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Zusammenfassung

Ubiquitinierung ist eine haufig vorkommende posttranslationale Modifikation. Diese kann als-Mono
oder Polyubiquitinierung vorliegen. Eine Ubiquitinierung kann eine Markierung von Proteinen fir den
Abbau durch das Proteasom bedeuten oder aber komplexergg&ge, wie bspw. Protein
Interaktionen, -Lokalisation oder enzymatische Aktivitat regulieren. Durch Deubiquitinasen (DUBS)
kann die Ubiquitinierung umgekehrt werdeDabei sindDUBs an vielen wichtigen Signalpfaden
beteiligt, weshalb sie ein interessantgsel fur die Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren sind.
Aufgrund der stark konservierten aktiven Zentren innerhalb der einzelnenida#Ben gilt es als
schwierig selektive DUBnNhibitoren zu entwickeln. Aus diesem Grund sind bislang vergleichsweise
wenige spezifischeDUBInhibitoren beschrieben. Fur die DUBs STAMBPL1 und USP48, konnte die
Beteiligung an wichtigen Signalpfaden nachgewiesen wejddochsindfir beide bislang noch kesn
niedermolekular@ Inhibitoren beschrieben. Ausgehend va8creeings kommerziell verfligbarer
Substanzbibliotheken, die im Vorfeld zu dieser Arbeit am Institut fur Experimentelle Innere Medizin
(IEIM)der Ottovon-Guericke Universitat unter Leitung vémof. Dr. Michael Naumarshurchgefiihrt
wurden, wurde in dieser Arbieversucht Inhibitoren fir die DUBs STAMBL1 und USP48 zu entwickeln.

Fir STAMBL1 wurden dabei fu@rundstrukturen identifiziert, die hinsichtlich der Struktur
Wirkungsbeziehung (SAR) untersucht werden sollten. Zu allen digger scaffolds wurden
retrosynthetische Untersuchungen angestellt, um maogliche Syntheserouten zu finden und die
entsprechenden Synthesermu etablieren. Es wurde jeweils eine kleine Reihe von Derivaten
synthetisiert. Unter den synthetisierten Inhibitorkandidaten wies jedoch keinee @ennenswerte

inhibitorische Aktivitat auf, sodass die ErgebnisseQtgeeningsicht bestatigt werden konnten.

Im Falle von USP48 konnte der Literaturbekannte tiSRiBitor ML-364 (ebenfalls am IEIMals
vielversprechender Ausgangspunkt fur die Injoii@ntwicklung identifiziert werden. Die SAR des auf
ML-364 basierenden Scaffolds wurde mittels eines ligandenbasierten Ansatzes untersucht. Zu diesem
Zweck wurden mehrere Reihen von Analoga zu-384 synthetisiert und am IEIM auf ihre
inhibitorische Aktiitat hin untersucht. Einige dieser Analoga wiesen eine hdhere inhibitorische
Aktivitat als ME364 auf. Am IEIM wurde das aktivste der synthetisierten Derivate und3BKi
hinsichtlich der Selektivitdt gegeniber einer Reihe von anderen DUBs untersuchei Hegdte sich,

dass beide keine Selektivitat aufwiesen. Somit konnte die urspringlich beschriebene Selektivitat von
ML-364 fur USP2 bzw. USP8 nicht bestatigt werden. MittetslicoMethoden konnte zudem gezeigt
werden, dass Mi364 und die in dieser Adit synthetisierten Inhibitoren vermutlich an eine in USPs

konservierte Bindetasche binden, wodurch sich die mangelnde Selektivitat erklaren liel3e.



Summary

Ubiquitinylation is a common posttranslational modification, which can occur as maro
polyubiquitinylation. It affects many cellular processes like degradation of proteins, protein
interactions andlocalization or enzymatic activity. Deubiquitinylases (DUBs) arebtm@péreversing
ubiquitinylation. DUBs are involved in many important siggathways, making them an interesting
target for the development of small molecule inhibitors. Due to the highly conserved active sites within
the individual DUB classes, it isysaered difficult to develop selective DUB inhibitors. For this reason,
comparatively few specific DUB inhibitors have been described so far. The involvement of the DUBs
STAMBPL1 and USP48 in important signaling pathways has been demonstrated. Howsri&ll no
molecule inhibitors have yet been described for either of them. Based on screenings of commercially
available substance libraries that were carried out prior to this work at the Institute of Experimental
Internal Medicine (IEIM) of the Otteon-Gueticke-University under the direction of Prof. Dr. Michael
Naumann, this work attempted to develop inhibitors for the DUBs STAMBL1 and USP48.

For STAMBLY1, five scaffolds were identified that were investigated with regard to the stractivigy
relationshp (SAR). Retrosynthetic studies were carried out on all the five scaffolds to find possible
synthesis routes, to establish the corresponding syntheses. A small series of derivatives were
synthesized for each. However, none of the synthesized inhibitoridates showed any significant

inhibitory activity, so the results of the screening could not be confirmed.

In the case of USP48, the literatthkrown USP2 inhibitor MB64 was identified as a promising starting
point for inhibitor development by the IEIMhe SAR of the MB64-based scaffold was investigated
using a ligandased approach. For this purpose, several series of analogues t{86Miwere
synthesized and tested for their inhibitory activity at the IEIM. Some of these analogues showed higher
inhibitory activity than ME364. Atthe IEIM, the most active of the synthesized derivatives aneBS4-

were investigated for selectivity over a number of other DUBs. It was showrbdthtshowedno
selectivity. Thus, the originally described selectivity of-3@4 for USP2 and USP8 could not be
confirmed. Using in silico methods, it was also shown that36W and the inhibitors synthesized in

this work most likely bind to a binding pocket conserved in USPs, which could explain the lack of

selectivity.
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1. Einleitung

1.1. Ubiquitinierungals posttranslationale Modifikation

Ubiquitin ist ein hochkonserviertes 76 Aminosauren langes globulares Protein, das als
posttranslationale Modifikatioran ein Zielprotein gekniipft werden kann. Diese VerknUpfung wird
durch eire Kaskad®estehendausdrei Enzymklassekatalysiert: UbiquitirAktivierungsenzym(E1),
Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2) und Ubiqultigasen (E3)® Hierbei wird das Ubiquitin
zunachst von Elinter ATPVerbrauchaktiviert und es entsteht eine kovalente Thioes&ndung
zwischen Ubiquitin und E1. Im n&chsten Schritt wird das Ubiquitin aldadalytische Cystein von E2
Ubertragen. SchlieRlich hilft @iE3Ligase dabei das Ubiquitin an einen Lyeshdes Zielmolekils zu
tbertragenoder katalysiert diesen Vorgang dirgRtbbildung1).[45!

Ub — Ub — Ub — Ub — Ub — Ub —({Ub — Ub —Ub

o) g ) gy Ubiquitin

Ub _@ Vorstufen
Ub —@

2. TN &2
Ub
ATP  ADP +P, -

Ub Ub

~N e N\,
Ub Ub | (Ub Ub
Ub Ub
Abbildungl: Mechanismus der Ubigiuitinierung. Ubiquitin Vorstufen werden von Deubiquitinasen (DUBSs) zu Ubiquitin

gespalten. Dieses wird unter AV@rbrauch auf Elibertragen und von diesem an E2 weitergegeben.
SchlieRlich bildet sichin Komplex mit der Ligase .HB hier gezeigten Beispiel wird das Ubiquitin zuerst
von E2 auf E3 und dann von E3 aokeiLysinestdes Substrat§bertragen Es gibt aber auch H3gasen,

die nicht anUbiquitinbinden. In diesem Fall dient der Komplex aus E2 und E3 zur Substraterkennung und
Ubiquitin wird direkt von E2auf das Substrat Ubertragdfl. DUBs konnen diesen Prozess ganz oder
teilweisertickgangig machen. Abbildung nach Harrigan éf! al.
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Einehaufige Funktion von Ubiquitinierunigt die Markierung von Proteinen fir den Abbau durch das
Proteasom Folglich werdenviele Proteine nur einmal wahrend ihres Bestehenabiquitiniert.”]

Es werden jedoch auch komplexere Informationene bspw. Protein-Interaktionen, -Lokalisation
oder enzymatische Aktivitatiurch Ubiquitinierungeguliert*® Dies ist mdglich, dabiquitin selbst

an sieben verschiedenen Lysaten Uber eine Isopeptidbindung also einer Verknipfung tber die
Seitenkette des Lysinst ubiquitiniert werden kann.Eine weitere Ubiquitinierungsstelle ist das
N-Terminale Methionin® Dies ermdglicht die Bildung von Ubiquiietten, die entweder
homotypisch Uber immer den gleichen Restder heterotypischiiber verschiedene Resteerkniipft
werden konren. In letzterem Fall knnen diese Ketentweder gerade verknipéider auch verzweigt
sein!™1% Zusatzliche Komplexitat wird durch den Einbau von weitengriquitinahnlichen
Modifikationen, wie bspw. SUMG@r(all ubiquitinrelated modifiej oder NEDD&eural precursor cell
expressed, developmentally downregulatefl, 8owie Phosphorylierung odeAcetylierung des
Ubiquitins, ermdoglicht Abbildung 2)."'% So kann Monoubiquitinierung eine Rolle bei der
Proteinerlennung, Komplexbildung oder allosterischer Regulierung spielen, wahrend homotypische
Lys48verknlpfte Ketten eine Markierung fur den Abbau durch das Proteasom darstéllemnderen
Lysinverknipften Ketten wiederunspielenRollen die nicht mit dem Prainabbau zusammenhangen,
u.a. bei der zellularen Signallbertragungdem intrazellularen Transportund der DNA
Schadensantworf! Ubiquitinierung istdemzufofje ein Vorgang der die Regulierung komplexer
Vorgéange in der Zelle ermoglicht.

Die Ubiquitinierung selbsist reversibel und wird durch ein¥ielzahlvon Deubiquitinase{DUBS)

reguliert, die die Ubiquitinierung ganz oder teilweise umkehren korifien.

Homotypische Ketten Heterotypische Ketten Zuséatzliche Modifikationen
£ | i 1
=l 0 \ l \
g 6\\. Ubiquitin-dhnliche
c NN 9 %) > % N 4 Verzweigt Molekiile PTMs
5] © N v AN %] ™ o 3 N
s W \ . —
(7
Substrat
Abbildung2: Verschiedene Formen dddbiquitinierung sortiert nach wsteigender Komplexitat. Abbildungach

MEevissegrt all”]
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1.2. Deubiquitinasen

DUBssindPetidasen, die spezifisabbiquitinierungen umkehren. Dabei kbnnen sie entwedbiquitin

vom Substrat trennen, Ubiquitinketten an einer spezifischen Position schneiden oder
Ubiquitinvorstufen prozessieréfi.Aufgrund derkomplexitat der verschiedenen Ubiquitinketten, gibt

es eine Vielzahl an verschiedenen DUBs. kenddhen sind ca. 100 DUBs bekannt, die sich in sieben
Familien gliedernDie grof3te und vielseitigste Gruppe bilden die Ubiquitin spezifischen Proteasen
(USPs). Weiterhin gibt egbiquitin carboxyterminal hydrolaseqUCHSs),otubain/ovarian tumor
domain ©ntaining proteins (OTUs), MachadeJoseph disease domain superfami{iJDs),
JAB1/MPN/MOV34 proteasé3AMMs) novel motif interactingvith ubiquitincontaining DUB family
(MINDY)und Znfinger and UFSP domain proteif®JFSP$¥*3 Manche Autoren zahlen zusatzlich
noch monocyte chemotactic proteimduced proteingMCPIPslind permuted papain fold peptidase

of dsDNA viruses and eukaryo(@®PPDEIs eigene DUBamilienl!4® Mit Ausnahme der JAMM
Familie, welche eine ZhMetalloproteaseFamilie ist, sind alle DUBs Cyspeoteasent*

Die verschiedenen DUB Familigmterscheiden sich vor alledurch ihre Faltung unih ihrer Substrat

und Bindungspezifitdit. So sind USPs meist substratspezifisch und entfernen unspezifisch alle
Ubiquitinierungen vom Substrat. OTUs spalten hingegen spezifische Ubiquitinverknipfumgen, si
dabei abersubstratunspezifisch. Weiterhin kénnen verschiedene DUB Familien, eine oder mehrere
Substrat oder UbiquitinbindedomanerfUBDs)oesitzen. Santhalten die DUBs der MINDFamilie

drei UBDs, wodurch sie zusatzliche Ubiquitinbindestelleweisen.”]

DUBsdie ein proximales Ubiquitin vom Zielprotein trennen, erkennen das Zielprotein oftmals Uber
ProteinProteininteraktionsdoménen inneroder auf3erhalb des aktiven Zentrums. Sie sind also
substratspezifisch und spalten Ubiquitin ungeachtet der Verknipfungsstelle. Dabei entsteht freies
Ubiquitin und das unmodifizierte Substrat. DUBig spezifische Polyubiquitinketten spalten, sind in

der Regel spezifisch gegentiber dem Verknupfungstyp (z.B. nur Lys63). Sie spalten die Bindung
zwischen proximalem und distalen Ubiquitin und generieren somit monoubiquitiniétteslukt
Meistkdnnensienicht die Isopeptidbindung zwischen Substrat und dem prnakén Ubiquitin spalten.

Oftmals sind diese DUBs nur wenig substratspezifisch.
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Abbildungs3: a) Oben:Nomenklaturdesdistalen und proximal@ Ubiquitins. Unten:Exe und EndeAktivitat. b) Oben:
Nomenlda}tu,r derUbiquitinbindunAgsst‘eIIenA. Das avktiveAZentrum ist als SterrJ dAarge,stAeIIt. Bﬁg&MBPlzl o
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Weiterhin wird zwischen Exound EndeAktivitat der DUBs unterschieden. DUBs mit-Bkavitat

spalten das endstdndige Ubiquitin einer Ubiquitinkette, atibdass Monoubiquitin entsteht

Wohingegen DUBs mit Endkktivitat die Bindung zwischen zwei Ubiquitinmolekilen innerhalb der

Ubiquitinkette spalten, sodass eine kiirzere ungebundene Ubiquitinkette entéiddii. 3a) Im Falle

der ExeAktivitat sind mehree Schritte nétig, um die Ubiquitkette vollstandigabzuspaltenOb DUBs

Ubiquitinketten mit Endeoder ExeAktivitat spalten, hangt sowohl von der D\BBmilie als auch von

der Verkniipfung der Ubiquitinkette ab. So spaltet USP21 bspw. gskBlpfte Ubigitinketten

mittels EndeAktivitdt, da das an Lys63 gebundene Ubiqusich aulerhalbder Bindetasche von

USP2Dbefindet Ist die Polyubiquitinketthingegen Lys&erknlpft, wird diese von USP21 mittels Exo

Aktivitat gespalten, da Lys6 zur Enzymoberflache von USPZ2dribintiert ist Somit kannUSP21

ausschlieRRlich am Ende der Polyubiquitinkette bind&n.Beispiel fiir die Abhangigkeit der Exado-

Aktivitat von der DUB-amile ist die OTWFamilie SO spalten @t meisten DUBs der OTRamilie

Ubiquitinketten mittels EndeAktivitat. [+l

Alle DUBs besitzen mindesis eine Ubiquitinbindestelle, digemafd der Nomenklatur fir Peptidasen
von SCHECHTERNd BERGERS1Stelle genannt wirdAbb. 3b)*® Diese Stelle fiihrt den Ubiquitin
GTerminus und die spaltbare Bindung in das aktive Zentrum, wo diese hydrolysiewBddie nur
eine SiBindestelle besitzen, entfernadbiquitin meist unspezifisch gegeniber des Verknigfsiyps
vom Substraz SA G SNK Ay -Bindgsiélle Sokhgin8en §eim Yn die das proximale Ubiquitin oder
Substrat gebunden ist. Dies ermdglicht bspw. Binduniggn. Substradpezifitat, indem die
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Positionierung des proximalen Ubiquitins bestimmt, welchgsimest zum aktiven Zentrumhin
orientiert wird. In wenigen bekanntenCNf f Sy 1 | $Biyidestédld Swuch{ aufV einer
Ubiquitinbindedoméane (UBD) liegen, die von der DUB rekrutiert wird. DiegiiSTAMBPL(STAM
binding protein like Jund STAMBRBer Fall. Isoliert ist die DUB Aktivitat vBmMAMBRehr niedrig, die
Zugabe von STAMi@nal transducting adaptor molecilerhoht die Aktivitat enormDies liegt daran,
dass das Ubiquitih y G SNI 1 G A 2 y & Y 2 (-Bindestéli2 yon STABP aergfoRedt und sofit
den EnzynSubstratKomplex stabilisiertDennoch spalteSTAMBRuch ohne STAM spezifisch Lys63
verknupfte Ubiquitinketteri’2"!

DUBs die langere Ubiquitinketten spalterkbnnen zuséatzlich nockine S2Ubiquitinbindestelle
besitzen.Beispiele hierfur sind OTUD2 und OTWDBINDY1 und MINDY2 haben sogar mindestens
FNYF ! OAljdAGAYOA R8BSt Sy o{mM dzy R {mV¥

Die Spaltung von Ubiquitinketten erfolgt bei Cysteinprotease DdiBsh eine katalytische Triade
bestehend aus Cystein, Histidin und einem SéastAbb. 4a |.)Diese kann in manchen USRse
bspw. USP7n eineg inaktiven Konfigurationvorliegenund erst durch eine Konformationsanderung
infolge der Ubiquitinbindung kdiviert werden?? Nach der Bindung von Diubiquitin an das aktive
Zentrum greift der deprotonierte Cyste®st nukleophil am Carbonyl de Isopeptidbindung an
(Abh 4all.). Dadurch entsteht ein negativ geladenes tetraedrisches Intermediithesdurch das
OxyanionLoch des aktiven Zentrums stabilisiert wigélbb. 4a Ill.)Durch die anschliel3ende Bildung
eines Acylintermediates, wird dgsoximale Ubiquitin freigesetzt, wahrend das distale Ubiquitin am
Cysteimest des Enzyms gebunden bleiggbb. 4a 1V.)Die Deacylierung des Cysteiadolgt durch
einen nukleophilen Angriff eines Wassermolekiils am Carbonyl unter erneuter Ausbildung eines
tetraedrischen Intermediate§Abb. 4a V.)Unter Regenerierung des negativ gelade@ysteimests
erfolgt schlie3lich die Abspaltung ddistalen UbiquitingAbb. 4a VI.)

Im Falle @r Zinkdbh&angigen JAMMDUBS befindet sich ein Zi#tom im aktiven Zentrum. Dieses wird
von einem Asparaginsaurergsizwei Histidinresten und einem Wassermolekil koordiniert.
Das Wassermolekidildet wiederum eine Wasserstoffbriickenbindung eiaem negatv geladenen
Glutaminsaureresaus(Abb. 4b 1.)Bindet ein Diubiquitin an das aktive Zentrum, greift das aktivierte
Wassermolekll nikleophil am Carbonyl der Isopeptidbindung &Abb. 4b 1l.)und es wird ein
tetraedrisches Intermediat gebildetvelches durk das ZinkAtom und einen Serinrest stabilisiert wird
(Abb. 4b IIl.) Die Isopeptidbindung wird daraufhin gespalten und beide Ubiquitine freigesetzt
(Abb.4b Vv .)[7232
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1.3. STAMbinding protein like STAMBPD1

Aufgrund der stark konservierten aktiven Zentren innerhalb der einzelnen-Kia&sengilt esals
schwierig selektive DUBhibitoren zu entwickel?¥ Aus diesem Grund sind bislang vergleichsweise
wenige DUBNhibitoren beschrieben, obwohl DUBs an vielen wichtigen Signalpfaden beteili¢sind.
Fir die DUBs STAMBPL1 und USkaidhte die Beteiligung an eben solchen wichtigen Spfaden
nachgwiesen werden. Jedocist fir beidebislang noch kein selektiver niedermolekularer Inhibitor

beschrieber2528]

STAMBPL@Abbildung6), auch bezeichnet algssociated molecule with the SH3 Domain of STAM like
protease (AMSHLP) gehért zur JAMMMetalloprotease Familie undspaltet spezifisch K63
Ubiquitinverkniipfungen. Strukturell ist es nah verwandt mit AMBe&lde besitzen eine sogenannte
N-terminal  microtubuleinteracting and transport (MIT)Doméane, eine  vermutliche
Kernlokalisierugnssequeangl.nuclear localisation sequendairz: NL3)nd eine Gterminale Mprlp
und Padlp Merminale (MPNDomane die ein JAMMMotiv enthalt (Abbildung 5).[27:29
Zusatzlich dazu besitzen AMSH @TAMBPL1 die Insertationen-thsind Ins2, die fiir die Erkennung
des distalen (Ind4) bzw. proximalen (Ir8) Ubiquitins zustandig sir#f! Im aktiven Zentrum befindet
sich einZr*-londasvon zwei Histidinresten (His347 und His349), einem Aspaagiaest (Asi360)
und einem Wassermolekl koordiniert wirdigbildung6). Das Wassermolekbildet wiederumeine
Wasserstoffbriickenbindung zum Glutaminsaurerest (Glu292)\&esterhin koordinieren die Reste

Cys402, His408 uridis410 der In® zusammen mit Hi$§2 des JAMMMotifs ein zweites Zi-lon 2!

1 436

Abbildungs: Schematische Darstellung der Doménen von STAMBPL1
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Abbildungé6: Oben: Schematischiristallstrukturder JAMMDomanevon STAMBPL{Sruktur aus derProtein Data
BankPDB: 2ZN)R3:3031mit Ins1 (grin) und In® (blau) Das aktive Zentrum ist blau hinterleginten

links: Oberflache der JAMMomane mit Insl (griin) und In® (blau). Unten reclst Aktives Zentrum von
STAMBPL1
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STAMBPLWurde urspriinglich als ein Protein der AMB&mmilie beschrieben, das in der Lage vl
Interleukin2-vermittelte Induktion des Onkogensnayc zu verstarken. Die genaue zellulare Funktion
von STAMBPLIst weiterhin unklar, da die direkten Substrate voB8TAMBPLIislang nicht
charakterisiert wurder#? Es konnte jedoch gezeigt werden, dass SBAMnN verschiedenen zellularen
Prozessen eine Rolle spi&b fiihrt dieDeubiquitinierungund die damit einhergehende Stabilisierung
von MKPL (mitogenactivated protein kinase phosphatgsdurch STAMBPLZuU einer erhdhten
Cisplainresistenz in Brustkredzellen’®! Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
STAMBPLIXKonzentration in Prostatakrebszellen zu einer Unterdriickung der Apoptose flhrt.
Eine Abschaltung d&TAMBPLGens durch RNAiste eine Caspas®'-7-abhéngige Apoptose in den
Prostatakrebszellen al®! AuBerdem stabilisiert STABRL1 das ProteiSurvivin und tragt somit zu
einem besseren Uberleben der Zelle BBiAll dies machSTAMBPL2u einem interessanten Ziel fir
die Entwicklung neuer Inhibitoreaur Behandlung von Brustind ProstatakrebsBislang wurden
jedoch keine selektivenniedermolekulareninhibitoren fir STAMBPLbeschrieben Lediglicheinige
unselektiveJAMMInhibitoren unddie rekombinante Ubiquitimariante Ub\V?"1 welche auch AMSH
inhibiert, sind als Inhibitoren bekannt.Bei den unselektiven niedermolekularen JANWibitoren
handelt es sich auss@Blich um Chelatoren mit einer hohen Affinitat zu zweiwertigen Metallionen,
wie bspw. 1,16Phenanthrolin Thiolutin und CapziminAbbildung7), die das Z#-lon im &tiven
Zentrum komplexieren%3¢ Unter den genannten Inhibitoren, zeigt lediglich Capzimineinem [Go
von 0,34 uM eine sechs bis 8Gfache Selektivitat furdie JAMMProteaseRpnll(proteasome 26S
subunit, norATPase lduch bekannt als PSMD14) gegeniber anderen JAMEAlloproteasen’

o
HN
</ g:? \> OZQLS\S
=N N= /N =

1,10-Phenantrolin Thiolutin

(/\S O
N/)\/\H | X
N/
SH

Capzimin

Abbildung7: Strukturen der JAMMNhibitoren 1,10Phenanthrolin Thiolutinund Capzimin
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1.4. Ubiquitin spezifische Protease 48 (USP48)

USP48 ist wie alle USPs eine Cysteinpeptidase und spaltgfisge K48erknipftes Ubiquitin.
Die Sequenz von USP48 ist 1035 Aminosauren lang und besteht aus eiri@ord&@te, drei DUSP
(domain present in ubiquitispecific proteasgdDomanen und einer UBDomane (ubiquitirike,
Abbildung8). In derUSPDomaneliegt das aktive Zentrum, das eine @yisAsp Triade beinhaltet®!
USP48 ist die einzige USP, die drei DIiBinen besitz{*®

— T e —

1 89 422 460 824 922

Abbildungs: Schematische Darstellung der Doméanen von USP48Gaatemet al 39

FurUSP8 gibteskeine belannte Kristallstruktuf®®281 Es konnte jedoch in den letzten Jahren gezeigt
werden, dass USP48nei regulatorische Rolle in verschiedenen zellularen Signalwegen spielt. So ist
COP9 Signalosom (C&i¥¥oziiertesUSP48in der Lage én nuclear factor kappa BNFC )
TranskriptionsfaktoiRelA im Zellkern zu stabilisiereindemes an RelA gebundenk48verknipfte
Ubiquitinketten entfernt. Dies erméglichteine verstarkte Aktivierung der NFS . BABf 3SySo
Eine weitere Rolle nimmt USP48 bei Infektionen mit dem Bakteridgficobacter pyloriein.

Dieses verursacht Magengeschwiired ist der Hauptrisikofaktor fur eine chronische Gastritis, welche
wiederum zur Entstehung von Magenkrebs fuhren kammnH. pylori infizierten Zellen fuhrt die
Stabilisierung von Rethurch USP48ueiner verlangerterde novoSynthese der OTFDUB A20welche

die Apoptose unterdrickt-ernerfihrt die Stabilisierug von RelA durch USP48 zu einem erhdhten

Zelltiberleben bei TumorzelleHier kdnnte eindnhibierung von USP48 ein Therapieansatz €8in.

Weiterhin spielt USP48 imledgehogHh)Signalweg eine Roll¥! Dieser nimmt eine Schllisselposition

bei der embryonalen Entwicklung von Wirbeltieren ein und steht im Zusammenhangler
Entstehung von Radiound Chemoresistenz bei einigen Tumorartgh.Im HhSignalweg
deubiquitiniert USP48das Glioma asoziierte OncoproteinGlil, das somit stabilisiert wird
Glilinduziert wiederum die Expression von USP48, sodass sich eine Rulckkopplungsschleife ergibt.
In humanen Glioblastomen si&lilund USP48 Uberexprimiert und tragemzMVachstum des Tumors

bei. EinKnockoutvon USP48 fiihrt bei Glioblastomen zum Riickgang des TumorwacH&ums.

Abgesehen von diesaamkogenenFunktionen, hat USP48 aber auch tumorsupressive Funktionen. So
ist USP48 ein Antagonist dBRCA1 EBgase wodurch das Genom stabilisiert windnd im

Leberzellkarzinonwirkt USP48 der Tumorgenese entgedfén?
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2. Computerchemisch¥orarbeiten

Mit dem Ziel geeignete Verbindungen fir émvitro Screeningu finden, wurden Vorabeiten am
Institut fir Experimentelldnnere Medizir{IEIM)der Otto-von-Guericke Universitdh Kooperation mit
dem Fraunhofesinstitut fur Zelltherapie und Immunologjeweils ein Pharm&ophor fir STAMBPL1
und USP48 erstellt AnschlieBend wurden mittels der Pharmakophodverbindungenin einer
Datenbank(MOE leadike library“4 gesucht.Die so gefundenerMolekiile wurden nochmals nach
druglikeliness struktureller Diversitat und deverteilung imchemischen Raurselektiertund somit

eine Auswahl an Inhibitorkandidaten fir die Testung im Assay getroffen.

Fur SAMBPLIwurde die Kristallstruktur (PDB: 2ZNRFY intensiv untersucht, umanhand der
gewonnenen Erkenntnissdas in Abbildung9 gezeigte Pharmakophorzu identifizieren Von ca.
650.000 Verbindungen in der Datenbank, wurden nach déen genannten FilteSchritten 193

Verbindungen fiir dam vitro Screeningausgewahlt.

Da wie erwahnt kein&ristallstruktur vordSP4®&ekannt istwurde zunéchst ein auf USP7 basierendes
Homologiemodell erstellt und ausgiebig auf Plausibilitat geprift. AnschlieBend wurde auch hier ein
Pharmakophor erstelltwobei alsvichtige Eigenschaft Interaktiem auf3erhalbdes aktiven Zentrums
definiertwurden. Dies ist von Bedeutunda die aktiven Zentren innerhalb der USPs stark konserviert
sind. AnschlieBend wurde dMOE leadike library** anhand des Pharmakophors nach potenziellen
Inhibitorkandidaten durchsuch@Abbildung10). Somit konnten in mehreren Schritten azes 650.000

Verbindungerin der Datenbank1 Verbindungerfir dasin vitro Screeningausgewdahlt werden.
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# Verbidungen

Datenbank

Pharmakophor
suche

Druglikliness
Filter

Auswahl des
Lieferanten

Analyse des
chemischen Raums

. Donor

Akzeptor

In vitro Screening

Donor/Akzeptor Scaffoldir die

@ Hydrophob Inhibitorentwicklung

@ Exkludiertes Volumen

Abbildung9: Links:Pharmakophorzu STAMBPLlir die Suche nach geeigneten Inhibkandidaten Rechts: Anzahl
der Verbindungen nach jedem Schritilberarbeitete Abbildung aus unveréffentlicbr Arbeit von
SebastianWussow

# Verbindungen

Datenbank

Pharmakophor
suche

Druglikliness
Filter

Auswahl des
Lieferanten

Analyse des
chemischen
Raums

Donor
® Akzeptor

In vitro Screening
Don./Akz.

@ Kation
@ CQ
Hydrophob
® PiN

Abbildungl0: Links Pharmakophor fir USP4Rechts: Anzahl der Verbindungen nach jedem Schritt. Abbildung aus
unveroffentlichter Arbeit von Sebastian Wussow
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Diein silicogefundenen Verbindungen wurden amiMder Otto-von-GuerickeUniversitatin in vitro

assays auf ihre inhibitorische Aktivitat gegentber STAMBPL1 bzw. USP48 untersucht.

Fir STAMBPL1 wurden 193 Verbindunges zwei kommerziell erworbenen Substanzbiblid#re
untersucht aus denen sich funfxaffolds (Tabelle 1) ergaben, die als Startpunkte fiir eine
ligandenbasierte Inhibitorentwicklung dienen sollten. Boaffoldswurden so gewahlt, dass jeweils
mehrere Analog einesXaffoldsinhibitorische Aktiitdt im Screeningzeigten und die fingcaffolds

sich voneinander chemisch deutlich unterscheiden.

Tabellel: Scaffoldsdie imin vitro screeningnhibitorische Aktivitigegeniber STAMBPEg&igten
Name Scaffold Aktivste Verbirdung im Restaktivitat
Screening
_ R Cl
. T \ 7 O HO
Isatin Scaffold R2 - 44 %
o” N
R? <o "
OH
Hydroxypiperidin o S
yaroxypip F g TE e aw
Scaffold 6o LN 1
o}
Sulfonylethanol R R2
SO ¢ sﬁ”Né 30 %
Scaffold O O OH o O O OH
Aminoalkohol R R2 N \
N CF, 8%
Scaffold "o T
S SO S O
o} /. O
SulfonamidScaffold | ™° \O\ H HO \©\ H 27 %
= S/N‘R1 S/N

*bei einer Inhibitorkonzentration von 500 uM
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Ausgehend von den virtuellen Ergebnissen wurde &memerziell erworbeneSubstanzbibliothek
bestehend aus 30 Verbindungeniimvitro Screeningauf ihre inhibitorische Aktivitat gegentuber USP48
getestet.

Hierbei zeigte die Verbindur@TK593196Abbildungll) inhibitorische Aktivitatnit einer Restaktivitat

von47 % beieiner Inhibitorkonzentration vod00 pM

(0]
HZN\ /7
S o O OH
© J
N N/\/\S/
H H

Abbildungll: Struktur von STK593195
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3. Aufgabenstellung

Aufgrund der Wechselwirkungen mit vielen zentral@gnalwegen und ihrer Beteiligung an
zahlreichen Erkrankungen, sind DUBs interessanteriZiginefiir die Entwicklung neuer Wirkstoffé!
Jedoch wird die Entwicklung selektiver DldBibitoren dadurch erschwert, dass die aktiven Zentren
innerhalb der DUBamilien stark konserviert sind und Unterschiede nur in bestimmten Regionen zu
finden sind, die nicht zwangslaufig inerd Nahe des aktiven Zentrums sein musgef!
Entsprechend gibt es bislang nur wenige selektive DUB Inhibjteoendenen die meisten nur gegen

eine kleine Zahl anderer DUBs getestet wurééfi.

Ausgehend voneh in KapiteR beschriebeneriergebnisseywar das Ziel dieser Arbeit neue Inhibitoren
fur STAMBPLINnd USP48 zu entwickelrlr einen grol3en Teil der kommerziell verfligba®eneening
Verbindungen war keine Syntheseroute beschrieben. Des$alllzunachst eine retrosynthetische
Analysé der Scaffoldsdurchgefiihrt werden. Ausgehend davorsollen Syntheserouten entwickelt
werden die eine Abwandlungder jeweiligen Scaffoldsin mdglichst wenigen Syntheseschritten
ermdglichenDie einzelnen funktionellen Gruppen der Ausgangsverbindusgbendann modifiziert
und hinsichtlich der Struktewirkungbeziehung (SARM in vitro Assayam |IEIMuntersuchtwerden

Die Erkenntnisse aus der S¢dRendann genutziverden,um die Struktur der Inhibitoren hinsichtlich
ihrer Aktivitat und Ldslichkeit zu optimiererAbschlieBend sollen mdgliche Bindungsmodi der

synthetisierten Inhibitorenn slico mittels Dockinguntersucht und interpretiert werden.

1 Bei einer retrosynthetischen Analyse wird das Zielmolekul betrachtet und die Bindungen des Zielmolekuls
gedanklich so gespalten, dass einfachere Bausteine entstehen, die sich mittels einer bekannten Rdaktion
einer Reihe von bekannten Reaktionen zum Zielmolekiil verkniipfen I&&sen

2 Die gangige Abkulrzung SARikt sichaus de englisch@ Bezeichnungtructureactivity relationship
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4. Synthetische Arbeiten

4.1. Synthese von Inhibitoren f&@TAMBPL1

4.1.1. Retrosynthese deverbindungen milsatinScaffold

2
R0
OH o
o | gt — | g D
— O —
N = R N = R ! )J\Rz
R3 R3
1 2 U 3
(0]
N /
H
4 5
Schemal: Retrosynthese des Isati&affolds

Betrachtet man die Struktur des Isatftaffold1), fallt auf, dass sich diesmtrosynthetischiber eine
Aldolreaktion(Schemal) in das substituiertdsatin @) und ein Keton3) zerlegen lassDie KetoneJd)
sind hier bereits kommerziell erhaltlich. Fir die&Substituierten Derivatést eine weitere Zerlegung in

die Isatire (4) und die entsprechenden Halogenidew. Boronsauren(5) notig.

4.1.2. Synthese deYerbindungen mitsatinScaffold

Die Synthese der IsatiDerivae la-d erfolgte nach einer in der Arbeitsgruppe etablierten
Vorgehensweise fur Aldolreaktionen. Hierzu wurden die entsprechenden KeBang (ind Isatine
(4a-b) mit Diisopropydthylamin (DIPEA) bei Raumtemperatur in Ethanol umgesedahéma?2).

Die Reaktionen liefefgdochallesamt in schlechten Ausbeuten @fabelle2). Im Falle des Derivafisl

lief die Reaktion, mit einer Reaktionszeit vonf38udemsehrlangsam abln Anbetracht dessen, dass
es sich um eine E8chrittSynthese handelte, erfolgte keine Optimierung der Reaktionsbedingungen

da geniigend Substanz fur die initihevitro Charakterisierung dargestellt werden konnte
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2
R0
Q OH
mR1 9 DIPEA R
(e} + —_— (6]
N )LRZ EtOH N
H RT H
dalb 3a-Cc lad
Schema: Synthese der Isatiberivae 1la-d mittels Aldolreaktion
Tabelle2: Via AldolReaktion synthetisierte Verbindungen mit Isatinscafiatdl verwendete Ketone
Nr. R R Keton R Ausbeute
la H 3a 18 %
1b Cl 3b x{CHs 17 %

‘{CH:;

1c Cl \/@ 3a \/@ 30 %
1d Cl o, 3c o0 5%
(0] (0]

Fur die IsatifDerivae le-i wurde zunachst der jeweilige Rest am Stickstoffatom eingefihrt.

Dies erfolgte Uber drei unterschiedliche We(grhema3). Im Falle dedN-Methyl-Derivas, wurde
5-Chlorisatin 4b) bei 0°C mit Methyliodid und Natriumhydrid Dimethylformamid DMHA nach einer
Vorschrift vonMoLINAet al*l umgesetzt, um dasnethylierte Zwischenprodukt Za) zu erhalten.
Dies erfolgte in quantitativer AusbeutBerVersuchdie Derivate2b-d unter den gleichen Bedingungen
aus denentsprechenden Bromiderbb-d) darzustellerscheitere, da ausschliel3lich Nebenprodukte
entstanden Deshallwurdendie entsprechenden Bromidé-d) nach einer Vorschrift voBuxTonet

al 5% mit 5-Chlorisatin 4b) und Natriumcarbonat in DMF oder Acetonitniiter Ruickfluss synthetisiert.
Die Produkte konnten in schlechten bis quantitativen Ausbeuten isoliert weidabelle 3).
Dabei bildete b Synthese dedN-PhenyiDerivas einen Spezialfall, dasenur schwer Uber ein
Halogenid synthetisiert werden karfil Eine Mdglichkeit zur Synthese dNsPhenylisatirDerivas
(2e) bietet hier die CGHANLAM-Kupplungmit Phenylboronsaurg6). Die Einfihrung deN-Phenyi
Gruppe erfolgte somit auf diesem Wegach einer Vorschrift voiRamBaBuet al®¥ Hierzu wurde
5-Chlorisatin 4b) mit Phenylboronsauresy, Kupfer(ll)acetat und Triethylamin bei Raumtemperatur in
Dichlomethan (DCMzum Zwischenproduk2€) umgesetzt welches mit schlechter Ausbeute, aber in
ausreichender Menge, isoliert werden konnbe nachsten Schritt wurdedlie N-substituieren Isatine
(2a-e) Uber eine Aldolreaktion mit 3;:4Methylendioxyjacetophenon 8y) zu den IsatifDerivaen (Le-i)

umgesetzt.
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Die Reaktionwurde diesmal bei 120C in der Mikrowlle durchgéihrt, da die Reaktions

geschwindigkeit beider vorangegangenergleichartigen Synthese des Isaberivas (@d) bei

Raumtemperatur sehr langsam war. Die Reaktiomszennte somitvon 38 Stunden auf 45 min

verkirzt werden.

