%
-PEG-3-VHL 0,q 19¢ RK85 26% n, o, - RK93 n. i.
-PEG-4-VHL 0,q 19d RK71 21% o,q 21d RK82 32%
-Bz-CH,-VHL 0,q 73 RK99 11% n,o,q 74 RK97 28%

[0] Entschiitzung mit TFA [p] Reaktion UN, [q] Reaktion im Mikrowellenofen [n] Reaktion mit vorheriger Verseifung, n. i. = konnte nicht
isoliert werden.

Die Endverbindungen wurden auf Reinheit, Masse und Konnektivitdt untersucht und anschliefend
flr biologische Untersuchgen verwendet.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Die 17 synthetisierten Endverbindungen wurden auf ihre Aktivitat und Wasserloslichkeit getestet
(Tabelle 9). Die Untersuchungen auf Aktivitat und der Funktion als PROTAC wurde hierbei in einer
Kooperation mit AK Steinhilber durchgefiihrt.

Tabelle 9: Aktivitdt und WasserlGslichkeit der Endverbindungen.

Nr. Verbindung Inhibition [%] Wasser-
bei 1 uM I16slichkeit

[uM]

18a 9 o 26 3-10

Rk32 | SWNNOwNH oo

18b A o 25 > 10

Rk23 | ” \Q)WVV ool

18c R . 22 3-10

RK34 R T e TIP

18d H,Nj)\N : Q 14 > 10

RK26 T S O ST,

74 Al o 65 3-10

RK19 on R S AT

19a HO, \N\> 22 >10
RK65 | 1§ - . R
\ VYNYL\O

19b HO, \N\> 0 >10
RK91 1= OYN/O
19c B 43 3-10
RK8S | 0o . A

6;\©/Mmhowwfgo

/’\
19d o, B 20 >10
RK71 HZNj\N : o Q H Q?N/O\/&
S hwﬁ
4\
75 i 0 55 1-3

RK99 [ N\Q/“
OH N o
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20b
RK83

20c
RK90

20d
RK100

21a
RK92

21b
RK94

21d
RK82

76
RK97

Die CJ-13,610 PROTACs RK83, RK90, RK100, RK92, RK94, RK82 und RK97 haben im Vergleich zu den
Eisen-chelatisierenden PROTACs RK32, RK23, RK34, RK26, RK19, RK65, RK91, RK85, RK71 und RK91
leider keine Inhibition der 5-LO gezeigt. Hierfiir gebe es zwei mogliche Ursachen. Erstens, die Position
an dem der Linker angebracht wurde, ist ungiinstig und verringert somit die Aktivitdat. Oder zweitens,
die Aktivitdat wird generell durch das Anbringen des Linkers geringer. Da CJ-13,610 als allosterisch
hemmender Inhibitor im Vergleich zu den Eisen-chelatisierenden Inhibitor HK330 schon eine geringere
Aktivitat aufweist, konnte diese hierbei nochmals verringert worden sein, woraus eine Inaktivitat
resultiert.

Die Verbindungen, die eine akzeptable inhibitorische Aktivitat bei 1 uM aufwiesen, wurden auf ihre
Funktion als PROTAC getestet. RK19 und RK99 wiesen die notwendige inhibitorische Aktivitat auf,
induzierten jedoch keine Degradation der 5-LO (Abbildung 14).
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5. Ergebnisse und Diskussion

5-LO

rekombinant RK1924 h RK 99 6 h

DMSO 1uM  3uM 10yM DMSO  3uM 10 uM

78kDa * . : s e A | 5-LO
o M S abcam

42 kDa B-Aktin

100%
80%
60%
40%

20%

DMSO 1uM 3 uM 10 uM DMSO 3 uM 10 uM
Abbildung 14: Western-Blots der PROTACs und die Quantifizierung der 5-LO, dargestellt im Balkendiagramm (n=2, gezeigt
n=1).

Fir die Wasserloslichkeit hat sich gezeigt, dass die Eisen-chelatisierenden PROTACs in der Regel eine
Wasserloslichkeit im Bereich von 3-10 uM oder > 10 uM haben. Ausnahme hiervon ist RK99 mit dem
Benzyl-Linker, dessen Wasserloslichkeitsgrenze im Bereich von 1-3 uM liegt. Die CJ-13,610 PROTACs
zeigen ein dhnliches Bild mit einer Wasserloslichkeit im Bereich von 3-10 uM auf. Auch in dieser Serie
verfligt der PROTAC mit Benzyl-Linker RK97 liber eine geringe Wasserloslichkeit von 1-3 uM. Die
Liganden Thalidomid oder VHL weisen hierbei zueinander wenige Unterschiede auf. Die Unterschiede
bei gleichbleibenden Linker betragen hierbei entweder eine Potenz wie bei RK82 mit einer
Wasserl6slichkeit von 1-3 uM und RK100 3-10 uM mit PEG-4 als Linker oder keinen Unterschied wie
bei RK34 und RK85 mit einer Wasserloslichkeit von 3-10 uM mit PEG-3 als Linker. Interessanterweise
zeigen die PEG-3-Linker der Eisen-chelatisierenden PROTACs insgesamt eine schlechtere
Wasserloslichkeit auf als andere Linker in dieser Gruppe. RK19 und RK97 indizieren mit einer
schlechteren Wasserl6slichkeit unter den Eisen-chelatisierenden PROTACs, dass eine Steigerung der
Lipophilie im Linker mit einer Steigerung der Inhibition korreliert.
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6. Zusammenfassung

PROTACs sind ein Teil der nachsten Generation von pharmazeutischen Wirkstoffen und bieten einen
komplett neuen Ansatz, um mit kleinen Molekiilen in biochemische Signalwege einzugreifen.?
PROTACs adressieren hierbei sowohl das Zielprotein als auch den E3-Ligase-Komplex und bewirken die
Degradation des Zielproteins. Insbesondere in der Behandlung von bestimmten Krebsarten zeigen
PROTACs einen neuen vielversprechenden Ansatz.* Durch Inhibition der 5-LO mit bekannten
Inhibitoren wie Zileuton® oder CJ-13,610 konnte der Weiterentwicklung von Leukdamie, auch bekannt
als Blutkrebs, entgegen gewirkt werden, aber nicht aufgehalten werden.***’ Hier sollen als neue
Methode PROTACs eingesetzt werden, um der Uberexpression der 5-LO in Leukdmiezellen durch
Degradation entgegenzuwirken.

Mit HK330 und CJ-13,610 als Leitstruktur wurden 17 PROTACs erfolgreich synthetisiert und
charakterisiert. Die Synthese erfolgte hierbei in vier Blocken (Schema 29). Insbesondere bei der
Synthese des CJ-13,610 Derivates konnte durch Abwandlung der Literaturvorschrift eine akzeptable
Ausbeute erreicht werden. Fir die zweite Migita-Kupplung hat ein Wechsel des Reaktionssystems
durch Austausch des Katalysators und des Losungsmittels sowie einem Entschiitzungsadditiv dafir
gesorgt, dass die Ausbeute von 25% auf 75% gesteigert werden konnte. Die anschlieBende
Verseifungsreaktion, konnte in quantitativen Ausbeuten erreicht werden und an die Folgereaktion
ohne Aufreinigung angeschlossen werden.

Flr das Anbringen der Thalidomid- und VHL-Linker konnten Entschiitzung und die vorherige Verseifung
des Nitrils mit der Amid-Kupplung verkniipft werden, ohne die Zwischenprodukte aufzureinigen.
Hierbei hat sich PyBOP, HOBt-H,O als das ideale Kupplungsreagenz herausgestellt. Die Reaktionen
konnten sowohl tiber Nacht bei RT als auch 1 h unter Mikrowellenstrahlung durchgefiihrt werden.
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PROTACS

: N
Ho, 0y T ) QI
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Schema 29: Zusammenfassung der Synthese von 5-LO-PROTACs a) (I) NaHCOs, H20, 0 °C, 30 min, (ll) NaHCOs, H,0, RT, 2 h,
42%; b) (1) PPhs, THF 0 °C, (II) DIAD, THF 0 °C = RT, 3 h, 74%,; c) NHs(g), Isopropanol, -196 °C = RT, 1 bar = 10 bar, UN, 81%;
d) Pd(I1)(ACN)Cls, PPhs, Cul, DIPA, EE, RT, 16 h, 79%; e) Pyridin, 110 °C, UN, 36%; f) DIPEA, DMF, 110 °C, UN, 51-59%; g) PyBOP,
HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, 60 °C MW, 30 min, 43-78; j) 60% NaH in Mineralél, DMSO, 10 °C > RT, 2 h, 73%;
k) 60% NaH in Mineralél, DMSO, 30 min RT, 110 °C, 16 h, 66%; I) (1) Pd(PPhs)s, 60% NaH in Mineralél, THF/Toluol 1:1, 0 °C, 10
min, 100 °C, 2 h, 52%; m (Il) Pd(dppf)Cl,-CH,Cl,, KOtBu, CsF, 1,4-Dioxan, 100 °C, UN 75%; n) 4 molare NaOH, H,O/Ethanol 1:1,
MW, 120 °C, 5 h, 5 bar, 54% - quantitativ; o) TFA, DCM 0 °C = RT, 1-4 h, p) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH >9, DMF, 0 °C, 10
min, RT, UN, q) PyBOP, HOBt-H;0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, RT, 1 h, MW, 60 °C, 11-75%.
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Die Endverbindungen wurden anschlieRend auf ihre Wasserloslichkeit, ihr Inhibitionsvermogen und
ihrer Funktion als PROTAC untersucht. Unter den hergestellten PROTACs konnten zwei die 5-LO bei
1 uM mit > 50% inhibieren (Abbildung 15).

1
- [0}
HoNT °N NN
X
OH N/\/\[
RK19 RK99
65% Inhibition bei 1 uM 55% Inhibition bei 1 uM

Abbildung 15: PROTACs, die die 5-LO inhibieren.

RK19 hat hierbei Propyl-Enden im PEG-Linker und RK99 einen Phenylring im Linker ohne
PEG-Einheiten. Beide Verbindungen wurden auf ihre Funktion als PROTACs untersucht, konnten aber
im gewadhlten Zeitrahmen und Konzentrationen keine Degradation herbeifiihren.

Fir die Wasserloslichkeit hat sich ergeben, dass alle Endverbindungen eine Wasserloslichkeit im
Bereich von 3-10 uM oder dariliber aufweisen. Ausnahmen hierbei waren die PROTACs mit einem
Benzylring im Linker, welche eine Wasserloslichkeit im Bereich von 1-3 uM aufwiesen. Da aber auch
diese wasserl6slich waren, ergeben sich neue Moglichkeiten zum Designen von PROTACs fir die 5-LO
durch Verwendung von Linkern mit einem grofReren aliphatischen Anteil.
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7. Ausblick

Fiir das zukiinftige Design von PROTACs kdonnen drei Kernelemente kombiniert werden, um den
idealen PROTAC zu designen. Diese bestehen aus einer groBen Linkervielfalt, Datenbanken, um
Referenzen zu nehmen oder Vorhersagen zu treffen und experimentellen Daten, die den PROTAC
validieren (Abbildung 16).

Datenbanken

Linkervielfalt Experementelle Daten

Abbildung 16: Kernelemente zum Designen von PROTACs.

Um die ideale Linkerlange und den Anteil hydrophoben und hydrophilen Wechselwirkungen im Linker
des PROTAC bestimmen zu kénnen, wird eine groRe Anzahl an Linkern bendétigt. Da diese jedoch recht
teuer sind und auch nicht alle Kombination von PEG-Einheiten kommerziell erhéltlich sind, kann

angelehnt an Kehm et al.>?

Uber Gabriel-Synthese gefolgt von periodisch wiederholender Williamson-
Ether-Synthese mit Reduktion durch Natriumborhydrid eine Vielfalt von Linkern synthetisiert werden
(Schema 30). Um zeitlich effektiv zu arbeiten, kann zum Anbringen der Linker an Thalidomid oder VHL

die Parallelsynthese hinzugezogen werden.

s)
o) ) o o Entschiitzung oder Modifikation
r o E—
C[iw s sbhyon —s @M oyetus @MN«(K — .
o}
o) (o]
79 80

o

N

1)
Schema 30: Gabriel-Synthese r) NEts, CH,Cl, RT, Williamson-Ether-Synthese s) t-Butyl-2-Bromethan oder t-Butyl-3-
Brompropan THF, RT; Reduktion t) NaBH4, THF, MeOH, reflux, 2 h.

7 78

Mit der PROTAC-Datenbank kann die Vielzahl von Linkern eingegrenzt werden und eine Vorauswabhl
getroffen werden.’ Um die Auswahl noch weiter einzugrenzen, kann ein Tool zur Vorhersage der
Konstruktion des Linkers von PROTACs hinzugezogen werden.’® Hierbei wird jedoch eine
Kristallstruktur des Zielproteins mit Inhibitor benétigt. Zuletzt sind experimentelle Daten notwendig,
die Uber die Fahigkeit der Inhibition Auskunft geben und die ideale Linker-Ldnge ermitteln, bei denen
eine Degradation des Zielproteins erfolgt.
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Notwendig fir PROTACs sind eine gewisse Aktivitat auf dem Zielprotein, eine akzeptable
Wasserloslichkeit, die Bildung des ternaren Komplexes und ein konzentrationsabhangiger Abbau des
Zielproteins durch die Rekrutierung der E3-Ligase mittels des PROTACs. Eine gewisse Aktivitdt konnte
mit den Eisen-chelatisierenden PROTACs mit Benzyl-Linker (RK99) oder einem groReren Anteil an
Aliphaten im Linker erreicht werden (RK19). Die Wasserloslichkeit war bei allen Linkern gegeben,
allerdings vermutlich unter dem Verlust der Aktivitdt, weshalb zukinftig aliphatische Linker mit
geringerem Sauerstoffanteil bevorzugt verwendet werden sollten. Bestatigt wird dies auch, da der
PROTAC mit dem Benzyl-Linker eine akzeptable Wasserloslichkeit aufwies. Um eine maximierte
Inhibition der 5-LO zu ermoglichen, werden lipophile Linker praferiert. Mit diesen Erkenntnissen
konnten folgende Molekiile 81 und 82 als PROTAC fungieren (Abbildung 17), welche voraussichtlich
eine hohere Inhibition der 5-LO und immer noch eine akzeptable Wasserloslichkeit aufweisen.
Vielversprechender waren hierbei die Molekiile 83, 84, 85 und 86, welche HK330 komplett als
Pharmakophor ibernehmen und entweder einen Alkyl-Linker verwenden oder den Linker mit Propyl-
Einheiten aus RK19, welcher sich bewéhrt hat.
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Auf biochemischer Seite kdnnen die Inkubationszeit des Zellassays variiert werden. Hierfr sollte auch
die Zellgdngigkeit des PROTACs bestimmt werden, um zu gewahrleisten, dass der PROTAC am
Zielprotein ankommt. Eine Evaluationsmoglichkeit ware die Bildung des essentiellen terndaren PROTAC-
Protein-Komplexes, welcher durch Massenspektrometrie!® oder ITC!® ermittelt werden kann. Andere
Methoden wie BRET?®, welche die Bildung des Protein-E3-Ligase-Komplexes bestimmen, kénnen auch
verwendet werden, um auf den terndren Komplex zurlick zu schliefRen.

Abbildung 17: Mégliche Serie an PROTACs.
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8. Experimenteller Teil

8. Experimenteller Teil
8.1 Material und Methoden

Die nachfolgenden Chemikalien, Methoden und Messgerate wurden verwendet, um die Verbindungen
zu synthetisieren und charakterisieren.

8.1.1 Wasserloslichkeit

Die Bestimmung der Wasserloslichkeit erfolgte am Infinite M200 Pro Plattenlesers der Firma Tecan bei
einer Absorption von 650 nm. Hierfiir wurde eine transparente Mikrotitrier-Platte im 96-Well Format
verwendet. Zur Messung wurden aus einem 10 mM Stock in DMSO eine Konzentrationsreihe mit
jeweils 3,1, 0,3 und 0,1 mM angesetzt. In Triplikaten wurden 1 pL der angesetzten Losung zusammen
mit 99 uL DPBS-Puffer, pH = 7,0-7,3 mit 0,01% Triton X100 auf die Platte gegeben. Fir die
Referenzprobe wurde anstelle der angesetzten Loésung 1 uL DMSO verwendet. Die Absorption wurde
bei 650 nm bestimmt und mit der Referenz verglichen. Wichen die Absorptionswerte der Probe von
den Absorptionswerten der Referenz ab, wurde die Annahme gemacht, dass die Probe prazipitiert und
die Grenze der Loslichkeit erreicht ist.

8.1.2 Aktivitatsmessung

Der Aktivitaitsmessung wurde nach den Protokollen von Hofman et al. >*%° durchgefiihrt. Hierfiir wurde
aus einem Mastermix bestehend 3 pg 5-LO/mL, 1 mM ATP, 1 mM EDTA in PBS Puffer 1 mL entnommen
und zu 10 plL Zielverbindung der Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM und 1 puM, gegeben. Die
Zielverbindung wurde vorher 15 min auf Eis inkubiert. Zum Start des Assays wurde jede Probe zunachst
20 s im Wasserbad bei 37 °C angewarmt. Die Reaktion begann durch die Zugabe von 2 mM CaCl; und
10 uM Arachidonsaure. Nach 10 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 mL Methanol
gestoppt und die 5-LO Metabolite mittels HPLC analysiert.

8.1.3 Western-Blots

5-LO rekombinante U20S Ziellinien wurden mit der gewdahlten Verbindung in den Konzentrationen
1 uM, 3 uM und 10 uM und DMSO als Kontrolle im gewahlten Zeitfenster inkubiert.

Zur Lyse wurden die Zellen geerntet, das Medium verworfen und mit kaltem PBS gewaschen. Nach
dem Uberfiihren in ein 1,5 mL-ReaktionsgefaR wurde erneut mit kaltem PBS gewaschen und die Zellen
mit jeweils 200 ul Lysepuffer lysiert. Der Lysepuffer bestand hierbeiaus 1,5 mL 1 M Tris-HCI (pH = 6,8),
3 mL 20% SDS, 3 mL Glycerol und 19,5 mL MilliQ-Wasser. Es wurden jeweils im Verhaltnis 1:10 ein
Proteaseinhibitormix und im Verhaltnis 1:7 Phosphataseinhibitoren frisch hinzugegeben.

Die Zellen wurden in dem Lysepuffer suspendiert, 10-15 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend
dreimal fir 10 s mit einem Ultraschall-Homogenisator (Sonopuls 200, Bandelin electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, 20% Intensitat, stoBweise) geschallt, um stérende DNS zu zerkleinern. AnschlieRend wurde
das Lysat zentrifugiert (10 min, 10.000 x g, 4 °C) und der Uberstand in neue 1,5-mL-ReaktionsgefiRe
Uberfiihrt. Das Lysat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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Die Proteinkonzentration des Lysats wurde mit Hilfe des BCA-Assays ermittelt. Hierflir wurde das
,PierceTM BCA Protein AssayKit” von Thermo Fisher Scientific verwendet. Diese
Konzentrationsbestimmung basiert auf der Biuret-Reaktion. Hierbei werden Kupferionen in
alkalischem Milieu reduziert.

Eine Verdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin wurde zur Erstellung einer Kalibriergeraden und zur
anschlieRenden Konzentrationsbestimmung verwendet. Jede Probe wurde als 1:10 Verdiinnung des
Zelllysats eingesetzt und als Duplikat vermessen. In jedes Well einer Mikrotiterplatte wurden 25 pL des
verdlinnten Lysats und 200 pL ,,Working Reagent” gegeben. Danach wurde die Platte fiir 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Detektiert wurde bei einer Wellenldange von 562 nm mit dem Infinite® 200 PRO
Series.

