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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) sind fiir die Bildung von Proteinnetzwerken von
entscheidender Bedeutung, beispielsweise in der Signaltransduktion oder der Apoptose. Die
Interaktionen der Proteine werden durch PPI-Doménen realisiert. Inhibitoren von PPIs
werden wie z.B. Paclitaxel bereits klinisch fiir die Krebstherapie eingesetzt. AuBBerdem sind
verschiedene Krankheiten mit Fehlfunktionen im Auf- bzw. Abbau von Proteinnetzwerken
assoziiert, so dass Inhibitoren fiir die entsprechenden PPI-Dominen einen entscheidenden
Beitrag zur Aufklirung dieser Fehlfunktion bzw. zur Therapie leisten konnen.

Eine der am weit verbreiteten PPI-Domédnen ist die Postsynaptic density 95/Discs
large/Zonula occludentes-1 (PDZ)-Doméne. In dieser Arbeit wurde die PDZ-Domine des
Proteins Shank3 ndher untersucht. Dieses Protein ist das zentrale Geriistprotein in der
exzitatorischen Synapse. Besonders die PDZ-Doméne ist flir die Lokalisation des Proteins
essenziell. Mutationen des Shank-Gens wurden im Zusammenhang mit Autismus beobachtet.
Eine signifikant geringere Menge des Shank-Proteins wurde bei Alzheimerpatienten
nachgewiesen. Selektive Liganden dieser PDZ-Doméne konnen wesentlich zur Aufkldrung
der Mechanismen dieser Krankheiten beitragen

Um Liganden fiir die Shank3-PDZ-Doméne zu finden, wurde eine Fluoreszenzpolarisation
(FP)-Assay etabliert und fiir das Screening der ChemBioNet-Bibliothek verwendet.
Tetrahydrochinolinderivate wurden als aktive Verbindungen identifiziert. Die Synthese und
Untersuchung einer fokussierten Bibliothek von Chinolinderivate ergab insgesamt vier aktive
Verbindungen (K-Werten von 10 — 70 uM). Die Ergebnisse der Struktur-Aktivitits-
Beziehungs (SAR)-Studie konnten durch die Kristallstruktur der Shank3-PDZ-Doméne im
Komplex mit einem der Tetrahydrochinolinderivate  erkldrt werden. Die
Selektivitdtsuntersuchung, durchgefiihrt an den PDZ-Doménen von DVL3, PSD-95 und
Syntrophin, zeigte eine breite Aktivitit der Chinolinderivate.

Um selektivere Inhibitoren zu erhalten, wurden diverse Fragmente (aus dem virtuellen
Screening bzw. dem Screening einer Fragmentbibliothek) und ein Peptidmimetikum
untersucht. Das Peptidmimetikum, in dem das C-terminale Carboxylat durch ein Tetrazol
substituiert war, zeigte wie die Fragmente eine geringe Affinitét (K; > 300 uM).

Das zweite untersuchte Protein, das DVL-Protein, ist ein essenzieller Teil des kanonischen
Wnt-Signalwegs. FEine permanente Aktivierung dieser Signalkaskade wurde bei diversen
Krebserkrankungen beobachtet. Aullerdem ist bekannt, dass das Fehlen der PDZ-Domine des
DVL-Proteins den Wnt-Signalweg herunterreguliert. Inhibitoren dieser PDZ-Doméne sollten
folglich den gleichen Effekt erzeugen.



Zusammenfassung

Aus Vorarbeiten waren Anthranilsdurederivate als Inhibitoren fiir die DVL3-PDZ-Doméne
bekannt. Es wurden weitere Derivate synthetisiert, die Kp-Werte von bis zu 7 uM aufwiesen.
Fir einen dieser Liganden konnte eine selektive Bindung an die DVL3-PDZ-Domine
gegeniiber der DVL1-PDZ-Domine nachgewiesen werden. Durch Kristallstrukturen von zwei
Liganden jeweils im Komplex mit der DVL3-PDZ-Doméne konnte der Bindungsmodus
aufgeklirt und damit eine Erklarung fiir die Selektivitit geben werden.

Die hier beschriebenen Liganden der PDZ-Doménen von Shank3 und DVL3 =zeigten
Affinitdten im unteren mikromolaren Bereich (K; = 10 uM fiir die Shank3-PDZ-Doméne und
Kp="7 uM fiir die DVL3-PDZ-Domaéne).

AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Interaktion mit der Carboxylatbindungsstelle der PDZ-
Doméne fiir die Bindung unabdingbar ist. Gelingt es zusétzliche Interaktionen, beispielsweise
entlang der Peptidbindungsspalte, zu generieren, sollte eine Erhdhung der Affinitit bis in den

nanomolaren Bereich moglich sein.
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Abstract

Protein-protein interactions (PPIs) are important for the formation of protein networks, e.g. in
signal transduction or apoptosis. The interactions of proteins are mediated by PPI domains.
Inhibitors of PPIs, e.g. Paclitaxel are already in use for cancer therapy. Furthermore,
problems concerning the formation or degradation of protein networks are interconnected to
several diseases. Inhibitors for these PPI domains are useful as therapeutics as well as tool
compounds to elucidate the mechanism of such diseases.

One of the most widespread PPI domains is the Postsynaptic density 95/Discs large/Zonula
occludentes-1 (PDZ) domain. In the present work the PDZ domain of the protein Shank3 was
the subject of investigation. The Shank protein is the central scaffold protein of excitatory
synapses. Especially the Shank PDZ domain is crucial for the localization of the protein
within the synapse. Mutations in the Shank gene are linked to autism spectrum disorders. A
significant reduction of Shank contents in the synapse is reported for Alzheimer patients.
Selective inhibitors of the Shank PDZ domain could be used as tool to clarify the mechanisms
of these disorders.

In order to screen the ChemBioNet library a homogeneous binding assay based on
fluorescence polarization (FP) was developed. The screening revealed tetrahydroquinoline
derivatives as ligands for the Shank3 PDZ domain. After synthesizing and analyzing a
focused library of quinoline derivatives four compounds showed activity (K; values between
10 and 70 uM) in regard to the Shank3 PDZ domain. The result of a structure activity
relationship study was completely confirmed by the crystal structure of the Shank3 PDZ
domain in complex with a tetrahydroquinoline derivative of the focused library. Binding
studies of the active compounds using the PDZ domains of PSD-95, Dishevelled 3 (DVL3)
and syntrophin were performed. All tested compounds showed bindings to several PDZ
domains.

To obtain selective ligands several fragments derived from a virtual screening and a screening
of a fragment library were tested. Additionally a peptide analogue with a C-terminal tetrazole
as a known isoster of a carboxylate was synthesized and tested. It showed as well as the
fragments weak binding to the PDZ domain (peptide analogue: K; = 372 uM; best fragments
K;=300 uM).

The DVL3 protein was the second one investigated in this work. DVL is a crucial part of the

canonical Wnt signaling. A permanent activation of this signaling cascade was observed in
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cancer. It is known that the absence of the PDZ domain in DVL results in a down-regulation
of Wnt signaling. Inhibitors of the PDZ domain should cause the same effect.

From previous work, it is known that anthranilic acid derivatives are ligands for the DVL3
PDZ domain. The synthesis of derivatives revealed compounds showing Kp-values up to 7
uM. One of these compounds showed selectivity towards the DVL1 PDZ domain. The crystal
structures of two ligands in complex with the DVL3 PDZ domain revealed the binding mode
and explained the selectivity.

The ligands identified in this work showed affinities in the lower micromolar range (K; = 10
puM for the Shank3 PDZ domain and Kp = 7 uM for the DVL3 PDZ domain). The

It can be summarized that an interaction with the carboxylate binding loop of the PDZ
domain is crucial for binding of a ligand. It should be possible to generate a nanomolar

affinity, if additional interactions could be produced.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Protein-Protein-Interaktion

In nahezu allen zelluldren Prozessen spielen Protein-Protein-Interaktionen (PPI) eine wichtige
Rolle. Die Bildung von Protein-Komplexen beeinflusst eine Vielzahl von Abldufen in der
Zelle, wie beispielsweise die Signaltransduktion, die Stabilitit des Cytoskeletts oder den
programmierten Zelltod (Apoptose).!'"*! Die vielfiltigen Einfliisse der PPIs auf die Vorginge
in der Zelle machen sie zu einem vielversprechenden Ziel der Wirkstoffforschung. Ein
weiterer Vorteil der Inhibition von PPIs ist, dass durch das spezifische Vorkommen der
jeweiligen Proteine in bestimmten Zelltypen auch eine Spezifitét hinsichtlich der Zellen bzw.
des Gewebes erreicht werden konnte.”! So kommen beispielsweise die Shank-Geriistproteine
hauptsichlich im Gewebe des zentralen Nervensystems vor.'® Ein spezifischer Ligand fiir das
Shank-Protein sollte deshalb auch nur im zentralen Nervensystem Wirkung zeigen.

Bei den derzeit klinisch eingesetzten Inhibitoren von PPIs handelt es sich insbesondere um
Verbindungen auf der Grundlage von monoklonalen Antikérpern.”"”! Es werden aber auch
kleine Molekiile, wie die Gruppe der tubulinbindenden Substanzen, vor allem in der
Krebstherapie eingesetzt. [

Tubulin ist ein Protein, welches durch Polymerisation die sog. Mikrotubuli bildet. Diese
Mikrotubuli sind als Teil des Cytoskeletts an einer Reihe von zelluliren Aufgaben, wie der
Aufrechterhaltung der Zellform und der Mitose, beteiligt.'”) Wihrend der Mitose werden die
Mikrotubuli des Zellskeletts zum Spindelapparat umgebildet. Der Spindelapparat ist essentiell
fiir die Trennung der Chromatiden zu den Tochterchromosomen und die gleichmifBige
Aufteilung dieser auf die beiden neu gebildeten Zellen.!'"! Durch die Bindung von Tubulin-
Liganden kommt es zur Beeinflussung der normalen Bildungs- bzw. Abbau-Dynamik der
Mikrotubuli und damit auch zu einer direkten Modulation der Mitose. Auf dieser
Mitosehemmung beruht der Einsatz als Krebsmedikament."™

Die drei Hauptklassen der Tubulin-bindenden Wirkstoffe — Vincaalkaloide, Taxane und
Colchicin — koénnen in Mikrotubuli stabilisierende und destabilisierende Verbindungen
eingeteilt werden. Die Vincaalkoloide und die Colchicinderivate behindern den Aufbau der
Mikrotubuli bzw. bewirken eine Destabilisierung und damit einen Abbau selbiger, wihrend
die Bindung von Taxanen an Tubulin zu einer Stabilisierung der Mikrotubuli fiihrt."*!

Bei den Vincaalkaloiden, Taxanen und Colchicin handelt es sich um pflanzliche

Sekundirmetabolite. Vinblastin (I, Abb. 1.1), ein Vertreter der Vincaalkaloide, wurde aus

1
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dem Madagaskar-Immergriin (Catharanthus roseus auch Vinca rosea genannt) isoliert und
wird unter anderem als Velban™ von Eli Lilly vertrieben.!'?! Paclitaxel (II, Abb. 1.1), ein
Naturstoff aus der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) wurde von Bristol-Myers Squibb unter
dem Namen Taxol® auf den Markt gebracht.!"¥ Colchicin (III, Abb. 1.1) wurde zur

Behandlung von Gichtpatienten verwendet. Ein Finsatz als Krebsmedikament findet aber,
12]

wahrscheinlich auf Grunde der starken Toxizitét, bisher nicht statt.[

Iz

I (Vinblastin) II (Paclitaxel)

III (Colchicin)

Abb. 1.1 Strukturen der Tubulin-Liganden Vinblastin (I) — ein Vincaalkaloid, Paclitaxel (II) — ein Taxan und
Colchicin (III).

Jede der in Abb. 1.1 gezeigten Substanzen bzw. deren Derivate binden an separate Stellen des
Tubulins und modulieren so die PPI mit den anderen Tubulinmolekiilen.®-"*

Die chemotherapeutisch eingesetzten Naturstoffe Vinblastin (I) und Paclitaxel (II) werden
auf Grund ihrer GroBe durch Injektionen verabreicht. Dieses gro3e Molekulargewicht von
jeweils mehr als 800 g/mol (I: M = 811 g/mol; II: M = 854 g/mol) gibt ein generelles
Merkmal von PPI-Dominen wider. Im Gegensatz zu Enzymen besitzen PPI-Doménen in den

meisten Féllen keine wohl definierte Bindungstasche. Bei der Interaktionsstelle handelt es
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sich viel mehr um eine wenig strukturierte und sehr grofle ,,Bindungsfliche® mit
Ausdehnungen von bis zu 1600 A%
Diese Ausdehnung kann insofern problematisch sein, weil ein Molekiil den Lipinski-

Regeln!'*!

entsprechen sollte, um oral verfligbar zu sein. Das heif3t, neben den Anforderungen
an die Anzahl von Wasserstoffbriicken-Donoren (maximal 5) und Akzeptoren (maximal 10),
sowie an den Verteilungskoeffizienten log P (kleiner 5) sollte die molare Masse 500 g/mol
nicht iiberschreiten.'¥ Die fiir eine Bindung benétigten Interaktionen, welche sich beim
nativen Bindungspartner iiber die gesamte Kontaktfliche verteilen konnten, miissen folglich
mit einem kleinen Molekiil (M < 500 g/mol) eingegangen werden. Aus diesem Grund galten
PPI-Doménen in der Wirkstoffforschung lange als nicht adressierbar und stellen auch heute
noch sehr schwierige Ziele dar.!"”

Mitte der 1990er Jahre konnte die Gruppe um WELLS zeigen, dass die Bindungsenergie nicht
gleichmiBig liber das Interaktionsfldche verteilt ist. Einen energetischen Beitrag zur Bindung
leisten nur wenige, vorwiegend geladenen Aminosduren, die sogenannten /ot spots.'*!'7]
Diese Entdeckung wurde bei der Untersuchungen der Bindung des human growth hormone
(hGH) an das human growth hormone binding protein (hGHbp) gemacht. Die Kontaktfliche
der beiden Proteine ist etwa 1300 A? groB und wird auf Seiten des hGH durch 31" bzw. am
hGHbp durch 33 Aminosduren!'” gebildet. Durch den Austausch jeweils einer der in der
Interaktionsstelle lokalisierten Aminosduren gegen Alanin, wurden die individuellen
Bindungsbeitrage ermittelt. Auf diese Weise konnten fiir das hGH acht und fiir das hGHbp elf

6] §omit wird der GroBteil

Aminosduren als essentiell fiir die Bindung bestimmt werden.
der Bindungsenergie durch nur etwa ein Drittel der in der Kontaktfliche lokalisierten
Aminosduren erzeugt.

Um zu Gewdhrleisten, dass der Affinitdtsverlust zum nativen Bindungspartner nicht durch
andere mit der Mutation assoziierte Phinomene, wie beispielsweise die Anderung der
Oberflichenstruktur bis hin zu einer partiellen oder globalen Entfaltung des Proteins!™
hervorgerufen wird, ist es notig bei derartigen Versuchen die strukturelle Kontinuitdt zu
untersuchen.!"” Fiir hGH wurde die einheitliche Struktur der Mutanten und des Wildtyps
durch die Bindung von sieben verschiedenen monoklonalen Antikérpern, welche sensitiv auf
Konformationsinderungen reagieren, bestitigt.”” AuBerdem ist ebenfalls fiir den
hGH/hGHbp-Komplex beschrieben, dass umfangreiche Mutationen zu einer starken
Konformationsinderung fiihren konnen.”" Jedoch waren Mutationen von drei Aminosiuren

]

in Alanin ohne Auswirkungen auf die Struktur des hGH-Proteins®”, wie anhand von
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Kristallstrukturen belegt wurde. Es wird auBBerdem in der Literatur davon ausgegangen, dass
einzelne Alaninmutationen nicht zu einer Konformationsinderung des Proteins fiihren.”*”

Ein kleines Molekiil, welches diese hot spots adressiert, sollte in der Lage sein den nativen
Bindungspartner zu verdringen und mit diesem um die Bindungsstelle konkurrieren. Unter
anderem durch die Entdeckung der hot spots wurde verstiarkt nach Inhibitoren fiir PPIs
gesucht. Es konnte durch verschiedene Beispiele gezeigt werden, dass sowohl Peptide und
Peptidmimetika als auch kleine Molekiile in der Lage sind an PPI-Doménen zu binden. Im

Folgenden werden einige der bekanntesten PPI-Dominen eingehender betrachtet.

1.2 Protein-Protein-Interaktions-Domdnen

Die Kontakte zwischen den Proteinen werden durch kleine, in der Regel 40 bis 200
Aminosduren lange Proteinmodule, die sog. PPI-Doménen, vermittelt.”* N- und C-Terminus
der PPI-Doménen befinden sich typischerweise in rdumlicher N&he, so dass die
Ligandenbindungsstelle zuginglich bleibt, wenn die PPI-Doméne in ein groBeres Polypeptid
eingebunden ist.!"

Wie bereits in Abschnitt 1.1 beschrieben ist die Interaktionsfliche mit durchschnittlich
1600 A* im Vergleich zum aktiven Zentrum eines Enzyms sehr groB.l'* Die Affinititen mit
denen die nativen Interaktionspartner gebunden werden variieren von nanomolaren
Bindungen bis in den dreistelligen mikromolaren Bereich.™*!

Eine grobe Einteilung der PPI-Dominen kann anhand bevorzugter Bindungsmotive
vorgenommen werden. (Abb. 1.2) Als Beispiele fiir PPI-Doménen, welche an modifizierte
Peptidsequenzen z.B. phosphorylierte Tyrosin- bzw. Serinseitenketten binden, sind die Src
homology (SH2)-Domine®®., die Phosphotyrosine binding (PTB)-Domine*”! sowie die WW-

Domiine!*®

zu nennen (Abb. 1.2). Zu dieser Gruppe gehoren auch PPI-Doménen, die
methylierte  oder  acetylierte  Lysinseitenketten  (Chromo(Chr)-Doméne®®”  und
Bromodomine®®) bzw. ubiquitinylierte Proteine (ubiquitin interacting motive(UIM)-
Domine®') erkennen, die an dieser Stelle aber lediglich erwihnt werden.

Eine weitere Gruppe stellen PPI-Dominen dar, die bestimmte Aminosduresequenzen
erkennen. Dazu gehoren Doménen, welche polyprolinhaltige Sequenzen erkennen, wie die
Src homology (SH3)-Dominen”, WW-Domine™ und Enabled/VASP Homology I
(EVH1)-Domine®®. Zu dieser Gruppe werden auch die PSD-95/Discs-large/Zonula

occludens-1 (PDZ)-Doménen, welche C-terminale Aminosduren mit hydrophoben

Seitenketten binden, gezihlt**! (Abb. 1.2).
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Eine dritte Gruppe bilden PPI-Doménen, die in der Lage sind Homo- bzw. Heterooligomere
zu bilden. Zu dieser Gruppe gehdren neben den bereits erwdhnten PDZ-Domaénen, welche

[35

dimerisieren konnen auch die sterile alpha motive (SAM)-Dominen, die Homo- und

Heterooligomere bilden kénnen® (Abb. 1.2).

Bindungsmotiv PPI-Doménen

ww—
l ] {

modifizierte Peptide pTyr pTyr pSer

e
7 N 1 11

Aminosauresequenz RXXK PXXP FPPPP PPXY W-COH

swill—God
{ {
PPI-Domanen SAM

Abb. 1.2 Eine Auswahl von PPI-Doménen und deren bevorzugte Bindungsmotive bzw. Bindungspartner. (vgl.
[1]; X — beliebige Aminosédure, W — hydrophobe Aminosaure)

AuBer den genannten Gruppen von PPI-Dominen, auf die im Weiteren noch eingegangen
wird, existieren Domédnen, welche mit Nukleinsduren interagieren, wie z. B. die DNA
bindende Tubby-Domine.”” Phospholipide wechselwirken ebenfalls mit bestimmten PPI-
Doménen wie z. B. der pleckstrin homology (PH)-Domine.*® Die beiden letzten Gruppen
von PPI-Dominen werden hier nicht ndher betrachtet, sondern sind der Vollstdndigkeit halber
genannt.

Einige PPI-Dominen kénnen auf Grund der von ihnen bevorzugten Bindungmotive mehr als
einer Gruppe zugeordnet werden. Die WW-Domine ist beispielsweise in der Lage sowohl
phosphorylierte ~ Serinseitenketten zu  erkennen als auch mit prolinreichen
Aminosduresequenzen zu interagieren. Fiir PDZ-Doménen sind neben der Erkennung von C-
terminalen Aminosduren mit hydrophober Seitenkette auch Dimerisierungen mit anderen
PDZ-Dominen bekannt.

In den folgenden Abschnitten werden einige der genannten PPI-Doménen eingehender

besprochen.
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1.2.1 Phosphotyrosin und Phosphoserin bindende PPIs

Die Phosphorylierung von Proteinen stellt eine der wichtigsten Moglichkeiten zur Regulation
biologischer Prozesse in der Zelle dar. Bei der Phosphorylierung werden durch
Proteinkinasen Phosphatgruppen auf die Seitenketten von Tyrosin, Serin bzw. Threonin
iibertragen. Die so modifizierten Proteine werden dann durch PPI-Doménen wie die bereits
erwahnten SH2-, PTB- und WW-Domaénen erkannt. Diese drei PPI-Doménen werden im

Folgenden néher betrachtet.

1.2.1.1 Src homology (SH2)-Domiinen

Die SH2-Doméne ist aus etwa 100 Aminosduren aufgebaut. Diese bilden sieben (-Stringe
(BA-BD und BD'-BF) und zwei a-Helices (aA und aB) wie in Abb. 1.3A exemplarisch fiir

die SH2-Doméne des v-src Onkoproteins gezeigt.

Abb. 1.3 Struktur der SH2-Doméne des v-src Onkoproteins im Komplex mit dem Peptid H,N-pY L R V A-OH
(PDB: 1SHB). A: Gesamtansicht. B: Vergroflerung der Phosphotyrosininteraktionsstelle.

Die B-Strange BB-BF bilden ein zentrales (-Faltblatt, welches von den beiden Helices aA
und oB eingeschlossen ist. Dieses (-Faltblatt kann am zentralen (-Strang BD in zwei
verbunden f-Faltblétter unterteilt werden. Diese bestehen aus den B-Strangen PB-fD zum
einen und BD'-BF zum anderen®® (Abb. 1.3A). Der BA- und der PG-Strang interagieren mit
dem BB-Strang, bilden aber kein p-Faltblatt.”**

Die Bindung des Phosphopeptids erfolgt in den meisten Féllen senkrecht zum -Faltbatt der
SH2-Domine.” (Abb. 1.3A). Die Phosphotyrosinseitenkette ragt in eine Tasche, in der das
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Phosphat durch ein Netzwerk aus Wasserstoftbriicken gebunden wird. Die dazu benétigten
Aminoséduren sind in auf dem (B-Strang und im Schleifenbereich zwischen dem (B- und
dem PC-Strang lokalisiert. Das mit dem Phosphat interagierende Arginin des 3B-Strangs tritt
konserviert in allen SH2-Dominen auf®®”! (Arginin R 175 in Abb. 1.3B).

In dem konkreten Beispiel der v-src-SH2-Doméne (Abb. 1.3) wird das Phosphat durch
Interaktionen mit den Aminosduren Serin S177 und Threonin T179 aus dem Schleifenbereich
zwischen den (-Stringen B und PC, dem konservierten Arginin R175 und dem Arginin
R155 aus der a-Helix aA gebunden. Zusitzlich wird das aromatische System des
Phosphotyrosins durch Interaktionen des Amins von Lysin K203 aus dem BD-Strang und
dem omega-Stickstoff des Arginins R155 fixiert"”! (Abb. 1.3B).

Nicht-phosphorylierte Peptide werden ebenso wie Peptide, welche Phosphoserin oder

[401-42) peptide, welche

Phosphothreonin beinhalten nicht durch die SH2-Domine gebunden.
aus zum Phosphotyrosin C-terminal mindestens drei Aminosduren bestehen, sind die
kiirzesten Peptide die noch von SH2-Doménen erkannt werden. Phosphotyrosin allein wird

nicht durch SH2-Doménen gebunden.”

1.2.1.2 Phosphotyrosine binding (PTB)-Doméne

PTB-Doménen bestehen aus etwa 150 Aminosduren, die in zwei nahezu orthogonalen -
Faltblattern (B1-f7) und drei a-Helices (al-a3) angeordnet sind. Die beiden (-Faltblatter
werden jeweils durch vier (B1, p2', B3 und p4) bzw. drei p-Stringe (B5-p7) gebildet!**! (Abb.
1.4A).

Abb. 1.4 Struktur der PTB-Domine des Src homology-2 / collagen homology (Shc)-Adaptorproteins im
Komplex mit dem Peptid H,N-HITE N P Q pY F S D A-OH (PDB: 1SHC). A: Gesamtansicht. B:
Vergroferung der Phosphotyrosininteraktionsstelle.
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Das interagierende Peptid wird in einer Bindungsspalte zwischen dem (-Strang 5 und der
Helix a3 als antiparalleler $-Strang gebunden. Das Phosphotyrosin, welches in der B-Schleife
des gebundenen Peptides lokalisiert ist, interagiert im Beispiel der Shc-PTB-Doméne mit
Arginin R67 und Lysin K169'*! (Abb. 1.4B). Die an der Bindung des Phosphotyrosin
beteiligten Aminoséuren sind im Gegensatz zu den SH2-Doménen nicht konserviert.[*?) Der
peptidische Ligand wird hauptsidchlich durch Wechselwirkungen im Bereich des -Strangs
gebunden. Aus diesem Grund sind PTB-Doménen anders als SH2-Doménen in der Lage auch
nicht-phosphorylierte Peptide zu binden.” Fiir PTB-Dominen existiert ein gemeinsames
Bindungsmotiv, welches neben dem Phosphotyrosin bzw. Tyrosin ein Asparagin und ein

Prolin beinhaltet (N P X pY/Y; X — eine beliebige Aminosaure).[*”

1.2.1.3 WW-Domiinen

Die WW-Domine ist mit etwa 40 Aminoséduren eine der kleinsten PPI-Doménen. Der Name
WW-Domine leitet sich von zwei Tryptophanen, die konserviert in den WW-Doménen
auftreten, ab.l*"! Ein B-Faltblatt, bestechend aus drei B-Stringen, bildet die WW-Doménen'™®”
(Abb. 1.5A).

Abb. 1.5 Struktur der WW-Doméne der Pinl Peptidyl-prolyl-cis-trans-Isomerase im Komplex mit dem Peptid
HoN-Y pS P T pS P S-OH (PDB: 1F8A). A: Gesamtansicht. B: VergroBBerung der Phosphoserin-
Interaktionsstellen.

Es werden fiinf Gruppen von WW-Dominen, entsprechend der bevorzugten Bindungsmotive,

unterschieden. Alle fiinf Gruppen erkennen prolinhaltige Aminosiuresequenzen — Gruppe I:

PP XY, Gruppe II: P P L P, Gruppe III: P G M, Gruppe IV: pT / pS P und Gruppe V: P R.[**!

Die Gruppe IV benétigt fiir eine Bindung des Liganden zusétzlich ein Phosphoserin bzw.
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Phosphothreonin und kann deshalb zu den PPI-Doménen, welche phosphorylierte Peptide
erkennen, gezihlt werden.

Im Beispiel der Pin1-WW-Doméne (Abb. 1.5) wird ein Phosphoserin durch Interaktionen mit
den Seitenketten von Serin S16 und Arginin R17 sowie eine Wasserstoffbriicke zum
Riickgratamid von Serin S16 gebunden. Das zweite Phosphoserin interagiert mit Arginin R14
ist aber wesentlich schwicher in ein Wasserstoffbriickennetzwerk eingebunden!! (Abb.

1.5B).

1.2.2 Polyprolin bindende PPIs

Prolinbindende Dominen treten hdufig in Multidomén-Signalproteinen auf. Die Wichtigkeit
dieser PPIs wird dadurch unterstrichen, dass polyprolinhaltige Proteinabschnitte zu den
haufigsten Motiven im Drosophila melanogaster-Genom!™® bzw. zu den zweithdufigsten

[461148] gehoren.

Motiven im Caenorhabditis elegans-Genom
Die im Gegensatz zu den anderen 19 proteinogenen Aminosduren einzigartigen
Eigenschaften des Prolins, wie das sekundidre Amid in der cyclischen Seitenkette und die
relative Stabilitdt des cis-Isomers in Peptidbindungen, stellen eine Moglichkeit zur selektiven

[46]

Erkennung solcher Aminosduresequenzen dar. AuBlerdem bilden polyprolinhaltige

Aminoséduresequenzen sogenannte Polyprolin Type II-Helices (PPII-Helix), eine linksgéngige

helikale Struktur mit drei Aminosduren pro Drehung.[46]

1.2.2.1 Src-homology (SH3)-Domiinen

Die SH3-Dominen bestehen aus etwa 60 Aminosduren die zwei orthogonale 3-Faltblatter

(BA und BE-Strang bzw. BB- bis BD-Strang) und eine kurze Helix bilden!*”! (Abb. 1.6A).
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Abb. 1.6 Struktur der SH3-Domine der Abelson murine leukimia(ABL)-Tyrosinkinase im Komplex mit dem
Peptid H,N-AP TM P P P L P P-OH (PDB: 1ABO). A: Gesamtansicht. B: Vergroferung der Protein-
Peptid-Interaktionsstelle.

Die Aminosduresequenz P X X P (X-beliebige Aminosdure) ist die bevorzugte
Erkennungssequenz der SH3-Doménen.!**!

Im Beispiel der ABL-Tyrosinkinase wird das prolinhaltige Peptid als PPII-Helix gebunden.
Die nahezu parallel ausgerichteten, aromatischen Aminosaureseitenketten der SH3-Doméne
(Tyrosin Y11 und Y59 bzw. Tryptophan W41 und W54; Abb. 1.6B) bilden das Gegenstiick

(4] Die Interaktionen beruhen

zur PPII-Helix und werden in diese -eingeschoben.
hauptsichlich auf van-der-Waals-Kontakten.!*®! Wie am Beispiel der SH3-Doméne der ABL-
Tyrosinkinase gezeigt, werden lediglich zwei Wasserstoftbriickenbindungen (Asparagin N58

und Tryptophan W41) zwischen dem Peptidriickgrat und der SH3-Domine beobachtet*”

(Abb. 1.6B).

1.2.2.2 Enabled/VASP Homology 1 (EVH1)-Doméinen

Die EVHI1-Doménen bestehen aus etwa 115 Aminosduren und formen sieben 3-Strange (f1-
B7), die eine nicht geschlossene [-Fass-Struktur bilden. Abgeschlossen wird diese Fass-

Struktur durch die Helix a1, welche nahezu parallel zur Achse der Fass-Struktur verlduft™”

(Abb. 1.7A).

10



Einleitung

Abb. 1.7 Struktur der EVH1-Doméne des Ena/Vasp-like(EVL)-Proteins im Komplex mit dem Peptid H,N-E F P
P P P T-OH (PDB: 1QC6). A: Gesamtansicht. B: VergroBerung der Protein-Peptid-Interaktionsstelle.
Die PPII-Helix des interagierenden Peptides wird, wie schon fiir die SH3-Doméne
beobachtet, durch van-der-Waals-Kontakte mit konservierten, aromatischen Aminosduren
(Tyrosin Y16, Tryptophan W23 und Phenylalanin F78) der EVH1-Domine gebunden. Im
Beispiel der EVL-EVHI1-Domidne wird zusétzlich eine hydrophobe Tasche durch die
Seitenketten der Aminosduren Lysin K70, Asparagin N72, Glutamin Q80 und Arginin R82
gebildet, in die das Phenylalanin des peptidischen Liganden bindet™ (Abb. 1.7). Damit wird
die EVL-EVHI1-Domine der ersten Klasse der EVH1-Doménen (Bindungsmotiv: F P X W P;
X-beliebige Aminosdure, W-hydrophobe Aminosdure; jeweils hdaufig Prolin) zugeordnet. Die

zweite Klasse der EVH1-Dominen bindet bevorzugt Peptide mit dem Motiv P P X F.[*9]

1.2.2.3 WW-Dominen

Alle WW-Domiénen binden prolinhaltige Peptide und werden, wie in Abschnitt 1.2.1.3
beschrieben, entsprechend ihrer Erkennungssequenzen in fiinf Gruppen eingeteilt.

Eine Phosphorylierung des Interaktionspartners wirkt sowohl negativ als auch positiv
regulierend auf die Bindung. Eine Phosphorylierung kann fiir die Bindung essenziell sein, wie
fiir die WW-Domaéne von Pinl beschrieben (Abschnitt 1.2.1.3). Die Interaktion wird aber im

Fall der Phosphorylierung des P P X Y-Motivs der Gruppe I WW-Doménen unterbunden.!*®’

11
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Abb. 1.8 Struktur der WW-Domine von Dystrophin im Komplex mit dem Peptid HHN-NM TPYRSPPPY
V P-OH (PDB: 1EG4). A: Gesamtansicht. B: VergroBerung der Phosphoserininteraktionsstellen. Vom
gebundenen Peptid sind nur die Aminosduren S P P P 'Y V P-OH dargestellt.

In WW-Dominen wird das prolinhaltige Peptid, wie fiir die SH3- und EVHI-Doménen

beobachtet, durch van-der-Waals-Bindungen mit der PPII-Helix gebunden. Die

Bindungsstelle wird ebenfalls durch aromatische Seitenketten generiert. Im Beispiel der

Dystrophin-WW-Doméne handelt es sich um Tyrosin Y72 und Tryptophan W83 (Abb.

1.8B). Die Interaktionsstelle fiir die PPII-Helix ist im Vergleich zur SH3-Doméne aber

wesentlich kleiner, so dass die fiir die Bindung benétigten prolinhaltigen Motive ebenfalls

kleiner sind. !

1.2.3 Oligomerbildende PPIs

Die Oligomerisation von Proteinen stellt die Plattform fiir die Bildung von Proteinkomplexen
bzw. Proteinnetzwerken dar. Diese Netzwerke sind fiir die Organisation der Zelle und die
Signalweiterleitung von entscheidender Bedeutung. Im Folgenden werden zwei Beispiele fiir

oligomerbildende PPIs beschrieben.

1.2.3.1 Sterile alpha motive (SAM)-Domiinen

Die SAM-Domine besteht aus etwa 70 Aminosduren, welche in fiinf a-Helices (al-a5)

angeordnet sind. (Abb. 1.9A)

12
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Abb. 1.9 Struktur der SAM-Doméne des Geriistproteins Shank3 (PDB: 2F3N). A: Gesamtansicht. B: Draufsicht
auf die durch die Shank3-SAM-Domine gebildete helikale Struktur. C: Seitenansicht der Helix.

Es ist eine Vielzahl von Interaktionspartnern fiir die SAM-Domine bekannt, wie z. B.
Kinasen oder RNA. Vor allem sind diese PPI-Doménen aber in der Lage zu
polymerisieren.””

Ist dies der Fall, so kommt es zur Ausbildung einer helikalen Struktur.”***"! Im Beispiel der
SAM-Domine des Geriistproteins Shank3 handelt es sich um eine links-gédngige Helix mit
sechs SAM-Dominen pro Drehung, einem Anstieg von etwa 40 A pro Drehung und einem
Durchmesser von etwa 70 AP (Abb. 1.9B und C). Die Polymerbildung wird nicht durch die
anderen Proteinteile von Shank3 gestort, sondern bewirkt vielmehr die Bildung einer

ausgedehnten Interaktionsplattform."

13



Einleitung

1.2.4 PDZ-Domiinen

Die PDZ-Doménen bilden den Fokus dieser Arbeit und werden darum im Folgenden genauer
betrachtet.

Bei PDZ-Dominen handelt es sich um PPI-Dominen die typischerweise in Multidomén-
Gerlistproteinen auftreten. Sie gehdren zu den am weitest verbreiteten PPI-Doménen. Es sind

[52

{iber 450 humane PDZ-Dominen in etwa 250 Proteinen bekannt.”?! Der Name leitet sich von

den ersten entdeckten Vertretern ihrer Klasse ab (PSD-95/Discs-large/Zonula
occludens-1).>)

PDZ-Dominen sind aus etwa 90 Aminosduren aufgebaut, welche sechs B-Stringe (BA-BF)
und zwei a-Helices (oA und aB) bilden. Die interagierenden Proteine, hauptsédchlich deren
C-Termini, binden zwischen dem (B-Strang und der aB-Helix. Dort bilden sie ein
antiparalleles -Faltblatt mit dem fB-Strang (Abb. 1.10A).

Die Schleife zwischen dem BA- und PB-Strang bindet das Carboxylat des interagierenden C-

Terminus’ liber Interaktionen mit dem Protein-Riickgrat und wird deshalb als carboxylate

binding loop bezeichnet (Abb. 1.10B).

Abb. 1.10 Struktur der dritten PDZ-Doméne von PSD-95 (PDB: 1BE9). A: Typische Struktur einer PDZ-
Domaéne mit peptidischem Liganden (dunkelblau) in der Bindungsspalte zwischen Strang B und
Helix aB. B: Interaktionen des Carboxylats des peptidischen Liganden mit dem carboxylate binding
loop (G322 - F325). Wasserstoffbriickenbindungen sind als graue Strichlinie dargestellt.

Die Position der Aminosduren des Liganden werden mit Py fiir die C-terminale Aminosédure
und P_;, P, usw. fiir die in Richtung des N-Terminus’ folgenden Aminosiuren angegeben!>"!

(Abb. 1.10B).
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Eine Einteilung der PDZ-Dominen in drei Klassen (Klasse I, II und III) findet auf Grund der
von ihnen bevorzugten Bindungsmotive statt. Entscheidend fiir die Spezifitit und damit fiir

die Einteilung sind die Aminosduren in den Positionen Py und PP (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1 Klassifikation der PDZ-Doménen entsprechend der Spezifitét fiir C-terminale Peptide

Klasse C-terminale Interagierendes Protein PDZ-Protein Ref.
Sequenz

Klasse I

X-S/T-X-¥  E-S-D-V NMDA-Rezeptor 2A, B PSD-95 (PDZ 2) [56]
Q-T-R-L GKAP Shank [57]

Klasse 11

X-W-X-¥ E-Y-Y-V Neurexin CASK [58]
D-V-P-V ErbB2 Erbin [59],[60]

Klasse 111

X-D/E-X-¥  V-D-S-V Melatonin Rezeptor nNOS [61]
G-E-P-L KIF17 mLIN10, Mintl, X11  [62]

X — beliebige Aminosdure; W — hydrophobe Aminosaure

PDZ-Dominen der Klasse I bevorzugen ein Serin oder Threonin in der P, Position. Die
Préiferenz wird durch ein konserviertes Histidin in der Helix aB verursacht (Abb. 1.10B,
H372).

Wihrend die Aminosduren in Position Py und P, einen GroBteil der Bindungsenergie
realisieren, leisten die Aminosduren des peptidischen Liganden ab Position P_; in Richtung N-
Terminus (P3, P4 usw.) einen groferen Beitrag zur Selektivitit, da diese mit nicht
konservierten Resten der PDZ-Domine interagieren.>!

Wie bereits erwdhnt binden PDZ-Doménen hauptsichlich C-Termini interagierender
Proteine.'®! Es sind jedoch auch Beispiele fiir die Bindung von internen Proteinsequenzen
bekannt. Hier ersetzt meist eine Glutaminsdure- bzw. Asparaginsdure-Seitenkette den C-

Terminus.**"%!  Bei

der Oligomerisierung von PDZ-Dominen bindet eine f-
Haarnadelstruktur an die interagierende PDZ-Doméne. Diese p-Haarnadelstruktur liegt der
kanonischen Peptidbindungsspalte gegeniiber und imitiert das Bindungsmotiv der

35364 Auf diese Weise kommt es zu einer sogenannte head-to-

entsprechenden PDZ-Doméne.
tail Oligomerisierung. Die Bindung von Lipiden an PDZ-Dominen wurde ebenfalls

beobachtet*" 7] (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11 Bindungsmodi der PDZ Doménen.

1.3 Liganden von PPI-Domdinen

1.3.1 Uberblick

In diesem Abschnitt wird ein kurzer Uberblick iiber Liganden fiir eine Auswahl der bereits
beschriebenen PPI-Doménen gegeben.

Wie bei Enzymen auch existieren diverse Mdglichkeiten, um kleine Molekiile als Liganden
fiir PPI-Doménen zu identifizieren. Die Strategien zur Entwicklung von Inhibitoren konnen in
vier Gruppen gegliedert werden.'®™ Dazu gehoren zum einen die Modifizierung bereits
bekannter, aktiver Substanzen und zum anderen das Screening von Substanzbibliotheken. Der
dritte Ansatz beruht auf der Beobachtung von biologischen Effekten im Mensch oder Tier die
durch vorher verabreichte Substanzen hervorgerufen wurden. Diese Effekte werden
beispielsweise in der Ethnopharmakologie bzw. der Volksmedizin oder auch als
Nebenwirkungen bei Medikamenten festgestellt. Bei der vierten Variante handelt es sich um
das gezielte Entwerfen (rational design) von Liganden. Diese computergestiitzten Methoden
der Inhibitorentwicklung beruhen auf der Kenntnis der dreidimensionalen Struktur des
Wirkstoffziels bzw. eines Liganden.[®®

Eine zusitzliche Alternative um Liganden fiir PPI-Doménen zu erhalten stellen Peptide dar,
deren Aminosduresequenzen nativen Interaktionspartnern entsprechen bzw. durch den
Austausch einzelner Aminosduren aus diesen hervorgingen.

Bedingt durch das gro3e Molekulargewicht und die Polaritét sind peptidische Liganden aber
nur begrenzt fiir den Einsatz in lebenden Systemen geeignet. So werden Peptide, abhingig
von ithrer Aminosduresequenz schnell verstoffwechselt. Der Abbau erfolgt durch Proteasen in

Blut, Gastrointestinaltrakt und diversen Geweben. Zudem werden Peptide iiber Leber und
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Nieren schnell wieder ausgeschieden und die Uberwindung der Zellmembran ist ebenfalls
problematisch. (7%

Die schlechte Zellgingigkeit von Peptiden kann durch das Verbinden mit sogenannten
zellpenetrierenden Peptiden verbessert werden. Prominente Vertreter der zellpenetrierenden
Peptide sind Nona-Arginin (R R R R R R R R R), Penetratin RQIKIWFQNRRMK
W K K) abgeleitet aus der Antennapedia Homéodomine von Drosophila melanogaster und
das Tat-Peptid (Y G R K K R R Q R R R) dessen Aminosduresequenz dem Humanen
Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) entspricht./”"

Das Tat-Peptid wurde unter anderem verwendet, um das Peptid IV, ein potentieller Wirkstoff
bei Ischdmien, zellpermeabel zu machen. Dieses Nonapeptid IV (K L SSTE S N V-OH)
entspricht der C-terminalen Aminosduresequenz der NR2-Untereinheit des N-Methyl-D-
Aspartat(NMDA)-Rezeptors. Diese ist ein Bindungspartner der zweiten PDZ-Doméne des
neuronalen Geriistproteins PSD-95."2 Der Ligand IV kénnte zur Behandlung von
Schlaganfillen eingesetzt werden und befindet sich bereits in klinischen Studien.”?""* Die
potenzielle Einsetzbarkeit zur Verhinderung von ischdmischen Gehirnschiden ergibt sich
durch die Inhibition der Interaktion der PSD-95 PDZ-Doménen mit dem NMDA-Rezeptor
bzw. der PDZ-Domine der neuronalen Stickstoffmonoxid Synthase (nNOS).

Bei einer neuronalen Ischidmie, wie z. B. hervorgerufen durch einen Schlaganfall, kommt es
zu einer starken Ausschiittung von Glutamat. Das fithrt zu einer Aktivierung des NMDA-
Rezeptors und damit zum Einstromen von Ca”*-Ionen in die Zelle. Durch die Ca**-Ionen wird
nNOS aktiviert und bildet Stickstoffmonoxid, welches bei ldngerer Einwirkung die Zellen
schidigt.!"2H"!

Die Verbindung V (S31-M2001, Abb. 1.12), ein potenzieller Wirkstoff in der Krebstherapie,
ist ein Ligand der SH2-Doméne des Proteins signal transducers and activators of
transcription 3 (STAT3). Die STAT-Proteine bilden nach der Phosphorylierung bestimmter
Tyrosinseitenketten Dimere durch Interaktion des Phosphotyrosins mit der SH2 Doméne. Das
Dimer transloziert in den Zellkern und inititert dort die Gentranskription. Eine
Hyperaktivierung von STAT3 wird bei verschiedenen Krebserkrankungen beobachtet. Die
Verbindung V (Abb. 1.12) wurde ausgehend von dem Peptid V/P pT L-OH am Computer
entworfen. Das Peptidmimetikum V stellt folglich ein Beispiel fiir die vierte Moglichkeit der

Ligandenentwicklung (rational design) dar.”
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V;ICsy=79 uM

Abb. 1.12 Struktur des Liganden S31-M2001 (V) der STAT3-SH2-Domine.[’¥

Der Ligand V (Abb. 1.12) bindet an die SH2-Doméne (/Csp = 79 uM) und inhibiert die

Dimerisierung des STAT3-Proteins. Die Aktivitit der Verbindung V konnte bereits in

Zellversuchen mit STAT3 abhingigen Krebszelllinien bestitigt werden.!”*!

Fiir SH3-Doménen existieren bisher nur peptidische Liganden, die durch die Untersuchung
von speziellen Substanzbibliotheken gefunden wurden.[”>!76]

peptidischen Liganden (VI, Abb. 1.13) der SH3-Doméne des Src-Proteins ist in Abb. 1.13

Ein Beispiel fiir einen

gezeigt. Das Src-Protein ist maflgeblich an der Resorption von Knochengewebe durch

Osteoklasten beteiligt und damit ein potenzielles Ziel der Osteoporoseforschung.!””!

NH,
o] o]
)LN PLPPLP-NH,
YooYy
o] o]

VI; Kp=3.4uM

Abb. 1.13 Ligand VI der SH3-Domine des Src-Proteins (P = Prolin, L = Leucin).”

Der Ligand VI bindet selektiv an die Src-SH3-Doméne (Kp = 3.4 uM) im Vergleich zur SH3-
Domine der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (Kp = 170 uM)."™

Ein weitere Verbindung, die das Src-Protein, allerdings die SH2-Domine, adressiert, ist die
Verbindung VII (AP22161; Abb. 1.14). Fiir den Liganden VII wurde ein /Cs)-Wert von 0.24
uM gemessen. Aullerdem war die Verbindung VII auch in Zellversuchen ohne Anzeichen fiir

eine Toxizitit in einem Bereich von 1.2 uM bis 100 pM, aktiv.!””!
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HO

VII (AP22161); IC5y=0.24 uM

Abb. 1.14 Ligand AP22161 (VII) der Src-SH2-Domiine.””!

Durch das Screening einer Substanzbibliothek wurde die Verbindung VIII (Stattic, Abb.

[ Das Molekiil ist ein selektiver

Inhibitor der SH2-Doméne von STAT3 (ICsp = 5.1 uM), wie bereits beschrieben einem

1.15) ebenfalls als Ligand einer SH2-Doméne identifiziert.

potenziellen Ziel in der Behandlung verschiedener Krebserkrankungen.!””!

JON;
O,N X

S
/o
(6]
VIII (Stattic); /Cs5p=5.1 uM

Abb. 1.15 Struktur des selektiven Inhibitors VIIT der STAT3-SH2-Domine.[”!

1.3.2 Liganden fiir PDZ-Domiinen

Nachdem exemplarisch Liganden fiir einige der in Abschnitt 1.2 beschriebenen PPI-Doménen
gezeigt wurden, wird im Folgenden ausfiihrlicher auf Inhibitoren von PDZ-Doménen
eingegangen.

PDZ-Dominen gelten wegen ihrer langen und flachen Bindungsspalte als schwierige
Wirkstoffziele.[*H®!] Bislang sind relativ wenige Liganden fiir diese PPI-Doménen

52],[72],[73],[82]-

bekannt.! ®7 Bei einem Grofteil der beschriebenen Verbindungen handelt es sich

um Peptide bzw. modifizierte Peptide.l”?H72HE2H7]

Kleine Molekiile, welche an PDZ-Doménen binden, adressieren in den meisten Féllen sowohl
der carboxylate binding loop als auch die hydrophobe Tasche in direkter Ndhe zur
Carboxylatbindungsstelle. Das ging aus Kristall- oder NMR-Strukturen der Proteine im
Komplex mit den Liganden bzw. aus Dockingexperimenten hervor. Eine Auswahl von PDZ-

Doménen-Liganden (IX - XIII) ist in Abb. 1.16 dargestellt.
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Abb. 1.16 Strukturen bekannter Liganden von PDZ-Doménen. Der mit dem carboxylate binding loop
interagierende Teil ist rot gekennzeichnet, eine blaue Markierung zeigt Molekiilteile an, die in die
hydrophobe Tasche zeigen. Die Verbindung IX bindet an die ALL-1 fusion partner on chromosome 6
(AF6)-PDZ-Domine”, die Substanzen X"”*!, X1 und X1I® sind Liganden fiir Dishevelled-PDZ-
Dominen. Die Verbindung XINPM*7 interagiert mit der PDZ-Domine des Proteins protein
interaction with protein C kinase Co (PICK1).

Die Interaktion mit der carboxylate binding loop erfolgt in den meisten Fillen durch ein
Carboxylat (X — XII) oder wie in Verbindung IX durch einen Heterocyclus der als
Carboxylatisoster fungiert.”” Die mit der Carboxylatbindungsstelle wechselwirkenden Teile
der Liganden IX — XII sind in Abb. 1.16 rot dargestellt.

Eine Ausnahme bildet die Verbindung XIII, da diese kein Carboxylat bzw. keine isostere
Gruppe aufweist. Nach Dockingexperimenten mit dieser Verbindung (XIII) fiillt der
aromatische Teil, in Abb. 1.16 blau dargestellt, die hydrophobe Tasche der PDZ-Doméne.
Die anderen Molekiilteile interagieren mit Aminosduren, die sich im weiteren Verlauf der

[96],[97

Bindungsspalte befinden. ] Eine Wechselwirkung mit dem carboxylate binding loop

wurde durch die Dockingexperimente ausgeschlossen.”*+°"!

Fir Liganden mit der grofSten Affinitdt zur jeweiligen PDZ-Doméne (X, XI und XIII)

t [931,[94],[96],[97

wurden Kp- bzw. K-Werte von etwa 10 puM bestimm ] Es sind aber auch

Liganden mit K»-Werten von bis zu 100 uM (IX) beschrieben® (Abb. 1.16).
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2 Aufgabenstellung

Die Entwicklung von Liganden bzw. Inhibitoren fiir PPI-Doménen stellt eine

98] Eg besteht dennoch ein intensives

Herausforderung in der medizinischen Chemie dar.
Interesse an der Entwicklung von Liganden fiir PPI-Doménen, da mit diesen gezielt die
Bildung von Proteinnetzwerken, die beispielsweise in der Signaltransduktion von Bedeutung
sind, beeinflusst werden kann.””!

