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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Membranproteine Ubernehmen eine essenzielle Rolle in unserem Korper. Hierbei muss
zwischen peripheren (oberflachengebunden) und integralen (membrandurchdringenden)
Proteinen unterschieden werden. Die gré3te Familie der integralen Membranproteine, mit Gber
800 Sequenzen im menschlichen Genom, stellen die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) dar.t 2 Diese sind durch sieben transmembranére o-Helices, intrazellular-extrazellular
alternierenden Konnektorloops sowie einem extrazellularen N- und einem intrazellularen C-
Terminus gekennzeichnet. Sie kdnnen in funf Familien eingeteilt werden: Glutamat (15
GPCRs), Rhodopsin (701 GPCRs), Adhesion (24 GPCRS), frizzled/taste2 (24 GPCRs) und
Secretin (15 GPCRs).2 Diese Vielzahl an Rezeptoren lasst sich durch ganz verschiedene
chemische Molekile oder sogar durch lonen oder Photonen aktivieren. Beispiele dafir sind
u.a. Calcium-lonen?, Duftstoffe*, Amine®, Peptide®, Hormone’, Lipide®, Nucleotide, Nucleoside®
und Photonen!® (Abbildung 1).2

2
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Abbildung 1: Agonisten von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Oben, links nach rechts: lon: Ca?*, Duftstoffe:
(R/S)-Carvon, Amine: Norepinephrin, Dopamin, Peptid: N-Formyl-Met-Leu-Phe; Unten, links nach rechts: Hormon:
Parathormon, Lipid: U46619, Nukleosid: Adenosin, Quant.

Im menschlichen Korper kommt diese Art von Rezeptor im Gehirn (Dopamin-/5-HT-
Rezeptoren'! 2), beim Geschmack (sweet taste-Rezeptoren®®), bei den Sinnesorganen
(Rhodopsinrezeptoren'*), im autonomen Nervensystem (Adrenergerezeptoren®®), im
Immunsystem (Histaminrezeptoren?®), im Herzen (Adrenerge-/Angiotensin-
/Adenosinrezeptoren?’), gastrointestinal (Opioidrezeptoren?®), im Hormonsystem (Muscarin-
/Adrenergerezeptoren?®), in den Fortpflanzungsorganen (Relaxinrezeptoren®®) und im

Blutkreislauf (Vasopressinrezeptoren?t) vor.?2

Im Folgenden soll auf die Klasse der Adenosinrezeptoren (AR) eingegangen werden, die eine

Untergruppe der Rhodopsin-artigen Rezeptoren darstellen. Diese AR werden in vier Subtypen

1
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unterteilt, A1, Aza, Azs und Az, welche alle durch Adenosin aktiviert werden.?® 24 Im Jahr 2008
konnte die erste Kristallstruktur eines AR, des A-sARs verdffentlicht werden.?* 2> Dabei ist auch
eine Wechselwirkung der groRRen, synthetischen Liganden im extrazellularen Bereich des
Rezeptors auszumachen.?* 2 Im Jahr 2016 konnte zudem der aktive Axa-Gs Komplex
kristallisiert werden, der tiefere Einblicke in der G-Proteinaktivierung zulasst.?® Diese

hochaufgeldsten Strukturen stellen einen Meilenstein im Verstandnis der GPCR dar.

Alles in allem stellt die Konformationséanderung vom inaktiven Rezeptor (stabilisiert durch
inverse Agonisten, Antagonisten), Uber einen aktiven Zwischenzustand (Partialagonist,
Agonist) bis hin zum vollaktiven Rezeptor (Agonist + G-Protein) einen komplexen Prozess dar,
welcher Konformationsanderungen in der cytoplasmischen Hélfte des Rezeptors bewirkt.?’

Dies fuhrt zur Signaltransduktion tber die G-Proteine.

1.2 Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine)

Wird ein GPCR durch einen Agonisten aktiviert, bildet sich der aktive Zwischenzustand. In der
Folge lagert sich das heterotrimere G-Protein, bestehend aus je einer a-, - und y-Untereinheit
an den Rezeptor an und der aktive Rezeptor entsteht.?® Durch diese Bindung andert sich die
Konformation der a-Untereinheit des G-Proteins, wodurch ein Guanosindiphosphat (GDP)
durch ein Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht wird. In Folge dessen dissoziiert das
heterotrimere G-Protein in die o- und die Py-Untereinheiten, welche ihre jeweiligen
Effektorsysteme beeinflussen (Abbildung 2).2” Sowohl GPCRs als auch G-Proteine kommen
in einer Vielzahl von Subtypen vor, die sich Giber Sequenzhomologien in Gruppen und Familien
einteilen lassen. Insbesondere die a-Untereinheiten, mit Uber 20 verschiedenen Subtypen,
kann in vier Familien unterteilt werden.?® Die vier G,-Familien sind G.s (Stimulation der
Adenylatcyclase), G, (Inhibition der Adenylatcyclase), Gqq (Stimulation der Phospholipase C)
und Gai2ns (Aktivierung der Rho-Proteine).?® 2° Die Gg,-Untereinheit stimuliert ebenfalls die

Phospholipase C, kann aber auch die Adenylylcyclase inhibieren.?°
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Abbildung 2: Haupteffektorsysteme der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Ga und Ggy sind die
Untereinheiten des heterotrimeren G-Proteins. (GTP = Guanosintriphosphat, GDP = Guanosindiphosphat. AC =
Adenylylcyclase und PLC = Phospholipase C sind die Effektoren. DAG = Diacylglycerol, IP3 = Inositoltrisphosphat
und cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat sind die von den Effektoren beeinflussbaren second messenger
Verbidnungen. Ca?* kann als third messenger Verbindungen betrachtet werden. PKC = Proteinkinase C und PKA
= Proteinkinase A sind die second messenger abhédngigen Enzyme. Rho-GEF = Rho-Protein Guaninnukleotid
Austauschfaktor sorgt fur Aktivierung des small G-Proteins RhoA. Blockpfeile = Aktivierung, bar-headed =
Inhibition)

Soll der Effekt beendet werden, wirkt die a-Untereinheit als GTPase und hydrolysiert ein
Phosphat. Diese intrinsische Hydrolasefunktion kann durch Regulatoren (RGS-Proteine)
beeinflusst werden. Letztlich bildet sich aus der GDP-gebundenen a-Untereinheit das

heterotrimere G-Protein zurtick.?®

1.3 Agonisten, Antagonisten, Allosterie und Kooperativitat

Agonisten und Antagonisten flir AR spielen eine groRe Rolle in der Physiologie und
insbesondere bei Krankheiten, Ai-Agonisten, z.B. CCPA, und As-Agonisten (z.B. CI-IB-MECA)
sind analgetisch (schmerzstillend) (Abbildung 3). As-Agonisten werden auf3erdem als neue
Arzneistoffe gegen Leberkrebs entwickelt. A2a-AR-Antagonisten wie Istradefyllin werden zur
Behandlung von Morbus Parkinson eingesetzt und befinden sich in der klinischen Entwicklung
zur Immunotherapie von Krebs.® Aber nicht nur orthosterische Liganden finden in der Therapie
Anwendung, auch positiv-allosterische Modulatoren (PAM), wie TRR469 (Abbildung 3), der

die A;-Agonistenbindung verstarkt, haben ein groRes Potential als zukinftige Arzneistoffe.®

Generell ist das strukturgebende Element der AR-Agonisten das Adenosin. Durch
Substitutionen an N8 C2 und/oder 5 wird versucht, die kurze Halbwertzeit des Adenosins
(=1 s), verursacht durch die Adenosindesaminase oder die Adenosinkinase, zu verlangern und

somit die Konzentration am Rezeptor zu erhéhen (Abbildung 3).3°

Viele AR-Antagonisten sind durch das zentrale Strukturelement der Xanthine
gekennzeichnet.®® Typische Derivate sind das Koffein und das Theophyllin, welche beide,

wenn auch schwach in der Affinitat, antagonistisch an den verschiedenen AR-Subtypen
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wirken. Substitutionen an den 1-, 3-, 7- und 8-Positionen sind typisch fur optimierte AR-
Antagonisten (Abbildung 3).%°

Modulatoren der AR kdnnen zum einen indirekt agieren, indem die Adenosindesaminase bzw.
die Adenosinkinase inhibiert wird, sie konnen aber auch direkt durch allosterische
Wechselwirkung agieren.% 3! Als Beispiel ist ein allosterischer Modulator, das Thiophenderivat
TRRA469 gezeigt, dass an 2-, 3-, 4- und 5-Position substituiert ist (Abbildung 3).

NH, HN
6
TIN5 1 N X
N N
HO 8§/N | /)2 HO </N | /)\
4
o Ny o N~ ~CI
4' 1"
3 2' S
HO  OH HO  OH NI )N
Adenosin CCPA ©/N\) Q .
() ¢
o
1 / / TRR469
\N S N7 /\N N
2l | )8 Py Wan\
07 N;4 Ng 0”>N" N OMe
2 §
OMe
Koffein Istradefylline

Abbildung 3: Adenosin und Koffein sowie weiterentwickelte, potente AR-Liganden: CCPA (Ai-Agonist),
Istradefyllin (A2a-Antagonist) sowie das Thiophen-Derivat TRR469 (PAM).

1.4 Proteinmonomere und Oligomere

In den letzten Kapiteln wurde im Detail auf die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
eingegangen. Dabei wurde ein grundlegender Aspekt der Proteinstruktur im Allgemeinen
vollkommen vernachlassigt. So wurde der Rezeptor, und somit das Protein, als Einzelganger,
als Monomer, betrachtet. Im Folgenden soll beleuchtet werden, dass Monomere eher die

Ausnahme sind, als die Regel.

1.4.1 Monomere oder Oligomere, was ist natlrlich?

Mit Hilfe der Datenbank UniProt (Universal Protein database, www.uniprot.org) wurden
samtliche bekannten Proteine des Menschen auf inren Aufbau untersucht. Dabei wurden nur
die Proteine angeschaut, die von der Datenbank geprift (,reviewed®) worden waren (Tabelle
1).

Wird zunachst die Zusammensetzung der Proteine angeschaut, fallt auf, dass ungefahr gleich
viele Monomere wie Proteine hoherer Ordnung zu finden sind. Problematisch bei dieser
Auflistung ist, wie bereits Matthews et al. in einer vergleichbaren Auflistung feststellten, dass
sich die Datenbank auf Kristallstrukturen bezieht und diese zumeist aus Ioslichen Proteinen
erhalten werden.*? Darliber hinaus wird beim Kristallisationsprozess nur die enthalpische

Komponente betrachtet, nicht aber die entropische. So kdnnen durch die Kristallisation andere
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Bindungswechselwirkungen energetisch gunstiger sein, als die naturliche, da sie einen
groReren Beitrag zur Gitterenergie leisten.®> Rechnungen dazu sagen, dass fir mindestens
20 % der Proteindimere in der PDB die Fehlinterpretationswahrscheinlichkeit bei Uber 50 %
liegt.®® Um magliche Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurden die Ergebnisse einer weiteren

Datenbank verwendet, welche nicht auf Kristallisationsdaten beruht.

Tabelle 1: Auflistung der Proteinzusammensetzungen mit zugehdriger Anzahl und prozentualem Anteil aus der
Datenbank UniProt. Fir die Suche wurde der Organismus ,homo sapiens” gewahlt und unter Advanced search
.interaction >Subunit structure: Monomer, Dimer bis Oligomer“ ausgewahit. In fett der Unterschied zwischen
Monomer und héheren Zusammensetzungen. Darunter die genaue Auflistung von Dimer bis Oligomer.

Proteinstruktur Gesamt Prozentualer Anteil
Monomer 582 54,5 %
Dimer bis Oligomer 485 45,5 %
Dimer 239 22,4 %
Trimer 35 3,3%
Tetramer 64 6,0 %
Pentamer 28 2,6 %
Hexamer 31 2,9 %
Heptamer 1 0,1 %
Octamer 25 2,3%
9- bis 15-mer 20 1,9%
Hexadecamer 2 0,2 %
Oligomer 40 3, 7%

Die Datenbank BRENDA (BRaunschweiger ENzyme DAtabase, www.brenda-enzymes.org)
bietet die Mdglichkeit der Untersuchung von bekannten und annotierten Mono-, Di-, Oligo- und
Multimerenzymen. Dabei ist zu beachten, dass die Klassifikation auf experimentellen Daten
beruht, auf die in einem folgenden Kapitel eingegangen werden soll. Beispielhaft wurden die
Enzyme des Menschen ausgewahlt und mittels Datenbankfunktion durchsucht und manuell

evaluiert (Tabelle 2).

Im Vergleich zu Tabelle 1 fallt auf, dass das Verhaltnis von Enzymmonomer zu Di- oder
Oligomeren deutlich unterschiedlich ist. So sind bei den Enzymen ungefahr 80 % Di- oder
Oligomere und nur 20 % sind monomer vorliegend. Von den 80 % sind ungeféahr 50 % Dimere
und weitere 17 % Tetramere. Dies zeigt deutlich, dass das natirliche Vorliegen der Enzyme
nicht der monomere Zustand ist. Darliber hinaus zeigt sich, dass geradzahlige Oligomere den

ungeradzahligen bevorzugt gebildet werden.
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Tabelle 2: Auflistung der Enzymzusammensetzung mit zugehériger Anzahl und prozentualem Anteil aus der
Datenbank BRENDA. Zusatzlich ist eine genauere Aufteilung in der Zusammensetzung angegeben.
Hervorgehoben ist der Unterschied zwischen Monomer und héheren Zusammensetzungen. Darunter folgt die

genaue Auflistung von Dimer bis Oligomer.

Proteinstruktur | Kein | Homo- | Hetero- | Mono- | Di-& | Gesamt | Prozentualer
Prafix & Di- Tri- Anteil

Monomer 84 - - 17 - 101 21,2 %
Dimer bis

Oligomer 263 55 38 17 2 375 78,8 %
Dimer 156 38 23 17 1 235 49,4 %
Trimer 18 1 4 - 1 24 50%
Tetramer 59 13 - - 80 16,8 %
Pentamer - - - - - 0 0,0 %
Hexamer 15 2 3 - - 20 4.2 %
Heptamer 1 - - - - 0,2 %
Octamer 3 1 - - - 4 0,8 %
9- bis 15-mer - - - - - 0,0 %
Hexadecamer 1 - - - - 1 0,2%
Oligomer 10 - - - - 10 2,1%

Daraus resultieren die Fragen, wieso Dimere beziehungsweise Oligomere bevorzugt sind und
warum dabei die Geradzahligen dominieren. Diese Fragestellung wird in Kapitel 1.4.2

untersucht.
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1.4.2 Vorteile der Oligomerisierung

1.4.21 Stabilitat
Ein Vorteil groRerer Proteine, bzw. Proteinkomplexe ist die erhdhte Stabilitat gegeniber
Denaturierung. Als Beispiel soll die Triosephosphatisomerase (TIM) dienen. Hierbei zeigt sich,
dass die Isomerase im Temperaturbereich von 15 — 80 °C als Dimer vorliegt, wobei die
hyperthermophile Form aus dem Organismus pyrococcus woesei, der am besten bei 100 °C
wachst, als Tetramer vorliegt.3* * Die Oligomerbildung fuihrt zu einer Verkleinerung der
Oberflache und somit zur Ausbildung stabilerer Proteine.3® Beispielhaft dafiir kann das Insulin
genannt werden, welches, wie der Vorlaufer Proinsulin, zur Lagerung als Hexamer vorliegt
(Abbildung 4). Diese Bedingungen schiitzen das Protein vor Proteasen und werden wiederum

erst aufgelost, wenn Insulin bendtigt wird.36

@ O
&
inaktives Hexamer inaktives Dimer aktives Monomer
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Gleichgewichts von stabilem, inaktivem Hexamer und Dimer zum

aktiven Monomer des Insulins. Neben der erhdhten Stabilitat der Oligomere, zeigt dieses Beispiel auch eine weitere
regulatorische Ebene.

1.4.2.2 Regulation
Die einfachste Form der Regulation verlauft Gber die Konzentration des Proteins (Abbildung
5a). Erreicht die Konzentration des Monomers die Schwelle zur Dimerbildung, wird das
vorhandene Substrat durch das aktive Dimer umgesetzt. Es wird davon ausgegangen, dass
gut ein Sechstel aller Enzyme ihr aktives Zentrum an der Dimerschnittstelle tragen (Abbildung
5a).3” So zum Beispiel die HIV-1 Protease, die das katalytisch aktive Zentrum im
Zwischenraum der Dimere bildet.8 3 Eine weitere Moglichkeit ist die allosterische Regulation
(Abbildung 5b). So koénnen beispielsweise Cofaktoren an urspriinglich nichtbindenden
Doméanen gebunden werden.*® Die Malatdehydrogenase, welche in menschlichen
Mitochondrien zu finden ist, bildet ein Tetramer (Abbildung 5b). Die Dimerbildung verlauft
dabei Gber Fumarat, welches sich an der Schnittstelle zwischen den Dimeren positioniert und
als allosterischer Aktivator dient. Die Dimere werden wiederum durch ATP, welches in den
Tetramerschnittstellen sitzt, aufgebaut.*® 4! In Schlangen (Helicops modestus) findet sich eine
Mischung aus allosterischer und kooperativer Regulation in Hamoglobin (Abbildung 5c).
Wahrend die oxidierte Form als Dimer vorliegt, da sie eine héhere Affinitat zu Sauerstoff
aufweist, fihrt eine saure- sowie ATP-induzierte Tetramerbildung zur Abgabe des

Sauerstoffs.*0 42
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inaktives Monomer allosterisch aktiviertes Dimer allosterisch aktiviertes,
stabilisiertes Tetramer

N7

inaktives Tetramer teilaktiviertes Tetramer aktiviertes Tetramer

Abbildung 5: Zwei Mdglichkeiten der Regulation mittels Oligomere. a) Das Monomer ist inaktiv, bis eine kritische
Konzentration an Monomer erreicht ist und Dimere gebildet werden. Ab diesem Zeitpunkt wird das Dimer aktiv und
setzt das Substrat um. b) Erst die allosterische Bindung eines Aktivators (schwarze Ellipse) fuhrt zur Aktivitat des
Enzyms. Weitere Partner (graue Ellipsen) kdnnen zu hdheren Oligomeren fuhren, die wiederum zur Stabilitat
beitragen. c) Bei der positiven Kooperativitdt werden durch die Anlagerung eines Substrats an eines der aktiven
Zentren, die anderen Zentren sukzessive aktiviert.

1.4.2.3 Effizienz
Neben diesen strukturellen Vorteilen, bietet die Oligomerbildung zu komplexen, grofl3en
Strukturen die Mdglichkeit die Genomgréf3e gering zu halten. In Anbetracht eines Virus, der
aus bis zu 60 Untereinheiten bestehen kann (Poliovirus), wére eine monomere Darstellung
undenkbar. Zu diesem Schluss kamen auch Watson und Crick, die die schiere Menge an

benotigter mMRNA als Ausschlusskriterium anfiihrten. 6 43

1.4.24 Kontrolle
Letztlich bietet die Zusammensetzung aus Proteinmonomeren die Moglichkeit, fehlerhafte
Einheiten aus Oligomeren auszuschlieen bzw. zu kompensieren. Goodsell und Olson
rechnen dabei vor, dass in eukaryotischen Zellen mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von
0,05 % fur eine ausgetauschte Aminosaure** 4% nur eine von vier 500-Aminosauren langen
Proteinen fehlerhaft ist.3® Wirde dagegen ein 2000-Aminosauren langes Protein aufgebaut
werden, hatte dies mit hoher Wahrscheinlichkeit mindestens eine falsche Aminosaure. Ferner
gehen die Autoren auf die Wahrscheinlichkeit einer fehlerhaften Translation ein. So liegt die
Fehlerrate in eukaryotischen Zellen bei 0,03 % pro Codon,*® 4" dass ein Protein nicht
vollstandig translatiert, also vor Fertigstellung abgebrochen wird. So wirde nur eins von sieben

Proteinen, mit einer Lange von 500 Aminoséuren, vor dem Stoppcodon abgebrochen,

8
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wohingegen ein 3000-Aminosauren langes Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
fertiggestellt werden wirde.*® Dartiber hinaus ist die Faltung kleinerer Proteine schneller und

weniger fehleranfallig.*® 48

Bleibt die Frage, warum geradzahlige Oligomere (Tabelle 1, Tabelle 2, Eintrage: Tetramere,
Hexamere) bevorzugt gebildet werden. Die Gruppe um Teichmann et al. untersuchte dafur
einen Datensatz von 5375 einzigartigen Oligomeren und kam zu einer nahezu identischen
Verteilung wie in Tabelle 1 dargestellt (Abbildung 6).%° Zusétzlich wurde die Geometrie jedes
Oligomers identifiziert und in zwei unterschiedliche Symmetriegruppen eingeteilt. Zum einen
die Drehgruppe (hier C,) und zum anderen die Diedergruppe (hier D,). Werden Oligomere mit
2 4 Einheiten betrachtet, dominiert die Diedergruppe im Vergleich zur Drehgruppe (22,6 % zu
3,2 %).

m Cyclic mDihedral = No closed symmetry

Percentage
w
o
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VD Q4 S A > O PN © .0 A ®
or O ,\O CPOP OO O O O J\O >
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Number of subunits/symmetry

Abbildung 6: Balkendiagramm zur Darstellung der Zahl der Untereinheiten und deren Symmetrie in Abh&angigkeit
ihres relativen Vorkommens im Datensatz.*® Blaue Balken reprasentieren die Drehgruppe, rote Balken die
Diedergruppe. In gelber Farbe sind offene Symmetrien dargestellt, zu denen beispielsweise Tubulin zahit.

Die Autoren geben fiir diese Beobachtung zwei evolutionare Erklarungen an. Dafur ist zu
verstehen, dass Dieder-symmetrische Oligomere zumeist face-to-face oder back-to-back
Kontakte zwischen den Monomeren aufweisen (Schema 1, D.), wohingegen Oligomere
zyklischer Symmetrie face-to-back Kontakte bendtigen (Schema 1, C.). Letztere werden
mittels zufalliger Mutation weniger favorisiert gebildet.*® *° Des Weiteren benétigen zyklische
Oligomere zwei gleichzeitige Mutationen an unterschiedlichen Positionen des Monomers um
zu entstehen (Schema 1, C: zu C,). Dieder-symmetrische Oligomere hingegen verlaufen tber
eine Dimerzwischenstufe (Schema 1, C,), bei der zunachst nur eine Mutation bendtigt wird.

Darauffolgend kann mit einer zweiten Mutation das Tetramer gebildet werden.*®
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Verboten

Verboten

Schema 1: Vorgeschlagener evolutionarer Ablauf ausgehend vom Monomer (Ci) zu den Oligomeren mit
Drehgruppensymmetrie (Cn) und Diedersymmetrie (Dn).*° Kreise in blauer und griiner Farbe stellen face-to-face
oder back-to-back Kontakte dar. Ellipsen in roter und oranger Farbe stellen face-to-back und back-to-face Kontakte
dar. (Mut. = Mutation/en)

Diese evolutiondre Erklarung, basierend auf der Wabhrscheinlichkeitsrechnung und
experimentellen Daten, begriindet zunéchst den grof3eren Anteil an Tetrameren (Schema 1,
C1 zu C; zu D) gegentiber Trimeren (C1 — C3). Hexamere und hdhere geradzahlige Oligomere
konnen ebenfalls durch Dimere gebildet werden. Dies ist auf Grund der Verwandtschaft von
Drehsymmetrie und Diedersymmetrie moglich. So kann ein Dieder entweder durch zwei
n-Mere mit C,-Symmetrie oder durch n Dimere mit C,-Symmetrie aufgebaut werden (Schema
1, C; zu D.). Letztlich fuhrt somit ein Vielfaches von C;, zu geradzahligen Oligomeren und

erklart so deren verhéltnismafig groRes Vorkommen.*®

1.5 Oligomerbildung

Im letzten Abschnitt wurde bereits eine Moéglichkeit besprochen, wie Proteinoligomere gebildet
werden kénnen. Diese umfasst die klassische Mutation, die Zu
Aminosaurensubstitution, -insertion und -deletion fihrt. Darliber hinaus sind auch andere

Mechanismen bekannt, wie zum Beispiel das domain swapping und leucin zippers.

1.5.1 Domain swapping

Der Begriff ,(3D) domain swapping“ wurde von Eisenberg et al. im Jahr 1994 eingefihrt, als
diese die Kristallstrukturen des Dimers und des Monomers von Diphtherietoxin
kristallographisch untersuchten.®! Interessanterweise ist diese Publikation eine Art

Korrigendum zur zwei Jahre zuvor erschienenen Publikation im Journal Nature, ebenfalls von
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Eisenberg et al. in dem zum ersten Mal die Kristallstruktur des Diphtherietoxins
kristallographisch dargestellt wurde.5? In der neueren Publikation konnten die Autoren mittels
einer hoheren Auflésung der Kristallstruktur zeigen, dass das Dimer nicht einfach zwei
aneinandergelagerte Monomere sind (Schema 2, oben), sondern dass eine Doméane des
Monomers den Platz der gleichen Doméne im anderen Monomer eingenommen hatte und vice
versa (Schema 2, mitte). Um der Definition des domain swappings zu entsprechen, muss von

den Proteinen sowohl das Monomer als auch das Dimer bekannt sein.

/ Dimer

S S

Domain swapped Dimer

Zwei Monomere Domain swapped

\ | Dimer + Schnittstelle

Domain swapped Trimer

Schema 2: Aus zwei Monomeren, die aus zwei Untereinheiten aufgebaut sind (Beispielsweise Kreis: B-Faltblatt,
Quadrat: a-Helix) kann zum einen ein Dimer entstehen (oben, a-Helix interagiert mit a-Helix) zum anderen kénnen
aber auch die Doméanen vertauscht werden (Mitte, 3-Faltblatt schwarz interagiert mit a-Helix grau und vice versa).
Aus diesem Dimer kann in einer weiteren Mutation eine weitere Schnittstelle eingebracht werde, welche die
Stabilitat des Oligomers erhéht (mitte, rechts). Auch kdnnen drei Dimere im domain swapping involviert sein und
ein Trimer bilden (unten). (Schema aus der Primarquelle tbernommen und modifiziert®?)

Das erste bekannte Beispiel, die Rinderpankreas-Ribonuclease (RNase A), wurde bereits
1962 von Crestfield et al. beschrieben. Diese konnten, &hnlich zu Eisenberg et al. beobachten,
dass ein geringer pH-Wert, sowie Kuihlen und Lyophilisieren zu stabilen Dimeren fuihrte.5t 53
Darliber hinaus konnte auch das domain swapped Trimer der RNase A kristallographisch
nachgewiesen werden (Schema 2, unten).>* Bis 2016 waren 110 Proteine bekannt, bei denen

nachgewiesen wurde, dass sie die Kriterien eines domain swapped Proteins erfillen.>>: ¢

11
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1.5.2 Leucine zippers

Der Begriff leucine zipper wurde 1988 von Landschulz et al.*” eingefiihrt und beschreibt die
Interaktion von zwei oder mehreren o-Helices, die in einer coiled coil®® Struktur ineinander
verdreht sind (Abbildung 7, C). Charakteristisch fir diese energetisch giinstige Anordnung ist
ein wiederkehrendes Strukturmotiv der Art: (a-b-c-d-e-f-g), wobei die Buchstaben a — g
Aminoséauren reprasentieren (Abbildung 7, A, B). Die Namensgebung kommt von der
Aminosaure Leucin, welche alle sieben Aminosduren (Position a) auftaucht und die
hydrophobe Hauptinteraktion ausmacht. Daneben kann die Position d von weiteren
hydrophoben Aminoséuren besetzt werden, wie zum Beispiel Valin oder Isoleucin. An den
AulRenseiten halten ionische Wechselwirkungen (Positionen e und g), ausgehend von zum
Beispiel Glutaminsdure und Lysin die coiled coil Struktur zusammen. Im Bereich der der
Umgebung ausgesetzten Helix sind vor allem hydrophile Aminosauren zu finden, welche die
Oligomerisierung der a-Helices energetisch bevorzugen.®®

ionic
interactions

lonic
Interactions

Abbildung 7: A) Schematische Darstellung der Interaktionen beider Helices mit Blick in Richtung des
Helixverlaufs.>® Die Buchstaben a, a‘ und d, d‘ stellen hydrophobe Aminosauren wie Leucin und Valin dar. Die
Buchstaben e, e* und g, g° symbolisieren ionische Aminosauren wie Lysin und Glutaminsaure. Die Buchstaben b,
b‘, c, ¢’ und f, f* reprasentieren hydrophile Aminosauren, die weniger konserviert sind als die vorherigen. B)
Darstellung des Versatzes der beiden Helices mit derselben Beschriftung wie in A). Die gestrichelte Linie zwischen
g1-3 und e‘2-4 stellt die ionische Wechselwirkung dar. C) Dreidimensionale Darstellung der coiled coil mit farbigen
Aminosauren nach dem Schema aus A und B.

Da das coiled coil Motiv von 3 — 5 % aller Aminosauren in Proteinen gebildet wird® und zudem
hohere Oligomere (Tri- bis Pentamere®! ®2) durch Mutation einzelner Positionen entstehen
koénnen, ist der leucine zipper ein weiterer Baustein zur Oligomerisierung von Proteinen.
Beispielhaft kann das bereits erwahnte G-Protein angefiihrt werden, bei dem B- und y-Einheit

Uiber eine coiled coil Struktur verbunden sind.®3

1.6 Nachteile der Oligomerbildung

In den vorherigen Kapitelen wurden die Vorteile der Proteinoligomere und deren regulatorische
Eigenschaften beleuchtet. Dabei kdnnen randomisierte Mutationen, Deletionen und domain
swapping auch zu pathogenen Proteinoligomeren filhren. Besonders Amyloidosen, wie
Alzheimer, Parkinson oder auch Type Il Diabetes hangen von Oligo- beziehungsweise

Polymeren ab.

12
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Tabelle 3: Neurodegenerative Erkrankungen die von oligomeren Proteinen verursacht werden.®* (CJD =
Creutzfeld-Jakob-Krankheit)

Krankheit Beeinflusste Charakteristisches Verursachendes
Gehirnregion Krankheitsbild Protein
Alzheimer Cortex, Hippocampus | Senile Plaques, | AB Peptid und

neurofibrillary tangles | hyperphosphoryliertes

(NFTs) Tau-Protein
Parkinson Substantia nigra, | Lewy-Kérperchen, a-Synuclein
Cortex Lewy Neuriten
Prionenkrankheit | Cortex, Thalamus Spongiforme Prion
(CJD) Enzephalopathie
Huntington Striatum, Einschlusskorperchen | Huntingtin mit PolyQ
Basalganglien (incusion bodies)

In Tabelle 3 sind einige neurodegenerative Erkrankungen mit deren pathogenen Proteinen
aufgezahlt, so auch die Krankheit Alzheimer, welche das erste Mal 1906 von Alois Alzheimer
beschrieben wurde. Deren auftretende Symptome sind voranschreitender Gedachtnisverlust
und schwindende kognitive Fahigkeiten.®® Bei der Obduktion der an Alzheimer erkrankten
Patienten wurden intrazellulare Fibrillen, sowie Plaques im Gehirn festgestellt, was zu der
Hypothese fiihrte, dass eben jene fiir die Symptome verantwortlich seien.®® % Neuere Studien
zeigen hingegen, dass Vorlaufer dieser Plaques, also I6sliche Oligomere, bereits neurotoxisch
wirken konnen.®” 8 Interessanterweise wurden diese Vorlaufer bereits 1984 entdeckt, aber
deren Funktion nicht in Betracht gezogen, sondern es wurde zundchst davon ausgegangen,
dass es sich dabei um ein Abbauprodukt der Plaques handle.®® Die Amyloid-(Kaskaden)-
Hypothese, als Erklarung der Erkrankung gilt bis heute als am weitesten anerkannt.”%"® Sie
beschreibt AB-Oligomere als Hauptfaktoren der neuronalen Schaden und die entstehenden
Fibrilen und Plagues als Folge. Durch Punktmutationen im Genom kdnnen Proteine
entstehen, die bevorzugt Oligomere mit einer cross-p Struktur bilden.” Diese Oligomere
bewirken synaptische und neuritische Schaden, wodurch neuronale ionische Homéostase zu
genereller Dysfunktion und somit zur Demenz fiihrt.” Eine cross-p Struktur wird erreicht, wenn
mehrere Proteine mit p-Faltblattstruktur gestapelt werden und die B-Faltblattstrukturen
untereinander wechselwirken. Durch intermolekulare Salzbriicken und hydrophobe

Wechselwirkungen wird die oligomere Anordnung stabilisiert (Abbildung 8, links).

Neben dieser bei Amyloidosen auftretenden cross- Struktur der Oligomere sind noch zwei
weitere Formen der Oligomere in Krankheitshildern zu finden. Bei der Krankheit Amyotrophe

Lateralsklerose (ALS) wird davon ausgegangen, dass durch Mutation und Oxidation der
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Cu,Zn-Superoxiddismutase das natirlich auftretende Dimer verandert wird und in einer Art
end-to-end-Anordnung Fibrillen bildet. Dabei wird nicht Uber die B-Faltblattstruktur das
Oligomer gebildet, sondern tber einen neuen Kontakt au3erhalb der Struktur, der zu linearen
Oligomeren fiihrt (Abbildung 8, Mitte).*0 76 77

Als letzte Mdglichkeit kann durch das bereits erwéhnte domain swapping eine Bildung von
Pathogenen ermdglicht werden. Dabei bilden sich nicht diskrete Di- oder Oligomere, sondern
Polymere, welche durch einen open-ended runaway swap entstehen. Diese Form der
Fibrillenbildung wird bei Prionenerkrankungen und der zerebralen Amyloidangiopathie
angenommen.”® So konnte bei Cystatin C gezeigt werden, dass das eigentliche Monomer auch
in dimerer und tetramerer Form vorliegt und tber diese in die Bildung des Polymers tibergehen
kann (Abbildung 8, rechts).”®-8

® -y

B-Faltblatt Dimer Monomer Domain swapped Dimer

| | |

cross-p Struktur end-to-end Anordnung open-ended runaway swap

Abbildung 8: Drei Mdglichkeiten der Polymerbildung. Links: Protein mit B-Faltblattstruktur stapelt zur cross-p
Struktur. Diese wird durch intermolekulare Wechselwirkungen stabilisiert. Mitte: Naturliches Dimer kann in einer
end-to-end Weise polymerisieren. Rechts: Uber ein domain swapped Dimer kann ein Polymer entstehen, welches
offene Enden aufweist.*?
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1.7 Experimentelle Methoden zur Oligomererkennung

In den ersten Abschnitten wurde immer wieder die Wichtigkeit der Oligomere in biologischen
Prozessen hervorgehoben. Damit wuchs auch der Bedarf nach experimentellen Methoden,
um Oligomere in vitro und in vivo nachweisen zu kdnnen. Insbesondere die Beteiligung der
Oligomere an Krankheiten, wie denen im letzten Abschnitt, zeigt die Wichtigkeit valider
Methoden zur Oligomererkennung. Im Folgenden sollen unterschiedliche Methoden

beleuchtet und deren Vor- und Nachteile abgewogen werden.

Grundlegend sind zwei Herangehensweisen mdglich. Entweder das zu untersuchende
Protein, beziehungsweise die zu untersuchende Proteinmischung wird auferhalb eines
Organismus (in vitro) oder in einem lebenden Organismus (in vivo) getestet.
Dementsprechend missen auch die Methoden gewahlt werden. In der folgenden Tabelle 4 ist
ein Uberblick tiber bekannte Methoden zu Erkennung von Proteinoligomeren gegebenen,
wobei zwischen in vitro und in vivo unterschieden wird. Zuséatzlich ist in der Tabelle angegeben,
welche physikalischen Werte (Mw = gewichtsgemittelte molare Masse, Ru = hydrodynamischer
Radius, Kp = Dissoziationskonstante) und welche weiteren Interaktionen (Seite der
Dimerbildung, Konformationsanderungen, raumliche N&he) bestimmt werden konnen.
Daruber hinaus kann abgelesen werden, ob mit der Methode das Dimer auch r&umlich

lokalisiert werden kann.

Zu jeder Methode wurde eine kurze Anmerkung verfasst, in der Besonderheiten oder der
generelle Versuchsaufbau beschrieben und erlautert wird. Fir ein in die Tiefe gehendes

Verstandnis der Techniken ist in den Referenzen jeweils ein Review angegeben.
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Tabelle 4: Die Tabelle ist eine Zusammenfassung aller relevanten Methoden zur Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen. Die jeweilige Technik ist in englischer Sprache genannt. Die Tabelle ist in in vitro und in in vitro/in
vivo untergliedert. Zu jeder Methode ist der zu bestimmende Parameter aufgelistet (Mw = Molekulargewicht, Ry =
Hydrodynamischer Radius, Kp = Bindungsaffinitat, In. = Interaktion, Ort). Sofern Interaktion angemerkt ist, wird dies
im Reiter ,Anmerkungen® erlautert. Ort bezieht sich auf die Lokalisation im Gewebe. Eingeklammerte (X) bedeuten
eine ungefdhre Bestimmung. Im Feld ,Anmerkungen® wird auf Besonderheiten hingewiesen oder eine
grundlegende Erklarung fur weniger bekannte Methoden geliefert. Fiir eine genauere Beschreibung sind Quellen

angegeben.

Methode & Anmerkungen

‘MW ‘RH ‘KD ‘In. ‘Ort ‘Ref.

In vitro

Size Exclusion Chromatography (SEC)

Die Bestimmung der molaren Masse ist nur méglich, wenn das
Protein sphéarische Ausmafle hat. Die Methode liefert getrennte
Mono- und Dimere, die in Kombination mit anderen Methoden (LS)
zu Massenbestimmungen verwendet werden kdnnen. Mittels large
zone SEC kann ein Kp-Wert bestimmt werden.

)

X)

82-84

Analytical Ultracentrifugation (AUS)

Die molaren Massen der Oligomere kdnnen mit dieser Methode
relativ einfach bestimmt werden. Ko bedarf eines aufwendigeren
Systems, bei dem mehrere Konzentrationen und unterschiedliche
Rotorgeschwindigkeiten experimentell untersucht werden missen.

82,

85, 86

Light Scattering (LS)

Single/ Static (S) | Low angle (LA) | Right angle (RA)

Fir Proteine misste die Messung der emittierten Strahlung bei 0°
erfolgen. Durch Multi Angle Messungen kann der Wert errechnet
werden. Haufig werden SEC und MALLS kombiniert, um von den
getrennten Proteinen die Massen zu bestimmen.

X)

Multi angle (MA)

82,

87-89

Dynamic (D)

DLS beruht auf der Brownschen Molekularbewegung. Uber diese
kann der Diffusionskoefizient D der Proteine bestimmt werden,
welcher wiederum in der Stokes-Einstein-Gleichung den
Partikelradius ergibt. Die Methode ist aber relativ ungenau.
Zusatzlich kénnen Konformationsédnderungen von Proteinen
detektiert werden.

X)

82,90

Small Angle X-ray Scattering (SAXS)

Funktioniert physikalisch wie die LS Methodik, nur mit
Rontgenstrahlung. Die Auflosung wird deutlich verbessert. Die
Handhabung durch die Réntgenstrahlung aber erschwert.

82,

91, 92

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

In ein Puffersystem wird eine konzentrierte Losung des Proteins
getropft. Sofern das Oligomer in den monomeren Zustand Ubergeht,
wird Warme aufgenommen oder freigesetzt. Neben Kp kénnen auch
Stochiometrie und thermodynamische Parameter bestimmt werden.

82,93

X-ray

Klassische Methode zur Strukturbestimmung. Die Problematik bei
der Bestimmung von Oligomeren besteht im Kristallisationsprozess.
So kdénnen Dimere tber bestimmte Grenzflachen kristallisieren, die
normalerweise nicht in Kontakt kommen wirden. Eine Aussage
mittels kristallographischer Daten allein ist mangelhaft.

94-96
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Die groRe Bandbreite an NMR-Methodiken (2D, 3D) ermdglicht die
Bestimmungen des hydrodynamischen Radius (DOSY) und auch die
Bestimmung der molaren Masse (TROSY, TRACT). Daruber hinaus
kann, mittels NOE-Methode (NMR PRE) sogar Ko bestimmt werden.
Eine weit verbreitete Methode, um den Ort der Interaktion
festzustellen, ist die Verwendung des NOESY-Experiments, bei dem
ein Protein des Dimers komplett 13C-gelabelt wird und das andere
nattrlich (*2C) verbleibt. Durch eine bestimmte Pulsfolge werden nur
NOESY-Signale zwischen 3C-'H und '2C-'H aufgenommen und
somit intramolekulare Signale unterdriickt.

G-

100

Mass Spectrometry (MS)

Zu den Standardmethoden z&hlen MALDI und ESI. Fir nicht
kovalente Proteinoligomere werden ,sanfte* Methoden bendtigt.
Dafur wurde nanoflow ESI entwickelt, welches durch eine diinnere
Auslassspitze eine um den Faktor 1000 geringere Flussrate benétigt.
Resultierend sind die ,Tropfchen® um Faktor 100-1000 Kkleiner,
welches eine bessere lonisierung zuldsst. Letztlich kann auf das
Erhitzen der Apparatur verzichtet und bei Raumtemperatur (20 °C)
gemessen werden. Mittels HRMS und MS/MS kdnnen sowohl die
exakte Masse als auch die Zusammensetzung der Oligomere
bestimmt werden.

Neue Methoden ermdglichen die Bestimmung von Kp von
Proteinoligomeren iber den Vergleich der Intensitéaten der Mono- und
Dimere.

Durch die Verwendung von cross-linking kénnen auch Interaktionen
von Proteinhetero- und homomeren erschlossen werden. Genaueres
dazu unter Chemical cross-linking.

X)

101-

105

Surface Plasmon Resonance (SPR)

Auf einem metallbeschichteten Chip wird das zu untersuchende
Protein immobilisiert. Durch Zugabe eines weiteren Proteins andert
sich, bei Dimerbildung der Intensitdtswinkel des eingestrahlten
polarisierten Lichts. Aus dieser Anderung kann Assoziation,
Dissoziation beziehungsweise letztlich Kp errechnet werden. Die
Methode eignet sich gut fiir Hoch-Durchsatz Screenings.

107

Interferometry

Dual-polarization (DPI)

Die Methode ermdglicht die Bestimmung der Schichtdicke des auf
dem Tréager immobilisierten Proteins sowie dessen Dichte.
Daraus kann direkt die molare Masse bestimmt werden. Darliber
hinaus ist es mdoglich, Uber den Massenzuwachs und die
Konzentration des zugegebenen Proteins, Kp zu bestimmen.

Die Methode bietet den Vorteil selbst Anderungen in der
Konformation des Proteinmonomers und -dimers zu erkennen.
Uberdies konnte mit der Methode das Wachstum von AB,
beschrieben in Abschnitt 1.6, belegt und beobachtet werden.

X)

108-

112
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Bio-Layer

Eine optisch durchléassige Nadel, deren Spitze mit einem Polymer
beschichtet ist, wird mit dem zu untersuchenden Protein
funktionalisiert. Nach Eintauchen in eine Probelésung wird
weilRes Licht durch die Nadel geleitet und von der Oberflache
(Polymer/Oligomer) reflektiert. Findet eine Protein-Protein-
Wechselwirkung statt, kommt es zur Interferenz und einer
Verschiebung der Wellenlangenmaxima im Vergleich zur
Referenz. Daraus kann die Kinetik und respektive Kp ermittelt
werden. Vorteilhaft ist die direkte Anwendung in Lésung, da nicht-
gebundene Proteine nicht mitgemessen werden.

112-

115

Microscale Thermophoresis (MST)

MST bietet die Moglichkeit, Ko ohne Funktionalisierung an der
Festphase (Interferometry) zu bestimmen. Fir die Detektion wird ein
Fluoreszenzlabel bendtigt. Die Thermophorese beschreibt die
Bewegung von Teilchen in einem Temperaturgradienten. Dafiir wird
lokal die Temperatur in einer Kapillare erhdht und die Bewegung der
Proteine zu einer geringeren Temperatur mittels UV-Detektor
aufgenommen. Entscheidend fir die Diffusion ist die GroRe, die
Ladung und die Hydrathille des migrierenden Teilchens. Durch
Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Proteins A bei
konstanter Proteinkonzentration B, kann aus dem Unterschied in der
Diffusionsgeschwindigkeit, ausgedriickt im Fluoreszenzsignal, Kp
bestimmt werden. Der grof3e Vorteil der Methode ist die Nutzung von
in vivo dahnlichen Bedingungen.

116-

118

Scintillation Proximity Assay (SPA)

Die Methode beruht auf der Ausstrahlung von Lichtimpulsen durch
einen Szintillator, sobald dieser durch B-Strahlung (®®S) angeregt
wurde. Protein A wird mit dem Szintillator enthaltenen Perlen
verknupft, Protein B mit radioaktiv markierten Elementen. Bei
Annaherung kommt es zur Lichtaussendung. Die Methode wird nur
wenig in der Protein-Protein-Erkennung eingesetzt, vermutlich auf
Grund der Handhabbarkeit (Radioaktivitat).

119,

120

Thermal Shift Assay

Durch ansteigende Temperatur I8st sich die quartare und tertiére
Struktur der Oligomere/Monomere auf (,Schmelzen®), wodurch ein
Farbstoff bindet und fluoresziert. Verschiebt sich die
.~Schmelztemperatur® zur héheren Werten, kann von einer
Stabilisierung  durch  Protein-Protein-Interaktion ausgegangen
werden. Dariiber kann Kp berechnet werden.

Andersherum koénnen so auch Verbindungen ermittelt werden, die
oligomere Zustande auflésen.

121,

122

Fluorescence Anisotropy

Die Methode bendtigt eine Fluoreszenzmarkierung. Durch
Einstrahlung polarisierten Lichts werden Fluorophore angeregt,
deren Dipol parallel zur Polarisation liegen. Nach wenigen
Nanosekunden wird die Fluoreszenz emittiert und deren Polarisation
analysiert. Weicht diese stark ab, ist das Fluorophor frei beweglich,
weicht sie wenig ab, ist die Rotation eingeschrankt, was fir eine
Wechselwirkung spricht. Durch konzentrationsabhéangige
Proteinzugabe kann (iber die Anderung der Anisotropie Kp ermittelt
werden. Fluorophoranbindung kann zu gestérter Interaktion fiihren.

82,

123,

124
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Phage-Display

Mit dieser Methode kann eine groRRe Bibliothek an mdglichen
Bindungspartnern untersucht werden. Bakteriophagen werden mit zu
untersuchenden Proteingenen infiziert, welche diese auf ihrer
AuRenseite prasentieren (Display). Die Phagenbibliothek wird zu
einem immobilisierten Protein gegeben. Der interagierende Phage
wird anschlieBend zur Infektion eines Bakteriums genutzt und die
Gensequenz des Proteins analysiert. Durch Genmutationen kénnen
so auch besser bindende Proteine in einem Selektionsprozess
ermittelt werden. Die Technik wurde 2018 mit dem Nobelpreis fur
Chemie ausgezeichnet.

125-

129

Electrophoresis

Capillary Affinity (CAE)

CAE ist eine Methode zum Trennen u. a. von Proteinen. Eine
Fluoreszenzmarkierung erleichtert die Detektion, alternativ kann
die UV-Aktivitat des Proteins genutzt werden. Spezielle Saulen
ermdglichen die Trennung von nicht-kovalenten Protein-Protein-
Interaktionen. Durch cross-linking ist eine vereinfachte CAE
mdglich. Durch konzentrationsabh&ngige Zugabe eines Proteins
kann Kp ermittelt werden. Die Methode erlaubt zusétzlich
Hochdurchsatz-Screening.

130-

134

Gel (PAGE)

Basierend auf einem Polyacrylamid-Gel kénnen unterschiedliche
Anséatze (Native, SDS, Urea) zur Trennung eingesetzt werden.
Bei nicht-kovalenten Protein-Protein-Interaktionen wird Native-
PAGE eingesetzt, wobei die Interaktionen erhalten bleiben. Dabei
wird der Unterschied im Ru bestimmt, nicht aber die Mw. Durch
Detergenzien (SDS) werden die Proteinoligomere zerstort und
eine kovalente Verknipfung (cross-linking) ist notig.

133,

135

Proteome Chips

Die Methode ermd@glicht die Untersuchung einer gro3en Bibliothek an
Proteinen in einem Experiment. So kann ein komplettes Proteom
exprimiert und gereinigt werden, bevor es auf dem Chip einzeln
immobilisiert wird. Das zu untersuchende Protein wird mit dem Chip
inkubiert und die Interaktion mittels Fluoreszenz untersucht. So
kénnen Protein-Protein-Interaktionen im Proteom untersucht und
samtliche Interaktionspartner bestimmt werden.

136,

137

In vitro & in vivo

Fluorescence Methods

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS)

Die Methode ermdglicht die in vivo Untersuchung von
Proteininteraktionen. Hierfur muss ein Fluoreszenzmarker (GFP)
mit dem Protein verbunden werden. In einem Volumen von 0,2
Femtolitern wird die Fluktuation der Fluoreszenz untersucht und
daraus der Ru abgeleitet, &hnlich zu DLS. Problematisch ist die
Unterscheidung von Homo- und Heteromeren, die aber mittels
Fluoreszenzintensitat getroffen werden kann. Unterscheidet sich
die Diffusion von Monomer zu Dimer nicht erheblich, muss FCCS
verwendet werden.

82,

138-

140
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM)

Die Methode benétigt ein fusioniertes Fluorophor. Im Gegensatz
zur FCS wird das eingestrahlte Licht nicht direkt, sondern im
Winkel der Totalreflektion auf den Objekttrager geleitet. Dadurch
klingt die Anregung in der Probe nach = 100 nm ab, und
ermoglicht die Untersuchung einzelner Membranschichten ohne
Hintergrundeinfliisse.

Verbunden mit

Single particle tracking (SPT)

Mittels zeitabhangiger Aufnahmen kdnnen Rezeptoren bei der
Homomerbildung visualisiert werden. Durch die Verwendung
zweier Fluoreszenzmarker und unterschiedlicher Detektorkanéale
kann auch die Heteromerbildung untersucht werden.

141-

144

20

Spatial intensity distribution analysis (SpIDA)

Die Methode bendtigt ein fusioniertes Fluorophor. Mittels
Konfokalmikroskopie werden Quantal Brightness (QB) und
Rezeptordichte Uber Super-Poissonsche Verteilungsfunktionen
bestimmt. Als Referenz wird die QB des monomeren Rezeptors
bendtigt. Neben der Rezeptordichte kann dadurch das Vorliegen
von Di- bzw. Oligomeren errechnet werden.

145

Fluorescencecross-correlation spectroscopy (FCCS)

Dank einer zweiten Anregungswellenlange koénnen zwei
unterschiedliche Fluorophore genutzt und ausgelesen werden.
Dies ermdglicht die Korrelation beider Fluktuationen und somit die
Bestimmung der konkreten Interaktion.

82,

138,

146

Forster Resonance energy transfer (FRET)

Fur die Methode werden zwei Fluorophore benétigt, die jeweils an
die zu untersuchenden Proteine zu fusionieren sind. Durch
Anregung des einen Fluorophores, wird das andere angeregt und
emittiert in dessen charakteristischer Wellenl&nge. Dies wird nur
erreicht, wenn die Fluorophore in rdumlicher N&he
(Dimerisierung) sind. Der bendtigte Abstand sollte < 10 nm sein,
welcher zumeist durch die Proteine eingenommen wird. Linker
kénnen hier Abhilfe schaffen. Bei Homomeren ist darauf zu
achten, dass es zur Signalreduktion kommt. Durch Fixieren der
Zellen ist eine in vivo Anwendung und damit Lokation der
Oligomere mdoglich.

Mit der Sensitized Emission (SE) Methode wird die FRET
Effizienz gemessen. Dafiir wird sowohl die Donor als auch die
Akzeptor Fluoreszenz aufgenommen und so das Verhdltnis
beider zueinander bestimmt.

Durch Acceptor Photobleaching kann die Gute des FRET Signals
bestimmt werden. Dafur wird der Akzeptorfarbstoff mittels
bleaching gesattigt und kann keine Energie des Donors
aufnehmen. Verglichen wird die Donoremission vor und nach dem
bleaching.

82,

147-

150
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET)

Die zu untersuchenden Proteine werden mit einer Luciferase und
einem Akzeptorfluorophor fusioniert. Durch Zugabe eines
Substrats (Coelenterazine, Oz) bioluminesziert die Luciferase und
regt bei geringem Abstand zum Akzeptorfluorophor dieses an.
NanoLuc (NLuc) ist die kleinste Luciferase und damit am besten
fur die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen geeignet.
Vorteile gegentber FRET sind: 1. Keine externe Anregung, ergo
keine  Akzeptorfluoreszenz, keine Autofluoreszenz, kein
bleaching. 2. Hohere Sensitivitdt von BRET, ergo geringere
Expression bendtigt.

151-

154

Pulldown Assays

Co-Immuno-precipitation

Ein Protein wird mittels Antikbrper aus dem Zelllysat einer in vivo
Probe ,herausgezogen®. Der Antikérper befindet sich auf einem
Makromolekul, welches leicht aus der Ldsung enthommen
werden kann. Kommt es zur Dimerbildung, kann nach
Abspaltung, mittels PAGE und Western Blot die Masse des
Oligomers bestimmt werden.

155-

157

Strep-Protein Interaction Experiment (SPINE)

Mittels Strep-Tag-Fusion an das zu untersuchende Protein, kann
dieses leicht aus der in vivo Probe extrahiert werden. Um wéahrend
des Extraktionsprozesses etwaige Protein-Protein-Interaktion
nicht zu zerstdren, wird zuvor durch Cross-linking (Formaldehyd)
die Interaktion reversibel verknlpft. Nach Reinigung wird die
Verbindung unterbrochen und der Bindungspartner kann mittels
PAGE und Massenspektrometrie  untersucht  werden.
Problematisch ist die Untersuchung von Homodimeren. Auch
Multimere kénnen untersucht werden.

158-

161

Chemical Cross-Linking

Die Methode wird dazu genutzt, Oligomere kovalent zu binden. Die
Analyse verlauft Uber andere Methoden, wie MS, SDS-PAGE oder
Immunoprazipitation. Die Vernetzung kann tber Formaldehyd aber
auch uber Maleimide, Succinimide, Senfgas oder oxidativ erfolgen.
AuBer fir Formaldehyd, werden hierfir Thiole (Cystein) bendtigt. Die
Methode kann auch fir Membranproteine angewendet werden.
Moderne Methoden (XL-MS) quervernetzten zunachst die
entstehenden Oligomere, verdauen diese und analysieren die
Fragmente mittels MS und MS/MS. Computerprogramme errechnen
darliber die Bindungsstellen der Oligomere. Durch Verwendung von
Isotopenmarkierungen kdénnen so auch die Interaktionsstellen von
Homomeren errechnet werden.

105,

162-

166

Complementation Assays

Biomolecular Fluorescence complementation (BiFC)

Bei der Methode wird ein Fluoreszenzprotein (z. B. GFP) in zwei
stabile Untereinheiten aufgeteilt, die jeweils an die zu
untersuchenden Proteinen fusioniert werden. Kommt es zur
Interaktion, ,komplementiert” sich das Protein und fluoresziert. So
kénnen selbst Interaktionen mit einem hohem Kp untersucht
werden, da die Bildung des Fluorophors irreversibel ist. Die
Methode erlaubt die Untersuchung direkt im Organismus. Diverse
Fluoreszenzproteine kdnnen fur diese Methode genutzt werden.

82,

167-

171
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Methode & Anmerkungen

Kb

Ort

Ref.

Protein-fragment complementation assay (PCA)

Neben dem Fluoreszenzsignal kann auch ein ,Uberlebensassay*
gewahlt werden. Hierfir kann zum  Beispiel die
Dihydrofolatreduktase (DHFR) aufgespalten und jeweils an die zu
untersuchenden Proteine fusioniert werden. Durch
Komplementierung koénnen Zellen (ohne DHFR) selektiert
werden.

170,

172,

173

Isopeptag

Der Tag wird genetisch mit dem zu untersuchenden Protein
verbunden. Bei Homomer- oder Heteromerbildung interagiert der Tag
mit einem Lysin des Partners zu einer kovalenten Bindung. Dies
ermdglicht die Untersuchung selbst unter harschen Bedingungen.

174,

175

Proximity Ligation Assay (PLA)

Der Assay beruht auf zwei Antikdrpern oder Aptameren, die jeweils
ein Oligonukleotid tragen. Die Antikérper binden die zu
untersuchenden Proteine und die ssDNA-Fragmente kommen sich
bei  Protein-Protein-Interaktion  rdumlich nahe. Durch ein
Konnektoroligonukleotid werden die DNA-Fragmente ligiert und
kdnnen mittels RT-PCR ausgelesen werden. Die Amplifikation mittels
PCR ermdglich die Detektion kleinster Dimermengen
und -konzentrationen. Weitere Methoden werden im Abschnitt 1.9
genauer erlautert.

176-

180

Yeast Two-Hybrid (Y2H)

Die zu untersuchenden Proteine werden jeweils mit einem Teil des
Hefetranskriptionsfaktors (GAL4) fusioniert. In der Hefe (in vivo)
werden beide Proteine exprimiert. Kommt es zur Dimerisierung, wird
ein Gen abgelesen, bei dem eine Bindestelle des
Transkriptionsfaktors (GAL4) vorhanden ist. Diese Gene kbdnnen
entweder einen Farbumschlag hervorrufen oder dienen dem
Uberleben auf einem Mangelmedium. Die Methode kann auch im
Hochdurchsatz-Screening verwendet werden.

82,

181-
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1.8 G-Protein-gekoppelte Rezeptoroligomere (GPCR-Oligomere)

In den vorherigen Kapiteln wurden die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und der Einfluss der
Oligomerisierung von Proteinen erlautert. Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick tiber die

Wirkweise von GPCR-Oligomeren geben.

1.8.1 Historische Einfihrung

In den 1970er Jahren kam das erste Mal die Uberlegung auf, dass sich G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren gegenseitig beeinflussen konnten. Bei der Untersuchung des B-adrenergen
Rezeptors wurde festgestellt, dass weitere Zugabe von (-)-Alprenolol zu negativer
Kooperativitat fihrte. Folgende Untersuchungen schlossen aus, dass diese von einer weiteren
Bindungstasche kamen. Daraus wurde rekapituliert, dass die Kooperativitdt durch eine
Anlagerung eines zweiten B-adrenergen Rezeptors (Bildung eines Homodimers) ausgeldst

wurde.184 185

Anfang der 1980er Jahre wurde ein weiterer, aus heutiger Sicht logischer Schritt postuliert. So
wurde von Rezeptormosaiken gesprochen, um zum Ausdruck zu bringen, dass auch
heteromere Rezeptoroligomere entstehen kénnen, die aufeinander Einfluss nehmen.86-188 |n
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass sowohl Neuropeptidrezeptoren als auch
Glutamatrezeptoren die Wirkweise von Dopaminrezeptoren und 5-HT-Rezeptoren

beeinflussen.8°

Zu Beginn der 1990er Jahre wurde eine Auflistung der moglichen Rezeptor-Rezeptor-
Interaktionen vorgestellt (Abbildung 9).*® Durch Modulatoren kann die Affinitat eines
Rezeptors fur einen zweiten Liganden verédndert werden (Abbildung 9, Links). Diese
Modulation ist auch fir G-Protein-Rezeptor-Dimere mdglich (Abbildung 9, Mitte). So kann die
Rezeptorbindungstasche RiT: die Rezeptorbindungstasche R.T: sowie den Effekt (Ez)
beeinflussen und vice versa. Letztlich ist eine solche Interaktion auch ohne physischen Kontakt
mdoglich  (Abbildung 9, Rechts). Dabei wird z. B. durch ein G-Protein die

Rezeptorbindungstasche R>T: oder auch der Effekt E> moduliert.

Abbildung 9: Ausschnitt aus der Darstellung unterschiedlicher Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen.?® Links: Ein
Rezeptor mit zwei unterschiedlichen Bindungstaschen (Ri1T12). Ligand 1 (L1) beeinflusst durch Bindung an RiT:1
den Effekt (E1) und zusétzlich die Bindungstasche R1T2. Wird L2 dadurch mit einer héheren Affinitat gebunden, wird
von positiver Kooperativitat gesprochen, wird die Bindungseigenschaft von L2 verringert von negativer. Mitte: Zwei
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unterschiedliche Rezeptoren bilden ein Dimer mit physischem Kontakt. Durch die Interaktion von Protomer RiT1
kann der Effekt E2 und die Bindungstasche von Protomer R:T: beeinflusst werden (positive und negative
Kooperativitat). Dies kann auch einen Einfluss auf die Wahl des G-Proteins (G) haben. Rechts: Eine Funktion, wie
die zuvor beschrieben, ist auch méglich fiir zwei nicht im physischen Kontakt stehende Rezeptoren. Ein G-Protein
kann Rz beeinflussen.

Besondere Aufmerksamkeit erregte die Studie von Maggio et al., in der chimare Rezeptoren
aus dem ac-adrenergen Rezeptor und dem ms-Muskarinrezeptor exprimiert wurden. Fir beide
war bekannt, dass eine Aufteilung des Rezeptorgens auf zwei Gene mit anschlieRender
Expression zu aktiven Rezeptoren fuihrte.'®! In der Studie konnte gezeigt werden, dass ein
Chimar alleine keine Bindungseigenschaften aufwies. Wurden allerdings beide Chimére co-
exprimiert, konnten die Ligandenbindungseigenschaften reproduziert werden. Dies verwies

auf die Mdglichkeit der Rezeptor-Rezeptor-Interaktion (Tabelle 5).1%2

Tabelle 5: Darstellung tber den Versuchsaufbau von Maggio et al.. (Griin: ms-Muskarinrezeptor, Grau: ozc-
adrenerger Rezeptor, Schwarzes Dreieck: N-[*H]Methylscopolamin, Schwarzer Kreis: [*H]Rauwolscin)

Ki
[nm]

23 1.8 - - 18/1.08

Der erste experimentelle Beweis gelang 1998 mit dem metabotropen GABAg-Rezeptor, der im
zentralen Nervensystem zu finden ist und durch y-Aminobuttersaure (GABA) aktiviert wird.
Zuvor wurde beobachtet, dass GABAgR1 in intrazellularen Membranen verweilte und somit
keine Affinitat zu GABA zeigte.’®® Im Hefe-2-Hybridansatz (Y2H, Tabelle 4) wurde GABAsR1
eingesetzt, wobei das C-terminale Ende, mit einer angelegten coiled coil Struktur (1.5.2) als
Koder benutzt wurde. Als Ergebnis wurde ein dhnlicher Rezeptor (GABAsR2, 35 % identisch,
54 % gleich) identifiziert. Mittels Co-Immunoprazipitation (Tabelle 4) konnte eine direkte
Interaktion der beiden Rezeptoren in vivo belegt werden (Abbildung 10). Weitere Studien
zeigten, dass eine Co-Expression beider Rezeptoren zur Expression auf der Plasmamembran

fuhrte und eine Wiederherstellung der Aktivitat erreicht wurde.'®*
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Abbildung 10: Western Blot der Co-Immunopréazipitation. Aufgetragen sind die Ergebnisse der Co-
Immunopréazipitation von einzeltransfiziertem GABAsR1 (mit myc-tag), einzeltransfiziertem GABAsR2 (mit HA-tag)
sowie doppeltransfiziertem GABAsR1+ GABAsR2. Mittels HA-Antikdrper wurden die Ergebnisse sichtbar gemacht.
Die Banden bei ~25 und ~50 kDa reprasentieren die leichte und schwere Kette des Antikdrpers 1gG, verwendet fiir
die Prazipitation. Bei knapp tber 100 kDa ist das interagierende Dimer abgebildet.®*

Knapp 30 Jahre nach der ersten Entdeckung von mdglichen Homomeren durch Lefkowitz et
al., konnte von Jordan et al. das erste Mal nachgewiesen werden, dass zwei funktionale
GPCRs Heteromere bilden konnen.’®® In der Studie wurden die drei &-, k-, und p-
Opioidrezeptoren untersucht und zunachst festgestellt, dass k-Opioidrezeptoren und &-
Opioidrezeptoren Homomere bilden. Ebenfalls konnte gezeigt werde, dass die Stabilitat der k-
Opioidrezeptordimere (Stabil in 10 % SDS) vermutlich von intermolekularen Disulfidbriicken
stammt und Agonisten keinen Einfluss auf die Homomerbildung haben, wohingegen &-
Opioidrezeptordimere durch Agonisteninteraktion monomerisieren. Folgend wurden die
Heterodimere mittels Co-Immunoprazipitation untersucht und das erste Mal ein Heteromer (k-
d-Opioidrezeptordimer) nachgewiesen. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die Stabilitat
Uber intermolekulare Disulfidbriicken zustande kommen muss. Weitere Experimente zeigten,
dass das Dimer nicht mittels Agonist internalisierte und deutlich unterschiedliche
Ligandenbindungseigenschaften im Vergleich zu den zwei Monomeren aufwies.
Interessanterweise konnte eine kombinatorische Zugabe zweier Agonisten, die alleine keine
Bindung zum Dimer aufwiesen, die Bindungseigenschaften drastisch erhéhen, was den
Schluss zuldsst, dass eine synergistische Bindung, durch eine neue Bindungstasche erfolgt.
Dies hatte auch Einfluss auf die second messenger, welche im Fall von cAMP reduziert und

von MAPK erhdht wurden.1%

Diese experimentellen Funde sind ein starker Hinweis auf die Existenz von Rezeptor-

Rezeptor-Interaktionen, welche im n&chsten Abschnitt weiter beleuchtet werden sollen.
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1.8.2 Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen (RRI)

Wie bereits von Zoli et al. beschrieben (Abbildung 9), ist die Interaktion zweier Rezeptoren
auch ohne physischen Kontakt moglich. Um die Beschreibung von Rezeptor-Rezeptor-
Interaktionen zu prézisieren, wurde 2010, wahrend des internationalen Workshops anlasslich
des Nobel Forums am Karolinska Instituts folgende Definition formuliert: ,,... when the binding
of a ligand to the orthosteric or allosteric sites of one receptor causes, via direct allosteric
interactions, a change in the ligand recognition, decoding and trafficking processes of another
receptor.“!°¢ Ubersetzt: ,... wenn die Bindung eines Liganden an die orthosterischen oder
allosterischen Stellen eines Rezeptors (iber direkte allosterische Interaktionen eine Anderung
der Ligandenerkennungs-, -entschlisselungs- und -wanderungsprozesse eines anderen
Rezeptors bewirkt.“**® Um dieser Definition gerecht zu werden, werden von nun an nur noch

direkte Interaktionen als Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen betitelt (Abbildung 9, Mitte).°7

Allosterie bedeutet hierbei, dass durch die Anlagerung eines Proteins an ein anderes, dessen
energetischer Zustand verandert wird. Das modulierte Protein unterscheidet sich dabei in der

Konformation und den dynamischen Eigenschaften zum monomeren Protein. 1% 198

RRI kdnnen durch unterschiedliche Methoden untersucht werden. In Tabelle 6 sind
unterschiedliche Techniken aufgelistet, die zur Identifikation von Homomer- und
Heteromerinteraktionsflachen beigetragen haben. Dies ist nur ein Ausschnitt, aus den
bekannten Homomeren und Heteromeren, sowie deren Interaktionen. Fir ein komplettes Bild

wird die folgende Literatur empfohlen:199-203
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Tabelle 6: Auflistung experimenteller Methoden zum Nachweis von RRIs in GPCR-Homo- und Heteromeren.197. 204
(X-Y = Helix X und Helix Y von Protomer A1 interagieren mit Helix Y und Helix X von Protomer Az; X,Y = Helix X
von Protomer Az interagiert mit Helix Y von Protomer Az; X+Y,Z = Helix X und Y von Protomer A1 interagieren mit

Helix Z von Protomer Az. RGmische Zahlen geben transmembrane Helices an. ICL = Intracellular loop)

Technik GPCR Interaktionsflachen Ref.
Homodimere
X-Ray Adenosin A; V-V 205
Cross-linking Rhodopsin I-11; 1IV-V A
Gel filtration Thromboxan Az I 207
BRET Angiotensin Il Typ 1 [-IV; IV-V; VI-VII 208
FRET B2-AR I,VII 209
FCS Dopamin D3 1+, VI 1V-V 210
FCCS CCR5 \Y 21
BiFC Opsin \Y 212
Heterodimere
Adenosin Aza / Dopamin D2 V+VIL I+ 2
BRET : :
Dopamin D1 / Dopamin D- VIII,ICL3 214
Homo- und Heterotrimere
. . D.:CB1 =V
Adenosin Aza / Dopamin D>
FRET o CBi:Asn = IV 215
Cannabinoid CB;
D2:Aza = VII-ICL3
Homo- und Heterotetramere
. . A1:A1, Aop:Aoa = IV-V
BRET, TIRFM Adenosin A; / Adenosin Aza 216
A1:Aon = V-VI

In der Definition von RRIs wird von ,, [...] direkten allosterischen Interaktionen [...]* gesprochen,
die olee-]

und -wanderungsprozesse eines anderen Rezeptors bewirk[en]“.2*®® Im Folgenden soll ein

eine Anderung der Ligandenerkennungs-, -entschlisselungs-

Uberblick gegeben werden, wie diese Prozesse aussehen.

1.8.3 Prozesse im Rezeptormosaik (RM)

In 1.8.1 wurde das erste Mal der Begriff des Rezeptormosaiks aufgegriffen. Dieser soll
veranschaulichen, dass eine Zusammensetzung von unterschiedlichen ,Mosaikteilchen® zu
unterschiedlichen ,Bildern® flihren kann. Oder: Strukturell und funktionell unterschiedliche
strukturell und funktionell unterschiedliche

Rezeptoren bilden, je nach Anordnung,

Rezeptoroligomere. Auf diese Anordnungen, sowie deren Funktionen soll folgend

eingegangen werden.
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Abbildung 11: Ubersicht der Prozesse in einem Rezeptormosaik.'%” Ausgehend von zwei Protomeren kann sich
zunéchst ein quartarer Komplex bilden, welcher zusétzlich eine allosterische Seite aufweist. Ausgehend davon sind
zwei unterschiedliche Beteiligungen in Netzwerken moglich. Das Horizontal Molecular Network (HMN) (A-D)
beschreibt die Wechselwirkung mit anderen, in der Membran befindlichen Partnern. Das Vertical Molecular Network
(VMN) (E-H) beschreibt die Prozesse, die aus der Oligomerbildung resultieren kdnnen. (RAMP = Receptor Activity-
Modifying Membran Proteine)

In Abbildung 11 ist ein Uberblick tiber die Beteiligungen von GPCRs im Mosaik und die
resultierenden Effekte gegeben. Grundsétzlich wird zwischen zwei Netzwerken unterschieden,
in denen die GPCRs partizipieren. Das Vertical Molecular Network (VMN) beschreibt den
Effekt der Oligomerisierung, das Horizontal Molecular Network (HMN) die Zusammensetzung.
Letztlich hat jede Zusammensetzung Einfluss auf den Effekt, wobei von integriertem Output

gesprochen wird.

Der erste Effekt im VMN ist die Modulation der Bindungstasche (Abbildung 11, E), dieser
wurde bereits in 1.8.1 beschrieben. Ein weiteres Beispiel dafir ist das D;-Aza-Dimer, bei dem
die Zugabe des Aza-Agonisten CGS216980 zu verminderter Bindung des D,-Agonisten
Quinpirol fuhrte.?*” Neben der Bindungstasche kann auch die G-Proteinaktivierung moduliert
werden (Abbildung 11, F). Beispielhaft hierfur ist das Di-Hs-Dimer, bei dem die
Oligomerisierung den Wechsel vom Gs-Protein zum Gi-Protein (D:-Rezeptor) zur Folge
hatte.?!® Letztlich kann die Komplexbildung zur Folge haben, dass ein komplett anderes G-
Protein oder anstelle eines G-Proteins B-Arrestin angelagert wird (Abbildung 11, G, H). So

rekrutiert das Di-D2-Dimer, nicht wie fiir diese Rezeptorklasse Ublich, Ggor 0der Gio, sondern
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Gg112*° und die Dimerisierung von Cannabinoidrezeptoren und §-Opioidrezeptoren fihrt zur

Rekrutierung von B-Arrestin anstelle von Gj.197 220. 221

Das HMN beschreibt weitere, neben den GPCRs vorliegende Partner zur Mosaikbildung. Zu
diesen Partnern gehotren Lipide (Abbildung 11, A), wie zum Beispiel Cholesterol,
Glycosphingolipide, Phosphatidylgycerol und Phosphatidylethanolamin.??> 222 Generell
bewegen sich Rezeptoren in sogenannten lipid rafts und Caveolae, also Membranbereichen,
in denen Cholesterol und Sphingolipide verstarkt auftreten.??* Somit wundert es nicht, dass
Cholesterol Einfluss auf z. B. u-Opioidrezeptoren nimmt, indem héhere Konzentrationen des
Lipids zu verstarkter Rekrutierung von B-Arrestin fihren und Internalisierung anregen.???
Daneben kénnen Lipide auch direkten Einfluss auf die Bindungstasche haben. Wahrend
Phosphatidylgycerol zur Agonistenbindung fiuhrt, wird durch Phosphatidylethanolamin die
Bindungstasche des B2-AR fiir den Antagonisten aufgespannt.??® Ein weiteres Mosaikteilchen
sind die Receptor Activity-Modifying Membranproteine (RAMP, Abbildung 11, B). Diese aus
einer transmembranen Helix bestehenden Proteine kénnen durch Anlagerung sowohl die
Pharmakologie eines Rezeptors aber auch dessen Signalkaskade andern. Vor allem bei
GPCRs der Klasse B sind sie sehr verbreitet.??> Daneben konnen Rezeptor-Tyrosinkinasen
mit GPCRs wechselwirken (Abbildung 11, C). Insbesondere fur die Fibroblasten-
Wachstumsfaktorrezeptoren (FGFR) konnte nachgewiesen werden, dass sie mit 5-HTia-
Rezeptoren oder mit Mi-Rezeptoren interagieren und so die Neuronendichte und strukturelle
Plastizitat erhohen.??%: 227 [etztlich sind lonenkanale mogliche Oligomerisierungspartner
(Abbildung 11, D). Im Jahr 2000 konnte das erste Mal ein Dimer aus Ds-Rezeptor und GABAa-
Rezeptor nachgewiesen werden.??® Diese Konstellation ist von besonderem Interesse, da
beide Rezeptortypen auf Synapsen vorkommen und so eine weitere Regulationseinheit

aufweisen kénnen.1%’

Zum Abschluss dieses Kapitels sollen anhand eines Beispiels die modernen Methoden der

Untersuchung von Rezeptoroligomeren aufgezeigt werden.

1.8.4 Das Aoa-Do-Dimer

Das Aza-Do-Dimer ist eines der am besten untersuchten Rezeptorheteromere und kommt in
hoher Dichte in den Basalganglien vor, welche fur kognitive und motorische Funktionen
zustandig sind. Dies macht das Rezeptorpaar besonders fir die Forschung rund um die
Parkinson’sche Krankheit interessant. Im Jahr 1991 wurde zunéchst festgestellt, dass, bei
Koexpression in der Plasmamembran, die Stimulation des Aza-Rezeptors zu einer
verminderten Affinitait des D.-Rezeptors fiihrt.?® Neben dieser Modifikation der
Bindungseigenschaften wird auch die G-Proteinaktivierung (Abbildung 11, E, F) und somit die

second messenger Kaskade beeinflusst.
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Im Normalzustand wirde, bei Aktivierung des Aza-Rezeptors, das Gs-Protein die
Adenylylzyklase aktivieren und somit ATP in cAMP umsetzen. Dies wiederum wirde zur
Verstarkung eines Signals fuhren. Im Fall von Adenosin, einem Rezeptoragonisten, sollte die
motorische Aktivitat angeregt werden, wohingegen Koffein als Rezeptorantagonist zu niedriger
motorischer Aktivitat fihren sollte. Allerdings wird das Gegenteil beobachtet.z% 2% Dies fiihrte
zu der Annahme, dass der D.-Rezeptor, welcher bei Aktivierung mit einem G;-Protein die
Adenylylzyklase hemmt, mit dem Aza-Rezeptor in den Basalganglien in Wechselwirkung tritt.
Diese reziproke antagonistische Interaktion, konnte in diversen Zelllinien beobachtet
werden.?®2 So wurde in SH-SY5Y Zellen gezeigt, dass nach Stimulation des Aa-Rezeptors
(hohes cAMP-Level) ein D2-Rezeptor Agonist zur Reduktion der cAMP-Konzentration fuhrte,
allein aber keinen Einfluss auf diese hatte (Abbildung 12).2° Neben dieser Beobachtung wurde
festgestellt, dass der D;DR auch ohne Ligand die Bindungstasche des AxsAR negativ

allosterisch moduliert.?3®

Q @ Cytosol
cAMP  ATP l

L
o

Endoplasmatisches
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Abbildung 12: Bildung des Aza-D2DR-Rezeptordimers hat allosterischen Einfluss auf die Bindungstaschen aber
auch auf die Signalkaskaden. Bindet ein Agonist in der Bindungstasche wird Uber eine allosterische
Wechselwirkung die Affinitéat der jeweils anderen Bindungstasche verringert (Abbildung 11, E). Darliber hinaus kann
durch gezielte Zugabe unterschiedlicher Liganden die Signalkaskade inhibiert und das second messenger Signal
verandert werden.?3*

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass nachdem ein aktivierter A;sJAR den D;DR
allosterisch sowie funktional blockiert, die Zugabe eines A2aAR Antagonisten zur Aufhebung
dieser Modulation fuihrt. Aus den gesammelten experimentellen Daten wurde die Hypothese
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abgeleitet, dass ein Equilibrium aus AzsAR- und D,DR-Homo- und Heteromeren vorliegt,
welche wiederum ein Tetramer bilden konnen.?3 236 Da sich diese Annahme noch nicht

endguiltig bestatigen lasst, wird nicht naher darauf eingegangen.

Diese ersten Ergebnisse basierten auf klassischen  Assaymethoden, wie
Radioligandbindungsassays und cAMP-Akkumulationsexperimenten. Eine weitere Methode,
mit der die Wechselwirkung der beiden Rezeptoren untersucht wurde, war die Co-

Immunopréazipitation (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Co-Immunopréazipitation von A22AR und D2DR aus Membranpréaperationen. Die
Immunopréazipitation wurde mit A2aAR Antikdrpern durchgefihrt, die erhaltenen Proben mittels SDS-PAGE getrennt
und mittels Western Blotting sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle wurde direkt aus dem Zelllysat aufgetrennt.
Unter den drei Gelen ist der Antikorper fur das Western Blotting benannt.23°

Hierfir wurden Membranpraparationen von mit D.DR transfizierten SH-SY5Y-
Neuroblastomazellen mittels Co-Immunoprazipitation untersucht und mittels unterschiedlicher
Antikbrper das Auftreten von Rezeptordimeren Uberprift. In Abbildung 13, Mitte, ist das
Ergebnis dargestellt, welches unterschiedlich glykosylierte D:DR (43, 47 und 63 kDa) zeigt.?3°
Nach diesem in vitro Nachweis, wurde versucht das Dimer zu visualisieren, um eine
Kolokalisation in vivo zu zeigen. Erneut wurden die mit D:DR transfizierten SH-SY5Y-
Neuroblastomazellen verwendet, welche den AAR natirlich exprimieren. Mittels
Immunofluoreszenz konnten die Rezeptoren auf den Zellen markiert und durch
Konfokalmikroskopie visualisiert werden. Nach einer doppelten Markierung wurden die jeweils
erhaltenen Bilder tGbereinandergelegt und aus der Mischung der Farben auf Kolokalisation

geschlossen (Abbildung 14, c).
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Abbildung 14: Farbung mittels Immunofluoreszenz mit anschlieender Konfokalmikroskopie der D2DR
transfizierten SH-SY5Y Neuroblastomazellen. A) Fluorescein-verkniipfte Antikdrper binden A2aAR. B) Rhodamin-
verkniipfte Antikorper binden D2DR. C) Uberlagerung der beiden Bilder fiihrt zu gelben Bereichen, die
Kolokalisation anzeigen.?*

Diese Untersuchung wurde in naturlichem Gewebe wiederholt, wobei auf eine Transfektion
des D:DRs verzichtet werden konnte. Dies schlieRt den Faktor der Uberexpression aus,

welcher zu unnatirlich hoher Dichte und somit zufélliger Kolokalisation fiihren kann.