Die denaturierende Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) diente der
Auftrennung von Proteinen in einem elektrischen Feld entsprechend der apparenten Molekiilmasse.
Die Lysate wurden mit Probenpuffer bestehend aus 5 mM EDTA, 10% SDS, 50% Glycerol und
0,05% Bromphenolblau versetzt und anschlieRend zur Denaturierung flir 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Fir die semiquantitative Proteinanalytik wurden pro Probe 30-50 pg Protein, 2 ul PageRuler™
Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific. Die SDS-Gelelektrophorese wurde mit 10%igen
Polyacrylamidgelen in Laufpuffer durchgefiihrt. Der Laufpuffer bestand aus 200 mM Glycin, 25 mM
Tris und 0,1% SDS. Das 10%ige Gel fiir die SDS-PAGE wurde hierbei in folgender Zusammensetzung
hergestellt (Tabelle 10). Acrylamide (AA/Bis AA), Tris-HCl, SDS und Wasser wurden in zwei 50 mL
Zentrifugenrohrchen fir Trenn- und Sammelgel gemixt. Fir das Trenngel wurden anschliefend
Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’N’-Tetramethylethylenediamin (TEMED) hinzugegeben und
nach kurzem Schitteln wurde 6000 uL der Losung in eine Gel-Kassette Uberfihrt. Das Gel wurde mit
300 pL Isopropanol lGberschichtet, um eine glatte Trenngeloberflache zu ermdoglichen. Nach 20 min
war die Polymerisation beendet. Isopropanol wurde anschlielend abgegossen. APS und TEMED
wurden in das Zentrifugenréhrchen fiir das Sammelgel gegeben und nach kurzem Schitteln in die
Gelkassette Gberfihrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung des SDS-Pages

Losung/Reagenzien Zusammensetzung/Lierferant Lagerung Trenngel Sammelgel
30% AA/Bis-AA (Acrylamide) Kommerziell erhaltlich RT 9334 uL 2134 pL
37,5:1 (e.g. Fa. Applichem)
1,5 M Tris-HCl 36,33g Tris in 200 ml MilliQ H,0 RT 7092 pL
pH 8,8 durch HCl konz.
0,5 M Tris-HCl 12,11g Tris in 200ml MilliQ H,0 RT 4032 pL
pH 6,8 durch HCl konz.
10% SDS geldst in MilliQ H,0 RT 280 pL 160 pL
10% APS gelést MilliQ H,0 -20°C 288 uL 9552 pL
TEMED Kommerziell erhéltlich 4°C 32 uL 96 uL
(e.g. Fa. SIGMA Aldrich)
MlliQ H,0 RT 10974 uL 24 uL

Die Lysate wurden bei 80 V fir 10 Minuten und anschlieRfend bei 130 V fiir 80 Minuten aufgetrennt.
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Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Wet/Tank-Blot-Systems (Biorad) bei 95 V und
225 mA fiir 80 Minuten elektrophoretisch in Transferpuffer ohne SDS auf eine Nitrozellulosemembran
(PorengroRe 0,45 um) transferiert. Die anschlieBende Inkubation mit Blocking Puffer (Odyssey Blocking
buffer® 1:1 mit TBS oder Casein Blocking buffer®) fur eine Stunde bei RT bewirkte eine Sattigung der
unspezifischen Bindungen.

Der jeweilige primare Antikorper wurde entsprechend der angegebenen Verdiinnung mit Blocking
Puffer und 0,1% Tween 20 angesetzt (Tabelle 11) und die Membran entweder Gber Nacht bei 4 °C oder
flr zwei Stunden bei RT mit der Antikorperlésung inkubiert. Danach wurde die Membran viermal fiir
5 min mit engl. Tris-buffered saline Tween 20 (TBS-T)-Puffer gewaschen und unter Lichtausschluss fiir
1 h mit der Sekundarantikérperldsung inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal fiir
5 min mit TBS-T Puffer und vor der Detektion ein weiteres Mal fiir 5 min mit TBS-Puffer gewaschen.
Zur Quantifizierung wurde B-Aktin als Referenz verwendet.

Tabelle 11: Antikérper und dessen Verdiinnung.

Primarer Antikorper Sekundarer Antikérper Verdiinnung
5-LO (ab169755) Abcam, Cambridge, 1:1000
United Kingdom (rabbit)
B-Actin (1-19) Santa Cruz 1:5000
Biotechnology, Dallas, Texas, USA
(goat)

Anti-rabbit 800CW LI-COR 1:15000

Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA
Anti-goat 680LT LI-COR Biosciences, 1:15000
Lincoln, Nebraska, USA

8.2.1 Reagenzien und Lésungsmittel

Die Reagenzien und Loésungsmittel, welche ohne weitere Aufreinigung fiir die Synthese benutzt
wurden, hatten die Stoffreinheit p.a. und werden von folgenden Herstellern vertrieben, Sigma-Aldrich,
TCl, Oxchem, Alfa Aesar, Acros organics, Appollo Scientific, Fluorochem und Fischer. Reaktionen,
welche Luft- und Feuchtigkeitsempfindlich sind, wurden unter Argon-Atmosphare durchgefihrt.

8.2.2. Diinnschichtchromatographie

Fir die analytische Dinnschichtchromatographie (DC) wurden mit Silicagel beschichtete
Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator (0,20 mm silica gel 60; ALUGRAM® Xtra SIL G / UV254)
verwendet. Die Detektion erfolgte mit UV-Licht bei einer Wellenlange von 254 nm. Die L6sungsmittel
(A/B/C) sind mit ihren Verhaltnis (X:Y:Z) angegeben. Zum Anfarben der DC-Platte wurde iodhaltiges
Kieselgel in einer DC-Kammer und das Farbereagenz Ninhydrin verwendet.

8.2.3 Flash-Chromatographie

Fir die praparative Saulenchromatographie wurde die PURIFlash® XS 420 (Interchim) mit
vorgepackten 10 g, 25 g, und 50 g Sdulen der Firma Biotage verwendet. Zur Auftragung auf die Saule
wurde Kieselgel der Firma Macherey-Nagel mit einer KorngroRe von 0,040-0,063 nm verwendet. Als
mobile Phase wurden Losungsmittel in technischer Qualitat verwendet.
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8.2.4 Analytische und Prédparative HochleistungsflUssigkeitschromatographie

Die Messung der Reinheit, Masse oder die semiprdparative Aufreinigung von Endverbindungen
erfolgte an dem HPLC-Gerat SHIMADZU prominence der Firma Shimadzu, an das ein SPD20A UV/Vis-
Detektor gekoppelt war. Zur analytischen Bestimmung der Reinheit wurde die Luna 10u C18(2)
(250-4,6 nm) mit einer Flussrate von 1 mL/min und zur préaparativen Aufreinigung wurde die Luna 10u
C18(2) (250-21,20 nm) mit einer Flussrate 21 mL/min der Firma Phenomenex® verwendet. Die mobile
Phase bestand aus einem Gemisch aus einer 0,1% Ameisensdure-Losung in MilliQ-Wasser und
Acetonitril (HPLC grade). Die Detektion des UV-Spektrums erfolgte bei den Wellenldngen 254 nm und
280 nm. Die Reinheit der Verbindungen wurde mithilfe der analytischen HPLC bestimmt und bezieht
sich auf dessen Anteil im Chromatogramm, welcher bei 254 nm detektiert wurde. Die folgenden
Methoden wurden verwendet (Tabelle 12).

Tabelle 12: Methoden fiir die prdparative HPLC.

Methode A Methode B Methode C
Zeit t [min] | c(ACN) [%] Zeit t [min] | c(ACN) [%] Zeit t [min] | c(ACN) [%]
0 70 0 80 0 95
10 10 10 10 2 95
15 10 15 10 14 10
16 70 16 80 20 10
20 70 20 80 21 95

8.2.5 Massenspektrometrie

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte am LCMS-2020 der Firma Shimadzu oder an der
Massenspektrometrie—Serviceeinheit des Instituts flir organische Chemie und Biochemie auf einem
TLC-MS interface 2 von Camag mittels Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS). Flr die
Prazisionsmassen (HRMS) wurde ein MALDI LTQ Orbitrap XL verwendet.

8.2.6 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Messungen wurden in deuteriertem Chloroform (CDCls), Aceton ((CDs)(CO) und
Dimethylsulfoxid (DMSO ds) an Spektrometern der Firma Bruker bei 298 K durchgefiihrt. Die *H-NMR,
13C-NMR-, H-'H-COSY und die 'H-*C-HSQC Messungen erfolgten an den Spektrometern DPX250,
AV300, AV400, AV500HD und am DRX600. Die chemische Verschiebung bezieht sich auf die §-Skala in
ppm. Die Kalibrierung dieser Skala erfolgte in 'H und *C NMR-Spektren anhand des
Restprotonensignals der Losungsmittel CDCls: 7.26 und 77.2 ppm, (CD3).CO: 2.05 und 29.8 ppm und
DMSO: 2.50 und 39.5 ppm. Die Multiplizitdten der Signale wurden wie folgt abgekiirzt: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin = Quintett, bs = breites Signal und m = Multiplett. Die
Zuordnung der H-Atome bezieht sich auf die IUPAC Nomenklatur des im Namen enthaltenen Bausteins
oder ist in der Halbstrukturschreibweise angegeben und kursiv hinterlegt. Im 'H-'H-COSY und
'H-13C-HSQC werden jeweils nur die Kreuzsignale in (w1/w,) angegeben.
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8.2.7 IR-Spektroskopie

Fiir die IR-Messungen wurde das Messgerat ALPHA-P der Firma Brucker verwendet. Die Intensitaten
der Banden wurden mit folgenden Abkiirzungen angegeben: s = intensive Banden, m = mittlere
Intensitat und w = schwache Intensitat.

8.2.8 Schmelzpunktmessgerat

Zur Messung der Schmelzpunkte wurde ein Schmelzpunktgerat M-560 der Firma Biichi verwendet.

8.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

8.3.1 AAV1 Synthese von Thalidomid-Linkern mit Boc geschitztem Amin

2-(2,6-Dioxo-3-piperidyl)-4-fluor-isoindolin-1,3-dion (1,1 Aq), der Amin-Peg-Amin-Boc-Linker (1,0 Aq)
und DIPEA (3,0 Aq) wurden in DMF gelést und auf 115 °C UN erhitzt. Das Lésungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und das gelbe Ol in EE und dest. Wasser aufgenommen. Die organische
Phase wurde (3x) mit EE extrahiert und mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden {ber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt.

8.3.2 AAV2 Synthese von N-Hydroxyharnstoff-Thalidomid-PROTACS mit in situ Entschitzung
Der Boc-geschiitzte Thalidomid-Linker (1,2 Aq) wurde in abs. DCM bei 0 °C gelést. Zu der Lésung wurde
Trifluoressigsaure gegeben bis eine 2:1 Lésung entstand. Die Reaktionslosung riihrte bei RT und mittels
DC-Kontrolle wurde die Entschiitzung nach 1-4 h festgestellt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und
das gelbe Ol in DMF aufgenommen. Parallel wurde 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-
inyl]lbenzoesiure (1,0 Aq) bei 0 °C in DMF gelést und PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) sowie der
entschitzte Thalidomid-Linker hinzugegeben. AnschlieBend wurde mit DIPEA der pH-Wert auf > 9
eingestellt. Die Reaktionslosung rihrte bei RT Gber Nacht. Das Losungsmittel wurde entfernt und das
Ol in EE und dest. Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wurde (5x) mit EE extrahiert, vereinigt,
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck
entfernt und das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

8.3.3.1 AAV3a Synthese von CJ-13,610-Thalidomid-PROTACS mit in situ Entschiitzung

Der Boc-geschiitzte Thalidomid-Linker (1,2 Aq) wurde abs. DCM bei 0 °C geldst. Zu der Losung wurde
Trifluoressigsaure gegeben bis eine 2:1 Lésung entstand. Die Reaktionslosung riihrte bei RT und mittels
DC-Kontrolle wurde die Entschiitzung nach 1-4 h festgestellt. Das Lésungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und das gelbe Ol in DMF aufgenommen. Parallel dazu wurde im
MikrowellenreaktionsgefaR 4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-yl)phenyl]-sulfanylphenyl]tetrahydropyran-
4-carbonsaure (1,0 Aq) bei 0 °C in 3 mL DMF geldst und PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,O (0,5 Aq) sowie der
entschitzte Thalidomid-Linker hinzugegeben. Anschliefend wurde mit DIPEA der pH auf >9 eingestellt.
Die Reaktionslosung rihrte 1 h bei 60 °C unter Mikrowellenstrahlung. Das Losungsmittel wurde
entfernt und das Ol in EE und dest. Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wurde (5x) mit EE
extrahiert, vereinigt, Gber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Lésungsmittel wurde entfernt
und das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt.
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8.3.3.2 AAV3b Synthese von CJ-13,610-Thalidomid-PROTACS mit in situ Verseifung und
Entschiitzung

4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonitril (1,0 Aq) wurde im
MikrowellenreaktionsgefaB in 1 mL 4 M NaOH und 1 mL Ethanol gel6st. Die Reaktionslosung riihrte
5h UN bei 120 °C und 5 bar unter Mikrowellenstrahlung. Nach Abkiihlen auf RT wurde die organische
Phase entnommen und das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Wahrenddessen wurde
der Boc-geschiitzte Thalidomid-Linker (1,2 Aq) in 1 mL abs. DCM gelést und 0,5 mL Trifluoressigsdure
bei 0°C zugetropft. Die Reaktionslosung rihrte bei RT und mittels DC-Kontrolle wurde die
Entschiitzung nach 1-4 h festgestellt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das gelbe Ol in 1 mL DMF
aufgenommen. Parallel wurde im MikrowellenreaktionsgefdR das Verseifungsprodukt bei 0 °C in
3 mL DMF geldst und PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) sowie der entschiitzte Thalidomid-Linker
hinzugegeben. Danach wurde mit DIPEA der pH auf >9 eingestellt. Die Reaktionslésung riihrte 1 h bei
60 °C unter Mikrowellenstrahlung. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das Ol in EE und dest. Wasser
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (5x) mit EE extrahiert, vereinigt, Gber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt wurde mittels
praparativer HPLC aufgereinigt.

8.3.4 AAV4 Synthese von VHL-Linkern mit Boc-geschiitzten Amin

Der Boc-Amin-geschiitzte Linker mit freier Carbonséure (1,0 Aq) wurde in einem MikrowellengefaR in
2 mL DMF gelést. AnschlieBend wurden bei 0 °C PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) und DIPEA dazu
gegeben bis der pH > 9 eingestellt war. Nach 10 min Rihren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (1,0
Aq) bei 0 °C dazu gegeben. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend unter Mikrowelleneinstrahlung
30 min auf 60 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde das Lésungsmittel entfernt und das Ol in dest.
Wasser und EE aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (3x) mit EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Giber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde
entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt.

8.3.5 AAVS5 Synthese von N-Hydroxyharnstoff-VHL-PROTACS mit in situ Entschiitzung

Der Boc-geschiitzte VHL-Linker (1,2 Aq) wurde in abs. DCM bei 0 °C geldst. Zu der Lésung wurde
Trifluoressigsaure gegeben bis eine 1:1 Lésung entstand. Die Reaktionslosung riihrte bei RT und mittels
DC-Kontrolle wurde die Entschiitzung nach 1-4 h festgestellt. Das L6sungsmittel wurde entfernt und
das Ol in 1 mL DMF aufgenommen. Parallel wurde 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-
inyl]lbenzoesiure (1,0 Aq) bei 0 °C in 2 mL DMF gel&st und PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) sowie
der entschitzte VHL-Linker hinzugegeben. AnschlieRend wurde mit DIPEA der pH-Wert auf > 9
eingestellt. Die Reaktionslosung riihrte 1 h bei 60 °C unter Mikrowellenstrahlung. Das Losungsmittel
wurde entfernt und das Ol in EE und dest. Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wurde (5x) mit
EE extrahiert, vereinigt, ilber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter
verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

8.3.6.1 AAV6a Synthese von CJ-13,610-VHL-PROTACS mit in situ Entschltzung

Der Boc-geschiitzte VHL-Linker (1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM bei 0 °C gelést. Zu der Lésung wurde
1 mL Trifluoressigsaure zugetropft. Die Reaktionsl6sung riihrte bei RT und mittels DC-Kontrolle wurde
die Entschiitzung nach 1-4 h festgestellt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das gelbe Ol in 1 mL
DMF aufgenommen. Parallel dazu wurde im MikrowellenreaktionsgefaR 4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-
yl)phenyl]-sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonsdure (1,0 Aq) bei 0 °C in 3 mL DMF gelést und
PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) sowie der entschiitzte VHL-Linker hinzugegeben. AnschlieRend
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wurde mit DIPEA der pH auf > 9 eingestellt. Die Reaktionslésung riihrte 1 h bei 60 °C unter
Mikrowellenstrahlung. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das Ol in EE und dest. Wasser
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (5x) mit EE extrahiert, vereinigt, iber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels praparativer
HPLC aufgereinigt.

8.3.6.2 AAV6b Synthese von CJ-13,610-VHL-PROTACS mit in situ Verseifung und Entschitzung
4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonitril (1,0 Aq) wurde im
Mikrowellenreaktionsgefa in 1 mL 4 M NaOH und 1 mL Ethanol gel6st. Die Reaktionslosung riihrte
5h UN bei 120 °C und 5 bar unter Mikrowellenstrahlung. Nach Abkiihlen auf RT wurde die organische
Phase entnommen und das Lésungsmittel destillativ entfernt. Wahrenddessen wurde der Boc-
geschiitzte VHL-Linker (1,2 Aq) in 1 mL abs. DCM gelést und 0,5 mL Trifluoressigsaure bei 0 °C
zugetropft. Die Reaktionslésung riihrte bei RT und mittels DC-Kontrolle wurde die Entschiitzung nach
1-4 h festgestellt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das gelbe Ol in 1 mL DMF aufgenommen.
Parallel wurde im MikrowellenreaktionsgefalR das Verseifungsprodukt bei 0 °C in 3 mL DMF geldst
und PyBOP (1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,5 Aq) sowie der entschiitzte VHL-Linker hinzugegeben. Danach wurde
mit DIPEA der pH auf > 9 eingestellt. Die Reaktionslosung rihrte 1 h bei 60 °C unter
Mikrowellenstrahlung. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das Ol in EE und dest. Wasser
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (5x) mit EE extrahiert, vereinigt, (iber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels praparativer
HPLC aufgereinigt.
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8.4 Synthesen
8.4.1 Phenyl(phenoxycarbonyl)oxycarbamat (24, RK2)

273,24 g/mol

C14 Hll NOS

Durchfithrung: In einem Erlenmeyerkolben wurden (4,4g, 51,8 mmol 1,8 Aq) Natrium-
hydrogencarbonat gegeben, in 30 mL dest. Wasser geldst und auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurde
Hydroxylammoniumchlorid (2,0 g, 28,8 mmol, 1,0 Aq) dazu gegeben und 30 min bei 0 °C geriihrt.
Daraufhin wurde Phenylchlorformiat (13,5 mL, 86,3 mmol, 3,0 Aq), (6,5 g 77,7 mmol, 2,7 Aq)
Natriumhydrogencarbonat und 35 mL dest. Wasser dazu gegeben. Die Reaktionsmischung riihrte 2 h
bei RT. Der Feststoff wurde filtriert und der Filterkuchen mit dest. Wasser und n-Hex gewaschen. Der
Rickstand wurde in Diethylether und gesattigter Natriumchlorid-Lésung aufgenommen und (3x) mit
Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde entfernt und das erhaltene leicht gelbliche Ol in warmen
Diethylether aufgenommen und mit n-Hexan {berschichtet. Uber Nacht bei 0 °C bildeten sich weiRe
Kristalle, welche abfiltriert wurden.

Die Mutterlauge wurde eingeengt und mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 5:1 =
4:1), wodurch Produkt (0,9 g, 3,3 mmol) erhalten wurde. Das Produkt wurde als weiller Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 3,3 g (12,1 mmol, 42%)

Tm: 81,2°C

MS: m/z = [M] berechnet: 273,24 gefunden: 272,95
DC: Rs= 0,56 (n-Hex/EE 5:1)

'H-NMR (250 MHz, DMSO): § = 12.31 (s,1H, NH), 7.52-7.44 (m, 4H, 4x CH m-Ph), 7.38-7.28 (m, 4H, 4x
CH 0-Ph), 7.22-7.18 (m, 2H, 2x CH p-Ph) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): § = 154.5, 153.2, 150.4, 149.9, 130.0, 129.7, 126.9, 126.1, 121.4, 120.8
ppm.
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8.4.2 [[(1R)-1-Methylprop-2-inyl]-phenoxycarbonyl-amin]-phenylcarbonat (26, RK3)

1,0

\

Z

N
<j/o\g/o

325,32 g/mol

ClS H15 NOS

Durchfiihrung: Unter Argon-Atmosphire wurden Triphenylphosphin (2,76 g, 10,5 mmol, 1,2 Aq), RK2
(2,40 g, 8,78 mmol, 1,0 Aq) in 25 mL THF gelést und auf 0°C abgekiihlt. AnschlieRend wurde
(S)-3-Butin-2-ol (0,6 mL, 7,90 mmol, 0,9 Aq) dazu gegeben und 30 min bei 0 °C geriihrt. Wahrenddessen
wurde Diisopropylazodicarboxylat (2,1 mL, 10,5 mmol, 1,2 Aq) in 5 mL THF geldst und langsam dazu
getropft. Die Reaktionslésung riihrte anschlieRend 3 h bei RT. Das Losungsmittel wurde entfernt und
das gelbe 6lige Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 95:5 >
90:10).

Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 1,90 g (5,84 mmol, 74%)

MS: m/z = [M] berechnet: 325,32 gefunden: 324,95
DC: Rf= 0,30 (n-Hex/EE 9:1)

H-NMR (250 MHz, DMSO): 6 = 7.53-7.39 (m, 4H, 4x CH m-Ph), 7.36-7.21 (m, 4H, 4x CH o-Ph), 7.21-
7.19 (m, 2H, 2x CH p-Ph), 5.35 (qd, °J = 6.9 Hz, *J = 2.1 Hz, 1H, H1 (1R)-1-Methylprop-2-inyl), 3.61 (d,
)= 2.1 Hz, 1H, H3, (1R)-1-Methylprop-2-inyl), 1.56 (d, >/ = 6.9 Hz, 3H, CHs) ppm.