Ziel dieser Arbeit war es Liganden fiir PDZ-Doménen zu identifizieren. Dazu wurden speziell
die PDZ-Dominen der Proteine Shank3 und DVL3 untersucht. Das Shank3-Protein ist
mallgeblich an der Organisation der postsynaptischen Dichte (PSD) in exzitatorischen
Synapsen beteiligt. Mutationen des Shank-Gens werden mit neuronalen Krankheiten, wie

[100,[101]

beispielsweise Autismus , in Verbindung gebracht. Das DVL3-Protein ist ein wichtiges

Protein im Wnt-Signalweg. Eine iibermédfige Aktivierung dieser Signalkaskade korreliert mit
diversen Krebserkrankungen, wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom.'*

Fir die Untersuchung einer Substanzbibliothek an der Shank3-PDZ-Domine war es
erforderlich einen hochdurchsatzfahigen Assay zu entwickeln. Die durch das Screening dieser
Bibliothek identifizierten Verbindungen sollten hinsichtlich der Affinitit gegentiber der
Shank3-PDZ-Doméne optimiert werden. Aus diesem Grund war es obligatorisch eine
fokussierte Bibliothek zu synthetisieren. Diese sollte es zusitzlich erlauben Aussagen iiber die
fir die Bindung relevanten Gruppen zu treffen. Eine weitere Aufgabe stellten die
Selektivitdtsuntersuchungen der aktiven Verbindungen mit anderen PDZ-Doménen dar.

Im zweiten Teil der Arbeit stand die Untersuchung der DVL3-PDZ-Domine im Fokus. Dazu
war es notig, wie fiir die Shank3-PDZ-Doméne, einen FP-Assay zu etablieren, um
anschliefend Liganden zu entwickeln bzw. zu optimieren. Fiir die Ligandenoptimierung
konnte auf bereits bekannte Inhibitoren der DVL3-PDZ-Doméne (Vorarbeiten durchgefiihrt
von N. KAMDEM, AG Oschkinat und A. KREUCHWIG, AG Krause, FMP, Berlin, D.
KOwWALSKI, Enamine Ltd.,, Kiew) zuriickgegriffen werden. Die Aufgabe der
Affinitétssteigerung dieser Liganden sollte durch strukturbiologische Untersuchungen
unterstiitzt werden (in Kooperation mit Y. ROSKE, AG Heinemann, MDC, Berlin). Fiir die
Steigerung der Affinitdit war es notig, Derivate der bereits bekannten Liganden zu
synthetisieren und diese hinsichtlich ihrer Bindung an die DVL3-PDZ-Domine zu

untersuchen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Die Synapse

Das Shank-Protein, dessen PDZ-Doméne einen Schwerpunkt dieser Arbeit bildet, wird
hauptsichlich im Zentralnervensystem (ZNS) exprimiert. Da das Protein fiir die Organisation
der Synapsen im ZNS wesentlich ist, wird im Folgenden insbesondere auf diese eingegangen.

Die Kommunikationsprozesse im ZNS beruhen auf der Interaktion von Neuronen. Neuronen
sind polare Zellen mit verschiedenen Fortsitzen fiir eingehende Informationen, den
Dendriten, und fiir die Signalweiterleitung, den Axonen.!'**}'%

Die Signalweiterleitung erfolgt an sog. Synapsen, den Kontaktstellen zwischen den
Nervenzellen. Diese sind selten direkt miteinander verbunden (elektrische Synapse). Ist das
doch der Fall, so spricht man von der elektrischen Synapse.

Die Weiterleitung der Signale wird im Allgemeinen durch Neurotransmitter, die in Vesikeln
der prasynaptischen Zelle gespeichert sind, realisiert. Diese werden durch Exocytose in den
synaptischen Spalt freigesetzt, wenn ein eingehendes Aktionspotenzial zur Offnung von
spannungsregulierten Calciumkanilen fiihrt und es somit zu einer Spannungsénderung in der

103

Zelle kommt.!"®! Auf Grund der Signalweiterleitung durch Neurotransmitter werden solche

Synapsen als chemische Synapsen bezeichnet.!'™

Im ZNS existieren inhibitorische Synapsen mit Rezeptoren fiir die Neurotransmitter Glycin
und y-Aminobuttersdure (GABA) und exzitatorische Synapsen mit Rezeptoren fiir den
Neurotransmitter Glutamat. Glycin und GABA binden an Chlorid-Kanal-Rezeptoren und
verursachen das Einstromen von Chloridionen. Das fiihrt zu einer lokalen Hyperpolarisation
der Zelle, die damit schwerer erregbar wird. Die Rezeptoren von Glutamat in exzitatorische
Synapsen wirken als Liganden fiir Natrium- oder Calciumkanéle. Durch das Einstromen von
Natrium- bzw. Calciumionen kommt es zu einer Depolarisierung und damit Erregung der
Zelle '

Die Rezeptoren in exzitatorischen Synapsen werden in metabotrope Glutamatrezeptoren
(mGluRs) und ionotrope Glutamatrezeptoren unterschieden. Die mGluRs vermitteln Signale
iber die Bindung von G-Proteinen an die Zelle. Im Vergleich zu ionotropen
Glutamatrezeptoren, die durch das Offnen eines Ionenkanals unmittelbar zu einem Effekt in
der Zelle fiihren (im Bereich von Mikrosekunden), ist die Wirkung von mGluRs langsamer

(im Bereich von Millisekunden).!'**!
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Ionotrope Glutamatrezeptoren werden entsprechend ihrer spezifischen, exogenen Agonisten
in NMDA- und o-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat (AMPA)-Rezeptoren

unterschieden, ' 0*+10%]

Prasynaptische Zelle

Prasynaptisches Gitt

Vesikel

N

N\
Spannungsregulierte Ca?-Kanéle

Synaptischer
Spalt

Zelladhdsionsmolekiile

Glutamatrezeptoren

=l

Abb. 3.1 Schematische Darstellung einer exzitatorischen Synapse.

Die korrekte Anordnung der Rezeptoren, Zelladhidsionsmolekiile usw. wird durch ein
Proteinnetzwerk direkt unterhalb der Zellmembran gewéhrleistet. In der priasynaptischen Zelle
wird dieses Proteinnetzwerk prasynaptisches Gitter genannt. Auf der postsynaptischen Seite
wird es als postsynaptische Dichte (postsynaptic density, PSD) bezeichnet!'*"'% (Abb. 3.1).
Bei der PSD handelt es sich um ein Proteinnetzwerk aus mehreren hundert Proteinen von

etwa 40 nm Stirke!'*®

, welches hauptsdchlich durch Interaktionen von PDZ-Domédnen
gebildet wird.'"”! Schematisch ist die PSD und auch das Proteinnetzwerk auf der
prasynaptischen Seite in Abb. 3.2 dargestellt. Wie aus dieser Abbildung (Abb. 3.2)
hervorgeht, ist das zentrale Protein bei der Organisation der PSD das Geriistprotein Shank!'*”,

welches im Weiteren genauer besprochen wird.
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Abb. 3.2 Schematische Darstellung des Proteinnetzwerkes einer exzitatorischen Synapse.

3.2 Das Geriistprotein Shank

Die Mitglieder der Shank-Proteinfamilie, es existieren drei Isoformen (Shankl, Shank2 und
Shank3), werden hauptsidchlich im ZNS exprimiert und sind in der PSD von exzitatorischen
Synapsen lokalisiert.!” Als typisches Geriistprotein besitzt Shank eine Vielzahl von PPI-
Doménen. Bei den Interaktionsdoménen handelt es sich, vom N-Terminus zum C-Terminus,
um multiple Ankyrin reapeats (Ank), eine SH3-Domine, eine PDZ-Domine, eine

ausgedehnte, prolinreiche Region und eine SAM-Domine!'* (Abb. 3.3).

prolinreiche Region
G PDZ SAM

Abb. 3.3 Schematische Darstellung des Shank-Proteins
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Fiir jede dieser Domédnen sind diverse Interaktionspartner bekannt. So wurde mit Hilfe von
pulldown-Experimenten eine Wechselwirkung der SH3-Domédne mit dem Protein GRIP
nachgewiesen.'”) Die SAM-Domine bildet wie in Abschnitt 1.2.3.1 beschrieben
Oligomere."™ Fiir das Shank3-Protein konnte die Bildung von ausgedehnten Ebenen, durch
die Polymerisation der SAM-Dominen (vgl. Abschnitt 1.2.3.1), nachgewiesen werden."!

Die prolinreichen Proteinabschnitte sind potenzielle Bindungsstellen fiir eine Reithe von PPI-
Doménen wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben. So wechselwirkt die C-terminale SH3-Doméne
des Proteins Cortactin mit dem prolinreichen Abschnitt des Shank-Proteins. AuBerdem bindet
Cortactin direkt an Aktin und verankert damit Shank und dessen Bindungspartner am
Cytoskelett.!"'”) Ein weiterer Ankniipfungspunkt an das Zellskelett stellt a-Fodrin dar. Dieses
bindet einerseits an die Ankyrin reapeats des Shank-Proteins und andererseits an Aktin.!''"
Das Protein Homer bindet durch eine EVHI1-Doméne an die prolinreiche Region von Shank.
Uber Homer, welches als , Briickenmolekiil“ fungiert, werden mGluRs mit Shank
verkniipft.''” Eine direkte Interaktion von mGluRs mit der Shank-PDZ-Domine wurde
ebenfalls beschrieben.!'"! Ein weiterer Interaktionspartner der Shank-PDZ-Doméne ist das
guanylate kinase-associated protein (GKAP), welches den PSD-95/NMDA-Rezeptor

111

Komplex an Shank bindet."'") Schematische sind die Interaktionen des Shank Proteins in

Abb. 3.4 dargestellt (siche auch Abb. 3.2).

AMPAR \ / NMDAR
PSD-95

GKAP

SN

Cortactin o-Fodrin

N

Aktin

GRIP

mGLuR

Abb. 3.4 Schematische Darstellung der Interaktion des Shank-Proteins.
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Shank fungiert demnach nicht nur als zentrales Geriistprotein der PSD, der Schnittstelle
zwischen membrangebundenen Rezeptoren und dem auf Aktin basierenden Cytoskelett.!"”
Es verbindet auch verschiedene Typen von Rezeptoren, wie mGlu-, NMDA- und AMPA-
Rezeptoren und verankert diese am Cytoskelett.!''"! (Abb. 3.2 und Abb. 3.4)

AuBerdem spielt das Shank-Protein eine entscheidende Rolle bei der Reifung dendritischer
Dornfortsédtze, Ausstiilpungen auf Dendriten von Nervenzellen an deren Spitze sich in den
meisten Fillen eine Synapse befindet. Speziell die Interaktion der Shank PDZ-Doméne mit
dem Protein dendrite arborization and synapse maturation 1 (Dasml) ist fiir diese Reifung
essenziell.['" 1]

Um eine effektive Informationsweiterleitung in der chemischen Synapse zu gewéhrleisten,

unterliegt diese stindig strukturellen Anderungen.''®!

Folglich kommt es stindig zu
Modifikationen der PSD bzw. des Cytoskeletts. Diese morphologische Plastizitdt
exzitatorischer Synapsen ist direkt mit Erinnerungs- und Lernprozessen korreliert.!"! 712 Bej
Fehlfunktionen im Aufbau der PSD kann es zu Stérungen in der Signalweiterleitung kommen.
Diese Storungen sind Ursache diverser psychiatrischer und neurologischer Krankheiten, wie

121] [122] [123] 1241 1nd

[100],[101]

mentale Retardierung!'?"), Schizophrenie'*”, Autismus!'?), Alzheimererkrankung

Suchterkrankungen.!"*! Eine direkte Beteiligung des Shank-Proteins ist fiir Autismus

126 pelegt.

und die Alzheimererkrankung!
Im Falle von Autismus wurden Mutationen im Shank-Gen festgestellt.!"" ' Wihrend bei
Alzheimerpatienten eine signifikant geringere Anzahl an NMDA- und AMPA-Rezeptoren
beobachtet wurde. Diese Reduzierung beruht auf einem geringeren Gehalt an Shank3 in den

Synapsen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.['*®!

Da die PDZ-Domine fiir die Lokalisation von Shank in der Synapse essentiell ist!'*”!

, stellt
Inhibition dieser PPI-Domine ein interessantes Ziel dar. Durch eine systematische Blockade
der Shank-PDZ-Doméne konnte die Rolle des Shank-Proteins bei der Organisation der PSD
untersucht werden. Des Weiteren konnen solche Liganden ein wichtiges Werkzeug bei der
Untersuchung der oben genannten psychiatrischen und neurologischen Krankheiten sein. So
wire es eventuell mdglich den Beitrag des Shank-Proteins an der Alzheimererkrankung zu
klaren. Aus diesen Griinden war es interessant Liganden der Shank3-PDZ-Doméne zu

identifizieren. Dementsprechend wird im folgenden Abschnitt genauer auf die Shank3-PDZ-

Domine eingegangen.
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3.2.1 Shank-PDZ-Domaiane

Wie bereits beschrieben ist die PDZ-Domaéne bedeutend fir die Lokalisation von Shank in der

exzitatorischen Synapse.!'*”)

Die PDZ-Domiénen der drei Shank-Isoformen sind, wie die Proteine insgesamt, stark
konserviert. Das wird durch die 85 %ige bzw. 76 %ige Sequenzidentitit von Shankl- zur

Shank2-PDZ-Doméne bzw. Shank1- zur Shank3-PDZ-Domine belegt. (Abb. 3.5)

carboxylate binding loop

BA B pC
— — >
hShankl PDZ 656 DYIIKEKTTVLLQKKDSEGFGFVLRGAKAQTPIEEFTPTPAFPALQYLESVDEG
hShank2 PDZ 239 SDCIIEEKTVVLQKKDNEGFGFVLRGAKADTPIEEFTPTPAFPALQYLESVDEG
hShank3 PDZ 564 SDYVIDDKVAVLQKRDHEGFGFVLRGAKAETPIEEFTPTPAFPALQYLESVDVE

Konservierung S L e e R e RS T T
aA pD BE aB BF
—AAAS— > — ) — AAAAAAS
hShankl PDZ GVAWRAGLRMGDFLIEVNGQNVVKVGHRQVVNMIRQGGNTLMVKVVMVTR 759
hShank2 PDZ GVAWQAGLRTGDFLIEVNNENVVKVGHRQVVNMIRQGGNHLVLKVVTVTR 343
hShank3 PDZ GVAWRAGLRTGDFLIEVNGVNVVKVGHKQVVALIRQGGNRLVMKVVSVTR 668
Konservierung * Kk k% _****.****'***: .t******:***: :t***** _*: :***.***

Abb. 3.5 Sequenzalignment und Sekundirstruktur der humanen PDZ-Dominen von Shankl, 2 und 3
(UNIPROT Code: Shankl: Q9Y566, Aminosduren 654-757; Shank2: Q9UPXS8, Aminosduren 247-341
und Shank3 Q9BYBO, Aminosiuren 572-666). Der Grad der Ahnlichkeit ist gekennzeichnet durch ,*’
- identisch, ,:’ - dhnlich, , .’ - verschieden.

Die Shank-PDZ-Dominen koénnen auf Grund ihres Bindungsmotivs X S/T X W-OH (siche
Abschnitt 1.2.4, Tabelle 1.1) den Klasse I PDZ-Doménen zugeordnet werden.

Ein grundlegender Unterschied zu anderen PDZ Doménen ist der lange Schleifenbereich
zwischen den (-Stringen BB und C sowie die verlingerten C- bzw. N-terminalen [3-Stringe
BA und BF. Durch die verlangerten B-Stringe am C- und N-Terminus kommt es zur Bildung
eines Homodimers, wie es in der Kristallstruktur der Shank1-PDZ-Doméne (PDB: 1Q3P und
1Q30) beobachtet wurde.'"* Diese Art der Dimerisierung sollte exklusiv fiir die isolierte
PDZ-Domine zu beobachten sein. Da die Dimerbildung durch Interaktionen der C- bzw. N-
terminalen (-Stringe stattfindet, werden die der PDZ-Doméine folgenden Proteinteile im
vollstindigen Shank Protein die Dimerisierung wahrscheinlich verhindern. Die im Folgenden
beschriecbenen Arbeiten wurden mit der Shank3-PDZ-Doméne des Maus-Proteins

durchgefiihrt.
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3.2.2 Assayentwicklung

Um ein Hochdurchsatzscreening (HTS) durchfiihren zu kénnen, wurde ein homogener
Bindungsassay entwickelt, der auf Fluoreszenzpolarisation (FP) basierte. Dieser bot sich an,
da PDZ-Dominen in der Lage sind kurze Peptide zu binden. Das resultiert aus der Tatsache,
dass der groBte Teil der Bindungsenergie von Interaktionen an den Positionen Py und P,
erzeugt wird® (vgl. Abschnitt 1.2.4). Ein solches kurzes Peptid, markiert mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, kann dann als FP-Sonde genutzt werden. Weitere Vorteile des FP-
Assays sind die Durchfiihrbarkeit in Mikrotiterplatten und die geringen Proteinmengen, die
zur Assaydurchfithrung benotigt werden.

Fiir die Etablierung eines FP-Assays wurden Fluoreszenzsonden, also Molekiile markiert mit
einem Fluorophor, welche an das Protein binden, bendtigt. Die mit Hilfe solcher Sonden
ermittelte Polarisation ist definiert als Funktion der Intensitéiten des parallel (Ij) und senkrecht

(I,) polarisierten Fluoreszenzlichts, bezogen auf das eingestrahlte Licht (Gleichung (1))l

p”s (1)

P — Polarisation
1| — Fluoreszenzintensitit parallel zum Anregungslicht polarisiert
I, — Fluoreszenzintensitit senkrecht zum Anregungslicht polarisiert

Die FP-Sonden absorbieren Licht in Abhdngigkeit ihrer Orientierung relativ zu Polarisation
und Richtung des eingestrahlten Lichts und emittieren in der Regel ebenfalls polarisiertes
Licht. Die wihrend der Fluoreszenzlebensdauer t, d.h. zwischen Anregung des Molekiils und
Emission des Lichtes, ausgefiihrte Rotation der Sonde fiihrt zu einer Reduzierung der

Polarisation des Fluoreszenzlichts. Dieser Sachverhalt wird durch die PERRIN-Gleichung (2)
[130]

beschrieben.
1 1 (1 D, RT @)
P 3 \F 3 nv

P — beobachtete Polarisation

P, — intrinsische Polarisation

V — effektives molekulares Volumen der rotierenden Einheit
R — universelle Gaskonstante

T — absolute Temperatur

1 — Viskositét

T — Fluoreszenzlebendauer
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Die Polarisation hdngt nach Gleichung (2) fiir ein gegebenes System, wie beispielsweise den
Assay, nur vom effektiven Volumen V der rotierenden Einheit ab. Alle anderen Komponenten
wie Viskositdt n oder Temperatur T dndern sich nicht. Die Polarisation ist folglich direkt
proportional zum molekularen Volumen.

Da der Protein-Sonden-Komplex im Vergleich zur separaten Sonde grof} ist, zeigt er ein
starker polarisiertes Fluoreszenzlicht als die Sonde allein. Je groBer der Unterschied der
Molekiilmasse bzw. Molekiilvolumen von Sonde und Protein ist, desto gréBer sind auch die
Unterschiede der gemessenen Polarisation fiir die an das Protein gebundene bzw. freie Sonde.
Wird ein potenzieller Inhibitor zugesetzt so kommt es im Falle einer Bindung des Liganden
an das Protein zu einer Verdringung der Sonde. Das fiihrt zu einer Reduktion der FP, wie in

Abb. 3.6A und Abb. 3.6B dargestellt.!'*'"'*

A B C

polarisiertes Licht
zur Anregung

! !

0. " SN 0
iw@f %%6 e
oV Y &

|

Fluoreszenzlicht % %
/

C :, Protein nn polarisiertes Licht 3 autofluoreszentes

Molekdl
*\3 Fluoreszenzsonde o )
) depolarisiertes Licht
O Inhibitor

Abb. 3.6 Prinzip des FP-Assay. A: Protein-Sonden-Komplex mit langsamer Rotation. B: Durch einen
Inhibitor verdringte Sonde mit schneller Rotation. C: FEinfluss von Substanzen mit
Eigenfluoreszenz.
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Ein offensichtliches Problem stellen bei diesem Assay Substanzen dar, die eine intrinsische
Fluoreszenz im Wellenldngenbereich des verwendeten Sondenfluorophors aufweisen. Da in
diesem Falle nicht zwischen der Fluoreszenz der Sonde und der Fluoreszenz des zu
untersuchenden Molekiils unterschieden werden kann, kommt es zu einer Reduktion der
gemessenen FP. Die Reduktion der FP findet folglich in jedem Fall statt und lédsst keine
Aussagen iiber die Bindung der Substanz zu (Abb. 3.6C). Es kann aber davon ausgegangen
werden, dass es sich in den meisten Fillen um falsch-positive Ergebnisse handelt.
Insbesondere wenn die gemessene FP unterhalb der Polarisation einer Positivkontrolle (Sonde
verdringt durch einen Uberschuss an ,,unmarkiertem Sondenmolekiil) liegt.

Eine Moglichkeit, um die Stérungen von autofluoreszenten Molekiilen wihrend der
Untersuchung von Substanzbibliotheken zu minimieren, ist die Verwendung von

1331 Dennoch ist

Fluoreszenzfarbstoffen, welche im langerwelligen Bereich Licht emittieren.
Fluorescein der vorrangig verwendete Farbstoff.!"*”) Die Vorteile des Fluoresceins liegen im
verhdltnisméBig niedrigen Preis. Es kann aber vor allem einfach und durch verschiedene
funktionelle Gruppen, z.B. als Thioisocyanat oder Carbonsdure an Thiole oder Amine

(391 Da Carboxyfluorescein standardmiBig in der Festphasen-Fmoc-

angebunden werden.
Peptidsynthese  verwendet wird, wurde dieser Farbstoff zur Markierung der
Fluoreszenzsonden fiir die Shank3-PDZ-Domine verwendet.

Um diese Fluoreszenzsonden zu erhalten, wurden verschiedene mit Fluorescein (Fluo)
markierte Peptide synthetisiert. Die dazu verwendeten Aminosduresequenzen stammten von
literaturbekannten Bindungspartnern der Shank3-PDZ-Doméne.

Die optimale Lédnge der Sonden wurde anhand von Peptiden entsprechend der
Aminoséuresequenz des Proteins GKAP!** bestimmt. Die Tetra- bis Heptapeptide (1 — 4)
wurden durch Standard-Fmoc-Festphasen-Peptidsynthese (Fmoc-SPPS) unter Verwendung

von HOB/DIC als Kupplungsreagenzien hergestellt.!'*”]

Die Synthesen wurden an 2-
Chlortritylchlorid-Harz durchgefiihrt, um C-terminal die freie Sure zu erhalten und so den C-
Terminus von GKAP zu imitieren.

Die auf diesem Wege erhaltenen Peptide (1 — 4) wurden in einer Konzentration von 10 nM
gegen steigende Konzentration des Proteins (0 — 100 uM) titriert. Die gemessene FP wurde
gegen den dekadischen Logarithmus der Proteinkonzentration aufgetragen und mittels nicht-
linearer Regression die Dissoziationskonstante Kp, also der Wendepunkt der sigmoidalen
Kurve, bestimmt.

Fiir das Tetrapeptid 1 wurde eine Bindungskonstante von Kp = 3.4 uM ermittelt. Eine

Verldngerung der potenziellen Sonde zum Pentapeptid 2 fiihrt zur Reduktion der Affinitéit (Kp
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= 10.4 uM), wihrend eine weiter Verlingerung zum Hexa- bzw. Heptapeptid (3 bzw. 4) zu
einer wesentlich besseren Bindung mit Kp-Werten von jeweils 430 und 510 nM fiihrte
(Tabelle 3.1). Fiir das Hexapeptid 3 wurde eine dhnlich hohe Affinitit wie fiir das
literaturbekannte Dekapeptid 5 (Fluo-I Y IP E A Q T R L-OH, K = 198 nM)"**) gemessen.

Die Aminoséduresequenz des Peptides 5 entspricht ebenfalls dem C-Terminus von GKAP.

Tabelle 3.1 Aminosduresequenzen und Affinititen der von GKAP abgeleiteten Peptide.

Nr. Sequenz Kp = SD [uM]
1 Fluo-Q TRL-OH 339 +0.27
2 Fluo-AQTRL-OH 10.40 = 0.65
3 Fluo-EAQTRL-OH 0.43 +0.05
4 Fluo-PEAQTRL-OH 0.51 £0.04

Auf Grund der hohen Affinitit des Hexapeptides 3 wurden weitere fluoreszenzmarkierte
Hexapeptide, deren Aminosduresequenzen den C-Termini der Interaktionspartner receptor
tyrosine kinase subtype 9 (Ret9, Fluo-H A F T R F-OH, 6) und somatostatin receptor subtype
2 (SSTR2, Fluo-D L Q T S I-OH, 7) entsprechen, synthetisiert. Fiir beide Peptide konnte eine
Bindung an die Shank3-PDZ-Doméne festgestellt werden. Diese war schwicher als die des
von GKAP abgeleiteten Peptids 3. Fiir das dem Ret9 C-Terminus entsprechende Peptid 6
wurde eine Affinitdt von 2.1 pM gemessen. Diese war vergleichbar mit dem fiir das
Tetrapeptid 1 gemessenen Kp-Wert (Kp = 3.4 uM). Der Kp-Wert des Peptides 7 mit der
Aminosduresequenz von SSTR2 (Kp = 13,7 uM) entsprach dem des Pentapeptids 2 (Kp =
10.4 uM) (Diagramm 3.1).

2001

® Fluo-EAQTRL-OH (3)
4 Fluo-HAFTRF-OH (6)
v Fluo-DLQTSI-OH (7)

A

1504

1004

FP [mP]

o

0 1 2 3 4 5
log (c) [nM]

Diagramm 3.1 Kp-Werte der Hexapeptide 3, 6 und 7. Die Aminosiduresequenzen
entsprechen den C-Termini der Proteine GKAP (3, Kp = 0.43 +
0.05 uM), Ret9 (6, Kp=2.1 £ 0.5 uM) und SSTR2 (7, Kp=13.7 +
2.6 uM).
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Das Hexapeptid 3 besal3 die hochste Affinitét der hier getesteten Peptide (1 — 7) zur Shank3-
PDZ-Domine. Somit bestitigten die gemessenen Kp-Werte die von STIFFLER et al.
gemachten Beobachtungen bei der Selektivitdtsuntersuchung von 157 Maus-PDZ-Doménen.
Diese wurden mit Dekapeptiden, die den C-Termini von 217 Maus-Proteinen entsprachen
vermessen. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass der GKAP-C-Terminus der
bevorzugte Bindungspartner der Shank3-PDZ-Domaéne ist.

Auf Grund der hohen Affinitit des Peptids 3 zur Shank3-PDZ-Domine wurde 3 auf die
Verwendbarkeit als Sonde in einem HTS-Assay untersucht. Dazu musste ermittelt werden, ob
es moglich ist, die Sonde 3 vom Protein zu verdriangen. Diese Untersuchung ist insofern von
Bedeutung, als dass beim Screening eben diese Verdrangung der Fluoreszenzsonde durch den
Inhibitor detektiert wird.

Fiir das Kompetitionsexperiment wurden 10 nM der Sonde 3 in Anwesenheit von 500 nM
Shank3-PDZ-Doméne mit steigenden Konzentrationen des nicht mit Fluorescein markierten
Peptides 8 (Ac-E A Q T R L-OH) verdriangt. Aus der gemessenen FP wurde der /Cso-Wert

137]

bestimmt und dieser nach Gleichung (3)!*"! in den K-Wert transformiert.

K[ - [[750_
_S_LO + _P_O +1
KD KD

€)

[T]so — Konzentration des freien Inhibitors bei 50 % Inhibition
[S]s0 — Konzentration der freien Sonde bei 50 % Inhibition
[P]o — Konzentration des freien Proteins bei 0 % Inihibition

Die fiir die Bestimmung des K;-Wertes notwendigen Konzentrationen des freien Inhibitors bei
50 % Inhibition [I]so, der freien Sonde bei 50 % Inhibition [S]so und des freien Proteins, wenn
keine Inhibition stattfindet [P]o, konnten berechnet werden. Alle dafiir bendtigten Werte
konnten ausgehend von der Konzentration des eingesetzten Proteins [P]r, der Konzentration
der eingesetzten Sonde [S]r, des Kp-Wertes des Protein-Sonden-Komplexes Kp und des
gemessenen /Csp-Werte fiir den Liganden /Csy berechnet werden. (siehe Beispielrechnung im
Appendix, Abschnitt I.1)

Lésst sich die Sonde 3 verdridngen, sollte der berechnete K;-Wert fiir das Peptid 8 mit dem
gemessenen Kp-Wert des Sonde 3 identisch sein. Der K-Wert des unmarkierten Peptides 8
betrug 438 nM und entsprach damit sehr gut dem Kp-Wert der Sonde 3 (Kp = 430 nM). Die
Fluoreszenzsonde 3 liel sich folglich problemlos von der Bindungsstelle des Proteins

verdrangen und erfiillte damit eine grundlegende Voraussetzung fiir den Assay.
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Des Weiteren wurde der Z'-Wert des Assays bestimmt.!"**! Dieser gibt die Qualitit und damit
die Eignung des Assays fiir Hochdurchsatzuntersuchungen an. Der Z'-Wert berechnet sich
nach Gleichung (4)!"** aus der FP bei gebundener Sonde (FPgebunden) und der dazugehorigen
Standardabweichung (SDgcbunden) sowie der FP bei verdriangter Sonde (FPg.) und der

dazugehorigen Standardabweichung (SDfei).

, 3-\SD +SD, .
Z — 1 _ ( gebunden frei ) (4)
FPgebunden - Ff)fmt

SD - Standardabweichung
FP — Fluoreszenzpolarisation

Um die Polarisationswerte fiir die gebundene Sonde zu bestimmen, wurden 500 nM Shank3-
PDZ-Domine mit 10 nM Fluoreszenzsonde (3) vermessen. Fiir den ungebundenen Zustand
wurden zusétzlich 10 uM unmarkiertes Peptid 8 zugegeben. Die Messung wurde in einer 384-
Well Mikrotiterplatte, jeweils 192 Mal, durchgefiihrt. Aus den Messwerten wurden die
Mittelwerte, 88 mP fiir die freie Sonde und 125 mP fiir die gebundene Sonde, sowie die
entsprechenden Standardabweichungen ermittelt. In Diagramm 3.2 sind die gemessenen
Polarisationswerte, die Mittelwerte und die dazu gehorigen dreifachen Standardabweichungen

angegeben.
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Diagramm 3.2 Werte der Fluoreszenzpolarisation fiir die gebundene und verdriangte Sonde 3.
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Nach Gleichung (3) betrug der Z-Wert = 0.71. Ab einem Z' > 0.5 wird von einem robusten

138

Assay gesprochen, der fir das HTS geeignet ist.'*® Dem zufolge ist der hier entwickelte

Assay fiir solche Untersuchungen verwendbar.

3.2.3 Screening und Validierung der Hits

Der in Abschnitt 3.2.2 beschriecbene Assay wurde eingesetzt, um die ChemBioNet-
Bibliothek“”], bestehend aus etwa 17000 Substanzen, zu untersuchen.

Um die Bindung der Substanzen aus der Bibliothek zu detektieren, wurden 500 nM Shank3-
PDZ-Domine, 10 nM Fluoreszenzsonde 3 und 10 puM der jeweiligen Verbindung in
insgesamt 10 pL Puffer in Mikrotiterplatten pipettiert und die entsprechende FP gemessen. Es
wurde eine Konzentration von 10 pM fiir die Verbindungen der ChemBioNet-Bibliothek
gewihlt, da Substanzen gefunden werden sollten, die in diesem Konzentrationsbereich eine
Aktivitit zeigen. Bei hoheren Konzentrationen wire eine groere Anzahl an Primérhits zu
erwarten gewesen, die aber auf Grund der geringen Affinitdit nicht fiir weitere
Untersuchungen geeignet gewesen wéren.

Da die Substanzen der ChemBioNet-Bibliothek als Losungen in DMSO vorlagen, wurde der
Assay in Gegenwart von 1 % DMSO durchgefiihrt. Als Bezugspunkt befanden sich auf jeder
Mikrotiterplatte zusitzliche Negativkontrollen, d.h. das Protein und die Fluoreszenzsonde 3 in
den oben genannten Konzentrationen. Dadurch konnte individuell fiir jede Mikrotiterplatte ein
Standard fiir eine vollstindige Bindung der Sonde 3 an das Protein festgelegt werden. Eine
geringere FP als die der Negativkontrolle sollte durch Kompetition um die Bindungsstelle
erzeugt werden und somit eine fiir die Shank3-PDZ-Doméne aktive Verbindung anzeigen.

Die meisten der untersuchten Verbindungen der ChemBioNet-Bibliothek wiesen eine
Polarisation von etwa 100 % relativ zur Kontrolle auf (Diagramm 3.3). Fiir einen Teil der
Verbindungen wurde jedoch eine erhohte FP gemessen. Die Erhohung der Polarisation kdnnte
auf Streulicht, verursacht durch Prézipitation der Substanzen aus der Bibliothek bzw. des
Proteins, zuriickgefiihrt werden.!'*

Eine reduzierte FP wurde fiir 27 Verbindungen der ChemBioNet-Bibliothek ermittelt (siche
Appendix 1.2, Tabelle 1.1). Als aktiv wurden Substanzen definiert, welche die FP um
mindestens 15 % relativ zur Negativkontrolle reduzierten und deren Fluoreszenzintensitét in
einem Bereich von 75 % bis 110 % der Negativkontrolle lag. In diesem Fenster, in Diagramm

3.3 braun unterlegt, lagen 13 Verbindungen.
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Diagramm 3.3 Ausschnitt der Auftragung von relativer Intensitit gegen die relative Polarisation gemessen
wahrend des Screenings der ChemBioNet-Bibliothek. Die Strukturen der Primérhits (9, K;

=109 £ 4.4 pM und 10, K; = 8.1 = 1.1 uM) sind den jeweiligen relativen Intensitdten und
Polarisationen zugeordnet.

Da eine intrinsische Fluoreszenz der zu untersuchenden Substanzen generell zur
Depolarisation flihrt und somit, wie in Abschnitt 3.2.2 diskutiert, keine Aussagen zum
Bindungsverhalten mdglich sind, wurden 14 Verbindungen mit einer Fluoreszenzintensitat
von mehr als 110 % der Negativkontrolle nicht weiter untersucht (sieche Appendix 1.2, Tabelle
L.1).

Die verbleibenden 13 Primidrhits wurden in einem konzentrationsabhingigen FP-Assay
vermessen (10 nM Fluoreszenzsonde 3, 500 nM Shank3-PDZ-Domiéne und steigende
Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz). Nur fiir die Verbindungen 9 und 10
(Diagramm 3.3) wurden /Cso-Werte kleiner als 250 uM gemessen.

Die aus den ICs;-Werte berechneten K-Werte!'””) (siche auch Beispielrechnung Appendix,
Abschnitt I.1) betrugen 10.9 + 4.4 uM fiir Verbindung 9 und 8.1 = 1.1 uM fiir Verbindung 10.
Die Aktivitit der Priméarhits 9 und 10 wurde in einem unabhéngigen Assay validiert. Dazu

"H,""N-heteronuclear single quantum correlation (HSQC) NMR-Messungen

wurden
durchgefiihrt (in Kooperation mit N. KAMDEM, AG Oschkinat, FMP, Berlin).
Fiir "H,"’N-HSQC NMR-Messungen wird '°N-markiertes Protein verwendet, da im Spektrum

die Korrelation zwischen Protonen und Stickstoff (nur die '’N-Kerne sind im NMR aktiv)
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wiedergegeben wird. Die gemessenen Signale werden durch die Riickgratamide des Proteins
bis auf Prolin, da dort keine Protonen am Stickstoff vorhanden sind, erzeugt. Auflerdem
entstehen durch die 'H,"’N-Korrelation der Tryptophan-, Asparagin-, Glutamin- und

491 Die Bindung eines Liganden wird detektiert

Argininseitenketten zusitzliche Signale.
indem "H,"’N-HSQC Spektren in Abwesenheit und in Gegenwart des Liganden aufgenommen
werden. Bindet der Ligand an das Protein werden in der Superposition der beiden Spektren
Verschiebungen von Signalen des Spektrums mit Ligand im Vergleich zum Spektrum ohne
Ligand beobachtet. Die Verschiebung der Signale wird durch den gebundenen Liganden
hervorgerufen, da diese Bindung zu einer Anderung der chemischen Umgebung am Protein
fithrt.

Die 'H,”N-HSQC NMR-Spektren wurden in Abwesenheit und in Gegenwart eines
achtfachen Uberschusses der Verbindung 9 bzw. 10 aufgenommen. Die Bindung an die

Shank3-PDZ-Doméne konnte durch die Verschiebung diverser Signale in Anwesenheit der

Primaérhits 9 und 10 bestitigt werden (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Superposition der 'H,"”’N-HSQC NMR-Spektren der Shank3-PDZ-Domine ohne Ligand in griin und
mit achtfachem Uberschuss an Verbindung 9 (A) bzw. 10 (B). Die verschobenen Signale zeigten die
Bindung des Liganden an.

3.2.4 Synthese der fokussierten Tetrahydrochinolin-Bibliothek

Bei beiden validierten Primirhits handelte es sich um hydrierte Derivate des
Cyclopenta[c]chinolins. AuBlerdem war ihnen gemein, dass sich in 4-Position eine
Carbonsdurefunktionalitdt befand. Eine retrosynthetische Analyse ergab, dass das tricyclische
Grundgeriist durch eine Cycloaddition von Cyclopentadien (14) an das Imin (13) hergestellt
wird. Das Imin (13) wurde aus Glyoxylsdure (12) und dem entsprechenden Anilin (11)

gebildet."*""'*? Die finale Verseifung des Esters in 4-Position lieferte dann das gewiinschte
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Produkt 9. Die Verbindung 10 wurde durch Addition von 2-Nitrophenylsulfenylchlorid (16)
an die Doppelbindung des Cyclopentenrings erhalten. (Schema 3.1)

Cl

™\ A

P P

NH, Naw @

llo — \Al\ 14 E&——

HO

10

Schema 3.1 Retro-Synthese der Primérhits 9 und 10.

Bei der Cycloaddition handelte es sich um eine Lewis-Saure katalysierte Aza-Diels-Alder-
Reaktion mit inversem Elektronenbedarf. Das heif}t, ein elektronenreiches Dienophil reagiert
mit einem elektronenarmen Dien. Im Gegensatz dazu kommt es bei der Diels-Alder Reaktion
mit normalem Elektronenbedarf zur Reaktion des HOMO eines elektronenreichen Diens mit
dem LUMO eines elektronenarmen Dienophils (Abb. 3.8).

Im Fall der Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf fiihrt eine Verringerung der
LUMOp;en-Energie zu einer gesteigerten Reaktivitdt, da der energetische Abstand zwischen

LUMODpien und HOMOpienophit kleiner wird (Abb. 3.8). Eine solche energetische Absenkung
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des LUMOpie, bzw. der Grenzorbitale im Allgemeinen erfolgt durch elektronenziehende
Gruppen, wie beispielsweise die Esterfunktionalitit am Imin und auch durch die

Komplexbildung des Imins mit einer Lewis-Séure.

normaler Elektronenbedarf inversere Elektronenbedarf

Dien Dienophil Dien Dienophil

Abb. 3.8 Grenzorbital-Modell (FMO-Modell) der Diels-Alder-Reaktion mit
normalem und inversem Elektronenbedarf.

Die Katalyse durch eine Lewis-Séure ist fiir diese Synthese essenziell, wie fiir die Reaktion
von Anilin (17) mit einem Aquivalent Glyoxylsiureester 12 und 1.5 Aquivalenten
Cyclopentadien (14) gezeigt wurde (Tabelle 3.2). Somit wurde die Annahme unterstrichen,
dass es sich um eine Aza-Diels-Alder Reaktion mit inversem Elektronenbedarf handelte.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass jede der verwendeten Lewis-Sduren in der Lage ist
diese Reaktion zu katalysieren. Weichere Lewis-Sduren wie Kupfer(Il)-triflat (Ausbeute:
48 %) oder Zink(II)-chlorid (Ausbeute: 45 %) katalysieren die Reaktion effektiver als harte
Lewis-Sduren wie Magnesiumiodid (Ausbeute: 24 %) oder Titan(IV)-chlorid (Ausbeute:
18 %) (Tabelle 3.2). Das korreliert auch mit dem weichen Charakter des Iminstickstoffs als
Lewis-Base. Eine Ausnahme bildet das Bortrifluorid-Etherat, welches als harte Lewis-Saure
die Reaktion genauso gut wie Zink(II)-chlorid katalysiert. Dieser Effekt kann wahrscheinlich
auf Loslichkeitseffekte zuriickgefiihrt werden.

Der Einfluss verschiedener Losungsmittel wurde ebenfalls anhand dieser Reaktion unter
Verwendung von 5 mol% Kupfer(Il)-triflat untersucht. Kupfer(Il)-triflat wurde eingesetzt, da
diese Lewis-Sdure die Reaktion in den vorangegangen Versuchen am effektivsten
katalysierte.

Der Einfluss der Losungsmittel auf die Reaktion ist gering. Es wurden nahezu identische
Ausbeuten fiir Chloroform (Ausbeute: 49 %) und Acetonitril (Ausbeute: 48 %) erreicht. Ein
geringfligige Abnahme der Ausbeute war fiir die Verwendung von Toluol als Losungsmittel

zu verzeichnen (Ausbeute: 41%). (Tabelle 3.2) Im Weiteren wurde Acetonitril auf Grund der
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besseren Losungseigenschaften gegeniiber den verwendeten Anilinen und Lewis-Séduren

eingesetzt.

Der Einfluss der Lewis-Sdure-Menge wurde ebenfalls anhand von Kupfer(Il)-triflat bestimmt.

Die Untersuchung ergab einen optimalen Anteil Lewis-Sdure von 5 mol%. Eine weitere

Erh6éhung des Kupfer(Il)-triflat-Anteils fiihrte zu einer verminderten Ausbeute. (Tabelle 3.2)

Tabelle 3.2 Optimierung der Aza-Diels-Alder Reaktion. Die optimalste Bedingung ist Blau unterlegt.

@@ [

NH,
17 o 14 - > HN
l
o o (0] OEt

Et
18

12

Lewis-Sdure mol%  Losungsmittel Ausbeute (%)*

Cu(OTY), 0 MeCN 0
CuOThH, 5 MeCN 48
Cu(OTY), 10 MeCN 43
Cu(OTY), 25 MeCN 34
Cu(OTY), 5 Toluol 41
Cu(OTY), 5 CHCI, 49
BF, OEt, 5 MeCN 45
ZnCl, 5 MeCN 45
Sc(OTf), 5 MeCN 40
Mgl, 5 MeCN 24
TiCl, 5 MeCN 18

nach Siulenchromatographie isolierte Ausbeuten

Zusammenfassend ergab sich, dass die Reaktion von Anilin (17) mit einem Aquivalent

Ethylglyoxylat (12) und 1.5 Aquivalenten Cyclopentadien (14) in Acetonitril unter Katalyse

von 5 mol% Kupfer(Il)-triflat am effektivsten verlief. Aus diesem Grund wurde die

Tetrahydrochinolin-Bibliothek unter identischen Bedingungen synthetisiert.
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Die zur Bibliothekssynthese verwendeten Aniline (17, 19 - 27) wurden gréf8tenteils erworben.
Lediglich die Verbindungen 19 und 20 wurden hergestellt. Im Falle des Anilins 19 wurde von
1,5-Dichlor-2,4-dinitrobenzol (28) ausgegangen. Ein Chlorsubstituent wurde gegen eine
Hydroxygruppe ausgetauscht.'*! An dem so synthetisierte 5-Chlor-2,4-dinitrophenol (29)
wurde anschliefend die Nitrogruppe in Position 2 mit Natriumdithionit zum 2-Amino-5-

ot [144]

chlor-4-nitrophenol (19) reduziert. Bei Synthese des Anilins 20 handelte es sich um eine

saurekatalysierte Veresterung des Anthranilsdurederivates 30 (Schema 3.2).

25 % aq. NaAc, aq. Na,S,0y4, Cl OH
150 CMWlh 45°C,3h
0,
92 % 61 % O,N NH,
19

MeOH H,SOy4,
Ruckfluss 10 h

85 %

30 20

Schema 3.2 Synthese der Anilinderivate 19 und 20.

Die synthetisierten bzw. erworbenen Anilinderivate (17, 19 — 27) wurden, wie oben
beschrieben, umgesetzt um die entsprechenden Tetrahydrochinolin-Verbindungen 18, 31 — 42
mit einer als Ester geschiitzten Carbonsdurefunktionalitdt in 4-Position zu erhalten. Die
Produkte wurden in Ausbeuten von 14 % bis 81 % isoliert. Das entspricht den
Literaturangaben fiir shnliche Verbindungen.!'*"!

Da es sich um eine Diels-Alder-Reaktion handelte stellen lediglich die Verbindungen 15a/b
und 43a/b, in Abb. 3.9 grau eingerahmt, mogliche Reaktionsprodukte dar. Die Verbindungen
15b/c und 43b/c (Abb. 3.9), bei denen der Cyclopentenring und die Esterfunktionalitit auf
entgegengesetzten Seiten des Tetrahydrochinolins angeordnet sind, reprisentieren lediglich
theoretisch mogliche Reaktionsprodukte. Die Cycloaddition lieferte aber nur die in Abb. 3.9
im schwarzen Rahmen dargestellt Verbindungen 15a und 15b, welche als Racemat isoliert

wurden. Alle anderen in Abb. 3.9 dargestellten Verbindungen 15¢/d und 43a — d konnten

nicht isoliert werden.
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Abb. 3.9 Theoretisch mogliche Produkte der Cycloaddition. Die isolierten Produkte 15a/b (schwarzer Rahmen)
sind neben den durch die Diels-Alder Reaktion moglichen Isomeren 43a/b (grauer Rahmen)
dargestellt. Die Verbindungen 15¢/d und 43c¢/d sind lediglich theoretisch moglich.

Die Regio- und Stereoselektivitit bei der Entstehung des Racemats 15a/b lésst sich sowohl
durch einen konzertierten, als auch durch einen ionischen Mechanismus (vorgeschlagen von

146ly erkliren.

HERMITAGE et al.!
Die Stereoselektivitit kann fiir den konzertierten Mechanismus durch sekundére
Orbitalwechselwirkungen — Orbitalwechselwirkungen die nicht zu einer Bindungsbildung
fiihren — erklart werden. Durch diese sekundaren Orbitalwechselwirkungen kommt es zu einer
Orientierung des Cyclopentadiens (14) unterhalb des Imins (13), dargestellt in Abb. 3.10A.
Die anschlieBende Bindungsbildung fiihrt dazu, dass der Cyclopentenring und der
Carbonsdureester auf der gleichen Seite des Tetrahydrochinolins (15a/b) angeordnet sind. Die
Regioselektivitit kann mit Hilfe der Atomorbitalkoeffizienten der an der Bindungsbildung
beteiligten Atome erkldrt werden. Diese werden durch quantenmechanische Berechnung
bestimmt. Je dhnlicher die Atomorbitalkoeffizienten der potenziellen Reaktionszentren sind,
desto wahrscheinlicher ist die Wechselwirkung dieser Atome miteinander und damit die
Reaktion. In Abb. 3.10B sind die entsprechenden Koeffizienten fiir das LUMO des Diens und
das HOMO des Dienophils dargestellt.'**] Die GroBe der Kreise entspricht niherungsweise
der GroBe der Atomorbitalkoeffizienten, die Vorzeichen werden durch die Firbung
wiedergegeben. Aus diesen Betrachtungen geht hervor, dass die Bildung des 3H-Isomers

15a/b bevorzugt ist.["**!
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A R 13
— C
/8——C|2u'(OTf)2
Y b
R
[
/ NH
H O
P
H
OEt
15a/b
B

OTf),Cu’,
(OTf)y U\ OEt

LUMO HOMO 15a/b

Abb. 3.10 Mogliche Reaktionsmechanismen der Aza-Diels-Alder-Reaktion. A: Konzertierter Mechanismus.
(Punktlinie — primédre Orbitalwechselwirkung, Strichlinie — sekundire Orbitalwechselwirkungen) B:
Darstellung der Atomorbitalkoeffizienten vom LUMO des Diens (13) und HOMO des Dienophils
(14). (grau gefarbter Kreis — negative Orbitalkoeffizienten; weiBler Kreis — positive
Orbitalkoeffizienten)!"*"'**] C: Postulierter ionischer Mechanismus.!'*"

Im Falle des ionischen Mechanismus, wie ihn HERMITAGE et al."*® beschreibt, kommt es zu
einer Anndherung des Cyclopentadiens (14) iiber den sterisch am wenigsten anspruchsvollen
Weg an das Dien 13. Das Dien 13 liegt in der E-Konfiguration vor, was neben sterischen
Griinden, durch die Komplexierung des Carbonylsauerstoffs und des Iminstickstoffs mit der
Lewis-Sdure gewdhrleistet wird. Anschliefend addiert das Cyclopentadien (14) an den
Kohlenstoff des durch die Lewis-Sdure (Cu(OTY),) aktivierten Imins (13). Dadurch entsteht
ein mesomeriestabilisiertes Kation, welches dann um die neu gebildete C-C-Bindung rotiert.
Darauf folgt der Angriff des Aromaten. Dieser fiihrt zum Ringschluss. Nach der

Rearomatisierung und damit Abspaltung der Lewis-Saure entsteht das Produkt 15a/b.!'*!
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Die Racematbildung ist ebenfalls durch beide Reaktionsmechanismen zu erkldren, da die
Annidherung des Cyclopentadiens (14) sowohl von der in Abb. 3.10 gezeigten Seite, als auch
von der entgegengesetzten Seite erfolgen kann.