Abbildung 15: Doppelte Farbung mittels Immunofluoreszenz mit anschlieRender Konfokalmikroskopie striataler
Neuronen. Fur die Farbung wurden Fluorescein-verknipfte A2aAR Antikdrper und Rhodamin-verkniipfte D2DR
Antikdrper verwendet. Kolokalisation wird durch gelbe Bereiche angezeigt. Links ist das Kontrollexperiment, ohne
Zugabe eines Agonisten dargestellt, rechts nach Zugabe von CGS-21680, einem A22AR Agonisten. 230

Abbildung 15 zeigt striatale Neuronen eines Rattengehirns. Wie zuvor wurden zwei Antikorper
unterschiedlicher Farbe verwendet, um die beiden Rezeptoren zu markieren. Mittels
Konfokalmikroskopie wurden Bilder aufgenommen und festgestellt, dass es bereits ohne
Behandlung durch einen Agonisten (Abbildung 15, Control) zu Kolokalisation kommt. Durch
Zugabe des Agonisten CGS-21680 aggregieren die Rezeptoren starker (Abbildung 15, CGS),
was zu einer verringerten Verteilung der Rezeptoren im Gewebe fihrt. Diese Visualisierung
war der erste ,Beweis” flr das Auftreten des Rezeptorheteromers in natirlichem Gewebe. Der
Nachteil der Methode liegt aber in der Genauigkeit. Das Auftreten der gelben Farbe bedeutet
eine raumliche Nahe von 0,1 pm (Wert aus der Publikation; 0,2 — 0,3 um in Literatur®"). Ein
GPCR hat aber einen Durchmesser von = 40 A, fur eine Dimererkennung wére somit eine
Aufldsung von =40 A von Mittelpunkt zu Mittelpunkt notwendig.?®® Das entspricht einer
Diskrepanz um den Faktor 25 — 75. Ob die beiden Rezeptoren im oben gezeigten Beispiel also

tatséchlich ein Heterodimer bilden bleibt unklar und bedarf genauerer Methoden.

Auf diese ungenaue Methode folgte wenig spéter die Dimererkennung mittels FRET.?'® Dafir
wurden HEK-Zellen mit Konstrukten von D,DR-GFP2 und A;»,AR-YFP transfiziert und mittels

zweier unterschiedlicher FRET-Varianten (SE, AB) untersucht. Beide, beschrieben in Tabelle
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4, geben die FRET-Effizienz, aus der der Abstand der Rezeptoren zueinander berechnet
werden kann (Abbildung 16).

A) B) €
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Abbildung 16: A) Effizienzbestimmung mittels FRET-Acceptor Bleaching. Im roten Viereck ist die Region of Interest
(ROI) definiert. Unten: Komplettes Bleaching des YFPs der ROI, Mitte: Verstarkte GFP2 Fluoreszenz in ROI, Oben:
Normalisierte FRET-Effizienz als Darstellung in Farbe. Skala an rechter Seite dargestellt von 0 = lila bis 1 = rot. B)
Effizienzbestimmung mittels FRET-Sensitized Emission Methode. Links: Expression beider Farbstoffe auf einem
Plasmid als Positivkontrolle, Mitte: Separate Expression beider Konstrukte, Rechts: Negativkontrolle mit einem
unterschiedlichen Rezeptor. C) Graph Uuber die Darstellung der FRET Effizienz in Abhé&ngigkeit zum
Fluorophorabstand.?!3

Beide Methoden ergaben eine Effizienz von 23 — 25 %, was einem Abstand von 6 — 6,5 nm
entspricht (Abbildung 16, C).?*2 Dies wiederum stimmt mit dem theoretisch ermittelten Abstand
von 40 A sehr gut Uiberein, wobei es sich um einen optimalen Abstandswert handelt, der die

Fluktuationen der Fluorophore, sowie deren Anordnung nicht berticksichtigt.

Weiterhin wurde in der Veroffentlichung das erste Mal ein BRET-Experiment fir das Dimer
durchgefuhrt. Hierfir wurde an den A2aAR Rluc und an den D;DR YFP fusioniert. In einem
Sattigungsexperiment wurde die A2,AR Konzentration konstant gehalten, wobei die D.DR
Konzentration schrittweise erhdht wurde. Aus dieser Sattigungskurve (Abbildung 17) konnte
BRETmax und BRETse abgelesen werden. Theoretisch wére daraus eine Bestimmung der
Anzahl gebildeter Heteromere (BRETmax) und der Affinitat (BRETso) zueinander denkbar. Dies
ist leider nicht mdglich, da beide Werte auch vom Abstand der beiden Fluorophore sowie deren
Orientierung abhangen.?* Durchaus durchflhrbar ist aber die Bestimmung der n-Merbildung
sowie der Vergleich der erhaltenen Werte. So ist es méglich, durch Zugabe eines Agonisten,
den BRETso Wert zu verandern und daraus abzuleiten, ob eine vermehrte oder verminderte

Tendenz zur Oligomerbildung besteht.?°
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Abbildung 17: BRET-Sattigungskurve, wobei die RLuc Konzentration konstant gehalten wird und die
Akzeptorkonzentration (YFP) sukzessive erhoht wird.?!3

Nachdem mit diesen modernen Methoden die Existenz des Heterodimers weitestgehend
belegt wurde, wurde nach der Interaktionsflache der Rezeptoren geschaut. Um dies zu
untersuchen wurde ein BRET-Kompetitionsassay durchgefiihrt, wobei die Konzentration der
beiden Rezeptor-Fluorophor-Fusionsproteine konstant gehalten und die 7 transmembranalen

Helixproteine einzeln, mit steigender Konzentration dazugegeben wurden (Abbildung 18).24°
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Abbildung 18: Intensitat des BRET-Signals in Abhangigkeit des zugegebenen Peptids. Die A2aR und D2DR
Rezeptor-Fluorophor-Fusionsproteine wurden konstant gehalten und die transmembranen Helices I-VII des A2aARs
zugegeben.?40

Aus der Grafik lasst sich ableiten, dass die Helices IV-VI an der Dimerbildung beteiligt sind.
Eine signifikante Wirkung auf die Dimerbildung scheint dabei die TM-V zu haben, welche das

BRET-Signal bereits bei geringen Konzentrationen minimiert.

Nachdem die beteiligten Helices bestimmt wurden, konnten in einem letzten Experiment die
beteiligten Aminosduren bestimmt werden. Hierfir wurde erneut auf das BRET-basierte
Sattigungsexperiment zuriickgegriffen und BRETmax und BRETss von mutierten Do-

Dopaminrezeptoren mit dem Wildtyprezeptor verglichen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: BRET-basiertes Sattigungsexperiment. Wie zuvor wird die Rluc-Konzentration konstant gehalten
und die GFP2-Konzentration sukzessive erhoht.?40

In Abbildung 19 ist der Vergleich der Sattigungskurven dargestellt. Die roten Vierecke
reprasentieren die Ausgangskurve resultierend aus dem AzaR-Rluc und D:DR-GFP2
Konstrukt. Durch Mutation der Aminosauren Tyr192 und Leu207 wird der BRET max- sowie der
BRETso-Wert im Vergleich zum Wildtyprezeptor signifikant erniedrigt. Dies lasst auf die
Beteiligung der beiden Aminoséauren bei der Rezeptorbildung schlieRen.?*

Somit konnte durch moderne Methoden die Existenz des Dimers bestétigt und die Beteiligung
der Helices sowie deren Aminoséuren aufgedeckt werden. Aber ein Kritikpunkt bleibt. Jegliche
Untersuchungen basieren auf kiinstlich hergestellten Systemen. So miissen Fusionsproteine
hergestellt und in Zellsystemen exprimiert werden. Dies kann zu falschlich angenommenen
Interaktionen fuhren. Um diesen letzten Punkt auszuschlieRen wurde ein Assay entwickelt,
welcher in natlrlichem Gewebe durchgefuhrt werden kann und keinerlei Modifikation des
Rezeptors bedarf. Der Proximity Ligation Assay.
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1.9 Der Proximity Ligation Assay
1.9.1 Allgemein

Der Proximity Ligation Assay ist eine Methode zur Proteindetektion, Proteinquantifizierung,
Proteinlokalisation sowie -Kolokalisation. Zwei ,proximity probes®, bestehend aus jeweils
einem Proteinmarker und einem Oligonukleotideinzelstrang, werden zum Zielprotein gegeben
und binden selektiv mit dem Marker an diesem. Sind die Oligonukleotide in rAumlicher Nahe,
kénnen sie durch ein Konnektoroligonukleotid ligiert werden. Die so entstandene
doppelstrangige DNA kann mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und

fluorometrisch detektiert werden.

1.9.2 Entwicklung

Im Jahr 2002 stellte die Gruppe um Fredriksson et al. die neue Methode der Proteindetektion
und Proteinquantifizierung, der Proximity Ligation Assay (PLA) vor.l’® Bereits vor der
Entwicklung dieses Assays waren Methoden wie Western Blot, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) oder sandwich-ELISA entwickelt worden, welche aber eine hohe Konzentration
und Menge an Protein voraussetzten.!’”” Der PLA basiert zwar auf diesen Methoden,
kombiniert sie aber mit der Methode der DNA-Detektion, wie zum Beispiel padlock probes,
welche lineare einzelstrangige DNA-Fragmente sind, die im Zielbereich mit der DNA ligiert und
zur DNA-Detektion verwendet werden.?*! In den Folgejahren wurden verschiedene Methoden
entwickelt, die sowohl Lokalisation als auch Kolokalisation ermdglichen und damit Zugriff auf

die Detektion von Heteromeren geben.’8

1.9.3 Mechanismus

Fir die Detektion des Zielproteins werden mindestens zwei ,proximity probes“ bendtigt. Der

generelle Aufbau dieser Proben ist wie folgt:

Antikorper DNA- Einzelstrang 53"

Fc-Abschnitt

Paratop

Abbildung 20: Aufbau einer proximity probe aus Antikérper (blau) und einzelstrangiger DNA (rot).

Das Grundgertst bildet ein Antikdrper (Abbildung 20, blau) dessen Paratop am Epitop des
Zielproteins bindet. Der Fc-Abschnitt des Antikoérpers ist mit einem DNA-Einzelstrang
(Abbildung 20, rot) verknipft, welcher entweder 5‘- oder 3‘-Orientierung aufweist.'’” Anstelle
des Antikorpers kann auch ein Aptamer verwendet werden, diese Variante konnte sich aber

nicht dursetzten.17®
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Der DNA-Einzelstrang besteht aus 30-40 Nukleotiden, wobei die genaue Lange keinen
Einfluss auf die folgende Ligation aufweist.2’® Im Bereich des Antikorpers spielt die genaue
Basenfolge keine Rolle, wodurch auch ein Poly-Adenin verwendet werden kann. Fir den
Assay werden zwei ,proximity probes” benétigt, deren DNA einmal auf das 5'-Ende und einmal
auf das 3'-Ende endet. Die Basensequenz des Oligonukleotids ist frei zu wahlen, wobei aber

keine Hybridisierung der Enden maglich sein soll.*"®

Fur die Verbindung des Antikdrpers mit dem Oligonukleotid haben sich mit der Zeit
unterschiedliche Methoden entwickelt (Schema 3). Die erste Methode wurde im Jahr 2004
beschrieben. Hierbei wird das freie Amin des Antikbrpers mit Succinimidyl-4-[p-
maleimidophenyl]butyrat (SMPB) gekuppelt (Schema 3, A). Das Maleimid kann im weiteren
Schritt mit einem terminalen Thiol an der DNA verbunden werden.?*? Eine andere Methode
beschreibt die Biotinylierung des Antikérpers und die kovalante Bindung von Streptavidin an
das 3'- beziehungsweise 5-Ende der DNA (Schema 3, B). Durch die starke Interaktion von

Biotin und Streptavidin werden der Antikérper und das Oligonukleotid verknuipft.24?

0 O o} Q ]
e DMSO, PBS .
Antikorper—NHy + QN(?_\—@N% W Ant|korperN?|_\—@N;:
0 0o °

A)

) 0] O, o

Antikérper—NH N || + HS—OligonukI. M Antikérper—NH N
2h, RT

0] 0]

S— Oligonukl.
B)

o] o)

.
HN” “NH HN™ "NH 8 .
HT(\/\H/Z—SH + Streptavidin—Oligonukl, ———— HT(\/\H/UH -~ § —Oligonuk.
Antikérper—N Antikérper —N 2
S S 5
o] o]

Schema 3: Vergleich der gangigsten Methoden der Antikorper-Oligonukleotid-Verbindung.?#? 243 (DMSO =
Dimethylsulfoxid, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure)

Die vorbereiteten Proben werden auf die Losung des zu untersuchenden Proteins gegeben
und bis zu 2 h inkubiert. Darauffolgend wird eine Mischung aus Konnektoroligonukleotid,
Ligase und Polymerase hinzugefiigt. Im ersten Schritt binden die Antikdrper der Probe an das
ausgewahlte Protein, im zweiten Schritt werden die rdumlich nahen DNA-Oligomere der Probe
unter Zuhilfenahme des Konnektoroligonukleotids ligiert (Schema 4). Das Konnektornukleotid
besteht aus = 25 Basen, wobei jeweils 10 Basen mit den Enden der Oligonukleotide paaren.
Dieser kurze Uberlapp garantiert hohe Selektivitat und wenige falsche Amplifikate im

folgenden Schritt.1’® Eine Ligase verbindet die Einzelstrange zu einem Strang.

37



EINLEITUNG

) 5 3 ) 3 5
/I~ N\
5' 3
Ligase

Schema 4: Ligation der raumlich nahen Oligonukleotide mittels Ligase.'"®

Im dritten Schritt wird das erzeugte DNA-Fragment mittels Primern und Polymerase
amplifiziert. Dieses Amplifikat kann durch gPCR detektiert werden (Schema 5).

qPCR %
Sk

Schema 5: Ablesen des DNA-Strangs mittels PCR und anschlieRender fluorometrischer Detektion.176

Diese beschriebene Variante dient vor allem der Quantifizierung von Proteinen, wohingegen
eine Lokalisation des Proteins im Gewebe so nicht méglich ist. Im Jahr 2006 wurde die Lésung
dieses Problems aufgezeigt, der in situ PLA.X"® Das Prinzip dahinter ist die Nutzung einer
rolling circle amplification (RCA). Wie zuvor werden hoch affine Antikorper verwendet, deren

angeknupfte Oligonukleotide sich stark von denen im urspringlichen Assay unterscheiden.

Fir die RCA werden zwei Konnektoroligonukleotide benétigt, die komplementar zu den
Proximity-Proben gebundenen Oligonukleotiden passen. Die gebundenen Oligonukleotide
besitzen beide ein 3'-Ende, wobei ein Ende als Primer genutzt wird (Schema 6). Das andere
Ende wird unpassend zum Konnektoroligonukleotid mit 2‘0-Methyl-RNA versehen (Schema
6, orange). Diese Madifikation wird zum Schutz vor Exonukleasen benétigt, verhindert aber

auch die Anlagerung an das Konnektoroligonukleotid.*’®

SN = N

Antikorper
N N\ —
Antikorper Antikorper
3 3

Antikorper

Schema 6: Aufbau der RCA aus zwei Konnektoroligonukleotiden und zwei antikdrpergebundenen Oligonukleotiden
mit anschlieBender Ligation.'”®

Mittels Ligase werden die Konnektoroligonukleotide zu einer zirkuldren DNA verbunden
(Schema 6). Im Folgenden wird die RCA begonnen, dabei dient ein Oligonuleotid als Primer

fur die Amplifikation des zirkularen DNA-Fragments (Schema 7). Nach einer Stunde wird das
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bis zu 1000-fache, einzelstrangige Amplifikat der zirkularen DNA in der random coil

Konformation am Antikorper erhalten.®

D
RN

N = S

Antikorper
N\ S— N S—
Antikorper Antikorper
3

3

Antikorper

Schema 7: RCA des zirkularen DNA-Fragments.17®

Im letzten Schritt kann durch den Einbau farbstoffgebundener dNTPs oder durch
Hybridisierung fluoreszenzgelabelter Oligonukleotide der Assay ausgelesen werden (Schema
8)_178

D AR

- Y —
—
< A Dy
N o~
Antik J Antik m%
ntikorper ntikorper
ﬁ \Antikérper \Antikérper
3

3

Schema 8: Fluorometrische Messung der amplifizierten DNA.

Mit dieser Technik kann der Ort eines spezifischen Proteins im Gewebe untersucht werden.
Allerdings bringt diese Technik auch noch einen weiteren Vorteil. Bis zu diesem Punkt dient
der Assay einzig der Quantifizierung (QPCR) und der Lokalisation eines Proteins (RCA).
Allerdings ist gerade der Nachweis eines Proteindimers beziehungsweise -multimers im
Gewebe, die Proteinkolokalisation, ein essenzieller Schritt im Verstandnis der Wirkungsweise
von Proteinen. Und diesen ermdglicht der PLA mit RCA Erweiterung mit einer Auflésung von

= 40 nm,*"® genau dem Wert, der flr die Detektion von Rezeptordimeren benétigt wird.

Bis dato waren nur Systeme bekannt, die rekombinanter DNA-Techniken bedurften, wie zum
Beispiel das Hefe-Zwei-Hybrid-System!®! oder der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)
mit fluoreszierenden Proteinen (BRET).?** Als einzige Methode kann die Co-
Immunoprézipitation ohne rekombinante DNA-Techniken benutzt werden, weist aber

Nachteile bei der Auswertung auf (Hitze, Detergenzien).?4°
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In Schema 9 ist eine Zusammenfassung des PLA am Proteinmonomer (Schema 9, A) sowie
an Proteinmultimeren (Schema 9, B) dargestellt. FUr beide kann die Quantifizierung durch
gPCR durchgefiihrt werden (Schema 9, a), wodurch die Menge an einzelnem Protein
beziehungsweise Multimeren bestimmt werden kann. Durch die Erweiterung mittels der RCA
kann die Lokalisation von Einzelproteinen (Schema 9, b), aber auch die Kolokalisation von
Multimeren (Schema 9, c¢) erreicht werden. Diese breite Palette an Anwendungsmdglichkeiten
lasst das PLA in die Liga von FRET, BRET und Western Blot aufsteigen. Aber weist der PLA

auch Vorteile gegenuber diesen auf?

A) Proteinmonomer

a) Quantifizierung

5' 5 3 N —
| 3 . —_
PCR St
meess - L -
. —E
Proteln —

b) Lokalisation

-
AL = gl =

B) Proteindi- und multimere

o
[

a) Quantifizierung

5' —_—

| 3' . -
Ligase qPCR 3
J—L

c) Colokalisation

-
F7~§wﬂ

&) &]
15

Schema 9: Zusammenfassung der PLA beziehungsweise RCA-PLA Technik am A) Proteinmonomer und an B)
Proteindi- und multimeren mit den unterschiedlichen Methoden zur a) Quantifizierung, b) Lokalisation und c)
Kolokalisation.

1.9.4 Sensitivitatsvergleich

Im Abschnitt 1.9.3 wurde bereits der Vorteil gegentiber anderen Methoden, wie dem Hefe-
zwei-Hybrid System und FRET herausgestellt. Aber wobei liegt der Vorteil gegenuber

klassischen Immunoassays, wie ELISA beziehungsweise Western-Blot?
Wie Abbildung 21 zeigt, liegt der Vorteil des PLA in der Sensitivitat.
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Abbildung 21: Vergleich der Detektionslimits von Proximity Ligation, ELISA, ELISA-RCA?*6 und Western Blot an
Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-4 (IL-4) und am Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF).""

Liegt der Western Blot bei der detektierbaren Menge im pikomolaren Bereich, kommen ELISA
und ELISA-RCA schon in den niedrigen femtomolaren Bereich. Allein der Proximity Ligation
Assay schafft niedrige attomolare Mengen der Proteine nachzuweisen. Im Vergleich der
Konzentrationen bietet sich ein &hnliches Bild. Wahrend das Enzym beim Western Blot in
mikromolarer Konzentration vorliegen muss, detektieren ELISA und ELISA-RCA bei
pikomolaren Konzentrationen. Nur der Proximity Ligation Assay schafft niedrige femtomolare

Konzentrationen des Zielproteins zu detektieren.

Dies bietet den Vorteil, bereits geringe Mengen des Zielproteins in geringer Konzentration zu

detektieren.

1.9.5 Anwendungsbeispiel

In Abschnitt 1.8.4 wurde das A2aAR-D;DR-Heteromer genauer beleuchtet und eine
Verbindung zum PLA hergestellt. Im Folgenden soll auf die Verwendung des PLA bei der

Charakterisierung des Heteromers eingegangen werden.

Das erstes Beispiel der Untersuchung der Dimerbildung mittels PLA wurde von Trifilieff et al.
vorgelegt.?*” In der Forschungsarbeit wurde das Aza-D.-Heteromer untersucht, welches von
signifikanter Bedeutung bei der Parkinsonschen Krankheit ist.??° 2*® Bis dato war die Dimer-
beziehungsweise Oligomerbildung der Aza-Do-Rezeptoren, auf Grund von fehlender
Methoden, ein umstrittenes Feld.?*® Zwar wurde mittels FRET Oligomerbildung nachgewiesen,
wies dabei aber drastische Methoden zur Visualisierung auf.?>® Als Nachweis sollte deshalb
das sensitivere PLA-System verwendet werden. Die daflr genutzte Variante des PLA
(Duolink) basiert auf insgesamt vier Antikdrpern. Zwei dieser Antikdrper binden jeweils den
gewinschten Rezeptor, die anderen zwei binden jeweils den proteingebundenen Antikdrper
und tragen das Oligonukleotid. Sind die beiden Oligonukleotide, und somit die Proteine in
raumlicher Nahe, kann die Ligation, Amplifikation und Visualisierung stattfinden. Der maximale

Abstand liegt bei dieser Methode bei = 16 nm.?*” Zunachst wurde sowohl der D,-Rezeptor, als
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auch der Aza-Rezeptor im dorsalen Striatum der Maus, unabh&ngig voneinander, mittels PLA

lokalisiert. Im néchsten Schritt konnte die Dimerbildung des Aza-D;-Rezeptorpaars mittel PLA

nachgewiesen werden (Abbildung 22).

Abbildung 22: Ausschnitt aus ex vivo striatalen Scheiben einer Maus. Im Wildtyp (g) lokalisieren weie Punkte
Aza-D2-Dimere (roter Kreis). In den beiden Knock out Mutanten (KO, h, i) sind keine weiRen Punkte zu erkennen.?47

Diese Ergebnisse konnten in den Folgejahren auch von anderen Arbeitsgruppen bestéatigt

werden, sodass heute kein Zweifel mehr an der Existenz der Heteromere besteht.24°

1.9.6 Zusammenfassung

Alles in allem ist der Proximity Ligation Assay eine Methode zur
Proteindetektion, -quantifizierung, -lokalisation und -kolokalisation. Die Vorteile liegen in der
ausgedehnten Bandbreite an Anwendungsgebieten durch die Wahl der Antikdrper, dem
grol3en Konzentrationsbereich, in dem Proben nachgewiesen werde kénnen und der daraus
resultierenden Mdoglichkeit der Untersuchung natlrlichen Gewebes. Dies wird durch den
Verzicht von rekombinanten DNA-Techniken unterstitzt. Somit bietet die Methode eine exakte
Mdglichkeit der Proteindimeruntersuchung in korrekter Auflésung (40 nm), mit hoher

Sensitivitat in natlirlichem Gewebe.

Aber gibt es auch Nachteile?

1.9.7 Das Problem des PLA

Die hohe Sensitivitdt (Abbildung 21) des Assays kann nur gewahrleistet werden, wenn
selektive Antikérper vorhanden sind. Das Problem, selektive Antikérper zur Detektion
spezifischer GPCRs zu erhalten, wird aber bereits in der Literatur diskutiert.?>* So mehren sich
Beispiele, bei denen die Selektivitat bestimmter Antikorper angezweifelt, beziehungsweise
vollig in Frage gestellt wird.?®%- 252 Das Problem stellt dabei die hohe Homologie der GPCRs in
ihren Subtypen dar.?®2%3 Dies scheint aber nicht das einzige Problem zu sein, wie Studien mit
Knockout-Mutanten zeigen.?®! 2% Hierbei binden die Antikdrper, obwohl der Rezeptor nicht
exprimiert wird. Das bedeutet, dass sie sogar andere, von den Subtypen unabhangige GPCRs
erkennen. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen, ware die Fokussierung auf die N-

beziehungsweise C-terminalen Enden des Rezeptors. Aber auch hier finden sich Beispiele,
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bei denen eine Selektivitat nicht vorhanden ist.?*®* Neben diesen Selektivitétsproblemen lasst
sich die Abstandsbestimmung teilweise anzweifeln. Bedenkt man das Verhéltnis von
Antikorper + Oligonukleotid zu extrazellularer Rezeptoroberflache, kann es zu fehlerhaften,
falsch positiven Ergebnissen flhren. Dies verleitete den Autor einer kirzlich erschienenen
Veroffentlichung zu der Aussage, dass in situ PLA nicht besser sei als ,[...] classical

immunofluorescence co-localization.”.2%6

Die Losung dieses Problems bietet der Austausch der Antikbrper gegen Agonisten oder

Antagonisten, kurzum zu ,small molecules®.

1.10 Computergestutzte Berechnungs- und Simulationsmethoden

Der Austausch von Antikérpern zu ,small molecules® bringt neue Herausforderungen in der
Sondenentwicklung. Wie spater gezeigt wird, ist das Wissen Uber die Lage eines mdglichen
Liganden in der Bindungstasche essenziell. Um diese Herausforderungen zu meistern, werden

Daten von computergestitzten Berechnungsmethoden erhoben.

1.10.1 MODELLER

Das Programm MODELLER wurde entwickelt, um Homologiemodelle von Proteinen zu
generieren, deren Strukturen noch nicht bekannt sind (zum Beispiel durch Kristallstrukturen).
Um diese Homologiemodelle generieren zu kdnnen, wird zunachst eine Vorlage, ein
sogenanntes ,Templat® benotigt. Dies ist eine experimentell erhaltene 3D Struktur, deren
Aminosauresequenz mit der der Zielsequenz weitestgehend Ubereinstimmt. Fur das Beispiel
des AzAR bietet sich die Kristallstruktur des A;AR an, da diese eine besonders hohe
Sequenzidentitat aufweisen. Insofern ein Templat gewahlt wurde, missen die beiden
Sequenzen ,aligned®, angeglichen werden. Die Software ,EMBOSS Needle* kann fir das
Alignment zweier Sequenzen verwendet werden. Diese wird auf der Internetseite des
European Bioinformatics Institute angeboten und basiert auf dem Needleman-Wunsch
Algorithmus. Weist das Alignment tber 40 % Sequenzubereinstimmung auf, kann davon
ausgegangen werden, dass es korrekt ist. Somit ergeben sich nur Kleine
Sequenzunterschiede, woraus nur kleine Unterschiede in der 3D Struktur resultieren. Dies ist

der fundamentale Ansatz im komparativen Modelling.?*’

Auch wenn die Sequenzidentitat tiber 40 % liegt, bietet es sich an, das Alignment genauer zu

analysieren. Dabei wird wie folgt vorgegangen.?*®
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Helix 1: GXsN or GN
Helix 2: N(S,H)LX3DX7s0P
Helix 3: SXsLX2lX2D(E,H)RY
Helix 4: WXsg P
Helix 5: FXoPX7Y
Helix 6: FX2CW(Y,F)XP

Helix 7/8: LXsNX3sN(D)PX2Y Xs ¢F

Abbildung 23: Auflistung der hochkonservierten Motive in GPCRs. Die unterstrichenen Aminoséuren sind nach
Ballesteros und Weinstein als X.50 zu kennzeichnen (X = Helixnummer).

Identifizieren der hochkonservierten Motive (Abbildung 23)

Identifizieren der Helices

Identifizieren der Disulfidbriicken

Test auf Ubereinstimmung der Templatsequenz und der Zielsequenz unter
Berlicksichtigung der genannten Punkte

Uberpriufung der Lage der Gaps in den intra- und extrazellularen Loops

Mdgliches Entfernen von grof3en Loopabschnitten aus der Sequenz

Eine derartige Analyse ist im Ergebnisteil gezeigt.
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Identifizieren verwandter Strukturen
(Template)

Auswahl eines Templats

Vergleich/Alignment der Zielsequenz
mit der Templatsequenz

Modellierung einer Homologiestruktur
(aus Information der Templatstruktur)

\

Evaluation des Modells

\
Ok?

Nein

Ja

Abbildung 24: Allgemeiner Ablauf des Modellings.?57

Der allgemeine Ablauf des Modellings ist in Abbildung 24 dargestellt. Nachdem das Templat

ausgesucht und das Alignment durchgefiuhrt wurden, kommt nun das eigentliche Modelling.
Fur das Modelling kdnnen drei unterschiedliche Anséatze gewahlt werden:

1.10.1.1 Modeling by Assembly of Rigid Bodies®’
Hierbei wird zunachst das Templat auf strukturkonservierte a-Kohlenstoffe untersucht und
deren Koordinaten als Rahmen festgelegt. Aus dem Alignment werden die Ubereinstimmenden
Aminoséauren der Zielsequenz in diesen Rahmen gelegt und so ein Grundgerist aufgebaut.
Nachfolgend werden die Loops, Seitenketten sowie die Stereochemie modelliert und im letzten

Schritt die Energie minimiert.
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1.10.1.2 Modeling by Segment Matching or Coordinate Reconstruction’
Diese Methode basiert auf der Erkenntnis, dass Hexapeptidsegmente aus Proteinstrukturen
in strukturelle Klassen eingeteilt werden kdnnen. Zunéchst wird die Templatstruktur auf diese
Weise eingeteilt, ebenso die konservierten Bereiche der Zielstruktur. Daraufhin werden, aus
bekannten Proteinstrukturen, die kompletten Hexapeptidsegmente in die so eingeteilten
Bereiche der Zielstruktur eingepasst. Konformationsdnderungen kénnen durch

Energiefunktionen errechnet werden.

1.10.1.3 Modeling by Satisfaction of Spatial Restraints’
Diese, von dem Programm MODELLER verwendete Methode benutzt ,constrains®, also
Beschrankungen der zu generierenden 3D Struktur, die sich aus dem Alignment und dem
Templat ergeben. Diese Beschréankungen werden aus dem Grundsatz abgeleitet, dass
Bindungslangen und Winkel zwischen vergleichbaren Aminoséduren aus Templat und
Zielstruktur gleich sind. Ergénzt werden diese Beschrankungen durch Diederwinkel und Atom-
Atom-Wechselwirkungen, die aus Kraftfeldberechnungen resultieren. Die beste

Homologiestruktur resultiert aus dem Modell, welches die meisten Beschrankungen erfullt.

Das Programm MODELLER generiert zundchst Beschrankungen fir Bindungslangen und
Diederwinkel der Zielstruktur, die auf dem Alignment mit der Targetstruktur beruhen. Diese
raumlichen Beschrankungen werden mit dem CHARMM22 Kraftfeld kombiniert. Die daraus
resultierende Gleichung wird im Kkartesischen Koordinatensystem optimiert und eine

Zielstruktur erhalten.?5’

Die Homologiemodelle werden nach ihrer Gite bewertet. Dies geschieht durch den ,DOPE

(Discrete Optimized Protein Energy) Score®, auf den nicht weiter eingegangen werden soll.?*°
Der gesamte Vorgang wird so haufig wiederholt, bis ein passendes Modell gefunden wurde.

Doch wozu der ganze Aufwand?

1.10.2 Molecular modeling — Protein-Liganden Docking

Ein Bestandteil des ,molecular modelings*® ist das Protein-Liganden Docking. Dieses Verfahren
beruht auf einer gegebenen Proteinstruktur und einem Satz an Liganden, welche in den
Liganden gedockt und deren Wechselwirkungen bewertet werden, um den besten Liganden

und dessen Position zu finden.

Im Folgenden wird das Programm Maestro von Schrédinger und dessen Methode, das ,Glide
(grid-based ligand docking with energetics) Docking“ betrachtet. Dieser hierarchisch
aufgebaute Algorithmus filtert in mehreren Schritten die besten Bindungsposen heraus
(Abbildung 25).269
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"Ligand conformations"l

1. Schritt: "Site-point search"

\ 2.1 Schritt: "Diameter test" /

2.2 Schritt: "Subset test"

2.3 Schritt: "Greedy score"

2.4 Schritt "Refinement"

3. Schritt "Grid minimization"

\

4. Schritt "Final scoring" l
Top hits

Abbildung 25: Der hierarchische Glide ,Funnel“ Docking Mechanismus.2%°

Als Vorbereitung werden mehrere Ligandenkonformationen berechnet, die ein energetisches
Minimum aufweisen. Im ersten Schritt des Glide Dockings wird ein 2 A ,Grid“, ein Gitter/Raster
Uber die Substratbindungstasche gelegt, in dessen Feldern sogenannte ,site-points* bestimmt
werden. Ausgehend von diesen wird in 1 A Einheiten der Weg zur Rezeptoroberflache
gemessen.?®! Ebenso wird der Abstand des Ligandenmittelpunkts zur Ligandenoberflache in
1 A Einheiten gemessen. AnschlieRend werden diese Einheiten/Absténde verglichen und die
besten Liganden gelangen in den zweiten Schritt. Im 2.1 Schritt wird eine Linie zwischen den
beiden, am weitest entfernten Ligandenatomen gezogen, welche ,ligand diameter* genannt
wird. Dies wird flr samtliche Orientierung des Liganden vollzogen. Ausgehend von diesen
Linien wird in einem bestimmten Abstand nach Rezeptoratomen geschaut. Fallen diese in den
vordefinierten Bereich, wird dieser Ligand/Orientierung des Liganden ausgeschlossen. Im 2.2
Schritt wird die Rotation des Liganden um den ,ligand diameter® mit einbezogen, und die
Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen sowie Ligand-Metall-Wechselwirkungen in
einer ,Scoring function“ bewertet. Ist der erhaltene Wert ausreichend, wird im Schritt 2.3 der
Gesamtscore, bestehend aus allen moglichen Interaktionen des Liganden mit dem Rezeptor
berechnet. Dieser ,greedy score” ist nicht besonders aussagekraftig, da sich die Position der
Atome des Liganden auf die Positionen der ,site-points” beziehen, welche fix im Abstand von
1 A zu finden sind. Um einen realistischen Wert zu erzielen, wird den Atomen erlaubt, sich um
1A in x-, y- und z-Richtung zu bewegen und erneut berechnet. Diese Stufe nennt sich
,Refinement“.?%! Im 3. Schritt werden die gefundenen Anordnungen der Liganden mittels
Energiefunktion ,OPLS-AA force-field® in Verbindung mit einem distanzabhangigen
dielektrischen Modell minimiert. Diese minimierten Anordnungen der Liganden werden unter
Zuhilfenahme einer Monte-Carlo-Rechnung bezlglich ihrer Torsionswinkel Uberprift und

minimiert, welches vor allem bei peripheren Ligandeneinheiten von Nutzen ist. Im letzten
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Schritt werden fir die besten Orientierungen ,,GlideScores* berechnet. Diese leiten sich vom
ChemScore ab. Im Folgenden ist die Gleichung fur die Berechnung des GlideScores

dargestellt, 260 261
GScore = 0.05 - Evaw + 0.15- Ecou + ELipo + Enponda + Emetar + Epen + Erots + Esite

Der GScore besteht aus der van-der-Waals Energie E, 4, der Coulomb Energie E¢,,,;, €inem

Wert fiir lipophile Interaktionen E,;,,, einem Wert flir Wasserstoffbrtickenbindungen Eypona,

einem Wert flr Metallbindungen Ejy.:q;, €inem generell Wert fir Energiegewinn Ep,.,, zum
Beispiel durch hydrophobe EinschlielBungen und korrelierte Wasserstoffbindungen, einer
Strafe fur nichtdrehbare Einfachbindungen Ex,.z und einem Wert fir polare Interaktionen mit

der Bindungstasche Eg;;,, die nicht auf Wasserstoffbriickenbindungen beruhen.2¢0: 261

Mit einer Kristallstruktur oder einem Homologiemodell kann eine beliebige Anzahl an Liganden
gedockt und deren Orientierung im Rezeptor vorausgesagt werden. Diese redundante Technik

kann zusatzlich noch automatisiert werden, um weitere Zeit zu sparen.

1.10.3 KNIME Workflow

Das Problem bei der Generierung von Homologiemodellen durch MODELLER ist die
Bewertung der Gite der Systeme. Zwar gibt es gute Bewertungssysteme, wie den DOPE
Score, doch bewerten diese einzig die Wahrscheinlichkeit der Stabilitat des Proteins. Eine

bessere Bewertungsmethode soll im Folgenden dargelegt werden.

In der Familie der Adenosinrezeptoren gibt es hohe Verwandtschaftsgrade untereinander.
Nichtsdestotrotz sind Liganden bekannt, die selektiv an einem der vier Rezeptoren binden.
Das bedeutet, dass durch wenige Unterschiede in der Sequenz, komplett unterschiedliche
Verbindungen am Rezeptor binden. Um die Giite eines AsAR-Homologiemodells zu belegen,
welches aus der Templatstruktur des A;AR erstellt wurde, sollten A;AR-Liganden und AzAR-
Liganden an den Homologiemodellen gedockt werden. Das Homologiemodell, welches das
beste Dockingergebnis mit AsAR-Liganden zeigt, ist gleichzeitig das am besten generierte
Homologiemodell. Somit kann die Giite generierter Modelle mittels wissenschaftlich erhaltener
Daten untermauert werden. Diese Prozedur ist allerdings zeitintensiv und miisste automatisiert

werden. Fir solche Aufgaben wurde die Software KNIME entwickelt.

Die Software ,KNIME®, der ,Konstanz Information Miner®, ist eine in Java programmiertes
System, welches das automatische Wiederholen redundanter Tatigkeiten durch ein modulares
Pipeline-Konzept erméglicht. Mit der Erweiterung auf Maestro Schrddinger kbnnen Dockings

und andere in Maestro Schrodinger durchgefiihrte Berechnungen automatisiert werden.

Das Programm basiert auf einem Drag & Drop System, bei dem Module, sogenannte ,Nodes*

mittels Linien verbunden werden. Diese Nodes reprasentieren spezielle Anwendungen, wie
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zum Beispiel ein ,Joiner®, welcher zwei Tabellen in eine kombiniert. Je nach Anordnung
werden die Nodes Schritt flr Schritt abgearbeitet. Im Folgenden soll eine kurze

Veranschaulichung dargestellt werden.

Molecule Reader
(to MAE)

H»

known active compounds
Molecule Reader

(to MAE) Ligand preparation
a- 2

known inactive compounds
Molecule Reader

(to MAE)
H»

Decoy

Abbildung 26: Drei ,Molecule Reader Nodes von Schrédinger, die mit einer verpackten Node ,Ligand
preparation“ verbunden sind.

In Abbildung 26 sind von der Firma Schrodinger bereitgestellte Nodes dargestellt, deren
Aufgabe das Einlesen von .mol2 Dateien sind. Vorab wird der Node das Verzeichnis der .mol2
Dateien gegeben. Daraufhin liest die Node das Verzeichnis ein und wandelt die .mol2 Dateien
in .mae Dateien um. Im nachsten Schritt werden die eingelesenen Daten zum grauen Kasten
sligand preparation” geleitet, dargestellt durch Linien. Die Ampel unter den orangen Nodes
dient als Statusmeldung, ob eine Node nicht angeschlossen (rot), bereit (gelb), erfolgreich

(gruin) ist/war oder ein Fehler vorliegt (gelbes Achtung-Zeichen).

Random Numbers Table Row To
Generator Variable Loop Start
@ » > oo e
Java Snippet .
(simple) Rt_n: Filter Loop End LigPrep q

—+l »

> > 2 > 8,
ct-id

Abbildung 27: Teilweiser Inhalt des grauen Kastens ,Ligand preparation®.

In Abbildung 27 ist der teilweise Inhalt des grauen Kastens aus Abbildung 26 dargestellt. Dabei
handelt es sich um eine Zusammenfassung mehrerer Nodes in eine ,Wrapped Node*. Ziel
dieses Workflows ist die zufallige Auswahl von 100 Molekilen aus einer Sammlung von tber

120000 Molekulen mit anschlie3ender Verarbeitung.
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Die Daten aus der Node ,Molecule Reader” werden als nachstes zur Node ,Java Snippet, ct-

id“ geleitet. Vor dieser Node sieht das Ergebnis wie folgt aus (Abbildung 28).

RowiD |BFcT
Row0 Molecule: ZINCOD003015 #atoms: ...
Rowl Molecule: ZINCOO003662 #atoms: ...
Rowz2 Molecule: ZINCOD009202 #atoms: ...
Row3 Molecule: ZINCOD031727 #atoms: ...
Row4 Molecule: ZINCO0031891 #atoms: ...
Row5 Molecule: ZINCO0D033334 #atoms: ...
Row6 Molecule: ZINCOD062435 #atoms: ...
Row7 Molecule: ZINCO0D062436 #atoms: ...
Rows Molecule: ZINCOD067 498 #atoms: ...
Row9 Molecule: ZINCO0D067501 #atoms: ...
Rowl0 Molecule: ZINCO0072422 #atoms: ...
Rowll Molecule: ZINCOD0O820680 #atoms: ...
RowlZ2 Molecule: ZINCO0D083818 #atoms: ...
Rowl3 Molecule: ZINCOD086904 #atoms: ...
Rowld Molecule: ZINCOD089825 #atoms: ...
RowlS Molecule: ZINCOD089832 #atoms: ...
Rowls Molecule: ZINCOD089874 #atoms: ...
Rowl7 Molecule: ZINCO00S89910 #atoms: ...
Rowls Molecule: ZINCO0105410 #atoms: ...
Rowlg Molecule: ZINCOD107068 #atoms: ...
Row20 Molecule: ZINCO0107874 #atoms: ...
Rowz2l Molecule: ZINCO0D168679 #atoms: ...
Row22 Molecule: ZINCOD200607 #atoms: ...
Row23 Molecule: ZINCOD202467 #atoms: ...
Row24 Molecule: ZINCO0D202471 #atoms: ...
Row25 Molecule: ZINCOD213648 #atoms: ...
Row26 Molecule: ZINC00249594 #atoms: ...
Row27 Molecule: ZINCO0D249762 #atoms: ...
Row28 Molecule: ZINCO0273529 #atoms: ...
Row29 Molecule: ZINCO0313690 #atoms: ...
Row30 Molecule: ZINCO0324189 #atoms: ...
Row31 Molecule: ZINCO0326099 #atoms: ...
Row32 Molecule: ZINCO0326157 #atoms: ...
Row33 Molecule: ZINCO0D326163 #atoms: ...
Row34 Molecule: ZINCO0326170 #atoms: ...
Row35 Molecule: ZINCO0326554 #atoms: ...

Abbildung 28: Die Tabelle gibt die Ergebnisse des ,Molecule Reader an.

In der ersten Spalte ist die fortlaufende Nummer RowlID lokalisiert. Die zweite Spalte beinhaltet
die von Maestro lesbare Datei des Molekiils, mit Namen und Anzahl der Atome. Nachdem das

Java Programm gelaufen ist, sieht die Tabelle wie folgt aus (Abbildung 29).
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RowlD [BFcCT [1] tteratior
Row0 Molecule: ZINCOO003015 #atoms: ... |1
Rowl Molecule: ZINCO0D03662 #atoms: ... |2
Row2 Molecule: ZINCO0009202 #atoms: ... |3
Row3 Molecule: ZINCO0031727 #atoms: ... |4
Rowd Molecule; ZINCO0031891 #atoms: .. |5
RowS Molecule: ZINC0O0033334 #atoms: ... |6
Row6 Molecule: ZINCO0062435 #atoms: ... |7
Row? Molecule: ZINCO0062436 #atoms: ... |8
Rowg Molecule: ZINCOODE7498 #atoms: ... |9
Rowg Molecule: ZINCO0O057501 #atoms: ... |10
Rowl0 Molecule: ZINCO0072422 #atoms: ... |11
Rowll Molecule: ZINCOOD82060 #atoms: ... (12
Rowl2 Molecule: ZINCO0083818 #atoms: ... |13
Rowl3 Molecule: ZINCO0085904 #atoms: ... |14
Rowl4 Molecule: ZINCOOOBS825 #atoms: ... [15
RowlS Molecule: ZINCOO0B9832 #atoms: ... 16
Rowl6 Molecule: ZINCO0O089874 #atoms: ... |17
Rowl7 Molecule: ZINCO0O089910 #atoms: ... |18
Rowl§ Molecule: ZINCO0105410 #atoms: ... 18
Rowlg Molecule: ZINCO0107068 #atoms: ... |20
Row20 Molecule: ZINCO0107874 #atoms: ... |21
Row21 Molecule: ZINCO01E8679 #atoms: ... 22
Row22 Molecule: ZINCO0O200607 #atoms: ... [23
Row23 Molecule: ZINCO0202467 #atoms: ... |24
Row24 Molecule: ZINCO0202471 #atoms: ... |25
Row25 Molecule: ZINCO0213648 #atoms: ... [26
Row26 Molecule: ZINCO0249594 #atoms: ... |27
Row27 Molecule: ZINCO0249762 #atoms: ... |28
Row28 Molecule: ZINCO0273529 #atoms: ... 28
Row29 Molecule: ZINCO0313590 #atoms: ... |30
Row30 Molecule: ZINC0O0324189 #atoms: ... |31
Row31 Maolecule: ZINCO0326089 #atoms: ... [32
Row32 Molecule: ZINCO0326157 #atoms: ... 33
Row33 Molecule: ZINCO0326163 #atoms: ... |34
Row34 Maolecule: ZINCO0326170 #atoms: ... |35

Abbildung 29: Resultat der Node ,Java Snippet, ct-id".

Zu den bereits vorhandenen Spalten wurde eine weitere Spalte hinzugefugt, welche eine
fortlaufende Zahl von 1-120000 beinhaltet.

Die Ergebnisse aus dieser Node werden zur ndchsten Node, dem ,Row Filter geleitet. Dieser
Filter lasst nur definierte Zeilen durch. Die Definition wird Uber die Node ,Random Numbers
Generator” geregelt. Diese Node ermittelt eine festgelegte Anzahl von zufélligen Nummern
aus einem festgelegten Zahlenabschnitt. In diesem Fall 100 zufallige Nummern zwischen 0—
120001. Diese 100 zufalligen Nummern werden in einer Schleife , Table Row to Variable Loop
Start”“ sukzessive als Definition fur den ,Row Filter* verwendet. Als Ergebnis der Schleife ,Loop
End“ sind noch 100 Verbindungen, deren Wert in der Spalte Iteration mit der zufallig

generierten Zahl Gibereinstimmt, in der Tabelle enthalten.

Zuletzt werden diese 100 Verbindungen mit der Node ,LigPrep“ fur ein folgendes Docking

préapariert.

Dieser kurze Ausschnitt zeigt den grol3en Nutzen der Software, redundante und

zeitaufwendige Ablaufe automatisieren zu kénnen.
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2. Ziel und Konzeption der Forschungsarbeit

Hauptziel der Forschungsarbeit ist die Synthese von Wirkstoff-Sonden zur Etablierung von
Proximity Ligation Assays (PLA) fur G-Protein-gekoppelte Adenosin- und Dopamin-
Rezeptoren, speziell fir die Subtypen Ai, Aca, Az, Az und D./Ds;, auf der Basis eines
Baukasten-artigen Ansatzes (Abbildung 30). Dieser soll dartber hinaus fur die Synthese von

Fluorophor-verknipften Wirkstoffen genutzt werden.

\o.{r\,&I:

Linker

Oligonukleotid

Antagonist

Fluorophor

Abbildung 30: Schematische Darstellung des modularen Aufbaus der zu entwickelnden PLA- und Fluorophor-
Sonden bestehend aus Molekl, Linker und Oligonukleotid bzw. Fluorophor.

2.1 Sonden fir den PLA

Fir die Synthese von Sonden fir den PLA sollen die bisher verwendeten Antikdrper (Ak) durch
Rezeptor-Antagonisten ausgetauscht werden.

) G aterl

Ak-Sonde Antagonist Linker Oligonukleotid

Abbildung 31: Austausch der Ak-basierten Sonde durch Antagonist-basierte Sonden.
2.1.1 Anforderungen

Bei dem Ersatz von Antikérpern durch ,small molecules® in PLA-Sonden missen folgende

Anforderungen erflillt werden.
1. Affinitat

Die Affinitat beschreibt die Bindungsstarke des Liganden zum Rezeptor. Diese ist
ausschlaggebend fir die spatere Gite des Assays. Bindet ein Ligand nur mit geringer Affinitéat
an den gewunschten Rezeptor, kann dieser Ligand schnell vom Rezeptor abdissoziert oder
verdrangt werden.  Affinitatsstudien sind daher essenzieller Bestandteil der

Sondenentwicklung.

52



ZIEL UND KONZEPTION DER FORSCHUNGSARBEIT

2. Selektivitat

Der Ligand muss eine hohe Selektivitat zu einem Rezeptorsubtyp aufweisen, das heifdt, er soll
nur an einen Rezeptor binden. Jede Modifikation kann die Selektivitat verdndern und jedes

Derivat muss daher auf Selektivitdt zum Target hin untersucht werden.
3. Orientierung des Liganden

Die ersten beiden Punkte heben Qualitatsmerkmale der Liganden hervor. Um diese schon
zuvor abschétzen zu kénnen, braucht es biologische Daten und Modelle. Aus einer Bibliothek
bekannter Liganden kénnen solche ausgewahlt werden, die die oberen beiden Punkte erflllen.
Sobald jedoch Modifikationen am Liganden vorgenommen werden, kénnen sich Affinitat und
Selektivitat andern. Daher ist es essenziell, die Orientierung des Liganden in der
Bindungsstelle des Rezeptors zu kennen, um fundierte Aussagen Uber eine Toleranz
gegeniber Modifikationen treffen zu kénnen. Falls die Orientierung zunachst unklar ist, kdnnen

durch computergesttitzte Berechnungsmodelle Hinweise erhalten werden.

2.1.2 Konkrete Planung

Zunachst wurden Antagonisten mit hoher Affinitat zu den jeweiligen Adenosinrezeptoren (AR)
ausgewahlt. Der Fokus liegt dabei auf Antagonisten, da durch Agonisten aktivierte Rezeptoren
internalisieren kbnnen und somit die spatere Detektion verhindert wiirde. Es sollen alle AR-
Subtypen, A1, Aza, Azs, Az, abgedeckt werden. Die Auswabhl soll auf der Basis experimenteller
Daten getroffen werden (Tabelle 7). Fir den A:AR und den A2xAR sind kristallographische
Daten verflgbar, fir den AxsAR und den AzAR hingegen nicht. Fir den A:AR wurde
Toponafylline als Ausgangsstruktur ausgewahlt, fir den A2»AR das hochselektive Preladenant.
PSB-1901 wurde als A;sAR-Antagonist ausgewahlt, welches ebenfalls eine besonders hohe

Selektivitat aufweist.
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Tabelle 7: Auswahl der Liganden zur Modifikation fiir den PLA.

Rezeptor AAR AnAR AsAR

Struktur . \Aftn o
N o]
YT COL | A O
o N N
LoD p ~N Iy : O
o NH ol ! K/N\/\N\/S/& N
-

Name Toponafylline?? Preladenant®®? PSB-1901%%4
Affinitat | A 7.4 nM > 1.000 nm > 1.000 nm
(humane 1 A, 6410 nm 0,9 nm > 1.000 nm
Rezeptoren)
Az 90 nm > 1.000 nm 0,084 nm
As > 10.000 nm > 1.000 nm > 1.000 nm
Selektivitat 12-fach > 1.000-fach > 10.000-fach

Die Kriterien fur die Auswahl dieser Liganden waren neben ihrer Affinitdt und Selektivitat auch
die Mdglichkeit zur Modifikation. Da fir A1AR und A2sAR Co-Kristallstrukturen vorhanden
waren, konnte die aus dem Rezeptor weisende Seite leicht identifiziert werden. Fir den AsAR
war dies schwieriger; es wurde auf Erfahrungen aus der Arbeitsgruppe zurlickgegriffen, in der
auf der Basis von Struktur-Wirkungsbeziehungen Bindungsmaodelle erstellt worden waren. Fir
den AsAR musste ein neuartiger Ansatz entwickelt werden, um eine geeignete Struktur

auswahlen zu koénnen.

Zusatzlich zu den AR sollte ein moglichst selektiver Dopamin-D;-Rezeptor-Antagonist
entwickelt werden. Mit diesem sollte eine Detektion des A:aAR-D.DR-Heteromers als Proof of

Concept ermdglicht werden.

Bevor die Planungen fiir die Modifikation der Liganden beginnen konnten, musste zunachst
die Art des Linkers und dessen funktionelle Gruppen festgelegt werden. Der Linker dient als
Abstandshalter zwischen dem ,small molecule“-Rezeptorliganden und dem Oligonukleotid. Er
bietet die Moglichkeit, die Oligonukleotide mit dem Rezeptorliganden zu verknipfen. Da der
Linker aufgrund des wassrigen extrazellularen Milieus méglichst polar sein sollte, und um eine
Interkalation in die Membran zu verhindern, soll ein Polyethylenglykol-Linker (PEG-Linker)
verwendet werden. Auf der einen Seite soll eine Aminfunktion genutzt werden, auf der anderen
Seite eine Carbonsauregruppe (Abbildung 32). Dies ermdglicht die selektive
Funktionalisierung des Linkers im spateren Verlauf der Synthesen. Die Bestimmung der
jeweils optimalen Linkerlange ist fur jeden Liganden erforderlich. Dafiir sollen zun&chst
bifunktionalisierte Polyethylenglykol-Derivate mit 4, 8, 12, 16 und 20 Einheiten hergestellt

werden.
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0]
N &OMOH

Abbildung 32: Darstellung des Linkers, wobei n = 4, 8, 12, 16 und 20 Einheiten betragen soll.

AnschlieRend wurde die Synthese der Liganden geplant. Die Grundidee basierte dabei auf
dem Baukastenprinzip. Alle drei Bestandteile, ,small molecule®, Linker und Oligonukleotid
sollten durch endstandige Saure- oder Aminogruppen funktionalisiert werden. Dies wirde es
im spateren Verlauf erlauben, auch andere Reportermolekiile, wie Fluorophore, mit den
Liganden zu verknipfen. In Abbildung 33 sind drei der geplanten Liganden dargestellt.
Toponafylline (1) bedarf keiner Modifikation, da es bereits eine Carboxylatgruppe trégt. Bei
Preladenant wird die Methoxyfunktion zur Saure umgewandelt. Aus der Kristallstruktur l&sst
sich dabei abschatzen, dass diese Seite des Molekuls extrazellular orientiert ist. Fir PSB-1901
wird das Bromatom in 4-Position des Phenylrings durch eine Sauregruppe ersetzt. Dies ist ein
gewagter Versuch, da der Bromsubstituent flr die selektive Bindung aufgrund seiner

postulierten Halogenbindung an den Rezeptor wichtig sein konnte.

(0]
H
\/\N N 90
i i A )—@Sé
H \
\/\N N NH, O\)kOH (¢} H N N \/
PP o 0 Ny A S
0 >N N @_« NN N N
H OH 4 NE

LA Q

(¢}
1 2 3

Abbildung 33: Auswahl der zu synthetisierenden Liganden: Toponafylline (1), ein Ai-Antagonist, Preladenant-
Derivat 2, ein A2a-Antagonist, und das PSB-1901-Derivat 3, ein A2g-Antagonist.

Als Proof of Principle sollen nachfolgend die Antagonisten 1, 2, und 3 sowie deren
Linkeraddukte mit unterschiedlichen Linkerlangen auf ihre Rezeptor-Affinitat und Selektivitat
gepruft werden. Als finaler Prototyp soll ein geschiitztes Adenosinderivat als Modellsubstanz
fur das Oligonukleotid dienen; die Affinitat sowie Selektivitat des entsprechenden Addukts soll

bestimmt werden, um abschéatzen zu kénnen, ob eine Substitution vom Rezeptor toleriert wird.

Fallen die Ergebnisse positiv aus, soll im Rahmen einer Kooperation mit PD Dr. Andreas
Brunschweiger, TU Dortmund die festphasenunterstitzte Synthese der Oligonukleotid-

gebundenen Sonden erfolgen (Schema 10).
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Schema 10: Beispiel einer festphasengebundenen Oligonukleotid-Linkerkupplung.

Der Plan sieht vor, die Synthese der Sonde vollstandig an der Festphase durchzufuhren. Mit
Hilfe des zuvor etablierten modularen Aufbaus der Sonde aus ,small molecule®, Linker und
Oligonukleotid sollen diese, in umgekehrter Reihenfolge zur Synthese, mittels Merrifield-

Peptidsynthese verknilpft werden.

Fur den AsAR wird eine alternative Strategie gewahlt. Da keine Kristallstruktur vorhanden ist,
wird zunachst aus dem A;AR ein Homologiemodell des AsAR generiert und anschlieRend die
Orientierung moglicher AsAR Antagonisten mittels Docking Uberprift. Darauf aufbauend soll

dann eine sinnvolle Synthese vorgeschlagen und die Sonde generiert werden.

2.2 Sonden-Synthese fir die Untersuchung von GPCRs

Sofern sich die Idee des Baukasten-artigen Aufbaus der PLA-Sonden umsetzen lasst, sollen
weitere Sonden hergestellt werden, insbesondere Fluoreszenz-markierte Rezeptorliganden.
Des Weiteren soll die Synthese von geeigneten Wirkstoff-Molekulen fur das ,Drug Targeting*

sowie fur Co-Kristallisationsexperimente (Abbildung 34) ins Auge gefasst werden.

_ D O
Antagonist C\O+V°‘I; Q Mizellen D@N ]

Linker Fluorophor

we

Abbildung 34: Der modulare Aufbau soll die Verwendung polymergebundener Wirkstoffe und Fluorophor-
markierter Rezeptorliganden ermdglichen.
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3. Ergebnisse

Im ersten Teil wird auf die in der Zielsetzung dargestellten Schritte zur Herstellung von PLA-
Sonden eingegangenen. Zunachst werden die Synthesen der Antagonisten und die
Bestimmung ihrer AR-Affinitaten und Selektivitaten beschrieben. AnschlieRend werden die
Linkersynthesen sowie die Herstellung der Ligand-Linker-Addukte dargelegt und die
erhaltenen biologischen Daten diskutiert. Nachdem die beste Linkerlange bestimmt wurde,
wird der Proof of Principle, die Synthese und Testung der Ligand-Linker-Nukleosid-Sonden
erortert. Im letzten Teil wird die Synthese der vollstindigen PLA-Sonden an der Festphase

beschrieben.

Der zweite Teil befasst sich mit der Synthese von fluoreszenzmarkierten Sonden auf Basis
des Toolbox-Ansatzes, der im ersten Teil entwickelt wurde. Die erhaltenen Ligand-Linker-
Addukte werden mit einem BODIPY-Derivat verkntupft und die erhaltenen Fluoreszenzliganden
beziglich AR-Affinitat und Selektivitat untersucht. Der vielversprechendste Ligand wird mit
weiteren Fluorophoren verknipft, um ein maoglichst breites Spektrum an Wellenlangen

abzudecken.

Der dritte Teil umfasst die Synthese von Ligand-Linker-Addukten im Rahmen eines
Kooperationsprojekts mit dem Ziel, ein ,Drug Targeting“ zu erreichen. Ziel ist die Herstellung
modifizierter Mizellen als Wirkstofftrager, welche in der Immuntherapie von Krebs Anwendung

finden sollen.

Im letzten Teil wird die Synthese eines AsAR-Liganden fur Co-Kristallisationsexperimente mit

dem humanen, Ratten sowie Maus-As-Rezeptor beschrieben.
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3.1 Synthese der Sonden fur Proximity Ligation Assays
3.1.1 A;AR-Antagonisten

Der A1AR-Antagonist Toponafylline wurde wie folgt dargestellt.

3.1.11  Toponafylline (1)%%2
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(0] O H OMe
\\V/A\N/utH:NHg o) o) a) \\V/A\N/utH:N
+ >_<S >_< - >
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b) SN N o] o) SN | N
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Schema 11: Reaktionssequenz zu Toponafylline (1) beginnend mit 5,6-Diamino-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion
(4).%52 Reaktionsbedingungen: a) NEts, HATU, CH3CN, RT, 1 h. b) 1 N NaOH, i-Propanol, Reflux, 1 h. c) LiAlHa,
THF, 0 °C —RT, 2 h. d) DMP, CH2Cl2, RT, 1 h. e) TMPA, KHMDS, Toluol, 0 °C — RT, 18 h. f) 10 % Pd/C, Hz2, MeOH,
RT, 2 h. g) 1 N NaOH, Reflux, 1 h.

Die Synthese von Toponafylline (1) beginnt mit der Amidbildung aus Diaminouracil 4 und der
Séaure 5 unter Zuhilfenahme des Kupplungsreagenz O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-
tetramethyluronium-hexafluorphosphat (HATU), mit einer Ausbeute von 93 % an Amid 6
(Schema 11). Verbindung 6 wird sdulenchromatographisch vom Dimer des Diaminouracils
abgetrennt, welches in der Folge Probleme bereitet. Amid 6 wird anschlieRend unter
alkalischen Bedingungen zum Xanthin 7 zyklisiert wobei gleichzeitig der Ester hydrolysiert
wird. Welche der beiden Reaktionen zuerst stattfindet, bleibt ungeklart. Die entstandene Saure

7 ist ebenfalls von Interesse als AR-Antagonist. Die nachsten Schritte der Synthese dienen
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der Verlangerung der Alkylkette zwischen Xanthin und S&urefunktion. Hierbei wird zunachst
die Saure zum Alkohol 8 reduziert, der Alkohol wird dann mittels Dess-Martin-Periodinan zum
Aldehyd 9 oxidiert und in einer anschlieRenden Horner-Wadsworth-Emmons Reaktion um eine
Ethyleneinheit verlangert. Der entstandene o,B-ungeséttigte Methylester 10 wird zum
gesattigten Methylester 11 reduziert und schlief3lich die freie Saure, das Toponafylline (1),
unter alkalischen Bedingungen erhalten.?%? Die siebenstufige Synthese liefert das Produkt mit

einer Gesamtausbeute von 36 %.

Zusatzlich konnte eine Kristallstruktur der Verbindung 1 erhalten werden (Abbildung 35).

Abbildung 35: Kristallstruktur des Toponafyllines (1).

Der ORTEP-Plot des Toponafyllines bestatigt die angenommene Struktur. Im Kern ist das
Bicyclo[2.2.2]octylxanthin-Grundgerist dargestellt, welches an N1 und N2 mit n-Propyl-Resten
substituiert ist.
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3.1.2 AzxAR-Antagonist

Im Folgenden wird die Synthese zum A2,AR Antagonisten beschrieben.

3.1.21 Preladenant-Derivat 3%%°

A)
0
OH OH o )<
e
a) b)
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i) [ 22, R = C(CHy)s

Schema 12: A) Synthese des Piperazinaddukts 15. B) Synthese des Preladenant-Derivats 2.26°
Reaktionsbedingungen: a) CbzCl, MeOH, RT, 12 h. b) t-Butylbromoacetat, K.COs, Aceton, RT, 12 h. ¢) 10 % Pd/C,
Hz2, MeOH, RT, 2 h. d) Furan-2-carbonséaurehydrazid (17), NEts, DMSO, 120 °C, 18 h. e) N2H4, CH3CN, 70 °C, 1 h.
f) BSA, HMDS, 120 °C, 3 h. g) Ethylenglykolditosylat, NaH, DMF, RT, 4 h. h) 15, DMF, 80 °C, 20 h. i) TFA, CH2Clz,
RT, 1 h.

Zunachst wird das Piperazinaddukt 15 hergestellt (Schema 12, A). Dafir wird zundchst das
sekundare Amin des Piperazins 12 Cbz-geschiitzt, wonach eine Veretherung am phenolischen
Alkohol zu 14 erfolgt. Im letzten Schritt wird die Schutzgruppe reduktiv entfernt und 15 wird

erhalten.

Angefangen mit  2-Amino-4,6-dichloropyrimidin-5-carbaldehyd (16) und Furan-2-

carbonsaurehydrazid (17) wird das Grundgerist des Preladenantanalogs 2 aufgebaut
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(Schema 12, B). Im ersten Syntheseschritt wird 18 mit 55 % Ausbeute erhalten.
Ausbeuteverluste sind beim Umkristallisieren zu verzeichnen. Die Verbindung lasst sich in
keinem Ldsemittelgemisch umkristallisieren, 16st sich immer nur teilweise. Aufgrund dessen
wurde in einem zweiten Versuch die Reinigung von 18 unterlassen und direkt zum Molekll 19
umgesetzt. Das entstandene Produkt ist unldslicher als das Edukt, wodurch mit Acetonitril
gewaschen werden kann, ohne dass Ausbeutenverluste zu erwarten sind. Die Ausbeute von
62 % Uber zwei Stufen ist zufriedenstellend. Das Produkt ist laut LC-MS sauber, zeigt im NMR-
Spektrum aber keine Signale, die dem Produkt entsprechen. Einzig ein Lésungsmittelgemisch
von DMSO-ds und 2 M DCI ergibt passende Signale, wodurch ein 2D-Datensatz aufgenommen
werden konnte. Die erste Analyse zeigt ein Gemisch aus drei Tautomeren, welche nicht
zugeordnet werden konnten. Das Grundgerist des Preladenants 20, wird mit N,O-
Bis(trimethylsilyl)acetamid und Hexamethyldisilazan erhalten. In der Reaktion findet eine
Dimroth-Umlagerung statt. Dies bestétigen die nicht vorhandenen NOE-Signale des Furanyls
zum primaren Amin. Zur Reinigung von 20 muss aus 80%iger Essigsaure umkristallisiert
werden. Im nachsten Schritt wird mittels Natriumhydrid das sekundare Amin deprotoniert,
welches nukleophil am Ethylenglykolditosylat angreift. Die erhaltene Verbindung 21 wird
anschlieRend mit dem sekundéren Amin 15 (Schema 12, A) umgesetzt und durch Substitution
des Tosylats wird der 'Butylester 22 erhalten aus erzeugten. Der ‘Butylester wird mit TFA
gespalten und das Produkt 2 mit 99 % Ausbeute erhalten. Die Gesamtausbeute der

Reaktionssequenz liegt bei 13 % Uber sechs Stufen.
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3.1.3 AzAR-Antagonisten

Fiur die Synthesen der AzsAR-Antagonisten wurden drei verschiedene Synthesestrategien

verfolgt.
3.1.31 PSB-1901-Derivat 3
A o) 0 0
HN) ;),\/\N‘ —b),\/\N‘NO—"),\/\N‘NH2
Py 50% Py 89% Py 70% Py
07 > N” NH, 07 >N NH, 07 >N NH, 07 N” NH,
H H H H
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B) o o /k
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e Q\W
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31 o
C)
0.0
\\S//
%6 + 3 9 7N
A M5 oR
63% 07 N7 ONH;
o)
) |:32,R=C(CH3)3
28% L~ 3 R=H

Schema 13: Drei Reaktionssequenzen zum PSB-1901-Derivat (3).266-268 Reaktionsbedingungen: a) i) HMDS,
(NH4)2S04, Reflux, 45 min, ii) n-Propyliodid. b) NaNO2, H20/ACOH (42 %). c) Na2S204, 25 % NH4OH, 70 °C, 0.5 h.
d) CISOzH, RT, 12 h. e) Piperazin, DMSO, 120 °C, 20 h. f) DIPEA, CH2Clz, RT, 5 min. g) DIPEA, COMU, DMF, RT,
10 min. h) P20s, DMF, 150 °C, 2 min.

Fir 3 missen zunéchst die Verbindungen 26 und 31 erzeugt werden, welche am Ende

zusammengefigt werden kdénnen (Schema 13).

Das N-3-alkylierte Diaminouracil 24 wird Uber eine Alkylierung mittels n-Propyliodid mit
literaturbekannter Reaktionsfolge erzeugt (Schema 13, A).2%: 267 Der Ausbeutenverlust ist auf
Ubermafiges Waschen zurtickzufiihren. Im nachsten Schritt wird zu 25 nitrosiert und im letzten

Schritt zum alkylierten Diaminouracil 26 reduziert.

Der zweite Baustein wird aus dem Sulfonsaurechlorid 28 und dem Piperazinaddukt 30 unter
Sulfonsaureamidbildung erhalten (Schema 13, B).2%® Dieser modulare Aufbau vereinfacht die

Synthese und verdrangt die Variante, in der 4-Nitrophenol austritt.?°

Im letzten Schritt werden das Diaminouracil 26 und die Saure 31 in einer Kupplungsreaktion

zum Carbonsaureamid 32 verbunden (Schema 13, C). Die anschlieRende Synthese des
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Xanthins 3 stellte sich als schwierig dar, da nur unter Verwendung von P>Os das Produkt
erhalten wurde. Mittels LC-MS konnte der Reaktionsverlauf beobachtet werden, wobei
zunachst der Carbonséaureester hydrolysiert und anschlieBend das Xanthin zyklisiert. Nach
Reinigung mittels HPLC konnte das Produkt 3 mit 28% Ausbeute erhalten werden. Damit kann

das Produkt mit einer Gesamtausbeute von 6 % uber finf Stufen synthetisiert werden.

Zusatzlich konnte eine Kristallstruktur der Endverbindung 3 erhalten werden (Abbildung 36).

Abbildung 36: Kristallstruktur der Endverbindung 3. Zusatzlich sind in der Elementarzelle zwei DMSO Molekiile
vorhanden.

Der ORTEP-Plot zeigt die Xanthin-Grundstruktur, das Sulfonamid und den Piperazin-Ring.
Durch die 3D-Darstellung ist der ,Knick® des Molekiils, verursacht durch das Sulfonamid gut

zu erkennen.

3.1.3.2 Alternatives PSB-1901-Derivat 33
Der Bromsubstituent in PSB-1901 spielt eine wichtige Rolle fir die Selektivitdt des
Antagonisten und sollte moglichst nicht ausgetauscht werden. Alternativ wurde deshalb
Verbindung 33 entworfen (Abbildung 37). Diese basiert auf der Struktur eines von Ahmed

Temirak (AK Muller) synthetisierten Antagonisten (unverdéffentlichte Ergebnisse)

33

Abbildung 37: Vorschlag eines neuen A2sAR-Antagonisten 33 basierend auf internen Forschungsergebnissen.

Die erste Synthese wurde wie in Schema 14 gezeigt durchgefuhrt.
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Schema 14: Alternative Route zum PSB-1901 Derivat 33. Reaktionsbedingungen: a) Al203, 115 °C, 5 h. b) K2COgs,
H20/CHCls, RT, 24 h. ¢) HATU, DIPEA, CHzCl2, RT, 24 h. d) i) P20s, DMF, RT, 5 h, ii) 1 M NaOH, RT, 10 min. e) i)
HOAc, DMF, RT, 5 h, i) Na(OAc)sBH, DMF, RT, 24 h. f) 2 m NaOH.

Der Kern der Syntheseplanung war die Herstellung von Verbindung 40, welche als
Ausgangspunkt fur eine Reihe von reduktiven Aminierungen genutzt werden kann (Schema
14). Im ersten Schritt wird 4-Bromanilin (34) mit dem Acrylsaureethylester (35) in einer Aza-
Michaeladdition umgesetzt, um das sekundare Amin 36 zu erhalten. AnschlieRend wird das
Sulfonylchlorid 28 mit 4-Piperidinon (37) in einem Zweiphasengemisch zum Sulfonamid 38
umgesetzt. Die Saure reagiert in einer Kupplungsreaktion mit dem Diamin 26 zum Uracil 39.
Die Kondensation zum Schlisselprodukt 40 wurde mit Phosphorpentoxid P4O10 durchgefihrt.
Dabei musste die Standardreaktion abgewandelt werden.?®® Im ersten Schritt entsteht zwar
das gewiinschte Xanthin, doch wird als Hauptprodukt das Aldolkondensationsprodukt 42
detektiert. Durch Zugabe von 1 M NaOH Lésung in die Reaktionslésung, wird die Aldoladdition
umgekehrt und das Schliisselprodukt 40 erhalten (Schema 15).
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Schema 15: Wahrscheinlicher Mechanismus zu Schliisselprodukt 40 und Nebenprodukt 42.

Leider konnte das Produkt 41 nicht erhalten werden, da die reduktive Aminierung nicht
stattfand. Die Reaktion wurde mit unterschiedlichen Reduktionsmitteln in verschiedenen
Lésemitteln durchgefuihrt, wobei das reduzierte Keton, der Alkohol 40a erhalten wurde. Auch
die Idee, diesen zum Brom umzuwandeln und eine nukleophile Substitution durchzufiihren,

scheiterte, da kein Produkt entstand (Schema 16).
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Schema 16: Reaktionsverlauf nach fehlgeschlagener reduktive Aminierung.
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3.1.3.3 Alternative Route zum PSB-1901-Derivat 33
In einer zweiten Synthese sollte der Baustein um das sekundére Amin zuerst aufgebaut und

davon ausgehend das Xanthin generiert werden.

o™ o™
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N 0o BocHN (0] HN (0]
SN L BocHN a) b)
Br ° \ \

o) 40% 65%

Br Br
36 43 44 45

o [0}

\ /7
\ 7/
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SN o o 4 S\’\O\ J)ko
) HO O\ ) d SN v
S S N P PR L6
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46  Br 47 Br

0 [ 41,R = C,Hs
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XX%L 33 R=H

Schema 17: Zweiter Ansatz zur Synthese des Derivats 33. Reaktionsbedingungen: a) InClz, EtsSiH, MeOH, RT,
24 h. b) 1 m HCI, EtOAc, CH2Clz. c) K2COs, H20/CHCls, RT, 24 h. d) HATU, DIPEA, CHzClz, RT, 24 h. e) P20s,
DMF, 60 °C, 5 h. f) 2 M HCI, RT, 8 h.

An dem in Schema 14 erhaltenen sekundarem Amin 36 wird die reduktive Aminierung mit dem
Piperidinon 43 durchgefihrt, wobei das zweifach alkylierte Anilin 44 entsteht. Im Folgenden
wird dieses mittels HCI entschitzt und das HCI-Salz der Verbindung 45 erhalten. Die
Verbindung 45 wird mit dem aromatischen Saurechlorid 28 umgesetzt und das
Sulfonsédureamid 46 entsteht. Die terminale S&ure des Sulfonsaureamids 46 wird an das
Diamin 26 unter Zuhilfenahme von HATU gekuppelt. Das Amid 47 wird mit P>Os in einer
Kondensationsreaktion in DMF umgesetzt. Bei dieser Reaktion entstehen zwei Produkte
(Abbildung 38). Das Nebenprodukt der Synthese ist das gewunschte Produkt 41. Das
Hauptprodukt 41a ist das DMF-Kondensat. Hierfur sprechen die Masse und die Beobachtung
aus Schema 15.
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Abbildung 38: Das Nebenprodukt 41 der Kondensationsreaktion (Ringschluss) mit P.Os und das Hauptprodukt,
das DMF-Kondensat 41a.

Der vermutliche Mechanismus ist in Schema 18 dargestellt. Im ersten Schritt kommt es zur
Keto-Enol-Tautomerie des Esters, der aus der Enolform in einem sechsgliedrigen
Ubergangszustand, DMF an das Molekil addiert. Der Mechanismus entspricht dabei einer
Aldoladdition. Inwiefern das P>Os das DMF aktiviert, siehe Vilsmeier-Haack-Reaktion, ist dabei
unklar. In einer Aldolkondensation entsteht das Produkt 4la. Aus diesem vermuteten
Reaktionsverlauf konnte geschlossen werden, dass die Reaktion reversibel verlaufen muss.
Somit wurde die Folgereaktion aus Schema 15, wobei der Ester hydrolytisch gespalten wird,
mit dem DMF-Kondensat 41a durchgefiihrt und dabei das Produkt 41 erhalten.
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Schema 18: Mechanismus zum DMF-Addukt.

Um direkt zum gewiinschten Produkt 41 zu gelangen, wurde die Synthese alternativ mit PPSE,
Trimethylsilylpolyphosphat, ohne DMF durchgefihrt. Diese Reaktion fihrte direkt zum

gewinschten Produkt, welches nachfolgend in die Saure 33 tUberfuhrt wurde (Schema 19).
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Schema 19: Alternative Synthese zu 33. Reaktionsbedingungen: a) PPSE, 60 — 100 °C, 5 h. b) 2 m HCI, 55 °C,

2d.
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3.1.4 AsAR-Antagonist

Der AzAR stellt eine besondere Herausforderung dar. Zwar sind Antagonisten mit hoher
Affinitat und Selektivitat zum AsAR bekannt, doch ist die Ligandenorientierung in der
Bindungstasche unklar. Dies liegt vor allem daran, dass noch keine Co-Kristallstruktur
vorhanden ist. Um diese Problem zu I6sen, soll ein Homologiemodell erstellt werden, mit dem
die Orientierung der Liganden evaluiert werden kann. Das Homologiemodell soll ausgehend
von der Kiristallstruktur des AiAR (PDB: 5N2S) angefertigt werden, da dieser Rezeptor am
nachsten mit dem AsAR verwandt ist. Nach der Identifizierung eines geeigneten Liganden soll

dieser synthetisiert und biologisch getestet werden.

3.1.5 Homologiemodell des AzAR

Als erster Schritt wurde die Aminosauresequenz der Kristallstruktur des human A:AR (PDB:
5N2S) mit der Aminosauresequenz des humanen AsAR (UniProt) verglichen. Das Alignment
wurde auf der Internetseite des European Bioinformatics Institute mit der Software EMBOSS
Needle durchgefuhrt. Dabei wird ein globales Alignment gewahlt, welches samtliche

Aminosauren mit einbezieht. Als Ergebnis wurde Abbildung 39 erhalten.
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Abbildung 39: Ergebnis des EMBOSS Needle Alignments. In Grau unterlegt sind die transmembranéaren Helices
dargestellt. In Rot sind die konservierten Motive markiert. In Gelb sind die Disulfidbriicken gekennzeichnet. Die
Nummerierung bezieht sich auf die Ballesteros-Weinstein-Nomenklatur.2® (| = 100% Ubereinstimmung, : =
Funktion tGbereinstimmend,

In Ubereinstimmung mit der Aminosauresequenz der Kristallstruktur 5N2S werden die
transmembranen Helices (TM1-7, grau) bestimmt. Darauffolgend kdnnen die konservierten
Motive N1.50; D2.50; D3.49, R3.50, Y3.51; W4.50; P5.50; W6.48, L6.49, P6.50; N7.49, P7.50
und Y7.53 (rot) evaluiert und das Alignment Uberprift werden. Im letzten Schritt ist die Lage
der Disulfidbriicken (gelb) zu kontrollieren. Besonders interessant ist dabei die Disulfidbriicke

zwischen TM3 und EL2, welche zu einer Stabilisierung des Rezeptorsfihrt. Aus der erhaltenen
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Grafik kann das modifizierte Alignment generiert werden (siehe Experimentalteil).

Mit dem Programm MODELLER wurden aus dem Alignment und der A:aR Kristallstruktur 1000
Homologiemodelle generiert. Mit Hilfe des DOPE scores (Discreate optimized protein energy)

wurden die besten 10 Homologiemodelle ausgewahlt. Um die Giite der Modelle zu testen war
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das Docking der AsAR-Antagonisten sowie der A;AR-Antagonisten geplant. Da diese Aufgabe
aber als redundant aufgefasst wurde, entstand die Idee, einen Workflow zu generieren, der

automatisch die erstellten Modelle testet und selektiert.

3.1.6 Evaluation der generierten Modelle

Zur Automation wurde die Software ,KNIME®, der ,Konstanz Information Miner verwendet.
Dieses in Java programmierte System ermdglicht das automatische Wiederholen redundanter
Tatigkeiten durch ein modulares Pipeline-Konzept. Mit der Erweiterung auf Maestro
Schrédinger konnen Dockings und andere in Maestro Schrédinger durchgefiihrte

Berechnungen automatisiert werden.

Ziel der Erstellung des sogenannten Workflows war die wiederholte Verwendung des Glide
Dockings mit den besten 10, durch MODELLER generierten Homologiemodellen, bezogen auf
den DOPE-Score, und einem vorgegebenen Satz an A:AR- beziehungsweise AsAR-
Antagonisten. Die erhaltenen Werte des Dockings sollten in einer ROC Kurve (Receiver
Operating Characteristic) dargestellt und auf dessen Grundlage das beste Homologiemodell

ausgewahlt werden.