13C.NMR (75 MHz, DMSO): § = 150.4, 150.0, 130.2, 129.8, 129.3, 127.0, 126.5, 121.4, 120.7, 115.2,
75.8, 48.5, 26.3, 18.5 ppm.
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8.4.3 1-Hydroxy-1-[(1R)-1-methylprop-2-inyl]-harnstoff (27, RK4)

O
/\NJ\NHz

OH

128,13 g/mol

C;HN,0,

Durchfiihrung: RK3 (1,85 g, 5,69 mmol, 1 Aq) wurde in einem Autoklaven-GlasgefaR in 15 mL
Isopropanol geldst und in den Autoklaven tberfihrt. AnschlieBend wurde bei -196 °C gasférmiger
Ammoniak 5 min lang einkondensiert. Der Autoklav wurde verschlossen und bei 10 bar Gber Nacht bei
RT gerihrt. Die Reaktionslosung wurde unter verminderten Druck eingeengt und in 15 mL EE
aufgenommen, die erhaltenen weiRen Nadeln wurden abfiltriert und das Filtrat wurde wieder
eingeengt. Das erhaltene gelbe Ol wurde mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH
95:5 - 90:10).

Das Produkt wurde als hellbrauner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 588 mg (4,59 mmol, 81%)

Tm: 125,4°C

MS: m/z = [M+H]* berechnet: 128,13 gefunden: 129,07
DC: Rf= 0,41 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (250 MHz, DMSO): 6 =9.22 (s, 1H, OH), 6.48 (s, 2H, NH>), 4.86 (qd,>/ = 7.0 Hz, *J = 2.3 Hz, 1H,
H1 (1R)-1-Methylprop-2-inyl), 3.03 (d, *J = 2.3 Hz, 1H, H3, (1R)-1-Methylprop-2-inyl), 1.25(d, >/ = 7.0 Hz,
3H, CHs) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): § = 161.5, 83.9, 72.9, 45.1, 18.5 ppm.
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8.4.4 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-inyl]lbenzoesdure (12, RK17)
O

0 J

=" N7 TNH;
HO OH

248,23 g/mol
C._H._N,O

127 12" 274

Durchfiihrung: RK4 (50 mg, 390 umol, 1,1 Aq), 3-lodbenzoesiure (98 mg, 360 pmol, 1,0 Aq),
Bis(acetonitril)dichlorpalladium(ll) (1,8 mg, 7,1 umol, 0,02 Aq), Kupferiodid (2,8 mg, 14 umol, 0,04 Aq)
und Triphenylphosphin (3,7 mg, 14 umol, 0,04 Aq) wurden in 6 mL abs. EE geldst und mit (0,7 mL,
1770 umol, 5 Aq) Diisopropylamin versetzt. Die Reaktionslésung riihrte fir 16 h bei RT. Das
Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt
(n-Hex/Aceton/Essigsaure 5:5:0,2 = 3:7:0,2).

Das Produkt wurde als weiller Feststoff erhalten.
Ausbeute: 70,0 mg (0,28 mmol, 79%)

Tm: 155,7 °C

MS: m/z = [M] berechnet: 248,23 gefunden: 248,75
DC: Rs= 0,41 (n-Hex/Aceton/Essigsaure 5:5:0,2)

1H-NMR (250 MHz, (CDs),CO): 6 = 8.05 (t, 3J = 1.6 Hz, 1H, H2 3-Benzoesiure), 7.99 (td, %/ = 1.5 Hz,
3)=7.8 Hz, 1H, H4 3-Benzoesiure), 7.64 (td, */ = 1.5 Hz, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H6 3-Benzoesiure), 7.50 (td,
4J=0.6 Hz, 3J = 7.8 Hz, 1H, H5 3-Benzoesiure) 6.21 (s, 2H, NH,), 5.29 (q, 3/ = 7.0 Hz, 1H, H3, 3R-Butinyl),
1.47 (d, ¥ = 7.0 Hz, 3H, CHs) ppm.

Anmerkung: Signale fiir N-OH und COOH waren nicht sichtbar.

13C-NMR (75 MHz, (CDs3),C0): 6 = 167.1, 162.3, 136.4, 133.4, 131.9, 130.02, 129.6, 124.5, 90.9, 82.0,
47.4,18.5 ppm.
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8.4.5 2-(2,6-Dioxo-3-piperidyl)-4-fluor-isoindolin-1,3-dion (14, RK12)

0 0 4

N
N o

o

276,22 g/mol
Cl3H9FN204

Durchfiihrung: 4-Fluor-isobenzofuran-1,3-dion (2,00 g, 12,0 mmol, 1 Aq) und 3-Amin-piperidin-2,6-
dion (1,98 g, 12,0 mmol, 1 Aq) wurdenin 15 mL Pyridin geldst und bei 110 °C UN erhitzt. Nach Abkiihlen
auf RT wurde die Losung mit Wasser und DCM versetzt. Die organische Phase wurde (3x) mit DCM
extrahiert und anschlieRend (5x) mit EE extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt Gber
Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter verminderten Druck entfernt
und das schwarze Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 3:7 2>
1:9).

Das Produkt wurde als hellgriiner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 1,20 g (4,34 mmol, 36%)

Tm: 254,5°C

MS: m/z = [M-H] berechnet: 276,05 gefunden: 274,80
DC: Rs= 0,62 (n-Hex/EE 3:7)

'H-NMR (300 MHz, DMSO): 6 = 11.14 (s, 1H, NH), 7.95 (ddd, *J = 4.6 Hz, *J = 7.9 Hz, 7.9 Hz, 1H, H6
4-F-isoindolin-1,3-dion), 7.79 (d, 3/ = 7.3 Hz, 1H, H5 4-F-isoindol), 7.73 (td, %/ = 0.6 Hz, *J = 8.9 Hz, 1H,
H7 4-F-Isoindol), 5.16 (dd, 3/ = 13.0, 5.5 Hz, 1H, CH 2,6-dioxo-3-piperidyl), 2.90 (ddd, */ = 14.0, 5.5 Hz,
?J = 17.3 Hz, 1H, CH-CH;-CH,), 2.58 (m, 2H, CH»-CH>-CO), 2.07 (m, 1H, CH-CH,-CH,) ppm.

13C-.NMR (75 MHz, DMSO): & = 172.7, 169.7, 166.1, 164.0, 158.5, 138.1, 133.4, 123.1, 120.0, 117.1,
49.1,31.0, 21.8 ppm.
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8.4.6 t-Butyl N-[2-[2-[[2-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-yl]Jamin]ethoxy]-
ethyl]carbamat (30a, RK31)

S
0]
O)]\N/\/ \/\NH 0 0
H I H
N
460,48 g/mol N»{i}:o
C22H28N4O7 \\

Durchfiihrung: RK12 (144 mg, 0,52 mmol, 1,1 Aq) und N-Boc-2,2'-(ethylendioxy)diethylamin (118 mg,
0,48 mmol, 1,0 Aq) wurden in 5 mL DMF gelést und mit DIPEA (0,2 mL, 0,95 mmol, 2,0 Aq) versetzt
und nach AAV1 durchgefiihrt.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 3:7 = 1:9).
Das Produkt wurde als gelb leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 121 mg (0,24 mmol, 51%)

MS: m/z = [M-H] berechnet: 460,48 gefunden: 459,00

DC: R= 0,46 (n-Hex/EE 3:7)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.51 (s, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.47 (dd, 3/ = 8.4, 7.2 Hz, 1H, H6
1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.08 (d, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.90 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H,
H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 5.00 (bs, 1H, NH-Isoindol), 4.91 (bs, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.66
(t,3/ = 5.2 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH>-0), 3.53 (t, */ = 5.1 Hz, 2H, O-CH,-CH»-NH), 3.43 (t, 3/ = 5.4 Hz, 2H,
0O-CH,-CH>-NH-Isoindol), 3.32-3.29 (m, 2H, Carbamat-CH,-CH,-0), 2.87-2.83 (m, 1H, CH-CH,-CH,), 2.77-
2.70 (m, 2H, CH,-CH,-C0O), 2.12-2.07 (m, 1H, CH-CH,-CH,), 1.40 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 171.4, 169.5, 168.6, 167.7, 156.1, 146.9, 136.2, 132.6, 116.9, 111.9,
110.5, 79.4, 70.4, 69.4, 49.0, 42.3, 31.5, 29.5, 28.5, 22.8 ppm.
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8.4.7 t-Butyl N-[2-[2-[2-[[2-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-yl] amin]ethoxy]-
ethoxy]ethyl]carbamat (30b, RK21)

H
O_ N o)
D 0 NH o o |

O N
N O

504,53 g/mol o
C,H,,N,O

24" 32 478

Durchfiihrung: RK12 (144 mg, 0,52 mmol, 1,1 Aq) und N-Boc-2,2'-(ethylendioxy)diethylamin (118 mg,
0,48 mmol, 1,0 Aq) wurden in 5 mL DMF gelést, mit DIPEA (0,2 mL, 0,95 mmol, 2,0 Aq) versetzt und
nach AAV1 durchgefiihrt.

Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 3:7 = 1:9)
Das Produkt wurde als gelb leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 121 mg (0,24 mmol, 51%)

MS: m/z = [M-H] berechnet 504,53 gefunden: 503,00

DC: Rf 0,42 (n-Hex/EE 1:9)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.50 (s, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.48 (dd, 3/ = 8.5, 7.2 Hz, 1H, H6
1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.09 (d, 3/ = 6.8 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.90 (d, 3/ = 8.5 Hz, 1H,
H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.51 (bs, 1H, Carbamat), 5.20 (bs, 1H, NH-Isoindol), 5.05 (bs, 1H, CH 2,6-
Dioxo-3-piperidyl), 3.71 (t, 3/ = 5.3 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH,-0), 3.64 (t, 3/ = 5.2 Hz, 4H, O-CH,-CH-0),
3.55 (t, ) = 6.3 Hz, 2H, O-CH>-CH,-NH-Isoindol), 3.46 (t, 3/ = 5.3 Hz, 2H, O-CH,-CH,-NH-Isoindol), 3.31
(t, ®/=5.3 Hz, 2H, Carbamat-CH>-CH,), 2.86 (t,3/ = 9.1 Hz, 1H, CH-CH»-CH,), 2.76 (t,3J = 11.4 Hz, 2H, CH»-
CH,-CO), 2.12-2.08 (m, 1H, CH-CH,-CH3), 1.42 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 171.3, 169.5, 168.6, 167.7, 156.2, 146.9, 136.2, 132.7, 116.9, 111.8,
110.5, 79.5, 70.9, 70.5, 70.3, 69.5, 49.2, 42.5, 31.5, 29.5, 28.5, 23.0 ppm.
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8.5.8 t-Butyl N-[2-[2-[2-[2-[[2-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-yl]Jamin]ethoxy]-
ethoxy]ethoxy]ethyl]carbamat (30c, RK28)

O
>LOJ\N/\/O\/\O/\/O\/\NH

H QO O H
N
548,59 g/mol Nv—{i}:O
C26H36N409 O

Durchfitlhrung: RK12 (71 mg, 0,26 mmol, 1,6 Aq) und t-Butyl-[2-[2-[2-(-aminethoxy)ethoxy]-
ethoxy]ethyl]carbamat (47 mg, 0,16 mmol, 1,0 Aq) wurden in 3 mL DMF geldst, mit DIPEA (0,7 mL, 0,32
mmol, 2,0 Aq) versetzt und nach AAV1 durchgefiihrt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt. (n-Hex/EE 4:6 - 0,5:9,5)
Das Produkt wurde als gelb leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 49,0 mg (0,09 mmol, 55%)

MS: m/z = [M+H]* berechnet: 548,59 gefunden: 549,05

DC: Rs= 0,40 (n-Hex/EE 1:9)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.48 (bs, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.47 (dd, ®/ = 8.5, 7.1 Hz, 1H, H6
1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.08 (d, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.91 (d, 3/ = 8.5 Hz, 1H,
H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 4.90 (dd, 3/ = 12.2, 5.3 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.71 (t,
3)=5.5 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH,-0), 3.68-3.66 (m, 4H, Carbamat-Ethyl-O-CH,-CH,-0), 3.64-3.58 (m,
4H, O-CH»-CH»-O-Ethyl-NH-lIsoindol), 3.51 (t, 3J = 5.2 Hz, 2H, -O-CH,-CH,-NH-Isoindol), 3.46 (t,
3) = 5.4 Hz, 2H, O-CH,-CH>-NH-Isoindol), 3.28 (t, 3/ = 5.3 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH,), 2.86-2.84 (m, 1H,
CH-CH,-CHy), 2.74-2.70 (m, 2H, CH»-CH,-CO), 2.10-2.07 (m, 1H, -CH-CH>-CH,-), 1.42 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 171.4, 169.4, 168.7, 167.8, 156.2, 147.0, 136.2, 132.7, 117.0, 111.8,
110.5, 79.5, 70.9, 70.76, 70.75, 70.40, 70.35, 69.7, 49.1, 42.6, 31.6, 29.9, 28.6, 23.0 ppm.
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8.5.9 t-Butyl N-[2-[2-[2-[2-[2-[[2-(2,6-diox0-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-
yllamin]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxylethyllcarbamat (30d, RK22)

H
>(O\H/N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\NH 0 o o

@) N
592,64 g/mol N 0

C,.H,,N,O

28 40 4710
O

Durchfiithrung: RK12 (90 mg, 0,33 mmol, 1,1 Aq) und t-Butyl N-[2-[2-[2-[2-(2-aminethoxy)ethoxy]-
ethoxy]ethoxy]ethyl]carbamat (100 mg, 0,29, 1,0 Aq) wurden in 5 mL DMF gel&st, mit DIPEA (0,1 mL,
0,59 mmol, 2,0 Aq) versetzt und nach AAV1 durchgefiihrt.

Das Rohprodukt wurde Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 40:60 - 5:95).
Das Produkt wurde als gelb leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 104 mg (0,18 mmol, 59%)

MS: m/z = [M+H]* berechnet: 592,27 gefunden: 593,10

DC: R¢= 0,31 (n-Hex/EE 1:9)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.41 (bs, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.48 (dd, */ = 8.5, 7.2 Hz, 1H, H6
1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.09 (d, 3/ = 6.8 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.91 (d, 3/ = 8.5 Hz, 1H,
H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.50 (bs, 1H, NH Carbamat), 5.1 (bs, 1H, NH-Isoindol), 4.90 (dd, 3/ = 12.1,
5.5 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.71 (t, */ = 5.3 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH-0), 3.66-3.58 (m, 12H,
0-CH;-CH3-0-CH;-CH-0-CH,-CH»-0), 3.53 (t, 3/ = 5.1 Hz, 2H, O-CH»-CH,-NH-Isoindol), 3.46 (t, >/ = 5.4 Hz,
2H, O-CH,-CH>-NH-Isoindol), 3.29 (t, 3/ = 5.3 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH,), 2.88-2.86 (m, 1H, CH-CH,-CH,),
2.75-2.71 (m, 2H, CH,-CH»-CO), 2.12-2.08 (m, 1H, CH-CH»-CH,), 1.43 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 171.3, 169.4, 168.6, 167.7, 156.2, 147.0, 136.2, 132.7, 116.9, 111.8,
110.5, 79.6, 70.9, 70.8, 70.71, 70.70, 70.6, 70.39, 70.38, 69.6, 49.0, 42.5, 31.5, 29.8, 28.5, 22.9 ppm.
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8.5.10 t-Butyl N-[3-[2-[2-[3-[[2-(2,6-diox0-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-
yllamin]propoxylethoxylethoxy]lpropyl]carbamat (55, RK20)

O
>‘\OJ\”/\/\O/\/O\/\O/\/\NH o

@)
U >N
576,64 g/mol N (0]
C,.H, N,O

28" 40 479
O

Durchfithrung: RK12 (100 mg, 0,36 mmol, 1 Aq) und t-Butyl N-[3-[2-[2-(3-aminpropoxy)-
ethoxy]ethoxy]propyl]carbamat (116 mg, 0,36 mmol, 1 Aq) wurden in 5 mL DMF geldst, mit DIPEA (0,1
mL, 0,72 mmol, 2 Aq) versetzt und nach AAV1 durchgefiihrt.

Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt
(n-Hex/EE 3:7 = 1:9).

Das Produkt wurde als gelb leuchtendes Ol erhalten.
Ausbeute: 111 mg (0,19 mmol, 53%)

MS: m/z = [M-H] berechnet: 576,64 gefunden: 575,15
DC: Rs= 0,54 (n-Hex/EE 1:9)

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 6 = 8.43 (bs, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 7.47 (td,*J = 0.4 Hz, 3/ = 7.8 Hz,
1H, H6 1,3-dioxo-isoindolin-4-yl), 7.07 (d, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-dioxo-isoindolin-4-yl), 6.92 (d, 3/ = 8.6
Hz, 1H, H7 1,3-dioxo-isoindolin-4-yl), 6.53 (bs, 1H, NH Carbamat), 4.97 (bs, 1H, NH-lsoindol), 4.90 (dd,
3)=11.9, 5.0 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.68-3.54 (m, 10H, Carbamat-propyl-O-CH,-CH,-O-CH,-
CH,-0-CH5), 3.51 (t, 3 = 6.0 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH,-CH»-0), 3.39 (t, 3/ = 6.3 Hz, 2H, CH»-CH>-NH-
Isoindol), 3.20 (t, 3/ = 6.1 Hz, 2H, Carbamat-CH,-CH), 2.80-2.76 (m, 2H, CH»-CH,-C0O), 2.11-2.09 (m, 1H,
CH-CH;-CH>), 1.92 (quint, 3/ = 6.1 Hz, 2H, Carbamt-CH,-CH>-CH,), 1.73 (quint, 3/ = 6.3 Hz, 2H, -CH,-CH,-
CH3-NH-Isoindol), 1.42 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 171.6, 169.4, 168.8, 167.7, 156.1, 147.0, 136.1, 132.5, 116.7, 111.3,
109.9, 79.0, 70.6, 70.5, 70.4, 70.2, 69.5, 68.8, 48.9, 40.1, 38.5, 31.4, 29.7, 29.4, 28.5, 22.8 ppm.
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8.5.11 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-inyl]-N-[2-[2-[[2-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1,3-
dioxo-isoindolin-4-yllaminolethoxy]ethyl]benzamid (18a, RK32)

o . o
H NJ\N : HN >"~">NH 5 ¢ y
T oy % 0 N
N 0
590,58 g/mol O

c29 H3O N608

Durchfiihrung: RK31 (36 mg, 79 umol, 1,3 Ag) wurde in 3 mL abs. DCM und 0,2 mL Trifluoressigsaure
bei 0 °C gelost und 1 h bei RT geriihrt und nach AAV2 durchgefiihrt. Nach Entschiitzung wurde RK17
(15 mg, 60 umol, 1,0 Aq), geldst in 2 mL DMF, PyPOB (35 mg, 66 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0O (5 mg, 30
umol, 0,5 Ag) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV2 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels
praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C).

Das Produkt wurde als gelbleuchtender Feststoff erhalten.

Ausbeute: 14 mg (24 umol, 39%)

t: 6,16 min (Methode A) 98%

Tm: 140,4 °C

MS: m/z = [M] berechnet 590,59 gefunden: 590,95

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 591,21979, gemessen: 591,21854 Am = 2,11 ppm
DC: Rf= 0,42 (DCM/MeOH 95:5)

IR: v =3370 (w, OH), 1754 (s, C=0), 1111, (s, N-0), 1054 (m, Amid), 814 (m, C-N) cm™

1H-NMR (300 MHz, (CDs).CO): & = 9.94 (s, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 8.73 (s, 1H, OH), 7.89 (t, 1H,
4J=1.5Hz, H2 3-Benzamid), 7.86 (bs, 1H, NH Amid), 7.82 (td, */= 1.5 Hz, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H6 3-Benzamid),
7.56 (dd, 3/ = 8.6, 7.1 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.51 (td, *J = 1.4 Hz, 3/ = 7.7 Hz, 1H, H4
Benzamid), 7.40 (t, 3/ = 7.7 Hz, 1H, H5 Benzamid), 7.12 (d, 3/ = 8.5 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl),
7.02(d, 3/ =7.1Hz, 1H, H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.61 (bs, 1H, NH-Isoindol), 6.16 (bs, 2H, NH,), 5.27
(9,3 = 7.0 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 5.00 (dd, 3/ = 12.6, 5.5 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.77 (t,
3)=5.4 Hz, 2H, O-CH-CH,-NH), 3.71 (t, 3/ = 5.4 Hz, 2H, CH, Amid-CH,-CH,-0-), 3.61 (t, 3/ = 5.3 Hz, 2H,
CH, Amid-CH;-CH,-), 3.56-3.53 (m, 2H, CH, O-CH,-CH-NH), 2.99-2.96 (m, 1H, CH-CH»-CH,), 2.78-2.74
(m, 2H, CH,-CH»-CO), 2.21 (tdd, J =12.5 Hz, 4.1, 2.9 Hz, 1H, CH-CH-CH,), 1.45 (d, % = 7.2 Hz, 3H, CHs)
ppm.

