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1 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Protein-Komplexe sind von grundlegender Bedeutung in der Biologie. Die
kontrollierte Inhibition einer Protein-Protein-Wechselwirkung setzt die spezifische
Interaktion eines niedermolekularen Liganden mit oft flachen, flexiblen und
Losungsmittel-exponierten Regionen  voraus. Wihrend das Design von
Verbindungen, welche die aktive Tasche eines Proteins erkennen, Routine geworden
ist, stellt die Entwicklung kleiner, wirkstoffahnlicher Verbindungen zur spezifischen
Inhibition von Protein-Protein-Wechselwirkungen eine grossere Herausforderung dar.
Die pharmazeutische Industrie ist sehr stark an diesem Forschungsgebiet interessiert,
da zahlreiche Protein-Protein-Wechselwirkungen an Signalkaskaden beteiligt sind,
welche bei einer Stérung zur Entstehung von Krebs oder anderen Krankheiten fithren
konnen. Pionierarbeiten basierend auf Screening-Methoden fiihrten zu Liganden,
welche selektiv an den flachen und flexiblen Hot Spot von Interleukin 2 (IL-2) binden
und dessen Wechselwirkung mit dem Interleukin-2 Rezeptor (IL2-Ra) inhibieren.
Ein Meilenstein war die Entwicklung von wirkstoffahnlichen Verbidungen, welche
die Interaktion zwischen dem antiapoptotischen Protein MDM2 und dem
Tumorsuppressorprotein p53 in vivo im nanomolaren Bereich inhibieren.

Einen erfolgreichen strukturbasierten Ansatz verfolgten Hamilton und Mitarbeiter
beim Design von Terphenyl- and Terpyridylderivaten als a-Helix-Mimetika, welche
die Wechselwirkung zwischen dem antiapoptotischen Protein Bcl-xp mit der
BH3-Domine des proapoptotischen Proteins Bak inhibieren.

Entscheidend bei der Auswahl eines Protein-Komplexes fiir das strukturbasierte
Design von Inhibitoren einer Protein-Protein-Wechselwirkung sind die Grosse und die
Polaritdt der Kontaktfldche, die daran beteiligten Sekundirstrukturelemente und die
Grosse und Geometrie des Hot Spots. Es muss eine Bindungstasche fiir die
niedermolekularen Liganden vorliegen, welche in Losung konformationell stabil ist.
Das Ziel dieses Projekts war das strukturbasierte Design, die Synthese und die
Evaluation wirkstoffahnlicher Inhibitoren der Dimerisierung der Varicella Zoster
Virus Thymidin Kinase (VZV TK). Die VZV TK (EC 2.7.1.21, PDB-Code 10SN) ist
verantwortlich fiir die Aktivierung antiviraler Wirkstoffe in infizierten Zellen. Das
Enzym zdhlt zur Klasse der Nukleotid-Monophosphat-Kinasen (NMP-Kinasen) und

besitzt deren klassisches Faltungsmuster. Die VZV TK ist als C,-symmetrisches
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Homodimer biologisch aktiv. Die Kontaktfliche zwischen den Protein-
Untereinheiten ist relativ klein und besitzt einen klassischen und ausgepriagten Hot
Spot. Mutationsstudien zeigten, dass die drei Aminosduren Leu276, Trp277, und
Trp279 fiir die Dimerisierung essentiell sind (Abb. 1). Die drei Aminosédure-
Seitenketten mit der relativen Abfolge i, i+1, i+3 befinden sich am Endpunkt einer
a-Helix, welche abgewinkelt zur Ebene der Kontaktfliche orientiert ist. Die Region
mit der die drei Aminosdurereste interagieren bildet eine Kavitit, welche als

Bindungstasche fiir das strukturbasierte Design der Dimerisierungsinhibitoren diente.

Abb. 1 VZV TK-Homodimer (links) und der Hot Spot (rechts).

Werden die drei Hot Spot-Aminosduren zusammen mit Tyr52 und Glu59 durch
Alanin ersetzt, resultiert ein monomerer, katalytisch inaktiver Mutant (VZV TKS5x).
Dies weist darauf hin, dass die Dimerisierung fiir die katalytische Aktivitit des
VZV TK-Wildtyps essentiell sein konnte, dass also eine Inhibition der Dimerisierung
zu einem Funktionsverlust fithren wiirde.