Die erste Version des Workflows ist nachfolgend dargestellt:
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Reading of PDF-files for: il a 1 Exfraction of Ligand coordinates from Glide Grid Generation of every model Glide Ligand Docking with Ranking based on docking
1) Crystallstructure + ollowed by alignment of epara tall structure followed by insertion of around the ligand coordinates supplied ligands. score, generation of ROC
binding sites 8 i coordinates in Modeller files supplied by crystall structure curve and AUG value.

rther evaluation of docking
esults with all ligands

Reading of mol2-files for:
1) Known active compounds in addition of active tag.
odeller built Protein (1 = active, 0 = inactive)
2) Known inactive compounds in
odeller built Protein

Abbildung 40: Generierter Knime Workflow. Die grauen Kasten sind Metanodes. In den Kasten unter den farbigen Boxen ist die jeweilige Erklarung der Funktion dargestellt.
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Die zunachst beschriebenen Schritte sind fir die Erstellung der GlideGrids notwendig. Im
ersten Schritt wird die Referenzkristallstruktur mit Liganden eingelesen (Abbildung 40, gelb).
In einem zweiten Schritt wird der aus MODELLER erhaltene .log file als .csv file eingelesen
und die besten 10 Homologiemodelle, basierend auf dem DOPE score ausgewahlt und
ebenfalls eingelesen (Abbildung 41). Dabei dient ein kurzes Java Programm dazu die

passenden .pdb files zu laden. Dies erspart die manuelle Auswahl der besten Modelle.

Java Snippet
Row Filter Sorter Row Filter (simple) PDB Loader
> L > it > e > > o 8 >
URL

Abbildung 41: Geéffnete Metanode , Top 10 models*.

Im nachsten Schritt (Abbildung 42), dem ,Prep + Align“, werden die Proteine aufbereitet und
fehlende Wasserstoffe addiert. Darauffolgend werden die Bindungstaschen aller 11 Modelle

Ubereinandergelegt.

Protein Preparation
Wizard

B »

Preprocess Concatenate  Align Binding Sites RowlD  Column Filter

> > o
y T rﬂ’ SRl = > e >

Protein Preparation
Wizard

o 5 i

>

Preprocess

Abbildung 42: Geoffnete Metanode ,Prep + Align®.
Das Alignment der Bindungstasche in ein gemeinsames Koordinatensystem ist fur die

folgenden Schritte essenziell.

In der Metanode ,Extract Ligand“ wird der in der Kristallstruktur gebundene Ligand aus dem
Protein entfernt und das Referenzprotein geléscht (Abbildung 40, tirkis; Abbildung 43). Dabei
werden die Koordinaten des Liganden und der Modelle beibehalten.
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Split by Structure Split by Structure Extract Properties Row Splitter
-, P
’ B g g 8> P;b Row Filter
e
Chains Ligands And other - b
ASL = ligand ligands/cofactors

Abbildung 43: Gedffnete Metanode ,Extract Ligand®.

Nachfolgend, in ,Protein Prep“ werden aus den Modellen samtliche Wasseratome geléscht
(Abbildung 40, turkis).

Der folgende Schritt ist essenziell fur die GlideGrid-Erstellung. In ,Extract Lig Coord + Insert*
werden zunachst die Koordinaten aller Atome des Liganden bestimmt und anschliel3end
gemittelt. Die daraus erhaltenen Koordinaten stellen den Mittelpunkt des Liganden im
Rezeptor dar. Diese werden in einer Schleife in die Top 10 MODELLER Homologiemodelle
eingefiigt (Abbildung 40, lila; Abbildung 44).

Extract Atom/bond
Properties

<
g : GroupBy

SiteMap Atom Coords »F»>
Joiner

Centroid »
o ¥ b

Constant
Value Column ct-id

> >

Abbildung 44: Geoffnete Metanode ,Extract Lig Coord + Insert”.

Im nachsten Schritt, dem ,GlideGrid“, wird in einer Schleife fir jedes Modell ein Gitter um die
Koordinaten des Mittelpunktes gelegt (Abbildung 40, dunkelgriin; Abbildung 45). Dieses Gitter
wird fur das anschlieRende Docking bendétigt und beinhaltet die Koordinaten samtlicher
Aminoséauren im vorgegebenen Bereich. Mit der GroRe des Gitters kann die Bindungstasche
definiert werden. Fir bereits bekannte Proteine kdnnen an dieser Stelle zusatzlich eine oder

mehrere Aminosauren angegeben werden, die mit dem Liganden interagieren. Im hier
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gezeigten Fall wurden die Interaktion mit der Aminoséure Asparagin vorausgesetzt, da diese
als konserviertes Motiv in den Adenosinrezeptoren auftaucht. Nachdem samtliche Gitter

generiert worden sind, kdnnen diese zum Glide Ligand Docking verwendet werden.

Fixed Width

File Reader Row Filter ]
> >
Column Appender
g
. : >
Column Filter =~ Number To String » 7
i Table Row
b e ' to Varlable
> e
Coordinates Glide Grid
RowlD Chunk Loop Start Generation Loop End
—&
' »> > > = > » ﬂ - »ap b

Abbildung 45: Gedffnete Metanode ,Glide Grid Gen*.

Doch bevor gedockt werden kann, missen zunéchst die Liganden fir das Docking vorbereitet
werden. Hierfur werden aktive Verbindungen, inaktive Verbindungen und auf Wunsch ein
Decoy eingelesen (Abbildung 40, hellgriin). Die aktiven Verbindungen basieren auf Testungen
fur den Rezeptor, ebenso die inaktiven. Bei den inaktiven Substanzen bietet es sich an, diese
zu nehmen, die an dem Referenzprotein, also der Kristallstruktur selektiv binden. Damit wird
die Gute der Modelle am besten evaluiert. Der Decoy ist optional und bildet eine Auswahl von
124412 Molekilen ab, die als Target zum Beispiel die Adenosindeaminase, die HIV Protease

oder die Neuroamidase haben.

Im nachsten Schritt, dem ,Ligand preparation®, wird den jeweiligen Molekulen eine 1 oder eine
0 zugeordnet, abhangig davon, ob sie aktiv oder inaktiv sind (Abbildung 40, hellgrin;
Abbildung 46). Dariiber hinaus werden die Liganden so prapariert, dass sie im pH-Wert von
7.0+-0.2 protoniert, beziehungsweise deprotoniert vorliegen. Des Weiteren werden mogliche
Tautomere berechnet und ebenfalls als Liganden betrachtet. Der geladene Decoy wird mit
einem Zufallsgenerator auf 100 Liganden verkleinert und diese ebenfalls prapariert. Die so

préaparierten Liganden werden zusammengefasst und sind fertig zum Docking.

75



ERGEBNISSE

Java Snippet
Extract Properties (simple) Set MAE Properties LigPrep
»B» » > » B » » B :
> Molecule fitle Active tag activity tag >
Java Snippet
Extract Properties (simple) MAE Properties |LigPrep
»B» » > » B> » B :
Concatenate
Molecule title Active 1ag activity tag (Optional in) RowiD
»
» S S p
&
Random Numbers Table Row To
Generator Variable Loop Start
- Java Snippet
& > g * (simple) LigPrep
»
L » e » B L
Java Snippet Active tag
(simple) Bf:v Filter Loop End Extract Properties Set MAE Properties
» > > D‘O‘:ib »B» 83>
ct-id Molecule title activity tag

Abbildung 46: Gedffnete Metanode ,Ligand preparation®.

In ,Docking + Evaluation® werden die generierten GlideGrids nacheinander, in einer Schleife,
mit den praparierten Liganden mittels ,Glide Ligand Docking”“ gedockt. AnschlielRend wird
mittels des ,Glide scores” ein Wert, der die Gute des Dockings angibt, sortiert. Nach diesem
Sortieren kann eine ROC Kurve generiert werden. Zusatzlich wird der ,AUC Score” (Area
under curve) aus der Flache unter der Kurve bestimmt. Dieser ist das Mafl3 fir das beste
Modell. Als Erweiterung wurde die ,Ligand Interaction Map* fur die 10 besten Liganden an dem
jeweiligen Modell eingefligt. Diese ermdglicht eine noch differenziertere Auswahl der besten
Modelle (Abbildung 35, rot/orange; Abbildung 47).
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enaration of Ligand-Interaction-
Map for visualisation of binding
modes

lide Ligand Docking with ranking Analysis of ROGC and AUC
ased on the glide score

Abbildung 47: Node ,Docking + Evaluation®, die sowohl fir das Docking als auch die darauffolgende Auswertung genutzt wird.
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3.1.7 Ergebnisse

Im Folgenden wurde der Workflow mit den 10 besten durch Modeller generierten AsAR-
Homologiemodellen getestet. Die getesteten Liganden sind nachfolgend dargestellt (Tabelle
8). Die Liste mit subtypselektiven Liganden umfasst 15 AsAR selektive und 29 Liganden die
selektiv an die anderen Rezeptoren binden (Strukturen in Anhang 1). Daneben wurden 100

zufallig ausgewahlte Liganden als decoy eingespeist.

Tabelle 8: Auflistung der selektiven Liganden aller ARs.

Adenosinrezeptor
A Aoa Az Az
Capadenoson | Apadenoson | BAY60-6583 32JM
CI-ENBA Evodenon - CP-532,903
CVT3619 - - CP608,039
Agonist MRS7469 - - LJ-529
Neladenoson - - MRS5698
- - - MRS5980
- - - Namodenoson
FK-453 CsC 4TM KF26777
. Naxifylline Istradefylline 17T™M MRS1523
Higand PSB-36 MSX2 20TM MRS5127
Rolofylline Preladenant 39TM MRS5147
Toponafylline | SCH-442416 46TM OT-7999
Antagonist - - 54TM PSB-10
- - ISAM140 PSB-11
- - LAS101057 VUF-5574
- - PSB-1901 -
- - PSB-0788 -
- - PSB-1901 -
Subtotal 10 7 12 15
29 15
Total 44

Das Ergebnis des Workflows ist in Tabelle 9 dargestellt. Das Homologiemodell Nr. 5 ist das
Modell mit dem besten AUC Wert. Darauffolgend sind, mit etwas Abstand, die Modelle 10 und

3 gelistet, die einen dhnlichen AUC Wert aufweisen.
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Tabelle 9: Ergebnisse des Workflows. In Spalte 1 sind die Homologiemodelle aufgelistet. In Spalte 2 die ,Area
under Curve® (AUC).

Top Homologiemodell | AUC | Top Docking score
1 5 0.749 9.50
2 10 0.624 10.06
3 3 0.616 11.11
4 2 0.584 9.09
5 4 0.579 10.62
6 8 0.556 7.99
7 7 0.548 11.13
8 1 0.451 9.26
9 6 0.446 10.73
10 9 0.441 10.61

Im Workflows kénnen zusétzlich die erstellten Ligand Interaction Maps direkt analysiert, und
die Bindungsverhéltnisse bewertet werden. Das Programm Maestro gibt zu jedem Docking
einen Docking Score an, der bewertet, wie gut der Ligand in der Tasche positioniert ist. Dabei
stellte sich heraus, dass der Score fiir das Modell 5 im Vergleich zu den anderen der Top 3
der schlechtesten ist (Tabelle 9). Die visuelle Auswertung der Bindungsverhaltnisse der besten
10 Verbindungen in den Modellen 5, 10 und 3 zeigte, dass das Modell 3 nicht nur den besten
Score, sondern auch das plausibelste Bindungsverhalten aufweist. Insbesondere mit den
zuvor eingefihrten, notwenigen Interaktionen (Interaktion mit der Aminosaure Asn242) zeigt

Modell 3 das beste Ergebnis.

Bei der Analyse der gedockten Verbindungen sticht besonders OT-7999 heraus. Diese ist in
beiden Modellen (10 und 3) unter den Top 3 der Liganden, die in den Modellen am besten
binden. Daruber hinaus ist aus der Literatur bekannt, dass die Verbindung in

Selektivitatsstudien einzig am humanen AsAR mit einem K; = 0.95 nMm bindet.*°
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O polar ~» sidechain acceptor (O solvent residue arene-arene

O acidic < sidechain donor O metal complex ©H arene-H
basic  -*backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
greasy ¢ backbone donor = metalfion contact

., proximity - ligand O receptor

" contour exposure exposure

Abbildung 48: Ligand Interaction Map des Molekils OT-7999 und dem AsAR-Homologiemodell 3 in Maestro
gedockt und in MOE gedffnet.

Nachdem OT-7999 als potentiell geeigneter Antagonist ausgemacht werden konnte, wurde
dessen Positionierung im Protein untersucht (Abbildung 48). Der Phenylring zeigt in den
Rezeptor hinein und die Trifluoromethylgruppe fiillt den restlichen Bereich aus. Der n-Butylrest
befindet sich in einer lipophilen Tasche, wodurch das gesamte Molekil stabilisiert wird. Der
Kern des OT-7999 Molekils wird Gber n-r-Wechselwirkungen und n-Aren-Wechselwirkungen
in der Bindungstasche gehalten. Das essentielle N6.55 (Asn242) fixiert den Liganden Uber
Wasserstoffbriickenbindungen. Der Kohlenstoff in Position 8 zeigt aus dem Rezeptor hinaus.
Durch die Darstellung der Verbindung in der Rezeptortasche (Abbildung 49) wird die mégliche
extrazellular orientierte Molekilseite bestatigt. Somit ist ein geeigneter AsAR-Antagonist
gefunden und dessen Positionierung im Rezeptor bestimmt, sodass die Funktionalisierung an

geeigneter Stelle erfolgen kann.
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Abbildung 49: Darstellung der Bindungstasche des AsAR-Homologiemodells mit dem Liganden OT-7999 in
PyMOL.
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3.1.71 Synthese des OT-7999-Derivats 48
Im Folgenden ist die Synthese zu OT-7999 (51) und dessen Derivat 48 dargestellt.

FsC FsC MeO
N
N H
SN N a) j » b) 9 N
LY 87% 90% 97% NG N emer
7% (] 7% N
H,N" N /W )I N)\/[
PPy PP
NS
N N
49 50 51 52
FsC MeO FsC
d) N e) N
_— N +Isomer —— N H
86% \N)IN 98% \N)EN
/ O / O
\/\)\\N N>_\—{ MN N>_\_(
O'Bu OH
53 48

Schema 20: Synthese zum Derivat 48.27* Reaktionsbedingungen: a) 1,1,1-Triethoxypentan, DMF, 80 °C, 24 h. b)
4-(Trifluoromethyl)benzhydrazid, DMF, 160 °C, 24 h. c) PMBCI, K2COs, DMF, 80 °C, 24 h. d) [{Rh(COD)Cl}2],
DPPE, CsOAc, Butylacrylat, Toluol, 120 °C, 24 h. e) TFA, Reflux, 6 h.

Im ersten Syntheseschritt wurde durch zweimalige Eliminierung von Ethanol mit einer
Ausbeute von 87 % aus 49 das Imidat 50 erhalten. Im nachsten Schritt greift das Hydrazid am
Imidatkohlenstoff und am Cyanidkohlenstoff an und baut dabei unter Eliminierung von Wasser
und Ethanol das Ringsystem 51 auf. Darauffolgend wird mit p-Methoxybenzylchlorid das
sekundare Amin geschitzt. Dabei kann, neben dem geschutzten Produkt 52 auch dessen
Konstitutionsisomer isoliert werden. Die Funktionalisierung der C8-Position durch Brom fiihrte
zunéachst in eine Sackgasse. Als Alternative wurde die CH-Aktivierung mittel Rh-Katalysator
eingefuihrt.?’?2 Diese ermdglicht die Funktionalisierung ohne vorherige Praparation des
Kohlenstoffs in einer Ausbeute von 86 %. Im letzten Schritt wurden die beiden Schutzgruppen,
p-Methoxybenzyl und der ‘Butylester entfernt und das finale Produkt 48 der Synthese mit 98 %

Ausbeute und 64 % Ausbeute Uber 5 Stufen erhalten.
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3.1.8 Dopamin D,-Rezeptor-Antagonisten

3.1.8.1 Synthese des Spiperonderivats 557
Nachfolgend ist die Synthese zu Spiperon (54) und dem Spiperonderivat 55 dargestellt.

NH, a) NHBoc b) NHBoc
HO 100% HO 66% Br

56 57 58
o
HI\O(‘( 0
NH . Cl
N~/ T ae%
@ F
59 60 61

63

Q{‘( o N
T N\/ T N—/ /\/Q/NHEO

54 55 HO™Y,

Schema 21: Synthese des D2-Antagonisten Spiperon (54) und dessen Linkeraddukt 55.273 Reaktionsbedingungen:
a) Boc20, EtOAc, RT, 16 h. b) PPhs, NBS, CH2Cl2, 0 °C, 2 h. ¢) NEts, KI, MeCN, Reflux, 20 h. d) i) KOH, K2COs,
TBAB, Toluol, 90 °C, 30 min, ii) Toluol, 90 °C, 2 d. e) 2 m HCl/Dioxan, RT, 3 h. f) Bernsteinsdureanhydrid, MeCN,
RT, 16 h.

Wie bereits im einleitenden Teil erwdhnt, wurden Dimere aus A-A- und D>-Rezeptoren
nachgewiesen. Deswegen ist es sinnvoll, D>-Antagonisten zu synthetisieren, um mit diesen im
spateren Verlauf einen Proof of Concept durchzufiihren. Aus der Literatur wurde der als
selektiv beschriebene Ligand 54 gewahlt und synthetisiert.2”® Im ersten Schritt wird das Anilin
56 mittels Boc,O geschiitzt. Der Alkohol am geschiitzte Anilin 57 wird anschlie3end zum Brom
umgewandelt. In einer separaten Reaktionsfolge wird zunachst der Kern des Spiperons 61
aufgebaut. Daftr wird 59 mit dem Chlor-substituierten Keton 60 zu 61 umgesetzt. Dann wird
das in der ersten Reaktionsfolge synthetisierte 58 an 61 addiert und das Boc-geschiitzte
Spiperon 63 wird erhalten. Nach saurer Entschiitzung entsteht Spiperon 54. Dieses wird in
einer letzten Reaktion zum modifizierten Spiperonderivat 55 umgesetzt. Dieses wird mit einer

Ausbeute von 30% Uber 5 Stufen erhalten.
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3.1.8.2 Alternativer D>-Antagonist ST-2335
Alternativ wurde ein von Prof. H. Stark (Universitat Disseldorf) zu Verfligung gestellter D»-

Rezeptorantagonist 64 in Betracht gezogen (Abbildung 50).

Abbildung 50: Strukturformel von ST-2335.
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3.1.9 Ergebnisse der Testung

Tabelle 10: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, Azs- und AsAR. (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(Human (Humane (Humane (Humane
rekombinant) Rekombinante) Rekombinante) Rekombinante)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Ai-Liganden
1
7 \/\N)‘j[N/ co 28.0+7.1 664 + 114 >1000 >1000
O)\N N 23-fach
TK-TO-006 H (45+5) (a0+7)
1 )t % 4.07 £ 0.90 661 + 188 289 + 94 >1000
CO,H 71-fach
TK-TO-011 (13+7)
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Aza-Liganden
[e]
22 XOKO\Q 420 + 36 1.93+0.75 >1000 >1000
L 218-fach
N/\ N N \>_@
TK-PT-010 bww@%m (15 + 10) (25 + 2)
-
[¢]
2 HOKO\CL NHz >1000 200 + 16 >1000 >1000
N N7 N'N@ >5-fach
TK-PT-011 NS Y (18 + 4) (2 +11) (12 + 10)
‘N/
Azs-Liganden
(0]
N )tn o o
N / i : o
2\N N/ S\N
3 H &j >1000 935 + 257 129 + 36 >1000
N 7-fach
TK-P6-013 Q (21 £ 4) (7+7)
o
HO
O
N |
O}\N | N/ S\N
33 H >1000 >1000 >1000 >1000
oy |
TK-P6-066 Nf/gH (-16 £10,n=3) | (-15%13, n=3) (351, n=2) (16 £ 3, n=2)
Br’
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Az-Liganden
FsC
51 >1000 >1000 >1000 0.399 + 0.126
—N _ _ _ >1.000-fach
TK-OT-008 SN (28 + 4, n=2) (-11 £ 5, n=2) (-4 + 5, n=2)
\/\/J\\N ‘ N/>
48 >1000 >1000 >1000 2.81+0.48
N . >356-fach
TK-OT-018 NN 0 11+6n=2) | CF Snit 4(;'1“'\"’ (8 + 8, n=2)
\/\/,L | />—/_<OH B
N N

i Andreas Brockmann, Sonja Hinz, Christin Vielmuth

Tabelle 11: Potenzbestimmung des D2DR-Antagonisten Spiperon an den Dopaminrezeptoren D2 und Da.' (Die Potenzen wurden in B-Arrestin-Assays an humanen D2DR und DsDR
bestimmt, die in den CHO-Zellen exprimiert wurden; Die Hemmung der Dopamin-induzierten Aktivierung wurde bestimmt; ECso D2DR: 460 nm, D3sDR 20 nm)

VERBINDUNG

D.DR

(human rekombinant)

DsDR

(human rekombinant)

ICs0 £ SEM [nM]

ICs0 £ SEM [nM]

55
TK-SP-006

0.78 £0.32

1.04 + 0.64

i Beatriz Buschbell
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3.1.10 Auswertung der Testergebnisse

In Tabelle 10 und Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Testung der synthetisierten
Verbindungen dargestellt. Fir die Adenosinrezeptorantagonisten (Tabelle 10) wurden jeweils
die Affinitaten zu den 4 Subtypen bestimmt, aus denen sich die Selektivitat bestimmen lasst.

Der D2DR Rezeptor wurde in funktionellen Assays untersucht (Tabelle 11).
A1AR

Als A1AR-Antagonisten wurden Toponafylline 1 und dessen Vorlaufer 7 an den vier AR-
Subtypen getestet. Wahrend Toponafylline mit einer niedrigen nanomolaren Affinitat bindet, ist
7 um den Faktor 7 weniger affin. Wird die Selektivitat verglichen, ist 1 mit dem Faktor 71
ebenfalls deutlich besser als 7. Problematisch ist aber die Affinitdt zum AxsAR, welche 1
aufweist, 7 aber nicht. Auf Grund dieses Befundes werden beide Liganden im Folgenden mit

den Linkern verbunden.
AonAR

Fur den A2AR wurde das Preladenant-Derivat 2 ausgewahlt. Zusatzlich wurde die Vorstufe
22 getestet, um abschéatzen zu kdnnen, welche Auswirkungen eine volumindse Einheit am
extrazellular orientierten Ende hat. Wahrend 22 eine Affinitdt von ungefahr 2 nm aufweist,
scheint die Saure in 2 deutlich zu stéren. So nimmt der Ki-Wert um den Faktor 105 auf 200 nm
zu. Daraus lasst sich zum einen ableiten, dass auch sterisch anspruchsvolle Gruppe toleriert
werden, zum anderen, dass vermutlich die Glutaminsaure, beteiligt an der Ligandbindung, wie
in diversen Kristallstrukturen ersichtlich, mit der Saure negativ wechselwirkt und dies zur
verminderten Affinitat von 2 fuhrt.>> 27 Im Vergleich der Selektivitaten ist 22 deutlich besser,

allerdings ist auch eine gewisse Affinitat zum A:AR zu beobachten.
AAR

Fur den AsAR wurde zun&chst 3 synthetisiert. Wie aufgrund theoretischer Uberlegungen
bereits befurchtet, wurde nur eine maRige Affinitat zum A2sAR beobachtet. Dariiber hinaus ist
die Selektivitst mangelhaft. Die Verbindung wurde trotzdem fur die Kupplungsreaktion
verwendet, da sich durch die Amidbildung eine verénderte elektronische Struktur ergibt. Als
aufwendigste Verbindung und groéf3ter Hoffnungstrager wurde 33 getestet, wies aber leider die
schlechtesten Werte auf. Auch hier wurde gemutmal3t, dass die Saure mdglicherweise einen
Einfluss auf die Bindungseigenschaften hat, weshalb 33 fiir die nachfolgende Linkerkupplung

eingesetzt wurde.
AzAR

Nachdem ein groRRer Aufwand in die Auswahl und Synthese von Verbindung 48 fir den AsAR

gesteckt wurde, konnte eine hervorragende Affinitdt von ungefahr 3 nm festgestellt werden.
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Dies validiert die Ergebnisse des Dockings. Uberdies ist die Selektivitat hervorragend, da so
gut wie keine Affinitat zu den anderen Rezeptoren beobachtet wird. Die Verbindung wird fr

nachfolgende Reaktionen verwendet.
D./D3DR

Spiperon (55) wurde in der Literatur als selektiver D,-Antagonist charakterisiert.?”> Wie die
Testung aber zeigt, sind die Wirksamkeiten am D,DR und am Ds;DR nahezu identisch. Somit
ist zurzeit noch kein selektiver D.DR Antagonist verfugbar. Die Verbindung wurde dennoch fur
weitere Reaktionen verwendet, da fur den Proof of Concept ein D.DR-Ligand bendétigt wird

und eine Differenzierung zwischen D2- und DsDR zuné&chst nicht unbedingt erforderlich ist.
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3.1.11 Die Synthese der Linker fur den PLA

Im Folgenden werden unterschiedliche Ansatze zur Linkersynthese beschrieben.

3.1.11.1 Synthese des PEG-5 und PEG-4 Linkers
Wie bereits dargestellt, missen Linker mit unterschiedlichen Langen an die Molekile
angeknupft werden, um deren Einfluss auf die Affinitat zu testen. Daflr wurde die folgende
Synthese begonnen.

{/Vo} o, {/\/o} o
HO ge% 1050 H " een {/\/ }

65 66 67

J(VOM X — HNJFVOM X

7"/

Schema 22: Synthese des 'Butyl-geschiitzten Linkers 69. Reaktionsbedingungen: a) TosCl, Ag20, Kl, CH2Cl2, RT,
20 h. b) NaNs, DMF, 140 °C, 20 h. ¢) NaH, '‘Butyloromoacetat, THF, RT, 18 h. d) 10 % Pd/C, Hz, MeOH, RT, 2 h.

Zunachst wurde Pentaethylenglykol (65) kauflich erworben und mit Tosylchlorid
einfachgeschutzt (Schema 22). Die hohe Ausbeute der Schiitzung ist auf das Silberoxid
zuriickzufuhren, welches das Glykol um sich herum anlagert und somit nur einen Alkohol
deprotoniert.?’® Im nachsten Schritt wird das tosylierte Glykol 66 mit NaNs; umgesetzt und das
Azid 67 erhalten. Dieses erweist sich als auR3erst stabil gegenliber hohen Temperaturen. Im
nachsten Schritt wird verethert und der ‘Butylester 68 erhalten. Die Ausbeute ist im Gegensatz
zum phenolischem Alkohol geringer, welches auf die geringere Nukleophilie zuriickzufihren
ist. Der letzte Schritt ist die Reduktion des Azids zum Amin. Nach mehreren Versuchen konnte
das primare Amin 69 in sauberer Form erhalten werden. Dies war durch die Zugabe von
Ammoniak in das Laufmittel der s&ulenchromatographischen Reinigung mdglich. Der
Testlinker konnte mit einer Ausbeute von 39 % Uber vier Synthesestufen erhalten werden.
Dabei wurde die Beobachtung gemacht, dass Verunreinigungen durch eine oder zwei
Einheiten PEG auftreten. Dies ist auf die Verunreinigung des Startmaterials zurtickzufiihren,

welches nur zu 95 % rein ist.
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3.1.11.2 Synthese von PEG-5 und Verlangerung

\ 7/

I
~S~<

~S<
(0] (0] 0] (0]
HO+\/0}H a) b) c) 67,73 N /{/\/O]IH
5 62% 77% 3 n
O™ Iy (O )XV
70 71 72 73,n =10 (86%)

74, n = 15 (75%)

Schema 23: Synthese unterschiedlicher Linkerlangen mittels zyklischer Sulfate.?”” Reaktionsbedingungen: a)
SOCIz, DIPEA, DMAP, CHzClz, 0 °C, 2 h. b) NalO4, RuCls x H20, CH3CN/CCl4/H20, RT, 2 h. ¢) i) NaH, THF, 0 °C
—RT, 12 h, ii) H2S04, H20, Reflux, 1 h.

Um weitere Linkerlangen zu erhalten, wird Pentaethylenglykol (70) mit Thionylchlorid mit 62 %
Ausbeute zum zyklischen Sulfit 71 umgesetzt (Schema 23). Die Lagerung des Sulfits 71 ist
nicht fur lange Zeit moglich, sodass die Oxidation des Sulfits zum Sulfat 72 mittels in situ
gebildetem Rutheniumperoxid erforderlich ist. Dieses wurde mit 77 % Ausbeute erhalten.
Folgend wurde das Azid 67 zu den Aziden 73 und 74 verlangert. Das *H-NMR-Spektrum zeigt
eine Reinheit von 96%. Die Verunreinigungen sind aus der 95%igen Reinheit des
Pentaethylenglykols 70 entstanden. Somit sind Nonaethylenglykol und Octaethylenglykol
Nebenprodukte der Synthese.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Synthese mit Tetraethylenglykol (75) begonnen
(Schema 24). Dieses ist mit einer Reinheit von 99 % zu erwerben. Ausgehend davon wird das
zyklische Sulfat 77 Uber das zyklische Sulfit 76 synthetisiert (Schema 24). Die Ausbeuten
konnten dabei geringfligig verbessert werden. Ebenfalls ausgehend von Tetraethylenglykol
wurde die Synthese zu 79 durchgefihrt. Die Ausbeuten aus Schema 22 konnten dabei nicht
reproduziert werden. In vier weiteren Zyklen wurden die verlangerten Azide 80 — 83 mit einer
Ausbeute von durchschnittlich 83 % erhalten. Diese wurden mit ‘Butylbromoacetat umgesetzt,
um eine geschuitzte Saurefunktion zu integrieren. Die Ausbeute zu diesen Produkten 84 — 88
ist, bis auf einen Ausreil3er konstant bei ungefahr 60 %. Der letzte Schritt ist die Reduktion der
terminalen Aminfunktion. Als erste Methode wurde elementarer Wasserstoff tber Palladium
genutzt. Dieser fuhrt jedoch zur Dimerisierung der Produkte 89 und 90. Als Alternative wurde
die Staudinger-Reaktion gewahlt, welche in hervorragenden Ausbeuten zu den Produkten 91,
92 und 93 fiuhrt.

DarlUber hinaus wurde in einem Testansatz damit begonnen, den Linker 89 in den fir die
Festphasenreaktion bendtigte Form umzuwandeln. Dafir wurde dieser zundchst mit FmocCI
geschiitzt und 94 mit 91 % Ausbeute erhalten. AnschlieRend wurde der 'Butylrest zu 99
abgespalten. Weitere Reaktionen wurden nicht durchgefiihrt, da zunadchst die korrekte

Linkerlange festgelegt werde musst.
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a) b)
64% ﬂ\ /F 87% %\ /[>
(O PN o™ I, e)
76 77
HO'{/\/ OtH
75

c) Tosof\/ } {/\/ O]l n Zyklen {/\/ OJI

59% 4n+4

79,n=0 (77%) 80,n=1(87%)
\_/ 81,n=2(81%)

82, n = 3 (82%)

83,n=4(80%)

/{/Vo{\)l\ _9h froo Jr)k J(VOM
I f f
weq OBU H2N i OBu~ FmocHN i O'Bu

84, n =0 (50%) 89, n=0(71%) 94, n =0 (91%)
85,n =1 (65%) g {90, n=1(57%) 95, n =1 (XX%)
86, n =2 (59%) 91,n =2 (87%) 96, n = 2 (XX%)
87, n =3 (34%) h){92, n =3 (90%) 97, n = 3 (XX%)
88, n =4 (68%) 93, n=4(71%) 98, n = 4 (XX%)

_ o)
) o
g FmocHN'{/\/ OH
4n+4

99, n=0(96%)
100, n = 1 (XX%)
101, n = 2 (XX%)
102, n = 3 (XX%)
103, n = 4 (XX%)

Schema 24: Syntheseschema zu den Linkern.?”® Reaktionsbedingungen: a) SOCl2, DIPEA, DMAP, CHzClz, 0°C,
2 h. b) NalO4, RuCls x H20, CH3CN/CCl4/H20, RT, 2 h. ¢) TosCl, Ag20, KI, CHz2Clz, RT, 20 h. d) NaNs, DMF, 140 °C,
20 h. e) i) NaH, THF, 0 °C — RT, 12 h, ii) H2SO04, H20, Reflux, 1 h. f) NaH, ‘Butyloromoacetat, THF, RT, 18 h. g)
10 % Pd/C, Hz, MeOH, RT, 2 h. h) i) PPhs, THF, RT, 24 h, ii) H20, RT, 3 h. i) FmocCl, NaHCO3s, THF, H20, RT, 4 h.
j) TFA, Anisol, CH2Clz, RT, 24 h.
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3.1.12 Die Synthese der Linkeraddukte fir den PLA

Im Folgenden wird die Synthese der Linkeraddukte beschrieben.

3.1.12.1 A;AR-Antagonist-Linkeraddukte

0 0]
H o) N o
SN N o) o a) SN N
A N/>_@_/< i HOtB“ N | N HNA
07 "N OH
H H ;

o
) P
n
OR
7 89,n =4 104, R = C(CHa)z n = 4 (78%)
69,n=5 105, R = C(CH3); n =5 (26%)
b)
106, R=H n = 4 (94%)
107, R=H n =5 (100%)
o} o
H 0 H
SN | N o a) TN | N
/ PRI S T , .
OH HN7/\_
o, O
X~
1 89 ) 108, R = C(CH3)3 OR
91%[
109, R = H

Schema 25: Die Kupplungsreaktionen der Derivate 7, und 1 mit den Linkern 89 und 69 zu den Linkeraddukten 104,
105 und 108 mit darauffolgender Entschiitzung zu den Sauren 106, 107 und 109. Reaktionsbedingungen: a) HATU,
DIPEA, CH2Clz, RT, 24 h. b) TFA, TIPS, CH2Cl2, RT, 24 h.

Als A;AR-Antagonisten wurden die Verbindungen 7 und 1 gewéhlt und mit den PEG-Linkern
89 und 69 gekuppelt. Darauffolgend wurden die '‘Butylester 104, 105 und 108 gespalten und
die Séauren 106, 107 und 109 erhalten. Die Kupplungsreaktionen verliefen mit

zufriedenstellender Ausbeute, ebenso die Entschiitzungen.
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3.1.12.2 AxnAR-Antagonist-Linkeraddukte

] o o
0. e} o}
)N\Hz /©/ \)J\OH NH, /@/ \)Lm{r\/ MOR
n
% NS N o A NN N
7 =N A + o) a) 7 =NF
N N/\/N\) HZN{'\/ =" 0'Bu N N/\/N\)
=N =N
2 89,n=4 110, R=C(CHz); n=4 (79%) 116,R=H n=4 (93%)
69,n=5 111, R=C(CH3)3 n=5 (78%) b M7,R=H n=8 (89%)
90,n=8 112,R = C(CHy); N =8 (98%) ) 118, R=H n =12 (99%)
s Qi R
93’:;23 114, R = C(CH3)3 n =16 (88%) »R=H n=20(77%)
’ 115, R = C(CH3); n = 20 (88%)

Schema 26: Synthese der Linkeraddukte 110 — 115 aus dem sauremodifizierten Antagonist 2 und den Linkern 69
bzw. 89 — 93. AnschlieRende Entschiitzung zu den Sauren 116 — 120. Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA,
CH2Clz, RT, 24 h. b) TFA, TIPS, CH2Cl2, RT, 24 h.

Die Kupplungsreaktionen verlaufen bei allen Linkerlangen mit hoher Ausbeute und sind
reproduzierbar. Durch saure Spaltung des Esters konnten die Séauren 116 — 120 erhalten

werden, die fur weitere Kupplungsreaktionen verwendet werden kénnen.

3.1.12.3 AzAR-Antagonist-Linkeraddukte

o} o}
H o] H o
NN N .0 o a) N N 10
A | ) §] + HZN'{/\/ 0BU " ga0p | S
0”7 N7 N ° ° 07 N7 TN N
H H ')

OH N%;_»

o 0
3 69 121
i i
o
SN N 256 a) DN N 25
PP, g + N0 oy W S
07 NT N N 4 46% 0" >N" N N
H H
0 0
N\/\/( N\/\/(
:g OH :g NH
o
Br Br
o 4
O'Bu
33 89 122

Schema 27: Synthese der Antagonist-Linkeraddukte 121 und 122 aus den Antagonisten 3 und 33 und den Linkern
69 und 89. Reaktionsbedingungen: a) COMU, DIPEA, DMF, RT, 24 h. b) HATU, DIPEA, CH2Cl, RT, 24 h.

Die Kupplung der Ausgangsverbindungen 3 und 69 wurde mit akzeptabler Ausbeute
durchgefuhrt. Das Produkt 121 wurde aber nicht weiterbearbeitet, da keine
vielversprechenden biologischen Daten erhalten werden konnte. Weiteres dazu in 3.1.16.. Die
Kupplung zu 122 verlief mit schlechterer Ausbeute, welches nicht auf die
Kupplungsbedingungen zuriickzufiihren ist, sondern auf die Bildung eines Nebenprodukts.
Nach Betrachtung der Masse des Nebenprodukts, kann darauf geschlossen werden, dass 33
mit einem weiteren Molekil 33 in einer Amidknipfung an der 3-Position dimerisiert und

zuséatzlich mit dem Linker verbunden wird.
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3.1.12.4 AsAR-Antagonist-Linkeraddukte

FsC FsC

N —N
N o a), N
| o + HN+\/ VJ\O'B - I P
MN N>_\_< 2 4 u \/\)\\N N
OH HNK
o) O
X~

48 89,n=4 a) 1123, R=C(CHz); n=4 (78%) OR
90,n=8 124, R = C(CH3); n=8 (36%)
91,n= b) 1125 R = C(CHs); n =12 (24%)
92 n ) ( )

126, R = C(CH3); n =16 (27%
127,R=H n=4 (83%)
Schema 28: Synthese des Antagonist-Linkeraddukts 127 aus dem modifizierten Antagonisten 48 und dem Linker

89. Reaktionsbedingungen: a) COMU, DIPEA, DMF, RT, 24 h. b) HATU, DIPEA, CHzClz, RT, 24 h. c) TFA, TIPS,
CH2Clz, RT, 24 h.

Die Kupplungsreaktion der Saure 48 mit dem Linker 89 verlauft mit guter Ausbeute, mit den
Langen 8, 12 und 16 deutlich schlechter. Verantwortlich dafir scheinen die
Kupplungsbedingungen zu sein, die fiir die langeren Linker auf HATU und Dichlormethan
umgestellt worden sind. Zunachst wurde nur 123 zu 127 entschitzt, um die

Affinitatsbestimmung abzuwarten.

3.1.12.5 D;DR-Antagonist-Linkeraddukt 129

F F

4
o o o
OH HN
55 89 |:128, R = C(CHy)s

b)

51%
129, R=H

Schema 29: Synthese zum Linkeraddukt 129. Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA, CH2Clz, RT, 24 h. b) TFA,
TIPS, CH2Cl2, RT, 24 h.

Das in Schema 21 synthetisierte Spiperonderivat 55 wird zundchst mit dem Linker 89

verbunden und anschliel3end der Ester 128 zur Saure 129 umgewandelt.
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3.1.12.6 D:DR-Antagonist-Linkeraddukt 130

o)
0 0 0 Qofsu
a
N~ ¥ HN{’VOMGB — N4 O
HN 2 " U 67% HN }ﬁ
ONa N
0 o)
64 89 130

Schema 30: Kupplungsreaktion von ST-2335 (64) mit dem Linker 89. Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA,
CH2Cl2, RT, 24 h.

Die aus der Gruppe von Prof. Stark erhaltene Verbindung wurde zunachst mit dem Linker 89
gekuppelt und das Produkt 130 erhalten. Dieses wird zunéchst biologisch getestet.
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3.1.13 Ergebnisse der Testung

Tabelle 12: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, A2s- und AsAR. (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(human (Humane (Humane (Humane
rekombinant) Rekombinante) Rekombinante) Rekombinante)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Ai-Liganden
7 Jj[ )_@COZH 28.0+7.1 664 + 114 >1000 >1000
23-fach
TK-TO-006 H (45+5) A0 7)
1 Jj[ )_@1 4.07 £ 0.90 661 + 188 289 + 94 >1000
CO,H 71-fach
TK-TO-011 A3+7)
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(0]
NN 0 o%
L O:&
105 A N o 127442 324 +123 821+ 173 >1000
H DRSS 26-fach
TK-TO-012 q o (18 + 1)
{4
_/°
o
0}
H
\/\N)K/[N 0 OH
107 Ny o< WHN{:&O 45.2 6.0 >1000 >1000 >1000
— >22-fach
TK-TO-013 H 02 P (25 + 2) (19 + 8) (19  3)
/°
(0]
(0]
H
Y -
104 A i o 7.44%0.64 345 + 69 172 +18 >1000
w o 23-fach
TK-TO-014 H 02 S p (n=4) (47 5, n=4)
IO
(¢]
(0] H o)
108 w”ﬁ” 2.12+0.82 169 + 55 161 + 52 231 + 34
PN N Af")ﬁ T - - - 76-fach
o o0 o ~lac
TK-TO-015 2 —~ (n=4) (n=4)
IO
o
[0}
H
Y-S
106 A ey w0 23.6+2.3 >1000 >1000 >1000
P >41-fach
TK-TO-016 H 02 °_p (33 + 2, n=2) (31 %6, n=2) (-4 £ 3, n=2)
ofO
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(0]
H
109 WJ\JEN%@J—H/(N Ho 9.73+0.20 >1000 515 + 54 >1000
o7 NN } I 53-fach
TK-TO-017 H 2 g (35 + 4, n=2) (6 + 6, n=2)
/°
o
Aza-Liganden
o]
22 XOKO\Q 420 + 36 1.93+0.75 >1000 >1000
Yy Y 218-fach
TK-PT-010 xww@%m (15 + 10) (25 + 2)
.
o
2 HoKO\Q b >1000 200 + 16 >1000 >1000
N N7 N'N@ >5-fach
TK-PT-011 gNwNﬁk\N N (18 + 4) (2 £11) (12 + 10)
‘N,_
(0]
)@o NH,
111 o gNV\NAj/L\N \ >1000 9.39+1.39 >1000 >1000
1 - >106-fach
TK-PT-012 tOw Nojl L (28 £ 1) (24 £ 1) (8+5)
o @)
HNJOJ\/0 NH,
110 - \@Lm N e >1000 2.28 +0.41 >1000 >1000
OI A >439-fach
TK-PT-013 0 " (38 + 9, n=2) (9 + 1, n=2) (34 + 4, n=2)
K/O\/\O/YOK
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R W
116 e e sYe >1000 8.84 + 0.64 >1000 >1000
“ bwwh@%\f@ >113-fach
TK-PT-014 ° " (6 +5, n=2) (17 +9, n=2) (13+1, n=2)
O\/\O/\(OH
iy
HN o NH;
112 \G\L ﬁiw >1000 10.3+2.1 >1000 >1000
o Ny >97-fach
TK-PT-016 ICLO ) N= ) ) (1 +6, n=2) (0 £ 3, n=2) (26 + 4, n=2)
\/\o/\/ \/\o/\/ \/\O/Y \]<
o
'y
HN ° NH
H \@N N)\N,N>_®
113 OI NN . >1000 8.92 + 4.05 >1000 >1000
o N= >112-fach
TK-PT-017 KO g O g O g O (23 + 9, n=2) (8 +3,n=2) (14 £ 5, n=2)
OY\O/\/O\/\OJI
o
K
iy
HN 0 NH;
H \©\N N)\N,N\>_©
114 ol A >1000 30.3+7.9 >1000 >1000
) = >33-fach
TK-PT-018 O g O g O g O (2+2,n=2) (5+2,n=2) (2+0, n=2)
OY\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\OJI
K
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(o]
)K/O\©\ NH
HN
)\
SRS S S Ss
115 1 = >1000 455+ 12.3 >1000 >1000
OK/O\/\ OO0 >22-faCh
TK-PT-019 8 g g j| (012, n=3) (-8 £2,n=2) (25, n=2)
O/\/ \/\O/\/ \/\o/\/ \/\O
OO o
o o/\f
<
g
HN 0 NH,
117 H \QN/\ N*N’“»_@ >1000 89.3+ 28.4 >1000 >1000
\ SNy >11-fach
TK-PT-020 N (14 + 8, n=2) (4 £ 10, n=2) (-8 1, n=2)
K/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/WOH
Iy
HN 0 NH:
H \©\ N)\N N\
118 o K/N\/\ x N >1000 56.9+ 19.6 >1000 >1000
1 >18-fach
TK_PT_OZ:L K/O\/\ A0SO O (9 * 81 n:2) (1 * 0’ n=2) (11 t 1’ n:2)
O ] 0]
OY\O/\/O\/\OJ
OH
AN, O
e | QPSS >1000 129 + 26 >1000 >1000
1 wNNé/LN >8-fach
TK-PT-022 OK/O\/\ PSP P (-1 £ 14, n=2) (-3 x4, n=2) (-7 £ 3, n=2)
O O O
OY\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
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o)
)K/O NH
HN 2
H \©\N N)\N,N\>_©
120 OI K/N\/\N\ D N >1000 109 £ 45 >1000 >1000
o N >9-fach
TK—PT—023 K/O\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ojl (3 * 2, n:2) (‘1 + 3, n:2) (8 + 6, n:2)
(\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
O~ O 0}
o} o/\g/H
Azs-Liganden
(6]
\/\N)tﬂ 9 0o
5 %N | N)—@s\':‘
3 H &w >1000 935 £ 257 129 + 36 >1000
N 7-fach
TK-P6-013 (21 + 4) (7£7)
(e}
HO
(e}
N )tn /\:\/ 0 0
N X
O}\N | N/ S\N
33 H >1000 >1000 >1000 >1000
oy |
TK-P6-066 Nf/gH (-16 £10,n=3) | (-15+ 13, n=3) (35 % 1, n=2) (16 + 3, n=2)
Br
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(0]
H
o~ N o
O
0 0“ >N~ N N
121 > A D >1000 708 + 152 78.4+3.6 >1000
O)T °\, N 9-fach
TK-P6-017 N (30+9) (21+1)
O
xo o
\—\OINH
o
SN N 9/0
| ) s”
122 0Py Q >1000 >1000 >1000 >1000
O /\ -
TK-P6-067 QNJ\H’/(NW (} {’FO (8, n=1) (13 + 8, n=2) (32 + 13, n=2) (14 + 6, n=2)
Br 5
As-Liganden
FaC
48 Q >1000 >1000 >1000 2.81+0.48
N + >356-fach
TK-OT-018 N{N &IH ﬁo (11 +6,n=2) (€= 8neit4(;.1um, (8 %8, n=2)
\/\)\\ ‘ N/ on
N
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123
TK-OT-019

>1000
(19 + 10, n=2)

>1000
(11 + 7, n=2)

>1000

(21+2at 0.1 pm,
n=2)

2.82+0.33

>356-fach

127
TK-OT-020

>1000
(-6 £ 4, n=3)

>1000
(-3 +5, n=2)

>1000
(4 + 1, n=2)

8.62 +0.81

>116-fach

124
TK-OT-021

>1000
(10 £ 10, n=2)

>1000
(13 £ 5, n=2)

>1000
(-2 £ 12, n=2)

3.21+£0.71

>311-fach

125

TK-OT-022

>1000
(-6 + 5, n=2)

>1000
(14 + 2, n=2)

>1000
(-8 +7,n=2)

8.57 £ 1.37

>116-fach
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§> d % {02
126 ; t 2 } 0 S ¢ % >1000 >1000 >1000 6.72 +2.28
" N/ . S 0 0 p o >149-fach
tkotozs [ L SO0, (sran=d) | @ren=y) | (9:12n=)

i Andreas Brockmann, Sonja Hinz, Christin Vielmuth
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Tabelle 13: Potenzbestimmung der D2DR-Antagonisten an den Dopaminrezeptoren D2 und Ds.| (Die Potenzen wurden in p-Arrestin-Assays an humanen D2DR und DsDR bestimmt,

die in den CHO-Zellen exprimiert wurden; Die Hemmung der Dopamin-induzierten Aktivierung wurde bestimmt; ECgo D2DR: 460 nm, D3DR 20 nm)

VERBINDUNG

D.DR

(human rekombinant)

DsDR

(human rekombinant)

ICs0 + SEM [nM]

ICso + SEM [nM]

55 Oj(“@j
a

AN 0.78 + 0.32 1.04 +0.64
TK-SP-006 i
SeU
N (0]
12 o
8 %N N, 1.81+0.76 0.60 + 0.36
TK-SP-007 @ E
o N
% CZZ/\O/\/O\/\O/Qo "o
O
N (o]
129 o
Qﬁ“ M 4.43 +2.87 0.98 + 0.46
TK-SP-008 @ E
HO, N
cZ]/\O/\/o\/\O/vO "o
0\ O\/\o
130 ©[Nﬁ OLO TI
N AN o 19.4 + 6.18 15.2 + 11
TK-ST-001 L@\ 0 NS
N)LN o
H H

i Beatriz Buschbell
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3.1.14 Auswertung der Testergebnisse

A1AR

Zunéchst wurde die Toponafyllinevorstufe 7 mit dem geschutzten PEG-5-Linker verknupft und
das resultierende Amid 105 auf AR-AKktivitat getestet. Im Vergleich zur Séure 7 ist die Affinitat
um den Faktor 2 besser. Allerdings steigt auch die Affinitat zum AsAR um den Faktor 2,
wodurch praktisch kein Unterschied in der Selektivitéat zu vermerken ist. Wird das Addukt 105
zu 107 entschutzt, sinkt die Affinitat zum A:AR, was auf ungunstige Wechselwirkungen mit der
Carboxygruppe schlieRen lasst. Gleichzeitig bleibt die Selektivitat im gleichen Rahmen wie bei
7 und 105, da auch geringere Affinitditen zu den anderen Rezeptorsubtypen beobachtet
werden. Dies macht die Verbindung attraktiver. Anschlieend wurde der PEG-4-Linker an 7
addiert und das Produkt 104 erhalten. Dessen Affinitdten zu den Adenosinrezeptorsubtypen
Aza, Azs und Ags ist vergleichbar mit denen von 105. Die Affinitat von 104 zum A:AR ist im
Vergleich zum PEG-5-Linker-Derivat 105 doppelt so hoch, woraus zu schlie3en ist, dass ein
kurzerer Linker vorteilhafter ist. Die Entschitzung des Esters 104 zu 106 zeigt ein &hnliches
Ergebnis wie zuvor die Hydrolyse von 105 zu 107. Wieder zeigt der kiirzere Linker eine hdhere
Affinitat (ungefahr Faktor 2), was die Annahme bestatigt, dass kirzere Linker besser geeignet
sind. Letztlich wurde an Toponafylline der PEG-4-Linker angekntipft und so die Verbindung
108 erhalten. Diese ist hochaffin zum A:;AR, aber auch moderat affin zu den anderen drei
Subtypen. Die Selektivitat ist dennoch sehr gut (76-fach). Nach Spaltung des Esters zu 109
wird eine leicht verminderte Selektivitat (Ki=9.73 nMm) zum A:AR festgestellt, welche aber noch
akzeptabel ist (53-fach gegen A;gAR). Wie zuvor bei Toponafylline wird eine Affinitat zum
A2AR (K = 515 nm) ermittelt. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kirzere Linker besser
toleriert werden als langere. Daher wird mit dem PEG-4-Linker weitergearbeitet. In der
Saureform sind die Ligand-(7)-Linker-Addukte selektiver, aber nicht affiner, wahrend die

Toponafylline-Addukte affiner aber nicht unbedingt selektiver sind.
A2rAR

An das Preladenant-Derivat 2 wurden die Linkerlangen 4, 5, 8, 12, 16 und 20 geknipft.
Generell l&sst sich sagen, dass das PEG-4-Linker-Addukt 111 mit einer Affinitat von 2 nm und
einer 439-fachen Selektivitdt das Beste der Reihe ist. Die Linkerlangen 5, 8 und 12 sind mit
einer Affinitat um 8 nM und einer ungefahr 110-fachen Selektivitat aber nahezu identisch. Ab
einer Lange von 16 PEG-Einheiten wird die Affinitat schwacher (30 nM) und ist bei 20 Einheiten
am schwachsten (45.5 nm). Daraus lasst sich schlie3en, dass die Linkerlange von 4-PEG-
Einheiten fur den A2aAR am besten ist. Nach der Esterspaltung zeigt sich ein &hnlicher Trend,
namlich dass mit zunehmenden Linkerlangen die Affinitat abnimmt. Wie schon beim A:AR ist
die PEG-4-Linkerlange, mit einer Affinitat von 8,84 nM und einer 113-fachen Selektivitdt am

besten. Daneben wird erneut deutlich, dass eine Saurefunktion im Molekil zur Reduktion der
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Affinitat fuhrt. Bei keinem der A2aAR-Antagonisten sind signifikante Affinitaten zu anderen
Subtypen ermittelt worden.

AxAR

Fir den A2sAR zeigt sich das folgende, unginstige Bild. Das Linkeraddukt 121 ist unselektiv
und wird deshalb in weiteren Experimenten nicht mehr bertcksichtigt. Das Addukt 122 weist

am A2zAR keine signifikante Affinitat auf und wird deshalb verworfen.
AsAR

Fur den AsAR wurde 48 mit den Linkern PEG-4, -8, -12 und -16 gekuppelt. Die Addukte 123
und 124, mit den Linkerlangen 4 und 8, weisen nahezu gleiche Affinitdten (2,82 nm und
3,21 nm) sowie Selektivitaten (356-fach und 311-fach) auf. Gleiches gilt fir die Addukte mit
den Linkerlangen 12 und 16. Bei beiden liegt die Affinitat zum AsAR bei ungefahr 8 nm.
Grundsatzlich lasst sich sagen, dass beim AsAR kirzere Linkerlangen bevorzugt werden.
Somit wurde nur das PEG-4-Addukt 123 zur Séure 127 umgewandelt. Die Affinitdt der Saure
127 zum AsAR sinkt leicht (2,82 nm auf 8,62 nm), welches den zuvor ermittelten Trend

bestétigt.
D./DsDR

Auch die DR-Antagonisten 55 und 64 wurden mit dem PEG-4-Linker gekuppelt. Das
Linkeraddukt 128 zeigte keine Veranderung in der Potenz im Vergleich zum Antagonisten 55.
Auch die Spaltung des Esters zu 129 ergab keine signifikante Anderung. Die Verbindung 130

war deutlich schwacher wirksam und wird nicht weiter bericksichtigt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fir die Rezeptoren Ai, Aza und Az selektive
Antagonist-Linker-Addukte gefunden wurden, die flir die ndchsten Reaktionsschritte geeignet
sind. Dabei ist festzuhalten, dass PEG-4-Linker-Ligand-Addukte die héchsten Affinitaten und

Selektivitdten aufweisen und daher mit diesen weitergearbeitet wird.
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3.1.15 Sonden fur den Proof of Concept

Far den Proof of Concept wurde 2°,3‘-geschiitztes Adenosin an den Linker gekuppelt, um die
Sonde bestmdglich nachzuahmen. Die Ketalschutzgruppe ist dabei von grofRer Bedeutung,
andernfalls wirde Adenosin eventuell an die Adenosinrezeptoren binden. Im Gegensatz dazu
ist das Oligonukleotid, welches fur die spateren Festphasenreaktionen verwendet wird, an der
5'-Position mit einer n-Hexylgruppe funktionalisiert (Abbildung 51). Diese Maodifikation kann
zunéachst nicht getestet werden, sollte auf die spateren Bindungseigenschaften aber auch
keinen Einfluss haben, da sie weit auRerhalb des Rezeptors liegt. Die Versuche sollen einen

Einblick in die Bindungseigenschaften geben und Aufschluss tber mdgliche Affinitatsverluste

liefern.
NH,
N X
N
¢ ]
OH 7
R2 /\/\/\/O\I,O N N)
N P
H I o
0]
O\R1

Abbildung 51: Der Hexyllinker (blau) zwischen dem Ligand-Linker Addukt (R?) und dem Oligonukleotid (R') als
zusatzlicher Abstandshalter.

3.1.15.1 Die A;AR-Antagonist—-PEG-4-Nukleosid-Sonde

1 u
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NH,
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H AO o [eNgte} * HN ¢ J

109 131 133 X

Schema 31: Synthese zu den Zielstrukturen 132 und 133 fur den Proof of Concept. Reaktionsbedingungen: a)
HATU, DIPEA, CH2Clz, RT, 24 h.

Die Ausbeuten der Kupplungsreaktion mit dem 5°-aminomodifizierten Adenosin sind moderat.
Dies liegt vor allem an der auftretenden Nebenreaktion, bei der die Sdure des Antagonist-
Linker-Addukts mit dem an 6-Position des Adenosin positionierten Amins reagiert. Dabei

werden die in Abbildung 52 dargestellten Produkte erhalten.
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134 135

Abbildung 52: Nebenprodukte 134 und 135 der Kupplungsreaktionen aus Schema 31.

Fur die geplanten Reaktionen an der Festphase stellen die Nebenprodukte kein Problem dar,

da samtliche Nukleotide aufgrund der Schutzgruppen unreaktiv sind.

3.1.15.2 Die A.sAR-Antagonist—PEG-4—-Nukleosid-Sonde

NH. NH,
i i Nf; I a /NfN
NH, O\)J\N/{'\/O%OH i < J o, NH, O\AN%\/OEANH <N | )
o P H e o NN 2 L N o N
Q_(N\N SN ﬁN 57% @_« SNTSN ﬁN
Na\éN/\/NJ o. .0 NTNF N/\/NQ O\<O
=N BN =N

116 131 136

Schema 32: Synthese von 136, die fur den Proof of Concept bendtigt wird. Reaktionsbedingungen: a) HATU,
DIPEA, CHzClz, RT, 24 h.

Die Ausbeute der Kupplungsreaktion mit dem geschitzten Adenosin ist im Vergleich zu den
A1AR-Addukten hoch (57 % vs. 25-26 %), da keine Bildung des Dimers nachgewiesen werden

konnte. Inwieweit das Dimer trotzdem als Nebenprodukt anfallt kann somit nicht abgeschatzt

werden.

3.1.15.3 Die AsAR-Antagonist—-PEG-4-Nukleosid-Sonde
Die Kupplungsreaktion zum Addukt 137 lauft mit akzeptabler Ausbeute.

F3C F3C

NH,
N S
4 _ NH,

N,

N
N el N
N»in o FNS <N N) a) N s 0 N
N A N R a )
\/\)\\N N OV OH 61% \/\)\\N N OV HN < | /)
HNA( O\.<O HNXF - :1 N

N

127 131 137 O\(O

Schema 33: Synthese zu der Verbindung 137, die fir den Proof of Concept benétigt wird. Reaktionsbedingungen:
a) HATU, DIPEA, CHzClz, RT, 24 h.
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Auch diese Kupplungsreaktion verlauft mit den Standardkupplungsreagenzien mit akzeptabler
Ausbeute und bedarf keiner Optimierung. Bei dieser Reaktion wird ebenfalls die Bildung eines
Nebenproduktes beobachtet (Abbildung 53).

CF,
NN
\—\—<N
\ NH
=
FaC N
0

Q HNV\O‘};\'\‘T‘-‘O
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N
\N)EN/ (0] P /NfN
N o ¢ |
\/\/kN N>_\_( ON4HN N N/)
HNJ
O\<O

138

Abbildung 53: Nebenprodukt 138 der Kupplungsreaktion aus Schema 33.

3.1.15.4 Die D.DR-Antagonist—-PEG-4—-Nukleosid-Sonde

F
E
o
QN NH, OWW
o o
N NN N\/@
N
a N—/
o Q/(N NH HoN <Nf; a) ° NH,
N~/ o + o N — o NS
15% ¢ N
P 0_0 o O HN N
X/< \< HN\F o
o) 0’4 OH S
HN%ﬁ b
129 131 139 \<

Schema 34: Synthese zu 139, die fur den Proof of Concept benétigt wird. Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA,
CHzClz, RT, 24 h.

Die Kupplung von 129 mit dem geschiitzten Adenosin 131 verlief akzeptabel, allerdings wurde
wahrend der Reinigung mittels HPLC eine grof3e Fraktion an Nebenprodukten erhalten, die
nicht weiter gereinigt werden konnte. Dies ist der Grund fur die schlechte Ausbeute dieser
Kupplungsreaktion (15 %). Bei der Reaktion wird jedoch nicht die Bildung des dimeren
Nebenprodukts beobachtet.
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3.1.16 Ergebnisse der Testung

Tabelle 14: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, A2s- und AsAR.T (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(human (human (human (human
rekombinant) rekombinant) rekombinant) rekombinant)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Ai-Liganden
7 )i )_@Coz 28.0+7.1 664 + 114 >1000 >1000
23-fach
TK-TO-006 H (45+5) A0 7)
1 )t @K 4.07 £ 0.90 661 + 188 289 + 94 >1000
CO,H 71-fach
TK-TO-011 A3+7)
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(0]
H
\/\N)tN 0
104 Py N,%{ WHN o 7.44 +0.64 345 + 69 172+ 18 >1000
DA =N 23-fach
TK-TO-014 H 02 ° ) (n=4) (47 £ 5, n=4)
ofo
o H o
108 \QN\JI”/ i -0 2.12+0.82 169 + 55 161 + 52 231+ 34
or NN } ) 76-fach
TK-TO-015 N 0 o (n=4) (n=4)
ofO
1
\/\N)tN o
106 O WHNW o 23.6+2.3 >1000 >1000 >1000
hamy >41-fach
TK-TO-016 H 02 ° (33£2, n=2) (31 %6, n=2) (-4 3, n=2)
ofO
o H o
109 WJ\JIN/ Mo HO 9.73 +0.20 >1000 515 + 54 >1000
o } I 53-fach
TK-TO-017 N 0 o (35 + 4, n=2) (6 %6, n=2)
ofO
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H,N y:\\N
o NaN"7No
132 A o o)y 216%55 >1000 >1000 >1000
j‘\)i W >46-fach
TK-TO-020 o NH N N H“h (34 £ 8, n=2) (36 £ 1, n=2) (30 + 13, n=4)
(o} (e} o]
e
o/
N
H,N /_N
N N
133 o o QZK 5.56 + 1.11 641 + 155 260 + 67 510 + 174
~ N 47-fach
TK-TO-021 | “itﬁf eyl (n=2)
(o} o o]
A 0 4
of
Aza-Liganden
(0]
2 HoKO\Q b >1000 200 + 16 >1000 >1000
N N7 N'N@ >5-fach
TK-PT-011 &NwNﬁk\N N (18 + 4) (2 +11) (12 £ 10)
‘N,.
L
HN ° NH,
110 - @m *%@ >1000 2.28+0.41 >1000 >1000
“\ QNwN\ﬁ%\N >439-fach
TK-PT-013 o N (38 £ 9, n=2) (9 £ 1, n=2) (34 £ 4, n=2)
NN o
O/T \]<
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o
HNKK@\ NH,
116 ’ Ty >1000 8.84 + 0.64 >1000 >1000
oI gNwNé%N >113-fach
TK-PT-014 0 N (6 £5, n=2) (17 + 9, n=2) (13 + 1, n=2)
K/owo/YOH
i
o
;\‘ \©\N/\ Nj‘\'-'I:’N\ 0 |
i SN )j/gN%@'
136 I N\N~ >1000 7.21+1.72 >1000 >1000
o NH, >139-fach
TK-PT-027 bol ., <ﬂf)~ (22 + 13, n=3) (10 + 5, n=2) (13 9, n=2)
N N o~
O/T Lo N
o__0O
~
As-Liganden
F4C
48 >1000 >1000 >1000 2.81+£0.48
TK-OT-018 N 0 (1116 n=p) | GE8AOIUM 1 g g o)
‘N n=4)
\/\)\\)\/lE />_/_<OH
N
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F3C
;\N >
123 N{N &in >—/_/<O vi >1000 >1000 1000 282 +0.33
< NH 21+2at0.1pum >356-fach
TK-OT-019 | S g g (19£10,n=2) | (1127,n=2) | at0.1 um,
Ve n=2)
o} o} O
{ 8
o/
F3C
127 Nif I 2 >1000 >1000 >1000 8.62 +0.81
V\AN\ENM“” >116-fach
TK-OT-020 NN § " (-6 + 4, n=3) (-3+5,n=2) (4+1,n=2)
Q o [o]
{7
o/
3C
F s
N NVN o
137 N, W H e o | X< >1000 >1000 >1000 15.3+5.8
V\AN\)E > ’ >65-fach
TK-OT-025 NN $ N (1+2,n=2) (-14+9,n=2) | (-10 15, n=2)
o o O
{ 57
of

i Andreas Brockmann, Sonja Hinz, Christin Vielmuth
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Tabelle 15: Potenzbestimmung der D2DR-Antagonisten an den Dopaminrezeptoren D2 und Ds.| (Die Potenzen wurden in p-Arrestin-Assays an humanen D2DR und DsDR bestimmt,

die in den CHO-Zellen exprimiert wurden; Die Hemmung der Dopamin-induzierten Aktivierung wurde bestimmt; ECgo D2DR: 460 nm, D3DR 20 nm)

VERBINDUNG

D.DR

(human rekombinant)

DsDR

(human rekombinant)

ICs0 + SEM [nM]

ICso + SEM [nM]

55 T
QZQ\/@ ] 0.78 £ 0.32 1.04 £ 0.64
TK-SP-006 @) E
HO o
Ty
128 0 Q@“ "
¥ o 1.81 % 0.76 0.60 + 0.36
TK-SP-007 E
N
%/Oczﬁo/\/ofoﬂ/o "
e
N [0}
129 0 fo "
e o 4.43 + 2.87 0.98 + 0.46
TK-SP-008 i
HO. O\/\u )
T o oo
139 OWQ/“ "
&5 5 O 1.27+0.30 3.91+321
TK-SP-010 | /o

i Beatriz Buschbell
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3.1.17 Auswertung der Testergebnisse

Fur den ersten Proof of Concept wurden die Liganden-Linker-Addukte mit dem 2°3*-

geschutzten Adenosin verknlpft.
AIAR

Fur den A:AR wurden die beiden Ligand-Linker-Addukte 106 und 109 mit dem geschuitzten
Adenosin verbunden. Wahrend 132 eine Affinitat von 21,6 nM aufweist, ist die von 133 um den
Faktor 4 besser (5.56 nm). Dies spiegelt die Ergebnisse aus den zuvor erhalten Testungen
ohne angeknupftes Nukleosid wider. Wird allein die Selektivitat betrachtet, ist diese bei beiden
Verbindungen gleich, woraus abzuleiten ist, dass 133 auch an die anderen Subtypen bindet
und somit nicht optimal ist. Insbesondere zum AzsAR weist die Verbindung eine relativ hohe
Affinitat von 260 nm auf. Dieser Trend zeigte sich bereits bei 109. Fiir eine gute Sonde ist hohe
Selektivitat wichtig. Folglich wurde beschlossen den Liganden 7 fir die spateren PLA-Sonden

Zu verwenden.
AorAR

Fur den A2xAR wurde 116 mit dem geschitzten Adenosin gekuppelt. Das Ergebnis ist aul3erst
vielversprechend. So weist 136 eine Affinitat von 7.21 nMm bei einer Selektivitat von Faktor 139
auf. Diese Ergebnisse machen das Preladenant-Derivat 2 zum optimalen Liganden fir die

spateren Sonden.
AsAR

Fur den AsAR wurde, wie zuvor erwahnt, verfahren. Die Affinitat von 137 zum AsAR liegt bei
15.3 nMm, zu den anderen Rezeptorsubtypen wird keine Affinitat gemessen. Somit ist 48 fur die

nachfolgende Kupplung mit Nukleotiden geeignet.
D./DsDR

Fur das D;DR-Antagonist-Linker-Nukleosid-Addukt 139 bleibt die Wirksamkeit im selben
Rahmen wie fur die Addukte 129, 128 und 55. Somit wird Spiperon fir die nachfolgende
Derivatisierung verwendet. Die Sonde kann fir den Proof of Concept dienen, auch wenn keine
D./Ds-Selektivitat besteht, wobei in einem Testsystem D;DR und AxsAR exprimiert und

lokalisiert werden.
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3.1.18 Festphasensynthese der PLA-Sonden

Bereits zuvor wurden die Synthesen der Sonden ausgehend vom Liganden, tiber das Ligand-
Linker-Addukt, hin zum Liganden-Linker-Nukleosid-Addukt beschrieben (Schema 35, A). An
der Festphase soll die Synthese in umgekehrter Reihenfolge durchgefihrt werden. Das
Oligonukleotid wird zunachst festphasengebunden mit dem Linker gekuppelt, anschlie3end
wird der Linker entschitzt und im letzten Schritt der jeweilige Ligand angekniipft (Schema 35,
B).

A)
Ligand--CO,H {O P
) )
Ligand-- 0o igand--
HoN—Linker Kuppl. —Lj — Hoand {
% Ruppl. HN L|nkerJ< HN—Linker
< o Nukleosid
B)
0] (0]
FmocHN*Linker% 0o Li d"{ o
OH Kuppl. FmocHN*Linker% == oan HNfLinker%
- ’ HN%)IIQOHUCL‘o Oligonukleotid

H2N4)Iigonucl.40

Schema 35: Vergleich des Aufbaus der Sonden, entweder A) Synthese ausgehend vom Liganden oder B)
festphasengebundene Synthese.

Nach Erhalt der biologischen Testergebnissen (Tabelle 14, Tabelle 15) wurden die

vielversprechendsten Liganden ausgewahlt (Abbildung 54).

Jj[ >—@7002H \©\ )N\Hz N

N N~
>
N\/\N N
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A4AR-Antagonist AopAR- Antagonist
7
F3C \©\n/\/\
QA .
7N 0 o)
N\ H
s o)
PPN Wl
NS
NT N HO
(0}
A3sAR-Antagonist D,DR-Antagonist
48 55

Abbildung 54: Ausgewdhlte Liganden fir die Festphasensynthese an der TU Dortmund.

Als Linker sollte der selbstsynthetisierte PEG-4-Linker genutzt werden (Abbildung 55, 99).
Allerdings wurde nach dem Transport die Zersetzung des Linkers festgestellt und daher auf

eine leicht modifizierte Variante zuriickgegriffen (Abbildung 55, 140).
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Abbildung 55: Vergleich des selbstsynthetisierten Linkers 99 und des kommerziell erworbenen Linkers 140.

Die Modifikation des Linkers um eine Methylen-Einheit sollte keinen Einfluss auf die zuvor
erhaltenen Testergebnisse haben, da die Modifikation nicht direkt im Rezeptor, sondern

auRRerhalb, am Oligonukleotid lokalisiert ist.

Die festphasengebundenen Oligonukleotide waren kommerziell erhaltlich (Tabelle 16).

Tabelle 16: Benétigte Sequenzen fir die Herstellung der PLA-Sonden sowie die Konnektoren und der
Oligonukleotid-gebundene Fluorophor zur Detektion.

Name Sequenz Lange
5'-Amino-AAAAAAAAAATATGACAGAACTAGACACTCTT-CPG-

P-PLA 38
gebunden
5'-Amino-AAAAAAAAAAGACGCTAATAGTTAAGACGCTToUoUoU-

NP-PLA 32
CPG-gebunden
5-P-

Conl | CTATTAGCGTCCAGTGAATGCGAGTCCGTCTAAGAGAGTAGTA 65
CAGCAGCCGTCAAGAGTGTCTA

Con2r | 5.p-GTTCTGTCATA TTTAAGCGTCTTAA 25

Fluoro | 5-ATTO550-CAGTGAATGCGAGTCCGTCT 20

Beide Sonden sind fir folgende Kupplungsreaktionen am 5-Ende aminomodifiziert. AuRerdem
sind die Oligonukleotide auf CPG = Controlled Porous Glass immobilisiert. Die Oligonukleotide

Conl, Con2 und Fluoro werden fiir den biologischen Teil des PLA-Assays benotigt.
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Schema 36: Vereinfachtes Schema der Sondensynthese an der Festphase. Reaktionsbedingungen: a) 1) HATU,
DIPEA, DMF, RT, 2 h, 2) HATU, DIPEA, DMF, RT, 2 h. b) 20 % Piperidin, DMF, RT, 5 min. c) HATU, DIPEA, DMF,
RT, 2 h. d) 30 % ag. NH4 / 40 % CHsNH: (1/1), 37 °C, 4 h.

In Schema 36 ist die Festphasensynthese vereinfacht dargestellt. Im ersten Schritt wird das
CPG-gebundene Oligonukleotid mit dem Linker 99 gekuppelt. Um das Kupplungsprodukt 141
in moglichst groRBer Ausbeute zu erhalten, wird die Reaktion zweimal fiir zwei Stunden
durchgefuhrt. Im n&chsten Schritt werden nicht gekuppelte Amine mittels Essigsdureanhydrid,
Methylimidazol und Pyridin gecapped und sind somit unreaktiv fiir nachfolgende Reaktionen.
Die entstehenden Methylamide sind im Schema nicht dargestellt. Die Fmoc-Schutzgruppe wird
basisch abgespalten und das entstehende Amid 142 ist bereit fir die Reaktion mit den
Liganden. Beispielhaft wurde hier Verbindung 7 gewahlt. Da die Liganden nicht in sehr gro3er
Menge synthetisiert wurden (ca. 50 — 100 mg), konnte der Kupplungsschritt nur einmal
durchgefuhrt werden. Letztlich wird das Oligonukleotid basisch, mit Ammoniak und
Methylamin, von der Festphase abgespalten und gleichzeitig werden die Schutzgruppen

entfernt. Das erhaltene Produkt 144 wird mittels HPLC aufgereinigt und lyophilisiert.

Der Vorteil der Festphase ist die Mgglichkeit des einfachen Waschens der Produkte nach

jedem Reaktionsschritt. Problematisch ist die Kontrolle des Umsatzes bei jeder Reaktion. So
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muss nach jedem Schritt eine Testabspaltung erfolgen, um abschéatzen zu kénnen, ob die

Reaktion wiederholt werden muss.

Fur die Synthese der Sonden wurden zunéchst die ersten beiden Reaktionen aus Schema 36
mit beiden Oligonukleotiden P-PLA und NP-PLA aus Tabelle 16 durchgefiihrt. Ausgehend
davon wurden die Liganden aus Abbildung 54 mit beiden Oligonukleotid-Linker-Addukten

gekuppelt. Somit wurden 8 Sonden erhalten (Tabelle 17).

Tabelle 17: Ubersicht iiber die erhaltenen Sonden fiir den PLA. (Die theoretische und gefundene mittlere Masse
[M+H]* wurden mittels Bruker Compass DataAnalysis 4.4 und MALDI bestimmt; Die Ausbeute bezieht sich auf die
Gesamtausbeute aller Schritte, wie dargestellt in Schema 36. Zur Bestimmung der Ausbeute wurde die molare
Masse der Sonden + die molare Masse der Gegenionen (NEts) verwendet.

_ . _ M (theor.) | M (gefun.) | Masse | Ausbeute
Name Oligo. Linker | Ligand
[9/mol] [9/mol] [mg] [%0]

144

7 10631.8 10632.3 1.87 13
PLATO
145

2 10746.8 10746.5 1.77 13
PL4PT

P-PLA

146

48 10675.7 10675.4 1.06 8
PL4OT
147

55 10858.1 10857.3 1.05 7
PL4ASP

99

148 L4

7 11648.3 11648.2 2.01 13
NPL4ATO
149

2 11763.5 11762.9 2.25 15
NPL4PT

NP-PLA

150

48 11692.3 11692.6 1.50 10
NPL4OT
151

55 11874.6 11874.2 1.33 9
NPL4SP
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3.1.19 Ergebnisse der Testung

Tabelle 18: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, A2s- und AsAR. (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

AiAR A2nAR AAR AzAR
(human (human (human (human
rekombinant) rekombinant) rekombinant) rekombinant)
Ki £ SEM [nM] Ki £ SEM [nM] Ki £ SEM [nM] Ki £ SEM [nM]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Ai-Liganden
1
7 \/\Nﬁw/ coun 28.0+7.1 664 + 114 >1000 >1000
O)\N N 23-fach
TK-TO-006 H (45+5) (20x£7)
0w
\/\N)K/[N o
104 OZ\N | N/> < 9 HZN %O 7.44 + 0.64 345 + 69 172 +18 >1000
w P 23-fach
TK-TO-014 H 02 ° HO (n=4) (47 £5, n=4)
ofo
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]
\/\N)K/EH o)
106 A N o 23.6+2.3 >1000 >1000 >1000
D= >41-fach
TK-TO-016 H 02 ° P (33 + 2, n=2) (31 % 6, n=2) (-4 + 3, n=2)
ofO
144 o
" 2L DL AN
P+L4+TO H 32 x NEty
148 .
. e e
NP+L4+TO A
Aza-Liganden
[0}
2 HOKO\Q\ )N\Hz >1000 200 £ 16 >1000 >1000
N N7 N'N@ >5-fach
TK-PT-011 QNwN)j/&N N\ (18 £ 4) (2+11) (12 £ 10)
N=
HN)K/O\©\ NH;
110 H N N N'“\>_® >1000 228 +0.41 >1000 >1000
oI A >439-fach
TK-PT-013 . N (38 £ 9, n=2) (9 £ 1, n=2) (34 £ 4, n=2)
K/OV\O/WOK
o
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(o}
iy PO NH.
116 - \Q\m 8 >1000 8.84 + 0.64 >1000 >1000
oI Ny N >113-fach
TK-PT-014 0 N (6 £5, n=2) (17 + 9, n=2) (13 + 1, n=2)
K/O\/\O/YOH
145 - o A,
et oM G

e . SN
P+L4+PT ”

149 " o M,

S as SO
A D s,

TK- =\ 35 x NEY, W

NP+L4+PT
As-Liganden
FsC
>1
48 >1000 000 >1000 2.81+£0.48
N + >356-fach
TK-OT-018 N ﬁ“ o 11+6n=2) | C* Snafg'l MM g+ 8, n=2)
N =
| >—/_/<OH
\/\)\\N N/
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>1000

123 v &in %/_/(O v >1000 >1000 2.82+0.33
- | NH 1+2at0.1um >356-fach
TK-OT-019 | S g 3 (19£10,n=2) | (1127 n=z) |L*¥2a01um,
V) n=2)
(o] (e} [e]
!
og/k
FoC
127 Nif Vo P >1000 >1000 >1000 8.62 + 0.81
V\i\tNﬁ NH >116-fach
TK-OT-020 vl e (-6 + 4, n=3) (-3+5, n=2) (4+1,n=2)
(o} (o) o]
{ 4
of

16 |, WN

TK- e "
P+L4+OT 32 x NEty W
150 L L w8
\@YWN% .
TK- e e
NP+L4+0T e K”IV/\/\

i Andreas Brockmann, Sonja Hinz, Christin Vielmuth
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Tabelle 19: Potenzbestimmung der D2DR-Antagonisten an den Dopaminrezeptoren D2 und Ds.| (Die Potenzen wurden in p-Arrestin-Assays an humanen D2DR und DsDR bestimmt,

die in den CHO-Zellen exprimiert wurden; Die Hemmung der Dopamin-induzierten Aktivierung wurde bestimmt; D2DR: 460 nm, DsDR 20 nm)

D2DR DsDR
VERBINDUNG (human rekombinant) (human rekombinant)
ICs0 £ SEM [nM] ICs0 £ SEM [nM]
S
N o
55
° gﬁj N 0.78 £ 0.32 1.04 £ 0.64
TK-SP-006 E
HO o
T
N O
128 © QH(N NH
@N# Eo 1.81+0.76 0.60 £ 0.36
TK-SP-007
[e) o—"N
%/ g]/\o/\/o\/\o/\/ "o
F
Q(\AN O
129 ° OK[(N NH
@N# Eo 443 +2.87 0.98 £ 0.46
TK-SP-008
HO o/"N o
g]/\o/\/o\/\o/\/ "
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H o)
147 N@NNW
TK- O O YMNH
P+L4+SP o @ 32 X NEts
151 1~
I o el NJWQ © o,
NP+L4+SP © _—

i Beatriz Buschbell

128




ERGEBNISSE

3.1.20 Auswertung der Testergebnisse

Noch wurden keine Daten erhalten.
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3.2 Synthese von Fluorophor-markierten Liganden

Neben der Mdglichkeit, Oligonukleotide an die Linker-Addukte zu knlipfen, bietet der modulare
Aufbau der Sonden die Moglichkeit, auch andere funktionelle Einheiten, wie zum Beispiel
Fluorophore anzuknipfen. Diese stellen wichtige Tool-Verbindungen fir in vitro- und in vivo-

Untersuchungen der Rezeptoren dar.