1H-'H-COSY (400 MHz, (CDs).CO): & = 7.86/3.61, 7.82/7.40, 7.56/7.12, 7.56/7.02, 7.51/7.40, 6.61/3.54,
5.27/1.45, 5.00/2.76, 5.00/2.97, 5.00/2.21, 3.77/3.54, 3.71/3.61, 2.97/2.78, 2.78/2.21 ppm.

1H-13C-HSQC (400 MHz, (CDs),CO): 6 = 7.89/131.2, 7.82/127.8, 7.56/136.1, 7.51/133.5, 7.40/127.8,
5.27/47.4, 5.00/50.0, 3.77/70.1, 3.71/70.0, 3.61/40.5, 3.55/43.0, 2.97/23.4, 2.76/32.1 2.21/23.4
1.45/18.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

13C-NMR (75 MHz, (CDs),CO): 6 = 172.8, 170.3, 170.2, 168.3, 166.8, 162.2, 147.8, 136.9, 136.1, 134.8,
133.5, 131.2, 129.4, 127.8, 124.2, 117.9, 111.6, 111.1, 90.6, 82.4, 70.1, 70.0, 50.0, 47.4, 43.0, 40.5,
32.1, 23.4, 18.6 ppm.
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8.5.12 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-inyl]-N-[2-[2-[2-[[2-(2,6-diox0-3-piperidyl)-
1,3-dioxo-isoindolin-4-yllJamino]ethoxy]ethoxy]ethyl]benzamid (18b, RK23)

@)
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@) - N 0
IS
N o NH O
OH H/\/ ~ 0 N
634,64 g/mol
C,.H, NO

31 34 679

Durchfiihrung: RK21 (56 mg, 110 umol, 1,2 Aq) wurde in 3 mL abs. DCM und 1.5 mL Trifluoressigsaure
bei 0 °C gelést und nach AAV2 verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (23 mg, 90 umol, 1,0 Aq),
geldst in 2 mL DMF, PyBOP (53 mg, 100 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (7 mg, 50 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAV2 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C).

Das Produkt wurde als gelbleuchtender Schaum erhalten.

Ausbeute: 10 mg (16 umol, 17%)

t: 6,18 min (Methode A) 95%

Tm: 150,1 °C

MS: m/z = [M] berechnet 634,64 gefunden: 635,00

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert 635,24600 gemessen: 635,24513 Am = 1,37 ppm
DC: Rs= 0,41 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (400 MHz, (CDs),C0): & = 9.98 (s, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 8.72 (s, 1H, OH), 7.87 (t,
) =1.8 Hz, 1H, H2 3-Benzamid), 7.82 (td, % = 1.5 Hz, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H6 3-Benzamid), 7.78 (m, 1H, NH
Amid), 7.56 (dd, 3J = 8.5, 7.1 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.48 (td, *J = 1.3 Hz, *J = 7.6 Hz, 1H,
H4 Benzamid), 7.38 (t, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H5 Benzamid), 7.08 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-
4-yl), 7.02 (d, 3/ = 8.5 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.59 (bs, 1H, NH-Isoindol), 6.17 (bs, 2H,
NH,), 5.27 (g, 3/ = 6.9 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 5.06 (dd, 3/ = 12.4, 5.4 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl),
3.75 (t, 3 = 5.3 Hz, 2H, O-CH>-CH,-NH), 3.67-3.62 (m, 6H, CH,-0O-CH»-CH»-0), 3.56 (q, *J = 6.9 Hz, 2H,
Amid-CH2-CH,), 3.50 (t, 3/ = 5.2 Hz, 2H, O-CH2-CH2-NH), 2.99-2.96 (m, 1H, CH-CH,-CH,), 2.77-2.74 (m,
2H, CH»-CH,-CO0), 2.20 (tdd, 3/ =12.8, 5.2, 2.2 Hz, 1H, CH-CH,-CH,), 1.45 (d, 3J = 7.0 Hz, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR (75 MHz, (CDs),CO): & = 172.8, 170.4, 170.3, 168.3, 166.7, 162.2, 147.7, 136.9, 136.1, 134.7,
133.5, 131.1, 129.3, 127.8, 124.2, 117.9, 111.5, 111.1, 90.6, 82.4, 71.1, 71.0, 70.2, 70.1, 49.9, 47.6,
43.0, 40.5, 32.0, 23.4, 18.6 ppm.
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8.5.13 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]-N-[2-[2-[2-[2-[[2-(2,6-diox0-3-
piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-ylJamin]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethyl]benzamid (17c, RK34)
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Durchfiihrung: RK28 (28 mg, 51 umol, 1,2 Ag) wurde in 3 mL abs. DCM und 1,5 mL Trifluoressigsaure
bei 0 °C gelést und nach AAV2 verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (10,6 mg, 43 umol, 1,0 Aq)
geldst in 2 mL DMF, PyBOP (24,3 mg, 47 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (3,4 mg, 20 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAV2 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C).

Das Produkt wurde als gelbleuchtender Feststoff erhalten.

Ausbeute: 7,88 mg (11,6 umol, 27%)

t: 6,29 min (Methode A) 99%

Tm: 150,3 °C

MS: m/z = [M] berechnet: 678,69 gefunden: 679,05

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 679,27222 gemessen: 679,27191 Am = 0,46 ppm
DC: Rs= 0,42 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (300 MHz, (CD;),C0): 6 = 10.00 (s, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 8.83 (bs, 1H, OH), 7.90 (t,
%) = 1.8 Hz, 1H, H2 3-Benzamid), 7.89-7.77 (m, 1H, NH Amid), 7.84 (td, *J = 1.5 Hz, 3/ = 7.7 Hz, 1H, H6
3-Benzamid), 7.57 (dd, 3/=8.5, 7.2 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.51 (td, */ = 1.2 Hz, 3/ = 7.6 Hz,
1H, H4 Benzamid), 7.41 (t, 3/ = 7.7 Hz, 1H, H5 Benzamid), 7.09 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-
isoindolin-4-yl), 7.03 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.58 (t, 3/ = 5.5 Hz, 1H, NH-
Isoindol), 6.16 (bs, 2H, NH), 5.27 (q, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H3, 3R-Butinyl), 5.07 (dd, 3/ = 12.4, 5.4 Hz, 1H, CH
2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.71 (t, */ = 5.4 Hz, 2H, O-CH,-CH»-NH), 3.64-3.59 (m, 10H, Amid-CH,-CH,-O-CH,-
CH>-0O-CH,-CH»-0), 3.55 (t, 3/ = 5.1 Hz, 2H, Amid-CH>-CH,), 3.50 (q, 3/ = 5.4 Hz, 2H, O-CH»-CH>-NH), 2.94-
2.92 (m, 1H, CH-CH»-CHy), 2.77-2.74 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 2.21 (tdd, 3J = 5.2, 2.3 Hz, 2J = 12.6 Hz, 1H,
CH-CH>-CH3), 1.45 (d, 3/ = 7.0 Hz, 3H, CH3) ppm.

13C-NMR (75 MHz, (CD;),C0): 6 = 172.9, 170.3, 170.2, 168.3, 166.7, 162.3, 147.8, 136.9, 136.1, 134.8,
133.6, 131.1, 129.4, 127.9, 124.2, 118.0, 111.5, 111.0, 90.6, 82.4, 71.27,71.25, 71.21, 70.9, 70.2, 70.1,
50.0, 47.4, 43.0, 40.5, 32.0, 23.4, 18.6 ppm.
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8.5.14 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]-N-[2-[2-[2-[2-[2-[[2-(2,6-diox0-3-
piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-ylJamin]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethyl]benzamid (18d,
RK26)
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Durchfiihrung: RK22 (5,0 mg, 8,4 umol, 1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM und 0,5 mL Trifluoressigsiure
bei 0 °C gelést und nach AAV2 verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (1,8 mg, 7,0 umol, 1,0 Aq)
geldst in 2 mL DMF, PyBOP (4,0 mg, 7,7 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (0,6 mg, 3,5 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAV2 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativen HPLC
aufgereinigt (Methode C).

Das Produkt wurde als gelbleuchtender Feststoff erhalten.

Ausbeute: 2,0 mg (2,77 umol, 39%)

Tm: 149,8 °C

t: 6,29 min (Methode A) 96%

MS: m/z = [M] berechnet: 722,74 gefunden: 723,05

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 723,29843 gemessen: 723,29801 Am = 0,58 ppm
DC: Rs= 0,41 (DCM/MeOH 95:5)

1H-NMR (500 MHz, (CD3).CO): & = 9.97 (s, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 8.74 (s, 1H, OH), 7.91 (t,
4J=1.5 Hz, 1H, H2 3-Benzamid), 7.87 (t, 3/ = 5.8 Hz, 1H, NH Amid), 7.85 (td, ¥/ = 1.2 Hz, */ = 8.3 Hz, 1H,
H6 3-Benzamid), 7.58 (dd, 3/ = 8.4, 7.2 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.52 (td, */ = 1.4, %/ = 7.9 Hz,
1H, H4 Benzamid), 7.42 (t, 3/ = 7.7 Hz, 1H, H5 Benzamid), 7.11 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-
isoindolin-4-yl), 7.04 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.59 (t, 3/ = 5.5 Hz, 1H, NH-
Isoindol), 6.15 (bs, 2H, NH2), 5.27 (q, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 5.06 (dd, 3/ = 12.6, 5.5 Hz, 1H, CH
2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.72 (t, 3/ = 5.4 Hz, 2H, O-CH»-CH,-NH), 3.64-3.57 (m, 14H, CH,-0-CH,-CH,-O-
CH»-CH,-O-CH,-CH,-0), 3.56 (t, 2H, CH,, Amid-CH»-CH), 3.51 (g, 2H, O-CH,-CH>-NH-Isoindol), 2.98-2.95
(m, 1H, CH-CH>-CH,), 2.75-2.74 (m, 2H, CH,-CH»-CO), 2.21 (tdd 3/ = 12.8, 5.3, 2.2 Hz, 1H, CH-CH»-CH,),
1.45 (d, 3J = 7.0 Hz, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR (75 MHz, (CD;),C0): 6 = 172.8, 170.3, 170.3, 168.3, 166.7, 162.2, 147.8, 136.9, 136.1, 134.7,
133.6,131.2,129.4,127.9,124.2,118.0, 111.5, 111.1, 90.6, 82.4, 71.3,71.23, 71.22,71.21, 71.17, 70.9,
70.19, 70.16, 50.0, 47.4, 43.0, 40.6, 32.0, 23.4, 18.6 ppm.
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8.5.15 3-[(3R)-3-[Carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]-N-[3-[2-[2-[3-[[2-(2,6-diox0-3-
piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-ylJamin]propoxy]ethoxylethoxy]propyllbenzamid (74, RK19)
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Durchfiihrung: RK20 (18,0 mg, 31 umol, 1,2 Aq) wurde in 2 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigsaure
bei 0 °C gelést und nach AAV2 verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (6,8 mg, 25 umol, 1,0 Aq)
gelost in 2 mL DMF, PyBOP (15,0 mg, 28 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (2,1 mg, 13 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAV2 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C).

Das Produkt wurde als gelbleuchtender Feststoff erhalten.

Ausbeute: 5,0 mg (7,1 umol, 27%)

t:: 6,83 min (Methode A) 97%

Tm: 122,4°C

MS: m/z = [M+H]* berechnet 706,75 gefunden: 707,43

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert 707,30352 gemessen: 707,30319 Am = 0,47 ppm
DC: Rf= 0,42 (DCM/MeOH 96:4)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 8.84 (bd, 3/ = 17.7 Hz, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl ), 7.78 (s, 1H, H2 3-
Benzamid) 7.75 (d, 3/ = 7.9 Hz, 1H, H6 Benzamid), 7.47 (dd, %) = 0.5 Hz, 3/ = 7.3 Hz, 1H, H4 3-Benzamid),
7.44 (dd, %) = 1.2 Hz, 3/ = 6.6 Hz, 1H, H6 Benzamid), 7.41-7-38 (m, 1H, NH, Amid), 7.30 (td, %/ = 1.2 Hz,
3)=7.7 Hz, 1H, H5 Benzamid), 7.06 (d, 3/ = 7.1 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.86 (d, 3/ = 8.6 Hz,
1H, H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 5.35 (q, 3/ = 6.8 Hz, 1H, H3, 3R-Butinyl), 5.30 (s, 1H, NH-Isoindol), 4.88
(dd, 3/ =11.7, 5.4 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.68-3.63 (m, 8H, O-CH,-CH,-O-CH,-CH,-0), 3.57-
3.46 (m, 6H, O-CH,-CH»-NH-Isoindol und Amid-Ethyl-CH»-0), 3.33 (t, 3J = 6.3 Hz, 2H, Amid-CH-CH,),
2.84 (t,%/ = 11.8 Hz, 1H, CH-CH-CH,), 2.73 (t, 3/ = 10.8 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 2.12-2.08 (m, 1H, CH-CH,-
CH,), 1.87 (quint, 3/ =5.5 Hz, 2H, Amid-CH,-CH,-CH,), 1.85 (quint, 3/ = 5.7 Hz, 2H, CH,-CH,-CH,-NH), 1.48
(dd,* = 0.6 Hz, 3J = 7.0 Hz, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 171.7, 169.5, 169.0, 167.8, 166.7, 161.2, 147.0, 136.3, 134.8, 134.3,
132.6, 130.4, 128.6, 127.3,123.2, 116.8, 111.6, 110.0, 89.1, 82.4, 71.0, 70.5, 70.34, 70.30, 69.4, 53.6,
49.0, 47.2,40.5, 39.4, 31.5, 29.0, 28.7, 23.0, 18.0 ppm.
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8.5.16 Methyl-2-(3-iodphenyl)acetat (31, RK36)

Q9!
~
I O
276,07 g/mol
C,H,I0,

Durchfiihrung: 2-(3-lodphenyl)essigsiure (5,0 g, 19,1 mmol, 1 Aq) wurde in 63 mL abs. Methanol gelést
und mit 1 mL konz. Schwefelsdure versetzt. Die Reaktionslésung wurde UN zum Sieden erhitzt. Nach
Abkihlen auf RT wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und EE aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (3x) mit EE
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das
Produkt als braunliches Ol erhalten.

Ausbeute: 5,10 g (18,5 mmol, 97%)
DC: R¢= 0,57 (n-Hex/EE 95:5)

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7.64 (t, *J = 1.8 Hz, 1H, H2 3-lod-Ph), 7.61 (d, 3/ = 7.5 Hz, 1H, H4 3-lod-
Ph), 7.25 (d, 3J = 7.3 Hz, 1H, H6 3-lod-Ph), 7.06 (t, 3J = 7.8 Hz, 1H, H5 3-lod-Ph), 3.70 (s, 3H, CHs), 3.57
(s, 2H, CH;) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl;): 171.5, 138.4, 136.4, 136.3, 130.4, 128.7, 94.5, 52.3, 40.7 ppm.
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8.5.17 Methyl-4-(3-iodphenyl)tetrahydropyran-4-carboxylat (34, RK104)
O
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Durchfiihrung: Zu einer Lésung aus RK36 (630 mg, 2,28 mmol, 1,0 Aq) in 5 mL abs. DMSO wurde bei
10 °C 60% Natriumhydrid in Mineralél (201 mg, 5,02 mmol, 2,2 Aq) in Portionen dazu gegeben. Nach
10 min Riihren bei dieser Temperatur wurde Bis(2-chlorethyl)ether (0,3 mL, 2,74 mmol, 1,2 Aq) dazu
gegeben und 2 h bei RT geriihrt. Zu der Lésung wurden EE und dest. Wasser gegeben, anschlielend
wurde die wassrige Phase (3x) mit EE extrahiert und mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Die organische Phase wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde
entfernt und die gelbe Losung mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 93:7 - 85:15).

Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 293 mg (0,85 mmol, 37%)
DC: R¢= 0,29 (n-Hex/EE 95:5)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 7.57 (t, *J = 1.5 Hz, 1H, H2 3-lod-Ph), 7.51 (dd, */ = 1.0 Hz, */ = 7.8 Hz, 1H,
H4 3-lod-Ph), 7.19 (dd, *J = 1.1 Hz, 3J = 7.3 Hz, 1H, H6 3-lod-Ph), 6.96 (t, *J = 7.8 Hz, 1H, H5 3-lod-Ph),
3.69-3.66 (m, 2H, CH2 H2 und H6 THP), 3.70 (s, 3H, CHs), 3.52-3.50 (m, 2H, CH; H2 und H6 THP), 3.40-
3.34 (m, 1H, CH, H3 THP), 3.27-3.20 (m, 1H, CH, H5 THP), 2.28 (ddd, 3/ = 13.9, 5.4, 2.6 Hz, 1H, CH, H3
THP), 1.87 (ddd, *J = 13.9, 5.4, 2.6 Hz, 1H, CH, H5 THP) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl5): 6 = 174.2, 145.0, 136.5, 134.9, 130.5, 125.2, 95.0, 65.6, 52.6, 48.6, 34.4 ppm.
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8.5.18 4-(3-Bromphenyl)tetrahydropyran-4-carbonitril (42, RK48)
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Durchfiihrung: Zu einer Lsung aus 3-Bromphenylacetonitril (500 mg, 2,55 mmol, 1,0 Aq) in 5 mL
DMSO wurde bei RT 60% Natriumhydrid in Mineraldl (224 mg, 5,61 mmol, 2,2 Aq) in Portionen dazu
gegeben. Nach 10 min wurden Bis(2-chlorethyl)ether (0,4 mL, 3,1 mmol, 1,2 Aq) dazu gegeben und 1
h bei RT gerihrt. Zu der Losung wurde dest. Wasser und EE gegeben und die wassrige Phase (3x) mit
EE extrahiert und mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde tiber
Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und die gelbe L6sung
mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt. (n-Hex/EE 90:10 = 80:20)

Das Produkt wurde als gelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 492 mg (1,85 mmol, 73%)

Tm: 88,7 °C

DC: Rs= 0,63 (n-Hex/EE 8:2)

H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7.62 (t, *J = 1.9 Hz, 1H, H2 3-Br-Ph), 7.49 (dd, %/ = 1.1 Hz, ¥ = 7.8 Hz, 1H,
H4 3-Br-Ph), 7.43 (ddd, ) = 1.1, 1.9 Hz, 3/ = 7.9 Hz, 1H, H6 3-Br-Ph), 7.29 (t, *J = 8.9 Hz, 1H, H5 3-Br-Ph),
4.08 (dd, 3/ = 12.4, 3.8 Hz, 2H, CH, H24, und H6. THP), 3.88 (td, 3/ = 11.6, 3.2 Hz, 2H, CH2 H2eq und Heq
THP), 2.18-1.98 (M, 4H, CH3 H3ax/eq und H54y/eq THP) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls): § = 142.0, 131.6, 130.7, 128.8, 124.3, 123.3, 121.2, 64.9, 41.7, 36.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.19 4-(3-Triisopropylsilylsulfanylphenyl)tetrahydropyran-4-carbonitril (43, RK70)

_N

O
L G

375,64 g/mol

C,,H,,NOSSi

Durchfiihrung: Zu einer Lésung aus 60% Natriumhydrid in Mineralél (239 mg, 5,98 mmol, 1,2 Aqg), in
3 mL THF wurde bei 0 °C Triisopropylsilylthiol (1,2 mL, 5,48 mmol, 1,1 Aq) dazu getropft. Nach 30 min
Riihren bei RT wurde die Lsung zu einer Lésung, bestehend aus RK48 (1320 mg, 4,98 mmol, 1,0 Aq),
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (345 mg, 0,30 mmol, 0,06 Aq) und 3 mL Toluol, gegeben. Die
Reaktionslosung wurde fir 2 h zum Sieden erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT wurde das Lésungsmittel
entfernt und der Rickstand mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE 95:5 = 80:20).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten, welches bei 0 °C kristallisierte.
Ausbeute: 963 mg (2,56 mmol, 52%)

Tm:51,2°C

MS: m/z = [M+H]* berechnet: 375,65 gefunden: 376,19

DC: Rs= 0,76 (n-Hex/EE 8:2)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.62 (t, */ = 1.8 Hz, 1H, H2 3-S-Ph), 7.47 (td, *J = 1.5 Hz, 3/ = 7.4 Hz, 1H,
H4 3-S-Ph), 7.34 (td,*J = 1.7 Hz, 3J = 7.9 Hz, 1H, H6 3-S-Ph), 7.26 (t, 3/ = 7.6 Hz, 1H, H5 3-S-Ph), 4.09 (dd,
3) =12.4, 4.2 Hz, 2H, CH; H2.x und H6.x THP), 3.90 (td, 3/ = 11.7, 3.0 Hz, 2H, CH; H2¢q und H6eq THP),
2.16-1.99 (m, 4H, CH; H3ax/eq und H5.y/eq THP), 1.30-1.17 (m, 3H, 3x CH TIPS), 1.08 (d, *J = 6.9 Hz, 18H,
6x CH3 TIPS) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 140.4, 135.4, 132.7, 129.4, 124.1, 123.6, 121.6, 65.1, 41.8, 36.7, 18.6,
13.2 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.20 1-(4-lodphenyl)-2-methyl-imidazol (39, RK53)

N/h\N
QL

284,10 g/mol
C,H,IN

100 9" 2

Durchfiihrung: 2-Methylimidazol (900 mg, 10,6 mmol, 1,0 Aq) wurde in 10 mL DMSO gelést und auf
10 °C abgekiihlt. AnschlieRend wurde 60% Natriumhydrid in Mineraldl (468 mg, 11,7 mmol, 1,1 Aq) in
Portionen dazu gegeben. Die Reaktionslésung rihrte 30 min bei RT, anschliefend wurde
4-Fluoriodbenzol (1,2 mL, 10,6 mmol, 1,0 Aq) dazu gegeben. Die Reaktionslésung wurde auf 110 °C fiir
16 h erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde zu der Losung dest. Wasser und EE gegeben. Die wassrige
Phase wurde (5x) mit EE extrahiert, mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt
mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH 97:3 = 93:7).