(0]
Mel Cl
NaH Oz)j@/ L
DMF N
0°C /
98 % 2a
o} R®Br o 3d
R : Cl Na,CO3 cl DIPEA
(@] (0]
N DMF o. MeCN N EtOH
H OH Reflux N 120 °C, MW
4b L 35-96 % R™ opd 4-27%
©/ “OH o
Cu(OAc),
6 Et;N zexj©/m
o |
DCM N
RT
48 % @ 2e
SchemaB: Synthese deN-substituierten IsatinDerivae
Tabelle3: N-SubstituierteVerbindungen mit Isatiscaffoldund zugehdérige Halogenide
Nr. R R Ausbeute  Ausbeute Nr. R
1. Schritt 2. Schritt
le Cl x{CHs 98 % 4% 5a *«,{CHs
1f Cl N CH, 96 % 27 % 5b CCH,
1g Cl \(@ 48 % 11 % 5c \/\©
1h Cl \(\© 35 % 19% 5d \(\/@
1i Cl 68 % 27 %

K

Fur die SAR des Isatinscaffolds, sollten auf3er demuvior gezeigten Verbindungen noch die

Verbindungen %j-1) (Schemad), die kein Keton in der Seitenkette enthalten, synthetisiert werden.
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Diese lassen sichetrosynthetisch Uber eineGRIGNAR#Reaktion in EChlorisatin 4b) und die

entsprechenderGRIGNARB/erbindungen Ta-c) zerlegen.

R OH o) .
ol cl 7,k: X=Br
(0] — o0 +  XMgR
N N
H H 7l X=Cl
1j-l 4b 7a-c
Schemat: Retrosynthetische Betrachtung der Isaberivae 1j-I

Die Synthese der IsatiDerivae (1j-1, Tabelled) erfolgte entsprecher Uber eineGRIGNAREReaktion
nach einer Vorschrift voNARESHBABU et all®? (Schemab). Im Falle der Verbindungetj und 1k
erfolgte die Synthese ausgehend von den kommerziell erhaltlicmeaNARE erbindungen(7a,b) bei
0¢ 20 °C in Tetrahydrofuran (THHjter ArgonatmosphareDa es fir die Synthese des Isdlierivas
11 die GRIGNAREY erbindung(7c) nicht kommerziell verfiigbar wawurde diesen situaus Magnesium
Phenylethylbromid %d) und lod in THRinter Rickflusssynthetisiert (Schema5). Alle Synthesen
verliefen in schlechte®usbeuen, jedoch konnte in allen Fallen gentigend Produkt fiir die weitere
Charakterisierung gewonnen werdeBie geringen Ausbeuten sind vermutlich auf die L uftd

Wasseranfalligkeit deBRIGNAREReaktion zurlickzufihrepd:54

m/ _ XMgR
THF

0- 20 °C
Br
Mg ]
Br\/\© I, Mg
THF \/\©
Ruckfluss
5d Ar 7c

Scheméab: Synthese delsatinDerivate 1j-I mittels GRiGNAREReaktionj,l: X = Brk: X = ClI
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Tabelled: ViaGrIGNAREReaktion gnthetisierte IsatinDerivate

Nr. R Ausbeute

1j/7a \(@ 34 %
1k/7b \(\@ 30 %

1/ 7¢c \(\/@ 18 %

4.1.3. Retrosyntheseder Verbindungen miHydroxypiperidirScaffold

ﬂ{l _OH R' _cl 1 \
s R

S I\ B
o — &% — r
11 12 13

|

R Rl.~, O
S S |
SO |=&" . T
“R2 “R?
8 kg 10
R OH R HO HO o
S “Br .
/\O o — HSﬂ\RZ = I/ﬂ\Rz — U\Rz
16 /\/ﬁ 13 17 18 10

0.
RL
s L, = L
\RZ \Rz

19 20 10

o
UH T Chge
14

15

Schemd: Retrosynthese des Sulf@affolds

Die retrosynthetische Analyse deblydroxypiperidin Scaffolds (8) ergab drei unterschiedliche
Syntheserouten (Schema 6). Eire Mdglichkeit besteht darin, denScaffold in eine
lodmethylsulfonylverbindung® und das Hperidin-4-on-Derivat 10 zu zerlegen(Schema6, blau
unterlegt). Die Verbindung@ lasst sich wiederum aus der entsprechenden Sulfinsddrdarstellen.

Diese lasst sich aus dem Sulfonylchld@dynthetisieren, welches durch ei@hlorsulfonylierung aus
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dem Bromid 13 dargestellt werden kanrDasPFiperidin-4-on-Derivat 10 lasst sich aus Piperiddion

(14) unddem Qlorid 15 synthetisieren.

Die zweite Synthesemglichkeit (Schema6, griin unterlegt) die sich aus der retrosynthetischen
Betrachtung de Scaffolds 8 ergibt, besteht darin die SulfonGruppe durch Oxidation des
entsprechenden Thioetherst zu generieren. Der Thioethd6 lasst sich dann idas Bomid 13 und
das 4-(Mercaptomethyl)piperidirDerivat 17 zerlegen. Letzteres kann aus deemtsprechenden
4-(lodmethyl)piperidinDerivat 18 dargestellt werden, welches wiederum durch lodmethylierades

Piperidin-4-on-Derivats10 dargestellt werden kann.

Die dritte Moglichkeit (Schema6, gelb unterlegt)ergibt sichebenfalls durch die Oxidation des
Thioethersl6. In diesem Fall wird der Thioeth&6 jedoch indas Mercaptan19 und das Epoxi@0
zerlegt. Das Epoxi@0 lasst sich dann durch eine Epoxidierudgs Piperidin-4-on-Derivats 10

darstellen.

4.1.4. Synthese deVerbindungen miHydroxypiperidirScaffold

Die Syntheserouten, die sich aus der retrosynthetischen Analyse in Kapigergeben, beginnen
alle mit der Synthese von1l-Pivaloylpiperidind-on (10). Entsprechend wurden im ersten
Syntheseschritt Piperidid-on (14) und Pivaloylchloridlg) zusammen mit Triethylamin fur 48 h bei
Raumtemperaturunter Argonatmosphare nach einer Vansift von LARSENet all*® umgesetzt

(Schemar), wobei dasrwartete Produkt10in befriedigender Ausbeute erhalten wurde

(0]
(0] (0]
NH DCM N O
RT
14 15 56 % 10

Schemar: Synthese von-Pivaloylpiperidird-on (10)

Zunachst wurde die Syntheseroute ausgehend v@hlbrbenzylbromidld) tiber das entsprechende
Sulfonylchlorid 12) untersucht Hierzu wurde 4hlorbenzylbromidl(3) nach einer Vorschrift voBAG
et alP®® in einer zweistufigen Synthesminachst mit Thioharnstoff fir 3h bei 96 °C in absolutem
Ethanol und anschlieRend nit-Chlorsuccinimid (NCS) undN2Salzsaure in Acetonitril firhlbei
0¢ 20°C umgesetziSchema). Hierbei wurde jedoch nicht das gewtlinschte Produkt gebildet.
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(0]
Br . \S/CI
1.) Thioharnstoff \b

2.) 2N HCI, NCS
1.) EtOH, 96 °C

Cl 2.) MeCN, 0 - 20°C Cl

13 12
SchemaB: Versuchder Synthese des Sulfonylchlorids?f

Da diese Synthese nicht auf Anhieb erfolgreich war und der Syntheseweg zudem keine Méglichkeit zur
Derivatisierung auf egr spaten Synthesestufe hotvurde der in Kapitel4.1.3 beschriebene
Syntheseweg Uber-&hlorbenzylbromid13) und den Thioethe(16) gewahlt.Dieser ermoglicht eine
Derivatisierung auf der vorletzten Stufe durch den Einsatz verschiedener Brafuoitkchst musste

hierzu das 4odmethylpiperidinDerivat(18) synthetisiert werden. Zu diesem Zweck wurdach einer
Vorschrift vonTABUCHEt al.*”! 1-Pivaloylpiperidind-on (10) mit Diiodmethan nd Samarium(ll)iodid

in THF bei Raumtemperatur umgesg@thema). Dasentstandene Produki8liel3 sich jedocimicht

mittels herkdmmlicher Aufreinigungsverfahren vom Nebenprodsétieren.

0 CHal, |
U o Sml, /\O o
1 THF 1
10 RT 18

Schema®: Versuch deiSynthese des lodmethylpiperidDerivat (L8)

Da also auch die zweite aufgezeigte Synthesestrategie somit nicht gangbar war, wuldiztdein
Kapitel 4.1.3 aufgezeigte Syntheseweguntersucht.Im ersten Schritt dieses Synthesewegs musste
1-Pivaloylpiperidind-on (10) epoxidiertwerden. Die Darstellung des Epoxi@6)(erfolgte nach einer
Vorschrift vonNIRoGlet al®® durch die Umsetzung von-Rivaloylpiperidind-on (10) zusammen mit

Trimethylsulfoxoniumiodid und Natriumhydrid in DM8@methylsulfoxid)

o Me;SOl °
\Iv\)\l o NaH <O‘ o
I DMSO 1
10 RT 20

Schemadl0: Epoxidierung von-Pivaloylpiperidin4-on (10)

Im n&chsten Schritt wurde dann das Epogi@) fiach einer abgewandelten Vorschrift idaopeet al >
mit den entsprechenden Thioled%a-f) undKaliumcarbonain Methanol fir 15min bei 120°C in der

Mikrowelle umgesetzi{Schemal0). In der urspriinglichen Vorschrift kam mtButhyllithium bei
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0¢ 20 °C eine deutlich starkere Base bei relativ niedrigen Temperaturen zum Einsatz, was in ersten
Versuchen zu Uberwiegenderilding von nicht weiter identifizierten Nebenprodukten fihrte.
Deshalb wurde mit Kaliuracbonateine mildere Base gewahlt und gleichzeitig die Temperatur und
somit auch die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich erhoht. Dies fuhrte zu einer deutlich besseren
Produktbildung mit schlechten bis ausgezeicheet Ausbeuten bei gleichzeity sehr kurzer
Reaktionszei{Schemall). Die deutlich schlechtere Ausbeute bei der Synthese des Defightgeht
moglicherweise auf eine geringere Reaktivitat des Thiols durch die Abwesenheibsnestischen

Rests zuriick. So weist Ethanthi@bf( pka = 10,63 einen deutlich hoheren pKé/ert aus als
4-Chlorbenzylthiol 16a, pk: = 6,14 was zu einer schlechteren Deprotonierung und somit

geringeren Reaktivitat fihfg

o Ausbeute
<‘© RSH RIS/\D 16a 92% 16d: 77 %
K,CO
Ni> 23 NIO 16b: 78 % 16e: 69 %
MeOH
120 °C, MW 16cc. 80 % 16f: 24 %

20 24-92 % 16a-f

Schemal 1: Synthese der Thioethd6a-f

Im letzten Syntheseschritt wurde der Thioether dann nach einer abgewandelten Vorschiidvaos

et all®® zum Sulfon oxidier{Schemal2). Dabei wurden die jeweiligen Thioethet6@-f) mit
Kaliumperoxomonosulfatnd 1,8-Diazabicyclo(5.4.0)undéten (DBU) in Acetonitril/Wasser (1:2 v/v)

bei Rnumtemperaturzu den an der SulforGruppesubstituierten,Verbindungen miHydrox/piperidin
Scaffold (8a-f Tabelle5) umgesetzt.Die Reaktion lief hierbei mit schlechten bis befriedigenden
Ausbeuten ab. Eine fur das Derid#e ebenfalls durchgefiihrte Oxidation mit Wasserstoffperoxil a
Oxidationsmitte] ergab das Produkt in dhnlich&usbeug, jedoch war die Reaktionszeit im Vergleich
zur Reaktion mit Kaliumperoxomonosulfa@-mal langer.Die deutlich schlechtere Ausbeute des
Derivats16f ergab sich durch Verluste bei der Aufreinigung, da ein nicht naher charakterisiertes
Nebenprodukt gebildet wurde. Dieses lie3 sich, aufgrund von &hnlichem Elutionsverhalten,

sdulenchromatographisch nurlseer vom Produkt trennen.

OH OH
1 1
Res KHSOs R >s{
N. _O DBU o° o N. O
I MeCN/H,0 2:1 (v/v) I
RT
16a-f 13-68 % 8a-f

Schemadl2: Oxidation der Thioetherl@a-f)
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Tabelles: Substituenten derDerivate mitHydroxypiperidirScaffold

Nr. R Ausbeute  Nr. R Ausbeute

816a ‘(\@LCI 39 % 8/16d \(\/© 48 %

Cl
8/16b \(© 68 % 8/16e \(\CL 40%
Cl
8/16¢c \(\© 43% 8 16f N 13 %

. 1l |' HS
0 /?\ (0] OH
NaH Cl S
N‘B - N‘Boc KaCOs > Cl N‘Boc
o¢ DMSO, RT MeOH
21 94% 22 120°C MW 23
47%
KHSO;
HZO/MBCN DBU
(221) RT
86%
X
¢ R OH OH
EtN /@AS% Cf  4MHcl /@AS%
— o O + 0o 0
NH N.
DCM Cl 2 MeOH Cl Boc
RT
RT 25 24
22-55% 98%
OH
Jerne
o O
N
Cl 0
26a-e R
Schemdl3: SyntheseN-substituierterDerivate mitHydroxypiperidirScaffold

Um eine Substitution auf einepaten Stufe der Syntheseroute am Stickstoff BigreridinGruppezu
erreichen, wurde ausgehend von Bgeschiitzten Piperidid-on 21 das BoegeschutzteDerivat mit
HydroxypiperidirScaffold24 synthetisiert(Schemal3). Die Synthese verlief dabei analog zur Synthese
der DerivateBa-f Uber das entsprechende Epo@@und den entsprechenden Thather 23zum Sulfon

24. Im Anschluss wurde die B&ruppegemald eineim Labor etablierten Methodenit 4 N Salzséure

in Methanol bei Raumtemperatur abgespalten und somit das ritijpégumsalz25 in quantitativer
Ausbeuteerhalten.Dieses wurde dann analog zur Synthese véivaloylpiperidind-on (10) mit den

entsprechenden Sé&urechloriden zu déksubstituierten Derivaten mit HydroxypiperidinScaffold
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26a-e (Tabelle6) umgesetzt Die Produkte wurden dabei in schlechten bis befriedigenden Ausbeuten
erhalten was durch die hohe Reaktivitat der Saurechloride gegenitiber Wasser und der somit

einhergehenden konkurrierenden Reaktion zur Carbonsaure bedingf&#ftl.

Tabelle6: Substituenten deN-substituiertenDerivate mitHydroxypiperidirScaffold

Nr.

Ausbeute Nr. Ausbeute

26a

33 % 26d 55 %

R R

N 0

A 34 % 260 \/\/© 52 %
26 \(© 22 %

26b

4.1.5. Retrosynthese der Verbindungeiit Sulfonylethanobcaffold

N R1‘s/\/\R2 SN R'-SH . 07/\R2

Br/\/\Br

+ :R?
OH
35 31
Schemal4: Retrosynthese deSulfonylethanoBcaffolds

Die retrosynthetische Analyse d8slfonylethanoScaffold427, Schemad.4) ergabdrei Synthesewege,
deren erstermretrosynthetischer Schritt diReduktionzum Thioethe28 ist. Analog zur Retrosynthese

desHydroxypiperidirScaffolds &) lieRe sich dieser dann @n Thiol(19) und ein Epoxid2Q) spalten.
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Das Epoxid2@) lasst sich wiederum retrosynthetisch in Epichlorhyd8@) (und einen nukleophilen

Substituenten31) zerlegen.

Alternativ kann auch die Binduzwischen dem nukophilen Rest R? und dem Schwefel @a®ethers
(28) retrosynthetisch gespalten werden. Somit ergeben sieim Nukleophil (31) und das
1-Chlorpropan2-ol-Derivat 32 als Vorstufen. Dad-Chlorpropan2-ol-Derivat 33 kann wiederum
retrosynthetisch irein Thiol(19) und Epichlorhydrin3Q) zerlegt werden.

Als dritte Option kann der Thioethe2§) retrosynthetisch irein Thiol(19) und dasl-Brompropan2-
ol-Derivat 34 gespalten werden. Da$-Brompropan2-ol-Derivat 34 lasst sich retrosynthetisch in

1,3-Dibrompropan2-ol (35) unddas NukleophiB1 spalten.

4.1.6. Synthese der Verbindungenit SulfonylethanaBcaffold

Fur die Synthese der Verbindungerit SulfonylethanolScaffoldwurde zunachst ér Syntheseweg

Uber das Epoxid9gewahlt(Schemal4, griin) Dieses sollte aus Epichlorhyd@®) und 2Pyrrolidinon

(31) nach einer abgewandelten Vorschrift aus einem Pat@mt DENGet al®® synthetisiert werden
(Schemalb). Hierzu wurden die Edukte mit Natriumhydridxmethylformamid DMB bei 120°C in

der Mikrowelle umgesetzt. Dies flhrte jedoch nicht zum gewinschten ProbiktReaktion wurde
deshalb nochmals be60°C in THF wiederholt wobei das gewinschteEpoxid 29 entstand

Die Weiterreaktion, die analog zur Synthese des ThioetHdsKapitel4.1.4 durchgefihrt wurde,

lieferte jedoch hauptséchlich ein nicht nédher identifiziertes Nebenprodakich die Wahl einer
starkeren Base (DBU) und eine Verlangerung der Reaktionsdauer filhrte zu keiner Bildung des
Thioethers 28.

°f"'*HN§ ?ﬁofé

60 0. 120 °C, yW
30 o !
K2C03
07/\C|+ HN& fé o. DBU ©/\/\/\\§
THF MeOH
30 60 °C 120 °C, yW

Schemadls: Versuch deSynthesales Thioether®8 liber dasEpoxid29
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Deshalb wurde der in Kapitdl.1.5 gezeigt Synthesewefchemald, blau) tber 1-(Benzylthio)3-
chlorpropan2-ol (32) gewahlt. Hierzu wurde EpichlorhydriB0f mit Benzylmercaptanl@b) und
Natriumcarbonat in Methaol bei 120°C in der Mikrowelle umgesetz¢hemal6).

Nach3
©/\SH + 0\7/\(:' ©/\S/Y\CI
MeOH OH

120 °C, pW
1% 30 32

Schemal6: Versuch der Synthesen 1-(Benzylthio}3-chlorpropan2-ol (32)

Da auch hierbei das gewilnschte Produkt nicht entstaoddern nur ein nicht weiter identifiziertes
Nebenprodukt, wurde der SynthesewedSchema 14, gelb) Gber 1,3-Dibrompropan2-ol (35)
eingeschlagerim ersten Schritt wurde hierzl,3-Dibrompropan2-ol (35) mit 2-Pyrrolidinon 81) und
Natriumhydrid bei Raumtemperatur im THF umgeséathemal?). Dasin befriedigender Ausbeute
entstandene 1-Brompropan2-ol-Derivat 34 wurde dann unter den gleichen Bedingungen mit
Benzylmercaptanl@b) zum Thioethe28 umgesetzt wobei das Produkt in schlechtexber fir die
weitere Umsetzungausreichender Ausbeute erhalten wurdeDer Thioether 28 wurde schlie3lich
analog zu denVerbindungen mitHydroxypiperidin Scaffold mit Kaliumperoxomonosulfazum
SulfonylethanoBcaffoldDerivat27 oxidiert. Auch hierbei war die Ausbeute schlecht aber ausreichend

fur die anschlieBende Charakterisierung des Produkts.

SH
o o 0
B Y Br 4 HN NaR e >N NaH s/\/\N\;U>
OH THF OH THF OH
RT RT
35 31 53 % 34 29 % 28
H,O/MeCN | KHSOs
2:1 (viv) | DBU
RT
12 %
o
//S\\/\/\Né
O O oOH
27

Schemal7: Synthesaler Verbindungen miSulfonylethanoBScaffold(27)
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4.1.7. Retrosynthese de&minoalkohoBcaffold

R! OH R! 0

N NH 2

- o

36 37 38
Schemdl8: Retrosynthese des Amindahol Scaffold(36)

Bei Betrachtung des Aminoalkot&taffold (36, Schemd.8), fallt auf, dass dies@inen Substitutenten
am Stickstoff und einen Substituenténstandig zur Hydrox@ruppe aufweistSomitlasst sichder
Scaffoldretrosynthetisch inein Amin @7) und ein Epoxid(38) zerlegen.Da dieserScaffoldin der
Wiederholung des initialerscreeninggKapitel5.1) keine Aktivitat zeigte, wurden keine Derivate

synthetisiert.

4.1.8. Retrosynthese der Verbindungerit SulfonamidScaffold

e R g R ?
O=S-NH O=S-NH 0=S-Cl NH, NO,
2 S 2ff R! off 3 2 S 2fi Y
RS P —> R%j e HoN + R%j — R4y P — R4y P
U SRS SRS |
HO Yo ~o" o ~o" o ~o" o ~o" o
39 40 41 42 43 44
NO,
(0] o X
Br\)J\O/ + R =
OH
45 46
Schemal9: Retrosynthese devYerbindungen miSulfonamidScaffold

Der Sulfonamid Scaffold (39) lasst sich Uber eine Metyhlester geschitzte Verbinduag@) (
retrosynthetisch in das Amihl und das Sulfonylchlorid2 zerlegen(Schemal9). Das 8lfonylchlorid
42 lasst sich wiederum durch Chlorsulfonylierung aus dem Abiirivat43 darstellen. Dieses kann
durch die Reduktion der Nitroverbindung4 gewonnen werden. Die Nitroverbindungg lasst sich

schlieBlich in Bromessigsaumethylester (45) und das NitropheneDerivat46 zerlegen.
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4.1.9. Synthese deYerbindungen miSulfonamidScaffold

Die Synthese startete mit der Darstellung des Ethersi4a durch die Umsetzung von
Bromessigsauremethyleste@d5) und p-Nitrophenol @6a) mit Kaliumcarbonat in Acetonitril bei
Raumtemperatu{Schem&0) nach einer Vorschrift voADARet al®, wobei eine nahezu quantitative
Ausbeute erzielt wurdeAnschlieBendvurde die NitreGruppenach einer abgewandelten Vorschrift
von GAMBLEet all®l mit Eisen und Essigsaure in Ethanol/Wasser (2:1 v/v) im Ultraschakh&d°C
reduziertund das Produk#3a konnte mit schlechteraber ausreichenderusbeute isoliert werden

Das entstandene AniliDerivat 43a wurde dannin Anlehnung an ein Patenton KaJinoet all68l
chlorsulfonyliert. Hierbei wurde das AniliM3a zundchst in konz. Salzsaure und Eisessig mit
Natriumnitrit bei 0°C diazotiert und anschlieRend mit Kupfer(ll)sulfat und Natriumdisulfit 5& 0
chlorsulfonyliert. Das hierzu notwendige Schwefeldioxid entsteht dabsitu aus Natriumdisulfit,
welches in wassriger Losung zu zwei Molektlen Natriumhydrogensulfit zerfallt, die wiederum unter
sauren Bedingungen zu Schwefeldioxid und Wasser zerfallen. Alternativ kénnte Schwefeldioxid auch
gasformig in die Losung eingeleitet werdenasvzu einer hdheren Sattigung der Losung und damit
vermutlich zu héheren Ausbeutais die erzielten 14 %&8¢hema20) fiihren wirde. Die Handhabung

von gasférmigem Sahefeldioxidist aufgrund der Giftigkeit des Gases allerdings schwierig. Somit ist
im Labormalf3stab dim situErzeugung von Schwefeldioxid die geeignetere Vari@ds.entstandene
Sulfonylchloridd2a wurde dann analog zur Synthese vixPivaloylpiperidind-on (10) (vgl. Kapitel
4.1.4 mit den entsprechenden Aminefila-c und Triethylamin bei Raumtemperatur in DCM zu den
Sulfonamiderd7a-c umgesetzt.Hierbei kam es verstarkt zur Bildung von Sulfonsdure, was sich in
schlechten Ausbeuten fir die jeweiligen Produkte &auflerte. Die Nebenreaktion lieRe sich
mdoglicherweise durch den Einsatmon trockenem Ldsungsmittelund einer Argonatmosphére
unterbinden. Da aber in allen Fallen genligend Produkt entstanden war, wurden keine weiteren
Anpassungen vorgenommen. Im letzten Schritt ergab die HydralgseMethylesters nach einer
Vorschrift vonQUN et al®® mit Natriumhydroxid in Ethanol/Wasser (2:1 v/v) bei Raumtemperatur
schlieBlich die Sulfonamid Derivatd8a-c in ebenfalls ddlechten, aber fir die weitere

Charakterisierung, ausreichenden Ausbeut@abelle?).
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NO, 2 1.NaNO, 0=S—ClI
K2CO3 2. CUSO4Y NaZSQO5
MeCN AcOH konz. HCI, AcOH
OH EtOH/H,0 2:1 (v/v) o) 0°C o
97 % ;\l\ 50°C, Ultraschall l 14 % L
45 %
~ oo ~o0 X0
46a 44a 43a 42a
DCM HoNR
0-20 °C | Et3N
17 - 18%
1] R 1] R
O=S—NH O=S—NH
NaOH

EtOH/H,0 2:1 (v/v)
RT

Ol 4-26% OL

HO™ Yo o Yo
48a-c 47a-c

Schema0: Synthese deDerivate48a-c

Tabelle7: Substituenten debDerivate mitSulfonamidScaffold

Nr. R Ausbeute

48a N 4%

48b \(ﬁ/ 26 %

48c \/\@ 23 %
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4.2. Synthese von Inhibitoren fifSP48

4.2.1. Retrosynthesder STK593195 Anakng

OYOH OYO OVO
2 : — 2 : — R2-N=C=0 +
R N N~ R R NJ\N/\/\S/ H2N/\/\S/
H H H H
49a 50 53 52a
0 [ 0 I
H N\ /7 H N\ /7
s 0 OO 78 N
L, = ° + A
N~ ONTOR! NH, H,N" R
H H
51 545 52
Schema&1: Retrosynthese der STK593195 Analog

Die Struktur von STK593195 besteht aus Sulfanilamid, das tber einen Harnstoff mit der Aminoséaure
L-Methionin verbunden ist.Fur die SAR sollten sowohl der Aminosaurered, (Rs auch das

SulfanilamidMoitv (R) abgewandelt werden.

Je nachdem welcher Tailer Struktur von STK5931989a) variiert werden soll, lasst sich die
Zielverbindung Uber die jeweiligen Methylestéd0 bzw. 51 retrosynthetisch entweder in
L-Methioninmethylester(52a) undein Isocyanab3oder in Sulfanilami¢b4a) und denentsprechenda

Aminosaurenethylester52 zerlegen(Schema21).
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4.2.2. Synthese der STK593195 Analog
o) (|) R*N=C=0 o c|> Os_OH
X X o0 X
H EtzN 5 : NaOH 5 E
A1 R NJ\N/\/\S/ I EEE—— R‘NJ\N/\/\S/
HN- R DCM H H EtOH/H,0 2:1 (vIv) H H
0-20 °C . RT .
52a-c 50a-i 750 % 55a-i
CDI | THF
DIPEA | RT
NH
| |
Ox© 0% © o OxOH
: DMAP Jj\ H NaOH JJ\ <
_—
//\N N/\R1 N N/\/\S/ ] N N/\/\S/
N ) H THF H EtOH/H,0 2:1 (v/v) H
Reflux RT
56a-c o 50 ? 55
\ /NH2
S
DA
DMAP | THF
Reflux 2
25-58 %
HoN 4 | HoN__/
d Ox© LiOH g 0 OO
: —_— :
N N/\R1 MeOH/H,0 2:1 (viv) NJJ\N/\R1
H RT H
5la-c 1-48% 49a-c
Schem&2: Synthese deSTK593195 Analag

Wieim vorangegangenen Kapit@.2.1) besprochen, erfolgt die Variation der Struktur von STK593195
Uber zwei unterschiedliche Synthesewedé¢m die Sulfanilami@Gruppe (R?) zu ersetzen wurde
Methioninmethylester $2a) nach einer Vorschrift vofu et al " mit den jeweiligen Isocyamen 53a-i

und Triethylamin bei OC bis 20C zu den Harnste¥ferbindungen50a-i umgesetzt(Schema22).
Hierbei wurdendie erhaltenen Verbindungen aufgrund schvar trennenden, nicht identifizierten
Nebenproduktennicht weiter aufgereinigtIm nachsten Schritt wurde dann der Methylestech
einer Vorschrift vonUN et all® mit Natriumhydroxid in Ethanol/Wassser (2:1 v/v) bei
Raumtempeatur hydrolysiert um die Zielverbindunge®5a-i (Tabelle8) zu erhalten Die Ausbeuten
waren hierbei allesamt schlecht, da inorangegangeen Reaktionsschritt, das Produkt nicht
aufgereinigt wurdeund somit die Ausbeut@om verunreinigtan Rohproduktausgehendbestimmt
wurde. Im Falle des IsoindolDerivats 55 musste die Aminosadure zunachst mit
1,1-Carbonyldiimidazo(CD) und DIPEA bei Raumtemperatur in THF zum Zwischenprdifiakt
umgesert werden. AnschlieRenaurde nach Zugabe von Isoindol{B4b) und die Reaktionsmischung
in THRam Ruckflussrhitzt, um das HarnstofDerivat50j zu ergebenlm réchsten Schritt wurde dann

der Methylester unter den gleichen Bedingungen wie bei den Derivaten hyabvolysiert unddas
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Isandolin-Derivat55j in schlechteraberfiir die weitere CharakterisierungusreichenderAusbeute
erhalten Auch hier geht die schlechte Ausbeute darauf zkridasslas HarnstoftDerivat50j nicht

aufgereinigt wurde.

Die Variation der MethioniGruppe erfolgte ebenfalls Uber dieUmsetzung der jeweiligen
Aminosauremethylesteb2a-c mit CDIzu den ZwischenprodukteB6a-c und der anschliel3ende
Zugabe von SulfanilamiBie entstandenefrodukte5la-c konnten in schlechten bis befriedigenden
Ausbeuten erhalten werden, wobei alle Derivate aufgereinigt wurden. Im Falle des Dérbaats
konnte trotz Aufreinigung ein nichtaher identifiziertes Nebenprodukt nicht abgetrennt werden.

Die Hydrolyseder erhaltenenMethylester 51a-c erfolgte mit Lihiumhydroxid in Methanol/Wasser
(2:1v/v) bei Raumtemperatur. Diese Methode ist etwas milder &duWiethode mit Natriumhydroxid.

Die Zielverbindunge#9a-c wurden so in schlechten Ausbeuten erhalten. Das Ded9akonnte mit
lediglich 1 % Ausbeute isoliert werden, was vermutlich an der Verunreinigung des Methykisters
lag. Da dennoch alle Produkte in ausreichender Menge und Reinheit erhalten wurden, wurde die

Synthese nicht weiter angepasst.

Tabelle8: Synthetisierte STK59319halog
Nr. R R Nr. R R
49 H2N\s//0
g{\/s\ d/\@ 55e a{\/S\ ©/\/
49 HzN\S’/O
vooagy e e U
49c H2N\S//O e
W CS/\©y 5@ a{\/s\ Q
55a
A IR
I
55b ‘
W{\/S\ >k/ 55i '*{\/S\ ‘
55¢c
"‘/\/S\ Oy 53 E{\/S\ N
Y
55d a‘{\/s\ @y
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4.2.3. Synthese der MB64 Analog

o)
N
‘/S/ R!
N \©\ H,N
Q Q TBTU * o
/@\)J\OH Na,CO4 /@\)J\OH DIPEA /@\)J\”
FsC NH, H,0 FsC NH DMF FsC NH

80 °C tos  800.120 °C MW s
57 73 % 58 4-67 % 5%:-h

NS
DMF| HN" N

80 °C MW | TBTU

14 % | DIPEA 0
|
-0 O L0
N N
H DMF
FsC NH, 130 °C. MW FsC H
60 35 62
O (]
O\\S//
DCM| /7 R?
RT
2-22%| EtzN
(0] S A\
P
H
FsC NH
R2
6la-g
Schema&3: Synthesevon ML-364 Analoga mit verschiendenedmid- und Sulfonyl-Gruppen

Der USPB-Inhibitor ML-364 konnte als ein weiterer Startpunkt fUr die Entwicklung eines USP48
Inhibitors identifiziert werden (s. Kapitdd.2). ML-364 besteht aus drei Untereinheiten: Einer
PhenylthiazolGruppe einer TosyGruppe und einer Anthranilsaur&ruppe welche die beiden
anderen Gruppen miteinander verbindet (8bbildung 12). Zur Untersuchungder SARwurden
verschiedene Mi364-Analogasynthetisiert bei denen jeweils eine der Gruppen variiert wurde.
Eine vorangestellte retrosynthetische Analyse war in diesem Fall nicht nétig, da die Synthese von
ML-364 in der Literatur beschrieben i8t. Zunachst wurde eine Reihe an Verbindungmit
substituierter PhenylthiazeGruppesynthetisiert. Die Syntheseerlief dabeianalog zur vobaviEset

al. beschriebenen 8these von ME364[ Im ersten Schritt wurdehierbei 4Trifluormethyt
anthranilsaure(57) mit Tosylchlorid und Natriumcarbonat bei 80 in Wasser zuN-tosylierten
Anthranilsdure (58) umgesetzt wobei die Ausbeutesogar etwas Uber der in der Literatur
beschriebenen Ausbeute von %39 lag (Schema23). AnschlieBend wurden die entsprechenden
Amine mit TBT2-(1H-Benzotriazoil-yl)-1,1,3,3tetramethylaminiumtetrafluorborat) und DIPEA in
DMF an den Carbonséaurerest gekuppelt, um die ArbBlg zu erhalten. Das in derrspriinglichen

Vorschrift genutzte Kupplungsreagenz HATWO-(7-Azabenzotriazel-yl)-N,N,N Nxtetramethy}
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uroniumhexafluorphosphgtwurde durch TBTU ersetzt, da HATU explosionsgeféahrlich ist. Die meisten
Amidkupplungerwurden bei 80°Cdurchgefiihrt Im Falle von Benzylamin und Phenyledhyin fand

unter diesen Bedingungen jedoch kein Umsatz statt. Die Temperatur wurde deshalb &af a2@ht

und die Reaktion in der Mikrowelle durchgefuhrt. Hierdurch konnte die nétige Aktivierungsenergie
Uberschritten werden und die Reaktionszgleichzétig von mehreren Stunden auf 30 min verkirzt
werden. Alle Produkte wurden nur in schlechten bis befriedigenden Ausbeuten erh@itdelle9),

wobei diein der literatur beschriebene Ausbeute von Mi64 ebenfalls nur bei 31" liegt. Furdie
Derivate59a,c,th, in denendas Amin an einen Aromaten gebunden wiewnnte diein der Literatur
beschriebene Asbeute sogar tbertroffen werden. In den Féllen, in denen das Amin an eirnylelet

Gruppegebunden war, wurde dierwartete Ausbeute jedoch deutlich unterschritten

Tabelle9: Substituenten der MH364 Analog mit substituierter PhenylthiazeGruppeund Ausbeuten des letzten
Reaktiorsschrittes

Nr. R Aush Nr. Aush Nr. R Aush

R
SN
5% \(Q 67% 59 \/\© 17% 59 O O 46 %
59 N 4% 5% \/\/© 4% 5% 40 %
59 \(© 46 % 59 O ‘ 31 %

Fur die Synthese der Verbindungen mit substituierter TeSylippe wurde die Reihenfolge der

Syntheseschritteumgekehrt und zuerst 4Phenylthiazolamin an -Eluormethylanthranilsaurg57)
gekuppelt unddie so entstandene Vorstufé@) anschlielend zu den Derivatéia-g sulfonyliert.

Da die Vorstufe60 nur schlecht in Wasser 16slich war, mussten die Reaktionsbedingungen fir die
Sulfonylierung angepasst werdeé®ghema3). Anstatt Wasser wurde Dichlormethan héssungmittel

gewahlt und als Base kam Triethylamin zum Einsatz. Unter diesen Bedingungen lief die Reaktion bereits
bei Raumtemperatyrjedoch bei schlechteren Ausbeuteh (Tabelle1Q). Interessanterweise ergab

die Reaktion mit Methylsulfonylchlorid ausschlie3lich das doppelt sulfonylierte Pragilikt @nstatt

wie erwartet dasinfach sulfonylierte ProdukDies lasst sich vermutlich mit dem geringen sterischen

Anspruch des Methylrestes im Vergleich zu den anderen eingesetzten Sulfonylchloriden erklaren.
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Tabellel0: Substituenten der Mi364 Araloga mit substituierter TosylGruppe und Ausbeuten des letzten
Reaktiorsschrittes
Nr. R Ausb. Nr. R Ausb. Nr. R Ausb.
o]
60 M 14% 6lc O\\SO 2% 61f SJ\ 3%
o o
/© O\\ /\/©
6la < 4% 61d A% 22% 61g % 11 %
\\O \
61 |5 6% 6le O\\ 14 %
% x{S\\
2

Zusatzlich zu den Sulforiperivaen 6la-g wurde noch das zyklisierte Dihydrochinazolin(i?2,
Schema3) synthetisiert Hierzu wurde, analog zu einer Vorschrift WamARet all’?, die Vorstufe60
zusammen mit Benzaldehyd in DMF bei 180n der Mikrowelle umgesetand das Produkt wurde in
schlechter Ausbeute (&) erhaltenDer Versuch der Synthese des unsubstituierten Ddgfdnalizons
(62b) aus Paraformaldehyahach einer Vorschrift voakuTet all”®], gelanghingegen nich{Schema
24). Anstatt dem in demrspringlichenVorschrift verwadeten Formalin, wurde Paraformaldehyd
verwendet, welches beim Erhitzen in Wassesitu Formalin ezeud. Vermutlichfihrte jedoch das

Uberschissig®Vasserzur Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten.

- araformalde =
J@\)LAN varaformaldehyc J@\)k/LN

N N
H DMF/Wasser 1:1 (v/v) P
FsC NH» 130 °C, yW F4C N
60 40 min 62b M
Schema&4: Versuch der Synthese eines unsubstituierten Dihydrochinazolid2ins

Im Falle der Substitution der Anthranilsaw@euppe lassen sich die einzelnen Anaatcht aus einer
gemeinsamen Vorstufe synthetisieren. Somit ist fiir jede Verbindung eine zweistufige Synthgse néti

Um trotzdem viele Derivate in kurzer Zeit synthetisieren zu kénnen, wurde versiiehfynthese

mittels Flow-Chemie zu automatisieren. Hierzu wurde zunachst in einer Testreaktion im ersten Schritt
Anthranilsaure(0,5M, 63a) in THFUber eine Injektionsschleife in deflowReaktor geladerund
Tosylchlorid (0,5M) mit DIPEA(1,25M) in THF aus einer Flaschangeleitet (Schema 25).