3.2.1 Fluorophor-markierte Liganden fur Adenosinrezeptoren

3.21.1 Synthese der BODIPYs?"®

~= Br a) b)
\ NH * ° 0 0
o al 29% 80%
151 152 153 154
c) d)

Schema 37: Synthese der BODIPY-Derivate, die fur die Synthese der Fluoreszenzmarker benétigt werden.?”®
Reaktionsbedingungen: a) i) CH2Clz, 0 °C — RT, 3.5 h, ii) NEts, 0 °C, 30 min, iii) BF3 x Et2O, RT, 1 h. b) NaNs, DMF,
50 °C, 2 h. ¢) HSOsCI, CHzClz, -20 °C, 30 min. d) i) PPhs, THF, RT, 24 h, ii) H20, RT, 3 h.

Das BODIPY-Derivat mit der Linkerlange 5 (153) wurde zunachst synthetisiert. Dabei wird Uber
eine elektrophile aromatische Substitution der 4-Position des Pyrrols 151 das
Carbonséaurechlorid 152 angelagert und HCI eliminiert. In einer zweiten elektrophilen Addition
wird unter Kondensation das zweite Pyrrol angelagert, bevor BFz koordiniert. Diese
Reaktionssequenz verlauft mit einer Ausbeute von 29 %, was unter Berlcksichtigung der
maoglichen Nebenreaktionen akzeptabel ist. In der Literatur wird als isolierte Ausbeute 33 %
angegeben.?’® Fur mdgliche Click-Reaktionen wurde das Azid 154 hergestellt, in dem in einer
Sn2-Reaktion das Brom gegen ein Azid ausgetauscht wurde. Diese Verbindung soll unter

anderem fiir Reaktionen mit CD73-Rezeptor-Inhibitoren verwendet werden.

Des Weiteren wurde versucht, das BODIPY-Derivat hydrophiler zu machen. Dafiir wurde die
Synthese von Heisig et al. herangezogen. Mittels Chlorsulfonsdure wurde unter HCI-

Freisetzung die Disulfonsdure synthetisiert.2’® Bei der Synthese ist besonders auf die
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Verwendung von frischer Chlorsulfonsédure zu achten, da die Reaktion sonst nicht ablauft.
Auch bereitet die Reinigung des Produkts Schwierigkeiten, da Reste von Triethylamin
(verwendet als Zusatz bei der saulenchromatographischen Reinigung) im Endprodukt
enthalten sind. Das verwendete Amin 156 wurde nicht erneut synthetisiert, da es im

Arbeitskreis noch hinreichend vorhanden war.

3.21.2 Die AiAR-Antagonisten—-PEG-4-Fluorophor-Sonden

o H
a) SN N (o]
2. )
53% o N N HN

(o]
oy ay¢ :
H AL

106

J

108 156

Schema 38: Synthese der Fluoreszenzliganden 157 und 158 aus den Linkeraddukten 106 und 108 und BODIPY
493/503 (156). Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA, CH2Clz, RT, 24 h.

Die  Kupplungsreaktion mit HATU lief zufriedenstellend, wobei die beiden

fluoreszenzmarkierten Sonden 157 und 158 erhalten werden konnten.

3.21.3 Die A:nAR-Antagonist-PEG-4-Fluorophor-Sonde
Die Verbindung 116 (3.1.12.2) wurde mit dem BODIPY 493/503 gekuppelt, wobei der

Fluoreszenzligand 159 mit einer Ausbeute von 67 % erhalten wurde (Schema 39).

NH,

o o o o
NH; /@/0\)&”’{\/(3%@4 - J‘\Hz /@/O\)ku’f\/oww
N .

Q  N- <~ O N-NTSN
W/N N N + N 43),5/)_(/ i
NJ\@N/\/N\) Nog N 67% NJ\ka/\/NJ KA
- FF =N YN N

FF
116 156 159

Schema 39: Synthese des Fluoreszenzliganden 159 aus dem Linkeraddukt 116 und dem BODIPY 493/503 (156).
Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA, CHzClz, RT, 24 h.
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3.21.4 Die AsAR-Antagonist—-PEG-4-Fluorophor-Sonde
Auch der AsAR-Antagonist 48 wurde fur die Fluoreszenzmarkierung genutzt. Die Ausbeute lag
bei knapp 50 %.

FsC FaC,

127 156 160

Schema 40: Synthese des Fluoreszenzliganden 160 aus dem Linkeraddukt 127 und BODIPY 493/503 (156).
Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA, CH:Clz, RT, 24 h.

3.2.1.5 Die D.DR-Antagonist—-PEG-4—-Fluorophor-Sonde

129

Schema 41: Synthese des Fluoreszenzliganden 161 aus dem Linkeraddukt 129 und BODIPY 493/503 (156).
Reaktionsbedingungen: a) HATU, DIPEA, CHzClz, RT, 24 h.

Der D2DR-Antagonist 55 konnte in guter Ausbeute mit dem Fluorophor verkntpft werden.
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3.2.2 Ergebnisse der Testung

Tabelle 20: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, A2s- und AsAR.T (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(human (human (human (human
rekombinant) rekombinant) rekombinant) rekombinant)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Ai-Liganden
7 )t @CO H 28.0+7.1 664 + 114 >1000 >1000
7 2
23-fach
TK-TO-006 H (45+5) A0 7)
1 Jj[ )_@1 4.07 £ 0.90 661 + 188 289 + 94 >1000
CO,H 71-fach
TK-TO-011 A3+7)
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o
H
\/\N)tN o
104 A *< WHNW %o 7.44 £ 0.64 345 + 69 172 + 18 >1000
P 23-fach
TK-TO-014 H 02 ° P (n=4) (47 £ 5, n=4)
ofo
o] H o
108 vft:%@ﬁw S 212 +0.82 169 + 55 161 + 52 231+ 34
(0] N
H AN . . 76-fach
TK-TO-015 e (n=4) (n=4)
o/
1
\/\N)tN 0
106 P —~ WHNW o 23.6+2.3 >1000 >1000 >1000
hant >41-fach
TK-TO-016 H 02 ° P (33 + 2, n=2) (31 + 6, n=2) (-4 £ 3, n=2)
ofO
0] H o
SN N
7 HN HO . 25 . 45
109 ;\JIN - 9.73+0.20 >1000 515 + 54 >1000
(0] N
d I 53-fach
TK-TO-017 i (35 + 4, n=2) (6 + 6, n=2)
OIO
o 4 '\/‘\B/
157 Y L ayp | 450059 305 + 67 293+75 462 + 53
07N N HN HN 7 7-fach
TK-TO-018 PRt
{ o
o/
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/ “/‘\B/F
158 % o | 2.02+0.49 106 + 17 34.8+9.4 211 + 58
“ﬁ%@ﬂy e v 17-fach
TK-TO-019 | ° 5 g Q
(o
Aza-Liganden
o
2 HOKO\Q\ )N\Hz >1000 200 £ 16 >1000 >1000
N N7 N’N\>_® >5-fach
TK-PT-011 gNwNﬁk\N N (18 + 4) (2 +11) (12 + 10)
N=
[e]
HN)K/O NHa
110 - \Q\Nﬁ N/*N/N\%@ >1000 2.28 + 0.41 >1000 >1000
oI gNwNé%\N >439-fach
TK-PT-013 0 N (38 £ 9, n=2) (9 +1, n=2) (34 + 4, n=2)
K/O\AO/YO\K
o
HNKK@\ NH,
116 ; Ty >1000 8.84 + 0.64 >1000 >1000
\ QNWN\YN >113-fach
TK-PT-014 0 N (6 £ 5, n=2) (17 £ 9, n=2) (13 £ 1, n=2)
K/owo/YOH
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(o]
J_o )
159 0 waNﬁx\ﬁ@ 165 + 20 3.47 £0.23 >1000 >1000
I N= 48-fach
TK-PT-015 (32+9,n=2) (39 £ 6)
Az-Liganden
FsC
>
48 >1000 1000 >1000 2.81 £ 0.48
N + _ >356-fach
TK-OT-018 N H P (11 £ 6, n=2) (3 Sna_tg 1hm, (8 £ 8, n=2)
\/\)N\\ | />‘/_<OH -
N N
F3C
N
123 NifN ﬁ“ ﬁo vi >1000 >1000 >1000 B = 5
\ NH + >356-fach
TK-0T-019 | ~~Asr g g (19 £ 10, n=2) (11 £ 7, n=2) (l+2at0.1um,
) n=2)
o (0] O
{4
of
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127 >1000 >1000 >1000 8.62 +£0.81
>116-fach
TK-OT-020 (-6 £ 4, n=3) (-3+5,n=2) (4+£1,n=2)
160 >1000 >1000 >1000 19.0+ 3.0
>53-fach
TK-OT-024 (-4 £ 6, n=3) (30 £ 3, n=2) (012, n=2)

i Andreas Brockmann, Sonja Hinz, Christin Vielmuth
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Tabelle 21: Potenzbestimmung der D2DR-Antagonisten an den Dopaminrezeptoren D2 und Ds.' (Die Potenzen wurden in p-Arrestin-Assays an humanen D2DR und DsDR bestimmt,
die in den CHO-Zellen exprimiert wurden; Die Hemmung der Dopamin-induzierten Aktivierung wurde bestimmt; ECgo D2DR: 460 nm, D3DR 20 nm)

D2DR Ds:DR
VERBINDUNG (human rekombinant) (human rekombinant)
ICs0 + SEM [nM] ICs0 £ SEM [nM]
55
0.78 £ 0.32 1.04 £ 0.64
TK-SP-006
128
1.81+0.76 0.60 £ 0.36
TK-SP-007
129
443 +2.87 0.98 £ 0.46
TK-SP-008
161
7.91+£5.16 1.21 +0.06
TK-SP-009

i Beatriz Buschbell
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3.2.3 Auswertung der Testergebnisse
AIAR

Fiar den A:AR wurde die optimierte Linkerlange von 4 PEG-Einheiten verwendet und es wurde
der Fluorophor 156 an die Verbindungen 106 und 109 gekuppelt. Beide Fluorophor-markierten
Liganden, 157 und 158, zeigen eine deutlich bessere Affinitat zum A:AR im Vergleich zu den
Sauren, die als Ausgangsverbindungen eingesetzt wurden. So ist die Affinitdt von 156 im
Vergleich zur Saure 106 um den Faktor 5 hoher (106 Ki = 23.6 nM, 157 K; = 4.5 nMm). Auch die
zweite, ethylenverbriickte Verbindung 158 weist eine um den Faktor 5 verbesserte Affinitat im
Vergleich zur Saure 109 auf (158 K; = 9.7 nm, 109 K; = 2.0 nm). Allerdings ist die Selektivitat
der Fluorophor-markierten Liganden deutlich geringer, da beide Verbindungen mit einer
ahnlichen Affinitat (Ki = 30.0nM) an den AzAR binden. Dennoch sollten sich die
Fluoreszenzliganden hervorragend fir Anwendungen eigenen, bei denen keine oder nur
geringe Rezeptorexpression vorhanden ist. Auch fir NanoBRET-Assays ist eine Selektivitat

nicht erforderlich.
AsAR

Aza-Fluoreszenzligand 159 weist einen Ki-Wert von 3.47 nm auf. Der Wert ist sehr gut und liegt
im Bereich des Esters 110. Es wird aber auch eine moderate Affinitdt zum A:AR beobachtet.
Die 48-fache Selektivitat fir den A22AR sollte dennoch fiir ein selektives Labeling ausreichend

sein.
AzAR

Fluoreszenzligand 160 zeigt einen Ki-Wert von 19.0 nMm, wobei kaum Affinitat zu den anderen
Rezeptoren beobachtet wurde. Diese Verbindung sollte sich also hervorragend fir die
spezifische Fluoreszenzmarkierung von AsAR eignen. Darliber hinaus wurde lberlegt, weitere
in der Arbeitsgruppe synthetisierte Fluorophore an die Verbindung zu kuppeln und die
Produkte ebenfalls zu untersuchen. Auf diesen Ansatz wird im folgenden Abschnitt

eingegangen.
D./DsDR

Auch an das Spiperonderivat 129 wurde das BODIPY angekntipft. Der Fluorophor-markierte
Ligand 161 erreicht dabei einen ICso-Wert von 7.9 nMm am D.DR und von 1.2 nMm am DsDR. Wie
zuvor wird keine Selektivitat fur einen der beiden Rezeptoren beobachtet. Die Selektivitat

gegenlber den anderen Dopaminrezeptor-Subtypen soll zukinftig untersucht werden.
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3.2.4 Synthese weiterer Fluoreszenz-markierter Liganden

Nachdem der synthetisierte Fluoreszenzligand 160 gute Affinititswerte und eine
herausragende Selektivitat gegenuber den anderen Rezeptorsubtypen aufwies, sollten
weitere in der Arbeitsgruppe synthetisierte Fluorophore, die bei hoherer Wellenldnge
emittieren an den AsAR Antagonisten 48 gekuppelt werden.

3.2.41 Fluoreszenz-markierte AsAR-Antagonisten mit langwelliger

Emission

O
HO
162 163
Cy3-Derivat BODIPY 630/650
(synthetisiert von Tim Harms) (synthetisiert von Ahmed Atef Ali)

Abbildung 56: Fluorophore mit langwelliger Emission fur die Synthese von Fluoreszenzliganden.?8 281

Die beiden Fluorophore tragen eine terminale Saurefunktion, weshalb eine direkte Kupplung
mit der synthetisierten Verbindung 127 nicht méglich war. Um eine grof3ere Variabilitat zu
erreichen und auch Sauren anbinden zu kdnnen, wurde der Antagonist 48 mit einem
Diaminolinker 164 gekuppelt (Schema 42).

FsC o FaC o
N HM N H o
OH 0 a) N NHBoc
| N | + ‘{’\/ %\/\ — > | N | 3
N\N>—\§/N H,N Y NHBoc — o New' NN H
JjN JjN
48 164 165
FsC o
H
b) N Nj/\)L %\/OV
81% L ’ H ¢ N
° N\N \ N
=N

7

Schema 42: Synthese des Ligand-Linker-Addukts 166 ausgehend von 48. Reaktionsbedingungen: a) HATU,
DIPEA, CH2Clz, RT, 24 h. b) TFA, CH2Cl2, RT, 2 h.

166
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Wie bereits zuvor wurde eine typische Kupplungsreaktion mittels HATU durchgeftihrt, die zum
Amid 165 in einer Ausbeute von 88 % fluhrte. Entschiitzung durch TFA ergab das Amin 166 in
einer Ausbeute von 81 %.

164

Schema 43: Synthese der Fluoreszenz-markierten Liganden 167 und 168. Reaktionsbedingungen: a) HATU,
DIPEA, DMF, RT, 3 h.

Die Kupplungsreaktionen zu den beiden Fluoreszenz-markierten Liganden 167 und 168
wurden mit akzeptabler Ausbeute durchgefuihrt (Schema 43). In Abbildung 57 sind die
Absorptions- und Emissionsspektren der drei Fluoreszenzliganden dargestellt. Dabei wird ein
Wellenlangenbereich von 450 nm bis 700 nm abgedeckt. Somit konnte eine Toolbox

bereitgestellt werden, die hervorragende Mdglichkeiten zur Untersuchung des AzAR liefert.

1001
S 160
% '
E -
Iy ] 167
o3
g 50+
< l --- 168
- l
> | —
<
o J--

0 —== 1

400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]

Abbildung 57: Absorptions- und Emissionsspektren der drei Fluoreszenzliganden 160, 167 und 168. Die relative
Absorption (gestrichelt) bzw. Emission ist in Abhangigkeit von der Wellenlange dargestellt. Die Farbe der Spektren
gibt das jeweilige Wellenlangenmaximum wieder.
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3.2.5 Ergebnisse der Testung

Tabelle 22: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an den human Ai-, Aza-, A2s- und AsAR.T (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

n=2)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(human (human (human (human
rekombinant) rekombinant) rekombinant) rekombinant)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
As-Liganden
FsC
48 >1000 >1000 >1000 2.81 +0.48
N + >356-fach
TK-OT-018 N (1146 n=p) | CEBAOIMM A0 o o)
‘N)I n=4)
\/\)\\N
F3C
N
123 N ﬁn >—f4 v >1000 >1000 >1000 082 4 0.33
| NH + >356-fach
TK-0T-019 | S g (19+10,n=2) | (11%7,n=) |PL*2a01um,
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FsC
127 N N H P >1000 >1000 >1000 8.62 £+ 0.81
V\i\tNﬁ N >116-fach
TK-OT-020 NT N o (-6 + 4, n=3) (-3%5, n=2) (4 %1, n=2)
(o] (o) o]
{
of
FaC
il
165 g O% >1000 >1000 >1000 425 +0.74
N EIH 02 >235-fach
-OT- N + = + = + =
Tk-ot-026 | . g (3 £ 5, n=2) (19 * 11, n=2) (1+2, n=2)
HNxoﬁ/
FaC
F +
o KT g““S
166 N o >1000 >1000 >1000 0.976 + 0.294
N{ »IH - o >1025-fach
TK-OT-027 N o 2 (17 7, n=2) (20 + 3, n=2) (7 +0, n=2)
\/\)\ | />_\—/( o)
160 >1000 >1000 >1000 19.0+ 3.0
>53-fach
TK-OT-024 (-4 £ 6, n=3) (30 £ 3, n=2) (0 + 12, n=2)
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167 >1000 >1000 >1000 45.6 + 6.8
>22-fach
TK-OT-028 (0 %5, n=2) (9 + 4, n=2) (13+ 2, n=2)
168 Q g{ _ >1000 >1000 >1000 155+ 4.6
Vg ° e SF + >65-fach
TK-OT-029 V\A)IM ¢ AL (A1 £ 15, n=2) (8 +3,n=2) (3£13at0.1uM,
HNXOH SV n:2)

i Christin Vielmuth
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3.2.6 Auswertung der Testergebnisse

Das Ligand-Linker-Addukt 165 weist, wie alle Verbindungen mit dem Triazolopurin-
Grundgerist eine hohe Affinitat und Selektivitat zum AsAR auf (K; 4.25 nm). Im Vergleich zu
Verbindung 123, dem ‘butylgeschiitzen Ligand-Linker-Addukt ist die Affinitat nicht signifikant

geringer.

Verbindung 166, das entschitze Amin des Ligand-Linker-Addukts 165 ist um den Faktor 4
affiner als 165 (Ki 0.976 nM). Somit weist diese Verbindung auch die hdchste Selektivitat im
Vergleich zu allen anderen getesteten Verbindungen auf (>1025-fach). Vermutlich interagiert

das terminale Amin des Linkers mit dem Rezeptor und sorgt damit fiir eine hohe Affinitat.

Zusatzlich zur Verbindung 160, dem BODIPY-493/503-Derivat wurden die Fluorophor-
markierten Verbindungen 167 und 168 getestet. Verbindung 167, das Cy3-Derivat weist im
Vergleich zur Verbindung 160 eine etwas verminderte Affinitat zum AsAR auf (160; K; 19.0 nwm;
167, K; 45.6 nwm). Die Fluorophor-markierte Verbindung 168 ist die hdchst affine und somit auch
selektivste Verbindung mit einem Ki-Wert von 15.5 nM und 65-facher Selektivitéat gegentber

den anderen AR.

Die drei Fluorophor-markierten Verbindungen 160, 167 und 168 sind hoch affine und hoch
selektive Sonden fir die Untersuchung des AsAR und decken dabei den Wellenlangenbereich
von 450 nm bis 700 nm ab.

Aufgrund des modularen Aufbaus der Synthese lassen sich zukinftig beliebige weitere
Fluorophore ankniipfen, die zu hochaffinen und —selektiven AsAR-Fluoreszenzliganden flihren

sollten.
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3.3 Polymer-gebundene AR-Antagonisten zur Herstellung von Nanogelen

Ein wichtiger Ansatzpunkt bei der Immuntherapie von Krebs ist der A2aAR. Dieser, auf der
Oberflache des Immunsystems angehdriger Zellen (T-Zellen, Dendritischen Zellen und
Naturlichen Killerzellen) exprimierte Rezeptor wird durch Tumor-generiertes Adenosin aktiviert
und fuhrt dabei zur Inaktivierung der Immunantwort. Durch die Blockade des Rezeptors mittels
A2xAR-Antagonisten kann die Immunantwort aufrechterhalten werden und so der Krebs

behandelt werden.

In Kooperation mit Dr. Lutz Nuhn, Max Planck Institute for Polymer Research, Mainz, soll die
Synthese von abbaubaren Nanogelen durchgefiihrt werden.?®? Ziel ist die Anbindung eines
Aza-Antagonisten an ein Nanogel, welches als Mizelle vorliegt und den Antagonisten im Kern
tragt. Nach der Anbindung wird das Nanogel in die Peripherie eines Tumors injiziert. Dort soll
sich die Mizelle auflésen (saurer pH-Wert, Ketalspaltung) und der Wirkstoff freigesetzt werden.
Diese als ,Drug Targeting“ bekannte Methode verhindert die systemische Verteilung des
Wirkstoffs.

3.3.1 Synthese der Ligand-Linker-Addukte

Der beste Aza-Antagonist, Verbindung 2, sollte mit unterschiedlich langen Linkern versehen
werden, welche eine endstandige Aminfunktion tragen. Diese ist wichtig, um den Linker an
das Nanogel binden zu kénnen. In Schema 44 ist die Synthese zu den Antagonist-Linker-
Addukten 172 und 173 gezeigt. Im ersten Schritt werden Uber eine klassische
Kupplungsreaktion die Amide 170 und 171 gebildet. Im Anschluss wird sauer entschitzt,

wodurch die gewiinschten Amino-funktionalisierten Produkte 172 und 173 erhalten werden.

(0] o]
NH, O\AOH o NH, O\)J\N{/\/O%/\Nkok
N N*N K\N/©/ +H2N{,\/o£/\u)koj< . @_(N\NA N/©/ H H
N

N/JY/kN/\/NJ AY/KN/\/N\)
=N =N
2 169 170, n = 2 (50%)
171,n =4 (37%)
o]
b) o N )N\Hz QO%N%\/OMNHZ
S W “NTSN ﬁN
G
=N

172, n = 2 (85% (. 2 Stufen)
173, n = 4 (89%)

Schema 44: Synthese der A2aAR-Antagonist-Linker-Addukte 172 und 173. Reaktionsbedingungen: a) HATU,
DIPEA, CH2Cl2, RT, 24 h. b) TFA, TIPS, CHCl2, RT, 24 h.

Beide Verbindungen wurden der AG Nuhn zur Verfligung gestellt und von Judith Stickdorn an
Nanogel-bildende Polymere geknupft. Mittels self-assembly bilden die Nanogele Mizellen,

welche anschlieRend von Christin Vielmuth (AK Miller) getestet wurden. Insgesamt wurden
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drei unterschiedliche Polymere hergestellt, die als Positivprobe mit dem Antagonisten

verknupft waren.

Tabelle 23: Ubersicht tiber die hergestellten Polymere mit und ohne Anbindung des Antagonisten sowie Information
beziglich der Labilitat des Mizellenkerns. (+ = aktiv/positiv, - = inaktiv/negativ, / = keine Aussage)

joe:

Sk T {
truktur z‘_ﬁ_}
o

174 175 177 178 179
Antagonist + - + - + -
Saurelabil / / 4 + - -

In Tabelle 23 sind die sechs unterschiedlichen Polymer-Préparate dargestellt. Die Polymere
174 und 175 sind lésliche Ketten, die keine Mizellen gebildet haben. Polymer 174 tragt dabei
den Antagonisten, 175 nicht. Die Mizellen 176 und 177 sind im Kern mit Ketalbrticken kovalent
verknlpft, wobei 176 den Antagonisten tragt und 177 nicht. Die Mizellen 178 und 179 sind im
Kern mit Etherbriicken kovalent verknipft, wobei 178 den Antagonisten tragt, 179 nicht.
Polymer 174 dient als Positivprobe und sollte die beste Affinitat zum A;,AR aufweisen. Als
Negativprobe dienen 175 und 179, welche keine Affinitdét zum Rezeptor zeigen sollten.
Entsprechend der Arbeitshypothese wiirde die Mizelle 176 im neutralen Medium keine Affinitat
zum Rezeptor zeigen, da kein Ligand an der Auf3enseite lokalisiert ist. Nach saurer
Ketalspaltung wiirde die Mizelle in die Form von 174 (ibergehen und infolgedessen maximale
Affinitat aufweisen. Die Mizelle 177 hingegen wirde in die Form 175 Ubergehen und keine
Affinitat wirde detektiert. Die restlichen etherverbriickten Polymere 178 und 179 sind
séurestabil und sollten in beiden Fallen keine Affinitat zeigen. Die Radioligandbindungsstudien

werden bei neutralem und saurem pH-Wert durchgeftihrt.
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3.3.2 Ergebnisse der Testung

Tabelle 24: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanzen an dem human A2sAR. (n = 3 sofern nicht anders vermerkt)

A1AR A2xAR AsAR AzAR
(human (human (human (human
rekombinant) rekombinant) rekombinant) rekombinant)
Ki £ SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM] Ki £ SEM [nMm]
(oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition | (oder % Inhibition
+ SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 uM) | = SEM bei 1 um)
Aza-Liganden
'
0 NH,
172 pN \C\Nﬁ WANN O \ 165 + 31 9.28+4.44 >1000 >1000
o LN~ )j/‘*Nw. 18-fach
TK-PT-026 I N (47 £ 2, n=2) (51+2,n=2)
OK/NHZ
[0}
HNKO\Q NH,
173 - N NN 0T >1000 >1000 >1000
(0] K/N\/\ N \N>—&Jl
TK-PT-030 | 1 _ 0 (29 + 4, n=2) (86, n=1) (25 + 2, n=2) (37, n=1)
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174

H=7.4 1610 £ 436
. v P
Sol. Chain !‘:}
PT-026 pH =5.0 779 + 165
Sol. Chain pH=5.0 n.d.
176 ‘-) pH=7.4 785+ 101
Ketal J2
PT-026 pH =50 272 +18
pH=7.4 > 10000
177
@ &
‘~
Ketal
pH=5.0 n.d.
178 ol pH=7.4 1060 + 176
Ether 5*. :
PT-026 pH=5.0 1710 + 540
179 pH=7.4 > 10000
Ether
pH=5.0 n.d.

i Christin Vielmuth
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3.3.3 Auswertung der Testergebnisse

Verbindung 172, ein Preladenant-(2)-Derivat mit einem PEG-3-Linker, weist eine akzeptable
Affinitdt zum A22AR auf. Allerdings fuhrt die Kirze des Linkers sowie die Einfihrung einer
Aminofunktion als endstandige funktionelle Gruppe zu erheblicher zusatzlicher Affinitat zum
A1AR. Im Vergleich zum PEG-4-Linker-Addukt 116 fallt die Selektivitat von 113-fach auf 18-
fach. Dies bestatigt die Wahl der PEG-4-Linkerlange fir die zuvor synthetisierten Derivate
(3.1.12.2). Generell ist zu vermerken, dass die Polymere, die keinen Antagonisten tragen,
keine Affinitat zum A2aAR zeigen. Somit ist die Integritdt des Assays bestatigt und der
Radioligand wird nicht von den Mizellen aufgenommen, wodurch eine Verdrdngung vom

Rezeptor vorgetauscht werden kénnte.

Die Antagonist-tragende Kette 174 weist eine um den Faktor 173 niedrigere Affinitéat als der
Antagonist selbst auf. Damit ist der Affinitatswert der Positivprobe mit einem Ki-Wert von
1610 nm nicht optimal. Eine Modifikation der Linkerlange kénnte den Wert verbessern.
Interessanterweise bewegen sich samtliche Affinitdtswerte der Antagonist-gebundenen-
Polymere 176 und 178 im selben Bereich. Dies bedeutet, dass es keinen signifikanten
Unterscheid zwischen Kette und kernverbundener Mizelle gibt, was mittels T-Test bestéatigt
wurde (Abbildung 58). Dieses Ergebnis legt nahe, dass entweder der Antagonist aus der

Mizelle herausragt, oder die Mizelle ihre Integritét verloren hat.

Bei einem pH-Wert von 5.0 scheint die Affinitat der Antagonist-tragenden polymeren Kette 174
etwas hoher zu sein als bei einem pH-Wert von 7.4. Der T-Test zeigt aber, dass zwischen den
gemessenen Ki-Werten kein signifikanter Unterschied besteht (P = 0.06). Diese Feststellung
steht im Einklang mit dem erwarteten Ergebnis. Die mit Sdure behandelte Mizelle 176 weist
eine um den Faktor 2.8 verbesserte Affinitat im Vergleich zur unbehandelten Mizelle 176 auf.
Laut T-Test ware dies eine signifikante Verbesserung (P = 0.01), die durch die
Saurebehandlung erreicht wurde. Das Ergebnis wirde der Erwartung entsprechen, dass die
Mizelle im neutralen Milieu geschlossen vorliegt sich aber im sauren Milieu 6ffnet. Wird
allerdings der Ki-Wert der mit Sdure behandelten Mizelle 176 mit dem Ki-Wert der gedffneten
Kette 174 bei pH 5 verglichen, wird ein signifikanter Unterschied der beiden Werte zueinander
festgestellt (P = 0.03).

Die Ergebnisse legen nahe, dass der Ligand dauerhaft an der Auf3enseite der Mizelle

lokalisiert ist, was der Ausgangshypothese entgegensteht.

Die Synthese eines Liganden mit langerem Linker wurde erfolgreich durchgefihrt und die

Mizellen befinden sich zurzeit in der biologischen Testung.
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Abbildung 58: Darstellung der pKi-Werte des funktionalisierten A2aAR-Antagonisten 172 sowie der
polymergebundenen Préparate. Die Signifikanz wurde mit dem ungepaarten Welsh’s T-Test bestimmt.

Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (SEM) aus mindestens 3 unabhéngigen Versuchen (* P < 0.05). #
markieren pKi-Werte < 5.0.
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3.4 Synthese eines AsAR-Antagonisten fur die Kristallstrukturanalyse

Als weiteres Projekt wurde die Synthese des AsAR-Antagonisten LJ-1888 (180)
angestrengt.?®® Ziel ist die Verwendung der Verbindung als AsAR-Antagonist fur Co-
Kristallisationsexperimente. Zunachst wurde dafir Verbindung 48 eingesetzt (3.1.7.1). Der
Vorteil von LJ-1888 ist aber dessen hohe Affinitdt zum humanen AzAR (Ki = 4.16 nM) bei
gleichzeitig hoher Affinitat zum Ratten-AsAR (K; = 3.89 nm), wahrend 48 nur zum humanen
Rezeptor hohe Affinitat aufweist. Mit LJ-1888 sollte sich also auch der Nagetier-Rezeptor co-
kristallisieren lassen. Dadurch lieRe sich mdglicherweise eine Erklarung fir die hohen

Speziesunterschiede vieler As-Antagonisten finden.

"o )(O )(O )(O
HOWNON0H g 0"\ O ..OH o OH_o b) O\ _OH OH
—_ — _
93% 77%
HO OH oxo OXO OXO
180 181 182 183
a-D-Mannose
X
o) OH
Qi
c) OMsOMs ) S DT g S f) S0 o
7 5 = . o] - . OH 7 74
96% 81% Rt 73% Rt 48% -
K K K K
184 185 186 187
[
cl cl HN/\©/
N X N BN N B
N N N
e (I ST
9) s NN oy s N N7 al i) s N el
—_— —_— —_—
39% \/ 51% g 73% g
dxb HO OH HO OH
188 189 190

Schema 45: Synthese von LJ-1888 (190) ausgehend von a-D-Mannose (180). Reaktionsbedingungen: a) 2,2-DMP,
CSA, Aceton, RT, 24 h, b) NaBHa4, EtOH, RT, 3 h. c) MsClI, NEts, DMAP, CHzClz, RT, 1 h. d) NazS, DMF, 18 °C,
24 h. e) 3x 60 % AcOH, RT, 2 h. f) Pb(OAc)s, EtOAc, RT, 24 h. g) i) 2,6-Dichloropurin, (NH4)2SO4, HMDS, 170 °C,
15 h, ii) TMSOTf, DCE, RT — 80 °C, 3 h. h) 2 N HCI, THF, RT, 15 h. i) 3-Chlorobenzylamin, EtsN, EtOH, 80 °C, 2 h.

Ausgehend von a-D-Mannose (180) werden zunéachst die Diole mittels saurekatalytischer
Ketalbildung geschuitzt. Da Monosaccaride in Lésung sowohl als Furanose, Pyranose und in
offenkettiger Form vorliegen, kann im folgenden Schritt der Aldehyd der offenkettigen Form
mit NaBH. reduziert werden, sodass das Diol 183 entsteht. Als Vorbereitung auf die
Thiolanbildung werden die Diole mesyliert und 184 erhalten. Dies erleichtert das Einfiihren des
Schwefels im nachsten Schritt. Bei der Substitutionsreaktion wird einzig das Diastereomer 185

erhalten, was auf ein Sy2-Reaktion schlie3en lasst. Die Abspaltung der Schutzgruppe an 5°,6'-
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Position zu 186 wird unter milden Bedingungen, dreimal hintereinander durchgefihrt, um
mdoglichst wenig doppelt entschitztes Nebenprodukt zu generieren. Die nachfolgende
Criegee-Oxidation sollte eigentlich zu einem Aldehyd flhren; falls der Reaktionsansatz aber
lange genug geruhrt wird, wird der Aldehyd durch die Pb(IV)-Verbindung zur Saure oxidiert,
gefolgt von einer Decarboxylierung und das Acetat greift nukleophil an (Schema 46). Die

erhaltene Verbindung 187 kann fiir die Hilbert-Johnson-Reaktion verwendet werden.

@IOH oy (e
X X

+ Acetat @,.NO 0}
- U

O o_.0
X A
187

\

186

Schema 46: Mdgliche Reaktionssequenz zur Verbindung 187.

Dabei wird zunéchst das Purin mit HMDS silyliert, wonach TMSOTf und 187 zugegeben
werden. Bei Raumtemperatur entsteht dabei eine Mischung aus an 7- und 9-Position
substituierten Purin, welches in Hitze zum stabileren Produkt 188 umgesetzt wird. Nach der
Abspaltung der Diolschutzgruppe zu 189 wird im letzten Schritt das Produkt LJ-1888 mittels

SyAr-Reaktion durch Umsatz mit -Chlorbenzylamin erhalten.

3.41 Vorlaufige Ergebnisse der Testung

Tabelle 25: Ki-Werte und % Inhibition der Testsubstanz 190 an dem humanen, mouse und rat AsAR." (n = 3 sofern
nicht anders vermerkt)

AzAR AsAR AsAR
(human (mouse (rat rekombinant)
rekombinant) rekombinant)
[*HINECA
VERBINDUNG [*HINECA [*HINECA
Ki £ SEM [nMm] Ki + SEM [nM] Ki + SEM [nM]

(oder % Inhibition
+ SEM bei 1 um)

(oder % Inhibition
+ SEM bei 1 um)

(oder % Inhibition
+ SEM bei 1 pum)

OH OH

190 AL

(101 at 1 pm, n=1)

Lit.: 4.16 + 0.2728

(82 at 1 pM, n=1)

1.01 £0.27

Lit.: 3.9 £1.128

i Christin Vielmuth
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3.4.2 Auswertung der Testergebnisse

Die Verbindung 190 wurde als speziesunabhéangiger Ligand publiziert.?® Zur Verwendung von
190 in Co-Kristallisationsexperimenten sollte die Affinitat an den drei AsAR (Mensch, Maus,

Ratte) untersucht und bestatigt werden.

Die Testergebnisse fir den humanen AsAR stehen noch aus. In einer ersten Studie wurde eine
Inhibition von 100 % bei einer Konzentration von 1 uM gemessen, was auf einen nhanomolaren

Ki-Wert hindeutet. Dies ware in Ubereinstimmung mit dem Literaturwert (K = 4.16 nm).

Am Maus-Rezeptor konnte noch kein Ki-Wert ermittelt werden. Die 82%ige Inhibition bei 1 um

lasst ebenfalls auf eine hohe Affinitat schlieRen.

Fur den Ratten AsAR wurde ein Ki-Wert von 1.01 nm bestimmt. Dieser Wert liegt in einem
ahnlichen Rahmen, wie der Literaturwert (Ki = 3.9 nM) und ermdglicht somit die Nutzung des

Liganden fir zukuinftige Co-Kristallisationsexperimente.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Dissertation umfasst die Synthese von Wirkstoff-Molekilen sowie
Oligonukleotid-gebundenen und fluoreszenzmarkierten Sonden zur Untersuchung von
Adenosinrezeptoren (AR) und Dopaminrezeptoren (DR), zweier wichtiger Familien von G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR).

4.1 Der Proximity Ligation Assay

Hauptziel der Forschungsarbeit ist die Synthese von Wirkstoff-Sonden zur Etablierung von
Proximity Ligation Assays (PLA) flr G-Protein-gekoppelte Adenosin- und Dopamin-
Rezeptoren, speziell fur die Subtypen A1, Aza, Azs, As und D2/Ds.

Der klassische, antikorperbasierte PLA ermoglicht die Detektion und Lokalisation von
Proteinen und Protein-Protein-Interaktionen in natirlichem Gewebe. Neben dem Antikorper

enthalt die Sonde ein Oligonukleotid, welches fir die Detektion essenziell ist (Abbildung 59).

T 1
_*“ Wb “uﬂw%ll“ |l

Abbildung 59: Schematischer Uberblick tiber die experimentelle Anwendung des PLA. Im ersten Schritt werden
die aus Antikérper und Oligonukleotid (roter Strang) bestehenden Sonden zu den zu untersuchenden Rezeptoren
gegeben. Bilden diese Dimere, sind die Oligonukleotide in rAumlicher Néahe und dienen als Templat fur zwei
Konnektoroligonukleotide (schwarze Strange), die nachfolgend durch eine Ligase verbunden werden. In einer
Rolling Circle Amplification (RCA) wird eines der Oligonukleotide (roter Strang mit Pfeil) als Primer verwendet und
ein polymerer DNA-Strang erzeugt, der durch ein Fluorophor-gebundenes Oligonukleotid illuminiert werden kann.

Selektivitatsprobleme der Antikérper zu den Rezeptoren sowie der verhaltnismafiig grof3e
Antikorper im Vergleich zum Rezeptor (ungefahr 3x gréRer) fuhren zu Schwierigkeiten bei der
Anwendung des Assays. Mein Ziel war es deshalb, einen PLA zu entwickeln, der anstelle von
Antikérpern auf ,small molecules” basiert. Um die Optimierung der Sonden zu gewabhrleisten,
wurde ein Baukasten-artiges Konzept gewahlt. Dieses besteht aus drei Teilen, dem Liganden,
dem Linker und dem Oligonukleotid (Abbildung 60).

— | @ @rr

Ak-Sonde Antagonist Linker Oligonukleotid

3|

Abbildung 60: Die Antikdrper-basierte Sonde soll in einem Baukasten-artigen Ansatz aus Antagonist, Linker und
Oligonukleotid dargestellt werden.
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Im ersten Schritt wurde fur jeden AR- und DR-Subtyp ein Antagonist ausgewdahlt und
modifiziert, um die AnknlUpfung des Linkers zu ermdglichen (Abbildung 61, A). Nach
Uberprufung der Bindungseigenschaften am jeweiligen Rezeptor wurde die Linkerlange
optimiert. Im letzten Schritt des Proof of Principle wurde ein Nukleosid angebunden, um einen
Modell-Liganden zu erhalten. Die fur die Rezeptoren (AiAR, A2,AR, AsAR und D/Ds-
Rezeptoren) hergestellten Testsonden zeigten hohe Affinitaten und Selektivitaten (Abbildung
61, B).
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Abbildung 61: Vorgehensweise zum Erhalt der Sonden fir den Proof of Principle. A) Insgesamt wurden 4
Antagonisten fir die AR-und DR-Subtypen synthetisiert. B) Zur Linkeroptimierung wurden bifunktionalisierte PEG-
Linker mit 4-20 Einheiten hergestellt und mit den Antagonisten verknipft. Nachdem die optimale Linkerlange
basierend auf den biologischen Testergebnissen ermittelt worden war, konnte ein Nukleosid angeknipft werden.

Die Synthese der finalen Sonden wurde an der Festphase durchgefihrt. Hierfir wurde die
festphasengebundene DNA zunadchst mit dem optimierten Linker gekuppelt bevor die
Antagonisten angebunden wurden. Die biologische Testung der erhaltenen Sonden steht noch

aus.
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Nachdem die Affinitat der erhaltenen Sonden zu den Rezeptoren nachgewiesen wurde, folgen
zwei weitere Schritte. Im ersten Schritt sollen zunachst eine Antagonist-basierte Sonde und
eine Antikorper-Sonde fir die Detektion von Rezeptordimeren eingesetzt werden (Abbildung
62 A). Im nachfolgenden Schritt soll mit zwei Antagonist-basierten Sonden gearbeitet werden
(Abbildung 62 B).

A) r\‘
\ 3 —

[0} Nnuv_ :
\S Ll
"N)rNx h 3 Ligase Y RCA Y
o | ~N© N —_—> NN - __"N®N

D,-Ak-Sonde

? O
o } n,.,_3
—N >N 3'
> ; ngase RCA

T ™ ™ O

D,- Sonde

Abbildung 62: Darstellung der Dimererkennung am heteromeren Rezeptorpaar A2aAR-D2DR. A) Als erstes soll
ein Hybridansatz aus Antagonist-basierter Sonde und Antikdrper-basierter Sonde getestet werden. B) Im weiteren
Verlauf sollen rein Antagonist-basierte Sonden verwendet werden (RCA = Rolling Circle Amplification).

Der Aufbau des Assays ist in Abbildung 63 schematisch dargestellt. Die beiden Sonden
interagieren mit dem jeweiligen Rezeptor, wodurch sich die Oligonukleotide in raumlicher N&he
befinden. Eines der beiden ist dabei das priming-Oligonukleotid (Abbildung 63, blau), welches
den Primer fur die Polymerasekettenreaktion darstellt. Durch Zugabe der connector-
Oligonukleotide (Abbildung 63, schwarz und griin) kann mittels Ligase der Kreis geschlossen
werden, der im Folgenden fur die Rolling Circle Amplification benétigt wird. Durch die
Amplifikation des Templats entsteht ein DNA-Polymer. Durch einen Reporter, hier den
Farbstoff ATTO-550, gebunden an eine DNA-Sequenz, deren Sequenz wiederum

komplementéar zur amplifizierten DNA ist, kann das Dimer visualisiert werden (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Vereinfachte Darstellung der Rezeptordimerdetektion am Beispiel des heteromeren A2aAR-D2DR
Rezeptors. In rot ist das non-priming-Oligonukleotid, in blau das priming-Oligonukleotid dargestellt. In griin und
schwarz lagern sich die connector-Oligonukleotide an. Im letzten Schritt kann das entstandene DNA-Polymer
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mittels Farbstoff (ATTO-550) visualisiert werden.

Nachdem der Proof of Concept in einem rekombinanten System erbracht wurde, soll natives

Gewebe, wie z. B. Hirngewebe, untersucht werden.

Als weitere Experimente sind Nachweise von bekannten oder auch unbekannten Rezeptor-

Dimeren/Oligomeren und weiteren Protein-Protein-Interaktionen maglich (Tabelle 26).

Tabelle 26: Auswahl bekannter Rezeptorhomo- und heteromere, die mit den synthetisierten Sonden detektiert

werden sollen.

Rezeptoren Literatur
AiAR — AJAR 284
Homomere A22AR — A2rAR 285
AsAR — AzAR 286
A1AR — A0 AR 287
Dimere A2rAR — AgAR 288
A22AR — D2DR 213
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4.2 Der fehlende A2sAR-Antagonist

Im Zuge der Synthese der PLA-Sonden wurden auch Antagonisten fiir den A;sAR synthetisiert.
Der erste Antagonist basierte auf PSB-1901, bei dem der Brom-Substituent durch eine
Carbonsaure ersetzt wurde (Abbildung 64). In einem zweiten Ansatz wurde ein AzsAR-

Antagonist modifiziert (unveréffentlichte Ergebnisse).
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Abbildung 64: Die Vorlagen fiir die A2sAR-Antagonisten und die davon abgeleiteten Strukturen.

Die Testergebnisse zeigen eine nur moderate Affinitéat der Verbindungen zum AzsAR. Daraus
ist abzuleiten, dass eine Carboxylatgruppe in diesen Positionen nicht toleriert wird. Durch
Amidknupfung an dieser Position wurde eine Carboxamidgruppe erzeugt, welche ebenfalls
geringe Affinitdt aufwies. Diese Erkenntnisse leisten einen Beitrag zum Verstandnis der
Strukturwirkungsbeziehung des AxsAR. Fiur die Entwicklung eines PLA-Liganden kénnte
zuklnftig erneut auf Verbindung PSB-1901 als Ausgangsverbindung zuriickgegriffen werden.
Durch Einfihrung einer o- oder m-standigen Carbonsaure-Funktion koénnte der
Bromsubstituent und damit die Affinitat und Selektivitéat erhalten bleiben (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Der PSB-1901-Grundkdrper mit moglichen Ansatzpunkten zur Derivatisierung.
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4.3 Die Entwicklung des AsAR-Liganden

Die Entwicklung des Liganden fur den AsAR beruht auf einem computerchemischen Ansatz,
bei dem zunachst Rezeptormodelle erstellt und anschlie3end automatisiert bewertet wurden
(Abbildung 66). Dies war erforderlich, da keine Kristallstruktur des AsAR vorhanden ist und
somit keine fundierten Aussagen Uber Bindungseigenschaften sowie Orientierungen der
Liganden getroffen werden konnten. Der in KNIME?® programmierte Workflow dockt
automatisch eine Bibliothek an Liganden in die generierten Homologiemodelle und bewertet
anhand eines Scores die Gite der Modelle. Zusatzlich liefert er mittels einer Ligand-
Interaction-Map einen Einblick in die Orientierung der Liganden im Rezeptor, wodurch eine

Stelle fur die Anknipfung eines Linkers vorhergesagt werden kann.
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Abbildung 66: Schematische Darstellung des in KNIME entwickelten Workflows. Die gelben Quadrate
symbolisieren Programme innerhalb des Workflows. Im ,Homologiemodelle“-Quadrat werden die zuvor generierten
Modelle eingelesen und verarbeitet, um sie in KNIME verwenden zu kénnen. Unter ,Liganden® wird eine Bibliothek
an selektiven und unselektiven Liganden eingelesen. Im Quadrat ,ROC-Kurve® wird das Ergebnis des Dockings
bewertet, wobei der Area Under Curve (AUC)-Wert die Glte angibt. Unter ,Ligandeninteraktion“ wird automatisiert
die Interaktion des gedockten Liganden mit dem Rezeptor dargestellt, woraus ein Einblick in die
Bindungseigenschaften und die Orientierung erhalten werden kann. Das orange Quadrat stellt den Prozess des
Dockings dar, welcher mit dem bioinformatischen Programm ,Schrédinger” durchgefiihrt wurde. Dabei wird eine
Bibliothek an Liganden in die Rezeptor-Modelle gedockt.

Ein modifizierter Ligand konnte in einer 5-stufigen, effizienten Synthese erhalten werden
(Abbildung 67). Bei dieser Reaktionssequenz ist besonders die Rh-katalysierte CH-Aktivierung
hervorzuheben, welche an diesem Scaffold zuvor noch nicht durchgefiihrt worden war und

Ausbeuten von >80 % lieferte.
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Abbildung 67: Darstellung des AsAR-Antagonisten Uber eine Rh-katalysierte CH-Aktivierung.
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4.4 Fluorophor-gebundene Sonden

Der Baukasten-artige Aufbau der Sonden fur den PLA bot den Vorteil, auch weitere

funktionelle Einheiten und Reportermolekile, wie Fluorophore, mit den Antagonisten zu

verknupfen (Abbildung 68). Insbesondere der fir den AsAR neu entwickelte Ligand wurde

hierfir bereits genutzt. Dieser wurde mit verschiedenen Fluorophoren verknipft, die einen
groRen Wellenlangenbereich von 450 nm — 700 nm abdecken. Alle hergestellten Fluorophor-

markierten Liganden zeigten hohe Affinitat und Selektivitdt zum Rezeptor.

C
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Abbildung 68: Das AsAR-Linker-Addukt wurde mit BODIPY- und Cyanin-basierten Fluorophoren verknipft. Damit
wurden Fluorophor-gebundene Sonden fur den Wellenlangenbereich von 450 nm — 700 nm erhalten.
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4.5 Co-Kristallisationsexperimente

Die fur den PLA synthetisierten Liganden wurden, neben ihrer Verwendung als Bausteine fir

Rezeptor-Sonden, auch flir Rezeptor-Co-Kristallisationsexperimente genutzt.

4.51 AzxxAR-Liganden fur die Aza-Rezeptor-Co-Kristallisationen

Eines der hergestellten A;aAR-Antagonisten-Linker-Addukte (110) zeigte sowohl in der
Testung, als auch in Vorversuchen zu Co-Kristallisationsexperimenten herausragende
Eigenschaften (Abbildung 69). Die Kristallisation des Rezeptors wurden von T. Claff, AK
Muller, durchgefihrt und in Kooperation mit Prof. Dr. J Labahn am DESY in Hamburg
vermessen. Eine erste Auswertung der Rontgenstruktur zeigt die Kernstruktur des
Antagonisten in der Bindungstasche des Rezeptors. Fur den flexiblen PEG-Linker lasst sich

keine diskrete Positionierung angeben.
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Abbildung 69: Darstellung des A2aAR-Linker-Addukts fiir Co-Kristallisationsexperimente.
4.5.2 AsAR-Liganden fur die As-Rezeptor-Co-Kristallisation

Neben seiner Verwendung in PLA-Sonden und Fluoreszenzmarkern, findet der
funktionalisierte  neue  AsAR-Antagonist auch  Anwendung in  Rezeptor-Co-
Kristallisationsexperimenten. Das hierfir durchgefuhrte Upscaling lieferte 350 mg der
Verbindung bei 60% Ausbeute (ber 5 Stufen. Zusétzlich wurde ein weiterer,
speziesunabhangiger As-Ligand hergestellt, der fur die Proteinkristallisationen des humanen
und des Nagetier-AzAR zur Verfiigung steht und u. a. zur Aufklarung der Griinde fur die hohe

Speziesselektivitat der meisten AsAR-Antagonisten beitragen soll (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Antagonisten fur den AsAR, die fiir Rezeptor-Co-Kristallisationsexperimente synthetisiert wurden.

162



ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

4.6 Polymergebundene A2aAR-Antagonisten

Der Baukasten-artige Aufbau der Sonden wurde noch fir ein weiteres Projekt, in Kooperation
mit dem AK Nuhn, MPI fiir Polymerforschung in Mainz, genutzt. Der A2aAR-Antagonist wurde
an Polymere gebunden, aus denen Mizellen hergestellt werden (Abbildung 71, A). Diese
Modifikation soll ein ,Drug Targeting“ ermdglichen, also die Anreicherung des jeweiligen
Wirkstoffs am Wirkort, um systemische Nebenwirkungen zu reduzieren oder zu verhindern.
Die Mizellen sollen in die Peripherie von Krebszellen appliziert werden, wo sie durch den
sauren pH-Wert in diesem Gewebe in Einzelstrange zerfallen und den Polymer-gebundenen
Wirkstoff prasentieren (Abbildung 71, B). Durch die Bindung des Liganden an die Polymere
wird dieser nicht im Korper verteilt, sondern verbleibt am gewiinschten Zielort. Die Affinitat des
Polymer-gebundenen Liganden zum A;,AR wird zurzeit noch untersucht und biologische

Tierexperimente sind daraufhin geplant.
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Abbildung 71: A) Darstellung des Liganden-Linker-Addukts in 8 Stufen. B) Die Mizelle zerfallt bei niedrigem pH-
Wert zu einem Einzelstrang, an dem der Wirkstoff hangt.
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5. Experimentalteil

5.1 Allgemeines

Die Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland), ABCR (Karlsruhe,

Deutschland), oder TCI (Eschborn, Deutschland) erworben.

Die Ldsungsmittel hatten HPLC-Qualitat, trockene L&semittel wurden von Acros Organics

(Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) erworben.

Die Dunnschichtchromatographie wurde mit vorbeschichteten Kieselgelplatten Fzsa (Dicke
0,25 mm) oder mit Umkehrphasen-Kieselgelplatten 60 RP-18 F-254 von Merck durchgefuhrt.
Die Auswertung erfolgte mittels UV-Bestrahlung (254 nm, 366 nm) oder Anfarben (KMnO,,
Ninhydrin)

Fur die Reaktionskontrolle wurde die Molmasse auf einem Advion Expression L APCI- oder
ESI-MS-Gerét in Verbindung mit einer TLC-Schnittstelle gemessen.

Die Saulenchromatographie wurde auf Kieselgel 60 (35 — 70 um) oder mit dem automatisierten
Flash-Chromatographie-System Combiflash Rf 200 (Teledyne ISCO, Nebraska, USA)
durchgefihrt.

Die Endverbindungen wurden mit einem reversed phase HPLC-System von Knauer (Saule:

C18ec, Lange x Innendurchmasser 250 x 20 mm, Nucleodur 100-5) gereinigt.

LCMS-System: Spektren wurden auf dem API2000 Massenspektrometer (ESI-Quelle,
ABSciex, Darmstadt, Deutschland) verbunden mit dem Agilent HPLC HP1100 System (Saule:
EC50/2 Nucleodur C18 Gravity 3 um [Macherey-Nagel, Diren, Deutschland], CA, USA) bei
einer Ofentemperatur von 25°C aufgenommen. Als Ldsemittel wurden Wasser (2 mm
Ammoniumacetat, A) und Methanol oder Acetonitril (2 mMm Ammoniumacetat in Methanol, B)
verwendet. Der Gradient startet bei 90 % A und verlauft iber 10 min zu 100 % B. Weitere
10 min wird mit 100 % B gespiilt. Die Flussrate liegt bei 0,3 mL/min. Die Proben wurden in
Methanol (2 mM Ammoniumacetat) oder Acetonitril mit einer Endkonzentration von 1 mg/mL
geldst und 8 L injiziert. Der Total lon Current (TIC, positiv) wurden fur den benétigten Bereich
aufgenommen, standardmafig im Bereich von 150 — 800 m/z. Die UV-Absorption wurde im
Bereich von 190 — 900 nm mittels Diode Array Detector (DAD) detektiert, die Reinheit im

Bereich von 220 — 400 nm bestimmt.

LCMS-QTOF: Spektren wurden auf dem micrOTOF-Q Massenspektrometer (ESI-Quelle,
Bruker, Billerica, MA, USA) verbunden mit dem Dionex Ultimate 3000 HPLC System (Saule:
EC50/2 Nucleodur C18 Gravity 3 um [Macherey-Nagel, Diren, Deutschland] Thermo Fisher

Scientific, MA, USA) bei einer Ofentemperatur von 25 °C aufgenommen. Als Ldsemittel
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wurden Wasser (2 mm Ammoniumacetat, A) und Acetonitril (B) verwendet. Der Gradient startet
bei 90 % A fur 1 min und verlauft iber 9 min zu 100 % B. Weitere 5 min wird mit 100 % B
gespult. Die Flussrate liegt bei 0,3 mL/min. Die Proben wurden in Methanol (2 mm
Ammoniumacetat) oder Acetonitril mit einer Endkonzentration von 0,6 mg/mL geldst und 1 L
injiziert. Der Total lon Current (TIC, positiv/inegativ) wurden fir den benétigten Bereich
aufgenommen, standardmafig im Bereich von 50 — 1000 m/z. Die UV-Absorption wurde im
Bereich von 190 — 900 nm mittels Diode Array Detector (DAD) detektiert, die Reinheit im
Bereich von 220 — 400 nm bestimmt. Das Time of Flight System ermdglich die Aufnahme

hochaufgeltster Massen.

!H- und *¥C-NMR-Spektren wurden in CDCl; oder DMSO-ds auf einem Bruker Ascend 600
MHz NMR-Spektrometer (Bruker, Billerica, MA, USA) aufgenommen, das bei 600,18 MHz (*H)
bzw. 150,93 MHz (*3C) arbeitete. Die chemischen Verschiebungen (8) werden in ppm
angegeben und beziehen sich auf die chemischen Verschiebungen der restlichen
Losungsmittelprotonen, die in CDClsz (7,26 ppm fir die *H-NMR-Spektren und 77,16 ppm fir
die *C-NMR-Spektren), in DMSO-ds (2,50 ppm fir die *H-NMR-Spektren und 39,52 ppm fir
die ¥*C-NMR-Spektren) vorhanden sind. Multiplizitat: s, Singulett; d, Dublett; ¢, Quartett; p,
Pentet; sext, Sextett, m, Multiplett. Kopplungskonstanten (J) sind in Hertz (Hz) angegeben.

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi-545-Schmelzpunktgeréat bestimmt.

5.1.1 Absoptions-/Emissionsspektren

Die UV-Spektren wurden mit einem Varian/Cary 50 Bio-Gerat (Agilent Technologies, USA)
aufgenommen. Die Absorption wurde im Vergleich zu einem Leerwert von 300 bis 800 nm
gemessen. Fluoreszenzspektren wurden auf einem Fix-Monaco-Spektrofluorometer (Monaco,
Monaco) unter Verwendung einer Xenon-Lampe bei mittlerer Empfindlichkeit aufgenommen.
Die eingestellten Bandbreiten betrugen 5 nm fir die Anregungs- und Emissionswellenlénge,
die Emission wurde von 300 bis 800 nm aufgezeichnet. Die Anregungswellenlange wurde
entsprechend den Absorptionsmaxima der entsprechenden Verbindung eingestellt. Eine
10 mm oder 0,1 mM Stammlésung wurde in DMSO hergestellt. In eine Kivette, die 990 uL
Lésungsmittel (H.O, CH2Cl;, MeOH) und 9 uL DMSO enthielt, wurde 1 pL Stammldésung
pipettiert und gemessen. Die endgiltige DMSO-Konzentration betrug 1%, und die endgtltige
Substanzkonzentration betrug 10um fir die UV-Bestimmung wund 0,1pupm fir

Fluoreszenzspektren.
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5.1.2 Festphasenreaktion

Die 5-aminomodifizierte DNA Oligonukleotide, gebunden an Controlled Porous Glass (CPG,
500 A) wurden von der Firma ELLA Biotech GmbH (Martinsried, Deutschland) hergestellt.

Das Waschen der Proben wurde mit Saulen in Verbindung mit der Einheit Vac-Man (Promega,
Walldorf, Deutschland) durchgefuhrt.

Die analytische HPLC-Analyse wurde mit dem Agilent Chromatographen Serie 1100
durchgefuhrt, der mit einer 1100 Quaternarpumpe (G1311A), einem 1100 Multi-Wellenlangen-
Detektor (G1365B) und einer Agilent Eclipse Plus C18(4,6 x 100 mm, 3,5 um) Saule
ausgestattet ist. Der Umsatz und die Reinheit von DNA-Konjugaten wurden durch Integration
von Peaks bestimmt, die bei einer Wellenlange von 254 nm aufgezeichnet wurden. Methode:
Gradient von 10 % bis 70 % B innerhalb von 10 min, dann 70 % bis 100 % B innerhalb von 2
min gefolgt von 100 % B fur 2 min unter Verwendung von 10 mM wa&ssrigem
Triethylammoniumacetat Puffer (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH (Eluent B) bei einer Flussrate

von 0,6 mL/min.

Semiprapgrative RP-HPLC: Die Reinigung der Verbindung wurde am Shimadzu Prominenz
HPLC-System, das mit einer stationdren C18-Phase ausgestattet ist (Phenomenex, Gemini,
5um, C18, 110 A, 100 x 4,6 mm) durchgefihrt. Laufmittel: 100 mm wassriger
Triethylammoniumacetat Puffer (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH (Eluent B) wurden bei einer
Flussrate von 5 mL/min verwendet. Methode: Gradient von 20 % bis 70 % B innerhalb von 13
min, dann 70 % bis 100 % B innerhalb von 1 min, gefolgt von 100 % B fir 3 min. Fraktionen,

die das gewilinschte Produkt enthielten, wurden vereint und mittels Lyophilisation konzentriert.

Reinheitsbestimmung: Spektren wurden mit dem Agilent 1260 Infinity Il HPLC System (Saule:
Polaris C18, 150 x 30 mm, 3 um [MetaChem Technologies Inc., CA, USA], CA, USA) bei einer
Ofentemperatur von 25 °C aufgenommen. Als Lésemittel wurden 10 mMm wassriger
Triethylammoniumacetat Puffer (pH = 8,0, A) und Methanol (B) verwendet. Der Gradient startet
bei 90 % A fiir 1 min und verlauft tiber 9 min zu 70 % B. Uber 2 min wird auf 100 % B gespiilt
und fur 8 min gehalten. Die Flussrate liegt bei 0,6 mL/min. Die Proben wurden in Wasser mit
einer Endkonzentration von 1 mg/mL gel6st und 3 pL injiziert. Die UV-Absorption wurde im
Bereich von 190 — 900 nm mittels Diode Array Detector (DAD) detektiert, die Reinheit im

Bereich von 190 — 400 nm bestimmt.

Die MALDI-Spektren wurden am MALDI ultrafleXtreme TOF/TOF Flugzeitspektrometer der
Firma Bruker Daltonik (Bremen) unter Verwendung der 2°,4°,6°-Trihydroxyacetophenon Matrix
(Losung 1 = THAP: 9 mg in Methanol: 100 pL; Lésung 2 = Ammoniumcitrat dibasisch: 11,3 mg
in Wasser: 100 pL; Lésung 1 + Ldsung 2: 100 pL + 40 L)
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5.2 Synthese des Toponafylline-Derivats

Synthese von N,N’-Dipropylharnstoff (1)2%

\/\NJ\N/\/
H H
Zu einer Losung aus 1,3-Dioxolan-2-on (5.00 g, 56.8 mmol, 1.0 Ag.) und Propylamin (6.70 g,
113.3 mmol, 2.0 Ag.) wird Cs,COs3 (370 mg, 1.1 mmol, 0.02 Aq.) addiert und fiir 8 h auf 90 °C
erhitzt. Die erhaltene Flussigkeit wird in Wasser (50 mL) aufgenommen, mit CH.Cl, (3x 50 mL)
extrahiert, iber MgSO. getrocknet und das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Nach Umkristallisieren aus Acetonitril wird kein Produkt erhalten.

Synthese von N,N’-Dipropylharnstoff (11)?%

\/\NJJ\N/\/

H H
Unter Schutzgas (Ar) wird Propylamin (1.09 g, 18.5 mmol, 5.5 Aq.) in CH2Cl, (30 mL) gelost
und Triethylamin (2.0 g, 20.2 mmol, 6.0 Aq.) addiert. Das Reaktionsgemisch wird auf 0 °C
gekiihlt und Triphosgen (1.0 g, 3.36 mmol, 1.0 Ag.) in CH,Cl> (12 mL) langsam zugetropft.
Nach 12 h bei RT wird mit 1N HCI neutralisiert. Die Lésung wird mit Wasser (30 mL)
gewaschen und die wassrige Phase mit CH2Cl, (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden lber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der entstehende weil3e Feststoff wird mit Acetonitril umkristallisiert. Das
Produkt wird mit 313.0 g, 2.2 mmol, 63% erhalten.

1H-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 4.76 (s, 2H, NH), 3.11 (t, 3Jun = 6.5 Hz, 4H, 2x NHCHy),
1.50 (tq, 2Jnp = 7.2 Hz, 3Jup = 7.2 Hz, 4H, 2X CHoCHs), 0.91 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 6H, 2x CH,CHs).
13C-NMR (151 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 158.9 (Cg, Chamst), 42.4 (2x CH2, NHCH,), 23.6 (2x CHa,
NHCH,CH), 11.5 (2x CHs, CH.CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 144.8 ((M+H]*). Reinheit: 94%.

Synthese von 6-Amino-5-nitroso-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion%®

SN NO SN Non

| -
O)\N NH, O)\N NH

A A

Eine Losung aus 6-Amino-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion (2g, 9.5mmol, 1.0 Ag.) in
Essigsaure/Wasser (50% v/v, 25 mL) wird auf 55 °C erhitzt und NaNO- (819.6 mg, 11.9 mmol,

1.25 Ag.) portionsweise dazu gegeben. Die Reaktionslésung wird fiir 20 min bei 55 °C geriihrt,
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unter vermindertem Druck konzentriert und filtriert. Der pinke Feststoff wird mit Wasser (3 x
10 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Produkt wird mit 2.15 g, 9.0 mmol und
94% (Lit.: 72%)?® erhalten.

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 13.20 (s, 1H, OH), 9.09 (s, 1H, NH), 3.90-3.83 (m,
2H, NCHy), 3.82-3.75 (m, 2H, NCHy), 1.65-1.57 (m, 2H, CH.CHs), 1.58-1.49 (m, 2H,
CH.CHs), 0.89 (q, Jun = 7.52 Hz, 6H, CH2CHs). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 = 159.8 (Cq,
C6), 149.0 (Cq, C4), 145.4 (Cq4, C2), 138.9 (Cq, C5), 42.5 (CH2, NCHy), 42.4 (CH2, NCH,), 20.6
(CHz, CH2CHzs), 19.6 (CH2, CH2CHs), 11.1 (CHs, CH2CHzs), 10.6 (CHs, CH2CHz3). LC-MS: positiv
[m/z] = 240.9 ([M+H]"). Reinheit: 99% (LC-MS).

Synthese von 5,6-Diamino-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion (1)?®

O
N NH,

|
O)\N NH,

Eine Lésung aus 6-Amino-5-nitroso-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion (2 g, 8.3 mmol, 1.0 Aq.) in
wassriger NH4OH-LOsung (12.5 %, 23 mL) wird auf 70 °C erhitzt und Na»S:04 (3,2 g,
18.3 mmol, 2.2 Ag.) portionsweise zugegeben. Nach dem Farbwechsel der Reaktionslésung
wird das Loésemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand auf 4 °C gekuhlt.
Der Ruckstand wird filtriert und mit kaltem Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen unter
vermindertem Druck wird das Produkt mit 840 mg, 3.7 mmol, 45% (Lit.: 67%)2%¢ erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 6.14 (s, 2H, C6-NH,), 3.83-3.76 (m, 2H, NCH>), 3.75—
3.70 (m, 2H, NCH>), 2.88 (s, 2H, C5-NH,), 1.59-1.50 (m, 2H, CH,CHs), 1.53-1.45 (m, 2H,
CH2CHs), 0.85 (t, 3Jun = 7.41 Hz, 3H, CH2CHs), 0.81 (t, 3Jun = 7.46 Hz, 3H, CH,CHs). 13C-
NMR (126 MHz, DMSO-de) & = 158.8 (Cq, C4), 149.4 (Cq, C2), 144.2 (Cq, CB), 95.8 (Cq, C5),
43.5 (CHz, NCHy), 41.8 (CH,, NCHy), 20.9 (CHz, CH2CHa), 20.8 (CH,, CH,CHs), 11.1 (CHs,
CH2CHs), 10.7 (CHs, CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 227.4 (M+H]*). Reinheit: 89% (LC-MS).

Synthese von 5,6-Diamino-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion (11)®

O
N NH,

|
O)\N NH,

Zu einer stark gerdhrten Losung aus 6-Amin-5-nitroso-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion (2.11 g,
8.78 mmol, 1.0 Aq.) in Ethylacetat/Wasser (2:1, 40 mL) wird Na,S;04 (8.7 g, 50.4 mmol,
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5.7 Ag.) portionsweise addiert, bis die Farbe von pink auf gelb umschlagt. Die Reaktionslésung
wird mit Wasser (20 mL) versetzt und die wassrige Phase mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden tUber MgSOa getrocknet und das Lésemittel und
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird mit 1.95 g, 8.6 mmol, 98% (Lit.: 67%)2%°
erhalten.

LC-MS: positiv [m/z] = 227.3 ([M+H]*). Reinheit: 80% (LC-MS).

Synthese von 4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-
bicyclo[2.2.2]octane-1-carbonsaure?®?

0 H

\/\N N
T oo

o NHN

Unter Schutzgas (Ar) wird Bizyklo[2.2.2]octan-1,4-dicarboxylsdure (1.47 g, 6.9 mmol, 1.0 Aqg.)
und HATU (2.89 g, 7.6 mmol, 1.1 Aq.) in Acetonitril (10 mL) gelést und 5 min geriihrt. Separat
werden 5,6-Diamino-1,3-dipropylpyrimidin-2,4-dion  (2.00g, 7.6 mmol, 1.1Aqg.) und
Triethylamin (3.00 g, 29.7 mmol, 4.3 Ag.) in Acetonitril (20 mL) gelést und nach 5-miniitigem
Ruhren zu der aktivierten Saure gegeben. Nach 1 h bei RT wird das Ldsemittel entfernt und
der Rickstand in Ethylacetat/10% Zitronensaure (1:1, 80 mL) aufgenommen. Die wassrige
Phase wird mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen mit
ges. NaHCOs-Ldsung (100 mL) gewaschen. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und der erhaltene Feststoff sdulenchromatographisch an SiO. (Dichlormethan:MeOH
98:2) gereinigt. Dabei werden 2.70 g, 6.4 mmol, 93% des Amids erhalten. Dieses wird in 1N
NaOH (30 mL) aufgenommen. Nach 1 h unter Reflux wird das Reaktionsgemisch abgekihlt
und mit konz. HCI versetzt, bis ein weil3er Niederschlag entsteht. Der Feststoff wird filtriert und
mit Wasser gewaschen. Das Produkt wird mit 2.10 g, 5.4 mmol, 84% bzw. 78% (Lit.: 87%)2%2

Uber zwei Schritte erhalten.

H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 12.91 (s, 1H, NH), 12.07 (s, 1H, COOH), 3.95-3.90
(m, 2H, CHy), 3.86-3.79 (m, 2H, CH>), 1.92-1.84 (m, 6H, 3x CH>), 1.80-1.73 (m, 6H, 3x CH>),
1.72-1.62 (m, 2H, CHy), 1.60-1.49 (m, 2H, CH,), 0.88-0.82 (m, 6H, 2x CH3). *C-NMR (126
MHz, DMSO-ds) 6 = 178.4 (Cq, Csaure), 160.2 (Cq4, C8), 153.9 (Cq4, C4), 150.6 (Cq, C2), 147.3
(Cq, C6), 106.4 (Cq, C5), 44.2 (NCH2), 41.9 (NCHy), 37.7 (Cy), 33.2 (Cq), 29.4 (3x CHy), 27.6
(3x CHy), 20.8 (CH2CHs), 20.8 (CH2CHs), 11.1 (CHgs), 10.9 (CHs). Schmelzpunkt: >300 °C.
LC-MS: positiv [m/z] = 389.1 (IM+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CooH27N4O4 [M-H] :
387.2038; gefunden: 387.2039. Reinheit: 99% (LC-MS).
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Synthese von 8-(4-Hydroxymethyl-bicyclo[2.2.2]oct-1-yl)-1,3-dipropyl-3,7-
dihydropurin-2,6-dion?®?

(6]
5

Unter Schutzgas (Ar) wird 4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-
bicyclo[2.2.2]octane-1-carbonsaure (500 mg, 1.29 mmol, 1.0 Aqg.) in trockenem THF (15 mL)
gelést und auf -78°C gekiihlt. Folgend wird LiAlH4 (107 mg, 2.83 mmol, 2.2 Ag.) addiert fiir 1h
bei 0°C und anschlielend auf RT erwarmt. Nach 2 h wird mit 1M HCI die Reaktion
unterbrochen und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach Extraktion mit
Ethylacetat (3x 20 mL) werden die vereinten organischen Phasen tUber MgSO, getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird mit 483 mg, 1.29 mmol,
100% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.83 (s, 1H, NH), 4.34 (t, 3Jun = 5.40 Hz, 1H, OH),
3.95-3.90 (m, 2H, NCH2), 3.85-3.80 (m, 2H, NCH), 3.07 (d, 3Jun = 5.39 Hz, 2H, CH.OH),
1.88-1.81 (m, 6H, 3x CHy), 1.71-1.63 (m, 2H, CH.CHs), 1.59-1.50 (m, 2H, CH,CHs), 1.45—
1.38 (m, 6H, 3x CH,), 0.88-0.82 (m, 6H, 2x CHs). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
160.9 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.6 (Cq, C2), 147.4 (Cq, C6), 106.3 (Cq, C5), 69.3 (CH.OH),
44.2 (NCH,), 41.9 (NCH>), 33.7 (Cq), 32.8 (Cq), 29.8 (3XCHy), 27.5 (3XCHy), 20.8 (CH2CHs),
20.8 (CH2CHs), 11.1 (CHs), 11.0 (CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 375.2 ([M+H]"). Reinheit: 99%
(LC-MS).

Synthese von 4-(E)-3-[4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-

bicyclo[2.2.2]oct-1-yl]-acrylsauremethylester?®?
0
H
\/\N)‘j:N @
O)\N N/ \ CO,Me

Das Edukt 8-(4-Hydroxymethyl-bicyclo[2.2.2]oct-1-yl)-1,3-dipropyl-3,7-dihydropurin-2,6-dion
(458 mg, 1.23 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (27 mL) gelost und Dess-Martin-
Periodinan (625 mg, 1.47 mmol, 1.2 Aq.) addiert. Nach einer Stunde wird ein weiteres
Aquivalent DMP dazu gegeben und fiir weitere 30 min geriihrt. Die Reaktionsmischung wird
mit ges. NaHCOs-L6sung (50 mL) gewaschen und die wassrige Phase mit Dichlormethan (3x
20 mL) extrahiert. Nach Trocknen tiber MgSO. wird das Lésemittel unter vermindertem Druck

entfernt.
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Unter Schutzgas (Ar) werden Trimethylphosphonoacetat (492 mg, 2.7 mmol, 2.2 Ag.) und
Kaliumhexamethyldisilazan (0.5M Lésung in Toluol, 10.8 mL, 5.4 mmol, 4.4 Aq.) fur 30 min bei
0 °C geruhrt. Folgend wird der Aldehyd (1.23 mmol, 1.0 Ag.) zugegeben und fir 18 h bei RT
gerihrt. Das Toluol wird unter vermindertem Druck entfernt und mittels
saulenchromatographischer Reinigung an SiO- (Dichlormethan:Methanol 100:0 zu 98:2) das
Produkt mit 300 mg, 0.7 mmol, 57% (Lit.: 57%)2%2 erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.93 (bs, 1H, NH), 6.84 (d, 3Jun = 16.0 Hz, 1H,
COCH), 5.71 (d, 3Jun = 16.0 Hz, 1H, COCHCH), 3.95-3.90 (m, 2H, NCH.), 3.85-3.80 (m, 2H,
NCH.), 3.65 (s, 3H. COOCHs), 1.93-1.87 (m, 6H, 3x CH,), 1.71-1.63 (m, 2H, CH.CHs), 1.63—
1.58 (m, 6H, 3x CHy), 1.58-1.49 (m, 2H, CH,CHs), 0.85 (m, 6H, 2x CH,CHs). 3C-NMR (126
MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.5 (Cq, COOCH3) 160.3 (Cq, C8), 156.9 (CH, COCHCH), 153.9
(Cq, C4), 150.7 (Cq C2), 147.4 (Cq C6), 117.2 (CH2, COCHCH) 106.4 (C4 C5), 51.3
(COOCHSs), 44.2 (NCH,), 42.0 (NCH,), 33.6 (Cy), 33.5 (Cq), 29.6 (3XCH>), 29.5 (3XCH>), 20.9
(CH2CHj3), 20.8 (CH2CHg), 11.1 (CHs), 11.0 (CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 429.0 ([M+H]").
Reinheit: 94% (LC-MS).

Synthese von  3-[4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-

bicyclo[2.2.2]oct-1-yl]-propionsauremethylester?s?
0
H
\/\NJEEN @
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Unter Schutzgas (Ar) wird 4-(E)-3-[4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-
bicyclo[2.2.2]oct-1-yl]-acrylsauremethylester (300 mg, 0.7 mmol, 1.0 Ag.) in Methanol (30 mL)
gel6st und 10% Pd/C (30 mg) addiert. Die Atmosphéare wird von Ar auf H, gewechselt und 3 h
bei RT stark geriihrt. Die Reaktionsmischung wird Giber Celite filtriert und das Losemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird mit 376 mg, 0.64 mmol, 92% (Lit.: 74%)252

erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 12.86 (bs, 1H, NH), 3.94-3.90 (m, 2H, NCH>), 3.85—
3.79 (M, 2H, NCH), 3.58 (s, 3H. COOCHs), 2.26-2.20 (m, 2H, COCH,CH;) 1.87—1.81 (m, 6H,
3x CHy), 1.70-1.63 (m, 2H, CH2CHs3), 1.63-1.58 (m, 6H, 3x CH,), 1.59-1.49 (m, 2H, CH2CHs),
1.43-1.37 (m, 8H, 3x CH, + COCH,CHy), 0.85 (m, 6H, 2x CH,CHs). 3C-NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 173.8 (Cq, COOCH3), 160.8 (Cq, C8), 154.0 (Cy, C4), 150.6 (Cq, C2),
147.4 (Cq, C6), 106.4 (Cq, C5), 51.3 (CHs, COOCHs), 44.2 (CHz, NCHy), 41.9 (CH,, NCH,),
35.6 (CHz, COCH,CH;), 33.3 (Cy), 30.1 (3x CHy), 29.9 (Cy), 29.8 (3x CHy), 28.4 (CH,,
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COCH2CH), 20.8 (CH2, 2x CH2CH3), 11.1 (CH3, CH.CHs), 11.0 (CH3z, CH2CHz3). LC-MS:
positiv [m/z] = 431.1 ([M+H]"). Reinheit: 94% (LC-MS).

Synthese von  3-[4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-
bicyclo[2.2.2]oct-1-yl]-propionsaure??

T
\/\N)tN
/

O)\N N @ \—CO,H

Der vorangegangene Methylester (276 mg, 0.64 mmol, 1.0 Ag.) wird in 2mM NaOH (20 mL)
geldst und fir bei 100 °C erhitzt. Der Reaktionslésung wird konz. HCI hinzugegeben, bis kein
weiterer Niederschlag gebildet wird. Nach Filtration und Trocknen Giber Hochvakuum wird das
Produkt mit 234 mg, 0.56 mmol, 88% (Lit.: 74%)2%? erhalten.

H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 12.86 (bs, 1H, NH), 11.98 (s, 1H, COOH), 3.94-3.90
(m, 2H, NCH), 3.85-3.80 (m, 2H, NCH), 2.16-2.10 (m, 2H, COCH,CH>) 1.87-1.81 (m, 6H,
3x CH2), 1.71-1.63 (m, 2H, CH2CHg), 1.63-1.58 (m, 6H, 3x CH), 1.58-1.50 (m, 2H, CH2>CH3),
1.43-1.35 (m, 8H, 3x CH, + CH,, COCH,CH), 0.85 (m, 6H, 2x CH,CH3). *C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 175.0 (C4, COOH), 160.7 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.6 (Cq, C2), 147.4
(Cq, C6), 106.3 (Cq, C5), 51.3 (CHs, COOCHa), 44.2 (CH2, NCH>), 41.9 (CH2, NCHy), 35.7
(CH2, COCH2CHy), 33.3 (Cq), 30.1 (3x CH>), 29.9 (Cq), 29.8 (3x CHy), 28.7 (CH2, COCH,CHy),
20.8 (CH2, CH2CHa), 20.8 (CH2, CH2CHs), 11.1 (CHs, CH2CHs), 11.0 (CHs, CH2CHa).
Schmelzpunkt: 272.1-275.8 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 417.0 ((M+H]*). HRMS (ESI-QTOF)
berechnet flr C2:H31N4O4 [M-H] : 415.2351; gefunden: 415.2353. Reinheit: 97% (LC-MS).