Die Frage, nach welchem Mechanismus die Cycloaddition stattfindet, ist in der Literatur

umstritten,[146+148

I Der Einfluss der zur Optimierung der Reaktion verwendeten Lsungsmittel
lasst keinen Riickschluss auf den Reaktionsmechanismus zu. So sollte ein ionischer Ablauf
der Reaktion durch polare Losungsmittel, auf Grund der Stabilisierung der Ladung, begiinstigt
werden. Diese Tendenz ist aber nicht, bzw. nur geringfiig beobachtet worden (Tabelle 3.2).
Die Ausbeuten fiir polare Losungsmittel (Acetonitril: Ausbeute 48 %) und unpolare
Losungsmittel unterschieden sich nicht bzw. nur geringfiigig (Chloroform: Ausbeute 49 %;
Toluol: Ausbeute 41 %).

Werden aber die Ausbeuten im Zusammenhang mit den zur Synthese verwendeten

Dienophilen 14, 44 — 46 (Abb. 3.11) betrachtet, weist die Menge des isolierten Produkts auf

einen ionischen Mechanismus hin.

Cl Cl Cl Cl

NO, NO, NO, NO,

HO HO HO HO O
NH, @ NH, NH, @ NH, I’
19 o 19 19 19

EtO (6] EtO 6} EtO O EtO 6}
12 12 12 12
Cl
NO,
H
HO
HN
: H z E
O/\OEt O/\OEt O/\OEt
47 48 31 42
Ausbeute 14 % Ausbeute 45 %

Abb. 3.11 Strukturen der erwarteten Produkte bei der Verwendung der Dienophile 14, 23 — 25.
(Reaktionsbedingungen: 1 Aquivalent 12, 1 Aquivalent 19, 1.5 Aquivalente 14, 44 — 46, 5 mol% Cu(OT9),,
MeCN, Molsieb 4 A)
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Das Furan (44) reagiert nicht als Dienophil, es ist zwar elektronenreich, aber fiir eine
Reaktion miisste die Aromatizitidt aufgehoben werden. Die dafiir bendtigte Energie konnte
offenbar nicht durch die Cycloaddition zum Tetrahydrochinolin 47 kompensiert werden, so
dass diese Reaktion nicht stattfand. Inden (46) ist im Vergleich zu Cyclohexen (45) und
Cyclopentadien (14) elektronendrmer. Das HOMOpjenophit des Indens sollte somit energetisch
tiefer liegen als beispielsweise das HOMOpjenophit des Cyclopentadiens (14). Damit sollte die
Reaktion schlechter ablaufen und entsprechend mit einer geringeren Ausbeute einhergehen.
Fiir die Reaktion mit Inden (46) wurde aber eine signifikant hohere Ausbeute (Ausbeute
45 %) im Vergleich zu Cyclopentadien (14; Ausbeute 14 %) erreicht. Fiir die Reaktion mit
Cyclohexen (45) wurde keine Produktbildung beobachtet (Abb. 3.11). Eine Erkldrung fiir die
Zunahme der Ausbeute vom Cyclohexen (45) iiber Cyclopentadien (14) zum Inden (46)
liefert ein ionischer Reaktionsmechanismus. Die Mdglichkeit, eine positive Ladung zu
delokalisieren und damit den Ubergangszustand zu stabilisieren, nimmt vom Cyclohexen (45)
zum Inden (46) immer weiter zu. Durch diese Stabilisierung wird der Ubergangszustand und
dadurch auch die Reaktion wahrscheinlicher. Auf Grund dieser Beobachtung kann davon
ausgegangen werden, dass die Reaktion schrittweise unter Bildung einer ionischen
Zwischenstufe ablauft.

Die bereits beschriebene Regio- und Stereoselektivitit wurde durch NMR-Messungen
iiberpriift. So konnte die Anordnung des Cyclopentenrings cis zur Esterfunktion durch die
vicinalen Kopplungskonstanten zwischen den Protonen H-4 und H-3a J43 belegt werden.
Diese lagen zwischen 3.5 Hz und 3.9 Hz, soweit sie aus den NMR-Spektren bestimmbar
waren. Aus den Kopplungskonstanten Jj 5 lieB sich der Diederwinkel (H-4 — C-4 — C-3a — H-
3a) fiir die Protonen H-4 und H-3a von 50 © (fiir >Jy3, = 3.9 Hz) bis 54 ° (fiir *Jy3, = 3.5 Hz),
mit Hilfe des Programms Sweet J (Version 2.2)!'"*! basierend auf der KARPLUS-Bezichung,
abschitzen. Damit konnte die Stellung des Cyclopentenrings zum Ester bestimmt werden.
AulBlerdem konnten durch Umkristallisieren der Verbindung 32 aus Ethylacetat und Hexan
Einkristalle gewonnen werden, die durch Rontgenkristallstrukturanalyse die eindeutige
Bestimmung der relativen Konfiguration ermdglichten (Abb. 3.12). Der in dieser
Kristallstruktur gemessene Diederwinkel betrdgt 50 © und stimmte mit dem anhand der

Kopplungskonstanten *J, 5 abgeschitzten Winkel iiberein (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Struktur und Kristallstruktur der Verbindung 32.

Um bestimmen zu koénnen, ob ein Enantiomer bevorzugt an das Protein bindet, wurde
versucht, bei der Reaktion ein Enantiomer im Uberschuss zu erhalten. Dazu wurden
verschiedene chirale Lewis-Sduren (49 — 51), die bereits erfolgreich fiir asymmetrische Diels-
Alder'™ bzw. Aza-Diels-Alder Reaktionen'" eingesetzt wurden, zur Synthese verwendet
(Tabelle 3.3). Durch groB3e, chirale Liganden der Lewis-Sdure sollte eine Stereoselektivitit
induziert werden. Um den Einfluss der verwendeten Lewis-Sduren (49 — 51) zu untersuchen,
wurde die Synthese des Tetrahydrochinolins 33 unter Verwendung von 5 mol% Lewis-Saure,
einem Aquivalent 4-Bromanilin (21) und 1.5 Aquivalenten Cyclopentadien (14) bezogen auf
das Glyoxylat 12 in Acetonitril analysiert. Die verwendeten chiralen Lewis-Sduren (49 — 51)
wurden direkt vor der Reaktion durch Ldsen von 1.1 Aquivalenten des entsprechenden
Liganden bezogen auf das Kupfer(Il)-triflat in trockenem Acetonitril hergestellt.

Auf Grund ihrer Grofe und der daraus resultierenden sterischen Hinderung bewirkten die
verwendeten Lewis-Sduren eine Reduzierung der Ausbeute um mindestens die Hilfte im
Vergleich zum Kupfer(Il)-triflat. Die durch die Liganden verursachte sterische Hinderung war
offenbar verantwortlich fiir die Verminderung der Ausbeute, sie hatte aber keinen Einfluss auf
die Stereochemie (Tabelle 3.3). Es war folglich nicht moglich, auf diesem Weg einen

Enantiomereniiberschuss zu generieren.
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Tabelle 3.3 Verwendete chirale Lewis- Siuren (49 - 51)/"°M!31 ynd Ausbeuten der Synthese von 26.

Lewis-Saure Ausbeute” [%0] ee[%]
Cu(OTY), 68 0
HZN‘ 2 OTf 34 0
\‘(\Zu"'—NHZ

el ) zorr 29 0

o j2+
%i
N\\ / o
& RS rom 21 0

51

*Nach Siulenchromathographie isolierte Ausbeuten

Die Enantiomerenverhéltnisse wurden durch HPLC an einer chiralen Séule (CHIRALPACK
1A der Firma DIACEL) bestimmt. In Abb. 3.13 ist beispielhaft das Chromatogramm der
durch die Lewis-Saure 49 katalysierten Reaktion zu Verbindung 33 dargestellt. Die HPLC-
Untersuchungen der durch die Lewis-Sduren 50 und 51 katalysierten Reaktionen zeigten

ebenfalls, dass das Racemat erhalten wurde.
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Abb. 3.13 Chromatogramm der Verbindung 33 nach durch 49 katalysierter Reaktion bei
einer Wellenldnge von 254 nm iiber eine chirale HPLC-Siule.

Die verwendeten Lewis-Sduren 49 — 51 fiihrten nicht zur bevorzugten Bildung eines
Enantiomers 33a bzw. 33b. Um eine erfolgreiche asymmetrische Synthese durchzufiihren
konnte der kiirzlich beschriebenen Liganden 52 verwendet werden (Abb. 3.14). XIE ef al.
waren damit in der Lage ein Aza-Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronebedarf

enantiomerenrein (ee = 99 %) durchzufithren.!'>

HO
36/Sc(OTf);, 5mol%  HO
NH, CH,Cl,, 0°C, 25 h

D ————
24 14

0 99 %,

53

52

Abb. 3.14 Enantioselektive Synthese (ee = 99 %) des Tetrahydrochinolinderivats 54 unter Verwendung des
Liganden 52.1'"*

Allerdings scheint die aromatische Hydroxygruppe fiir die Synthese essenziell zu sein, da bei

Verbindungen ohne die phenolische Hydroxygruppe das entsprechende Tetrahydrochinolin
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1521 AyBerdem wurde bisher nur fiir aromatische bzw.

[152]

nur in Spuren isoliert werden konnte.
aliphatische Aldehyde die Enantioselektivitit nachgewiesen.
Da die stereoselektive Synthese nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, wurde versucht
durch Veresterung mit chiralen Alkoholen, wie beispielsweise Menthol (55) oder
Phenylmenthol (56), Diastereomere (57a/b bzw. 58a/b) zu erzeugen und diese anschlieBend
durch Sédulenchromatographie an Kieselgel zu trennen. In Schema 3.3 ist dieses Verfahren am

Beispiel des Racemats der Verbindung 33 in dargestellt.

NaH, 55 oder 56,
Toluol,
Riickfluss, 3 h

—_—

quantitativ

OH OH
R'=H 57a R'=H 57b
/r R'=Ph 58a R' = Ph 58b

55

Schema 3.3 Umesterung des Racemats der Verbindung 33 zu den Diastereomeren 57a/b bzw. 58a/b.

Fiir die Racematspaltung wurde der Menthylester des Racemats von 33 hergestellt. Um den
diastereomeren Ester zu erhalten, wurde der Ethylester 33 in Toluol mit (1R,2S,5R)-Menthol
(55) und Natriumhydrid unter Riickfluss erhitzt bis mittels Diinnschichtchromatographie (DC)
kein Edukt mehr feststellbar war. Das so erhaltene Diastereomerengemisch lie3 sich
allerdings weder durch Sdulenchromatographie an Kieselgel noch durch HPLC an C18-
funktionalisiertem Kieselgel trennen. Aus diesem Grund wurde die Reaktion mit (1R,2S,5R)-
8-Phenylmenthol (56) erneut durchgefiihrt. Der so gebildete Phenylmenthylester (58a/b)
konnte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel getrennt werden.

Die isolierten Diastereomere S8a und 58b wurden, insbesondere hinsichtlich der Anordnung
von Esterfunktion zu Cyclopentenring NMR-spektroskopisch untersucht. Dazu wurde die
vicinale Kopplungskonstante fiir das Proton H-4 zum Proton H-3a *Jy3 bestimmt. Diese
betrug 4.2 Hz und war damit geringfiigig grof3er als die fiir die Verbindungen 18 und 31 — 41
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(3.5 - 3.9 Hz) gemessenen Kopplungskonstanten 3J4,3. Die Anderung der Kopplungskonstante
wies auf einen ebenfalls verdnderten Diederwinkel hin.

Durch  Umkristallisation aus Ethylacetat und Hexan war es moglich fiir
rontgenkristallographische Untersuchungen geeignete Kristalle der Verbindung 58b zu
erhalten. Die Kristallstruktur des Diastereomers 58b zeigte eine Konfigurationsumkehr am
Kohlenstoff C-4, d.h. der Cyclopentenring und die Esterfunktionalitit sind auf
entgegengesetzten Seiten des Tetrahydrochinolins angeordnet. Der Diederwinkel zwischen
den Protonen H-4 und H-3 betrug 70 ° und erklarte damit die verdnderte Kopplungskonstante
3.

Die Konfigurationsumkehr wurde offenbar durch die starken Basen, Natriumhydrid bzw. das
aus dem Phenylmenthol gebildete Alkoholat, verursacht. Diese deprotonierten wahrscheinlich
den Kohlenstoff C-4. Durch den erhohten Platzbedarf des Phenylmenthylester, im Vergleich
zum Ethylester, bildet sich dann das sterischer giinstigere trans-Produkt 58b (Abb. 3.15).

Abb. 3.15 Struktur und Kristallstruktur der Verbindung 58b.

Da die Konfiguration des Phenylmenthols bekannt war, konnte die Stereochemie der
asymmetrischen Kohlenstoffatome des Tetrahydrochinolinderivats 58b ebenfalls bestimmt
werden. Wie in Abb. 3.15 dargestellt handelt es sich um die R-Konfiguration der
Kohlenstoffe C-3a und C-4 sowie um den S-konfigurierten Kohlenstoff C-9b (Abb. 3.15).

Das zweite Diastereomer (58a) lag als farbloses Ol vor und konnte somit nicht
kristallographisch untersucht werden. Es war aber auf Grund der zum Ester 58b identischen
Kopplungskonstante von Proton H-4 zu Proton H-3a *J,3 davon auszugehen, dass die

Stereochemie am Kohlenstoff C-4 ebenfalls zu einer frans-Konfiguration verdndert vorlag. Da
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es nicht moglich war eine enantioselektive Synthese zu etablieren bzw. das Racemat zu
trennen, wurde fiir alle Weiteren Untersuchungen mit den racemischen Gemischen gearbeitet.
Der aromatische Teil der Zielstruktur, wurde wie bereits beschrieben, durch die Verwendung
verschiedener Anilinderivate (17, 19 — 30) variiert. Um auch den Substituenten in 4-Position
zu verdndern, wurde ausgehend vom Diester 34 die nur an der aromatischen Sdurefunktion

geschiitzte Verbindung 59 hergestellt. (Schema 3.4)

)\/o\rrm  NMM,
0

NaBH,, DME

0.1 M NaOH/THF,
RT,1h

_ =

@ RT, 6 h
_
NH,

22 14 quantitativ
(o]
l
34,59 %
R ’

12
o o
36 %
60,11 %

Boc,0, Pyridin,
NH4HCO;, Dioxan

Schema 3.4 Synthese des Alkohols 61 bzw. des Amids 62 und dabei isoliertes Nebenprodukt 60.

Dabei ist zu bemerken, dass wéhrend der Synthese von 34 aus dem Glyoxylat 12,
Cyclopentadien (14) und 4-Aminobenzoesduremethylester (22) das Nebenprodukt 60 isoliert
wurde. Dieses entsteht durch Amidbildung des gewiinschten Produkts 34 mit dem Anilin 22
in einer Ausbeute von 11 % (Schema 3.4). Entsprechende Verbindungen sind auch bei der
Synthese der Tetrahydrochinoline 18 und 31 — 42 zu erwarten, wurden aber nicht isoliert.

Die selektiv entschiitzte Verbindung 59 wurde durch die Reaktion von 44 in einem Gemisch
aus 0.1 M wissriger Natronlauge und THF erhalten. Die freie Sédure wurde als Anhydrid
aktiviert und durch Reduktion mit Natriumborhydrid zum Alkohol 61 bzw. durch Reaktion

mit Ammoniumhydrogencarbonat zum Amid 62 umgesetzt (Schema 3.4).
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Die fiir die Untersuchung am Protein verwendeten Verbindungen 9, 63 — 75 (Tabelle 3.4)
wurden durch Verseifen der als Ester geschiitzten Sdurefunktionalitdten mit 0.5 M wissriger
Lithiumhydroxid-Losung in Gemischen mit THF oder Methanol hergestellt. Nach dem
Gefriertrocknen wurden die Verseifungsprodukte 9, 63 — 75 in quantitativen Ausbeuten
erhalten.

Die Synthese der Verbindung 10 erfolgte durch Addition von 2-Nitrophenylsulfenylchlorid
(16) an die Cyclopentenyldoppelbindung der Verbindung 66. Nach der
sdaulenchromatographischen Reinigung konnte das Reaktionsprodukt 10 in einer Ausbeute von

87 % isoliert werden (Abb. 3.16).

RIIITES NO2

66 16 10

Abb. 3.16 Synthese der Verbindung 10, durch Sulfenylchloridaddition an die Cyclopentenyldoppelbindung der
Diséure 66.

NMR-spektroskopische Untersuchungen der Verbindung 10 ergaben, dass lediglich ein
Isomer gebildet wurde. Die Sulfenylchloridaddition verlduft demnach Regio- und
Stereoselektiv. Die Addition von Sulfenylchloriden verlduft tiber Bildung eines Thiiranium-
Ions 76 (Abb. 3.17), welches durch den nukleophilen Angriff des Chloridions gedffnet wird.
Die Regioselektivitit ist ein Resultat des Zusammenspiels sterischer Faktoren und

133154 Fiir die Reaktion des Sylfenylchlorids 16 konnte anhand der

elektronischer Effekte.!
NMR-Spektren eindeutig die Bildung des Tetrahydrochinolinderivats mit dem
Chlorsubstituenten in Position 1 nachgewiesen werden.

Die beobachtete Stereoselektivitit beruht moglicherweise auf positiven Wechselwirkungen
der m-Systeme der eingesetzten Edukte 66 und 16. Diese konnte zu der in Abb. 3.17 gezeigten
Ausrichtung des Sulfenylchlorids 16 zum Tetrahydrochinolin 66 fithren. Nur die in Abb.
3.17A dargestellte Anordnung der Edukte wiirde zum Produkt 10 fiihren und so die

Stereoselektivitat erklaren.

51



Ergebnisse und Diskussion

A 16 B 66
= ~s—cl S @
: s= CO,H

/ I~ HOLC |
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CO,H
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Abb. 3.17 Mégliche Anordnungen der Edukte 16 und 66 wahrend der Sulfenylchloridaddition.

Die so synthetisierten Verbindungen 9, 10 und 63 — 75 wurden dann an der Shank3-PDZ-
Doméne vermessen. Aus den so gewonnen Daten wurde eine Struktur-Aktivitits-Beziehung

aufgestellt. Diese ist im folgenden Abschnitt beschrieben.

3.2.5 Untersuchung der fokussierten Bibliothek und Struktur-Aktivitits-
Beziehungen (SAR)

Alle synthetisierten Verbindungen 59, 63 — 75, einschlielich der resynthetisierten Primérhits
9 bzw. 10 und die in hauseigenen Substanzbibliotheken vorhandenen und erworbenen
Tetrahydrochinolinderivate 77 — 83 wurden hinsichtlich ihrer Aktivitit am Protein untersucht.
Dazu wurde ein FP-Verdringungsassay mit der peptidischen Sonde 3 genutzt. Die K,-Werte
des resynthetisierten Primérhits 9 und 10 im Vergleich zu den K;-Werten, bestimmt mit den
Losungen aus der ChemBioNet-Bibliothek, waren im Falle von Verbindung 9 nahezu

identisch (10.9 uM fiir die Bibliotheksverbindung; 10.1 uM fiir die resynthetisierte Substanz).
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Fir Verbindung 10 wurde eine Abweichung etwa 5 puM gemessen (8.1 uM
Bibliotheksverbindung und 13.2 uM fiir die resynthetisierte Substanz). In jedem Fall ist der
Ki-Wert bestimmt mit der resynthetisierten Substanz reliabler, da dieser mehrfach und
unabhingig bestimmt wurde.

Da alle untersuchten Verbindungen 9, 10, 59, 63 — 75 und 77 — 83 als Racemat verwendet
wurden, besteht die Moglichkeit, dass lediglich ein Enantiomer aktiv ist. Das hétte zur Folge,
dass die Konzentration der aktiven Substanz nur halb so gro3 wie bisher angenommen war
und somit die K;-Werte halb so grof3 wéren.

Durch die Untersuchung der Tetrahydrochinolinderivate 9, 10, 59, 63 — 75 und 77 — 83
wurden zusitzlich zu den aus dem Screening bekannten Verbindungen 9 und 10 zwei weitere
aktive Substanzen 63 und 64 mit K;-Werten von 17.1 uM und 69.5 puM identifiziert. Die
anderen am Protein vermessenen Verbindungen 59, 65 — 75 und 77 — 83 waren mit K;-Werten

von Uber 250 uM inaktiv (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4 Strukturen und K;-Werte von den an der Shank3-PDZ-Domine vermessenen Verbindungen 9, 10,
59, 63 — 75 und 77 — 83.

R3
R2
R!

RS
HN

Nr. R R2 R R® R® K, (uM)

9 OH H Cl NO, Q COH 10.1 £ 4.3

10 COH H H H < CO.H 132+2.1
é ------- S, NO,

63 COH H H NO, Q CO.H 17.1+26

64 H H COH H Q CO.H 69.5 +23.7

59 H H COCH, H Q CO,H >250

65 H H CONH, H Q CO,H >250

5
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Nr. R R’ R’ R°® K, (uM)
66 COH H H Q CO,H >250
67 H H H Q COH >250
68 OH H H Q CO,H >250
69 H Br H Q COH >250
70 OH H NO, Q CO,H >250
71 H H H Q COH >250
72 H H NO, Q CO,H >250
73 OH Cl NO, i@ CO,H >250
74 H COH H Q CH,OH  >250
75 H COH H Q CONH,  >250
77 H H Cl Q CO,H >250
78 CH, NO, H Q CO,H >250
79 H COH H Q B 250
il
80 OH Cl NO, Q B 3250
o
81 H oﬁ)1 H Q CO.H >250
82  OCH, H H Q CO,H >250
83 H CH, H Q CO,H >250

n



Ergebnisse und Diskussion

Die untersuchten Tetrahydrochinolinderivate 9, 10, 59, 63 — 75 und 77 — 83 wurden genutzt
um eine Struktur-Aktivitits-Beziehung (SAR) aufzustellen. Fiir die SAR-Untersuchung sind
Verbindungen interessant, die inaktiv sind, aber Strukturelemente mit aktiven Verbindungen
teilen, da diese Molekiile Aussagen tiber die Wichtigkeit der jeweils gednderten Funktionalitit
hinsichtlich der Bindung erlauben.

Beispielsweise gleicht das Tetrahydrochinolin 73 der aktiven Struktur 9 bis auf den
Cyclopentenring, ist aber inaktiv. Der Cyclopentenring ist somit essenziell flir eine Bindung
an die Shank3-PDZ-Doméne. Wesentlich fiir die Bindung an das Protein ist auerdem die
Carbonsdurefunktionalitdt in Position 4, wie durch die Molekiile 74, 75, 79 und 80 gezeigt
wurde (Tabelle 3.4). Selbst geringfiigige Verdnderungen der Carbonsdure zum Alkohol 74
bzw. Amid 75 wurden nicht toleriert und hatten génzlich inaktive Verbindungen zur Folge. In
Position 6 wurde ebenfalls eine Carboxylat bevorzugt, wie durch den Vergleich der inaktiven
Substanzen 72 mit der aktiven Verbindung 63 deutlich wurde. Eine Hydroxygruppe in
Position 6 (Verbindung 55) bewirkte auf Grund des geringeren Potenzials zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen einen Aktivititsverlust, wenn dieser nicht durch einen
Chlorsubstituenten in Position 8 (Verbindung 9) kompensiert wurde. Die Nitrogruppe in
Position 9 (Verbindungen 9 und 63) bzw. verbriickt in Position 2 (Verbindung 10) ist fiir die
Bindung ebenfalls essenziell, da das Fehlen zu inaktiven Substanzen, wie beispielsweise
Verbindung 66, flihrte.

Das Tetrahydrochinolinderivat 64, welches eine geringere Affinitét zur Shank3-PDZ-Doméne
als die Verbindungen 9, 10 und 48 aufwies, ist wahrscheinlich anders als diese in der
Bindungsspalte lokalisiert. Der Cyclopentenring und das Carboxylat in Position 4 sind zwar
identisch zu den wesentlich besser bindenden Liganden 9, 10 und 63 aber die anderen
Strukturmerkmale, wie die Nitrogruppe (Position 9) und das zweite Carboxylat bzw. die
Hydroxygruppe (Position 6) sind in diesem Molekiil nicht vorhanden. Allerdings sind fiir die
Bindung die beiden im Molekiil 64 vorhandenen Carboxylate von Bedeutung. Eine Variation
fiihrte zu inaktiven Verbindungen, wie durch die Chinolinderivate 59, 65, 74 und 75 gezeigt
wurde.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass flir eine Bindung an die Shank3-PDZ-Doméne
ein Cyclopentenring, zwei Carboxylate in Position 4 und 6 sowie eine Nitrogruppe in Position

9 von Bedeutung sind, wie in Abb. 3.18 illustriert ist.
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Abb. 3.18 Fiir die Bindung an die Shank3-PDZ-Doméne wichtige Substituenten (mit farbigen Kreisen
markiert) und Beispiel fiir inaktive Verbindungen die zu diesem Schluss flihrten (im farbigen
Rahmen).

Wie durch die Verbindungen 9, 63 und 70 deutlich wurde, war ein Chlorsubstituent in
Position 8 in der Lage den Aktivititsverlust, Hydroxygruppe im Vergleich zu einem
Carboxylat, zu kompensieren. Aus diesem Grund wére es in weiterfiihrenden Arbeiten von
Interesse eine Verbindung zu synthetisieren, die sowohl ein Carboxylat in Position 6 als auch
einen Chlorsubstituenten in Position 8 triagt. Die Verbindung 84 (Abb. 3.19) zeigt durch die
Kombination des bevorzugten Carboxylats in Position 6 und des Chlorids in Position 8
moglicherweise eine groBere Affinitdt zur Shank3-PDZ-Doméne. AuBerdem konnte der
Einfluss der Grofle des Halogenids in Position 9 auf die Bindung untersucht werden, d. h. es
misste das Chlorid durch Fluorid (85), Bromid (86) bzw. Iodid (87) substituiert werden.
Moglicherweise kann durch die Vergroferung des Substituenten eine bessere Bindung erzeugt

werden.
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84 X=F 85
X =Br 86
X=1 87

Abb. 3.19 Strukturen der Verbindungen 84 — 87.

Die aktiven Verbindungen 9, 10, 63 und 64 werden derzeit in elektrophysiolgischen
Experimenten an Pyramidenzellen aus dem Hippocampus von Maiusen untersucht (in
Kooperation mit S. WEGENER, AG Schmitz, Charité, Berlin).

Bei dem fiir die Untersuchungen verwendeten patch-clamp Verfahren wird iiber zwei
Elektroden eine Spannung im Millivolt-Bereich angelegt und der entsprechende
Antwortstrom im Pikoampere-Bereich gemessen.!''"'** Die eine Elektrode befindet sich mit
der Zelle in einer physiologischen Lésung. Bei der anderen Elektrode auf der Zelloberfldche
handelt es sich um eine Pipette, gefiillt mit einer Losung des Inhibitors. Durch Ansaugen der
Zellmembran wird diese aufgerissen und der Inhibitor gelangt durch Diffusion in das
Zellinnere. Somit kann die Aktivitit des Liganden in der Zelle untersucht werden.!'>” Der
gemessene Antwortstrom sollte bei Bindung an die Shank3-PDZ-Domine eine Verringerung

der Amplitude des gemessenen Stroms, im Vergleich zu Referenzneuronen bewirken.!' >+

Dieser Effekt konnte bereits fiir ein Peptid mit der Aminosduresequenz des C-Terminus von
[115]

Dasml gezeigt werden konnte.

Elektrode mit
Pipette

#
n
»
\,/ n
» L

Zelle

Elektrode

Abb. 3.20 Prinzip der patch-clamp-Messung.
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3.2.6 Kristallstruktur der Shank3-PDZ-Domiine im Komplex mit Liganden 63
(in Kooperation mit Y.ROSKE, AG Heinemann, MDC-Berlin)

Die Verbindung 63 konnte mit der Shank3-PDZ Doméne kokristallisiert werden. Es war
moglich, den Liganden 63 in einem der acht Proteinmolekiile pro asymmetrische Einheit zu
identifizieren (Abb. 3.21). In der Bindungstasche eines weiteren Proteins war zusétzlich eine
erhohte Differenzdichte zu erkennen. Diese Bindungsstelle im Kristall war aber offenbar nur
teilweise besetzt und die resultierende Differenzdichte zu gering, um den Liganden 63 dort

einzupassen.

A

Abb. 3.21 Struktur der Shank3-PDZ-Doméne im Komplex mit 63. A: Gesamtansicht der PDZ-Doméne mit
Ligand 63. Die Strichlinie stellt eine ungeordnete Schleife, Aminosduren 661 — 673, dar. B:
VergroBerung der Bindungstasche. Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Protein sind als graue
Strichlinien dargestellt. die Abstdnde sind in A angeben C: Oberflichendarstellung der Shank3-PDZ-
Domaéne. Farbcode: blau — positiv geladene Aminoséuren, rot — negativ geladene Aminosauren.

Die Kristallstruktur zeigte die typische Faltung von PDZ-Dominen, zwei a-Helices (oA und
aB) sowie sechs B-Strange (BA — BF). Die Schleife zwischen B- und PC-Strang ist sehr
flexibel und deshalb in der Kristallstruktur nicht definiert. Der Ligand 63 war in der
Peptidbindungsspalte zwischen dem PB-Strang und der aB-Helix gebunden (Abb. 3.21A).
Verbindung 63 bildete mit dem Carboxylat in Position 6 drei Wasserstoffbriickenbindungen
zu den Amidfunktionen des carboxylate binding loop (F583, G584 und F585). Das zweite
Carboxylat und das sekundire Amin des Liganden 63 interagierten mit Riickgratamiden des
PB-Strangs (V586) bzw. des carboxylate binding loop (F585). Die Nitrogruppe in Position 9
wechselwirkte mit der Seitenkette des Arginins R652 (Abb. 3.21B). Durch m-n-Interaktionen
mit den Seitenketten der Phenylalanine F583 und F585 wurde der Ligand 63 zusétzlich in der
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Bindungsstelle fixiert. In der Oberflaichendarstellung des Proteins war erkennbar, dass die fiir
PDZ-Dominen charakteristische hydrophobe Tasche durch den Cyclopentenring von
Verbindung 63 ausgefiillt wurde (Abb. 3.21C).

Die Kristallstruktur lieferte eine Erkldrung der Beobachtungen aus der SAR-Studie (siehe
Abschnitt 3.2.5). Die war hydrophobe Tasche war bereits durch den Cyclopentenring
ausgefiillt. Eine weitere VergroBerung dieses Restes zum Inden bewirkte, dass das Molekiil
73 nicht mehr in die Bindungstasche passte. Auch die Variation der Carbonsdurefunktionen
fiihrte zu einem  Affintitsverlust, da der Hauptteil der Bindung (fiinf
Wasserstoftbriickenbindungen) iiber diese beiden funktionellen Gruppen realisiert wurde. Die
Nitrogruppe in Position 9 interagierte mit der Seitenkette des Arginin R652 und sorgte somit
fiir eine weitere Fixierung des Molekiils 63 in der Bindungstasche.

Beim Vergleich der Strukturen der Shank3-PDZ-Doméne mit gebundenem Liganden 63 und
der Struktur der Shank1-PDZ-Doméne im Komplex mit dem Hexapeptid H;,N-EA Q TR L
—OH (PDB: 1Q3P), wurde die groBe Ahnlichkeit der Shank-PDZ-Dominen deutlich. Diese
wiesen nahezu identische Strukturen auf, wie in der Superposition in Abb. 3.22A dargestellt

ist.

Abb. 3.22 Superposition der Strukturen der PDZ-Doménen von Shank1 (Orange) und Shank3 (Blau), jeweils mit
Peptid bzw. Ligand 63. A: Gesamtansicht. B: Vergrof3erung der Bindungsspalte.

Aullerdem war erkennbar, dass die Verbindung 63 das C-terminale Leucin des Peptidliganden
imitierte. Die Funktion der hydrophoben Seitenkette des Leucins wurde durch den
Cyclopentenring iibernommen. Das Carboxylat in Position 6 interagiert wie das C-terminale
Carboxylat des Peptides mit dem carboxylate binding loop. Die zweite Carboxylat befand
sich ungefdhr an der Stelle des zweiten Peptidamids der Shankl-Struktur. Eine
Wechselwirkung des Peptides mit dem Arginin R652, wie durch die Nitrogruppe des

Liganden 63 eingegangen, wurde nicht beobachtet. Diese im Vergleich zum Peptid
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zusitzliche Interaktion und die m-m-Interaktionen des Liganden mit den Phenylalaninen F583
und F585 kompensierten offensichtlich einen GroBteil der Bindungsenergie, welche durch die
anderen Aminoséduren des Peptids zur Bindung beigetragen wurden (Abb. 3.22B).

Die Kontaktstelle zwischen Ligand 63 und der Shank3-PDZ-Domine war 274 A* groB und
war damit nur etwa halb so groll wie das Interface zwischen der Shank1-PDZ-Doméne und
dem Hexapeptid (523 A?%).I"* Die Interaktionsfliche zwischen Ligand 63 und der PDZ-
Domine war also wesentlich kleiner als die durchschnittliche PPI-Fliche (1600 A? ")), Diese
Interaktion stellte folglich ein weiteres Beispiel fiir die Inhibition von PPIs mit kleinen
Molekiilen dar, die nur einen Bruchteil der durchschnittlichen Interaktionsfliche zur Bindung
nutzen (siehe auch Abschnitt 1.1).

Aus der Kristallstruktur wurde auBBerdem ersichtlich, dass, wie fiir die Shank1-PDZ-Doméne

11291 " der verldngerte B-Strang des N-Terminus’ (BA) ein Homodimer bildete. Das

beobachtet
Dimer wurde durch Interaktionen der Proteinriickgrate gebildet und umfasst in beiden Féllen
in etwa die gleiche GroBe, 566 A” fiir Shank1-PDZ-Doméne und 492 A? fiir die Shank3-PDZ-

Domine!'**! (Abb. 3.23).

Abb. 3.23 Homodimer der Shank3-PDZ-Domine. A: Gesamtansicht des Homodimers. Die Monomere sind blau
bzw. orange gefarbt. Die schwarzen Strichlinien stellen ungeordnete Schleifen dar. B: Vergroerung
der Interaktionstelle. Wasserstoffbriickenbindungen sind als graue Strichlinien dargestellt und die
Langen in A angegeben.

Nachdem der Bindungsmodus fiir den Liganden 63 aufgekldrt werden konnte, wurden alle
aktive Verbindungen 9, 10, 63 und 64 hinsichtlich ihrer Selektivitdt gegeniiber anderen PDZ-

Doménen untersucht. Die Ergebnisse sind in dem folgenden Abschnitt beschrieben.

3.2.7 Selektivitatsuntersuchung der aktiven Verbindungen

Alle aktiven Verbindungen 9, 10, 63 und 64 wurden durch 'H,"° N-HSQC NMR-Experimente
validiert (Appendix, 1.5.1). Diese Technik wurde ebenfalls verwendet, um die Selektivitat
gegeniiber den PDZ-Doménen von Syntrophin, DVL3 sowie den drei PDZ-Doménen von

PSD-95 zu untersuchen. Es wurde davon ausgegangen, dass eine Verschiebung der Signale
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(chemical shift perturbation, ACSP) im Vergleich der Spektren in Abwesenheit und in
Gegenwart des Liganden von mehr als 0.02 ppm als signifikant anzusehen und damit als

Verschiebung zu betrachten ist. Die gewichtete, mittlere chemische Verschiebung ACSP

berechnet sich nach Gleichung (5).!"**H!%7]
2
48,° + A0,
ACSP = fZS )

Ad — Differenz der chemischen Verschiebung der Spektren mit und ohne Ligand [ppm]

Die Anzahl und GréBe der chemischen Verschiebungen kann mit der Affinitit korreliert

werden.!®!

191 Aus diesem Grund wurde eine Abstufung der Affinitit zum Protein anhand
dieser Kriterien vorgenommen. Mehr als fiinf verschobene Signale wurden als hohe Affinitit
in der Tabelle 3.5 griin markiert. Eine geringe Affinitét, zwei bis fiinf verschobene Signale, ist
gelb gekennzeichnet. Die rot unterlegten Felder in der Tabelle 3.5 repridsentieren keine
Affinitdt der untersuchten Verbindung zur jeweiligen PDZ-Doméne (ein oder kein

verschobenes Signal).

Tabelle 3.5 Zusammenfassung der Bindungsstudie, durchgefiihrt mittels "H,"’N-HSQC NMR-Spektroskopie
(ACSP < 0.02 ppm wurden als inaktiv definiert. Kein bzw. ein verschobenes Signal sind rot
gekennzeichnet; zwei bis fiinf verschobene Signale sind gelb markiert; mehr als fiinf verschobene
Signale sind griin unterlegt; in Klammern: Anzahl der verschobenen Signale / grof3te ACSP [ppm])

Nr. PDZ domain

Shank3 Syntrophin DVL3 PSD-95

1. PDZ 2.PDZ 3.PDZ

9 (20/0.11) (12/0.12) (14/007) (3/0.03) (14/008) (2/0.02)

10 (8/0.09  (4/007) (2/0.02) - (6/0.06) -
48 (15/0.16) (10/0.11) (3/0.04) - (7/0.07) -

v [ o

Alle Verbindungen, die der Shank3-PDZ-Domine gegeniiber aktiv waren, zeigten ebenfalls

eine Affinitdt zur Syntrophin-PDZ-Doméne. Die Wechselwirkung mit der Syntrophin-PDZ-
Domine war allerdings weniger ausgeprégt, belegt durch die geringere Anzahl verschobener
Signale im 'H,"”’N-HSQC NMR-Spektrum. Die aktivste Verbindung (9) zeigte keinerlei

Selektivitat, sondern wechselwirkte stark mit den PDZ-Doménen von Syntrophin, DVL3 und
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der zweite PDZ-Doméne von PSD-95 (mehr als fiinf verschobene Signale). Fiir die erste und
dritte PDZ-Domine von PSD-95, wurde eine geringere Wechselwirkung (drei bzw. zwei
verschobene Signale) festgestellt. Die Verbindungen 10 und 63 zeigten zusitzlich zur
Interaktion mit der Shank3- und der Syntrophin-PDZ-Domine Wechselwirkungen mit den
PDZ-Dominen von DVL3 und der zweiten PDZ-Domine von PSD-95. Es wurden aber keine
verschobenen Signale und damit auch keine Bindung an die erste und dritte PDZ-Doméine von
PSD-95 festgestellt.

Die Verbindung 64 mit der geringsten Affinitdt gegeniiber der Shank3-PDZ-Doméne (K; =
69.5 uM), zeigte eine schwache Wechselwirkung mit der Syntrophin-PDZ-Doméne, fiir alle
anderen untersuchten Proteine wurde keine Interaktion detektiert.

Die geringe Selektivitit der Verbindungen 9, 10 und 63 kann dadurch erkldrt werden, dass die
Hauptinteraktion am carboxylate binding loop stattfand, belegt durch die Kristallstruktur des
Komplexes der Shank3-PDZ-Doméne mit 63 (Abschnitt 3.2.6). Da der carboxylate binding
loop innerhalb der PDZ-Doménen ein konserviertes Strukturelement ist, kann durch
Interaktionen an dieser Stelle keine Selektivitit erzeugt werden. Auch die hydrophobe Tasche,
welche durch den Cyclopentenring adressiert wurde, konnte nicht fiir Selektivitit sorgen, da
eine hydrophobe Tasche in allen PDZ-Dominen auftritt. Die Interaktion des zweiten
Carboxylats mit den Amiden aus dem Proteinriickgrat im PB-Strang bewirkte keine
Selektivitit. Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit der PDZ Dominen sollte eine
Wechselwirkung mit diesen Amiden des Proteinriickgrates immer moglich sein. Diese
Interaktionen sind aber fiir die Bindung des Liganden essentiell.

Lediglich die Wechselwirkungen mit der Seitenkette des Arginis R652 in der aB-Helix der
Shank3-PDZ-Doméne (Abschnitt 3.2.6, Abb. 3.21) konnte fiir Selektivitdt sorgen. Jedoch trat
in allen untersuchten PDZ-Doménen an dieser Stelle ein Arginin (DVL3 PDZ-Doméne) bzw.
ein Lysin (PSD-95 1. bis 3. PDZ-Doméne und SNTA1-PDZ-Doméne) auf, welches ebenfalls
mit der Nitrogruppe wechselwirken kann (Abb. 3.24). Die Interaktion mit der Seitenkette des
Lysins war aber offensichtlich nicht so stark wie die Wechselwirkung mit dem Arginin, was
sich in der geringeren Anzahl verschobener Signale im 'H,"’N-HSQC NMR-Experiment
(Tabelle 3.5) und damit einer geringeren Wechselwirkung des Liganden mit dem Protein

ausdrickte.
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mShank3 PDZ 645 VAILQKRDHEGFGFVLRGAKAETPIEEFTPTPAFPALQYLESVDVEGVAWRAGLRTGDFL
hDVL3 PDZ 249 TVTLNMEKYNFLGISIVG---QS------ NERGDGGIYIGSIMKGGAVAADGRIEPGDML
hPSD95 1.PDZ 65 EITLERGNS-GLGFSIAGGTDNP------ HIGDDPSIFITKIIPGGAAAQDGRLRVNDSI
hPSD95 2.PDZ 160 EIKLIKGPK-GLGFSIAGGVGNQ------ HIPGDNSIYVTKIIEGGAAHKDGRLQIGDKI
hPSD95 3.PDZ 313 RIVIHRGST-GLGFNIVGG-EDG------ E--——- GIFISFILAGGPADLSGELRKGDQI
hSNTA1 PDZ 87 RVTVRKADAGGLGISIKGGRENK------ M= === PILISKIFKGLAADQTEALFVGDAI
Konservierung : HEL P : : . . : J* e
mShank3 PDZ IEVNGVNVVKVGHKQVVGLIRQGGNRLVMKVVSVT 739

hDVL3 PDZ LOQVNEINFENMSNDDAVRVLRE------====-~~ 321

hPSD95 1.PDZ LFVNEVDVREVTHSAAVEALKEAGSIVRLYVMRR- 151

hPSD95 2.PDZ LAVNSVGLEDVMHEDAVAALKNTYDVVYLKVAKP- 246

hPSD95 3.PDZ LSVNGVDLRNASHEQAAIALKNAGQTVTIIAQYK- 393

hSNTA1l PDZ LSVNGEDLSSATHDEAVQVLKKTGKEVVLEVKYMK 170

Konservierung L I N

Abb. 3.24 Sequenzalignment"®” der fiir die Selektivititsuntersuchung verwendeten PDZ Dominen, DVL3,
PSD-95 PDZ1, 2 und 3, Alpha-1-syntrophin (SNTA1). Rot markiert sind die mit Verbindung 63
interagierenden Aminosduren der Shank3-PDZ-Doméne. ,*’ — identisch, ,:’ — sehr dhnlich, ,.’ —
dhnlich

Das Tetrahydrochinolinderivat 64 wurde, wie in Abschnitt 3.2.5 diskutiert, wahrscheinlich in
einem anderen Modus gebunden, im Vergleich zu den Liganden 9, 10 und 63. Der andere
Bindungsmodus konnte sowohl eine Erklarung fiir die geringere Affinitdt als auch fiir die
hohere Selektivitét darstellen.

Eine potenzielle Mdglichkeit um affinere Verbindungen zu erhalten wird im folgenden

Abschnitt besprochen.

3.2.8 Alternative Methoden der Inhibitorentwicklung

3.2.8.1 Bioisostere

Um zu selektiven Verbindungen zu erhalten, besteht generell die Moglichkeit Peptide, die
selektiv an das Protein von Interesse binden, zu modifizieren. Dieser Prozess wird unter dem
Begriff peptide to drug zusammengefasst.!'®"!

Zur Entwicklung eines selektiven Liganden wurde das hochaffine Peptid 8 modifiziert. Durch
diese Modifikationen sollten die Nachteile, welche ein Peptid mit sich bringt, eliminiert
werden. Die hervorstechendsten Nachteile von Peptiden sind, auf Grund ihrer Grofle und
Polaritit, geringe Stabilitit in biologischen Systemen durch den Abbau mittels Proteasen,
schlechter Transport vom Gastrointestinaltrakt ins Blut bzw. Gewebe und schnelles
Ausscheiden iiber Leber und Nieren."” Um Eigenschaften von Molekiilen gezielt zu

beeinflussen, besteht die Moglichkeit sogenannte Bioisostere einzufiihren. Dabei handelt es

sich um die Substitution von Teilen eines Molekiils durch Molekiile bzw. Molekiilgruppen,
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welche eine &dhnliche chemische und physikalische Charakteristik aufweisen und damit
gleiche biologische Eigenschaften erzeugen.!'*”

Um diesem rationalen Ansatz der Wirkstoffentwicklung zu folgen, wurde der Bindungsanteil
der einzelnen Aminosduren des Peptides 8 bestimmt. Dazu wurde nacheinander jede

Aminosédure gegen Alanin ausgetauscht und so deren Wichtigkeit fiir die Bindung bestimmt.

Tabelle 3.6 Affinititen der im Alaninscan verwendeten Peptide 88 — 93.

Nr. Sequenz K; = SD [uM]
8 Ac— E-AHQHTHRH L —0OH 0.44 + 0.06
88 Ac—EHAHQHTHRHL > 500

89 Ac—EHAHQHTHRH- A —OH > 500

90 Ac— EHAHQHTHAA{L-OH 2.84+0.21
91 Ac—EHAHQH A-{RHL-0OH > 500

92 Ac— EHAHAH{THRHL+-OH 2.03 £0.35
93 Ac— AHAHQHTHRH L —-OH 6.73 = 0.63

Die fiir die Bindungen essenziellen Aminosduren waren, wie zu erwarten (siche Abschnitt
1.2.4), das C-terminale Leucin (Py) und das Threonin in Position P_,. Ein Austausch gegen ein
Alanin in diesen Positionen fiihrte zu einem nahezu inaktiven Peptid (Peptide 89 und 91). Die
Variation der anderen Aminosduren (Peptide 90, 92 und 93) bewirkte zwar einen Anstieg des
K-Werts auf maximal 6.7 uM, wurde aber toleriert.

Das Peptid 80 zeigte keine Affinitdt zur Shank3-PDZ-Doméne (Tabelle 3.6), da das Amid am
C-Terminus offensichtlich nicht mit dem carboxylate binding loop der PDZ-Doméne
interagierte. Aus diesem Grund wurde ein Bioisoster fiir die Carbonsdurefunktionalitit
gesucht, welches die Interaktion mit dem Protein ermdglicht aber gleichzeitig die Polaritét des
Peptides senkt.

Als Bioisoster wurde das Tetrazol verwendet, welches bereits mehrfach erfolgreich als

104 0%] Die Verwendung von Tetrazolen bietet

Substitut fiir Carboxylate eingesetzt wurde.!
sich an, da ihre Aciditdt der von Carbonséduren entspricht. AuBBerdem handelt es sich in beiden
Féllen um planare Systeme, die im deprotonierten Zustand iiber eine delokalisierte, negative

Ladung verfiigen''* (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25 Vergleich von Tetrazol und Carbonsiure im protonierten und deprotonierten Zustand.

Auf Grund der Ahnlichkeit zu Carbonsiuren sollte es auch méglich sein, Tetrazole in der
Fmoc-Peptid-Festphasensynthese einzusetzen.!'® Deshalb wurde, ausgehend von Fmoc-
geschiitztem Leucin (94), ein ebenfalls Fmoc-geschiitztes Tetrazol-Leucin (97), synthetisiert.

Nach Anhydridaktivierung wurde das Fmoc-geschiitzte Leucin zum Amid"®? 95 und

anschlieBend mit Cyanurchlorid zum Nitril 96 umgesetzt.'® Durch eine 1,3-dipolare

Cycloaddition eines Azides an das Nitril 96 wurde das Tetrazol-Leucin 97

synthetisiert!' “"'7% (Schema 3.5).

Boc,0, Pyridin,
NH4HCOs3, Dioxan,
RT,24h H

—_—
Fmoc/

ZT

x0a

Fmoc
97 %

e

94 95
Cyanurchlorid, o
DMF, RT,0.5h | 1 7
N/N\\ Bu;SnN;, Toluol H N
u3SnNj3, Toluol,
H | N Rickfluss, 24 h _N \/
N / -~ Fmoc Y
Fmoc v N H
H H =
3/ 73 % Y
97 96

Schema 3.5 Synthese des Fmoc-geschiitzten Tetrazol-Leucins 97.

Die Synthesen des Amids 95 bzw. Nitrils 96 gelangen in Ausbeuten von 97 % bzw. 91 %.
Das Tetrazols 97, ausgehend von Nitril 98 und Natriumazid unter Lewis-Saure-Katalyse, wie

in der Literatur"*"!"! beschrieben, zu synthetisieren scheiterte. Das Edukt (96) wurde unter

den beschriebenen Bedingungen!'**"!"! nicht umgesetzt (Tabelle 3.7).

65



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.7 Optimierung der Tetrazolsynthese. (Die Ausbeuten wurden mittels LC-MS bestimmt.)

Losungsmittel NaN; [Aq.] ZnCl; [Aq.] Rkt.-zeit TI[°C]  Ausbeute® [%]
2-PrOH/H,0 (2:1) 2.0 0.5 17h 80 0
2-PrOH/H0 (1:1) 2.0 0.5 23h 80 0
DMSO 1.1 0.5 30min 140 (MW) 0
DMF 1.1 0.5 30min 140 (MW) 0
Dioxan 1.1 0.5 30min 140 (MW) 4
2-PrOH/H,0 (2:1) 1.1 0.5 10min 140 (MW) 7
2-PrOH/H,0 (2:1) 1.1 0.5 20min 140 (MW) 12
2-PrOH/H,0 (2:1) 1.1 0.5 30min 140 (MW) 20
2-PrOH/H,0 (2:1) 1.1 0.5 60 min 140 (MW) 18
2-PrOH 1.1 0.5 30min 140 (MW) 32
2-PrOH 1.1 0.5 60 min 140 (MW) 30
2-PrOH 2.0 0.5 30min 140 (MW) 34
2-PrOH 1.1 1.0 30min 140 (MW) 35
2-PrOH 2.0 1.0 30min 140 (MW) 48

Durch die Verwendung der Mikrowelle als Heizquelle, war es moglich eine Ausbeute von
7 % bis 20 % in Abhédngigkeit von der Reaktionszeit, 10 bis 60 min, zu erreichen. Fiir
Reaktionszeiten von 30 und 60 min wurden nahezu die gleichen Ausbeuten (20 % und 18 %)
bestimmt. Eine Verlidngerung der Reaktionszeit auf mehr als 30 min fiihrte demnach nicht zu
einer erhohten Produktbildung.