Die Reagenzien wurden dann bei TZDund 8 bardurch einen 10nl Reaktor gefuhrtum das
Zwischenproduk®64a zu ergeben AnschlieRend wurded-Phenyil,3-thiazolamin in THF und eine
Mischung aus TBTU und DIPEA in THF zusammen mit der Reaktionsldsung des ersten Reaktors in einen

zweiten 10ml Reakor bei 120 °Geingeleitet Die Verweilzeiten wurden dabei variiert £ 5min,
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30min, 40 min). Mit HPLC und B konnte allerdings bei keiner der Verweilzeiten das gewlinschte

Produkt65a nachgewiesen werden.
0
OH
0,5M in THF
= i

o 10 mL
P T=120°C
b tges = 5, 30, 40 min
cl — }\_ ges = 2. 30,
/©/ 8 bar
0,5M +
1,25 M DIPEA in THF
D—Br 1,25 M TBTU +
HNT N 2 M DIPEA in THF
0,5 M in THF
Schema&5: Flussschema dddowReaktors fur die zweistufige Synthese \@nem auf Anthranilsdaure basierendem

ML-364 Analog

Um geeignete Reaktionsbedingungen zu findemrde deshalb zunachst versuchden ersten
Reaktionsschritt zu optimiererDer Reaktionsaufbau wurde also auf einBeaktor verkirzt und
erneut Anthranilsaur€0,5M, 63a) in THF und Tosylchlor{@,5M) mit DIPEA1,25 M)in THF durch
einen 10ml Reaktor gkeitet (Schema26). Die Reaktortemperatur betrug dabei entweddr & oder
120°C,bei jeweils 5min, 10min oder 15min Verweilzeiund 8 bar DruckHierbei entstand unter allen
getesteten Vebindungen hauptsachlicp-ToluolsulfonsaurgTabelle11). Das gewiinschte Produkt
64a zeigte in der HPLC nur einen Anteil von unter 15 %. Eine niedrigengefiar und kirzere
Verweilzeit ergaben dabei mehr Produkt als hthere Temperaturen und langere Verweilzeiten.
Ein weiterer Versuchbei dem DIPEA zur Anthranilsdurelésung gegeben wurde anstatt zur

Tosylchloridlésundiihrte zukeiner Verbesserung.
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O
OH
Lo
NH, I
O O=S-OH
0,5Min THF
NH
63& m bpr — 2 +
NH

10 mL Tos
Q.o
VaZ T =800.120°C
S\Cl @ tges = 5, 10, 15 min 64a
8 bar
0,5M+
1,25 M DIPEA in THF
Schema&6: Flussschema dddowReaktors fir die Synthese tosylierter Anthranilsaure
Tabellell: HPL@Jmstz von p-Toluolsulfonsédurechlorid und dem gewiinschten Prodé#a bei verschiedenen

Temperaturen und Verweilzeiten iFlow-Reaktor

80 °C 120 °C

p-Toluolsulfonsédure Produkt | p-Toluolsulfonsdure Produkt

5min  31,8% 13,7 % | 40,5 % 6,3 %
10 min 31,0 % 13,3% | 41,8 % 5,0%
15 min 54,4 % 11,7% | 40,4 % 3,0%

Da die Bildung vop-Toluolsulfonsaurestark vom pHWert wahrend der Reaktion abhéngturden
die Reaktionsbedingungen entsprechend angepasst und die SyntheseeimarhVorschrift von
GolELLoet all™ wiederholt. Hierbei wurde die Anthranilsaur®,55M) in gesattigter wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung und PEG400 (1:1 v/v) geldst und TosylclilEd) in Aceton
geldst. Die beiden Lésungen wurden dann im gleichen Aufbau wie zuWowiReaktor umgesetzt.
Wieder wurden verschiedene Temperaturen und Verweilzeiten getestet. Aul3emdarde die
Reaktionnoch eimmal mit einem5 ml Reaktorwiederholt Im ersten Schritt wurde die Reaktion bei
einer Verweilzeit von 2fhin mit verschiedenen Temperaturen durchgefuh{Tabelle 12).
Hierbei zeigte sich eine deutlich verbesserte Bildung des PradB&isl20C entstand nahezu keine

p-Toluolsulfonsédure mehr.
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Tabellel2: HPLE&Jmsatzvon p-Toluolsulfonséurechlorid und dem gewiinschten Prodida bei einer Verweilzeit
von 20min und verschiedenen Reaktortemperaturen nach der VorsaomwiftGoleLL@t al[74]

T[°Q p-Toluolsulfonsaurg%] Produkt[%)]

25 38,1 35,3
50 56,1 27,2
80 18,8 41,0
120 15 65,1

Im nachsten Schritt wurddeshalb die Verweilzeit bei 12€ untersuch{Tabelle13). Hierbei ergab

sich bei einer Verweilzeit von 5 mirerd gol3te Anteilan Produkt. 2 Menge der gebildeten
p-Toluolsulfonsaure war in allen Versuchen deutlich héher als bef@2fhd 20nin Verweilzeit, was
vermutlich aufeine Ungenauigkeiin der Messung zuriickzufuhren ist. Dennoch entstand bei allen
Versuchen eine zufriedenstellendedvige an Produkt. Die Wahl eines 5 ml Reaktors verbesserte noch
einmal das Verhaltnis von Produkt zu Nebenprodukt bei gleichbleibender Auslmautéergleich zur

in der Literatur beschriebenen Ausbeute von 80 %, fallt die Ausbeute jedoch in allen Versuchen
geringer aus. Dies ist vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass in der SyntheGowmn @t all’ mit
niedrigeren Konzentrationen gearbeitet wurde. Die Erhohung der Konzentnatio®,1 M auf 0,5 M
fuhrte dazu, dass fir die NaHEsung die Sattigungsgrenze erreicht wur8emit war in der
Reaktion im Verhaltnis weniger NaHG@wesend, als in derrspriinglichen VorschrifDer Versuch
wurde deshalb bei 120C und einem 5 ml Reaktor nochmals mit@®ia wiederholt, was allerdings zu
einer Ausbeute von nur 3% bei gleich viel Sulfonsédure ergab. Dies deckt sich auch mit den

Ergebnissen voGioIELL@t al [4]

Tabellel3: HPL&Jmsatz von p-Toluolsulfonsaurechlorid und dem gewlinschten Produkt befschieagnen
Verweilzeiten und Reaktorgrof3en bei einer Temperatur von°T20

10 ml Reaktor 5 ml Reaktor

W\ p-Toluolsulfonsaure [%] Produkt [%]| p-Toluolsulfonsaure [%] Produkt [%]

5 20,4 66,7 11,3 54,5
10 33,1 57,0 4,6 66,3
15 30,4 59,9 = -
30 29,9 44,6 - -

Somitwurdendie Ausbeute und das Produkt/Nebenprodukerhéltnisder Reaktion mit NaHGG@lIs
ausreichend fur weitere Reaktionen betrachtEtir eine automatisierte Synthese mehrerer Derivate
ausgehend von verschiedenen Aminoséuren, wurden somit als Bedingungen ein 5 ml Reaktor bei

120°C und 10nin Verweilzeit gewahlt. Als Edukte kamen-Méthoxyanthranilsaure,
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3-Aminoisonicotinsaure, -Aminoncotinsaure, 2Amino-4-chlorbenzoesaure, BetAlaninmethyéster
und Methyl-(R-4-boc-piperazin2-carboxylat zum Einsatz.Die Rohausbeuten lagen bei allen
Reaktionen zwischen @17 % und alle Rohprodukte waren noch stark verunreiridgtshalb wurden

alle Sythesen noch einmal unter konventionellen Bedingungen wiederSahema27).

O\\S//O
o7 O
HN N
(0] (0] 2 (0] S N
)J\ Na,COy )J\ TBTU 3\@
@ OH c/g : + NaHCO3 @ OH DIPEA @ H N

H20 DMF
NH, clg : + PEG400 '}IH 80 °C ’}IH
. 80°C Tos 1-20 % Ly
63a-i 64a-h 65a-i
HNT N
DMF | TBTU
80 °C| DIPEA
27 %
0O
\\S//O
\
jog
(@] /SL/\>-\© N32003
N NN H,0
Il _I_H 80 °C
NH, 8 %
66
Schema&7: Synthese von MB64 Analog mit substituierter Anthranilsauré&ruppe

Dabei wurden wie schon bei der Synthese der vorangegangen3®LAnaloga die jeweiligen
Aminosauren63a-h mit Tosylchloid und Natriumcarbonat bei 8%Cin Wasser zu den tosylierten
Aminosauren64a-h umgesetzt. [ bereits im FlowReaktor verwendeten Aminosauref®3c/ g)
wurden dabeiaus der vorhandenen Losung fir éilwwReaktion unter Zugabe von Natriumcarbonat
und Tosylchloridbei 80°C umgesetztAuf eine Aufreinigung wurde bei diesem Reaktionsschritt
verzichtet, da sich die entstandenen Nebenprodukte auch nach dem darauffolgenden Reaktionsschritt
noch gut abtrennen lielRen. Somit konnte der Zeitaufwand fur die Synthese etwas verkirzt werden.
Im zweiten Schritt wurde dannihenyil,3-thiazolamin mit TBU und DIPEA bei 8@ inDMF an den
Carbonsaurerest gekpelt, um die ME364 Analoga65a-h (Tabellel4) zu erhalten Die schlechten
Ausbeuten ergeben sich aus der Anwesenheit von Verunreinigungen bei den eingesetzten
Aminosauren 63a-h. Im Falle der 4Aminmikotinsdure (63i)) mussten die Reihenfolge der

Reaktionsschritte umgekehrt werden, da die entsprechende tosylierte Aminoséure amphoter war und
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sich somit beim Aufarbeiten nicht aus der wassrigen Phase in ganische Phase extrahieren liel3.

Durch die Synthese Uber das ArBiglkonnte diese Problematik umgangen werden.

Tabellel4: Synthetisierte Verbindungen mit substituierter Anthranils&fi@hei und Ausbeuten des letzten
Reaktionsschritts
Struktur Nr. R Ausb. Nr. R Ausb.
_O
65a 1% 65f 4%
N
(6]
o /im 65b 11% 659 @ 5%
O

65d

Z 8 %
20% 65 N\@

65e <1%

NH _
O:é:O 6&: 2% 65h N ‘ 6%
Cl
F :
o7 : j

Weiterhin wurden fur die SAR der Anthranils&@rmippedie enantiomeren Mt364 Analoga/la/b
synthetisiert Schema28). Die Synthese ging hierbei von dBoncgeschiitzten Methyl Piperazi
carboxylater67a/b aus. Diese wurden im ersten Schritt unter den gleichen Bedingungen wie zuvor die
Aminosauren tosyliert. Das @Epantiomer67a wurde hierbei direkt aus der Losung fur diow
Reaktion umgesetzt. Unter diesen Bedingungen kam es zur Abspaltung des Methylesters, sodass
unmittelbar das Deriva69a entstand. Im Falle des (Epantiomers67b entstand hingegen zuné&chst

der tosylierte Methyleste68. Dieser wurde dann in einem weiteren Schritt mit Natriumhydroxid in
Ethanol/Wasser bei Raumtemperatur zur Carbons&ifk gespalten. Beide Enantiomere wurden
dann mit 4Phenyil,3-thiazol2-amin, TBTU und DIPEA bei°8in DMF zu den AmidéefOa/b
umgesetzt. Im letzten Schritt wurde dann die Baxuppe mit Trifluoressigsaure (TFA) in DCM bei
Raumtemperatur abgespalten, um die enantiomeren -B84 Analoga7la/b zu erhalten.

Die unterschiedlichen Ausbeuten im letzten Schritt sind auf Uberfiihrungsverluste zuriickzufiihren, da

mit relativ kleinen Mengen gearbeitet wurde.
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a: N82C03
: NaHCO3

0P H,O/PEG 400

S 80 °C
Cl 75 % crude

H,0 L_

80 °C

(@] S
a: (R) - \
b: (S) HN/\[*'JJ N/L/N>\©

H
Nl 72am

Schema8:

Nachdem die erste Runde an SAR Untersuchungen abgeschlossen war, zeigte sich, dass besonders die

b: Na,CO Boc.
a3 oc N/\H‘\O/

N.fos EtOH/H,0 (2:1 viv)
67a/b 72% 68

NaOH

Boc. /\’“'“\OH

RT 69a/b

44 % crude
)\ \: < >
H,oN N
DMF

80 °C| TBTU
a: 37 % b: 57 % | DIPEA

e NAL A@

DCM
RT
a: 25 %, b: 67 %

Synthesaler enantiomeen PiperazinDerivate71a/b

Phenylthiaz6Gruppegenauer untersucht werden sollts.(Kapiteb.2). Diesmal sollte der Thiazest

erhalten bleiben, aber der Phenylrest durch verschiedene aromatische Bsetzt werdenUm dies

zu erreichen wurde Zrifluormethylanthranilsaure 57) zunachst unter den bereitstablierten

Bedingungen zum Zwischenprod@i@tosyliertund im nachsten Schritt mitBrom1,3-thiazol2-amin

zu demBromthiazolanid 72 umgesetzt{Schema29).

o) o)
—_—
H,0
FaC NH, 2 FsC NH

58 Tos

Schema&9: Funkionalisierungder ThiazolamirGruppe

)SQ/\>—Br
H,N~ N

TBTU i /SL:\>~Br
DIPEA N7 N
DMF H
RT FsC NH
20 % 72 Tos

DMF/H,0 | R-B(OH), 0. R-BPin,
100 - 150 °C, Ar | Pd(PPh,)
3-67 % | Na,CO,
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Da sich unter den etalgliten Bedingungen fur die Amidgplungjedoch zunachst nur eine Ausbeute
von 7bis 16 % ergab, wurden fir diese verschiedene Reaktionsbedingungen getgistetErhéhung

der Temperatur auf 120 °C in der Mikrowelle bei 5 und 10 Minuten Reaktionszeit fuhrte zu einer
verstarkten Bildung von Nebprodukten, wahrend kaum Hauptprodukt entstariine Absenkung der
Temperatur auf Raumtemperatur und Verlangerung der Reaktionszeit auf 24 h ergab schliel3lich eine
leichte Erhdhung der Ausbeute a@D %. En weiterer Versuch mit PyBofBenzotriazoll-yl-
oxytripyrrolidinophosphoniurshexafluorophosphgt statt TBTU als Kupplungsreagenbei
Raumtemperaturergabkeine Erhéhung der Ausbeut&Veiterhin wurde versucht die Amidkupplung
nach einer Vorschrift voiGABRIELet all’™® in Wasser/Aceton (1:1 (viv)nit [(1-Cyane2-ethoxy-2-
oxoethylidenaminooxy)dimethylamirmorpholino-carbeniumhexafluorophosphat] (COMU) als
Kupplungsreagenz und 2lGutidin Gber Nacht bei Raumtgperatur durchzufiihren.Unter diesen
deutlich veranderten Reaktionsbedingungen wurde jedoch kein Produkt gebildet. Eligmts die
Umsetzung nach einer Vorschrift voBHARMA et all’® mit N-(3-DimethylaminopropyhN'-
ethylcarbodiimid(EDCals Kupplungsreagenz und Pyridin als Base fiirl#3 60°C in Wasser/Aceton

(1:1 (v:v))nicht zum gewinschten Produifabellels).

Tabellel5: Getestete Reaktionsbedingungen fiir die Amidkupplung zum ZwischenpréguReaktionsbedigungen
bei denen keine Ausbeute bestimmt wurde, flhrten entweder nicht zum Produkt oder zu schwer
abtrennbaren Nebenprodukten

Kupplungsreagenz Temperatur Reaktionszeit Ausbeue

TBTU RT 24 h 20 %
TBTU RT 42 h -
TBTU 80 °C 5h 16 %
TBTU 120 °C, MW 5, 10 min -
PyBOP RT 3h 10 %
PyBOP RT 24 h 15 %
PyBOP 80 °C 2h -
COMU RT 22 h -

EDC 60 °C 22 h -
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Da andere Kupplungsreagenzien entweder zu keiner Bildung des Produkts oder zu einer geringeren
Ausbeute fuhrten, wurde TBTU als Kupplungsreagenz beibehaiemussendlich wurde noch
untersucht, ob eine Umsetzung imrlow-Reaktor bei 1@nin Verweilzeit undverschiedenen
Temperaturen zu einer Erhéhung der Ausbeute fllBehema0a). Bei 27 °C und 40 °C wurde jedoch
kein Produkt gebildet und bei héheren Temperaturen entstanden hauptsdchlich unerwinschte
Nebenprodukte.Um zu untersuchen, ob die Bildung von Nebenproduoktlurch Reaktionen in den
vorgelegten Reaktionslésungen verursacht wurde, wurde in einer neuen Versuchsanordnung die
Lésung von TBTU und DIPEA erst nach Vermischung der beiden Edukte z\§efignia30 b).

Als Reaktortemperatur wurde dabei 8C gewéhlt, da bei dieser Temperaiar vorangegangenen
Versucldas beste Ergebnis erzielt wurde. Die Verweilzeit betrug 10, 15 und 20 min. Im Ergebnis lieferte
dieser Versuctaufbau noch schlechtere Ergebnisse als der vorangegangene. Dies ist vermutlich auf
die fehlende Aktivierung der Carbonsaure durch TBTU zuriickzufulmegesamt lasst sich die
schlechtere Reaktivitéat von-Brom-1,3-thiazol2-amin im Vergleich zu-Bhenyil,3-thiazol2-amin
vermutlich mit dem, vom Bromsubstituenten ausgehenden-l-Effekt erklaren, der die

Elektronendichte an der AminGruppeverringert und somit den nukleophilen Angriff erschwert.

Da die Reaktion mit TBTU bei Raumtemperatur Giber Naclitediteen Ergebnisse lieferte, wurde diese

als Methode zu Synthese des Bromthiazolamid@2 gewahlt. Von diesenausgehend wurden dann
Uber eine SUzukiReaktion verschiedene Reste mittels der entsprechenden Boronséuren bzw.
Boronsaureester eingefihrt, sodass die am Thiazol substituierten Defi8atie(Tabellel6) erhalten
wurden Schema9). Als Reaktionsbedingungen wurden hierbei bereits etabliertirigeingen fir die
SUzukdiReaktion angewendet, mit Pd(Pjphals Katalysator und Natriumcarbonat als Base in
DMF/Wassel(6.7:1 v/v)bei 100- 140 °C fur 3 4 h oder fur 15 min bei 15T in der Mikrowelle.

Die Ausbeuten schwankten hierbei zwischen Rifslas 4CyanophenyDerivat73e und 62 % flr das
3,4-MethoxyphenyiDerivat 73d bzw. das ZhlorphenylDerivat73r. Die deutlich unterschiedlichen
Ausbeuen hangen hier vermutlich von der Reaktivitat der unterschiedlichen Boronséuren, als auch
von mdoglichen unerwiinschten Wechselwirkungen der funktionalen Gruppen mit dem Katalysator ab.
Weiterhin sind manche Boronsauren anféllig fir Protodeboronierung, waibeStarke der Anfalligkeit

nur schwervorhersagbar sein kan#.’8 Dennoch konnten alle Derivate in ausreichenden Mengen

synthetisiert werden.
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o)
a) /@\)J\OH
F4C NH

T

\ o s\
57  Tos P Br
0,1 M in DMF + 0,4 M DIPEA + bpr ——> NN
0,25 M TBTU
5L FsC NH
S m
Q—Br T = 27°C; 40°C; Tos 25
N 60°C; 80°C; 120°C
HoN .
t=10 min
0,15 M in DMF
(0]

FsC NH o s
|
57 Tos /L\/\>*Br
0,1 M in DMF ,—W . NN
FsC NH

S 5mL !
Q—Br T =80°C Tos 72
HN" N

t =10 min;15 min; 20 min

0,15 M in DMF
0,4 M DIPEA
0,25 M TBTU
Schema0: Versuch der Synthese des Britwiazolamids 72 im FlowReaktor mit zwei unterschiedlichen

Versuchsaufbauten
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Tabellel6: Substituenten am Thiazolrest der Derivat8a-t und Ausbeuten des letzten Reaktionsschritte Falle
des Derivat§3g bezieht sich die Ausbeute auf die Abspaltung der Me@rylppevon 73f

Ausdeute Nr. R Auslkeute

1% 73 \(©/ 50 %

Nr.

\]
it
)
\
|

N gy

730\ s M 13% 73 \/©
| N~
I )

73 \/@( 19%  73m \/@ 14 %

"o (I) N _NH;

73d 62% 73 [ | 56 %
CN F

73 \/@f 3% 730 \/@f 52 %
(0]

Cl

73 \(©)L0/ 9 % 73p \/@f 36 %
O Cl

739 \(@*w 55 % 73 \(@ 51 %
'\f”\{\N cl

73h \(Q/LH 17 % 73 ;@ 62 %
(@]

| SN

73 (@*N% 4% 73s | 22 %

¢ .
~T 2% 73 | 15 %

N
W
\
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. StrukturWirkungsbeziehuren der synthetisierterinhibitorenfiir STAMBPL1

Die Verbindungenderen Sythesen in Kapitel4.1 beschriebensind wurden am IEIM auf ihre
inhibitorische Aktivitat untersucht. Dabei zeigte erster Assay deverbindungemit IsatinScaffold

dass einige der Verbindungeine Restaktitét von unter 50% bei 100 uM Inhibitorkonzentration
aufwiesen Tabelle 17). Da jedoch wahrend des Assays, der Verdacht aufkam, dass einige der
Verbindungen unter den Assaybedingungen maoglicherweise nicht I6slich seien, wurde die Ldslichkeit
der Verbindungen noch einmal Uberpriftlierbei stellte sich heraysdass die meisten der
Verbindunge in der eingesetzten Konzentrationn 100 pM nicht I6slich waren. Der Assay wuede
IEIMnochmals mit den vier l6slichen Verbindungen wiederhotibei keineder Verbindungen eine

nennenswerte inhibitorische Aktivitaeigte

DieVerbindungen miHydroxpiperidinScaffoldzeigten ebenfalls im Assay keine Aktivitat oder waren
nicht I6slich Tabelle18). Da diese im initialescreeninggute Aktivitdten zeigten, jedoctie leicht
abgewandeltenAnaloga keinerlei Aktivitdt aufwiesen, wurde daScreeningam IEIM nochmals
wiederholt. Hierbei war erneut ein Grof3teil der Substanzen nicht l6slich und alle weiteren zeigten
keinerlei Aktivitat, darunter auch Verbindungen, die iinitialen Screening eine vielversprechende
Aktivitat aufwiesen. Dies lasst sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass unldsliche Verbindungen
Aggregate bilden kdnnen, die an das Enzym adsorbieren und es somit inhibieren. In der Folge

entstehen falsch posite Signalé’®

Die Verbindungen des Sulfonanfidtaffoldsentstammten einer anderen Substanzbibliothek als die
restlichen Scaffolds und wurden deshalb in der Wiederholung des Screenings nicht mitgetestet.
Daher wurde von diesei®caffolceine kleine Serie an Verbindungen synthetisfertKapitet.1.9 und

am IEIMim Assayuntersucht. Hier waren die Ben#ykrivat 47c und 48cnicht I6slich, die anderen

beiden Derivate zeigten keinerlei Aktivitdtapellel9).
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Tabellel7: AssayErgebnissezur Inhibition von STAMBPL1 durdferbindungen mitlsatin Scaffoldbei 100 pM
Inhibitorkonzentration

Struktur Nr. R Rz R Restaktivitat
la H \(© H 86 %
1 cCl 'l H 88 %

1c CI \(© H -
(@]

1d \/C[> H i
(0]
O

SV wl1e c \(C[O> ' .

(0]
/3 o
1 Cl O> NN 71 %

>

g Cl \(@Eo \/@ )

o VOIS SRELT
i ol L -
g O -

: . D |
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Tabellel8: AssayErgebnissezur Inhibition von STAMBPL1 durgkrbindungen mitHydroxypiperidinScaffoldbei
100pM Inhibitorkonzentration

Struktur Nr. R Re Restaktivitat[%]
. CCL K-
Cl
8b \(© Q< 86
= 0 k-
8d \/\/© Q< 96
Cl Cl
« Wk
R OH
;S\\
o’ o N__o | 8f S \Q< 92
Y
R2
26a \/\Q ' 73
Cl
26D \(\Q L 84
Cl
26c \/\@L \(© -
Cl
- O, YO
Cl
Cl
Tabellel9: AssayErgebnisseur Inhibition von STAMBPL1 duiérbindungen miSufonamid Scaffoldbei 100 pM
Inhibitorkonzentration
Struktur Nr. Re Restaktivitat[%)]
48a H 101
9 R
0=S—NH H 08

o

agp X T

i 48c\/\© H i
O

0" o 47c
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Somit ergab sich fir keine der synthetisierten Verbindungen eine nennenswerte Aktivitat gegenuber
STAMBPLAuch in der Wiederholung d&creeningsvar keine der untersuchten Verbindungen aktiv.

Folglich konnten die silicogeneriertenScreenindergebnise nicht bestatigt werden.

Um einen neuen mdglichen Ansatzpunkt zu finden, wurde eine kleine Serie an Hydroxamsaure
verbindungenaus der Institutseigenen Substanzbibliothek IEIMauf ihre inhibitorische Aktivitat
gegenuberSTAMBPLluntersucht (Tabelle20). Bei der Hydroxamsaw@ruppe handelt es sich um
eine Metallbindegruppe, die in der Lage ist das Zimkimaktiven Zentrum von Metalloproteasen zu
binden®) Jedoch wies keineler Verbindungen eine nennenswerte inhibitorische Aktivitat auf.
Zwar zeigte die Verbindungf mit 61 % Restaktivitat die grof3te inhibitorische Aktivitat unter allen
untersuchten Verbindungen, jedoch liegt auch dieser Wert zu hoch, als dass man voam eine
vielversprechenden Startpunkt sprechen koénnte. Hierzu sollte die Restaktivitdt bei 100 puM
Inhibitorkonzentration deutlich unter 50% liegen. Weiterhin zeigte sich auch, dass
Acetohydroxamsaurérs, Tabelle21) keinerlei inhibitorische Aktivitat aufweist, was darauf hindeutet,
dass es zu keineder nur zu einer sehr schwach&mdung des Zftlons durch die Hydroxamsaure

im aktiven Zentrum von STAMBPL1 kommt.

In Ermangelung eines Startpunktes fur die Entwicklung neuer Inhibitorkandidaten, wurde von der
Synthese weiterer Verbindungen abgesehen. Eine Moéglichkeit einen neuen Startpunkt fir die
Inhibitorentwicklung zu findenwére die Durchflihrung einebligh-Throughput ScreeningddTS).

Bei diesem wird eine grofRe Substanzbibliothek im Assay auf aktive Verbindungen hin untersucht.
Dies geht allerdingsit hohem materiellem Aufwandinher und bendtigt spezielle Ausristung. &ha

HTS zudem keine Garantie liefert nebeaffoldsfiir die Inhibitorentwicklung zu finden, wurde der
Fokus auf die Entwicklung eines Inhibitorkandidaten fur die zweite, in dieser Arbeit untersuchte DUB,
USP48, gelegt.
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Tabelle20: Strukturen und Ergebnisse zur Inhibition von STAMBPL1 durchdie untersuchten
Hydroxamsé&ureverbindungdyei 100 uM Inhibitorkonzentration
Struktur Nr. n R Rz Restakivitat [%]
O\
74a 1 H \(@f 72
Cl
74b 1 H o4
Cl
CF,4
74c 1 H \/@ 79
Cl
74d 2 H °" g9
Cl
74e 1 \?/ \(© 80
O\
74f 1 \;/ \/© 61
749 1 \;/ . OO 87
R1
e
HO\ N\ /7
"O’/S\RZ (ONg
74h 1 \/@ 84
O\
74i 1 \(@ 85
O+ _OH
O\
74) 1 \/© 98
O~_OH
(0]
74k 1 \/©[O> 106
N\
| o~
74 1 NP \/@ 93
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Tabelle21: Ergebnis demhibition von STAMBPL1 dur8ketohydroxamséaureei 100 uM Inhibitorkonzentration

Struktur ~ Nr. Restakivitat [%]

(0]

M on | 75 91
H

5.2. StrukturWirkungsbeziehuren der synthetisierternhibitorenfiir USP48

Zur Entwicklung eines Inhibitors fir USP48 wurdeézhsteine Reihe vorSTK59319Analog
synthetisiert Hierbei wurde, mittels der in Kapitel.2.2 beschriebenen Synthesersowohl der
Aminosaurerest (Rals aub der Sulfanilamidrest @Rvariiert. Zur SAR des Aminosaurerests\{Rrde
dieser durch Glycimt@b) und Norleucin49c) getauscht. Hierdurch sollte herausgefunden werden, ob
der Aminosaurerest einen Einfluss auf die Indnibhghat und ob das Schwefelatom in der Seitenkette
notig ist.Der Sulfanilamigest wurde hingegen durch eine Reihe aliphatischer und aromatischer Reste
ersetzt. Das Ziel war herauszufinden, ob die Sulfanila@®idppe selbst nétig ist, oder ob ein
aromatischer Rest an dieser Stefjenligt Weiterhin sollte gezeigt werden, welchen fitias der
Abstand und das Substitutionsmuster der aromatischen Reste auf die inhibitorische Aktivitat hat.
Hierzu wurden die synthetisierten Verbindungen am IEtMn vitro Assayuntersucht. Dabekeigte
jedoch keine der synthetisiertenVerbindungen inhibitorische Aktivitatlm initialen Screening
inhibierte STK593198&19a) USP48 mit einer Restaktivitat vdid %. ImAssaykonnte dieses Ergebnis
nicht bestatigt werden (Tabelle 22). Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei dem

Screeningergebnis von STK593195 um ein falsch positives Ergebnis handelte.

Da anhand delErgebnisse der SAR der STK59348&lo@ nicht zu erwarten war, dass weitere
Modifikation desScaffoldszur Entwicklung eines USP48 Inhibitors fiihren wirde, wudddrerkeine

weiteren Vebindungen dieses Typs synthetisiert.
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Tabelle22: Restaktivitéen (RA) von USP48 bei Ihnhibitiordurch die STK59319%nalog: bei 100 pM
Inhibitorkonzentration

Struktur Nr. R R RA Nr. R 22 RA
[%] [%]
4% D 121 55 123
“.{\/S\ d’@ g(\/S\ ©/\/
4% P 109 55f 111
%‘{H O//\©y S\ @\/y
49 P 118 55g . 114
~
AAEEAG s T
2 %" | 554 111 55h 117
R P s s
55h 127 55 ‘ 110
g{\/s\ >|y "H(\/S\ ‘
55¢ 115 55 116
~ S
S S N
\;}’
554 105
s

Um einen neuen Startpunkt fur die Entwicklung eines USRMi8itors zu finden, wurde eine zweite
Substanzbibliothek zusammengestellt und am IEIM auf ihre inhibitorische Aktivitat untersucht.
Zu diesem Zweckvurde diesmal ein literaturbasierter Ansatz gt und zwolf kommerziell
verfligbare chemisch diverse UBMibitoren am IEIM inmin vitro Assaygetestet. In diesemAssay
hemmte der vorDavies et al’X! entwickelte USP2 bzw. USP8 Inhibitor-884 @Abbildungl2) USP48

mit einer Restaktivitat von % bei 100 puM Inhibitor KonzentratiofiTabelle 28, s. Anhang)
Somit wurden STK593195 und {864 als Startpunkt fiir ein ligandenbasiertes Inhibitordesign gewabhilt.
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/@\)OLN/SL\}\@

Abbildungl2: Struktur von ME364.

Zur Untersuchung der SAR wurden hierzu die einzelnen Substituenten v@&4Mittels der in
Kapitel4.2.3beschriebenen Synthesesariiert. AnschlieRend wurden die synthetisierten Derivate am
IEIM hinischtlich ihrer inhibitorischen Aktivitdmter den inBbHMet al Y beschriebenen Bedingungen
untersucht.Hierbei zeigte @ Substitution der Phenylthiaz@ruppe, dass eine Bi(hetero)afgtuppe

an dieser Stelle zur Aufrechterhaltung der AktivitEitig ist. Monazyklischearomatische oder
aliphatische Substituenten an dieser Position fluhrten zum Verlust der Aktivitat, wahrend die Aktivitat
der BiphenyiDerivae 59,g und die des NapthyDerivas59h in der GréRenatnung der Aktivitat von
ML-364 lagen(Tabelle23). Die Substitution derSulfonylGruppe zeigte, dass diese Position eine
grolRere Toleranz gegenibeerschiedenen Substituenten aufwei@abelle24). Sofilhrte nur das
Weglassen derSulfonyiGruppe im Falle desunsubstituierten Amins 60, die Zyklisierung zum
Dihydrochinazolinor62 und eine doppelteQulfonylierung im Falle deBigmethylsulfonyl}Derivats
61b, zu einem Verlust der AktivitaDie 1G-Werte der restlichen Verbindungen lagen zwischeulVs
fur das NaphtyDerivat6le und 75 pM fir das Isopropferivat61f. Somit war mit dem Naphtyl
Derivat 61e eine Verbindungaktiver als ML364. Insgesarh zeigte sich der Trend, dass groRRere

Substituenten an dieser Position zu einer hdheren Aktivitat fihren.
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Tabelle23: InhbitiorischeAktivitdten der PhenylthiazeAnalogagegeniiber USP48

Struktur R Nr.  1Go[uM] R Nr. 1Gso [UM]

0 | SN 5%a >100 59f 315(1,12)

N’R1 o > O
: @
FsC NH *
N 5% >100 59 335 (1,07)
S
\
L0

59 >100 50h 37,1 (1,06)

ML-364 34,6 (130)

5% >100

0O
*/\© 50d >100 *
Ne
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Tabelle24: InhibitorischeAktivitaten der Sulfonamid\nalog gegeniiber USP48
Struktur R Nr.  1Go[uM] R Nr.  1Go[uM]
i
0O=S=
H 60 >100 l : 61d 37,8 (152)
1 0=8=0
0=8=0
6la 31,9(1,04) O 6le 150 (156)
O S N\
@\*N*\}\@ O
H
F3C NH i\
R? S i
| o 61b >100 0=S=0 61f 750 (121)
o:?:o
. 1
| 0=S=0
0=8=0
i 6lc 26,3 (121) 61g 228 (149)
0} S
\
A0
d 62 >100
F3C H

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss sd@nthranilsaureests auf die Aktivitat untersucht.
Hier zeigte sich zunachst, dass ein Aromat an dieser Stelle withiig gie Aktivitat zu erhalten, da
die Derivate 659 und 7la/b keine Aktivitdit gegeniber USP48&8ufwiesen (Tabelle 25).

Ein elektronenziehender Substituent ater 4Position des Sechsrings scheint die inhibitorische
Aktivitat zu erhdhen. Die Verbindunge®bc und 65d, sowie ME364 besitzen allesamt einen
elektronenziehenden Rest an dieser Stelle und weisen &hnliche AktivitaterEmuélektronen
schiebender Rest, wie bei demMethyl-Analog65b und den MethoxyAnalo@g 65e,f verringert
hingegen die Aktivitat. Auch die Substitin eines aromatischen Kohlenstoffs durch Stickstoff flihrt im

Falle der Derivaté5hund 65 zu einer Verringerung bzw. zum Verlust der Aktivitat.
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Tabelle25: InhibitorischeAktivitdten der Verbindungen mit substituierter AnthranilséEmheitgegeniiber USP48
Struktur R Nr. 1Go[pM] R Nr. 1Gso [UM]
* /O &
@[ 652  >100 . j@[ 65  >100
* O *
/@: 65b 922 (1,18) [ 659 >100
O S \ * *
PN
H
NH * = *
0=3=0 @[ 65c  213(126) | | 65h 60,9 (1,07)
i Cl * *
@: 65d 3516 (1,09) @ 65i >100
F * NN
/@( 65¢ 664 (110)
\O ”
LI
~S=0 71a >100
L0~
HN/\)LN N
el
B 71 100
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Anhand der Ergebnisse aus den Untersuchungen der SAR, konnte also gezeigt werden, dass ein
Bis(hetero)aromat an der Stelle der PhenylthiegZmlheitessenziell ist. Weiterhin wird an der Stelle
des Anthranilsaunests ein elektronenarmer Sechsring mit einer Substitution an d&o4itionzur
Aufrechterhaltung der inhibitorischen Aktivithenotigt. AuRBerdemkonnte gezeigt werden, dass die
SulfonylGruppe, des Sulfonamidestsfur die Aktivitat notwendig ist und, dass gréf3ere Substituenten
an dieser Stelle zu einer Erh6hung der Aktivitat fihren. Da die Variatisrmkaranilsaureests
synthetisch aufwendiger ist als die Variation der anderen beidereRest keines der synthetisierten
Derivate deutlich bessere inhibitorische Aktivitat als-884 zeigte, wurde diese zunéchst nicht weiter
untersucht. Deshalb wurde im néchsten Schritt die Phenylthiagiduppe erneut untersucht.
Hierbei wurde das Thiazol ibehalten und die Phem@ruppe ausgetauscht bzw. verschiedene
Substituenten am Phenyl eingefiihAus dieser Serieeigtenalle Derivate, bis auf das IndDkrivat
73a und das 1FPyrazolDerivat73b, inhibitorische Ativitat gegentber USP48abelle26). Die 16y
Werte lagen zwischen 11pM fir das MethylesteDerivat73f und 68,0uM fur das Methylpiperazin
Derivat 73m. Unter den synthetisierten Verbindungen wiesar &erbindungerr3l, 73n und 73s eine
ahnliche Aktivitat zu Mi364 auf. Interessanterweise zeigte das PiperaBerivat 73m eine geringere
Aktivitat als das MorpholiDerivat73l, obwohl diese Strukturell sehr &hnlich sind. Moglicherweise ist
der Grund hierfiur, die hdhere Basizitdt des Piperazins. Bei der Betrachtung der-Begrighgte 73s
und 73t fallt auf, dass das-ByridytDerivat73t gegentiber dem PyridytDerivat73s leicht bevorzugt
ist. Mit Blick auf die Chlorphemderivae 73p-r konnte gezeigt werderdass alle drei Derivate aktiver
sind als Mt364, wobei das Derivat mit der Chlorierung an deP@sition73r dasaktivste Derivatist.