Rontgeneinkristallstrukturanalyse von Toponafylline

Table 1 Crystal data and structure refinement for cu_5694f pl.
Identification code GPHARM72, TK-TO-011 // GXraycu_5694f pl
Crystal Habitus clear colourless needle

Device Type Bruker D8-Venture

Empirical formula C22H32N404

Moiety formula C22 H32 N4 O4

Formula weight 416.51

Temperature/K 150

Crystal system monoclinic

Space group P21/c

alA 16.840(3)

b/A 19.207(3)

c/A 13.741(3)

a/° 90
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/e 99.281(12)

v/° 90

Volume/A3 4386.3(14)

Z 8

pcalcglcm3 1.261

w/mm 0.713

F(000) 1792.0

Crystal size/mm?® 0.3 x 0.06 x 0.03
Absorption correction empirical

Tmin; Tmax

0.4043; 0.7536

Radiation

CuKa (L= 1.54178)

20 range for data collection/°

5.318 t0 135.48°

Completeness to theta

0.982

Index ranges

-19<h<20,-22<k<22,-16<1<16

Reflections collected

39481

Independent reflections

7805 [Rint = 05911, Rsigma = 03236]

Data/restraints/parameters

7805/301/547

Goodness-of-fit on F2

1.433

Final R indexes [I>=2c ()]

R1=10.2169, wR> = 0.4940

Final R indexes [all data]

R1=0.3937, wR> = 0.5836

Largest diff. peak/hole / e A

0.72/-0.58

Table 2 Bond Lengths for cu_5694f pl.

Atom | Atom Length/A Atom | Atom Length/A
03 C22 1.129(16)| [O1' cr 1.257(14)
01 C1 1.215(14)] |04 c22' 1.328(18)
04 Cc22 1.3797(11)] |02' ca4' 1.205(14)
02 C4 1.232(17)] |03 c22' 1.213(18)
N1 C3 1.377(16)] [N3' c11' 1.370(15)
N1 c4 1.359(17)] [N3' c2' 1.381(15)
N1 C5 1.498(17)] [N4' ci1 1.347(15)
N4 c11 1.350(15)] [N4' C3' 1.378(14)
N4 c3 1.351(15)] [N2' c1' 1.402(15)
N2 C1 1.408(16)] [N2' Cs' 1.467(15)
N2 c4 1.346(18)] [N2' ca4' 1.390(16)
N2 cs8 1.508(15)( |N1' C3' 1.375(15)
N3 ci11 1.359(15)] |NT' C5' 1.458(16)
N3 C2 1.431(16)] |NT' ca' 1.414(15)
C10 C9 1.52(2)| IC1T' C12' 1.514(17)
Cl1 C12 1.470(17)| |CT' cz2 1.390(17)
C2 C1 1.390(17)] |Cc2' C3' 1.345(17)
C2 C3 1.358(17)] |C12' C16' 1.507(17)
C22 C21 1.516(19)] |C12' C18' 1.545(18)
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C13 C12 1.528(18)| |C12' C13 1.507
C13 Cl14 1.563(16)| |C16' C17 1.508
C12 C17 1.561(18)| |C5' C6' 1.467
C12 C19 1.499(17)| [CT C6' 1.505
C21 C20 1.57(2)| |C21' c22 1.530
C15 C20 1.520(17)| |C21' C20' 1.5
C15 C18 1.518(19)| |C19' C15' 1.533
C15 Cl4 1.549(17)| |C19' C18' 1.555
C15 C16 1.513(17)| [C17 C15' 1.501
C9 C8 1.563(19)]| [C8 co 1.468
C18 C19 1.575(16)| [C14' C15' 1.527
C7 C6 1.57(2)| |C14' C13 1.515
Cl16 C17 1.524(17)| |C20' C15' 1.557
C5 C6 1.46(2)| |C10' co' 1.542
Table 3 Bond Angles for cu_5694f pl.

Atom | Atom | Atom Angle/’ Atom | Atom | Atom Angle/’

C3 N1 |C5 117.4(10)||C11" |N3'" |C2 107.5(10)
C4 N1 |C3 118.4(12)||C11" |N4" |C3 103.1(10)
C4 N1 |C5 124.1(12)||C1" |N2' |C8 118.8(10)
Cll |N4 [C3 106.9(10)||C4" |N2' |CI' 125.9(11)
Cl N2 |C8 117.7(11)||C4" |N2' |[C8 115.2(10)
C4 N2 |[Cl 125.4(11)|C3" |N1' |[CY 121.9(10)
C4 N2 |C8 116.7(11)|C3" |N1' |C4 118.3(11)
Cll N3 [C2 108.4(11)||C4" |N1' |[CY 119.8(10)
N4 |C11 |N3 109.0(11)| N3 |Cl1l1" |C12 125.3(12)
N4 |Cl1 |C12 126.3(11)| N4 |C11" |N3 111.3(11)
N3 |Cl1 |C12 124.2(12)| N4 |C11" |C12 123.4(11)
Cl C2 N3 131.1(12)||01" |C1' |N2' 118.8(11)
C3 C2 N3 103.1(11)||01" |C1" |C2 127.9(12)
C3 C2 Cl 124.9(12)||C2" |C1'" |N2' 113.3(11)
03 |C22 |04 120.2(13)|N3" [C2' [CI' 131.9(12)
03 |C22 [C21 128.5(12)|C3" |C2' |N3 104.7(10)
04 |C22 [C21 110.8(12)||C3" |C2' |CI 123.3(12)
Cl2 |C13 [Cl4 108.1(10)| N1 |C3" |N4' 124.1(12)
Cl1 |C12 |C13 111.2(10)||C2" |C3" |N4' 113.4(11)
Cl1 |C12 [C17 110.2(11)||C2" |C3" |NI' 122.5(11)
Cl1 |C12 [C19 109.4(11)||C11" |C12® |C18 108.5(11)
Cl3 |C12 [C17 108.3(11)||C16'" |Cl2" |C1l 109.6(11)
Cl19 |C12 |[C13 109.1(11)(|Cl6" |C1l2' |[C18 108.2(11)
C19 |C12 [C17 108.6(10)||C16'" |Cl2' |C13 110.5(11)
C22 |C21 [C20 113.9(11)||C13" |C1l2" |C1T 109.9(10)
C20 |C15 |[Cl14 111.6(11)||C13" |C1l2" |C18 110.1(11)
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Cl18 |C15 |[C20 107.2(10)||C12" |Cl6" |C1T' 110.1(11)
Cl18 |C15 [C14 106.5(11)| N1 |C5 [C6 112.3(11)
Cl6 |C15 |[C20 114.9(11)||C20" |C21" |C22 109.2(12)
Cle |C15 |C18 108.1(11)| |04 |C22" |C21 113.6(15)
Cl6 |C15 [Cl14 108.3(10)| |03 |C22' |04 121.0(13)
C10 |C9 C8 110.2(14)[|03" |C22" |C21 125.4(16)
Cl15 |C20 [C21 114.2(10)||C15" |C19" |C18 112.9(10)
01 |[C1 N2 119.4(11)|C15" |C17" |C16' 112.4(11)
01 |C1 C2 129.3(13)||N2" [C8 [CY9 113.9(11)
C2 C1 N2 111.2(12)}|C13" |C14" |C15 113.3(11)
C15 |C18 [C19 109.6(10)(|C21" |C20" |C15 113.6(12)
Cl15 |C14 [C13 109.8(10)||C19" |C15" |C20' 113.9(11)
C15 |Cl6 [C17 111.7(11)||C17" |C15" |C19 105.0(11)
N4 |C3 N1 127.9(12)||C17" |C15 |C14 108.3(11)
N4 |C3 Cc2 112.4(12)||C17" |C15" |C20 109.3(11)
C2 C3 N1 119.5(12)||C14" |C15" |C19 107.2(11)
Cl6 |C17 [C12 108.2(10)(|C14" |C15" |C20 112.8(12)
02 |C4 N1 117.5(14)||02" [C4" N2 123.7(12)
02 |C4 N2 122.5(13)]|02" [C4" NI 119.6(12)
N2 |C4 N1 119.9(13)|N2"  |C4" NI 116.6(11)
Cl2 |C19 [C18 109.1(10){|C5" |C6' |CT 111.6(13)
N2 |C8 C9 111.8(11)(|C8 |C9 |C10 109.5(11)
C6 C5 N1 114.3(13)[|C12" |C18 |C1Y 106.7(11)
C5 C6 C7 113.6(13)[|C12" |C13" |C14 108.5(11)
Table 4 Torsion Angles for cu_5694f pl.

A B C D Angle/’ A B C D Angle/’

03 |C22 |C21 |C20 103(2)| 01" [C1' |C2' |N3 -4(2)
04 |C22 |C21 |C20 -67.8(18)| 01" [C1' [C2" |[C3 -178.1(14)
N1 |C5 [C6 |C7 67.3(16)| N3" |C11' |C12' |C16' -168.2(12)
N4 |Cl1 |C12 |C13 142.3(13)[|N3" |C11' |C12' |C18 -50.2(17)
N4 |Cl1l1 (C12 (C17 22.3(19)| IN3" [C11' [C12" C13 70.1(16)
N4 |Cl1 [C12 |C19 -97.1(16)| N3' [C2" |C3'" |N4 0.3(15)
N3 |Cl1 |C12 |C13 -46.5(17)| IN3" [C2" |C3'" |NI' 179.4(12)
N3 |Cl1 [C12 |C17 -166.5(12) [N4'" |C11' |C12' |C16' 14.1(18)
N3 |Cl1 [C12 |C19 74.1(16)| N4 [C11' [Cl12' C18 132.1(13)
N3 |[C2 |C1 |01 -9(3)| N4 |Cl1l1' |C12' |C13 -107.5(14)
N3 [|C2 |C1 |N2 173.2(13)[[N2" |C1'" |C2" N3 177.5(13)
N3 [|C2 |C3 |N1 -179.2(11)] N2* |C1' |C2" [C3 3.1(19)
N3 [C2 |C3 |N4 4.6(15)| N2' [C8 |[C9'" |Cl0 -176.6(10)
C10 |IC9 |C8 |N2 165.6(13)[[N1' |C5" [C6' [CT -177.3(12)
Cll N4 |C3 |N1 179.5(13)||C11" [N3' |C2' |CI -175.7(14)
Cll N4 |C3 |C2 -4.7(16)| |IC11' N3' |C2' |C3 -0.6(14)
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Cll N3 |C2 |C1 -171.8(14)] |IC11" |[N4'" |C3" |NI' -179.0(12)
Cll1 N3 [C2 |C3 -2.9(14)] |IC11' |[N4' |C3' [C2 0.1(15)
Cl11 |C12 |C17 |Cl6 171.0(11)}|C11" |C12" |Cl6' |C17' 179.8(11)
Cl11 |C12 |C19 |C18 168.3(10)| |C11' |C12" |C18" |C19' -177.5(10)
C2 N3 |C1l1l N4 0.2(14)] IC11" |C12' |C13'" |C14 179.7(11)
C2 N3 |Cl1 |C12 -172.3(12)|C1' |N2' |C8 |CY' -86.9(14)
C22 |C21 |C20 |C15 -171.5(11)||C1'" |N2' |C4" |02 178.9(12)
C13 |C12 |C17 |Cl6 49.2(13)] IC1" |N2' [C4" |NI' -0.2(18)
C13 |C12 |C19 |C18 -69.8(13)] |C1' |C2" |C3' |[N4 176.0(12)
Cl2 |C13 |C14 |C15 19.9(15)[|C1" |C2" |C3" |NI' -5(2)
C15 |C18 |C19 |Ci12 17.5(14)]|C2" |N3' |C11' N4 0.7(15)
C15 |Cl16 |Cl7 |C12 18.2(15)|C2" N3 |C11'" |C12 -177.2(12)
C20 |C15 |C18 |C19 167.9(10)|C3" |N4' |C11' N3 -0.5(14)
C20 |C15 |C14 |C13 173.0(11)}|C3" |N4' |C1l1" (C12 177.5(12)
C20 |C15 |Cl6 |C17 166.4(11)[|C3" |N1' [C5'" |C6' -85.8(15)
Cl N2 [|C4 |02 179.6(14)|C3" |N1' [C4" |02 179.5(12)
Cl N2 |C4 N1 4(2)||C3" |N1'" |C4" |N2' -1.3(17)
Cl N2 |C8 |C9 81.6(15)||C12' |C16' |C17" |C15' -0.2(16)
Cl |C2 |C3 |N1 -9(2)| |Cle" |C12' |C18' |C19' -58.6(14)
Cl |C2 |C3 |N4 174.5(12)} |C1l6' |C12" |C13" |C14 58.6(14)
C18 |C15 |C20 |C21 179.1(12)}|Cl16" |C17" |C15" |C19' -58.9(14)
C18 |C15 |C14 |C13 -70.4(13)] |Cl6" |C17" |C15" |C14' 55.3(15)
C18 |C15 |Cl6 |C17 46.8(13)| |IC16' |C17" |C15' |C20' 178.5(12)
Cl4 |C13 |C12 |Cl11 168.6(11)|C5 |N1' |C3' |[N4 0.6(19)
Cl4 |C13 |C12 |C17 -70.2(13)] |IC5' |N1' |C3'" |C2 -178.4(13)
Cl4 |C13 |C12 |C19 47.9(13)] |C5" |N1' [C4" |02 1.8(18)
Cl4 |C15 |C20 |C21 -64.7(16)| IC5' |N1' |C4" |[N2 -179.1(11)
Cl4 |C15 |C18 |C19 48.4(13)]|C21' |C20" |C15' |C19 66.8(18)
Cl4 |C15 |Cl6 |C17 -68.1(14)||C21' |C20' |C15' |C1T -176.2(14)
Cl6 |C15 |C20 |C21 59.0(16)| |C21' |C20" |C15' |C14 -55.7(18)
Cl6 |C15 |C18 |C19 -67.7(13)]|C22" |C21' |C20" |C15' -171.2(14)
Cl6 |C15 |C14 |C13 45.6(14)] |C8" |N2' [C1' |OY -1.9(17)
C3 N1 [|C4 |02 177.9(14)|C8 |N2' [C1' |C2 177.0(11)
C3 N1 [|C4 |N2 -6(2)] |C8 |N2' |C4" |02 1.3(18)
C3 N1 |C5 |C6 79.6(16)| |C8" [N2' |C4'" |NI' -177.8(10)
C3 N4 |C11 N3 2.6(14)]|C20" |C21" |C22' |O4' 157.4(15)
C3 N4 [Cl1 |C12 174.9(13)||C20" |C21' |C22' |03 -26(3)
C3 |C2 |C1 |01 -175.9(14)] |C15" |C19'" |C18" |C12 -2.4(15)
C3 |C2 |C1 |N2 6(2)||C15" |C14" |C13" |C12' -0.9(16)
Cl7 |C12 |C19 |C18 48.0(14)| |IC4" [N2' |C1' |O1 -179.5(12)
C4 N1 |C3 |N4 -175.9(13)||C4" |N2' |C1' |C2 -0.6(18)
C4 N1 |C3 |C2 9(2)||C4" N2 |C8 |CY 91.0(14)
C4 N1 |C5 |C6 -98.5(15)| |IC4" |N1' |C3'" |N4 -177.2(12)
C4 N2 |C1 |01 178.6(13)1|C4 |N1' |C3' |C2 3.9(19)
C4 N2 |C1 |C2 -3.4(19)] |C4" |N1' |C5' |C6 91.9(14)
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C4 N2 |C8 |C9 -93.2(14)| |C18' |C12' [Cl6' |C1T 61.6(14)
C19 |C12 |C1l7 |Cl6 -69.2(14)] |C18" |C12' |C13" |C14 -60.9(14)
C8 N2 |C1 |01 4.2(18)]/C18" |C19' |C15' |C17 60.3(14)
C8 N2 |C1 |C2 -177.8(11)]|C18" |C19'" |C15" |C14' -54.7(14)
C8 N2 |C4 |02 -6(2)||C18" |C19' |C15' |C20' 179.8(11)
C8 N2 |C4 |N1 178.0(12)||C13" |C12' |C16' |C1T' -58.9(14)
C5 N1 |C3 |N4 6(2)| |C13" |C12' |C18' |C19 62.2(13)
C5 N1 |C3 |C2 -169.7(12)]|C13" |C14' |C15" |C19 57.5(15)
C5 N1 [|C4 |02 -4(2)| |C13" |C14' |C15" |C17 -55.2(15)
C5 N1 [|C4 |N2 172.3(13)]|C13" |C14" |C15" |C20' -176.3(12)

Synthese von tert-Butyl 1-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-
8-ybicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-oat

SSAEtoN

”

Das Edukt 4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-bicyclo[2.2.2]octane-1-
carbons&ure (20 mg, 0.050 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.2 mL) geldst und HATU
(24 mg, 0.6 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten GefaR wird tert-Butyl-14-amino-
3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (17 mg, 0.056 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (0.2 mL) geldst
und Hinigbase (13 mg, 0.1 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten
Saure gegeben und fiur 12 h bei RT gerihrt. Reinigung mittels HPLC ergibt 26.5 mg,
0.04 mmol, 78%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.90 (bs, 1H, NH), 7.39 (t, 3Jun = 5.70 Hz, 1H,
CONH), 3.97 (s, 2H, CO,CH,), 3.95-3.90 (m, 2H, NCH,CH.CHs), 3.85-3.80 (m, 2H,
NCH,CH,CHs), 3.58-3.55 (m, 2H, CHy), 3.55-3.48 (m, 10H, 8x CH,), 3.39 (t, 3Juu, = 6.29 Hz,
2H, NHCH,CH,0), 3.19 (dt, 3Jn = 6.02 Hz, 3 = 6.02 Hz, 2H, NHCH,CH,0), 1.89-1.84 (m,
6H, 3x CH,), 1.76—1.70 (m, 6H, 3x CH,), 1.67 (sext, 3Jup, = 7.57 Hz, 2H, NCH,CH2CHj), 1.58—
1.50 (sext, 3Jup, = 7.59 Hz, 2H, NCHoCH,CHs), 1.41 (s, 9H, 3 x CHs), 0.85 (t, 3Jun = 7.41 Hz,
3H, NCH2CH2CHs), 0.85 (t, 3Jun = 7.41 Hz, 3H, NCH,CH,CH3). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-
ds) & [ppm] = 176.5 (Cq, Camid), 169.3 (Cq, Ceseer), 160.4 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.7 (C,
C2), 147.4 (Cq, C6), 106.5 (Cq, C5), 80.6 (Cq, C(CHa)s), 69.9 (CH2), 69.8 (CHs), 69.8 (CHo),
69.7 (CH,), 69.7 (CH,), 69.6 (CH), 68.9 (CHy), 68.1 (CHy), 44.2 (CH2, NCH,), 42.0 (CHs,
NCHy), 38.6 (CHz, NCH), 38.1 (Cy), 33.2 (Cy), 29.6 (3x CHy), 27.8 (3x CHy), 27.7 (CHa, 3x
CHs), 20.8 (CH2, CH>CHs), 20.8 (CH,, CHoCHs), 11.1 (CHs, CH2CHs), 11.0 (CHs, CHoCHs).
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Schmelzpunkt: 194.4-169.3 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet flr CaziHssNsOg [M+H]*:
678.4073; gefunden: 678.4063. Reinheit: 98%.

Synthese von tert-Butyl-1-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-
8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-azanonadecan-19-
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Das Edukt 4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-bicyclo[2.2.2]octane-1-
carbonsaure (100 mg, 0.26 mmol, 1.0 Ag.) wird in Acetonitril (1 mL) gelost und HATU (108 mg,
0.28 mmol, 1.1 Ag.) hinzugefugt. In einem separaten GefaR wird tert-Butyl-17-amino-
3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat (98 mg, 0.28 mmol, 1.1 Aq.) in Acetonitril (1 mL) gelost
und Triethylamin (28 mg, 0.28 mmol, 1.1 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT geruhrt. Saulenchromatographische Reinigung
an SiO; (Dichlormethan:Methanol 95:5) gibt das Produkt mit 53 mg, 73.4 umol, 26%.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.88 (bs, 1H, NH), 7.38 (t, 3Jun = 5.68 Hz, 1H,
CONH), 3.97 (s, 2H, COOCH), 3.95-3.90 (m, 2H, NCH.CH.CHs), 3.86-3.80 (m, 2H,
NCH>CH>CHs), 3.59-3.47 (m, 16H, 8x CHy), 3.39 (t, 3Jun, = 6.29 Hz, 2H, NHCH,CH,0), 3.19
(dt, 3Jun = 5.96 Hz, 3Jnn = 5.95 Hz, 2H, NHCH,CH,0), 1.91-1.84 (m, 6H, 3x CH,), 1.76-1.71
(m, 6H, 3x CH»), 1.71-1.63 (m, 2H, NCH>CH>CH3), 1.59-1.50 (m, 2H, NCH>.CH>CH3), 1.41 (s,
9H, 3x CHs), 0.86 (t, 3Jun = 7.39 Hz, 3H, NCH,CH,CHs), 0.85 (t, 3Jun = 7.47 Hz, 3H,
NCH,CH,CHz). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 176.5 (Cq, Camid), 169.3 (Cq, Cester),
160.3 (Cq4, C8), 153.9 (C4, C4), 150.6 (Cq, C2), 147.3 (Cq4, C6), 106.4 (C4, C5), 80.6 (Cq,
C(CHg)3), 69.8 (CH2), 69.8 (3x CH>), 69.7 (CH>), 69.7 (CH), 69.7 (CH), 69.6 (CH), 68.9 (CH>),
68.1 (CHy), 44.2 (CH2, NCHy), 41.9 (CH2, NCH>), 38.6 (CH>), 38.1 (Cy), 33.2 (Cqg), 29.6 (3x
CH,), 27.8 (3x CHy), 27.7 (CHs, 3x CHs), 20.8 (CH,, CH2CHj3), 20.8 (CH, CH.CHs), 11.1 (CHs,
CH2CHgs), 10.9 (CHs, CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 722.2 ((M+H]*), 739.5 ([M+NH4]").
Reinheit: 99% (LC-MS).
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Synthese von tert-Butyl-18-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-
purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanoat
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Das Edukt 3-[4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-bicyclo[2.2.2]oct-1-
yl]-propionsaure (20 mg, 0.050 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.2 mL) gel6st und
HATU (24 mg, 0.06 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefiigt. In einem separaten GefaR wird tert-Butyl-14-
amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (17 mg, 0.056 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan
(0.2 mL) gelést und Hinigbase (13 mg, 0.1 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin
zur aktivierten Séure gegeben und fiir 12 h bei RT gerihrt. Reinigung mittels HPLC ergibt
28.1 mg, 0.04 mmol, 80%.

!H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.86 (bs, 1H, NH), 7.82 (t, 3Jun = 5.68 Hz, 1H,
CONH), 3.97 (s, 2H, COOCH), 3.95-3.89 (m, 2H, NCH.CH.CHs), 3.85-3.79 (m, 2H,
NCH,CH,CH3), 3.58-3.54 (m, 2H, CH,), 3.54-3.48 (m, 10H, 8x CH,), 3.39 (t, 3Jun, = 5.89 Hz,
2H, NHCH2CH:0), 3.17 (dt, *Jun = 5.82 Hz, 3Jun = 5.82 Hz, 2H, NHCH2CH:0), 2.02-1.97 (m,
2H, CH;, COCH.CH), 1.87-1.79 (m, 6H, 3x CHy), 1.67 (sext, 3Jyn, = 7.21 Hz, 2H,
NCH2CH2CHz), 1.54 (sext, 3Jupn, = 7.21 Hz, 2H, NCH2CH,CHs), 1.41 (s, 9H, 3x CHs), 1.41—
1.37 (m, 6H, 3 x CHy), 1.37-1.33 (m, 2H, CH,, COCH,CH), 0.85 (t, 3Jun = 7.45 Hz, 3H,
NCH2CH2CHs), 0.85 (t, 3Jun = 7.45 Hz, 3H, NCH2CH,CHs). 13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) &
[ppm] = 172.7 (Cq, Camid), 169.3 (Cq, Cester), 160.9 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.7 (Cq, C2),
147.4 (Cq, C6), 106.4 (Cq, C5), 80.6 (Cq, C(CHs)3), 69.9 (CH), 69.8 (CH.), 69.7 (CH.), 69.7
(CH>), 69.6 (CH>), 69.1 (CH), 68.1 (CHy), 44.2 (CH2, NCH,), 41.9 (CH,, NCH,), 38.5 (CH,),
36.6 (CH2, COCH2CH?2), 33.3 (Cq), 30.3 (CHz, COCH>CHz), 30.1 (3x CHz), 30.1 (Cq), 30.0 (3x
CHy), 27.7 (CHs, 3x CHg), 20.8 (CH2, CH,CH3), 20.8 (CH2, CH>CHj3), 11.1 (CH3, CH2CH3), 11.0
(CHs, CH2CH3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CssHsoNsOg [M+H]*: 706.4386; gefunden:
706.4366. Reinheit: 98%.
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Synthese von 1-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
ylbicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-sdure
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Das Edukt tert-Butyl-1-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-oat (12 mg,

0.024 mmol, 1.0 Aq.) wird in Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4) gelost und TIPS (25 L)
addiert. Nach 2 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 14.9 mg, 0.0225 mmol, 94%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 12.79 (bs, 1H, NH), 7.42 (t, 3Jun = 5.67 Hz, 1H,
CONH), 3.96 (s, 2H, COOCH), 3.95-3.89 (m, 2H, NCH:CH.CHs), 3.85-3.79 (m, 2H,
NCH>CH2CHs), 3.59-3.47 (m, 12H, 6 x CH>), 3.39 (t, *Jun, = 6.20 Hz, 2H, NHCH.CH 0), 3.19
(dt, 3Jun = 6.02 Hz, 3Jpn = 6.02 Hz, 2H, NHCH2CH:0), 1.89-1.84 (m, 6H, 3x CHy), 1.76-1.71
(m, 6H, 3x CH,), 1.67 (sext, *Jun, = 7.60 Hz, 2H, NCH,CH,CHj3), 1.54 (sext, 3Jun, = 7.47 Hz,
2H, NCHCH,CHj3), 0.85 (t, 3Jun = 7.34 Hz, 3H, NCH,CH,CHj3), 0.85 (t, 3Jun = 7.46 Hz, 3H,
NCH>CH>CHs). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 176.5 (Cg, Camid), 171.7 (Cq, Csaure),
160.3 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.6 (Cq, C2), 147.3 (Cq, C6), 106.5 (Cq, C5), 69.7 (CH>), 69.7
(CH2), 69.7 (2 x CH>), 69.7 (CH2), 69.6 (CH.), 68.9 (CH>), 68.0 (CH2), 44.2 (CH2, NCH>), 42.0
(CH2, NCHy), 38.6 (CH), 38.1 (Cq), 33.2 (Cg), 29.6 (3x CH), 27.8 (3x CH2), 20.8 (CHa,
CH2CH3), 20.8 (CH2, CH2CH3s), 11.1 (CH3, CH>CHs), 11.0 (CH3, CH2CHs). Schmelzpunkt:
hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CsoHs7NsOg [M+H]": 622.3447; gefunden:
622.3333. Reinheit: 99%.
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Synthese von 1-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yhbicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-azanonadecan-19-

saure
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Die Substanz tert-Butyl-1-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-azanonadecan-19-oat (39 mg,
54.0 umol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (10 mL) gel6st und Trifluoressigséaure (1.2 mL) unter
EiskUhlung zugetropft. Nach der Zugabe wird das Eisbad entfernt und Wasser (zwei Tropfen)
addiert. Nach 24 h bei Raumtemperatur wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 40 mg, 054 umol,100%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 12.92 (bs, 1H, NH), 7.40 (t, 3Jun = 5.67 Hz, 1H,
CONH), 4.00 (s, 2H, COOCH), 3.95-3.90 (m, 2H, NCH:CH.CHs), 3.85-3.79 (m, 2H,
NCH,CH,CH3), 3.59-3.47 (m, 16H, 8x CH,), 3.38 (t, *Jun, = 6.24 Hz, 2H, NHCH.CH,0), 3.19
(9,31 = 6.06 Hz, 2H, NHCHCH0), 1.89-1.83 (m, 6H, 3x CH), 1.76-1.70 (m, 6H, 3x CH),
1.67 (tq, 3Jnun = 7.48 Hz, 3Jun = 7.36 Hz, 2H, NCH2CH,CHs), 1.54 (tq, 3Jun = 7.36 Hz, 3Juu =
7.34 Hz, 2H, NCH,CH2CHa), 0.85 (t, 3Jun = 7.41 Hz, 3H, NCH2CH,CHs), 0.85 (t, 3Jun =
7.34 Hz, 3H, NCH2CH,CHs). 13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 176.6 (Cq, Camia), 171.6
(Cq, Csaure), 160.4 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.7 (Cq, C2), 147.4 (Cq, C6), 106.5 (Cy, C5), 69.8
(CH2), 69.8 (2x CH2), 69.8 (CH2), 69.7 (CH2), 69.7 (CH>), 69.7 (CH>), 69.6 (CH.), 68.9 (CH>),
67.6 (CH), 44.2 (CH2, NCHz), 42.0 (CH2, NCH), 38.6 (CH2), 38.1 (Cy), 33.2 (Cy), 29.7 (3x
CHy), 27.8 (3x CH>), 20.9 (CHz, CH2CHs), 20.8 (CH2, CH2CHs), 11.1 (CHs, CH2CHs), 11.0 (CHs,
CH,CH3). Schmelzpunkt: >300 °C, LC-MS: positiv [m/z] = 666.6 ((M+H]"). Reinheit: 99%.
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Synthese von 18-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
ylbicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanséure
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Das Edukt tert-Butyl-18-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanoat (19 mg,

0.027 mmol, 1.0 Aq.) wird in Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4) gelost und TIPS (25 L)
addiert. Nach 2 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 16.1 mg, 0.0247 mmol, 91%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 12.74 (bs, 1H, NH), 7.85 (t, 3Jun = 5.71 Hz, 1H,
CONH), 3.96 (s, 2H, COOCH), 3.94-3.90 (m, 2H, NCH:CH.CHs), 3.84-3.80 (m, 2H,
NCH,CH>CH3), 3.59-3.55 (m, 2H, CH,), 3.54-3.48 (m, 10H, 5 x CH>), 3.39 (t, 3Jun, = 5.92 Hz,
2H, NHCH,CH:0), 3.17 (dt, *Jun = 5.81 Hz, *Jun = 5.81 Hz, 2H, NHCH>CH0), 2.03-1.97 (m,
2H, CH,, COCH,CH,), 1.87-1.80 (m, 6H, 3x CHy), 1.67 (sext, 3Jun, = 7.46 Hz, 2H,
NCH>CH,CHs), 1.54 (sext, Jun, = 7.50 Hz, 2H, NCH>CH,CH3), 1.43-1.37 (m, 6H, 3x CH)),
1.37-1.32 (m, 2H, CHz, COCH2CH), 0.85 (t, *Jnn = 7.43 Hz, 3H, NCH2CH2CH3), 0.84 (t, 3Ju 1
= 7.43 Hz, 3H, NCH,CH2CH3).23C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 172.7 (Cq, Camid),
171.7 (Cq, Csaure), 160.8 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 150.7 (Cq4, C2), 147.3 (Cq, C6), 106.4 (Cq,
C5), 69.8 (CH>), 69.7 (2 x CH), 69.7 (2 x CH), 69.6 (CH), 69.1 (CH2), 68.0 (CH2), 44.2 (CH_,
NCH.), 42.0 (CH2, NCH2), 38.5 (CH2), 36.6 (CH;, COCH:CH.), 33.3 (Cgy), 30.3 (CHa,
COCH2CH), 30.1 (3x CH2), 30.1 (Cq), 29.9 (3x CHy), 27.7 (CHs, 3x CHs), 20.8 (CH2, CH2CHs3),
20.8 (CHz, CH:CHs), 11.1 (CHs, CH.CHs), 11.0 (CHs, CH.CHs). Schmelzpunkt:
hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir Cs2Hs2NsOg [M+H]™: 650.3760; gefunden:
650.3723. Reinheit: 99%.
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Synthese von N-(5-(5,5-Difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 5A*-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentyl)-14-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-
tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-carboxamido)-3,6,9,12-
tetraoxatetradecanamid

Das Edukt 1-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan- 1-
yl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-azanonadecan-19-saure (20 mg, 0.032 mmol, 1.0 Ag.)
wird in Dichlormethan (0.25 mL) gelést und HATU (14.6 mg, 0.038 mmol, 1.2 Ag.) hinzugeflgt.
In einem separaten Gefal? wird 5-(5,5-Difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-414 51*-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentan-1-amin ~ (11.7 mg, 0.035mmol, 1.1Aq.) in
Dichlormethan (0.25 mL) gelést und Hiinigbase (8.2 mg, 0.064 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach
5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT gerihrt. Nach
Entfernen des Ldsemittels unter vermindertem Druck erfolgt die Reinigung mittels HPLC
(Acetonitril:Wasser 70:30) wobei 15.8 mg, 0.017 mmol, 53% Produkt erhalten werden.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.91 (s, 1H, A), 7.65 (t, 3Jun = 5.97 Hz, 1H, B), 7.39
(t, *3Jun =5.69 Hz, 1H, C), 6.22 (s, 2H, D), 3.94-3.90 (m, 2H, E), 3.86 (s, 2H, F), 3.85-3.80 (m,
2H, G), 3.56 (s, 4H, 2 x CH,), 3.53 (s, 4H, 2 x CH_), 3.52-3.47 (m, 4H, 2 x CH,), 3.38 (t, 3Jun
= 6.25 Hz, 2H, H), 3.18 (dt, 3Jyn = 6.09 Hz, 3Jyn = 6.09 Hz, 2H, 1), 3.13 (dt, 3Jun = 6.60 Hz,
3Jun = 6.60 Hz, 2H, J), 2.95-2.90 (m, 2H, K), 2.40 (s, 6H, L), 2.39 (s, 6H, M), 1.89-1.83 (m,
6H, N), 1.75-1.70 (m, 6H, O), 1.67 (sext, *Jun = 7.41 Hz, 2H, P), 1.60-1.54 (m, 2H, Q), 1.54
(sext, 3Jun = 7.38 Hz, 2H, R), 1.53-1.48 (m, 2H, S), 1.48-1.42 (m, 2H, T), 0.85 (t, 3Jun
7.40 Hz, 3H, U), 0.85 (t, 3Jun = 7.40 Hz, 3H, V). ¥*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm]
176.5 (Cq, @), 169.0 (Cq, b), 160.3 (Cq, C8), 153.9 (Cq, C4), 153.0 (2 x Cq, €), 150.6 (Cq, C2),
147.3 (Cq, C6), 146.7 (Cq, d), 140.7 (2 x Cq, €), 130.7 (2 x Cq, f), 121.6 (2 x CH, D), 106.4 (Cq,
C5), 70.2 (CH,), 69.9 (CH2, F), 69.8 (CH>), 69.8 (CH,), 69.7 (CH>), 69.6 (CH.), 69.5 (CH>), 68.9
(CH2), 44.2 (CH2, E), 41.9 (CH>, G), 38.6 (CHz, ), 38.1 (Cq, g), 37.8 (CH2, J), 33.2 (Cq, h), 31.1
(CH2, Q), 29.6 (3 x CH2, N), 28.8 (CHz, S), 27.8 (3 x CH, 0), 27.7 (CH2, K), 27.0 (CH, T), 20.8
(CHz, P/R), 20.8 (CHz, P/R), 15.8 (2 x CH3, L), 14.0 (2 x CH3, M), 11.1 (CH3s, U/V), 11.0 (CHs,
U/V). LC-MS: positiv [m/z] = 938.0 ([M+H]*). Schmelzpunkt: 73.8-83.5 °C. HRMS (ESI-
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QTOF) berechnet fiir CagH71BF2NgOg [M+Na]*: 958.5385; gefunden: 958.5388. Reinheit: 99%.
Absorption/Emission: 498 nm /508 nm.

Synthese von N-(5-(5,5-Difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 5 *-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentyl)-14-(3-(4-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-
tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)propanamido)-3,6,9,12-

tetraoxatetradecanamid
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Das Edukt 18-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-
1-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecansaure (20 mg, 0.031 mmol, 1.0 Aq.) wird in
Dichlormethan (0.25 mL) gelést und HATU (14.1 mg, 0.037 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In
einem separaten GefaR wird 5-(5,5-Difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A*%,51%-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentan-1-amin ~ (11.4 mg, 0.034 mmol, 1.1Aq.) in
Dichlormethan (0.25 mL) gel6st und Hinigbase (8.0 mg, 0.062 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach
5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT gerihrt. Nach
Entfernen des Ldsemittels unter vermindertem Druck erfolgt die Reinigung mittels HPLC
(Acetonitril:Wasser 70:30) wobei 14.6 mg, 0.015 mmol, 49% Produkt erhalten werden.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.85 (s, 1H, A), 7.81 (t, 3Jus = 5.66 Hz, 1H, B), 7.65
(t, 3Jun = 5.93 Hz, 1H, C), 6.22 (s, 2H, D), 3.94-3.89 (m, 2H, E), 3.86 (s, 2H, F), 3.85-3.80 (m,
2H, G), 3.56 (s, 4H, 2 x CHy), 3.52 (s, 4H, 2 x CH>), 3.52—3.47 (m, 4H, 2 x CH>), 3.38 (t, 3Jun
= 5.93 Hz, 2H, H), 3.18 (dt, 3Jun = 5.80 Hz, 3Jun = 5.80 Hz, 2H, 1), 3.13 (dt, 3Jun = 6.60 Hz,
3Jun = 6.60 Hz, 2H, J), 2.96-2.90 (m, 2H, K), 2.41 (s, 6H, L), 2.40 (s, 6H, M), 2.02-1.97 (m,
2H, X) 1.86-1.80 (m, 6H, N), 1.67 (sext, 3Jun = 7.40 Hz, 2H, P), 1.60-1.54 (m, 2H, Q), 1.54
(sext, 3Jup = 7.39 Hz, 2H, R), 1.53-1.48 (m, 2H, S), 1.48-1.42 (m, 2H, T), 1.42—1.36 (m, 6H,
0), 1.36-1.32 (m, 2H, W), 0.85 (t, 3Jun = 7.40 Hz, 3H, U), 0.85 (t, 3Jun = 7.40 Hz, 3H, V). 13C-
NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 172.7 (Cq, &), 169.0 (Cq, b), 160.8 (Cq, C8), 153.9 (Cq,
C4), 153.0 (2 X Cq, C), 150.6 (Cq, C2), 147.4 (Cq, C6), 146.7 (Cq, d), 140.7 (2 x Cq, €), 130.7 (2
X Cq, f), 121.6 (2 x CH, D), 106.3 (Cq, C5), 70.2 (CH,), 69.9 (CHa, F), 69.8 (CH,), 69.8 (CH>),
69.7 (CHy), 69.5 (CHy), 69.5 (CHy), 69.1 (CHy), 44.2 (CHy, E), 41.9 (CHa, G), 38.5 (CHy, I),
37.8 (CHz, J), 36.5 (CHa, X) 33.3 (Cq, h), 31.1 (CH,, Q), 30.2 (CHz, W), 30.1 (3 x CHa, N), 30.0
(Cq ), 29.9 (3 X CHz, O), 28.8 (CHa, S), 27.7 (CHz, K), 27.0 (CHz, T), 20.8 (CH,, P/R), 20.8
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(CH2, P/R), 15.8 (2 x CHs, L), 14.0 (2 x CH3, M), 11.1 (CHs, U/V), 11.0 (CHs, U/V). LC-MS:
positiv [m/z] = 966.2 ([M+H]"). Schmelzpunkt: 69.8-78.5 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet
fur CsoH7sBF2NgOs  [M+Na]™: 986.5698; gefunden: 986.5696. Reinheit: 99%.
Absorption/Emission: 498 nm /508 nm.

Synthese von N-(((3aS,4R,6R,6aS)-6-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)methyl)-14-(4-(2,6-dioxo0-1,3-
dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-carboxamido)-

3,6,9,12-tetraoxatetradecanamid
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Das Edukt 1-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-
yl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-azanonadecan-19-saure (20 mg, 0.032 mmol, 1.0 Aq.)
wird in Dichlormethan (0.25 mL) gelést und HATU (14.8 mg, 0.039 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefligt.
In einem separaten Gefald wird 9-((3aS,4R,6R,6aS)-6-(Aminomethyl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin-6-amin (10.7 mg, 0.035 mmol, 1.1 Aq.)
in Dichlormethan (0.25 mL) gelést und Hiinigbase (8.3 mg, 0.064 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach
5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT gerihrt. Nach
Entfernen des Ldsemittels unter vermindertem Druck erfolgt die Reinigung mittels HPLC

(Acetonitril) wobei 7.3 mg, 0.008 mmol, 25% Produkt erhalten werden.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.91 (s, 1H, A), 8.32 (s, 1H, B), 8.18 (s, 1H, C), 7.89
(t, 3Jnn = 6.03 Hz, 1H, D), 7.39 (t, 3Jun = 5.70 Hz, 1H, E), 7.37 (bs, 2H, F), 6.13 (d, 3Jup =
2.71 Hz, 1H, G), 5.44 (dd, 3Jun = 6.29 Hz, 3Juy = 2.75 Hz, 1H, H), 4.96 (dd, 3Jun = 6.28 Hz,
3Jnn =3.35 Hz, 1H, 1), 4.20 (td, 3Jup = 6.25 Hz, 3Jup = 3.35 Hz, 1H, J), 3.95-3.90 (m, 2H, K),
3.89 (s, 2H, L), 3.85-3.77 (m, 2H, M), 3.58-3.50 (m, 4H, 2 x CHy), 3.47 (s, 8H, 4 x CH>), 3.44—
3.39 (m, 1H, N), 3.39-3.34 (m, 2H, O), 3.34-3.30 (m, 1H, N), 3.18 (dt, 3Jun = 5.96 Hz, 3Jupn =
5.96 Hz, 1H, P), 1.89-1.84 (m, 6H, Q), 1.75-1.70 (m, 6H, R), 1.67 (sext, 3Jun = 7.33 Hz, 2H,
S), 1.55 (sext, 3Jun = 7.38 Hz, 2H, T), 1.52 (s, 3H, U), 1.31 (s, 3H, V), 0.85 (t, 3Jnn = 7.39 Hz,
3H, W), 0.85 (t, 3Jun = 7.43 Hz, 3H, X). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 176.5 (Ca,
a), 169.6 (Cq, b), 160.3 (Cq, C8), 155.9 (Cq, €), 153.9 (Cq, C4), 152.2 (Cq, C), 150.6 (Cq, C2),
148.8 (Cq, d), 147.3 (Cq, C6), 140.0 (Cq, B), 119.2 (Cq, €), 113.4 (Cq, f), 106.4 (Cq, C5), 88.8
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(CH, G), 84.1 (CH, J), 82.9 (CH, H), 81.7 (CH, 1), 70.1 (CH>), 69.9 (CH>, L), 69.7 (CH,), 69.7
(CHy2), 69.7 (CHy), 69.5 (CH>), 69.5 (CH>), 68.9 (CH2), 44.2 (CH2, K), 41.9 (CH2, M), 40.3 (CH_,
N), 38.6 (CH>, P), 38.1 (Cq, g), 33.2 (Cq, h), 29.6 (3 x CH>, R), 27.8 (3 X CH2, Q), 27.0 (CHs,
U), 25.2 (CH3s, V), 20.8 (CH2, T/S), 20.8 (CHz, T/S), 11.1 (CHas, W/X), 11.0 (CHs, W/X). LC-MS:
positiv [m/z] = 910.7 (IM+H]*). Schmelzpunkt: 106.4-112.1 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet
fur Ca3sHe3N11011 [M+Na]™: 932.4601; gefunden: 932.4603. Reinheit: 98%.

Synthese von N-(((3aS,4R,6R,6aS)-6-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)methyl)-14-(3-(4-(2,6-dioxo-1,3-
dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-1-yl)propanamido)-

3,6,9,12-tetraoxatetradecanamid
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Das Edukt 18-(4-(2,6-Dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)bicyclo[2.2.2]octan-
1-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecansaure (20 mg, 0.031 mmol, 1.0 Aq.) wird in
Dichlormethan (0.25 mL) gelést und HATU (14.1 mg, 0.037 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In
einem separaten Gefald wird 9-((3aS,4R,6R,6aS)-6-(Aminomethyl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin-6-amin (10.4 mg, 0.034 mmol, 1.1 Aq.)
in Dichlormethan (0.25 mL) gelost und Hiinigbase (8.0 mg, 0.062 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach
5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT gerihrt. Nach
Entfernen des Ldsemittels unter vermindertem Druck erfolgt die Reinigung mittels HPLC

(Acetonitril) wobei 7.7 mg, 0.008 mmol, 26% Produkt erhalten werden.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.85 (s, 1H, A), 8.31 (s, 1H, B), 8.17 (s, 1H, C), 7.89
(t, 3Jnn = 6.01 Hz, 1H, D), 7.81 (t, 3Jun = 5.66 Hz, 1H, E), 7.32 (bs, 2H, F), 6.12 (d, 3Jup =
2.72 Hz, 1H, G), 5.44 (dd, 3Jun = 6.34 Hz, 3Juy = 2.74 Hz, 1H, H), 4.96 (dd, 3Jun = 6.37 Hz,
3Jnn =3.32 Hz, 1H, 1), 4.20 (td, 3Jup = 6.23 Hz, 3Jup = 3.34 Hz, 1H, J), 3.94-3.90 (m, 2H, K),
3.89 (s, 2H, L), 3.85-3.80 (m, 2H, M), 3.57-3.50 (m, 4H, 2 x CHy), 3.49-3.45 (m, 8H, 4 X CH,),
3.44-3.39 (m, 1H, N), 3.39-3.36 (m, 2H, O), 3.37-3.32 (m, 1H, N) 3.17 (dt, 3Jun = 5.81 Hz,
3Jnn = 5.88 Hz, 1H, P), 2.02-1.97 (M, 2H, Y), 1.87-1.81 (m, 6H, Q), 1.67 (sext, 3Jun = 7.43 Hz,
2H, S), 1.54 (sext, 3Jup = 7.44 Hz, 2H,T), 1.52 (s, 3H, U), 1.42-1.36 (m, 6H, R), 1.36-1.32 (m,
2H, Z), 1.31 (s, 3H, V), ), 0.85 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H, W), 0.85 (t, 3Jun = 7.45 Hz, 3H, X). 13C-

186



EXPERIMENTALTEIL

NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 172.7 (Cq, @), 169.6 (Cq, b), 160.8 (Cq, C8), 156.1 (Cq,
c), 153.9 (Cq, C4), 152.7 (Cq, C), 150.6 (Cq, C2), 148.8 (Cq, d), 147.4 (Cq, C6), 139.9 (Cq, B),
119.2 (Cq, €), 113.4 (Cq, f), 106.3 (Cq, C5), 88.8 (CH, G), 84.1 (CH, J), 82.9 (CH, H), 81.7 (CH,
), 70.1 (CHy), 69.9 (CH2, L), 69.7 (CH.), 69.7 (CH,), 69.7 (CH>), 69.5 (CH>), 69.5 (CH>), 69.1
(CH2), 44.2 (CHz, K), 41.9 (CH2, M), 40.3 (CHz, N), 38.5 (CHg, P), 36.5 (CHz, Y), 33.3 (Cq, h),
30.2 (CH>, Y), 30.1 (3 x CH>, Q), 30.0 (Cq, 9), 29.9 (3 x CH>, R), 27.0 (CHj3, U), 25.2 (CHs, V),
20.8 (CH2, T/S), 20.8 (CH2, T/S), 11.1 (CHs, W/X), 11.0 (CHs, W/X). LC-MS: positiv [m/z] =
938.9 ([M+H]*"). Schmelzpunkt: 105.5-110.5°C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
CssHe7N11011 [M+Na]*: 960.4914; gefunden: 960.4912. Reinheit: 98%.

5.3 Synthese des Preladenant-Derivats 3

Synthese von 2-(4-Fluorophenoxy)essigsaure-tert-butylester

/C(O\)?\Ok

Unter Schutzgas (Ar) wird 4-Fluorophenol (2g, 10.25 mmol, 1.0 Ag.) in DMF (15 mL) vorgelegt
und NaOH (410 mg, 10.25 mmol, 1.0 Ag.) dazugegeben. Nachdem sich das NaOH gelst hat,
wird tert-Butyl-2-bromoacetat (1.15 g, 10.25 mmol, 1.0 Aq.) zugetropft und fiir 24 h bei RT
gerihrt. Folgend wird Wasser (20 mL) addiert und mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden mit Wasser (3 x 20 mL) gewaschen und die organische
Phase UUber MgSO. getrocknet. Saulenchromatographische Reinigung an SiO;
(Cyclohexan:Ethylacetat 5:1) gibt das Produkt mit 2.26 g, 10.03 mmol und 98%.

'H NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 6.99-6.95 (m, 2H, Harom.), 6.86—6.83 (M, 2H, Haom.), 4.48
(s, 2H, CH,), 1.48 (s, 9H, 3x CH3). 3*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 168.1 (C4, CO),
157.8 (Cq, Jcr = 238.97 Hz, CF), 154.2 (Cq, “Jcr = 2.30 Hz, Caom.), 116.0 (2x CH, 2Jcfe =
23.21 Hz, Cawom.), 115.9 (2x CH, 3Jcr = 7.88 Hz, Carom.), 82.6 (Cq, C(CHa)s3), 66.5 (CH2), 28.2
(CHa). LC-MS: nicht méglich. Reinheit: 92%.

Synthese von Benzyl-4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-carboxylat
o
N
Csz\)

Unter Schutzgas (Ar) wird 4-(Piperazin-1-yl)phenol (500 mg, 2.8 mmol, 1.0 Ag.) in Methanol
(2.8 mL) gelost und Benzylchloroformiat (402 pL, 2.8 mmol, 1.0 Ag.) langsam zugetropft. Nach
12 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in ges.

NaHCOs-Ldsung (50 mL) aufgenommen. Nach Extraktion mit Ethylacetat (3x 50 mL) werden
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die vereinten organischen Phasen uber MgSOs getrocknet und das Losemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung an SiO;
(Dichlormethan: Methanol 95:5) wird das Produkt mit 661 mg, 2.1 mmol, 76% erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.85 (s, 1H, OH), 7.42-7.28 (m, 5H, Hcws), 6.85-6.75
(M, 2H, Harom.), 6.70-6.61 (M, 2H, Harom.), 5.10 (S, 2H, Hewz), 3.59-3.45 (M, 4H, Hpiperazin), 2.94—
2.89 (M, 4H, Hpiperazin). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 154.4 (Cq4, CO), 151.4 (C,
COH), 144.0 (Cq, NC), 136.9 (Cq, Ccpz), 128.4 (2x CH, Ccpy), 127.8 (Cq, Conz), 127.5 (2x CH,
Cecbz), 118.5 (Cq, Carom.), 115.5 (Cq, Carom.), 66.2 (CH2, Ccnz), 50.2 (2X CHa, Criperazin), 43.6 (2X
CHz, Criperazin). LC-MS: 313.2 ([M+H]"). Reinheit: 95%.

Synthese von  Benzyl-4-(4-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethoxy)phenyl)piperazin-1-
carboxylat

o Mk
PO
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Unter Schutzgas (Ar) wird Benzyl-4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-carboxylat (100 mg,
0.32 mmol, 1.0 Ag.) in Aceton (500 pL) gelost, K.CO3 (49 mg, 0.35 mmol, 1.1 Ag.) und tert-
Butylbromoacetat (62 mg, 0.32 mmol, 1.0 Aqg). addiert. Nach 12 h bei RT wird das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt, in Wasser (5 mL) aufgenommen und mit Ethylacetat (3x
20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tiber MgSO4 getrocknet und das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung an SiO-
(Dichlormethan:MeOH 97:3) ergibt das Produkt mit 110 mg, 2.6 mmol, 81%.

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 7.40—7.30 (M, 5H, Hcnz), 6.93-6.87 (M, 2H, Harom),
6.84-6.76 (M, 2H, Harom), 5.10 (S, 2H, Heps), 4.54 (S, 2H, CHy), 3.58-3.48 (M, 4H, Heiperazin),
3.02-2.95 (M, 4H, Heiperazin), 1.42 (s, 9H, 3x CHa). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
168.1 (Cq, COtpuyiester), 154.4 (Cq, COcbz), 151.7 (Cq, Cetner), 145.6 (Cq, CN), 136.8 (Cq, Cebo),
128.4 (2x CH, Ccps), 127.8 (Cq, Ceps), 127.5 (2x CH, Cecby), 117.8 (Cq, Carom.), 115.0 (Cq, Carom.),
81.2 (Cq, C(CHa)3), 66.2 (CHa, Ccnz), 65.5 (CH2), 49.6 (2X CHa, Ceiperazin), 43.4 (2X CHa, Ceiperazin),
27.7 (3x CHa). LC-MS: 427.2 ([M+H]"). Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl-2-(4-(piperazin-1-yl)phenoxy)acetat
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Unter Schutzgas (Ar) wird Benzyl-4-(4-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethoxy)phenyl)piperazin-1-
carboxylat (100 mg, 0.23 mmol, 1.0 Ag.) in Methanol (1 mL) gel6st und 10% Pd/C (10 mg)
addiert. Die Atmosphéare wird von Ar auf H, gewechselt und die Reaktionslésung fir 2 h bei
RT gerihrt. Die Reaktionslosung wird Uber Celite filtriert und das Losemittel unter

vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird mit 67 mg, 0.23 mmol, 99% erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 6.88-6.82 (M, 2H, Harom.), 6.80-6.75 (M, 2H, Harom),
4.53 (s, 2H), 2.95-2.91 (M, 4H, Hpiperazin), 2.86—2.81 (M, 4H, Hpiperazin), 1.42 (S, 9H, 3x CHs). 3C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 168.2 (Cq, COtautylester), 151.1 (Cq, Cetner), 146.4 (Cq, CN),
117.1 (Cq, Carom), 115.0 (Cq, Carom.), 81.2 (Cq, C(CHa)3), 65.5 (CHz), 50.3 (2x CHa, Criperazin),
45.5 (2X CHz, Cpiperazin), 27.7 (3% CHs). LC-MS: 293.0 ([M+H]*). Reinheit: 97%.

Synthese von (E/Z)-N‘-(6-Chloro-5-formyl-2-imino-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-

yliden)furan-2-carbohydrazid?%% 293
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Unter Schutzgas (Ar) wird der 2-Amino-4,6-dichloropyrimidin-5-carbaldehyd (1 g, 5.2 mmol,
1.0 Agq.) in THF (40 mL) gelést und Furan-2-carbonsaurehydrazid (730 mg, 5.72 mmol,
1.1 Ag.) sowie Triethylamin (526 mg, 5.2 mmol, 1.0 Aqg.) addiert. Nach 2 h unter reflux wird die
Reaktionsmischung unter vermindertem Druck von Losemittel befreit, mit Wasser gewaschen
und die wassrige Phase mit EtOAc (5 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden Uber MgSO. getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der

Feststoff wird aus Methanol:Et,O (8:1) umkristallisiert und das Produkt mit 811 mg, 2.9 mmol
und 55% (Lit.: 82%)? erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.64 (s, 1H), 10.38 (s, 1H), 9.97 (s, 1H, Haenya),
7.92-7.90 (M, 1H, Hruran), 7.88 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.25 (d, 3Jun = 3.54 Hz, 1H, Heyan), 6.67
(dd, 3Jupn = 1.76 Hz, 3Jun = 3.48 Hz, 1H, Hruan). C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
187.5 (CH, Caigenya), 165.0 (Cq), 163.0 (Cq), 162.5 (Cq), 156.5 (Cq), 146.0 (Cq), 145.7 (CH,
Cruran), 114.9 (CH, Ceyman), 111.9 (CH, Ceuman), 100.8 (Cq). LC-MS: positiv [m/z] = 282.1
([M+H]"). Reinheit: 98%.
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Synthese von N‘-(6-Amino-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-yl)furan-2-
carbohydrazid
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Zu einer Losung aus (E/Z)-N‘-(6-Chloro-5-formyl-2-imino-2,3-dihydropyrimidin-4(1H)-
yliden)furan-2-carbohydrazid (0.5 g, 1.7 mmol, 1.0 Aq.) in Acetonitril (25 mL) wird Hydrazin
(80% in Wasser, 323 mg, 5.1 mmol, 3.0 Aq.) bei 70 °C addiert. Nach 1 h unter Reflux wird der
Feststoff filtriert und der Riickstand mit Acetonitril gewaschen. Das Produkt wird mit 250 mg,
0.96 mmol und 57% (Lit.: 83%)2°2 erhalten.

'H NMR/®C NMR in 2m DCI/DMSO-ds gibt 3 Tautomere, die nicht zuzuordnen sind. LC-MS:
positiv [m/z] = 260.2 ([M+H]"). Reinheit: 99%.

Synthese von 2-(Furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-
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Unter  Schutzgas  (Ar)  wird N*-(6-Amino-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-yl)furan-2-
carbohydrazid (200 mg, 0.77 mmol, 1.0 Ag.) mit N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid (1.08 g,
5.3 mmol, 6.8 Ag.) und Hexamethyldisilazan (2.85 g, 17.7 mmol, 23 Aqg.) versetzt und fir 3 h
bei 120 °C gerlhrt. Der Rickstand wird in heiBem Wasser aufgenommen und filtriert. Der
Ruckstand wird mit 80% Essigsaure umkristallisiert. Und das Produkt mit 94 mg, 0.4 mmol,
51% (Lit.: 67%)>% erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 13.37 (bs, 1H, NH), 8.14 (bs, 1H, NCH), 7.94-7.93
(m, 1H, Hruran), 7.92 (bs, 2H, NH) 7.22 (d, *Jnn = 3.31 Hz, 1H, Hruwan), 6.73 (dd, 3Jnn = 1.73,
3 = 3.38 Hz, 1H, Hruan). 23C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =155.2 (Cg), 150.2 (C),
148.7 (Cy), 146.2 (Cy), 145.6 (CH, Cruran), 145.0 (CH, Cruran), 132.4 (CH, NCH), 112.1 (CH,
Cruran), 112.1 (CH, Cruran), 95.4 (Cg). LC-MS: positiv [m/z] = 242.1 ([M+H]"). Reinheit: 99%.
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Synthese von 2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)-ethyl-4-methylbenzenesulfonat?®?

NH,
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Unter Schutzgas (Ar) wird 2-(Furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-
amin (50 mg, 0.21 mmol, 1.0 Aqg.) in Dimethylformamid (252 pL) gelost und NaH (10 mg,
0.25 mmol, 1.2 Ag.) addiert. Folgend wird Ethylendi(para-toluensulfonat) (95,5 mg, 0.25 mmol,
1.2 Aq.) dazugegeben und dir Reaktionsmischung fur 4 h bei RT gerthrt. Das Losemittel wird
entfernt und der Feststoff mittels saulenchromatographischer Reinigung an der Flash mit
42 mg, 0.1 mmol, 45% erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.11-8.00 (bs, 2H, NH.), 8.04 (s, 1H, NCH), 7.97—
7.94 (m, 1H, Heuan), 7.43-7.38 (M, 2H, Haom.), 7.25 (d, 3Jnn = 3.36 Hz, 1H, Heyan), 7.11-7.07
(M, 2H, Harom.), 6.74 (dd, 3Jun = 1.77 Hz, 3Jun = 3.38 Hz, 1H, Heyran), 4.55-4.52 (m, 2H, OCHy),
4.51-4.47 (m, 2H, NCHy), 2.13 (s, 3H, CHs). $3C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 155.4
(Cq), 148.6 (Cq), 148.5 (Cy), 146.2 (Cq), 145.5 (Cq, Cruran), 145.2 (CH, Cruran), 144.5 (Cq, Cros),
131.7 (CH, NCH), 131.7 (Cq, Cros), 129.4 (2x CHz, Carom.), 127.1 (2x CH2, Caom.), 112.3 (CH,
Cruran), 112.1 (CH, Cruran), 95.9 (Cq), 68.1 (CH, OCHy), 46.0 (CH2, NCHy), 20.8 (CHs, Cwethy).
LC-MS: positiv [m/z] = 440.2 ([M+H]*). Reinheit: 98%.

Synthese von tert-Butyl-2-(4-(4-(2-(5-amino-2-furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin)-1-yl)phenoxy)acetat

(0]
S o -
\©\ XY N (@]
- WA
N/ﬁ N N >_©

Unter Schutzgas (Ar) wird 2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)-ethyl-4-methylbenzenesulfonat (39 mg, 0.09 mmol, 1.0 Ag.) in
Dimethylformamid (504 pL) gel6st und tert-Butyl-2-(4-piperazin-1-yl)phenoxy)acetat (52 mg,
0.18 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 20 h bei 80 °C wird das Loésemittel entfernt und das
Rohprodukt mittels Flashchromatographie gereinigt. Das Produkt wird mit 24 mg, 0.04 mmol,
48% erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NH;), 7.96—7.90 (m,
1H, HFuran), 722 (d, 3\]H,H = 339 HZ, 1H, HFuran), 687—682 (m, 2H, 2X CHarom,), 680—674 (m,
2H, 2X CHarom,), 673 (dd, 3\]H,H = 176 HZ, 3\]H,H = 334 HZ, 1H, HFuran), 452 (S, 2H, COZCHZ),
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4.42 (t, *Jun = 6.89 Hz, 2H, NCH_), 3.02-2.90 (m, 4H, 2x CHzpiperazin), 2.83 (t, 3Jun = 6.94 Hz,
2H, NpiperazinCH?2), 2.65-2.54 (m, 4H, 2xX CHzpiperazin), 1.41 (s, 9H, 3x CH3). 13C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 6 [ppm] = 168.1 (Cq, COtautylester), 155.3 (Cq, A), 151.2 (Cq, Cether), 148.7 (Cq, X/Y),
148.6 (Cq, B), 146.2 (Cq, X/Y), 145.8 (Cq, CNriperazin), 145.5 (Cq, Cruran), 145.1 (CH, Cruran), 131.4
(CH, NCH), 117.0 (Cq, Carom.), 115.0 (Cq, Carom.), 112.2 (CH, Cruran), 112.1 (CH, Cruran), 95.6
(Cq, C), 81.1 (Cq4, C(CHa)3), 65.5 (CH2, CO2CHy), 56.5 (CH>, D), 52.6 (2x CHa, Cpiperazin), 49.3
(2x CHz2, Cpiperazin), 44.4 (CHz, E), 27.7 (3x CHs). Schmelzpunkt: 192.9-196.8 °C. LC-MS:
positiv [m/z] = 560.1 ((M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir C2gH33NgO4 [M+H]*: 560.2728;
gefunden: 560.2725. Reinheit: 97%.

Synthese von 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure
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In einem Rundkolben wird tert-Butyl-2-(4-(4-(2-(5-amino-2-furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin)-1-yl)phenoxy)acetat (21 mg, 0.038 mmol,
1.0 Aqg.) in Dichlormethan (10 mL) gelost und Trifluoressigsaure (1.2 mL) unter Eiskiihlung
zugetropft. Nach der Zugabe wird das Eisbad entfernt und Wasser (zwei Tropfen) addiert.
Nach 24 h bei Raumtemperatur wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 19 mg, 0.038 mmol,100%

erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NH>), 7.93 (d, 3Ju+
= 1.6 Hz, 1H, Hruran), 7.22 (d, 3Jupn = 3.37 Hz, 1H, Heuran), 6.88—6.81 (M, 2H, 2X CHarom ), 6.79—
6.75 (M, 2H, 2X CHarom), 6.73 (dd, 3Jun = 1.76 Hz, 3Jun = 3.37 Hz, 1H, Hruan), 4.52 (s, 2H,
CO2CHy), 4.42 (t, Jyn = 6.85 Hz, 2H, NCH,), 2.99-2.92 (m, 4H, 2x CHzpiperazin), 2.84 (t, 3Jun =
6.85 Hz, 2H, NpiperazinCHz), 2.64—2.57 (m, 4H, 2x CHapiperazin). 3C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) &
[ppm] = 170.5 (C4, COOH), 155.4 (Cq, A), 153.0 (Cq, Ceter), 148.7 (Cq, B), 148.6 (Cq, C), 146.3
(Cq, D), 145.5 (Cq, CNpiperazin), 145.5 (Cq, Cruran), 145.1 (CH, Cruran), 131.4 (CH, NCH), 117.2
(Cq, Carom.), 114.8 (Cq, Carom), 112.3 (CH, Cruran), 112.2 (CH, Cruyran), 95.7 (Cq, E), 68.3 (CHz,
CO,CHy), 56.6 (CH2, F), 52.8 (2x CH2, Cpriperazin), 49.9 (2x CH2, Cpiperazin), 44.4 (CHz, G).
Schmelzpunkt: >300 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 504.2 ([M+H]"). HRMS (ESI-QTOF)
berechnet fur C24H2sNgO4 [M-H] : 502.1950; gefunden: 502.1943. Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl-1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aq.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gel6st und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefugt. In einem
separaten GefalR wird tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat  (13.5 mg,
0.044 mmol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan (500 uL) gelst und Hunigbase (10.3 mg, 0.08 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
gerihrt. Das Losemittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Dabei
werden 25.1 mg, 0.032 mmol, 79% des Produktes erhalten.

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NH2), 7.95 (t, 3Ju 4
= 5.73 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.32 Hz, 3Juu = 0.85 Hz 1H, B),
6.88-6.80 (M, 4H, C, D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.77 Hz, 3Jupn = 3.41 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun =
6.79 Hz 2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.96 (s, 2H, H), 3.56-3.54 (m, 2H, CHy), 3.52-3.48 (m, 10H,
5 x CH,), 3.44 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1), 3.30-3.25 (m, 2H, J), 2.98-2.93 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Jun
= 6.81 Hz, 2H, L), 2.61-2.58 (m, 4H, M), 1.40 (s, 9H, N). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) &
[ppm] = 169.3 (Cq, Cester), 168.0 (Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6
(Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cq, ), 145.5 (Cq, g), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.1 (2 x
CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.3 (CH, B), 112.1 (CH, B), 95.7 (Cq, h), 80.6 (Cq, i), 69.9
(CH2), 69.8 (CH>), 69.7 (2 x CHy), 69.7 (CH), 69.5 (CH,), 68.8 (CH>), 68.1 (CH), 67.6 (CH>),
56.5 (CHg, L), 52.6 (2x CHz, M), 49.4 (2x CHz, K), 44.4 (CHg, F), 38.2 (CHy, J), 27.7 (3x CHs,
N). Schmelzpunkt: 115.9-117.6 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CsgHs2N1009 [M+H]*:
793.3991; gefunden: 793.3850. Reinheit: 99%.
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Synthese von tert-Butyl-1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18-pentaoxa-3-azaicosan-20-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (2.8 mg, 5.5umol, 1.0Aq.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gelost und HATU (2.5 mg, 6.6 umol, 1.2 Aq.) hinzugefigt. In einem
separaten GefalR wird tert-Butyl-17-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat (2.1 mg,
6.1 umol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelést und Hiinigbase (2.0 pL, 11.0 umol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
gerihrt. Das Losemittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Dabei
werden 3.6 mg, 4.3 umol, 78% des Produktes erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.75 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.32 Hz, 1H, B), 6.87-6.84 (m, 2H, C),
6.84-6.81 (m, 2H, D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.71 Hz, 33w n = 3.45 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3J4n = 6.83 Hz,
2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.97 (s, 2H, H), 3.58-3.47 (m, 16H, PEG), 3.44 (t, 3Jun = 5.96Hz, I),
3.30-3.26 (m, 2H, J), 2.99-2.92 (m, 4H, K), 2.83 (t, *Jun = 6.85 Hz, 2H, L), 2.62-2.57 (m, 4H,
M), 1.41 (s, 9H, N). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.3 (Cq, Cester), 168.0 (Cq,
Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cy, 1),
145.5 (Cq, 9), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D),
112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 80.6 (Cq, i), 69.8 (CH2, PEG), 69.8 (CHz, PEG),
69.8 (CH2, PEG), 69.7 (CH, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.5
(CH2, PEG), 68.8 (CH2, 1), 68.1 (CH>, H), 67.6 (CH>, G), 56.5 (CHz, L), 52.6 (2x CHz, M), 49.4
(2x CHy, K), 44.4 (CHa, F), 38.2 (CH2, J), 27.7 (3x CHs, N). Schmelzpunkt: 295 — >300 °C.
LC-MS: positiv [m/z] = 837.5 ([M+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CaoHs6N10010
[M+Na]": 859.4073; gefunden: 859.4074. Reinheit: 96%.
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Synthese von tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27-octaoxa-3-azanonacosan-29-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aqg.) hinzugefugt. In einem
separaten GefaR wird tert-Butyl-26-amino-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosanoat
(21.3 mg, 0.044 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelost und Hiinigbase (10.3 mg,
0.08 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir
24 h bei RT gerihrt. Das Losemittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC (70%-
100% MeOH/H20, 15min) gereinigt. Dabei werden 37.9 mg, 0.039 mmol, 98% des Produktes
erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.75 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.30 Hz, 1H, B), 6.87-6.81 (m, 4H,
C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.74 Hz, 3Jun = 3.39 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jnn = 6.81 Hz, 2H, F), 4.36
(s, 2H, G), 3.97 (s, 2H, H), 3.57-3.54 (m, 2H, CHy), 3.53-3.51 (m, 2H, CHy), 3.51-3.47 (m,
24H, 12 x CHy), 3.44 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1), 3.28 (q, 3Jun = 5.92 Hz, 2H, J), 2.99-2.93 (m, 4H,
K), 2.83 (t, 3Jun = 6.80 Hz, 2H, L), 2.62—2.57 (m, 4H, M), 1.41 (s, 9H, N). 3C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 6 [ppm] = 169.3 (Cg, Cester), 168.0 (Cq, Camid), 155.3 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq,
c), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cy, ), 145.5 (Cq, 9), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH),
117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 80.6
(Cq, 1), 69.8 (CH2, PEG), 69.8 (9 x CH2, PEG), 69.7 (2 x CHz, PEG), 69.7 (CH, PEG), 69.5
(CH., PEG), 68.8 (CH>, 1), 68.1 (CH., H), 67.6 (CH>, G), 56.5 (CH>, L), 52.6 (2x CH2, M), 49.3
(2x CH2, K), 44.4 (CH2, F), 38.2 (CH, J), 27.7 (3x CHs, N). Schmelzpunkt: hygroskopisch.
HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CaisHsosN10O13 [M+H]": 969.5040; gefunden: 969.5027.
Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-o0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39-dodecaoxa-3-azahentetracontan-41-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gel6st und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefugt. In einem
separaten Gefal wird tert-Butyl-38-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-
dodecaoxaoctatriacontanoat (29.0 mg, 0.044 mmol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan (500 pL) gelést
und Hinigbase (10.3 mg, 0.08 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
aktivierten Saure gegeben und fir 24 h bei RT gerihrt. Das Lésemittel wird entfernt und das
Rohprodukt mittels HPLC (70%-100% MeOH/H,O, 15min) gereinigt. Dabei werden 36.6 mg,
0.032 mmol, 80% des Produktes erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.73 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.35 Hz, 1H, B), 6.87-6.81 (m, 4H,
C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.73 Hz, 3Jun = 3.51 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jnn = 6.78 Hz, 2H, F), 4.36
(s, 2H, G), 3.97 (s, 2H, H), 3.58-3.54 (m, 2H, CHy), 3.53-3.51 (m, 2H, CHy), 3.51-3.47 (m,
40H, 20 x CHy), 3.44 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1), 3.28 (q, *Jun = 5.87 Hz, 2H, J), 2.99-2.93 (m, 4H,
K), 2.83 (t, 3Jun = 6.80 Hz, 2H, L), 2.61-2.57 (m, 4H, M), 1.41 (s, 9H, N). 3C NMR (151 MHz,
DMSO-de) 6 [ppm] = 169.4 (Cq, Cester), 168.0 (Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (C,,
c), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cq, ), 145.5 (Cq, g), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH),
117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.3 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.7 (Cq, h), 80.6
(Cq, 1), 69.9 (CH2, PEG), 69.8 (17 x CH>, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH., PEG), 69.7 (CHa,
PEG), 69.5 (CHz, PEG), 68.8 (CHy, 1), 68.1 (CHz, H), 67.6 (CH2, G), 56.5 (CHz, L), 52.6 (2x
CHa, M), 49.4 (2x CHz, K), 44.4 (CHy, F), 38.2 (CH2, J), 27.7 (3x CHs, N). Schmelzpunkt:
hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CsaHgaN10017 [M+H]": 1145.6089; gefunden:
1145.6064. Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51-hexadecaoxa-3-azatripentacontan-
53-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefugt. In einem
separaten Gefall wird tert-Butyl-50-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxapentacontanoat (36.8 mg, 0.044 mmol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan (500 uL) gelost
und Hinigbase (10.3 mg, 0.08 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
aktivierten Saure gegeben und fir 24 h bei RT gerthrt. Das Lésemittel wird entfernt und das

Rohprodukt mittels HPLC (70%-100% MeOH/H,O, 15min) gereinigt. Dabei werden 46.4 mg,
0.035 mmol, 88% des Produktes erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.71 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.36 Hz, 1H, B), 6.87—6.81 (m, 4H,
C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.75 Hz, 3Jun = 3.40 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun = 6.81 Hz, 2H, F), 4.36
(s, 2H, G), 3.97 (s, 2H, H), 3.58-3.55 (m, 2H, CH.), 3.54-3.51 (m, 2H, CH>), 3.52-3.48 (m,
56H, 28 x CH>), 3.44 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1), 3.28 (q, 3Jun = 5.86 Hz, 2H, J), 2.99-2.93 (m, 4H,
K), 2.83 (t, 3Jun = 6.81 Hz, 2H, L), 2.63-2.57 (m, 4H, M), 1.41 (s, 9H, N). 3C NMR (151 MHz,
DMSO-de) 6 [ppm] = 169.3 (Cq, Cester), 168.0 (Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cy, b), 148.7 (C,,
c), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (C,, ), 145.5 (Cq, g), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH),
117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 80.6
(Cq, 1), 69.8 (CH2, PEG), 69.8 (25 x CH>, PEG), 69.7 (CHz, PEG), 69.7 (CH., PEG), 69.7 (CH.,
PEG), 69.5 (CH, PEG), 68.8 (CHy, 1), 68.1 (CH2, H), 67.6 (CH2, G), 56.5 (CH2, L), 52.6 (2x
CHa, M), 49.3 (2x CHz, K), 44.4 (CHy, F), 38.2 (CH2, J), 27.7 (3x CHs, N). Schmelzpunkt:
hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CezH100N10021 [M+H]*": 1321.7086; gefunden:
1321.7137. Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63-icosaoxa-3-
azapentahexacontan-65-oat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefugt. In einem
separaten Gefald wird tert-Butyl-62-amino-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60-icosaoxadohexacontanoat

(44.5 mg, 0.044 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelost und Hiinigbase (10.3 mg,
0.08 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir
24 h bei RT gerihrt. Das Lésemittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC (70%-
100% MeOH/H20, 15min) gereinigt. Dabei werden 52.7 mg, 0.035 mmol, 88% des Produktes

erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.82 Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, ®Jun = 1.78 Hz, *Jun = 0.77 Hz, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.43 Hz,
3Jnn =0.77 Hz, 1H, B), 6.87-6.81 (m, 4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.76 Hz, 3Jun = 3.41 Hz, 1H,
E), 4.42 (t, 3Jun = 6.81 Hz, 2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.97 (s, 2H, H), 3.58-3.55 (m, 2H, CH),
3.54-3.51 (m, 2H, CHy), 3.51-3.48 (m, 72H, 28 x CH>), 3.44 (t, 3Ju,n = 5.96 Hz, 1), 3.28 (q, %I n
=5.88 Hz, 2H, J), 2.98-2.94 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Juu = 6.79 Hz, 2H, L), 2.61-2.57 (m, 4H, M),
1.42 (s, 9H, N). C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.3 (Cq, Cester), 168.0 (Cq, Camid),
155.4 (Cq, a), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cq, ), 145.5 (Cq,
g), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.2 (CH,
B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 80.6 (Cq, i), 69.8 (CH2, PEG), 69.8 (33 x CH2, PEG), 69.7 (CHz,
PEG), 69.7 (CH., PEG), 69.7 (CH>, PEG), 69.5 (CH., PEG), 68.8 (CH, I), 68.1 (CH>, H), 67.6
(CH., G), 56.5 (CHa, L), 52.6 (2x CH2, M), 49.3 (2x CH>, K), 44.4 (CHa, F), 38.2 (CHy, J), 27.7
(3x CHs, N). Schmelzpunkt: hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CzoH116N1002s5
[M+H]": 1497.8139; gefunden: 1497.8186. Reinheit: 96%.
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Synthese von 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-sédure
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Das Edukt tert-Butyl-1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-ox0-6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-
oat (8.7 mg, 0.01 mmol, 1.0 Aqg.) wird in Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4) gelost und
TIPS (25 uL) addiert. Nach 2 h bei RT wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 6.9 mg, 0.0093 mmol, 93%

erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.64 (t, *Jun = 5.85 Hz, NH), 8.16 (s, 1H, NCH), 8.08
(bs, 2H, NH,), 7.95-7.91 (m, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.37 Hz, 1H, B), 6.84-6.82 (m, 4H, C, D),
6.73 (dd, 3Jun = 1.77 Hz, 33y = 3.43 Hz, 1H, E), 4.42 (s, 2H, G), 4.42 (t, 3Jun = 6.72 Hz 2H,
F), 3.55 (s, 2H, H), 3.53-3.49 (m, 12H, 6 x CH,), 3.47 (t, 3Jun = 5.61 Hz, 1), 3.31-3.26 (m, 2H,
J), 2.98-2.93 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Jun = 6.81 Hz, 2H, L), 2.62-2.57 (m, 4H, M). 3C NMR (151
MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 171.8 (Cq, Csaure), 168.0 Cq, Camia), 155.3 (Cq, a), 151.2 (Cq, b),
148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 145.9 (Cq, f), 145.5 (Cq, g), 145.1 (CH, A), 131.4
(CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq,
h), 69.7 (2 x CH), 69.7 (CH>), 69.6 (CH.), 69.5 (2 x CH), 68.8 (CH>), 68.4 (CH>), 67.5 (CH_,
G), 56.5 (CHy, L), 52.6 (2x CHz, M), 49.3 (2x CH,, K), 44.4 (CH2, F), 38.2 (CH, J).
Schmelzpunkt: 183.2-183.3°C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CszsHasN1gOg [M+H]*:
737.3365; gefunden: 737.3360. Reinheit: 99%.

Synthese von 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-

6,9,12,15,18,21,24,27-octaoxa-3-azanonacosan-29-saure
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Das Edukt tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0x0-6,9,12,15,18,21,24,27-octaoxa-3-
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azanonacosan-29-oat (29.8 mg, 0.03 mmol, 1.0 Ag.) wird in Trifluoressigsaure:Dichlormethan
(6:4, Vees = 400 L) geldst und TIPS (25 pL) addiert. Nach 2 h bei RT wird das Lésemittel unter
vermindertem Druck entfernt, in 1 M NaOH L&sung geldst und das Rohprodukt mittels HPLC

gereinigt. Das Produkt wird mit 24.3 mg, 0.027 mmol, 89% erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.06 (bs, 2H, NH>), 8.01 (t, 3Jun =
5.83 Hz, NH), 7.93 (d, %Jun = 1.38 Hz, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.35 Hz, 1H, B), 6.88-6.80 (m,
4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.77 Hz, 3Jun = 3.30 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun = 6.78 Hz, 2H, F),
4.36 (s, 2H, G), 3.78 (s, 2H, H), 3.55-3.52 (m, 2H, CH,), 3.52-3.48 (m, 26H, 13 x CHy), 3.44
(t, 3Jun = 6.00 Hz, 1), 3.28 (q, 3Jun = 5.96 Hz, 2H, J), 2.98-2.93 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Jun = 6.80
Hz, 2H, L), 2.62-2.57 (m, 4H, M). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 171.8 (Cq, Csture),
168.0 Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (C,, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 145.9
(Cq, 1), 145.5 (Cq, 9), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C,
D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 69.7 (4 x CH,), 69.7 (3 x CH>), 69.7 (3 x CHy),
69.7 (CH2), 69.6 (CH>), 69.5 (CH>), 69.3 (CH), 69.2 (br, CH), 68.8 (CH>), 67.5 (CH2, G), 56.5
(CHy, L), 52.6 (2x CH2, M), 49.3 (2x CH>, K), 44.4 (CH, F), 38.2 (CH, J). Schmelzpunkt:
106.7-108-0°C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur Ca2HeoN10013 [M+H]": 913.4414; gefunden:
913.4427. Reinheit: 98%.