Ausbeute: 1,98 g (6,96 mmol, 66%)

Tm: 136,2 °C

MS: m/z = [M] berechnet: 284,10 gefunden: 284,69
DC: Rf= 0,43 (DCM/MeOH 95:5)

1H-NMR (250 MHz, CDCl3): 6 = 7.82 (dd, %/ = 2.0 Hz, 3/ = 6.6 Hz, 2H, H3 und H5 4-lod-Ph), 7.05 (dd,
4J=2.1Hz,3J=6.5Hz, 2H, H2 und H6 4-lod-Ph) 7.04 (d, 3J = 1.5 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.97 (d,
3) = 1.4 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 2.37 (s, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): § = 144.7, 138.9, 137.7, 127.8, 127.4, 120.6, 93.5, 13.8 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.21 4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonitril
(44, RK75)

375,49 g/mol 0
C,_H,,N,0OS

227213

Durchfitlhrung: RK70 (98 mg, 261 umol, 1,0 Aqg), RK39 (74 mg, 261 pmol, 1,0 Aq),
Dichlor[1,1'-bis(diphenylphosphin)ferrocen]palladium(ll)dichlormethan (7 mg, 8 pmol, 0,03 Aq),
Kaliumtertbutanolat (35 mg, 313 pumol, 1,2 Aq) und Caesiumfluorid (159 mg, 1044 umol, 4,0 Aq)
wurden in 3 mL 1,4-Dioxan geldst. Die Reaktionsldsung riihrte 12 h bei 100 °C. Nach Abkihlen auf RT
wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in dest. Wasser, gesattigter Natriumchlorid-
Losung und DCM aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (3x) mit DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Giber Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde
entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie aufgereinigt (n-Hex/EE/MeOH 20:80:0 2>
0:100:0 - 0:92:8).

Das Produkt wurde als braunes Ol erhalten.
Ausbeute: 74 mg (197 umol, 76%)

MS: m/z = [M] berechnet: 375,49 gefunden: 375,80
DC: Rf= 0,21 (n-Hex/EE 2:8)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.54 (s, 1H, H2 3-S-Ph), 7.42-7.37 (m, 5H, H5, 3-S-Ph und H2, H3, H5, H6
Ph), 7.24-7.21 (m, 2H, H4 und H6 3-S-Ph), 7.01 (s, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.98 (s, 1H, H4
2-Methylimidazol), 4.07 (dd, 3/ = 12.2, 2.4 Hz, 2H, CH; H2, und H6. THP), 3.87 (td, 3/ = 11.6, 2.1 Hz,
2H, CH2 H2¢q und H6eq THP), 2.36 (s, 3H, CHs, 2-Methylimidazol), 2.15-2.02 (m, 4H, CH; H3ax/eq Und
HS5ax/eq THP) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 144.7, 141.4, 137.0, 136.1, 136.1, 131.5, 131.4, 130.3, 128.7, 128.0,
126.4, 125.0, 121.4, 120.6, 65.0, 41.9, 36.7, 13.9 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.22 4-[3-[4-(2-Methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonsaure
(18, RK81)

N\
X ~ ,
OH
394,49 g/mol o)

C22H22NZO3S

Durchfiihrung: RK75 (55 mg, 146 umol, 1 Aq) wurde in einem MikrowellenreaktionsgefaR in 1 mL
4 M NaOH und 1 mL Ethanol geldst. Die Reaktionsldsung rihrte 3 h bei 120 °C und 5 bar unter
Mikrowellenstrahlung. Die Reaktionslésung wurde eingeengt und in dest. Wasser und DCM
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde (3x) mit DCM extrahiert, vereinigt, ilber Magnesiumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Produkt mit der Flash-
Chromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH/Essigsaure 94:6:0,1 = 90:10:0,1)

Das Produkt wurde als orangebrauner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 31 mg (78,6 umol, 54%)

Tm: 227,3°C

MS: m/z = [M] berechnet: 394,49 gefunden: 393,95

DC: Rs= 0,29 (DCM/MeOQOH/Essigsadure 94:6:0,1)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.45-7.39 (m, 7H, H2, H4, H5 3-S-Phenyl und H2, H3, H5, H6 Ph), 7.32
(td, *J = 1.6 Hz, 3J = 7.1 Hz, 1H, H6 3-S-Ph), 7.29 (d, %/ = 1.2 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.92 (d,
%)= 1.2 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 3.79 (td, 3J = 12.0, 3.6 Hz, 2H, CH; H2, und H6., THP), 3.44 (td,
3)=11.4, 1.7 Hz, 2H, CH; H2¢q und H6eq THP), 2.33 (d, 3/ = 12.7 Hz, 2H, CH; H3, und H5,, THP), 2.28 (s,
3H, CHs, 2-Methylimidazol), 1.81 (td, 3/ = 12.3, 4.1 Hz, 2H, CH; H3eq und H5¢q) ppm.

Anmerkung: COOH Signal war nicht sichtbar.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 174.9, 144.7, 143.6, 136.4, 135.0, 133.9, 130.7, 130.1, 130.0, 128.8,
127.1, 126.2, 125.5, 120.8, 64.8, 47.9, 33.9, 13.5 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.23 N-[2-[2-[2-[[2-(2,6-Dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-yl]Jamino]ethoxy]ethoxy]-
ethyl]-4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenylltetrahydropyran-4-carboxamid
(20b, RK83)

N/\/O\/\O/\/NH
H

780,89 g/mol

C41 H44 NGOSS

Durchfiihrung: RK21 (20,0 mg, 39,5 umol, 1,2 Aq) wurden nach AAV3a entschiitzt. Das entschiitzte
Amin wurde zu einer Lésung aus RK81 (13,0 mg, 33,0 umol, 1,0 Aqg), PyBOP (18,9 mg, 36,2 umol,
1,1 Aq), HOBt-H,0 (2,6 mg, 16,5 umol, 0,5 Aq) und DIPEA gegeben und weiter nach AAV3a verfahren.
Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als
gelb leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 19,3 mg (24,7 umol, 75%)

t: min: 10,31 (Methode C) 95%

MS: m/z = [M] berechnet: 780,89 gefunden: 781,05

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 781,30141 gemessen: 781,30100 Am = 0,52 ppm
DC: Rf= 0,52 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 11.11 (s, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.76 (t, 3/ = 5.6 Hz, 1H, NH
Amid), 7.59 (dd, 3/ = 8.3, 7.3 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.45-7.35 (m, 7H, H2, H4, H5 3-S-Ph
und H2, H3, H5, H6 Ph), 7.30-7.26 (m, 2H, H6 3-S-Ph und H5 2-Methylimidazol), 7.14 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H,
H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.05 (d, 3/ = 7.0 Hz, 1H, H7 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 6.92 (d, %/ = 1.0 Hz,
1H, H4 2-Methylimidazol), 6.60 (t, *J = 5.8 Hz, 1H, NH-Isoindol), 5.07 (dd, 3/ = 12.9, 5,4 Hz, 1H, CH 2,6-
Dioxo-3-piperidyl), 3.73 (td, 3/ = 11.7, 2.7 Hz, 2H, CH; H2., und H6., THP), 3.59 (t, 3/ = 5.4 Hz, 2H, O-CH-
CH,-NH), 3.51-3.41 (m, 8H, CHz H2¢q und H6eq THP und O-CH,-CH,-O-CH»-CH»-NH), 3.37 (t, 3/ = 6.0 Hz,
2H, Amid-CH,-CH>-0), 3.19 (q, *J = 5.7 Hz, 2H, Amid-CH>-CH,), 2.90 und 2.86 (dd, 3/ = 14.0, 5.2 Hz, 2H,
CH,-CH»-C0), 2.62-2.55 (m, 1H, CH-CH>-CH,), 2.43 (bd, 3/ = 13,3 Hz, 2H, CH; H3, und H5., THP), 2.29 (s,
3H, CHs, 2-Methylimidazol), 2.06-1.99 (m, 1H, CH-CH»-CH,), 1.81 (td, 3J = 12.2, 3.8 Hz, 2H, CH; H3¢q und
H5eq, THP) ppm.

'H-H-COSY (400 MHz, DMSO): 6 = 7.76/3.19 7.59/7.14, 7.59/7.05 7.36/7.29, 7.27/6.92, 6.60/3.44,
5.07/2.57, 5.06/2.02, 3.73/3.42, 3.73/2.43 3.73/1.81, 3.59/3.46, 3.37/3.19, 2.88/2.58 2.88/2.03,
2.43/1.81 ppm.

13C-NMR: (75 MHz, DMSO): 6 = 172.8, 172.3, 170.1, 168.8, 167.3, 163.2, 146.4, 146.1, 143.6, 136.3,
136.2, 135.3, 132.2, 133.4, 132.1, 130.4, 129.9, 129.8, 129.1, 127.7, 126.1, 125.5, 120.7, 117.4, 110.6,
109.3 69.7, 69.5, 68.8, 68.7, 64.5, 48.5,47.9,41.7, 34.1, 31.0, 22.1, 13.5 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.24 N-[2-[2-[2-[2-[[2-(2,6-dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-ylJamin]ethoxy]ethoxy]-
ethoxy]ethyl]-4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-
carboxamid (20c, RK90)

N\{
i: ~ N/\/O\/\O/\/O\/\NH 0o 0o ’
H N
@) N @)

824,94 g/mol

C43 H48 NGOQS O

Durchfiihrung: RK75 (12,0 mg, 32,0 umol, 1,0 Aq) und RK20 (21,0 mg, 38,3 umol, 1,2 Aq) wurden nach
AAV3b verseift und entschiitzt. Zum Verseifungsprodukt wurde PyBOP (18,3 mg, 35,2 umol, 1,1 Aq),
HOBt-H,0 (2,5 mg, 16,0 umol, 0,5 Aq) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV3b verfahren. Das
Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als gelb
leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 9,32 mg (11,3 umol, 35%)

t: 6,14 min (Methode A) 99%

MS: m/z = [M] berechnet: 824,94 gefunden: 824,95

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 825,32762 gemessen: 825,32733 Am = 0,35 ppm
DC: Rf= 0,52 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 6 = 11.08 (s, 1H, NH, 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.74 (t, 3J = 5.5 Hz, 1H, NH
Amid), 7.57 (dd, 3/ = 8.2, 7.4 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.40-7.32 (m, 7H, H2, H4, H5 3-S-Ph
und H2, H3, H5, H6 Ph), 7.29-7.27 (m, 1H, H6 3-S-Ph), 7.27 (d, *J = 1.2 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol),
7.13 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.03 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, H7 1,3-Dioxo-isoindolin-
4-yl), 6.91 (d, “J = 1.2 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 6.59 (t, 3J = 8.6 Hz, 1H, NH-Isoindol), 5.04 (dd,
3)=12.9, 5.4 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.73-3.16 (m, 14H, CH; H24/eq Und H6ay/eq THP und CH»-
O-CH,-CH2-O-CH»-CH;-NH), 3.16 (g, %/ = 6.0 Hz, 2H, Amid-CH,-CH;), 2.87-2.83 (m, 2H, CH,-CH,-CO0), 2.61-
2.55 (m, 1H, CH-CH>-CH,), 2.40 (bd, 3/ = 13.3 Hz, 2H, CH; H3. und H54, THP), 2.27 (s, CHs, 2-
Methylimidazol), 2.04-1.97 (m, 1H, CH-CH,-CH,), 1.78 (td, 3/ = 12.2, 3.8 Hz, 2H, CH; H3eq und H5¢q, THP)

ppm.

'H-H-COSY (400 MHz, DMSO): 6 = 7.74/3.16, 7.57/7.13, 7.57/7.03, 7.32/7.28, 7.27/6.91, 6.59/3.46,
5.07/2.56, 5.06/2.02, 3.73/3.44, 3.73/2.40 3.73/1.78, 3.59/3.49, 3.37/3.19, 2.85/2.58 2.85/2.02,
2.40/1.78 ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): 6 = 172.8, 172.5, 170.1, 169.0, 167.3, 163.1, 146.4, 146.1, 143.7, 136.3,
135.4, 133.4, 132.1, 130.4, 130.0, 130.0, 129.8, 129.2, 127.2, 126.1, 125.6, 120.8, 117.5, 110.7, 109.3,
69.79, 69.78, 69,75, 69.5, 68.9, 68,7, 64.6, 48.6, 48.0,41.7, 40.2, 34.1, 31.0, 22.2, 13.5 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.25 N-[2-[2-[2-[2-[3-[[2-(2,6-Dioxo-3-piperidyl)-1,3-dioxo-isoindolin-4-yllamin]propoxy]-
ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethyl]-4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]-
tetrahydropyran-4-carboxamid (20d, RK100)

i
N
CN/ Nv_g:\:O
N
o) \ H
0 o) NH O O
N" > N0 T I 0 T
H
868,99 g/mol
O C,.H.,NO, S

45 52" 6 ~ 10

Durchfiihrung: RK75 (8,0 mg, 21,3 umol, 1,0 Aq) und RK22 (15,2 mg, 25,6 umol, 1,2 Aq) wurden nach
AAV3b verseift und entschiitzt. Zum Verseifungsprodukt wurde PyBOP (12,2 mg, 23,4 umol, 1,1 Aq),
HOBt-H,0 (1,7 mg, 10,7 umol, 0,5 Aq) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV3b verfahren. Das
Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als gelb
leuchtendes Ol erhalten.

Ausbeute: 6,66 (7,54 umol, 35%)
t:: 6,36 min (Methode A) 99%
MS: m/z = [M] berechnet: 868,99 gefunden: 868,95

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 869,35384 gemessen: 869,35349 Am = 0,40 ppm

DC: Rs= 0,42 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 11.09 (s, 1H, NH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 7.75 (t, 3/ = 5.5 Hz, 1H, NH
Amid), 7.57 (dd, 3/ = 8.6, 7.3 Hz, 1H, H6 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.41-7.33 (m, 7H, H2, H4, H5 3-S-Ph
und H2, H3, H5, H6 Ph), 7.29-7.27 (m, 1H, H6 3-S-Ph), 7.26 (d, *J = 1.4 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol),
7.13 (d, 3/ = 8.6 Hz, 1H, H5 1,3-Dioxo-isoindolin-4-yl), 7.03 (d, 3/ = 7.0 Hz, 1H, H7 1,3-Dioxo-isoindolin-
4-yl), 6.90 (d, *J = 1.2 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 6.59 (t, %) = 5.7 Hz, 1H, NH-Isoindol), 5.05 (dd,
3)=12.8, 5.5 Hz, 1H, CH 2,6-Dioxo-3-piperidyl), 3.75-3.31 (m, 22H, 2x CH; H2ay/eq und H64x/eq THP und
CH2-0-CH,-CH;-0O-CH»-CH,-O-CH;-CH2-NH), 3.16 (q, 3) = 6.0 Hz, 2H, Amid-CH,-CH), 2.90 und 2.85 (2x
dd, 3/ = 13.9, 5.0 Hz, 2H, CH,-CH»-CO), 2.62-2.56 (m, 1H, CH-CH,-CH>), 2.40 (bd, 3/ = 13,3 Hz, 2H, CH,
H3.x und H5,, THP), 2.27 (s, 3H, CHs, 2-Methylimidazol), 2.06-1.98 (m, 1H, CH-CH,-CH,), 1.78 (td,
3)=12.2, 3.8 Hz, 2H, CH; H3q und H5¢q, THP) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): 6 = 172.8, 172.5, 170.1, 168.8, 167.3, 163.1, 146.4, 146.1, 136.3, 136.2,
135.3, 133.4, 132.1, 130.4, 130.0, 129.8, 129.1, 127.3, 126.1, 125.5, 120.7, 117.4, 110.7, 109.3, 69.8,
69.78, 69.76, 69.75, 69.70, 69.5, 68.9, 68.7, 64.6, 48.6, 48.0, 41.7, 40.2, 34.1, 31.0, 22.2, 13.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.26 t-Butyl N-[2-[3-[[(1S)-1-[(2S,4R)-4-hydroxy-2-[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl-
carbamoyl]pyrrolidin-1-carbonyl]-2,2-dimethyl-propyl]lamin]-3-oxo-propoxy]ethyl]lcarbamat
(31a, RK62)

645,81 g/mol
C,H,,N.O.S

32" 47 577

Durchfiihrung: 3-[2-(t-Butoxycarbonylamin)ethoxy]propanséure (30 mg, 128 umol, 1,0 Aqg), PyBOP,
(74 mg, 141 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (10 mg, 64 pmol, 0,5 Aq) und DIPEA wurden in 2 mL DMF geldst.
Nach 10 min Rihren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (60 mg, 128 pumol, 1,0 Aq) bei 0 °C dazu
gegeben und nach AAV4 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittel Flash-Chromatographie aufgereinigt
DCM/MeOH (97:3 - 90:10).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 50 mg (77,4 umol, 61%)

MS: m/z = [M+H]* berechnet: 645,82 gefunden: 646,05
DC: Rs= 0,39 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.67 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.43 (bs, 1H, Pro-NH), 7.37-7.29
(m, 4H, H2, H3, H5 und H6 Bz), 6.49 (bs, 1H, NH Propanoylamid), 5.67 (bs, 1H, NH Carbamat), 5.20 (s,
1H, OH), 4.73-4.70 (m, 1H, H2 Pro), 4.62-4.50 (m, 3H, H, CH; Bz, H2 3,3-Dimethylbutanoyl und H2 Pro),
4.31-4.20 (m, 1H, Hy CH2 Bz), 4.03-3.93 (m, 1H, H5; Pro), 3.65-3.63 (m, 2H, O-CH,-CH,-CO-NH), 3.60-
3.00 (m, 5H, H5; Pro und NH-CH,-CH,-O-CHy), 2.49 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.43-2.32 (m, 2H,
0O-CH,-CH»-CO-NH), 2.19-2.08 (m, 1H, H3, Pro), 2.03-2.01 (m, 1H, H3, Pro), 1.36 (s, 9H, Carbamat), 0.93
(s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 174.24, 172.1, 171.9, 171.1, 156.2, 150.5, 148.2, 138.9, 138.2, 129.23,
128.2, 79.5, 70.8, 70.1, 66.8, 58.9, 57.9, 57.0, 43.3, 40.6, 36.8, 36.2, 35.6, 28.5, 26.5, 16.0 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.27 t-Butyl N-[2-[2-[3-[[(15)-1-[(2S,4R)-4-hydroxy-2-[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl-
carbamoyl]pyrrolidin-1-carbonyl]-2,2-dimethyl-propyl]amin]-3-oxo-propoxy]ethoxy]ethyl]-
carbamat (31b, RK69)

N
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o N 0 NQ?;
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689,86 g/mol
C,H.,N.O,S

34" 51 578

Durchfiihrung: 3-[2-[2-(t-Butoxycarbonylamin)ethoxy]ethoxy]propansiure (45 mg, 162 umol, 1,0 Aqg),
PyBOP (93 mg, 178 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (13 mg, 81 umol, 0,5 Aq) und DIPEA wurden in 2 mL DMF
geldst. Nach 10 min Rithren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (77 mg, 162 umol, 1,0 Aq) bei 0 °C dazu
gegeben und nach AAV4 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittel Flash-Chromatographie aufgereinigt
DCM/MeOH (97:3->90:10).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 48 mg (77,4 umol, 43%)