Die Derivateér 3c-k sind ebenfalls allesamt aktiver als ¥864.Bei diesen Derivateldsst sich erkennen,
dasssolchemit einemH-BriickerDonor an der 4Position des Phenyls etwas aktiver sind als solche
ohne. Dies lasst vermuten, dass an dieser Stelle eine Wasserstoffbtiint&eaktion mit USP48
ausgebildet wird Da jedoch keine Kristallstruktur von USB&anntist, bleibt dies Spekulation.
Die beidenaktivsten Inhibitoren dieser Serie waren der Carbonséduremethylé&e(1Go= 11,7 uM)

und die entsprechende Carbonsaufdg (1Go = 12,6 uM). Vergleicht man die Aktivitat dieser beiden
Inhibitoren mit der Aktivitdt anderer bekannter USthibitoren (Tabelle28, s. Anhang), ist die Aktivitat
der Inhibitoren etwa 10bis 100mal niedriger als digler aktivsten USPnhibitoren. Jedoch weisen
auch einige der bekannten UShibitorenvergleichbare odeniedrigere Aktivitdten auf, wie z.Bied
USPAnhibitoren USP7-IN-1 mit einem Ig-Wert von 77uM gegentberUSP7und HBX19818 mit
einem IG-Wert von B,1uM gegeniber USP7.
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Tabelle26: Inhbitorische Aktivitdten der Verbindungen misubstituiertem Phenylrest der PhenylthiazBinheit
gegenuber USP48

Struktur R Nr.  1Go[uM] R Nr.  1Go[uM]
’NH
/ES\ 73a  >100 /©/ 73k 21,2(1,10)
_ o
L 73 >100 QNJ 73 389 (109)
| N
: 9
/@( 73 14,2 (1,29) 0 73m 68,0 (104)
"o | N NHz
o 73d 200 (138) L\NV 730 309 (147)
(6] S \
PN R? CN F
NN /@( 73e 136 (125) 730 182 (136)

FsC NH
0=S=0

73 117 (122) 73p 17,3 (104)

o
T

::o ::o
o
\

73y 126 (120) /@ 730 169 (105)

*,

z
\
.z

73h 129 (1,04) 73 130 (119)

Iz
P4
*%:é)

*

73 182 (1,26) | 73s 39,6 (106)

zZ
a5
N

8.8

<T

73 259 (110) | 73t 27,2 (1,04)

\

Zur Uberprifung der Selektivitat der neu entwickelten Inhibitoren wumde IEIMdie zweitaktivste
und am besten loslichéerbindungr3g und ML-364 gegen eine kleine Auswahl von Cysteinproteasen,
die mit USP48 verwandt sind, getest@&abelle27). Es zeigte sich, dass der Inhibit@y unselektiv
gegeniuber USP2, USP7, USP15Reqhin like proteaséPLPro) ist, wobei der3@Nert gegenlber
USP7 im Vergleich zu den anderen Bétida doppelt so hoch ausféllt. Interssnterweise zeigte auch

ML-364 keine Selektivitat gegeniiber den anderen DUBs, obwohl eBaaset all’l als selektiver
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USP2/8 Inhibitor veroffentlicht wurde. Auch fallt degot®/ert mit 48,5 uM gegeniiber USR2utlich

schlechter agals vonDaVIESt all’! beschrieben

Der optimierte Inhibitor73g zeigte bei allen untersuchten DUBs aulRer USP7 eine hdhere Aktivitat als
ML-364 (Tabelle27). doch ist es nicht gelungen eine Selektivitat gegenliber USP48 zu erreichen, was

auch auf die bisher unbekannBeomiskuitat von ME364 zurlickzufiihren ist.

Tabelle27: InhibitorischeAktivitat von ME364 und73g gegentber USP48 und verwandten Cysteinproteasen
1Gso [UM]
USP48 UskP2 USP7 USP15 PLPro
ML-364 34,6 (1,30) 485 (1,33) 20,0 (1,07) 36,2 (1,02) 32,3 (1,05)
739 12,6 (1,20) 13,9 (1,02) 27,5 (1,10) 18,6 (1,09) 18,4 (1,07)

5.3.In silco Experimentezur Untersuchung desnéglichen Bindungsmoduder USP48
Inhibitoren

Um Hinweiseauf den Bindungsmodus von MI64 anUSP4&u findenund eine moglicheBindestelle

der Inhibitorenzu identifizieren wurde mittels computerchemischer Methoden eine Struktur von
USP48 generiert undie Bindestelle mittelslockingermittelt. Da keine Kristallstruktur von USP48
bekannt ist, wurde die USP Doméane von USP48 lber das Kl gesp#tmesourceProgramm
ColabFol§? generiert. Weiterhin ist es, um plausible odkingergebnisse zu generieren, notig zu
wissen wo die Bindetasche des Inhibitors liegt. Da hierzu Kristallstrukturen von USP48 mit anderen
Inhibitoren fehlen, musste ein anderer Weg gefunden werden, um die ungefahre Bindestelle zu
ermitteln. Zu diesem Zweckvurde ein weiteresopen sourcé’rogramm names DiffDockverwendet.
Dieses benutzt ein generatives Diffusionsmodefh die Bindungsposition eines Liganden an der

Proteinstruktur zu finder#s!
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Abbildungl3: Oben: Struktur von USP48 generiert molabFold Untent Aktives Zentrum (gelb unterlegt) und
Bindetasche (blau unterlegt) von USP48
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Auf Basis der Dockingldsungen lasst sich vermutass alle synthetisierten Inhibitorémder gleichen
Bindetasche binden. Bse befindet sichingefahr 122 vom Cystein des aktiven Zentrums entfeund
wird durch die Reste Tyr414, Phe2B8e301Met 297, Lys308, GIn183 und Asp181 gebi{débildung
13). Da die Inhibitoren in den vobiffDock generierten Posen jedoch mit der Proteinstruktur
kollidierten (Abbildung14), wurden die besten Inhibitoreaus jeder Seri¢59f, 61e, 65¢c 73g und
ML-364) nochmals inGOLI¥* gedockt. Zu diesem Zweckvurden die Ergebnisse auBiffDock
betrachtet und die BindestellelOA um den Tyrosinrest14 herum definiert. Der Tyrosinres#14
wurde ausgewahlt, weil die meisten DocKisgungenin der Nahe dieses Rests platziert wurden.
Zudem bildet Ty414 im in silico Modell den tiefsten Punktder Bindetasche Die so erhaltenen
Dockingergebnisse sind Abbildungl5¢ 17 gezeigtAuffallig ist hier, dass alle Inhibitordois auf das
p-CarbonsaureDerivat 73g, mit dem Biarylest in die Tasche hineinzeigen, wahrend der
Sufonamidrest auRerhalb der Tasche liegt. Im Falle ge€arbonsduréderivats 73g ist es genau
umgekehrt.Hier zeigt die Sulfonami@ruppe in die Taschergin und die Phenylthiaz&ruppein
Richtung Losungsmittel In der gezeigten Dockingldsung (Position 1/20) bildet-384 eine
Wasserstoffbriickenbindung zu Phe299 und Phe301 Bes.der Wasserstoffbrickenbindungu
Phe299 handelt es sich umeine CH -Bindung. Diese ist schwacher als normale
Wasserstoffbriickenbindungena die GH-Bindung nicht stark polarisiert ist. Dennoch kdnnen diese
Bindungen einen entscheidenden Beitrag zur Bindungsstarke leisten. Dies ist z.B.Birtdldag von
Biotin zu Streptavidin der Fall, bei der sechs” @Masserstoffbrickenbindungen und zwei-OH
Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sif§dl. Die Inhibitoren59f und 65c bilden im Docking
ebenfalls jeweils emWasserstoffbriickenbindungu Phe301 aus, jedotiandelt es sich in diesem Fall
um eine schwéchere GBFWasserstoffbriickenbindung. Zuddehlt bei beideninhibitorendie zweite
Wasserstoffbriickenbindung. Die Inhibitorerble und 73g bilden hingegen gar keine
Wasserstoffbrickenbindungen aus. Dies ist insofern bemerkenswert, als es sich bei diesen beiden
Inhibitoren um die zwei aktivsten Inhibitoren unter den fimérglichenen handelt. Somit ware
eigentlich zu erwarten, dass diese eher mehr Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden wirden, als die

weniger aktiven Inhibitoren.
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Abbildungl4: Dockinglésungen aus DiffDock fiir die Inhibito&&h(links oben)61e (rechts oben)65c (links unten)73g
(rechts unten. Gezeigt ist jeweils die Position 1/40

Betrachtet man die Dockinglésung des Inhibitat8y (Abbildung 17), lasst sich die gedrehte
Bindepositiondadurch erklaren, dass die Carbonsagetaden ist undliese somiticht in Richtung
der hydrophoben Bindetasche positioniert werden kaBomit zeigtliese in Richtung des Losemittels,
also aus der Bindetasche hinau3er unpolare 4Methylphenytest der SulfonamieGruppe wird
hingegen in dieBindetaschepositioniert, wo dieser vermutlich durch den hydrophoben Effekt

stabilisiert wird

Vergleicht man diequantenmechanisch berechneteffimoleX 4.4.0%¢8", BP86/defSV(P), DFD3
(BJ¥®) elektrostatischen Potentiale von M364 und dem Inhibito¢Abbildungl18), kann man sehen,
dass bei Mi364 nur die SulfoiGruppe polar ist, wahrend der Rest des Molekuls eher unpolar ist.
Beim Inibitor73g ist zuséatzlich die Carbonsaure geladen, weskalmutlichdie Dockingposition, in
der der Phenylthiazotst nach auf3en ragfervorzugt wird Ein Rickschluss auf die hhere Aktivitat

des Inhibitors73gim Vergleich zu MB64 lasst sich hieraus jedoch nicht ziehen.
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Abbildungl5: Die jeweils besten Dockingergebnisg®osition 1/20) der Inhibitoren (a) ML-364, (b) 59f.
Oben:Dockingposition in Bindetasche niarstellung deProteinderflache. Mitte:Dockingposition in
Bindetasche ohne Darstellung der Proteinoberflache. Unten: SchematischBar2iellung der
Bindetasche
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Abbildungl6: Die jeweils besten Dockingergebnisse (Position 1/20) der Inhibitoren. 6@, (b) 65c.
Oben: Dockingposition in Bindetasche mit Darstellung der Proteinoberflache. Mitte: Dockingposition in
Bindetasche ohneDarstelllng der Proteinoberflache. Unten: Schematische -dstellung der
Bindetasche
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Abbildungl7: Dockingergebnis (Position 1/20) des Inhibitat8y. Oben links: Dockingposition in Bindetasche mit
Darstellung der Proteinoberflache. tém: Dockingposition in Bindetasche ohri@arstellung der
Proteinoberflaiche. Oben rechts: Schematischel2ibstellung der Bindetasche

Abbildungl8: ElektrostatischePotentiale von ME364 (links) und dem Inhibito73g (rechts) dargestellt Uber die
Einfarbung der Isooberflaiche der Elektronendichte (Isowert=0,001); negatives elektrostatisches
Potential (Elektronenliberschuss); blau: positives elektrostatisches Potential (Elektronendefizit)



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 67

Um herauszufinden, ob die imockinggefundene Bindetasche auch in anderen USPs existiarte

eine Kristallstruktur von USRPDB5N9RE® mit der in silicogenerierten Struktur von USP48
superpositioniert(Abbildungl9). Bei der Kristallstruktur von USP7 handelt es sich um einen Komplex
mit dem selektiven allosterischemhibitor 76 (1Go = 0,3 uM Abbildung19, rechts oben*® Bei der
Superposition beider fallt auf, dasbe Bindetasche auch bei USP7 existigrtl siti nur um zwei
Aminosaura unterscheidet. So liegt bei USP7 an der Stelle von Lys308 der Rest AsdZiBstelle

von Phe301 der Rest Tyrd MW eiterhin ist auffallig, dass bei USP7 der Rest Phe409 aus der Bindetasche
herausragt, wahrend ben silicogenerierten Struktur von USP48 der entsprechende Rest Phe299 in
die Bindetasche hineinzeigt. Gleichzeitig ist auch dewsliyrest 514 so gedrehtass dieser weniger
stark in die Bindetasche hineinzeigt, als TyrdédUSP48. Somit 6ffnet sich die Bindetasche starker in
Richtung des aktiven Zentrums von USRIffallig ist auch, dass der an USP7 gebundene Inhibitor in
genau dieser Bindetasche lied@ie Bindetasche ist also nicht nur ebenfalls bei USP7 vorhanden,
sondern kann auch dort zur Inhibierung der Enzymfunktion genutzt werden. Die Vermutung liegt also
nahe, dass dies auch bei anderen USPs der Fall ist, was die nicht vorhandene Setkktivitzd64
Derivate erkiren wirde Einemultiple Sequenzalignierundpei der die Sequenzen von neun USPs und
von PLPro verglicimevurde, bestatigte diese Vermutung. So ist sowohl der Phenylalaninrest (Phe299)
in neun von zehn Sequenzen, als auch der Tiyest (Tyr414) in allen Sequenzen konserviert
(Abbildung20).
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Abbildung19: Oben: Superposition von USP7 (blau, PDB 38NRund USP48 (grau). Unten links: Bindetasche von
USP7 (blau, PDB 598&R¥und USP48 (grau) im Vergleidhitte rechts: Struktur des cokristallisierten
USP7 Inhibitorg6. Unten:Bindetasche von USP7 (PDB 5} mit dem Inhibitor76 (weil)
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Weiterhin wird vonGavoRet al. bescheben, dass der Phenylrest Phe409 in der inhibitorgebundenen
Kristallstruktur von USP7anders orientiert ist, als in der apo odebiquitingebundenen Form.
Dies fuhrt dazu, dass déop links davon eine andere Konformati@nnimmt und sich somit eine
Bindetasche offnet, die der Inhibitor letztendlich besetzt. Hierdurch wird die Ubiquitinbindung
verhindert, was schlieRlich zur beobachteten Indibingfiihrt.®® Da dieser Rest in allen untersuchten
USPs konservieidt (Abbildung20), undin USP4&uch der benachbartmop existiert(Abbildungl9),

ist ein gleichartiger MechanismugrfUSP4&lenkbar. In diesem Fall wiirden die Inhibitoren néher in
Richtungdesaktiven Zentruns binden Ob die in dieser Arbeit synthetisierten Inhibitoren dazu in der
Lage sind, lasst sich jedoch ohne einbibitorgebundene Kristallstruktur von USP48 rsghwer

voraussagen.

sp|P45974|USPS LERAVDWIFS-----HIDDLDAEAAMDIS--EGRS-------- AADSISESVPVGPK--- 793
sp|Q9Y2Ke |USP20 VKYCKVLRLPEILCIHLKRFRHEVMYSFK- - INSH----- VSFPLEGLDLRPFLAKE--- 619
sp|P48518 |USPS LKKIETIWKLPPVLLVHLKRFSYDGRWKQK- -LOTS----- VDFPLENLDLSQYVIGP--- 1644
sp| 075664 |USP2 IKKFSIQRFPKILVLHLKRFSESRIRTSK--LTTF----- VNFPLRDLDLREFASE---- 534
sp|Q9Y4ES|USP15 TKKLDLWSLPPVLVVHLKRESYSRYMRDK- - LDTL----- VDFPINDLDMSEFLINP--- 868
sp|PACEU4A|PLPxO YTSVVWINVIVWCINFLMLEVEQWYPICACVYACFYFYVTLYFPS-EISVIMHLOWI--- 3173
sp|086UVE |USP48 TRKIRLLSLPCTLNLQLMREVFDROTGHKKKLNTY - ---- IGFSE-ILDMEPYVEHK--- 330
sp| 093069 |USP7 EKGVKFLTLPPVLHLOLMREMYDPOQTDOQNIKINDR----- FEFPE-QLPLDEFLOKT--- 440
sp | Q93068 |USPIX VKRLLIKKLPPVLAIQLKRFDYDWERECAIKFNDY----- FEFPR-ELDMEPYTVAGVAK 1834
sp|Q9UPUS |USP24 VKRTCIKSLPSVLVIHLMRFEGFDWESGRSIKYDEQ----- IRFPW-MLNMEPYTVSGMAR 1922

X X

sp|P45974 |USP5 LEYTYFRQRVAS - ~= - == == == === = m oo e e e e e e 858
sp|Q9Y2K6 |USP20 EGYVLFYRKSSEEAMRERQQVYSLA - AMREPSL -~ -~~~ ==~~~ == == ===~ ===~~~ 707
sp|P48818 |USPS AAYTLFYTSLGPRVTDVAT = - = = == == == = o oo e e e e e 1118
sp| 075604 |USP2 DAYLLFRELASPPSRM -~ - = = = = = = = = m o e e e e o e e e e 605
sp|Q9Y4E8|USP15 AAYVLFYQRODTFSGTGFFPLDRETKGASAATG -~ -~~~ ==~~~ ~= =~ ~~=~~—~ 956
sp|PAC6U4 |PLPro NRYLSLYNKYRYYSGKMDTAAYREAACSQLAKAME TFNHNNGNDVLYQPPTASVSTSFLQ 3304
sp|Q86UV5 |USP48 NAYMLVYRLOTQEK- - === === === === == om oo mm o PN-TTVQ------ VPAFLQ 437
sp| Q93009 |USP7 NAYMLVYTRESKLS - - == === === === === ==mmmmm - EV- - - LQAVTDHDIPQQLY 541
sp| Q93008 | USPIX NAYILFYERMDTID---------------=-~=~---~--- QDDELIRYISE-------- 1971
sp|Q9UPUS |USP24 NAYMLFYQRVSDQN- -~~~ ===~~~ ==~~~ ~= =~~~ SP--VLPKKSRVSVVRQEA 2063

Abbildung20:

Vergleich der Sequenzen von verschiedenen USPs und PLPro. Die Sequenzen wurden der UniProt

Datenbank entnommen und mitClustal Omedé? aligniert. Rot mekiert sind die Reste, die¥ bzw.
Y*4in USP48 entsprechen
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6. Zusammenfassung und Ausblick

DUBs sind trotz ihrer Beteiligung an zahlreichen biologisBheressen und pathogenen Signalpfaden
eine bilang stark untererforscht&nzynklasseé® Sowohl STAMBPL1 als auch USP48 sind aufgrund
ihrer Beteiligung an onkogenen Mechanismen interessaitverbindungeritir die Entwicklung an

Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb zahlreiche neue Verbindungen synthetisiert und die
Synthesen von chemisch diversen Verbindungsklassen etabliert. AnschlieBend wurden die
Verbindungen auf ihre Aktivitat gegentiber STAMBPL1 bzw. USf48uaht.Im Falle vorSTAMBPL1
basierte die Auswahl der Verbindungen auf einem vorangegangensiticound in vitro Screening

Wie sichjedoch heraugtellte, war keine der neu synthetisierten Verbindungen aktiv und vikde
Verbindungen unter den Assdyedingungen unléslich. In einer daraufhin durchgefiihrten
Wiederholung deSTAMBPLScreeningkonnten die Screeningergebnisse nicht reproduziert werden.
Somit konnten auch diein silico generierten Screeningergebnisse nicht bestatigt werden.
Eine Moglichkit einen neuen Startpunkt fiir die Entwicklung eil8SAMBPLIhhibitors zu finden, ist

die Durchfiihrung eines HT®/eiterhin ware auch die Durchflihrung eines neiresiico Screenings
unter Verwendung einer anderen Datenbank und Beachtung der Loslienkeitglich Beidesvare
jedoch Gberden Rahmen dieser Arbdiinausgegangernweshalb der Fokus auf die Entwicklung eines

Inhibitors fiir USP48 gelegt wurde.

Im Falle von USP48 konnten ebenfalls die vorangegangemsditoundin vitro Assayergebnissse nicht
bestatigt werden. Jedoch konnte durch ein weiteresitro Screeningon bekannten USHhibitoren

der USP2/8nhibitor ML:364 als Startpunkt fur die Ibitorentwicklung identifiziert werden.
Aufgrund der nicht bekannten Kristallstruktur von USP48 wurde fir die Inhibitorentwicklung ein
ligandenbasierter Ansatz gewahlt und jeweilses@ruppeder Struktur variiertwéhrend die anderen
beiden Gruppenkondant gehalten wurden.So konnte gezeigt werden, dass an der Stelle der
PhenylthiazolGruppe eine Bi(hetero)ang@ruppe fir die Aufrechterhaltung der inhibitorischen
Aktivitat essenzielist. Fur die SulfonyGruppe zeigte sich, dass an dieser Stelle ge(Raste wie
bspw. Naphtyl zu einer leichten Erhdhung der Aktivitat fihFdir.die SAR der Anthranilsat@suppe
ergab sich, dass ein elektronenarmer Sechsring mit einer Substitution an-Resit#bn notig ist.
Durch die Substitiion des Phenylrings dé?henylthiazolGruppe konnte schlief3lich eine Serie von
Inhibitoren mit einer verbesserten Aktivitdt gegeniber -BB4 synthetisiert werden. Als aktivste
Inhibitoren ergaben sich der CarbonsauremethyleZtfrund die entsprechende Carbonsautég mit

einem IG von 11,7uM, respektive 12,6 uMAbbildung21).
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0 H OH
FaC NH FaC NH FaC NH
0=S=0 0=S=0 0=S=0
ML-364 73 739
ICs0 = 34,6 UM ICso = 11,7 UM ICso = 12,6 UM

Abbildung21: ML-364 und die beiden aktivsten Inhibitoréi3f und 73g

Die Untersuchung von M264 und dem Derivat3gbeziiglich der Selektivitat gegéber einer kleinen
Gruppe von Cysteinproteasen zeigte jedoch, dass wedeB®ilnoch das Derivat3g selektiv sind.
Dabereits die Ausgangsverbinduyranders als angenommennselektiv gegeniber anderen USPs zu
sein scheint, dirfte es sich schwierig gestalteelektive Inhibitorendie auf MLL364 basierenzu
entwickeln. Die durchgefihrtenin silicoDockingUntersuchungerunterstiitzen diese These, da die
synthetisierten Verbindungean eine in USPs konservierte Bindetaschke dem aktiven Zentrumu
binden scheinenZwar lief3e sich die Aktivitat und die Loslichkeit der Inhibitoren durch Modifikationen
bspw. an der SulfomGruppemadglicherweisenoch deutlich verbessern, jedoch ist &vechsel des
Scaffoldsvermutlich diebessereOption fir die zukinftige Inhibitorentwicklung. So durfte vor allem
eine vor kurzem veroffentliche Arbeit v@anet al®¥ von Interesse seinln dieser wurden in einem
Screeningeine Substanzbibliotheknit rational entvorfenen Inhibitoren gegen verschiedene DUBs
getestet und 49itsgefunden, von denen 28elektivitat fur ihr jeweilige$argetgegeniber 41 DUBs
aufwiesen Unter anderem fanden sich zwei strukturell &hnlidtiés (77/78 Abbildung22) fiur USP48
wobei fir den selektiveremit 77 ein 1Go-Wert von 7,4uM bestimmt wurde®! Die so gefundenen
Inhibitoren sind also ahnlich potent wie die aktivsten Inhibitoren aus di@skeit, scheinen jedoch
ein deutlich verbessertes Selektivitatsprofil aufzuweisear eine weitere Inhibitorentwicklung fir

USP48 bietet es sich also, diese beiden Strukturen als Ausgangspunkt zu wahlen.

o)
77 78
ICs0 = 7,4 UM

Abbildung22; Screenindditsfir USP48 gefunden vaitanet al %4
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7. Experimentalteil

7.1. Allgemeine experimentelle Angaben

7.1.1. Chemikalien und Lésungstel

Im Zuge dieser Arbeit kamen kommerziell erhaltliche Chemikalien der Fititrers OrganigsAlfa

Aesar abcr, Merck SigmaAldrich Carl Roth TC)] Th. Geyemund Activate Scientificum Einsatz.

Die Lésungsmittel wurden in der Regel wie erworben esrdet. Bei Bedarf wurden die Lésungsmittel
nach literaturbekannten Verfahren getrocknet und vor Gebrauch destilliert. Reinstwasser vom Typ 1
fur die Chromatographie wurde mitteMlilli-Q Gradient Systeraus demineralisiertem Wasser der

FirmaMerck Millipoe erzeugt.

7.1.2. Chromatographie

Dinnschichtchromatographie

Der Reaktionsverlauf und die Reinheit der Verbindungen wurde unter anderem mit
Dinnschichtchromatographie Uberprift. Hierzu wurden Kieselgelplatten aus Kieselgel 60 F254 auf
Aluminiumtragerfolie mit einer Schichtdicke von 0,2 mm der FitviechereyNagel und Merck
verwendet. Als mobile Phasen wurden Gemische aus Dichlormethan/Methanol und
Heptan/Ethylacetat verwendet.Die Detektion erfolgte UberFluoreszenzléschung bei einer
Wellenlange von 254 nm. Zudem wurden zusatzlich TauahSprihreagenzien zur Chht@risierung

der Substanzflecke verwendet (Phosphormolybdénséugsung; Kaliumpermanganktsung und

NinhydrinLdsung).

Séaulenchromatographie

Rohprodukte wurden entweder mittels manueller oder automatisierter SHeshChromatographie
aufgereinigt. Im Falle der manuellen Chromatographie wurde Kieselgel der Firma Mablagrey
verwendet. Die Lange der Saulen und die Menge an Kieselgel wardasgeweilige Trennproblem
angepasst. Auch der Losungsmittelgradient wurde je nach Trennproblem variiert. Die Polaritat der
mobilen Phase wurde dabei sukzessive erhdht. Als Losungsmittelsysteme kamen dabei entweder
Dichlormehtan/Methanol, Chloroform/Metanol, Heptan/Essigester oder Hexan/Essigester zum

Einsatz.
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Im Falle der automatisierteSilicaFlashChromatographi&am das TrennsystepuriFlasi® 5.250 der
Firmalnterchimzum Einsatz. Je nach Probenmenge und Trennproblem standen Trennsaulen mit 4 g,
159, 25 g und 40 g Kieselgel zur Auswahl. Als mobile Phase wurden Lésungsmittelgradienten aus
Dichlormethan/Methanol und Heptan/Ethylacetat verwendet. Dabei wurde die Polaritat der mobilen
Phase durch eine kontinuierliche Zunahme des Anteils des polaremdsisittels (Methanol:

0 ¢ 10%, Ethylacetat: @ 100%) erhoht.

Semiprdparative Hochleistungsflissigkeitschromatograghl®LCYnd Gs FlashChromatographie

Die Endprodukte wurden mittels seipraparativen HPL-Systemen der Firmevarianund Interchim

oder mittels Ge-FlashChromatographie aufgereinigt. Die Ausstattung war dabei folgende:

HPLC:

Varian FraktionssammleNarian Pro Star Detektor Varian Pro Star Pumpe Varian Prep Star
ausgestattet mit einer &-Saule der FirmBhenomene¥ [ dzy’} mMn >aT HpAn E HMZIH Y
Interchim Interchim puriFlash.520 ausgestattet mit einen&Saule der Firmbmterchim(US10C18HQ
HPANKHMH Mn >aT Hpn YYRHM®H YYOO

GgFlash:
Interchim puriFlash.520 ausgestattet mit eindnterchimPF15C18AGF0040 Sael

Die Detektion erfolgte bei einer Wellenl&nge von 214 nm.

Zur Elution wurden Gradienten von Acetonitril/Wasser mit &®Z FA genutzt.

AnalytischeHPLC

Die Reinheit der synthetisierten Verbindungen wurde mittels HPLC Uberpruft. Fur Endprodukte musste

dAS WSAYKSAG x dp 2 0 SHydtamké&nyeiverckHiacht LAChtosysterd OK Sa |
mit einerPhenomenexuna 5 pM C18(2) (12Bm x4 mm) Saule zum Einsatz. Die Detektion erfolgte

bei einer Wellenlaa S @2y < T uwmn YY dzaks di Ki&hew@dteftikred i S NA |
Peaks Zur Elution diente ein Gradient aus Acetonitril/\WWasser mit @0%FAei einer Flussrate von

1 ml/min. Dabei kamen folgende Gradienten zum Einsatz:

Gradient A: 0¢5min: 5% MeCN, EmMp Y AY YW MeCNblgHmn YAYY %cn b ¢
MeCN, 2@; 30 min: 95% MeCN
Gradient B: OCHpP YAY Y MeCNRERD Min: 95% MeCN
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Massenspektrometrie

ESI (Electrosprayonisation) - und APCI (chemische lonisation bei Atmospharendrick
Massenspektra wurden mit einem Expression LCMS Massenspektrometer der Fidvion
aufgenommen. Didochauflésenden Massenspektren wurden mit einéQ Orbitrap X{Thermo
Fisher Scientific Massenspektrometer aufgenommenDie Arbeiten zur hochauflésenden
Massenspektrometrigvurden von Mitarbeitern des IEIM unter Leitung von Prof. Dr. Michael Naumann

durchgefiuhrt

IH-NMR(Kernspinresonan8pektroskopie

Die'H-NMRSpektren wurden voDr. Andrea Porzel ider Abteilung Natuwund Wirkstoffchemie des
LeibnizInstituts in Halle mit dem NMiSpektrometer DD2 400 der Firmgilent Technologiasnd von

der Arbeitsgruppe Bordusa (Universitat Halle) mit einBraker Avance HBystemaufgenommen.

Die Messfrequenbetragt ca. 400 MHz bzw. 700 MHz. Als Losungsmittel wubde80Gds, MeCNds

und CBRBOD verwendet, die zeitgleich auch als interner Standard dieribae. Signallage wird als
OKSYAaOKS +SNAOKA S0 dzy RopplungikgnstadteRs Gibleryh BiddlirgenSnyHz. RA S
Folgende Abkirzungen sind fur die Multiplizitaten geltesdSingulett), d (Dublett), t (Triplett), g
(Quartett), m (Multiplett), br s (breites Signal), dd (Dublett vibablett). Die Auswertung der Spektren

erfolgte mit der Software MestReNova (Version v14.1.0).

Mikrowellenchemie

Die Reaktionen mit Mikrowellen wurden mit der Mikrowelitgtiator+ der FirmaBiotage

durchgefihrt.

FlowChemie

Die Reaktionen inContinuous-lowReaktor wurden an einer®System de FirmaVapourtechmit
zwei R2C7"s HPLE&Pumpen, zweR2S"s peristaltischen Pumpenind einem R4 Heiz/Kiihimodul,
sowie einem GX271 liquid handlerder FirmaGilsondurchgefiihrt. Zum Einsatz kamen hierbei

Reaktoren mit 5 und 1l Reaktionsvolumen.
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7.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

7.2.1. AAVIc Aldol Reaktion Isatin

Zu einefje 0,5 ML6sung von 1 Ag. Isat{) und 1 Ag. des Ketor(8a-d) in Ethanol wird 1 Aq. DIPEA
zugegeben. Die Reaktionsmischung wird bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur oder bei
120°C inder Mikrowelle gertihrt. Das Losgsnittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der
Rickstand in Essigester oder DCM aufgenommen, zweimal miHCI und einmal mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet untodasgsmittelam

Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt Uber Sili&iulenchromatographie und praparative HPLC.

7.2.2. AAVZX GRIGNARIReaktion

In einem im Trockenofen ausgeheiztenRundkolbenwird 1Aq. 5Chlorisatin(2b) gegeben und
dreimal entgast. AnschlieRend werden unter Argon zunadtsml/mmol absolutesTHF und dann

2,2Aqg. des AlkylmagnesiumbromidsNiLin THF)7a-c) bei 0°C uiber 10nin zugegeben.

Die Reaktionsmischung wird bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur gerthrt und
anschlielend durch Zugabe von gesattigter Ammoniumchlgigling abgebrochen. Die wéssrige
Phase wird dreimal mib ml Essigester extrahiert und das$isungsmittelam Roationsverdampfer

entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt durch praparative HPLC.



EXPERIMENTALTEIL 76

7.2.3. AAVZ N-Alkylierungvonlisatin

Zu einer0,1M Losung von 1 Ag-Ghlorisatin(2b) in Acetonitril oder DMF werden 0¢51,5 Aqg. eines
Bromides(5b-d) und 3 Ag. Natriumcarbonat gegeben und die Reaktionsmischung bis zum vollen
Umsatz am Ruckfluss gertihrt. Nadikihlen der Reaktionsmischung wird diéiteiert und das Filtrat

am Rotationsgrdampfer eingeengt.

Die Aufreinigung erfolgt durch Umkristallisation aus Toluol oder Uber-Siéialenchromatographie.

7.2.4. AAV4 Oxidationder Thioether

1 Ag. des Thioethed 6a-f/ 23/28) werden wird0,5 Min Acetonitril gelést und 0,Aq. DBU zugegeben.
AnschlieRend wird unter Riihren eine Losung von 3k&djumperoxomonosulfa,75 Min Wasser
zugegeben und die Reaktionsmisofgubis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur gerthrt.
Nach Beendigung der Reaktion wird die Reaktionsmischung mit Wasser verdinnt ua@ miit
Essigester extrahiert. Die organische Phase wird zweimallonmitl Wasser gewaschen und die
wassrige Phaseinmal mit10 ml Essigester reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden

Uber Natriumsulfat getrocknet und da$isungsmitteam Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

7.2.5. AAVE Thioethersynthese

1 Aq. @s Epoxid$20) wird zusammen mit 1,Aq. Kaliumcarbonat und 1Aq. des Thiol§19a-f) in
Methanol geldst und bis zum vollstdandigen Umsatz bei °T20in der Mikrowelleerhitzt.
AnschlieRend wird die Reaktionsmischung mit dem zehnfachen Volumen Wasser verdinnt und
dreimal 10 ml Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat

getrocknet und datdsungsmitteam Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt Uber eine Sili§éule.
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7.2.6. AAV6; SCHOTTERBAUMANNReaktion

1 Ag. @s Aming(25) wird 0,15M in DCM suspendiert und bei°C 2,5¢ 3 Aqg. Triethylamin sowie

1¢ 1,5Aq. Saurechlorithngsam zugegeben. Reaktionsmischung wird beaBmtemperaturbis zum

vollen Umsatz gerihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von Wasser abgebrochen, die
organische Phase zweimal miio ml gesattigter Ammoniumchloridlésung und einmal mitOml
Wasser gewaschen. éorganische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet undLdasingsmittel

am Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt tber praparative HPLC.

7.2.7. AAVT Methylesterabspalung

1 Ag.des Methylesterg47a-c) wird 0,3 Min Ethanol/Wasser (2:1gelost und4 Ag. Natriumhydroxid
zugegebenDie Reaktionsmischungvird fir 1,5¢ 3 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Ethanol wird
am Rotationsverdampfer entfernDer Rickstad wird anschlieBendnit 10ml Wasser verdinnt,
angesauert und dreimal mitO ml Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden

Uber Natriumsulfat getrocknet und da$isungsmitteam Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

7.2.8. AAVE&; Methylesterabspalung

Zu einer0,4M Losungvon 1Ag. ces Methylesterg52a-c) in Methanol/Wasser (2:1) werden 4 Aq.
LithiumhydroxidMonohydrat zugegeben und die RM furh2 bei Raumtemperatur géhrt.

Das Methanol wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstandl@itl Wasser verdinnt,
angesauert und dreimal mitO mlEssigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden

Uber Natriumsulfat getrocknet und da$isungsmitteam Roationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
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7.2.9. AAVS Synthese von Harnstefiferivaen

1 Ag. des Isocyanat3a-i) wird 0,5M in DCM gelést und bei @ 1 Ag. deMethioninmehtylesters
(52a) sowie 1Aq. Triethylamin zugegeben. Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur fiir 1,5
geruhrt. Anschlieend wird ddsbsungsmittelam Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand in
20ml Essigester aufgenommen und n2Oml 1N HCI, sowie20ml ges. NaGLsg.gewaschen.
Die organische Phase wird U(ber Natriumsulfat getrocknet und désungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt.

7.2.10. AAV1( Synthese von Harnsteliferivagn 2

1Ag. des Aminosauremethylethers(52a-c) wird 0,125M in THF gelost und 3 Ag.
NOGKEf RAAAZ2LINRLEE I YAY [ dza | -car®ngldimidadoli zugegBhen. &1 @
Die Reaktionsmischung wifdr 5h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werdeAqR des
entsprechenden Amins (54a/b) und 0,5Aq. 4Dimethylaminopyridin zugegeben und die
Reaktionsmischung uf weitere 23 h am Ruckfluss gerihrt. Da®sungsmittel wird am

Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand mitt8lscaFlashChromatographieufgereinigt.

7.2.11. AAV1I Tosylierung

1 Ag. des Aming7/63a/b/d -f/h ) werden0,5M in Wasser geldst un2l5 Ag. Natriumcarbonatsowie

1 ¢ 2 Ag. Tosythlorid zugegeben. Die Reaktionsmischung warc 4 h bei 80°C geriihrt.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung fiitml Wasser verdiinnt, angesauert und dreimal mit
20 ml Essigester extrahiert. Die vereirggtorganischen Phasen werden lber Natriumsulfat getrocknet

und dasLdsungsmittem Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt Gber Sili€ashchromatographie (puriFlash Heptan/Essigester +3 % AcOH).
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7.2.12. AAV1llx Tosylierung 2

Zu einer Lésungon 1,1mmol (1,1Aq.) der Carbons&aur@3c/g) in 1ml PEG 400 und 1 ml wassriger
2 M NaHC®@Lo6sung werden 19g (Immol; 1Aq.)p-Toluolsulfonsaurechlorid und 212g (2mmol;
2Aq.) Natriumcarbonat zugegeben. Die Reaktionsmischung ®irgd 4 h bei 80°C geriihrt.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser verdiinnt, angesauert und dreim@lnhit
Essigester extrahiert. Die ng@nigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und

dasLdsungsmittehm Rotationsverdampfer entfernt.