Synthese von 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39-dodecaoxa-3-azahentetracontan-41-saure
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Das Edukt tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-ox0-6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39-

dodecaoxa-3-azahentetracontan-41-oat  (30.0 mg, 0.026 mmol, 1.0Ag.) wird in
Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4, Vees = 400 pL) gel6dst und TIPS (25 uL) addiert. Nach
2 h bei RT wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt, in 1 M NaOH Ldsung gel6st
und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 27.2 mg, 0.025 mmol, 99%

erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.06 (bs, 2H, NHy), 8.01 (t, 3Jun =
5.80 Hz, NH), 7.94-7.93 (d, 3Jun = 1.30 Hz, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.37 Hz, 1H, B), 6.88-6.80
(M, 4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.72 Hz, 3Jun = 3.38 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun = 6.78 Hz, 2H,
F), 4.36 (s, 2H, G), 3.79 (s, 2H, H), 3.56-3.52 (m, 2H, CH,), 3.52-3.48 (m, 42H, 21 x CHy),
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3.44 (t, 3Jun = 5.98 Hz, 1), 3.28 (q, 3Jun = 5.97 Hz, 2H, J), 2.98-2.93 (M, 4H, K), 2.83 (t, 3Jun
=6.79 Hz, 2H, L), 2.61-2.57 (m, 4H, M). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.8 (C,
Csaure), 168.0 Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €),
145.9 (Cq, ), 145.5 (Cq, ), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x
CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 69.8 (14 x CH,), 69.7 (4 x CHy), 69.7
(CH2), 69.6 (CH>), 69.5 (CH2), 69.3 (CH>), 69.1 (br, CH), 68.8 (CH>), 67.6 (CH2, G), 56.5 (CH_,
L), 52.6 (2x CH2, M), 49.3 (2x CH, K), 44.4 (CHz, F), 38.2 (CH2, J). Schmelzpunkt:
hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CsopH76N10017 [M+H]": 1089.5463; gefunden:
1089.5471. Reinheit: 98%.

Synthese von 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51-hexadecaoxa-3-azatripentacontan-

53-saure
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Das Edukt tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-oxo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51-hexadecaoxa-3-azatripentacontan-53-oat
(39.0 mg, 0.03 mmol, 1.0 Ag.) wird in Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4, Vees = 400 L)
gel6st und TIPS (25 pL) addiert. Nach 2 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt, in 1 M NaOH Ldsung gelost und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das
Produkt wird mit 37.1 mg, 0.029 mmol, 98% erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.98 (t, 3Jun =
5.80 Hz, NH), 7.93 (d, 3Jun = 1.35 Hz, 1H, A), 7.22 (d, 3Jun = 3.34 Hz, 1H, B), 6.87-6.81 (m,
4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jup = 1.73 Hz, 3Jup = 3.38 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun = 6.80 Hz, 2H, F),
4.36 (s, 2H, G), 3.73 (s, 2H, H), 3.54-3.52 (m, 2H, CH,), 3.52-3.47 (m, 58H, 29 x CH,), 3.44
(t, 3Jnn = 5.98 Hz, 1), 3.28 (q, 3Jnp = 5.97 Hz, 2H, J), 2.98-2.94 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Jnn = 6.79
Hz, 2H, L), 2.61-2.58 (m, 4H, M). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.8 (Cq, Csure),
168.0 Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 145.9
(Cq, 1), 145.5 (Cq, 0), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C,
D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 69.8 (24 X CHy), 69.7 (CH>), 69.7 (CH,), 69.7
(CHs), 69.6 (CH2), 69.5 (br, CHy), 69.5 (CHz), 69.2 (CH,), 68.8 (CH2), 67.6 (CHz, G), 56.5 (CHs,
L), 52.6 (2x CHa, M), 49.3 (2x CHa, K), 44.4 (CHa, F), 38.2 (CHa, J). Schmelzpunkt:
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hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CssHg2N10O021 [M+H]*: 1265.6511; gefunden:
1265.6592. Reinheit: 98%.

Synthese von 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63-icosaoxa-3-

azapentahexacontan-65-saure
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Das Edukt tert-Butyl 1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-oxo-
6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63-icosaoxa-3-
azapentahexacontan-65-oate (43.5 mg, 0.03 mmol, 1.0 Ag.) wird in
Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4, Vees = 400 pL) gel6st und TIPS (25 pL) addiert. Nach
2 h bei RT wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt, in 1 M NaOH Ldsung gel6st
und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 33.5 mg, 0.023 mmol, 77%

erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.87 Hz, NH), 7.93 (d, %Jun = 1.40 Hz, 1H, A), 7.22 (d, *Jun = 3.34 Hz, 1H, B), 6.87-6.81 (m,
4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.75 Hz, 3Jun = 3.46 Hz, 1H, E), 4.42 (t, 3Jun = 6.78 Hz, 2H, F),
4.36 (s, 2H, G), 3.88 (s, 2H, H), 3.57-3.54 (m, 2H, CH,), 3.52-3.47 (m, 74H, 37 x CHy), 3.44
(t, 3Jun = 5.97 Hz, 1), 3.28 (q, %Jun = 5.93 Hz, 2H, J), 2.98-2.94 (m, 4H, K), 2.83 (t, 3Jun =
6.76 Hz, 2H, L), 2.61-2.58 (m, 4H, M). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 171.4 (Cq,
Csaure), 168.0 Cq, Camid), 155.4 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, €), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €),
146.0 (Cq, f), 145.5 (Cq, ), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x
CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 69.8 (31 x CH,), 69.7 (2 x CHy), 69.7
(CH2), 69.5 (CH,), 69.5 (CHy), 68.7 (CH), 68.5 (br, CH>), 67.6 (CH., G), 56.5 (CH>, L), 52.6
(2x CHz, M), 49.3 (2x CHy, K), 44.4 (CH2, F), 38.2 (CH>, J). Schmelzpunkt: hygroskopisch.
HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CesH108N10025 [M+H]*: 1441.7560; gefunden: 1441.7658.
Reinheit: 97%.
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Synthese von tert-Butyl-(2-(2-(2-(2-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-
pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-
yl)phenoxy)acetamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamat
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Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-ylethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) geldést und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aqg.) hinzugefiigt. In einem
separaten Gefall wird tert-Butyl-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamat (10.8 mg,
0.044 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelést und Hinigbase (10.3 mg, 0.08 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
gerihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 1 M NaOH L&sung versetzt und mit Dichlormethan (3
x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tuber MgSO4 getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische Reinigung
an SiO; (Dichlormethan/MeOH 93/7) ergibt das Produkt mit 15.0 mg, 0.02 mmol, 50%.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.86 Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, 3Jun = 1.68 Hz, *Jun = 0.72 Hz, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.45 Hz,
3Jun =0.80 Hz, 1H, B), 6.87—6.81 (m, 4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.82 Hz, 3Jun = 3.42 Hz, 1H,
E), 6.72 (t, Signal unter 6.73 Hz, 1H, O) 4.42 (t, *Jun = 6.81 Hz, 2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.50—
3.46 (M, 4H, 2 x CHy, P), 3.43 (t, 3Jun = 6.00 Hz, 2H, CHy, 1), 3.36 (t, *Jun = 6.12 Hz, 2H, CH,,
Q), 3.28 (dt, ®Jun = 5.86 Hz, 3Jun = 6.01 Hz, J), 3.05 (q, 3Jun = 6.03 Hz, 2H, R) 2.98-2.94 (m,
4H, K), 2.83 (t, 3Jun = 6.81 Hz, 2H, L), 2.62-2.57 (m, 4H, M), 1.36 (s, 9H, N). *C NMR (151
MHz, DMSO-ds) 0 [ppm] = 168.0 (Cq, Camid), 155.6 (Cq, Ccarbamat), 155.3 (Cq, @), 151.2 (Cq, b),
148.7 (Cq, ), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €), 146.0 (Cq, f), 145.5 (Cq, 9), 145.1 (CH, A), 131.4
(CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq,
h), 77.6 (Cq, i), 69.5 (CH., PEG), 69.4 (CH,, PEG), 69.1 (CH,, PEG), 68.8 (CHy, 1), 67.6 (CH_,
G), 56.5 (CHy, L), 52.6 (2x CH2, M), 49.3 (2x CH>, K), 44.4 (CH>, F), 39.7 (CHa, R), 38.2 (CHo,
J), 28.2 (3x CHs, N). LC-MS: positiv [m/z] = 734.5 ([M+H]"). Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl-(1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-yl)carbamat

Das Edukt 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-yhethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)essigsaure (20 mg, 0.04 mmol, 1.0Aqg.) wird in
Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (17.9 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefugt. In einem
separaten Gefal3 wird tert-Butyl-(14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamat (14.6 mg,
0.044 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelést und Hinigbase (10.3 mg, 0.08 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
gerihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 1 M NaOH L&sung versetzt und mit Dichlormethan (3
x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tber MgSO4 getrocknet und
das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung
an SiO; (Dichlormethan/MeOH 93/7) ergibt das Produkt mit 12.1 mg, 0.015 mmol, 37%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun =
5.71 Hz, 1H, NH), 7.94-7.93 (m, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.40 Hz, 3Juu = 0.80 Hz, 1H, B),
6.87—6.81 (m, 4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jun = 1.75 Hz, 3Jun = 3.39 Hz, 1H, E), 6.72 (t, Signal unter
6.73 Hz, 1H, O) 4.42 (t, 3Jun = 6.74 Hz, 2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.50-3.46 (m, 12H, 6 x CH,
P), 3.44 (t, *Jun = 5.99 Hz, 2H, CHy, 1), 3.36 (t, *Jun = 6.10 Hz, 2H, CH2, Q), 3.28 (m, 2H , J),
3.05 (g, 3Jun = 5.89 Hz, 2H, R) 2.98-2.94 (m, 4H, K), 2.84 (t, 3Jun = 6.77 Hz, 2H, L), 2.62—
2.57 (m, 4H, M), 1.36 (s, 9H, N). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 168.0 (Cq, Camid),
155.5 (Cq, Ccarbamar), 155.3 (Cq, @), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cq, C), 148.6 (Cq, d), 146.2 (Cq, €),
145.9 (Cq, f), 145.5 (Cq, 9), 145.1 (CH, A), 131.4 (CH, NCH), 117.0 (2 x CH, C, D), 115.3 (2 x
CH, C, D), 112.2 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.6 (Cq, h), 77.5 (Cq, i), 69.7 (2 x CH,, PEG), 69.7
(2 x CH2, PEG), 69.5 (CH2, PEG), 69.5 (CH., PEG), 69.1 (CH., PEG), 68.8 (CHz, I), 67.6 (CH2,
G), 56.5 (CHy, L), 52.6 (2x CHz, M), 49.3 (2x CHz, K), 44.4 (CH2, F), 39.7 (CH2, R), 38.2 (CH>,
J), 28.2 (3x CHs, N). LC-MS: positiv [m/z] = 822.6 ((M+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur
Ca9Hs5N1109 [M+Na]*: 844.4076; gefunden: 844.4087 Reinheit: 95%.
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Synthese von 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-N-(2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy)ethyl)acetamid
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Das Rohprodukt aus der Reaktion zu tert-Butyl-(2-(2-(2-(2-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-
pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-

yl)phenoxy)acetamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamat (58 mg) wird in Dichlormethan (5 mL)
geldst und TIPS (0.220 mL) sowie Trifluoressigséure (0.5 mL) addiert. Nach 4 h bei RT wird
das Losemittel entfernt das Rohprodukt in 1 M HCI Losung geldst und mittels HPLC (5%
Acetonitril auf 100% Acetonitril) gereinigt. Das erhaltene Salz wird in 1 M NaOH Ldsung
gegeben und diese mit Dichlormethan extrahiert. Nach Entfernen des Ldsemittels unter
vermindertem Druck wird das Produkt mit 21.5 mg, 0.034 mmol, 85% uber zwei Schritte

erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NH>), 7.97 (t, 3Jun =
5.79 Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, 3Jun = 1.57 Hz, 3Juyn = 0.72 Hz, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.41 Hz,
3Jun =0.72 Hz, 1H, B), 6.87-6.80 (m, 4H, C+D), 6.73 (dd, 3Jyn = 1.77 Hz, 3Jun = 3.38 Hz, 1H,
E), 4.42 (t, 3Jun = 6.80 Hz, 2H, F), 4.36 (s, 2H, G), 3.50-3.46 (m, 4H, 2 x CHy, P), 3.43 (t, 3Jun
= 5.99 Hz, 2H, CHg, 1), 3.36 (t, 3Jun = 5.81 Hz, 2H, CH,, Q), 3.28 (dt, 3Jun = 6.01 Hz, 3Jyn =
5.80 Hz, J, R), 2.98-2.93 (m, 4H, K), 2.83 (t, *Jun = 6.81 Hz, 2H, L), 2.64 (t, 3Jun = 5.78 Hz,
2H, 0), 2.61-2.57 (m, 4H, M). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 168.4 (Cq, Camid),
155.5 (Cq, @), 151.3 (Cq, b), 148.9 (Cq, C), 148.8 (Cq, d), 146.4 (Cq, €), 146.1 (Cq, 1), 145.5 (Cq,
0), 145.3 (CH, A), 131.6 (CH, NCH), 117.3 (2 x CH, C, D), 115.5 (2 x CH, C, D), 112.5 (CH,
B), 112.1 (CH, E), 95.8 (Cq, h), 72.5 (CHz, Q), 69.7 (2 x CH2, PEG), 68.9 (CH>, 1), 67.6 (CH>,
G), 56.6 (CH, L), 52.7 (2x CHz, M), 49.5 (2x CH>, K), 44.5 (CH2, F), 41.2 (CH2, R) 38.4 (CH>,
J). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CsoHsoN110s [M+H]": 634.3208; gefunden: 634.3207.
Reinheit: 97%.
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Synthese von 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-N-(14-amino-
3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)acetamid

o © Q g 9 D
HO&E HZN\/\Of\/O\}\/\NJ\G/O b c NH,
F R pJ1 H . N/K\M N%N,N\a 0 \A
v Eod s >_g©E
N\/\ e N
N Tk B

Das Rohprodukt aus der Reaktion zu tert-Butyl-(1-(4-(4-(2-(5-amino-2-(furan-2-yl)-7H-
pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0xo-
6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-yl)carbamat (12.1 mg, 14.7 umol, 1.0 Ag.) wird in
Dichlormethan (5 mL) geldst und TIPS (0.220 mL) sowie Trifluoressigsaure (0.5 mL) addiert.
Nach 4 h bei RT wird das Lésemittel entfernt das Rohprodukt mittels HPLC (5% Acetonitril auf
100% Acetonitril) gereinigt. Das Produkt wird mit 11.0 mg, 13.0 umol, 89% erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 8.25 (s, 1H, NCH), 8.14 (bs, 2H, NHy), 7.97 (t, 3Jun =
5.57 Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, 3J4n = 1.56 Hz, *Jun = 0.51 Hz, 1H, A), 7.22 (dd, 3Jun = 3.45 Hz,
3Jun = 0.51 Hz, 1H, B), 6.94-6.85 (m, 4H, C+D), 6.74 (dd, 3Jun = 1.73 Hz, 3Jun = 3.37 Hz, 1H,
E), 4.61 (bs, 2H, F), 4.39 (s, 2H, G), 3.59 (t, 3Jun = 4.99 Hz, 2H, CH,, Q), 3.57-3.49 (m, 12H,
6 X CHy, P), 3.43 (t, 3Jun = 6.10 Hz, 2H, CHy, 1), 3.28 (dt, 3Jun = 6.01 Hz, 3Jyn = 5.80 Hz, J),
2.98-2.93 (m, 4H, K).**C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 168.0 (Cq, Camia), 155.5 (Cq,
a), 151.7 (Cq, b), 148.9 (Cq, ©), 148.7 (Cq, d), 146.4 (Cq, €), 145.5 (Cq, 9), 145.2 (CH, A), 144.9
(Cq, 1), 132.1 (CH, NCH), 117.5(2x CH, C, D), 115.4 (2x CH, C, D), 112.3 (CH, B), 112.1 (CH,
E), 95.9 (Cq, h), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.6 (CH2, PEG), 69.6
(CH,, PEG), 69.5 (CH2, PEG), 68.9 (CHy, I), 67.6 (CH2, G), 66.6 (CH., PEG), 55.0 (CH, L),
51.8 (2x CH2, M), 47.5 (2x CHz, K), 42.4 (CHa, F), 38.6 (CH2, R) 38.1 (CH2, J). LC-MS: positiv
[m/z] = 722.3 ([M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CzsHa7N1107 [M+Na]*: 744.3552;
gefunden: 744.3576. Reinheit: 95%.
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Synthese von 14-(2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)acetamido)-N-
(5-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-414,514-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-
f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentyl)-3,6,9,12-tetraoxatetradecanamid

Das Edukt 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-ylethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-saure

(7.4 mg, 0.01 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.2 mL) gelést und HATU (4.6 mg,
0.012 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten Gefa wird das BODIPY-amin (5 mg,
0.015 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (0.2 mL) gel6st und Hiinigbase (2.6 mg, 0.02 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 12 h bei RT
gerihrt. Reinigung mittels HPLC ergibt 7.1 mg, 0.007 mmol, 67%.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.16 (s, 1H, NCH), 8.05 (bs, 2H, NHy), 7.94 (t, 3Jun =
4.59 Hz, 1H, S), 7.95-7.91 (m, 1H, A), 7.64 (t, 3Jun = 5.76 Hz, 1H, T), 7.22 (d, 3Jun = 3.31 Hz,
1H, B), 6.87-6.80 (m, 4H, C, D), 6.72 (dd, *Jun = 1.80 Hz, 3Jun = 3.43 Hz, 1H, E), 6.21 (s, 2H,
n), 4.41 (t, 3Jun = 6.72 Hz, 2H, F), 4.35 (s, 2H, G), 3.85 (s, 2H, H), 3.57-3.45 (m, 12H, 6 X
CHy), 3.42 (t, 3Jun = 6.01 Hz, 1), 3.27 (dt, Iy = 6.01 Hz, 3Jyn = 6.01 Hz, 2H, J), 3.12 (dt, 3Jun
= 6.58 Hz, 3Jun = 6.58 Hz, 2H, N), 2.98-2.93 (m, 4H, K), 2.94-2.89 (m, 2H, R), 2.86—-2.80 (m,
2H, L), 2.62-2.56 (m, 4H, M), 2.39 (s, 6H, 2 x CHs), 2.39 (s, 6H, 2 x CH3), 1.59-1.52 (m, 2H,
Q), 1.52-1.47 (m, 2H, 0) 1.47-1.41 (m, 2H, P). 3C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 169.1
(Cq, ), 168.0 (Cq, 1), 155.4 (Cq, a), 153.0 (2 x Cq, Cropnipy), 151.2 (Cq, b), 148.7 (Cy, €), 148.6
(Cq, d), 146.7 (Cq, k), 146.3 (Cq, ), 146.0 (Cq, ), 145.5 (Cq, ), 145.1 (CH, A), 140.8 (2 x Cq,
Cesopiry), 131.4 (CH, NCH), 130.7 (2 x Cq, m), 121.7 (2 x CH, n), 117.1 (2 x CH, C, D), 115.3
(2 x CH, C, D), 112.3 (CH, B), 112.1 (CH, E), 95.7 (Cq, h), 70.2 (CH2), 70.0 (CH2, H), 69.8
(CH2), 69.7 (CHy), 69.5 (CH>), 68.8 (CHy, 1), 67.6 (CH2, G), 56.5 (CHa, L), 52.6 (2 x CH, M),
49.3 (2 x CH2, K), 44.4 (CHy, F), 38.2 (CHz, J), 37.8 (CH2, N), 31.1 (CH2, Q), 28.8 (CH>, O),
27.8 (CHz, R), 27.0 (CHy, P), 15.8 (2 x CHs), 14.1 (2 x CH3). Schmelzpunkt: Zersetzung ab
171°C HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CsaHgsBF2N130s [M+H]*: 1052.5456; gefunden:
1052.5324. Reinheit: 95%. Absorption/Emission: 498 nm / 508 nm.
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Synthese von 2-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-7-yl)ethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-N-(2-(2-(2-
((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)methyl)amino)-2-oxoethoxy)ethoxy)ethyl)acetamid

R
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Das Edukt 1-(4-(4-(2-(5-Amino-2-(furan-2-yl)-7H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-
7-ylethyl)piperazin-1-yl)phenoxy)-2-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-saure

(20.0 mg, 0.027 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.5 mL) gelést und HATU (12.5 mg,
0.033 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten Gefal3 wird 9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-
(Aminomethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin-6-amin (9.1 mg,
0.0297 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL) gelést und Hiinigbase (7.0 mg, 0.054 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 12 h bei RT
gerihrt. Reinigung mittels HPLC (MeOH) ergibt 14.4 mg, 0.015 mmol, 57% des Produktes.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8. 30 (s, 1H, N), 8.17 (s, 1H, O), 8.16 (s, 1H, NCH),
8.03 (bs, 2H, NHy), 7.95 (t, 3Jun = 5.83 Hz, 1H, P), 7.92 (dd, 3Jun = 0.81 Hz, 3Jun = 1.65 Hz,
1H, A), 7.89 (t, 3Jun = 6.05 Hz, 1H, Q), 7.29 (s, 2H, R), 7.22 (dd, 3Ju = 3.45 Hz, 3Ju 4 = 0.80 Hz,
1H, B), 6.86-6.78 (M, 4H, C, D), 6.72 (dd, 3Ju = 1.76 Hz, 334 = 3.42 Hz, 1H, E), 6.11 (d, *Jnn
= 2.75 Hz, 1H, S), 5.42 (dd, 3Jun = 2.80 Hz, 3Jun = 6.38 Hz, 1H, T), 4.94 (dd, 3Jun = 3.31 Hz,
3Jnn = 6.34 Hz, 1H, U), 4.42 (t, 3Jnun = 6.72 Hz, 2H, F), 4.35 (s, 2H, G), 4.19 (td, 3Jun = 3.40 Hz,
3Jnn = 6.20 Hz, 1H, V), 3.87 (s, 2H, H), 3.54-3.52 (m, 2H, CH,), 3.52—3.49 (M, 2H, CH,), 3.47—
3.44 (m, 8H, 2 x CHa, PEG, under water peak), 3.42 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1), 3.42-3.38 (m, 1H,
W), 3.37-3.32 (m, 1H, W), 3.27 (q, 3Jun = 5.90 Hz, 2H, J), 2.99-2.90 (m, 4H, K), 2.87-2.80
(m, 2H, L), 2.64-2.55 (m, 4H, M), 1.51 (s, 3H, X), 1.29 (s, 3H, Y). *C NMR (151 MHz, DMSO-
ds) & [ppm] = 169.9 (Cq, j), 168.2 (Cq, i), 156.2 (Cq, K) 155.5 (Cq, @), 152.9 (Cq, O), 151.3 (Ca,
b), 148.9 (Cq, m), 148.8 (Cq, €), 148.7 (Cq, d), 146.3 (Cq, C), 146.0 (Cq, f), 145.5 (Cq, g), 145.2
(CH, A), 140.1 (CH, N), 131.5 (CH, NCH), 119.3 (Cq, n), 117.2 (2 X CH, C, D), 115.4 (2 x CH,
C, D), 113.6 (Cq, 0) 112.4 (CH, B), 112.3 (CH, E), 95.8 (Cq, ), 89.0 (CH, S), 84.2 (CH, V), 83.0
(CH, T), 81.8 (CH, U), 70.3 (CH,), 69.9 (CH, H), 69.9 (CH,), 69.9 (CH,), 69.6 (CH,), 69.6
(CH), 68.8 (CHz, 1), 67.6 (CHz, G), 56.5 (CH, L), 52.7 (2 X CH2, M), 49.4 (2 x CH;, K), 44.4
(CHa, F), 40.4 (CHa, W), 38.3 (CHz, J), 27.1 (CHs, X), 25.3 (CHs, Y). Schmelzpunkt: 106.9—
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115.4 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 1025.7 ([M+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
CarHeoN16011 [M+Na]*: 1047.4520; gefunden: 1047.4520. Reinheit: 98%.

5.4 Synthese des PSB-1901-Derivats 2

Synthese von 4-(Chlorosulfonyl)benzoeséaure

/©/802C|
HO,C

Zu Kalium-4-sulfobenzoeséaure (5.00 g, 20.8 mmol, 1.0 Aq.) wird Chlorsulfonsaure (50.0 mL,
750.9 mmol, 36.1 Ag) unter Eiskuhlung addiert. Nach 12h bei RT wird Eis zur
Reaktionsmischung gegeben und der Rickstand filtriert. Dieser wird mit kaltem Wasser
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wird mit 4.2 g, 19 mmol, 91%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, Aceton-ds) 0 [ppm] = 8.41-8.37 (m, 2H, Harom.), 8.31-8.27 (m, 2H, H Harom.).
13C-NMR (151 MHz, Aceton-ds) & [ppm] = 165.8 (Cq, COOH) 148.0 (Cq, Carom.), 137.9 (Cq,
Carom.), 132.2 (2 CH, Carom.), 128.2 (2 CH, Carom.). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir C7H4ClO4S
[M-H] : 218.9519; gefunden: 218.9527. Reinheit: 83%.

Synthese von 4-((4-Nitrophenoxy)sulfonyl)benzoesaure

Zu einer Losung aus para-Nitrophenol (1.99 g, 14 mmol, 1.0 Ag.) in THF (50 mL, ) und Tris-
HCI Puffer (50 mm, pH 9.0, 50 mL) wird 4-(Chlorosulfonyl)benzoesaure (3.4 g, 14.0 mmol,
1.0 Ag.) gegeben. Der pH-Wert wird mit 1N NaOH zwischen 8 und 9 gehalten. Nach kompletter
Reaktion des para-Nitrophenols wird mit 1IN HCI auf pH 7 eingestellt und das THF unter
vermindertem Druck entfernt. Nach Ansauern mit 1N HCI auf pH 1 wird der Rickstand filtriert
und aus Aceton/Cyclohexan umkristallisiert. Das Produkt wird mit 4.1 g, 12.4 mmol, 89%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, Aceton-ds) & [ppm] = 8.33-8.26 (M, 4H, Harom.), 8.09-8.04 (M, 2H, Harom.),
7.43-7.36 (M, 2H, Harom.). *C-NMR (151 MHz, Aceton-ds) & [ppm] = 166.0 (Cq, COOH), 154.5
(Cas Carom.), 147.6 (Cq, Carom.), 139.2 (Cq, Carom.), 137.2 (Cq, Carom.), 131.7(2 CH, Carom), 129.7
(2 CH, Cawom.), 126.5 (2 CH, Caom), 124.4 (2 CH, Caom). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir
Ci13HgNO7S [M-H] : 322.0022; gefunden: 322.0045. Reinheit: 96%.
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Synthese von tert-Butyl-4-(piperazin-1-yl)benzoat
O
/ O%

Unter Schutzgas (Ar) wird Piperazin (2.58 g, 30 mmol, 3.0 Ag.) in DMSO (10 mL) gel6st und
tert-Butyl-4-fluorobenzoat (1.96 g, 10 mmol, 1.0 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird
fur 18 h bei 120 °C geruhrt und nach Reaktionsende mit ges. NaCl-Losung gewaschen. Die
wassrige Phase wird mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert und die vereinten organischen
Phasen Uber MgSO. getrocknet. Saulenchromatographische Reinigung an SiO;
(CH2Cl>:MeOH 9:1) ergibt das Produkt mit 1.37 g, 5.2 mmol und 73%.

Rt (CH2Cl2:MeOH 9:1) = 0.23. *H-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.90-7.84 (m, 2H, Harom.),
6.88—6.82 (m, 2H, Harom.), 3.29-3.25 (m, 4H, NCH,CH;NH), 3.05-3.01 (m, 4H, NCH2CH:NH),
2.05 (s, 1H, NH), 1.57 (s, 9H, 3x CHg). *C-NMR (151 MHz, CDClz) & [ppm] = 166.1 (Cq, Cester),
154.4 (Cq, Carom.), 131.1 (2 CH, Caom), 122.1 (Cq, Carom), 113.9 (2 CH, Cawom.), 80.2 (Cq,
OC(CHs)3), 48.9 (2 CH2, NCHy), 45.9 (2 CH2, NHCH.), 28.4 (3 CH3, OC(CHpgs)3). LC-MS: positiv
[m/z] = 262.9 ([M+H]"). Reinheit: 97%.

Synthese von 4-((4-(4-(tert-Butoxycarbonyl)phenyl)piperazin-1-
yl)sulfonyl)benzoeséure

\ 7/
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Unter Schutzgas (Ar) wird 4-(Chlorosulfonyl)benzoesaure (100 mg, 0.45 mmol, 1.0 Ag.) und
tert-Butyl-4-(piperazin-1-yl)benzoat (118 mg, 0.45 mmol, 1.0 Ag.) in Dichlormethan (1 mL)
vorgelegt und Hiinig-Base (58 mg, 0.45 mmol, 1.0 Ag.) addiert. Nach 2 min wird die Reaktion
mit Wasser versetzt und die Reaktionsmischung mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden tber MgSO. getrocknet und unter vermindertem Druck
von Ldsemittel Dbefreit. Nach s&ulenchromatographischer Reinigung an SiO;
(Dichlormethan:Methanol 95:5) wird das Produkt mit 170.8 mg, 38 mmol, 85% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.19-8.14 (m, 2H, Harom.), 7.90—7.86 (M, 2H, Harom),
7.72-7.66 (M, 2H, Harom ), 6.94—6.89 (M, 2H, Harom ), 3.41-3.35 (M, 4H, Hpiperazin), 3.08-3.02 (m,
4H, Hpiperazin), 1.49 (s, 9H, 3x CHa). 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.1 (Cq, Csaure),
164.8 (Cq, Cester), 152.9 (Cq, Carom), 138.4 (Cq, Carom.), 135.2 (Cq, Carom), 130.5 (2X CH, Carom),
130.2 (2x CH, Caom), 127.8 (2x CH, Carom.), 121.0 (Cq, Carom.), 114.0 (2X CH, Carom.), 79.6 (Cq,
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C(CHz3)3), 46.4 (2x CH2, Cpiperazin), 45.4 (2x CHz, Cpiperazin), 27.9 (3x CHs, C(CHz3)3). LC-MS:
positiv [m/z] = 447.1 ([M+H]"). Reinheit: 99%.

Synthese von 6-Amino-3-propyl-(1H,5H)-pyrimidin-2,4-dion

0]
SN

|
o)\H NH,

Unter Schutzgas (Ar) wird 6-Amino-(1H,5H)-pyrimidin-2,4-dion (2.5 g, 20 mmol, 1.0 Aq.) und
Ammoniumsulfat (64 mg, kat.) in HMDS (7.2 mL, 34.4 mmol, 1.7 Aqg.) gel6st und fir 1 h bei
190 °C geruhrt. Die farblose Reaktionsmischung wird abgekihlt und das 1-lodpropan (5.85 g,
34.4 mmol, 1.7 Ag.) in Toluol (5 mL) zugegeben. Die Lésung wird fiir 4h bei 120 °C geriihrt.
Nach Beendigung der Reaktion wird ges. NaHCOs-L6sung addiert und der entstandene
Feststoff filtriert. Nach waschen mit Wasser (300 mL) und Entfernen des Losemittels werden
1.69 g, 10 mmol, 50% Produkt erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.29 (s, 1H, N1-H), 6.15 (s, 2H, NH,), 4.54 (d, *Jun
=2.12 Hz, 1H, C5-H), 3.64-3.58 (m, 2H, NCH), 1.50-1.42 (m, 2H, NCH,CH,), 0.81 (t, 3Jun =
7.46 Hz, 3H, CHs). 13C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 163.0 (Cq, C4), 153.5 (C4, C6),
150.9 (Cq, C3), 74.1(CH, C5), 40.2 (CH2, NCH?>), 20.9 (CH2, NCH2CH), 11.1 (CHs, CHa). LC-
MS: positiv [m/z] = 170.0 ([M+H]*). Reinheit: 95%.

Synthese von 6-Amino-5-nitroso-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion

SN NO NN /N\OH
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Eine Losung aus 6-Amino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion (1g, 5.9 mmol, 1.0 Ag.) in
Essigsaure/Wasser (50% v/v, 15 mL) wird auf 55 °C erhitzt und NaNO- (509.2 mg, 7.39 mmol,
1.25 Ag.) portionsweise dazu gegeben. Die Reaktionslosung wird fiir 20 min bei 55 °C gerthrt,
unter vermindertem Druck konzentriert und filtriert. Der orange Feststoff wird mit Wasser (3 x
10 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Produkt wird mit 1.04 g, 5.2 mmol und
89% erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 11.43 (bs, 1H, OH), 7.93 (s, 1H, N1-H), 3.85-3.76
(m, 2H, NCH), 3.32 (Signal Uiberlagt von H>O, 1H, NH) 1.65-1.56 (m, 2H, NCH>CH)), 0.90 (t,
3Jun = 7.46 Hz, 3H, CH3). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 161.0 (Cq, C6), 149.0 (Cq,
C4), 144.2 (Cq, C2), 139.7 (Cq4, C5), 41.3 (CH2, NCHy), 20.7 (CH2, NCH2CH), 11.1 (CHs,
CH,CHzs). LC-MS: positiv [m/z] = 199.2 ([M+H]*). Reinheit: 99%.
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Synthese von 5,6-Diamino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion
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Zu 6-Amino-5-nitroso-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion (0.8 g, 4.0 mmol, 1.0 Aqg.) in wassriger
NH4OH-Lésung (12.5%, 11 mL) wird bei 70°C Na,S,0, (1.53g, 8.8 mmol, 2.2 Ag.)
portionsweise gegeben. Nach dem Farbumschlag wird das Lésemittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Feststoff in wenig Wasser aufgenommen. Der Feststoff wird filtriert und
mit Wasser gewaschen. Nach dem Trockenen im Hochvakuum wird das Produkt mit 515 mg,

2.8 mmol und 70% erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =12.55 (s, Rest NH), 5.57 (s, 2H, C6-NH,), 3.68-3.63
(m, 2H, NCH), 3.32 (Signal tberlagt von H;0O, 2H, NH,), 1.52-1.45 (m, 2H, NCH>CH,), 0.82
(t, 3Jun = 7.47 Hz, 3H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 160.2 (Cq, C6), 149.1 (C,
C4), 142.2 (C4, C2), 95.4 (Cqy, C5), 40.9 (CH2, NCHy), 20.9 (CH2, NCH2CH), 11.2 (CHs,
CH,CHz3). LC-MS: positiv [m/z] = 185.3 ([M+H]*) und 183.2. Reinheit: 92% (addiert 1:1).

Synthese von 4-Nitrophenyl-4-((6-amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)benzensulfonat
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Zu einer Losung aus 4-((4-Nitrophenoxy)sulfonyl)benzoesaure (797 mg, 2.5 mmol, 1.0 Aq.) in
DMF (10 mL) wird COMU (1.16 g, 2.7 mmol, 1.1 Aq.) addiert. Separiert davon wird 5,6-
Diamino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion (500 mg, 2.7 mmol, 1.1 Ag.) und Hunigbase (351
mg, 2.7 mmol, 1.1 Aqg.) in DMF (10 mL) gelést. Die Losung des Diamins wird zum
Kopplungsreagenz getropft und ein Farbumschlag von rot nach violett beobachtet. Nach 12 h
bei RT wird die Reaktionsldsung mit Wasser versetzt und der entstehende Feststoff abfiltriert.
Der Feststoff wird mit Wasser gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wird

mit 1.1 g, 2.2 mmol und 89% erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.53 (s, 1H, a), 9.21 (s, 1H, b), 8.28 (d, 3Jun = 9.03
Hz, 2H, c), 8.19 (d, J = 8.31 Hz, 2H, d), 8.04 (d, J = 8.49 Hz, 2H, €), 7.40 (d, J = 9.07 Hz, 2H,
f), 6.22 (s, 2H, g), 3.71-3.61 (m, 2H, h), 1.56-1.45 (m, 2H, i), 0.84 (t, 3Jun = 7.40 Hz, 3H, k).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.8 (Cq, A), 160.5 (Cq, B), 153.0 (Cq, C), 150.5 (Cq,
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D), 149.9 (Cq, E), 146.2 (Cq, F), 140.6 (Cq, G), 135.6 (Cq, H), 129.4 (CH, 1), 128.2 (CH, 1), 125.9
(CH, J), 123.3 (CH, J), 86.4 (Cq, K), 40.9 (CH2, L), 20.9 (CH2, M), 11.1 (CHs, N). LC-MS: positiv
[m/z] = 490.3 ([M+H]*) und 183.2. Reinheit: 84%.

Synthese von tert-Butyl-4-(4-((4-((6-amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)benzoat

@)
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Zu einer Lésung aus 4-((4-(4-(tert-Butoxycarbonyl)phenyl)piperazin-1-yl)sulfonyl)benzoesaure
(110 mg, 0.25 mmol, 1.0 Ag.) in DMF (1 mL) wird COMU (116 mg, 0.27 mmol, 1.1 Aq.) addiert.
Separiert davon wird 5,6-Diamino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion (50 mg, 0.27 mmol,
1.1 Ag.) und Hinigbase (35 mg, 0.27 mmol, 1.1 Ag.) in DMF (1 mL) gelést. Die Losung des
Diamins wird zum Kopplungsreagenz getropft. Nach 0.5 h bei RT wird die Reaktionslésung mit
Wasser versetzt und der entstehende Feststoff filtriert. Der Feststoff wird mit Wasser
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wird mit 96 mg, 0.1 mmol und 63%

erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 10.48 (s, 1H, NH), 9.13 (s, 1H, CONH), 8.21-8.15
(m, 2H, Harom.), 7.8-7.84 (M, 2H, Haom.), 7.72—-7.66 (M, 2H, Harom.), 6.95-6.89 (M, 2H, Harom.),
6.16 (s, 2H, NH2), 3.69-3.61 (m, 2H, NCH2CH2CHs), 3.45-3.39 (m, 4H, Hpiperazin), 3.06—3.01
(m, 4H, Hpiperazin), 1.55-1.44 (m, 11H, 3x CHs; + CH, NCH>CH,CH3), 0.86-0.80 (m, 3H,
NCH2CHCHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.1 (Cq, Camid), 164.8 (Cq, Cester),
160.5 (Cg), 152.8 (Cq, Caom.), 150.4 (Cq), 149.9 (Cg), 138.9 (Cg), 136.7 (Cg), 130.5 (2x CH,
Carom.), 128.9 (2x CH, Carom.), 127.3 (2x CH, Carom.), 120.9 (Cq, Carom.), 114.0 (2x CH, Carom),
86.5 (Cq, C5), 79.6 (Cq, C(CHs)s), 46.5 (2x CHz2, Cpiperazin), 45.4 (2X CHa, Cpiperazin), 40.9 (CHz,
NCH.CH,CHgs), 27.9 (3x CH3, C(CHa)s), 20.9 (CH,, NCH>CH2CHs3), 11.2 (CH3, NCH2CH>CHj).
LC-MS: positiv [m/z] = 613.5 ([M+H]*). Reinheit: 94%.
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Synthese von 4-(4-((4-(2,6-Dioxo-1-propyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)benzoesé&ure
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In DMF (1 mL) wird tert-Butyl-4-(4-((4-((6-amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)benzoat (100 mg,
0.16 mmol, 1.0 Ag.) gelést und P20s (100 mg, 0.65mmol, 4.0 Ag.) addiert. Die
Reaktionsmischung wird zum Sieden erhitzt, bis sich die Farbe auf braun-orange andert. Zur
abgekihlten Reaktionslésung wird Wasser gegeben, bis kein weiterer Niederschlag entsteht.
Nach Filtration wird der Feststoff mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 24.1 mg,
0.04 mmol und 28% erhalten

H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.34-8.31 (m, 2H, Harom.), 7.89-7.85 (M, 2H, Harom),
7.75-7.72 (M, 2H, Harom.), 6.95-6.91 (M, 2H, Harom), 3.84-3.79 (M, 2H, NCH>CH.CHjs), 3.42—
3.37 (M, 4H, Hpiperazin), 3.09-3.04 (M, 4H, Hpiperazin), 1.61-1.52 (m, 2H, NCH,CH,CHs), 0.87 (t,
3Jnun=7.42 Hz, 3H, NCH,CH2CH3).23C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 167.1 (Cq, Csaure),
155.2 (Cq), 153.0 (Cy), 151.0 (Cy), 148.4 (Cy), 147.7 (Cy), 135.1 (Cy), 133.9 (Cy), 130.8 (2x CH,
Carom.), 128.2 (2x CH, Carom.), 126.8 (2x CH, Carom.), 120.3 (Cq, Carom.), 114.0 (2x CH, Carom.),
109.4 (Cy), 46.5 (2x CHoa, Cpriperazin), 45.5 (2x CH2, Cpiperazin), 41.4 (CH2, NCH>CH>CH3), 20.9
(CH2, NCH2CH,CHz3), 11.2 (CHs, NCH2CH2CHs). Schmelzpunkt: >300 °C. LC-MS: positiv
[m/z] = 539.3 ([M+H]"). Reinheit: 99%.

Rontgeneinkristallstrukturanalyse  von 4-(4-((4-(2,6-Dioxo-1-propyl-2,3,6,7-
tetrahydro-1H-purin-8-yl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)benzoesaure (2)

Table 1 Crystal data and structure refinement for cu_5757f.

Identification code GPHARMY73, TKP6013.9 // GXraycu_5757f
Crystal Habitus clear colourless needle

Device Type Bruker D8-Venture

Empirical formula C29H38NeOsS3

Moiety formula C25H26 N6 O6 S, 2(C2H6 0 S)

Formula weight 694.83

Temperature/K 150.0

Crystal system triclinic

Space group P-1
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alA 5.28770(10)

b/A 15.2045(4)

c/A 23.9866(7)

a/° 107.942(2)

/e 93.447(2)

v/° 95.952(2)
Volume/A3 1816.11(8)

z 2

peaicg/cm® 1.271

w/mm 2.314

F(000) 732.0

Crystal size/mm?® 0.12 x 0.05 x 0.03
Absorption correction empirical

Tmin; Tmax 0.4434; 0.7536
Radiation CuKoa (A =1.54178)

20 range for data collection/°

6.158 to 135.476°

Completeness to theta

0.996

Index ranges

-6<h<6,-18<k<18,-28<1<28

Reflections collected

40112

Independent reflections

6566 [Rint = 0.1005, Rsigma = 0.0759]

Data/restraints/parameters

6566/0/421

Goodness-of-fit on F2

1.050

Final R indexes [I>=2c (I)]

R1=0.0689, wR> = 0.1693

Final R indexes [all data]

R1=0.1069, wR2 = 0.1914

Largest diff. peak/hole / e A

0.41/-0.61

Table 2 Bond Lengths for cu_5757f.

Atom | Atom Length/A Atom | Atom Length/A
S1 o1 1.425(3)| |cs C6 1.401(6)
S1 02 1.440(3)| [C5 C10 1.407 (6)
S1 N1 1.629(4)] [C6 C7 1.380(6)
S1 Cl12 1.756(4)| |C7 C8 1.402 (o)
03 Cl1 1.335(6)| [C8 C9 1.377(7)
04 Cl1 1.213(6)| |C8 Cl1 1.467(7)
05 C21 1.234(5)| |C9 C10 1.373(7)
06 C22 1.211(5)| |C12 C13 1.397(6)
N1 C1 1.480(5)| |C12 C18 1.389 (o)
N1 C4 1.484(5)| |C13 Cl4 1.389 (o)
N2 C2 1.471(5)| |Cl14 Ci15 1.394 (o)
N2 C3 1.459(5)| |C15 Cl6 1.450 (6)
N2 C5 1.385(6)| |C15 C17 1.396(6)
N3 Cle 1.358(5)| |C17 C18 1.382(6)
N3 C19 1.359(5)| |IC19 C20 1.365(0)
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N4 C16 1.355(5)] |C20 C21 1.426(0)
N4 C20 1.362(5)| |C23 C24 1.510(7)
N5 C19 1.368(5)| [(C24 C25 1.533(6)
N5 C22 1.367(5)] S2 o7 1.498(3)
N6 C21 1.402(6)| S2 C26 1.768(5)
N6 C22 1.409(5)| S2 C27 1.773(5)
NG C23 1.474(5)| |S3 08 1.517(3)
C1 C2 1.500(6)| |S3 C28 1.788(5)
C3 C4 1.504(6)| |S3 C29 1.782(5)
Table 3 Bond Angles for cu_5757f.

Atom | Atom | Atom Angle/* Atom | Atom | Atom Angle/*

01 s1 02 120.21(19)]|04 [Cl1 |[C8 124.4(5)
01 s1 N1 107.10(19)]|C13 [C1l2 |[S1 119.9(3)
01 s1 C12 108.1(2)||C18 [C12 |s1 119.8(3)
02 s1 N1 106.50(19)||C18 [C12 [C13 120.3(4)
02 s1 C12 106.85(19)||C14 [C13 [C12 119.4(4)
N1 |S1 C12 107.46(19)|C13 [C14 [C15 120.6(4)
C1 N1 S1 116.3(3)||C14 |[C15 [Cl6 121.5(4)
C1 N1 C4 110.1(3)||C14 [C15 [C17 119.1(4)
C4 N1 S1 116.6(3)||C17 |[C15 [C16 119.4(4)
C3 N2 C2 112.2(3)]|N3 Cl6 |C15 125.8(4)
C5 N2 C2 118.1(4)| N4 [C16 |N3 112.0(4)
C5 N2 C3 119.1(4)| N4 [Cl6 [C15 122.1(4)
C16 |N3 C19 103.5(3)|C18 [C17 [C15 120.7(4)
Cl6 N4 |C20 106.5(4)[|C17 [C18 [C12 119.8(4)
C22 N5 C19 121.4(4)] N3 C19 |N5 127.4(4)
C21 |N6 C22 126.1(4)] N3 C19 |C20 111.5(4)
C21 |N6 C23 116.8(4)[|C20 [C19 N5 121.1(4)
C22 |N6 C23 117.0(4)| N4 |C20 [C19 106.4(4)
N1 |[C1 C2 109.6(3)[ N4 [C20 [C21 130.9(4)
N2 |C2 C1 112.4(4)]|C19 |[C20 [C21 122.6(4)
N2 |C3 C4 111.3(4)]|05 C21 |N6 121.2(4)
N1 |C4 C3 108.9(3)] |05 C21 |C20 126.3(4)
N2 |C5 C6 121.2(4)| N6 C21 |C20 112.5(4)
N2 |C5 C10 122.2(4)] |06 C22 |N5 123.2(4)
C6 C5 C10 116.6(4)| |06 C22 |N6 120.6(4)
C7 C6 C5 121.3(4)| N5 C22 |N6 116.2(4)
C6 C7 C8 121.5(5)| N6 C23 |C24 113.4(4)
C7 C8 Cl1 119.0(4)]|C23 [C24 [C25 109.6(4)
C9 C8 C7 116.9(4)| |07 [S2 C26 106.6(2)
C9 C8 Cl1 124.1(4)] |07 [S2 C27 106.6(2)
C10 |C9 C8 122.5(5)]|C26 [S2 C27 97.0(3)
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C9 C10 |C5 121.3(5)]|08 |S3 C28 105.3(2)
03 [Cl1 |[C8 114.0(4)||O8 [S3 C29 105.2(2)
04 [Cl1 |03 121.6(5)]|C29 |[S3 C28 98.5(3)

Synthese von tert-Butyl-1-(4-(4-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-
purin-8-yl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)phenyl)-1-0x0-5,8,11,14,17-pentaoxa-2-
azanonadecan-19-oat
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Das Edukt tert-Butyl-4-(4-((4-((6-amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-
yl)carbamoyl)phenyl)sulfonyl)piperazin-1-yl)benzoat (5.0 mg, 9.0 umol, 1.0 Ag.) wird in
Dimethylformamid (200 pL) gelést und COMU (4.3 mg, 10.0 pmol, 1.1 Ag.) hinzugefugt. In
einem separaten Gefal wird tert-Butyl-17-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat
(3.5mg, 10.0 umol, 1.1 Ag.) in Dimethylformamid (200 pL) geldst und Hiinigbase (1.75 pL,
10.0 pmol, 1.1 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir
12 h bei RT gerihrt. Das Losemittel wird entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt.
Dabei werden 5.0 mg, 5.7 umol, 63% des Produktes erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.31-8.26 (M, 2H, Harom.), 8.19 (t, 3Ju = 5.68 Hz, 1H,
NH) 7.84-7.79 (m, 2H, Harom.), 7.72—7.66 (M, 2H, Harom.), 6.94—6.89 (M, 2H, Harom.), 3.96 (s, 2H,
CO,CH;0), 3.83-3.77 (m, 2H, NCH2CH2CHz3), 3.57-3.44 (m, 20H, 10x CH,, PEG-5) 3.36-3.30
(unter HDO, durch 2D-NMR bestatigt, m, 4H, Hpiperazin), 3.09—3.02 (M, 4H, Hpiperazin), 1.60-1.51
(m, 2H, NCH2CH,CHz), 1.40 (s, 9H, C(CHs)3), 0.87 (t, 3Jun= 7.44 Hz, 3H, NCH,CH,CHj3). °C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.4 (Cq, Cester), 165.8 (Cq, Camid), 165.5 (Cg), 156.0
(Cq, COxanthin) 152.0 (Cq, d), 151.2 (Cq, COxanthin), 148.2 (Cq, C8), 146.1 (Cg), 133.08 (Cq, h),
128.4 (CH, c), 128.1 (Cq, g), 128.1 (CH, f), 126.4 (CH, e), 124.5 (Cq, a), 114.3 (CH, b), 80.6
(Cq, C(CHa)3), 69.8 (CHa, Clinker), 69.8 (CHa2, Clinker), 69.8 (CH2, Clinker), 69.7 (CH2, Clinker), 69.7
(CH2, Clinker), 69.7 (CH2, Clinker), 69.7 (CHz2, Clinker), 69.6 (CH2, Cinker), 69.0 (CH2, Clinker), 68.1
(CH2, Clinker), 46.9 (2x CH2, CN(CHy>)2) , 45.6 (2x CH2, SO2N(CH>)2) , 41.3 (CH2, NCH,CH,CHy),
27.8 (3x CH3s, C(CHs)3), 21.0 (CH2, NCH2CH>CHgs), 11.2 (CH3, NCH2CH,CHs). Schmelzpunkt:
>300 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 872.3 ([M+H]"). Reinheit: 96%.
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Synthese von tert-Butyl-4-((4-bromophenyl)amino)piperidin-1-carboxylat

O

'BuO)J\I\O\
NH

Br

Unter Schutzgas (Ar) wird 4-Bromanilin (1.72 g, 10.0 mmol, 1.0 Ag.) und tert-Butyl-4-
oxopiperidin-1-carboxylat (1.99 g, 10.0 mmol, 1.0 Ag.) in trockenem Toluol (100 mL) geldst
und fur 24 h bei RT geriihrt. Folgend wird Na(AcO)sBH (2.54 g, 12.0 mmol, 1.2 Aq.) addiert
und weitere 24 h bei RT gerthrt. Die Reaktionslésung wird mit ges. NaHCO3-L6sung (50 mL)
neutral gewaschen und mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen werde Uber MgSO, getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung an SiO. (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1) wird das
Produkt mit 2.62 g, 7.37 mmol, 74% erhalten.

H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 7.29-7.06 (m, 2H, Harom.), 6.63—6.46 (M, 2H, Harom),
5.68 (d, 3Jun = 8.16 Hz, 1H, NH), 3.90-3.80 (m, 2H, CHy), 3.42-3.23 (m, 1H, CH), 3.00-2.82
(m, 2H, CHy), 1.89-1.80 (m, 2H, CH,), 1.40 (s, 9H, 3 x CH3) 1.20 (m, 2H, CHy). *C NMR (126
MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 153.9 (Cq, Ccaronyl), 146.9 (Cq, Cnr), 131.4 (2 X CH2, Carom.), 114.3
(2 x CHz, Carom.), 106.0 (Cq, Casr), 78.6 (Cq, C(CHs)s), 48.6 (CH), 42.1 (br, 2 x CH2, NCH) 31.3
(br, 2 x CHz, CHy), 28.1 (3 x CH3). LC-MS: positiv [m/z] = 355.1 ([M+H]*). Reinheit: 97%.

Synthese von Methyl-4-((4-bromophenyl)amino)butanoat

H
N o _~

In Triethylamin (97 puL) wird 4-Bromoanilin (100 mg, 0.58 mmol, 1.0 Ag.) und Methyl-4-
bromobutanoat (126.3 mg, 0.69 mmol, 1.2 Ag.) gelést und fiir 24 h bei RT geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wird Wasser (5 mL) addiert und mit Dichlormethan (3 x 20 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tber MgSO. getrocknet und das
Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung
an SiO; (Cyclohexan:Ethylacetat 8:1) werden 71.8 mg, 0.26 mmol, 45% Produkt erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.24-7.12 (M, 2H, Harom.), 6.60-6.41 (M, 2H, Harom),
5.82 (t, 3Jun = 5.59 Hz, 1H, NH), 3.59 (s, 3H, CHs), 2.99 (td, 3Jun = 6.98 Hz, 3Jup = 5.68 Hz,
2H, NHCH,), 2.40 (t, 3Jup = 7.39 Hz, 2H, CH,CO5), 1.77 (p, 3Jnn = 7.24 Hz, 2H, NHCH,CHy).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 173.2 (Cq, Ccarboxy)), 148.0 (Cq, CNH), 131.3 (2 x CH,
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Carom), 113.8 (2 X CH, Carom), 106.0 (Cq, CBr), 51.2 (CHs), 41.9 (CHa, NHCH,), 30.8 (CHa,
CH2C0,), 23.8 (CHz, NHCH,CH>). LC-MS: positiv [m/z] = 271.8 ((M+H]*). Reinheit: 96%.

Synthese von Ethyl-3-((4-bromophenyl)amino)propanoat

H
N O~

4-Bromoanilin (100 mg, 0.58 mmol, 1.5 Ag.) wird zu Ethylacrylat (38.7 mg, 0.39 mmol, 1.0 Aq.)
gegeben und Al,Os (80 mg, 0.78 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Die Reaktionsmischung wird fiir 5 h
auf 115 °C geheizt und der Feststoff filtriert. Der Rickstand wird mit Ethylacetat gewaschen
und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer
Reinigung an SiO- (Cyclohexan:Ethylacetat 8:1) wird das Produkt mit 72 mg, 0.27 mmol, 68%
erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.23-7.16 (M, 2H, Harom), 6.56—6.49 (M, 2H, Harom.),
5.82 (t, 3Jun = 5.86 Hz, 1H, NH), 4.07 (q, 3Jnn = 7.12 Hz, 2H, OCHy), 3.25 (td, 3Jun = 6.74 Hz,
8Jun = 5.82 Hz, 2H, NHCH,), 2.53 (t, 3Jun = 6.74 Hz, 2H, CH,COy), 1.18 (t, 3Jun = 7.12 Hz,
3H, CHs). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 171.5 (Cq, Ccarboxy), 147.7 (Cq, CNH), 131.4
(2 X CH, Carom.), 114.0 (2 X CH, Carom), 106.4 (Cq, CBr), 59.9 (CH2, CO,CH2CHs), 38.6 (CHa,
NHCH), 33.5 (CH, CH.CO3), 14.1 (CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 271.8 ([M+H]*). Reinheit:
95%.

Synthese von 4-((4-Oxopiperidin-1-ysulfonyl)benzoesaure

In einem Zweiphasengemisch aus Wasser/Chloroform (1:1, 9 mL:9mL) wird 4-
Aminopiperidon (1.0 g, 6.5 mmol, 1.0 Ag.) gel6st und folgend K2CO3 (3.2 g, 23 mmol, 3.5 Aq.)
addiert. AnschlieRend wird 4-(Chlorosulfonyl)benzoesaure (2.15g, 9.8 mmol, 1.5Aq.)
dazugegeben und die Reaktionsmischung fiir 24 h bei RT geruhrt. Chloroform wird aus der
Reaktionsmischung unter vermindertem Druck entfernt und konz. HCI dazu getropft, bis kein
Produkt mehr ausfallt. Das filtrierte Produkt wird mit Wasser gewaschen und im Hochvakuum

getrocknet. Dabei werden 1.6 g, 5.6 mmol, 87% Produkt erhalten.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.19-8.12 (M, 2H, Harom.), 7.95-7.89 (M, 2H, Harom),
3.36 (t, 3Jup = 6.19 Hz, 4H, 2 x NCHy), 2.42 (t, 3Jun = 6.17 Hz, 4H, 2 x CH,). °C NMR (126
MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 205.3 (Cq, CO), 166.1 (Cq4, COzH), 139.9 (Cq, CSO2), 134.9 (Cq,
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CCO2H), 130.3 (2 x CH, Carom), 127.6 (2 X CH, Caom), 44.9 (2 x CH2, NCHy), 39.9 (2 x CHy).
LC-MS: positiv [m/z] = 284.0 ([M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur C12H13NSOs [M+H]*
: 284.0587; gefunden: 284.0586. Reinheit: 91%.

Synthese von N-(6-Aamino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-yl)-
4-((4-oxopiperidin-1-yl)sulfonyl)benzamid

o O
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Zu einer Losung aus 4-((4-Oxopiperidin-1-yl)sulfonyl)benzoesaure (385 mg, 1.36 mmol,
1.0 Aqg.) in Dichlormethan (1 mL) wird HATU (619 mg, 1.63 mmol, 1.2 Ag.) addiert. Separiert
davon wird 5,6-Diamino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-2,4-dion (275 mg, 1.49 mmol, 1.1 Ag.) und
Hunigbase (349 mg, 2.70 mmol, 2.0 Ag.) in Dichlormethan (1 mL) gelost. Die Lésung des
Diamins wird zum Kopplungsreagenz getropft. Nach 24 h bei RT wird die Reaktionsldsung
unter vermindertem  Druck von Ldsemittel befreit und das  Rohprodukt
séulenchromatographisch an SiO (Dichlormethan:Methanol 95:5) gereinigt. Das Produkt wird
mit 537.3 mg, 1.06 mmol, 79% erhalten.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 10.49 (s, 1H, NH), 9.13 (s, 1H, CONH), 8.20-8.14
(m, 2H, CHarom), 7.94-7.87 (m, 2H, CHaom), 6.17 (s, 2H, NHz), 3.74-3.60 (m, 2H,
NCH,CH2CHs), 3.37 (t, 3Jun = 6.17 Hz, 4H, 2 Xx NCHy), 2.42 (t, 3Jun = 6.21 Hz, 4H, 2 x NCH_),
1.57-1.43 (m, 2H, NCH2CH>CHs), 0.84 (t, 3Jun = 7.44 Hz, 3H, NCH2CH>CHs). *C NMR (126
MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 205.3 (Cq, CO), 165.1 (Cq, Camig), 160.5 (Cq), 150.5 (Cq), 149.9 (Cy),
138.7 (Cy), 138.4 (Cq), 129.0 (2 x CH, Caom.), 127.0 (2 x CH, Carom.), 86.5 (Cq, C5), 45.0 (2 x
CHz, NCH>), 40.9 (CH,, NCH2CH2CH?3), 39.8 (2 x CH2), 20.9 (CH2, NCH>CH>CHz3), 11.2 (CHs,
NCH>CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 450.2 ([M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
C19H23SNsO6 [M+H]" : 450.1442; gefunden: 450.1420. Reinheit: 97%.
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Synthese von 8-(4-((4-Oxopiperidin-1-yl)sulfonyl)phenyl)-1-propyl-3,7-dihydro-
1H-purin-2,6-dion
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Das Amid N-(6-Aamino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-yl)-4-((4-
oxopiperidin-1-yl)sulfonyl)benzamid (100 mg, 0.2 mmol, 1.0 Ag.) wird in DMF geldst und POs
(142 mg, 1.0 mmol, 5.0 Aq.) addiert. Nach 5 h bei RT wird die Reaktionslésung mit 1 N NaOH
Losung versetzt und fir weitere 30 min geruhrt. Folgend wird die Reaktionsldsung mittels
Dichlormethan (6 x 20 mL) extrahiert, uUber MgSO4 getrocknet und das Losemittel unter
vermindertem  Druck entfernt.  S&ulenchromatographische Reinigung an  SiO>
(Dichlormethan:Methanol 96:4) ergibt das Produkt mit 20 mg, 0.046 mmol, 21%.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8.24-8.17 (m, 2H, Hawom), 8.03-7.96 (m, 2H,
Harom),7.90 (s, 1H, NH), 7.78 (s. 1H, NH), 3.97-3.89 (m, 2H, NCH,CH,CHg), 3.39 (t, 3Jun =
6.21 Hz, 4H, 2 x NCH,), 2.43 (t, 3Jun = 6.16 Hz, 4H, 2 x CHy), 1.78-1.69 (m, 2H, NCH,CH,CHjs),
0.92 (t, 3Jun = 7.42 Hz, 3H, NCH,CH,CHzs). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 205.2
(Cq, CO), 157.2 (Cy), 156.7 (Cq), 153.3 (Cq), 152.8 (Cq), 137.7 (Cy), 130.0 (Cy), 128.3 (CH,
Carom.), 126.7 (CH, Carom.), 108.2 (Cg), 44.9 (2 x CH2, NCH_), 44.6 (CH2, NCH2CH>CH3), 39.8 (2
X CHaz, CHy), 21.0 (CH2, NCH,CH2CHs), 11.0 (CHs, NCH,CH2CHa). LC-MS: positiv [m/z] =
432.1 ([M+H]"). Reinheit: 98%.

Synthese von tert-Butyl-4-((4-bromophenyl)(3-ethoxy-3-

oxopropyl)amino)piperidin-1-carboxylat®*
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Das Edukt tert-Butyl-4-oxopiperidine-1-carboxylat (313.0 mg, 1.57 mmol, 1.0 Ag.) wird in
Methanol (3.14 mL) gel6st und Ethyl-3-((4-bromophenyl)amino)propanoat (426.7 mg,

1.57 mmol, 1.0 Aq.) dazu gegeben. Nach 2 h bei RT werden Et;SiH (365 mg, 3.14 mmol,
2.0 Ag.) und InCl; (104 mg, 0.47 mmol, 0.3 Aq.) addiert und die Reaktionslosung fiir 24 h bei
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RT gertuhrt. Die Reaktionsmischung wird in NaHCOs-Losung (20 mL) gegeben und mit
Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber MgS0O4
getrocknet und das Produkt mittels Flash-Chromatographie gereinigt. Das Produkt wird mit
285.5 mg, 0.63 mmol, 40% erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 7.32—7.27 (M, 2H, Harom), 6.77-6.73 (M, 2H, Harom),
4.06 (q, 3Jnn = 7.11 Hz, 2H, OCH,CHs), 4.06-3.97 (m, 2H, D), 3.74 (tt, 3Jup = 3.52 Hz, 3Jup =
11.60 Hz, 1H, NCH), 3.42 (dd, 3Jun = 6.81 Hz, 3Jun = 7.93 Hz, 2H, NCH,CH.), 2.82 (bs, 2H,
C), 2.45 (dd, 3Jun = 6.83 Hz, 3Jupn = 7.86 Hz, 2H, NCH.CH>), 1.67-1.61 (m, 2H, B), 1.47 (qd,
3Jnn = 4.35 Hz, 3Jupn = 12.43 Hz, 2H, A), 1.40 (s, 9H, C(CHs)s), 1.18 (t, 3Jun = 7.11 Hz, 3H,
OCH,CHs). 3C NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 171.3 (Cq, Cester), 153.7 (Cq, Ccarbamat),
146.8 (Cq, Carom.), 131.6 (CH, Carom.), 115.4 (CH, Carom.), 107.6 (Cq, Carom.), 78.6 (Cq, C(CHa)s),
59.9 (CH,, OCH,CHs), 55.3 (CH, NCH), 43.0 (bs, 2 x CHa, @), 40.1 (CH2, NCH,CH,), 33.4 (CH,,
NCH,CH,) 29.0 (bs, 2 x CHa, b), 28.1 (CHs, C(CHs)s), 14.0 (CHs, OCH,CHs). LC-MS: positiv
[m/z] = 455.1 ([M+H]*). Reinheit: 92%.

Synthese von Ethyl-3-((4-bromophenyl)(piperidin-4-yl)amino)propanoat
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Das Edukt tert-Butyl-4-((4-bromophenyl)(3-ethoxy-3-oxopropyl)amino)piperidin-1-carboxylat
(285.5 mg, 0.63 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (6.3 mL) gelost und unter Eiskiihlung
HCI (1 M in EtOAc, 0.94 mL, 0.94 mmol, 1.5 Ag.) zugetropft, nach 6 h bei RT wird die selbe
Menge HCI erneut addiert und die Reaktionsldésung weitere 12 h riihren gelassen. Das Produkt
fallt als weiRer Niederschlag aus, wird filtriert unter Hochvakuum getrocknet und mit 160.8 mg,
0.41 mmol, 65% erhalten.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.08 (bs, 1H, NH), 8.80 (bs, 1H, NH), 7.35 (bs, 2H,
Harom.), 6.87 (bs, 2H, Haom), 4.06 (0, 3Jup = 7.09 Hz, 2H, OCH,CHs), 3.91 (it, 3Jun = 3.60 Hz,
3Jun = 11.49 Hz, 1H, NCH), 3.51-3.40 (m, 2H, NCH2CH), 3.30 (d, 3Jun = 12.48 Hz, 2H, D),
2.98 (g, 3Jnn = 12.20 Hz, 2H, C), 2.50-2.46 (m, 2H, NCH,CH,, Signal unter DMSO), 1.91 (qd,
3Jnn = 4.04 Hz, 33y = 12.83 Hz, 2H, B), 1.84-1.75 (m, 2H, A), 1.18 (t, 3Jun = 7.08 Hz, 1H).

Das *C-NMR zeigt auf Grund der positiven Ladung kaum Signale und wird deswegen nicht

ausgewertet.

LC-MS: positiv [m/z] = 355.1 ([M+H]*). Reinheit: 93%.
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Synthese von 4-((4-((4-Bromophenyl)(3-ethoxy-3-oxopropyl)amino)piperidin-1-

yl)sulfonyl)benzoeséure

Br

Die Edukte Ethyl-3-((4-bromophenyl)(piperidin-4-yl)amino)propanoat (133 mg, 0.34 mmol,
1.0 Ag.) und 4-(Chlorosulfonyl)benzoesaure (113 mg, 0.51mg, 1.5Aq.) werden in
Wasser/Chloroform (1.3 mL/1.3 mL) gelést und K.CO3 (188 mg, 1.36 mg, 4.0 Ag.) addiert.
Nach 24 h bei RT wird die Reaktionslosung in ges. NH4CI-Losung (20 mL) aufgenommen, mit
Dichlormethan (3 x 50 mL) und Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert, Gber MgSO4 getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. S&ulenchromatographische Reinigung
mittel Flash (TK-P6-063.129) ergibt das Produkt mit 45.9 mg, 0.085 mmol, 25%.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.19-8.14 (M, 2H, Harom.1), 7.89-7.84 (M, 2H, Harom 1),
7.26-7.20 (M, 2H, Harom2), 6.72-6.67 (M, 2H, Harom2), 4.07 (0, 3Jup = 7.12 Hz, 2H, OCH,CHs),
3.77-3.71 (m, 2H, D), 3.61 (tt, 3Jnn = 4.17 Hz, 3Jup = 10.90 Hz, 1H, NCH), 3.39 (dd, 3Jup =
6.86 Hz, 3Jun = 7.96 Hz, 2H, NCH2CH)), 2.49-2.44 (m, 2H, C), 2.42 (dd, 3Ju = 6.90 Hz, 3Jup
=7.99 Hz, 2H, NCH.CH,), 1.72-1.62 (m, 2H, B), 1.70-1.67 (m, 2H, A), 1.19 (t, 3Jun = 7.13 Hz,
3H, OCH,CHs). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.2 (Cq, Cester), 166.2 (Cq, Csaure),
146.7 (Cq, Carom2), 139.0 (Cq, Carom1), 135.5 (Cq, Carom1) 131.5 (2 X CH, Carom2), 130.2 (2 x CH,
Carom1), 127.6 (2 X CH, Cawom1), 115.4 (2 X CH, Caomz2), 107.7 (Cq, Caromz), 60.0 (CHz,
OCH,CHs), 53.9 (CH, NCH), 45.7 (2 X CHy, &), 40.1 (CHz, NCH.CHy), 33.3 (CH2, NCH.CHy),
28.2 (2 X CHa, b), 14.0 (CHz, OCH,CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 339.5 ([M+H]*). Reinheit: 97%.
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Synthese von Ethyl-3-((1-((4-((6-Amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-yl)carbamoyl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)(4-
bromophenyl)amino)propanoat

Br

Zu einer Losung aus 4-((4-((4-Bromophenyl)(3-ethoxy-3-oxopropyl)amino)piperidin-1-
yl)sulfonyl)benzoeséure (46 mg, 0.085 mmol, 1.0 Aqg.) in Dichlormethan (0.5 mL) wird HATU
(38 mg, 0.1 mmol, 1.2 Aq.) addiert. Separiert davon wird 5,6-Diamino-3-propyl-(1H)-pyrimidin-
2,4-dion (17.3 mg, 0.094 mmol, 1.1 Ag.) und Hinigbase (23 mg, 0.17 mmol, 2.0 Ag.) in
Dichlormethan (0.5 mL) geldst. Die Lésung des Diamins wird zum Kopplungsreagenz getropft.
Nach 24 h bei RT wird die Reaktionslésung mit NaCl-Losung (20 mL) gewaschen und mit
Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber MgSO,,
getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mittels Flash (TK-P6-064) wird das Produkt mit
48.1 mg, 0.068 mmol, 80% erhalten.

H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.50 (s, 1H, N1H), 9.14 (s, 1H, Hamid), 8.22-8.19 (m,
2H, Harom.1), 7.87-7.84 (M, 2H, Haom.1), 7.26-7.22 (M, 2H, Haom2), 6.72-6.68 (M, 2H, Haom.2),
6.17 (s, 2H, NH,), 4.07 (q, 3Jun = 7.10 Hz, 2H, OCH,CHa), 3.78-3.72 (m, 2H, D), 3.69-3.65
(m, 2H, NCH,CH,CHjs), 3.61-3.54 (m, 1H, CNH), 3.42 (dd, 3Jun = 6.82 Hz, 3Jyn = 7.85 Hz, 2H,
NCH.CHy), 2.45 (dd, 3Jun = 6.79 Hz, 3Jun = 7.95 Hz, 2H, NCH2CH,), 2.42-2.36 (m, 2H, C),
1.75-1.66 (m, 2H, B), 1.72-1.70 (m, 2H, A), 1.51 (sext, 3Jyn = 7.45 Hz, 2H, NCH,CH,CHs),
1.19 (t, 3Jun = 7.11 Hz, 3H, OCH;CHg), 0.84 (t, 3Jun = 7.40 Hz, 3H, NCH,CH,CH3). *C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 171.3 (Cq, Cester), 165.2 (Cq, Camia), 160.5 (Cq, C4), 150.5 (C,,
C2), 149.9 (Cq, C6), 146.7 (Cq, Carom.2), 138.6 (Cq, Carom.1), 137.4 (Cq, Carom1), 131.5 (2 x CH,
Carom2), 128.9 (2 x CH, Carom1), 127.2 (2 x CH, Caom1), 115.4 (2 X CH, Caomz2), 107.7 (Cq,
Carom.2), 86.6 (Cq, C5), 60.0 (CH,, OCH2CHs), 54.1 (CH, NCH), 45.8 (2 x CH>, a), 40.9 (CH>,
NCH.CH>CHs), 40.1 (CH2, NCH2CH>), 33.4 (CH2, NCH2CH,), 28.3 (2 x CH>, b), 20.9 (CH,
NCH2CH2CHs), 14.1 (CH3, OCH>CHs), 11.2 (CH2, NCH2CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 705.3
(IM+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CsoH37BrNeO7S [M+Na]*: 727.1520; gefunden:
727.1425. Reinheit: 93%.
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Synthesis von Ethyl-3-((4-bromophenyl)(1-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-
tetrahydro-1H-purin-8-yl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)amino)propanoat
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Das Edukt Ethyl-3-((1-((4-((6-Amino-2,4-dioxo-3-propyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-
yl)carbamoyl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)(4-bromophenyl)amino)propanoat (107.6 mg,
0.152 mmol, 1.0 Ag.) wird mit PPSE (2 mL) tiberschichtet und die Reaktionsmischung tiber
20 min auf 100 °C erhitzt. Sobald das Startmaterial verbraucht ist, wird mit NaHCO3; Lésung
gequencht und die Reaktionsmischung mit Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Nach dem
Trocknen mit MgSO, wird das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie gereinigt. Das Produkt wird mit 68.1 mg,
0.099 mmol, 65% erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.25-8.19 (M, 2H, Harom.1), 7.98—7.94 (M, 2H, Harom 1),
7.93 (s, 1H, NH), 7.80 (s, 1H, NH), 7.26-7.19 (m, 2H, Harom2), 6.74—6.65 (M, 2H, Harom.2), 4.04
(9, 3Jnun = 7.03 Hz, 2H, OCH,CHs), 3.94 (t, 3Jun = 6.83 Hz, 2H, NCH,CH,CHjs), 3.80-3.73 (m,
2H, D), 3.65-3.57 (m, 1H, CNH), 3.44-3.35 (m, 2H, NCH.CH>), 2.55-2.51 (m, 2H, C), 2.44—
2.40 (m, 2H, NCH2CH), 1.77-1.71 (m, 2H, NCH,CH2CHs), 1.72-1.61 (m, 4H, A, B), 1.17 (t,
8Jun = 7.05 Hz, 3H, OCH,CHjs), 0.93 (t, 3Jun = 7.33 Hz, 3H, NCH,CH,CHjz). *C NMR (151
MHz, DMSO-ds) 0 [ppm] = 171.2 (Cq, Cester), 157.2 (Cq), 156.8 (Cq, Ccarbonyl), 153.3 (Cq,
Ccarbonyt), 152.9 (Cq, C8), 146.6 (Cq, Carom2), 137.3 (Cq, Carom.1), 131.5 (2 X CH, Caom.2), 129.9
(Cg, Carom1), 128.5 (2 x CH, Carom.1), 126.6 (2 x CH, Caom.1), 115.4 (2 X CH, Carom.2), 108.2 (Cy),
107.7 (Cq, Carom2), 59.9 (CH2, OCH,CHz), 54.0 (CH, NCH), 45.7 (2 x CH>, a), 44.6 (CHo,
NCH2CH2CHs), 40.1 (CH2, NCH2CH>), 33.3 (CH2, NCH2CHy), 28.1 (2 x CH2, b), 21.1 (CHy,
NCH2CH2CHs), 14.0 (CH3, OCH>CHs3), 11.1 (CH2, NCH2CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 687.1
(IM+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet flr CsoH3sBrNeOsS [M+Na]*: 709.1414; gefunden:
709.1328. Reinheit: 96%.
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Synthese von 3-((4-Bromophenyl)(1-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-tetrahydro-
1H-purin-8-yl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)amino)propansaure
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Das Edukt Ethyl-3-((4-bromophenyl)(1-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)amino)propanoat (62.7 mg, 0.091 mmol, 1.0 Aq.) wird mit 2 M
HCI Ldsung (2 mL) versetzt und fir 48 h bei 55 °C gerihrt. Das Ldsemittel wird unter

vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird
mit 40.2 mg, 0.061 mmol, 67% erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 12.13 (s, 1H, COOH), 8.24-8.20 (m, 2H, Harom.1),
7.98-7.94 (M, 2H, Harom1), 7.93 (s, 1H, NH), 7.80 (s, 1H, NH), 7.24-7.20 (m, 2H, Harom2), 6.70—
6.66 (M, 2H, Hawom2), 3.94 (t, 3Jun = 6.33 Hz, 2H, NCH,CH>CHj3), 3.80-3.73 (m, 2H, D), 3.66—
3.59 (m, 1H, CNH), 3.40-3.34 (m, 2H, NCH2CH), 2.55-2.51 (m, 2H, C), 2.37-2.33 (m, 2H,
NCH.CH,), 1.77-1.71 (m, 2H, NCH,CH,CHs), 1.72-1.64 (m, 4H, A, B), 0.93 (t, 3Jun = 7.72 Hz,
3H, NCH,CH>CHg). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 172.8 (Cg, Csaure), 157.2 (Cy),
156.8 (Cq, Ccarbonyl), 153.4 (Cq, Ccarbonyt), 152.8 (Cq, C8), 146.6 (Cq, Carom.2), 137.2 (Cq, Carom.1),
131.5 (2 x CH, Carom.2), 129.9 (Cq, Carom.1), 128.5 (2 X CH, Carom.1), 126.6 (2 x CH, Caom1), 115.1
(2 x CH, Carom.2), 108.2 (Cq), 107.4 (Cg, Carom.2), 53.7 (CH, NCH), 45.7 (2 x CH, a), 44.6 (CH.,
NCH2CH2CHs), 40.2 (CH2, NCH2CH>), 33.5 (CH., NCH2CHy), 28.2 (2 x CH2, b), 21.1 (CHo,
NCH2CH2CHs), 11.1 (CH2, NCH2CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 666.1 ([M+H]*). HRMS (ESI-
QTOF) berechnet fiir C2sH31BrNsO6S [M+Na]*: 681.1101; gefunden: 681.1018. Reinheit: 97%.

226



EXPERIMENTALTEIL

Synthese von tert-Butyl-18-((4-bromophenyl)(1-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-
tetrahydro-1H-purin-8-yl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)amino)-16-o0xo0-3,6,9,12-
tetraoxa-15-azaoctadecanoat
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Die 3-((4-Bromophenyl)(1-((4-(2,6-dioxo-1-propyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-

yl)phenyl)sulfonyl)piperidin-4-yl)amino)propansaure (39.5 mg, 0.06 mmol, 1.0 Ag.) wird in
Dichlormethan (500 pL) geldst und HATU (27.3 mg, 0.07 mmol, 1.2 Aqg.) hinzugefiigt. In einem
separaten GefaR wird tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat  (20.3 mg,
0.066 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelést und Hinigbase (15.5 mg, 0.12 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
geriihrt. Nach 24 h bei RT wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 26 mg, 0.027 mmol, 46% erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.25-8.20 (m, 2H, Harom.1), 7.98 (t, *Jun = 5.60 Hz,
1H, Hamid), 7.97-7.94 (m, 2H, Haom.1), 7.93 (s, 1H, NH), 7.80 (s, 1H, NH), 7.25-7.19 (m, 2H,
Harom2), 6.73-6.67 (M, 2H, Haom2), 3.97 (s, 2H, CH.CO;), 3.94 (t, 3Jun = 7.13 Hz, 2H,
NCH2CH2CHg), 3.79-3.73 (m, 2H, D), 3.65-3.59 (m, 1H, CNH), 3.57-3.55 (m, 2H, CH>), 3.53—
3.49 (m, 10H, 5 x CHy), 3.40 (t, 3Jun = 5.84 Hz, 2H, CH>), 3.36—-3.32 (m, 2H, NCH,CH,), 3.19
(t, 3Jun =5.73 Hz, 2H, CHy), 2.51-2.49 (unter DMSO, m, 2H, C), 2.27-2.22 (m, 2H, NCH,CH),
1.78-1.72 (m, 2H, NCH,CH,CHj3), 1.72-1.64 (m, 4H, A, B), 1.41 (s, 9H, 3xCHz), 0.93 (t, 3Jun
= 7.43 Hz, 3H, NCH,CH,CHj3). *C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 170.4 (Cq, Cester),
169.3 (Cq, Camid), 157.2 (Cq), 156.8 (Cqg, Ccamonyt), 153.3 (Cg, Ccamonyl), 152.9 (Cq4, C8), 146.7
(Cq, Caom2), 137.0 (Cq, Carom1), 131.4 (2 x CH, Caom2), 129.9 (Cq, Caom1), 128.5 (2 x CH,
Carom.1), 126.6 (2 x CH, Carom.1), 114.8 (2 X CH, Caom.2), 108.2 (Cg), 107.1 (Cq, Carom.2), 80.6 (Cq,
C(CHs3)3), 69.8 (CH2, PEG), 69.8 (CH», PEG), 69.7 (CH, PEG), 69.7 (CH., PEG), 69.7 (CH>,
PEG), 69.6 (CH2, PEG), 69.1 (CH., PEG), 68.1 (CH2, PEG), 69.7 (CH, PEG), 53.5 (CH, NCH),
45.8 (2 x CHy, a), 44.6 (CH2, NCH2CH2CHs3), 41.0 (CH2, NCH2CH>), 38.5 (CH2, PEG), 35.1
(CH2, NCH2CHy), 28.2 (2 x CH2, b), 27.7 (3 x CH3, C(CHz)3), 21.1 (CH2, NCH.CH2CH3), 11.1
(CHz, NCH>CH2CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 948.8 ([M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur
Ca2HssBrN7011S [M+Na]*: 970.2991; gefunden: 970.2964. Reinheit: 97%.
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5.5 Synthese des AsAR Antagonists 79
Synthese von Ethyl-(E)-N-(4-cyano-1H-imidazol-5-yl)pentanimidat®™
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Unter Schutzgas (Ar) wird 4-Amino-1H-imidazol-5-carbonitril (100 mg, 0.93 mmoL, 1.0 Aq.) in
DMF (231 pL) gelost und 1,1,1-Triethoxypentan (283.5 mg, 1.39 mmol, 1.5 Ag.) addiert. Nach
24h bei 90°C wird das Losemittel entfernt und die Substanz mittels
saulenchromatographischer Reinigung an SiO- (Dichlormethan:Methanol 97:3) gereinigt. Das
Produkt wird mit 177 mg, 0.8 mmol, 87% erhalten.