MS: m/z = [M] berechnet: 689,86 gefunden: 690,10
DC: Rs= 0,35 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8.66 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 7.47 (bs, 1H, Pro-NH), 7.37-7.29
(m, 4H, H2, H3, H5 und H6 Bz), 7.12 (bd, 3/= 7.0 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 5.39 (bs, 1H, NH Carbamat),
4.69 (t, 3J = 6.8 Hz, 1H, H2 Pro), 4.68-4.45 (m, 3H, Ha CH, Bz, H2 3,3-dimethylbutanoyl, und H4 Pro),
4.24-4.10 (m, 1H, Hp, CH; Bz), 4.03 (d, 3/ = 11.1 Hz, 1H, H5;, Pro), 3.67 (t, 3J = 6.0 Hz, 2H, O-CH,-CH,-CO-
NH), 3.65-3.60 (m, 1H, H5, Pro), 3.58-3.56 (m, 4H, O-CH»-CH,-0), 3.47 (t, 3/ = 5.1 Hz, 2H, NH-CH,-CH,-
0), 3.26-3.20 (m, 2H, NH-CH,-CH»-0), 2.48 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.45 (t,3J = 5.2 Hz, 2H, O-
CH;-CH,-CO-NH), 2.44-2.38 (m, 1H, H3,, Pro), 2.14-2.10 (m, 1H, H3, Pro), 1.39 (s, 9H, Carbamat), 0.94
(s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 172.2, 171.2, 150.5, 148.4, 138.6, 131.8, 130.8, 129.5, 128.2, 126.8,
125.0, 118.8,110.2, 79.5, 70.7, 70.6, 70.2, 70.0, 67.1, 58.8, 57.6, 56.9, 43.2, 40.4, 36.6, 36.4, 35.3, 28.5,
26.5, 16.0 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.28 t-Butyl N-[2-[2-[2-[3-[[(1S)-1-[(2S,4R)-4-hydroxy-2-[4-(4-methylthiazol-5-
yl)benzylcarbamoyl]pyrrolidin-1-carbonyl]-2,2-dimethyl-propyllamin]-3-oxo-propoxy]-
ethoxy]ethoxy]ethyl]carbamat (31c, RK80)

N
| Y
. QY
HN
>I\OJ\N/\/O\/\O/\/O N
H
733,92 g/mol /I\
C,.H..N.O S

36 55 59

Durchfiihrung: 3-[2-[2-(t-Butoxycarbonylamin)ethoxylethoxy]ethoxy]propansaure (95 mg, 296 umol,
1,0 Aq), PyBOP (169 mg, 325 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (23 mg, 148 umol, 0,5 Aq) und DIPEA wurden in
2 mL DMF gelést. Nach 10 min Rihren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (139 mg, 296 umol, 1,0 Aq)
bei 0 °C dazu gegeben und nach AAV4 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittel Flash-Chromatographie
aufgereinigt DCM/MeOH (97:3->90:10).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 170 mg (232 pumol, 78%)

MS: m/z = [M-H*] berechnet: 733,92 gefunden: 732,55
DC: Rf= 0,48 (DCM/MeOH 94:6)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8.64 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 7.51 (t, *J = 6.9 Hz, 1H, Pro-NH),
7.34-7.28 (m, 4H, H2, H3, H5 und H6 Bz), 7.04 (bd, 3/ = 7.0 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 5.16 (bs, 1H, NH
Carbamat), 4.64 (t, 3/ = 7.9 Hz, 1H, H2 Pro), 4.49 (t,%J = 3.1 Hz, 1H, H. CH;, Bz), 4.46 (d, %/ = 5.8, 3.2 Hz,
1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.45 (bs, 1H, H4 Pro), 4.29 (dd, *J = 15,1, 5.4 Hz, 1H, Hy, CH, Bz), 3.97 (d,
3J = 11.5 Hz, 1H, H5p Pro), 3.65 (t, 3/ = 5.7 Hz, 2H, O-CH,-CH»-CO-NH), 3.60 (dd, 3J = 12.1, 4.36 Hz, 1H,
H5, Pro), 3.57-3.52 (m, 8H, O-CH,-CH,-0-CH,-CH»-0), 3.47 (t, %/ = 5.1 Hz, 2H, NH-CH,-CH»-0), 3.27-3.18
(m, 2H, NH-CH,-CH,-0), 2.44 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.42 (q, 3/ = 5.3 Hz, 2H, O-CH,-CH,-CO-
NH), 2.44-2.38 (m, 1H, H3, Pro), 2.14-2.10 (m, 1H, H3, Pro), 1.37 (s, 9H, Carbamat), 0.91 (s, 9H, t-Butyl)
ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, CDCls): 6 = 7.51/4.49, 7.51/4.29, 7.04/4.46, 5.16/2.40, 5.16/2.12, 4.64/2.40,
4.64/2.12,4.49/4.29, 4.45/3.97,4.45/2.40, 4.45/3.60, 3.97/3.60, 3.65/2.42,3.47/3.26, 2.42/2.14 ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 171.9, 171.5, 151.5, 149.4, 138.4, 131.7, 130.7, 130.2, 128.8, 128.6,
127.2,79.2,71.8,70.4,70.2, 70.1, 69.0, 68.7, 67.2, 59.5, 58.1, 56.7, 43.1, 40.3, 37.9, 36.6, 35.2, 27.0,
25.8, 16.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.29 t-Butyl N-[2-[2-[2-[2-[3-[[(1S5)-1-[(2S,4R)-4-hydroxy-2-[[4-(4-methylthiazol-5-
yl)phenyllmethylcarbamoyl]pyrrolidin-1-carbonyl]-2,2-dimethyl-propyl]Jamin]-3-oxo-
propoxylethoxy]ethoxy]ethoxylethyllcarbamat (31d, RK68)

N
HO/,, \ S
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38 59 510

Durchfiihrung:  3-[2-[2-(t-Butoxycarbonylamin)ethoxy]ethoxylethoxy]propansdure (60,0 mg,
164 pmol, 1,0 Ag), PyBOP (94 mg, 181 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (13,0 mg, 82,1 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
wurden in 2 mL DMF gelost. Nach 10 min Rihren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (77,5 mg,
128 pmol, 1,0 Aq) bei 0 °C dazu gegeben und nach AAV4 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittel
Flash-Chromatographie aufgereinigt DCM/MeOH (97:3 = 90:10).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 97 mg (125 umol, 76%)

MS: m/z = [M] berechnet: 777,97 gefunden: 778,05
DC: Rf= 0,48 (DCM/MeOH 92:8)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ = 8.61 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 7.40 (bs, 1H, Pro-NH), 7.28-7.26
(m, 4H, H2, H3, H5 und H6 Bz), 7.02 (bs, 1H, NH Propanoylamid), 5.23 (s, 1H, OH), 5.20 (bs, 1H, NH
Carbamat), 4.60 (t, 3/ = 8.0 Hz, 1H, H2 Pro), 4.68-4.39 (m, 3H, H, CH, Bz, H2 3,3-dimethylbutanoyl, H4
Pro), 4.28 (dd, 3/ =15.1, 5.6 Hz, 1H, Hy, CH, Bz), 3.91 (d, 3/ = 11.2 Hz, 1H, H5;, Pro), 3.63-3.61 (m, 1H, H5,
Pro), 3.61-3.48 (m, 16H, CH,-O-CH,-CH,-0-CH,-CH,-0-CH»-CH,-0-CH,), 3.25-3.21 (m, 2H, NH-CH,-CH;-
0), 2.44 (t,3/ = 5.3 Hz, 2H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.41 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.41 (ddd, 3J = 4.8,
8.5 Hz, 2J=13.2 Hz, 1H, H3, Pro), 2.10 (dd, 3J = 7.8 Hz, 2J = 13.4 Hz, 1H, H3, Pro), 1.35 (s, 9H, Carbamat),
0.88 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 172.6, 171.4, 171.4, 150.6, 148.3, 138.5, 131.9, 130.7, 129.5, 128.1, 79.6,
71.1, 70.3, 70.2, 70.15, 70.13, 70.12, 70.09, 70.03, 69.97, 67.2, 59.0, 58.0, 56.8, 43.2, 40.3, 36.7, 36.4,
35.3, 28.5, 26.5, 16.0 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.30 t-Butyl N-[[4-[2-[[(15)-1-[(2S,4R)-4-hydroxy-2-[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl-
carbamoyl]pyrrolidin-1-carbonyl]-2,2-dimethyl-propyllamin]-2-oxo-ethyl]phenyl]-
methyl]carbamat (57, RK95)
N
HO | D
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36 47 576

Durchfiihrung: 3-[2-[2-(t-Butoxycarbonylamin)ethoxy]ethoxylethoxy]propansaure (38 mg, 143 umol,
1,0 Aq), PyBOP (82 mg, 158 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (11 mg, 72 umol, 0,5 Aq) und DIPEA wurden in
2 mL DMF geldst. Nach 10 min Rithren wurde (S, R, S)-AHPC-Hydrochlorid (68 mg, 143 umol, 1,0 Aq)
bei 0 °C dazu gegeben und nach AAV4 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-
Chromatographie aufgereinigt DCM/MeOH (98:2 - 95:5).

Das Produkt wurde als hellgelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 60 mg (89 umol, 62%)

MS: m/z = [M] berechnet: 677,85 gefunden: 678,10
DC: Rf= 0,41 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8.63 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 7.43 (t, */ = 5.8 Hz, 1H, Pro-NH),
7.32-7.26 (m, 4H, H2, H3, H5 und H6 Bz), 7.17 (d, 3/ = 6.6 Hz, 2H, H2 und H6 CH,-Ph-CH>), 7.12 (d,
3)=7.3 Hz, 2H, H3 und H5 CH,-Ph-CH,), 6.38 (bd, 3/ = 6.8 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 5.16 (s, 1H, OH),
5.09 (bs, 1H, NH Carbamat), 4.58 (t, *J = 6.9 Hz, 1H, H., CH, Bz), 4.48 (d,3J = 8.5 Hz, 1H, H2 3,3-
dimethylbutanoyl), 4.42-4.39 (m, 2H, H2 Pro und H4 Pro), 4.22 (dd, 3/ = 5.6 Hz, %) = 15.1 Hz, 1H, Hy, CH;
Bz), 4.22 (d,3J = 5.0 Hz, 2H, CH,, Carbamat-CH,-Ph), 3.92 (d, %/ = 11.0 Hz, 1H, H5; Pro), 3.57 (dd, >/ = 3.4
Hz, 2J = 10.8 Hz, 1H, H5, Pro), 3.44 (s, 2H, Ph-CH,-CO-NH), 2.45 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.06-
2.23 (m, 1H, H3; Pro), 2.05-1.97 (m, 1H, H3, Pro), 1.40 (s, 9H, t-Butyl Carbamat), 0.82 (s, 9H, t-Butyl)
ppm.

13C-NMR (78 MHz, CDCl3): 6 = 171.4, 171.3, 171.2, 156.1, 150.4, 148.6, 138.4, 138.3, 133.6, 131.7,
130.9, 129.5, 128.1, 128.0, 126.3, 79.7, 70.0, 59.0, 57.7, 56.8, 53.6, 44.3, 43.2, 43.0, 36.5, 35.5, 28.5,
16.1 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.31 (25,4R)-1-[(25)-2-[3-[2-[3-[(3R)-3-[carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]lbenzamind]-
ethoxy]propanoylamin]-3,3-dimethyl-butanoyl]-4-hydroxy-N-[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]-
pyrrolidin-2-carboxamid (19a, RK65)

N
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775,91 g/mol
C,.H,,NO.S /I\

39 49 778

Durchfiihrung: RK62 (25 mg, 38 umol, 1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigséure bei
0 °C gelést und nach AAVS5 verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (8,0 mg, 32 umol, 1,0 Aq), gel6st
in 2 mL DMF, PyBOP (19 mg, 35 pumol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (2,6 mg, 16 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAVS5 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 10,4 mg (13,5 umol, 42%)

t: 7,01 min (Methode B) 99%

MS: m/z = [M] berechnet: 775,91 gefunden: 776,05

HRMS: m/z = [M+Na]* simuliert: 798,32555 gemessen: 798,32531 Am = 0,30 ppm
DC: Rf= 0,45 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 9.36 (s, 1H, OH), 8.97 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.58 (t,
3)=4.6 Hz, 1H, NH 3-Benzamid), 8.55 (t, 3J = 5.8 Hz, 1H, Pro-NH), 7.93 (d, 3/ = 9.4 Hz, 1H, NH
Propanoylamid), 7.87 (s, 1H, H2 3-Benzamid), 7.82 (d, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H6 3-Benzamid), 7.52 (d,
3)=7.6 Hz, 1H, H4 3-Benzamid), 7.44 (t, 3/ = 7.6 Hz, 1H, H5 3-Benzamid), 7.41 (d, 3/ = 7.8 Hz, 2H, H3 und
H5Bz), 7.38 (d, *= 8.2 Hz, 2H, H2 und H6 Bz), 6.54 (bs, 2H, NH,), 5.15 (g, 3/ = 7.0 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl),
5.12 (bs, 1H, OH), 4.55 (d, 3/ = 9.4 Hz, 1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.42-4.39 (m, 2H, H, CH, Bz und
H4 Pro), 4.35 (bs, 1H, H2 Pro), 4.22 (dd, 3/ = 5.4 Hz,%J = 15.8 Hz, 1H, H, CH; Bz), 3.67 (dd, 3/ = 4.2 Hz,
2J=11.1 Hz, 1H, H5; Pro), 3.64-3.63 (m, 1H, H5, Pro), 3.62-3.58 (m, 2H, NH-CH,-CH,-0), 3.52-3.47 (m,
2H, CH»-0O-CH»-CH>), 3.38 (q, *J = 6.0 Hz, 2H, NH-CH»-CH,-0), 2.58-2.54 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.44
(s, 3H, CHs 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.38 (td, %/ = 6.8 Hz, %) = 13.6 Hz, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.05-2.01
(m, 1H, H3p, Pro), 1.90 (ddd, 3/ = 8.5, 4.4 Hz, %) = 12.8 Hz, 1H, H3, Pro), 1.38 (d, */ = 7.0 Hz, 3H, CHs 3R-
Butinyl ), 0.92 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (500 MHz, DMSO): & = 8.58/3.39, 8.55/4.42, 7.93/4.55, 7.82/7.44, 7.52/7.44, 7.41/7.38,
5.15/1.37,4.42/4.23, 4.35/3.66, 4.35/1.90, 3.62/2.57, 3.49/3.39, 2.02/1.90 ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): § = 171.9, 170.0, 169.6, 165.4, 161.5, 151.5, 147.42, 139.5, 134.7, 133.8,
131.2, 130.1, 129.7, 128.7, 128.6, 127.4, 127.2, 122.5, 90.5, 81.2, 68.8, 68.4, 66.7, 58.7, 56.7, 56.4,
56.3,45.9, 41.6, 40.1, 37.9, 35.6, 35.3, 26.3, 18.5, 15.9 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.32 (2S,4R)-1-[(25)-2-[3-[2-[2-[3-[(3R)-3-[carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyllbenzamind]-
ethoxy]ethoxy]propanoylamin]-3,3-dimethyl-butanoyl]-4-hydroxy-N-[4-(4-methylthiazol-5-
yl)benzyllpyrrolidin-2-carboxamid (19b, RK91)

O H
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Durchfiihrung: RK69 (48 mg, 70 umol, 1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigséure bei
0 °C gelést und nach AAVS verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (14,4 mg, 58 umol, 1,0 Aq),
geldst in 2 mL DMF, PyBOP (33 mg, 64 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (4,6 mg, 29 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAVS5 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 12,0 mg (13,5 umol, 25%)
t: 7,07 min (Methode B) 97%
MS: m/z = [M] berechnet: 819,97 gefunden: 820,10

HRMS: m/z = [M+Na]*simuliert: 842,35177 gemessen: 842,34826 Am = 4,17 ppm

DC: Rs= 0,43 (DCM/MeOH 90:10)

'H-NMR (400 MHz, DMSO0): 9.36 (s, 1H, OH), 8.97 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.61 (t, 3/ = 5.3 Hz,
1H, NH 3-Benzamid), 8.55 (t, 3/ = 6.0 Hz, 1H, Pro-NH), 7.90 (d, 3/ = 9.4 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.87
(s, 1H, H2 3-Benzamid), 7.81 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H6 3-Benzamid), 7.52 (d, 3/=7.7 Hz, 1H, H4
3-Benzamid), 7.45 (d, 3/ = 8.4 Hz, 1H, H5 3-Benzamid), 7.42 (d, 3/ = 8.4 Hz, 2H, H3 und H5 Bz), 7.38 (d,
3) = 8.4 Hz, 2H, H2 und H6 Bz), 6.54 (bs, 2H, NH,), 5.15 (q, 3/ = 6.8 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 5.12 (s, 1H,
OH), 4.55 (d, 3J = 9.5 Hz, 1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.44-4.36 (m, 2H, H2 Pro und H, CH, Bz), 4.35
(bs, 1H, H4 Pro), 4.22 (dd, 3/ = 5.6 Hz, %/ = 15.9 Hz, 1H, Hy, CH> Bz), 3.67 (dd, *J = 3.9 Hz, %J = 10.5 Hz, 1H,
H5 Pro), 3.61-3.56 (m, 3H, H5, Pro und NH-CH,-CH,-0), 3.53-3.47 (m, 6H, O-CH,-CH,-O-CH;), 3.39 (q,
3)=5.8 Hz, 2H, NH-CH-CH,-0), 2.55-2.53 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.44 (s, 3H, CHs 4-Methylpyrazol-
5-yl), 2.35 (td, 3/ = 6.7 Hz, % = 13.3 Hz, 1H, O-CH,-CH>-CO-NH), 2.04-1.99 (m, 1H, H3} Pro), 1.90 (ddd, 3/
= 8.5, 4.5 Hz, %) = 12.8 Hz, 1H, H3, Pro), 1.37 (d, 3/ = 6.9 Hz, 3H, CHs 3R-Butinyl), 0.93 (s, 9H, t-Butyl)
ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.61/3.39, 8.55/4.44, 8.55/4.22, 7.90/4.55, 7.81/7.52, 7.81/7.52,
7.45/7.42,5.12/1.37,4.42/4.22, 4.35/3.67, 4.35/1.90, 3.61/2.54, 3.49/3.39, 2.54/2.35, 2.02/1.90 ppm.

13C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 171.9, 170.0, 169.5, 165.4, 161.4, 151.4, 147.7, 139.5, 134.7, 133.8,

131.2, 130.0, 129.6, 128.7, 128.6, 127.4, 127.2, 122.5, 90.5, 81.1, 69.5, 69.4, 68.9, 68.8, 66.9, 68.7,
56.3, 45.8, 41.7, 40.2, 37.9, 35.34, 35.33, 26.3, 18.5, 15.9 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.33 (25,4R)-1-[(25)-2-[3-[2-[2-[2-[3-[(3R)-3-[carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]benz-
amind]ethoxy]ethoxy]ethoxy]propanoylamin]-3,3-dimethyl-butanoyl]-4-hydroxy-N-[4-(4-
methylthiazol-5-yl)benzyl]pyrrolidin-2-carboxamid (19¢c, RK85)
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Durchfiihrung: RK80 (53 mg, 72 umol, 1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigséure bei
0 °C geldst und nach AAVS verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (15 mg, 60 pmol, 1,0 Aq), gel6st
in 2 mL DMF, PyBOP (35 mg, 67 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (4,7 mg, 30 umol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAVS5 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 13,4 mg (15,6 umol, 26%)

t: 7,07 min (Methode B) 99%

MS: m/z = [M] berechnet: 864,02 gefunden: 864,10

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 864,39604 gemessen: 864,39538 Am = 0,76 ppm
DC: Rs= 0,43 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (DMSO): 6 = 9.36 (s, 1H, OH), 8.97 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.60 (t, %/ = 4.9 Hz, 1H, NH
3-Benzamid), 8.55 (t, %/ = 5.8 Hz, 1H, Pro-NH), 7.90 (bd, 3/ = 8.8 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.87 (s, 1H,
H2 3-Benzamid), 7.81 (d, 3/ = 7.6 Hz, 1H, H6 3-Benzamid), 7.52 (d, 3/ = 8.0 Hz, 1H, H4 3-Benzamid), 7.45
(d3J=7.9 Hz, 1H, H5 3-Benzamid), 7.42 (d, 3J = 8.3 Hz, 2H, H3 und H5 Bz), 7.38 (d, ®/ = 8.3 Hz, 2H, H2
und H6 Bz), 7.04 (bd, 3J = 7.0 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 6.54 (bs, 2H, NH>), 5.15 (q, 3/ = 6.4 Hz, 1H, H3
3R-Butinyl), 5.14 (s, 1H, OH), 4.54 (d, 3/ = 9.4 Hz, 1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.44-4.34 (m, 2H, H,
CH; Bz und H2 Pro), 4.35 (bs, 1H, H4 Pro), 4.21 (dd, 3/ = 5.3 Hz, % = 15.8 Hz, 1H, H, CH, Bz), 3.67 (dd,
3)=3.9 Hz,%) = 10.5 Hz, 1H, H5;, Pro), 3.61 (bd, */ = 10.2 Hz, 1H, H5, Pro), 3.60-3.50 (m, 3/ = 2H, NH-CH,-
CH2-0), 3.53-3.43 (m, 10H, O-CH,-CH,-O-CH,-CH»-0O-CH,), 3.39 (q, *J = 5.8 Hz, 2H, NH-CH,-CH,-0), 2.54-
2.53 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.44 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.42 (td, 3/ = 6.7 Hz, 2/ = 13.4 Hz,
1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.06-2.00 (m, 1H, H3,, Pro), 1.94 (ddd, 3/ = 8.4, 4.6 Hz,%J =12.8 Hz, 1H, H3, Pro),
1.37 (d, 3J = 6.7 Hz, 3H, CH; 3R-Butinyl), 0.92 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.60/3.39, 8.55/4.43, 8.55/4.21, 7.90/4.54, 7.81/7.52, 7.81/7.45,
7.42/7.38,5.15/1.37,4.42/4.21, 4.35/3.67, 4.35/1.94, 3.61/2.54, 3.49/3.39, 2.54/2.42 2.02/1.94 ppm.