7.2.13. AAV1ZX Amidkupplung

1 Ag. der Carbonsaug7/58/ 64a-h/69a/b) wird zusammen mit 1 Aq. des Amig M in DMF geldst
und 4Aq. DIPEA, sowie 1¢2,5Aq. TBTU zugegeben. Die Reaktionsmischung wird ent@epé h
bei 80°C oder 15¢ 30 min bei 120C in der Mikrowelleerhitzt und unter Zugabe von Wasser
abgebrochen. AnschlieRend wird die Reaktionsmischung zweimalOnnitl Essigester extrahiert und
die organische Phase zweimal feitLOml ges. NHCIL6sung, ges. NaHGQ.0sung undjes. NaCGLsg.
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet untdoédasgsmittelam

Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

7.2.14. AAV1Z; SuzukKupplung

1 Ag.des BromthiazoleDerivas 72 wird unter ArgorAtmosphére zusammen mit ¢ 1,5 Ag.der
jeweiligenBoronsaureund 0,1 Aq.Pd(PPk.in 3,45ml einer Mischung (6.7:1 vjaus entgastem DMF
und gesattigter NaHGE.0sung gelost. Die Reaktionsmischung wird fi4 8 bei 100 140°C geruhrt

oder fiir 15 min bei 150C in der Mikrowelle umgesetzt. Anschliel3end wird die Reaktionsmischung mit
10ml Essigester verdinnt und Ub&elite® filtriert. Das Filtrat wird funfmal niis ml ges. NaCGLsg
gewaschen und die organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknetL@amgsmittelwird am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt mit SiktashChromatographie und/oder
praparativer HPLC aufgereinigt.
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7.3. Synthesevorschriften

7.3.1. 3-Hydroxy3-phenacylindolir2-on (1a)

NachAAViwird Isatin(2a; 147mg; 1 mmol; 1Aq.) zusammen mit AcetophendBa; 120 mg 1 mmol;
1Aq) und DIPEA(174 pl; 1mmol; 1Aq.) in 2 ml Ethanol bei Raumtemperatur umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 20 Die Aufreinigung erfolgt zunachst Uber eine SiBéale

(n-Heptan/Essigester 1:1) und anschliel3end Uber praparative HPLC.
Es werden 47 mg (0,X8mol; 18%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 290,1[M+Naj; HPLC: 11,68in (>99%);*H-NMR (400 MHz; DMS@): 3,57 (1H, d?J =
176 Hz), 4,06 (1H, &) = 1% Hz), 6,05 (1H, s), 6,79%,86 (1H, m), 7,14 7,17 (1H, m), 7,26 (1H, d,
3)= 72 Hz), 7,4% 7,51 (1H, m), 7,6Q 7,64 (1H, m), 7,88 (1H, &l = 7 Hz), 10,25 (1H, SHRMS:
m/z 268,0944M+HY, berechnet fliGeH1sANGs*: 268,0968

7.3.2. 3-Acetonyi5-chlor-3-hydroxyindolir2-on (1b)

NachAAV1wird 5-Chlorisatin(2b; 363 mg 2 mmol; 1Ag.)zusammen miceton(3b; 147 ul; 2 mmol;

1 Ag.)und DIPEA348 pl;2 mmol; 1Aqg.)n 5ml Ethanol bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach 20 h
wird nochmals AcetoiBb; 1 ml; 13,7 mmol; 6,8 Ag.xugegeben, dieddktionsmischunéir 3 h geriihrt
und nochmals 1 ml Aceton zugegeben. Die Reaktionszeit betragt insgesambDg6 Aufreinigung

erfolgt zunachst tber ein8ilicaSaule (C¥CI+4%MeOH) und anschlielRend Uber praparative HPLC
Es werde 8Ing (I7 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 262,1 [M+Na]} HPLC: 9,57 (>99 94-NMR (400 MHz; DMS@): 1 2,01 (1H,2), 3,06 (1H,
d, 2] = 13 Hz), 6,09 (1H, s), 6,78 (1H3d= 8,Hz), 7,22 (1H, dd) = 8 Hz,4J = 2,Hz), 7,31 (1H, d,
43 = 22) 10,35 (1H, SHRMS: m/z 240,0403 [M+H]berechnet fiitCiHi:CING*; 240,0422

7.3.3.  5-Chlor3-hydroxy3-phenacyindolin-2-on (1c)

NachAAV1wird 5-Chlorisatin(2b; 363 mg 2 mmol; 1Aq.) zusammen mitAcetophenon(3a; 233 l;
2mmol; 1 Ag.und DIPEA348 ut 2 mmol; 1Aq.)in 5ml Ethanol bei Raumtemperatur umgesetzt. Die
Reaktionszeit betragt 45. Die Aufreinigung erfolgt tGiber praparative HPLC.

Es werden 18hg (30%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 324,2 [M+Na], HPLC13,71min (>99 %)'H-NMR (400 MHDMSGde):4 o0 Xc o2 oMl = R
= 17,9Hz), 4,15 (1H, &) = 17,Hz), 6,20 (1H, s), 6,82 (LH3#= 8,Hz), 7,21 (1H, dd)=84 Hz,%] =
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2,2Hz), 7,39 (1H, 4) = 2,Hz), 7,49, 7,53 (2H, m), 7,64 7,66 (1H, m), 7,87 7,90 (2H, m), 10,41 (1H,
s), HRMS: m/z 302,0547 [M+H]berechnet fltCeHizCINGQ*: 302,0578

7.3.4. 32-(1,3Benzodioxaeb-yl}2-oxoethyl}5-chlor-3-hydroxyindolir2-on (1d)

Nach AAV1wird 5-Chlorisatin(4b; 726 mg, 4 mmol; 1Aq.) zusammen mit3,4-(Methylendioxy)
acetophenon(3d; 985mg, 6 mmol; 1Aq.)und DIPEA697 ul; 4 mmol; 1Aq.)in 10ml Ethanofir 33h

bei RaumtemperatuumgesetztAnschlieRend wird die Reaktionsmischung &m Ruickfluss geruhrt

Die Aufreinigungerfolgt zunédchst Uber eine SiliGiule (H SLIiF yk 93aA3ISaiSN) MYH

anschliel3end Uber praparative HPLC.
Es werderv4mg 6 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 368,2 [M+Na]; HPLC13,57min (>99 %)'H-NMR (400 MHz; DMS®): * 3,53 (1H, d2J
= 17,8Hz), 4,06'H, d,2] = 17,84z), 6,12, 6,16 (3H, m), 6,80 (1H, Y, = 8,Hz, 7,02 (1H, dJ = 8,Hz),
7,21 (1H, dd®J = 8,Hz,4J = 2,Hz), 7,32 (1H, &) = 1,6Hz), 7,36 (1H, dJ = 2,Hz), 7,55 (1H, dd) =
8,2Hz,%)= 1,7Hz), 10,37 (1H, SHRMS: m/z346,0444M+HJ, berechnet fuiGHCINQ": 346,0477

7.3.5. 3{2-(1,3benzodioxob-yl)}-2-oxoethyl}5-chlor-3-hydroxyl-methylindolin2-on (1€)

Nach AAV1 wird 5-Chlorl-methylisatin (2a; 391mg, 2mmol; 1Ag.) zusammen mit 34
(Methylendioxyicetophenon(3d; 328mg;, 2 mmol; 1Aq.) und DIPEA348 pl 258,5mg; 2mmol;

1 Aqg.)in 5ml Ethanol bei 120C in der Mikrowelle umgesetzt. Nach 30 min werden nochmalsiB48
DIPEA wegeben und die Reaktionsmischung fur weiteremd® bei 120°C in der Mikrowelle

umgesetzt
Das Rohprodukt wird mittels praparativer HPLC aufgereinigt.
Es werden 3@ng (4%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 382,1 [M+Na], HPLC14,69min (>99%) H-NMR (400 MHz; DMS@):* oXwmn 060l X
3,59 (1H, d2J = 17,84z), 6,11 (2H, s), 7,@07,02 (2H, m) 7,3Q 7,33 (2H, m), 7,30,33 (2H, m), 7,42

(1H, d,4J = 2,Hz), 7,55 (1H, dd) = 8,Hz,*J = 1,8Hz) HRMS: m/z360,0599M+H]", berechnet fiir
CisHisCING™: 360,0633
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7.3.6. 32-(1,3benzyodioxaeb-yl)}-2-oxoethyl}5-chloro-1-ethyl-3-hydroxyindolir2-on (1f)

Nach AAV1 wird 5-Chlorl-ethylisatin (2b; 200mg; 0,95mmol;1Aqg.) zusammen mit 3;4
(Methylendioxy)acetophenon(3d; 156,62mg; 0,95mg;1Aq.) und DIPEA166 pl 123,31mg;
0,95mmol; 1Aq.) in 5ml Ethanol bei 120C in der Mikrowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt

75min.

A

Das Rohprodukt wird zunachst tber eine Si8éale (A SLIiF yk93aaA3SAGSN) HYMm

ansaliel3end Uber praparative HPLC aufgereinigt.
Es werden 96ng (27%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 396,1 [M+Na} HPLC15,63min (>99%) *H-NMR (400 MHz; DMS@®@):¢ MImMyJ=601 =
7,11), 3,59 (1H, c®J =17,3), 3,70 (2H, m), 4,11 (1H,%,= 1780Hz), 6,12 (2H, $5,96¢ 7,09(2H, m),

724 7,34(2H, m), 7,43 (1H, dJ = 2,2Mz), 7,54 (1H, dd) = 8,2 Hz,J = 1,5 Hz) HRMS: m/z

374,0754 [M+H] berechnet filGisHi,CING": 374,0790

7.3.7. 3-2-(1,3Benzodioxeb-yl}-2-oxoethyl}5-chlor-3-hydroxyl-phenylindolin2-on (1g)

Nach AAV1 wird 5Chlorl-phenylisatin (2e; 249mg; 0,97mmol; 1Ag.) zusammen mit
3,4-(Methylendioxy)acetophenon(3d; 159 mg, 0,97mmol; 1Ag.) und DIPEA 168ul; 125mg;
0,97mmol; 1Ag.) in 5ml bei 120°C in der Mikrowelle umgesetzt.

Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC.
Es werden 44ng (11%) einesdrblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 444,0 [M+Nal HPLC18,11 min(>99 %)'H-NMR (400 MHz; DMS@):4+ ' oXtn o6 ml X
2) = 17,Hz), 4,29 (1H, &) = B,0Hz), 6,13 (2H, m), 6,73 (1H3d = 8,4Hz), 7,03 (1H, dJ=8,2Hz),

7,26 (1H, dd®J = 8,Hz,4) = 2,247), 7,37 (1H, &) = 17 Hz), 7,47 (3H, m), 7,59 (4H, HRMS: m/z

422,0781 [M+H] berechnet fiilGaHCING*: 422,0790
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7.3.8. 32-(1,3benzodioxob-yl)}-2-oxoethyl}1-benzyi5-chlor-3-hydroxindolir2on (1h)

Nach AAV1 wird 1-Benzys-chlorisatin (2c; 192mg, 0,71mmol; 1Ag.) zusammen mit 3;4
(Methylendioxy)acetophenon(3d; 116mg, 0,71mmol; 1Aq.) und DIPEA123 pl 91,33mg;
0,71mmol; 1Aq.)in 5ml Ethanol bei 120C in der Nkrowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt
45min.

i A

Das Rohprodukt wird tiber praparative HPLC und eine -Sifiake (A SLJGF Yk 93 aA3Sa3GSNI o

aufgereinigt.
Es werden 6@ng (19%) einedarblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 458,1 [M+Na] HPLC18,21min (98,4%) 'HNMR (400 MHz; DMS®@):1 oXc g 6 ml = R
= 178 Hz), 4,20 (1H, &) = 1B Hz), 2,90 (2H, s), 6,13 (2H, s), 6,38 (1H, s), 6,77 (H; 8,Hz), 7,03

(1H, d3J = 8,Hz), 7,2X 7,24 (1H, m), 7,26 7,29 (1H, m), 7,36 7,37 (3H, m), 7,48 7,47 (3H, m),

7,58 (1H, dJ = 8,Hz) HRMS: m/z 436,0905 [M+H]berechnet fiitCHsCINGQ": 436,0946

7.3.9. 342-(1,3Benzodioxeb-yl}-2-oxoethyl}5-chloro-3-hydroxy1-(2-phenylethyl)indolir2-on (1i)

Nach AAV1wird 5-Chlorl-phenylethylisatin(2d; 388mg; 1,36mmol; 1Aqg.) zusammen mit 3;4
(Methylendioxy)acetopenon (3d; 223 mg, 1,36mmol; 1Aq.) und DIPEA237pl; 1,36mmol; 1 ml)

umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt .

Die Aufreinigung erfolgt zunachst Uber eirilicaSaule (A SLIJG I yk 9aaA3SadGSNI HY

anschliel3end Uber préaparative HPLC.
Es werden 1651g (27%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 450,0 [M+H]; HPLC18,8min (>99%) H-NMR (400 MHz; DMS®):1 ' cr,32y(3H,
m), 3,58 (1Hd, 2] = 17,Hz), 3,7% 3,92 (2H, m), 4,12 (1H, & = 17,Hz), 6,12 (2H, 2), 7,&17,04
(2H, m), 7,2%, 7,36 (7H, m), 7,44 (1H, 8, = 2 Hz), 7,55 (1H, dd) = 8,Hz,*J = 2 Hz) HRMS: m/z
450,1056 [M+H] berechnet fUIGsH1CINGQ": 450,1103



EXPERIMENTALTEIL 84

7.3.10. 5-Chlor3-hydroxy3-phenylindolir2-on (1j)

NachAAV2wird 5-Chlorisatin(4b; 182mg; 1 mmol; 1Aq.) mit Phenylmagnesiumbrom{da; 2,2ml;
2,2mmol;2,2Aq.) in 4,5ml THF umgesetzt. Die Reaktionszeit betralt 4

Das Rohprodukt wird tber praparative HPLC aufgereinigt.
Es werden 8Tng (34%) eines farblosen Fetbffs erhalten.

ESIMS:m/z 242,0 [MHO+HT; HPLC14,13 min(>99% H-NMR (400 MHz; DMS@®): 1 6,78 (1H, s),
6,92 (1H, dJ = 83 Hz), 7,10 (1h, dJ) = 18 Hz), 7,2%; 7,35 (6H, m), 10,55 (1H; 8)RMS: m/z 282,0268
[M+NaJ, berechnet furC4Hio.CINNa@": 282,0298

7.3.11. 3-Benzyls-chlor3-hydroxyindoliR2-on (1K)

NachAAV2werden 5Chlorisatin(4b; 182 mg; 1 mmol; 1Aq.) zusammen mit Benzylmagnesithtorid
(2M in THF}7b; 1,1ml; 2,2mmol; 2,2Aq.) umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt!3,5

Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC.
Es werden 82 mg (30 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 296,0 [M+Na]; HPLC14,21min (98,4%) H-NMR (400 MHz; DMS@): ¢ 2,99 (1H, dJ
=127 Hz), 3,18 (1H, d) = 12,7), 6,26 (1H, s), 6,60 (1HJ)d& 8,Hz), 6,92 (1H, m), 7,13 (1H, m), 10,18
(1H, s) HRMS: m/z 296,0422 [M+H]berechnet flrCsH:2CINNa@'": 296,0454

7.3.12. 5-Chlor3-hydroxy3-(2-phenylethyl)indolir2-on (11)

Magnesium (97 mg, 4 mmol; 4Aq.) wird mit einer Spatelspitze lod in einem Mikrowellengefal
angeatzt und das Gefald verschlossen. Es weraehtrbckenes THF zugegeben und bis zum Riskflus
erhitzt. Dann vird (2Bromethyl)benzol(5b; 550ul; 741 mg; 4 mmol;4 Ag.) zugegeben und die
Reaktionsmischung fiur t2 am Ruckfluss gerihrt. AnschlieBend wird mEoisatin (4b; 182 mg;

1 mmol; 1 Aqg.) und derentstandenenGrignardReagenzlosunyc; 2,2ml; 2,2mmol; 2,2Aq.)geman

AAV2verfahren. Die Reaktionsmischung wird tGber Nacht gerihrt.

Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC.
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Es werden 5ing (18%) eines farbloseReststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 310,0 [M+Na] HPLC15,63min (98,3%) H-NMR (400 MHz; DMS@®): * 2,06 (2H, m),
2,38 (2H, m), 6,12 (1H, s), 6,84 (1HJd;s 83 Hz), 7,12 (3H, m), 7,25 (3H, m), 7,36 (14Jd2,2 Hz),
10,43 (1H, S)HRMS: m/z 288,0760 [M+H]berechnet fiilCGisHisCING*; 288,0786

7.3.13. 5-Chlorl-methylindoline2,3-dion (2a)

5-Chlorisatin(4b; 907 mg5 mmol; 1Aq.)wird in 10ml DMF gelést und auf @ gekuihlt. AschlieRend
wird Natriumhydrid(300mg; 7,5mmol; 1,5Aq.)zugegeben, die Reaktionsmischung fiimi& geriihrt
und Methyliodid(5a; 470ul; 7,5mmol; 1,5 Aqg.rugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir weitere
1,25 h bei OC gerihrt und dann nochmals 30@ig Natriumhydrid zugegeben und die
Reaktionsmischung bei “C weitergriihrt. Nach 1,2% werden erneut 300ng Natriumhydrid
zugegeben und die Reaktionsmischung weitere 30 min & Qerthrt.AnschlielRend wird id
Reaktionsmischung mit 281 DCM verdinnt und in 1@l gesattigte NECH.Osung gegeben, die
organische Phase i abgetrennt und die wassrige Phase noch zweimal mibtlDCM extrahiert. Die
organische Phase wird dreimal mit 10 ml Wasser und einmal nmitl §&s. NaGLsg.gewaschen und
Uber Natriumsulfat getrocknet. Dasisungsmittewird am Rotationsverdampfer ¢fiernt und der
Ruckstand erneut in DCM gel6st und fiinfmal mitn8@es. NaCGLsg.gewaschenum das restliche
DMF zu entfernen. Die organische Phase wird tber Natriumsulfat getrocknet undisiasgsmittel

am Rotationsverdampfer entfernt.
Es werden 95¥g (98 %) eines roten Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 213,1 [M+NH*; HPLC12,85min (>99 %)

7.3.14. 5-Chlorl-ethylindolin2,3-dion(2b)

5-Chlorisatin(4b; 363,16mg; 2 mmol; 1Aq.) wird zusammen mit Ethylbromi¢sb; 109 mg;, 1 mmol;
0,5Aq) und Natriumcarbona(636 mg, 6 mmol; 3Aq.)in 20ml DMF fiir 4% bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieRend werden04nl Wasser zugegeben und die wassrige Phase dreimal nnitl 20
DCM extrahiert. Die organische Phase wird viermal mitnd@es. NaCLsg. gewaschen, uber

Natriumsulfat getrocknet und ddsisungsmittem Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfigt tiber eine Silic&aule (A SLIGF yk 98aA3ISAG§SNI oYM h MYMDU
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Es werden 21éng (50%) eines roten Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 242,2 [M+CEDH+H]; HPLC14,59 min(96,1%)

7.3.15. 1-Benzyls-chlorindolin2,3-dion (2¢)

Nach AAV3 ikd 5-Chlorisatin(4b; 364 mg; 2 mmol; 1 Ag.) zusammen mit Benzylbromi@c; 360l
518,4 mg; 3nmol; 1,5Aq.) und Natrumcarbonat (636 mg; 6 mmol; 3Aq.) in 20ml Acetonitril
umgesetzt. Nach 235 wird nochmals Benzylbromi@c; 120 i 1 mmol; 0,5 Aqg.xugegeben und die
Reaktionsmischung fir weitere b am Ruckfluss gerihrt. Anschlieend werden erneut 120 ul

Benzylbromid5c) zugegeben und die Reaktion fiir weitereL@mRickfluss gerthrt.
Es werden 198ng (35%) eines roten Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 184,1 [M+H], HPLC8,59min.

7.3.16. 5-Chlor1-(2-phenylethyl)indolir2,3-dion (2d)

Nach AAV3 ird 5-Chlorisatin(4b; 364 mg; 2 mmol; 1 Ag.) zusammen mithenylethylbromid(5d;
410pl; 556mg; 3mmol; 1,5Aq.) und Natriumcarbona636 mg, 6 mmol; 3Aq.) in 20ml Acetonitril
umgesetzt. Nach 18 und 25,5 h wd jeweils nhochmals Phenylethylbromi@d{ 136pul; 184mg;
1 mmol)und nach 4% erneut Phenylethylbromid5d; 272 ul; 369 mg; 2mmol; 1Aq.) zugegeberDie
Reaktionszeit betragt 48.

Es werder888mg (68 %) eines roten Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 340,0 [M+Na+CiOH]; HPLC18,75min (93,6%)

7.3.17. 5-Chlorl-phenylindolin2,3-dion (2€)

5-Chlorisatin(4b; 364 mg; 2 mmol; 1Aq.) wird zusammen mit Phenylbonsaure ¢; 365mg; 1 mmol;
1,5Aq.)und Kupfer(Ibacetat(363mg; 2 mmol; 1 Ag.)in 30mlI DCM gelést und Triethylam{B60pl;
405mg; 4mmol;2 Aqg.) zugegeben. Die Reafthsmischung wird fir 4,6 bei Raumtemperatur

geriihrt. Dann wd nochmals Phenylborsaurés; 121 mg, 1 mmol; 0,5Aq.) zugegeben und die
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Reaktionsmischung weitere2h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird die

Reaktionsmischung tber Celite filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt.
Das Rohprodukt wird tber eine SiliSaule (AHeptan/Essigester) aufgereinigt.
Es werden 24¢ng (48%) eines angen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 290,2 [M+CEDH+H}; HPLC17,68min (95,3 %)

7.3.18. 1{4-[(4-chlorophenyl)methylsulfonylmethyd}-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethytpropan1-
one(8a)

Nach AAV4 wird 1-[4-[(4-chlorophenyl)methylsulfanylmethy#-hydroxy1-piperidyl}2,2-dimethyk
propan-1-one (16a; 230mg; 0,65mmol; 1Aq.) zusammen mit DBWY pl; 20mg;0,13mmol;0,2Aqg.)
und Oxone®595mg, 1,9mmol; 3Aq.) in 1,5ml Acetonitril und 3nl Wasser umgesetzt. Die

Reaktionszeit betragt B.
Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC
Es werden 96,819 (39%) eines gelblichen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 388,4 [M+H]; HPLC14,67min (>99 %)'H-NMR (400 MHz; CREL 1.26 (s, 9H), 1.61 (td,
23] = 12.9, 4.3 Hz, 2H), 109.85 (m, 2H), 3.01 (s, 2H), 3.272f] = 12.7 Hz, 2H), 4.22.08 (m, 2H),
4.26 (s, 2H), 7.487.32 (M, 4H)HRMS: m/z3881325[M+HT, berechnet fiilGisH::CINQS": 388,1344

7.3.19. 1{4-(PhenylsulfonylmethyB-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (8b)

Nach AAV4 werden X[4-Hydroxy4-(phenylsulfanylmethyfl-piperidyl}2,2-dimethylpropanrl-on
(16b; 240mg; 0,78mmol; 1Ag.) zusammen mit DBR4 pl; 23,77mg; 0,16mmol; 0,2 Ag.)und Oxone®
(719mg, 2,34mmol; 3Aq.)in 1,5ml Acetonitril und 3nl Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt
2,5h.

Die Aufreinigung erfolgt Ubgraparative HPLC.
Es werden 178ng (68%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 340,2 [M+H]; HPLC12,64min (>99 %)H-NMR (400 MHz; CREHR 1,27 (9H, s), 1,64
(2H, td 2= 13,0 H2] = 4,4 Hz), 1,97 (2H2d = 13,Hz), 3,2% 3,37 (4HM), 4,17 (2H, &J = 13,5z2),
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7,60 (1H, t3J = 7,6 Hz), 7,69 (2H3},= 7,4z), 7,93 (2H, dJ = 7,2 HZ)HRMS: m/z340,153QM+HT,
berechnet fUrG/HsNOQS: 340,1577

7.3.20. 1-[4-(Benzylsufonylmethy$)-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (8c)

Nach AAV4 wird 1-[4-(Benzylsufanylmethy®-hydroxy1-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (16c;
257mg; 0,8mmol; 1Aq.) zusammen mit DB(24 pl; 0,16mmol;0,2Ag.) und Oxone®’37,18mg;
2,4mmol; 3Aq.) in 1,5ml Acetonitril und 3nl Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt b,75

Die Aufreinigung erfolgt Gber praparative HPLC.
Es werden 121,B0g (43%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 376,1 [M+Na}, HPLC13,2 min(>99 %)'H-NMR(400 MHzCDG): ¢ 1,25 (9H, s), 1,58
1,65 (2H, m), 1,92 (2H, i, = 14,Hz,4J = 2,Hz), 3,00 (2H, s), 3,26 (2HX= 12,84z), 3,50 (1H, s),
4,14 (2H, d4) = 13,Hz), 4,29 (2H, sJ,36¢ 7,46 (5H, m) HRMS: m/z 354,1687 [M+H]berechnet
fiir GisHhsNQiS™: 354,1734

7.3.21. 1-[4-Hydroxy4-(2-phenylethylsulfonylmethy)-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (8d)

NachAAV4wird 1-[4-Hydroxy4-(2-phenylethylsulfanylmethyil-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on
(16d; 258 mg; 0,77mmol; 1Ag.) zusammen mit DB@3 pl; 23,41mg; 0,15mmol; 0,2 Ag.) und Oxone®
(709mg; 2,31mmol; 3Ag.) in 1,5ml Acetonitril und 3nl Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt
2,5h.

Die Aufreinigung erfolgt tGber praparative HPLC.
Es werden 1381g (48%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 390,3 [M+Na], HPLC14,24min (>99 %)'HNMR (400 MHz; CRER 1,26 (9H,s), 1,60
(2H, td2)=12,9Hz;3J= 4,3 Hz), 1,831,99 (2H, m), 3,01 (2H, s), 348,21 (2H, m), 3,223,40 (4H,
m), 4,08¢ 4,22 (2H, m), 7,1§7,41 (6H, m) HRMS: m/z368,1840M+H], berechnet fliGoHsoNQ:S":
368,1890
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7.3.22. 1-[4-[(2,4Dichlorophenyl)methylsulfonylmethy}hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropan
1-on(8e)

Nach AAV4 wird 1-[4-[(2,4Dichlorophenyl)methylsulfanylmethyd-hydroxy1-piperidyl}2,2-
dimethylpropanl-on (16e; 58mg 0,15mmol;1Ag.) zusammen mitDBU (4pl; 4,52mg;
0,03mmol; 0,2Aq.) und Oxone®91mg, 0,3mmol; 2Aq.) in 300ul Acetonitril und 60Qul Wasser
umgesetzt. Nach 1,5 wird nochmals Oxoe®45 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zugegeben. Die Reaktionszeit

betragt 3,5h.
Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC
Es werden 2ng (40%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 422,0 [M+H], HPLC16,0 min(>99%) *H-NMR (400 MHZCDG):* MZHc O @l =
1,69 (2H, m), 1,992,00 (2H, m), 3,11 (2H, s), 3,27 (2H) & 12,84z), 4,16 (2H, &) = 13,5z), 4,47
(2H, s), 7,34 (1H, dd) = 8,4z,4) = 2,Hz), 7,47¢ 7,54 (2H, mM)HRMS: m/z 422,0908 [M+H]
berechnet flrGsHsCEINO,S™: 422,0954

7.3.23. 1-[4-(Ethylsulfonylmethyd}-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (8f)

Nach AAV4 wird 1-[4-(Ethylsufanylmethyi-hydroxy1-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (16f;
62mg; 0,24mmol; 1Aq.) zusammen mit DB@ pl; 7,27mg;0,05mmol; 0,2 Ag.) und Oxone@20mg;
0,72mmol; 3Ag.) in 0,5ml Acetonitril und 1,50l Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit betragh2,5

Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC.
Eswerden 9mg (13%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 314,1 [M+Na], HPLC9,47 min(92,5 %)'H-NMR (400 MHZZDG): + 1.27 (s, 9H), 1.42 (t,
3J = 7.4 Hz, 3H), 1.67 (¢4 = 12.9, 4.8z, 2H), 1.97 (4] = 13.4 Hz, 2H), 3.07 1§ = 7.5z, 2H), 3.13
(s, 2H), 3.66 (s, br, 1H), 4.183H= 13.5 Hz, 2H).

7.3.24. 1-(2,2Dimethylpropanoyl)piperidid-on (L0)

4-PiperidonMonohydratHydrochlorid {4; 3,072 g 20 mmol; 1Aq.)wird in 90 mIDCM suspendiert
und mit Argon Uberschichtet. AnschlieRend wird &rgethylamin(8,4ml; 6,1 g; 60 mmol; Aq.) und

HO X
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dannPivaloylchlorid15; 2,9ml; 2,89g; 24mmol; 1,2Ag.)zugegeben und die Reaktionsmischung bei
Raumtemperatur geriihrtNach 24 h werden weiterg,5 Aq. Triethylamin zugegeben. Nachv8ird
die Reaktionsmischungmit Wasser neutral gewaschen und dasLésungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt.
Es werden 2,05 g (11,19mol; 56%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 184,1 [M+H]; HPLC8,59min (>99%)

7.3.25. 1-4-[(4-chlorophenyl)methylsulfanylmetijyd-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethytpropan1-
one(16a)

Nach AAVS5 ixd 2,2-Dimethytl-(1-oxa6-azaspiro[2.5]octasb-yl)propanl-one (20; 197mg;, 1 mmol;
1 Ag.) zusammen mit Kaliumcarborn@a62 mg 1,1 mmol; 1,1Aq.) und 4Chlorbenzimercaptan(19a;
120pl; 174 mg; 1,dnmol; 1,1Aq.)in 2ml Methanol umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 7 min.

Die Aufreinigung erfolgt tibagine SilicsSaule ( SLIi | Yk 984aA3SaGSNI HYMMMYn U ®
Es werden 33@ng (92%) eines farblosen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 356,4 [M+H], HPLC17,55min (88,8 %)

7.3.26. 1-[4-Hydroxy4-(phenylsulfanylmethyd)-piperidyl}2,2-dimethylproparl-on (16b)

Nach AAV5 id 2,2-Dimethytl-(1-oxa6-azaspiro[2,5]octab-yl)propanl-on (20; 197mg;
1 mmol; 1 Ag.) mit Kaliumcarbongfl52mg; 1,1 mmol; 1,1 Ag.) und Thiophendl9b; 113pl; 121mg;
1,1mmol;1,1Aq.) in 2ml Methanol umgesetzt. Die Reaktionszeit betragniia.

Die Aufreinigung erfolgt Uiber eine Sikiédule (A SLIJGIF Yk 934 aA3SAaGSNI mYMIbuYn o @
Es werden 24éng (78%) eines farblosen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 290,1[M-H,O+H]; HPLC16,05min (70,7 %)
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7.3.27. 1-[4-(Benzylsufanylmethyf}-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropanrl-on (16c)

Nach AAV5 i 2,2-Dimethyl1-(1-oxa6-azaspiro[2,5]octan6-yl)propanl-on (20; 197mg, 1 mmol;

1 Ag.) zusammen mit Kaliumcarbona62mg; 1,1mmol;1,1Aq.) und Benzylmercaptgt9c; 130 ul;

136mg; 1,1mmol; 1,1Aq.) in 2ml Methanol umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 20 min.

Die Aufreinigung erfolgt Uber eine Sikigéule(n-l SLIiF Yk 934aA3SAaG§SNI mYMIbuYn o @
Es werden 257g (80%) eines gelben Ols erhalten.

ESIMS:m/z 322,1 [M+HY; HPLC16,21 min(81,2%).

7.3.28. 1{4-Hydroxy4-(2-phenylethylsulfanylmethyl)-piperidyl}2,2-dimethylpropanl-on (16d)

Nach AAV5 id 2,2-Dimethytl-(1-oxa6-azaspiro[2,5]octab-yl)propanl-on (20; 197mg;
1 mmol; 1 Ag.) mit Kaliumcarbonatl52mg; 1,2mmol; 1,1Aq.) und 2Phenylethanthio(19d; 147 ul;
152mg; 1,1mmol; 1,1Aq.) in 2ml Methanol umgesetzt. Die Reaktionszeit betragndia.

Die Aufreinigung erfolgt tiber eine SiliSdule ( SLIi I yk 94aA3SaiGSNI mYMMMmYnov o
Es werden 258&g (77%)eines gelben Ols erhalten.

ESIMS:m/z 358,3 [M+Na], HPLC17,25 min(69,0 %)

7.3.29. 1-4-[(2,4Dichlorophenyl)methylsulfanylmethgthydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropan
1-on (16e)

Nach AAVS5 id 2,2-Dimethyt1-(1-oxa6-azaspiro[2,5]octasb-yl)propanl-on (20; 98 mg; 0,5mmol;
1 Ag.) zusammen mit Kaliumcarbon&Z6 mg, 0,55mmol; 1,1Aqg.)und 2,4Dichlormethylmercaptan

(19¢; 75ul; 106 mg; 0,55mmol; 1,1Aq.)in 1 ml Methanol gelost. Die Reaktionszeit betragtrif.
Die Aufreinigung erfolgt tiber eine Sikgdule (A SLJGF Yk 94 3aA3SAGSNI mYM h mYno
Es werden 13#g (69%) eines gelben Ols erhalten.

E$-MS:m/z 390,0 [M+H]; HPLC19,07 min(79,4%)
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7.3.30. 1-[4-(Ethylsulfanylmethy®-hydroxyl-piperidyl}2,2-dimethylpropanrl-on (16f)

Nach AAV5 wd 2,2-Dimethytl-(1-oxa6-azaspiro[2,5]octasb-yl)propanl-on (20; 197mg;
1mmol;1Aqg.) mit Kaliumcarbona{152mg; 1,1mmol;1,1Aq.) und Ethylmercaptarf19f; 81l
68 mg; 1,Admmol; 1,1Ag.) in 2ml Methanol umgesetziDie Reaktionszeit betragt 20in.

Die Aufreinigung erfolgt Uiber eine Sikiédule (A SLIJiF Yk 934aA3SAaG§SNI mYMIbuYn o @
Es werden 62ng (24%) eines gelben Ols erhalten.

ESIMS:m/z 260,1 [M+HY]; HPLC12,77 min(70,8 %)

7.3.31. 2,2Dimethy}1-(1-oxa6-azaspiro[2,5]otan-6-yl)propanrl-on (20)

Natriumhydrid (60% in Mineral6lf421mg; 10,54mmol; 1,2Aq.)wird mit n-Hexan gewaschen und in

16 ml DMSO suspendiert. AnschlieRend wirimethylsulfoxoniumiodiq2,32g; 10,54mmol; 1,2Aq.)
zugegeben und die Reaktionsmischung fun80 bei Raumtemperatur geruhrt. Danaclirevl-(2,2-
Dimethylpropanoyl)piperidis-on (10; 1,61g; 8,79mmol;1Aqg.) zugegeben und die Reaktiens
mischung fur 3 bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Eiswasser
abgebrochen und die wassrige Phase dreimal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden dreiad mit 50ml ges. NaCGLsg.gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das

Ldsungsmittelvird am Rotationsverdampfer entfernt.
Es werden 1,5 (91%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 198,1 [M+H]; HPLC10,27 min(73,0%).

7.3.32. tert-Butyll-oxa6-azaspiro[2,5]octaib-carboxylai22)

Natriumhydrid (6% in Mineral6lY480mg; 12mmol; 1,2Aq.) wird mit n-Hexan gewaschen und in
20ml DMSO suspendiernschlieRendwvird Trimethylsulfoxoniumiodid2,64g; 12mmol; 1,2Aq.)
zugegeben und die Reaktionsmischung fiin80 bei Raumtemperatur gerihrannwird tert-Butyk
4-oxopiperidinl-carbonylat(21; 1,99¢g; 10mmol;1 Aq.) zugegeben und die Reaktionsmischung fiir
weitere5 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Eiswasser abgebrochen

und die wassrige Phase dreimal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
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dreimal mit 200ml ges. NaCLsg.gewaschen und tber Natriumsulfat getrocknet. Désungsmittel

wird am Rotationsverdampfer entfernt.
Es werden 2,15 (99%)eines gelben Feststoffs erhalten.

HPLC13,33min (47,3 %)

7.3.33. tert-Butyl4-[(4-chlorphenyl)methylsulfanylmethyl}hydroxypiperidirl-carboxylaf23)

Nach AAV5 id tert-Butyll-oxa6-azaspiro[2,5]octas6-carboxylat (22, 2,13g; 10mmol; 1Aq)

zusammen mit Kaliumcarbonét,52 g 11 mmol; 1,1Aq.) und 4Chlorbenzylmercapta(i9a; 1,45mi;

1,749; 11mmol; 1,1Aq.) in 20ml Methanol umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 7 min.

Die Aufreinigung erfolgt Uiber eine Sikiédule (A SLIJGF Yk 934aA3SAG§SNI oYMIHY MO @
Es werden 2,96 (80%) eines farblosen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 394,2 [M+Na}, HPLC19,6min (92,7 %)

7.3.34. tert-Butyl4-[(4-chlorphenyl)methylsulfonylmethy-hydroxypiperididl-carboxylat24)

Nach AAV4 wird tert-Butyt4-[(4-chlorphenyl)methylsulfonylmethy®-4-hydroxypiperidinl-
carboxylat(23; 147 mg; 0,4mmol; 1Ag.) zusammen mit DB@2 pl; 0,08mmol; 0,2Aq.) undOxone®
(364mg; 1,2mmol; 3Aq.) in 0,75nl Acetonitril und 1,5nI Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 3h.

Es werden 13&ng (86%) eines gelblichen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 304,2 [MBoc+2H}, HPLC16,8 min(>99 %)
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7.3.35. 4-(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyl]piperiedirol hydrochlorid25)

tert-ButylF4-[(4-chlorphenyl)methylsulfonylmethyd-hydroxypiperidinl-carboxylat (138 mg
0,34mmol; 1 Ag.)wird in 2 ml 4V methanolischerSalzsaure gelost und die Lésung fur 30 min bei

Raumtemperatur gertihrt. Anschlie3end wird dasungsmittem Rotationsverdampfer entfernt.
Es werden 102 mg (98) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 304,2 [M+H]; HPLC9,01 min(>99 %)

7.3.36. 1{4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyd}hydroxyl-piperidyl]lethanon(26a)

Nach AAV6 wird 4-[(4-Chlorphenyinethylsulfonylmethyl]piperidird-ol hydrochlorid (25; 50 mg
0,16mmol; 1 Aqg) in 1 ml DCM suspendiert und zusammen mit Acetylclferidt 15,5mg; 0,2 mmol;
1,2Aq) und Triethylamiri69 pt 50 mg; 0,49 mmol; 3 Aqumgesetzt. Nach 30 min werden nochmals
14 ul Acetylchlorid zugegeben. Die Reaktionszeit betragt 1,5 h.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 19 mg (¥8) einedarblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 346,6 [M+H]; HPLC11,36min (>99 %)H-NMR (400 MHz; CRER 1,62 (dtd 23] = 43,7,
12,9, 4,7 Hz, 2H), 1,801,95 (m, 1H), 2,01 (m, 2H), 2,11 (s, 3H), 23a3 (m, 3H), 3,50 @) = 12,3z,
1H), 3,61 (dJ = 13,84z, 1H), 4,27 (s, 2H), 4,36 38 = 13,5 Hz, 1H), 7,80,47 (m, 4H) HRMS: m/z
346,0834 [M+H] berechnet fUICsH1CINQS': 346,0874

7.3.37. 1-[4-[(4-Chlorophenyl)methylsulfonylmethyft-hydroxyl-piperidyl]propanl-one (26b)

Nach AAV6wird 4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyl]piperiditol hydrochlorid (25, 200 mg
0,59mmol; 1 Aqg) in 4 ml DCM suspendiert und zusammerPnaipionsaurechlorige9 pt 73 mg; 0,79
mmol; 1,3 Aqg) und Triethylami275 p} 200 mg; 1,97 mmol; 3 Aqingesetzt. Nach 30 min werden

nochmals 46 pl Propionsdurechloridgageben. Die Reaktionszeit betragt 1,5 h.
Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

Es werden 73 mg () eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 360,3 [M+H], HPLC12,27min (>99 %)*HNMR (400 MHz; CREk 1.16 (1,3 = 7.4 Hz,
3H), 1.74¢ 1.52 (m, 2H), , 2.081.92 (m, 2H), 2.44 (&) = 7.5 Hz, 2H), 3.04 (s, 2H), 3.31 (s, 2H), 4.00
(s, 2H), 4.28 (s, 2H), 4.50 (s,br, 1H), €.380 (m, 4H)HRMS: m/z 360,0988 [M+H]berechnet fur
GieH23CINQS': 360,1031

7.3.38. [4-[(4-Chlomphenyl)methylsulfonylmethy#}-hydraxy-1-piperidyliphenytmethanon 26¢)

NachAAV6werden 4[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyl]piperidid+ol hydrochlorid(25;, 200 mg
0,59mmol; 1 Aq) in 4 ml DCM suspendiert und zusammen mit Benzoylckli8# pl 165 mg;
1,17mmol; 2 Aqg) und Triethylami(246 pf 178 mg; 1,76 mmol; 3 Ag.) umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 1,5 h.