Die Verwendung anderer Losungsmittel bewirkte, dass die Reaktion nicht (fiir DMF und
DMSO) bzw. sehr viel schlechter (fiir Dioxan: Ausbeute 4 %) ablief. Isopropanol als
Losungsmittel fithrte zu einer Erhohung der Ausbeute auf 32 %. Eine weitere Verbesserung
der Reaktion wurde durch die Erh6hung der eingesetzten Mengen an Natriumazid auf zwei
Aquivalente bzw. Zinkchlorid auf ein Aquivalent erreicht. Dabei war es irrelevant ob die eine
oder die andere Komponente variiert wurde. Die Ausbeuten betrugen 34 % bzw. 35 % und
waren somit nahezu identisch. Erhohte man den Anteil beider zur Reaktion benétigter Partner
— Azid und Lewis-Sdure — so wurde eine Ausbeute von 48 % erreicht (Tabelle 3.7). Die
Ausbeuten lagen aber deutlich unter den in der Literatur'’” beschricbenen Ausbeute von
mehr als 90 %.

Aus diesem Grund wurden alternative Azide fiir die Cycloaddition verwendet. Eine
Steigerung der Ausbeute gelang durch den Einsatz von Tributylzinnazid an Stelle von

Natriumazid und einer Lewis-Sdure. Es wird dabei postuliert, dass das Tributylzinnazid selbst
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als Lewis-Séaure fungiert und das Nitril koordiniert. Durch BERRY-Pseudorotation néhern sich

anschlieend die Reaktionspartner an, wie in Schema 3.6 dargestellt.

R
r I ) ;
WBu TN /
N/Sn\B N BLI // N%
uo_ . I = —_ > = N _ >
“ _ o w\Bu 2/ | N
. Bu Sn‘ Bu—Sn N 7
I L b n=ne=n Bussn” N
N§N+ Bu 3
%N'

Schema 3.6 Moglicher Reaktionsmechanismus der Tetrazolbildung mit Tributylzinnazid-Nitril-Addukt und
BERRY-Pseudorotation.

Die Reaktion wurde in Toluol unter Riickfluss mit 1.5 Aquivalenten Tributylzinnazid
durchgefiihrt und lieferte nach Abspaltung des Tributylzinn-Restes mit Salzsdure das Fmoc-
geschiitzte Tetrazol-Leucin 97 in 73 %iger Ausbeute. Der Einsatz von kleineren Mengen
Tributylzinnazid (1.3 Aquivalente) fiihrte ebenso zu einer Reduktion der Ausbeute (Ausbeute
63 %) wie die Verwendung von THF als Losungsmittel (Ausbeute 36 %).

Die Bildung des Tetrazolrings konnte auf Grund fehlender im NMR aktiver Kerne nicht mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. Es war zwar zu beobachten, dass sich
die chemische Verschiebung 6 und somit auch die chemische Umgebung des C-1
Kohlenstoffatoms énderte (Tabelle 3.8); das ist jedoch nur ein Hinweis auf die Bildung des

Heterozyklus’.

Tabelle 3.8 Chemische Verschiebungen des C-1 Kohlenstoffs (rot markiert) der
Aminosiurederivate 94 — 97 im *C NMR-Spektrum

Nr. Struktur Signal [ppm] Losungsmittel
i
N
Fmoc/N\:/C\OH
94 H 174.3 DMSO-ds
I
H
Fmoc/N\;/C\NHz
95 174.4 DMSO-ds
H N
Fmoc/N\:/C
96 Y 118.7 CDCl;
—N
)
~
97 Fmos 158.5 DMSO-dj
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Da nach einer Umkristallisation Einkristalle der Verbindung 97 erhalten wurden, war es
moglich diese Substanz rontgenkristallographisch zu untersuchen. Die so ermittelte Struktur
bestdtigte die Bildung des Tetrazolrings. Des Weiteren wurde eine Fehlordnung der Fmoc-

Gruppe im Kristall beobachtet (Abb. 3.26).

Abb. 3.26 Struktur und Kristallstruktur des Tetrazolleucins 97 mit Fehlordnung der Fmoc-Gruppe.

Das synthetisierte Aminosdurederivat 97 wurde fiir die Fmoc-Peptidsynthese an der Festphase
unter Verwendung zweier verschiedener Linkersysteme (98 und 99) eingesetzt. Sowohl der 4-
Brommethylphenoxymethyl-Linker (98) als auch der 2-Chlortritylchlorid-Linker 99 finden
zur Immobilisierung von Séuren, Alkoholen und Aminen breite Verwendung in der
Festphasensynthese.!'* Es sollte daher auch moglich sein, das Tetrazol 97 mit Hilfe dieser
Linkersysteme (98 und 99) zu immobilisieren (Schema 3.7).

Die Beladung der Harze wurde durch Absorptionsmessungen, der von einer definierten
Harzmenge abgespaltenen Fmoc-Gruppe, bestimmt. Fiir den 4-Brommethylphenoxymethyl-
Linker 98 wurde eine Beladung des Harzes von 0.3 mmol/g ermittelt wéhrend fiir den
Chlortrityl-Linker 99 eine Beladung von 0.5 mmol/g erreicht wurde. Bezogen auf die
theoretisch mogliche Beladung (1.6 mmol/g fiir 98 bzw. 1.3 mmol/g 99) ergab das eine
Beladung von 19 % bzw. 38 %. Es wurde trotz des grofleren sterischen Anspruchs der
Tritylgruppe 99, im Vergleich zum 4-Brommethylphenoxymethyl-Linker (98), eine doppelt
so hohe Belegung des Harzes mit dem Tetrazol 97 erreicht. Aus diesem Grund wurde das

Chlortritylharz (99) fiir die weitere Synthese verwendet.
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Schema 3.7 Fiir die Tetrazol-Peptidsynthese verwendete Linkersysteme. (Zur besseren Ubersicht ist die Trityl-
Tetrazol-Bindung gedehnt dargestellt. Die grauen Kugeln repriasentieren das Polystyrolharz.)

Z

Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe vom Tetrazol-Leucin 97 unter Standardbedingungen, d.h.
mit 20 % Piperidin in DMF fiir zweimal zehn Minuten filihrte zu einer Zersetzung des
Tetrazol-Leucins (97). Die Entschiitzung gelang aber mit 25 % Piperidin in DMF fiir zweimal
zwei Minuten.!"*®! Die Kupplung aller weiteren Aminosduren zum Peptidanalogon Ac-E A Q
T R L-Tetrazol 100 erfolgte nach dem Standardprotokoll SPPS mit DIC/HOBt als
Kupplungsreagenzien.!'>” Nach der Aufreinigung durch HPLC wurde das Produkt 100 in 82
%iger Ausbeute erhalten. Der C-terminale Tetrazolring konnte durch die NMR-
spektroskopische Charakterisierung der Verbindung 100 nachgewiesen werden. Analog zu
Leucin-Tetrazol 97 wurde im C NMR-Spektrum ein fiir das Tetrazol charakteristisches
Kohlenstoffsignal (ca. 160 ppm; Abb. 1.5) beobachtet.

Die Bindung an die Shank3-PDZ-Doméne wurde im FP-Verdrangungsassay (siche Abschnitt
3.2.2) bestimmt. Der ermittelte betrug K;-Wert von 372.3 = 19.3 uM. Durch die Anderung der
C-terminalen Sdurefunktionalitét in ein Tetrazol sank die Affinitit des Peptides 100 um drei
GroBenordnungen. Im Fall der Shank3-PDZ-Doméne fungierte das Tetrazol, bewiesen durch
den Affinitdtsverlust, nicht als Isoster zum Carboxylat. Das ist wahrscheinlich durch den
erhohten Platzbedarf des Tetrazols erklarbar.

Aus diesem Grund wire es in weiterfilhrenden Arbeiten von Interesse den C-Terminus zu

modifizieren und beispielsweise Hydroxamséduren 101 oder Acylsulfonamide 102 (Abb. 3.27)
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als mogliche TIsostere einzufithren. Sowohl die Hydroxamsiuren 101171 als auch die

Acylsulfonamide 102! sind bereits erfolgreich als Carbonséureisoster eingesetzt worden.

o} O o o
\\S//
OH
N/ N/ \R
H
81a 81b

Abb. 3.27 Vorschlige fiir mogliche Carboxylatisostere.

3.2.8.2 Fragmentbasierte Inhibitorentwicklung

Eine weitere Moglichkeit um Inhibitoren zu entwickeln, stellt der fragmentbasierte Ansatz
dar. Diese Variante der Entwicklung von Liganden bietet den Vorteil, dass durch die
Verkniipfung einzelner Fragment die Wahrscheinlichkeit steigt selektive Inhhibitoren zu
erhalten.

Zur fragmentbasierte Inhibitorentwicklung muss ein Fragment identifiziert werden, welches
in die zu untersuchende Tasche bindet. Dieses wird dann mit einem weiteren Fragment,
welches in der Nihe bindet, verkniipft und so eine affinere Verbindung generiert.'”” Die
dafiir in Frage kommenden Fragmente konnen durch Screening einer Fragmentbibliothek
bzw. durch virtuelle Screenings identifiziert werden.

Fiir die Shank3-PDZ-Doméne wurden sowohl die Untersuchung einer Fragmentbibliothek als
auch das virtuelle Screening von kommerziell erhiltlichen kleinen Molekiilen genutzt. Da ein
Carboxylat fiir die Interaktion mit der Shank3-PDZ-Doméne unerldsslich ist, wurde eine
Carboxylatbibliothek mit 1615 Verbindungen im FP-Verdringungsassay (siehe Abschnitt
3.2.2) untersucht. Im Gegensatz zum Screening der ChemBioNet-Bibliothek wurde eine
wesentlich hohere Konzentration der zu untersuchenden Verbindungen, hier 1 mM im
Vergleich zu 10 uM bei der ChemBioNet-Bibliothek, eingesetzt. Die Verbindungen der
Carboxylatbibliothek wurden in héheren Konzentrationen untersucht, da fiir die Fragmente
auf Grund ihrer GroB3e von einer wesentlich geringeren Affinitit auszugehen war. Die zehn
Primérhits (Appendix, Tabelle 1.2) wurden im konzentrationsabhingigen FP-Assay (siehe
Abschnitt 3.2.2) vermessen. Fiir drei Verbindungen (103 — 105, Abb. 3.28) wurden ICsj-
Werte von jeweils etwa 300 uM bestimmt. Diese wurden daraufhin im "H,"’N-HSQC NMR-

Experiment untersucht.
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Abb. 3.28 Strukturen der drei Verbindungen (103 — 105) aus dem Screening der Carboxylatbibliothek mit /Csy-
Werten von jeweils etwa 300 uM.

Zusitzlich zu den Substanzen, die durch das Screening der Carboxylatbibliothek gefunden
wurden, sind noch fiinf weitere Verbindungen (Abb. 3.29) getestet worden. Diese fiinf
Verbindungen stammen aus einem virtuellen Screening, durchgefiihrt von C. SCHILLINGER
(AG G. Krause, FMP, Berlin).
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Abb. 3.29 Die im virtuellen Screening aktiven Verbindungen 106 — 110 und Auftragung der FP gegen den
Logarithmus der Konzentration von Verbindung 106.

Fiir die Verbindungen 106 — 110 konnten im FP-Assay keine Bindung an die PDZ-Doméne
bestimmt werden. Die Fragmente 108 — 110 zeigten keinen Effekt im FP-Verdrangungsassay
und konnten somit als inaktiv angesehen werden. Die beiden sehr d@hnlichen Verbindungen
106 und 107 zeigen bei hohen Konzentrationen (bis 1 mM) eine verringerte FP. Diese Pyrrole
(106 und 107) waren folglich in hohen Konzentrationen in der Lage die Fluoreszenzsonde 3
vom Protein zu verdringen. Aus diesem Grund wurden die Verbindungen 106 und 107
zusammen mit den drei Molekiilen 103 — 105 in 'H,”"N-HSQC NMR-Experimenten
untersucht. Durch diese Messungen konnte bestétigt werden, dass die Verbindungen 106 und

107 an die Shank3-PDZ-Domine banden (Abb. 1.3, Abb. [.4 im Anhang).

71



Ergebnisse und Diskussion

Des Weiteren wurde das Tetrahydroindazol 105 als aktiv gegeniiber der Shank3-PDZ-
Doméne bestitigt (Abb. 3.31A). Die anderen Verbindungen (104 und 104), die durch das
Screening der Carboxylatbibliothek identifiziert wurden, zeigten in den NMR-Experimenten
keine Aktivitt.

Um, von den aktiven Fragmenten (105 — 107) ausgehend, zu affineren Liganden zu kommen,
sollte das dynamische Ligationsscreening (DLS) verwendet werden. Beim DLS wird ein
aktives Fragment mit einer Aldehyd- oder Aminfunktionalitit bendtigt."’*"'”) Um solche
Strukturen zu finden, wurden weiter Fragmente (111 — 116, Abb. 3.30) untersucht. Die
Verbindungen 111 — 116 waren kommerziell erhéltlich bzw. konnten aus den jeweiligen

Estern hergestellt werden.

7/2_3\\ 7/2_& \/Om%

114

Abb. 3.30 Untersuchte Derivate 111 - 116 der aktiven Fragmente 105 — 107.

Keine der Substanzen 111 - 116 zeigte im FP-Assay eine Aktivitit gegeniiber der Shank3-
PDZ-Domine. In den HSQC NMR-Experimenten konnte keine (112 — 116) Aktivitit bzw.
nur eine wesentlich geringere Aktivitdt (111), im Vergleich zu den Ausgangsverbindungen
105 und 106, nachgewiesen werden. Das wurde durch eine geringere Anzahl und geringere
Distanzen der verschobenen Signale impliziert.

Zu einer inaktiven Verbindung fiihrte z.B. das Substituieren des Sechsrings der Verbindung
105 durch eine Methylgruppe in Position 5 (Fragment 112). Das Weglassen des
Cyclohexylrings und Einfithren einer Nitrogruppe in Position 4 ergab ebenfalls eine inaktive
Verbindung (113). Das Indazol 111, bei der der flexible Cyclohexylring des Fragments 105
durch den aromatischen Sechsring ersetzt wurde, zeigte einen erheblichen Affinititsverlust,
illustriert durch die geringer ausgeprigte Verschiebung der Signale in den 'H,"’N-HSQC
NMR-Spektren (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31 Superposition der "H,"’N-HSQC NMR-Spektren ohne Ligand (griin) und mit achtfachem Uberschuss
an Ligand 105 (A) und 111 (B).

Die fiir das DLS geeigneten Fragmente 114 und 115 zeigten keine Bindung an das Protein.
Selbst die Verbindung 116, die bis auf eine Esterfuntionalitét in Position 5 identisch mit dem
aktiven Pyrrol 106 ist, zeigte keine Bindung an die Shank3-PDZ-Doméne.

Eine Erkldrung dafiir gab das virtuelle Screening. Dadurch war bekannt, dass die Alkylreste in
Position 3 und 4 (Verbindung 106) bzw. in Position 3 (Verbindung 107) in die hydrophobe
Tasche der PDZ-Doméne zeigen. Deshalb wurde keine weitere Variation an dieser Stelle der
Molekiile 106 und 107 durchgefiihrt. Die Nitrogruppe des Pyrrols 107 interagierte, ebenfalls
bestimmt durch das virtuelle Screening, mit dem Arginin R652 der Shank3-PDZ-Doméne.
Die Kombination aus den zwei Carboxylaten in Position 2 und 5 und der im Ring
befindlichen Aminofunktion wechselwirkten mit dem carboxylate binding loop und weiteren
Riickgratamiden. Aus

diesem Grund schien eine weitere Funktionalisierung dieser

Substituenten ohne einen starken Affinitdtsverlust zu erzeugen nur schwer moglich.

3.2.9 Ausblick

Weiterfiihrend zu den gezeigten Arbeiten bietet es sich an, den fragmentbasierten Ansatz
auszubauen und so moglicherweise selektivere Verbindungen zu erhalten. Speziell
Verbindung 105 ist in dieser Hinsicht vielversprechend. Es sollte mdglich sein eine Position
am Cyclohexylrest zu ermitteln, an der weitere Modifikationen bzw. VergroBerungen des
Fragments mdglich sind. Dazu muss eine fokussierte Bibliothek mit Modifikationen am
Alkylrest der Verbindung 105 synthetisiert werden. Ein mdglicher Syntheseweg wurde von

178

SCHMIDT et al."'® beschrieben. Das Pyrazol 118 wird durch die Kondensation von Hydrazin

mit dem Dieketoester 117 unter sauren Bedingungen, wie in Schema 3.8 dargestellt, erhalten.
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Schema 3.8 Syntheseschema fiir die Herstellung der fokussierten Bibliothek auf Grundlage von 84.

Wenn auf diesem Weg eine Position am Cyclohexylring ermittelt wurde an der
Modifikationen toleriert werden, kann das Fragment z.B. durch DLS erweitert werden. So

sollte es moglich sein zu selektiven Liganden zu erhalten.

3.3 Das Dishevelled-Protein

Die zweite PPI-Doméne, die im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht wurde, ist die PDZ-
Domine des Proteins Dishevelled (DVL). Deshalb wird auf das DVL-Protein und die DVL-
PDZ-Domine in den folgenden Abschnitten genauer eingegangen.

Das DVL-Protein wird in drei Isoformen (DVL1, DVL2 und DVL3) exprimiert. Vier
Bereiche des Proteins sind potenziell fiir PPIs geeignet. Diese Interaktionsdoménen sind vom
N- zum C- Terminus eine DIX-Doméne (benannt nach ithrem Vorkommen ausschlieBlich in
Dishevelled und Axin), eine PDZ-Domine gefolgt von einer prolinreichen Region und einer

Dishevelled/egl-10/pleckstrin (DEP)-Doméne!' '8 (Abb. 3.32).

__~ prolinreiche Region

Abb. 3.32 Schematischer Aufbau des DVL-Proteins

DVL ist eines der Schliisselproteine des Wnt-Signalwegs.!'*"! Dieser Signalweg ist nach dem
Wnt-Liganden benannt. Bei den Wnt-Liganden handelt es sich um eine Proteinfamilie. Fiir
deren Aktivitit ist ein Palmitinrest an einem konserviert auftretenden Cystein essenziell.['*”!
Bei der Signalweiterleitung unterscheidet man eine kanonische, f-Catenin abhéngige und eine
nicht-kanonische, 3-Catenin unabhingige Signaliibertragung. Wann es nach der Aktivierung
des Frizzled-Rezeptors durch den Wnt-Liganden zur kanonischen bzw. nicht-kanonischen
Signalkaskade kommt ist nicht gekldrt. Es wird aber vermutet, dass sowohl der zelluldre

Kontext als auch spezifische Wnt/Frizzled-Kombinationen dafiir entscheidend sind.!'® Es

sind derzeit zehn Mitglieder der Frizzled-Rezeptorefamilie im Menschen sind bekannt.['*¥
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Im kanonischen Fall, welcher weitaus besser untersucht ist, bindet der Wnt-Ligand an den
Frizzled-Rezeptor und an low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP 5) bzw.
LRP 6. Das fiihrt zu einer Interaktion der DVL-PDZ-Doméne mit dem Frizzled-Rezeptor. Der
C-Terminus von LRP 5/6 wird dann durch die glycogen synthase kinase 3 (GSK3f) und
casein kinase 1y (CKly) phosphoryliert. Die Phosphorylierung schafft Bindungstellen fiir
Axin, das dann an LRP 5/6 und die DIX-Domine von DVL bindet. Dadurch wird der
Degradationskomplex, bestehend aus Axin, dem Adenomatous polyposis coli protein (APC),
GSK3p und CK3a, desaktiviert. Die Auflosung dieses Proteinkomplexes fiihrt zu einer
Akkumulation des B-Catenins, gefolgt von einer Translokation in den Nukleus. Im Zellkern
initiiert B-Catenin durch die Verdrangung des Co-Repressors Groucho von einem Komplex,
bestehend aus lymphoid enhancer factor (LEF) und T-cell factor (TCF), die Transkription von
TCF-Zielgenen, beispielsweise c-MYC!S IS (Apb. 3.33B).

Im inaktiven Fall, d.h. es ist kein Wnt-Ligand gebunden, kommt es nicht zu einer Bindung
von Axin an LRP 5/6. Der Degradationskomplex bleibt intakt und phosphoryliert 3-Catenin.

Durch die Phosphorylierung wird -Catenin vom f-transducin repeat-containing protein (-

TrcP) erkannt und ubiquitinyliert. AnschlieBend wird das ubiquitinylierte B-Catenin durch das
Proteasom abgebaut wird"'®* (Abb. 3.33A).

(R
'/ é[’»-Caten!-—w‘s

p-Caten

o éﬁ-Catenb
ﬁ-Caten 2 B-Catt en)
Proteasom _‘_.--""'"l"m“l.m""""'"""-:.,,. .....‘-“" - o

£ n .~“‘ B Keine Transkription .:‘: p-Cateil (1:_:‘\,\ _.-". B Keine Transkription
,5 $ S Transkription G-t tg) S
L — —— Siagw ¢ . —I

Abb. 3.33 Schematische Darstellung des Wnt-Signalwegs. A: Inaktiver Signalweg. B: Aktiver Signalweg. C:
Aktiver Signalweg mit durch einen Liganden blockiertem Dishevelled. Ub — Ubiquitin

Der Wnt-Signalweg ist wiahrend der embryonalen Entwicklung essenziell fiir die Ausbildung
der Korperachse in Vertebraten. Eine Funktionsstdrung dieses Signalwegs flihrt zu

Fehlbildungen des Embryos.!'™) Des Weiteren wird eine permanente Aktivierung des Wnt-
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Signalwegs bei verschiedenen Krebserkrankungen bzw. deren Vorstufen beobachtet, z. B.
familidre adenomatose Polyposis (FAP)!"” und Kolonkrebs!'®". Eine Uberexprimierung von
DVL wurde bei Prostatakrebs!'’?, Lungenkrebs, speziell dem nicht-kleinzelligem Karzinom

102] 193] festgestellt.

(non-small cell lung cancer, NSCLC)"'* und dem Mesotheliom
Es ist bekannt, dass es in Zelllinien, die durch Transfektion DVL1-Proteine ohne PDZ-
Domine exprimieren, zu einer Absenkung des B-Cateningehalts kommt."** Des Weiteren
existieren Untersuchungen mit Inhibitoren der DVL-PDZ-Doménen, die zu einer

194111961 A5 diesem Grund konnen

Herunterregulation des Wnt/B-Catenin Signalwegs fithren.!
Inhibitoren der DVL-PDZ-Domine als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von
Krebsmedikamenten fungieren. Die DVL-PDZ-Domiéne stellt somit ein attraktives
Wirkstoffziel dar. Im néchsten Abschnitt wird aus diesem Grund genauer auf die DVL-PDZ-

Domine eingegangen.

3.3.1 Die Dishevelled-PDZ-Domiine

Die drei DVL Homologen und speziell die PDZ-Doménen weisen eine starke Konservierung
auf. Zwischen den PDZ-Doménen von DVL1 und DVL2 bzw. DVL3 besteht eine
Sequenzidentitit von jeweils 88 %. Die Identitdt der DVL2-PDZ-Doméne zur DVL3-PDZ-
Doméne betrigt 96 % (Abb. 3.34).
carboxylate binding loop
BA B pC aA
=t —— > — A

hDVL1 PDZ 251 TVTLNMERH IISIVGQSNDRGDGGIYIGSIMKGGAVAADGRIEPG
hDVL2 PDZ 267 TVTLNMEKY ISIVGQSNERGDGGIYIGSIMKGGAVAADGRIEPG
I
*

hDVL3 PDZ 249 TVTLNMEKY ISIVGQSNERGDGGIYIGSIMKGGAVAADGRIEPG

Konservierung N R R T
BD  BE aB BF

hDVL1 PDZ DMLLOVNDVNFENMSNDDAVRVLREIVSQTGPISLTVAKCWDPT 342

hDVL2 PDZ DMLLQVNDMNFENMSNDDAVRVLRDIVHKPGPIVLTVAKCWDPS 358

hDVL3 PDZ DMLLQVNEINFENMSNDDAVRVLREIVHKPGPITLTVAKCWDPS 340

Konservierung KhEKKKK : - KKKKKKKKIKIIRAK - *k | Kkk *xkkhhrkk .

Abb. 3.34 Sequenzalignment und Sekundérstruktur der humanen PDZ-Doménen von DVL1, 2 und 3
(UNIPROT Code: DVLI1: 014640, Aminosduren 251-342; DVL2: 014640, Aminosduren
267-358; DVL3: Q92997, Aminosduren: 249-340). Der Grad der Ahnlichkeit ist
gekennzeichnet durch ,*’ - identisch, , : > — sehr dhnlich, , .’ - verschieden.

Eine besondere Eigenschaft der DVL-PDZ-Doménen ist, dass diese nicht eindeutig einer
Klasse von PDZ-Dominen zugeordnet werden konnen. Es sind zwar native
Interaktionspartner bekannt, wie beispielsweise das Protein Dapper mit der Sequenz S L K L

M T T V-OH"™, welches fiir die Zuordnung zur Klasse I der PDZ-Dominen
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(Bindungsmotiv: X S/T X W-OH) spriache, aber es werden auch interne Bindungsmotive
erkannt zB. K T X X X W des Frizzled- Rezeptors.!"”"'*! Die folgenden Arbeiten wurden
mit der human DVL3-PDZ-Doméne durchgefiihrt.

3.3.2 Assayentwicklung

Fiir die DVL3-PDZ-Domaéne sollte, wie fiir die Shank3-PDZ-Doméne beschrieben (Abschnitt
3.2.2), ein FP-Assay entwickelt werden. Dazu wurden mit Fluorescein markierte Peptide
synthetisiert. Die entsprechenden = Aminosduresequenzen stammten von nativen
Bindungspartnern und Peptiden, die in der Literatur!'*""**!l als Bindungspartner fiir die DVL-
PDZ-Dominen beschrieben wurden.

197]-[201]

Die in der Literatur! angegebenen Bindungskonstanten konnten im FP-Assay nicht

reproduziert werden (Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9 An der DVL3-PDZ-Doméne vermessene potenzielle Fluoreszenzsonden

Nr. Herkunft AA-Sequenz Ko gom. Ko Lit.
[uM] [uM]
118  Protein: Dapper  Fluo-KLMTTV-OH inaktiv - [197]
119  Protein: Dapper  Fluo-LKLMTTV-OH inaktiv - [197]
120  Protein: Dapper  Fluo-SLKLMTTV-OH inaktiv - [197]
121  Peptidbibliothek Fluo-WKWYGWF-OH inaktiv 0.7+0.2 [200]
122 Peptidbibliothek TAMRA-WKDYWIDGK-NH, inaktiv 1.2+0.3 [200]
123 rational design ~ Fluo-VVV-OH inaktiv 71 [201]
124  rational design ~ Fluo-VWV-OH 509+34 2 [201]

Ein moglicher Grund fiir die schlechten Affinititen konnte ein storender Einfluss des
Fluoreszenzmarkers sein. Die Affinitidten der Peptide in der Literatur wurden im Fall von 119

[197],[200

und 121 zwar auch durch FP-Messungen bestimmt ] allerdings war nicht das Peptid

sondern das Protein markiert. Bei der Bestimmung der Bindungskonstanten der Peptide 123
und 124 im Fluoreszenzassay wurde ebenfalls die PDZ-Doméne markiert.*"!

Ein weiterer Grund fiir die Abweichung von den Literaturangaben konnte die Verwendung
der unterschiedlichen Homologen von Dishevelled sein; die Affinitit der Peptide 121 und 122
wurde fiir die DVL2-PDZ-Domine bestimmt.**” Die Peptide 123 bzw. 124 wurden mit der
DVLI1-PDZ-Domine vermessen.”*"! Allerdings weisen DVL1 bis 3 und speziell die PDZ-

Dominen, wie bereits in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, untereinander eine sehr grofle
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Ahnlichkeit auf. AuBerdem konnte die Gruppe um FUIII zeigen, dass Peptide, deren Sequenz
dem Bindungsmotiv des nativen Bindungspartner Frizzled entsprach, mit geringfiigigen

Affinititsunterschieden an alle drei DVL-PDZ-Dominen banden.**’

I Folglich ist nicht davon
auszugehen, dass die Verwendung der DVL3-PDZ-Doméne der Grund fiir die signifikanten
Affinitatsunterschiede ist, sondern dass der Fluoreszenzmarker zu den Affinitdtsverlusten
fiihrte.

Das Tripeptid 124 war das einzige Peptid, fiir das eine Bindung an die DVL3-PDZ-Doméne
durch FP-Messungen bestimmt werden konnte. Deshalb wurde das Peptid 124 als
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von ldngeren und moglicherweise affinieren Peptiden

genutzt. Dazu wurde 124 mit jeweils einer der 20 proteinogenen Aminosduren verldngert und

die Affinitét der resultierenden Tetrapeptide (125 bis 144) bestimmt (Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10 Aminosduresequenzen und K)-Werte der Tetrapeptide 103 — 123.
Nr. AA-Sequenz Kp [nM]

125  Fluo-A VW V-OH  inaktiv
126 Fluo-R VW V-OH  inaktiv
127  Fluo-N VW V-OH  inaktiv
128 Fluo-DVW V-OH 38

129 Fluo-CV W V-OH  inaktiv
130 Fluo-Q VW V-OH  inaktiv
131 Fluo-EVW V-OH 35

132 Fluo-GVW V-OH 50

133 Fluo-HVW V-OH 81

134  Fluo-I VW V-OH inaktiv
135  Fluo-L VW V-OH  inaktiv
136 Fluo-K VW V-OH  inaktiv
137 Fluo-M VW V-OH  inaktiv
138  Fluo-F VW V-OH inaktiv
139  Fluo-P VW V-OH inaktiv
140 Fluo-SV W V-OH 35

141 Fluo-TVW V-OH 34

142  Fluo-W VW V-OH  inaktiv
143  Fluo-Y VW V-OH  inaktiv
144 Fluo-VVW V-OH  inaktiv
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Lediglich sechs Verbindungen (128, 131 — 133, 140 und 141) der untersuchten Tetrapeptide
125 - 144 zeigten gegeniiber der DVL3-PDZ-Domiéne eine Affinitit. Alle anderen
Verbindungen waren inaktiv (Tabelle 3.10).

Das Peptid 133, mit einem Histidin als vierte Aminoséure, zeigte eine schwichere Affinitat
als das zu Grunde liegende Tripeptid 124. Ebenfalls keinen Affinitdtsgewinn wurde durch die
Verlingerung des Peptides 124 mit Glycin zum Tetrapeptid 132 bewirkt. Die
Bindungskonstante entspricht mit 50 uM dem Kp-Wert des Tripeptides 124. Eine stirkere
Bindung wurde fiir die Tetrapeptide 128, 131, 140 und 141 beobachtet. Diese vier Peptide
gingen aus der Verldngerung des Tripeptides 124 jeweils mit Asparaginsdure (128),
Glutaminsdure (131), Serin (140) und Threonin (141) hervor. An der Bindungsstelle P_;
wurde demnach eine Carbonsdure oder Hydroxygruppe bevorzugt gebunden (Tabelle 3.10).
Um die Affinitdt weiter zu steigern, wurde das Tetrapeptid 140 wiederum um jeweils eine der
20 proteinogenen Aminosduren verldngert. Die resultierenden Pentapeptide 145 - 164 zeigten
jedoch eine schwichere Bindung an die DVL3-PDZ-Doméne. Bis zu einer Konzentration von
100 uM Protein konnte keine Séttigung der Titrationskurve erreicht werden. Wie beispielhaft

fiir das Peptid Fluo-A S V W V-OH (145) in Diagramm 3.4 gezeigt.

80+

60+

Polarisation [mP]
'S
S

0 2 4 6
log (¢) [nM]

Diagramm 3.4 Auftragung der FP gegen den Logarithmus der Konzentration an DVL3-PDZ-Doméne bei

der Titration des Pentapeptids 145.
Eine Verlidngerung des Tetrapeptides 140 fiihrte somit nicht zu einer verstirkten Bindung an
das Protein. Die Pentapeptide 145 — 164 konnten nicht als Sonden fiir einen FP-Assay
verwendet werden. Die Bindungskonstanten der im folgenden Abschnitt wurden daher in

ITC-Messungen bestimmt.
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3.3.3 Optimierung von Liganden fiir die DVL3-PDZ-Domi:ine
(in Kooperation mit N. KAMDEM, AG Oschkinat und A. KREUCHWIG, AG G. Krause, FMP

Berlin, Y. ROSKE, AG Heinemann, MDC, Berlin, D. KOWALSKI, Enamine Ltd., Kiew)

In Vorarbeiten von N. KAMDEM (AG Oschkinat, FMP, Berlin), A. KREUCHWIG (AG G.
Krause, FMP, Berlin) und D. KOWALSKI (Enamine Ltd., Kiew) wurden 2-(Sulfonamido)-
benzoesduren (165; Abb. 3.35) als Liganden fiir die DVL3-PDZ-Domaéne identifiziert. Die
Bindung an das Protein wurde durch 'H,"’N-HSQC NMR-Spektroskopie nachgewiesen. Die
Kp-Werte dieser Verbindungen wurden durch "H,""N-HSQC NMR-Titrationen bestimmt und
lagen im moderaten bis unteren mikromolaren Bereich. Bei allen bisher untersuchten

Derivaten 165 handelte es sich um Verbindungen mit Arylsulfonamidresten. (Abb. 3.35)

HO

X
165

Abb. 3.35 Grundstruktur (165) der Liganden fiir die DVL3-PDZ-Doméne (X = Halogen; R = Aromat)

Um die Wichtigkeit des aromatischen Sulfonamidrests (R in Abb. 3.35) fiir die Bindung an
das Protein zu untersuchen, wurde dieser Rest durch eine Methylgruppe ersetzt. Die Affinitét
der Verbindung 166 (Abb. 3.36) zur DVL3-PDZ-Domine wurde durch isothermale

Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt.

HO

F
166

Abb. 3.36 Struktur der Verbindung 166.

In ITC-Messungen wird die Enthalpiednderung bei der Zugabe eines Liganden zu einer
Proteinlosung gemessen. Es wird also bestimmt, wie viel Wéarme an die Umgebung

abgegeben wird (exotherme Reaktion) oder aus der Umgebung aufgenommen wird
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(endotherme Reaktion).”"?"***] Der Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters ist in

Abb. 3.37A dargestellt.*!

A B Zeit [min]
0 50 100 150
I T T T T T T —
Interaktionspartner A 0.004 4

in Spritze @ 0.25] ]
3 ] j
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Abb. 3.37 Schematischer Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters (A; vgl. [204]) und exothermes ITC-
Experiment mit einem Verhiltnis von 0.5 des Interaktionspartner A zu Interaktionspartner B (B).

Das Kalorimeter besteht aus zwei Zellen, einer Referenzzelle, gefiillt mit Puffer oder Wasser
und einer Probenzelle, gefiillt mit einer Losung des Interaktionspartners B. Dazu wird
schrittweise eine Losung des Interaktionspartners A aus der Spritze injiziert. Die durch die
Komplexbildung von A und B verursachten Wéarmednderungen in der Probenzelle wird im
Vergleich zur Referenzzelle gemessen. Durch Heizen bzw. Kiihlen wird die Temperatur
konstant gehalten. Die dazu durchgefiihrten Erh6hungen bzw. Absenkungen der Heizleistung
werden gemessen und sind im oberen Teil der Abb. 3.37B als Spitzen (Peaks) aufgetragen
gegen das Verhéltnis der Konzentrationen von A und B erkennbar. Durch Integration der
einzelnen Peaks wird die benétigte oder freiwerdende Energie pro Injektion bestimmt. Diese
Energie wird durch die Punkte der Kurve im unteren Teil der Abb. 3.37B wiedergegeben.

Der Anstieg einer theoretischen Kurve, angepasst an die Messpunkte, ergibt die
Assoziationskonstante K4. Durch den Wendepunkt der Kurve ist das Verhiltnis des
Interaktionspartners A zum Interaktionspartner B bestimmbar und der maximale Abstand zur
X-Achse ergibt AH.P®M21 Ays den so ermittelten Werten lassen sich die
thermodynamischen  Parameter freie Enthalpie = AG, Entropie AS und die
Dissoziationskonstante Kp bestimmen. Die freie Enthalpie AG und die Entropie AS werden

nach Gleichung (6) berechnet.**"!
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~RT“InK,=AG = AH -T- AS (6)

Die Dissoziationskonstante Kp ergibt sich aus der reziproken Assoziationskonstante K,

(Gleichung 7).

KD = (7)

RS
KA
Der so ermittelte Kp-Wert fiir die Verbindung 166 betrug 1.34 + 0.07 mM und ist damit um
zwei GroBenordnungen schlechter als die beste Ausgangsverbindung. Der aromatische Teil
des Sulfonamids tragt offenbar stark zur Bindung bei und sollte deshalb erhalten bleiben.
Trotz der geringen Affinitdt des Anthranilsdurederivats 166 zu DVL3-PDZ-Doméine war es
moglich die Kristallstruktur der PDZ-Doméne im Komplex mit dem Liganden 166 zu l6sen.
(Abb. 3.38)

A

Abb. 3.38 Kristallstruktur der DVL3-PDZ-Doméne im Komplex mit 166. A: Gesamtansicht. Die schwarze
Strichlinie stellt eine ungeordnete Schleife, Aminosduren 268 — 272, dar. B: Vergroflerung der
Bindungsspalte  mit  carboxylate  binding loop  (F259 — 1262) in  hellblau.
Wasserstoffbriickenbindungen sind durch graue Strichlinien gekennzeichnet. Die Abstinde sind in A
angegeben. C: Oberflichenansicht der Bindungsstelle. Farbcode: blau - positiv geladene
Aminoséduren; rot - negativ geladene Aminosiuren.
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Wie in der Abb. 3.38A dargestellt ist, war die Verbindung 166 in der Bindungsspalte
zwischen dem [(B-Strang und der aB-Helix gebunden. Das Carboxylat des
Anthranilsdurederivats 166 interagierte mit dem carboxylate binding loop und ein
Sauerstoffatom der Sulfonamidgruppe bildete eine Wasserstoftbriickenbindung zum Histidin
H324 aus (Abb. 3.38B). Die Interaktionen mit dem carboxylate binding loop auf der einen
Seite und dem Histidin H326 der Helix aB auf der anderen Seite sorgten fiir die Lokalisation
des Benzolrings der Verbindung 166 in der hydrophoben Tasche der PDZ-Doméne (Abb.
3.380).

Da der Ligand 166 mit dem Histidin H324 interagiert und an dieser Stelle der DVL1-PDZ-
Doméne ein Serin (S326) vorliegt wurde untersucht, inwiefern eine Interaktion der
Verbindung 166 mit der DVL1-PDZ-Doméne stattfindet.

Um die Bindung an die DVLI-PDZ-Doméne zu bestimmen wurden ebenfalls die ITC-
Messungen durchgefiihrt. Wie aus Abb. 3.39 ersichtlich ist, war die Bestimmung einer
Dissoziationskonstante der Verbindung 166 gegeniiber der DVL1-PDZ-Domine auf Grund
der geringen Affinitit nicht moglich. Der Inhibitor 166 zeigte folglich eine Selektivitit
gegeniiber der DVL1-PDZ-Domine.
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Abb. 3.39 ITC-Messungen der Verbindung 166 mit A: DVL3-PDZ-Doméne. B: DVL1-PDZ-Doméne.
(c¢(DVL) =103 pM, c(166) = 8.4 mM)

Um die Affinitit der Liganden zur DVL3-PDZ-Doméne, basierend auf der Grundstruktur 165
(Abb. 3.35), zu erhohen, wurde der Sulfonamidrest variiert. Da Arylsulfonamide bevorzugt

gebunden werden, wurden Derivate der Grundstruktur mit verschiedenen aromatischen
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Sulfonamidresten (167 — 169) synthetisiert. Das Ziel dabei war, durch m-m-Interaktion der
Seitenkette des Phenylalanins F259 zusitzlich positive Wechselwirkungen zwischen Ligand
und Protein zu generieren. Aus diesem Grund wurde der Abstand zwischen der
Sulfonamidfunktionalitit und den aromatischen Systemen variiert.

AuBlerdem wurde nicht die Fluoranthranilsdure, sondern das Bromderivat 170 verwendet, da
die Substitution des Fluors durch Brom ebenfalls einen Affinititsgewinn zur Folge hatte
(untersucht von N. KAMDEM, AG Oschkinat, FMP, Berlin).

Die Synthese erfolgte durch die Kondensation des entsprechenden Sulfonylchlorids (171 —
173) mit dem Anthranilsdurederivat 170 (Schema 3.9).

o o
o HNT R A

O O ges. Na,COj3-Lsg.
"o \/  RL1Oh 167,171
/S\ HO
Cl R ;“;
Br
Br
170 171-173 167 - 169 168, 172

a0y
169, 173 \©

Die Verbindungen 167 — 169 wurden ebenfalls im ITC-Experiment untersucht. Durch die

Schema 3.9 Synthese der Verbindungen 167 — 169.

ITC-Messungen wurde ein Verhiltnis von 0.5 Liganden je Protein ermittelt, d.h. ein Ligand
bindet an zwei PDZ-Doménen bzw. induziert eine Dimerisierung. Eine andere Erkldrung fiir
dieses Ergebnis ist, dass das Protein zur Hélfte ,,inaktiv vorlag. Da in der Kristallstruktur
(vide infra) nicht zu beobachten war, dass ein Ligand an zwei PDZ-Doménen band oder eine
Dimerisierung ausloste, konnte davon ausgegangen werden, dass etwa die Hilfte des
eingesetzten Proteins nicht richtig gefaltet und damit inaktiv war.

Die durch die ITC-Messungen ermittelten Enthalpie- und Entropie-Werte sind in Diagramm
3.5 zusammengefasst. Dabei fillt auf, dass die Verbindung 166 (Kp = 1.34 mM) und 169 (Kp
= 7.2 uM) sowohl eine positive Entropie als auch eine negative Enthalpie aufwiesen. Die
Verbindungen 167 und 168 kompensierten durch eine starke Abnahme der Enthalpie eine
negative Entropie. Fiir die Liganden 167 und 168 wurden jeweils Kp-Werte von 58.5 (167)
und 13.8 uM (168) gemessen (Diagramm 3.5).
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1,0

0,0
_ _2’0 ‘1 ,4
]
E 23 M AG
b M AH
=

-4,0 3.7 M -TAS

6.0 5,7

6,7 -6,6
-8.0 7,7
166 167 168 169

Diagramm 3.5 Auftragung der Enthalpie AH, des Entropieterms -TAS und der freien Enthalpie AG fiir die
Verbindungen 166 — 169 bestimmt durch ITC-Messungen.

Die Verbindungen 167 — 169 wurden zur Kokristallisation mit der DVL3-PDZ-Doméne
verwendet. Fiir den Liganden 167 konnte die Struktur des Proteins im Komplex mit 167
gelost werden.

Der Inhibitor 167 war erwartungsgemill im gleichen Modus, wie fiir die Verbindung 166
beobachtet, gebunden (Abb. 3.40). Das Carboxylat des Anthranilsdurederivats 167
interagierte mit dem carboxylate binding loop und ein Sauerstoff des Sulfonamids mit dem
Histidin H324. Es war zu beobachten, dass die aromatischen Systeme des Phenylalanins F259
und des Sulfonamides sich zueinander ausrichteten. Das spricht fiir eine geringe
Wechselwirkung der m-Systeme des Phenylalanins F259 und des Sulfonamids 167 (Abb.

3.40B). Eine groBere Uberlappung der beiden m-Systeme konnte aber nicht festgestellt werde.
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Abb. 3.40 Kristallstruktur der DVL3-PDZ-Doméne im Komplex mit 167. A: Gesamtansicht. Die schwarze
Strichlinie stellt eine ungeordnete Schleife, Aminosduren 268 — 270, dar. B: Vergroflerung der
Bindungsspalte  mit  carboxylate  binding loop  (F259 - 1262) in  hellblau.
Wasserstoftbriickenbindungen sind durch graue Strichlinien gekennzeichnet. C: Oberflichenansicht
der Bindungsstelle. Farbcode: blau — basische Aminosduren; rot — saure Aminoséuren.

Die zusitzliche Interaktion der m-Systeme des Phenylalanins F259 und des Liganden 167
erklirte die Abnahme der Enthalpie im Vergleich zu Verbindung 166.

Durch diese m-mt-Interaktion des Proteins (Phenylalanin F259) mit dem Arylsulfonamid der
Verbindung 167 kommt es auBBerdem zu einer Fixierung des Proteins am carboxylate binding
loop. Damit konnte die beobachtete Entropieabnahme ebenfalls erklirt werden. Dieses
Phénomen ist auch fiir die Verbindung 168 zu erwarten. Da aber mutmallich eine bessere -
n-Interaktion zwischen Ligand 168 und Phenylalanin F259 stattfand, welche die
Entropieabnahme kompensierte, ist eine stiarkere Bindung zu beobachten (Kp = 13.8 uM).

In der Uberlagerung der Kristallstrukturen der DVL3-PDZ-Domine im Komplex mit 166
bzw. 167 war zu beobachten, dass die Proteine nahezu kongruent sind. Die Liganden (166 und
167) interagierten mit den gleichen Aminosduren des Proteins, lagen jedoch um den

Carbonylkohlenstoff des Carboxylats als Fixpunkt geringfiigig verdreht vor (Abb. 3.41).
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Abb. 3.41 Superpostion der Kristallstrukturen der DVL3-PDZ-
Domaénen im Komplex mit 166 (orange) und 167 (blau).

Diese Drehung, bedingt durch die Interaktion des aromatischen Sulfonamids mit der
Seitenkette des Phenylalanins F259, fiihrte zu einer Verkiirzung der Wasserstoffbriicken des
Carboxylats von 166 mit dem carboxylate binding loop und damit zu einer stirkeren Bindung.
Allerdings wird die Bindung zwischen der Seitenkette des Histidins H324 mit dem Sauerstoff
des Sulfonamids geschwicht (Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11 Abstinde zwischen interagierenden Atomen der Liganden 166 und 167 zur DVL3-
PDZ-Doméne, ermittelt aus der jeweiligen Kristallstruktur.

Aminosiure Abstand zu 133 [A]  Abstand zu 134 [A]
L262 (Amid) 2.88 2.80
G262 (Amid) 2.77 2.70
1264 (Amid) 3.15 2.88
H324 (Seitenkette) 3.03 3.42

Die bessere Interaktion des Inhibitors 167 mit dem caroxylate binding loop und die, wenn
auch schwache, Wechselwirkung der Phenylalaninseitenkette (F259) mit dem aromatischen
Sulfonamid fiihrte dazu, dass der Enthalpie-Term der Verbindung 167 im Vergleich zum
Liganden 166 stark abnahm. Die noch stirkere Verringerung der Enthalpie fiir die
Verbindung 168 wurde wahrscheinlich durch eine bessere Interaktion der m-Systeme des
Phenylalanins F259 und des Sulfonamids von 168 erreicht.

Die Lage der m-Systeme des aromatischen Sulfonamidrests der Verbindung 169 war
offensichtlich nicht ideal fiir eine Wechselwirkung mit dem Phenylalanin F259, wie durch den

geringeren Enthalpiegewinn (im Vergleich zu 167 und 168) offensichtlich wurde. Allerdings
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kam es zu einer Zunahme der Entropie, wahrscheinlich durch die Verdringung von
Wassermolekiilen aus dem Protein. In der Summe fiihrte das zu einer, verglichen mit dem
Liganden 168, etwas geringeren freien Enthalpie und damit zu einer geringfiigig stirkeren
Bindung.

Die aktiven Verbindungen 167 bis 169 wurden in ersten zelluldren Experimenten untersucht
(in Kooperation mit L. FANG, AG Birchmeier, MDC, Berlin). Fiir die Liganden 167 und 168
konnte allerdings keine Inhibition des Wnt-Signalwegs nachgewiesen werden. Die
Verbindung 169 zeigte in diesen Versuchen die Tendenz zur konzentrationsabhidngigen
Inhibition des Wnt-Signalwegs. Allerdings in einem Konzentrationsbereich (bis 150 uM) der
auerdem zum Absterben der Zellen (HEK 293) fiihrte. Demnach konnten iiber die Aktivitit

in Zellen keine belastbaren Aussagen getroffen werden.

3.3.4 Ausblick
3.3.4.1 FP-Assay
Eine Alternative zur Entwicklung einer Fluoreszenzsonde fiir den FP-Assay besteht in der
Verkniipfung eines bekannten Inhibitors, wie beispielsweise die in Abschnitt 3.3.3

beschriebenen Liganden 166 — 169, iliber einen Linker dem Fluoreszenzfarbstoff zu

verkniipfen (Abb. 3.42).
OH

o O

HO

Br

Abb. 3.42 Vorschlag fiir eine nicht-peptidische Fluoreszenzsonde
auf Grundlage von Inhibitoren der DVL3-PDZ-Doméne.

Auf diese Weise sollte es moglich sein, eine Fluoreszenzsonde zu erhalten und damit einen

FP-Assay fiir die DVL3-PDZ-Doméne zu etablieren.
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3.3.4.2 Ligandenoptimierung

Fiir die weitere Optimierung der Liganden 166 — 169 konnte von Verbindung 168
ausgegangen werden. Der Entropiebeitrag wirkte sich zwar nicht positiv auf die Bindung aus,
aber auf Grund des groen Enthalpiegewinns war davon auszugehen, dass eine Interaktion der
n-Systeme des Sulfonamidrests und der Seitenkette des Phenylalanins F259 stattfand.

Um diese Interaktion weiter zu verbessern scheint, ausgehend von der Kristallstruktur der
Verbindung 167 im Komplex mit der DVL3-PDZ Domine (Abb. 3.43A), die Verwendung
des Naphthalinyl-2-methanesulfonyl-Restes sinnvoll. Die daraus resultierende Verbindung
174 (Abb. 3.43B) sollte durch die bessere Interaktion der m-Systeme von Sulfonamid und

Phenylalaninseitenkette (F259), wie in Abb. 3.43A gezeigt, einen stdrken Enthalpiegewinn

v )
o HNT

zur Folge haben und damit besser an das Protein binden.

B

HO

Br

174

Abb. 3.43 A: Kristallstruktur der DVL3-PDZ-Domaéne mit der Verbindung 167. Der gestrichelte Kreis gibt die
wahrscheinliche Lage des Naphtylrestes der Verbindung 174 an. B: Struktur der Verbindung 174.

Des Weiteren zielten die bisherigen Modifikationen des Sulfonamidrestes auf Interaktionen
auBBerhalb der Bindungsspalte der DVL3-PDZ-Domine ab. Um die Affinitit der Liganden
weiter zu erhohen, bietet es sich an, das Molekiil in der Bindungsspalte zwischen B-Strang
und aB-Helix, zu verldngern.

Aus diesem Grund wurde die Kristallstruktur der DVL3-PDZ-Domine im Komplex mit
Verbindung 167 mit der Struktur der DVL2-PDZ-Domine im Komplex mit dem Peptid
EIVL W S DI P (PDB: 3CCO) iiberlagert. Dabei fillt auf, dass die Helix aB flexibel ist
(Abb. 3.44A) und dadurch die hydrophobe Tasche weiter gedffnet werden kann, so dass dort

wesentlich mehr Platz fiir hydrophobe Teile eines Molekiils vorhanden ist.
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175

Abb. 3.44 A: Superposition der Kristallstrukturen der DVL-PDZ-Doméne im Komplex mit 167 (blau) und
dem Peptid EIL W S D I P (orange; PDB 3CCO0). B: Struktur der Verbindung 175.