13C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 171.9, 170.0, 169.5, 165.4, 161.4, 157.5, 151.4, 147.7, 139.5, 134.7,
133.8, 131.2, 130.0, 129.6, 128.6, 127.4, 127.2, 122.5, 90.5, 81.1, 69.70, 69.69, 69,57, 69.5, 68.9, 68.7,
66.9, 58.7, 56.3, 45.8, 41.7, 40.4, 37.9, 35.6, 35.3, 26.3, 22.6, 18.5, 15.9 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.34 (2S,4R)-1-[(25)-2-[3-[2-[2-[2-[2-[3-[(3R)-3-[carbamoyl(hydroxy)amino]but-1-inyl]benz-
amind]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]propanoylamin]-3,3-dimethyl-butanoyl]-4-hydroxy-N-[4-
(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]lpyrrolidin-2-carboxamid (19d, RK71)
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Durchfiihrung: RK68 (40 mg, 51 umol, 1,2 Ag) wurde in 1 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigsiure
bei 0 °C gelést und nach AAVS verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (11 mg, 43 umol, 1,0 Aq),
geldst in 2 mL DMF, PyBOP (25 mg, 47 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0 (3,4 mg, 21 pmol, 0,5 Aq) und DIPEA
zugegeben und weiter nach AAVS5 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 8,05 mg (8,6 umol, 21%)

t:: 5,93 min (Methode A) 99%

MS: m/z = [M] berechnet: 908,07 gefunden: 908,05

HRMS: m/z = [M+Na]* simuliert: 930,4042 gemessen: 930,4042 Am = 1,28 ppm
DC: Rf= 0,43 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 9.36 (s, 1H, OH), 8.98 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.60 (t,
3)=5.4Hz, 1H, NH 3-Benzamid), 8.55 (t, 3J = 6.0 Hz, 1H, Pro-NH), 7.90 (d, 3/ = 8.4 Hz, 1H, NH
Propanoylamid), 7.87 (s, 1H, H2 3-Benzamid), 7.81 (td,*/ = 1.3 Hz, 3/ = 7.6 Hz, 1H, H6 3-Benzamid), 7.52
(td, ¥ = 1,1 Hz, 3/ = 8.0 Hz, 1H, H4 3-Benzamid), 7.45 (d 3/ = 7.7 Hz, 1H, H5 3-Benzamid), 7.42 (d,
3)=7.8 Hz, 2H, H3 und H5 Bz), 7.38 (d, 3/ = 7.8 Hz, 2H, H2 und H6 Bz), 6.54 (bs, 2H, NH,), 5.15
(9,3/=7.0 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 4.55 (d, 3/ = 9.4 Hz, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.44-4.39 (m, 2H, H.
CH; Bz und H4 Pro), 4.35 (bs, 1H, H2 Pro), 4.21 (dd, 3/ = 5.4 Hz, ) = 15.8 Hz, 1H, H, CH, Bz), 3.67 (dd,
3)=3.9 Hz, % =10.6 Hz, 1H, H5; Pro), 3.64-3.57 (m, 3H, NH-CH,-CH>-0 und H5, Pro), 3.53-3.46 (m, 12H,
0O-CH,-CH;-0-CH,-CH,-0O-CH»-CH,-0-CH,), 3.40 (q, 3)=5.8 Hz, 2H, NH-CH,-CH,-0), 2.56-2.53 (m, 1H, O-
CH»-CH-CO-NH), 2.44 (s, 3H, CH; 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.42 (td, 3/ = 6.3 Hz, %) = 14.3 Hz, 1H, O-CH,-
CH,-CO-NH), 2.07-2.01 (m, 1H, H3y, Pro), 1.94 (ddd, 3/ = 8.4, 4.5 Hz, %) =12.8 Hz, 1H, H3, Pro), 1.38 (d,
3J = 6.9 Hz, 3H, CH; 3R-Butinyl ), 0.93 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.60/3.40, 8.55/4.44, 8.55/4.21, 7.90/4.55, 7.81/7.52 7.81/7.45,
7.42/7.38,5.15/1.37, 4.42/4.21, 4.35/3.67, 4.35/1.94, 3.62/2.57, 3.49/3.40, 2.02/1.94 ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMSO): 6 = 171.9, 169.9, 169.5, 165.4, 161.4, 151.4, 147.7, 139.5, 134.7, 133.8,
131.1, 130.1, 129.6, 128.7, 128.6, 127.4, 127.2, 122.5, 90.5, 81.1, 69.74, 69.73, 69.72, 69.68, 69.67,
69.66, 69.5, 69.4, 68.3, 68.7, 66.9, 62.8, 58.7, 56.3, 56.3, 45.8, 41.6, 37.9, 35.6, 35.3, 26.3, 18.5, 15.9

ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.35 (2S,4R)-1-[(25)-2-[[2-[4-[[[3-[(3R)-3-[carbamoyl(hydroxy)amin]but-1-inyl]benzamid]-
methyl]phenyl]lacetyllamin]-3,3-dimethyl-butanoyl]-4-hydroxy-N-[[4-(4-methylthiazol-5-
yl)phenyl]methyl]pyrrolidin-2-carboxamid (75, RK99)
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Durchfiihrung: RK95 (36 mg, 53 umol, 1,2 Aq) wurde in 1 mL abs. DCM und 1 mL Trifluoressigsdure bei
0 °C geldst und nach AAVS verfahren. Nach Entschiitzung wurde RK17 (11 mg, 44 pmol, 1,0 Aq) gel6st
in 2 mL DMF, PyBOP (35 mg, 9 umol, 1,1 Ag), HOBt-H,0 (3,4 mg, 22 umol, 0,5 Aq) und DIPEA zugegeben
und weiter nach AAV5 verfahren. Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt
(Methode C). Das Produkt wurde als organgenes Ol erhalten.

Ausbeute: 3,8 mg (4,75 umol, 11%)
t: 7,77 min (Methode B) 97%
MS: m/z = [M] berechnet: 807,96 gefunden: 808,00

HRMS: m/z = [M+Na]* simuliert: 830,33064 gemessen: 830,33049 Am = 0,18 ppm
DC: Rf= 0,34 (DCM/MeOH 92:8)

'H-NMR (500 MHz, DMSO): § = 9.37 (s, 1H, OH), 9.11 (t, 3/ = 6.0 Hz, 1H, NH 3-Benzamid), 8.98 (s, 1H,
H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.56 (t, %/ = 6.0 Hz, 1H, Pro-NH), 8.20 (s, 1H, OH), 8.08 (d, 3/ = 9.5 Hz, 1H, NH
Propanoylamid), 7.91 (t, *J = 1.6 Hz, 1H, H2 3-Benzamid), 7.85 (td, *J = 1.4 Hz, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H6 3-
Benzamid), 7.53 (td, /= 1.4 Hz, 3/ = 7.8 Hz, 1H, H4 3-Benzamid), 7.46 (t, >/ = 7.8 Hz, 1H, H5 3-Benzamid),
7.42 (d, 3/ = 8.3 Hz, 2H, H3 und H5 Bz), 7.38 (d, 3/ = 8.4 Hz, 2H, H2 und H6 Bz), 7.24-7.20 (m, 4H, CH»-
Ph-CH,), 6.54 (bs, 2H, NH2), 5.15 (q, %/ = 7.3 Hz, 1H, H3 3R-Butinyl), 4.51 (d, /= 9.4 Hz, H2 3,3-
dimethylbutanoyl), 4.45-4.39 (m, 4H, H2 Pro, H, CH; Bz und Amid-CH»-Ph), 4.33 (bs, 1H, H4 Pro), 4.22
(dd, 3J = 5.4 Hz, %) = 15.9 Hz, 1H, Hy, CH; Bz), 3.65 (dd, 3/ = 3.9 Hz, % = 10.5 Hz, 1H, H5; Pro), 3.63-3.60
(m, 1H, H5, Pro) 3.60-3.58 (m, 1H, Ph-CH>-CO-NH), 3.46-3.43 (m, 1H, Ph-CH>-CO-NH), 2.44 (s, 3H, CHs
4-Methylpyrazol-5-yl), 2.04-1.98 (m, 1H, H3, Pro), 1.89 (ddd, 3/ = 8.4, 4.7 Hz, ) = 12.8 Hz, 1H, H3, Pro),
1.37 (d, 3J = 7.0 Hz, 3H, CH; 3R-Butinyl), 0.91 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): &§ = 9.11/4.44, 8.56/4.43, 8.56/4.22, 8.08/4.51, 7.85/7.46, 7.53/7.46,
7.42/7.38,5.15/1.37, 4.42/4.22, 4.40/2.00, 4.40/1.89, 4.35/3.65, 3.65/3.61 3.60/3.45, 2.02/1.89 ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6§ = 172.0, 170.0, 169.6, 165.3, 163.6, 161.5, 151.5, 147.7, 139.5, 137.4,
135.1,134.7,133.9,131.2,130.1, 129.7,129.0, 128.8,128.7, 127.4,127.1, 122.6, 90.6, 81.2, 68.9, 58.7,
56.5,56.4,45.9,42.5,41.7,41.4, 37.9, 35.4, 26.4, 18.5, 16.0 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.36 (2S,4R)-1-[(25)-3,3-Dimethyl-2-[3-[2-[[4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanyl-
phenyl]tetrahydropyran-4-carbonyllamin]ethoxy]propanoylamin]butanoyl]-4-hydroxy-N-[4-
(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]lpyrrolidin-2-carboxamid (21a, RK92)
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Durchfiihrung: RK75 (12 mg, 32 umol, 1,0 Aq) und RK62 (25 mg, 38 umol, 1,2 Aq) wurden nach AAV6b
verseift und entschiitzt. Zum Verseifungsprodukt wurde PyBOP (18 mg, 35 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0
(2,5 mg, 16 umol, 0,5 Aq) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV6b verfahren. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 5,51 (5,97 umol, 19%)
t: 6,07 min (Methode B) 99%
MS: m/z = [M] berechnet: 922,17 gefunden: 922,00

HRMS: m/z = [M+Na]* simuliert: 944,38096 gemessen: 944,38011 Am = 0,90 ppm
DC: Rs= 0,62 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (600 MHz, DMSO): § = 8.98 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.58 (t, 3/ = 6.1 Hz, 1H, Pro-NH),
8.14 (s, 1H, OH), 7.92 (d, 3J = 9.4 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.77 (t, */ = 5.6 Hz, 1H, THP-CO-NH), 7.43-
7.38 (m, 11H, H2, H4, H5 3-S-Ph, H2, H3, H5, H6 Ph und H2, H3, H5, H6 Bz), 7.29-7.27 (m, 1H, H6 3-S-
Ph), 7.27 (d, *J = 1.3 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.90 (d, *J = 1.2 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 4.54
(d,%)=9.4 Hz, 1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.42-4.38 (m, 2H, Ha CH, Bz und H2 Pro), 4.35 (bs, 1H, H4
Pro), 4.21 (dd, ®*/ = 5.5 Hz, %) = 15.8 Hz, 1H, H, CH; Bz), 3.72 (d, 3/ = 11.8 Hz, 2H, CH; H2.x und H6.4 THP),
3.66 (dd, 3/ =4.1Hz,% = 10.5 Hz, 1H, H5, Pro), 3.63-3.59 (m, 1H, H5, Pro), 3.51-3.46 (m, 2H, O-CH,-CH,-
CO-NH), 3.45-3.40 (m, 2H, H2¢q und H6qTHP), 3.31-2.27 (m, 2H, CH,-CH,-0), 3.17-3.13 (m, 2H, NH-CH,-
CH;-0), 2.46-2.44 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.43 (s, 3H, CHs; 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.41 (bd,
3)=12.8 Hz, 2H, CH; H3., H5a, THP), 2.31-2.29 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.27 (s, 3H, CHs, 2-
Methylimidazol), 2.05-2.01 (m, 1H, CH; H3, Pro), 1.89 (ddd, 3/ = 8.2, 4.7 Hz, %) = 13.0 Hz, 1H, H3, Pro),
1.81-1.76 (m, 2H, CH; H3¢q und H5¢4 THP), 0.91 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.58/4.42, 8.58/4.21, 7.92/4.54, 7.77/3.15, 7.39/7.28, 7.27/6.90,
4.43/1.89, 4.42/4.21, 4.35/3.66, 4.35/1.89, 3.72/3.44, 3.72/2.41, 3.72/1.78, 3.66/3.61, 3.51/2.46,
3.51/2.31, 3.43/2.41, 3.43/1.78, 3.31/3.17, 2.53/2.34, 2.41/1.79, 2.03/1.89 ppm.

13C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 172.5, 171.9, 170.0, 169.5, 163.1, 151.5, 147.7, 146.0, 143.6, 139.5,
136.3, 135.3, 133.4, 130.4, 130.0, 129.8, 129.6, 129.2, 128.6, 127.4, 127.3, 126.1, 125.6, 120.8, 68.9,
68.3, 66.6, 64.6, 58.7, 56.4, 48.0, 41.7, 40.1, 38.9, 37.9, 35.5, 35.4, 34.1, 26.3, 15.9, 13.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.37 (25,4R)-1-[(25)-3,3-Dimethyl-2-[3-[2-[2-[[4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]-
sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonyl]lamin]ethoxy]ethoxy]propanoylamin-butanoyl]-4-
hydroxy-N-[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]pyrrolidin-2-carboxamid (21b, RK94)
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Durchfiihrung: RK75 (8,0 mg, 21 umol, 1,0 Aq) und RK69 (18 mg, 26 umol, 1,2 Aq) wurden nach AAV6b
verseift und entschiitzt. Zum Verseifungsprodukt wurde PyBOP (12 mg, 23 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0
(1,7 mg, 11 umol, 0,5 Aqg) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV6b verfahren. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 6,29 mg (6,51 umol, 31%)

t: 6,07 min (Methode B) 99%

MS: m/z = [M] berechnet: 966,22 gefunden: 966,00

HRMS: m/z = [M+Na]*simuliert: 988,40717gemessen: 988,40653 Am = 0,65 ppm
DC: Rf= 0,48 (DCM/MeOH 92:8)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 8.97 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.55 (t, 3/ = 5.8 Hz, 1H, Pro-NH),
8.14 (s, 1H, OH), 7.89 (d, 3/ = 9.2 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.77 (t, 3>/ = 5.3 Hz, 1H, THP-CO-NH), 7.42-
7.38 (m, 11H, H2, H4, H5 3-S-Ph, H2, H3, H5, H6 Ph und H2, H3, H5, H6 Bz), 7.29-7.27 (m, 1H, H6 3-S-
Ph), 7.27 (s, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.90 (s, 1H, H4 2-Methylimidazol), 4.54 (d, %/ = 9.4 Hz, 1H, H2
3,3-dimethylbutanoyl), 4.45-4.39 (m, 2H, H, CH; Bz und H2 Pro), 4.35 (bs, 1H, H4 Pro), 4.21 (dd,
3)=5.0 Hz,%J = 15.7 Hz, 1H, Hy, CH; Bz), 3.72 (d, 3J = 11.2 Hz, 2H, CH; H2.x und H6, THP), 3.66-3.62 (m,
1H, H5; Pro), 3.60-3.57 (m, 1H, H5, Pro), 3.57-3.54 (m, 2H, -O-CH,-CH,-CO-NH), 3.41-3.36 (m, 6H, -CH>-
0O-CH,-CH»-0-), 3.35-3.31 (m, 2H, H2eq und H6eq THP), 3.16 (q, *J = 5.4 Hz, 2H, -NH-CH,-CH,-0-), 2.48-
2.45 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH) 2.44 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.41 (bd, 3/ = 13.0 Hz, 2H, CH;
H3.x und H5.« THP), 2.36-2.30 (m, 1H, O-CH,-CH,-CO-NH), 2.27 (s, 3H, CHs, 2-Methylimidazol), 2.07-
2.01(m, 1H, CH; H3, Pro), 1.90 (ddd, 3/= 8.7, 4.2 Hz,%J = 11.9 Hz, 1H, H3, Pro), 1.79 (td, 3/ = 11.6, 2.9 Hz,
2H, CH; H3¢q und H54 THP), 0.92 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.55/4.42, 8.55/4.21, 7.89/4.54, 7.77/3.16, 7.39/7.28, 7.27/6.90,
4.43/1.90, 4.42/4.21, 4.35/3.67, 4.35/1.90, 3.72/3.35, 3.72/2.41, 3.72/1.79, 3.63/3.58, 3.55/2.46,
3.55/2.32,3.37/3.16, 3.35/2.41, 3.35/1.79, 2.47/2.34, 2.41/1.79, 2.03/1.90 ppm.

13C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 172.5, 171.9, 169.9, 169.5, 163.1, 151.4, 146.1, 143.6, 139.5, 136.3,
135.3, 133.4, 131.2, 130.4, 129.4, 129.8, 129.6, 129.1, 128.6, 127.4, 127.3, 126.1, 125.5, 120.7, 69.41,
69.37, 68.85, 68.71, 67.6, 66.9, 64.5, 58.7, 56.3, 48.0, 41.7, 37.9, 35.6, 35.3, 34.1, 26.3, 15.9, 13.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.38 (25,4R)-1-[(25)-3,3-Dimethyl-2-[3-[2-[2-[2-[2-[[4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]-
sulfanylphenyl]tetrahydropyran-4-carbonyllamin]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxyl-
propanoylamin]butanoyl]-4-hydroxy-N-[-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]pyrrolidine-2-
carboxamid (21d, RK82)
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Durchfiihrung: RK68 (36 mg, 46 umol, 1,2 Aq) wurden nach AAV6a entschiitzt. Das entschiitzte Amin
wurde zu einer Lésung aus RK81 (15 mg, 38 umol, 1,0 Ag), PyBOP (22 mg, 42 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0
(3,0 mg, 19 pmol, 0,5 Aq) und DIPEA gegeben und weiter nach AAV6a verfahren. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 13,0 mg (12,7 umol, 32%)

t: 6,19 min (Methode B) 98%

MS: m/z = [M] berechnet: 1054,32 gefunden: 1054,20

HRMS: m/z = [M+H]* simuliert: 1054,47766 gemessen: 1054,47664 Am = 0,97 ppm
DC: Rf= 0,52 (DCM/MeOH 9:1)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 8.97 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.57 (t, 3/ = 6.2 Hz, 1H, Pro-NH),
7.93 (d, 3J=9.5 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.79 (t, %/ = 5.7 Hz, 1H, THP-CO-NH), 7.45-7.39 (m, 11H, H2,
H4, H5 3-S-Ph, H2, H3, H5, H6 Ph und H2, H3, H5, H6 Bz), 7.28-7.26 (m, 1H, H6 3-S-Ph), 7.27 (d,
4J=1.2 Hz, 1H, H5 2-Methylimidazol), 6.91 (d, %/ = 1.3 Hz, 1H, H4 2-Methylimidazol), 5.14 (s, 1H, OH),
4.55 (d, 3/ = 10.2 Hz, 1H, H2 3,3-dimethylbutanoyl), 4.43 (dd, 3/ = 7.2 Hz, %) = 15.6 Hz, 1H, H. CH; Bz),
4.42 (t,3J = 8.0 Hz, 1H, H2 Pro), 4.35 (bs, 1H, H4 Pro), 4.21 (dd, 3/ = 5.5 Hz, %) = 15.8 Hz, 1H, H, CH; Bz),
3.72 (td, 3/ = 11.0, 3.0 Hz, 2H, CH; H2, und H6. THP), 3.67 (dd, 3/ = 4.1 Hz, %J = 10.9 Hz, 1H, H5;, Pro),
3.63-3.60 (m, 1H, H5, Pro), 3.60-3.54 (m, 2H, O-CH>-CH,-CO-NH), 3.47-3.37 (m, 16H, CH»-O-CH,-CH,-O-
CH;-CH2-0-CH,-CH2-0, H2eq und H6eqTHP), 3.17 (q, *J = 5.7 Hz, 2H, NH-CH,-CH,-0), 2.55-2.52 (m, 1H, O-
CH,-CH,-CO-NH) 2.43 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.42 (bd, 3/ = 13.0 Hz, 2H, CH; H3. und H54
THP), 2.34 (td, 3/ = 6.1 Hz, %J = 14.6 Hz, 1H, O-CH,-CH»-CO-NH), 2.28 (s, 3H, CH; 2-Methylimidazol), 2.05-
2.01 (m, 1H, H3,, Pro), 1.90 (ddd, 3/ = 8.4, 4.8 Hz, %) = 12.8 Hz, 1H, H3, Pro), 1.79 (td, 3J = 11.9, 3.3 Hz,
2H, CH; H3¢q und H5¢4 THP), 0.92 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.57/4.42, 8.57/4.21, 7.93/4.55, 7.79/3.17, 7.39/7.28, 7.27/6.91,
5.14/4.35, 4.43/2.34, 4.43/1.90, 4.42/4.21, 4.35/3.67, 4.35/1.90, 3.72/3.47, 3.72/2.42, 3.72/1.79,
3.67/3.62,3.60/2.53, 3.60/2.43, 3.43/2.42,3.43/1.78, 3.37/3.17, 2.53/2.34, 2.42/1.79, 2.03/1.90 ppm.
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8. Experimenteller Teil

3C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 172.5, 171.9, 169.9, 169.5, 151.4, 147.7, 146.1, 143.6, 139.5, 136.3,
135.3, 133.4, 131.1, 130.4, 130.0, 129.8, 129.6, 129.2, 128.6, 127.4, 127.3, 126.1, 125.5, 120.7, 69.75,
69.74, 69.73, 69.70, 69.69, 69.68, 69.47, 69.4, 68.9, 68.7, 66.9, 64.5, 58.7, 56.3, 48.0, 41.6, 37.9, 35.6,
34.1, 26.3, 15.9, 13.6 ppm.
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8. Experimenteller Teil

8.5.39 (2S,4R)-1-[(25)-3,3-Dimethyl-2-[[2-[4-[[[4-[3-[4-(2-methylimidazol-1-yl)phenyl]sulfanyl-
phenyl]tetrahydropyran-4-carbonyllamin]methyl]phenyllacetyllamin]butanoyl]-4-hydroxy-N-
[4-(4-methylthiazol-5-yl)benzyl]lpyrrolidin-2-carboxamid (76, RK97)
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Durchfiihrung: RK75 (8,0 mg, 21 umol, 1,0 Aq) und RK95 (17 mg, 26 umol, 1,2 Aq) wurden nach AAV6b
verseift und entschiitzt. Zum Verseifungsprodukt wurde PyBOP (12 mg, 23 umol, 1,1 Aq), HOBt-H,0
(1,7 mg, 11 pmol, 0,5 Aq) und DIPEA zugegeben und weiter nach AAV6b verfahren. Das Rohprodukt
wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt (Methode C). Das Produkt wurde als farbloses Ol
erhalten.