Die Aufreinigung erfolgt ittels praparativer HPLC.
Es werden 52 mg (Z&) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 408,5 [M+H}; HPLC14,48min (>99 %)'H-NMR (400 MHz; CRER 1.61¢ 1.92 (m, 4H),
3.04¢ 3.31 (m, 3H), 4.1 4.27 (m, 1H), 4.53 (s, 2H), 5.371H), 7.2% 7. 54 (M, 9H)HRMS: m/z
408,0990M+HT, berechnet fliGoH.:CINQS': 408,1031

7.3.39. 1-[4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethy#}-hydrox/-1-piperidyl}2-phenylethanon 26d)

Nach AAV6wird 4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyl]piperiditol hydrochlorid (25; 200 mg
0,59mmol; 1 Ag) in 4 ml DCM suspendiert und zusammen mit Phenylacetylc{il&6dul 182 mg;
1,18 mmol; 2 Aqund Triethylamin246 ul 178 mg; 1,76 mmol; 3 Aqimgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 1 h.

Die Aufreinigung erfolghittels praparativer HPLC.
Es werden 137,5 mg (85) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 422,5 [M+H], HPLC15,01min (>99 %)H-NMR (400 MHz; CQEk 1.55¢ 1.78 (m, 4H),

2.94¢ 3. 09 (m, 1H), 3.22 (s, 2H), 328.35 (m, 1H), 3.62 3. 79 (m, 3H), 3.9§4.09 (m, 1H), 4.51 (s,
2H), 5.29 (s, 1H), 7.167. 25 (m, 3H), 7.2§7. 35 (m, 2H), 7.3§7. 57 (m, 4H) HRMS: m/z 422,1143
[M+HJ, berechnet fUIG1HsCINQS: 422,1187
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7.3.40. 1-[4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethy#-hydroxy1-piperidyl}3-phenylpropanl-on
(26€)

Nach AAV6wird 4-[(4-Chlorphenyl)methylsulfonylmethyl]piperidit-ol hydrochlorid (25, 200 mg
0,59mmol; 1 Aq) in 4 ml DCM suspendiert und zusammen mit Hydrocinnamolylodi@Sigi} 198 mg;

1,18 mmol; 2 Ag) und Triethylam{846 pl 178 mg; 1,76 mmol; 3 Ag.) umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 1 h.

Die Aufreinigung erfglt mittels praparativer HPLC.
Es werden 1381g (52%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 436,3 [M+H}; HPLC15,76min (99 %) 'H-NMR (400 MHz; CRER 1.46¢ 1. 84 (m, 4H),
2.55¢ 2. 66 (M, 2H), 2.79 &) = 7.7 Hz, 2H), 2.9(8.03 (m, 1H), 3.14 3.33 (m, 3H), 3.5§ 3.69 (m,
1H), 4.04 (dt34) = 13.7, 4.3 Hz, 1H), 4.52 (s, 2H), 5.27 (s, 1), 7. 20 (m, 1H), 20¢ 7. 30 (m, 4H),
7.39¢ 7. 51(m, 4H) HRMS: m/z 436,1291 [M+H]berechnet fiilG:H::CINQS": 436,1344

7.3.41. 1-(3-BenzylsulfonyR-hydroxypropyl)pyrrolidin2-on 7)

Nach AAV4 werden ZX(3-BenzylsulfanyR-hydroxypropyl)pyrrolidin2-on (28; 75mg, 0,28mmaol;
1 Ag.) zusammen mit DB@ pl; 0,06mmol; 0,2 Ag.) und Oxone®61mg; 0,84mmol; 3Ag.) in 0,75l
Acetonitril und 1,5m1 Wasser umgesetzt. Die Reaktionszeit betrégt 2

Die Aufreinigung erfolgt Uber praparative HPLC.
Es werden 1@ng (12%) eines feblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 298,0 [M+Na] HPLC9,12min (>99 %)'H-NMR (400 MHz; CREK 2.04¢ 2.13 (m, 2H),
2.38¢ 2. 49 (m, 2H), 2.91 (d&3) = 14.5, 3.0 Hz, 1H), 3.13 (&ds 14.5, 9.0 Hz, 18)39 (dd23J = 14.3,
3.2 Hz1H), 3.44 3. 52 (m, 2H), 3.583. 59 (m, 1H), 4.34.4.36 (M, 1H), 4.48 4.49 (M, 2H)7.36¢
7. 55 (m, 5H)

7.3.42. 1-(3-BenzylsulfanyR-hydroxypropyl)pyrrolidin2-on (28)

Natriumhydrid (60% in Mineral6l) (68g; 1,7mmol) wird in THF suspendiert und Benzylmercaptan

(19c; 79 mg; 0,63nmol) zugegeben Die Reaktionsmischung wird fir 20 min bei Raumtemperatur
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geruhrt. AnschlieRend wird-(3-Bromo-2-hydroxypropyl)pyrrolidin2-on @4; 128mg; 0,58mmol)
zugegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird die
Reaktionsmischung abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeBigtReaktionszeit

betragt 21 h.
Die Aufeinigung erfolgt Uber eine Sili€gaule.
Es werden 75 mg (48) eines gelben Ols erhalten.

ESIMS:m/z 266,1 [M+H]; HPLC11,63min (49,2 %)

7.3.43. 1-(Oxran-2-ylmethyl)pyrrolidin2-on (29)

Natriumhydrid (60% in Mineraldl) § g 125mmol; 5 Ag.) wd in 100 ml THF suspendiert und
2-Pyrrolidinon(31; 1,92 m| 2,1 g; 25mmol; 1Aq) zugegeben. Die RM wird bei Raumtemperatur fir
1,5 h gertihrt. AnschlieRendna Epichlorhydrin(30; 2,15 m| 2,5¢; 27,5mmol; 1,1Aq.) zugegeben und

die Reaktionsmischung fir weitere 18 h bei°&0 gerihrt. Danach wird die Reaktionsmischung
abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdafep eingeengt. Es werden 2,22 g @3 eines gelb
farblosen zweiphasigen Ols erhalten. Das Rohprodukt wird ohne weitere Aufreinigung zur

Weiterreaktion verwendet.

ESIMS:m/z 305,3 [2M+Na]

7.3.44. 1-(3-Bromo-2-hydroxypropyl)pyrrolidin2-on (34)

Natriumhydrid (60% in Mineral6(120 mg 3 mmol; 3Aq.) wird in 4 ml trockenem THF suspendiert
und 2Pyrrolidinon(31; 77 pt 85 mg; Immol; 1Aq.) zugegeben. Die RM wird bei Raumtemperatur fiir
1,5 h geriihrt. AnschlieBendind 1,3-Dibromo-2-propanol (35; 112 pt 240mg; 1,Ammol; 1,1Aq.)
zugegeben und die Reaktionsmischung fur weitere 22 h béeiC6@eruhrt. Danach wird die

Reaktionsmischung filtrieund das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt.
Es werden 128 m(H8 %)eines farblosen Ols erhalten.

Das Rohprodukt wird ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet.
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7.3.45. Methyl2-(4-chlorsulfonylphenoxy)acetat Za)

Methyl-2-(4-aminophenoxy)aceta43a; 3,06 g 16,9mmol; 1Aqg.) wird in 18ml konz. Salzsaure und
18 ml Essigsaure gelost und bet® Natriumnitrit(3,54g; 50,6mmol; 3Aq.), geldst in 9ml Wasser
zugegeben. Die Reaktionsictising wird bei 0C fur 1h gertihrt und anschliel3end eine Lésung von
Natriumdisulfit(4,21g; 19,2mmol; 6Aq.) in 27ml Wasser zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir
weitere 3,5h bei 0°C gerthrt. Danach wird die Reaktionsmischung dreimal mitn#0Bsigester
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen dreimal mitrdlO&/asser, viermal mit 10@l ges.
NaHC®Lsg., sowie dreimal mit 108l ges. NaGLsg.gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und dasdsungsmittem Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt

wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 768g (17%) eines roten Ols erhalten.

ESIMS:m/z 182,0 [M+H}, HPLC16,45 min(21,2 %)

7.3.46. Methyl2-(4-aminophenoxy)acetata)

Methyl-2-(4-nitrophenoxy)acetat(44a; 7,96 g 38 mmol; 1Ag.) wrd zusammen mit Eise(10,5g;
188mmol; 5 Ag.) in 8nl Ethanol und 40 ml Wasser suspendiert uncdv8Eisessig zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird fir 1 h bei 8D im Ultraschallbad umgesetzt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung Uber Celite filtriert, mit Essigester verdinnt und zweimal mit 100 ml 2N KOH
Losung gewaschen. Die wassrige Phase wird einmal mimlL@Xssigester reextrahiert und die
vereinigten orgnischen Phasen dreimal mit 160 Wasser und zweimal mit0O0 mlges. NaCLsg.
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet untodasgsmittelam
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird tUber eine SHiale (FHeptan Bsigester 1:1>

1:4) aufgereinigt und dann nochmals UberSilicaFlashChromatographie (puriFlash

n-Heptan/Essigester) aufgereinigt.
Es werden 3,09 (45%) eines roten Ols erhalten.

ESIMS:m/z 182,0 [M+H], HPLC4,05 min(53 %)
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7.3.47. Methyl2-(4-nitropheroxy)acetat44a)

4-Nitrophenol (46a; 2,78 g 20mmol; 1Aq.) wrd zusammen mit Kaliumcarbonés,53g; 40 mmol;

2 Ag.) in 100ml Acetonitril gelost und Bromessigsauremethylestgml; 3,36g; 22mmol; 1,1Aq.)
zugegeben. Die R&tionsmischung wird fur 20 h bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Ruickstand wird in 800 Essigester
aufgenommen und zweimal mit 1001 Wasser und zweimal mit 1001 ges. NaGLsggewaschenDie
organische Phase wird Gber Natriumsulfat getrocknet undLdesingsmittehm Rotationsverdampfer

entfernt.
Es werden 4,09 (97%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 211,9 [M+H], HPLC14,13min (>99 %)

7.3.48. Methyl2-[4-(propylsulfamoyl)pheoxylacetat47a)

NachAAV6ewird Methyl-2-(4-chlorsulfonylphenoxy)acetd#2a; 340mg; 1,28mmol; 1 Aq) zusammen
mit n-Propylamin(41a; 91 mg; 1,54mmol; 1,2Aqg) und Triethylamin(389mg; 3,85mmol; 3Aq)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 62ng (17%) eines roten Ols erhalten.

ESIMS:m/z 341,8 [M+Na+MeOF]HPLC13,81min (39,8 %)

7.3.49. Methyl2-[4-(isobutylsulfamoyl)phenoxylacetat7p)

NachAAV6ewird Methyk2-(4-chlorsulfonylphenoxy)acetd#2a; 300mg; 1,13mmol; 1 Aq.) zusammen
mit Isobutylamin (41b; 99mg; 1,36mmol; 1,2Aq) und Triethylamin(344mg;, 3,4mmol; 3Aq)
umgesetzt. Das Rohprodukt wird mitt@#icaFlashChromatographi€puriFlash FHeptan/Essigester)

aufgereingt.
Es werden 64ng (L8 %) eines roten Ols erhalten.

ESIMS:m/z 302,0 [M+HY; HPLC15,17min (78,1%)
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7.3.50. Methyk2-[4-(benzylsulfamoyl)phenoxy]acet7()

NachAAV6wird Methyl-2-(4-chlorsulfonylphenoxy)acetd#2a; 403mg, 1,5mmol; 1 Aq) zusammen
mit Benzylamin(41lc, 196mg; 1,8mmol, 1,2Aq) und Triethylamin(462mg;, 4,6mmol; 3Aq)
umgesetzt. Das Rohprodukt wird mitt&#icaFlashChromatographi€puriFlash rHeptan/Essigester)

aufgereinigt. Ein Teil des Produkts wird nochmals mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

ESIMS: m/z 358,1 [MNa*; HPLC15,65min (>99 %)H-NMR (701 MHz; DMS@): + 3.72 (s, 3H),
3.94 (d3J = 6.3 Hz, 2H), 4.92 (s, 2H)5%.7.15 (m, 2H), 7L9¢ 7. 26 (m, 3H), 26¢ 7. 32 (m, 2H), B8
¢ 7.77 (m, 2H), 8.02 #) = 6.4 Hz, IHHRMS: m/z 336,0897 [M+H]berechnet fiirGeHhsNG:S"
336,0900

7.3.51. 2{4-(Propylsulfamoyl)phenoxy]essigsaut8a)

NachAAV7wird Methyl-2-[4-(propylsulfamoyl)phenoxy]acetdd 7a; 62 mg; 0,21 mmol) umgesetzt.
Es werden 2,4ng (4%) eines rétlichen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 273,8 [M+H], HPLC11,23min (94,1 %)*H-NMR (701 MHz; DMS@q): + 0.79 (t,3J =

7.4Hz, 3H), 1.37 (%) = 7.3 Hz, 2H), 2.65 #4,= 6.7 Hz, 2H), 4.79 (s, 2H), £,04 13 (m, 2H), 7.44 (t,
8)J = 5.9 Hz, 1H), 7.627. 78 (m, 2H), 13.15 (s, THHRMS: m/z274,0743[M+HT, berechnet fur

GiHi1eNG:S': 274,0744

7.3.52. 2{4-(Isobutylsulfamoyl)phenoxy]essigsauteh)

Nach AAV7 wird Methyl-2-[4-(isobutanylsulfamoyl)phenoxy]acetai(47b; 64mg, 0,21mmol)

umgesetzt.
Es werden 15,6hg (26%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 288,1 [M-H]"; HPLC12,67min (>99 %)'H-NMR 701 MHz; DMS@ls): 1 0.80 (d,*J =
6.7Hz, 6H), 1.52 1. 64 (m, 1H), 2.49 (8] = 6.4 Hz, 2H), 4.79 (s, 2H), &J0L7 (M, 2H), 7.46 (&) =
6.2 Hz, 1H), 7.70 (d) = 8.7 Hz, 2H), 13.16 (s, 1HRMS: m/z288,0896[M+HJ", berechnet fiir
GioHisNGS': 288,0900
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7.3.53. 2{4-(Benzylsulfamoyl)phenoxy]essigsau@c)

NachAAV7wird Methyl-2-[4-(benzylsulfamoyl)phenoxy]acetét7c; 80 mg; 0,24mmol) umgesetzt.
Es werden 17,Mg (23%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 344,1 [M-N&*; HPLC13,33min (95,8 %)H-NMR (701 MHz; DMS@): + 3.94 (d,2J =
6.3Hz, 2H), 4.80 (s, 2H)P%.¢ 7. 13 (m, 2H), 20¢ 7. 25 (m, 3H), 26¢ 7. 31 (m, 2H), 70¢ 7. 76 (m,
2H), 8.01 (t3J = 6.4 Hz, 1H), 13.16 (s, IHRMS: m/z 322,0740 [M+H]berechnet firCstheNO:S':
322,0744

7.3.54. (2S)4-Methylsulfany2-[(4-sulfamoylphenyl)carbamoylamino]tiatséaure 49a)

Nach AAVS8 wird Methyk(2S)4-methylsulfanyi2-[(4-sulfamoylphenyBcarbamoylaminoputanoat
(51a; 230 mg; 0,6nmol)umgesetztDas Rohprodukt wird mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

Es werder8 mg (1%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 347,8 [M+HT; HPLC9,25min (92,0 %)H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 1.85¢ 1. 92 (m,
1H), 1.97 2.04 (m, 1H), 2.06 (s, 3H), 4@#%.32 (m, 1H), 6.68 (&) = 7.9 Hz, 1H), 7.18 (s, 2H), 51
7.55 (m, 2H), 7.6§7.69 (m, #), 9.01 (s, 1H), 12.84 (s, 1HRMS: m/z 348,649 [M+H], berechnet
flr Gi2H1sNsOsS™: 348,0682

7.3.55. 2-[(4-ulfamoylphenyl)carbamoylamino]essigsautebj

Nach AAV8 wird Methyl-2-[(4-sulfamoylphenyl)carbamoylamino]acetatb{b; 167 mg 0,6mmol)
umgesetzt. Das Rohprodukt wird mittels praparativer HPCL (puriFlash Gradigss0-35)

aufgereinigt.
Es werden 48ng (31%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 274,0 [M+H]; HPLC5,47min (97,8 %)*H-NMR (701 MHz; DMS@@):+ 3.80 (d3J = 5.Hz,
2H), 6.52 (t3] = 5.7 Hz, 1H), 7.17 (s, 2H), 4761 (m, 2H), 7.62 7. 87 (m, 2H), 9.19 (s, 1H), 12.62
(s, 1H) HRMS: m/z 274,0469 [M+H{]berechnet fiilGHNsOsS": 274,0492
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7.3.56. (2S)2-[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoylamiregprongiure @9c)

Nach AAV8 wird Methyl-rac-(2S)2-[(4-sulfamoylphenyl)carbamoylamindiexanoat (51c; 87 mg;

0,25mmol)umgesetztDas Rohprodukt wird mittels;&Flashchromatographie aufgereinigt.
Es werden 4@ng (48%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 330,3 [M+H]; HPLC10,96min (>99%) *H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 0.88 (t2J = 6.Hz,
3H), 1.23¢ 1.38 (m, 4H), 1.58 1.66 (m, 1H), 1.7Q 1.78 (m, 1H), 4.0§ 4.27 (m, 1H), 6.62 (d) =
7.9Hz, 1H), 7.18 (s, 2H), 7.53 @ = 8.7 Hz, 2H), 7.68 &d,= 8.7 Hz, 2H), 9.01 (s, 1H), 12.72 (s; 1H)
HRMS: m/z 330,108 M+HJ, berechnet fUrGsHoNzOsS 330,1118

7.3.57. MethyH(2S)2-(ethylcarbamoylamine}-methylsulfanybutanoat(50a)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 100 mg; 0,5nmol; 1 Ag.) zusammen mit
Ethylisocyanat53a; 36mg; 0,5mmol; 1Aqg) und Triethylamin (5ing; 0,5 mmal 1Aq) umgesetzt.

Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 7Bng (64%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 235,1 [M+H];, HPIC:8,88min (41,0 %)

7.3.58. MethyH(2S)2-(tert-butylcarbamoylaminefi-methylsulfanybutanoat(50b)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid(52a; 200 mg; 1,dnmol; 1 Ag) zusammen mit
2-Isocyanate2-methylpropan (53b; 99mg; 1,0mmol; 1Aq) und Triethylamin(101mg; 1,0 mmal
1 Aqg) umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgaigt.

Es werden 18&g (71%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 285,1 [M+Na], HPLC12,61min (>99 %)
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7.3.59. MethyH(2S)2-(cyclohexydarbamoylaminej-methylsulfanybutanoat(50c)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; 1,énmol; 1 Ag.) zusammen mit
Isocyanatocyclohexarb®c; 125mg; 1,0mmol;1Aq.) und Triethylamin (10dhg; 1,0 mmal 1Aq)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 21éng (72%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 311,2 [M+Naj, HPLC13,92min (>99 %)

7.3.60. MethyH(2S)2-(phenytarbamoylaminp4-methylsulfanybutanoat(50d)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; 1,dnmol; 1 Ag.) zusammen mit
1-Isocyanatobenzol5@d; 119mg; 1,0mmol; 1Aq) und Triethylamin(101mg; 1,0 mmal 1Aq)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 27g (98%) eines farblosen Ols erhalten.
ESIMS:m/z 305,2 [M+Na], HPLC14,03min (73,1 %)

7.3.61. MethyH(2S)2-(benz/lcarbamoylaminp4-methylsulfanybutanoat(50e)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg;1 mmol; 1Aq) zusammen mit
Benzylisocyanat 5@e; 133mg; 1,0mmol; 1Aq) und Triethylamin(101mg; 1,0 mmal 1Aq)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 26¥hg (90%) einegarblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 318,9 [M+Na], HPLC13,36min (>99 %)

7.3.62. MethyH(2S)2-(Phenykthylcarbamoylamine3-methylsulfanybutanoat(50f)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; Inmol; 1Aq) zusammen mit
Phenylethylisocyanat5@f; 147mg; 1,0mmol; 1Aq) und Triethylamin (10mhg; 1,0 mmal 1Aq)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
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Es werden 258ng (83%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 3328 [M+Najf; HPLC14,29min (96,2 %)

7.3.63. Methyk(2S)2-[(4-methoxyphenyBarbamoylaminp4-methylsulfanybutanoat(50g)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; Inmol; 1 Aq) zusammen mit
1-Isocyanate4-methoxybenzol §3g; 149mg; 1,0mmol; 1Aq.) und Triethylamin (10hg; 1,0mmol;
1 Ag.) umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter auéinigt.

Es werden 278ng (89%) eines gelben Festoffs erhalten.

ESIMS:m/z 313,1 [M+H]; HPLC13,55min (91,5 %)

7.3.64. Methyk(2S)2-[(3-methoxyphenyBarbamoylaminp4-methylsulfanybutanoat(50h)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; Inmol; 1Aq) zusammen mit
1-Isocyanate3-methoxybenzol §3h; 149mg; 1,0mmol; 1Aq.) ind Triethylamin (10ing; 1,0mmol;

1 Ag.) umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 278g (88%) eines gelben Ols erhalten.
ESIMS:m/z 335,0 [M+Nal HPLC14,29min (91,8%)

7.3.65. Methyk(2S)2-(1-naphtytarbamoylamine}-methylsulfanybutanoat(50i)

NachAAV9wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; Inmol; 1Aq) zusammen mit
1-Isocyanatonaphtalen 5@i; 169mg; 1,0mmol) und Triethylamin (10tg; 1,0mmol; 1Aq.)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 228 mg (69) eines gelben Festoffs erhalten.

ESIMS:m/z 333,3 [M+H]*; HPLC15,71min (93,3 %)
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7.3.66. MethyH(2S)2-(isoindoline2-carbonylaminoy-methylsulfanybutanoat(50j)

NachAAV10wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid 62a; 200 mg; Inmol; 1Aq) zusammen mit

Isoindolin54b; 238mg; 2mmol) umgesetzt. Das Rohprodukt wird nicht weiter aufgereinigt
Es werden 277g (90%) eines roten Ols erhalten.

ESIMS:m/z 309,1 [M+HY; HPLC14,03min (70,2 %)

7.3.67. Methyl (2S4-methylsulfanyP-[(4-sulfamoyiphenyl)carbamoylamino]butanod&iia)

Nach AAV10 wird L-Methionin-methylesterhydrochlorid §2a; 399 mg; 2,0nmol; 1Ag) mit
Sulfanilamid54a; 344 mg; D mmol; 1Aq) umgesetzt. Das Rohprodukt wird mitteflicaFlash
Chromatographi€puriFlash DCM/MeOH) aufgereinigt.

Es werden 808ng (112%) eines gelben Ols erhalten.

ESIMS:m/z 384,2 [M+Na], HPLC9,52min (32,7 %)

7.3.68. Methyl 2[(4-sulfamoylphenyl)carbamoylamino]ace(aib)

NachAAV10wird Glycinmethylesterhydrochlorid 62b; 126 mg; 1,0nmol; 1 Aqg.) mit Sulfanilamid
54a; 344 mg; 2,0nmol; 2 Aq) umgesetzt. Das Rohprodukt wird mitt&gicaFlashChromatographie
(puriFlash DCM/MeOH) aufgereinigt.

Es werderl67mg (58%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 385,9 [MH]; HPLC6,91min (27,3 %)
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7.3.69. Methyl (2SR-[(4-sulfamoyphenyl)carbamoylamino]hexano@tlc)

NachAAV10werden LNorleucinrmethylesterhydrochlorid(52c; 182 mg;1,0mmol; 1Ag.)und 54a;
344 mg; 2,0nmol; 2Aqg) umgesetzt. Das Rohprodukt wird mitteSilicaFlashChromatographie
(puriFlash DCM/MeOH) aufgereinigt.

Es werden 87ng (25%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 344,2 [M+HY, HPLC13,01min (71,8 %)

7.3.70. (2S)2-(Bhylcarbamoylmino)-4-methylsulfanybuttersaure §5a)

Nach AAV7 wird Methyl-(2S)2-(ethylcarbamoylaminef-methylsulfanylbutanoat (50a; 75 mg;
0,3mmol; 1Aq) zusammen mit Natriumhydroxid (¥dg; 1,28mmol; 4Aq) umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

Es werden 8ng (12%) einesdrblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 243,1 [M+Na} HPLCZ7,36min (88,7 %) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 0.97 (t,%J =
7.2Hz, 3H), 1.7t 1. 82 (m, 1H), 1.85 1. 96 (m, 1H), 2.03 (s, 3H), 2.45{t= 7.5 Hz, 2H), 2.948.05
(m, 2H), 4.1% 4. 20 (m, 1H), 5.94 ) = 5.6 Hz, 1H), 6.14 fd,= 8.3 Hz, 1H), 12.56 (s, 1HRMS:
m/z 221,0939 [M+H][M+HT, berechnet fiiGH:7/N.O:S": 221,0954

7.3.71. (2S)2-(tert-Butycarbamoylamine}-methylsulfanybuttersaure(55b)

NachAAV7wird Methyl-(2S)2-(tert-butylcarbamoylamino¥-methylsulfanydbutanoat (50b; 188mg;
0,7mmol; 1Ag) zusammen mit Natriumhydroxid (1h8g; 2,87mmol; 4Aq) umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels &-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 3ing (18%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 271,2 [M+Na], HPLC10,67min (91,2 %) H-NMR (701 MHz; DMS@): + 1.20 (s, 9H),
1.68¢ 1. 77 (m, 1H), 1.851. 92 (m, 1H), 2.03 (s, 3H), 2a2.46 (m, 2H), 4.07 4. 22 (m, 1H), 5.84 (s,
1H), 5.98 (d3J = 8.3 Hz, 1H), 12.54 (s, AHRMS: m/z 249,1250 [M+H]berechnet flrGoH1N-OsS":
249,1267
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7.3.72. (2S)2-(Cyclohexigarbamoylaminef-methylsulfanybutterséure(55c)

NachAAV7wird Methyl-(2S)2-(cyclohexydarbamoylamino@-methylsulfanybutanoat (50c; 210mg;
0,73mmol; 1Ag.) zusammen mit Natriumhydroxid (1&®y; 2,91mmol; 4Aq.) umgesetzt.
Das Rohprodukt wird ittels Gg-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 881g (44%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 297,2 [M+Na], HPLC12,08min (>99 %)'H-NMR (701 MHz; DMS@®):+ 1.01¢ 1.17 (m,
3H), 1.20; 1.29 (m, 2H), 1.46 1.55 (m, 1H), 1.58 1.66 (m, 2H), 1.68 1.80 (m, 3H), 1.86 1.94 (m,
1H), 2.03 (s, 3H), 2.44 ¥, = 7.6 Hz, 2H), 3.263.38 (m, 1H), 4.1 4.24 (m, 1H), 5.92 (&) = 8.0 Hz,
1H), 6.04 (J = 8.3 Hz, 1H), 12.58 (s, 1HRMS: m/z 275,1404 [M+H]berechnet fiilGioHsNo05S"
275,1424

7.3.73. (2S)2-(Phenytarbamoylamine}-methylsulfanybuttersaure(55d)

Nach AAV7 wird Methyl-(2S)2-(phenylcarbamoylaminoj-methylsulfanylbutanoat(50d; 277mg;
0,99mmol; 1Aqg) zusammen mit Natriumhydroxid (166&); 3,92mmol; 4Ag) umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels &-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 1381g (50%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 291,1 [M+Na}; HPLC11,87min (>99 %)'H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 1.82¢ 1. 90 (m,
1H), 1.9 2.03 (m, 1H), 2.06 (s, 3H), 260.53 (m, 2H), 4.2§4. 31 (m, 1H), 6.49 (&) = 8.(Hz, 1H),
6.90 (t3J = 7.3 Hz, 1H), 7.£8.25 (m, 2H), 7.3 7.40 (m, 2H), 8.59 (s, 1H), 12.78 (s, HRMS: m/z
269,0936 [M+H] berechnet fUiG2H17N20sS": 269,0954

7.3.74. (2S)2-(Benylcarbamoylamine}-methylsulfanybuttersaure(55e)

Nach AAV7 wird Methyl-(2S})2-(benzlcarbamoylamine¥-methylsulfanylbutanoat (50e; 267 mg;
0,9mmol; 1Aq) zusammen mit Natriumhydroxid (14dg; 3,6mmol 1Aq) umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels praparativer HPLC aufgereinigt.

Es werden 7819 (28%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 305,1 [M+Na} HPLC11,55min (>99 %)'H-NMR (701 MHz; DMS@):+ 1.74¢ 1. 84 (m,

1H), 1.8%; 1. 98 (m, 1H), 2.04 (s, 3H), 2.46qt= 7.5 Hz, 2H), 4.£3}. 30 (m, 3H), 6.31 (& = 8.3 Hz,
1H), 6.48 (t2J = 6.1 Hz, 1H), 7.20. 33 (m, 5H), 12.62 (s, TH)RMS: m/z 283,1112 [M+H]berechnet

fur GisHigN2OsS: 283,1111

7.3.75. (2S)2-(Phenylethydarbamoylamine}-methylsulfanybuttersdure(55f)

Nach AAV7 wird Methyl-(2S)2-(phenylethytarbamoylamino}-methylsulfanylbutanoat (50f;
259mg; 0,8mmol; 1Aq.) zusammen mit Natriumhydroxid (188y; 3,34mmol; 4Aqg.) umgesetzt. Das
Rohprodukt wirdmittels Ge-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 9ing (37%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 319,0 [M+Na}, HPLC12,48min (97,5 %)*H-NMR (701 MHz; DMS@®): 4 1.72¢ 1.80 (m,
1H), 1.87 1. 94 (m, 1H), 2.03 (s, 3H), 2.440t= 7.5 Hz, 2H), 2.673,= 7.2 Hz, 2H), 3.£B.25 (m,
2H), 4.16¢ 4. 22 (m, 1H), 5.98 ) = 5.8 Hz, 1H), 6.25 fd,= 8.3 Hz, 1H), 7.£77.23 (m, 3H), 7.26
7.33 (m, 2H), 12.58 (s, 1HHRMS: m/z 297,1241 [M+H]berechnet fliC4H1N.OsS": 297,1267

7.3.76. (2S)2-(4-Methoxyphenyl)carbamoylamind}methylsulfanybuttersdure(55g)

Nach AAV7 werden Methyl-(2S)2-[(4-methoxyphenylgarbamoylaminpg4-methylsulfanylbutanoat
(50h; 279 mg; 0,89nmol; 1Aqg.) zusammen mit Natriumhydroxid (148); 3,57mmol; 4Aq.)

umgesetzt. Das Rohprodukt wird zweimal mittels praparativer HPLC aufgereinigt.
Es werden 74ng (28%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 299,1 [M+H}; HPLC11,55min (>99 %)'H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 1.78¢ 1.90 (m,
1H), 1.93¢ 2.02 (m, 1H), 2.05 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 4436 (m, 1H), 6.38 (d) = 8.1 Hz, 1H), 6.27
6.85 (M, 2H), 7.22 7.31 (m, 2H), 8.40 (s, 1H), 12.74 (s,; HBMS: m/z 299,1030 [M+H]berechnet
fiir GiaHhoNOsS™: 299,1060
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7.3.77. (2S5)2-{(3-Methoxyphenyl)carbamoylamind}methylsulfanybuttersdure(55h)

NachAAV7wird Methyl-(2S)2-[(3-methoxyphenylgarbamoylaming-4-methylsuleinyHbutanoat(50h;
275 mg; 0,88nmol; 1Ag.)zusammen mit Natriumhydroxid41mg; 3,52mmol; 4Aq.)umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels &-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 11%ng (45%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 299,2 [M+H]; HPLC12,24min (>99 %)*H-NMR (701 MHz; DMS@):+ 1.82¢ 1.89 (m,
1H), 1.96c 2.03 (m, 1H), 2.05 (8H), 3.70 (s, 3H), 4.20%.39 (m, 1H), 6.3¢ 6.56 (m, 2H), 6.78 6.90
(m, 1H), 87 ¢ 7.21 (m, 2H), 8.61 (s, 1H), 12.78 (s,; HBMS: m/z 299,1032 [M+H]berechnet fiir
GisthaN204S': 299,1060

7.3.78. (2S)2-(1-Naphtytarbamoylamine}-methylsulfanybuttersaure(55i)

Nach AAV7wird Methyl-(2S)2-(1-naphtylarbamoylamino}-methylsulfanybutanoat (50i; 228mg;
0,68mmol; 1Aqg.) zusammen mit Natriumhydroxid (168; 2,74mmol; 4Aqg.) umgesetzt. Das
Rohprodukt wird mittels -FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 1Bng (7%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 319,2 [M+H]; HPLC13,73min (>99 %)*HNMR (701 MHz; DMS@): { 1.87¢ 1.95 (m,
1H), 2.01 2.07 (, 1H), 2.08 (s, 3H), 2.§2.58 (m, 2H), 4.34 4.38 (m, 1H), 7.01 (&) = 8.(Hz, 1H),
7.42 (t3) = 7.9 Hz, 1H), 7.52%1,= 7.4 Hz, 1H), 7.56%1,= 7.3 Hz, 2H), 7.90 td = 8.1 Hz, 1H), 8.01 (d,
3] = 7.6 Hz, 1H), 8.11 &d,= 8.4 Hz, 1H), 8.69 (s, 1H), 12.83 (s; HRMS: m/z 319,1082 [M+H]
berechnet furGeHioN-0:S": 319,1111

7.3.79. (2S)2-(Isoindolin2-carbonylamino}-methylsulfanylbuerséure(55j)

NachAAV8wird Methyl-(2S3)2-(isoindoline2-carbonylaminoy-methylsulfanylbutanoat50;; 277mg;

0,25mmol)umgesetztDas Rohprodukt wird mittels:&Flashchromatographie aufgereinigt.

Es werden 106ng (40%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 295,1 [M+H]; HPLC12,32min (>99 %)H-NMR(701 MHz; DMS@): { 1.92¢ 2.04 (m,
2H), 2.06 (s, 3H), 2.52.65 (m, 2H), 4.24.29 (m, 1H), 4.52 4.75 (m, 4H), 6.52 (d) = 8.1 Hz, 1H),
7.20¢7.43 (m, 4H), 12.50 (s, ZHHRMS: m/z295,108IM+HT, berechnet fUIG4Hi1sN-OsS": 295,1111

7.3.80. 2-(p-Tolylsulfonylamine}-(trifluormethyl)benzoeséuresg)

NachAAV1iwird 2-Amino-4-(trifluormethyl)benzoesaures; 2,05g; 10 mmol; 1Ag.) zusammen mit
Natriumcarbonat (2,64; 25mmol; 2,5Aq.) und pToluolsulfonsaurechlorid (1,93; 10 mmol; 1Aq.)

umgesetzt.
Es werden 2,6 g (73 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.
ESIMS:m/z 382,1 [M+Na], HPLC18,67min (940 %)

7.3.81. 2-(p-TolylsulfonylamineN-(4-pyridyl}4-(trifluormethyl)benzamiq59a)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylamine}-(trifluormethyl)benzoeséaureg57; 107mg; 0,3mmol;
1 Ag.) zusammen mit Aminopyridin (28y; 0,3mmol; 1Aq.), TBTY144mg; 0,45 mmol; 1,%q.) und
DIPEA (205 pL; 152g; 1,2mmol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betraghl7

Es werden 87 mg (67 %) eines roten Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 436,2 [M+H};, HPLC12,85min (> 99%)H-NMR (701 MHz; DMS®): ¢ 2.30 (s, 3H), 7.28
¢ 7.34 (m, 2H), 7.3¢ 7.39 (m, 1H), 7.54 7.61 (m, 2H), 7.64 7.73 (m, 1H), 7.86 7.93 (m, 1H), 8.08
¢ 8.17 (m, 2H), 8.74 8.83 (m, 2H), 11.85 (s, 1H)HRMS: m/z 436.0904 [M+H]berechnet fir
CooH17R3N:0sS™: 436.0937.

7.3.82. N-Bhyl-2-(p-tolylsulfonylanmo)-4-(trifluormethyl)benzamid59b)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzoesaurg57; 190mg; 0,53mmol;
1Aqg.) zusammen mit Ethylaminhydrochlo3mg; 0,53mmol; 1Aq.), TBTU (208g; 0,63mmol;
1,2Aq.) und DIPEA (362 uL; 268; 2,1mmol; 4 Aq.) bei 8C°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt
72h.

Es werden 8 mg (4 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 387,1 [M+H]; HPLC19,12min (960 %) *H-NMR (701 MHz; DMS@®):{ 1.12¢ 1.29 (m,
3H), 2.30; 2.44 (m, 3H), 3.3¢ 3.50 (m, 2H), 6.05 (s, 1H), 728.25 (m, 2H), 7.27 7.29 (m, 1H), 7.34
¢ 7.58 (m, 1H), 7.56 7.85 (m, 2H), 7.8 8.13 (m, 1H), 10.79 (s, THIRMS: m/z387.M58 [M+H],
berechnet furG/HigRN20:S: 387.0985.

7.3.83. N-Phenyl2-(p-tolylsulfonylamino-(trifluormethyl)benzamid59c)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylaminc}-(trifluormethyl)benzoesaureg57; 180mg; 0,5mmol;
1Aqg.) zusammen mit Anilin (98g; 0,5mmol; 1Aq.), TBTU (193g; 0,6mmol; 1,2Aq.) und DIPEA
(342 pL; 253ng; 2mmol; 4 Aq.) bei 80C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragh72

Es werden 100 mg (46 %) eines fasklo Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 435,1 [M+H]; HPLC20,51min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS®): 1 2.28 (s, 3H), 7.13
¢ 7.19 (M, 1H), 7.26 7.32 (m, 2H), 7.36 7.42 (m, 2H), 7.5¢ 7.70 (m, 6H), 7.887.96 (m, 1H), 10.48
(s, 1H), 10.57 (s, 1HIRMS: m/z 435.0971 [M+H]oerechnet firGHiaFN,0;S" 435.0985.

7.3.84. N-Benzyi2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzami@59d)

NachAAV12werden 2-(p-Tolylsulfonylamine¥-(trifluormethyl)benzoesaur€s57; 180mg; 0,5mmol;
1 Ag.) zusammen mit Benzylamin (8®; 0,5mmol; 1Aq.), TBTU (198g; 0,6mmol; 1,2Aq.) und
DIPEA (342 uL; 253g; 2mmol; 4 Ag.) umgesetzt. Die Reaktioesizbetragt 30min.

Es werden 37 mg (17 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 471,4 [M+Nal HPLC20,53min (97,7 %) 'H-NMR (701 MHz; DMS@): + 2.32 (s, 3H),
4.45 (d3J = 5.8 Hz, 2H), 7.27.33 (m, 5H), 7.37 &) = 7.6 Hz, 2H), 7.56 {d~= 8.2 Hz, 1H), 7.§9.62
(m, 2H), 7.74 (s, 1H), 7.953@= 8.2 Hz, 1H), 9.54%1= 5.9 Hz, 1H), 11.53 (s, IHRMS: m/z 449.1114
[M+HT, berechnet furGaHoRN20OsS': 449.1141.