Ab initio entworfene niedermolekulare Dimerisierungsinhibitoren besitzen unter
gewissen Bedingungen ein Aktivitdtsprofil (Abb. 4), welches unter der Annahme
einer spezifischen Interaktion mit der Bindungstasche (Abb. 2) an der Kontaktfliche
der VZV TK rationalisiert werden kann. Uberraschend wurde in Gegenwart von
Verbindungen mit Imidazolkern eine Aktivierung anstelle einer Inhibition der VZV

TK gefunden (Abb. 4).
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Abb. 2 Vermuteter Bindungsmodus des Dimerisierungsinhibitors 90 in der Bindungstasche

am Hot Spot der VZV TK.

Eine Ferguson Plot-Analyse zeigt eine Verschiebung des Dimer-Monomer-
Gleichgewichtes hin zum Monomer — ein Hinweis auf die Inhibition der
Dimerisierung in  Gegenwart des Dimerisierungsinhibitors 90. Mittels
CD-Spektroskopie gemessene thermische Denaturierungskurven in Gegenwart von
Imidazol 90 (10 uM) zeigen einen dhnlichen Effekt auf die Schmelztemperatur der
VZV TK (5 pM) wie in Gegenwart einer 50-fach hoheren Konzentration des
natiirlichen Substrats dT (500 uM) (Abb. 3). Die beobachtete Stabilisierung der VZV
TK weist auf die Bildung von VZV TK-Ligand-Komplexen in Gegenwart von
Verbindung 90 hin.
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Abb. 3 Thermische Denaturierungskurven der VZV TK in Gegenwart von

Dimerisierungsinhibitor 90.
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Abb. 4 Reprisentative Auswahl an evaluierten Verbindungen. Blau: inaktive 1,2,4-Triazole;

Gelb: Imidazole. Unter den Bedingungen im HPLC-Assay zeigen Imidazole wie
Verbindung 90 eine Aktivierung der VZV TK. Die Aktivitit der homologen
monomeren Herpes Simplex Virus Typl Thymidin Kinase (HSV1 TK) dndert sich in
Gegenwart von Verbinung 90 nur geringfiigig.

Bei der vorliegenden Arbeit handelte es sich um ein riskantes Projekt. In der
Anfangsphase war die Chemie der limitierende Faktor, wéhrend sich in der Endphase
zeigte, dass es schwierig sein kann, die Effekte von Liganden, welche nicht mit der
aktiven Tasche eines Proteins interagieren, zu messen. Die erhaltenen Daten weisen
auf eine Inhibition der Dimerisierung der VZV TK hin, welche durch weitere
Messungen (z.B. mittels analytischer Ultrazentrifugation oder durch Light Scattering)

nachgewiesen werden kdnnte.



v Abstract

Abstract

Protein-protein interactions are of fundamental importance in biology. The controlled
disruption of a protein complex requires the specific binding of a small molecule
ligand to often relatively flat regions at a protein-protein interface, which constitutes a
significant challenge in modern medicinal chemistry. Current drug discovery
programs are strongly interested in this hot topic due to a large number of important
protein-protein interactions involved in signaling pathways related to cancer and other
diseases.

Pioneering studies involving screening methods led to the identification of small
molecules that bind selectively to the flat and adaptive hot spot of interleukin 2 (IL-2),
inhibiting its association with the receptor IL2-Ra.. The discovery of small molecules
inhibiting the association of the anti-apoptotic protein MDM2 with p53 in the
nanomolar range represents a true milestone.

There is an increasing number of small-molecule modulators of protein-protein
interactions, but compared with common enzyme inhibitors, this class of compounds
is still small. Successful approaches involving structure-based ligand design include
terphenyl- and terpyridylderivatives developed by Hamilton and coworkers. They act
as o-helix mimetics, binding to the anti-apoptotic protein Bcl-x;, preventing its
association with the BH3 domain of the pro-apoptotic protein Bak.

The challenges of the structure-based approach include the careful selection of a
protein complex, with consideration of the size and secondary structural elements of
the protein interface and the size and geometry of the hot spot, which must have a
well-defined binding pocket that is conformationally stable in solution.

The goal of this project was the structure-based design and synthesis of drug-like
inhibitors of the dimerization of varicella zoster virus thymidine kinase (VZV TK).
VZV TK (EC 2.7.1.21, PDB-code 10SN) is responsible for the activation of
nucleoside antiviral drugs in infected cells. The enzyme belongs to the family of the
nucleotide monophosphate (NMP) kinases and is characterized by the classical
mononucleotide binding fold. It is biologically active as a C;-symmetric homodimer.
The interface of the enzyme is relatively small and contains a classical and distinct hot
spot. Mutation studies showed that amino acids Leu276, Trp277, and Trp279 are

essential for dimerization (Fig. 1). The hot spot amino acids with the relative
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positions i, i+1, i+3 are located at the terminal point of an a-helix. The region where
the three residues interact with the other protein subunit creates a cavity, which served

as the target binding pocket for the structure-based design of the ligands.