Im Falle des Peptids EI L W S D I P liegt die Seitenkette des Tryptophans in der vergroferten
hydrophoben Tasche (Abb. 3.44A). Aus diesem Grund scheint eine VergroBerung der
Anthranilsdure zur ortho-Aminonaphthalinsidure 175 (Abb. 3.44B) sinnvoll.

Eine weitere Moglichkeit um zusétzliche Bindungsenergie zu generieren, ergibt sich aus der
Uberlagerung der Kristallstruktur von 167 im Komplex mit der DVL3-PDZ-Domiéne und der
Struktur der DVL1-PDZ-Doméne im Komplex mit Sulindac (PDB: 2KAW).

Abb. 3.45: Superposition der Kristallstrukturen der DVL-PDZ-Doméne im
Komplex mit 167 (blau) und Sulindac (orange; PDB 2KAW).

Sulindac bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zum Arginin R338 der DVL2-PDZ-Doméne.
In der gleichen Position befindet sich in der PDZ-Doméne von DVL3 ebenfalls ein Arginin

(R320). Um dieses zu adressieren, miisste ein Wasserstoffbriickenakzeptor, wie
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beispielsweise eine Carbonylgruppe, in die Grundstruktur 165 eingefiihrt werden. Die Art und
Position des Wasserstoffbriickenakzeptors sollte durch Dockingexperimente bestimmt
werden.

Um die Interaktion mit der Phenylalaninseitenkette F259 zu gewéhrleisten, bietet es sich an,
auf Seiten des Sulfonamides entweder den Naphthalinyl-2-methanesulfonyl- (vgl. 174, Abb.
3.43) oder den Naphthalin-2-sulfonyl-Rest (172, Schema 3.9) zu verwenden.
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4 Fazit

Wie in der Literatur beschrieben und auch durch die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt wurde,
ist es moglich Inhibitoren fiir PPI-Doménen, speziell PDZ-Doménen, zu entwickeln. Diese
erreichten Affinititen im unteren mikromolaren Bereich (K; = 10 uM fiir die Shank3- und
Kp= 7 uM fiir DVL3-PDZ-Doméne). Durch Optimierungen der Liganden, wie fiir die
Inhibitoren der DVL3 PDZ-Doméne vorgeschlagen (Abschnitt 3.3.4), sollte es moglich sein
die Affinitdt weiter zu steigern.

Fiir die Bindung eines nicht peptidischen Liganden an eine PDZ-Domine scheint eine
Interaktion mit dem carboxylate binding loop und zusitzlich eine Wechselwirkung mit einer
Aminosdure der Helix aB essenziell zu sein. Dies wurde z.B. fiir die oben beschrieben
Liganden 63, 166 und 167 oder auch Sulindac, in den entsprechenden Strukturen beobachtet
(Abb. 4.1).

\
W

Abb. 4.1 Vergleich der Strukturen des Inhibitors 63 gebunden an die mShank3-PDZ-Doméne (A), der Liganden
166 (B) und 167 (C) im Komplex mit der hDVL3-PDZ-Doméne und Sulindac gebunden an die
mDVL1-PDZ-Domiéne (PDB: 2KAW) (D).
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Findet diese Interaktion nicht statt, so erhilt man nicht-bindende Substanzen wie in den SAR-
Untersuchungen fiir die Shank3-PDZ-Domine gezeigt wurde. AufBlerdem konnte dieser
Sachverhalt auch fiir die DVL-PDZ-Doméne beobachtet werden. Hier ist die fehlende
Interaktion mit einer Aminosdure aus der aB Helix ausschlaggebend fiir die Selektivitét der
Verbindung 166 gegeniiber der DVL1-PDZ-Domine.

Zwischen diesen Ankerpunkten lag bei den untersuchten Verbindungen ein hydrophober
Molekiilteil, der zum einen als Gertist diente, um die funktionellen Gruppen in die ,,richtige*
Position zu bringen, und zum anderen direkt iiber der hydrophoben Tasche lokalisiert war.
Die Lage des hydrophoben Molekiilteils in bzw. iiber der hydrophoben Tasche sorgte zum
einen fiir eine zusitzliche Stabilisation des Protein-Ligand-Komplexes, zum anderen wurde
die hydrophobe Tasche dadurch abgeschirmt.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass fiir die Bindung eines Liganden an eine PDZ-Doméne
sowohl die Interaktion mit dem carboxylate-binding-loop und der hydrophoben Tasche als
auch mit einer Aminoséure aus der gegeniiberliegenden Helix aB notig ist.

Gelingt es zusitzliche Interaktionen, beispielsweise entlang der Peptidbindungsspalte, zu

generieren, sollte eine Erhohung der Affinitdt bis in den nanomolaren Bereich moglich sein.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemein

Die Reagenzien und Ldsungsmittel wurden, wenn nicht anders angemerkt, ohne weitere
Reinigung verwendet. Das Molekularsieb (Acros Organics, Geel, Belgien) wurde fiir

mindestens 30 min im Vakuum mit der HeiBluftpistole getrocknet.

Der Reaktionsverlauf wurde durch Diinnschichtchromatographie auf DC-Fertigplatten
(Kieselgel 60 Fyss auf Aluminium, Merck, Darmstadt, Deutschland) iiberwacht. Die
chromatographische Reinigung wurde an Kieselgel mit der Korngrée 0.040 — 0.063 mm
(Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.

Fiir die LC-MS-Analysen diente ein Agilent 1100 System (Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland) ausgestattet mit RP-Saule (Nucleosil LC-MS 100 C-18, 5 pm, 2 x 250 mm,
Grom, Herrenberg, Deutschland), diode array detector (DAD) und Single Quadrupol
Massenspektrometer (Elektrospray-Ionisation) bzw. mit einem Agilent 1200er Serie der
Firma Agilent ausgestattet mit RP-Sdule (Zorbax Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT 50
x 4.6 mm), DAD und einem AccurateMass Time-of-Flight-Massenspektrometer
(Elektrospray-lonisation) durchgefiihrt. Das AccurateMass Time-of-Flight-
Massenspektrometer wurde ebenfalls fiir die Bestimmung der exakten Massen verwendet. Als

Eluent dienten Wasser-Acetonitril-Mischungen mit 0.1% Ameisenséure.

Die NMR-Spektren wurden am 300 MHz Spektrometer Avance der Firma Bruker
(Rheinstetten, Deutschland) aufgenommen ('"H-NMR: 300 MHz; *C-NMR: 75 MHz). Die
Proben wurden in CDCI; (interner Standard: CHCls, 6 = 7.26 ppm), DMSO-d; (interner
Standard Me,SO; 6 = 2.50 ppm), DMF-d; (interner Standard Me,NCHO 6 = 2.75 ppm) oder
MeOH-d, (interner Standard CHD,0OD, 6 =3.31 ppm) geldst. Die chemischen Verschiebungen
sind auf die 6-Skala bezogen und in ppm angegeben. Die Multiplizititen sind wie folgt
angegeben: s - Singulett, d — Dublett, t — Triplett, ¢ — Quartett, sep — Septett, dd —
Doppeldublett, ddd — Dublett eines Doppeldubletts, dt — Dublett eines Tripletts, m —
Multiplett. Der Zusatz b zeigt breite Signale an. Diastereomere Protonen wurden — sofern eine
Unterscheidung moglich war — mit den Indizes A bzw. B gekennzeichnet. Der Index Ar

kennzeichnet  Signale aromatischer = Wasserstoff- bzw. Kohlenstoffatome. Die
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Substitutionsgrade der Kohlenstoffatome wurde mit C — quartir, CH — tertidr, CH, — sekundér
und CHj3; — primdr bezeichnet. Die Angabe der Kopplungskonstanten erfolgte in Hz. Die
Zuordnung der Signale im 'H- und "*C-NMR-Spektrum erfolgte durch die Aufnahme und
Auswertung von H,H-COSY-, HMQC- und HMBC-Spektren. Die Rohdaten wurden mit dem

Programm TopSpin ausgewertet.

Die IR-Spektren wurden mit dem Spektrometer Vector 22 der Firma Bruker ausgestattet mit
SplitPea”-ATR-Einheit der Firma Harrik (Pleasentville, USA) aufgenommen. Die
Intensitdten der Signale sind mit ss — sehr stark, s — stark, m — mittelstark und w — schwach

angegeben.

Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi Melting Point B545 (Biichi, Essen, Deutschland)

gemessen und sind unkorrigiert.

Fiir Reaktionen im Mikrowellenreaktor wurde die Biofage (Uppsala, Schweden) Mikrowelle

Initiator verwendet.

Die Reinigung von Substanzen mittels HPLC erfolgte an der semiprédparativen HPLC-Séule
(Grom-SIL 300 ODS-5 ST RP-C18, 250 x 20 mm). Mit verschiedenen Gradienten, welche
aus analytischen HPLC-Laufen adaptiert wurden. Als Eluent dienten Wasser-Acetonitril-

Gemische mit 0.1 % TFA.

Peptide wurden entweder manuell in Plastikspritzen mit PE-Filtern oder mit einem
Parallelsyntheseroboter Sophas GXXL der Firma Zinsser Analytic (Frankfurt am Main,
Deutschland) hergestellt. Zur Synthese wurde 2-Chlortritylchlorid-Harz (Novabiochem,
Darmstadt, Deutschland; 1.3 mmol/g) fiir die freie Sdure am C-Terminus bzw. Rinkamid-
Harz (Novabiochem, Darmstadt, Deutschland; 0.65 mmol/g) fir Amide am C-Terminus
verwendet. Die Synthese erfolgte unter Standard-Fmoc-Peptidfestphasen-Synthese
Bedingungen mit N,N-Diisopropylcarbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol (DIC/HOBt) als

(351 Die Fmoc-Schutzgruppe wurde durch zweimalige Behandlung des

Kupplungsreagenzien.
Harzes mit 20 % Piperidin in DMF fiir jeweils 10 min abgespalten. Im Anschluss an die
Kupplung der Aminosduren und das Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe wurden die
fluoreszenzmarkierten Peptide mit 5(6)-Carboxyfluorescein (5 Aquivalent), DIC (5

Aquivalente) und HOBt (5 Aquivalente) acyliert. Das so acylierte Harz wurde anschlieBend
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30 min mit 20 % Piperidin in DMF behandelt. Die Acetylierung der Peptide ohne
Fluoreszenzmarkierung erfolgte durch Behandlung des entschiitzten N-Terminus mit
DMF/Ac,O/DIPEA (8 : 1 : 1) fiir 10 min. Die Abspaltung der Peptide vom Harz wurde mit 95
%iger Trifluoressigsdure (TFA) unter Zugabe der entsprechenden Substanzen zum Abfangen

3] Die Peptide wurden, wenn

der abgespaltenen Seitenkettenschutzgruppen durchgefiihrt.!
notig, mittels préparativer RP-HPLC unter der Verwendung von Wasser-Acetonitril-

Gemischen mit dem Zusatz von 0.1 %TFA aufgereinigt.

5.2 Shank3-PDZ-Domidine

5.2.1 Assays

Fluoreszenzpolarisations-Assay

Der FP-Assay wurde in unbehandelten, schwarzen 384-well Mikrotiterplatten (Corning B.V.
Life Sciences, Schipol-Rijk, Niederlande) in einem finalen Volumen von 10 pL durchgefiihrt.
Dazu wurde 1 x PBS Puffer (pH 7.2) mit 0.25 % TWEEN verwendet. Die Messungen wurden
im  microplate reader Safire Il (Tecan, Crailsheim, Deutschland) mit einer
Anregungswellenldnge von 470 nm und einer Emmisionswellenlinge von 525 nm
durchgefiihrt. Die Peptide 1 — 6 wurden in einer Konzentration von 10 nM gegen
verschiedene Konzentrationen (0 — 100 uM) der His-fag mShank3-PDZ-Domane titriert. Die
so ermittelten FP-Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism 4 fiir Windows bzw.
GraphPad Prism 5 fir Windows (GraphPad, La Jolla, USA) durch nichtlineare Regression

(curve fit) analysiert.

Berechnung des Z "“Wertes!'**!

Zur Bestimmung des Z'-Werts wurde die FP fiir die gebundene und ungebundene FP-Sonde 3
bestimmt. Um die FP fiir den gebundenen Zustand zu bestimmen wurden die His-tag
mShank3 PDZ-Domine (500 nM) und Fluoreszenzsonde 3 (10 nM) in PBS (pH 7.2) mit
0.25 % TWEEN in einem finalen Volumen von 10 pL vermessen. Zur Ermittlung der FP fiir
den ungebundenen Zustand wurden 10 pL einer Losung aus His-tag mShank3 PDZ-Doméne
(500 nM), Fluoreszenzsonde 3 (10 nM) und unmarkiertes Peptid 8 (10 uM) in PBS (pH 7.2)
mit 0.25 % TWEEN vermessen. Die FP fiir den gebundenen und ungebundenen Zustand der
Sonde 3 wurden jeweils 192mal bestimmt und der entsprechende Mittelwert und die
Standardabweichung ermittelt. Der Z'-Wert wurde entsprechend Gleichung (1) berechnet (Z'=
0.71).
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Fluoreszenzpolarisations-Screening Assay

Das Screening wurde in unbehandelten, schwarzen, 384-well Mikrotiterplatten (Corning B.V.
Life Sciences, Schipol-Rijk, Niederlande) durchgefiihrt. In jedem Well befanden sich 10 pL
einer Losung aus His-tag mShank3-PDZ-Domine (500 nM), Fluoreszenzsonde 3 (10 nM)
und eine der Verbindungen (10 uM im Falle der ChemBioNet-Bibliothek und 1 mM im Falle
der Carboxylat-Bibliothek) in PBS Puffer (pH 7.2) mit 0.25 % TWEEN und 1 % DMSO. Auf
jeder Platte befanden sich zusétzlich 32 Negativkontrollen (500 nM His-fag mShank3-PDZ-
Doméne und 10 nM Fluoreszenzsonde 3 in 10 pL PBS (pH 7.2) mit 0.25 % TWEEN und 1 %
DMSO).

Bestimmung der /Csp-Werte

Um die ICsp-Werte der Verbindungen zu bestimmen, wurden His-fag mShank3-PDZ-Doméne
(500 nM) und Fluoreszenzsonde 3 (10 nM) in einem finalen Volumen von 10 pL gegen
verschiedene Konzentrationen (0 — 500 uM) der zu untersuchenden Verbindung titriert. Die
Messung wurde in unbehandelten, schwarzen, 384-well Mikrotiterplatten (Corning B.V. Life
Sciences, Schipol-Rijk, Niederlande) durchgefiihrt und die gemessenen FP-Daten wurden
mittels GraphPad Prism 4 fiir Windows bzw. GraphPad Prism 5 fiir Windows (GraphPad, La
Jolla, USA) durch nichtlineare Regression (curve fit) analysiert.

5.2.2 Synthese

Peptide

CF-QTRL-OH (1): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C4oHsNgOy3' [M+H]": 874.3497 gef:
874.3494.

CF-AQTRL-OH (2): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C4sHs¢NoO14  [M+H]": 945.3869
gef.: 945.3868.

CF-EAQTRL-OH (3): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CsoHg3Nj9O17 [M+H]": 1074.4294
gef.: 1074.4294.

CF-PEAQTRL-OH (4): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CssHyNj;O13° [M+H]'™:
1171.4822 gef.: 1171.4819.

CF-HAFTRF-OH (6): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CssHeoN11O14" [M+H]+: 1135.4400
gef.: 1135.4408.

CF-DLQTSI-OH (7): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C40HsN;O15 [M+H]": 1033.3917
gef.: 1033.3912.
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Ac-EAQTRL-OH (8): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C3;HssN;oO12" [M+H]": 759.3995
gef.: 759.3995.

Ac-EAQTRL-NH, (88): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C31Hs¢N11 01" [M+H]+:
758.4155 gef.: 758.4181.

Ac-EAQTRA-OH (89): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CosH4oN 0012 [M+H]": 717.3526
gef.: 717.3543.

Ac-EAQTAL-OH (90): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CogHxN7012" [M+H]": 674.3355
gef.: 674.3376.

Ac-EAQARL-OH (91): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C30Hs3N 001" [M+H]": 729.3890
gef.: 729.3915.

Ac-EAATRL-OH (92): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C20Hs5:NoO1;" [M+H]": 702.3781
gef.: 702.3796.

Ac-AAQTRL-OH (93): HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir Coo0Hs3N10O1o' [M+H]": 701.3941
gef.: 701.3948.

5-Chlor-2,4-dinitro-phenol (29)!'*"!

cl_s 2 OH
1
4

O,N : 2> NO,

M =218.6 g/mol

1, 5-Dichlor-2, 4-dinitro-benzol (28, 500 mg, 2.11 mmol) wird in 25% aq. Natriumacetat-
Losung (6 mL) suspendiert. AnschlieBend wird in der Mikrowelle fiir 60 min. auf 150 °C
erhitzt. Die dadurch erhaltene kristalline Masse wird in warmem Wasser (50 mL) geldst und
filtriert. Das Filtrat wird mit konzentrierter Salzsdure angesduert und fiir 2 h bei 4 °C im
Kiihlschrank gelagert. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert und einige Stunden im
Vakuum getrocknet.

Graue Kristalle (424 mg, 92%). Schmp. = 87 °C. R,=0.28 (CHCI3/MeOH, 9 : 1). — ATR-IR:
v = 3255 (w), 3102 (w), 3063 (w), 1575 (s), 1525 (s), 1311 (s), 1271 (s), 983 (s), 915 (m),
872 (w), 834 (s), 769 (s), 720 (m), 652 (ss), 626 (ss) cm . — "H-NMR (300 MHz; DMSO-dj):
8=28.74[s, 1 H, 3-Ha.], 7.31 [s, 1 H, 6-Ha,] ppm. — *C-NMR (75 MHz; DMSO-d): 6 =
156.1 (C, Car-1), 137.0 (C, Car-4), 135.1 (C, Car5), 132.0 (C, Car-2), 124.8 (CH, Car-3),
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121.5 (CH, Car-6) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CsH,CIN,Os™ © [M-H]:
216.9658, gef.: 216.9652.

2-Amino-5-chlor-4-nitro-phenol (19)[144]

Cl_s5 2 OH

1
4

O,N 272 TNH,

CgH5CIN,O4
M = 188.6 g/mol

29 (500 mg, 2.29 mmol) wird in Wasser (2.5 mL) gelost. Dann wird 85% Natriumdithionit
(1.5 g, 7.32 mmol) in kleinen Portionen zugegeben und anschlieBend 3 h bei 45 °C gertihrt.
Danach wird das Reaktionsgemisch fiir 5 h bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Das rot-braune
Prézipitat wird abfiltriert und einige Stunden im Vakuum getrocknet.

Rot-brauner Feststoff (264 mg, 61%). Schmp. = 155 °C (Zersetzung). R,= 0.34 (EE/n-Hexan,
1:1). — ATR-IR: v = 3354 (w), 1520 (s), 1328 (s), 1278 (s), 1223 (s), 1191 (s), 1131 (m),
1042 (m), 999 (m), 943 (m), 893 (m), 873 (m), 753 (m), 725 (m), 674 (m), 620 (s) cm . — 'H-
NMR (300 MHz; DMSO-dy): d="7.33 [s, 1 H, 3-Ha/], 6.76 [s, 1 H, 6-Ha;] ppm. — *C-NMR
(75 MHz; DMSO-d;): 6 = 150.4 (C, Car-1), 137.9 (C, Car4), 137.2 (C, Car-2), 115.3 (CH,
Car6), 113.6 (C, Car-5), 109.4 (CH, Car-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
C¢HsCIN,O;" [M+H]": 189.0061, gef.: 189.0060.

2-Amino-4-nitro-benzoesiure-methylester (20)

CgHgN,0,
M =196.2 g/mol

Eine Losung aus 2-Amino-4-nitrobenzoesdure (30, 2.00 g, 10.98 mmol) und konz.
Schwefelsdaure (1 mL) in Methanol (20 mL) wird 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend
werden die Losungsmittel unter vermindertem Druck bei 40 °C entfernt. Der Riickstand wird

in Ethylacetat (30 mL) aufgenommen und vorsichtig mit geséttigter aq. NaHCOs-Losung (50

99



Experimenteller Teil

mL) gewaschen. Die organische Phase wird getrocknet (Na,SO4) und ergibt nach dem
Einengen bis zur Trockne das reine Produkt.

Orangefarbener Feststoff (1.84 g, 85%). Schmp. = 156 °C. Ry= 0.65 (n-Hexan/EE, 3 : 1). ). —
ATR-IR: v = 3378 (m), 2952 (w), 1699 (s), 1584 (s), 1508 (s), 1345 (s), 1246 (ss), 1084 (s),
896 (m), 821 (s), 808 (m), 779 (m), 730 (ss), 683 (m) cm '. — "H-NMR (300 MHz; DMSO-
ds): =791 [d, *Jss=8.8 Hz, 1 H, 6-Ha,], 7.66 [d, *J55 = 2.4 Hz, 1 H, 3-Hx,], 7.25 [dd, *J56
=8.8 Hz, “Js5=2.4 Hz, 1 H, 5-Hy,], 7.12 [bs, 2 H, NH.], 3.84 [s, 3 H, 8-H] ppm. — *C-NMR
(75 MHz; DMSO-d;): 6 =166.5 (C, C-7), 151.4 (C, Car-4), 150.8 (C, Car-2), 132.5 (CH, Car-
6), 113.1 (C, Car-1), 110.8 (CH, Cas-3), 108.0 (CH, Ca-5), 51.9 (CH3s, C-8) ppm. — HR-ESI-
MS: exakte Masse ber. fiir CsHoN,O,4 [M+H]": 197.0557, gef.: 197.0551.

Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur  Synthese von  3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-
cyclopenty|c]chinolin-4-carbonsiureethylestern (17, 24 - 33) and 6,6a,7,11b-Tetrahydro-
SH-indeno[2,1-c|chinolin-6-carbonsiureethylester (23)

Zu einer Losung des Anilinderivats (17, 19 — 27, 2.15 mmol) in trockenem MeCN (2 mL) mit
Molekularsieb (4 A, 500 mg) wird eine 50 %ige Ethylglyoxylat-Lésung in Toluol (12, 426
pL, 2.15 mmol) gegeben. Zu dem Reaktionsgemisch wird frisch destilliertes Cyclopentadien
(14, 178 pL, 3.22 mmol) — im Falle von 42 Inden (46, 376 pL, 3.22 mmol) — und eine Losung
aus Cu(OTf), (64 mg, 0.11 mmol) in trockenem MeCN (0.5 mL) gegeben. AnschlieBend wird
fir 6 h unter einer Stickstoffatmosphédre bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das
Molekularsieb abfiltriert und mit EE gewaschen (15 mL). Die vereinigten organischen Phasen
werden mit geséttigter aq. NaHCOs3-Losung (2 x 20 mL) gewaschen. Dann werden die
wissrigen Phasen mit EE extrahiert (2 X 20 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden
getrocknet (Na,SO4) und anschlieBend bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester (18)

Ci5H17NO,
M = 243.3 g/mol

Anilinderivat: Anilin (17, 196 pL). Sdulenchromatographie: Eluent: n-Hexan / Ethylacetat =
5:1.

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 254 mg (48 %), Schmp. 66°C, R¢= 0.77 (n-Hexan / EE, 3 : 1).
— ATR-IR: ¥ = 3379 (m), 3050 (w), 2983 (W), 2940 (w), 2921 (w), 2904 (w), 2847 (w), 1739
(m), 1716 (s), 1600 (m), 1499 (m), 1478 (m), 1287 (s), 1223 (s), 1189 (m), 1164 (s), 1114
(m), 1034 (s), 962 (w), 932 (w), 912 (w), 893 (W), 870 (W), 855 (W), 842 (w), 801 (w), 750
(s), 720 (m), 687 (m), 647 (w) cm . — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 6.95 [d, *Jog =
7.4 Hz, 1 H, 9-Hy,], 6.86 [dd, *J76 = 7.8 Hz, *J;5 = 7.3 Hz, 1 H, 7-Ha/], 6.76 [d, *Js7 = 7.8 Hz,
1 H, 6-Hy,], 6.58 [dd, *Jso = 7.4 Hz, *Js7 = 7.3 Hz, | H, 8-Ha,], 5.77 [dd, *J12 = 4.9 Hz, J =
2.3 Hz 1 H, 1-H], 5.60 [bd, *J», = 4.9 Hz, 1 H, 2-H], 5.35 [s, 1 H, 5-H], 4.28 — 4.09 [m, 2 H,
1'-H], 4.04 [d, *J43.=3.5 Hz, 1 H, 4-H], 4.01 [d, J=9.8 Hz, 1 H, 9b-H], 3.14 [m, 1 H, 3a-H],
2.35 [dd, *Jgem = 16.0 Hz, °J = 8.7 Hz, >J = 1.9 Hz, 1 H, 3-Ha], 2.18 [dd, *Jgem = 16.0 Hz, *J =
8.9 Hz, | H, 3-Hg], 1.24 [t, *J>.1 = 7.2 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-d):
5=171.4 (C, C-10), 144.5 (C, Ca-5a), 134.8 (CH, C-1), 128.9 (CH, C-2), 128.2 (CH, Cas-9),
125.8 (CH, Car-7), 124.7 (C, Car-9a), 117.8 (CH, Car-8), 115.5 (CH, Ca,-6), 60.3 (CH2, C-1"),
55.4 (CH, C-4), 45.3 (CH, C-9b), 40.4 (CH, C-3a), 32.0 (CH,, C-3), 14.0 (CHs, C-2") ppm.
HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;sNO, [M + H]+: 244.1332; gef.: 244.1329.

8-Chlor-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonséiure-ethylester (31)

M = 338.7 g/mol
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Anilinderivat: 2-Amino-5-chlor-4-nitrophenol (19, 405 mg). Sdulenchromatographie: Eluent:
n-Hexan / Ethylacetat = 2:1.

gelber Feststoff, Ausbeute: 99 mg (14 %), Schmp. = 179 °C (Zersetzung). Rr = 0.52 (n-
Hexan/EE, 1 : 1). — ATR-IR: v = 3387 (m), 3291 (w), 2980 (w), 2926 (w), 2850 (w), 1702
(s), 1523 (s), 1367 (s), 1233 (s), 1214 (ss), 862 (W), 837 (m), 800 (w), 751 (w), 713 (m), 623
(m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 0 = 6.72 [s, 1 H, 7-Ha(], 5.73 [bd, *J1, = 5.4
Hz, 1 H, 1-H], 5.39 [dd, *J»; = 5.4 Hz, J= 2.3 Hz, 1 H, 2-H], 5.07 [s, 1 H, 5-H], 4.23 — 4.07
[m, 4 H, 1'-H, 4-H, 9b-H], 3.24 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 — 2.20 [m, 2 H, 3-H], 1.21 [t, *J».; = 7.1
Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-d5): d = 170.8 (C, C-10), 146.6 (C, C-6),
141.2 (C, Car9), 133.6 (C, Car-5a), 132.2 (CH, C-1), 130.6 (CH, C-2), 118.0 (C, Cas-9a),
112.2 (C, Car8), 111.5 (CH, Car-7), 60.8 (CH,, C-1"), 54.5 (CH, C-4), 42.5 (CH, C-9b), 39.9
(CH, C-3a), 32.3 (CHy, C-3), 14.0 (CHs, C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
Ci5sH6CIN,Os" [M + H]": 339.0742; gef.: 339.0742.

6-Hydroxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester
(32)

Cy5H7NO3
M =259.3 g/mol

Anilinderivat: 2-Aminophenol (24, 117 mg). Sdulenchromatographie: Eluent: n-Hexan /
Ethylacetat = 5:1.

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 208 mg (76 %), Schmp. = 110°C, R¢ = 0.59 (n-Hexan/EE, 1 :
1). — ATR-IR: V = 3385 (m), 3058 (w), 3041 (w), 2983 (w), 2921 (w), 2885 (w), 2852 (W),
2360 (w), 2342 (w), 1710 (s), 1592 (m), 1510 (m), 1485 (m), 1376 (m), 1354 (m), 1259 (m),
1225 (s), 1199 (s), 1149 (s), 1025 (m), 801 (w), 746 (s), 724 (s), 669 (W), 625 (w) cm . — "H-
NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 =9.37 [s, 1H, OH], 6.52 — 6.43 [m, 3 H, 7-Ha,, 8-Hx; und 9-
Hal, 5.74 [dd, °J1, = 4.9 Hz, °J= 2.6 Hz, 1 H, 1-H], 5.59 [bd, >J»; = 4.9 Hz, 1 H, 2-H], 4.49
[s, 1 H, 5-H], 4.30 — 4.10 [m, 2 H, 1'-H], 4.02 — 3.99 [m, 2 H, 4-H, 9b-H], 3.17 [m, 1 H, 3a-
H], 2.37 —2.17 [m, 2 H, 3-H], 1.24 [t, *J,. = 7.1 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 0 = 171.4 (C, C-10), 144.1 (C, Car-6), 134.7 (CH, C-1), 132.6 (C, Ca,-5a), 128.9
(CH, C-2), 125.6 (C, Ca-9a), 118.9 (CH, Cx;-9), 117.7 (CH, Car-8), 111.1 (CH, Car-7), 60.4
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(CHa, C-1"), 55.5 (CH, C-4), 45.6 (CH, C-9b), 40.2 (CH, C-3a), 32.0 (CH,, C-3), 14.0 (CHj3,
C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;sNO; [M + H]": 260.1281; gef:
260.1279.

8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester (33)

CISHlﬁBrNOZ
M =322.2 g/mol

Anilinderivat: 4-Bromphenylamin (21, 370 mg).Sdulenchromatographie: Eluent: n-Hexan /
Ethylacetat = 3:1.

Griiner Feststoff, Ausbeute: 469 mg (68 %), Schmp. = 104°C, Ry = 0.78 (n-Hexan/EE, 1 : 1).
— ATR-IR: ¥ = 3384 (m), 3056 (w), 2995 (w), 2979 (w), 2925 (w), 2851 (W), 2826 (w), 1720
(s), 1489 (s), 1289 (m), 1213 (s), 1162(m), 1033 (m), 878 (w), 815 (s), 787 (W), 758 (w), 710
(m), 693 (w), 629 (m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): & =7.14 [d, *Jo;=2.2 Hz, 1
H, 9-Ha], 7.00 [dd, *J76 = 8.6 Hz, “J70=2.2 Hz, 1 H, 7-Ha/], 6.74 [d, *Js7= 8.6 Hz, 1 H, 6-
Ha:], 5.80 [dd, *J1, =52 Hz, J=2.5 Hz, 1 H, 1-H], 5.65 [s, 1 H, 5-H], 5.62 [bd, *J12=5.2
Hz, 1 H, 2-H], 4.27 — 4.09 [m, 2 H, 1'-H], 4.04 — 3.97 [m, 2 H, 4-H, 9b-H], 3.11 [m, | H, 3a-
H], 2.35-2.13 [m, 2 H, 3-H], 1.22 [t, *J». = 7.1 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): d = 171.1 (C, C-10), 143.9 (C, Ca-5a), 134.4 (CH, C-1), 130.5 (CH, Ca:-9),
129.3 (CH, C-2), 128.4 (CH, Car-7), 127.1 (C, Ca-9b), 117.4 (CH, Car-6), 108.5 (C, Cas-8),
60.4 (CH,, C-1'), 55.0 (CH, C-4), 45.1 (CH, C-9b), 40.0 (CH, C-3a), 32.0 (CH,, C-3), 14.0
(CH3, C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;7BrNO, [M + H]": 322.0437;
gef.: 322.0433.
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4,8-dicarbonsiure-4-ethyl-8-methylester
(34) und

4-(4-Methoxycarbonyl-phenylcarbamoyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-
cyclopenta|c]chinolin-8-carbonsiure-methylester (60)

Cy3Hy5N,05
M = 301.3 g/mol M =406.4 g/mol
34 60

Anilinderivat: 4-Aminobenzoesdure-methylester (22, 325 mg). Sdulenchromatographie:
Eluent: n-Hexan / Ethylacetat = 1:1.

34: Farbloser Feststoff, Ausbeute: 346 mg (54 %), Schmp. = 114°C (Zersetzung), Rr = 0.77
(n-Hexan/EE, 1 : 1). — ATR-IR: v = 3374 (m), 3052 (w), 2983 (w), 2948 (w), 2921 (w),
2902 (w), 2845 (w), 1742 (s), 1685 (s), 1603 (s), 1513 (m), 1435 (m), 1330 (m), 1290 (m),
1270 (s), 1213 (s), 1193 (s), 1135 (s), 1039 (m), 842 (m), 802 (w), 772 (s), 728 (m), 702 (s),
639 (w), 614 (w) cm . — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.57 [d, “Jo7=2.3 Hz, 1 H, 9-
Harl, 7.49 [dd, *J76= 8.5 Hz, “J79=2.3 Hz, | H, 7-Ha,], 6.82 [d, *Js7 = 8.5 Hz, 1 H, 6-Ha/],
6.31[s, 1 H, 5-H], 5.84 [dd, *J1,=5.4 Hz, J=2.3 Hz, 1 H, 1-H], 5.62 [bd, */>, = 5.4 Hz, 1 H,
2-H], 4.25 — 4.12 [m, 3 H, 1'-H, 4-H], 4.78 [bd, *Jo,3. = 8.7 Hz, 1 H, 9b-H], 3.75 [s, 3 H, 1"-
H], 3.13 [m, 1 H, 3a-H], 2.34 — 2.15 [m, 2 H, 3-H], 1.23 [t, *J>.; = 7.1 Hz, 3 H, 2"-H] ppm. —
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): d = 171.0 (C, C-10), 166.1 (C, C-11), 149.1 (C, Car-8),
134.7 (CH, C-1), 130.1 (CH, Ca9), 129.2 (CH, C-2), 127.6 (CH, Car-7), 123.5 (C, Cas-5a),
117.9 (C, Car-9a), 114.7 (CH, Car-6), 60.5 (CH,, C-1'), 54.3 (CH, C-4), 51.2 (CH3;, C-1"),
44.6 (CH, C-9b), 40.1 (CH, C-3a), 32.0 (CH,, C-3), 14.0 (CH3;, C-2') ppm. — HR-ESI-MS:
exakte Masse ber. fiir C;7H,0NO4 [M + H]+: 302.1387; gef.: 302.1384.
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43: Grauer Feststoff, Ausbeute 96 mg(11 %), Schmp. = 244 °C (Zersetzung). R = 0.58 (n-
Hexan/EE, 1 : 1). — ATR-IR: v = 3373 (w), 3299 (w), 3051 (w), 2946 (w), 1700 (ss), 1672
(s), 1605 (s), 1596 (s), 1533 (s), 1510 (s), 1433 (s), 1282 (ss), 1259 (s), 1180 (s), 852 (m), 837
(m), 769 (ss), 728 (w), 704 (s), 694 (s), 648 (m), 613 (m) cm . — '"H-NMR (300 MHz,
CDCl3): 6 = 8.04 [d, *Js» = 8.5 Hz, 1 H, 3-Ha], 7.75 [bs, 1 H, 9-Hy,], 7.71 [dd, *J76 = 8.3
Hz, *J79=1.3 Hz, 1 H, 7-Ha,], 7.65 [d, *J»3 = 8.5 Hz, 1 H, 2-Ha], 6.71 [d, *Js7 = 8.3 Hz, 1
H, 6-Ha], 5.94 [bs, 1 H, 1-H], 5.70 [d, °J>,, = 5.1 Hz, 1 H, 2-H], 4.28 [d, *J43. = 3.3 Hz, 1 H,
4-H], 4.09 [bd, *Joo3. = 8.9 Hz, 1 H, 9b-H], 3.91 und 3.87 [2 x s, 2 x 3 H, 1"-H und 1"-H],
3.24 [m, 1 H, 3a-H], 2.54 [m, 1 H, 3-H,], 2.32 [m, 1 H, 3-Hg] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 = 170.1 (C, C-10), 166.2 (C, C-5"), 165.7 (C, C-11), 149.3 (C, Car-5a), 143.1
(C, Car-1"), 134.4 (CH, C-1), 130.1 (2 x CH, Car-9 und Ca,-3"), 129.5 (CH, C-2), 127.7 (CH,
Car-7), 124.1 (C, Car-4"), 123.5 (C, Car-8), 118.8 (CH, Ca,-2"), 117.8 (C, Car-9a), 114.7 (CH,
Car-6), 56.1 (CH, C-4), 51.8 und 51.2 (2 x CHs, C-1" und C-1"), 44.7 (CH, C-9b), 40.9 (CH,
C-3a), 31.4 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C23H»3N,05 [M + H]':
407.1601; gef.: 407.1595.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-9-nitro-3 H-cyclopenta|c]quinoline-4,6-dicarbonsiure-4-ethyl-6-
methyl-ester (36)

C17H1gN20¢
M = 346.3 g/mol

Anilinderivat: 2-Amino-4-nitrobenzoesduremethylester (20, 211 mg).
Saulenchromatographie: Eluent: n-Hexan / Ethylacetat = 3:1.

Orangefarbenes Ol, Ausbeute: 202 mg (62 %), Rs = 0.77 (n-Hexan/EE, 1 : 1). — ATR-IR: v
= 3345 (w), 2955 (w), 2926 (w), 2850 (w), 1733 (s), 1682 (s), 1526 (ss), 1263 (s), 1217 (ss),
1194 (s), 1169 (s), 1142 (s), 865 (w), 816 (m), 784 (m), 738 (m), 704 (m) cm '. — "H-NMR
(300 MHz, DMSO-dy): 0 = 7.83 [d, *J;5=8.7 Hz, 1 H, 7-Ha(], 7.06 [d, *Js7=8.7 Hz, 1 H, 8-
Ha:], 5.73 [bd, > = 5.4 Hz, 1 H, 2-H], 5.41 [dd, *J,, = 5.4 Hz, °J10, = 2.3 Hz, 1 H, 1-H],
4.75 [dd, *Job3.= 9.1 Hz, *Jo1 = 2.3 Hz, 1 H, 9b-H], 4.36 [d, *J43. = 3.8 Hz, | H, 4-H], 4.30 —
4.15 [m, 2 H, 1'-H], 3.85 [s, 3 H, 1"-H], 3.32 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 — 2.19 [m, 2 H, 3-H], 1.25
[t, *Jo1 = 7.1 Hz, 3 H, 2-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 170.3 (C, C-10),

105



Experimenteller Teil

166.6 (C, C-11), 152.4 (C, Car-9), 148.8 (C, Car-5a), 132.1 (CH, C-1), 130.8 (CH, C-2), 129.9
(CH, Car-7), 118.9 (C, Car-9a), 113.3 (C, Car-6), 110.7 (CH, Car-8), 61.1 (CH,, C-1"), 53.7
(CH, C-4), 52.2 (CH3, C-1"), 42.3 (CH, C-9b), 39.2 (CH, C-3a), 32.3 (CH,, C-3), 13.9 (CHs,
C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;7H;oN2Og' [M + H]": 348.1269; gef:
348.1272.

8-Carbamoyl-3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester
(37

o/::Q:/T\Z

C16H sN505

M = 286.3 g/mol
Anilinderivat: 4-Aminobenzamid (23, 293 mg). Sédulenchromatographie: Eluent: CHCI; /
EtOH = 10:1.
Farbloser Feststoff, Ausbeute: 495 mg (81 %), Schmp. = 196°C, Ry = 0.71 (CHCIs/EtOH =
10:1). — ATR-IR: v = 3389 (m), 3348 (m), 3186 (m), 2977 (w), 2923 (w), 2885 (w), 2850
(w), 1718 (s), 1636 (s), 1606 (s), 1515 (m), 1473 (m), 1395 (s), 1287 (m), 1225 (s), 1037 (m),
832 (m), 802 (w), 768 (w), 739 (w), 706 (m), 617 (m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-
ds): 6 ="1.56 [s, 1 H, NH,], 7.53 [bs, 1 H, 9-Hy,], 7.42 [dd, *J76 = 8.4 Hz, “J79= 1.8 Hz, 1 H,
7-Hal, 6.90 [s, 1 H, NH], 6.76 [d, *Js7 = 8.4 Hz, 1 H, 6-Ha,], 5.93 [s, 1 H, 5-H], 5.84 [dd,
3Ji2=53Hz,J=24Hz 1 H, 1-H], 5.62 [bd, *J1,=5.3 Hz, | H, 2-H], 4.29 — 4.10 [m, 3 H,
1'-H, 4-H], 4.02 [bd, *Jop3, = 8.8 Hz, 1 H, 9b-H], 3.13 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 — 2.15 [m, 2 H, 3-
H], 1.24 [t, *J».1 = 7.1 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): = 171.2 (C,
C-10), 167.8 (C, C-11), 147.3 (C, Ca-9b), 134.7 (CH, C-1), 129.0 (CH, C-2), 128.3 (CH, Ca,-
9), 125.7 (CH, Car7), 123.3 (C, Car-8), 123.1 (C, Car-9a), 114.5(CH, Ca-6), 60.4 (CH,, C-
1'), 54.7 (CH, C-4), 44.9 (CH, C-9b), 40.2 (CH, C-3a), 32.0 (CHa, C-3), 14.0 (CH3, C-2"
ppm. HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir Ci6H1oN,O5" M+ H]+: 287.1390; gef.: 287.1389.
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]quinoline-4,6-dicarbonsiure-4-ethyl-6-methyl-
ester (38)

Ci7HgNOy
M =301.3 g/mol

Anilinderivat: 2-Aminobenzoesdure-methylester (25, 664 pL). Sdulenchromatographie:
Eluent: n-Hexan / Ethylacetat = 3:1.

farbloser Feststoff, Ausbeute: 93 mg (14 %), Schmp. = 91°C, Ry= 0.52 (n-Hexan/EE, 3 : 1). —
ATR-IR: v = 3343 (m), 3080 (w), 3045 (w), 3001 (w), 2986 (w), 2951 (w), 2931 (w), 2891
(W), 2841 (w), 1724 (s), 1685 (s), 1493 (m), 1427 (m), 1255 (s), 1214 (s), 1182 (s), 1151 (m),
1133 (s), 1044 (m), 1022 (m), 850 (w), 840 (w), 821 (w), 748 (s), 732 (W), 714 (m), 695 (w),
639 (w), 617 (w) cm'. — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.82 [s, 1 H, 5-H], 7.61 [d,
3J18=7.8 Hz, 1 H, 7-Hy,], 7.25 [d, *Jog = 7.3 Hz, 1 H, 9-Ha,], 6.63 [dd, *Js7=7.8 Hz, *Jso =
7.3 Hz, 1 H, 8-Ha.], 5.76 [dd, *J1,= 5.3 Hz, J=2.6 Hz, |1 H, 1-H], 5.62 [bd, >/».; = 5.3 Hz, 1
H, 2-H], 4.32 — 4.09 [m, 4 H, 1'-H, 4-H, 9b-H], 3.80 [s, 3 H, 1"-H], 3.23 [m, 1 H, 3a-H], 2.26
[bd, *J33.= 8.7 Hz, 2 H, 3-H], 1.25 [t, *J>.1 = 7.2 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 6 = 170.8 (C, C-10), 167.6 (C, C-11), 147.3 (C, Car-5a), 134.9 (CH, C-1), 133.8
(CH, Car9), 129.2 (CH, C-2), 128.2 (CH, Cas-7), 126.5 (C, Car-9a), 116.2 (CH, Ca,-8), 110.7
(C, Car6), 60.8 (CH,, C-1"), 54.4 (CH, C-4), 51.5 (CHs, C-1"), 45.3 (CH, C-9b), 39.5 (CH, C-
3a), 32.3 (CH,, C-3), 14.0 (CHs, C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;3NO;
[M + H]": 302.1387; gef.: 302.1387.

6-Hydroxy-9-nitro-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4-carbonsiure-
ethylester (39)

C15H6N,O5
M =304.3 g/mol
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Anilinderivat: 2-Amino-4-nitrophenol (26, 166 mg). Sdulenchromatographie: Eluent: n-Hexan
/ Ethylacetat = 3:1 — 2:1.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 144 mg (44 %), Schmp. = 173 °C, Ry = 0.59 (n-Hexan/EE, 1 : 1).
— ATR-IR: ¥ = 3401 (m), 3184 (w), 2983 (W), 2934 (W), 2869 (W), 2852 (w), 1703 (s), 1584
(m), 1515 (s), 1490 (m), 1324 (m), 1295 (m), 1284 (m), 1230 (s), 1182 (m), 1157 (m), 1017
(m), 983 (m), 865 (w), 816 (m), 769 (w), 743 (m), 727 (m), 705 (w), 683 (w), 619 (w), 476
(w) ecm'. — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.1 [s, 1 H, OH], 7.36 [d, *Js7 = 8.8 Hz, 1
H, 8-Ha., 6.70 [d, *J75 = 8.8 Hz, 1 H, 7-Ha,], 5.78 [bd, *J»., = 5.3 Hz, 1 H, 2-H], 5.47 [dd,
3i2=153Hz, Jioo =22 Hz, | H, 1-H], 4.97 [s, 1 H, 5-H], 4.75 [dd, *Jop3. = 9.1 Hz, *Jop,; =
2.2 Hz, 1 H, 9b-H], 4.29 — 4.14 [m, 2 H, 1'-H], 4.12 [d, *J43. = 3.7 Hz, 1 H, 4-H], 3.26 [m, 1
H, 3a-H], 2.39 —2.21 [m, 2 H, 3-H], 1.24 [t, />, = 7.1 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75
MHz, DMSO-dy): 8 = 171.0 (C, C-10), 149.3 (C, Car-9), 140.6 (C, Car-6), 134.2 (C, Ca,-5a),
132.0 (CH, C-1), 131.1 (CH, C-2), 120.1 (C, Ca-9a), 116.4 (CH, Ca-8), 116.2 (CH, Ca,-7),
60.7 (CH,, C-1'), 54.3 (CH, C-4), 43.6 (CH, C-9b), 39.8 (CH, C-3a), 32.4 (CH,, C-3), 14.0
(CHs, C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;7N,Os [M + H]+: 305.1132;
gef.: 305.1133.

9-Nitro-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester (40)
und
7-Nitro-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-ethylester (41)

Ci5H16N204 Ci5H16N20y
M = 288.3 g/mol M = 288.3 g/mol
40 41

Anilinderivat: 3-Nitrophenylamin (27, 297 mg). Sdulenchromatographie: Eluent: n-Hexan /
Ethylacetat = 3:1.

40: Brauner Feststoff, Ausbeute: 285 mg (46 %), Schmp. = 80°C, Rr = 0.52 (n-Hexan/EE, 3 :
1). — ATR-IR: v = 3382 (m), 3076 (w), 3057 (w), 3014 (w), 2977 (W), 2941 (w), 2852 (w),
1712 (s), 1522 (s), 1492 (m), 1468 (m), 1344 (m), 1328 (m), 1292 (s), 1228 (s), 1034 (m), 864
(w), 834 (w), 815 (m), 792 (m), 738 (m), 724 (m), 703 (s), 640 (w), 608 (w) cm '. — "H-NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 6 =7.17 — 7.10 [m, 3 H, 6-Ha, 7-Har, 8-Ha(], 6.24 [s, 1 H, 5-H], 5.70
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[bd, *Jo.1 = 5.4 Hz, 1 H, 2-H], 5.44 [dd, *J1, = 5.4 Hz, *Ji0 = 2.4 Hz, 1 H, 1-H], 4.55 [dd,
3 Jopsa = 8.9 Hz, *Jo,1 = 2.4 Hz, 1 H, 9b-H], 4.26 — 4.12 [m, 3 H, 1'-H, 4-H], 3.22 [m, 1 H, 3a-
H], 2.39 - 2.18 [m, 2 H, 3-H], 1.23 [t, *J». = 7.1 Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-ds): § = 170.8 (C, C-10), 149.7 (C, Car-9), 146.8 (C, Ca-5a), 131.5 und 131.3 (2 x
CH, C-1 und C-2), 126.7 (CH, Car-7), 120.1 (C, Ca-9a), 117.3 (CH, Ca,-6), 113.2 (CH, Ca,-
8), 60.6 (CH,, C-1"), 54.2 (CH, C-4), 42.4 (CH, C-9b), 40.1 (CH, C-3a), 32.1 (CH,, C-3), 14.0
(CH3, C-2") ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;7N,O4 [M + H]": 289.1183;
gef.: 289.1182.

41: Gelber Feststoff, Ausbeute: 73 mg (12 %), Schmp. = 178 °C, R¢= 0.61 (n-Hexan/EE, 3 :
1). — ATR-IR: ¥ = 3373 (m), 3077 (w), 3059 (w), 2989 (w), 2922 (w), 2899 (w), 2847 (W),
1711 (s), 1525 (s), 1478 (m), 1338 (s), 1314 (m), 1293 (s), 1251 (m), 1222 (s), 1164 (m),
1035 (s), 882 (m), 854 (w), 834 (W), 824 (w), 767 (m), 736 (s), 722 (m), 697 (W), 638 (W),
605 (m) cm'. — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.70 [d, *Jos = 2.3 Hz, 1 H, 6-Ha,],
7.40 [dd, *Jso = 8.4 Hz, *Jys=2.3 Hz, 1 H, 8-Hy,], 7.23 [d, *Jos = 8.4 Hz, | H, 9-Ha/], 6.29 [s,
1 H, 5-H], 5.81 [dd, *J1,=5.3 Hz, J=2.4 Hz, 1 H, 1-H], 5.66 [bd, */>., = 5.3 Hz, 1 H, 2-H],
428 —4.10 [m, 4 H, 1'-H, 4-H, 9b-H], 3.18 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 — 2.19 [m, 2 H, 3-H], 1.24 [t,
3o =7.1Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-d;): § = 170.8 (C, C-10), 146.0
(C, Car7), 145.6 (C, Car-5a), 133.7 (CH, C-1), 132.1 (C, Car-9a), 129.9 (CH, C-2), 129.3
(CH, Ca-9), 111.8 (CH, Cas-8), 109.4 (CH, Car-6), 60.6 (CHa, C-1'), 54.7 (CH, C-4), 45.4
(CH, C-9b), 39.9 (CH, C-3a), 32.2 (CH,, C-3), 14.0 (CH3, C-2') ppm. — HR-ESI-MS: exakte
Masse ber. fiir C;sH;7N,O4 [M + H]+: 289.1183; gef.: 289.1183.