7.3.85. N-(2-Phenylethyl)2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzami¢59e)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylarmo)-4-(trifluormethyl)benzoesaurg(57; 180mg; 0,5mmol;
1 Ag.) zusammen mit Phenylethylamin (1@&; 1mmol; 2Aq.), TBTU (198g; 0,6mmol; 1,2Aq.) und
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DIPEA (342 pL; 253g; 2mmol; 4 Aq.) bei 120C in der Mirowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 30 min.

Es werder® mg (4 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 485,5 [M+Na] HPLC20,88min (>99 %) H-NMR (701 MHz; DMS@): + 2.32 (s, 3H),
2.80 (t,3) = 7.4 Hz, 2H), 3.43.48 (m, 2H), 7.2Q 7.24 (m, 3H), 7.30 (8] = 7.5 Hz, 2H), 7.36 {d,=
8.0 Hz, 2H), 7.55 (8] = 8.4 Hz, 1H), 7.63 td,= 8.1 Hz, 2H), 7.72 (s, 1H), 7.88)(&,8.2 Hz, 1H), 9.03
€ 9.13 (m, 1H), 11.56 (s, 1Hprechnet fii GaHpFN05S: 463.1298.

7.3.86. N-(4-Phenylphenyh2-(p-tolylsulfonylaminoX-(trifluormethyl)benzamidq59f)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylamine}-(trifluormethyl)benzoesaureg57; 180mg; 0,5mmol;

1 Ag.) zusammen mit-Aminobiphenyl (169ng; 0,5mmol; 1Aq.), TBTU (40thg;1,25mmol; 2,5Aq.)
und DIPEA (342 uL; 268); 2mmol; 4 Ag.) bei 120C in der Mikrowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 30 min.

Eswerden ®mg (31 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 509,6 [MH]; HPLC22,03min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 2.29 (s, 3H), 7.30
(d,3) = 8.1 Hz, 2H), 7.36%1,= 7.4 Hz, 1H), 7.47%1,= 7.7 Hz, 2H), 7.§9.62 (m, 1H), 7%(d,%] = 8.2
Hz, 3H), 7.68 7.73 (m, 4H), 7.76 7.79 (m, 2H), 7.94 (4] = 8.0 Hz, 1H), 10.§5.0.59 (m, 2H)HR
MS: m/z 509.2498 [MH], berechnet fiirGyHaoRsN20S: 509.1152.

7.3.87. N-(3-Phenylphenyh2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid59g)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylaminey-(trifluormethyl)benzoesaurd57; 207mg; 0,58mmol;

1 Ag.) zusammen mit-Aminobiphenyl (9ng; 0,58mmol; 1Aq.), TBTW62mg; 1,44mmol; 2,5Aq.)
und DIPEA394 pL; 298ng; 2,3mmol; 4 Ag.)bei 120°C in der Mikrowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 30 min.

Es werderl37mg @6 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 509,4 [MH]; HPLC22,0min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 2.10¢ 2.28 (m, 3H),
7.21¢7.33 (m, 2H), 7.3¢ 7.43 (m, 1H), 7.44 7.55 (m, 4H), 7.5 7.72 (m, 7H), 8.8 7.03 (m, 2H),
10.42¢ 10.75 (m, 2H)HRMS: m/z 509.2493 [MH], berechnet furGH.oRN20sS: 509.1152.
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7.3.88. N-(2-naphthyl}2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzami@g59h)

NachAAV12werden 2-(p-Tolylsulfonylamine}-(trifluormethyl)benzoesére (57; 180mg; 0,5mmol;

1 Ag.) zusammen mR-Naphtylamin (72ng; 0,5mmol; 1Aq.), TBTU (40hg; 1,25mmol; 2,5Aq.) und
DIPEA (342L; 253mg; 2mmol; 4 Ag.) bei 120C in der Mikrowelle umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 30 min.

Es werden 96 mg (40 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 483,4 [MH]; HPLC21,55min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS®): + 2.26 (s, 3H), 7.28

(d,3] = 8.0 Hz, 2H), 7.447.49 (m, 1H), 7.5Q 7.55 (m, 1H), 7.58 7.63 (m, 1H), 7.66 (&) = 8.1 Hz,

3H), 7.67 7.71 (m, 1H), 7.86 7.96 (m, 3H), 7.98 (&) = 8.0 Hz, 1H), 8.88.39 (m, 1H), 10.59 (s, 1H),
10.69 (s, 1HHRMS m/z 483.2470 [MH], berechnet fiirCusHsFsN20:S: 483.0996.

7.3.89. 2-Amino-N-(4-phenylthiazoR-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid60)

NachAAV12wird 2-Amino-4-(trifluormethyl)benzoesaurg57, 103mg; 0,5mmol; 1Aq.) zusammen
mit 4-PhenylthiazoR-amin (176mg; 0,5mmol; 1Aq.), TBTU (198g; 0,6mmol; 1,2Aqg.) und DIPEA
(342 pL; 253ng; 2mmol; 4 Aq.) bei 8C°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 3 h.

Es werden 25 mg (14 %) eines farblosen kafétserhalten.

ESIMS:m/z 362,6 [MH]; HPLC20,21min (97,9 %) H-NMR (701 MHz; DMS@): { 6.83 (dd3J = 8.4,
1.9 Hz, 1H), 7.15 (8] = 1.9 Hz, 1H), 7.34%1,= 7.4 Hz, 1H), 7.45%,= 7.6 Hz, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.95
(d,%J =7.7 Hz, 2H), 8.05 td,= 8.3 Hz, 1H), 12.68 (s, IHRMS: m/z 362.2473 [MH], berechnet fir
CGiH13RN:0S: 364.0726.

7.3.90. 2-(Benzolsulfonamidd)-(4-phenylthiazoR-yl}-4-(trifluormethyl)benzamidgla)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid §0; 182mg; 0,5mmol;
1Ag.) zusammen mit Benzolsulfonsaurechlorid |88 mg; 0,5mmol; 1Aqg.) und Triethylamin

(174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.) tiber Nacht umgesetzt.

Es werden 10 mg (4)%ines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 504,1 [M+H]; HPLC21,12min (96,7 %) *H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 7.41¢ 7.32 (m,
2H) 7.46 (d%) = 7.6 Hz, 2H), 7.533,= 7.7 Hz, 2H), 7.614,= 7.5 Hz, 2H), 7.75 fd,= 8.(Hz, 3H),
7.95 (d,3) = 7.8 Hz, 3H), 10.43 (s, 1H), 12.88 (s, HIRMS: 504.0641 [M+Hl] berechnet fur
CGosHi17/RN:G:S ™ 504.0658.

7.3.91. 2{Bis(methylsulfonyl)aminé§-(4-phenylthiazoR-yl)}-4-(trifluormethyl)benzamid¢61b)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid §0; 182mg; 0,5mmol;
1Ag.) zusammen mit Methansulfonsaurechlorid (8957mg; 0,5mmol; 1Aq.) und 174l
Triethylamin (174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.) tiber Nacht umgesetzt.

Es werden 15 mg (6 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 520,3 [M+H]; HPLC20,96min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@): ¢ 3.48 (s, 6H), 7.20
(s, 1H), 7.2 7.34 (m, 1H), 7.36 7.42 (m, 2H), 7.57 7.65 (m, 3H)7.77 (d:3J = 7.7 Hz, 2H), 10.45 (s,
1H).

7.3.92. 2-(Oyclohexylsulfonylaminey-(4-phenylthiazoR-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid61c)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid60; 182mg; 0,5mmol;
1 Ag.)zusammen mit Cyclohexansulfonséchlorid (73 ul; 91 mg; 0,5mmol; 1Aq.)und Triethylamin
(174ul; 1,25mmol; 2,5Ag.)liber Nacht umgesetzt.

Es werdert mg (2 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 508,4 [MH]; HPLC26,85min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@®): ¢ 1.05¢ 1.14 (m,

1H), 1.16¢ 1.26 (m, 2H), 1.3§ 1.45 (m, 2H), 1.5¢ 1.60 (m, 1H), 1.67 1.76 (m, 2H), 2.0& 2.09 (m,

2H), 3.16¢ 3.26 (m, 1H), 7.3¢.7.38 (M, 1H), 7.427.48 (m, 2H), 7.64 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.85 (s, 1H),
7.91¢ 7.98 (m, 2H), 8.04 (s, 1H)0.05 (s, 1H), 13.06 (s, 1THRMS: m/z 510.1106 [M+H]oerechnet

fiir GosthaFaN:OsS™: 510.1127.
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7.3.93. 2-(Benylsulfonylamino)N-(4-phenylthiazoR-yl}4-(trifluormethyl)benzamid61d)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid60; 182mg; 0,5mmol;
1 Ag.)zusammen mit Phenylmethansulfonsaurechldtig3 mg0,75mmol; 1,5Aqg.)und Triethylamin
(174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.)iber Nacht umgesetzt.

Es werden Bmg (22 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 518,2 [M+H]; HPLC21,04min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 4.73 (s, 2H), 7.20
¢ 7.26 (m, 3H), 7.2 7.33 (m, 2H), 7.34 7.39 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 74%.49 (m, 2H), 7.53 (&) =
8.1 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 708.93 (m, 2H), 8.07 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 13.12 (sHRNS: m/z
518.0794 [M+H] berechnet furGaHisRN:O:S*: 518.0814.

7.3.94. 2-(2-Naphylsulfonylamino)N-(4-phenylthiazoR-yl)}-4-(trifluormethyl)benzamid61e)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid0; 182mg; 0,5mmol;
1Ag.) zusammen miNaphtyl2-sulfonséaurechlorid (170 m@,75mmol; 1,5Ag.) und Triethylamin
(174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.) tiber Nacht umgesetzt.

Es werden 8mg (14 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 554,2 [M+H]; HPLC21,95min (985 %) *H-NMR (701 MHz; BSGds): 1 7.32¢ 7.39 (m,
1H), 7.44¢ 7.51 (m, 3H), 7.52 7.63 (m, 2H), 7.65 () = 7.4 Hz, 1H), 7.€27.76 (m, 2H), 7.9 8.04
(m, 5H), 8.07 (&) = 8.1 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 10.52 (s, 1H), 12.85;(BIRM$: m/z 554.0792 [M+H]]
berechnet furGHioRN30:S "™ 554.0814.

7.3.95. 2-(IsopropylsulfonylaminoN-(4-phenylthiazoR-yl)}-4-(trifluormethyl)benzamid6 1f)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid0; 182mg; 0,5mmol;
1Ag.) zusammen mit -Propansulfonsaurechlorid (84 p07mg; 0,75mmol; 1,5Aq.) und
Triethylamin (174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.) Uber Nacht umgesetzt.

Es werdery mg (3 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 470,1 [M+H], HPLC24,16min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@): ¢ 1.25¢ 1.31 (m,
6H), 3.43,3.52 (m, 1H), 7.37.39 (m, 1H), 7.487.49 (m, 2H), 7.6Q7.68 (m, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.88
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(s, H), 7.92¢ 7.98 (m, 2H), 8.04 8.12 (m, 1H), 10.13 (s, 1H), 13.07 (s, HBMS: m/z 470.0787
[M+HJ", berechnet firGooHidFsNsOsS"™: 470.0814.

7.3.96. 2-(Phenyletlylsulfonylamino)N-(4-phenylthiazoR-yl)4-(trifluormethyl)benzamid61g)

NachAAV6wird 2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid0; 182mg; 0,5mmol;
1Aqg.) zusammen mit -Propansulfonsaurechlorid (153 n@75mmol; 1,5Aq.) und Triethylamin
(174ul; 1,25mmol; 2,5Aq.) tber Nacht umgesetzt.

Es werden @mg (11 %) eirefarblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 532,3 [M+H}; HPLC25,89min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 3.00¢ 3.07 (m,
2H), 3.54;3.61 (M, 2H), 7.147.19 (m, 1H), 7.207.27 (m, 4H), 7.327.38 (m, 1H), 7.46 @) = 7.3z,
2H), 7.67 (d3J = 8.2 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.85%d7.7 Hz, 2H), 8.04 (s, 1H), 10.19 (s,
1H), 13.04 (s, 1HHRMS: m/z 532.0950 [M+F{]berechnet filrGsHaFaN:O:S: 532.0971.

7.3.97. 2-Phenyt3-(4-phenylithiazol-yl)-7-(trifluormethyl)-1,2-dihydroquinazolim-on (62)

2-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)-4-(trifluormethyl)benzamid(60; 182mg; 0,5mmol; 1Aq.) wird in

1 ml DMF gelést und Benzaldehgsll pl; 53mg; 0,5mmol; 1Aq.)zugegeben. Die Reaktionsmischung
wird flr 30min bei 130°C in der Mikrowelle umgesdtAnschlielBend wird die Reaktionsmischung mit
10ml Essigester verdiinnt und dreimal mitkdges. NaGLsggewaschen. Die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und dakdsungsmittelam Rotationsverdampfer entfernt. Das

Rohprodukt wird mitels SiliceFlashChromatographie und praparativer HPLC aufgereinigt.
Es werdery mg(3 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS: m/z 452,2 [M+H]; HPLC27,17min (%5,4%) HNMR (701 MHz; DMS@®): + 7.08 (d,3J =
8.2Hz, 1H), 7.24 7.30 (m, 2H), 7.3 7.35 (m, 5H), 7.42 &) = 7.5 Hz, 2H), 7.67 (d,= 3.8 Hz, 1H),
7.85 (s, 1H), 7.92 (@) = 7.7 Hz, 2H), 8.00 fd,= 8.2 Hz, 1H), 8.56 (d,= 3.9 Hz, IHHRMS: m/z
452.1021 [M+H] berechnet firGuth7FN:0S: 452.1039.
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7.3.98. 2-(p-Tolylsulfonylamino)benzoesau@ig)

Nach AAV11wird Anthranilsaure(63a; 137mg; 1mmol; 1Ag.) zusammen mit Natriumcarbonat
(265mg; 2,5mmol; 2,5Aq.)und p-Toluolsulfonsaurechlori§@91mg; 1 mmol; 1Ag.)umgesetzt. Das

Produkt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 324 mg (111 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 314,0 [M+Na], HPLC16,37min (862 %)

7.3.99. 4-Methyl2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesauré4p)

Nach AAV11wird 2-Amino-4-methylbenzoesaure 6@b; 151mg; 1 mmol; 1Agq.) zusammen mit
Natriumcarbonat (265ng; 2,5mmol; 2,5 Ag.) ung-Toluolsulfonsaurechlorid (19hg; 1 mmol; 1Aq.)

umgesetzt.
Es werden 100 mg (33 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 304,2 [MH]; HPLC17,2min (87,1 %)

7.3.100. 4-Chlor2-(p-tolylsulfonylamino)benzoeséuré4g)

Nach AAV1Db wird 2-Amino-4-chlorbenzoesaure6@c; 189mg; 1,1mmol; 1Aq.) zusammen mit
Natriumcarbomt (212mg; 2mmol; 1,8Aq.) undp-Toluolsulfonsaurechlorid (19tg; 1 mmol0,9Aq.)

umgesetzt.
Es werden 282 mg (79 %) eines braunen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 323,9 [MH]; HPLC18,27min (404 %)

7.3.101. 4-Fluor2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesauré)

Nach AAV11 wird 2-Amino-4-fluorbenzoesaure §3c; 155mg; 1 mmol; 1Ag.) zusammen mit
Natriumcarbonat (265ng; 2,5mmol; 2,5 Ag.) ung-Toluolsulfonsaurechlorid (19hg; 1 mmol; 1Aq.)

umgesetzt.
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Es werden 164 mg (53 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 332,0 [M+Na} HPLC17,33min (81,5 %)

7.3.102. 4-Methoxy-2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesauré4g)

Nach AAV11wird 2-Amino-4-methoxybenzoesaure6@e; 334mg; 2mmol; 1Aqg.) zusammen mit
Natriumcarbonat(530mg; 5mmol; 2,5 Aqg.) ung-Toluolsulfonsaurechlorid (768g; 4mmol; 2 Aq.)

umgesetzt.
Es werden 606 mg (94 %) eines braunen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 344,1 [M+Na], HPLC16,67min (87,9 %)

7.3.103. 4,5-Diemethoxy2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesauré4)

NachAAV11wird 2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaur€s3f; 197mg; 1mmol; 1Ag.) zusammen mit
Natriumcarbona{265mg; 2,5mmol; 2,5 Ag.und p-Toluolsulfonsaurechlorifl91mg; 1 mmol; 1Aq.)

umgesetzt. Das Produkt wird nicht weiter aufgereinigt.
Es werden 296 mg (84 %) eiriaslosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 350,1 [MHT; HPLC15,39min (0,8 %)

7.3.104. 3-(p-tolylsulfonylamino)propionsauré4g)

NachAAV1b wirdi -Alaninmethylester hydrochlorids@g; 154mg; 1,1mmol; 1Aq.) zusammen mit
Natriumcarbonat (212ng; 2mmol; 1,8Aq.) undp-Toluolsulfonséurechlorid (19tg; 1 mmol; 0,9q.)

umgesetzt.
Es werden 183 mg (68 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 244,1 [M+H]; HPLC10,96min (906 %)
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7.3.105. 3-(p-tolylsulfonylamino)pyridid-carbonséureg4h)

Nach AAV1b wird 3Aminoisonkotinsaure 63h; 152mg; 1,1mmol;1Aqg.) zusammen mit
Natriumcarbonat (212ng; 2mmol; 1,8 Aq.) undp-Toluolsulfonsaurechlorid (19hg; 1 mmol; 0,%q.)

umgesetzt. Vor denixtrahieren wird die Reaktionsmischung neutralisiert statt angesauert.
Es werden 223 mg (70 %) eirfraunen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 290,9 [MH]; HPLC9,95min (903 %)

7.3.106. N-(4-Phenylthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65a)

NachAAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylamino)benzoesau(é4a; 135mg; 0,46mmol; 1Ag.) zusammen
mit 4-PhenylthiazeR-amin (83mg; 0,46mmol; 1 Aq.), TBTU (3T2g; 1,16 mmol; 2,4q.) und DIPEA
(317uL; 240mg; 1,8mmol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzDie Reaktionszeit betragt2h.

Es werder8 mg (1 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 448,2 [MH]; HPLC22,96min (9,6 %) 'H-NMR (701 MHz; DMS®): ¢+ 2.24 (s, 3H), 7.22
¢ 7.27 (m, 3H), 7.32 7.37 (m, 2H), 7.44 7.48 (m, 2H), 7.48 7.54 (m, 1H), 7.58 (&) = 8.0 Hz, 2H),
7.76 (s, 1H), 7.827.86 (m, 1H), 7.987.98 (m, 2H), 10.20 (s, 1H), 12.66 (s; HRMS: m/z450.0925
[M+HT, berechnet firGsHoN;O:S*: 450.0941.

7.3.107. 4-MethykN-(4-phenylthiazol-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65b)

Nach AAV12wird 4-Methyl-2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesauré4b; 100mg; 0,32mmol; 1Aq.)
zusammen mit £henylthiazeR-amin (57mg; 0,32mmol; 1 Ag.), TBTU (263g; 0,8 nmol; 2,5Aq.)
und DIPEA (224 uL; 166 mg; m@ol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragtt8,5

Es werden @mg (11 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 464,1 [M+H]; HPLC20,99min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@): + 2.23(s, 3H), 2.31
(s, 3H), 7.06 () = 8.0 Hz, 1H), 7.207.25 (m, 3H), 7.35 (8] = 7.3 Hz, 1H), 7.453,= 7.6 Hz, 2H),
7.59 (d3J = 7.9 Hz, 2H), 7.75 (s, 1H), Z.78B4 (m, 1H), 7.95 (@) = 7.7 Hz, 2H), 10.280.35 (m, 1H),
12.62 (s, 1HHRMS: m/z 464.1074 [M+H]berechnet fUrGaH::N:O0:S™: 464.1097.
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7.3.108. 4-ChlorN-(4-phenylthiazol-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65c)

Nach AAV12 wird 4-Chlor2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesaur¢sdc, 282mg; 0,87mmol; 1Aq.)
zusammen mit henylthiazeR-amin (152mg; 0,86mmol; 1 Aqg.), TBTU (69dg; 2,2 mmol; 2,4\q.)
und DIPEA (592 uL; 439 mg; By@ol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzDie Reaktionszeit betragtts

Es werdery mg @ %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 482,1 [MH[; HPLC25,3min (97,9%) *HNMR (701 MHz; DMS@®): 4 2.26 (s, 3H), 7.28
(d,3J = 8.0 Hz, 2H), 7.807.38 (m, 3H), 7.46 (8] = 7.6 Hz, 2H), 7.63 {d,= 8.0 Hz, 2H), 7.76 (s, 1H),
7.86 (s, 1H), 7.94 (d, 2H), 10.35 (s, 1H), 12.76 (s,HRNIS: m/z484.0532M+HT, berechnet fiir
GaHisCINOG:S™: 484.0551.

7.3.109. 4-FluorN-(4-phenylthazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65d)

Nach AAV12werden 4Fluor2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesaurg4d; 212mg; 0,69mmol; 1Aq.)
zusammen mit £henylthiazoR-amin (121mg; 0,69mmol; 1 Aqg.), TBTU (550g, 1,71 mmol; 2,%\q.)
und DIPEA (478 uL; 354 mg; 2yTdhol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 5

Es werden 63 mg (20 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 468,0 [M+H]; HPLC24,27min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS®): ¢ 2.27 (s, 3H), 7.06
¢ 7.17 (m, 2H), 7.30 (@) = 8.1 H2H), 7.35 (3] = 7.4 Hz, 1H), 7.46,= 7.6 Hz, 2H), 7.68 {d,=
8.2Hz, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.68.02 (m, 3H), 10.56 (s, 1H), 12.75 (s; HRMS: m/z468.0821[M+H]",
berechnet furGaHioFNO:S™: 468.0846.

7.3.110. 4-Methoxy-N-(4-phenylthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65e)

NachAAV12wird 4-Methoxy-2-(p-tolylsulfonylamino)benzoesaur@4e; 600mg; 1,87mmol; 1Aq.)
zusammen mit 4LhenylthiazeR-amin (165mg; 0,93mmol; 0,5 Aq.), TBTU (74%y, 2,33 mmol;
1,25Aq.) und DIPEA (650 uL; 483 mg; 3rdol; 2Aq.) bei 80°C umgesit. Die Reaktionszeit betragt
3,5h.

Es werder2 mg (0,2 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.



EXPERIMENTALTEIL 121

ESIMS:m/z 480,0 [M+H]; HPLC20,85min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 2.28 (s, 3H), 3.79
(s, 3H), 6.78 (dd) = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.88.94 (m, H), 7.31 (d%J = 8.1 Hz, 2H), 7.35%1= 7.3 Hz,
1H), 7.45 (3] = 7.7 Hz, 2H), 7.68 (d, 2H), 7.75 (s, 1H), 7.85%d.7 Hz, 2H), 8.02 td,= 8.8 Hz, 1H),
10.87 (s, 1H), 12.63 (s, 1HIRMS: m/z 480.1029 [M+H]berechnet fUrGsH.2N;O:S*: 480.1046.

7.3.111. 4,5DimethoxyN-(4-phenylthiazoR-yl)-2-(p-tolylsulfonylamind)enzamid65f)

Nach AAV12 wird 4,5Dimethoxy2-(p-tolylsufonylamino)benzoeséurg64f;, 296mg; 0,84mmol;
1Aqg.) zusammen mit-RhenylthiazeR-amin (148mg; 0,84mmol; 1 Aq.), TBTU (6T6g; 2,1 mmol;
2,5Aq.) und DIPEA (577 uL; 428; 3,3mmol; 4 Ag.) bei 80C umgesetziDie Reaktionszeit betragt
2,5h.

Es werden @mg (4 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z510,1 [M+H]; HPLC22,85min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): 2.20 (s, 3H), 3.79
(s, 3H), 3.83 (s, 3H), 7.01 (s, 1H), 7.280(d,8.0 Hz, 2H),31¢ 7.37 (M, 1H), 7.48 7.47 (m, 2H), 7.48
(s, 1H), 7.53 (dJ = 8.0 Hz, 2H), 7.75 (s, 1H), 7.96Xd; 7.7 Hz, 2H), 10.39 (s, 1H), 12.54 (s,HR)
MS: m/z 510.1128 [M+H]berechnet firGsHaNsOsS*: 510.1152.

7.3.112. N-(4-Phenylthiazof2-yl)-3-(p-tolylsulfonylamino)propaamid (65g)

NachAAV12wird 3-(p-Tolylsulfonylaminoproparsaure (64g; 183mg; 0,75mmol; 1Ag.) zusammen
mit 4-PhenylthiazoR-amin (132mg; 0,75mmol; 1 Aq.), TBTU (603g; 1,9 mmol; 2,3\q.) und DIPEA
(515pL; 382mg; 3,0 mmol# Ag.) bei 80°C umgesetzDie Reaktionszeit betragtl8

Es werden 16 mg (5 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 402,0 [M+H}; HPLC17,65min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): ¢ 2.37 (s, 3H), 2.63
(t, 33 = 6.9 Hz, 2H), 3.04 #d,= 6.6 Hz, 2H), 7.32%1,= 7.4Hz, 1H), 7.39 (&) = 7.9 Hz, 2H), 7.431,=
7.6 Hz, 2H), 7.61 (s, 1H), 76B.73 (m, 3H), 7.89 (8] = 7.7 Hz, 2H), 12.28 (s, IHRMS: m/z 402.0924
[M+HT, berechnet flirGioHoNzO:S*: 402.0941.
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7.3.113. N-(4-Phenylthiazof2-yl)-3-(p-tolylsulfonylamino)pyridid-carboxamid65h)

Nach AAV12wird 3-(p-Tolylsulfonylamino)pyridid-carbonsaure(64h; 100mg; 0,34mmol; 1Aq.)
zusammen mit henylthiazeR-amin (60mg; 0,34mmol; 1 Aq.), TBTU (27Tdg; 0,86 mmol; 2,3\q.)
und DIPEA (238 uL; 177 mg; mghol; 4 Ag.) bei 80°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragh20

Es werderlOmg (6 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 451,0 [M+H]; HPLC(>99 %)*H-NMR (701 MHz; DMS®): 1 2.24 (s, 3H), 7.25 (&) =
8.0Hz, 2H), 7.35 (8] = 7.4 Hz, 1H), 7.46{,= 7.6 Hz, 2H), 7.§37.59 (m, 2H), 7.64 7.71 (m, 1H),
7.76 (s, 1H), 7.94 (&) = 7.7 Hz, 2H), 8.36 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 10.07 (s, 1H), 12.80 KRNIS)
m/z 451.087M+HTJ, berechnet furGaHigN4O:S*: 451.0893.

7.3.114. N-(4-PhenylthiazeR-yl)}-4-(p-tolylsulfonylamino)pyridi8-carboxamid §5i)

4-Amino-N-(4-phenylthiazol2-yl)pyridin-3-carboxamid66; 80mg; 0,27mmol; 1Aq.)wird zusammen

mit p-Toluolsulfonsaurechlorid (5hg;0,27mmol; 1 Ag.) und Natriumchonat (72 mg; 0,6/mol;
2,5Aq.) in 2 ml Wasser und 2 ml Dichlormethan bei 80 °C fiir 3 h umgesetzt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung mitM HCI angesauert und dreimal mit @0 Essigester extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat jecknet und dad.6sungsmittebm Rotationsverdampfer entfernt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 9 mg (8 %) eines gelben Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 451,0 [M+HT; HPLC17,68min (98%) *H-NMR (701 MHz; DMS@): + 2.39 (s, 3H), 7.35
(t, 3 = 7.4 Hz, 1H), 7.41 &d,= 7.9 Hz, 2H), 7.46 {,= 7.6 Hz, 2H),7.57 @,= 7.2 Hz, 1H), 7.72 (s,
1H),7.86 (t3J = 7.7 Hz, 4H),8.17 &,= 7.3 Hz, 1H), 8.90 (s, 1H), 13.47 (s, 1H), 13.85 ($JRM}B:
m/z 451.0874 [M+H] berechnet furGaHigN,O:S*: 451.0893.

7.3.115. 4-AminoN-(4-phenylthiazoR-yl)pyridin3-carboxamid §6)

NachAAV12wird 4-Aminonikotirsaure(64i; 138mg; 1mmol; 1Aq.) zusammen mit-Rrenylthiazo2-
amin (176mg; 1mmol; 1Aq.), TBTU (802g; 2,5 mmol; 2,%\q.) und DIPEA (685 pL; 508 mg;8hol;
4 Aq.) bei 80°C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 5

Die Aufreinigung erfolgt mittelSilicaFlashChromatographie
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Es werden 80 mg (Z&) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 296,8 [M+H]; HPLC10,56min (55,7 %)

7.3.116. Methyl (2Sy-tert-Butoxycarbonyl-(p-tolylsulfonyl) piperazir2-carboxyla{68)

NachAAV6wird Methyl §-1-N-Boepiperazine3-carboxylat 67b; 244mg; 1mmol; 1Ag.) zusammen
mit p-Toluolsulfonsdurechlorid (19hg; 1mmol; 1 Aqg) und Triethylamin (384; 2,5mmol; 2,5Aq.)

umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 3 h.
Die Aufreinigung erfolgt Ube3ilicaFlashChromatograhie.
Es werden 287 mg (72 %) eines farblosen Ols erhalten.

ESIMS:m/z 421,1 [M+Na}, HPLC18,16min (>99%)

7.3.117. (2R-4-tert-butoxycarbonyll-(p-tolylsulfonyl)piperazi2-carbanséaure 69.)

Nach AAV1b wird Methyl-(R-4-Bocpiperazine2-carboxylat (67a; 269mg; 1,dmmol; 1 Aqg.)
zusammen mit Natriumcarbong212mg; 2mmol; 1,8Aq.) und p-Toluolsulfons&urechlori¢l91mg;

1 mmol; 0,9Aq.)umgesetzt.
Es werden 317 mg (75 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 383,1[M-H]; HPLC15,97min (681 %)

7.3.118. (29-4-tert-Butoxycarbonyl-(p-tolylsulfonyl)piperazi2-carbonsaure9b)

Nach AAV7 wird Methyl (2S)4-tert-Butoxycarbonyll-(p-tolylsulfonyl)piperazin2-carboxylat 68;
333mg; 0,84mmol; 1Aq.) zusammen mit Natriumhydroxid (188y; 3,34mmol; 4 Aq) umgesetzt. Die
Reaktionszeit betragt 1,5 h.

Es werden 140 mg (44 %) eines gelben Ols erhalten.

ES-MS:m/z 284,9 [MBoc+H]; HPLC16,00min (8,9 %)
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7.3.119. tert-Butyl(3R-3-[(4-phenylthiazoR-yl)carbamoyi4-(p-tolylsulfonyl)piperazinl-carboxylat
(7Ca)

Nach AAV12 wird (2R-4-tert-butoxycarbonyil-(p-tolylsulfonyl)piperazine€-carbonsaure &9a;
154mg; 0,40mmol; 1Aq.) zusammen mit-Rhenylthiazel-amin (71mg; 0,40mmol; 1 Ag.), TBTU
(321mg; 1,0 mmol; 2,3\q.) und DIPEA (274 pL; 203 mg;rt6ol; 4 Ag.) bei 8C°C umgsetzt. Die

Reaktionszeit betragt 18. Die Aufreinigung erfolgt mittelSilicaFlashChromatographie
Es werden 80 mg (37 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 543,2 [M+H]; HPLC20,21min (97,2 %)

7.3.120. tert-Butyl(39-3-[(4-phenylthiazoR-yl)carbamoy-(p-tolylsulfonypiperazinl-carboxylat
(70b)

Nach AAV12 wird (29-4-tert-butoxycarbonyl-(p-tolylsulfonyl)piperazine2-carbonsaure &9b;
140mg; 0,36mmol; 1Aq.) zusammen mit-RhenylthiazeR-amin (64mg; 0,36mmol; 1 Ag.), TBTU
(292mg, 0,91 mmol; 2,4q.) und DIPEA (253 pL; 188 mg;rirBol; 4 Aq.) bei 8CC umgesetzt. Die

Reaktionszeit betragt A. Die Aufreinigung erfolgt mitteSilicaFlashChromatographie
Es werden 112 mg (57 %) eines braunen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 541,0 [MH]; HPLC20,21min (741 %)

7.3.121. (2R-N-(4-PhenylthiazeR-yl)-1-(p-tolylsulfonyl)piperazif2-carboxamid {1a)

tert-Butyl BR-3-[(4-Phenylthiazol2-yl)carbamoyH4-(p-tolylsulfonyl)piperazirl-carboxylat  {0a;
80mg; 0,14mmol) wird in 0,5 ml DCM geldst und 0,5 ml T&#yegeben. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung fur 5 h gertihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird die Reaktionsmischung mit
10ml DCM verdinnt und mit zweimal 10 ml ges. NakICg. gewaschen. Die organische Phase wird
Uber NaSQ getrocknet und dad.ésungsmittelam Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt

wird mittels Gs-FlashChromatographie aufgereinigt.

Es werden 6Bng (25%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 443,0 [M+H]; HPLC12,75min (>99%) *H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 2.33 (s, 3H), 2.93

¢ 3.00 (m, 1H), 3.28 3.41 (m, 2H), 3.56 4.10 (m, 3H), 4.86 (dJ) = 5.1 Hz, 1H), 7.807.38 (m, 3H),

7.45 (t,33 = 7.6 Hz, 2H), 7.667.73 (m, 3H),7.92 (&) = 7.6 Hz, 2H), 8.33 (s, 1H), 9.46 (s, 1H), 12.65 (s,
1H) HRMS: m/z 443.119 [M+H]T, berechnet fUrGiHsN4O:S": 443.1206.

7.3.122. (29-N-(4-PhenylthiazeR-yl)-1-(p-tolylsulfonyl)piperazi2-carboxamid {1b)

tert-Butyl (3-3-[(4-phenylthiazol2-yl)carbamoyH4-(p-tolylsulfonyl}piperazinrl-carboxylat (70b;
112mg; 0,21mmol)wird in 1,4 ml DCM/TFA (1:@jelost und 4,5 h bei RT geruh#nschlielBend wird
die Reaktionsmischung mit DCM verdinnt und zweimal mit ges. NaHisOng gewaschen. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet undidesingsmittehm Rotationsverdampfer

entfernt. Die Aufreinigung erfolgt mittelsi&Flash Chromatographie.
Es werder59mg (67 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS m/z 442,8 [M+H]; HPLC12,75min (>99%) *HNMR (701 MHz; CREk 2.42 (s, 3H), 2.7
2.79 (m, 1H), 2.9¢ 3.02 (m, 1H), 3.06 3.19 (m, 1H), 3.28 3.43 (m, 1H), 3.66 3.80 (m, 1H), 3.9¢
4.02 (m, 1H), 4.884.92 (m, 1H), 7.08 7.04 (m, 1H), 28¢ 7.32 (m, 2H), 7.42 7.46 (m, 1H), 7.46
7.51 (m, 2H), 7.58 7.65 (m, 2H), 7.64 7.70 (m, 2H)HRMS: m/z 443.1177 [M+H]berechnet fiir
GoiHeaNsOsS™: 443.12086.

7.3.123. N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamidq2)

Nach AAV12wird 2-(p-Tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzoesaure(58; 1,99g; 5,54mmol;
1 Ag.) zusammen mit-Brom-1,3-thiazok2-amin (992mg; 5,54mmol; 1 Ag.), TBTU (4,45 13,8mmol;
2,5Aqg.) und DIPEA (3,85 mL; 2,862¢,15mmol; 4Aq.) bei Raumtemperatur umgesetzt. Die

Reaktionszeit betragt 2. Die Aufreinigung erfolgt mittelSilicaFlashChromatographie
Es werden 562 mg (20 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 518,0 [MH]; HPLC21,55min (>99%)
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7.3.124. N-{4-(1H-Indo}5-yl)thiazot2-yl]-2-(p-tolylsulfonylaminoy-(trifluormethyl)benzamid43a)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
78mg; 0,15mmol; 1Ag.) zusammen mit Indé-boronsaure (36ng; 0,23mmol; 1,5Aq.) und
Pd(PP§4 (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aqg.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragdt. Die
Aufreinigung erfolgt mittels Silie@lashChromatographie und praparativer HPLC.

Es werden 9 mg (11 %) eines farblosen Feststoffs erhalt

ESIMS:m/z 557,1 [M+H]; HPLC20,99min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 2.26 (s, 3H), 6.44
¢ 6.54 (m, 1H), 7.28 7.32 (m, 2H), 7.39 (s, 1H), 743.47 (m, 1H), 7.48 7.59 (m, 2H), 7.58 7.66
(m, 3H), 7.6%,7.73 (m, 1H), 8.00 (s, 1H), 8(:41H), 10.33 (s, 1H), 11.21 (s, 1H), 12.80 (SHERMS:
m/z 557.0895 [M+H] berechnet fUrGeHoRN:O:S™: 557.0923.

7.3.125. 2-(p-TolylsulfonylamineN-[4-(1H-pyrazol3-yl)thiazot2-yl]-4-(trifluormethyl)benzamid73b)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid 12
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mitH-Pyrazot4-boronsaure (25ng; 0,225mmol; 1,5Ag.) und
Pd(PPH4 (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) fiir 3h bei 100°C und anschlieRend fiireitere 2h bei 120°C

umgesetzt. Die Aufreinigung erfolgt mittels SHilashChromatographie und préaparativer HRLC
Es werden 10 mg (13 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z508,2 [M+H]; HPLC18,37 min (96,96) H-NMR (701 MHz; DMS@®): + 2.26 (s, 3H), 7.22
¢ 7.41 (m, 3H), 7.3@ 7.72 (m, 4H), 7.8% 8.28 (m, 3H), 10.28 (s, 1H), 12.81 (s,; HBMS: m/z
508.0694 [M+H] berechnet firGiHi7RNsO:S*: 508.0719.

7.3.126. N-[4-(4-Methoxyphenyithiazot2-yl}-2-(p-tolylsulfonylamino¥-(trifluormethyl)benzamid
(730)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid (72;
78mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mi#-Methoxyphenyllmronsaure (34mg; 0,23mmol; 1,5Aq.)
und Pd(PP{u (17 mg; 0,0183nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

Es werden 15 mg (19 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 548,1 [M+H]; HPLC21,47min (>99%) H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 2.27 (s, 3H), 3.81
(s, 3H), 7.03 (] = 8.3 Hz, 2H), 7.28 td,= 8.1 Hz, 2H), 7.49 (s, 1H), %5766 (m, 4H), 7.88 (&) =
8. 42, 2H), 7.96 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 12.81 (s5,HRMS: m/z 548.0895 [M+H]berechnet fiir
CosHa1RN:04S™: 548.0920.

7.3.127. N-{4-(3,4-Dimethoxyphenythiazol2-yl]-2-(p-tolylsulfonylaminoy-(trifluormethyl)benzamid
(73d)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)4-(trifluormethyl)benzamid (72
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit 3;Dimethoxyphenylbronsaure(41 mg; 0,23mmol; 1,5Aq.)
und Pd(PP{u (17 mg; 0,0183nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt Die
Aufreinigung erfolgt mittelpraparativer HPLC.