Fig. 1 VZV TK homodimer (left) and its hot spot (right).

Replacing the three hot spot amino acids as well as Tyr52 and Glu59 by alanine leads
to the formation of a catalytically inactive monomeric mutant (VZV TKS5x),
indicating that dimerization might be essential for the catalytic activity of wildtype
VZV TK, and that inhibition of dimerization could lead to a loss of function. Small-
molecule inhibitors that were developed ab initio show an activity profile that can be
rationalized assuming specific binding to the hot spot cavitiy at the VZV TK interface
(Fig. 2). Surprisingly, activation — rather than inhibition — of VZV TK was observed

in the presence of compounds with an imidzole core under certain conditions (Fig. 3).
CF3
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Fig. 2 Model of dimerization inhibitor 90 at the hot spot cavitiy of VZV TK, with the

postulated binding mode of the evaluated compounds.
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Yellow: imidazoles. Under the HPLC-assay conditions used, imidazoles such as 90
show an activation of VZV TK. The activity of the homologous monomeric herpes
simplex virus type 1 thymidine kinase (HSV1 TK) is not significantly affected by

imidazole 90.
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A Ferguson plot analysis of a series of native polyacrylamid gels of VZV TK in the
presence of dimerization inhibitor 90 shows a shift in the molecular weight towards
the monomer, which indicates the inhibition of the dimerization.

Thermal denaturation curves in the presence of dimerization inhibitor 90 (10 uM)
indicate a shift of the melting temperature of the VZV TK (5 uM) that is in the same
range as in the presence of the natural substrate dT at a 50-fold higher concentration
(500 uM) (Fig. 4). The observed stabilization of VZV TK indicates the formation of
stable VZV TK-ligand complexes in the presence of compound 90.
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Fig. 4 Thermal denaturation curves of VZV TK in the presence of dimerization inhibitor 90.

This project was rather risky. Initially, chemistry was the limiting factor, and later it
became obvious that quantification of the effects of ligands that do not bind to the
active site of a proteinis challenging.

Although no direct evidence for the inhibition of the dimerization of
VZV TK was obtained, the results provide some hints that this might be the case.
Further measurements, for example directly monitoring the oligomeric state of the
protein in solution via light scattering or analytical ultracentrifugation, might prove

the current hypothesis.
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1. Einleitung

1.1  Molekulare Netzwerke in biologischen Systemen

Die Sequenzierung des Genoms des Menschen [1, 2] und diverser weiterer
Organismen [3-5] ist eine wichtige Grundlage fiir das Verstindnis biologischer
Prozesse. Die Kenntnis des genetischen Codes alleine ldsst aber viele Fragen
beziiglich der Funktion der Gene offen. Bereits in einem niederen Organismus wie
Escherichia coli wurden zahlreiche Gene identifiziert, deren Funktion man nicht
kennt [4]. Es kommt hinzu, dass in vielen Fillen unklar ist, nach welchen Regeln ein
bestimmter Genabschnitt exprimiert wird, schliesslich haben posttranskriptionelle und
posttranslationelle Modifikationen massgeblichen Einfluss auf die Funktion der
exprimierten Proteine.

Aus diesen Griinden hat sich die Erforschung des Proteoms als Funktionstriger in
biologischen Systemen zu einem wichtigen Forschungszweig (Proteomics) entwickelt
[6]. Molekularbiologische Methoden erlauben die Uberexpression und Isolation eines
grossen Teils der Proteine aus dem Genom eines Organismus. Mittels high
throughput Methoden wie der Massenspektrometrie, dem Yeast Two-Hybrid (Y2H)-
Screening [7, 8] und Immunoprizipitation sind systematische Proteom-weite
Analysen [7, 9-13] und insbesondere die Erfassung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen méglich.

Experimentell nachgewiesene Wechselwirkungen zwischen Biomolekiilen sind in
Datenbanken wie der Biomolecular Object Network Databank (BOND)' erfasst,
wobei die meisten Wechselwirkungen aus Screening-Studien stammen, deren
Bedeutung im zelluliren Kontext unvollstindig oder gar nicht verstanden ist.
Untersuchungen unter kontrollierten Bedingungen, welche der physiologischen
Umgebung in der Zelle entsprechen, kénnen zu einem anderen Bild fithren. Unter
Screening-Bedingungen nicht auftretende oder filschlicherweise identifizierte
Wechselwirkungen sind ohne unabhingige Experimente nicht auszuschliessen.