2-Chloro-4-hydroxy-1-nitro-5,6a,7,11b-tetrahydro-6 H-indeno[2,1-c]chinolin-6-ethylester
(42)

C19H17CIN,O5
M = 388.8 g/mol

Anilinderivat: 2-Amino-5-chlor-4-nitrophenol (19, 405 mg). Sédulenchromatographie: Eluent:

n-Hexan / Ethylacetat = 2:1 — 1:1.
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Gelber Feststoff, Ausbeute: 372 mg (45 %), Schmp. = 222 °C (Zersetzung), Ry = 0.77 (EE/n-
Hexan, 1 : 1). — ATR-IR: ¥ = 3302 (w), 3285 (W), 2984 (w), 2940 (w), 1710 (s), 1520 (s),
1504 (s), 1218 (ss), 852 (m), 798 (m), 783 (m), 752 (s), 735 (m), 611 (w) cm'. — "H-NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.00 [s, 1 H, OH], 7.17 [d, *Ji1.10 = 7.0 Hz, 1 H, 11-Hy,], 7.11
[dd, *Ji0.11 = 7.0 Hz, *Ji09 = 7.8 Hz, 1 H, 10-Hya,], 7.05 [ddd, *Jogs = 7.4 Hz, *Jo 0= 7.8 Hz,J =
1.2 Hz, 1 H, 9-Hy,], 6.90 [d, *Jso = 7.4 Hz, 1 H, 8-Ha/], 6.77 [s, 1 H, 3-Hyu,], 5.65 [bs, 1 H, 5-
H], 4.71 [d, *Jiipea = 7.3 Hz, 1 H, 11b-H], 4.07 [d, *Jsea = 4.9 Hz, *Js5 = 1.8 Hz, 1 H, 6-H],
3.69 [q, *Ji> = 7.1 Hz, 2 H, 1'-H], 3.25 [m, 1 H, 6a-H], 3.09 — 2.94 [m, 2 H, 7-H], 1.07 [t,
3Jy 1 =7.1Hz, 3 H, 2'-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 170.9 (C, C-12), 146.4
(C, Car-4), 143.0 und 141.7 (2 x C, Car-7a und Car-11b), 141.4 (C, Car-1), 133.8 (C, Car-4a),
126.9 (CH, Car-10), 126.2 (CH, Car-9), 124.8 (CH, Car-11), 123.9 (CH, Cas-8), 115.0 (C, Ca-
11c), 112.1 (C, Ca-2), 111.8 (CH, Cas-3), 60.4 (CH,, C-1"), 53.7 (CH, C-6), 41.8 (CH, C-
11b), 40.7 (CH, C-6a), 32.9 (CH,, C-7), 13.7 (CH3, C-2") ppm. HR-ESI-MS: exakte Masse
ber. fiir C;oH;sCIN,Os" [M + H]": 389.0899; gef.: 389.0906.

Umesterung des 8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure-
ethylester (33)

(3aS,4S,9bR)-8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]|chinolin-4-carbonsiure
(1S,2R,5S)-5-methyl-2-(1-methyl-1-phenyl-ethyl)-cyclohexyl ester (58a) und
(3aR,4R,9bS)-8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta|c|chinolin-4-carbonsiure
(1S,2R,5S)-5-methyl-2-(1-methyl-1-phenyl-ethyl)-cyclohexyl ester (58b)

C29oH34BrNO, C19H34BrNO,
M = 508.5 g/mol M = 508.5 g/mol
58a 58b

Zu einer Losung aus 8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta[c]chinolin-4-carbonsdure-

ethylester (33; 231 mg, 0.72 mmol) und (—)-8-Phenylmenthol (56) in Toluol (20 mL) wird

NaH 60 %ig in Ol (29 mg, 0.72 mmol) gegeben und anschlieBend drei Stunden am Riickfluss

erhitz. Nach dem Abkiihlen wird mit gesittigter aq. NaCl-Losung gewaschen (2 x 20 mL),
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getrocknet (Na,SO4) und sdulenchromatographisch (n-Hexan / Toluol = 7 : 3 — 100 %
Toluol) gereinigt.

58a: Farbloses Ol, Ausbeute: 157 mg (43 %), Ry = 0.42 (Toluol). — ATR-IR: ¥ = 3381 (w),
3052 (w), 2952 (m), 2921 (m), 2849 (w), 1721 (s), 1487 (s), 1266 (m), 1210 (s), 1127 (m),
810 (s), 764 (s), 700 (ss) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.31 — 7.24 [m, 4 H,
12'-Har, 13-Ha], 7.09 [dd, *Ji413 = *Jig.15 = 6.6 Hz, 1 H, 14'-Hya,], 7.04 [d, *Jo;=2.4 Hz, |
H, 9-Ha], 6.98 [dd, *J76= 8.5 Hz, “J790=2.4 Hz, 1 H, 7-Ha/], 6.61 [d, °Js7= 8.5 Hz, 1 H, 6-
Ha:], 5.83 [d, *Js4=2.7 Hz, 1 H, 5-H], 5.78 [dd, *J1, = 5.5 Hz, J= 2.5 Hz, 1 H, 1-H], 5.60
[bd, *Ji,= 5.5 Hz, 1 H, 2-H], 4.67 [ddd, *J;:»=10.7 Hz, °J = 10.7 Hz, *J =3.8 Hz, 1 H, 1'-
H], 3.52 [bd, *Jop3. = 8.5 Hz, 1 H, 9b-H], 2.82 [dd, *J43.= 4.2 Hz, *J,5=2.7 Hz, 1 H, 4-H],
2.41 [m, 1 H, 3a-H], 2.31 — 2.05 [m, 3 H, 3-H, 2'-H], 1.69 [m, 1 H, 3'-H,], 1.63 — 1.59 [m, 2
H, 4'-Hy, 6'-Ha], 1.22 [s, 3 H, 9'-H], 1.14 — 1.03 [m, 5 H, 3'-Hg, 5'-H, 10"-H], 0.98 — 0.86 [m,
2 H, 4-Hg, 6'-Hg] 0.82 [d, *J7 5 = 6.4 Hz, 3 H, 7'-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):
5=171.8 (C, C-10), 151.5 (C, Ca-11"), 143.4 (C, Car-5a), 134.2 (CH, C-1), 130.5 (CH, Ca,-
9), 129.3 (CH, C-2), 128.4 (CH, Car-7), 127.7 (2 x CH, Car-13"), 125.9 (C, Ca-9a), 125.1 (2 x
CH, Car-12"), 124.7 (CH, Ca,-14"), 116.9 (CH, Car-6), 107.7 (C, Car-8), 74.1 (CH, C-1"), 54.5
(CH, C-4), 49.4 (CH, C-2"), 42.6 (CH, C-9b), 41.0 (CH,, C-6"), 39.1 (CH, C-3a), 38.7 (C, C-
8"), 35.6 (CH,, C-3), 33.8 (CH,, C-4"), 30.6 (CH, C-5"), 28.5 (CH3, C-9"), 25.7 (CH,, C-3"),
23.5 (CHs, C-10", 21.5 (CHs, C-7") ppm. HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CyoH35BrNO;
[M + H]": 508.1846; gef.: 508.1843.

58b: Farbloser Kristalle, Ausbeute: 167 mg (46 %), Schmp. = 168 °C, Ry = 0.55 (Toluol). —
ATR-IR: ¥ = 3371 (m), 3049 (w), 2947 (m), 2918 (w), 2864 (w), 1717 (s), 1483 (s), 1260
(s), 1224 (s), 1208 (s), 820 (s), 796 (W), 769 (s), 718 (s), 703 (ss), 664 (W), 612 (s) cm . — "H-
NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.29 — 7.25 [m, 4 H, 12'-Ha,, 13'-Hx,], 7.12 [m, 1 H, 14'-
Harl, 6.98 [d, “Jo7=2.3 Hz, 1 H, 9-Ha,], 6.97 [dd, *J76= 8.5 Hz, *J70=2.3 Hz, 1 H, 7-Ha/],
6.47 [d, *Js7=8.5 Hz, 1 H, 6-Ha,], 5.77 [dd, *J1, = 5.5 Hz, J= 2.3 Hz, 1 H, 1-H], 5.60 [bd,
3J12=75.5Hz, J=2.0 Hz, 1 H, 2-H], 5.05 [d, *Js4=2.7 Hz, 1 H, 5-H], 4.64 [ddd, *J;:» = 10.6
Hz,J =10.6 Hz, °J = 4.1 Hz, 1 H, 1'-H], 3.70 [bd, *J = 8.5 Hz, 1 H, 9b-H], 3.02 [dd, *J43, =
42 Hz,*Jy5=2.7Hz, 1 H, 4-H], 2.68 [m, 1 H, 3a-H], 2.46 [m, 1 H, 3-HA], 2.21 [m, 1 H, 3-
Hg], 1.99 [ddd, *Jy 34 = 11.6 Hz, *J> 1 = 10.6 Hz, *J»35 = 2.8 Hz, 1 H, 2'-H], 1.62 — 1.53 [m,
2 H, 3'-Hya, 4-H,], 1.47 [m, 1 H, 6-Ha], 1.22 [s, 3 H, 9'-H], 1.13 [s, 3 H, 10-H], 1.09 — 0.99
[m, 2 H, 3'-Hg, 5'-H], 0.85 — 0.68 [m, 5 H, 4'-Hg, 6'-Hg, 7'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
DMSO-dy): 6 = 171.3 (C, C-10), 151.3 (C,Ca-11"), 143.1 (C, Car-5a), 134.5 (CH, C-1), 130.5
(CH, Car-9), 129.2 (CH, C-2), 128.3 (CH, Car-7), 127.8 (2 x CH, Ca-13' und Ca,-15"), 126.6
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(C, Car-9a), 125.2 (2 x CH, Car-12"' und Ca,-16"), 124.9 (CH, Ca,-14"), 117.0 (CH, Ca-6),
108.2 (C, Car8), 74.1 (CH, C-1"), 55.2 (CH, C-4), 49.3 (CH, C-2"), 42.9 (CH, C-9b), 40.8
(CHa, C-6"), 39.3 (C, C-8"), 37.7 (CH, C-3a), 36.2 (CH,, C-3), 33.8 (CH,, C-4"), 30.5 (CH, C-
5", 27.8 (CH3, C-9"), 25.9 (CH,, C-3"), 24.5 (CH3, C-10"), 21.6 (CH3, C-7") ppm. — HR-ESI-
MS: exakte Masse ber. fiir C,oH35sBrNO, [M + H]+: 508.1846; gef.: 508.1847.

3a4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4,8-dicarbonsiure-8-methylester (59)

CysH sNOy
M =273.3 g/mol

34 (400 mg, 1.24 mmol) wird in 0.1 M aq. NaOH Losung (15 mL) suspendiert. AnschlieBend
wird THF zugegeben, bis eine klare Losung entsteht und fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Amberlite® IR-120 H* Form wird verwendet um das Reaktionsgemisch zu neutralisieren. Das
Ionenaustauscherharz wird abfiltriert und mit Wasser (20 mL) gewaschen. Lyophilisation des
Filtrats ergibt das reine Produkt.

Farbloser Feststoff (224 mg, 99%). Schmp. = 115 °C (Zersetzung). R; = 0.83 (EE/n-Hexan,
3:1). — ATR-IR: v = 2951 (w), 1715 (s), 1605 (s), 1435 (m), 1278 (ss), 1224 (s), 1195 (s),
1106 (s), 918 (w), 770 (ss), 710 (m), 685 (w), 640 (w) cm . — '"H-NMR (300 MHz; DMSO-
dy): 6=17.55[s,1H,9-H,],747 [dd, *J,s= 85 Hz,"J,o = 1.9 Hz, 1 H, 7-H,,], 6.82 [d, *J,, =
8.5Hz,1H,6-H,],6.18 [s,1 H, 5-H],5.83 [dd,J,, =5.0 Hz, J = 2.3 Hz, 1 H, 1-H], 5.62 [d,
°J,;=50Hz, 1 H,2-H],4.07 [d, *J,;,=3.5 Hz, 1 H, 4-H], 4.03 [bd, *Jy, 5, =9.0 Hz, 1 H, 9b-
H], 3.74 [s, 3 H, 1'-H], 3.16 [m, 1 H, 3a-H], 2.34 - 2.17 [m, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75
MHz; DMSO-d,): 6= 172.5 (C, C-11), 166.2 (C, C-10), 1494 (C, C,,-5a), 134.7 (CH, C-1),
130.1 (CH, C,-9), 1294 (CH, C-2), 127.6 (CH, C,,-7), 123.7 (C, C,,-9a), 117.6 (C, C,,-8),
114.6 (CH, C,-6), 544 (CH, C-4), 51.2 (CH,, C-1'), 44.8 (CH, C-9b), 40.2 (CH, C-3a), 32.0
(CH,, C-3) ppm. HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH,,NO,” [M+H]": 274.1074, gef.:
274.1070.
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-4-(hydroxymethyl)-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-methylester (61)

CysH7NO;
M =259.3 g/mol

Zu einer Losung aus 3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4,8-dicarbonsédure-8-
methylester (59, 150 mg, 0.55 mmol) in 1,2-Dimethoxyethan (7.5 mL) wird bei -15°C unter
einer Stickstoffatmosphédre N-Methylmorpholin (61 pL, 0.55 mmol) und Isobutylchlorformiat
(75 pL, 0.55 mmol) getropft. AnschlieBend wird 10 min bei dieser Temperatur und 10 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert. Zu dem Filtrat wird bei -
15 °C eine Losung aus NaBH4 (31 mg, 0.82 mmol) in H,O (300 pL) gegeben und 1 min
geriihrt. Dann wird dem Reaktionsgemisch Wasser zugesetzt (14 mL) und mit CH,Cl, (3 x 20
mL) extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet (Na,SO4), eingeengt und
sdulenchromatographisch an Kieselgel (Ethylacetat / n-Hexan = 4:1) gereinigt.

Farbloses Ol, Ausbeute: 91 mg (64 %), Ry = 0.57 (Ethylacetat/n-Hexan = 4:1). — ATR-IR: ¥
=3367 (m), 3050 (w), 2923 (m), 2848 (w), 1686 (m), 1604 (s), 1510 (m), 1435 (m), 1277 (s),
1253 (m), 1221 (s), 1193 (m), 1106 (m), 1017 (m), 926 (w), 832 (w), 769 (m), 708 (s) cm . —
"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 7.53 [bs, 1 H, 9-Ha,], 7.46 [dd, *J76=8.5 Hz, “J70=1.9
Hz, 1 H, 7-Ha], 6.69 [d, *Js7 = 8.5 Hz, 1 H, 6-Ha], 5.91 — 5.88 [m, 2 H, 5-H, 1-H], 5.65 [bd,
3J12=75.2Hz, 1 H, 2-H], 3.91 [bd, *Jop3, = 8.6 Hz, 1 H, 9b-H], 3.74 [s, 3 H, 1'-H], 3.52 — 3.41
[m, 3 H, 4-H, 11-H], 2.78 [m, 1 H, 3a-H], 2.31 — 2.12 [m, 2 H, 3-H] ppm. — C-NMR (75
MHz, DMSO-ds): & = 166.2 (C, C-10), 150.3 (C, Cas-5a), 134.6 (CH, C-1), 130.4 (CH, Ca,-
9), 129.7 (CH, C-2), 127.5 (CH, Cas-7), 124.1 (C, Car-8), 117.3 (C, Car-92), 114.4 (CH, Ca,-
6), 63.1 (CH,, C-11), 53.8 (CH, C-4), 51.1 (CHj3, C-1'), 44.6 (CH, C-9b), 39.5 (CH, C-3a),
30.6 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;sH;sNOs;" [M + H]": 260.1281;
gef.: 260.1279.

113



Experimenteller Teil

4-Carbamoyl-3a,4,5,9b,tetrahydro-3 H-cyclopenta|c]|chinolin-8-carbonsiuremethylester
(62)

Ci5H6N20;3
M = 272.3 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3 H-cyclopenta[ c]chinolin-4,8-dicarbonsdure-8-methylester (59, 150 mg,
0.549 mmol), Boc,O (132 mg, 0.60 mmol) und Ammoniumhydrogencarbonat (260 mg, 3.29
mmol) werden in trockenem Dioxan suspendiert. AnschlieBend wird unter einer
Stickstoffatmosphére trockenes Pyridin (44 pL, 1.21 mmol) zugetropft und 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt.

Das Reaktionsgemisch wird in Ethylacetat (15 mL) aufgenommen und mit Wasser (1 x 20
mL) und 5 %iger Salzsdure (2 x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wird getrocknet
(NaxSOy4) und eingeengt. Der Riickstand wird aus Ethylacetat / n-Hexan umkristallisiert.
Grauer Feststoff, Ausbeute: 54 mg (36 %), Schmp. = 228 °C(Zersetzung). Rr = 0.50 (EE/n-
Hexan, 2 : 1). — ATR-IR: V =3375 (m), 3227 (w), 3053 (w), 2941 (w), 2913 (w), 2850 (w),
1598 (ss), 1667 (ss), 1606 (s), 1432 (m), 1290 (ss), 1277 (m), 1225 (m), 1103 (m), 981 (w),
839 (m), 800 (w), 770 (s), 721 (m), 706 (m), 673 (W), 626 (m) cm '. — "H-NMR (300 MHz,
DMSO-ds): 6 =7.55 [bs, 1 H, 9-Ha(], 7.48 — 7.45 [m, 2 H, 7-Ha,, | X NH>], 7,23 [s, 1 H, 1 X
NH,], 6.78 [d, *Js7= 8.5 Hz, 1 H, 6-Ha,], 6.13 [s, 1 H, 5-H], 5.84 [dd, *J,, =52 Hz, J=2.2
Hz, 1 H, 1-H], 5.63 [bd, *J1, = 5.2 Hz, 1 H, 2-H], 3.99 [bd, *Joy3.= 8.7 Hz, 1 H, 9b-H], 3.93
[d,’Ja3.=3.6 Hz, | H, 4-H], 3.74 [s, 3 H, 1'-H], 3.16 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 — 2.26 [m, 1 H, 3-
Hal, 2.18 — 2.10 [m, 1 H, 3-Hg] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 172.3 (C, C-11),
166.2 (C, C-10), 149.4 (C, Car-5a), 134.5 (CH, C-1), 130.1 (CH, Cas9), 129.6 (CH, C-2),
127.6 (CH, Car-7), 123.6 (C, Car-9b), 117.5 (CH, Cas-6), 114.6 (C, Cas-8), 54.9 (CH, C-4),
51.2 (CHs, C-1"), 44.7 (CH, C-9b), 40.8 (CH, C-3a), 32.5 (CHz, C-3) ppm. — HR-ESI-MS:
exakte Masse ber. fiir C;sH;7N,O;" [M + H]™: 273.1234; gef.: 273.1228.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Entschiitzung der 3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-

cyclopenta|c]chinolin-carbonséiureester 18, 31 — 42.

Die Tetrahydrochinolinester (18, 31 — 42, 50 mg) werden in 0.5 M aq. LiOH (5 mL) Losung
suspendiert. THF (Gemisch A) oder Methanol (Gemisch B) wird zugegeben bis eine klare
Losung entsteht. AnschlieBend wird 2 h bei Raumtemperatur geriihrt und mit Amberlite” IR
120 H'-Form neutralisiert. Das Ionenaustauscherharz wird abfiltriert und mit Wasser (20 mL)

gewaschen. Das reine Produkt wird durch Lyophylisation des Filtrats erhalten.

8-Chlor-3a,4,5,9b-tetrahydro-6-hydroxy-9-nitro-3 H-cyclopenta|c]chinolin-4-
carbonsaure (9)

OH
Cy3H;1CINyOs
M =310.7 g/mol

8-Chlor-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta| c]chinolin-4-carbonsédure-ethylester (31; 0.15
mmol) wird in Gemisch B gel6st.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 45 mg (99 %), Schmp. = 150 °C (Zersetzung), Rf = 0.41
(CHCI13/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15 : 3 : 2). — ATR-IR: v = 3403 (w), 3081 (w), 2922 (w),
2853 (w), 1715 (s), 1525 (ss), 1493 (s), 1363 (s), 1235 (ss), 848 (W), 829 (w), 811 (s), 717 (s),
615 (w) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): = 11.00 [s, 1 H, OH], 6.72 [s, 1 H, 7-
Ha:l, 5.74 [bd, *Jo, = 5.5 Hz, 1 H, 2-H], 5.40 [dd, *J1, = 5.5 Hz, J= 2.4 Hz, | H, 1-H], 4.93
[s, 1 H, 5-H], 4.16 [d, *Jop3.= 9.2 Hz, 1 H, 9b-H], 4.01 [d,J43. = 3.5 Hz, 1 H, 4-H], 3.28 [m,
1 H, 3a-H], 2.29 [d, *J33. = 8.9 Hz, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 =
172.1 (C, C-10), 146.4 (C, Car-6), 141.2 (C, Car9), 133.7 (C, Car-5a), 132.3 (CH, C-2), 130.4
(CH, C-1), 118.3 (C, Car9a), 112.0 (C, Cas-8), 111.5 (CH, Ca,-7), 54.5 (CH, C-4), 42.8 (CH,
C-9b), 39.9 (CH, C-3a), 32.2 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
C13H2CIN,Os" [M + H]": 311.0429; gef.: 311.0423.
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9-Nitro-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4,6-dicarbonsiure (63)

C14H12N,0¢
M =304.3 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-9-nitro-3 H-cyclopenta[ c]quinoline-4,6-dicarbonsidure-4-ethyl-6-methyl-
ester (36, 0.14 mmol) wird in Gemisch B gelost.

Brauner Feststoff, Ausbeute: 40 mg (99 %), Schmp. = 202 °C (Zersetzung), R = 0.32
(CHCIl3/MeOH/AcOH/H,0, 120 : 15 : 3 : 2). — ATR-IR: ¥ = 3346 (w), 2981 (w), 2883 (w),
1714 (s), 1585 (m), 1524 (ss), 1438 (m), 1345 (m), 1227 (ss), 1170 (s), 900 (m), 823 (s), 734
(s), 704 (s), 616 (w) cm . — "H-NMR (300 MHz, MeOH-d,): 0 = 7.86 [d, *J;5 = 8.6 Hz, 1 H,
7-Ha], 6.92 [d, *Js7 = 8.6 Hz, 1 H, 8-Hya,], 5.70 [bd, />, = 5.1 Hz, 1 H, 2-H], 5.47 [dd, *J,, =
5.1 Hz, *Jio» = 2.1 Hz, 1 H, 1-H], 4.62 [d, *Jop3. = 9.7 Hz, 1 H, 9b-H], 4.19 [d, *J43. = 3.4 Hz,
1 H, 4-H], 3.40 [m, 1 H, 3a-H], 2.47 — 2.30 [m, 2 H, 3-H] ppm. — "C-NMR (75 MHz,
MeOH-d,): 0 = 174.0 (C, C-10), 170.1 (C, C-11), 154.6 (C, Cas-9), 151.1 (C, Cas-5a), 133.0
(CH, C-1), 132.3 (CH, C-2), 131.8 (CH, Cas-7), 120.7 (C, Car-9a), 115.8 (C, Ca-6), 111.8
(CH, Car-8), 55.5 (CH, C-4), 44.6 (CH, C-9b), 41.7 (CH, C-3a), 33.7 (CHz, C-3) ppm. — HR-
ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;4H;3N,O0¢ [M + H]+: 305.0768; gef.: 305.0774.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4,8-dicarbonsiure (64)

o
Z10
o “oH
Ci4H3NOy
M =259.3 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4,8-dicarbonsdure-4-ethyl-8-methyl-ester (34,

0.17 mmol) wird in Gemisch B gelost.
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Grauer Feststoff, Ausbeute: 43 mg (99 %), Schmp. = 241 °C (Zersetzung), Rf = 0.23
(CHCI13/MeOH/H,0, 65 : 25 : 4). — ATR-IR: v = 3403 (w), 3058 (w), 2935 (w), 2842 (w),
1599 (s), 1397 (m), 1291 (m), 1270 (m), 1222 (s), 1129 (m), 1108 (m), 963 (w), 830 (w), 791
(m), 776 (m), 701 (s), 643 (W), 624 (w), 605 (w) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj): § =
7.49 [s, 1 H, 9-Ha], 7.41 [d, *J76= 8.4 Hz, 1 H, 7-Ha,], 6.67 [d, *Js7= 8.4 Hz, 1 H, 6-Ha(],
5.76 [dd, °J1,=5.9 Hz, J= 2.3 Hz, 1 H, 1-H], 5.60 [bd, >/».; = 5.9 Hz, 1 H, 2-H], 3.92 [bd,
3 Job3a= 8.8 Hz, 1 H, 9b-H], 3.64 [d,*Jy3, = 3.6 Hz, 1 H, 4-H], 3.19 [m, 1 H, 3a-H], 2.20 [bd,
3J33a= 3.6 Hz, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): d = 173.3 (C, C-10), 168.1
(C, C-11), 149.5 (C, Car-5a), 135.0 (CH, C-1), 130.3 (CH, Ca-9), 129.9 (CH, C-2), 127.7
(CH, Car-7), 123.8 (C, Car-9a), 119.0 (C, Cas-8), 113.6 (CH, Ca6), 56.1 (CH, C-4), 45.5
(CH, C-9b), 41.3 (CH, C-3a), 32.2 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
C14H1sNO,4 [M + H]™: 260.0917; gef.: 260.0914.

8-Carbamoyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure
(65)

10
O/\OH

3545 o
8-Carbamoyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta[ c]chinolin-4-carbonsdure-ethylester (37,
0.17 mmol) wird in Gemisch B gelost.

Grauer Feststoff, Ausbeute: 45 mg (99 %), Schmp. = 241 °C (Zersetzung), Ry = 0.30
(CHCI13/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15: 3 : 2). — ATR-IR: v = 3369 (m), 3347 (w), 3048 (w),
2885 (w), 2797 (w), 1619 (s), 1587 (m), 1554 (m), 1512 (m), 1428 (m), 1244 (m), 1223 (s),
1160 (m), 1149 (m), 1098 (s), 1061 (s), 830 (w), 804 (W), 766 (m), 718 (W), 682 (m), 663 (m),
616 (s) cm . — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 0 = 7.54 [s, 1 H, NH,], 7.51 [bs, 1 H, 9-
Ha:], 7.40 [dd, *J76 = 8.4 Hz, “J70 = 1.4 Hz, 1 H, 7-Ha,], 6.87 [s, 1 H, NH,], 6.75 [d, *Js7 =
8.4 Hz, 1 H, 6-Ha,], 5.82 — 5.80 [m, 2 H, 1-H, 5-H], 5.61 [bd, J= 5.1 Hz, 1 H, 2-H], 4.03 —
3.99 [m, 2 H, 4-H, 9b-H], 3.14 [m, 1 H, 3a-H], 2.35 — 2.15 [m, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR
(75 MHz, DMSO-dy): 0 = 172.7 (C, C-10), 167.8 (C, C-11), 147.5 (C, Cas-8), 134.8 (CH, C-
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1), 129.2 (CH, C-2), 128.3 (CH, Ca-9), 125.7 (CH, Ca,-7), 123.5 (C, Car-9a), 122.9 (C, Ca,-
5a), 114.4 (CH, Ca-6), 54.6 (CH, C-4), 45.2 (CH, C-9b), 40.3 (CH, C-3a), 32.0 (CH,, C-3)
ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C,,H,sN,O;" [M + H]": 259.1077; gef.: 259.1074.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4,6-dicarbonsiure (66)

Ci4H3NOy
M =259.3 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta| c]chinolin-4,6-dicarbonsiure-4-ethylester-6-methylester
(38, 0.17 mmol) wird in Gemisch A geldst.

Farbloser Feststoft, Ausbeute: 42 mg (99 %), Schmp. = 184 °C (Zersetzung), Ry = 0.19 (EE/n-
Hexan, 10 : 1). = ATR-IR: v = 3370 (m), 3051 (w), 2940 (w), 2849 (w), 1660 (s), 1558 (s),
1433 (s), 1382 (m) 1253 (s), 1216 (s), 1147 (s), 982 (w), 862 (w), 740 (s), 691 (s) cm '. — 'H-
NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.56 [d, *J73=7.5 Hz, 1 H, 7-Ha.], 7.02 [d, *Jos = 7.2 Hz, 1
H, 9-Ha,], 6.43 [dd, *Js7= 7.5 Hz,’Jso= 7.2 Hz, 1 H, 8-Ha,], 5.69 [dd, *J1,=5.5 Hz, J=2.6
Hz, 1 H, 1-H], 5.58 [d, °J», = 5.5 Hz, 1 H, 2-H], 3.99 [d, *Jop3.= 9.0 Hz, 1 H, 9b-H], 3.74 [d,
3Juza=3.2 Hz, 1 H, 4-H], 3.22 [m, 1 H, 3a-H], 2.25 [bd, *J33.= 9.0 Hz, 2 H, 3-H] ppm. — *C-
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 173.4 (C, C-10), 170.3 (C, C-11), 148.2 (C, Ca,-5a), 135.3
(CH, C-1), 131.8 (CH, Car-9), 129.6 (CH, C-2), 128.7 (CH, Cas-7), 126.2 (C, Ca-9a), 114.7
(CH, Car-8), 114.4 (C, Car-6), 56.0 (CH, C-4), 46.1 (CH, C-9b), 40.6 (CH, C-3a), 32.7 (CH,,
C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CisH;4NO, [M + H]™: 260.0917; gef:
260.0919.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiiure (67)

OH

Ci3H3NO,
M =215.2 g/mol
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-4-carbonsédure-ethylester (18, 0.21 mmol)
wird in Gemisch A geldst.

Hellgriiner Feststoff, Ausbeute: 44 mg (99 %), Schmp. = 114°C (Zersetzung), R = 0.57
(CHCI3/MeOH, 5 : 1). — ATR-IR: ¥ = 3365 (m), 3045 (w), 2934 (w), 2844 (w), 1586 (s),
1402 (m), 1294 (m), 1231 (s), 1151 (m), 1110 (m), 988 (w), 963 (W), 929 (w), 880 (w), 842
(w), 804 (w), 751 (s), 710 (m), 682 (m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): d = 6.91 [d,
3Jos=7.4 Hz, 1 H, 9-Hy,], 6.82 [dd, *J76=7.7 Hz, J5= 7.4 Hz, 1 H, 7-Hy,], 6.68 [d, *Js7 =
7.7 Hz, 1 H, 6-Ha,], 6.51 [dd, *Jso =Js7= 7.4 Hz, | H, 8-Ha], 5.71 [dd, *J1,=5.7 Hz, J=
2.6 Hz, 1 H, 1-H], 5.69 [d, *J», = 5.7 Hz, 1 H, 2-H], 3.93 [d, /= 8.8 Hz, 1 H, 9b-H], 4.01 [d,
3Juza=3.2 Hz, 1 H, 4-H], 3.14 [m, 1 H, 3a-H], 2.24 — 3.14 [m, 2 H, 3-H] ppm. — “*C-NMR
(75 MHz, DMSO-dy): § = 173.6 (C, C-10), 145.6 (C, Ca,-5a), 134.9 (CH, C-1), 129.5 (CH, C-
2), 128.3 (CH, Ca-9), 125.6 (CH, Car-7), 125.2 (C, Ca-9a), 116.9 (CH, Cx,-8), 115.0 (CH,
Car-6), 56.4 (CH, C-4), 46.0 (CH, C-9b), 41.0 (CH, C-3a), 32.3 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-
MS: exakte Masse ber. fiir C1sH;4NO2 [M + H]": 216.1019; gef.: 216.1019.

6-Hydroxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]chinolin-4-carbonsiure (68)

:H
10

o7 o

C3H3NO;

M = 231.2 g/mol
6-Hydroxy-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta[ c]chinolin-4-carbonsdure-ethylester (32, 0.19
mmol) wird in Gemisch B geldst
Beigefarbener Feststoff, Ausbeute: 44 mg (99 %), Schmp. = 123 °C (Zersetzung), Ry = 0.45
(CHCI3/MeOH/H0, 65 : 25 : 4). — ATR-IR: v = 3388 (w), 3050 (w), 2939 (w), 2844 (w),
1590 (s), 1477 (m), 1364 (s), 1280 (s), 1246 (s), 1159 (m), 960 (w), 870 (w), 795 (m), 750 (s),
655 (w), 619 (w) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 0 = 6.49 — 6.37 [m, 3 H, 7-Hp,, 8-
Har und 9-Ha], 5.70 [dd, *J12= 5.2 Hz, *Ji0, = 2.8 Hz, 1 H, 1-H], 5.58 [d, /1 =5.2 Hz, 1 H,
2-H], 3.95 [d, *Ja3. = 8.9 Hz, | H, 4-H], 3.77 [d, *Jo,.1 = 2.9 Hz, 1 H, 9b-H], 3.19 [m, 1 H, 3a-
H], 2.35 —2.18 [m, 2 H, 3-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 173.2 (C, C-10),
144.0 (C, Car6), 134.8 (CH, C-1), 133.6 (C, Ca,-5a), 129.2 (CH, C-2), 125.8 (C, Car-9a),
118.9 (CH, Cas-9), 117.0 (CH, Ca-8), 111.0 (CH, Car-7), 56.0 (CH, C-4), 46.0 (CH, C-9b),
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40.6 (CH, C-3a), 32.2 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CisH;4sNO; [M
+H]": 232.0968; gef.: 232.0968.

8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta|c]|chinolin-4-carbonsiure (69)

o~ on

C13H]2BTN02
M =294.1 g/mol

8-Brom-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta| c]chinolin-4-carbonsédure-ethylester (33, 0.16
mmol) wird in Gemisch A gelost.

Griiner Feststoff, Ausbeute: 45 mg (99 %), Schmp. = 109°C (Zersetzung), Ry = 0.45
(CHCI3/MeOH, 5 : 1). — ATR-IR: v = 3381 (w), 3064 (w), 2971 (w), 2859 (w), 2949 (w),
1704 (s), 1488 (s), 1284 (m), 1259 (m), 1233 (m), 1123 (s), 1086 (m), 893 (m), 875 (s), 808
(s), 752 (w), 715 (s), 614 (s), 528 (m) cm'. — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj): 6 = 7.09 [d,
“Jo7=12.0 Hz, 1 H, 9-Ha,], 6.96 [dd, *J75 = 8.5 Hz, “J790=2.0 Hz, 1 H, 7-Hy,], 6.71 [d, *Js7 =
8.5 Hz, 1 H, 6-Hy,], 5.76 [dd, *J1,= 5.3 Hz, J=2.3 Hz, 1 H, 1-H], 5.61 [bd, °J>, = 5.3 Hz, 1
H, 2-H], 3.94 [bd, *Jo».3.= 8.9 Hz, 1 H, 9b-H], 3.79 [d, *J43.= 3.2 Hz, 1 H, 4-H], 3.15 [m, 1 H,
3a-H], 2.32 — 2.14 [m, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-d): § = 173.0 (C, C-
10), 144.7 (C, Car-5a), 134.5 (CH, C-1), 130.5 (CH, Ca-9), 129.8 (CH, C-2), 128.2 (CH, Ca,
7), 127.6 (C, Car-9a), 117.1 (CH, Cas-6), 107.7 (C, Car-8), 55.7 (CH, C-4), 45.6 (CH, C-9b),
40.5 (CH, C-3a), 32.2 (CHy, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;3H;3BrNO;
[M+H]": 294.0124; gef.: 294.0124.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-6-hydroxy-9-nitro-3H-cyclopenta|c|chinolin-4-carbonsiure (70)

: H
10

o “oH

C13H2N,05
M =276.2 g/mol
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-6-hydroxy-9-nitro-3 H-cyclopenta[ c]quinoline-4-carbonsdure-ethylester
(39, 0.16 mmol) wird in Gemisch B gelost.

Orangefarbener Feststoff, Ausbeute: 45 mg (99 %), Schmp. = 103°C, Rf = 0.25
(CHCI3/MeOH, 85 : 15). — ATR-IR: v = 3352 (m), 2932 (w), 2849 (w), 1578 (m), 1511 (m),
1479 (m), 1403 (m), 1317 (m), 1290(s), 1248 (s), 1179 (m), 1148 (m), 821 (m), 791 (w), 748
(m), 720 (m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 7.26 [d, *Jso = 8.7 Hz, 1 H, 8-Ha,],
6.62 [d, *J;3= 8.7 Hz 1 H, 7-Ha,], 5.63 [bs, 1 H, 2-H], 5.45 [bs, 1 H, 1-H], 4.68 [d, *Job3.=
9.1 Hz, 1 H, 9b-H], 3.74 [d,*J43. = 3.4 Hz, 1 H, 4-H], 3.28 [m, 1 H, 3a-H], 2.26 [bd, *J33,=
9.2 Hz, 2 H, 3-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 173.2 (C, C-10), 151.9 (C,
Car-6), 139.4 (C, Car-9), 135.9 (C, Car-5), 132.4 (C, Car-52), 132.4 (CH, C-2), 131.5 (C, C-1),
119.5 (C, Car-9a), 116.0 (CH, Ca-8), 110.2 (CH, Ca,-7), 55.5 (CH, C-4), 44.6 (CH, C-9b),
41.1 (CH, C-3a), 32.6 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;3H;N,Os [M
—HJ": 275.0674; gef.: 275.0665.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-7-nitro-3 H-cyclopenta|c|chinolin-4-carbonsiure (71)

OH
C13H12N704
M =260.2 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-7-nitro-3 H-cyclopenta[ c|chinolin-4-carbonsdure-ethylester (41, 0.17
mmol) wird in Gemisch A gelost.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 48 mg (99 %), Schmp. = 204°C (Zersetzung), R = 0.31 (EE/n-
Hexan, 1 : 1). — ATR-IR: ¥ = 3363 (m), 2964 (w), 2943 (w), 2842 (w), 1701 (m), 1510 (s),
1342 (s), 1252 (s), 1152 (s), 875 (s), 824 (w), 739 (s), 691 (w), 655 (w), 587 (w), 518 (m)
cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 0 = 7.69 [d, “Jss = 2.2 Hz, 1 H, 6-Hx,], 7.35 [dd,
3Jso =83 Hz, *Jys=22Hz, 1 H, 8-Ha], 7.19 [d, *Jog = 8.3 Hz, 1 H, 9-Ha], 6.11 [s, 1 H, 5-
H], 5.77 [dd, *J12=5.1 Hz, J=2.3 Hz,1 H, 1-H], 5.65 [bd, *J>.; = 5.1 Hz, 1 H, 2-H], 4.08 [bd,
3 Jobsa= 8.8 Hz, 1 H, 9b-H], 3.98 [d,Ju3. = 3.2 Hz, 1 H, 4-H], 3.21 [m, 1 H, 3a-H], 2.36 —
2.18 [m, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): 6 = 172.5 (C, C-10), 146.1 und
146.0 (2 x C, Car-5a und Ca,-7), 133.7 (CH, C-1), 132.4 (C, Ca-9a), 130.3 (CH, C-2), 129.2
(CH, Ca-9), 111.3 (CH, Cas-8), 109.2 (CH, Ca-6), 55.1 (CH, C-4), 45.7 (CH, C-9b), 40.3
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(CH, C-3a), 32.2 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;3H;;N,O4 [M —
HJ: 259.0724; gef.: 259.0723.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-9-nitro-3 H-cyclopenta|c|chinolin-4-carbonsiure (72)

O
Ci3H2N,04
M =260.2 g/mol

OH

3a,4,5,9b-Tetrahydro-9-nitro-3 H-cyclopenta[ c|chinolin-4-carbonsdure-ethylester (40, 0.17
mmol) wird in Gemisch A gelost.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 48 mg (99 %), Schmp. = 209 °C (Zersetzung), R = 0.23
(CHCI3/MeOH, 85 : 15). — ATR-IR: V = 3355 (m), 2913 (w), 2846 (w), 2577 (w), 2552 (W),
1708 (s), 1606 (m), 1513 (s), 1411 (m), 1345 (s), 1289 (s), 1279 (s), 1239 (s), 1159 (m), 919
(m), 831 (w), 814 (m), 790 (s), 773 (W), 753 (s), 703 (s), 663 (w) cm '. — "H-NMR (300
MHz, DMSO-ds): 6 = 7.17 — 7.06 [m, 3 H, 6-Ha;, 7-Ha, 8-Ha:], 6.09 [s, 1 H, 5-H], 5.70 [bd,
h1=5.1Hz, 1 H, 2-H], 5.42 [dd, *J»1 = 5.1 Hz, *Ji.0o = 2.4 Hz, | H, 1-H], 4.53 [dd, *Jop3.=
9.0 Hz, *Joo1 = 2.4 Hz, 1 H, 9b-H], 4.03 [d, J43.= 3.3 Hz, 1 H, 4-H], 3.28 [m, 1 H, 3a-H],
2.38 —2.18 [m, 2 H, 3-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): 6 = 172.4 (C, C-10), 149.8
(C, Car9), 147.1 (C, Car9), 131.8 (CH, C-2), 131.2 (CH, C-1), 126.6 (CH, Ca-7), 120.1
(CH, Car6), 117.5 (C, Car-9a), 113.0 (CH, Ca-8), 54.3 (CH, C-4), 42.7 (CH, C-9b), 40.3
(CH, C-3a), 32.1 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;3:H;;N,O4 [M —
HJ: 259.0724; gef.: 259.0721.
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2-Chloro-4-hydroxy-1-nitro-5,6a,7,11b-tetrahydro-6 H-indeno[2,1-c]chinolin-6-
carbonsaure (73)

OH
C17H5CIN, 05
M =360.7 g/mol

8-Chlor-3a,4,5,9b-tetrahydro-3 H-cyclopenta| c]chinolin-4-carbonsédure-ethylester (42, 0.09
mmol) wird in Gemisch B gel6st.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 46 mg (99 %), Schmp. = 143 °C (Zersetzung), Ry = 0.43
(CHCl3/MeOH/AcOH/H,0, 120 :15 : 3 : 2). — ATR-IR: ¥ = 3067 (w), 2932 (w), 1716 (m),
1579 (m), 1525 (ss), 1353 (s), 1231 (s), 1157 (m), 851 (w), 812 (w), 751 (ss), 728 (m), 616
(w) cm . — "TH-NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 = 11.12 [s, 1 H, OH], 7.17 — 7.10 [m, 2 H, 10-
Har, 11-Ha.], 7.06 [ddd, *Jog = 7.5 Hz, *Jo10=7.0 Hz,J= 1.8 Hz, 1 H, 9-Hy,], 6.94 [d, *Jso =
7.5 Hz, 1 H, 8-Ha/], 6.74 [s, 1 H, 3-Ha], 5.26 [s, 1 H, 5-H], 4.80 [d, *Ji1p6a = 8.2 Hz, 1 H,
11b-H], 4.04 [d, *Jse. = 3.9 Hz, 1 H, 6-H], 3.41 [m, 1 H, 6a-H], 3.01 [dd, *Jeem= 15.9 Hz,
*Jiaza= 1.8 Hz, 1 H, 7-Ha), 2.85 [dd, *Jgem = 15.9 Hz, *J357,= 7.8 Hz, 1 H, 7-Hg] ppm. —
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 172.1 (C, C-12), 146.4 (C, Car-4), 142.6 und 142.5 (2 x
C, Car-7a and Car-11a), 141.1 (C, Car-1), 134.3 (C, Ca-4a), 127.3 und 124.8 (2 x CH, Car-10
und Car-11), 126.3 (CH, Car-9), 124.6 (CH, Ca-8), 117.1 (C, Car-11c), 113.1 (C, Cas-2),
111.8 (CH, Car-3), 54.5 (CH, C-6), 42.6 (CH, C-11b), 42.0 (CH, C-6a), 32.2 (CH,, C-7) ppm.
— HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;7H4CIN,Os [M + H]+: 361.0586; gef.: 361.0584.

3a,4,5,9b-Tetrahydro-4-(hydroxymethyl)-3 H-cyclopenta|c]chinolin-8-carbonséure (74)

C14HsNO;
M = 245.3 g/mol
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3a,4,5,9b-Tetrahydro-4-(hydroxymethyl)-3 H-cyclopenta[c]chinolin-8-methylester (61, 0.19
mmol) wird in Gemisch B gelost.

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 45 mg (99 %), Schmp. = 86 °C (Zersetzung), Ry = 0.43
(CHCI3/MeOH, 9 : 1). — ATR-IR: v = 3366 (w), 3051 (w), 2927 (w), 2846 (w), 2361 (m),
2342 (m), 1670 (m), 1603 (s), 1399 (m), 1274 (m), 1221 (s), 1185 (m), 1035 (m), 1011 (m),
830 (w), 802 (w), 774 (m), 699 (s), 630 (m) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): J =
7.52 [s, 1 H, 9-Ha], 7.43 [d, *J76 = 8.4 Hz, 1 H, 7-Ha,], 6.66 [d, *Js7 = 8.4 Hz, 1 H, 6-Ha/],
5.88 [dd,’J1,=5.5Hz,J=1.4Hz, | H, 1-H], 5.76 [s, 1 H, 5-H], 5.65 [d, *J1»=5.5Hz, | H,
2-H], 3.91 [bd, *Jop3. = 8.4 Hz, 1 H, 9b-H], 3.48 —3.41 [m, 3 H, 4-H, 11-H], 2.77 [m, 1 H, 3a-
H], 2.32 — 2.11 [m, 2 H, 3-H] ppm. — ®C-NMR (75 MHz, DMSO-d,): § = 167.7 (C, C-10),
149.6 (C, Cas-5a), 134.7 (CH, C-1), 130.5 (CH, Car-9), 129.6 (CH, C-2), 127.7 (CH, Cas-7),
123.9 (C, Car8), 119.5 (C, Car9a), 114.2 (CH, Ca-6), 63.1 (CH,, C-11), 54.0 (CH, C-4),
44.8 (CH, C-9b), 39.6 (CH, C-3a), 30.6 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber.
fiir C14HNO3' [M + H]": 246.1125; gef.: 246.1121.

4-Carbamoyl-3a 4,5 9b-tetrahydro-3H-cyclopentalc]chinolin-8-carbonsiure (75):

C14H 14N> O3
M = 258.3 g/mol

4-Carbamoyl-3a 4,5 9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]chinolin-8-carbonsdure (62, 0.18 mmol)
wird in Gemisch B gel6st.

Grauer Feststoff (47 mg, 99%). Schmp. = 266 °C (Zersetzung). R, = 0.21 (CHCl;/MeOH, 9 :
1).). — ATR-IR: v = 3368 (w), 3049 (w), 2924 (w), 1671 (s), 1604 (ss), 1422 (m), 1274 (s),
1222 (ss), 1132 (s), 1012 (s), 928 (w), 831 (w), 775 (m), 700 (s), 628 (w) cm . — 'H-NMR
(300 MHz; DMSO-d,): 6=7.53 [bs, 1 H,9-H,,],7.46 - 743 [m,2 H, 7-H,,, 1 x NH,), 7.22 (s,
1 H, 1 xNH,),6.75 (d,’J;; =85Hz, 1 H, 6-H,,), 6.03 (s, 1 H, 5-H), 5.84 (dd,*J,, = 5.2 Hz, J
=24Hz,1H,1-H),5.63 (d,*J,, =5.2Hz, 1 H, 2-H), 3.99 (d, *Jy, 5, = 8.8 Hz, 1 H, 9b-H), 3.92
(d,’J,5,=33 Hz, 1 H,4-H), 3.16 (m, 1 H, 3a-H), 2.36 - 2.27 (m, 1 H, 3-H,), 2.18 - 2.07 (m,
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1H, 3-Hg) ppm. — "C-NMR (75 MHz; DMSO-d,): 6 = 172.4 (C, C-10), 167.3 (C, C-11),
149.1 (C, C,-5a), 134.6 (CH, C-1), 130.3 (CH, C,-9), 129.5 (CH, C-2), 127.7 (CH, C,,-7),
123.5 (C, C,,-9b), 118.7 (CH, C,,-6), 114.6 (C, C,,-8), 55.0 (CH, C-4), 44.8 (CH, C-9b), 40.8
(CH, C-3a), 31.5 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C,,H ;sN,O;"
[M+H]": 259.1077, gef.: 259.1080.

1-Chlor-2-(2-nitro-phenylsulfanyl)-2,3,3a,4,5,9b-hexahydro-1H-cyclopenta[c]|chinolin-
4,6-dicarbonsiure (10)

CyoH;7CIN,04S
M = 448.9 g/mol

3a,4,5,9b-Tetrahydro-3 H-cyclopenta[c]chinolin-4,6-dicarbonsdure (66, 25 mg, 0.10 mmol)
werden in trockenem Acetonitril (2 mL) gelost. Dazu wird unter einer Stickstoffatmosphire
eine Losung aus 2-Nitrobenzylsulfenylchlorid (16, 22 mg, 1.2 eq., 0.12 mmol) in trockenem
Acetonitril (1 mL) getropft. Die Losung wird bei Raumtemperatur fiir 30 min geriihrt.
Anschlieend wird das Reaktionsgemisch bis zur Trockne eingeengt und der Riickstand
sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: CHCl;/MeOH/AcOH/H,0, 120 : 75 : 15:
5) gereinigt.

Gelber Feststoff, Ausbeute: 36 mg (87 %), Schmp. = 171 °C (Zersetzung), Rf = 0.45
(CHCI3/MeOH/AcOH/H,0, 120 : 75 : 15: 5). — ATR-IR: v = 3384 (w), 1714 (m), 1509 (s),
1339 (m), 1246 (s), 1216 (s), 943 (w), 855 (w), 781 (w), 756 (s), 731 (ss), 718 (w) cm . — 'H-
NMR (300 MHz, DMF-d;): § =8.37 [s, 1 H, 5-H], 8.19 [dd, *J3.4 = 7.5 Hz, *J35 = 1.1 Hz, 1
H, 3'-Ha.], 7.83 [dd, *J75=7.7 Hz, “J790=0.9 Hz, | H, 7-Ha,], 7.75 - 7.76 [m, 2 H, 5'-Ha; und
6'-Hac], 7.59 [d, *Jog = 7.8 Hz, 1 H, 9-Hy,], 7.51 [ddd, *Juy3 = 7.5 Hz, Jy 5 = 7.0 Hz, *Jy ¢ =
1.9 Hz, 1 H, 4-Hx,], 6.67 [dd, *Js7=7.7 Hz, Jso = 7.8 Hz, 1 H, 8-Hya,], 4.45 [ddd, >/, = 4.6
Hz, *Jo3a = 7.6 Hz, *Jo38 = 7.6 Hz,1 H, 2-H], 4.19 [d, /43, = 4.1 Hz, 1 H, 4-H], 4.05 [dd, *J1
=4.6 Hz, *J1.0p = 4.6 Hz, 1 H, 1-H], 3.66 [dd, *Jop3.= 8.3 Hz, *Jo,1 = 4.6 Hz,1 H, 9b-H], 3.31
[m, 1 H, 3a-H], 2.58 [ddd, ngemAz 12.9 Hz, *J3p2= 7.6 Hz, *J303.= 5.4 Hz, 1 H, 3-H,], 2.03
[m, 1 H, 3-Hg] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMF-d5): 6 = 172.3 (C, C-10), 170.0 (C, C-11),
148.8 (C, Car2"), 148.0 (C, Car-5a), 134.1 und 134.1 (2 x CH, Ca,-5" und Ca,-7), 133.6 (C,
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Car-1"), 130.7 (CH, Cas-7),130.6 (CH, Ca,-6"),127.1 (CH, Car-4"), 125.9 (CH, Ca,-3"), 124.5
(C, Car-9a), 116.2 (CH, Car-8), 112.4 (C, Ca-6), 63.2 (CH, C-1), 63.1 (CH, C-2), 54.8 (CH,
C-4), 45.8 (CH, C-9b), 39.8 (CH, C-3a), 36.4 (CH,, C-3) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse
ber. fiir CooH;sCIN,O4S [M + H]': 449.0569; gef.: 449.0561.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)carbamat (95)

Cy1HpyN, O3
M =352.4 g/mol

Fmoc-geschiitztes Leucin (94, 3.00 g, 8.50 mmol), Ammoniumhydrogencarbonat (4.025 g,
50.98 mmol) und Boc,O (2.04 g, 9.35 mmol) werden in trockenem Dioxan (40 mL)
suspendiert. Zu der Suspension wird unter einer Stickstoffatmosphire trockenes Pyridin
(1.511 mL, 18.691 mmol, 2.2 eq.) getropft. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur
fiir 20 h gertihrt.