Ausbeute: 5,77 mg (6,05 umol, 28%)
t: 5,07 min (Methode A) 95%
MS: m/z = [M] berechnet: 954,21 gefunden: 954,00

HRMS: m/z = [M+Na]* simuliert: 976,38605 gemessen: 976,38495 Am = 1,13 ppm
DC: Rf= 0,55 (DCM/MeOH 95:5)

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 8.98 (s, 1H, H3 4-Methylthiazol-5-yl), 8.56 (t, 3/ = 5.8 Hz, 1H, Pro-NH),
8.24 (t,3/=5.5Hz, 1H, THP-CO-NH), 8.13 (s, 1H, OH), 7.89 (d, 3/ = 9.2 Hz, 1H, NH Propanoylamid), 7.47-
7.38 (m, 11H, H2, H4, H5 3-S-Ph, H2, H3, H5, H6 Ph und H2, H3, H5, H6 Bz), 7.30 (d, 3/ = 6.8 Hz, 1H, H6
3-S-Ph), 7.27 (s, 1H, H5 2-Methylimidazol), 7.10 (d, 3/ = 7.6 Hz, 2H, H2 und H6 CH,-Ph-CH,), 6.91 (s, 1H,
H4 2-Methylimidazol), 6.90 (d, 3/ = 7.6 Hz, 2H, H3 und H5 CH,-Ph-CH,), 4.49 (d, 3/ = 9.1 Hz, 1H, H2 3,3-
dimethylbutanoyl), 4.45-4.39 (m, 2H, Ha CH, Bz und H2 Pro), 4.34 (bs, 1H, H4 Pro), 4.23 (d, 3/ = 5.2 Hz,
1H, Hp CH; Bz), 4.20 (d, 3/ = 5.0 Hz, 2H, CH; THP-Amid-CH-Ph-), 3.72 (d, 3/ = 11.5 Hz, 2H, CH; H2., und
H6a.x THP), 3.64 (dd, *J = 3.5 Hz, %/ = 10.8 Hz, 1H, H5;, Pro), 3.61-3.58 (m, 1H, H5, Pro), 3.58-3.55 (m, 1H,
Ph-CH,-CO-NH), 3.48-3.44 (m, 2H, H2¢q und H6eq THP), 3.34-3.32 (m, 1H, Ph-CH»-CO-NH), 2.49-2.47 (m,
2H, CH; H3, und H5. THP), 2.44 (s, 3H, CH3 4-Methylpyrazol-5-yl), 2.27 (s, 3H, CHs 2-Methylimidazol),
2.05-1.99 (m, 1H, CH; H3y Pro), 1.92-1.87 (m, 1H, H3, Pro), 1.87-1.80 (m, 2H, CHz H3¢q und H5¢4 THP),
0.88 (s, 9H, t-Butyl) ppm.

'H-'H-COSY (400 MHz, DMSO): & = 8.56/4.44, 8.55/4.23, 8.24/4.20 7.89/4.49, 7.45/7.30, 7.27/6.91,
7.10/6.90, 4.45/4.23, 4.42/2.03, 4.42/1.90, 4.34/1.90, 3.72/3.46, 3.72/2.48, 3.72/1.85, 3.64/3.60,
3.57/3.33,3.43/2.48, 3.43/1.83, 2.48/1.83, 2.03/1.90 ppm.
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8. Experimenteller Teil

13C-NMR (78 MHz, DMSO): 6 = 172.6, 170.0, 169.6, 163.1, 151.5, 147.8, 145.9, 139.5, 137.7, 136.2,
135.4,134.9, 134.3, 130.4, 130.1, 130.0, 129.7, 129.3, 128.8, 128.7, 127.5, 127.2, 126.7, 126.5, 126.2,
126.1, 125.7,120.8, 68.9, 64.6, 61.9, 58.7, 56.4, 47.9, 42.1, 35.5, 34.8, 34.3, 33.9, 26.3, 16.0, 13.5 ppm.
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......................................................................................................................................................... 21

Schema 28: Allgemeines Kupplungsschema n) 4 molare NaOH, H,0/Ethanol 1:1, MW, 120 °C, 5 h, 5
bar, o) TFA, DCM 0 °C = RT, 1-4 h, p) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, RT, UN, q)
PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH >9, DMF, 0 °C, 10 min, RT, 1 h, MW, 60 °C, 11-75%........cccccvrerrerrrernnns 22
Schema 29: Zusammenfassung der Synthese von 5-LO-PROTACs a) (I) NaHCOs, H20, 0 °C, 30 min, (1)
NaHCOs, H,0, RT, 2 h, 42%; b) (1) PPhs, THF 0 °C, (II) DIAD, THF 0 °C = RT, 3 h, 74%; c) NHs(g),
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Dioxan, 100 °C, UN 75%; n) 4 molare NaOH, H,0/Ethanol 1:1, MW, 120 °C, 5 h, 5 bar, 54% -
guantitativ; o) TFA, DCM 0 °C = RT, 1-4 h, p) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH >9, DMF, 0 °C, 10 min, RT,

ON, q) PyBOP, HOBt-H,0, DIPEA, pH > 9, DMF, 0 °C, 10 min, RT, 1 h, MW, 60 °C, 11-75%. .....c.c.c........ 29
Schema 30: Gabriel-Synthese r) NEts, CH,Cly, RT, Williamson-Ether-Synthese s) t-Butyl-2-Bromethan
oder t-Butyl-3-Brompropan THF, RT; Reduktion t) NaBH4, THF, MeOH, reflux, 2 h........cccevvvvvivvinnnnnns 31
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Nachfolgend sind die Mittelwerte der Messergebnisse der Wasserloslichkeit aufgelistet.
Tabelle 13: Messergebnisse (18a, RK32)

Konzentration 10 uMm 3uM 1uM 0,3 uM 0,1 uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0378 | 0,0377 | 0,0388 | 0,0377 0,0377 0,0376 0,0381

n=2 0,0377 | 0,0377 | 0,0381 | 0,0376 0,0377 0,0376 0,0384
Tabelle 14: Messergebnisse (18b, RK23)

Konzentration 10 uM 3uM 1uM 0,3 uM 0,1 uMm 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0383 | 0,0381 | 0,0380 | 0,0378 0,0378 0,0378 0,0381

n=2 0,0380 | 0,0378 | 0,0377 | 0,0380 0,0376 0,0376 0,0384
Tabelle 15: Messergebnisse (18c, RK34)

Konzentration 10 um 3uM 1uM | 0,3uM 0,1 uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0377 | 0,0393 | 0,0381 0,0381 0,0377 0,0381

n=2 0,0377 | 0,0379 | 0,0380 - - 0,0384
Tabelle 16: Messergebnisse (18d, RK26)

Konzentration 10 um 3uM 1uM | 0,3uM 0,1uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0377 | 0,0378 | 0,0376 | 0,0379 0,0402 0,0374 0,0381

n=2 0,0378 | 0,0380 | 0,0377 | 0,0373 0,0379 0,0387 0,0384
Tabelle 17: Messergebnisse (74, RK19)

Konzentration 10 um 3uM 1uM | 0,3uM 0,1 uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0378 | 0,0377 | 0,0388 | 0,0377 0,0377 0,0376 0,0381

n=2 0,0377 | 0,0377 | 0,0381 | 0,0376 0,0377 0,0376 0,0384
Tabelle 18: Messergebnisse (19a, RK65)

Konzentration 10 uMm 3uM 1uM | 0,3uM 0,1 uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0382 | 0,0378 | 0,0381 | 0,0383 0,0380 0,0379 0,0381

n=2 0,0379 | 0,0375 | 0,0376 | 0,0379 0,0377 0,0376 0,0380
Tabelle 19: Messergebnisse (19b, RK91)

Konzentration 10 um 3uM 1uM 0,3 uMm Blindwert

n=1 0,0375 0,0373 0,0382 0,0375 0,0378

n=2 0,0382 0,0390 0,0379 0,0378 0,0377
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Tabelle 20: Messergebnisse (19c, RK85)

Konzentration 10 uM 3uMm 1uM 0,3 uMm Blindwert

n=1 0,0373 0,0372 0,0372 0,0378

n=2 0,0378 0,0376 0,0379 0,0377
Tabelle 21: Messergebnisse (19d, RK71)

Konzentration 10 uMm 3uM 1uM 0,3 uM 0,1 uM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0381 | 0,0381 | 0,0380 | 0,0388 | 0,0391 0,0379 0,0381

n=2 0,0379 | 0,0384 | 0,0379 | 0,0377 | 0,0385 0,0379 0,0380
Tabelle 22: Messergebnisse (75, RK99)

Konzentration 10 um 3uM 1uM 0,3 uM Blindwert

n=1 0,0374 0,0376 0,0379 0,0378

n=2 0,0375 0,0372 0,0378 0,0379
Tabelle 23: Messergebnisse (20b, RK83)

Konzentration 10uM | 3uM 1uM 0,3uM | 0,1puM 0,03 uM Blindwert

n=1 0,0385 | 0,0392 | 0,0410 0,0383 0,0381

n=2 0,0385 | 0,0378 | 0,0382 0,0380 0,0380
Tabelle 24: Messergebnisse (20c, RK90)

Konzentration 10 um 3uM 1uM 0,3 uM Blindwert

n=1 0,0376 0,0372 0,0372 0,0378

n=2 0,0379 0,0376 0,0379 0,0377
Tabelle 25: Messergebnisse (20d, RK100)

Konzentration 10 um 3uM 1uM 0,3 uM Blindwert

n=1 0,0370 0,0373 0,0375 0,0378

n=2 0,0383 0,0383 0,0382 0,0389 0,0377
Tabelle 26: Messerergebnisse (21a, RK92)

Konzentration 10 um 3uM 1uM 0,3 uM Blindwert

n=1 0,0374 0,0376 0,0379 0,0378

n=2 0,0376 0,0378 0,0374 0,0387 0,0377
Tabelle 27: Messergebnisse (21b, RK94)

Konzentration 10 uM 3uM 1uM 0,3 uM Blindwert

n=1 0,0374 0,0373 0,0375 0,0378

n=2 0,0377 0,0378 0,0374 0,0384 0,0377
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Tabelle 28: Messergebnisse (21d, RK82)

Konzentration 1uM 0,3 uM 0,1 uMm 0,03 uMm Blindwert
n=1 0,0378 | 0,0382 0,0379 0,0381 0,0381
n=2 0,0379 | 0,0377 | 0,0378 0,0379 0,0377 0,0380

Tabelle 29: Messergebnisse (76, RK97)

Konzentration 1uM 0,3 uM Blindwert
n=1 0,0376 0,0378 0,0378
n=2 0,0378 0,0389 0,0377

Nachfolgend sind die NMR-Spektren, HPLC-Laufe und HRMS-Spektren der synthetisieren
Endverbindungen aufgefiihrt.
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Abbildung 34:13C-NMR Verbindung (18c, RK26)
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13. Anhang
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Abbildung 35: HPLC-Lauf (18¢, RK26)
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Abbildung 36: HRMS (18c, RK26)
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Abbildung 39: HPLC-Lauf (74, RK19)
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Abbildung 40: HRMS (74, RK19)
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Abbildung 41: *H-NMR Verbindung (19b, RK83)
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Abbildung 42: 1H-'H-COSY Verbindung (19b, RK83)
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Abbildung 43: 13C-NMR Verbindung (19b, RK83)
<Chromatogram>
mY
250+ g Detector A Channel 1 254nm|
S
2004
150+
100+
504
=
2 =
o = l_ =
— 77—
] 5 10 15 20 25
min

Abbildung 44: HPLC-Lauf (19b, RK83)
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Abbildung 45: HRMS (19b, RK83)
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Abbildung 46: *H-NMR Verbindung (19c, RK90)
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Abbildung 47: 1H-H-COSY Verbindung (19c, RK90)
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Abbildung 48: 13C-NMR Verbindung (19c, RK90)
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Abbildung 51: 1H-NMR Verbindung (19d, RK100)
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Abbildung 52: 13C-NMR Verbindung (19d, RK100)
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Abbildung 54: HRMS (10d, RK100)
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Abbildung 55: 1H-NMR Verbindung (20a, RK65)
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Abbildung 56: 11H-'H-COSY Verbindung (20a, RK65)
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Abbildung 57: 13C-NMR Verbindung (20a, RK65)
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Abbildung 58: HPLC-Lauf (20a, RK65)
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Abbildung 59: HRMS (20a, RK65)
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Abbildung 60: H-NMR Verbindung (20b, RK91)
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Abbildung 61: 1H-'H-COSY Verbindung (20b, RK91)
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Abbildung 62: 13C-NMR Verbindung (20b, RK91)
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Abbildung 63: HPLC-Lauf (20b, RK91)
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Abbildung 64: HRMS (20b, RK91)
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Abbildung 65: 1H-NMR Verbindung (20c, RK85)
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Abbildung 66: H-1H-COSY Verbindung (20c, RK85)
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13. Anhang

Group AK_Froschak
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Abbildung 67: 13C-NMR Verbindung (20c, RK85)
<Chromatogram>
mi
150 —
] 5 Detector A Channel 1 254nm|
] [
100+
50+
] i —
i ™
| G 2
0} Yy — - T
S s B e e I o e e e e e A s e e e e e
0,0 25 50 7.5 10,0 12,5 15,0 17.5 20,0

Abbildung 68: HPLC-Lauf (20c, RK85)
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13. Anhang

RK 85 PP3VHZ C10#1-18 RT: 0.00-0.Y8 AV: 18 NL: 6.41E4
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Abbildung 69: HRMS (18c, RK85)
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Abbildung 70: H-NMR Verbindung (20d, RK71)
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13. Anhang

Group AK_FProschak
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Abbildung 71: 1H-'H-COSY Verbindung (20d, RK71)
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Abbildung 72: 13C-NMR Verbindung (20d, RK71)
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13. Anhang
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Abbildung 73: HPLC-Lauf (20d, RK71)

K71 CT #1-20 RT: 0.00-0.88 AV: 20 NL: 3.83E6
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Abbildung 74: HRMS (20d, RK71)
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13. Anhang

Group AK _Proschak C
28, 4R)-1-[(28)-2-[[2-[4-[[[3-[(3R) -3-[carbamoyl (hydroxy)
aminlbut-1-inyl]lbenzamidlmethyl]phenyl]acetyl]lamin]-
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Abbildung 75: *H-NMR Verbindung (75, RK99)
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Abbildung 76: H-H-COSY Verbindung (75, RK99)
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13. Anhang

Group AK_Proschak

(28, 4R)—1-[(28)-2-[[2-[4-[[[3-[(3R)-3-[carkbamov]l (hvdroxy)
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Abbildung 77: 13C-NMR Verbindung (75, RK99)
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Abbildung 78: HPLC-Lauf (75, RK99)
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13. Anhang

RK99 _B11#1-9 RT: 0.01-0.63 AV: 9 NL: 7.50E5
T: FTMS + p MALDI Full ms [700.00-1050.00]
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Abbildung 79: HRMS (75, RK99)
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Abbildung 80: H-NMR Verbindung (21a, RK92)
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13. Anhang

Group AK_Proschak
(25,4R)-1-[(25) -3, 3-Dimethyl-2-[3-[2-[[4-[3-[4- (2 ~

methylimidazeol-1-yl)phenyl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran - ! .7
4-carbonyl]amin]ethoxy]preopancylamin]butanoyl]-4 "\-V' . § ‘{-_/\N/ ""‘“
hydroxy-N-[4- (4-methylthiazol-5-yl)benzyl]lpyrrolidin- \(j /L/ l 1 ‘\/Lﬁ‘ '
SN S f)‘ PV N oY
) X
Ppm
E 0
=2
. e @ L] @
$ L -
N 52 - i
o @ - a F
. =% P :
, s =
. ° o a8
E 5
. o . &
£ 7
@2 :
o . @ E
. ° ° F 8
o a @ é
B E o
T T T T T T T T T 10
9 8 7 3 5 4 3 2 1 0 Tem
Abbildung 81: 1H-'H-COSY Verbindung (21a, RK92)
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Abbildung 82: 13C-NMR Verbindung (21a, RK92)
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13. Anhang
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Abbildung 83: HPLC-Lauf (21a, RK92)

RK92_C12#1-13 RT: 0.00-0.56 AV: 13 NL: 2.14E7
T: FTMS + p MALDI Full ms [700.00-1050.00]
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Abbildung 84: HRMS (21a, RK92)
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13. Anhang

Group AK_FProschak
(25,4R)-1-[(28) -3, 3-Dimethyl-2-[3-[2-[2-[[4-[3-[4-(2-
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Abbildung 85: 1H-NMR Verbindung (21b, RK94)
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Abbildung 86: H-1H-COSY Verbindung (21b, RK94)
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13. Anhang

Group AK_Proschak
(25, 4R)-1-[(28)-3,3-Dimethyl-2-[3-[2-[2-[[4-[3-[4-(2-
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Abbildung 87: 13C-NMR Verbindung (21b, RK94)
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Abbildung 88: HPLC-Lauf (21b, RK94)
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13. Anhang

RK94_C10#1-17 RT: 0.00-0.98 AV: 17 NL: 3.37E7
T: FTMS + p MALDI Full ms [700.00-1050.00]
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Abbildung 89: HRMS (21b, RK92)
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Abbildung 90: 1H-NMR Verbindung (21d, RK82)
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13. Anhang

Group AK_Proschak
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Abbildung 91: 1H-'H-COSY Verbindung (21d, RK82)
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Abbildung 92: 3C-NMR Verbindung (21d, RK82)
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13. Anhang
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Abbildung 93: HPLC-Lauf (21d, RK82)

RKB2 F6#1-13 RT: 0.01-0.53 AV: 13 NL: 2.79E7
T: FTMS + p MALDI Full ms [700.00-1150.00]
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Abbildung 94: HRMS (21d, RK82)
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Group AK_Proschak
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Abbildung 95: 1H-NMR Verbindung (79, RK97)
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13. Anhang

Group AK_Proschak
(25,4R)-1-[128)-3,3-Dimethyl-2-[[2-[4-[[[4-[3-[4-(2-
methylimidazol-1-vl)phenvl]sulfanylphenyl]tetrahydropyran
—4-carbonyl]amin]methyl]lphenyl]acetyl]amin]butancyl]-
4-hydroxy-N-[4- (4-methylthiazol-5-yl)benzyl]pyrrolidin-
Z—carboxamid (RK27)
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Abbildung 97: 13C-NMR Verbindung (76, RK97)
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Abbildung 98: HPLC-Lauf (76, RK97)

134



13. Anhang

RK97_C11#20 RT: 0.89 AV: 1 NL: 4.58E6
T: FTMS + p MALDI Full ms [700.00-1050.00]
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Abbildung 99: HRMS (76, RK97)
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