Das komplexe Netzwerk zwischen den Proteinen und anderen Biomolekiilen bildet

das Interactom eines Organismus. Interactome verfligen liber Hauptknotenpunkte

" http://bond.unleashedinformatics.com
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(Hubs) bestehend aus Proteinen, die zahlreiche Interaktionen eingehen kdnnen und
untergeordnete Protein-Netzwerke regulieren. Die Vielfalt der moglichen
Interaktionen und deren subtile Abhangigkeit von dusseren Faktoren ermoglichen die
fein abgestimmte Anpassung von Signalkaskaden und Stoffwechselwegen an eine
veranderte Umgebung.

Datenbanken wie BOND erlauben eine gezielte Suche nach bestimmten Protein-
Protein-Wechselwirkungen, und spezialisierte Software wie Cytoscape’ ermdglicht
die graphische Darstellung von Protein-Netzwerken von beliebigem Umfang.

Ein Beispiel fiir die starke molekulare Vernetzung liefert ein kleiner Ausschnitt aus
dem menschlichen Interactom: Die Suche nach dem am programmierten Zelltod
(Apoptose) beteiligten Tumorsuppressorprotein p53 in der Datenbank BOND liefert
einen Cluster (Abb. 1.1), an dessen Peripherie zahlreiche weitere Protein-Protein-

Wechselwirkungen stattfinden (Abb. 1.2).

Seladin-1 HAUSP Rb

—u

p29ING4 p28ING

Abb. 1.1 Protein-Protein-Wechselwirkungen des Tumorsuppressor-Proteins p53 (griin) mit
den am stirksten vernetzten direkten Nachbarn (rot). Erstellt mit der Software

Cytoscape.

? WWW.cytoscape.com
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Abb. 1.2 Einzelne Proteine im p53-Cluster sind sehr stark vernetzt und kénnen mit zahlreichen
weiteren Proteinen an der Peripherie interagieren. Dabei handelt es sich um
vermutete Wechselwirkungen, sofern die einzelnen Interaktionen nicht in
unabhdngigen Experimenten untersucht wurden.  Erstellt mit der Software

Cytoscape.

1.2 Protein-Protein-Wechselwirkungen

Protein-Protein-Wechselwirkungen sind von fundamentaler Bedeutung in der
Biologie und leisten einen grossen Beitrag zu den vielfdltigen Funktionen des
Proteoms.

Man unterscheidet permanente Protein-Protein-Wechselwirkungen und solche, die
von dusseren Faktoren abhingen und deshalb nur unter bestimmten Bedingungen
auftreten. Wihrend Protein-Komplexe, die aus identischen Untereinheiten bestehen
(Homokomplexe), oft eine optimierte Kontaktfliche besitzen, und iiber weite
Konzentrationsbereiche stabil sind, hdngt die Bildung von Heterokomplexen stérker
von dusseren Faktoren ab. Die Mehrzahl der Protein-Protein-Wechselwirkungen sind
nicht permanent und z&hlen zur letzteren Kategorie.

Zu den wichtigsten Aufgaben von Protein-Protein-Wechselwirkungen zdhlen die

Regulation zelluldrer Prozesse, die Modulation der Aktivitit von Proteinen, der
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Aufbau von Enzym-Komplexen zur Katalyse mehrstufiger Umwandlungen, die Zell-
Zell-Erkennung  durch  membrangebundene  Proteine, = Antikdrper-Antigen-
Wechselwirkungen im Immunsystem und der Aufbau von molekularen Geriisten wie
Virushiillen aus Protein-Bausteinen. Die Vielfalt und Komplexitét, die durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen erreicht wird, soll anhand der folgenden Beispiele

illustriert werden.

1.2.1 Proteine als Geriist-Bausteine

Virushiillen sind Protein-Strukturen bestehend aus tausenden von Protein-
Untereinheiten, welche durch Selbstorganisation (self-assembly) entstehen (Abb. 1.3).
Die Strukturen sind meist kugelartig und haben eine ikosaedrische Symmetrie [14,
15]. In vivo sind meist weitere zelluldre Proteine (Chaperone) an der Kapsidbildung
beteiligt und es findet eine Assoziation mit der vom Kapsid umgebenen Nukleinsdure
statt. Es gibt aber auch Fille, bei denen diese Strukturen in Losungen gereinigter

Hiillenproteine spontan entstehen [16].