!H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 7.63 (s, 1H, CH), 4.23 (q, 3Jun = 7.06 Hz, 2H,
OCH,CHs), 2.31 (t, 3Jun = 7.56Hz, 2H, CCH.CH,CH,CHs), 1.53-1.44 (m, 2H,
CCH,CH2CH>CHa), 1.28 (t, 3Jun = 7.07 Hz, 3H, OCH,CHjs), 1.23 (sext, 3Jun = 7.36 Hz, 2H,
CCH,CH2CH>CHs), 0.80 (t, 3Jun = 7.34 Hz, 3H, CCH,CH;CH,CHs). *C NMR (151 MHz,
DMSO-de) & [ppm] = 168.8 (Cq, A), 147.7 (Cq, B), 135.0 (CH, C), 115.5 (Cq, D), 97.1 (Cy, E),
62.4 (CH2, F), 30.1 (CHy, G), 27.4 (CHz, H), 21.6 (CH, 1), 13.8 (CH3, J), 13.4 (CH3s, K). LC-MS:
positiv [m/z] = 220.8 ([M+H]"). Reinheit: 95%.

Synthese von 5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-

ijpurin?’
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Unter Schutzgas (Ar) wird Ethyl-(E)-N-(4-cyano-1H-imidazol-5-yl)pentanimidat (1.00 g,
4.54 mmol, 1.0 Ag.) in Dimethylformamid (9.1 mL) gelost und 4-
(Trifluoromethyl)benzohydrazid (1.02 g, 5.0 mmol, 1.1 Aq.) addiert. Nach 24 h bei 160 °C wird
das Losemittel entfernt und das Rohprodukt aus Ethanol:Wasser (1:1) umkristallisiert. Das
Produkt wird mit 1.48 g, 4.1 mmol, 90% erhalten.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 13.84 (s, 1H, NH), 8.47 (m, 2H, Harom), 8.43 (s, 1H,
CH), 7.94 (M, 2H, Harom), 3.37 (t, 3Jun = 7.59 Hz, 2H, CCH2CH,CH,CHs), 1.94 (p, 3Jupn =
7.50 Hz, 2H, CCH2CH,CH,CHs), 1.48 (sext, 3Jup = 7.45 Hz, 2H, CCH,CH.CH2CHs), 0.98 (t,
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3Jun = 7.36 Hz, 3H, CCH.CH,CH,CHjs). *C NMR (151 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 161.4 (Cq),
148.8 (Cy), 141.6 (CH), 134.1 (Cy), 130.4 (g, 3Jcr = 32.00 Hz, Cg), 127.8 (2x CH2), 126.0 (q,
3Jcr = 3.45 Hz, 2x CHy), 124.1 (q, YJcr = 271.68 Hz, Cg), 31.8 (CCH.CH,CH,CHs3), 27.3 (CHa,
CCH2CH2CH2CH3), 21.7 (CH2, CCH2CH.CH2CHs), 13.8 (CHs, CCH2CH2CH2CH3). LC-MS:
positiv [m/z] = 360.9 ([M+H]"). Reinheit: 98%.

Synthese von 5-Butyl-1-(4-methoxybenzyl)-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-

[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin und Isomer
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Das 5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin (500 mg, 1.39 mmol,
1.0 Ag.) wird in DMF (2 mL) gelést und p-Methoxybenzylchlorid (239.3 mg, 1.53 mmol,
1.1 Ag.) sowie K,CO3 (289 mg, 2.09 mmol, 1.5 Aq.) addiert. Nach 24 h bei RT wird das
Losemittel entfernt und das Rohprodukt mittel automatischer Flashchromatographie (2 min
Dichlormethan:Methanol 100:0, 15 min Dichlormethan:Methanol 5:95, 5 min
Dichlormethan:Methanol 10:90) gereinigt. Das Produkt wird mit 645 mg, 1.34 mmol, 97%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.66 (s, 1H, CH), 8.56 (s, 1H, CH), 8.48 (d, 3Jun =
8.10 Hz, 2H, Hcrarom), 8.46 (d, 3Jun = 8.16 Hz, 2H, Hcrarom), 7.96 (d, 3Jun = 8.21 Hz, 2H,
Hcrarom.), 7.92 (d, 3Jun = 8.21 Hz, 2H, Hcrarom.), 7.58-7.52 (M, 2H, Harom.), 7.43-7.36 (M, 2H,
Harom.), 6.92—6.88 (M, 4H, Harom), 5.70 (S, 2H, NCH), 5.47 (s, 2H, NCH,), 3.71 (s, 3H, CHa),
3.68 (s, 3H, CHg), 3.37 (t, 3Jun = 7.41, 2H, CCH,CH,CH,CHz3), 1.95 (p, 3Jun = 7.40 Hz, 2H,
CCH2CH2CH2CHz3), 1.91 (p, 3Jun = 7.54 Hz, 2H, CCH,CHCH2CHz3), 1.46 (sext, 3Jun = 7.56
Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHz), 1.46 (sext, 3Jun = 7.40 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHs), 0.98 (t, 3Jnn =
7.36 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHz), 0.96 (t, 3Jnn = 7.45 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHj). **C NMR (151
MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 161.6 (Cg), 161.4 (Cg), 159.2 (Cq, Cemparom.), 159.0 (Cq, Crmsarom.),
150.5 (Cq), 149.4 (Cq, CCH2CH,CH,CHs), 148.7 (Cg), 148.6 (Cq, CCH2CH,CH,CHs), 144.7
(Cq), 144.0 (CH), 142.6 (CH), 141.6 (Cq), 134.0 (Cq, Ccrzarom.), 133.8 (Cq, Ccrzarom.), 130.6 (q,
2Jcr = 31.91 Hz, Cg), 130.4 (q, Xcr = 32.03 Hz, Cg), 129.7 (2x CH2, Carom), 129.5 (2x CHa,
Carom), 128.5 (Cq, Cemgarom.), 128.5 (Cq, Cemparom), 127.9 (2x CHz, Ccraarom), 127.8 (2x CHy,
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Ccraarom.), 126.1 (q, 3Jc e = 3.56 Hz, 2x CH,), 126.0 (q, 3Jcr = 3.67 Hz, 2x CHy), 124.1 (q, YJcr
=272.31 Hz, Cy), 124.1 (q, YJcr = 272.31 Hz, Cq), 120.3 (Cy), 114.1 (2x CHa, Carom.), 114.1 (2x
CHa, Carom.), 111.6 (Cy), 55.1 (CHs, OCHa), 55.1 (CHs, OCHs), 49.5 (CH2, Cgenzy), 46.6 (CH,
Cgenzy), 31.8 (CHz, CCH2CH.CH.CHs), 31.8 (CHz, CCH.CH.CH:CHs), 27.3 (CHg,
CCH2CH2CH:CH3s), 27.1 (CH2, CCH2CH.CH2CH3), 21.7 (CH., CCH2CH.CH2CH?3), 21.7 (CHz,
CCH2CH2CH2CHs), 13.8 (CHs, CCH2CH.CH2CHs), 13.7 (CHs, CCH2CH2CH2CH3). LC-MS:
positiv [m/z] = 481.0 ([M+H]"). Reinheit: 98%.

Synthese von tert-Butyl-3-(5-butyl-1-(4-methoxybenzyl)-8-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propanoat und
Isomer?’2
FaC MeO FsC

7 7

N, N N, N
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Unter Schutzgas (Ar) wird 5-Butyl-1-(4-methoxybenzyl)-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin (315 mg, 0.66 mmol, 1.0 Ag.), [[Rh(COD)CI};] (6.6 mg, 0.0132 mmol,
2 mol%), 1,2-Bis(diphenylphosphino)ethan (13.2 mg, 0.033 mmol, 5 mol%) und CsOAc
(31.68 mg, 0.165 mmol, 25 mol%) in einen Schlenkkolben gewogen und folgend Toluol
(1.3 mL) und tert-Butylacrylat (170 mg, 1.3 mmol, 2.0 Aqg.) addiert. Die Reaktion wird fur 24 h
bei 120 °C geruhrt. Folgend wird die Reaktionsmischung tber Celite filtriert, das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt Giber SiO, (Dichlormethan:Methanol
95:5) gereinigt. Das Produkt wird mit 112 mg, 0.18 mmol, 28% erhalten.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.55-8.42 (m, 4H, 4 X CH, Harom)), 7.96—7.95 (m, 2H,
2 x CH, Harom.), 7.96-7.93 (M, 2H, 2 x CH, Harom.), 7.38-7.34 (M, 2H, 2 x CH, Harom.), 7.28-7.24
(M, 2H, 2 X CH, Harom.), 6.92-6.90 (M, 4H, 2 X CH, Harom.), 6.90-6.87 (M, 4H, 2 x CH, Harom),
5.79 (s, 2H, NCHy), 5.51 (s, 2H, NCHy), 3.71 (s, 3H, CHs), 3.69 (s, 3H, CHs), 3.40 (t, 3Jun
= 7.51, 2H, CCH2CH,CH,CHs), 3.35 (t, 3Jun = 7.51, 2H, CCHoCH2CH,CHs), 3.10 (t, 3Jun
= 6.85, 2H, CO,CH,CH>), 3.08 (t, 3Jun = 6.82, 2H, CO.CH,CH), 2.80 (t, 3Jun = 6.83, 2H,
CO.CH,CHy), 2.77 (t, 3Jun =6.88, 2H, CO,CH,CH,), 1.96 (p, 3Jun = 7.45 Hz, 2H,
CCH2CH2CH2CHs), 1.93 (p, 3Jun = 7.57 Hz, 2H, CCH2CH2CH2CHs), 1.47 (sext, 3Juy = 7.58
Hz, 2H, CCH.CHCH2CHs), 1.47 (sext, 3Jun = 7.51 Hz, 2H, CCH2CH,CH,CHs), 1.37 (s, 9H, 3
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X CHa, C(CHa)s), 1.37 (s, 9H, 3 X CHs, C(CH3)3), 0.97 (t, 3Jnn = 7.40 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHj),
0.97 (t, 3Jnn = 7.40 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHjs). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 171.1
(Cq, Ccarbonyl), 171.0 (Cq ,Ccarbony), 161.7 (Cg), 161.4 (Cg), 159.0 (Cq, Cemsarom), 158.9 (Cq,
Crmearom.), 154.7 (Cg), 152.9 (Cg), 149.1 (C), 148.9 (Cy), 148.3 (Cy), 148.2 (Cy), 144.5 (Cy),
142.8 (Cq), 134.1 (g, “Jcr = 0.97 Hz, Cy), 133.9 (q, “Jcr = 0.91 Hz, Cg), 130.5 (q, XcF =
32.03 Hz, Cy), 130.4 (9, 2cr = 31.79 Hz, Cg), 129.0 (Cq, Chmparom.), 128.8 (Cq, Crmsarom ), 128.1
(2x CH2, Ccraarom.), 127.9 (2x CHaz, Ccraarom), 126.0 (9, 3Jcr = 4.71 Hz, 2x CH>), 126.0 (q, 3Jcr
= 3.54 Hz, 2x CHy), 124.1 (q, YJcr = 272.31 Hz, Cy), 124.1 (q, Ycr = 272.31 Hz, Cy), 119.0
(Cqg), 114.2 (2x CHz, Caom.), 114.2 (2x CHaz, Carom.), 112.7 (Cq), 79.9 (Cq, C(CHs)s), 79.9 (Cq,
C(CHa)3), 55.1 (CHs, OCHz), 55.1 (CHa, OCHa), 47.8 (CH2, Cgenzy), 44.9 (CH2, Cgenzyl), 31.8
(CHz, CCH,CH2CH,CHj3), 31.8 (CHz, CCH,CH,CH>CHs), 31.5 (CH, CO>CH,CH>), 31.2 (CH,
CO,CH,CHy>), 27.7 (3 x CHa, C(CHa)3), 27.7 (3 X CH3, C(CHa)3), 27.3 (CH2, CCH,CH,CH,CHs),
27.2 (CH2, CCH2CH,CH,CHjs), 22.5 (CH2, CO,CH,CH>), 22.1 (CH2, CO,CH,CH>), 21.7 (CH,
CCH,CH2>CH,CH3), 21.7 (CH,, CCH,CH,CH,CHz), 13.7 (CHz, CCH,CH,CH,CHs), 13.7 (CHs,
CCH,CH,CH2CH3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CaHasFsNsOz [M+H]* : 609.2796;
gefunden: 609.2788. Reinheit: 93%.

Synthese von  3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-

iJpurin-2-yl)propansaure

F3C

Der tert-Butyl-3-(5-butyl-1-(4-methoxybenzyl)-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-ipurin-2-yl)propansiureester (106 mg, 0.17 mmol, 1.0 Agq.) wird in
Dichlormethan (300 pL) gel6st und Trifluoressigsaure (2.7 mL) tropfenweise addiert. Nach 5 d
bei 70 °C im UberdruckgefaR, wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Dabei werden 29.5 mg, 0.068 mmol, 40% Produkt

erhalten.

!H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.50-8.46 (m, 2H, Harom.), 7.98—7.93 (M, 2H, Harom),
3.33 (Signal unter HDO, t, 2H, CCH,CH>CH>CHz3), 3.11 (t, 3Jun = 7.14 Hz, 2H, CO,CH,CHy),
2.85 (t, 3Jun = 7.15 Hz, 2H, CO,CH,CHy>), 1.93 (p, 3Jun = 7.53 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHj3), 1.47
(sext, 3Jun = 7.37 Hz, 2H, CCH,CH,CH,CHj3), 0.97 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H, CCH,CH,CH,CHp3).
BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 173.3 (Cq, Ccarbonyl), 161.4 (Cq, A), 153.3 (Cq, B),
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148.2 (Cq, C), 143.2 (Cy), 134.2 (Cy), 130.4 (q, 2Jcr = 31.95 Hz, Cg), 127.8 (2x CH2, Ccrzarom.),
126.0 (q, 3Jcr = 3.35 Hz, 2x CHy), 124.1 (q, YJcr = 272.51 Hz, Cg), 119.7 (Cy), 31.7 (CH,
CCH2CH2CH2CH3s), 31.0 (CHz, CO2CH:CH2), 27.4 (CHz, CCH2CH2CH2CHzs), 23.9 (CHy,
CO,CH,CHy), 21.7 (CH2, CCH,CH2CH>CHs), 13.8 (CH3;, CCH,CH>CH,CH3). Schmelzpunkt:
Zersetzung ab 274 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CzHigFsNeO2 [M+H]": 433.1594;
gefunden: 433.1590. Reinheit: 99%.

Synthese von tert-Butyl-18-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanoat

D
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Die 3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-2-yl)propansaure
(10 mg, 0.023 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dimethylformamid (100 pL) gelést und COMU (10.7 mg,
25 pumol, 1.1 Aqg.) hinzugefiigt. In einem separaten GefaR wird tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-
tetraoxatetradecanoat (7.8 mg, 25 umol, 1.1 Ag.) in Dimethylformamid (300 pL) geldst und
Hunigbase (4.5 pL, 25 umol, 1.1 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure
gegeben und fir 24 h bei RT gerihrt. Darauffolgend wird Wasser (5 mL) addiert und die
Reaktionslosung mittels Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Nach Waschen mit 5% LiCl-Lsg.
wird Uber MgSO4 getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt wird nach Reinigung mittels HPLC mit 13 mg, 18 ummoL, 78% erhalten.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.50-8.45 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Jun = 5.77 Hz, 1H, B),
7.98-7.93 (m, 2H, C), 3.96 (s, 2H, D), 3.56-3.53 (M, 2H, CH,), 3.52-3.45 (m, 10H, 5 X CHy),
3.40 (t, 3Jun = 5.83 Hz, 2H, E), 3.36 (t, 3Jun = 7.50 Hz, 2H, F), 3.21 (dt, 3Jup = 5.73 Hz, 3Jupn
= 5.73 Hz, 2H, G), 3.10 (t, 3Jun = 7.53 Hz, 2H, H), 2.70 (t, 3Jup = 7.53 Hz, 2H, 1), 1.93 (p, 3Jn
= 7.49 Hz, 2H, J), 1.47 (sext, 3Jun = 7.50 Hz, 2H, K), 1.40 (s, 9H, L), 0.97 (t, 3Jun = 7.35 Hz,
3H, M). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 170.8 (Cq, Camid), 169.4 (Cq, Cester), 161.4
(Cq, @), 154.1 (Cq, b), 148.2 (Cq, C), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2Jcr = 31.92 Hz, Cq, €) , 127.8 (2
X CHa, A), 126.0 (q, 3Jcr = 3.27 Hz, 2 X CH,, C), 124.1 (q, YJcr = 272.58 Hz, Cg, f), 80.6 (Cq,
g), 69.9 (CH,, PEG), 69.8 (CH,, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG), 69.7 (CH2, PEG),
69.6 (CHz, PEG), 69.1 (CH2, PEG), 68.1 (CHa, E), 38.7 (CH2, G), 32.5 (CHz, 1), 31.8 (CHa, F),
27.7 (3 X CHs, L), 27.4 (CHa, J), 24.4 (CHa, H), 21.7 (CHa, K), 13.8 (CHs, M). Schmelzpunkt:
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81.5-82.4 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CasHasFsN7O7 [M+H]*: 722.3484; gefunden:
722.3417. Reinheit: 97%.

Synthese von tert-Butyl 30-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-28-0x0-3,6,9,12,15,18,21,24-0ctaoxa-27-

azatriacontanoat

Die 3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propansaure
(20 mg, 0.046 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (20.9 mg,
0.055 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefugt. In einem separaten GefaR wird tert-Butyl-26-amino-
3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosanoat (24.7 mg, 0.051 mmol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan
(500 pL) gelost und Hiinigbase (11.9 mg, 0.092 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das
Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 24 h bei RT geruhrt. Das Losemittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC (Acetonitril) gereinigt. Das
Produkt wird mit 14.9 mg, 0.017 mmolL, 36% erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.53 (s, 1H, NH), 8.49-8.43 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Jun
= 5.56 Hz, 1H, B), 7.97-7.92 (m, 2H, C), 3.96 (s, 2H, D), 3.57-3.53 (m, 2H, CH>), 3.53-3.50
(m, 2H, CH,), 3.52-3.45 (m, 24H, 12 x CHy), 3.40 (t, 3Jun = 5.88 Hz, 2H, E), 3.35 (t, 3Jun =
7.57 Hz, 2H, F), 3.21 (q, ®Jun = 5.80 Hz, 2H, G), 3.10 (t, 3Jun = 7.53 Hz, 2H, H), 2.70 (t, 3Jun
=7.61 Hz, 2H, 1), 1.92 (p, 3Jun = 7.54 Hz, 2H, J), 1.47 (sext, 3Jun = 7.41 Hz, 2H, K), 1.40 (s,
9H, L), 0.97 (t, 3Jyn = 7.34 Hz, 3H, M). ®C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 170.7 (C,
Canmid), 169.3 (Cq, Cester), 161.3 (Cq, @), 154.0 (Cq, b), 148.0 (Cq, €), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2JcF
= 31.92 Hz, Cq, €) , 127.7 (2x CHy, A), 126.0 (q, %Jcr = 3.62 Hz, 2 X CHy, C), 124.1 (q, YJcF =
272.03 Hz, Cq, f), 80.6 (Cq, g), 69.8 (2 x CH2, PEG), 69.7 (8 x CH., PEG), 69.7 (CH,, PEG),
69.7 (2 x CH, PEG), 69.6 (CH,, PEG), 69.1 (CH2, PEG), 68.1 (CH, E), 38.6 (CH», G), 32.5
(CHa, 1), 31.7 (CHz, F), 27.7 (3 X CHs, L), 27.3 (CHa, J), 24.4 (CHz, H), 21.7 (CHa, K), 13.7 (CHs,
M). Schmelzpunkt: hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur Cs2Hs2F3sN7O11 [M+H]*:
898.4532; gefunden: 898.4577. Reinheit: 98%
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Synthese von tert-Butyl 42-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-40-0x0-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-
dodecaoxa-39-azadotetracontanoat

FCf
3eC
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Die 3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-2-yl)propansaure
(20 mg, 0.046 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (500 pL) gelést und HATU (20.9 mg,
0.055 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefugt. In einem separaten GefalR wird tert-Butyl-38-amino-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxaoctatriacontanoat (33.7 mg, 0.051 mmol,
1.1 Ag.) in Dichlormethan (500 pL) gelést und Hiinigbase (11.9 mg, 0.092 mmol, 2.0 Ag.)
addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fir 24 h bei RT geruhrt.
Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels HPLC

(Acetonitril) gereinigt. Das Produkt wird mit 11.8 mg, 0.011 mmoL, 24% erhalten.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.53 (s, 1H, NH), 8.49-8.45 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Ju+
= 5.64 Hz, 1H, B), 7.99-7.93 (m, 2H, C), 3.97 (s, 2H, D), 3.58-3.54 (m, 2H, CH>), 3.53-3.51
(m, 2H, CHy), 3.52-3.45 (m, 40H, 20 x CHy), 3.40 (t, *Jun = 5.87 Hz, 2H, E), 3.36 (t, 3Jun =
7.54 Hz, 2H, F), 3.21 (q, 3Jun = 5.78 Hz, 2H, G), 3.10 (t, 3Jun = 7.52 Hz, 2H, H), 2.70 (t, 3Jnn
= 7.56 Hz, 2H, 1), 1.93 (p, 3Jun = 7.53 Hz, 2H, J), 1.47 (sext, 3Jun = 7.43 Hz, 2H, K), 1.41 (s,
9H, L), 0.97 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H, M). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 170.8 (Cq,
Camig), 169.3 (Cq, Cester), 161.3 (Cq, @), 154.0 (Cq, b), 148.0 (Cq, €), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2Jcr
=31.99 Hz, Cq, €) , 127.8 (2x CHa, A), 126.0 (q, 3Jcr = 3.53 Hz, 2 X CH, C), 124.1 (q, 3k =
272.22 Hz, Cy, f), 80.6 (Cq, 9), 69.8 (2 x CHz, PEG), 69.7 (15 x CH2, PEG), 69.7 (2 x CHz,
PEG), 69.7 (2 x CHz, PEG), 69.6 (CH>, PEG), 69.1 (CH, PEG), 68.1 (CH, E), 38.6 (CH>, G),
32.5(CHy, 1), 31.7 (CH>, F), 27.7 (3 X CHs3, L), 27.4 (CHy, J), 24.5 (CH>, H), 21.7 (CH>, K), 13.7
(CHs, M). Schmelzpunkt: hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CsgH7sF3N7O1s
[M+H]": 1074.5581; gefunden: 1074.5583. Reinheit: 99%
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Synthese von tert-Butyl-54-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-52-0x0-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-hexadecaoxa-51-
azatetrapentacontanoat
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Die 3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propansaure
(20 mg, 0.046 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (500 pL) geldést und HATU (20.9 mg,
0.055 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefugt. In einem separaten GefalR wird tert-Butyl-50-amino-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-hexadecaoxapentacontanoat (42.6 mg,
0.051 mmol, 1.1 Aqg.) in Dichlormethan (500 pL) gelost und Hiinigbase (11.9 mg, 0.092 mmol,
2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir 24 h bei RT
geruhrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels
HPLC (Acetonitril) gereinigt. Das Produkt wird mit 21.1 mg, 0.017 mmoL, 27% erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.53 (s, 1H, NH), 8.49-8.46 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Jun
=5.64 Hz, 1H, B), 7.97-7.94 (m, 2H, C), 3.97 (s, 2H, D), 3.58-3.54 (m, 2H, CH>), 3.55-3.51
(m, 2H, CH,), 3.51-3.46 (m, 56H, 28 x CHy), 3.40 (t, *3Jun = 5.88 Hz, 2H, E), 3.36 (t, 3Jun =
7.54 Hz, 2H, F), 3.21 (q, 3Jun = 5.82 Hz, 2H, G), 3.10 (t, 3Jun = 7.54 Hz, 2H, H), 2.70 (t, 3Jun
= 7.42 Hz, 2H, 1), 1.93 (p, 3Jun = 7.50 Hz, 2H, J), 1.47 (sext, 3Jun = 7.43 Hz, 2H, K), 1.41 (s,
9H, L), 0.97 (t, 3Jun = 7.33 Hz, 3H, M).1*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 170.8 (Cq,
Camid), 169.3 (Cq, Cester), 161.3 (Cq, @), 153.6 (Cq, b), 148.0 (Cq, €), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2JcF
= 32.08 Hz, Cq, €), 127.8 (2x CHy, A), 126.0 (q, 3Jcr = 3.30 Hz, 2 x CHa, C), 124.1 (g, YJcfr =
272.10 Hz, Cq, 1), 80.6 (Cq, 9), 69.8 (2 x CH2, PEG), 69.7 (23 x CH,, PEG), 69.7 (2 x CHa,
PEG), 69.7 (2 x CH, PEG), 69.6 (CH», PEG), 69.1 (CH., PEG), 68.1 (CH>, E), 38.6 (CH2, G),
32.5 (CHy, 1), 31.7 (CHy, F), 27.7 (3 x CHg, L), 27.4 (CHg, J), 24.5 (CH2, H), 21.7 (CH3, K), 13.7
(CHs, M). Schmelzpunkt: hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CsgHgaF3N7O19
[M+H]*": 1250.6629; gefunden: 1250.6665. Reinheit: 98%
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Synthese von tert-Butyl (15-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-
[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-13-0x0-3,6,9-trioxa-12-azapentadecyl)carbamate

e C D O
N
A N /
Jg 0
G
a
I H o
e o ¢
L
\/\)C\\N N>_\—< (@)
AT S
B
O
E

Die 3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propansaure
(100 mg, 0.23 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (1.0 mL) gelost und HATU (106 mg,
0.28 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefugt. In einem separaten GefaRR wird tert-Butyl-(2-(2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamat (73 mg, 0.25 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan
(1.0 mL) gelést und Hinigbase (60 mg, 0.46 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin
zur aktivierten Saure gegeben und fur 24 h bei RT gerthrt. Nach Zugabe von Wasser (2 mL)
wird mit CH.Cl, (3 x 5 mL) extrahiert und das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wird mittels Flash gereinigt. Das Produkt wird mit 142 mg, 0.2 mmol, 88%

erhalten.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.49 (s, 1H, NH), 8.49-8.45 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Jun
=5.64 Hz, 1H, B), 7.96-7.93 (m, 2H, C), 6.71 (t, 3Jun = 5.73 Hz, 1H, D), 3.48-3.46 (m, 8H, 4
X CHz, PEG), 3.40 (t, 3Jun = 5.88 Hz, 2H, E), 3.36 (t, 3Jun = 7.62 Hz, 2H, F), 3.35 (t, 3Jun =
6.06 Hz, 2H, G), 3.21 (q, 3Jun = 5.73 Hz, 2H, H), 3.10 (t, 3Jyn = 7.59 Hz, 2H, 1), 3.04 (q, 3Jun
= 5.99 Hz, 2H, J), 2.70 (t, 3Jun = 7.55 Hz, 2H, K), 1.93 (p, 3Jun = 7.46 Hz, 2H, L), 1.47 (sext,
3Jun = 7.40 Hz, 2H, M), 1.35 (s, 9H, N), 0.97 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H, O). 3C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 170.7 (Cq, Camid), 161.3 (Cq, a), 155.5 (Cq, Ccarba) 153.6 (Cq, b), 148.1 (Cq,
c), 134.2 (Cq d), 130.4 (q, 2Jcr = 31.74 Hz, Cq, €), 127.8 (2x CH2, A), 126.0 (q, 3Jcr = 3.32 Hz,
2 X CHp, C), 124.1 (q, Ycfr = 272.24 Hz, Cq, f), 77.5 (Cq, 9), 69.7 (2 X CHa, PEG), 69.5 (CH,,
PEG), 69.5 (CH2, PEG), 69.1 (CH2, PEG), 69.1 (CH>, PEG), 39.4 (CH>, J), 38.6 (CH, H), 32.5
(CHy, K), 31.7 (CH2, F), 28.2 (3 x CH3s, N), 27.3 (CH>, L), 24.5 (CHy, I), 21.7 (CH,, M), 13.7
(CHs, O). Schmelzpunkt: 96.7-100.1 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CssHasF3NgOs
[M+Na]*: 729.3306;gefunden: 729.3230. Reinheit (LCMS): 96%.
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Synthese von 18-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-
iJpurin-2-yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecansaure

Das Edukt tert-Butyl-18-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-
yl)-16-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanoat (87.3 mg, 0.121 mmol, 1.0 Ag.) wird in
Trifluoressigsaure:Dichlormethan (6:4, Vees = 1.21 mL) gel6st und TIPS (30 uL) addiert. Nach
2 h bei RT wird das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels
HPLC (Acetonitril) gereinigt. Das Produkt wird mit 66.8 mg, 0.100 mmol, 83% erhalten.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.49-8.43 (m, 2H, A), 8.19 (bs, 1H, B), 7.97-7.93
(m, 2H, C), 3.86 (s, 2H, D), 3.62—3.58 (M, 2H, CH,), 3.55-3.52 (m, 2H, CH,), 3.51-3.47 (m,
8H, 4 x CHy), 3.41 (t, ®Jun = 5.88 Hz, 2H, E), 3.36 (unter HDO, 2H, F), 3.20 (q, 3Jun = 5.85 Hz,
2H, G), 3.11 (t, 3Jnn = 7.65 Hz, 2H, H), 2.71 (t, 3Jpn = 7.63 Hz, 2H, 1), 1.92 (p, 3Jun = 7.53 Hz,
2H, J), 1.46 (sext, 3Jup = 7.42 Hz, 2H, K), 0.97 (t, 3Jun = 7.34 Hz, 3H, M).3C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 172.6 (Cq, Csaure),170.9 (Cq, Camia), 161.3 (Cq, @), 154.4 (Cq, b), 147.9 (Cq,
c), 134.2 (Cq, d), 130.4 (g, 2o = 31.58 Hz, Cq, €), 127.8 (2x CHa, A), 126.0 (q, 3Jor = 3.41 Hz,
2 X CHz, C), 124.1 (q, Mo = 272.64 Hz, Cq, ), 69. (3 x CH2, PEG), 69.6 (CH., PEG), 69.6
(CH,, PEG), 69.5 (CH,, PEG), 69.2 (2 X CH2, PEG), 38.7 (CHa, G), 32.9 (CHy, 1), 31.8 (CHa,
F), 27.4 (CHa, J), 24.7 (CHa, H), 21.7 (CH, K), 13.8 (CHs, M). Schmelzpunkt: 104.9-108.8 °C.
HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CsoHszsFsN;O; [M+H]": 666.2861; gefunden: 666.2858.
Reinheit: 97%

237



EXPERIMENTALTEIL

Synthese von N-(2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-(5-butyl-8-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propanamid

Das Edukt 18-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-2-yl)-16-0xo-
3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecansaure (100 mg, 0.14 mmol, 1.0Aq.) wird in
Trifluoressigsaure:Dichlormethan (10:1, Vees = 5.5 mL) gel6st und TIPS (165 pL) addiert. Nach
1 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels
HPLC (Acetonitril) gereinigt. Das Produkt wird mit 93.8 mg, 0.13 mmol, 81% erhalten.

H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 13.46 (s, 1H, NH), 8.50-8.44 (m, 2H, A), 8.03 (t, 3Jun
= 5.69 Hz, 1H, B), 7.97-7.93 (m, 2H, C), 7.77 (bs, 3H, D, protoniert), 3.58 (t, 3Jun = 5.26 Hz,
2H, G), 3.57-3.51 (m, 4H, 2 x CHy, PEG), 3.50 (s, 4H, 2 x CH., PEG), 3.41 (t, *Jun = 5.97 Hz,
2H, E), 3.36 (t, *Jun = 7.51 Hz, 2H, F), 3.22 (q, *Jun = 5.87 Hz, 2H, H), 3.10 (t, *Jnx = 7.50 Hz,
2H, 1), 3.04 (tq, *Jnn = 5.47 Hz, 3Jun = 5.47 Hz, 2H, J), 2.71 (t, 3Jun = 7.54 Hz, 2H, K), 1.93 (p,
3Jun =7.52 Hz, 2H, L), 1.47 (sext, 3Jun = 7.39 Hz, 2H, M), 0.97 (t, 3Jun = 7.37 Hz, 3H, N). 13C-
NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 170.8 (Cq, Camid), 161.4 (Cq, @), 154.1 (Cy, b), 148.1 (Cq,
c), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2Jcr = 31.96 Hz, Cq, €), 127.8 (2x CH>, A), 126.0 (q, 3Jcr = 3.48 Hz,
2 X CHa, C), 124.1 (q, YJcr = 272.14 Hz, Cy, f), 69.7 (CH,, PEG), 69.6 (CH., PEG), 69.6 (CH,
PEG), 69.5 (CHz, PEG), 69.1 (CH2, PEG), 66.6 (CH,, PEG), 38.6 (CH2, PEG), 38.6 (CH>,
PEG), 32.4 (CHz, K), 31.7 (CH2, F), 27.3 (CHz, L), 24.4 (CHz, I), 21.7 (CH2, M), 13.7 (CHs, N).
Schmelzpunkt: hygroskopisch. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CzsHszFsNgOs [M+Na]*:
629.2782; gefunden: 629.2726. Reinheit: (LCMS): 98%.
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Synthese von 14-(3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-
iJpurin-2-yl)propanamido)-N-(5-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 5)*-
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)pentyl)-3,6,9,12-
tetraoxatetradecanamid

Das Edukt 18-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-2-yl)-16-0xo-
3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecansaure (20 mg, 0.03 mmol, 1.0 Aq.) wird in Dichlormethan
(0.4 mL) geldst und HATU (13.7 mg, 0.036 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten
Gefal wird das BODIPY-amin (11 mg, 0.033 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (0.4 mL) gelost
und Hunigbase (7.8 mg, 0.06 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten
Saure gegeben und fir 12 h bei RT geriihrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und Reinigung mittels HPLC ergibt 13.9 mg, 0.014 mmol, 47%.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.48 (s, 1H, NH), 8.48-8.44 (m, 2H, A), 8.02 (t, 3Ju+
=5.63 Hz, 1H, B), 7.96-7.92 (m, 2H, C), 7.64 (t, 3Jun = 5.96 Hz, 1H, N), 6.18 (s, 2H, O), 3.85
(s, 2H, D), 3.57-3.53 (m, 4H, 2 x CHy), 3.53-3.48 (m, 4H, 2 x CH,), 3.48-3.46 (m, 4H, 2 x
CHy), 3.39 (t, 3Jun = 5.88 Hz, 2H, E), 3.34 (t, 3Jun = 7.57 Hz, 2H, F), 3.20 (q, *Jun = 5.80 Hz,
2H, G), 3.11 (q, 3Jun = 6.53 Hz, 2H, P), 3.10 (t, 3Jun = 7.71 Hz, 2H, H), 2.90-2.84 (m, 2H, Q),
2.70 (t, 3Jun = 7.56 Hz, 2H, 1), 2.38 (s, 6H, U), 2.37 (s, 6H, V), 1.93 (p, %Jun = 7.54 Hz, 2H, J),
1.57-1.51 (m, 2H, R), 1.51-1.46 (m, 2H, S), 1.46-1.39 (m, 2H, T), 1.46 (sext, 3Jun = 7.44 Hz,
2H, K), 0.97 (t, 3Jyn = 7.35 Hz, 3H, M). ¥*C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 170.7 (Cq,
0), 169.0 (Cq, h), 161.3 (Cq, @), 153.7 (Cq, b), 152.9 (2 x Cq, i) 148.0 (Cq, €), 146.6 (Cqy, j), 140.7
(2 x Cq, k), 134.2 (Cq, d), 130.6 (2 x Cq, M) 130.3 (q, 2Jcr = 32.44 Hz, Cq, €), 127.8 (2 x CH,
A), 125.9 (q, 3Jcr = 3.94 Hz, 2 X CHa, C), 124.1 (q, Ncf = 272.77 Hz, Cy, f), 121.6 (CH, 2 x
CH, O), 70.2 (CH, PEG), 69.9 (CH,, PEG), 69.7 (2 x CH2, PEG), 69.7 (CH,, PEG), 69.5 (CH,
PEG), 69.5 (CH,, PEG), 69.1 (CH., PEG), 38.6 (CH2, G), 37.8 (CH2, P), 32.5 (CHy, I), 31.7
(CH2, F), 31.0 (CHg, R), 28.8 (CHy, S), 27.7 (CH2, Q), 27.3 (CH>, J), 26.9 (CHz, T), 24.4 (CHa,
H), 21.7 (CH2, K), 15.8 (2 x CH3, U), 14.0 (2 x CH3, V), 13.7 (CHs, M). LC-MS: positiv [m/z] =
982.1 ([M+H]"). Schmelzpunkt: 69.2-78.4°C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
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CagHe2BFsN10Os  [M+Na]™:  1003.4759; gefunden: 1033.4741. Reinheit: 96%.
Absorption/Emission: 498 nm /508 nm.

Synthese von 1-(1-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-
iJpurin-2-yl)-3,17-dioxo-7,10,13-trioxa-4,16-diazatetracosan-24-yl)-2-((E)-3-((E)-
3,3-dimethyl-1-propyl-5-sulfoindolin-2-ylidene)prop-1-en-1-yl)-3,3-dimethyl-3H-

indol-1-ium-5-sulfonat

Das Cyanin (9.0 mg, 0.013 mmol, 1.0 Aq.) wird in DMF (0.75 mL) gel6st und HATU (6.1 mg,
0.016 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten GefaR wird N-(2-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-

[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propanamid (9.1 mg, 0.015 mmol, 1.1 Aqg.) in DMF (0.75 mL)
gelést und Hunigbase (3.4 mg, 0.026 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
aktivierten Saure gegeben und fir 3 h bei RT gerthrt. Das Lésemittel wird unter vermindertem
Druck entfernt und Reinigung mittels HPLC ergibt 11.7 mg, 0.009 mmol, 71%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.44 (s, 1H, NH), 8.51-8.44 (m, 2H, A), 8.35 (t, 3Jun
= 13.43 Hz, 1H, 0), 8.03 (t, 3Jun = 5.59 Hz, 1H, B), 7.98-7.93 (m, 2H, C), 7.82—7.80 (m, 2H,
P1/P2), 7.76 (t, 3Jun = 5.58 Hz, 1H, D), 7.69-7.66 (m, 2H, Q1/Q2), 7.41 (d, 3Jun = 8.32 Hz,
1H, R1/R2), 7.38 (d, 3Jun = 8.32 Hz, 1H, R1/R2), 6.52 (d, 3Jun = 13.28 Hz, 1H, S1/S2), 6.50
(d, 3Jup = 13.28 Hz, 1H, S1/S2), 4.13-4.06 (m, 2H, U/T), 4.13-4.06 (m, 2H, U/T), 3.48-3.44
(M, 8H, 4 X CHy), 3.39 (t, 3Jun = 5.97 Hz, 2H, E), 3.36 (t, 3Jun = 7.57 Hz, 2H, F), 3.35 (t, 3Jun
= 5.85 Hz, 2H, G), 3.20 (q, 3Jnn = 5.68 Hz, 2H, H), 3.15 (q, 3Jun = 5.53 Hz, 2H, J), 3.10 (t, 3Jus
= 7.53 Hz, 2H, 1), 2.70 (t, 3Jun = 7.55 Hz, 2H, K), 2.02 (t, 3Jun = 7.38 Hz, 2H, V), 1.92 (p, 3Jun
=7.55 Hz, 2H, L), 1.77 (sext, 3Jun = 7.33 Hz, 2H, W), 1.74-1.69 (m, 2H, X), 1.70 (s, 6H, Y1/Y2),
1.69 (s, 6H, Y1/Y2), 1.48-1.42 (m, 2H, Z), 1.46 (sext, 3Jun = 7.40 Hz, 2H, M), 1.40-1.33 (m,
2H, A1), 1.33-1.27 (m, 2H, B2), 1.24-1.18 (m, 2H, C2), 0.97 (t, 3Jun = 7.33 Hz, 3H, N), 0.97
(t, 3Jun = 7.33 Hz, 3H, D2). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 174.3 (Cq, i1/i2), 174.2
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(Cq, 11/i2), 172.1 (Cq, h), 170.8 (Cq, g), 161.4 (Cq, @), 154.2 (Cq, b), 149.9 (CH, O), 148.2 (C,,
c), 145.9 (Cq, j1/j2), 145.9 (Cq, j1/j2), 141.9 (Cq, k1/k2), 141.8 (Cq, k1/k2), 140.1 (Cg, m1/m2),
134.2 (Cq, d), 130.3 (g, 2Jcr = 31.90 Hz, Cq, €), 127.8 (2 X CHp, A), 126.2 (CH, Q1/Q2), 126.2
(CH, Q1/Q2), 126.0 (q, *JcF = 3.66 Hz, 2 x CHz, C), 124.1 (q, “Jcr = 272.42 Hz, Cq, f), 119.9
(CH, P1/P2), 119.9 (CH, P1/P2), 110.7 (CH, R1/R2), 110.6 (CH, R1/R2), 69.7 (2 x CH2, PEG),
69.5 (CH2, PEG), 69.5 (CH., PEG), 69.1 (CH2, G), 69.1 (CH2, E), 48.9 (Cq, n1/n2), 45.2 (T),
43.9 (U), 38.6 (CH2, H), 38.4 (CH, J), 35.2 (CH2, V), 32.5 (CHz, K), 31.7 (CH2, F), 28.5 (CH_,
B2/C2), 28.5 (CHz, B2/C2), 27.4 (CHs, Y1/Y2), 27.4 (CHs, Y1/Y2), 27.3 (CHa, L), 26.9(CHa, X),
26.0 (CH2, Al), 25.1 (CH2, Z), 24.4 (CHy, I), 21.7 (CHz, M), 20.4 (CH2, W), 13.7 (CHs, N), 10.9
(CHs, D2). LC-MS: positive [m/z] = 631.5 ([M+H]?*). Schmelzpunkt: Zersetzung bei 165.1 °C.
HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CeH7gFsN10O11S2Na [M+Na]*: 1305.5035; gefunden:
1305.5072. Reinheit (LC/MS): 97%. Absorption/Emission: 566 nm / 582 nm.

Synthese von (E)-3-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-
i]purin-2-yl)-N-(1-(4-(2-(5,5-difluoro-7-(thiophen-2-yl)-5H-4A* 5A*-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-3-yl)vinyl)phenoxy)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-

azatetradecan-14-yl)propanamid

Das BODIPY (13.5 mg, 0.03 mmol, 1.0 Aqg.) wird in DMF (0.75 mL) gelést und HATU (6.1 mg,
0.016 mmol, 1.2 Ag.) hinzugefiigt. In einem separaten GefalR wird N-(2-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3-(5-butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-

[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propanamid (20.0 mg, 0.033 mmol, 1.1 Ag.) in DMF (0.75 mL)
gelést und Hunigbase (7.8 mg, 0.06 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
aktivierten Saure gegeben und fir 3 h bei RT gerthrt. Das Lésemittel wird unter vermindertem
Druck entfernt und Reinigung mittels HPLC ergibt 21.5 mg, 0.021 mmol, 62%

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.45 (s, 1H, NH), 8.51-8.41 (m, 2H, A), 8.12 (t, 3Jun
= 5.81 Hz, 1H, D), 8.03 (d, 3Jun = 4.02 Hz, 1H, O), 8.02 (t, 3Jun = 5.62 Hz, 1H, B), 7.96-7.92
(m, 2H, C), 7.81 (d, 3Jun = 4.98 Hz, 1H, P), 7.70 (d, 3Jun = 16.26 Hz, 1H, Q), 7.59 (s, 1H, R),
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7.58-7.56 (m, 2H, S), 7.38 (d, 3Jun = 16.42 Hz, 1H, T), 7.35 (d, 3Jun = 4.61 Hz, 1H, U), 7.27—
7.26 (m, 1H, V), 7.27-7.26 (m, 1H, W), 7.27-7.25 (m, 1H, X), 7.06—7.03 (m, 2H, Y), 6.94 (d,
3Jun = 4.17 Hz, 1H, Z), 4.54 (s, 2H, Al), 3.51-3.47 (m, 8H, 4 x CH,), 3.45 (t, 3Jun = 6.04 Hz,
2H, G), 3.40 (t, *Jyn = 5.88 Hz, 2H, E), 3.35 (t, 3Jun = 7.57 Hz, 2H, F), 3.29 (unter HDO, J),
3.20 (q, 3Ju,n = 5.80 Hz, 2H, H), 3.09 (t, 3Jun = 7.49 Hz, 2H, 1), 2.70 (t, 3Jun = 7.55 Hz, 2H, K),
1.92 (p, 3Jun = 7.55 Hz, 2H, L), 1.46 (sext, *Jun = 7.40 Hz, 2H, M), 0.96 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H,
N). $3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 170.8 (Cq, g), 167.3 (Cq, h), 161.4 (Cq, a), 159.1
(Cq, i), 156.4 (Cq, j), 153.6 (Cq, b), 148.2 (Cq, c), 147.6 (Cq, k), 138.7 (CH, Q), 136.5 (Cq, m),
136.3 (Cq, N), 134.2 (Cq, d), 133.7 (Cq, 0), 131.2 (CH, U), 130.3 (q, 2Jcr = 32.34 Hz, Cq, €),
130.2 (CH, 0), 130.1 (CH, P), 129.6 (CH, V), 129.1 (Cq, p), 129.0 (2 x CH, S), 128.9 (CH, X),
127.8 (2 x CHp, A), 125.9 (q, 3Jcr = 3.10 Hz, 2 x CH,, C), 125.1 (CH, R), 124.1 (q, YJcf =
271.91 Hz, C,, ), 119.4 (CH, 2), 118.2 (CH, W), 115.9 (CH, T), 115.5 (2 x CH, Y), 69.7 (2 X
CH., PEG), 69.5 (CH>, PEG), 69.5 (CH2, PEG), 69.1 (CH>, E), 68.8 (CH2, G), 66.9 (CH2, Al),
38.6 (CHg, H), 38.3 (CHy, J), 32.5 (CHy, K), 31.7 (CH2, F), 27.3 (CH, L), 24.4 (CH, 1), 21.7
(CH2, M), 13.7 (CHs, N). LC-MS: positive [m/z] = 1039.5 ([M+H]*). Schmelzpunkt: 154.7-
156.4 °C. HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir Cs:Hs:BFsN1006S [M+Na]*: 1061.3697; gefunden:
1061.3695. Reinheit (LC/MS): 96%. Absorption/Emission: 638 nm / 654 nm.

Synthese von N-(((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)methyl)-14-(3-(5-butyl-8-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)propanamido)-
3,6,9,12-tetraoxatetradecanamid

f NH,
F3C b Kk i
X
O\ KN ol | )N
N w N~ N/ P
a 0 o’
/ N O v S
N \ H U T
N N o__0O
" J N)I b H o 2 \\in
/ S
\/\)‘:\\N N>_\—g< e} X Y
T e
B
(0]

E

Das Edukt 18-(5-Butyl-8-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-[1,2,4]triazolo[5,1-i]purin-2-yl)-16-0xo-
3,6,9,12-tetraoxa-15-azaoctadecanséure (20 mg, 0.03 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan
(0.4 mL) geldst und HATU (13.7 mg, 0.036 mmol, 1.2 Aqg.) hinzugefugt. In einem separaten
GefaR wird das 9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(Aminomethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin-6-amin (10.1 mg, 0.033 mmol, 1.1 Ag.) in Dichlormethan (0.4 mL)
gelost und Hinigbase (7.8 mg, 0.06 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur
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aktivierten Saure gegeben und fiur 12 h bei RT gerihrt. Das Losemittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und Reinigung mittels HPLC ergibt 17.6 mg, 0.018 mmol, 61%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 13.49 (s, 1H, NH), 8.50-8.46 (m, 2H, A), 8.30 (s, 1H,
0), 8.17 (s, 1H, P), 8.02 (t, 3Jun = 5.64 Hz, 1H, B), 7.97-7.93 (m, 2H, C), 7.88 (t, 3Jun =
6.05 Hz, 1H, N), 7.31 (s, 2H, R), 6.12 (d, 3Jun = 2.73 Hz, 1H, S), 5.43 (dd, 3Jun = 2.79 Hz, 3Jun
=6.31 Hz, 1H, T), 4.95 (dd, 3Jun = 3.33 Hz, *Jun = 6.40 Hz, 1H, U), 4.19 (td, %34 = 3.33 Hz,
3Jun =6.25 Hz, 1H, V), 3.88 (s, 2H, D), 3.55-3.52 (m, 2H, CH>), 3.52-3.49 (m, 2H, CH,), 3.47—
3.42 (m, 8H, 4 x CHy), 3.41-3.36 (m, 1H, W), 3.36-3.31 (m, 1H, W), 3.39 (t, 3Jun = 6.15 Hz,
2H, E), 3.35 (t, *Jn,n = 7.50 Hz, 2H, F), 3.20 (q, 3Jun = 5.82 Hz, 2H, G), 3.10 (t, *Jnn = 7.57 Hz,
2H, H), 2.70 (t, *Jnn = 7.57 Hz, 2H, 1), 1.93 (p, %Jun = 7.56 Hz, 2H, J), 1.51 (s, 3H, X), 1.46
(sext, 3Jun = 7.42 Hz, 2H, K), 1.30 (s, 3H, Y), 0.97 (t, 3Jun = 7.35 Hz, 3H, M). 3C-NMR (151
MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 170.8 (Cq, g), 169.7 (Cq, h), 161.4 (Cq, a), 156.1 (Cq, i), 154.3 (Cq,
b), 152.8 (CH, P), 148.8 (Cq, j), 148.0 (Cq, ), 139.9 (CH, O), 134.2 (Cq, d), 130.4 (q, 2Jck =
31.88 Hz, Cq, €), 127.8 (2 x CH>, A), 126.0 (q, 3JcF = 3.59 Hz, 2 x CHy, C), 124.1 (q, YJcfr =
272.16 Hz, Cq, f), 119.2 (Cq, k), 113.5 (C4, m), 88.9 (CH, S), 84.1 (CH, V), 82.9 (CH, T), 81.7
(CH, U), 70.1 (CH,, PEG), 69.9 (CH2, PEG), 69.7 (2 x CH2, PEG), 69.7 (CH, PEG), 69.5 (CH_,
PEG), 69.5 (CHz, PEG), 69.1 (CH, E), 40.3 (CH2, W), 38.6 (CH2, G), 32.5 (CHz, I), 31.7 (CHa,
F), 27.4 (CHz, J), 27.0 (CHs, X), 25.2 (CHs, Y), 24.5 (CH2, H), 21.7 (CH2, K), 13.8 (CH3, M).
Schmelzpunkt: 114.5-118.5 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 954.8 ([M+H]").HRMS (ESI-QTOF)
berechnet flr CasHsaF3sN13Og [M+Na]*: 976.4012; gefunden: 976.3986. Reinheit: 97%

5.6 Synthese des A3AR Antagonisten LJ-1888%83
Synthese von (3aS,4S,6R,6aS)-6-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-0l
°

O o .WOH

o__O

A

Die a-d-Mannose (10 g, 55.5 mmol, 1.0 Ag.) und 2,2-Dimethoxypropan (17.3 g, 166.5 mmol,
3.0 Ag.) werden in Aceton (425 mL) vorgelegt und bei 0 °C Camphersulfonsaure (3.8 g,
16.6 mmol, 0.3 Aq.) addiert. Nach 24 h bei RT wird mit NEt; neutralisiert und das Lésemittel
entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung an SiO, (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1) ergibt
das Produkt mit 13.5 g, 51.8 mmol, 93% (Lit.: 95%).

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 6.44—-6.41 (m, 1H), 5.14-5.12 (m, 1H), 4.71 (dd, 3Jun
= 5.88 Hz, 3Jnn = 3.59 Hz, 1H), 4.45 (d, 3Jup = 5.88 Hz, 1H), 4.24 (g, 3Jun = 6.25 Hz, 1H), 4.01

243



EXPERIMENTALTEIL

(dd, 3Jnn = 6.48 Hz, 3Jun = 3.60 Hz, 1H), 3.98 (dd, 3Jnn = 8.34 Hz, 3Jun = 6.45 Hz, 1H), 3.82
(dd, 3Jun = 8.34 Hz, 3Jnn = 5.79 Hz, 1H), 1.34 (s, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.23 (s, 3H).
13C-NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 111.3 (Cg), 107.8 (Cg), 100.3 (CH), 85.4 (CH), 79.3
(CH), 79.1 (CH), 72.8 (CH), 65.8 (CH), 26.6 (CHs), 25.7 (CHz3), 25.2 (CHa), 24.3 (CHs). LC-
MS: positiv [m/z] = 260.9 ([M+H]*). Reinheit: >90% (NMR).

Synthese von (R)-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)((4S,5R)-5-
(hydroxymethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methanol

>(O

01"\ JOH_OH

o__0

A

Zu einer Loésung aus (3aS,4S,6R,6aS)-6-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-ol (5.0 g, 19.2 mmol, 1.0 Ag.) in Ethanol (83.3 mL)
wird NaBH4 (1.45 g, 38.4 mmol, 2.0 Aq.) bei 0 °C addiert. Nach 3 h wird mit Essigsaure
neutralisiert und die Reaktionsldsung mit EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Nach Trocknen mit
MgSO. wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Sdulenchromatographische
Reinigung an SiO; (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1) ergibt das Produkt mit 4.4 g, 16.8 mmol, 87%
(Lit.: 929%).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 4.88 (dd, 3Jun = 5.78 Hz, 3Jun = 5.96 Hz, 1H), 4.64
(d, 3Jun = 6.83 Hz, 1H), 4.20-4.13 (m, 2H), 3.99-3.92 (m, 2H), 3.86-3.80 (m, 1H), 3.72-3.64
(m, 2H), 3.49-3.43 (m, 1H), 1.39 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.25 (s, 3H).2*C-NMR (151
MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 108.2 (Cq), 107.2 (Cy), 77.4 (CH), 75.8 (CH), 75.7 (CH), 69.3 (CH),
66.5 (CH>), 59.7 (CH>), 26.7 (CHz), 26.5 (CHs), 25.3 (CHs), 25.2 (CHz3). LC-MS: positiv [m/z] =
262.9 ([M+H]"). Reinheit: >90% (NMR).
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Synthese von (R)-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)((4R,5R)-2,2-dimethyl-5-
(((methylsulfonyl)oxy)methyl)-1,3-dioxolan-4-yl)methyl methanesulfonat

o

o OMs_OMs

o__O

A

Das Diol (R)-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)((4S,5R)-5-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyl-
1,3-dioxolan-4-yl)methanol (3.0 g, 11.4 mmol, 1.0 Ag.) wird in CH,Cl, (23.2 mL) gel6st und
DMAP (415 mg, 3.4 mmol, 0.3 Ag.) und Triethylamin (9.2 g, 91.2 mmol, 8.0 Ag.) addiert.
Mesylchlorid (5.22 g, 45.6 mmol, 4.0 Ag.) wird bei 0 °C tropfenweise zugegeben und die
Reaktionslosung fur 1 h bei RT gerthrt. Nach Extraktion mit CH,Cl; (3 x 20 mL) und Waschen
mit NaHCOs-Lsg (150 mL) wird mit MgSO, getrocknet und das Lésemittel unter vermindertem
Druck entfernt. Saulenchromatographische Reinigung an SiO. (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1)
ergibt das Produkt mit 4.6 g, 11.0 mmol, 96% (Lit.: 94%).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-d) & [ppm] = 4.80 (dd, 3Jun = 7.20 Hz, 3Jun = 5.09 Hz, 1H), 4.47—
4.41 (m, 2H), 4.38 (dd, 3Jnn = 7.20 Hz, *Jun = 5.76 Hz, 1H), 4.32 (dd, 3Jnn = 11.28 Hz, 3Jyp =
8.29 Hz, 1H), 4.23 (td, 3y = 6.78 Hz, 3Jun = 5.11 Hz, 1H), 4.08 (dd, 3Jnn = 8.50 Hz, 33y =
6.50 Hz, 1H), 3.88 (dd, 3Jnn = 8.49 Hz, 3Jun = 7.07 Hz, 1H), 3.23 (s, 3H), 3.21 (s, 3H), 1.44 (s,
3H), 1.37 (s, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.29 (s, 3H).23C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 109.1
(Cq), 108.8 (Cy), 77.9 (CH), 75.4 (CH), 74.3 (CH), 74.1 (CH), 68.5 (CH), 65.1 (CH2), 39.1
(CHa), 36.7 (CHs3), 26.9 (CHa), 25.7 (CHs3), 25.5 (CHz), 25.0 (CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 419.2
([M+H]"). Reinheit: >90% (NMR).

Synthese von (3aR,4S,6aS)-4-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrothieno[3,4-d][1,3]dioxol

6><b

Das (R)-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)((4R,5R)-2,2-dimethyl-5-
(((methylsulfonyl)oxy)methyl)-1,3-dioxolan-4-yl)methylmethanesulfonat (3.56 g, 8.5 mmol,
1.0 Aqg.) wird in DMF (178 mL) gelést und Na,S (1.33 g, 17.0 mmol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 24 h
bei 80 °C wird das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt und mit EtOAc (3 x 30 mL)

extrahiert. Nach Trocknen mit MgSOa wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.
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Saulenchromatographische Reinigung an SiO; (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1) ergibt das
Produkt mit 1.80 mg, 6.9 mmol, 81% (Lit.: 78%).

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 4.88 (td, 3Jun = 5.45 Hz, 3Jun = 1.68 Hz, 1H), 4.67
(dd, *Jun = 5.74 Hz, 3Jun = 1.85 Hz, 1H), 4.23 (ddd, 3Jyn = 7.31 Hz, 3Jyn = 6.21 Hz, 3Jyp =
4.80 Hz, 1H), 4.02 (dd, 3Jun = 8.16 Hz, 3Jyn = 6.23 Hz, 1H), 3.60 (dd, 3Jyn = 8.15 Hz, 3Jun =
7.28 Hz, 1H), 3.31 (dd, 3Jun = 4.83 Hz, 3Jun = 1.83 Hz, 1H), 3.11 (dd, 3Jun = 12.35 Hz, 3Jnn =
5.12 Hz, 1H), 2.74 (dd, 3Jun = 12.36 Hz, 3Jun = 1.69 Hz, 1H), 1.40 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.26
(s, 3H), 1.25 (s, 3H). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 110.2 (Cy), 108.6 (Cq), 86.1
(CH), 83.2 (CH), 77.2 (CH), 67.4 (CH,), 55.7 (CH), 37.5 (CH,), 26.5 (CHs), 26.1 (CHs), 25.5
(CHs), 24.5 (CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 261.1 ([M+H]"). Reinheit: >90% (NMR).

Synthese von (R)-1-((3aR,4S,6aS)-2,2-Dimethyltetrahydrothieno[3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)ethane-1,2-diol

OH
S
OH
6.0

A

Das (3aR,4S,6aS)-4-((R)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2,2-dimethyltetrahydrothieno[3,4-
d][1,3]dioxol (2.0 g, 7.68 mmol, 1.0 Aq.) wird in AcOH/H,0 (60%, 23 mL) fiir 2 h bei RT geriihrt.
Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und séulenchromatographische
Reinigung an SiO, (Cyclohexan:Ethylacetat 1:2) ergibt das Produkt. Die Sequenz wird weitere
2 Mal durchgefihrt und insgesamt 1.24 g, 5.6 mmol, 73% (Lit.: 81%) Produkt erhalten.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 4.85 (td, 3Jun = 5.64 Hz, 3Jupn = 1.36 Hz, 1H), 4.79
(d, 3Jup = 5.04 Hz, 1H), 4.75 (dd, 3Ju 1 = 5.84 Hz, 3Jupn = 1.35 Hz, 1H), 4.56 (t, 3Jun = 5.56 Hz,
1H), 3.72-3.68 (m, 1H), 3.36 (t, 3Jun = 5.97 Hz, 2H), 3.33 (dd, 3Jun = 3.31 Hz, 3Jun = 1.26 Hz,
1H), 3.13 (dd, 3Jun = 12.02 Hz, 3Jun = 5.08 Hz, 1H), 2.62 (d, 3Jun = 3.31 Hz, 1H) 1.39 (s, 3H),
1.24 (s, 3H). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) o [ppm] = 109.6 (C,), 87.4 (CH), 83.6 (CH), 73.5
(CH), 63.6 (CHy), 56.7 (CH), 38.5 (CHy), 26.5 (CHs), 24.5 (CHj3). LC-MS: positiv [m/z] = 221.0
(IM+H]"). Reinheit: >90% (NMR).
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Synthese von (3aR,6aS)-2,2-Dimethyltetrahydrothieno[3,4-d][1,3]dioxol-4-
ylacetat

oy
O><O

Das (R)-1-((3aR,4S,6aS)-2,2-Dimethyltetrahydrothieno[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)ethane-1,2-diol
(500 mg, 2.27 mmol, 1.0 Aq.) wird in Ethylacetat (10 mL) gelést und Pb(OAc)s (5.2 g,
11.3 mmol, 5.0 Aq.) addiert. Nach 24 h bei RT wird die Reaktionsmischung tiber Celite filtriert,
das Filtrat mit NaHCOs-Ldsung gewaschen und mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Nach
Trocknen mit MgSO,4 wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt saulenchromatographisch an SiO, (Cyclohexan:Ethylacetat 8:1) gereinigt. Nach
zweimaliger Durchfiihrung werden 236.6 mg, 1.08 mmol, 48% (Lit.: 60%) Produkt erhalten.

LC-MS: positiv [m/z] = 219.0 ([M+H]*). Reinheit: 90% (NMR).

Synthese von 2,6-Dichloro-9-((3aR,4R,6aS)-2,2-dimethyltetrahydrothieno[3,4-
d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin

Das 2,6-Dichloropurin (658 mg, 3.48 mmol) wird mit (NH4)2SO4 (69.0 mg, 0.52 mmol) in HMDS
(4 mL) unter Schutzgas (Ar) vorgelegt und fur 18 h bei 135 °C geruhrt. Das Losemittel wird
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt in Dichlorethan (3.15 mL)
aufgenommen. Von der Losung werden 1.97 mL auf O °C gekuhlt und (3aR,6aS)-2,2-
Dimethyltetrahydrothieno[3,4-d][1,3]dioxol-4-ylacetat (236.6 mg, 1.09 mmol, 1.0 Aq.) in
Dichlorethan (2 mL) addiert. Folgend wird TMSOTf (485 mg, 2.18 mmol, 2.0 Ag.) zugetropft
und die Ldsung fur 30 min bei 0 °C gerthrt. Nach 1 h bei RT und 2 h bei 80 °C wird die
Reaktionsmischung in Dichlormethan aufgenommen, mit NaHCOs-Ldsung gewaschen und mit
Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert. Nach Trocknen mit MgSOas wird das Lésemittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels Flash gereinigt. Das Produkt wird mit
150 mg, 0.43 mmol, 39% (Lit.: 79%) erhalten. Das entschiitzte Produkt wird mit 50 mg,
0.16 mmol, 15% erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg) 0 [ppm] = 8.81 (s, 1H), 6.11 (s, 1H), 5.26-5.20 (m, 2H), 3.73
(dd, 3Jnn = 13.10 Hz, 3Jyn = 3.74 Hz, 1H), 3.19 (d, 3Jun = 13.07 Hz, 1H), 1.49 (s, 3H), 1.29 (s,
3H). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 152.6 (Cg), 150.9 (Cg), 149.8 (Cy), 147.1 (CH),
131.1 (Cy), 110.5 (Cy), 88.8 (CH), 83.9 (CH), 69.0 (CH), 39.5 (CH2), 26.2 (CHa), 24.4 (CHs).
LC-MS: positiv [m/z] = 347.0 ([M+H]"). Reinheit: 97%.

Synthese von (2R,3R,4S)-2-(2,6-Dichloro-9H-purin-9-yl)tetrahydrothiophene-3,4-

diol
Cl
N \N
¢ |
N/)\CI

Das 2,6-Dichloro-9-((3aR,6aS)-2,2-dimethyltetrahydrothieno[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-purin
(100 mg, 0.29 mmol, 1.0 Ag.) wird in THF (1 mL) gelést und mit 2 m HCI (0.6 mL) versetzt.
Nach 15 h bei RT wird das Lésemittel entfernt und das Rohprodukt mittels Flash gereinigt. Das
Produkt wird mit 45 mg, 0.15 mmol, 51% (Lit.: 96%) erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.07 (s, 1H), 5.92 (d, 3Jun = 7.15 Hz, 1H), 5.63 (d,
3Jnun = 5.86 Hz, 1H), 5.42 (d, 3Jun = 4.12 Hz, 1H), 4.61 (ddd, 3Jun = 7.22 Hz, 3Jun = 5.85 Hz,
3Jun = 3.22 Hz, 1H), 4.36 (p, 3Jun = 3.71 Hz, 1H), 3.45 (dd, 3Jun = 10.86 Hz, 3Jun = 4.09 Hz,
1H), 2.83 (dd, 3Ju 4 = 10.87 Hz, 3Jupu = 2.94 Hz, 1H). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
153.6 (Cg), 151.0 (Cy), 149.7 (Cy), 147.5 (CH), 130.9 (Cy), 78.9 (CH), 72.1 (CH), 62.4 (CH),
34.7 (CHy). LC-MS: positiv [m/z] = 307.1 ([M+H]*). Reinheit: 97%.

Synthese von (2R,3R,4S)-2-(2-Chloro-6-((3-iodobenzyl)amino)-9H-purin-9-
yDtetrahydrothiophen-3,4-diol

HN
ast

H

Q.
o

H

Das (2R,3R,4S5)-2-(2,6-Dichloro-9H-purin-9-yl)tetrahydrothiophene-3,4-diol (20 mg,
0.0654 mmol, 1.0 Ag.) wird mit 3-lodobenzylamin x HCI (26.2 mg, 0.098 mmol, 1.5 Aq.) in
Ethanol (650 pL) versetzt. Nach Zugabe von Triethylamin (13.15 mg, 0.13 mmol, 2.0 Aqg.) wird
auf 80 °C fir 2 h erhitzt, das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
mittels Flash gereinigt. Das Produkt wird mit 24 mg, 0.048 mmol, 73% (Lit.: 84%) erhalten.
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IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.88 (t, 3Jun = 6.09 Hz, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.74 (t, 3Jux
= 1.60 Hz, 1H), 7.60 (dt, 3Jun = 7.88 Hz, 3Jun = 1.32 Hz, 1H), 7.35 (d, 3Jupn = 7.74 Hz, 1H),
7.13 (t, 3Jup = 7.72 Hz, 1H), 5.81 (d, 3Jup = 7.24 Hz, 1H), 5.55 (d, 3Jnpn = 5.91 Hz, 1H), 5.36
(d, 3Jun = 4.04 Hz, 1H), 4.64—4.55 (m, 3H), 4.36—4.32 (m, 1H), 3.41 (dd, 3Jnn = 10.86 Hz, 3Jnn
= 4.14 Hz, 1H), 2.80 (dd, 3Jun = 10.93 Hz, 3Juu = 2.92 Hz, 1H). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-
de) & [ppm] = 154.8 (Cy), 153.0 (Cqg), 150.3 (Cy), 141.9 (Cy), 140.6 (CH), 136.0 (CH), 135.6
(CH), 130.5 (CH), 126.8 (CH), 118.4 (C,), 94.7 (Cy), 78.6 (CH), 72.1 (CH), 61.5 (CH), 42.5
(CH2), 34.4 (CH,). LC-MS: positiv [m/z] = 504.0 ([M+H]*). Reinheit: 95%.

5.7 Synthese der Linker

Synthese von N-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl)-2-phenylacetamid?%®

O

ermlongy

Unter Schutzgas (Ar) wird 2-(2-Aminoethoxy)ethan-1-ol (2.63 g, 25.0 mmol, 1.0 Ag.) in CH.Cl,
(23 mL) gelost und Triethylamin (2.56 g, 25.0 mmol, 1.0 Ag.) zugegeben. Unter Eiskiihlung
wird Chlorameisensaurebenzylester (4.26 g, 25.0 mmol, 1.0 Ag.) in CH.Cl> (20 mL)
tropfenweise addiert. Nach 18h bei RT wird die Losung mit ges. NaHCO3-Lsg gewaschen und
die wassrige Phase mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Saulenchromatographische Reinigung an SiO; (CH: EtOAc 1:2) ergibt das Produkt mit 4.34 g,
19.4 mmol, 78% (Lit.: 97%)>%°.

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 7.40-7.27 (M, 5H, Harom.), 7.23 (t, 3Jun = 5.90 Hz, 1H,
NH), 5.02 (s, 2H, COOCHy), 4.54 (t, 3Jun = 5.51 Hz, 1H, OH), 3.48 (dt, 3Jun = 5.52 Hz, 3Jun =
5.52 Hz, 2H, CH;OH), 3.41 (t, 3Jun = 5.90 Hz, 2H, NHCH.CH), 3.40 (t, 3Jun = 5.48 Hz, 2H,
CH,CH,0H), 3.16 (dt, Jun = 5.88 Hz, 3Jun = 5.88 Hz, 2H, NHCH,). ¥C-NMR (126 MHz,
DMSO-dg) 6 [ppm] = 156.1 (Cq, Camid), 137.2 (Cq, Carom.), 128.3 (CH, Caom.), 127.7 (CH, Caom.),
127.7 (CH, Carom), 72.1 (CH2, CH2CH,0H), 69.1 (CH>, NHCH>CH>), 65.2 (CH2, COOCH,), 60.2
(CH2, CH20H), 40.2 (CH2, NHCH,). LC-MS: positiv [m/z] = 239.9 ([M+H]*), 257.0 ([M+NH.]*).
Reinheit: 94%.

249



EXPERIMENTALTEIL

Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)acetat-tert-

butylester?®

O
l/c F/d K/g Jib ¢
Lh Gle HE
O

Unter Schutzgas (Ar) wird N-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl)-2-phenylacetamid (2g, 8.36 mmol,
1.0 Ag.) in THF (32 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Folgend wird Natrium-tert-butanolat
(L™ in THF, 938 mg, 8.36 mmol, 1.0 Aq.) zugetropft und fur 30 min bei 0 °C gerihrt.
AnschlieRend wird t-Butyl-2-bromoacetat (1.8 g, 9.19 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft und fur 24 h
bei RT gerthrt. Die Reaktion wird durch Wasserzugabe beendet und das Lésemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird in Ethylacetat aufgenommen und die
wassrige Phase mit Ethylacetat (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden Uber MgSQO4 getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an SiO; (CH:EE 5:1-> 2:1) wird das Produkt mit 1.43 g,
4 mmol und 48% (Lit.: 63%)2% erhalten.

'H NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.38-7.28 (m, 5H, a), 5.10 (s, 2H, b), 5.38 (bs, 1H, NH),
3.99 (s, 2H, c), 3.70-3.66 (m, 2H, d), 3.66—3.63 (m, 2H, e), 3.61-3.55(m, 2H, f), 3.43-3.38 (m,
2H, g), 1.46 (s, 9H, h). 3C-NMR (151 MHz, CDCls) & [ppm] = 169.7 (Cq, A), 156.6 (Cq, B),
136.8 (Cq, C), 128.6 (CH, D), 128.2 (CH, D), 128.2 (CH, D), 81.9 (Cq, E), 70.9 (CH, F), 70.4
(CH2, G), 70.3 (CH>, H), 69.1 (CHy, 1), 66.8 (CH>, J), 41.0 (CH2, K), 28.2 (CH3, L). LC-MS:
positiv [m/z] = 354.2 ([M+H]*), 257.0 ((M+NH.]*). Reinheit: 94%.

Synthese von tert-Butyl-2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)acetat

B A a b Cle

0 NH
D/f>\/ \QA c d 2

Unter Schutzgas (Ar) wird N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)acetat-tert-
butylester (200 mg, 0.56 mmol, 1.0 Ag.) in Methanol (2.0 mL) gelést und 10% Pd/C (20 mg)
addiert. Die Atmosphéare wird von Ar auf H, getauscht und fiir 8 h bei RT geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wird tber Celite filtriert und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt wird mit 122.0 mg, 0.55 mmol, 100% (Lit.: 2°°95%) erhalten.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 3.98 (s, 2H, a), 3.59-3.55 (m, 2H, b), 3.53-3.49 (m,
2H, c), 3.37-3.34 (m, 2H, d), 2.66-2.62 (m, 2H, e), 1.42 (s, 9H, f). *C-NMR (151 MHz, DMSO-
ds) 6 [ppm] = 169.4 (Cq, A), 80.6 (Cq, B), 73.0 (CH), 69.9 (CH>), 69.5 (CH>), 68.1 (CH2), 41.3
(CHy, C), 27.7 (CHs, D). LC-MS: positiv [m/z] = 220.2 ([M+H]") Reinheit: nicht bestimmbar.
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5.7.1 Synthese der Sulfonate

Unter Schutzgas (Ar) wird das Glycol (1.0 Ag.) in Dichlormethan (0.1 m) gelést und
Tosylchlorid (1.0 Ag.), Ag-O (1.2 Ag.) und KI (0.1 Aqg.) addiert. Nach 20 h bei RT wird die
Reaktionslosung lber Celite filtriert und das Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung an SiO. (Dichlormethan:Methanol XX:XX) wird

das Produkt erhalten.

Synthese von 2-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-
methylbenzenesulfonat

\ 7/

RSt Y

Tetraethylenglycol (10.0 g, 51.5 mmol, 1.0 Aq.); Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute:
10.6 g, 30.4 mmol, 59%.

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 7.81-7.76 (M, 2H, Hres), 7.50—7.47 (M, 2H, Hros), 4.54
(t, 3Jnp = 5.51 Hz, 1H, OH), 4.14-4.09 (m, 2H, SOCH,), 3.60-3.55 (m, 2H, HOCH), 3.52-3.46
(M, 6H, 3x CHy), 3.45 (s, 4H, 2X CHy), 3.41 (t, 3Jun = 5.27 Hz, 2H, CHy), 2.42 (s, 3H, Hros). 13C-
NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 144.9 (Cq, Cros), 132.4 (Cq, Cros), 130.1 (2x CH, CHros),
127.6 (2x CH, CHros), 72.3 (CHy), 70.0 (CH,), 69.8 (CHs), 69.7 (CHs), 69.7 (CH.), 69.6 (CH>),
67.9 (CH,), 60.2 (CHz, HOCH,), 21.1 (CHs, CHaros). LC-MS: positiv [m/z] = 348.9 ([M+H]"),
366.0 ([M+NH.4]*). Reinheit: 98%.

Synthese von 14-Hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl-4-methylbenzensulfonat

\ 7/

HO\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/S\Q\

Pentaethylenglycol (200 mg, 0.84 mmol, 1.0 Ag.); Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute:
283 mg, 0.72 mmol, 86%.

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 7.81~7.76 (M, 2H, Hros), 7.51~7.46 (M, 2H, Hros), 4.54
(t, 3Jnpn = 5.50 Hz, 1H, OH), 4.13-4.09 (m, 2H, SOCH>), 3.60-3.55 (m, 2H, HOCH,), 3.52-3.38
(M, 16H, 8x CHy), 2.42 (s, 3H, Hros). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 144.9 (Cq, Cros),
132.4 (Cq, Cros), 130.1 (2x CH, CHros), 127.6 (2x CH, CHros), 72.3 (CHs), 70.0 (CH.), 69.8
(CHs), 69.8 (CHz), 69.7 (CH2), 69.7 (2x CHy), 69.6 (CH2), 67.9 (CH), 60.2 (CHz, HOCH3), 21.1
(CHs, CHaros). LC-MS: positiv [m/z] = 392.9 ([M+H]"), 410.1 ([M+NH.]"). Reinheit: 99%.

251



EXPERIMENTALTEIL

5.7.2 Synthese der Azide

Unter Schutzgas (Ar) wird das Sulfonat (1.0 Aqg.) in Dimethylformamid (0.5 m) geldst und NaNs
(1.1 Aqg.) addiert. Nach 20 h bei 140 °C wird das Losemittel verdampft und der Riickstand mit
Dichlormethan (4x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tiber MgSO4
getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
séulenchromatographischer Reinigung an SiO. (Dichlormethan:Methanol XX:XX) wird das

Produkt erhalten.

Synthese von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol
Ho/\/o\/\o/\/o\/\N3

2-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzenesulfonat (9 g, 25.9 mmol,
1.0 Aq.); Dichlormethan:Methanol 95:5; 4.34 g, 19.8 mmol, 77%.

H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 4.55 (t, 3Jun = 5.37 Hz, 1H, OH), 3.62-3.45 (m, 12H,
6x CHy), 3.44-3.36 (m, 4H, 2x CHy). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 72.3 (CH,),
69.8 (CH>), 69.8 (CH), 69.7 (CH2), 69.7 (CH2), 69.2 (CH), 60.2 (CH2, HOCHz), 50.0 (CHz,
N3CH>). LC-MS: positiv [m/z] = 220.0 ([M+H]*). Reinheit: mittels NMR 95%.

Synthese von 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-ol
HO o ™ O o O,

14-Hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl-4-methylbenzensulfonat (2 g, 5.1 mmol, 1.0 Aq.);
Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 1.16 g, 4.4 mmol, 86%.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 4.53 (t, 3Jun = 5.39 Hz, 1H, OH), 3.63-3.45 (m, 16H,
8x CHy), 3.45-3.36 (m, 4H, 2x CHy). 3 C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 72.3 (CH>),
69.8 (CH>), 69.8 (CH.), 69.8 (CH2), 69.7 (CH2), 69.7 (CH), 69.7 (CH), 69.2 (CH>), 60.2 (CH,
HOCH>), 50.0 (CH2, N3sCH>). LC-MS: positiv [m/z] = 264.0 ([M+H]"). Reinheit: mittels NMR
95%.

5.7.3 Synthese der Sulfite?”’

Unter Schutzgas (Ar) wird das Glycol (1.0 Ag.) in Dichlormethan (0.035 M) gelost und
Diisopropylamin (4.8 Ag.) und DMAP (0.05 Ag.) addiert. Die Reaktionslosung wird auf 0 °C
gekuhlt und Thionylchlorid (2.0 Aq.) in Dichlormethan (0.42 m) tber 1 h hinzugegeben. Nach
1 h bei 0 °C wird mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und mit Dichlormethan extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden tUber MgSO. getrocknet und das Losemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Saulenchromatographische Reinigung an SiO, (XX) ergibt das
Produkt.
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Synthese von 1,3,6,9,12-Pentaoxa-2-thiacyclotetradecan 2-oxid

0.0

%

Tetraethylenglycol (1.01 g, 5.15mmol, 1.0 Ag.); Cyclohexan:Ethylacetat 1:1; Ausbeute:
746 mg, 3.31 mmol, 64% (Lit.: 84%)2"".

Synthese von 1,3,6,9,12,15-Hexaoxa-2-thiacycloheptadecan-2-oxid

O—\_O\j

Pentaethylenglycol (1 g, 4.2 mmol, 1.0 Aq.)

LC-MS: positiv [m/z] = 284.9 ([M+H]", 302.0 [M+NH,]"). Reinheit: nicht bestimmbar.

5.7.4 Synthese der Sulfate?’’

Das Sulfit (1.0 Ag) wird in Acetonitril/Tetrachlorkohlenstoff/Wasser (2/2/3, 0.1 m, 0.1 m,
0.07 m) geldst und bei 0 °C Natriumperiodat (1.2 Ag.) und RuCls x H.O (0.005 Ag.) addiert.
Nach 1 h bei RT wird solange Natriumperiodat hinzugegeben, bis kein Startmaterial mehr
vorhanden ist. Die wassrige Phase wird abgetrennt und mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter
vermindertem Druck entfernt. Saulenchromatographische Reinigung an SiO, (XX) ergibt das

Produkt.