Anschlieend wird in Ethylacetat (50 mL) aufgenommen und mit Wasser (2 x 50 mL) und
5 %iger Salzsdure (2 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wird iiber Na;SOq4
getrocknet. Danach werden die Losungsmittel bei 40 °C unter vermindertem Druck
abdestilliert.

Der Riickstand wird aus Ethylacetat / n-Hexan umkristallisiert.

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 2.90 g (97 %), Schmp. = 175 °C (Zersetzung), Ry = 0.44
(CH2CL/EE, 3 : 1). — ATR-IR: v = 3315 (w), 2960 (w), 1685 (s), 1666 (s), 1527 (s), 1271
(s), 1250 (s), 1051 (m), 1032 (m), 757 (s), 735 (ss), 635 (w), 621 (w) cm . — "TH-NMR (300
MHz, DMSO-ds): 6 = 7.89 [d, *J.¢ = 7.5 Hz, 2H, 7-Ha.], 7.72 [d, *Jus = 7.2 Hz, 2 H, 6-
Hanl, 742 [dd, *Je7 = 7.5, *Jes = 7.3 Hz, 2 H, 6-Ha], 7.35 - 7.30 [m, 3 H, 5-Ha,,
NHcaamatls 7-22 [s, 1 H, 1 % NH, amial, 6.94 [s, 1 H, 1 X NH> amia], 4.34 - 4.19 [m, 3 H, 1-H,
2-H], 3.96 [ddd, >J = 14.0,°J=5.2 Hz, *J=4.1 Hz, 1 H, 2-H], 1.62 [m, 1 H, 4-H], 1.54 - 1.38
[m, 2 H, 3-H], 0.88 und 0.85 [2 x d, *Js4 = >Js4 = 6.6 Hz, 2 x CH3, 6-H und 5-H] ppm. — C-
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 174.3 (C, C-1), 155.8 (C, C-7), 143.7 (2 x C, Cas-3"), 140.6
(2 x C, Car8'"), 127.6 (2 x CH, Car-6"), 126.9 (2 x CH, Cas-5"), 125.2 (2 x CH, Ca-4"), 120.0
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(2 x CH, Cas-7'), 65.4 (CH,, C-8), 52.8 (CH, C-2), 46.6 (CH, C-2"), 40.7 (CH,, C-3), 24.2
(CH, C-4), 229 und 21.3 (2 x CH3s, C-5 und C-6) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
C21HasN,O3 [M + H]': 353.1860; gef.: 353.1862.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl (1-cyano-3-methylbutyl)carbamat (96)

C,1HpoN,0,
M =334.4 g/mol

Zu einer klaren Losung aus Fmoc-Leucinamid (95, 2.312 g, 6.560 mmol) in trockenem DMF
(30 mL) wird 1.5 eq. Cyanurchlorid (606 mg, 3.280 mmol) gegeben und anschlieBend 30 min
unter einer Stickstoffatmosphére bei Raumtemperatur geriihrt.

Danach wird Wasser (150 mL) zugegeben und das ausgefallene Rohprodukt abfiltriert. Der
weille Feststoff wird mit 5 %iger NaHCO;-Losung (50 mL) und Wasser (50 mL) gewaschen.
AnschlieBend wird einige Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 2.00 g (91 %), Schmp. = 114 °C, Ry= 0.48 (n-Hexan/EE, 3 : 1).
— ATR-IR: v = 3315 (w), 2971 (w), 2942 (w), 1692 (s), 1534 (s), 1255 (m), 1028 (w), 986
(w), 761 (m), 737 (s), 669 (m), 623 (w) cm'. — "H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7.76 [d,
3Jpe =74 Hz, 2H, 7-Ha], 7.56 [d, *Jas = 7.3 Hz, 2 H, 4-Hx,], 7.40 [dd, *Js.5 = 7.3, *Js,7 =
7.4 Hz, 2 H, 6'-Ha], 7.31 [dd, *Js.4 = *Js.¢ = 7.3 Hz, 2 H, 5'-Ha,], 4.99 [d, *Jxu2 = 8.3 Hz, 1
H, NH], 4.62 [dd, *Joxu = 8.3 Hz,J=16.1, | H, 2-H], 4.49 [d, *J» = 6.8 Hz, 2 H, 1'-H], 4.22
[d, /.= 6.8 Hz, 1 H, 2'-H], 1.83 — 1.65 [m, 3 H, 3-H, 4-H], 0.96 [d, *J5.4 ="Js4 = 6.2 Hz, 6
H, 5-H, 6-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, CDCls): = 155.1 (C, C-7), 143.4 (2 x C, Car-3"),
141.3 (2 x C, Car-8'), 127.8 (2 x CH, Cas-6"), 127.1 (2 x CH, Cas-5"), 124.9 (2 x CH, Ca-4"),
120.0 (2 x CH, Car7"), 118.7 (C, C-1), 67.4 (CH», C-1"), 47.1 (CH, C-2"), 42.1 (CH,, C-3),
41.3 (CH, C-2), 24.7 (CH, C-4), 22.1 und 21.8 (2 x CHj3, C-5 und C-6) ppm. — HR-ESI-MS:
exakte Masse ber. fiir C2;H,3N20, [M + H]": 335.1754; gef.: 335.1768.
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(9H-Fluoren-9-yl)methyl (3-methyl-1-(1H-tetrazol-5-yl)butyl)carbamat (97)

N—N

' \
, H
; U N\Z/L N
] Y N
hEdh:
Y

6

C,Hp3N50,
M =377 .4 g/mol

Zu einer klaren Losung aus Fmoc-Leucinnitril (96, 714 mg, 2.136 mmol) in trockenem Toluol
(30 mL) werden 1.5 eq. Tributylzinnazid (878 uL, 3.205 mmol) gegeben und anschlieBend 28
h unter Riickfluss erhitzt.

Nach dem Abkiihlen wird mit Ethylacetat (20 mL) {iberschichtet, konzentrierte Salzséure (20
mL) zugegeben und 20 min. bei Raumtemperatur kréftig geriihrt. Die wissrige Phase wird mit
Ethylacetat (2 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
(80 mL) gewaschen, getrocknet (Na;SO4) und bis zur Trockne eingeengt. Der weille
Riickstand wird aus Ethylacetat / n-Hexan umkristallisiert

Weiller Feststoff, Ausbeute: 589 mg (73 %), Schmp. = 192 °C, Ry = 0.86 (n-Hexan/EE, 3 : 1).
— ATR-IR: v = 3308 (m), 2877 (w), 1682 (ss), 1534 (s), 1320 (m), 1262 (s), 1048 (m), 879
(W), 804 (w), 761 (s), 742 (ss), 646 (m) cm . — "TH-NMR (300 MHz, CDCl; + 1% MeOH-
dy): 0 =178 [d, Jre = 7.6 Hz, 2H, 7'-Ha], 7.45 [d, *Jys = 7.3 Hz, 2 H, 4'-Ha], 7.33 [dd,
s ="Jg,7=7.6 Hz, 2 H, 6'-Hy,], 7.20 [dd, *Js¢ = 7.6 Hz, *Js.4 = 7.3 Hz, 2 H, 5'-Ha,], 6.21
[d, *Jni2 = 8.5 Hz, 1 H, NH], 5.10 [m, 1 H, 2-H], 4.35 [dd, ©™J = 10.4 Hz, *J;a = 7.2 Hz, 1
H, 1'-Ha], 4.49 [dd, *™J = 10.4 Hz, *Jip» = 6.8 Hz, 2 H, 1'-Hg], 4.17 [dd, *J».1a = 7.2 Hz,
s =6.8 Hz, 1 H, 2'-H], 1.93-1.76 [m, 2 H, 3-H], 1.59 [sep, *Jas = *Jas = 7.0 Hz, 1 H, H-
4],0.94 und 0.92 [2 x d, *Js4 ="Js4=7.0 Hz, 2 x 3 H, 5-H, 6-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz,
CDCl; + 1% MeOH-d,): 6 = 158.5 (C, C-1), 156.5 (C, C-7), 143.4 (2 x C, Ca-3"), 141.2 (2 x
C, Ca8"), 127.7 (2 x CH, Car-6"), 127.0 (2 x CH, Ca-5"), 124.8 (2 x CH, Cp-4"), 119.9 (2 x
CH, Car-7"), 67.1 (CHa, C-1"), 46.9 (CH, C-2"), 44.1 (CH, C-2), 42.2 (CH,, C-3), 24.6 (CH, C-
4), 22.4 und 21.7 (2 x CHs, C-5 und C-6) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir
C21Ho4NsO, [M + H]'™: 378.1925; gef.: 378.1925.
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N-Acetyl-glutamyl-alanyl-glutaminyl-serinyl-arginyl-leucintetrazol (100)

HoN NH

C31H54N1404
M =782.8 g/mol

2-Chlortritylchlorid-Harz (100 mg, 1.3 mmol/g) wird mit einer Losung aus Fmoc-
Tetrazolleucin (97, 245 mg, 0.63 mmol, 5 eq.) und DIPEA (276 pL, 1.63 mmol, 12.5 eq.) in
Dichlormethan (1 mL) {iber Nacht in einer 2 mL Plastikspritze mit PE-Filter inkubiert. Das
Harz wird gewaschen (2 x Dichlormethan, 3 x DMF, 1 x Dichormethan) und anschlieBend
mit Dichlormethan/Methanol/DIPEA, 80 : 15 :5 inkubiert (2 X 10 min). Dann wird mit 25 %
Piperidin in DMF (2 x 2 min) die Fmoc-Gruppe abgespalten und gewaschen (3 x DMF, 2 x
Dichlormethan). Danach wird das Harz mit einer Losung aus Arginin (431 mg, 0.63 mmol, 5
eq.), HOBt (99 mg, 0.63 mmol, 5 eq.) und DIC (101 pL, 0.65 mmol, 5 eq.) 2 h inkubuiert,
gewaschen (3 x DMF, 2 x Dichlormethan) und mit 20 % Piperidin in DMF (2 x 10 min)
entschiitzt. Die Fmoc-geschiitzten Aminosduren Threonin (258 mg, 0.63 mmol, 5 eq.)
Glutamin (398 mg, 0.63 mmol, 5 eq.), Alanin (202 mg, 0.63 mmol, 5 eq.) und Glutaminsdure
(277 mg, 0.63 mmol, 5 eq.) werden jeweils in einer Losung aus der Aminosdure, HOBt (99
mg, 0.63 mmol, 5 eq.) und DIC (101 puL, 0.65 mmol, 5 eq.) in DMF, wie fiir das Arginin
beschrieben, gekuppelt. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vor jedem Kupplungsschritt
erfolgt mit 10 % Piperidin in DMF (2 % 10 min) gefolgt vom Waschen des Harzes (3 x DMF,
2 x  Dichlormethan). Zur abschlieBenden Acetylierung wird das Harz mit
DMF/Acetanhydrid/DIPEA (8 : 1: 1) 10 min inkubiert. Das Peptidanalogon 100 wird mit
TFA/H,O/TIS/Phenol, 95 : 2 : 2 : 1 vom Harz abgespalten. Die Losung wird eingeengt und
das Rohprodukt mit Diethylether ausgefallt. Der Riickstand wird mittels HPLC (MeCN/H,O,
5 bis 100 % in 40 min) gereinigt. Die Produktfraktionen werden lyophylisiert.

WeiBer Feststoff. Ausbeute: 32.1 mg (82 %). — "H-NMR (300 MHz, MeOH-d,): 6 = 5.35 [dd,
3J=9.7Hz, J=5.4Hz IH, Leu 2-H], 440 [dd, *J=9.1,°J=4.7, Hz, 1 H, Arg 2-H], 4.31 —
4.17 [m, 5 H, Glu 2-H, GIn 2-H, Ala 2-H, Thr 2-H und 3-H], 3.21 — 3.15 [m, 2 H, Arg 5-H],
2.47-2.36 [m, 4 H, Glu 4-H, GIn 4-H], 2.16 — 1.88 [m, 9 H, Ac 2-H, Glu 3-H, GIn 3-H, Arg
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3-H], 1.83 — 1.58 [m, 6 H, Arg 4-H, Leu 4-H und 3-H], 1.41 [d, *Jau3, a2 = 7.2 Hz, 3 H, Ala
3-H], 1.21 [d, *Jrnea1hes = 6.2 Hz, 3 H, Thr 4-H], 0.98 und 0.95 [2 X d, *Jieus.Leus = Jieus.Loud =
6.8 Hz, 6 H, Leu 5-H und 6-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, MeOH-d,): 6 = 177.9 (C, Glu C-
5), 176.0 (C, Ala C-1), 174.1 (C, Ac C-1), 176.6, 175.0, 174.4, 173.6 und 173.0 (5 x C, Arg
C-1, Thr C-1, Glu C-1, Gln C-1 und C-5), 160.1 (C, Leu C-1), 158.6 (C, Arg C-6), 68.2 (CH,
Thr C-3), 61.1 (CH, Thr C-2), 55.6, 55.1 und 54.3 (3 x CH, Arg C-2, Gln C-2 und Glu C-2),
51.9 (CH, Ala C-2), 44.5 (CH, Leu C-2), 43.3 (CH,, Leu C-3), 41.9 (CH,, Arg C-5), 32.7 und
31.2 (2 x CHy, GIn C-4 und Glu C-4), 29.7, 27.9 und 27.8 (3 x CH,, Arg C-3, Gln C-3 und
Glu C-3), 26.2 (CH,, Arg C-4), 25.7 (CH, Leu C-4), 23.2 und 21.9 (2 x CH3, Leu C-5 und C-
6), 22.5 (CHs, Ac C-2), 20.1 (CHs, Thr C-4), 17.3 (CHs, Ala C-3) ppm. — HR-ESI-MS:
exakte Masse ber. fiir C3;HssN 4019 [M + H]+: 783.4220; gef.: 783.4243.

3-Ethyl-4-methyl-1H-pyrrol-2,5-dicarbonsiure (106)

CoHyNO,
M =197.2 g/mol

3-Ethyl-4-methyl-1H-pyrrol-2,5-dicarbonsdure-5-ethylester (116, 10 mg, 0.044 mmol) wird in
0.75 M NaOH (10 mL) suspendiert. Dann wird Methanol zugegeben bis eine klare Losung
entsteht und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Amberlite IR
120 H'-Form neutralisiert. Das Ionenaustauscherharz wird abfiltriert und das Filtrat
lyophylisiert.

Rot-brauner Feststoff, Ausbeute: 7.9 mg (99 %), Schmp. = 199 — 205 °C (Zersetzung), R =
0.31 (CHCIs/MeOH/AcOH/H,0, 120 : 15 : 3 : 2). — ATR-IR: v = 2969 (w), 2935 (w), 2873
(W), 1685 (ss), 1277 (ss), 1195 (s), 827 (w), 788 (m), 659 (w), 621 (w) cm . — "H-NMR (300
MHz, DMSO-dy): 6 = 2.67 [q, *J7s=7.4 Hz, 2 H, 7-H], 2.19 [s, 3 H, 6-H], 1.01 [t, *Js; = 7.4
Hz, 3 H, 8-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 162.2 und 162.0 (2 x C, C-9 und
C-10), 131.8 (C, C-4), 124.5 (C, C-3), 121.5 (C, C-5), 122.3 (C, C-2), 17.3 (CH,, C-7), 15.2
(CH3, C-8), 9.6 (CH3, C-6) ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CoH;;NO," [M + H]":
198.0761; gef.: 198.0756.
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5.3 DVL3-PDZ-Domidine

5.3.1 Assays

Fluoreszenzpolarisations-Assay

Der FP-Assay wurde in unbehandelten, schwarzen, 384-well Mikrotiterplatten (Corning B.V.
Life Sciences, Schipol-Rijk, Niederlande) in einem finalen Volumen von 10 pL durchgefiihrt.
Dazu wurde 20 mM HEPES Puffer (pH 7.4) mit 50 mM NaCl und 0.1 % Non-Idet verwendet.
Die Messungen wurden im microplate reader Safire 11 (Tecan, Crailsheim, Deutschland) mit
einer Anregungswellenldnge von 470 nm und einer Emmisionswellenldnge von 525 nm fiir
Fluorescein (Fluo) bzw. einer Anregungswellenlinge von 530 nm und einer
Emmisionswellenldnge von 590 nm fiir Tetramethylrhodamin (TAMRA) markierte Peptide
durchgefiihrt. Die Peptide 118 — 164 wurden in einer Konzentration von 10 nM gegen
steigenden Konzentrationen (0 — 100 uM) der hDVL3-PDZ-Domine titriert. Die so
ermittelten FP-Daten wurden im Programm GraphPad Prism 4 fiir Windows bzw. GraphPad
Prism 5 fiir Windows (GraphPad, La Jolla, USA) durch nichtlineare Regression (curve fit)

analysiert.

ITC Messungen

Die ITC-Messungen wurden in einer VP-ITC (MicroCal, Freiburg, Deutschland) mit einem
Zellvolumen von 1.4 mL bei 20 °C durchgefiihrt. Die Messungen an der hDVL3-PDZ-
Doméne wurden mit einer Protein Konzentration von 103 uM und Ligandkonzentrationen
von 1.24 mM bis 8.4 mM in HEPES-Puffer (pH 7.4) mit 50 mM NaCl und 0.3 % bis 1.4 %
DMSO durchgefiihrt. Fiir die Messung an der hDVLI-PDZ-Doméne wurde eine
Proteinkonzentration von 103 uM eingesetzt, die Ligandenkonzentration betrug 8.4 mM, in

HEPES-Puffer (pH 7.4) mit 50 mM NaCl und 1.4 % DMSO.

131



Experimenteller Teil

5.3.2 Synthese

Peptide

Fluo-K LM T T V-OH (118) exakte Masse ber. fiir Cs;HegN7O;5S [M + H]+: 1050.4489 gef.:
1050.4516.

Fluo-L KL M T T V-OH (119) exakte Masse ber. fiir Cs7H79N3O16S [M + H]+: 1163.5329
gef.: 1163.5354.

Fluo-SL KL M T T V-OH (120) exakte Masse ber. fiir CooHgaNoO13S [M + H]+: 1250.5650
gef.: 1250.5670.

Fluo-W K W'Y G W F-OH (121) exakte Masse ber. fiir C4oHs3NoO ;35S [M + H]+: 1430.5517
gef.: 1430.5537.

TAMRA-W KDY W ID G K-NH; (122) exakte Masse ber. fiir CssH;02N 16015 [M + 2H]2+:
811.3774 gef.: 811.3818.

Fluo-V V V-OH (123) exakte Masse ber. fiir C36H4N3019 [M + H]+: 674.2708 gef.:
674.2700.

Fluo-V W V-OH (124) exakte Masse ber. fiir C4oH4/N4O19 [M + H]": 761.2817 gef.:
761.2808.

Fluo-A V W V-OH (125) exakte Masse ber. flir C4sH46NsO;; [M + H]+: 832.3188 gef.:
832.3204.

Fluo-R V' W V-OH (126) exakte Masse ber. fiir C43Hs3N3O1; [M + H]+: 917.3828 gef.:
917.3846.

Fluo-N V W V-OH (127) exakte Masse ber. fiir C46H47NcO12 [M + H]": 875.3246 gef.:
875.3261.

Fluo-D V W V-OH (128) exakte Masse ber. fiir C46H46NsO;3 [M + H]+: 876.3087 gef.:
876.3101.

Fluo-C V W V-OH (129) exakte Masse ber. fiir C45sH4NsO;S [M + H]": 864.1909 gef:
864.2934.

Fluo-Q V W V-OH (130) exakte Masse ber. fiir C47H49N¢O12 [M + H]": 889.3403 gef.:
889.3404.

Fluo-E V W V-OH (131) exakte Masse ber. fiir C47H4sNsO3 [M + H]+: 890.3243 gef.:
890.3238.

Fluo-G V W V-OH (132) exakte Masse ber. fiir C44H44NsO; [M + H]": 818.3032 gef.:
818.3049.

Fluo-H V W V-OH (133) exakte Masse ber. fiir C4gH4sN701; [M + H]'": 898.3406 gef.:
898.3399.
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Fluo-I VW V-OH (134) exakte Masse ber. fiir C4gH52NsO;; [M + H]+: 874.3658 gef.:
874.3668.

Fluo-L V W V-OH (135) exakte Masse ber. fiir C4gHs;NsO1; [M + H]": 874.3658 gef::
874.3670.

Fluo-K V W V-OH (136) exakte Masse ber. fiir C4sHs3NgO;; [M + H]™: 889.3767 gef.:
889.3762.

Fluo-M V W V-OH (137) exakte Masse ber. fiir C47Hs5oNsO;;S [M + H]+: 892.3222 gef.:
892.3240.

Fluo-F V W V-OH (138) exakte Masse ber. fiir Cs;HsoNsO;; [M + H]+: 908.3501 gef.:
908.3507.

Fluo-P V W V-OH (139) exakte Masse ber. fiir C47H4sNsO;; [M + H]": 858.3345 gef.:
858.3366.

Fluo-S V W V-OH (140) exakte Masse ber. fiir C4sH46NsO 2 [M + H]+: 848.3137 gef.:
848.3143.

Fluo-T V W V-OH (141) exakte Masse ber. fiir C46H4sNsO12 [M + H]+: 862.3294 gef.:
862.3312.

Fluo-W V W V-OH (142) exakte Masse ber. fiir Cs3Hs5;NsO;; [M + H]+: 947.3610 gef.:
947.3634.

Fluo-Y V W V-OH (143) exakte Masse ber. fiir Cs;HsoNsO;, [M + H]+: 924.3450 gef.:
924.3430.

Fluo-V V W V-OH (144) exakte Masse ber. fiir C47Hs5oNsO;; [M + H]+: 860.3501 gef.:
860.3512.

Fluo-A S V W V-OH (145) exakte Masse ber. fiir C4sHs;N¢O;3 [M + H]+: 919.3509 gef.:
919.3528.

Fluo-R SV W V-OH (146) exakte Masse ber. fiir Cs;HssNoO13 [M + H]+: 1004.4149 gef.:
1004.4176.

Fluo-N S V W V-OH (147) exakte Masse ber. fiir C4oHs,N7O14 [M + H]+: 962.3567 gef.:
962.3599.

Fluo-D S V W V-OH (148) exakte Masse ber. fiir C4oHs;N¢O;5 [M + H]+: 963.3407 gef.:
963.3442.

Fluo-C SV W V-OH (149) exakte Masse ber. fiir C43Hs1NsO13S [M + H]+: 951.3229 gef.:
951.3259.

Fluo-Q S V W V-OH (150) exakte Masse ber. fiir CsoHs4N7;O;3 [M + H]+: 976.3723 gef.:
976.3758.
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Fluo-E S V W V-OH (151) exakte Masse ber. fiir CsoHs3N¢O1s5 [M + H]+: 977.3563 gef.:
977.3589.

Fluo-G S V W V-OH (152) exakte Masse ber. fiir C47H49NgO13 [M + H]": 905.3352 gef':
905.3377.

Fluo-H S V W V-OH (153) exakte Masse ber. fiir Cs;Hs3NgO;3 [M + H]+: 985.3727 gef.:
985.3750.

Fluo-I SV W V-OH (154) exakte Masse ber. fiir Cs;Hs7N¢O;3 [M + H]+: 961.3978 gef.:
961.3995.

Fluo-L S V W V-OH (155) exakte Masse ber. fiir Cs;Hs7N¢O3 [M + H]+: 961.3978 gef.:
961.3989.

Fluo-K S V W V-OH (156) exakte Masse ber. fiir Cs;HsgN;O;3 [M + H]+: 976.4087 gef.:
976.4103.

Fluo-M S V W V-OH (157) exakte Masse ber. fiir Cs5oHssN¢O;3S [M + H]+: 979.3542 gef.:
979.3558.

Fluo-F S V W V-OH (158) exakte Masse ber. fiir CssHssNgO ;3 [M + H]": 995.3822 gef.:
995.3846.

Fluo-P S V W V-OH (159) exakte Masse ber. fiir CsoHs3NgO;3 [M + H]+: 945.3665 gef.:
945.3684.

Fluo-S S V W V-OH (160) exakte Masse ber. fiir C4sHs;NsO14 [M + H]": 935.3458 gef.:
935.3483.

Fluo-T S V W V-OH (161) exakte Masse ber. fiir C4Hs3N¢O14 [M + H]+: 949.3614 gef.:
1034.3934.

Fluo-W S V W V-OH (162) exakte Masse ber. fiir CscHs¢N7O13 [M + H]+: 1034.3931 gef.:
947.3634.

Fluo-Y S V W V-OH (163) exakte Masse ber. fiir Cs4HssN¢Oj4 [M + H]+: 1011.3771 gef.:
1011.3797.

Fluo-V S V W V-OH (164) exakte Masse ber. fiir Cs5oHssN¢O;3 [M + H]+: 947.3822 gef.:
947.3829.
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Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Anthranilsiurederivate 166 - 169

Zu einer Losung aus 2-Amino-5-brom-benzoesdure (170, 100 mg, 0.46 mmol) — im Fall von
166 2-Amino-5-fluor-benzoesdure (100 mg, 0.64 mmol) - in geséttigter Na;CO3; Losung (10
mL) wird das Sulfonylchlorid (171 — 173; 1.2 eq.) gegeben und 6 h bei Raumtemperatur
gerithrt. AnschlieBend wird Dichlormethan (10 mL) zugegeben und vorsichtig mit
konzentrierter Salzsdure angesduert. Die organische Phase wird mit 5 %iger Salzsdure
gewaschen (2 x 10 mL, getrocknet (Na,SO4) und eingeengt. Das Produkt wird, wenn nétig,
durch RP-HPLC gereinigt.

5-Fluor-2-methansulfonylamino-benzoesaure (166)

0 HN PR
o// \\o
CgHgFNO,S
M = 233.2 g/mol
Sulfonylchlorid: Methansulfonsdurechlorid (60 pL, 0.77 mmol)
Beigefarbener Feststoff, Ausbeute: 132 mg (88 %), Schmp. = 216 °C (Zersetzung), Ry = 0.29
(CHCI13/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15 : 3 : 2). — ATR-IR: v = 1684 (s), 1497 (s), 1429 (s),
1339 (m), 1239 (s), 1158 (ss), 1140 (ss), 977 (s), 969 (s), 910 (s), 893 (s), 838 (ss), 764 (sS),
749 (m), 673 (ss), 639 (m), 606 (w) cm . — "H-NMR (DMSO-dy): 6 = 7.72 (dd, *Jsr = 9.2
Hz, *Js4=3.1 Hz, 1 H, 6-Hy,), 7.61 (dd, *J54,=9.1 Hz, “J3 7= 4.9 Hz, 1 H, 3-Hy,), 7.53 (ddd,
Jy3=9.1Hz, *Jy =79 Hz, *J;s=3.1 Hz, | H, 4-Hy,), 3.15 (s, 3 H, I'-H) ppm. — *C-NMR
(DMSO-ds) 6 =168.7 (d, “J7r = 2.3 Hz, C, C-7), 157.5 (d, Js¢ = 241.1 Hz, C, Cas-5), 136.9
(d, “or = 5.4 Hz, C, Car-2), 121.9 (d, *Jor = 22.7 Hz, CH, Ca-4), 121.3 (d, *J35 = 7.9 Hz,
CH, Car-3), 119.1 (d, *J1r = 6.9 Hz, C, Car-1), 117.7 (d, *Jsr = 23.9 Hz, CH, Cx-6), 39.8 (s,
CHj;, C-1"). — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir CsHoFNO,S* M + H]+: 234.0231; gef.:
234.0223.
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5-Brom-2-phenylmethylsulfonylamino-benzoeséiure (167)

o] HN\S o .
o// \\o .

C;4H,,BINO,S
M =370.2 g/mol

Sulfonylchlorid: Phenylmethansulfonylchlorid (171; 106 mg, 0.56 mmol).

Farbloser Feststoff, Ausbeute: 71 mg (42 %), Schmp. = 216 °C (Zersetzung), Ry = 0.47
(CHCI13/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15 : 3 :2). — ATR-IR: v = 1654 (s), 1477 (m), 1427 (m),
1226 (s), 1268 (m), 1155 (m), 1135 (s), 932 (s), 881 (m), 848 (s), 833 (s), 775 (s), 696 (ss),
657 (s), 625 (s) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 10.57 [s, 1 H, COOH], 8.05 [d,
“Jsa=2.4Hz, 1 H, 6-Ha], 7.75 [dd, *J43= 8.9 Hz, “J4s=2.4 Hz, 1 H, 4-Hy,], 7.49 [d, *J34 =
8.9 Hz, 1 H, 3-Ha,], 7.33 — 7.28 [m, 3 H, 3"-Ha,, 5'-Ha(], 7.23 — 7.20 [m, 2 H, 4'-Ha.], 5.75 [s,
1 H, NH], 4.72 [s, 2 H, 1'-H] ppm. — “C-NMR (75 MHz, DMSO-d,): § = 168.3 (C, C-7),
139.9 (C, Car-2), 137.0 (CH, Car4), 133.4 (CH, Ca-6), 130.7 (CH, Cas-3"), 128.6 (C, Car-2"),
128.4 (CH, Cas-5"), 128.3 (CH, Car4'), 119.5 (CH, Ca-3), 117.5 (C, Car-1), 113.9 (C, Car-5),
57.4 (CH,, C-1') ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fir C,,H,,BrNO,S" [M - HJ:
367.9598; gef.: 367.9609.

5-Brom-2-(naphtyl-2-sulfonylamino)-benzoeséiure (168)

6 4
HO 4 5
74 3 4 '
2 8 6
O HN\S > ~ 7
N T E
o O

Cy7H,BrNO,S
M =406.3 g/mol

Sulfonylchlorid: Naphthylsulfonylchlorid (172; 126 mg, 0.56 mmol).
Farbloser Feststoff, Ausbeute: 126 mg (67 %), Schmp. = 199 °C (Zersetzung), Ry = 0.50
(CHCI3/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15: 3 : 2). — ATR-IR: v = 1667 (m), 1486 (m), 1430 (m),
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1336 (m), 1234 (s), 1167 (s), 1153 (s), 1073 (m), 924 (m), 861 (s), 838 (m), 824 (s), 811 (s),
742 (s), 700 (w), 686 (W), 653 (ss), 636 (s), 617 (s) cm . — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):
5=8.59[d, *Ji3=1.4Hz, 1 H, 1'-H], 8.17 [d, *Js.» = 7.8 Hz, 1 H, 8'-Ha,], 8.10 [d, *J4 3 = 8.8
Hz, 1 H, 4-Ha/], 8.02 [d, *Js.¢ = 7.8 Hz, 1 H, 5'-Ha,], 7.93 [d, “Js.4 = 2.4 Hz, 1 H, 6-Ha,], 7.77
[dd, *J34 = 8.8 Hz, “J3; = 1.4 Hz, 1 H, 3'-Ha,], 7.72 — 7.65 [m, 3 H, 4-Hy,, 6'-Hy,, 7'-Ha],
7.51 [d, *J54=8.9 Hz, 1 H, 3-Ha,] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-dy): § = 168.2 (C, C-
7), 138.8 (C, Car-2), 136.8 (CH, Car-4), 135.3 (C, Car-4a'), 134.4 (C, Ca-82"), 133.4 (CH,
Car-6), 131.4 (CH, Ca-6"), 129.3 (CH, Car-4"), 128.5 (CH, Car-8"), 127.8 und 127.8 (2 x CH,
Car-5' und Car-7"), 121.6 (CH, Car-3"), 120.6 (CH, Car-3), 119.0 (C, Car-1), 114.9 (C, Car-5)
ppm. — HR-ESI-MS: exakte Masse ber. fiir C;H,,BrNO,S" [M - H]: 403.9598; gef.
403.9613.

5-Brom-2-(4-phenoxymethyl-benzylsulfonylamino)-benzoesiure (169)

2.
O// \\O

C20H16BTNOSS
M =462.3 g/mol

Sulfonylchlorid: 4-(Phenoxymethyl)benzyl-1-sulfonylchlorid (173; 158 mg, 0.56 mmol).
Farbloser Feststoff, Ausbeute: 62 mg (29 %), Schmp. = 175 °C (Zersetzung), Ry = 0.58
(CHCI13/MeOH/AcOH/H0, 120 : 15 : 3 :2). — ATR-IR: v = 1690 (s), 1490 (m), 1387 (m),
1316 (m), 1240 (s), 1208 (s), 1166 (ss), 1146 (m), 913 (m), 881 (w), 848 (m), 824 (m), 798
(s), 757 (ss), 694 (ss), 652 (s), 613 (w) cm '. — "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj): 6 = 7.97 [d,
“Jsa=2.4Hz 1 H, 6-Ha,], 7.85 [d, *J3> = 8.3 Hz, 2 H, 3'-Hy,], 7.73 [dd, *Ju3 = 8.9 Hz, ‘J46 =
2.4 Hz, 1 H, 4-Ha], 7.63 [d, *Jo3 = 8.3 Hz, 2 H, 2'-Hya,], 7.47 [d, *J54=8.9 Hz, 1 H, 3-Ha,],
7.29 [dd, *J3v g = J3 o0 = 7.3 Hz, 2 H, 3"-Ha,], 7.00 — 6.92 [m, 3 H, 4"-Hy,, 2"-Ha.], 5.17 [s, s
H, 5'-H] ppm. — *C-NMR (75 MHz, DMSO-d): 6 = 168.2 (C, C-7), 157.9 (C, Car-1"), 143.2
(C, Car-4"), 138.8 (C, Car-2), 137.5 (C, Car-1"), 136.9 (CH, Car-4), 133.5 (CH, Car-6), 129.4
(CH, Car-3"), 128.1 (CH, Cas-2"), 127.0 (CH, Cas-3"), 120.9 (CH, Ca-4"), 120.5 (CH, Ca-3),
119.0 (C, Car-1), 114.9 (C, Car-5), 114.7 (CH, Ca,-2"), 68.0 (CHa, C-5") ppm. — HR-ESI-MS:
exakte Masse ber. fiir C,)H,sBrNOS™ [M - H]: 459.9860; gef.: 459.9878.
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I. Appendix

L.1. Berechnung des K;-Wertes

Nach NIKOLEVSKA-COLESKA ef al.!*" kann der K-Wert einer Verbindung aus dem im FP-
Assay bestimmten /Csp-Wert, der Konzentration des freien Inhibitors bei 50 % Inhibition
[I]s0, der Konzentration der freien Sonde bei 50 % Inhibition [S]so, der Konzentration des
freien Proteins bei 0 % Inihibition [P]p und der Dissoziationskonstante des Sonden-Protein
Komplexes Kp berechnet werden.

Im Folgenden wird beispielhaft der K,-Wert des Peptides 8 berechnet. Dazu sind gegeben:

Gesamtkonzentration des Proteins [P]r =500 nM
Gesamtkonzentration der FP-Sonde [S]r=10nM
Dissoziationskonstante des Sonden-Protein-Komplex Kp =440 nM

ICsp-Wert des Peptides 1Cs5p=1,29 uM = 1290 nM

Zuerst wird die Konzentration des freien Proteins ohne Inhibition [P]y berechnet:

[P]o= L+ APL)+(&, +[s] -[P] )} +4-[P] -k,

2

[P], = 494.65 nM

Die Konzentration des Protein-Sonden-Komplexes bei 0 % Inihibition [PS]y berechnet sich
wie folgt:

[P} =[P} +[Ps})
[Ps}, =[P} -[P}

[Ps] =535 nm

Dann kann die Konzentration der freien Sonde bei 0 % Inhibition [S]y ermittelt werden:

(s} =[5} +[Ps],
(s}, =s] -[rs},

[s] =4.65 nM

Die Konzentration des Protein-Sonden-Komplexes bei 50 % Inhibition [PS]sy ergibt sich aus
der Hélft des Protein-Sonden-Komplexes bei 0 % Inhibition [PS]o:

[ps], - 1250

2
[Ps], =2.68 nM
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Aus der so bestimmten Konzentration des Protein-Sonden-Komplexes bei 50 % Inhibition

[PS]s0 kann dann die Konzentration der freien Sonde bei 50 % Inhibition berechnet werden:

[S]so =[S]r _[PS]SO

[s], =732 nMm

Die Konzentrationen der freien Sonde bei 50 % Inhibition [S]so, des Protein-Sonden-
Komplexes bei 50 % Inhibition [PS]so, die Gesamtkonzentration des Proteins [P]r, die
Dissoziationskonstante des Protein-Sonden-Komplexes Kp und der /Cs)-Wert des Peptides 8
werden bendtigt um die Konzentration des freien Inhibitors bei 50 % Inhibition [I]sp zu

bestimmen:

11, = 1C,, -[P], +[PS], ( Kp +1)

S ko

[1], =953.11 nM

Aus den so ermittelten Werten wird dann nach Gleichung (3) der K;-Wert berechnet:

K — - [l 50_
" ([s]l, [P
2 ]
K, K, 3)
K, =438.4 nM
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L2. Primdirhits der Screenings

1.2.1. ChemBioNet-Bibliothek

Tabelle I.1 Strukturen und Polarisationsabnahme der Primérhits des Screenings der ChemBioNet- Bibliothek im
Vergleich zur Negativkontrolle

ChemBioNet Struktur Relative FP- Auto-
Compound-ID Abnahme [%] Fluoreszenz

O/\ (0]
28809 @NJO\/@ 76 ja
N
X
25709 P 74 ja
N N

33163 73 ja

27519 o O o 66 ja
(O

33947 NG ‘ 65 ja
CN

o 63 ja

26387 <
O@NH
N
S |
33359 N 63 ja

F N CN
34351 D: I 62 ja
F N NH,
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ChemBioNet Struktur Relative FP- Auto-
Compound-ID Abnahme [%] Fluoreszenz
[e] OJ
NM
28458 O o 61 ja
31079 @ Id 58 ja
24319 ‘i j@ 55 ja
(0] N (0]
25027 OO 53 ja
24124 Jt[ j/\:[)w 52 ja
27549 @ 47 nein
27515 HO I ‘ 41 nein
HN
(0] OH
[e]
%NH (0]
HN
= 0/\
33682 31 ja

ot
p
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ChemBioNet Struktur Relative FP- Auto-
Compound-ID Abnahme [%] Fluoreszenz
X
P
N
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ChemBioNet Struktur Relative FP- Auto-
Compound-ID Abnahme [%] Fluoreszenz

31238 /< )\NH 16 nein

H,N
N—N —
34422 ,,4§r/§j'“\w/ 16 nein
(6]
O,N N NO,
X
31137 I :[ 15 nein
=
H,N N NH,

1.2.2. Carboxylat-Bibliothek

Tabelle 1.2 Primérhits des Screenings der Carboxylatbibliothek

Carboxylat Struktur Relative FP-
Compound-ID Abnahme [%)]
O
1408 N 15
o
o} o
/ V0
161 e 14

\\//

1415 [:;:[j 13
N\s
1585 [:::I: :T/ﬂ\ 13

900 ;
(6]
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Carboxylat Struktur Relative FP-
Compound-ID Abnahme [%)]
O,
OH
1144 [ A _p 11
S
HN\é
O
OH

1590 N\ 11

L.3. Auswertung des Screenings der ChemBioNet-Bibliothek

7000 -
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0 50 100 150 200 250 300
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Diagramm I.1 Uberblick iiber die relative Fluoreszenzintensitit aufgetragen gegen die relative Polarisation aus
dem Screening der ChemBioNet-Bibliothek.
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1.4. Strukturdaten

1.4.1. Strukturdaten der Verbindung 32

Tabelle 1.3 Experimental details

Crystal data
Chemical formula
M;

Crystal system, space group
Temperature [K]
a, b, c[A]

BI°]

VA%

Z

Radiation type

u [mm™]

Crystal size [mm]

Data collection

Absorption correction

No. of measured, independent and observed [/ >
20(l)] reflections

Index ranges

Rint

Refinement

R[F* > 26(F)], wR(F?), S
No. of reflections

No. of parameters

No. of restraints

H-atom treatment

Apmax> Apmiﬂ (e A73)

CisH17NO;
259.30
Monoclinic, p2,/n
293

13.014 (1), 4.997 (1), 20.614 (1)
103.53 (1)

1303.3 (3)

4

Mo Ka.

0.09

0.55%x0.32 x0.30

17795, 3122, 2709

-17<h<17,-4<k<6,-27<1<27
0.025

0.051, 0.151, 1.06

3122

240

0

H atoms treated by a mixture of independent and
constrained refinement

0.24,-0.27
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Tabelle 1.4 Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters [A*]

X y z Ulso™®/Ueq
Cl 0.20103 (9) —0.4256 (2) 0.54486 (6) 0.0395 (3)
C2 0.29583 (12) —0.5206 (3) 0.58226 (7) 0.0497 (3)
C3 0.38969 (11) —0.4303 (3) 0.56927 (8) 0.0565 (4)
C4 0.38762 (10) —0.2490 (3) 0.51895 (7) 0.0509 (3)
C5 0.29227 (9) —0.1508 (2) 0.48025 (6) 0.0386 (3)
C6 0.29111 (9) 0.0442 (3) 0.42365 (6) 0.0413 (3)
Cc7 0.35171 (12) —0.0654 (4) 0.37554 (8) 0.0597 (4)
C8 0.28818 (15) —0.1645 (4) 0.32155 (8) 0.0646 (4)
C9 0.17431 (12) —-0.1324 (3) 0.32280 (7) 0.0486 (3)
C10 0.18054 (9) 0.0801 (2) 0.37714 (5) 0.0370 (3)
Cl1 0.09181 (9) 0.0727 (2) 0.41419 (6) 0.0371 (3)
Cl12 0.19773 (9) —0.2408 (2) 0.49311 (5) 0.0362 (3)
Cl13 —0.01597 (9) 0.0835 (2) 0.36622 (6) 0.0382 (3)
Cl4 —0.11889 (11) 0.3228 (3) 0.27433 (7) 0.0528 (3)
Cl15 —0.09909 (15) 0.5139 (4) 0.22356 (8) 0.0626 (4)
N1 0.09957 (8) —0.1663 (2) 0.45445 (5) 0.0449 (3)
(0] 0.10481 (7) —-0.5023 (2) 0.55446 (5) 0.0507 (3)
02 —0.08942 (7) —0.0617 (2) 0.36691 (5) 0.0504 (3)
03 —=0.01951 (7) 0.27851 (19) 0.32215 (4) 0.0467 (3)
Hl 0.0475 (14) —0.204 (4) 0.4719 (8) 0.055 (4)*
H10 0.1086 (17) —-0.627 (5) 0.5799 (12) 0.079 (6)*
H2 0.2937 (14) —0.659 (4) 0.6167 (9) 0.064 (5)*
H3 0.4537 (17) —-0.503 (4) 0.5938 (11) 0.075 (6)*
H4 0.4515 (16) —-0.197 (4) 0.5093 (10) 0.071 (5)*
H6 0.3220 (12) 0.216 (3) 0.4433 (8) 0.047 (4)*
H7 0.4265 (18) —-0.073 (4) 0.3853 (11) 0.080 (6)*
HS8 0.3085 (18) —0.243 (5) 0.2875 (12) 0.094 (7)*
H91 0.1283 (15) —-0.075 (4) 0.2787 (10) 0.065 (5)*
H92 0.1474 (13) —-0.299 (4) 0.3364 (9) 0.058 (5)*
H10 0.1787 (12) 0.257 (3) 0.3559 (7) 0.040 (3)*
H11 0.0979 (13) 0.236 (3) 0.4416 (8) 0.049 (4)*
H141 —0.1469 (15) 0.155 (4) 0.2546 (9) 0.067 (5)*
H142 -0.167 (2) 0.403 (5) 0.3029 (13) 0.099 (7)*
H151 —0.164 (2) 0.546 (5) 0.1876 (14) 0.099 (8)*
H152 —0.0688 (18) 0.676 (5) 0.2432 (11) 0.086 (7)*
H153 —-0.052 (2) 0.416 (5) 0.2008 (12) 0.090 (7)*

Tabelle 1.5 Atomic displacement parameters [A%].

Ul1l U22 U33 Ul2 Ul13 U23
Cl  0.0426 (6) 0.0396 (6) 0.0345(5)  —0.0029(5)  0.0051 (4) 0.0018 (4)
C2  0.0528(7) 0.0495 (7) 0.0418 (6)  0.0028 (6) 0.0009 (5) 0.0090 (5)
C3  0.0422(7) 0.0652 (9) 0.0550 (8)  0.0065 (6) ~0.0032 (6)  0.0088 (7)
C4  0.0357(6) 0.0573 (8) 0.0564 (7)  —0.0027(5)  0.0040 (5) 0.0040 (6)
C5  0.0370(5) 0.0375 (6) 0.0400 (5)  —0.0018 (4)  0.0064 (4) ~0.0006 (4)
C6  0.0368 (5) 0.0417 (6) 0.0465(6)  —0.0053 (4)  0.0116 (4) 0.0019 (5)
C7  0.0477(7) 0.0784 (11)  0.0588(8)  0.0101 (7) 0.0240 (6) 0.0087 (7)
C8  0.0701(10)  0.0762(11)  0.0540(8)  0.0164 (8) 0.0277 (7) ~0.0015 (7)
Co9  0.0584(7) 0.0464 (7) 0.0421 (6)  —0.0037(6)  0.0140 (5) ~0.0020 (5)
C10  0.0391 (5) 0.0325 (6) 0.0399 (5)  —0.0024 (4)  0.0106 (4) 0.0056 (4)
CIl  0.0368 (5) 0.0373 (6) 0.0369 (5)  0.0005 (4) 0.0079 (4) 0.0031 (4)
C12  0.0365(5) 0.0367 (6) 0.0340 (5)  —0.0013(4)  0.0056 (4) 0.0001 (4)
CI3  0.0389 (5) 0.0376 (6) 0.0378 (5)  0.0020 (4) 0.0086 (4) 0.0037 (4)
Cl4  0.0451 (7) 0.0584 (9) 0.0490 (7)  0.0028 (6) ~0.0005 (5)  0.0121 (6)
Cl5  0.0741(11)  0.0582 (9) 0.0473 (7)  —0.0037(8)  —0.0028(7)  0.0117 (6)
N1 0.0336(5) 0.0560 (7) 0.0449 (5)  —0.0004 (4)  0.0083 (4) 0.0192 (5)
01  0.0475(5) 0.0579 (6) 0.0458 (5)  —0.0067 (4)  0.0093 (4) 0.0175 (4)
02  0.0426 (5) 0.0501 (6) 0.0551(5)  —0.0055(4)  0.0045 (4) 0.0149 (4)
03 0.0408 (5) 0.0481 (5) 0.0475(5)  —0.0019(4)  0.0026 (4) 0.0157 (4)
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Tabelle 1.6 Bond length [A] and angles [°].