f &
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Simian Virus 40
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e d
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Abb. 1.3 Virale Hiillenproteine bilden durch Selbstorganisation vielfiltige Strukturen aus

tausenden von Protein-Untereinheiten. Quelle: http://virology.wisc.edu/virusworld/
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Auch in Zellen existieren Protein-Komplexe mit reiner Geriistfunktion. Das Protein
Clathrin ist an der Einstiilpung von Zellmembranen und an der Bildung von Vesikeln
beteiligt und spielt eine wichtige Rolle beim intrazelluldren Transport. Es besteht aus
drei ausgedehnten Protein-Ketten, die von einem zentralen Knotenpunkt ausgehen
(Abb. 1.4). Der genaue Aufbau der Clathrin-Untereinheiten wurde durch eine
Kombination von Kristallstrukturdaten und Cryo-Elektronenmikroskopie untersucht
[17]. Clathrin bildet Strukturen, welche die Grosse von Virushiillen um ein

Vielfaches tuibertreffen.

Abb. 1.4 Clathrin bildet in vitro spontan Kifige unterschiedlicher Grésse. Die Ldinge des

,,Beines ““ einer Untereinheit betrdgt etwa 475 A. Entnommen aus [17].

1.2.2 Hochentwickelte Enzym-Komplexe

Durch die Katalyse chemischer Reaktionen nehmen die Enzyme die zentrale Rolle im
Stoffwechsel ein. Wihrend einfachere Reaktionen durch kleine, monomere Enzyme
oder durch Homokomplexe katalysiert werden, gibt es hochentwickelte Hetero-

komplexe, bei denen die verschiedenen Protein-Untereinheiten mehrere aktive Stellen



Einleitung 6

besitzen und so in der Lage sind, anspruchsvollere Reaktionen, die {iber mehrere
reaktive Zwischenstufen verlaufen, zu katalysieren.

Die ATP-Synthase und das Photosystem II (PSII) zdhlen zu den wichtigsten Enzymen
des Energiestoffwechsels und haben einen komplexen, gut untersuchten Aufbau.

Im Photosystem II [18] wird Lichtenergie durch das Chlorophyll von
Antennenproteinen absorbiert und an katalytisch aktive Untereinheiten weitergeleitet.
Diese sind in der Lage, Wasser zu Sauerstoff zu oxidieren (Abb. 1.5). Der PSII-
Komplex schirmt dabei die reaktiven radikalischen Zwischenstufen von der
Umgebung ab und ermoglicht so die Katalyse einer Kaskade von endergonischen
Reaktionen, die durch mehrere Kofaktoren mit nahe beieinander liegenden

Redoxpotentialen abgestuft ist.

A

T ,Non-heme Fe

Stroma /heme b559

Two-fold
axis

Abb. 1.5 Mit Chlorophyll gesdttigtes homotrimeres Antennenprotein (links) und das
katalytisch aktive Zentrum im PSII-Komplex des Cyanobakteriums T. elongatus
(rechts). Das katalytisch aktive Zentrum (PDB-Code 1S5L) besteht aus 2 x 8
C,-symmetrisch angeordneten membrangebundenen Protein-Untereinheiten und hat

ein Molekulargewicht von 650 kDa. Entnommen aus [18].

Ein dhnlich hochentwickeltes und chemomechanisch interessantes System ist die in
diversen Varianten auftretende ATP-Synthase [19], ein membrangebundener
molekularer Motor, der durch einen Protonen- oder Ionen-Gradienten an der

Membran angetrieben wird (Abb. 1.6).
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ATP Fi
ADP + P,
stator
Fo
Abb. 1.6 Schematische Darstellung der ATP-Synthase. Entnommen aus [19].

Der membrangebundene Teil (Fo) (Kristallstruktur einer Untereinheit der Na'-
abhingigen ATP-Synthase von Ilyobacter tartaricus: [20], PDB-Code 1YCE) besteht
aus mindestens 10 Protein-Untereinheiten. ATP-Synthasen besitzen drei aktive
Taschen zwischen den a- und B-Untereinheiten des katalytisch aktiven Hexamers
(F1). Der Ionentransport durch die Membran verursacht eine Rotation der
y-Untereinheit. Durch die Interaktion mit dem Stator (b,) wird die Konformation der
o- und PB-Untereinheiten cyclisch verdndert. Es werden nacheinander drei
konformationelle Zustinde durchlaufen. Im ersten Schritt werden ADP und Phosphat
(Pi) gebunden, im zweiten Schritt wird das Triphosphat gebildet, und im dritten
Schritt wird ATP freigesetzt.