Synthese von 1,3,6,9,12-Pentaoxa-2-thiacyclotetradecan 2-oxid

O 7

B4
0

0
N o
0

1,3,6,9,12-Pentaoxa-2-thiacyclotetradecan 2-oxid (746 g, 3.31 mmol, 1.0 Aqg);
Cyclohexan/Ethylacetat 1:1; Ausbeute 739 mg, 2.9 mmol, 87% (Lit.: 87%)?"".
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IH-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 4.50—4.45 (m, 4H, 2x SOCH,), 3.87-3.82 (m, 4H, 2x
CHa), 3.71-3.66 (M, 4H, 2x CHy), 3.68-3.63 (M, 4H, 2x CH.). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds)
0 [ppm] = 72.3 (2x CHy), 70.9 (2x CH,), 70.8 (2x CH,), 68.6 (2x CH). LC-MS: positiv [m/z] =
256.9 ([M+H]*, 274.0 [M+NH,]*). Reinheit: aus NMR >90%.

Synthese von 1,3,6,9,12,15-Hexaoxa-2-thiacycloheptadecan-2,2-dioxid

o /M
~8-0 O]

a
_\—o\)

1,3,6,9,12,15-Hexaoxa-2-thiacycloheptadecan-2-oxid (2.8 g, 9.9 mmol, 1.0 Aq); Ethylacetat.

LC-MS: positiv [m/z] = 300.9 ([M+H]*, 317.8 [M+NH4]"). Reinheit: nicht bestimmbar.

5.7.5 Synthese der Verlangerungsprodukte?’’278

Unter Schutzgas (Ar) wird das Azid (1.0 Ag.) und NaH (1.2 Ag.) in THF (0.075 M) geldst und
ftir 20 min bei 0 °C gerthrt. Folgend wird das zyklische Sulfat (1.2 Aq.) in THF (0.4 m) addiert
und fur 24 h bei RT geruhrt. Nach DC-Kontrolle wird Wasser und konz H.SO4 addiert und bis
zum volistandigen Umsatz refluxiert. Die Reaktionslésung wird mit ges. NaHCO;-Ldsung
gewaschen und mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tber
MgSOs getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
séulenchromatographischer Reinigung an SiO. (Dichlormethan:Methanol XX:XX) wird das
Produkt erhalten.

Synthese von 23-Azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol
HO\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/N3

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (500 mg, 2.3 mmol, 1.0 Aq.);
Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 791 mg, 2.0 mmol, 87% (Lit.: 88%)2"8.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 4.55 (t, 3Jun = 5.45 Hz, 1H, OH), 3.61-3.59 (m, 2H,
CH,), 3.57-3.46 (m, 26H, 13 x CH2), 3.42-3.40 (m, 2H, CH>), 3.40-3.38 (m, 2H, CH,). 3C-
NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 72.5 (CH), 70.0 (CH2), 70.0 (CH2), 69.9 (8 x CH), 69.9
(CH2), 69.9 (CHy), 69.4 (CH>), 60.4 (CH), 50.2 (CH). LC-MS: positiv [m/z] = 396.0 ([M+H]"),
413.0 ([M+NH.]*). Reinheit: mittels NMR >95%.
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Synthese von 29-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27-nonaoxanonacosan-1-ol
HO O O O O O
3

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 4.54 (t, 3Jun = 5.30 Hz, 1H, OH), 3.60 (t, 3Jun =
5.00 Hz, 2H, N3CH,CH>), 3.57-3.46 (M, 34H, 17X CHy), 3.41 (t, 3Jun = 5.30 Hz, 2H, HOCH>),
3.39 (t, 33y = 5.00 Hz, 2H, NsCHs). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 72.3 (CH.), 69.8
(2x CHy), 69.8 (13x CHy), 69.7 (CHy), 69.2 (CHz), 60.2 (HOCH;), 50.0 (NsCH,). LC-MS: positiv
[m/z] = 484.4 ([M+H]"), 501.3 ([M+NH4]*). Reinheit: mittels NMR 96%.

Synthese von 35-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33-undecaoxapentatriacontan-
1-ol

HO 0 O O g O O O N

23-Azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (591 mg, 1.5 mmol, 1.0 Aq.);
Dichlormethan:Methanol 92:8; Ausbeute: 694 mg, 1.2 mmol, 81% (Lit.: 81%)8.

!H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 4.54 (t, 3Jun = 5.46 Hz, 1H, OH), 3.62-3.58 (m, 2H,
CHy), 3.58-3.46 (m, 42H, 21 x CHy), 3.43-3.34 (m, 4H, 2 x CH,). *C-NMR (126 MHz, DMSO-
ds) 6 [ppm] = 72.3 (CH>), 69.8 (2 x CH>), 69.8 (17 x CH>), 69.7 (CH>), 69.2 (CH>), 60.2 (CHy),
50.0 (CH2). HRMS (ESI-QTOF) berechnet flr Cz4Hi9N3012 [M+H]*: 572.3389; gefunden:
572.3389. Reinheit: mittels NMR >95%.

Synthese von 47-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45-

pentadecaoxaheptatetracontan-1-ol

[0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/ Na
O/\/O\/\O/\/OH

35-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33-undecaoxapentatriacontan-1-ol (494 mg, 0.86 mmol,
1.0 Ag.); Dichlormethan:Methanol 92:8; Ausbeute: 529 mg, 0.71 mmol, 82% (Lit.: 83%)>7®.

H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 4.53 (t, 3Jun = 5.49 Hz, 1H, OH), 3.63-3.57 (m, 2H,
CHy), 3.57-3.45 (m, 58H, 29 x CHy), 3.45-3.33 (M, 4H, 2 x CH,). *C-NMR (126 MHz, DMSO-
de) O [ppm] = 72.3 (CH>), 69.8 (2 x CHy), 69.8 (24 x CH>), 69.7 (CH>), 69.2 (CH>), 60.2 (CHy),
50.0 (CHy), 39.5 (CH2). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur Cs;HesN3O16 [M+H]*: 748.4438;
gefunden: 748.4426. Reinheit: mittels NMR >95%.
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Synthese von 59-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57-

nonadecaoxanonapentacontan-1-ol

[O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/ N3

47-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45-pentadecaoxaheptatetracontan-1-ol
(279 mg, 0.37 mmol, 1.0 Aqg.), Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 273 mg, 0.30 mmol,
80% (Lit.: 87%)278.

!H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 4.55 (t, 3Jun = 5.49 Hz, 1H, OH) 3.60 (m, 2H, CH>),
3.57-3.46 (m, 74H, 37 x CHy), 3.43-3.37 (m, 4H, 2 x CH>). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
[ppm] = 72.3 (CH>), 69.8 (CH>), 69.8 (CH>), 69.8 (CH>), 69.7 (33 x CHy), 69.2 (CH>), 60.2 (CH>),
50.0 (CH,). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CaoHsiN3O29 [M+NH.]*: 941.5752; gefunden:
941.5742. Reinheit: mittels NMR >95%.

5.7.6 Synthese der Ester?’®

Unter Schutzgas (Ar) wird das Azid (1.0 Ag.) in Tetrahydrofuran (1 M) und bei 0 °C NaH
(1.5 Aqg.) addiert. Nach 20 min wird tert-Butylbromoacetat (2.0 Aqg.) zugetropft. Nach 18 h bei
RT wird die Reaktionslosung mit Wasser versetzt und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden tber MgSO, getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem
Druck entfernt. S&ulenchromatographische Reinigung an SiO: (Dichlormethan:Methanol
XX:XX) ergibt das Produkt.

Synthese von tert-Butyl-14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat

o
j\O)K/O\/\O/\/O\/\O/\/ N3

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (2.04g, 4.6 mmol, 1.0 Ag.);
Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 760 mg, 2.3 mmol, 50% (Lit.: 53%)2?8.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, COOCH,), 3.63-3.50 (m, 14H, 7x CH>),
3.40-3.37 (m, 2H, N3CHy), 1.42 (s, 9H, 3x CHs). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] =
169.3 (Cq, CO), 80.6 (Cq, Crauy), 69.8 (CH2), 69.8 (CH2), 69.8 (CH2), 69.7 (CH2), 69.7 (CH2),
69.7 (CHy), 69.2 (CH2), 68.1 (CH2), 50.0 (CH2, N3CH>), 27.8 (CHs, 3x CHs). LC-MS: positiv
[m/z] = 351.0 ([M+NH.]*). Reinheit: mittels NMR 96%.
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Synthese von tert-Butyl-17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat

(0]
>‘\O)K/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N3

14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-ol (436 mg,1.66 mmol, 1.0 Aq.);
Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 359 mg, 0.95 mmol, 57%.

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 3.98 (s, 2H, COOCH,), 3.62-3.49 (m, 18H, 9x CH,),
3.40-3.37 (m, 2H, CH_), 1.42 (s, 9H, 3 x CH3). *C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.3
(Cq, CO), 80.6 (Cq, Cruyl), 69.8 (CH2), 69.8 (CH>), 69.8 (CH>), 69.7 (2x CH>), 69.7 (CH>), 69.7
(2x CHy), 69.2 (CHy), 68.1 (CH2), 50.0 (CH2, N3CH>), 27.7 (CHs, 3x CH3). LC-MS: positiv [m/z]
= 395.1 ([M+NH.4]"). Reinheit: mittels NMR 96%.

Synthese von tert-Butyl-26-azido-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosanoat

0]

23-Azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (200 mg, 0.51 mmol, 1.0 Aq.),
Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 170 mg, 0.33 mmol, 65% (Lit.: 64%)2'8,

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CO,CH), 3.62-3.50 (m, 30H, 15 x CH>),
3.41-3.37 (m, 2H, CH), 1.42 (s, 9H, 3 x CHz). 3 C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.5
(Cq, Ccarbonyl), 80.8 (Cq, C(CHs)3), 70.0 (CH2), 70.0 (CH>), 69.9 (9 x CHy), 69.9 (CH>), 69.8 (2 x
CH,), 69.4 (CH,), 68.3 (CH2), 50.2 (CH,), 27.9 (3 x CHs, C(CHs)3). HRMS (ESI-QTOF)
berechnet fur C2Ha3sN3010 [M+NH4]": 527.3287; gefunden: 527.3267. Reinheit: mittels NMR
>95%.

Synthese von tert-Butyl-38-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-

dodecaoxaoctatriacontanoat

0]
>I\OJ\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ N3

35-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33-undecaoxapentatriacontan-1-ol (200 mg, 0.35 mmol,
1.0 Aq.); Dichlormethan:Methanol 96:4; Ausbeute: 141 mg, 0.21 mmol, 59% (Lit.: 67%)?"®.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 3.98 (s, 2H, CO,CH), 3.62—3.58 (m, 2H, CH,), 3.58—
3.54 (M, 4H, 2 x CHy), 3.54-3.49 (m, 40H, 20 x CH,), 3.40-3.37 (m, 2 X CH,) 1.42 (s, 9H, 3 X
CHa). ¥C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.3 (Cq, Ccarbony), 80.6 (Cq, C(CHs)s), 69.8
(CH,), 69.8 (CH,), 69.8 (17 X CH;), 69.7 (CH,), 69.7 (2 x CHy), 69.2 (CH,), 68.1 (CHy), 50.0
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(CHy), 27.7 (3 x CH3, C(CHs3)3). LC-MS: positiv [m/z] = 703.1 ([M+NH4]%). Reinheit: mittels
NMR 95%.

Synthese von tert-Butyl-50-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxapentacontanoat

[o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ N3

o<

47-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45-pentadecaoxaheptatetracontan-1-ol
(250 mg, 0.33 mmol, 1.0 Ag.); Dichlormethan:Methanol 95:5; Ausbeute: 96 mg, 0.11 mmol,
34% (Lit.: 65%)28.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CO.CH>), 3.61-3.59 (m, 2H, CH), 3.58—
3.54 (m, 4H, 2 x CHy), 3.55-3.49 (m, 56H, 28 x CHz), 3.40-3.37 (m, 2H, 2 x CHy), 1.42 (s, 9H,
3 X CH3). 13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.3 (Cg, Ccarbonyl), 80.6 (Cq, C(CH3)3), 69.8
(CH>), 69.8 (CHy), 69.8 (25 x CH>), 69.7 (CH>), 69.7 (2 x CH2), 69.2 (CH>), 68.1 (CH>), 50.0 (CH>),
27.7 (3 X CHs, C(CHz3)3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet flr CssH7sN3O1s [M+NH4]*: 879.5384;
gefunden: 879.5390. Reinheit: mittels NMR 95%.

Synthese von tert-Butyl-62-azido-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60-

icosaoxadohexacontanoat

[O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ N3
O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O;\
oo

59-Azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57-
nonadecaoxanonapentacontan-1-ol (273 mg, 0.3 mmol, 1.0 Ag.); Dichlormethan:Methanol
95:5; Ausbeute: 212 mg, 0.20 mmol, 68%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.97 (s, 2H, CO.CH), 3.61-3.58 (m, 2H, CH), 3.58—
3.54 (m, 4H, 2 x CHy), 3.54-3.49 (m, 72 H, 36 x CH>), 3.40-3.37 (m, 2H, CH), 1.42 (s, 9H, 3
X CHg). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 169.4 (Cq, Ccarbonyi), 80.6 (Cq, C(CHs)s), 69.9
(CH2), 69.8 (CH>), 69.8 (33 x CH2), 69.7 (CH), 69.7 (2 x CH>), 69.2 (CH), 68.1 (CH.), 50.0
(CH2), 27.8 (3 x CHs, C(CHs)3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CasHo1N3O22 [M+NH4]*:
1055.6432; gefunden: 1055.6221. Reinheit: mittels NMR 95%.
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5.7.7 Synthese der Amine (Methode A)

Unter Schutzgas (Ar) wird der Ester (1.0 Ag.) in Dichlormethan (1 mL/100 mg Edukt) gelost
und 10% Pd/C (10 mg/100 mg Edukt) addiert. Die Atmosphare wird von Ar auf H, getauscht
und fur 8 h bei RT gertuihrt. Das Reaktionsgemisch wird tber Celite filtriert und das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung an SiOz (7 N NHz in
Methanol:Dichlormethan XX:XX) ergibt das Produkt.

Synthese von tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat

O
>‘\O)K/O\/\O/\/O\/\O/\/ NH;

tert-Butyl-14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (400 mg, 1.2 mmol, 1.0 Ag.); 7 N NHs in
Methanol:Dichlormethan 5:95; Ausbeute: 240 mg, 0.78 mmol, 71%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CO.CH), 3.58-3.55 (m, 2H, CH), 3.55—
3.47 (m, 12H, 6 x CHy), 3.36-3.33 (t, ®Jun = 5.85 Hz, 2H, CH,), 2.63 (t, 3Jun = 5.83 Hz, 2H,
NH.), 1.42 (s, 9H, 3 x CHg). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.4 (Cq, Ccarbonyl), 80.7
(Cq, C(CHg)3), 73.0 (CH>), 69.9 (CH>), 69.8 (CH.), 69.8 (CH>), 69.8 (CH.), 69.7 (CH>), 69.6
(CH2), 68.1 (CH2), 41.3 (CHy), 27.8 (3 x CH3, C(CHj3)3). LC-MS: positiv [m/z] = 308.1 ([M+H]*).
Reinheit: mittels NMR 95%.

Synthese von tert-Butyl-17-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat

0]
>‘\0J\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\NH
2

tert-Butyl-17-azido-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecanoat (100 mg, 0.26 mmol, 1.0 Aq.). Keine

Reinigung, da bis zu dem Zeitpunkt noch keine Methode gefunden wurde.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 3.98 (s, 2H, COOCH,), 3.58-3.48 (m, 18H, 9x CH),
3.37-3.33 (M, 2H, CHy), 2.64 (t, 3Jun = 5.82 Hz, NH,) 1.42 (s, 9H, 3x CHa). *C-NMR (151
MHz, DMSO-de) & [ppm] = 169.3 (Cq, CO), 80.6 (Cq, Ctauy), 73.0 (CHa, CO2CH,0), 69.8 (CHy),
69.8 (CHy), 69.8 (CH,), 69.8 (CH,), 69.8 (CH), 69.7 (CH), 69.7 (CHs), 69.6 (CH5), 68.1 (CHy)
41.3 (CH2, NH2CHy), 27.8 (CHs, 3x CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 351.8 ([M+H]*). Reinheit: aus
NMR >90%.

Synthese von tert-Butyl-26-amino-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosanoat

(0]
j\oko\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/NHz

tert-Butyl-26-azido-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosanoat (170 mg, 0.33 mmol, 1.0 Aqg);
7 N NHs in Methanol:Dichlormethan 5:95; Ausbeute: 90.8 mg, 0.19 mmol, 57%.
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CO,CH,), 3.59-3.54 (m, 2H, CH>), 3.55—
3.46 (m, 28H, 14 x CHy), 3.35 (t, 3Jun = 5.81 Hz, 2H, CHy), 2.64 (t, 3Jun = 5.79 Hz, 2H, NH>),
1.42 (s, 9H, 3 x CH3). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.3 (Cg, Ccarbonyt), 80.6 (Cq,
C(CHz3)3), 73.0 (CH2), 69.8 (CH2), 69.8 (CH.), 69.8 (9 x CH2), 69.7 (CH2), 69.7 (CH2), 69.6
(CH2), 68.1 (CH), 41.3 (CH2), 27.7 (3 x CHs, C(CHs)s). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
C22HasNO1o [M+H]": 484.3116; gefunden: 484.3106. Reinheit: mittels NMR 95%.

5.7.8 Synthese der Amine (Methode B)?"®

Unter Schutzgas (Ar) wird der Ester (1.0 Ag.) in Tetrahydrofuran (0.04 M) gel6st und
Triphenylphosphan (2.0 Ag,) addiert. Nach 24 h bei RT wird Wasser (5.0 Aq.) dazugegeben
und fur 3 h bei RT gerthrt. Folgend wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt mittels sdulenchromatographischer Reinigung an SiO; (7N NHs in
MeOH:Dichlormethan XX:XX) gereinigt.

Synthese von tert-Butyl-38-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-

dodecaoxaoctatriacontanoat

(@]
>|\O)J\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ NH;

tert-Butyl-38-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxaoctatriacontanoat (313 mg,
0.19 mmol, 1.0Aq.); 7N NHs in Methanol:Dichlormethan 7:93; Ausbeute: 109.1 mg,
0.17 mmol, 87%.

!H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.97 (s, 2H, CO.CH), 3.58-3.55 (m, 2H, CH), 3.54—
3.48 (m, 44H, 22 x CHy), 3.35 (t, ®Jun = 5.80 Hz, 2H, CHy), 2.64 (t, 3Jun = 5.77 Hz, 2H, NH,),
1.42 (s, 9H, 3 x CHs). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.4 (Cq, Ccarbonyl), 80.7 (Cq,
C(CHz3)3), 72.9 (CH2), 69.9 (CH2), 69.8 (2 x CH2), 69.8 (16 x CH), 69.8 (CH.), 69.7 (CH.), 69.6
(CH), 68.1 (CH2), 41.3 (CHy), 27.8 (3 x CHs, C(CHs)3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur
C30He1NO14 [M+H]*: 660,4165; gefunden: 660,4129. Reinheit: mittels NMR 93%.

Synthese von tert-Butyl-50-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-

hexadecaoxapentacontanoat

[O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/O\/\O/\/ NH,

O/\/O\/\o/\/ol
o<

tert-Butyl-50-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxapentacontanoat  (89.1 mg, 0.103 mmol, 1.0 Aq.); 7N NHs3 in
Methanol:Dichlormethan 10:90; Ausbeute: 77.7 mg, 0.093 mmol, 90%.
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CHy), 3.58-3.55 (m, 2H, CH>), 3.54-3.48
(m, 60H, 30 x CHy), 3.36 (t, *3Jun = 5.80 Hz, 2H, CH,), 2.65 (t, 3Jun = 5.77 Hz, 2H, NHy), 1.42
(s, 9H, 3 x CHgs). ¥C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.3 (Cqg, Ccarbony), 80.6 (Cq,
C(CHa)3), 72.9 (CH), 69.8 (CH2), 69.8 (26 x CH), 69.7 (CH.), 69.7 (CH.), 69.6 (CH.), 68.1
(CHy), 41.3 (CHy), 27.7 (3 x CHs, C(CHs)3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir CssH77NOss
[M+H]": 836.5213; gefunden: 836.5193. Reinheit: mittels NMR 95%.

Synthese von tert-Butyl-62-amino-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60-

icosaoxadohexacontanoat

[O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/NH2
O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O;\
o<

tert-Butyl-62-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60-
icosaoxadohexacontanoat (200 mg, 0.19 mmol, 1.0 Ag.); 7 N NHz in Methanol:Dichlormethan
8:92; Ausbeute: 140.2 mg, 0.14 mmol, 71%.

H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 3.98 (s, 2H, CH), 3.58-3.55 (m, 2H, CH>), 3.55-3.48
(m, 76H, 38 x CH>), 3.36 (t, *3Jun = 5.79 Hz, 2H, CH,), 2.65 (t, 3Jun = 5.79 Hz, 2H, NHy), 1.42
(s, 9H, 3 x CHg). ®C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 169.3 (Cq, Ccarbonyl), 80.6 (Cq,
C(CHz3)3), 72.9 (CHz2), 69.8 (CH2), 69.8 (2 x CHz2), 69.8 (32 x CH>), 69.7 (CH>), 69.7 (CH>), 69.6
(CH), 68.1 (CH2), 41.3 (CH), 27.7 (3 x CHs, C(CHz)3). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fiir
CasHosNO2, [M+H]*: 1012.6262; gefunden: 1012.6239. Reinheit: mittels NMR 93%.

5.7.9 Synthese der Fmoc-geschiitzten Amine?®

Das Amin (1.0 Aq) wird in THF (0.1 m) gelost und Fmoc-Cl (1.5 Aqg.) sowie gesattigte NaHCOs-
Lésung (2.0 Ag, 1.2 M in H20) bei 0 °C addiert. Nach 4 h bei RT wird gesattigte NaCl-Losung
addiert und mit EtOAc dreimal extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber
MgSOs getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an SiO; (Dichlormethan:Methanol XX:XX) wird das

Produkt erhalten.
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tert-Butyl 1-(9H-fluoren-9-yl)-3-0x0-2,7,10,13,16-pentaoxa-4-azaoctadecan-18-oat

(3

>I\Oj\/0\/\o/\/0\/\o/\/H\H/O ’O
@)

tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (20 mg, 0.065 mmol, 1.0 Ag.); Fmoc-Cl
(25 mg, 0.097 mmol, 1.5Aqg.); NaHCOs (11mg in 0.112mL, 0.13 mmol, 2.0 Aq.);
Dichlormethan:Methanol 96:4; Ausbeute: 31.5 mg, 0.059 mmol, 91% (Lit.: 70%)278.

!H-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.78-7.74 (m, 2H, Harom), 7.63-6.58 (M, 2H, Harom.),
7.41-7.37 (m, 2H, Harom.), 7.33-7.29 (M, 2H, Harom.), 4.40 (d, 3Jun = 6.93 Hz, 2H, CHCH,), 4.22
(t, 3Jun = 6.93 Hz, 1H, CHCH,), 3.99 (s, 2H, COOCH,), 3.71-3.60 (m, 12H, 6x CH,), 3.60-
3.52 (m, 2H, CHy), 3.43-3.43 (m, 2H, CHy), 1.42 (s, 9H, 3x CH3). *3C-NMR (151 MHz, CDCls)
0 [ppm] = 169.3 (Cq, Cester), 156.7 (Cq, Ccarbamat), 144.2 (2 X Cq, Carom.), 141.4 (2 X Cq, Carom.),
127.8 (2 X CH, Caom.), 127.2 (2 X CH, Caom.), 125.2 (2 X CH, Caom.), 120.1 (2 X CH, Caom.), 81.7
(Cq, Ctauyl), 70.8 (CHy), 70.7 (CH2), 70.7 (3 x CHy), 70.5 (CHy), 70.2 (CHy), 69.1 (CH,), 66.7
(CH2), 47.4 (CH, CHCH), 41.1 (CHz2, NHCH), 28.2 (CHs, 3x CHs). LC-MS: positiv [m/z] =
530.5 ([M+H]*). Reinheit: 94% (Aceton im NMR).

5.7.10 Synthese der Sauren?’®

Die geschiitzte Saure (1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.86 M) gelést und Anisol (2.0 Ag.) und
Trifluoressigséure (0.8 M) addiert. Nach 24 h bei RT wird mit Dichlormethan (3x) und die
vereinten organischen Phasen unter vermindertem Druck von Losemittel befreit. Nach

Trocknung unter Hochvakuum wird das Produkt erhalten.

Synthese von 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-0x0-2,7,10,13,16-pentaoxa-4-azaoctadecan-

(2

(0]
(o 1)
HO)K/O\/\O/\/O\/\O/\/N \n/o O

O

18-saure

tert-Butyl 1-(9H-fluoren-9-yl)-3-ox0-2,7,10,13,16-pentaoxa-4-azaoctadecan-18-oat (9.1 mg,
0.017 mmol, 1.0 Aqg); Anisol (3.7 mg, 0.034 mmol, 2.0 Ag.); TFA (21 uL); DCM (196 pL);
Ausbeute: 7,7 mg, 0.0163 mmol, 96%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.90-7.87 (M, 2H, Harom.), 7.71-6.67 (M, 2H, Harom),
7.43-7.39 (M, 2H, Harom)), 7.35-7.31 (M, 2H, Harom.), 7.30 (t, 3Jnn = 5.79 Hz, 1H, NH), 4.29 (d,
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3Jun = 6.95 Hz, 2H, CHCHy), 4.21 (t, 3Jnpn = 6.93 Hz, 1H, CHCH;), 3.96 (s, 2H, COOCH,),
3.59-3.56 (M, 2H, CH;), 3.53-3.51 (M, 2H, CHy), 3.52-3.48 (m, 8H, 4 X CHy), 3.40 (t, 3Jun =
6.00 Hz, 2H, NHCH,CHy), 3.13 (q, 3Jun = 5.93 Hz, 2H, NHCH,CH,). *C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 171.7 (Cq, Csaure), 156.1 (Cq, Ccarbamar), 143.8 (2 X Cq, Carom.), 140.7 (2 X
Caq, Carom.), 127.6 (2 X CH, Carom)), 127.0 (2 X CH, Carom), 125.1 (2 x CH, Carom.), 120.1 (2 X CH,
Carom), 69.7 (CH2), 69.7 (3 x CHa), 69.6 (2 x CH,), 69.5 (CH>), 69.1 (CH), 65.3 (CH,), 46.7
(CH, CHCHy), 40.1 (CH,, NHCH,). ). LC-MS: positiv [m/z] = 474.4 ([M+H]*). Reinheit: 94%.

5.8 Synthese der BODIPY-Derivate (Jan Appelhaus)?®

Synthese von 10-(5-Bromopentyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4\% 5)\4-
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin

Unter Schutzgas (Ar) wird 6-Bromhexansaurechlorid (88.1 mg, 0.41 mmol, 1.0 Ag.) in
Dichlormethan (4.1 mL, 0.1 M) gelost und auf 0°C gekihlt. Darauffolgend wir 2,4-
Dimethylpyrrol (78.5 mg, 0.83 mmol, 2.0 Ag.) in Dichlormethan (1.6 mL, 0.5 M) tber 30 min
zugetropft. Die Reaktionsmischung wird fir 3.5 h bei RT geriihrt und erneut auf 0 °C gekiihlt.
Nach Zugabe von Triethylamin (166.9 mg, 1.65 mmol, 4.0 Ag.) wird fiir 30 min geriihrt, bevor
BF3 x Et,0 (117.2 mg, 0.83 mmol, 2.0 Ag.) addiert wird. Nach 1 h bei RT wird das Lésemittel
entfernt und das Produkt mittels séulenchromatograpischer Reinigung an SiO;
(Petrolether:Ethylacetat 85:15) mit 47.3 mg, 0.12 mmol, 29% (Lit.: 33%)2'° erhalten.

H-NMR (600 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 6.06 (s, 2H, 2 x CH), 3.43 (t, 3Jun = 6.56 Hz, 2H, CH>),
3.00-2.93 (m, 2H, CHy), 2.51 (s, 6H, 2 x CH3), 2.42 (s, 6H, 2 x CH3), 1.96-1.89 (m, 2H, CH>),
1.69-1.63 (M, 4H, 2 x CHy). 13C-NMR (151 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 154.1 (Cq, @), 146.0 (Cq, b),
140.4 (Cq, ), 131.5 (d), 121.8 (2 x CH, e), 33.5 (CHz), 32.3 (CH), 31.1 (CH>), 28.7 (CH>), 28.4
(CH>), 16.6 (2 x CH3), 14.6 (2 x CH3). LC-MS: positiv [m/z] = 474.4 ((M+H]"). Reinheit: 91%.
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Synthese von 10-(5-Azidopentyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 504
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin

Unter Schutzgas (Ar) wird 10-(5-Bromopentyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A%,514-
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin (20 mg, 0.05 mmol, 1.0 Ag.) in DMF (0.4 mL, 0.13 m)
gelést und NaNs (19.5 mg, 0.3 mmol, 6.0 Aq.) addiert. Nach 2 h bei 50 °C wird das Losemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Saulenchromatographische Reinigung an SiO;
(Cyclohexan:Dichlormethan 1:1) ergibt das Produkt mit 14.4 mg, 0.04 mmol, 80%.

!H-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm] = 6.06 (s, 2H, 2 x CH), 3.32 (t, 3Jun = 6.59 Hz, 2H CH,),
2.99-2.92 (m, 2H, CH), 2.51 (s, 6H, 2 x CH3s), 2.41 (s, 6H, 2 x CH3), 1.70-1.63 (m, 4H, 2 x
CHy), 1.62-1.54 (m, 2H, CH>). 3C-NMR (151 MHz, CDCls) & [ppm] = 154.1 (Cq, a), 146.0 (Cq,
b), 140.3 (Cq, c), 131.5 (Cq, d), 121.8 (2 x CH, e), 51.3 (CH2, N3CH>), 31.5 (CH,), 28.8 (CH>),
28.4 (CHy), 27.5 (CHy), 16.6 (2 x CH3), 14.6 (2 x CH3). LC-MS: positiv [m/z] = 339.2 ([M-FT").
Reinheit: 95%.

Synthese von 10-(5-Bromopentyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 5%
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinine-2,8-disulfonsaure

Das Edukt 10-(5-Bromopentyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-414 51*-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-][1,3,2]diazaborinin (10 mg, 0.025 mmol, 1.0 Aqg.) wird in Dichlormethan (240 uL) gelost
und auf -20 °C gekihlt. Folgend wird HSOsCI (5.8 mg, 0.05 mmol, 2.0 Ag.) addiert und fir
30 min geriihrt. Die Reaktionslésung wird mit ges. NaHCOs-L6sung (3 x 10 mL) extrahiert und
die vereinten anorganischen Phasen lyophilisiert. Saulenchromatographische Reinigung an
SiO; (Dichlormethan:Methanol 9:2 + 2% NEts) ergibt 10.5 mg. Ausbeute auf Grund von NEts

im Produkt nicht bestimmbar.
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IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 3.57 (t, 3Jun = 6.59 Hz, 2H CHy), 3.00-2.93 (unter
H,0-Peak, CH.), 2.67 (s, 6H, 2 x CHa), 2.60 (s, 6H, 2 x CHs), 1.92-1.86 (m, 2H, CH.), 1.65—
1.53 (M, 4H, 2 x CH,). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 152.5 (Cq, @), 148.4 (Cq, b),
137.7 (Cy), 137.6 (Cy), 129.7 (Cq, d), 34.9 (CH,), 31.7 (CHy), 30.2 (CHy), 27.9 (CH>), 27.6
(CHy), 13.7 (2 x CHa), 13.6 (2 x CHs). LC-MS: positiv [m/z] = 557.2 ([M+H]*). Reinheit: 98%.

5.9 Synthese der D2-Antagonisten?’3 275

Synthese von tert-Butyl-(4-(2-hydroxyethyl)phenyl)carbamat

/@/\/OH
BocHN

Das Edukt 2-(4-Aminophenyl)ethan-1-ol (2.15g, 15.7 mmol, 1.0 Ag.) wird in Ethylacetat
(30 mL) geldst und Boc.O (3.79 g, 17.4 mmol, 1.1 Ag.) in Ethylacetat (10 mL) addiert. Nach
16 h bei RT wird Wasser (50 mL) dazu gegeben und die Reaktionslésung mit Ethylacetat (3 x
20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden tiber MgSO4 getrocknet und das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird unter Hochvakuum

getrocknet und ohne weitere Reinigung in der nachsten Reaktion verwendet.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.16 (s, 1H, NH), 7.36—7.29 (m, 2H, Harom), 7.09—
7.04 (M, 2H, Harom), 4.54 (¢, 3Jupn = 4.98 Hz, 1H, OH), 3.54 (td, 3Jupn = 6.59 Hz, 3Jup = 6.70 Hz,
2H, CH.CH,0H), 2.64 (t, 3Juy = 7.15 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H, C(CHs)s). *C-NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 152.8 (Cq, Ccarbamat), 137.3 (Cq, Carom.), 133.0 (Cg, Carom.), 128.9 (2 x CH,
Carom), 118.1 (2 X CH, Caom), 78.7 (Cq, C(CHa)s), 62.3 (CH2, CH.CH,OH), 38.4 (CHb,
CH2CH,0H), 28.1 (CHs, C(CHs)s). LC-MS: positiv [m/z] = 237.9 ([M+H]*). Reinheit: 97%.

Synthese von tert-Butyl-(4-(2-bromoethyl)phenyl)carbamat

/@/\/Br
BocHN

Das Edukt tert-Butyl-(4-(2-hydroxyethyl)phenyl)carbamat (2.0 g, 8.4 mmol, 1.0 Ag.) wird in
Dichlormethan (25 mL) gelost und PPh; (3.32 g, 12.6 mmol, 1.5 Ag.) sowie N-Bromsuccinimid
(2.24 g, 12.6 mmol, 1.5 Aq.) bei 0 °C addiert. Nach 4 h wird das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt und séulenchromatographische Reinigung an SiO; (Dichlormethan) ergibt
1.67 g, 5.57 mmol, 66% Lit.: 62%)?"® des Produkts.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.23 (s, 1H, NH), 7.39-7.35 (m, 2H, Harom.), 7.16—
7.12 (m, 2H, Harom.), 3.66 (t, 3Juun = 7.30 Hz, 2H, CHoCH:Br), 3.03 (t, 3Jun = 7.28 Hz, 2H,
CH2CH,Br), 1.47 (s, 9H). 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 152.7 (Cq, Ccarbamar), 138.0
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(Cq, Carom.), 132.4 (Cq, Carom.), 128.8 (2 X CH, Carom.), 118.1 (2 X CH, Carom.), 78.9 (Cq, C(CHs)3),
37.8 (CHz, CHzCHzBI’), 34.6 (CHz, CHzCHzBI’), 28.1 (CH3, C(CH3)3). LC-MS: pOSitiV [m/z] =
300.0 ([M+H]"). Reinheit: 97%.

Synthese von 8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-1-phenyl-1,3,8-

triazaspiro[4.5]decan-4-on
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Unter Schutzgas (Ar) wird 1-Phenyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-4-on (1 g, 4.32 mmol,
1.0 Aq.), 4-Chloro-1-(4-fluorophenyl)butan-1-on (0.65 mL, 3.95 mmol, 1.0 Aq.), KI (718 mg,
4.32 mmol, 1.1 Ag.) und Triethylamin (0.66 ml, 4.73 mmol, 1.2 Aqg.) in Acetonitril (8 mL) geldst
und fir 20 h bei 80 °C gerlhrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und
saulenchromatographische Reinigung an SiO, (Dichlormethan:Methanol 96:4) ergibt
719.6 mg, 1.82 mmol, 46% (Lit.: 63%)?"3.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.57 (s, 1H, a), 8.09-8.03 (m, 2H, b), 7.37-7.31 (m,
2H, c), 7.20-7.15 (m, 2H, d), 6.81-6.77 (m, 2H, €), 6.74 (t, 3Jun = 7.30 Hz, 1H, f), 4.55 (s, 2H,
g9), 3.03 (t, 3Jun = 6.88 Hz, 2H, h), 2.82-2.62 (bs, 4H, i), 2.50-2.42 (m, 2H, j), 2.44-2.34 (m,
2H, k), 1.83 (p, 3Jun = 6.98 Hz, 2H, I), 1.60-1.50 (m, 2H, m). 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds)
0 [ppm] = 198.5 (Cq, A), 176.1 (Cq, B), 164.8 (d, *Jcr = 215.15 Hz, Cq, C), 143.3 (Cq, D), 133.8
(d, “Jcr = 1.99 Hz, Cq, E), 130.8 (d, 3Jcr = 9.37 Hz, 2 x CH, b), 128.9 (2 x CH, d), 117.6 (CH,
f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.73 Hz, CH, c), 114.3 (2 x CH, e), 58.6 (CH, g), 58.2 (Cq, F), 57.0 (CHg,
1), 49.1 (2 x CHy, i), 35.8 (CHz, h), 28.3 (2 x CH2, m, k), 21.5 (CHy, I). LC-MS: positiv [m/z] =
396.0 ([M+H]*). Reinheit: 98%.
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Synthese von tert-Butyl-(4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-
1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)carbamat

c

Unter Schutzgas (Ar) werden 8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-4-on (500 mg, 1.26 mmol, 1.0 Aq.), KOH (353 mg, 0.63 mmol, 0.5 Aqg.),
K.CO3z (697 mg, 5.04 mmol, 4.0 Ag.) und Tetrabutylammoniumbisulfat (129 mg, 0.38 mmol,
0.3 Ag.) in Toluol (26.6 mL) suspendiert und bei 90 °C fiir 30 min geriihrt. Darauffolgend wird
tert-Butyl-(4-(2-bromoethyl)phenyl)carbamate (759 mg, 2.52 mmol, 2.0 Ag.) in Toluol
(3.18 mL) zugetropft. Die Reaktionslosung wird fur 2 Tage bei 90 °C gertihrt, mit NaCl-Lésung
gewaschen, mit Dichlormethan (3 x 50 mL) extrahiert, tber MgSO. getrocknet und das
Lésemittel unter vermindertem Druck entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung mittels
Flash ergibt das Produkt mit 581.7 mg, 0.946 mmol, 75% (Lit.: 65%)"3.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.21 (s, 1H, a), 8.07—8.03 (m, 2H, b), 7.37-7.31 (m,
2H, 2 x CH, ¢), 7.35-7.33 (m, 2H, 2 x CH, n), 7.20-7.16 (m, 2H, 2 x CH, d), 7.13-7.10 (m, 2H,
0), 6.78-6.75 (m, 1H, f), 6.77-6.73 (M, 2H, €), 4.56 (s, 2H, @), 3.53 (t, 3Jun = 7.21 Hz, 2H, p),
3.02 (t, 23Jup = 6.83 Hz, 2H, h), 2.81 (t, 3Jun = 7.21 Hz, 2H, q), 2.75-2.57 (m, 4H, i), 2.45-2.36
(m, 2H, ), 2.38-2.29 (m, 2H, k), 1.86-1.77 (m, 2H, 1), 1.45 (s, 9H, r), 1.42-1.35 (m, 2H, m).
13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 198.5 (Cq, A), 173.1 (Cq, B), 164.9 (d, Xcr =
251.24 Hz, Cq, C), 152.8 (Cq, G), 143.0 (Cq, D), 137.8 (Cq, H), 133.8 (Cq, E), 132.0 (Cq, J),
130.8 (d, 3Jcr = 9.17 Hz, 2 X CH, b), 129.0 (2 x CH, d), 128.8 (2 x CH, 0), 118.2 (2 x CH, n),
118.0 (CH, f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.81 Hz, CH, c), 114.7 (2 X CH, &), 78.9 (Cq, K), 62.8 (CHa, g),
59.5 (Cq, F), 57.0 (CHa, j), 49.0 (2 X CHa, i), 41.3 (CHa, p), 35.8 (CHa, h), 32.0 (CH2, q), 28.5 (2
x CHa, m, k), 28.1 (3 x CHs, 1), 21.5 (CHz, ). LC-MS: positiv [m/z] = 615.3 ((M+H]*). Reinheit:
91%.
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Synthese von tert-Butyl-(4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-
1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)carbamat
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Das Edukt tert-Butyl-(4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)carbamate (460mg, 0.75 mmol, 1.0 Aq.) wird in Dioxan
(2.6 mL) geldst und 4 m HCI in Dioxan (2.6 mL) addiert. Nach 4 h bei RT wird das Lésemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird in NaHCOs-L6sung aufgenommen,
mit Dichlormethan (3 x 20 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet. Sdulenchromatographische Reinigung mittels Flash ergibt das Produkt mit
273 mg, 0.53 mmol, 71% (Lit.: 66%)"3.

!H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.11-7.99 (m, 2H, b), 7.37-7.29 (m, 2H, 2 x CH, c),
7.19-7.14 (m, 2H, 2 x CH, d), 6.90-6.84 (m, 2H, 0), 6.77-6.74 (m, 1H, f), 6.76-6.73 (m, 2H,
e), 6.51-6.45 (m, 2H, 2 x CH, n), 4.83 (bs, 2H, a), 4.53 (s, 2H, g), 3.47 (t, 3Jun = 7.20 Hz, 2H,
p), 3.02 (t, 3Jun = 6.90 Hz, 2H, h), 2.70 (t, 3Jun = 7.28 Hz, 2H, q), 2.72-2.59 (m, 4H, i), 2.42—
2.35 (m, 2H, j), 2.40-2.31 (m, 2H, k), 1.86-1.77 (m, 2H, I), 1.45-1.36 (m, 2H, m). *C-NMR
(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 198.6 (Cq, A), 173.1 (Cq, B), 164.8 (d, YJcr = 250.88 Hz, Cq,
C), 146.9 (Cq, H), 143.0 (Cq, D), 133.8 (Cq, E), 130.8 (d, 3Jcr = 9.36 Hz, 2 x CH, b), 129.0 (2 x
CH, d), 129.0 (2 x CH, 0), 125.3 (Cq, J), 117.9 (CH, f), 115.6 (d, 2JcF = 21.85 Hz, CH, c), 114.6
(2x CH, e), 113.9 (2 x CH, n), 62.9 (CH>, g), 59.6 (Cq, F), 57.1 (CHy, j), 49.0 (2 x CHy, i), 41.7
(CH>, p), 35.9 (CHy, h), 31.9 (CH2, q), 28.5 (2 x CH>, m, k), 21.5 (CHz, I). LC-MS: positiv [m/z]
=515.3 ([M+H]"). Reinheit: 96%.
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Synthese von 4-((4-(2-(8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-4-oxobutanséure
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Das Edukt tert-Butyl-(4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)carbamate (100 mg, 0.19 mmol, 1.0 Agq.) wird in
Acetonitril (5.6 mL) gelost und Bernsteinsaureanhydrid (23.3 mg, 0.23 mmol, 1.2 Aq.) addiert.
Nach 16 h bei RT wird erneut Bernsteinsaureanhydrid (23.3 mg, 0.23 mmol, 1.2 Aq.) zugefugt.
Nach weiteren 24 h bei RT wird das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt, in
Dichlormethan (10 mL) und 1 m HCI Ldsung (15 mL) aufgenommen, mit Dichlormethan (3 x
20 mL) extrahiert, Uber MgSO. getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt wird aus Ethylacetat ausgeféllt und mittels HPLC gereinigt, wobei
98.3 mg, 0.16 mmol, 84% (Lit.: 90%)>"® erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 9.87 (s, 1H, a), 8.08-8.03 (m, 2H, b), 7.50-7.46 (m,
2H, 2 x CH, n), 7.37-7.31 (m, 2H, 2 x CH, ¢), 7.19-7.16 (m, 2H, 2 x CH, d), 7.17-7.14 (m, 2H,
0), 6.77-6.75 (m, 1H, f), 6.76—6.73 (m, 2H, e), 4.56 (s, 2H, @), 3.54 (t, 3Jun = 7.20 Hz, 2H, p),
3.02 (t, 3Jun = 6.87 Hz, 2H, h), 2.83 (t, 3Jun = 7.18 Hz, 2H, q), 2.73-2.60 (m, 4H, i), 2.55-2.51
(m, 2H, r), 2.40-2.36 (M, 2H, j), 2.39 (t, 3Jun = 7.13 Hz, 2H, s), 2.36-2.33 (m, 2H, k), 1.81 (p,
3Jun = 6.96 Hz, 2H, I), 1.43-1.36 (m, 2H, m). 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) 0 [ppm] = 198.5
(Cq, A), 173.8 (Cq, K), 173.1 (Cq, B), 169.9 (Cq, L), 164.8 (d, 1Jcr = 252.11 Hz, Cq, C), 143.0
(Cq, D), 137.6 (Cq, H), 133.8 (Cq, E), 133.0 (Cq, J), 130.8 (d, 3Jcr = 9.28 Hz, 2 X CH, b), 129.0
(2 x CH, d), 128.8 (2 x CH, 0), 118.9 (2 x CH, n), 118.0 (CH, f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.82 Hz, CH,
c), 114.6 (2 x CH, e), 62.8 (CHz, g), 59.5 (Cq, F), 57.0 (CHz, j), 49.0 (2 x CH>, i), 41.2 (CH>, p),
35.9 (CHy, h), 32.0 (CH>, q), 31.0 (CHy, r), 28.8 (CH2, s), 28.4 (2 x CH2, m, k), 21.4 (CH_, I).
Schmelzpunkt: Zersetzung >199 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 615.4 ([M+H]*). HRMS (ESI-
QTOF) berechnet fir CssHzgFN4Os [M+H]*: 615.2977; gefunden: 615.2990. Reinheit: 96%.
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Synthese von tert-Butyl-19-((4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-
phenyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-16,19-dioxo-
3,6,9,12-tetraoxa-15-azanonadecanoat

Zu einer Losung aus 4-((4-(2-(8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-4-oxobutansaure (50 mg, 0.081 mmol, 1.0 Aq.)
in Dichlormethan (0.5 mL) wird HATU (37 mg, 0.1 mmol, 1.2 Ag.) addiert. Separiert davon wird
tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (27.8 mg, 0.090 mmol, 1.1 Ag.) und
Hunigbase (21 mg, 0.11 mmol, 2.0 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL) gelost. Die Losung des
Amins wird zum Kopplungsreagenz getropft. Nach 24 h bei RT wird das Lésemittel unter
vermindertem Druck entfernt und Reinigung mittels HPLC ergibt das Produkt mit 68.1 mg,
0.075 mmol, 93%.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 9.85 (s, 1H, a), 8.08-8.03 (m, 2H, b), 7.89 (t, 3Jun =
5.67 Hz, 1H, t), 7.50-7.46 (m, 2H, 2 x CH, n), 7.36—-7.31 (m, 2H, 2 x CH, ¢), 7.19-7.15 (m, 2H,
2 x CH, d), 7.16-7.13 (m, 2H, 0), 6.77-6.74 (m, 1H, ), 6.76-6.73 (m, 2H, e), 4.56 (s, 2H, g),
3.97 (s, 2H, u), 3.57-3.55 (m, 2H, CHy), 3.55-3.53 (m, 2H, p), 3.53-3.51 (m, 2H, CHy), 3.51-
3.49 (m, 8H, 4 x CHy), 3.39 (t, 3Jun = 5.93 Hz, 2H, v), 3.21-3.16 (m, 2H, w), 3.01 (t, 3Jun =
6.87 Hz, 2H, h), 2.83 (t, 3Jun = 7.20 Hz, 2H, q), 2.69-2.64 (m, 2H, i), 2.64-2.58 (m, 2H, i),
2.53-2.50 (m, 2H, 1), 2.39 (t, 3Jun = 7.21 Hz, 2H, s), 2.38-2.35 (M, 2H, j), 2.36-2.31 (m, 2H,
k), 1.81 (p, 3Juu = 7.04 Hz, 2H, 1), 1.41 (s, 9H, x), 1.40-1.36 (m, 2H, m). 3C-NMR (151 MHz,
DMSO-ds) & [ppm] = 198.6 (Cq, A), 173.1 (Cq, B), 171.3 (Cq, L), 170.2 (Cq, K), 169.3 (Cq, M),
164.8 (d, YJcr = 252.96 Hz, Cq, C), 143.0 (Cq, D), 137.6 (Cq, H), 133.8 (d, “Jcr = 2.93 Hz, C,,
E), 132.9 (Cq, J), 130.8 (d, Jcr = 9.07 Hz, 2 x CH, b), 129.0 (2 x CH, d), 128.8 (2 x CH, 0),
118.9 (2 x CH, n), 117.9 (CH, f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.95 Hz, CH, c), 114.6 (2 x CH, €), 80.6 (Cq,
N), 69.8 (CH2), 69.7 (CH,), 69.7 (CH,), 69.7 (CH>), 69.7 (CH), 69.6 (CH,), 69.1 (CH,), 68.1
(CHy), 62.8 (CH>, @), 59.6 (Cq, F), 57.1 (CHz, j), 49.0 (2 x CHz, i), 41.2 (CH>, p), 38.6 (CH2, w),
35.9 (CHy, h), 32.0 (CH>, q), 31.6 (CHz, r), 30.2 (CHy, s), 28.5 (2 x CH2, m, k), 27.7 (3 x CHj,
X), 21.6 (CH2, ). LC-MS: positiv [m/z] = 904.7 ([M+H]*). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir
Ca9HesFNs010 [M+H]™: 904.4866; gefunden: 904.4875. Reinheit: 97%.
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Synthese von 19-((4-(2-(8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-16,19-dioxo-3,6,9,12-tetraoxa-15-

azanonadecansaure
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Das Edukt  tert-Butyl-19-((4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-16,19-dioxo-3,6,9,12-tetraoxa-15-

azanonadecanoat (55.9 mg, 61.8 umol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (247 uL) gelést und
TIPS (15.4 uL) addiert. Folgend wird Trifluoressigsaure (371 pL) zugetropft und die
Reaktionslosung fiir 3 h bei RT gerihrt. Das Lésemittel wird unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Das Produkt wird mit 24.3 mg, 28.6 pmol, 51%

erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.96 (s, 1H, a), 8.08-8.03 (m, 2H, b), 8.00 (t, 3Jun =
5.73 Hz, 1H, t), 7.50-7.46 (m, 2H, 2 x CH, n), 7.37-7.31 (m, 2H, 2 X CH, ¢), 7.19-7.15 (m, 2H,
2 x CH, d), 7.16-7.14 (m, 2H, 0), 6.77-6.75 (m, 2H, e), 6.76—-6.74 (m, 1H, f), 4.56 (s, 2H, g),
3.90 (s, 2H, u), 3.57-3.54 (m, 2H, CH,), 3.57-3.54 (m, 2H, p), 3.53-3.48 (m, 10H, 5 x CH>),
3.39 (t, 3Jyn = 5.85 Hz, 2H, v), 3.19 (q, 3Jun = 5.78 Hz, 2H, w), 3.03 (t, 3Jyn = 6.91 Hz, 2H, h),
2.83 (t, 3Jun = 7.20 Hz, 2H, q), 2.77-2.72 (m, 2H, i), 2.72-2.66 (m, 2H, i), 2.53-2.50 (m, 2H,
r), 2.43 (t, 3Jun = 7.21 Hz, 2H, s), 2.42-2.39 (m, 2H, j), 2.40-2.39 (M, 2H, k), 1.82 (p, 3Jun =
7.03 Hz, 2H, 1), 1.40-1.35 (m, 2H, m). *C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 198.4 (Cq, A),
173.0 (Cq, B), 172.0 (Cq, M), 171.3 (Cq, L), 170.3 (Cq, K), 164.8 (d, YJcr = 251.08 Hz, Cq, C),
143.0 (Cq, D), 137.7 (Cq, H), 133.7 (d, *Jcr = 2.28 Hz, Cq, E), 132.8 (Cq, J), 130.8 (d, 3Jck =
9.33 Hz, 2 x CH, b), 129.0 (2 x CH, d), 128.8 (2 x CH, 0), 118.9 (2 x CH, n), 117.9 (CH, ),
115.6 (d, 2Jcr = 21.74 Hz, CH, ¢), 114.5 (2 x CH, e), 69.7 (CH), 69.7 (CHy), 69.7 (CH,), 69.6
(CHy2), 69.5 (CHy), 69.5 (CHy), 69.2 (CH>), 68.5 (CH>), 62.8 (CH2, g), 59.4 (Cq, F), 56.8 (CHa,
1), 48.8 (2 x CHy, i), 41.1 (CH2, p), 38.6 (CH2, w), 35.8 (CH, h), 32.0 (CH2, q), 31.8 (CHz, r),
30.4 (CHy, s), 28.2 (2 x CH2, m, k), 21.1 (CHy, l). Schmelzpunkt: hygroskopisch. LC-MS:
positiv [m/z] = 848.4 ([M+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fur CssHssFNsO1o [M+H]*:
848.4240; gefunden: 848.4257. Reinheit: 96%.
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Synthese von N!-(20-(5,5-Difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-4A% 5A*-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)-14-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azaicosyl)-N*-(4-(2-
(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-3-
ylethyl)phenyl)succinamid
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Das Edukt 19-((4-(2-(8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-

triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-16,19-dioxo-3,6,9,12-tetraoxa-15-
azanonadecansaure (10 mg, 11.7 umol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.4 mL) gelést und
HATU (5.3 mg, 14.0 umol, 1.2 Aq.) hinzugefigt. In einem separaten GefaR wird das BODIPY-
amin (4.2 mg, 12.7 uymol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan (0.4 mL) gel6st und Hunigbase (3.0 mg,
23.4 umol, 2.0 Aq.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure gegeben und fiir
12 h bei RT gerihrt. Das Ldsemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und Reinigung
mittels HPLC ergibt 9.4 mg, 8 pmol, 68%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.84 (s, 1H, a), 8.08-8.03 (m, 2H, b), 7.88 (t, I =
5.58 Hz, 1H, 1), 7.65 (t, 3Jun = 5.97 Hz, 1H, X), 7.50-7.46 (m, 2H, 2 x CH, n), 7.37-7.31 (m,
2H, 2 X CH, ¢), 7.19-7.15 (m, 2H, 2 x CH, d), 7.16-7.13 (m, 2H, 0), 6.77—6.74 (m, 2H, €), 6.75—
6.72 (M, 1H, f), 6.22 (s, 2H, y), 4.56 (s, 2H, g), 3.86 (s, 2H, U), 3.58-3.45 (M, 12H, 6 x CHy),
3.55-3.52 (m, 2H, p), 3.38 (t, 3Jun = 5.99 Hz, 2H, v), 3.18 (q, 3Jun = 5.78 Hz, 2H, w), 3.13 (q,
3Jun = 6.55 Hz, 2H, z), 3.01 (t, 3Jun = 6.92 Hz, 2H, h), 2.95-2.90 (m, 2H, al), 2.82 (t, 3y =
7.35 Hz, 2H, q), 2.69-2.64 (m, 2H, i), 2.64-2.57 (m, 2H, i), 2.52-2.51 (m, 2H, r), 2.40 (s, 6H,
b1), 2.39 (s, 6H, c1), 2.40-2.36 (M, 2H, s), 2.38-2.34 (M, 2H, j), 2.35-2.31 (m, 2H, k), 1.80 (p,
3Jun = 7.19 Hz, 2H, 1), 1.60-1.53 (m, 2H, d1), 1.53-1.48 (m, 2H, el), 1.48-1.43 (m, 2H, f1),
1.41-1.35 (m, 2H, m). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 198.6 (Cq, A), 173.1 (Cq, B),
171.3 (Cq, L), 170.2 (Cq, K), 169.0 (Cq, M), 164.8 (d, 2Jcr = 251.47 Hz, Cq, C), 153.0 (2 X C,
N), 146.7 (Cq, O), 143.0 (Cq, D), 140.8 (2 x Cq. P), 137.6 (Cq, H), 133.8 (d, “Jor = 2.30 Hz, Cq,
E), 132.9 (Cq, J), 130.8 (d, 3Jcr = 9.31 Hz, 2 x CH, b), 130.7 (2 x Cq, Q), 129.0 (2 x CH, d),
128.8 (2X CH, 0), 121.6 (2 x CH, y), 118.9 (2 x CH, n), 117.9 (CH, f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.51 Hz,
CH, c), 114.6 (2 x CH, ), 70.2 (CH,), 69.9 (CH,), 69.8 (2 x CH2), 69.7 (CH,), 69.5 (CH.), 69.5
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(CHy2), 69.1 (CHy, v), 62.8 (CH2, g), 59.6 (Cq, F), 57.1 (CHy, j), 49.0 (2 x CHz, i), 41.2 (CHz, p),
38.5 (CHa, w), 37.8 (CHa, z), 35.9 (CHy, h), 32.0 (CH2, q), 31.6 (CHy, r), 31.1 (CH, d1), 30.2
(CH>, s), 28.8 (CH2, e1), 28.5 (2 x CHz, m, k), 27.7 (CH, al), 27.0 (CH, f1), 21.6 (CH>, I), 15.8
(2 x CH3, b1), 14.0 (2 x CH3, c1). Schmelzpunkt: 73.1-83.5 °C. LC-MS: positiv[m/z] = 1164.1
(IM+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir CesHs2BFsNsOg [M+Na]™: 1185.6142; gefunden:
1185.6110. Reinheit: 97%. Absorption/Emission: 498 nm / 506 nm.

Synthese von N!-(1-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2-
dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-3-0x0-5,8,11,14-tetraoxa-2-
azahexadecan-16-yl)-N*-(4-(2-(8-(4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-
1,3,8-triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)succinamid

[
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Das Edukt 19-((4-(2-(8-(4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl)-4-oxo-1-phenyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decan-3-yl)ethyl)phenyl)amino)-16,19-dioxo-3,6,9,12-tetraoxa-15-
azanonadecansaure (12.8 mg, 0.024 mmol, 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (0.4 mL) gelost
und HATU (6.8 mg, 0.028 mmol, 1.2 Aq.) hinzugefiigt. In einem separaten GefaR wird das 9-
((3aR,4R,6R,6aR)-6-(Aminomethyl)-2,2-dimethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-9H-
purin-6-amin (5.1 mg, 0.026 mmol, 1.1 Aq.) in Dichlormethan (0.4 mL) gel6st und Hunigbase
(6.0 mg, 0.049 mmol, 2.0 Ag.) addiert. Nach 5 min wird das Amin zur aktivierten Saure
gegeben und fir 12 h bei RT gerthrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt
und Reinigung mittels HPLC ergibt 4.0 mg, 0.0035 mmol, 15%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.84 (s, 1H, a), 8.31 (s, 1H, y), 8.17 (s, 1H, z), 8.08-
8.03 (M, 2H, b), 7.89 (t, 3Jnn = 5.96 Hz, 1H, ), 7.88 (t, 3Jupn = 5.51 Hz, 1H, t), 7.49-7.46 (m,
2H, 2 x CH, n), 7.36—7.32 (m, 2H, 2 x CH, c), 7.32 (s, 2H, al), 7.20-7.16 (m, 2H, 2 x CH, d),
7.16-7.13 (m, 2H, 0), 6.78-6.75 (m, 1H, f), 6.77-6.74 (m, 2H, €), 6.12 (d, 2Jun = 2.75 Hz, 1H,
b1), 5.44 (dd, 3Jun = 2.79 Hz, 3Jupn = 6.41 Hz, 1H, c1), 4.96 (dd, 3Jyn = 3.36 Hz, 3Jun = 6.44 Hz,
1H, d1), 4.57 (s, 2H, g), 4.20 (td, 3Jyn = 3.42 Hz, 3Jyn = 6.33 Hz, 1H, e1), 3.89 (s, 2H, u), 3.56—
3.53 (m, 2H, CHy), 3.55-3.53 (m, 2H, p), 3.53-3.51 (m, 2H, CH,), 3.48-3.46 (m, 8H, 4 x CH)),
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3.44-3.39 (m, 1H, f1), 3.38 (t, 3Jun = 5.92 Hz, 2H, v), 3.36-3.32 (m, 1H, 1), 3.18 (q, 3Jun =
5.92 Hz, 2H, w), 3.02 (t, 3Jun = 6.55 Hz, 2H, h), 2.83 (t, 3Jun = 7.24 Hz, 2H, q), 2.77-2.57 (bs,
4H, i), 2.53-2.50 (m, 2H, r), 2.39 (t, 3Jun = 7.12 Hz, 2H, s), 2.38-2.35 (M, 2H, j), 2.36-2.30 (m,
2H, k), 1.85-1.77 (m, 2H, 1), 1.52 (s, 3H, g1), 1.40 1.44-1.36 (m, 2H, m), 1.31 (s, 3H, h1). 13C-
NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 198.5 (Cq, A), 173.0 (Cq, B), 171.3 (Cq, L), 170.2 (Cq, K),
169.6 (Cq, M), 164.8 (d, XJcr = 251.23 Hz, Cq, C), 156.1 (Cq, N), 152.7 (CH, z), 148.8 (Cq, O),
143.0 (Cq, D), 139.9 (CH, y), 137.6 (Cq, H), 133.8 (Cq, E), 132.9 (Cq, J), 130.8 (d, 3Jck =
9.27 Hz, 2 x CH, b), 129.0 (2 x CH, d), 128.8 (2 x CH, 0), 119.2 (Cq, P), 118.9 (2 x CH, n),
118.0 (CH, f), 115.6 (d, 2Jcr = 21.62 Hz, CH, c), 114.6 (2 x CH, e), 113.4 (C,, Q), 88.8 (CH,
bl), 84.1 (CH, el), 82.9 (CH, c1), 81.7 (CH, d1), 70.1 (CH,), 69.8 (CH>), 69.7 (2 x CH>), 69.6
(CH>), 69.5 (CH,), 69.5 (CH), 69.1 (CH, v), 62.8 (CH>, g), 59.5 (Cq, F), 57.0 (Cq, F), 49.0 (2 x
CHoa, i), 41.2 (CHz, p), 40.3 (CHz, f1), 38.5 (CH2, w), 35.8 (CHz, h), 32.0 (CH2, q), 31.6 (CHz, 1),
30.2 (CHz, s), 28,5 (2 x CHz, m, k), 27.0 (CHs, gl), 25.2 (CHs, hl1), 21.5 (CHy, ).
Schmelzpunkt: 93.2-97.5 °C. LC-MS: positiv [m/z] = 1136.8 ([M+H]"). HRMS (ESI-QTOF)
berechnet flr CsgHz4FN11012 [M+Na]*: 1158.5395; gefunden: 1158.5394. Reinheit: 96%.

Synthese von tert-Butyl-1-(4-(3-(4-(2-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-
yDethyl)phenyl)ureido)phenyl)-2-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-3-azaheptadecan-17-oat

: :O\
U H J<
N ~A O /\/O\)J\
H H

Zu einer Lésung aus Natrium-2-(4-(3-(4-(2-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-
yl)ethyl)phenyl)ureido)phenyl)acetate (20 mg, 0.039 mmol, 1.0 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL)
wird HATU (17.9 mg, 0.047 mmol, 1.2 Ag.) addiert. Separiert davon wird tert-Butyl-14-amino-
3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (13.2 mg, 0.043 mmol, 1.1 Ag.) und Hiinigbase (10.1 mg,
0.078 mmol, 2.0 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL) geldst. Die Losung des Amins wird zum
Kopplungsreagenz getropft. Nach 24 h bei RT wird das Losemittel unter vermindertem Druck

entfernt und Reinigung mittels Flash ergibt das Produkt mit 20.5 mg, 0.026 mmol, 67%.

IH-NMR (600 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.54 (S, 1H, Huamstof), 8.52 (S, 1H, Hiamsor), 8.01 (¢,
3Jun = 5.66 Hz, 1H, Hami), 7.38-7.32 (M, 4H, Harom), 7.17—7.13 (M, 4H, Harom), 6.98-6.84 (m,
4H, Harom.), 3.97 (s, 2H, CO2CHy), 3.77 (s, 3H, OCHa), 3.58-3.55 (m, 2H, CH,), 3.54-3.52 (m,
2H, CHy), 3.51 (s, 8H, 4 x CH,), 3.41 (t, 3Jun = 5.82 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.34 (s, CH;,
NHCOCH,), 3.20 (q, 3Jun = 5.79 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.97 (bs, 4H, 2 x CH,), 2.78-2.51 (m,
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8H, 3 x CHy), 1.41 (s, 9H, C(CHsa)s). Schmelzpunkt: 122.9-125.7 °C. LC-MS: positiv [m/z] =
778.7 (IM+H]"). HRMS (ESI-QTOF) berechnet fir Cs2HseNsO9 [M+Na]*: 800.4205; gefunden:
800.4172. Reinheit: 96%.
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5.10 Festphasensynthese

Die Oligonukleotide von der Firma EllaBiotech wurden zunéchst mittels DMF, MeOH, ACN und

CH.CI, gewaschen und deren Masse bestimmt.

Im né&chsten Schritt wurden eine Testabspaltung der Oligonukleotide von der Festphase
mittels AMA-L6sung (30 % aq. Ammoniak / 40 % aq. Methylamin, 1:1, vol. / vol.)
durchgefuhrt. Hierfir werden 20 nmol des gebundenen Oligonukleotids mit AMA-L&sung
(250 pL) versetzt und fir 4 h bei 37 °C dispergiert. Folgend wird TRIS-Puffer (1 M, pH = 5.0,
20 yL) addiert und die Losung in der SpeedVac getrocknet. Der erhaltene Rickstand wird in
Wasser (200 pL) aufgenommen, filtriert und mittels HPLC evaluiert. Die Retentionszeit dient

als Referenz.

Die erste Kupplungsreaktion mit beiden festphasengebundenen Oligonukleotiden (P-PLA und
NP-PLA) wird in jeweils 18 x 250 nmol Einzelgefal3e durchgefiihrt (Pro Oligonukleotid:

4.5 umol). Folgend sind die Startmaterialien fur einen 250 nmol Ansatz aufgelistet:

Tabelle 27: Auflistung der Reagenzien mit Masse (m), Stoffmenge (n), Aquivalente (Ag.) und Volumen (V). (P-PLA
= Festphasengebundenes Priming Oligonukleotid, NP-PLA = Festphasengebundenes Non-Priming Oligonukleotid)

Name m n Aqg. \%
P-PLA 8.2 mg 250 nmol 1.0
NP-PLA 6.8 mg 250 nmol 1.0
HATU 9.5 mg 25.0 pmol 100
DIPEA 62.5 pumol 250 10.9 uL
L4 12.2 mg 25.0 pmol 100
DMF 225 pL

Die Oligonukleotide, HATU und der Linker werden im Vorfeld fir 15 min unter Vakuum
getrocknet. Von allen Reagenzien werden Stammldsungen mit abs. DMF angesetzt. Fir den
in Tabelle 27 dargestellten Ansatz wird zunachst HATU in DMF (75 pL) geldst und zum Linker
L4 in DMF (75 pL) gegeben. Folgend wird DIPEA addiert und die S&ure fur 10 min bei RT
aktiviert. In der Zwischenzeit wird das Oligonukleotid in DMF (75 pL) resuspendiert und die
aktivierte Saure hinzugegeben. Nach 2 h Dispersion bei RT wird das Losemittel mittels Saule
entfernt und die Festphase je 3 x mit 200 pL DMF, MeOH, ACN und CH»Cl, gewaschen. Nach
der Trocknung im Vakuum wird die Reaktion wiederholt. Nach Abschluss der Reaktion wird
eine Testabspaltung (siehe oben) durchgefiihrt. Neben der HPLC-Probe werden 100 pL ftr
eine Massenbestimmung mittels MALDI vorbereitet. Daflir werden die Proben mittels ZipTip-

Protokoll (Millipore Corporation) entsalzt.
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Tabelle 28: Auswertung der Massen mittels MALDI. (theoretische mittlere Masse [M+H]* = Bestimmung mittels
Bruker Compass DataAnalysis 4.4, P = Priming Oligonukleotid ohne Schutzgruppen, NP = Non-Priming
Oligonukleotid ohne Schutzgruppen, PL4 = Priming Oligonukleotid mit PEG-4 Linker ohne Schutzgruppen, NPL4 =
Non-Proming Oligonukleotid mit PEG-4 Linker ohne Schutzgruppen)

Name M (theor.) [g/mol] M (gefun.) [g/mol]
P 10014.0 10014.3
NP 11030.7 11026.3
PL4 10261.2 10261.8
NPL4 11277.9 11275.2

Freie Amine werden mittels Capping inaktiviert. Dafir wird die Capping-Lésung
(THF/Methylimidazol 1:1; THF/Pyridin/Essigsaureanhydrid 8:1:1) zusammengefiihrt und mit 3
x 200 pL fur je 30 s inkubiert. AnschlieBend wird die Festphase je 3 x mit 200 uL DMF, MeOH,
ACN und CH.Cl, gewaschen. Folgend wird die Fmoc-Schutzgruppe mittels Piperidin (20 % in
DMF) bei RT fur 5 min abgespalten. Anschliel3end wird die Festphase je 3 x mit 200 uL DMF,
MeOH, ACN und CH:Cl, gewaschen.

Die Kupplungen mit den S&auren werden im Maf3stab von 750 nmol Anséatzen durchgefihrt.
Wieder werden diese auf 250 nmol Ansétze aufgeteilt. Insgesamt werden 8 750 nmol Anséatze
also 24 250 nmol Anséatze gleichzeitig durchgefiihrt.

Tabelle 29: Auflistung der Reagenzien mit Masse (m), Stoffmenge (n), Aquivalente (Ag.) und Volumen (V). (PL4 =

Festphasengebundenes Priming Oligonukleotid mit L4, NPL4 = Festphasengebundenes Non-Priming
Oligonukleotid mit L4)

Name m n Aqg. \%
PL4 8.2 mg 250 nmol 1.0
NPL4 6.8 mg 250 nmol 1.0
DIPEA 62.5 pmol 250 10.9 pL
7
29.0 mg 25.0 pmol 100
TO
2
38.0 25.0 pmol 100
PT
48
32.0 25.0 umol 100
oT
55
46.0 25.0 pmol 100
SP
DMF 225 pL
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Die Kupplungsreaktionen werden wie in Tabelle 29 beschrieben durchgefiihrt. Abweichend
von der zuvor beschriebenen Synthese wird die Kupplung einmal fur 4 h bei RT durchgefihrt,
da nicht genug Startmaterial zur Verfigung stand. Nach Ende der Reaktion werden die 3
Einzelreaktionen kombiniert und 8 AMA-Abspaltungen (je 1 mL) angesetzt. Nach Entfernen

der Lésung werden die Rohprodukte Uber semiprep-HPLC gereinigt und das Laufmittel mittels

Lyophilisation entfernt.

Tabelle 30: Experimentelle Auswertung der finalen Sonden 144 — 151 mit Reinheit, theoretischer und
experimenteller mittlerer Masse [M+H]*, Masse und Ausbeute Uber zwei Schritte. (Reinheit = Bestimmung der
Reinheit mittels HPLC; theoretische mittlere Masse [M+H]* = Bestimmung mittels Bruker Compass DataAnalysis
4.4; gefundene mittlere Masse [M+H]* = Bestimmung mittels MALDI; Ausbeute = Ausbeute Uber zwei Schritte

bezogen auf das eingesetzte Oligonukleotid)

N Reinheit [%)] M (theor.) M (gefun.) Masse Ausbeute
ame
[9/mol] [9/mol] [mg] [%0]
144
92 10631.8 10632.3 1.87 13
PLATO
145
96 10746.8 10746.5 1.77 13
PL4PT
146
98 10675.7 10675.4 1.06 8
PL4OT
147
99 10858.1 10857.3 1.05 7
PLASP
148
99 11648.3 11648.2 2.01 13
NPL4ATO
149
98 11763.5 11762.9 2.25 15
NPL4PT
150
99 11692.3 11692.6 1.50 10
NPL4OT
151
96 11874.6 11874.2 1.33 9
NPL4SP
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5.1 MODELLER

Python Script:

# Comparative modeling by the automodel class
m modeller import * ¥ Load standard Modeller classes
rom modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose () # request verbose output
env = environ{() # create a new MODELLER environment to build this model in

# directories for input atom files

env.io.atom files directory = ['.", '..fatcm_files']
a = automodel (env,
alnfile = '"Rlignmentl.ali', # alignment filename
knowns = 'SH25", # codes of the templates
sequence = 'Liseq') # code of the target
a.starting model= 1 # index of the first model
a.ending model = 1000 # index of the last model
# (determines how many models to calculate)
a.make () # do the actual comparative modeling

import sys

log.verbose ()
env = environ{)

env.io.atom files directory = ['.", '..fatcm_files']

# Build 3 models, and assess with both DOPE and GA341

a = automodel (env, alnfile = '"Alignmentl.ali', knowns = "SH2Z5',
sequence = 'RBiseq’, assess_methods=tassess.ljDPE, assess.GA341) )
a.starting model= 1
a.ending model = 1000
a.make ()

# Get a list of all successfully built models from a.outputs
ok models = [x for x in a.outputs 1f x['failure'] is Hone]

# Rank the models by DOPE score

key = "DOPE score'

if sys.version info[:2] == (2,3):
# Python 2.3's =sort doesn't have a '"key' argument
ok_models.sort (1 a,b: cmplalkey], blkev]))

ok models.sort (key=lanmbda a: alkey])

# Get top model
m = ok models[0]
print ("Top model: %s (DOPE score %.3£)" % (m['name'"], ml[key]))
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Alignment:

>P1;5N2S
structureX:5N25:1:A:280:A:Al:human:3.30:0.28
———————— SAFQAAYTIGIEVLIALVSVPGNVLVIWAVKVNQALRDATFCF
IVSLAVADVLVGALVIPLAILINIGPQTYFHTCLMVACPVLILAQSSILA
LLATAVDRYLRVKIPLRYKMVVTPRRAAVATAGCWILSFVVGLTPMEFGWN
NLSAVERAWAAAGSMGEPVIKCEFEKVISMEYMVYFNFFVWVLPPLLLMV
LIYLEVFALIRKQL—=—====———— POKYYGKELKTAKSAALTAFLEFALSW
LPLHILNCITLFCPSCHKPSILTYIAIFLAHGNSAMNPIVYAFRIQKFE*

>P1;A3seq

sequence:A3:1::282::A3:human::

———————— SLANVTYITMEIFIGLCAIVGNVLVICVVKLNPSLQTTTFYF
IVSLALADIAVGVLVMPLAIVVSLGITIHFYSCLFMTCLLLIFTHASIMS
LLATAVDRYLRVKLTVRYKRVTTHRRIWLALGLCWLVSFLVGLTPMFGWN
MKLTSEY-—-—-——- HRNVTFLSCQFVSVMRMDYMVYFSFLTWIFIPLVVMC
ATYLDIFYIIRNKLSLNLS-NSKETGAFYGREFKTAKSLFLVLFLFALSW
LPLSIINCIIYF--NGEVPQLVLYMGILLSHANSMMNPIVYAYKIKKE*
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7. Abklrzungsverzeichnis

[{Rh(COD)CI}.] = 1,5-Cyclooctadienrhodium(l)chlorid Dimer
2,2-DMP = 2,2-Dimethoxypropan

AC = Adenylylcyclase

AR = Adenosinrezeptor

ATP = Adenosintriphosphat

AUS = Analytical Ultracentrifugation

BiFC = Biomolecular Fluorescence Complementation Assay
Boc.0O = Di-'Butyldicarbonat

BODIPY = 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen
BRENDA = BRaunschweiger ENzyme Database

BRET = Bioluminescence Resonance Energy Transfer
BSA = N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid

CAE = Capillary Affinity Electrophoresis

cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat

CB = Cannabinoid

CbzCl = Chlorameisensauremethylester

CCPA = 2-Chloro-N°®-cyclopentyladenosin

CIl-IB-MECA = 1-[2-Chloro-6-[[(3-iodophenyl)methyl]Jamino]-9H-purin-9-yl]-1-deoxy-N-methyl-
B-D-ribofuranuronamid

COMU = (1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium-
hexafluorophosphat

CSA = Camphersulfonsaure

DAG = Diacylglycerol

DCE = Dichlorethan

DIPEA = Diisopropylethylamin
DLS = Dynamic Light Scattering
DMAP = 4-(Dimethylamino)pyridin
DMF = N,N-Dimethylformamid
DMP = Dess-Martin-Periodinan
DMSO = Dimethylsulfoxid

DNA = Desoxyribonukleinséure
dNTP = Nukleosidtriphosphat
DOPE = Discrete Optimized Protein Energy
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DOSY = Diffusion Ordered Spectroscopy

DPI = Dual-polarization Interferometry

DPPE = 1,2-Bis(diphenylphosphino)ethan

DR = Dopaminrezeptoren

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ESI = Electron Spray lonization

FCCS = Fluorescence Cross-correlation Spectroscopy
FCS = Fluorescence Correlation Spectroscopy
FGFR = Fibroblasten-Wachstumsfaktoren

FmocCl = Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid

FRET = Fdrster Resonance Energy Transfer

GABA = Gamma-Aminobutterséaure

GDP = Guanosindiphosphat

GFP = Green Fluorescent Protein

GLIDE = Grid-based Ligand Docking with Energetics
GPCR = G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
G-Protein = Guanosintriphosphat-bindendes Protein
GTP = Guanosintriphosphat

HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
HEK = Human Embryonic Kidney

HIV = Humane Immundefizienz-Virus

HMDS = Hexamethyldisilazan

HMN = Horizontal Molecular Network

HRMS = High-resolution Mass Spectrometry

HT = 5-Hydroxytryptamin

IPs = Inositoltriphosphat

ITC = Isothermal Titration Calorimetry

Kp = Dissoziationskonstante

KHMDS = Kaliumhexamethyldisilazid

KNIME = Konstanz Information Miner

LALS = Low Angle Light Scattering

LS = Light Scattering
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MALDI = Matrix-assisted Laser Desorption lonization
MALS = Multi Angle Light Scattering

MAPK = Mitrogen-activated Protein Kinase
M-Rezeptoren = Muskarinische Rezeptoren

MS = Massenspektrometrie

MS/MS = Tandem Mass Spectrometry

MsCI = Mesylchlorid

MST = Microscale Thermophoresis

Mw = gewichtsgemittelte molare Masse

NBS = N-Bromsuccinimid,

NMR = Nuclear Magnetic Resonance

NMR PRE = Nuclear Magnetic Resonance Paramagnetic Relaxation Enhancement
PAGE = Polyacrylamid-Gelelektrophoresis

PAM = Positiv-allosterischer Modulator

PBS = phosphatgepufferte Salzlésung

PCA = Proteinfragment Complementation Assay
PCR = Polymerasekettenreaktion

PDB = Protein Data Bank

PEG = Polyethylenglykol

PKA = Proteinkinase A

PKC = Proteinkinase C

PLA = Proximity Ligation Assay

PLC = Phospholipase C

PMBCI = p-Methoxybenzylchlorid

PPSE = Trimethylsilylpolyphosphat

PSB = Pharmaceutical Science Bonn

gPCR = Quantifying PCR

RALS = Right Angle Light Scattering

RAMP = Receptor Activity-modifying Membrane Protein
RCA = Rolling Circle Amplification

RGS-Protein = Regulator of G Protein Signaling
Ru = hydrodynamischer Radius

Rho-GEF = Rho-Protein Guaninnukleotid Austauschfaktor
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RM = Rezeptormosaik

RNA = Ribonukleinsaure

RNase = Ribonuklease

RT = Raumtemperatur

SAXS = Small Angle X-ray Scattering

SDS = Sodium Dodecyl Sulfate

SEC = Size Exclusion Chromatography

SLS = Single Light Scattering

SMPB = Succinimidyl-4-[p-maleimidophenyl]butyrat
SPA = Scintillation Proximity Assay

SpIDA = Spatial Intensity Distribution Analysis
SPINE = Strep-Protein Interaction Experiment

SPR = Surface Plasmon Resonance

SPT = Single Particle Tracking

TBAB = Tetrabutylammoniumbromid

TFA = Trifluoressigséaure

THF = Tetrahydrofuran

TIM = Triosephosphatisomerase

TIPS = Triisopropylsilan

TIRFM = Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy
TMPA = Trimethylphosphonsaure

TMSOTf = Trimethylsilyltrifluormethansulfonat,
TosCl = Tosylchlorid

TRACT = TROSY for Rotational Correlation Times
TROSY = Transverse Relaxation-Optimized Spectroscopy
UV = Ultraviolett

VMN = Vertical Molecular Network

Y2H = Yeast Two-Hybrid

YFP = Yellow Fluorescent Protein
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