C1—Ol 1.3675 (15) C9—HI1 1.005 (19)
C1—C2 1.3773 (17) C9—H92 0.969 (19)
Cl—Cl2 1.4042 (16) C10—Cl11 1.5267 (16)
C2—C3 1.386 (2) C10—HI10 0.986 (15)
C2—H2 1.00 (2) Cl11—NI 1.4444 (16)
C3—C4 1.372 (2) Cl11—C13 1.5163 (16)
C3—H3 0.94 (2) Cl1—HI11 0.985 (17)
C4—C5 1.3979 (17) C12—NI1 1.3889 (14)
C4—H4 0.94 (2) C13—02 1.2028 (15)
Cc5—Cl12 1.3924 (16) C13—03 1.3257 (14)
C5—C6 1.5174 (17) C14—03 1.4481 (15)
C6—C7 1.5069 (19) Cl14—C15 1.483 (2)
C6—C10 1.5417 (16) Cl14—H141 0.97 (2)
C6—H6 0.994 (17) Cl14—H142 1.03 (3)

C7—C8 1.318 (3) C15—HI51 1.00 (3)

C7—H7 0.95 (2) C15—HI152 0.95 (3)

C8—C9 1.497 (2) C15—HI153 0.99 (3)

C8—HS 0.90 (2) N1—H]1 0.859 (19)
C9—C10 1.5319 (18) 01—H10 0.81 (3)
01—C1—C2 123.58 (11) C11—C10—C6 113.03 (9)
01—C1—CI12 115.34 (10) C9—C10—C6 104.83 (10)
C2—Cl—CI2 121.07 (11) C11—C10—H10 107.6 (9)
Cl1—C2—C3 119.61 (12) C9—C10—H10 107.9 (8)
Cl—C2—H2 117.9 (11) C6—C10—H10 107.6 (9)
C3—C2—H2 122.5 (11) N1—C11—CI3 109.49 (9)
C4—C3—C2 119.91 (12) N1—C11—C10 110.38 (10)
C4—C3—H3 121.3 (13) C13—C11—C10 111.44 (9)
C2—C3—H3 118.7 (13) N1—Cl11—H11 111.6 (10)
C3—C4—C5 121.39 (13) C13—Cl11—HI11 106.4 (9)
C3—C4—H4 119.0 (12) C10—C11—HI11 107.4 (9)
C5—C4—H4 119.6 (12) N1—C12—C5 122.64 (10)
Cl12—C5—C4 118.94 (11) N1—CI2—Cl 118.21 (10)
C12—C5—C6 120.23 (10) C5—C12—Cl 119.06 (10)
C4—C5—C6 120.80 (11) 02—C13—03 123.45 (10)
C7—C6—C5 111.11 (11) 02—C13—Cl1 125.97 (10)
C7—C6—C10 100.90 (11) 03—C13—Cl1 110.58 (10)
C5—C6—C10 113.14 (9) 03—C14—Cl15 107.68 (12)
C7—C6—H6 111.0 (9) 03—Cl14—H141 110.0 (11)
C5—C6—H6 108.2 (9) C15—Cl4—H141 111.9 (11)
C10—C6—H6 112.5 (9) 03—C14—H142 103.5 (14)
C8—C7—C6 111.76 (13) Cl15—Cl4—H142 112.4 (14)
C8—C7—H7 125.1 (13) H141—Cl4—H142 111.0 (18)
C6—C7—H7 122.9 (13) Cl4—C15—HI151 111.8 (14)
C7—C8—C9 111.92 (13) Cl4—C15—H152 111.7 (13)
C7—C8—H8 125.8 (15) H151—C15—H152 112.2 (18)
C9—C8—H8 122.3 (15) Cl14—C15—H153 104.4 (14)
C8—C9—C10 101.74 (12) H151—C15—H153 104 (2)
C8—C9—H91 113.4 (11) H152—C15—H153 112 (2)
C10—C9—H91 112.4 (11) C12—N1—Cl1 118.85 (10)
C8—C9—H92 109.8 (10) Cl12—N1—HI 1143 (11)
C10—C9—H92 110.2 (10) Cl11—NI—HI 117.7 (12)
H91—C9—H92 109.1 (15) C1—O1—HI10 113.0 (15)
C11—C10—C9 115.60 (10) C13—03—C14 117.45 (10)
01—C1—C2—C3 ~179.59 (13) C9—C10—C11—C13 ~54.05 (14)
C12—C1—C2—C3 0.8 (2) C6—C10—C11—C13 ~174.86 (9)
Cl1—C2—C3—C4 —0.6 (2) C4—C5—C12—NI ~175.92 (12)
C2—C3—C4—C5 0.4 (2) C6—C5—C12—NI 2.20 (18)
C3—C4—C5—Cl12 —0.3(2) C4—C5—C12—Cl 0.52 (18)
C3—C4—C5—C6 ~178.45 (14) C6—C5—C12—Cl 178.64 (11)
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Cl12—C5—C6—C7 —123.79 (13) 01—C1—C12—NI1 —3.80 (17)
C4—C5—C6—C7 54.29 (16) C2—C1—C12—NI1 175.83 (12)
C12—C5—C6—C10 —11.12 (16) 01—C1—C12—C5 179.60 (11)
C4—C5—C6—Cl10 166.96 (12) C2—C1—C12—C5 —0.77 (18)
C5—C6—C7—C8 101.04 (16) N1—C11—C13—02 9.38 (18)
C10—C6—CT7—C8 —19.17 (17) C10—C11—C13—02 131.78 (13)
C6—C7—C8—C9 1.6 (2) N1—C11—C13—03 —170.66 (10)
C7—C8—C9—C10 16.83 (19) C10—C11—C13—03 —48.26 (13)
C8—C9—C10—C11 —152.88 (11) C5—C12—NI1—Cl11 —20.56 (18)
C8—C9—C10—Co6 —27.73 (13) C1—C12—NI1—Cl11 162.96 (11)
C7—C6—C10—C11 155.14 (11) C13—C11—N1—C12 168.45 (10)
C5—C6—C10—C11 36.37 (14) C10—CI11—N1—C12 45.42 (15)
C7—C6—C10—C9 28.39 (13) 02—C13—03—C14 2.49 (19)
C5—C6—C10—C9 —90.37 (12) C11—C13—03—C14 —177.47 (11)
C9—C10—C11—NI1 67.84 (13) C15—C14—03—C13 —170.11 (13)
C6—C10—C11—NI —52.97 (13)

1.4.2. Skturdaten der Verbundung 58b

Tabelle 1.7 Experimantal details.

Crystal data
Chemical formula

M,

Crystal system, space group
Temperature [K]

a, b, c[A]

BI°]

VA%

Z

Radiation type

u [mm™]

Crystal size [mm]
Data collection
Absorption correction

Tmim Tmax

No. of measured, independent and observed [/ >
20(1)] reflections

Index ranges

Rint

C29H34BTN02
508.48
Monoclinic, p2,
297

8.8318 (4), 8.9808 (3), 15.9594 (7)
92.779 (1)
1264.36 (9)

2

Mo Ka.

1.65

0.36 x 0.26 x 0.22

Empirical (using intensity measurements)

SADABS - Bruker/Siemens area detector absorption
0.882, 1.000

18729, 5310, 3727

~11<h<11,-7<k<11,-21<1<21
0.023
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Refinement

R[F* > 26(F)], wR(F?), S 0.035, 0.085, 0.92
No. of reflections 5310

No. of parameters 329

No. of restraints 1

H-atom treatment H atoms treated by a mixture of independent and

constrained refinement

Apmax> Apmin (e A73) 041, _016
Absolute structure Flack H D (1983), Acta Cryst. A39, 876-881
Flack parameter 0.013 (7)

Tabelle 1.8 Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent displacement parameters [A’]

X y z Uiso*/Ueq
N1 —0.1808 (2) 0.9260 (3) 0.78112 (11) 0.0556 (4)
H1 -0.153 (3) 0.845 (3) 0.8037 (16) 0.058 (8)*
C2 —-0.1708 (2) 0.9188 (3) 0.69354 (12) 0.0522 (5)
C3 —0.1506 (3) 0.7847 (3) 0.65230 (19) 0.0631 (7)
H3 -0.1440 0.6967 0.6829 0.076*
C4 —0.1402 (3) 0.7807 (4) 0.5662 (2) 0.0678 (8)
H4 -0.1280 0.6905 0.5387 0.081%*
C5 —0.1480 (2) 0.9124 (4) 0.52164 (14) 0.0675 (6)
C6 -0.1674 (3) 1.0464 (4) 0.56138 (18) 0.0627 (7)
H6 -0.1718 1.1340 0.5303 0.075%*
Cc7 —0.1805 (2) 1.0515 (3) 0.64800 (16) 0.0535 (6)
C8 -0.2121 (3) 1.1993 (3) 0.69148 (16) 0.0593 (6)
H8 —-0.151 (3) 1.275 (3) 0.6663 (14) 0.056 (6)*
C9 —-0.3760 (3) 1.2429 (3) 0.67999 (18) 0.0719 (7)
HO9 —0.4227 1.2648 0.6280 0.086*
C10 —0.4466 (3) 1.2471 (3) 0.74986 (18) 0.0694 (7)
H10 —0.5484 1.2721 0.7530 0.083*
Cl1 —0.3464 (3) 1.2078 (3) 0.82377 (16) 0.0688 (7)
HI1A —0.3769 1.1140 0.8480 0.083*
H11B —0.3484 1.2847 0.8663 0.083*
Cl12 —0.1869 (3) 1.1950 (3) 0.78836 (15) 0.0578 (6)
HI12 -0.130 (3) 1.283 (3) 0.8044 (14) 0.056 (6)*
Cl13 —0.1038 (2) 1.0551 (3) 0.81825 (16) 0.0548 (6)
H13 —-0.106 (3) 1.051 (3) 0.8780 (19) 0.067 (7)*
Cl4 0.0648 (2) 1.0610 (3) 0.79981 (13) 0.0540 (5)
Cl15 0.2670 (2) 0.9006 (3) 0.75682 (12) 0.0547 (5)
H15 0.343 (2) 0.969 (2) 0.7939 (12) 0.041 (5)*
Cl6 0.2644 (2) 0.9405 (3) 0.66382 (14) 0.0655 (7)
H16A 0.1813 0.8886 0.6347 0.079*
H16B 0.2468 1.0466 0.6574 0.079*
Cl17 0.4117 (3) 0.8998 (4) 0.62429 (15) 0.0714 (7)
H17 0.486 (2) 0.958 (3) 0.6502 (13) 0.049 (6)*
Cl18 0.4450 (3) 0.7386 (4) 0.63918 (19) 0.0817 (9)
HI8A 0.5410 0.7141 0.6156 0.098*
H18B 0.3668 0.6793 0.6104 0.098*
C19 0.4525 (3) 0.6987 (3) 0.73199 (18) 0.0738 (7)
HI19A 0.5360 0.7518 0.7601 0.089%*
H19B 0.4718 0.5929 0.7382 0.089*
C20 0.3034 (3) 0.7383 (3) 0.77401 (15) 0.0569 (6)
H20 0.226 (2) 0.681 (3) 0.7488 (13) 0.046 (6)*
C21 0.3013 (3) 0.6939 (3) 0.86922 (16) 0.0639 (6)
C22 0.1372 (3) 0.6867 (3) 0.89766 (14) 0.0582 (6)
C23 0.0319 (3) 0.5941 (3) 0.85828 (18) 0.0671 (7)
H23 0.0604 0.5356 0.8136 0.080%*
C24 -0.1162 (3) 0.5860 (3) 0.8837 (2) 0.0763 (8)
H24 -0.1862 0.5255 0.8546 0.092*
C25 —0.1595 (3) 0.6667 (4) 0.9513 (2) 0.0789 (9)
H25 -0.2580 0.6594 0.9690 0.095%*
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C26 —0.0572 (3) 0.7579 (4) 0.99249 (18) 0.0778 (8)
H26 —0.0859 0.8128 1.0385 0.093*
C27 0.0890 (3) 0.7687 (3) 0.96599 (16) 0.0684 (7)
H27 0.1571 0.8322 0.9943 0.082%*
C28 0.4070 (4) 0.9465 (5) 0.53261 (17) 0.1045 (15)
H28A 0.5021 0.9230 0.5090 0.157*
H28B 0.3892 1.0518 0.5285 0.157*
H28C 0.3268 0.8942 0.5024 0.157*
C29 0.3990 (3) 0.8055 (4) 0.92234 (18) 0.0806 (8)
H29A 0.3490 0.9005 0.9226 0.121%*
H29B 0.4962 0.8162 0.8986 0.121%*
H29C 0.4123 0.7692 0.9788 0.121%*
C30 0.3668 (3) 0.5360 (4) 0.8844 (2) 0.0925 (10)
H30A 0.3533 0.5071 0.9414 0.139%*
H30B 0.4729 0.5360 0.8738 0.139%*
H30C 0.3149 0.4668 0.8472 0.139*
Brl —0.13576 (4) 0.90574 (6) 0.402728 (16) 0.10246
(16)
01 0.11569 (14) 0.9248 (2) 0.78619 (8) 0.0562 (4)
02 0.14026 (19) 1.1727 (2) 0.79942 (12) 0.0763 (5)
Tabelle 1.9 Atomic displacement parametres [A’]
Ull U22 U33 Ul12 Ul13 U23
N1  0.0523 (10) 0.0518(13) 0.0636 (10)  0.0003 (10)  0.0117 (8) 0.0027 (11)
C2 0.0388(9) 0.0499 (14) 0.0685(11) 0.0011(11)  0.0064 (8) —0.0074 (14)
C3  0.0489(13) 0.0539(18) 0.086(2) 0.0028 (11)  0.0014 (13)  —0.0072 (13)
C4  0.0560 (14) 0.067 (2) 0.080 (2) 0.0070 (12)  0.0019 (13)  —0.0248 (15)
C5 0.0554(12) 0.0834(19) 0.0639(12)  0.0155(15)  0.0070 (10)  —0.0144 (18)
C6  0.0551(14) 0.0658 (18) 0.0681 (17) 0.0117(12)  0.0120(12)  —0.0007 (13)
C7 0.0433 (12) 0.0551(15) 0.0631(14) 0.0032(10) 0.0119(10)  —0.0046 (12)
C8  0.0623 (14) 0.0489 (15) 0.0684 (14) —0.0015(11) 0.0213 (11)  —0.0009 (11)
C9 0.0776 (16) 0.0657 (17) 0.0726 (16)  0.0261 (13)  0.0054 (13)  —0.0022 (13)
C10 0.0554 (14) 0.0655(17) 0.0879(18)  0.0150(12)  0.0101 (13)  —0.0142 (13)
C11 0.0636 (14) 0.0749 (19) 0.0696 (15)  0.0126 (13)  0.0218 (12)  —0.0063 (13)
C12 0.0529 (12) 0.0554 (16) 0.0662 (14) —0.0006 (12) 0.0134 (10)  —0.0121 (12)
C13 0.0495(12) 0.0566 (15) 0.0589 (14)  0.0006 (10)  0.0085(10)  —0.0062 (11)
C14 0.0497 (12) 0.0614 (17) 0.0511(12)  0.0000 (12)  0.0066 (9) —0.0077 (11)
C15 0.0405(10) 0.0638 (15) 0.0606 (11)  —0.0016 (12) 0.0096 (8) —0.0106 (13)
C16 0.0524 (12) 0.082(2) 0.0628 (12)  —0.0085 (12) 0.0104 (10)  —0.0055 (13)
C17 0.0542 (13) 0.092(2) 0.0692 (14)  —-0.0183(17) 0.0132(11)  —0.0208 (18)
C18 0.0584 (14) 0.105(3) 0.0847 (19) -0.0112(15) 0.0311(13)  —0.0336 (17)
C19 0.0542 (13) 0.0704 (18) 0.098 (2) 0.0030 (12)  0.0218 (13)  —0.0213 (15)
C20 0.0437 (12) 0.0633 (17) 0.0645 (14)  —0.0025(11) 0.0096 (10)  —0.0164 (12)
C21 0.0574 (13) 0.0641 (16) 0.0705(14)  0.0084 (11)  0.0073 (11)  —0.0028 (12)
C22 0.0634 (14) 0.0524 (14) 0.0596 (13)  0.0091 (11)  0.0118 (11)  0.0045 (11)
C23 0.0663 (16) 0.0508 (16) 0.0858 (17) —0.0015(12) 0.0222(13)  —0.0048 (13)
C24 0.0675(17) 0.0548 (17) 0.108 (2) —0.0044 (12) 0.0223 (15)  0.0106 (15)
C25 0.0731(17) 0.069 (2) 0.097 (2) 0.0170 (15)  0.0346 (16)  0.0256 (17)
C26 0.086(2) 0.085 (2) 0.0646 (15)  0.0218 (17)  0.0207 (14)  0.0059 (14)
C27 0.0688 (16) 0.075(2) 0.0618 (15)  0.0122(13)  0.0073 (12)  —0.0010 (12)
C28 0.0905(19) 0.158(5) 0.0676 (15)  —0.023 (2) 0.0266 (14)  —0.007 (2)
C29 0.0670 (16) 0.104 (2) 0.0702 (17)  —0.0019 (16) —0.0048 (13) —0.0036 (16)
C30 0.0760 (19) 0.086 (3) 0.116 (2) 0.0305 (16)  0.0158 (18)  0.0124 (18)
Brl 0.1123(2) 0.1284(3)  0.06733 (16) 0.0389 (3) 0.01091 (14) —0.0209 (2)
O1 0.0426(7) 0.0602 (11) 0.0668 (8) 0.0022 (8) 0.0141 (6) —0.0024 (9)
02  0.0577 (10) 0.0690 (13) 0.1034 (14) —0.0088 (9)  0.0172 (9) —0.0215 (10)
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Tabelle 1.10 Bond length [A] and angles [°].

N1—C2 1.406 (3) Cl16—H16B 0.9700
N1—CI13 1.455 (4) C17—C18 1.493 (5)
N1—HI 0.85 (3) C17—C28 1.521 (4)
C2—C3 1.388 (4) C17—H17 0.92 (2)
C2—C7 1.397 (4) C18—C19 1.522 (4)
C3—C4 1.382 (4) C18—HI8A 0.9700
C3—H3 0.9300 C18—HISB 0.9700
C4—C5 1.380 (5) C19—C20 1.548 (3)
C4—H4 0.9300 C19—H19A 0.9700
C5—C6 1.375 (5) C19—HI9B 0.9700
C5—Brl 1.907 (2) C20—C21 1.572 (3)
C6—C7 1.394 (4) C20—H20 0.93 (2)
C6—H6 0.9300 C21—C22 1.541 (3)
C7—C8 1.529 (4) C21—C30 1.546 (4)
C8—C9 1.502 (4) C21—C29 1.548 (4)
C8—Cl12 1.552 (3) C22—C23 1.377 (4)
C8—HS 0.97 (3) C22—C27 1.400 (4)
C9—C10 1.305 (4) C23—C24 1.389 (4)
C9—H9 0.9300 C23—H23 0.9300
Cl10—Cl1 1.483 (4) C24—C25 1.369 (5)
C10—H10 0.9300 C24—H24 0.9300
Cl1—C12 1.547 (3) C25—C26 1.365 (5)
Cl1—HI1A 0.9700 C25—H25 0.9300
Cl1—HI1B 0.9700 C26—C27 1.381 (4)
Cl12—C13 1.520 (4) C26—H26 0.9300
Cl12—HI2 0.97 (3) C27—H27 0.9300
C13—Cl4 1.533 (3) C28—H28A 0.9600
C13—H13 0.96 (3) C28—H28B 0.9600
Cl4—02 1.205 (3) C28—H28C 0.9600
Cl14—0l 1.325 (3) C29—H29A 0.9600
C15—0l 1.454 (2) C29—H29B 0.9600
C15—C20 1.515 (4) C29—H29C 0.9600
C15—C16 1.526 (3) C30—H30A 0.9600
C15—HI5 1.06 (2) C30—H30B 0.9600
C16—C17 1.518 (3) C30—H30C 0.9600
Cl16—HIG6A 0.9700

C2—N1—C13 113.0 (2) C18—C17—C28 114.6 (3)
C2—N1—HI 110.7 (18) C16—C17—C28 110.5 (2)
C13—N1—HI 113.3 (18) C18—C17—H17 110.6 (14)
C3—C2—C7 119.98 (19) Cl16—C17—H17 106.2 (14)
C3—C2—NI1 121.8 (3) C28—C17—H17 105.1 (14)
C7—C2—NI1 118.2 (2) C17—C18—Cl19 112.5 (2)
C4—C3—C2 120.7 (3) C17—C18—HI8A 109.1
C4—C3—H3 119.7 C19—C18—HI8A 109.1
C2—C3—H3 119.7 C17—C18—HI8B 109.1
C5—C4—C3 119.1 (3) C19—C18—HISB 109.1
C5—C4—H4 120.5 HI18A—C18—HI8B 107.8
C3—C4—H4 120.5 C18—C19—C20 111.7 (2)
C6—C5—C4 121.1 (2) C18—C19—HI9A 109.3
C6—C5—Brl 120.0 (3) C20—C19—HI9A 109.3
C4—C5—Brl 118.8 (2) C18—C19—HI9B 109.3
C5—C6—C7 120.3 (3) C20—C19—HI19B 109.3
C5—C6—H6 119.8 H19A—C19—H19B 107.9
C7—C6—H6 119.8 C15—C20—C19 108.7 (2)
C6—C7—C2 118.8 (2) C15—C20—C21 114.02 (19)
C6—C7—C8 120.3 (2) C19—C20—C21 114.2 (2)
C2—C7—C8 120.8 (2) C15—C20—H20 107.7 (14)
C9—C8—C7 111.5 (2) C19—C20—H20 108.2 (13)
C9—C8—CI2 102.65 (18) C21—C20—H20 103.6 (13)
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C7—C8—Cl12 114.2 (2) C22—C21—C30 105.4 (2)
C9—C8—H8 108.7 (14) C22—C21—C29 111.9 (2)
C7—C8—H8 107.7 (14) C30—C21—C29 108.3 (2)
C12—C8—H8 112.0 (14) C22—C21—C20 110.52 (19)
C10—C9—C8 113.7 (2) C30—C21—C20 111.2 (2)
C10—C9—H9 123.2 C29—C21—C20 109.4 (2)
C8—C9—H9 123.2 C23—C22—C27 116.7 (2)
C9—C10—Cl11 112.4 (2) C23—C22—C21 121.0 (2)
C9—C10—H10 123.8 C27—C22—C21 122.3 (2)
C11—C10—H10 123.8 C22—C23—C24 121.5 (2)
C10—C11—CI12 104.2 (2) C22—C23—H23 119.2
Cl10—C11—HI1A 110.9 C24—C23—H23 119.2
Cl12—Cl1—HI11A 110.9 C25—C24—C23 120.3 (3)
C10—C11—HI11B 110.9 C25—C24—H24 119.8
Cl12—Cl11—HI11B 110.9 C23—C24—H24 119.8
HI1A—CI11—HI1B 108.9 C26—C25—C24 119.6 (3)
C13—Cl12—Cl11 112.4 (2) C26—C25—H25 120.2
C13—C12—C8 112.1 (2) C24—C25—H25 120.2
C11—C12—C8 105.84 (19) C25—C26—C27 120.1 (3)
C13—Cl12—HI2 111.1 (15) C25—C26—H26 119.9
Cl1—Cl12—HI2 108.2 (14) C27—C26—H26 119.9
C8—C12—HI2 106.9 (14) C26—C27—C22 121.7 (3)
N1—CI13—C12 108.8 (2) C26—C27—H27 119.1
N1—CI13—Cl4 112.85 (19) C22—C27—H27 119.1
Cl2—C13—Cl4 111.7 (2) C17—C28—H28A 109.5
N1—CI13—H]13 110.3 (17) C17—C28—H28B 109.5
C12—C13—H13 108.1 (16) H28A—C28—H28B 109.5
Cl14—C13—H13 105.0 (15) C17—C28—H28C 109.5
02— C14—O0l 125.2 (2) H28A—C28—H28C 109.5
02—C14—C13 124.9 (2) H28B—C28—H28C 109.5
01—C14—C13 109.9 (2) C21—C29—H29A 109.5
01—C15—C20 105.98 (19) C21—C29—H29B 109.5
01—C15—C16 107.94 (17) H29A—C29—H29B 109.5
C20—C15—C16 113.3 (2) C21—C29—H29C 109.5
01—C15—HI5 107.4 (10) H29A—C29—H29C 109.5
C20—C15—H]15 109.2 (10) H29B—C29—H29C 109.5
C16—C15—H]15 112.6 (10) C21—C30—H30A 109.5
C17—C16—C15 112.0 (2) C21—C30—H30B 109.5
C17—C16—H16A 109.2 H30A—C30—H30B 109.5
C15—C16—H16A 109.2 C21—C30—H30C 109.5
C17—C16—H16B 109.2 H30A—C30—H30C 109.5
C15—C16—H16B 109.2 H30B—C30—H30C 109.5
H16A—C16—H16B 107.9 C14—01—Cl15 121.0 (2)
C18—C17—Cl16 109.5 (2)

CI3—NI—C2—C3 141.2 (2) C12—C13—C14—01 ~148.9 (2)
C13—NI1—C2—C7 -38.2(3) 01—C15—C16—C17 ~172.4 (2)
C7—C2—C3—C4 -0.1(3) C20—C15—C16—C17  —55.4(3)
N1—C2—C3—C4 ~179.6 (2) C15—C16—C17—C18  55.0(3)
C2—C3—C4—C5 0.9 (4) Cl15—C16—C17—C28  —177.9(3)
C3—C4—C5—C6 —0.6 (3) C16—C17—CI8—C19  —56.8(3)
C3—C4—C5—Brl ~179.33 (18) C28—C17—C18—C19 178.5 (2)
C4—C5—C6—C7 —0.4 (3) C17—C18—CI19—C20  57.6(3)
Brl—C5—C6—C7 178.28 (18) 01—C15—C20—C19 171.38 (18)
C5—C6—C7—C2 1.2 (4) C16—C15—C20—C19  53.2(2)
C5—C6—C7—C8 ~176.1 (2) 01—C15—C20—C21 -59.9 (2)
C3—C2—C7—C6 -0.9 (3) C16—C15—C20—C21 ~178.11 (17)
N1—C2—C7—C6 178.58 (19) C18—C19—C20—C15  —53.8(3)
C3—C2—C7—C8 176.4 (2) C18—C19—C20—C21 177.7 (2)
N1—C2—C7—C8 ~4.1(3) C15—C20—C21—C22  73.5(3)
C6—C7—C8—C9 77.7 3) C19—C20—C21—C22  —160.7 (2)
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C2—C7—C8—C9 —99.6 (3) C15—C20—C21—C30
C6—CT7T—C8—Cl12 —166.5 (2) C19—C20—C21—C30
C2—C7—C8—C12 16.2 (3) C15—C20—C21—C29
C7—C8—C9—C10 115.8 (3) C19—C20—C21—C29
C12—C8—C9—C10 —6.9 (3) C30—C21—C22—C23
C8—C9—C10—C11 0.1(4) C29—C21—C22—C23
C9—C10—C11—C12 6.7 (3) C20—C21—C22—C23
C10—C11—C12—C13 —133.2(2) C30—C21—C22—C27
C10—C11—C12—C8 —10.5(3) C29—C21—C22—C27
C9—C8—C12—C13 133.2 (2) C20—C21—C22—C27
C7—C8—C12—C13 12.4 (3) C27—C22—C23—C24
C9—C8—C12—C11 10.3 (3) C21—C22—C23—C24
C7—C8—C12—C11 —110.5 (2) C22—C23—C24—C25
C2—NI1—C13—C12 66.5 (2) C23—C24—C25—C26
C2—N1—C13—C14 —58.0 (3) C24—C25—C26—C27
C11—C12—C13—N1 67.8 (3) C25—C26—C27—C22
C8—C12—C13—NI1 -51.2(3) C23—C22—C27—C26
Cl11—C12—C13—C14 —166.9 (2) C21—C22—C27—C26
C8—C12—C13—C14 74.0 (3) 02—C14—01—C15
N1—C13—C14—02 155.3 (2) C13—C14—01—C15
C12—C13—C14—02 324 (3) C20—C15—01—C14
N1—C13—C14—O01 —26.0 (3) Cl6—C15—01—Cl14

~169.8 (2)
~44.0 (3)
-50.2 (3)
75.6 (3)
~62.6 (3)
179.9 (3)
57.7(3)
115.0 (3)
2.5 (4)
~124.7 (3)
1.8 (4)
179.6 (2)
~2.5(4)
1.5 (4)
0.1(4)
—0.8 (4)
—0.2 (4)
~178.0 (2)
—9.2(3)
172.11 (17)
162.91 (18)
~75.4 (3)

1.4.3. Strukturdaten der Verbindung

C24alb gl
(& caean
C23alb C27alb
IS

97.

Tabelle I.11 Crystal data of Tetrazol 97.

Crystal Data

Chemical formula C,1H3N50,

M, 377.44

Crystal system, space group moniclinic, p2,
Temperature (K) 293(2)

a, b, c(A) 8.1301 (16), 9.798 (2), 13.039 (3)
a, B,y (°) 90, 105.28 (3), 90
V(A% 1001.9 (3)

VA 2

Radiation type Mo Ka

p (mm ™) 0.08

Crystal size (mm) 0.6 x0.5x0.3
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Data collection

Absorption correction

No. of measured, independent
and observed [/ > 20(/)]

8586, 4205, 3607

reflections

Index ranges -10<h<10,-12<k<10,-17<1<6
Rint 0.023

Refinement

R[F*>20(F%)], wR(F*), S 0.061, 0.159, 1.00

No. of reflections 4205

No. of parameters 316

No. of restraints 1

H-atom treatment H atoms treated by a mixture of independent and constrained refinement

2.111

Apmax> Apmin (e A73) 047, _034
Absolute structure Flack H D (1983), Acta Cryst. A39, 876-881
Flack parameter —1.6 (18)

Tabelle I.12 Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters [A’]

X y z Usso™®/Ueq Occ. (<1)
N1 —-0.0377 (3) 0.6909 (3) —0.03194 (18) 0.0426 (8) 1.00 (3)
H1 —-0.032 (4) 0.608 (5) —-0.021 (2) 0.044 (9)*
N2 —0.1682 (3) 0.7494 (3) —0.10506 (19) 0.0474 (9) 0.99 (3)
N3 —0.1457 (3) 0.8785 (3) —0.0926 (2) 0.0543 (11) 1.00 (3)
N4 —0.0045 (3) 0.9056 (2) —0.01140 (19) 0.0474 (9) 1.00 (3)
C5 0.0603 (3) 0.7867 (3) 0.02487 (19) 0.0373 (9) 1.00 (3)
C6 0.2205 (3) 0.7597 (3) 0.11067 (18) 0.0362 (9) 1.00 (3)
H6 0.247 (4) 0.843 (4) 0.145 (3) 0.047 (8)*
Cc7 0.3569 (3) 0.7021 (3) 0.0614 (2) 0.0425 (10) 1.00 (3)
H71 0.3635 0.7600 0.0022 0.051* 0.96 (7)
H72 0.3208 0.6123 0.0328 0.051* 1.00 (7)
C8 0.5356 (4) 0.6899 (4) 0.1370 (2) 0.0549 (13) 1.00 (3)
H8 0.523 (4) 0.652 (3) 0.201 (3) 0.043 (8)*
c9 0.6439 (5) 0.5928 (6) 0.0913 (3) 0.0769 (19) 1.00 (3)
H91 0.5921 0.5040 0.0825 0.115* 1.00 (12)
H92 0.7560 0.5868 0.1389 0.115* 1.00 (10)
H93 0.6518 0.6263 0.0236 0.115* 1.00 (10)
C10 0.6187 (6) 0.8300 (6) 0.1596 (5) 0.088 (2) 0.97 (3)
H101 0.6361 0.8672 0.0951 0.132* 1.00 (13)
H102 0.7265 0.8215 0.2116 0.132* 0.91 (11)
H103 0.5458 0.8896 0.1862 0.132* 0.96 (13)
N11 0.1903 (3) 0.6649 (2) 0.18913 (17) 0.0405 (9) 1.00 (3)
H11 0.210 (4) 0.573 (5) 0.180 (2) 0.052 (9)*
Cl12 0.1211 (3) 0.7029 (3) 0.26784 (17) 0.0303 (8)* 0.94 (3)
012 0.0921 (3) 0.8198 (3) 0.28884 (16) 0.0557 (9)* 1.00 (3)
013 0.0909 (3) 0.5924 (2) 0.31954 (14) 0.0487 (8) 1.00 (3)
Cl4A 0.0554) 0.6166 (11) 0.4217 (13) 0.015 (6)* 0.23 (6)
H141 0.108 (5) 0.656 (4) 0.459 (3) 0.051 (15)* 1.00 (14)
H142 —0.085 (5 0.661 (4) 0.385 (3) 0.051 (9)*
Cl15 0.0042 (3) 0.4729 (3) 0.4552 (2) 0.0460 (10)* 1.00 (3)
H15 —-0.033 (4) 0.492 (4) 0.529 (3) 0.054 (9)*
Cl6A 0.1808 (17) 0.3946 (8) 0.4841 (9) 0.032 (3)* 0.57 (6)
CI17A  0.3303 (16) 0.4232 (16) 0.5574 (12) 0.047 (4)* 0.51 (8)
H17A 0.3369 0.5020 0.5978 0.057* 0.34
CI8A 0.4605 (13) 0.3387 (14) 0.5721 (13) 0.059 (4)* 0.48 (5)
H18A 0.5599 0.3567 0.6248 0.071* 0.73 (8)
CI9A 0.4499 (13) 0.2222 (11) 0.5088 (9) 0.068 (4)* 0.58 (4)
HI19A 0.5452 0.1663 0.5184 0.082* 0.45 (9)
C20A  0.2940 (15) 0.1852 (7) 0.4281 (8) 0.061 (3)* 0.65 (4)
H20A 0.2844 0.1076 0.3859 0.073* 0.56 (10)

172



Appendix

C21A  0.1634 (12) 02765(5) _ 0.4209 (6) 0.036 2)* 059 (3)
C2A  —0.0670 (16 02790 (7)  0.3428 (5) 0.043 (2)*  0.50 (3)
C23A  —0.158 (2) 0.1826 (9)  0.2717 (7) 0.065(3)*  0.57 (3)
H23A —0.1088 0.1061 0.2498 0.078* 0.29 (10)
C24A  —0.3287 (17) 02121 (14)  0.2374 (6) 0.061 (4% 048 (3)
H24A —0.3986 0.1548 0.1876 0.074* 0.51 (8)
C25A  —0.4049 (15) 0.3301(16)  0.2758 (9) 0.071 (4% 0.48 (4)
H25A —0.5229 0.3429 0.2521 0.086* 0.64
C26A —0312(2) 0.420 (2) 0.3454 (11) 0.052 (5 036 (5)
H26A —0.3548 0.4937 0.3699 0.063* 0.30
C27A  —0.154 (4) 03954 (16)  0.3726 (8) 0.033(5)* 028 (5)
CI14B  0.013 (2) 0.6133(5)  0.4078 (8) 0.0433 (18)*  0.74 (6)
CI16B  0.143 (3) 03809 (14)  0.4653 (16) 0.050 3)*  0.46 (6)
CI7B 0303 (3) 0.401 (3) 0.538 (2) 0.080 (5)*  0.52(8)
H17B 0.3192 0.4752 0.5847 0.095* 0.97 (12)
CISB  0.4448 (15) 0.305 (2) 0.5408 (19) 0.082 (4*  0.50 (5)
H18B 0.5531 0.3163 0.5896 0.099* 0.42
CI9B  0.398 (2) 0.1955 (14)  0.4684 (14) 0.083 (5)*  0.52 (4)
H19B 0.4804 0.1301 0.4679 0.100* 0.58 (10)
C20B 0231 (3) 0.1769 (15)  0.3947 (17) 0.076 (6)* 037 (4)
H20B 0.2090 0.1030 0.3483 0.091* 0.67 (9)
C21B  0.1062 (18) 02704 (7)  0.3953 (9) 0.037 3y 042 (3)
C22B  —0.0051 (14) 02664 (6)  0.3546 (5) 0.035(2)* 051 (3)
C23B  —0.0862 (17) 0.1666 (9)  0.2832 (6) 0.053(3)* 047 (3)
H23B —0.0248 0.0929 0.2675 0.063* 0.71 (8)
C24B  —0.2619 (17) 0.1782 (10)  0.2350 (6) 0.062 (4%  0.52 (3)
H24B —0.3126 0.1114 0.1862 0.074* 0.44 (8)
C25B  —0.3669 (13) 0.2835(16)  0.2552 (8) 0.071 3)*  0.59 (4)
H25B —0.4824 0.2879 0.2234 0.086* 0.47
C26B —0.2807 (5) 03884 (15)  0.3300 (8) 0.065(3)*  0.65 (5)
H26B —0.3166 0.4738 0.3467 0.079* 0.47 (13)
C27B —0.1079 (17) 03799 (8)  0.3771 (4) 0.0457 (19 0.74 (5)
Tabelle 1.13 Atomic displacement parameters [A?] of 97.
Ul 1 U22 U33 Ul 2 Ul 3 U23
NI 00461 (12)  0.0247(15) _ 0.0540 (14) _ —0.0013 (9) __ 0.0078 9) __ 0.0045 (9)
N2 00488 (13)  0.0330(15)  0.0553(15)  0.0000 (9) 0.0046 (10)  0.0056 (10)
N3 00589 (16)  0.0357(17)  0.0640(17)  0.0071(11)  0.0083(11)  0.0103(11)
N4 00575(14)  0.0269(14)  0.0568(15)  0.0011(10)  0.0135(10)  0.0050 (10)
C5  0.0460(14) 00244 (15  0.0458 (14)  —0.0001 (9)  0.0197 (10)  0.0009 (9)
C6  0.0468(14)  0.0252(14)  0.0376(13)  —0.0060 (10)  0.0127(9)  0.0001 (10)
C7  0.0457(14)  0.0433(17)  0.0412(14)  —0.0047(12)  0.0163(10)  0.0017 (11)
C8  0.0489(16)  0.066 (2) 0.0502(19)  0.0008 (14)  0.0144(12)  0.0092 (15)
O 0.058(2) 0.098 (4) 0.081 (3) 0.016 (2) 0.0295(19)  0.012 (2)
C10  0.056 (3) 0.092 (4) 0.102 (4) ~0.025 (2) ~0.004(2)  —0.005 (3)
NI1 00545 (14)  0.0277(15)  0.0431(12)  —0.0002(9)  0.0193(9)  0.0017 (8)
013 0.0759(15)  0.0340 (12)  0.0448 (11)  0.0005 (9) 0.0311(9)  —0.0005 (8)
Tabelle 1.14 Bond length [A] and angles [°]
N1—C5 1.324 (3) C19A—HI9%A 0.9300
NI—N2 1.353 (3) C19A—HI18B 1.4818
NI—HI1 0.83 (4) C20A—C21A 1.373 (11)
N2—N3 1.282 (4) C20A—H20A 0.9300
N3—N4 1.367 (4) C21A—C22B 1.418 (13)
N4—C5 1314 (3) C22A—C23A 1.394 (12)
C5—C6 1.500 (3) C22A—C21B 1397 (18)
C6—NI11 1.450 (3) C22A—C27A 1.45 (3)
C6—C7 1.530 (4) C23A—C24A 137 2)
C6—H6 0.93 (4) C23A—H23A 0.9300
C7—C8 1.530 (4) C24A—C25A 1.46 (2)
C7—H71 0.9700 C24A—H24A 0.9300
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C7—H72 0.9700 C24A—H25B 1.4234

C8—C9 1.521 (5) C25A—C26B 1.212 (11)

C8—C10 1.524 (6) C25A—C26A 1.34 (2)

C8—HS 0.94 (3) C25A—H25A 0.9354

C9—HI1 0.9600 C25A—H25B 0.8991

C9—H92 0.9600 C26A—C27A 1.26 (4)

C9—H93 0.9600 C26A—C27B 1.65 (3)

C10—HI101 0.9600 C26A—H26A 0.8935

C10—H102 0.9600 C14B—H141 0.97 (5)

C10—H103 0.9600 C14B—H142 0.91 (4)

N11—C12 1.346 (3) C16B—C17B 1.41 (4)

N11—HI1 0.93 (4) C17B—CI18B 1.49 (2)

C12—012 1.215 (4) C17B—HI17A 1.2410

C12—013 1.332 (3) C17B—HI17B 0.9300

013—Cl4A 1.457 (10) C18B—C19B 1.41 (4)

013—C14B 1.465 (6) C18B—HI18B 0.9469

Cl14A—C15 1.561 (13) C19B—C20B 1.45 (3)

Cl4A—HI141 0.68 (5) C19B—HI19B 0.9300

Cl14A—H142 1.20 (4) C20B—C21B 1.367 (19)
C15—C16B 1.422 (13) C20B—H20B 0.9300

C15—C14B 1.518 (6) C21B—C22B 0.922 (16)
C15—C27A 1.634 (17) C22B—C23B 1.391 (10)

C15—HI5 1.09 (3) C22B—C27B 1.466 (16)
Cl16A—C17A 1.36 (2) C23B—C24B 1.406 (17)
Cl16A—C21A 1.405 (13) C23B—H23B 0.9300

C17A—C18A 1.317 (12) C24B—C25B 1.41 (2)
C17A—C18B 1.54 (3) C24B—H24B 0.9300

Cl17A—HITA 0.9284 C25B—H25A 1.3861

CI8A—C19A 1.40 (2) C25B—H25B 0.9219

CI8A—HISA 0.9300 C26B—C27B 1.380 (17)
C18A—HISB 0.7591 C26B—H26A 1.3641

C19A—C20A 1.464 (17) C26B—H26B 0.9300

C5—N1—N2 109.8 (2) C20A—C21A—C16A 122.7 (10)
C5—N1—H]1 127 (2) C20A—C21A—C22B 127.0 (8)
N2—N1—H] 123 (2) C16A—C21A—C22B 110.3 (7)
N3—N2—N1 105.6 (2) C23A—C22A—C21B 125.3 (10)
N2—N3—N4 110.7 (2) C23A—C22A—C27A 119.9 (14)
C5—N4—N3 106.3 (2) C21B—C22A—C27A 114.7 (10)
N4—C5—NI1 107.6 (2) C24A—C23A—C22A 112.9 (11)
N4—C5—C6 127.7 (2) C24A—C23A—H23A 123.5
N1—C5—C6 124.6 (2) C22A—C23A—H23A 123.5
N11—C6—C5 111.4 (2) C23A—C24A—C25A 122.6 (9)
N11—C6—C7 109.7 (2) C23A—C24A—H24A 118.7
C5—C6—C7 109.58 (19) C25A—C24A—H24A 118.7
N11—C6—H6 106 (2) C23A—C24A—H25B 158.5
C5—C6—H6 104.6 (19) C25A—C24A—H25B 36.3
C7—C6—H6 116 (2) H24A—C24A—H25B 82.6
C6—C7—C8 115.4 (2) C26B—C25A—C26A 20.8 (6)
C6—C7—H71 108.4 C26B—C25A—C24A 102.1 (14)
C8—C7—H71 108.4 C26A—C25A—C24A 122.5 (14)
C6—C7—HT72 108.4 C26B—C25A—H25A 138.9
C8—C7—HT72 108.4 C26A—C25A—H25A 118.6
H71—C7—H72 107.5 C24A—C25A—H25A 118.9
C9—C8—C10 111.5 (3) C26B—C25A—H25B 165.7
C9—C8—C7 110.2 (3) C26A—C25A—H25B 166.0
C10—C8—C7 110.6 (3) C24A—C25A—H25B 69.5
C9—C8—H8 108.0 (19) H25A—C25A—H25B 50.1
C10—C8—H8 109.5 (19) C27A—C26A—C25A 114 (2)
C7—C8—H8 107.1 (18) C27A—C26A—C27B 3.2(7)
C8—C9—H91 109.5 C25A—C26A—C27B 111 (2)
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C8—C9—H92
H91—C9—H92
C8—C9—H93
H91—C9—H93
H92—C9—H93
C8—C10—H101
C8—C10—H102
H101—C10—H102
C8—C10—H103
H101—C10—H103
H102—C10—H103
C12—N11—C6
C12—N11—H11
C6—NI11—HI11
012—C12—013
O12—C12—N11
O13—C12—N11
C12—013—C14A
C12—013—C14B
C14A—013—C14B
013—C14A—C15
0O13—C14A—H]141
C15—C14A—H141
O13—C14A—H]142
C15—C14A—H142
H141—C14A—H142
C16B—C15—C14B
C16B—C15—CI14A
C14B—C15—Cl14A
C16B—C15—C27A
C14B—C15—C27A
C14A—CI15—C27A
C16B—C15—H15
C14B—C15—H15
C14A—CI15—H]15
C27A—CI15—H]15
C17A—C16A—C21A
C18A—C17A—C16A
C18A—C17A—C18B
C16A—C17A—C18B
C18A—CI17A—HI17A
Cl16A—CI17A—HI17A
C18B—C17A—HI17A
C17A—CI18A—C19A
C17A—CI18A—HI18A
C19A—CI8A—HI8A
C17A—CI18A—H18B
C19A—CI18A—H18B
H18A—C18A—HI18B
C18A—CI19A—C20A
C18A—CI9A—HI9A
C20A—CI19A—HI19A
C18A—CI19A—H18B
C20A—CI19A—H18B
H19A—C19A—HI18B
C21A—C20A—C19A
C21A—C20A—H20A
C19A—C20A—H20A

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
122.9 (2)
119 (2)
118 (2)
125.4 (2)
125.3 (2)
109.3 (2)
116.0 (5)
117.3 (3)
13.4 (6)
103.9 (8)
120 (4)
118 (3)

95 (2)

98 (2)

116 (4)
119.4 (8)
109.7 (11)
12.6 (5)
103.6 (15)
105.5 (8)
117.1 (11)
115.1 (18)
104.7 (19)
104.1 (19)
107.8 (18)
120.9 (9)
120.4 (17)
18.8 (6)
102.0 (16)
121.1
118.5
139.5
120.4 (16)
119.8
119.8
157.0
81.0

39.9

122.2 (9)
118.9
118.9
30.4

152.3
88.6

113.3 (8)
123.4
123.4

C27A—C26A—H26A
C25A—C26A—H26A
C27B—C26A—H26A
C26A—C27A—C22A
C26A—C27A—C15
C22A—C27A—C15
013—C14B—C15
013—C14B—H141
C15—C14B—H141
013—C14B—H142
C15—C14B—H142
H141—C14B—H142
C17B—C16B—C15
C16B—C17B—C18B
C16B—C17B—HI7A
C18B—C17B—HI7A
C16B—C17B—HI17B
C18B—C17B—HI17B
H17A—C17B—H17B
C19B—C18B—C17B
C19B—C18B—C17A
C17B—C18B—C17A
C19B—C18B—HI18B
C17B—C18B—HI18B
C17A—C18B—H18B
C18B—C19B—C20B
C18B—C19B—HI19B
C20B—C19B—HI19B
C21B—C20B—C19B
C21B—C20B—H20B
C19B—C20B—H20B
C22B—C21B—C20B
C22B—C21B—C22A
C20B—C21B—C22A
C21B—C22B—C23B
C21B—C22B—C21A
C23B—C22B—C21A
C21B—C22B—C27B
C23B—C22B—C27B
C21A—C22B—C27B
C22B—C23B—C24B
C22B—C23B—H23B
C24B—C23B—H23B
C23B—C24B—C25B
C23B—C24B—H24B
C25B—C24B—H24B
C24B—C25B—H25A
C24B—C25B—H25B
H25A—C25B—H25B
C25A—C26B—C27B
C25A—C26B—H26A
C27B—C26B—H26A
C25A—C26B—H26B
C27B—C26B—H26B
H26A—C26B—H26B
C26B—C27B—C22B
C26B—C27B—C26A
C22B—C27B—C26A

121.0
124.7
124.2
127.6 (14)
131.6 (18)
100.6 (18)
105.7 (4)
100 (2)
103 (2)
110 (2)
118 (2)
118 (3)
122.7 (17)
120 (3)
123.5
116.5
120.0
120.0

5.2

113 (2)
126.8 (15)
13.5 (9)
125.3
121.4
107.9
125.3 (12)
117.4
117.4
118.4 (16)
120.8
120.8
125.7 (14)
8.1(5)
133.6 (14)
129.5 (11)
2.8(5)
132.0 (9)
112.2 (7)
118.2 (10)
109.6 (5)
119.3 (11)
120.4
120.4
124.8 (8)
117.6
117.6
153.9
123.1

32.0

145.6 (18)
101.2
112.1
107.2
107.2

15.0

121.6 (9)
15.0 (6)
136.1 (9)
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1.4.4. Strukturdaten der Protein-Ligand-Komplexe

Tabelle 1.15 Crystallographic analysis of mShank3-PDZ domain in complex with 63. Values in
parentheses are for the outer resolution shell.

Data statistics mouse SHANK3-PDZ / compound 63

Data collection

Space group P2,

Unit cell [A /°] a=559,b=64.1,c=101.9,f =90.09
Resolution [A] 33.97 - 1.83 (1.88 — 1.83)

R im [%]° 3.4 (42.8)

Completeness [%] 89.1 (72.3)

I/o(I) 20.0 (2.4)

Redundancy 2.1(1.8)

Unique reflections 56826 (34006)

Solvent content [%] 39

Monomers in asymmetric unit 8

Model refinement

Ryon / Riee [%]° 233/283

No. residues 836

No. water molecules 289

Average B [A’] 33.7

R.m.s.d. bonds [A] 0.013

R.m.s.d. angles [A] 1.7

Twin target, fraction (hkl), 0.51
(h-k-1), 0.49

Ramachandran statistics

Core [%] 97

Generously allowed [%] 2.1

Disallowed [ %] 0.9

R,im = 100, [n / [n-D]" =, 1(h) - A(W)) / =, T, 1,(h), where n is the multiplicity of
observations. °R,,, = 2 IF,| - IF.| / 2 IF,|, where F, and F, are the structure factor amplitudes
from the data and the model, respectively. R, is R, using a 5% test set of structure factors.
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Tabelle 1.16 Crystallographic analysis of hDVL3-PDZ domain in complex with 166 and 167. Values in
parentheses are for the outer resolution shell

Data statistics Human DVL3-PDZ/166 Human DVL3-PDZ/167
Data collection
Space group P6, P6,
Unit cell [A] a=873,b=873,c=5784 a=853,b=853,c=589
Resolution [A] 348 -1.67(1.71 — 1.67) 34.6-148 (1.52-1.48)
R, [%]" 55(77.4) 6.7 (80.5)
Completeness [%] 99.9 (100.0) 100.0 (100.0)
I/o(I) 19.1 (2.5) 18.4 (3.2)
Redundancy 56(5.6) 8.0 (8.0)
Unique reflections 29202 (2161) 40755 (3012)
Solvent content [%] 55.95 53.19
Monomers in asymmetric 2 2

Model refinement

R, [%]/R;. [%]° 179/220 149/17.8

No. residues 184 186

No. water molecules 204 235

Average B [A?] 214 22.7

R.m.s.d. bonds [A] 0.018 0.019

R.m.s.d. angles [A] 1.762 1.933
Ramachandran plot

Core [%] 96.6 97.8

Allowed [%] 34 22

Disallowed [%] 00 0.0
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L.5. NMR-Spektren

1.5.1. 'H,"”"N-HSQC NMR-Spektren

o i
o ,
L o T§
o o o
Q « 2
=] ® g |-
. cbo% > ‘ L
@ © ww B © of
® o = © - )
S TR
= & ® o o
© o 2 & oo o T
® o0 ° [
R0 e o [
. & © 3
@ °- Q e
[~ ] &8
s 8. 8
(']
T v v v v T v v v v T v v v v T i
10 9 8 7

0 'H (ppm)

Abb. 1.1 Superposition der 'H,'’N-HSQC NMR-Spektren der Shank3-PDZ-Domine in Anwesenheit von
Verbindung 63 (rot) und ohne Ligand (giin).

o i
- i
® ° -
Y ® 9o i
@ i
o e
o ® o -
o i
L ] o =)
& ; ° o o L é
L 8. o ®%Ye o :°§J
© 8,} @ oo e, R
¢ ‘5 ® o0 I
%o u: L
® ° g
. o © © B
o0 s o .. Y i
o o i
o ‘ _‘E
e i
T J T T T T J T J T T T T T T J T T T T —
10 9 7
0 'H (ppm)

Abb. 1.2 Superposition der 'H,'’N-HSQC NMR-Spektren der Shank3-PDZ-Domine in Anwesenheit von
Verbindung 64 (rot) und ohne Ligand (giin).
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Abb. 1.3 Superposition der 'H,'’N-HSQC NMR-Spektren der Shank3-PDZ-Domine in Anwesenheit von

Verbindung 106 (rot) und ohne Ligand (giin).
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Abb. 1.4 Superposition der 'H,'’N-HSQC NMR-Spektren der Shank3-PDZ-Domine in Anwesenheit von

Verbindung 107 (rot) und ohne Ligand (giin).
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1.5.2. *C NMR-Spektrum des Tetrazolpeptids 100
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Abb. 1.5 °C NMR-Spektrum des Tetrazolpeptids (100). Die eindeutig zuordenbaren Signale sind entsprechend
der Struktur gekennzeichnet.
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