Die Markierung des Stators und des Rotors (y) mit einem Akzeptor- bzw. Donor-
Fluorophor ermdglicht die Detektion der Rotation mittels Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET). Die Rotationsfrequenz der y-Untereinheit betrdgt etwa
100 Hz [19].

Wihrend die ATP-Synthase in Chloroplasten und Mitochondrien nur fiir die ATP-
Synthese verantwortlich ist, kann das bakterielle Enzym auch die ATP-Hydrolyse
katalysieren. Dies setzt einen entgegengesetzten lonen-Gradienten voraus und die

Rotation der F-Untereinheit verlauft dann in umgekehrter Richtung.
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Membranen in Chloroplasten enthalten sowohl das Photosystem 11, als auch die ATP-
Synthase. Bei der Oxidation von Wasser durch PSII entsteht der Protonen-Gradient,
welcher durch die ATP-Synthase zur Synthese von ATP genutzt wird.

1.2.3 Proteine in Signalkaskaden

Die Selbstregulation (Homodostase) biologischer Systeme beruht zu einem grossen
Teil auf Protein-gekoppelten Signalwegen [21], welche durch Protein-Protein-
Wechselwirkungen und durch chemische Modifikation von Proteinen kontrolliert
werden. Beispiele sind der MAP-Kinase-Signalweg [22, 23], der PI3-Kinase-
Signalweg [24], der JAK-STAT-Signalweg [25], der TGFB-Signalweg [26, 27], der
Notch-Signalweg [28, 29], der Wnt-Signalweg [30, 31] oder der NF-kB-Signalweg
[32]. Storungen dieser Systeme sind oft die Ursache von Stoffwechselkrankheiten
oder Krebs [33].

Die wichtigste Klasse von Signalproteinen sind die Proteinkinasen, welche einen
Anteil von fast 2% des menschlichen Proteoms ausmachen [34]. Sie sind zusammen
mit den Proteinphosphatasen [35] hauptverantwortlich fiir die Signaltransduktion in
eukaryotischen Zellen und zdhlen damit zu den wichtigsten potentiellen Wirkstoff-
Targets iiberhaupt [36]. Bislang sind mehr als 700 zelluldre Proteinkinasen und
-phosphatasen  bekannt. Dabei werden Proteinserinthreoninkinasen und
-phosphatasen, Proteintyrosinkinasen und -phosphatasen und Doppelspezifititkinasen
und -phosphatasen unterschieden. Innerhalb dieser Proteinklasse herrscht eine starke
Vernetzung durch Protein-Protein-Wechselwirkungen [37]. Proteinkinasen haben
eine bemerkenswerte konformationelle Plastizitit [38]. Konformationsdnderungen
beim Ubergang vom inaktiven in den aktiven Zustand sind iiblich. Oft sind dabei
Aktivatorproteine involviert, deren Protein-Protein-Wechselwirkungen in einer Reihe
von Kristallstrukturen dokumentiert sind [39, 40].

Eine zentrale Rolle bei der Regulation des eukaryotischen Zellzyklus und damit auch
bei der Entstehung von Krebs [41] spielen die Cyclin-abhéngigen Kinasen CDKs
(CDK = cyclin-dependent kinase) (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7 An der Kontrolle des Zellzyklus beteiligte Cyclin-abhdngige Kinasen. Entnommen
aus [41].

Cyclin/CDK-Komplexe fungieren als Serinthreoninkinasen. Substrate sind eine Reihe
am Zellzyklus beteiligter Signalproteine [42], deren Aktivitit durch Phosphorylierung
moduliert wird.

CDKs sind in Abwesenheit von Cyclinen inaktiv. Thre Aktivierung findet in zwei
Schritten statt: Der erste Schritt ist die Bildung eines Cyclin/CDK-Komplexes, wobei
das Cyclin als Aktivatorprotein fungiert. Dabei dndert sich die Konformation der
sogenannten T-Schleife (Abb. 1.10), welche in der inaktiven Konformation der CDK
die aktive Tasche abschirmt. Die volle Aktivitdt des Cyclin/CDK-Komplexes wird in
einem zweiten Schritt durch Phosphorylierung eines Thr-Restes erreicht, welcher auf
der T-Schleife der CDK liegt. Fiir die Phosphorylierung der CDK ist die Cyclin-
aktivierende Kinase (CAK) zustindig.