Es werden 55 mg (62 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z577,9 [M+H]; HPLC20,91min (95,5%) 'H-NMR (701 MHz: DMS@): 1 2.27 (s, 3H), 3.80
(s, 3H), 3.83 (s, 3H), 7.03 {d= 8.2 Hz, 1H), 7.28 {d,= 8.0 Hz, 2HJ,44¢ 7.53 (m, 3H), 7.5 7.69
(m, 4H), 7.96 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 12.82 (s, HRMS: m/z 578.0998 [M+K]berechnet fiir
CGaeHasRsN:0sS ™ 578.1026.

7.3.128. N-[4-(4-Cyanoxyphenyl)thiaz@lyl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid
(73e)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid T2
78mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-Eyanophenylboronsaure (38g; 0,23mmol; 1,5Ag.) und
Pd(PP§4 (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragdi. Die
Aufreinigung erfolgt mittels SilidalashChromatographie. Das isolierte Produkt wird in

Wasser/Acetonitril+0,04 % TFA aufgenommen und lyophilisiert.
Es werder8 mg (3 % eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 543,0 [M+H]; HPLC21,01min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS®): ¢ 2.26 (s, 3H), 7.28
(d,3J = 8.1 Hz, 2H), 7.46 (s, 1H), 5770 (m, 3H), 7.88 7.99 (m, 3H), 8.07 (s, 1H), 8.14%t= 8.3
Hz, 2H)10.27 (s, 1H), 12.90 (s, 1HJRMS: m/z 543.0744 [M+H]berechnet fiurGsHigRNsO:S™
543.0767.
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7.3.129. Methyl4-[2-{[2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzoyl]lamino]thiazal-yllbenzoat
(73f)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
130mg; 0,25mmol; 1Aq.) zusammen mit-Methoxycarbonylphenylboronsaure (6g; 0,38mmol;
1,5Aq.) und Pd(PR (29 mg; 0,02%nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die ReaktiongZagtragt
5 h. Die Aufreinigung erfolgt mittels Sili€dashChromatographie (puriFlashiieptan/Essigester) und
praparativer HPLC.

Es werden 12 mg (9 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 576,1 [M+H]; HPLC21,44 min (>99%) *H-NMR(701 MHz; DMS@): 1 2.25 (s, 3H), 3.87
(s, 3H), 7.28 (d, 3] = 8.1 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H); 7.36 (m, 3H), 7.968.02 (m, 2H), 8.05 (&) = 8.4z,
2H), 8.10 (d, 3J = 8.4 Hz, 2H), 10.27 (s, 1H), 12.91 (B{RM}p: m/z576.0842 [M+H] berechnet fir
GosHa1FsN:OsS*: 576.0869.

7.3.130. 4-[2-[[2-(p-Tolylsulfonylamine}-(trifluormethyl)benzoyl]Jamino]thiazel-yllbenzoeséure
(73d)

Nach AAV7 wird Methyk4-[2-[[2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzoyllamino]thiazed-
yllbenzoat 73f; 58 mg; 0,1mmol; 1Aq.) zusammen mit Natriumhydroxid (16 mg; Gol; 4Aq.)
umgesetzt. Die Reaktionszeit betragh.3Die Aufreirgung erfolgimittels praparativer HPLC.

Es werden 31 mg (55 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z562,1 [M+H]; HPLC19,79min (98,1%) *H-NMR (701 MHz; DMS@): + 2.26 (s, 3H), 7.28
(d, 33 = 8.1 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), %5570 (m, 3H), 7.96 (s, 2H), 8.03YH= 8.4 Hz, 2H), 8.07 ¢d,=
8.2 Hz, 2H), 10.28 (s, 1H), 12683.17 (m, 2H) HRMS: m/z 562.0689 [M+H]berechnet fiir
CosHisRN:OsS™ 562.0713.

7.3.131. 2-(p-TolylsulfonylamineN-[4-[4-(1H-tetrazol5-yl)phenyl]thiazek-yl]-4-
(trifluormethyl)benzamidq73h)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 712
78mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-§1H-Tetrazoi5-yl)phenylbormsiure (43ng; 0,15mmol;
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1,0Aq.) und Pd(PRja (17 mg; 0,01%nmol; 0,1Aq.) fiir 15 min bei 156C in der Mikrowelle umgesetzt.
Die Aufreinigung erfolgt mittels SiliédashChromatographie und praparativer HPLC.

Es werden 15 mg (17 %) eines farblosendtaf$s erhalten.

ESIMS:m/z 584,4 [MH]; HPLC21,39 min (>996) H-NMR (701 MHz; DMS®):  2.26 (s, 3H), 7.28
(d,3] = 8.1 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.66Xd, 8.1 Hz, 2H), 7.67.67 (m, 1H), 7.92 8.00 (m, 2H), 8.11
¢ 8.22 (m, 4H), 10.29 (slH), 12.91 (s, 1H)HRMS: m/z 586.0925 [M+H] berechnet fiir
GosHuoFsN/0sS": 586.0937.

7.3.132. N-{4-(4-Carbamoylphenyl)thiaz@yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamide
(73)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
78mg; 0,15mmol; 1Aqg.) zusammen mit -Aminocarbonylphenylboronsaure (28g; 0,15mmol;
1,0Aq.) und Pd(PRJ (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) firr 2,5 bei 100°C umgesetzt. AnschlieRendavi

die Temperatur auf 120C erhdht und die Reaktionsmischung fiir eine weitere Stunde umgesetzt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 3,4 mg (4 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 561,3 [M+H], HPLC19,04 min (>996) 'H-NMR (701 MHz; DMS®): ¢ 2.26 (s, 3H), 7.28
(d,3J = 8.0 Hz, 2H), 7.887.48 (m, 2H), 7.5 7.67 (m, 3H), 7.86 7.99 (m, 4H), 7.99 8.05 (m, 3H),
10.28 (s, 1H), 12.87 (s, 1HRMS: m/z 561.0854 [M+H]berechnet fUrGCsHxoRNsO:S*: 561.0873.

7.3.133. N-[4-[4-(Dieethylamino)phenyl]thiaz@yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-
(trifluormethyl)benzamidé€7 3j)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid 12
78mg; 0,15mmol; 1Ag.) zusammen mit Diethylaminophenylboronsaure (2¢ng; 0,15mmol;
1,0Aq.) und Pd(PRh (17 mg; 0,01%nmol; 0,1Aq.) fiir 2h bei 100°C umgesetzt. AnschlieRend wird
die Temperatur auf 120C erh6ht und die Reaktionsmischung fir weitere 2,5 h Stunden umgesetzt.

Die Aufreinigung erfolghittels praparativer HPLC.

Es werden 19 mg (22 %) eines grinen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z589,4 [M+H]; HPLC16,85 min (>9%96) *H-NMR (701 MHz; DMS@):1 1.09 (t) = 7.Hz,
6H), 2.27 (s, 3H), 3.41 (s, 4H), 6.73 (s, 1H),E®A2 (M, 11H)10.29 (s, 1H), 12.79 (s, IH)RMS:
m/z 589.1503 [M+H] berechnet fUrGgH:sRsN:O:S™: 589.1549.

7.3.134. 2-(p-TolylsulfonylamineN-[4-(p-tolyl)thiazot2-yl]-4-(trifluormethyl)benzamidA3Kk)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)4-(trifluormethyl)benzamid 72
78 mg; 0,15mmol; 1Ag.) zusammen mj-Tolylboronsaure (2éng; 0,15mmol; 1,0Ag.) und Pd(PRJ
(17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) fur 2h bei 100°C und fiir eine weitere Stunde bei 12D umgesetzt.
Die Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

Es werden 40 mg (50 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 532,3 [M+H};, HPLC22,03min (>99%) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®): ¢ 2.25 (s, 3H), 2.34
(s, 3H), 7.24 7.30 (m, 4H), 7.48 (s, 1H), 768.64 (m, 3H), 7.68 (s, 1H), 7.83%Hz 7.8 Hz, 2H), 7.95
(s, 1H), 10.28 (s, 1H), 12.82 (s, ;1IHRMS: m/z532.0944M+H]", berechnet fir GsH.1RN:O:S™:
532.0971.

7.3.135. N-[4-(4-Morpholinphenyjthiazolt2-yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid
(73)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid (72
78 mg; 0,15mmol; 1Ag.) zusammen mi-Morpholinphenylmronsaure(47 mg; 0,23mmol; 1,5Aq.)
und Pd(PP$. (17 mg; 0,015nmol; 0,1Ag.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betradt. 4
Die Aufreinigung erfolgt mittels praparaér HPLC.

Es werden 3 mg (3 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 602,9 [M+H]; HPLC20,77min (9,6 %) H-NMR (701 MHz; DMS@): 1 2.25 (s, 3H); 3.21
(t, %) = 4.8 Hz, 4H), 3.791,= 4.8 Hz, 4H), 7.04 {d= 8.4 Hz, 2H), 7.23 {d= 8.0 Hz, 2H), 7.41 (s, 1H),
7.59 (d2) = 8.2 Hz, 1H), 7.64 {d= 7.9 Hz, 2H), 7.82 {dl= 8.4 Hz, 2H), 7.96 (s, 1H), 8.28)(d,8.Hz,
1H) HRMS: m/z603.1317 [M+H] berechnet fiirGeHasFsNsOsS": 603.1342.
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7.3.136. N-[4-(2-Aminopyrimidin5-yl)thiazot2-yl]-2-(p-tolylsulfonylaminoy-
(trifluormethyl)benzami@73m)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)4-(trifluormethyl)benzamid (72

52mg; 0,dmmol; 1Aq.) zusammen mit4-(4-Methyl-1-piperazinyl)benalboronsaurepinacolester
(45mg; 0,dmmol; 1Ag.) und Pd(PRh (12 mg; 0,0mmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt I8 Die Aufreinigung erfolgt mittels Sili€&&ashChromatographie und
praparativer HPLC.

Es werden 9 mg (14 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 616,4 [M+H]; HPLC15,84min (97,4%) 'HNMR (701 MHz; DMS@):  2.26 (s, 3H), 2.87
(s, 3H), 3.00 (8J = 12.9 Hz, 2H), 3.£B.21 (m, 2H), 3.483.56 (m, 2H), 3.87 3.98 (M, 2H), 7.09 (d,
3 = 8.5 Hz, 2H), 7.27 fd,= 8.1 Hz, 2H), 7.447.53 (m, 1H), 7.58 7.65 (m, 4H), 7.84 () = 8.3 Hz,
2H), 7.97 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 10.28 (s, 1H), 12.78 {(${RMB: m/z 616.1613 [M+H]berechnet fiir

GooHooFsNsOsS™: 616.1658.

7.3.137. N-H{4-(2-Aminopyrimidin5-yl)thiazof2-yl}-2-(p-tolylsulfonylamino@-
(trifluormethyl)benzamidq73n)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazot2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamid (72
75mg; 0,144nmol; 1Aq.) zusammen mit-Aminopyrimidins-boronsaure (30ng; 0,144mmol; 1Aq.)
und Pd(PP{u (16 mg; 0,014nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 43 mg (56 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 535,0 [M+H]; HPLC16,61min (>99%) *H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 2.27 (s, 3H), 7.07
(s, 2H), 7.28 (d) = 8.1 Hz, 2H), 7.45, 1H), 7.5 7.70 (m, 4H), 7.95 (s, 1H), 8.80 (s, 2H), 10.28 (s, 1H),
12.84 (s, 1HHRMS: m/z 535.0796 [M+H]oerechnet furGHisFNeO:S": 535.0828.
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7.3.138. N-{4-(4-Fluorphenyl)thiaze®-yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl) benzamide730)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-Fluorphenylboronséaure (2hg; 0,15mmol; 1,0Aq.) und
Pd(PP§4 (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 2mg (52 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z536,2 [M+H]; HPLC23,57 min(97,9%) 'H-NMR (701 MHz; DMS&®): 4 2.26 (s, 3H), 7.25
¢ 7.33 (m, 4H), 7.47 (s, 1H), 767.66 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 708.02 (m, 3H)10.28 (s, 1H), 12.84
(s, IH)HRMS: m/z 536.0692 [M+H]berechnet flirGaHisRaN:O:S*: 536.0720.

7.3.139. N-{4-(4-Chlorphenyl)thiaze?-yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl) benzamide7@p)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsufonylamino}4-(trifluormethyl)benzamid 72
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-€hlorphenylboronsaure (28g; 0,15mmol; 1,0Aq.) und
Pd(PPK. (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betradt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.
Es werden 30 mg (36 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 552,3 [M+H};, HPLC22,16 min (>996) 'H-NMR(701 MHz; DMS@s): ¢ 2.26 (s, 3H), 7.28
(d, 33 = 8.0 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.53X&; 8.2 Hz, 2H), 7.577.66 (m, 3H), 7.84 (s, 1H), 7.©8.00
(m, 3H), 10.28 (s, 1H), 12.85 (s, ;IHRMS: m/z 552.0400 [M+H]berechnet flirGsHisCIEN:O:S*:
552.125.

7.3.140. N-{4-(3-Chlorphenyl)thiaze?-yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl) benzamide7@q)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazol2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 712
78mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-Ehlorphenylboronsiure (28g; 0,15mmol; 1,0Aq.) und
Pd(PPE4 (17 mg; 0,015nmol; 0,1Aq.) fur 3 h bei 100C umgesetzt. AnschlieBend wird die
Tenperatur auf 120°C erhoht und die Reaktionsmischung fur weitere 45 min umgesetzt. Die

Aufreinigung erfolgt mittels praparativer HPLC.

Es werden 42 mg (51 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.
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ESIMS:m/z 552,2 [M+H]; HPLC24,64 min (95,26} 'H-NMR (74 MHz; DMS@s): + = 2.26 (s, 3H),
7.28 (d,2) = 8.1 Hz, 2H), 7.42 ¢d,= 8.2 Hz, 1H), 7.457.52 (m, 2H), 7.59 (@) = 8.1 Hz, 2H), 7.62
7.66 (m, 1H), 7.97.98 (m, 3H), 8.08.03 (m, 1H), 10.27 (s, 1H), 12.85 (s; HRMS: m/z 552.0405
[M+HT, berechnet flirGaHhsCIEN:O:S": 552.0425.

7.3.141. NH{4-(2-Chlorphenyl)thiaze?-yl]-2-(p-tolylsulfonylamino}-(trifluormethyl)benzamide7@r)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)4-(trifluormethyl)benzamid 72
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-€hlorphenylboronsaure (28g; 0,15mmol; 1,0Aq.) und
Pd(PPE4 (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aqg.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betradt. Die
Aufreinigung erfolgt mittelpraparativer HPLC.

Es werden Bmg (62 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z 552,2 [M+H]; HPLC24,43 min (>996) *H-NMR (701 MHz; DMS@®): 1 2.27 (s, 3H), 7.29
(d,3J = 8.0 Hz, 2H), 7.887.44 (m, 1H), 7.44 7.49 (m, 2H), 7.5C 7.66 (m 4H), 7.74 (s, 1H), 7.82
7.89 (m, 1H), 7.94 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 12.89 (s,HRNS: m/z 552.040(M+H]", berechnet fiir
GoaHhsCIEN:OsS™: 552.0425.

7.3.142. 2-(p-TolylsulfonylamineiN-[4-(4-pyridyl)thiazolR-yl]-4-(trifluormethyl)benzamid/3s)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
78mg; 0,15mmol; 1Ag.) zusammen mit -Ryridinboronsaure (261g; 0,225mmol; 1,5Ag.) und
PdPPh)s (17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betragdt. Die
Aufreinigung erfolgt mittels SilidalashChromatographie (1. Lauf DCM/MeOH; 2. Lauf
n-Heptan/Essigester) und das erhaltene Produkt wird mit TFA lyophilisiert.

Eswerden 17 mg (22 %) eines farblosen Feststoffs erhalten.

ESIMS:m/z519,2 [M+H]; HPLC14,35 min (97,26) 'H-NMR (701 MHz; DMS®): 1 2.27 (s, 3H), 7.29
(d,3J = 7.9 Hz, 2H), 7.44 (s, 1H), 5765 (m, 3H), 7.95 (@) = 7.9 Hz, 1H), 8.26 fd,= 5.7 Hz, 2H),
8.47 (s, 1H), 8.85 (d) = 5.7 Hz, 2H10.22 (s, 1H), 12.93 (s, 1H)RMS: m/z 519.0730 [M+H]
berechnet furGaHisRN4O:S™: 519.0767.
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7.3.143. 2-(p-TolysulfonylaminoN-[4-(3-pyridyl)thiazoR2-yl]-4-(trifluormethyl)benzamidA3t)

Nach AAV13 wird N-(4-Bromthiazoi2-yl)-2-(p-tolylsulfonylamino)-(trifluormethyl)benzamid 72
78 mg; 0,15mmol; 1Aq.) zusammen mit-Byridinboronsaure (161g; 0,15mmol; 1Aq.) und Pd(PRJx
(17 mg; 0,013nmol; 0,1Aq.) bei 100C umgesetzt. Die Reaktionszeit betradt. Die Aufreinigung
erfolgt mittels SilicaFlashChromatographie (tHeptan/Essigester) undigFlashChromatographie.

Es werden 2mg (15 %) eines farblosen Feststoffs edral

ESIMS:m/z 519,3 [M+H]; HPLC15,12 min (>996) 'H-NMR (701 MHz; DMS@®):* 2.26 (s, 3H), 7.29
(d,3J = 8.0 Hz, 2H), 7.45 (s, 1H), 7.66X¢d; 8.0 Hz, 2H), 7.63 fd,= 8.2 Hz, 1H), 7.6%.72 (m, 1H),
7.95 (d3J = 8.1 Hz, 1H), 8.05 (s, 1H), 8.50)(¢,8.0 Hz, 1H), 8.68.69 (m, 1H), 9.22 (s, 1H), 10.29 (s,
1H), 12.98 (s, 1HHRMS: m/z 519.0732 [M+H]berechnet fUrGCsHisFN:O:S*: 519.0767.

7.4. Inhibitortestury

Alle Arbeitenin diesem Kapitalvurden von Mitarbeitern des IEIM unter Leitung von Prof. Dr. Michael

Naumann durchgefuhrt

7.4.1. Bestimmung der inhibitorischen Aktivitét der InhibitorenSTAMBPL1

Die inhibitorische Aktivitat der Verbindungen wurdahand der enzymatischen Restaktivitat der
Verbindungen ermittelt.Hierbei wurdeam IEIMdie Fluoreszenzintensitat durch die enzymatische
Spaltung von Ubiquitinsubstraten gemessaAls Substrat kam hierbei K&&rknlpftesTetraubiquitir-
Rhodamin110(Ub4K63 Boston Biochenzum Einsatz und die Bestimmungen wurdeneiner
Pufferldsung bestehend aus00mM Hepes (pH 8), 30BM NaCl, 0.26 Prionex, InM Tris(2
carboxyethyl)phosphin(TCER 2mM 4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid AEBSF bei einem
Volumen van 25 pldurchgefihrt. Zur Bestimmung der Restaktivitat wurde die Stammldsung mit
destillierten Wasser auf 50QM verdinnt sodas sich einefinale Konzentration von 100M ergab

5 ul der verdiinnten Stammlésung wurden jeweils mit 500 Substratuind 500nM STAMBPL(Boston
Biochen) versetzt und der Anstieg der Fluoreszenzintesitat mit einem 485 nm (Exitation) rirb20
(Emission) optischen ModubpectraMax M5, Molecular Devigegemessen. Die Intensitat wurde tber
einen Zeitraum von 1fin alle D s aufgezeichnet. Die initiale Reaktionsgeschwindigkeit entspricht

der Steigung des linearen Teils der jeweiligen Fluoreszenzintensiatskurve. Die jeweiligen Steigungen
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(bzw. initialen Reaktionsgeschwindigkeiten) wurden durch lineare Regression bestimmt.
Die Restaktivitat wurde durch das Verhéltnis der Reaktionsgeschwindigkeit der inhibierten Reaktion

(v) zur Reaktionsgeschwindigkeit zur nicht inhibierten Reaktigrbérechnet:

I
YQi 0 koOPQUL anno—

7.4.2. Bestimmung der inhibitorischeXktivitét der Inhibitoren fir verschiedetSRB und PLPro

Die inhibitorische Aktivitat der synthetisierten Verbindungenwurde am IEIM mittels
Fluoreszemntensitatsmessungen bestimmt. Hierbei wurde die Fluoreszenzintensitat durch die
enzymatischeSpaltung von Ubiquitinsubstrategemessenim Fallevon PLPro kam Monduiquitin-
Rhodamin11qUbM, Bostor) als Substrat zum Einsatz ymah Falle der USP8b4K63(Boston Life
Sensors

Alle Aktivitatsmessungen wurden in schwarzen-884l Platen (Corning in 100 nM HEPES-(4-(2-
HydroxyethyB1-piperazinyethansulfonsaurg pH8,0, 300nM NacCl, 2nM DTT(Dithiothreitol) und
0,2% (v/v) Prionex bei einem Volumen von 28ichgefiihrt.Zur Bestimmung der $&Werte wurde

die Stammldsung mit destillierten Wasser auf 100, 30, 10, 3 umll ¥erdiinnt. 5 pl der verdiinnten
Stammldsungen wurden mit der jeweiligen rekombinanten DUB (USBd&of): 50nm, USP2
katalytische DomaneBstor): 10nM, USP7Rostor): 10 nm oder PLPrd6gon): 50nM) auf die
Platten gegeben und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubi@nschlielBend wurde die Reaktion durch
Zugabe von Substrat (301 Ub4K63 bzw. 500 nM UbM) gestartet und der Anstieg der
Fluoreszenzintensitat mit einem 485 nm (Exitation) @ 2n (Emission) optischen ModupectraMax
M5, Molecular Devicésgemessen. Bilntensitat wurde Gber einen Zeaum von 10min alle 10s

aufgezeichnet.

Die initiale Reaktionsgeschwindigkeit entspricht der Steigung des linearen Teils der jeweiligen
Fluoreszenzintensitskurve. Die jeweiligen Steigungéozw. initialen Reaktionsgeschwindigkeiten)
wurden durch lineare Regression bestimrdur Bestimmung der i&Werte wurden die initialen
Reaktionsgeschwindigkeiten Uber die Inhibitorkonzentration aufgetagehdie 1G-Werte wurden
dabei als DreParameterSigmoid nach folgender Formel angepasst:
0 O
@

P

Hierbei ist X die Inibitorkonzentration,Y die initiale ReaktionsgeschwindigkeMax die initiale

Reaktionsgeschwindigkeit der nicht inhibierten Reaktid@o die Inhibitorkonzentration bei
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halbmaximaleiReaktionsgeschwindigkeit umdder HillKoeffizient. Es wirdalon ausgegangen, dass
das Enzynbeihohen Inhibitorkonzentrationekomplett inaktiviet wird. Die ParameteMax, |Go und

nwurden durch die Methode der kleinsten Quadrate mithilfe Rython library SciPy 1.7 B stimmt.

Die IG-Werte wurden ineinem bis funf unabhangigenExperimenten, jeweils in technischen
Duplikaten, bestimmt. Fidie Verbindunge®9f-h, 65b,h, 73d,i-m,0,p,s,t wurde jeweils ein einzelnes
Experimentdurchgefihrt, wahrend fur die Verbindungdia,c,d,f,g 65¢c-e, 73e,h,g,qjeweils zwei
Expeimente durchgefuhrt wurden. Fur die Verbindumgé3c,f,n und ML-364 wurden jeweils drei
Experimente durchgefihrt und fur die Verbindulde wurden finf Experimente durchgefihrt.

Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente richtete sich dabei nach der Magnitude und der Varianz

des initialen Experiments.

7.4.3. ImScreeningerwendete Verbindungen

Fur das STAMBPL Bcreeningwurden zwei verschiedene chemisch diverse Substanzbibliotheken
verwendet. Hierbei handelte es sich um d¢ONetSubstanzbibliothek voikey Organicsind die
ChemBridgeSubstanzbibliothekDie Aktivitat der Verbindungen wurdem IEIMunter den gleichen
Bedingungen wie in Kapit&l4.1beschrieben bestimmtedoch mit einer Inhibitorkonzentration von
500 pM

Fur das Mi364 Screeningvurden einerseits Verbindungen der SS#bstanzbibliothek de¥itasM
Laboratoryuntersuchtund zum anderen bekannte US#hibitoren. Fur das STBcreeningvurden die
Verbindungen mit einer Konzentration 1QM bei 20nM USP48 und.0OnM Ub4K63 eingesetzt.
Beim Screeningler USHnhibitoren kamen folgende Verbindungen zum EingaizauchTabelle28):
6-Thiogunain (AdooQ A4882), 1U1 (AdooQ A13209)3B4. (AdooQ A20371), NSC632839 (Selleck
S4922), HBX41108 (AddoQ A13352), P005091 (A448227), WP1130 (AdooQ A10988), SIER
(AdooQ A15238), GSK2643943 (MedChemExpresklHM8), HBX19818 (MedChemExpres HY
17540), USRIN-1 (MedChemExpress H$%709), EOAI3402143 (MedChemExpres¢ HY08), DUB
IN-3 (MedChemExpress ¥p07373)und BAY117082 (Selleck S2913ie Bestimmung der Aktivitat
wurde am IEIMbei 50nm USP48, 250m Ub4K63HKostor) und mit einer Inhibitorkonzentration von
100 pM in Duplikaten durchgefihrt.
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7.5. Computergestiitzte Methoden

Fur die verschiedenen computergestitzten Beraaingen wurden al§oftwareMolecular Operating
Environnmen{MOE, Versio202202, CCDC Software L¢, Genetic Optimization for Ligand Docking
(GOLD Version20202.0 CCDC Software Lf&, TmoleX4.4.0 (COSMOlogic GmbH & Co.)R&]
sowie dieopen sourceProgrammeDiffDock® und ColabFold? verwendet. MOE* wurde fiir die
Superpogion der Proteine und zur Visualisierung der Dekingergebnisse verwendet.
Die quantenmechanischen Berechnungen @&nerierung der elektrostatischen Potentiale wurde in
TmoleXe®#lvorgenommen. Hierzu wurdals DFIFunktional BP86 und als Basissatz8¥f(P), sowie
zusatzlich die DFID3 (BJKorrektur verwendef® Die elektrostatischen Potentiale wurden

anschliel3end auf der Isooberflache (Isowert = 0,0@@t)Elektronendichte visualisiert.

Far die Dockinguntersuchungen wurde zunadisSequenz der USPoméane detJniProtDatenbank
(Q86UVH°Y entnommen undanhand dieserin ColabFold? ohne Template eine Proteinstrulkt
generiert. Um die Bindetasche dieser Struktur zu identifizieren, wurden die Strukturen der
synthetisierten Inhibitoren pegimplified Molecular Input Line Entry SpecificatieMILESusammen

mit der .pdb Datei au€olabFold? in DiffDock! geladen und fur jede Verbindung Dockingpositioen
mit folgenden Parametern generiernterference steps20; Number of actual inference step$8;

Number of samplestO.

Die Verbindungen wurden anschlieRend erneut gedockt, wobei diesmal das Programri#“G@OhD
Einsatz kam. Hierzu wurde die Proteinstruktur abelabFold? als .pdb in GOLf geladen

Die Bindetasche des Proteins wurde im Rad/on10 A um den Tyrosinrestt14 herum definiert.

Die Struktur der Liganden wurde in M@Egeneriert und energieminimiert. AnschlieBend wurden
diese als .mol2 Dateien in GO*Iyeladen. Fur jeden Liganden wurden 20 Dockinglaufe durchgefuhrt,
dabei wurde kein vorzeitiger Abbrucleafly termination zugelassen. Als Scoringfunktion wurde
ChemScof®! verwendetund alstemplategold_serineprotease VDie Dockingexperimente wurden

mit rigiden Seitenketten durchgefuhrt.
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8. Verzeichnisse

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

°C

A

AAV
Abb.
Ac
AEBSF
AMSHLP
APCI
Aq.
Asn
Asp
ATP
Boc
brs

CDI
COMU

CSN
Cys

d
DBU
DCM
dd
DIPEA
DMF
DMSO
DTT
DUB
DUSP
El

E2

E3
EDC
ESI

Et
ges.
Gli1
GIn
Glu

HATU
HEPES

Grad Celsius

Angstrém

Allgemeine Arbeitsvorschriften

Abbildung

Acetyl

4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid
Associated molecule with the SH3 Domain of STAM like protease
Chemische lonisation bei Atmospharendruck
Aquivalent

Asparagin

Asparaginsaure

Adenosintriphosphat

tert-Butyloxycarbonyl

Breites Signal

1,1-Carbonyldiimidazol
[(2-Cyane2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamirmorpholino
carbeniumhexafluorophosphat]

COP9 Signalosom

Cystein

Dublett

1,8-Diazabicyclo(5.4.0)undeten
Dichlormethan

Dublett vom Dublett

Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Deubiquitinasen

Domain present in ubiquitispecific proteases
Ubiquitin-Aktivierungsenzyme
Ubiquitin-konjugierende Enzyme
Ubiquitin-Ligasen
N-(3-DimethylaminopropyhN'-ethylcarbodiimid
Elektrospray lonisation

Ethyl

Gesattigt

Glioma assoziiertes Oncoprotein

Glutamin

Glutaminsaure

Stunden

O-(7-Azabenzotriazel-yl)-N,N,N Nxtetramethyluroniumhexafluorphosphat

2-(4-(2-Hydroxyethyh1-piperazinyBethansulfonsdure
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Hh

His
HPLC
HRMS
HTS

1Go

IEIM
Ins
JAMM

Lsg.
Lys

m/z
MCPIP
Me

Met
MINDY
MIT
MJD
MKR1
MPN
MS
MW
NCS
NEDD8
NRS .
NLS
NMR
OoTuU
PEG
Ph

Phe
pKa
PLPro
PPPDE
PyBop
q

R

RA
Rho110
Rpnll
RT

S

SAR
SMILES

Hedgehog

Histidin
Hochleistungsflussigkeitschromatographie
Hochauflésende Massenspektrometrie
High-Throughput Screenings

Mittlere inhibitorischeKonzentration

Institut fir experimentelle innere Medizin
Insertation

JAB1/MPN/MQV34 proteases

Liter

Ldsung

Lysin

Molar entspricht mol/l

Multiplett

Massezu-Ladungsverhaltnis

Monocyte chemotactiproteirrinduced proteins
Methyl

Methionin

Novel motif interacting with ubiquiticontaining DUB family
N-Terminal microtubulénteracting and transport
MachadoJoseph disease domain superfamily
Mitogen-activated protein kinase phosphatase
GTerminale Mprlp und Padlp-términale Doméne
Massenspektrometrie

Mikrowelle

N-Chlorsuccinimid

Neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 8
Nuclearfactor kappa B

Nuclear localisation sequence
Kernspinresonanzspektroskopie

Otubain/ovarian tumordomain containing proteins
Polyethylenglykol

Phenyl

Phenylalanin

Logarithmischer Wert der Sdurekonstante Ka
Papain like protease

Permuted papain fold peptidases of dsDNA viruses and eukaryotes
Benzotriazofl-yl-oxytripyrrolidinophosphoniurrhexafluorophosphat
Quartett

Rest

Restaktivitat

Rhodaminl110

Proteasome 26Subunit, norATPase 14
Raumtemperatur

Singulett

StrukturWirkungsbeziehung

Simplified Molecular Input Line Entry Specification
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STAM Sgnal transducting adaptor molecule
STAMBPL1 STAM binding protein like 1
SUMO Snall ubiquitin-related modifier

T Temperatur
t Triplett
TBTU 2-(1H-Benzotriazotl-yl)-1,1,3,3tetramethylaminiumtetrafluorborat
TCEP Tris(2carboxyethyl)phosphin
TFA Trifluoressigsaure
THF Tetrahydrofuran
Tos Tosyl
Tyr Tyrosin
Ub Ubiquitin
UBD Ubiquitinbindedomé&ne
UBL Ubiquitin-like
UbM MonoubiquitinrRhodamin110
UCH Ubiquitin carboxyterminal hydrolase
USP Ubiquitin spezifischen Protease
Vo Reaktionsgeschwindigkeit zur nicht inhibierten Reaktion
Vi Reaktionsgeschwindigkeit der inhibierten Reaktion
ZUFSP Znfinger and UFSP domain proteins
Verweilzeit

8.2. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Mechanismus der Ubigiuitinierung. Ubiquitin Vorstufen werden von

Deubiquitinasen (DUBs) zu Ubiquitin gespalten. Dieses wird unteVYé&biPauch

auf E1 Ubertragen und von diesem an E2 weitergegeben. SchlieZlich bildet sich
ein Komplex mit der Ligase E3. Im hier gezeigten Beispiel wird das Ubiquitin zuerst
von E2 auf E3nd dann von E3 auf einen Lysinrest des Substrats Ubertragen. Es
gibt aber auch EBigasen, die nicht an Ubiquitin binden. In diesem Fall dient der
Komplex aus E2 und E3 zur Substraterkennung und Ubiquitin wird direkt von E2
auf das Substrat Ubertragen. D&JROnnen diesen Prozess ganz oder teilweise
riickgangig machen. Abbildung nach Harrigan étal................ccccoeeneennnn. 1

Abbildung 2: Verschiedene Formen der Ubiquitinierung sortiertach aufsteigender
Komplexitat. Abbildung naddEVISSERE alll ..........coooviiiiiei e 2

Abbildung 3: a) Oben: Nomenklatur des distalen und proximalen Ubiquitins. Unten:Ugxb
Endb-Aktivitat. b) Oben: Nomenklatur der Ubiquitinbindungsstellen. Das aktive
BSYGNXzy Aad Ffa {(dSNYy RIFENBSaGaSttido ! yiSyy
Bindestelle besitzt. Dies ermdglicht eine hohere BAkBvitat. Abbildung nach
MEVISSEBE Q11T ...t 4

Abbildung 4: Mechanismus von Cysteinprotease DUBs (a) und Metalloprotease DUBs (b).
Wasserstoffbrickenbindungen sind als -g#strichelte Linien dargestellt.
Abbildung NachMEVISSERL. @Il ..o 6

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Domanen von STAMBRLL.............c.ooooevviiininnne, 7
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Abbildung 6:

Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:
Abbildung 22:

Oben: Schematische Kristallstruktur der JAND®Mane von STAMBPL1 (Struktur
aus derProtein Data BanRDB: 2ZNR§3°3Umit Ins-1 (griin) und In (blau). Das
aktive Zentrum isblau hinterlegt. Unten links: Oberflache der JANIMmMane
mit Ins-1 (grin) und In® (blau). Unten rechts: Aktives Zentrum von STAMBRLB

Strukturender JAMMInhibitoren 1,16Phenanthrolin, Thiolutin und Capzimin.....9
Schematische Darstellung der Domanen von USP48Gaakemet allPol.............. 10

Links: Pharmakophor zu STAMBPL1 fir die Suche nach geeigneten
Inhibitorkandidaten. Rechts: Anzahl der Verbindungen nach jedem Schritt.
Uberarbeitete Abbildung@us unveroffentlichter Arbeit von Sebastian Wussow.12

Links: Pharmakophor fur USP48. Rechts: Anzahl der Verbindungen nach jedem

Schritt. Abbildung aus unverdffentlichter Arbeit von Sebastian Wussow......... 12
Struktur vON STKB93195........ueiiee et et e e e aae e e e e 14
Y 0T o] 1Y 5G] S 54
Oben: Struktur von USP48 generiert @dlabFoldUnten: Aktives Zentrum (gelb

unterlegt) und Bindetasche (blau unterlegt) von USP48...........ccccccvvvvvivinnnnn 61

Dockinglosungen aus DiffDock fir die Inhibitofgi (links oben),61e (rechts
oben),65c(links unten)73g(rechts unten). Gezeigt iggweils die Position 1/40...63

Die jeweils besten Dockingergebnisse (Position 1/20) der Inhibitoren: (85K|L
(b) 59f. Oben: Dockingposition in rigietasche mit Darstellung der
Proteinoberflache. Mitte: Dockingposition in Bindetasche ohne Darstellung der
Proteinoberflache. Unten: Schematische-RBrstellung der Bindetasche........... 64

Die jeweils besten Dockingergebnisse (Position 1/20) der Inhibitore@léajb)

65c Oben: Dockingposition in Bindetasche mit Darstellung der Proteinoberflache.
Mitte: Dockingposition in Bindetasche ohimarstellung der Proteinoberflache.
Unten: Schematische 2Darstellung der Bindetasche....................co oo, 65

Dockingergebnis (Position 1/20) des Inhibité8g Oben inks: Dockingposition in
Bindetasche mit Darstellung der Proteinoberflache. Unten: Dockingposition in
Bindetasche ohne Darstellung der Proteinoberflache. Oben rechts: Schematische
2D-Darstellung der Bindetasche..........ccccviviiiiiiiiiiiiieiecceeeeeeee e, 66

Elektrostatische Potentiale von Mi64 (links) und dem Inhibitor3g (rechts)
dargestellt Uber die Einfarbung der Isooberfliche der Elektronendichte
(Isowert=0,001); rot: negatives elektragisches Potential
(Elektroneniiberschuss);  blau: positives  elektrostatisches  Potential
(EleKtrone@ndefiZit)...........eeeieeiiiee e 66

Oben: Superposition von USP7 (blauBPBNR)®®% und USP48 (grau). Unten
links: Bindetasche von USP7 (blau, PDB 38RR)nd USP48 (grau) im Vergleich.
Mitte rechts: Struktur des cokristallisierten USP7 Inhibitof6. Unten:
Bindetasche von USP7 (PDB 5% ®)mit dem Inhibitor76 (weiR)...................... 68

Vergleich der Sequenzen von verschiedenen USPs und PLPro. Die Sequenzen
wurden der UniProt Datenbaffk entnommen und mit Clustal Omed&!

ML-364 und die beiden aktiveh Inhibitoren73und 73;........cooooviiiiiiiiieiiiii, 71
Screenindditsfiir USP48 gefunden vadHANet all® ..o 71
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9. Anhang

9.1. Screeningergebnisse bekannter tUtibitoren

Tabelle28: Strukturen und Screeningergeisseder untersuchten USHhibitorenbei 100uM Inhibitorkonzentration
Struktur Name Target 1Gso fUIr RA
Target USP48
[uM] (%]
0 USPAN-1 USPPS] 77198 123
Cl N
\j N
L0
0 OH
(\)o EOAI3402143 USP9X/USP24/USPb 1,67 113
N

Iz

O GSK2643943, USP2(§8%] 0,16% 107
. =

o SJBD43 USSP 0,544100 129

0 P005091 Uspito 4,2 (EC50fY 106

o NSC632839  USP2/USP7/SENPZ  45/37/9,8102 112
(Ecs0)
N
H

— NQ U1 USP1403] 4,71103] 117
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HBX 19818 uspo4 28,1
6-Thioguanine USPZPLprd'® 40/25[105]
ML-364 uspl 1,171

BAY 117082 USP7/USP248! 0,19/0,96106]
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9.2. 'THNMR Spektren ausgewahiter STAMBPLL1 Inhibitoren
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