CDKs bestehen aus zwei flir Proteinkinasen typischen Domidnen. Die kleinere
N-terminale Domédne ist aus einem S5-strdngigen [-Faltblatt und einer fiir die
Aktivierung wichtigen a-Helix aufgebaut, wihrend die grossere C-terminale Domine
hauptsdchlich a-helicalen Charakter hat. Die ATP-Bindungstasche besteht aus einer
tiefen Furche, die zwischen den beiden Doménen liegt. ATP bindet an eine stark
konservierte Glycin-reiche Schleife, welche die B-Faltblitter 1 und B2 verbindet.
Solche Phosphatbindungsmotive der Sequenz GXGXXG sind bei Proteinkinasen weit
verbreitet (Abb. 1.8) [36].
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Abb. 1.8 Interaktion von ATP mit dem Phosphatbindungsmotiv von CDK2. PDB-Code 1HCK.

Das erste durch Kristallstrukturdaten dokumentierte Beispiel einer Interaktion eines
Aktivatorproteins mit einer Proteinkinase ist die Wechselwirkung zwischen Cyclin A
und CDK2 [43].

Der Vergleich der Kristallstrukturen zweier unterschiedlicher Proteinkinasen zeigt die
Unterschiede zwischen der aktiven und der inaktiven Konformation (Abb. 1.9). Bei
der in Abwesenheit von Cyclin A katalytisch inaktiven CDK2 (PDB-Code 1HCK)
[44] wird die aktive Tasche durch die T-Schleife abgeschirmt, wéhrend bei der
katalytisch aktiven c-Untereinheit der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PDB-Code
1ATP) die aktive Tasche fiir das Substrat zuginglich ist [45]. Die c-Untereinheit der
Proteinkinase A ist unabhingig von Aktivatorproteinen katalytisch aktiv.

Wird CDK2 durch Cyclin A aktiviert, geht die T-Schleife in eine &hnliche
Konformation iiber wie in der katalytisch aktiven Proteinkinase A (vgl. Abb. 1.9
rechts und Abb. 1.10 rechts).

Der Vergleich der Kristallstrukturen des freien CDK2 mit dem Cyclin A/CDK2-
Komplex (PDB-Code 1FIN) [43] zeigt, dass die T-Schleife bei der Aktivierung durch
Cyclin A ([46]: PDB-Code 1VIN) ihre Konformation stark &ndert und im
Cyclin A/CDK2-Komplex einen wesentlichen Anteil an der Kontaktfliche zwischen
den Protein-Untereinheiten hat (Abb. 1.10). Teile der T-Schleife bewegen sich dabei

{iber eine Distanz von 21 A.
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Abb. 1.9

Links: Katalytisch inaktive CDK2 mit gebundenem ATP und Mg*". Auffillig ist die
Konformation der T-Schleife (rot), welche in der katalytisch inaktiven Konformation
der CDK2 das y-Phosphat von ATP abschirmt.  Rechts: Katalytisch aktive
c-Untereinheit der Proteinkinase A mit gebundenem peptidischem Inhibitor (braun),

ATP und Mg** (griin). PDB-Codes IHCK und IATP.

Abb. 1.10

Links: Katalytisch inaktives CDK2. Rechts: Bei der Bindung von Cyclin A (braun)

dndert sich die Konformation der T-Schleife (rot), wodurch CDK2 aktiviert wird.
Die Konformation der T-Schleife im Cyclin A/CDK2-Komplex ist vergleichbar mit
derjenigen von PKA (Abb. 1.9). PDB-Codes 1HCK und IFIN.
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Auch der zweite Schritt der Aktivierung ist durch Kristallstrukturen dokumentiert.
Durch Phosphorylierung des auf der T-Schleife der CDK2 liegenden Thr160 durch
die Cyclin-aktivierende Kinase (CAK) wird die vollstindige Aktivitit des
Cyclin A/CDK2-Komplexes erreicht [43]. Phosphothreonin pThr160 interagiert mit
den positiv geladenen Seitenketten von Arg50, Argl26 und Argl50. Dadurch wird
das benachbarte, an der Katalyse beteiligte Glul62 aktiviert, welches im
unphosphorylierten Zustand durch die drei Arginin-Reste fixiert ist (Abb. 1.11).

1

Glu162

Abb. 1.11 Konformationsdnderung der T-Schleife als Folge der Phosphorylierung von Thr160
durch CAK. Oben: Das mit den drei Arginin-Resten interagierende Glul62 ist
katalytisch inaktiv. Unten: Wenn pThri60 die Arg-Tasche besetzt, dndert sich die
Konformation der T-Schleife und das freie Glul62 wird katalytisch aktiv. Durch die
Phosphorylierung dndert sich auch die Lage der a-Helix mit Arg50, was einen
direkten Einfluss auf die Konformation der aktiven Tasche hat. PDB-Code 2IW6
[47].
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Die Substratspezifitit vieler Proteinkinasen und -phosphatasen wird durch die
Erkennung von Motiven ausserhalb der aktiven Tasche sichergestellt [37, 39].

Die Cyclin A-Untereinheit im Cyclin A/CDK2-Komplex besitzt eine hydrophobe
Region an der Oberfliache, welche die spezifische Erkennung von Substraten mit
einem RXL- oder KXL-Motiv erlaubt [42]. Diese Motive ist essentiell fir die
effiziente Phosphorylierung von Signalproteinen wie p53, pRb, E2F, p27 oder p107.
Die Kristallstruktur der Interaktion eines Peptidfragments von pl07 mit dem
Cyclin A/CDK2-Komplex (PDB-Code 1H28) zeigt die Details der Bindungsstelle am
Cyclin A (Abb. 1.12).

lle213

Abb. 1.12 Ausschnitt der Wechselwirkung des pl07-Peptidfragments (griin) mit der
Bindungsstelle von Cyclin A. Einen wesentlichen Anteil an der Bindungsaffinitdt des
pl107-Peptidfragments hat das Phenylalanin, welches hydrophobe Wechselwirkungen
mit lle213, Met210 und Leu253 eingeht. PDB-Code 1H28.
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1.3  Modifikation von Protein-Protein-Wechselwirkungen

Protein-Protein-Wechselwirkungen bergen ein grosses Potential zur Entwicklung

neuer therapeutischer Wirkstoffe. Wéhrend das Design von Verbindungen, welche

die aktive Tasche eines Proteins erkennen, Routine geworden ist, stellt die

Entwicklung kleiner, wirkstoffdhnlicher Verbindungen zur spezifischen Inhibition

von Protein-Protein-Wechselwirkungen eine grossere Herausforderung dar.

Die Ursache dafiir ist in den folgenden Eigenschaften von Protein-Protein-

Wechselwirkungen zu finden [48]:

(1) Klar definierte Kavititen, vergleichbar mit dem vom Ldsungsmittel
abgeschirmten Hohlraum einer aktiven Tasche, sind an den Kontaktflichen
von Protein-Untereinheiten nur selten zu finden.

(i)  Die Kontaktflachen in Protein-Komplexen sind oft gross, wodurch der Effekt
eines niedermolekularen Liganden stark kompensiert wird.

(iii)  Die Topografie der Kontaktflichen zwischen Protein-Untereinheiten ist oft
sehr flach, wodurch das Design spezifischer Liganden erschwert wird.

(iv)  Die Konformation der freien Protein-Untereinheiten kann sehr stark von der
Konformation im Protein-Komplex abweichen. Detaillierte Struktur-
informationen, welche die konformationelle Plastizitét betreffen, sind oft nicht
verfiigbar.

(v) Der experimentelle Nachweis der Inhibition einer Protein-Protein-
Wechselwirkung ist oft nicht direkt durch die Messung der Enzymaktivitét
moglich. Géngige Methoden dafiir sind: Oberflichenplasmonresonanz [49],
15N,1H-HSQC-NMR-Spektroskopie mit markierten Proteinen [50] oder
analytische Ultrazentrifugation (AUC) [51].

1.3.1 Bindungsepitope (Hot Spots)

Lange war nicht klar, ob es iiberhaupt mdoglich sein wiirde, eine Protein-Protein-
Wechselwirkung mit kleinen wirkstoffahnlichen Liganden zu inhibieren. Man ging
davon aus, dass die Stabilitit von Protein-Komplexen allein von der Grdsse der
hydrophoben Kontaktfliche abhdngt und vernachldssigte dabei einzelne

Aminosaurereste, denen man bloss einen Einfluss auf die Selektivitit, nicht aber auf
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die Affinitdt zuschrieb [52]. Erst 1993 ist im Rahmen von Mutationsstudien am
Komplex des menschlichen Wachstumshormons hGH mit dem human Growth
Hormone binding protein (hGHbp) aufgefallen, dass zwei raumlich nahe beieinander
liegende Tryptophan-Reste fiir die Stabilitét dieses Protein-Komplexes essentiell sind
(Abb. 1.13) [53]. Genauere Untersuchungen zeigten, dass dieses funktionelle Epitop

fiir mehr als 75% der freien Bindungsenthalpie bei der Komplexierung verantwortlich

ist [54].

Abb. 1.13 Hot Spot im hGH/hGHbp-Komplex. PDB-Code 3HHR.

In der Folge wurden dutzende weitere Protein-Komplexe mittels Alanin-Scanning
(systematische Mutation von Aminosduren an der Kontaktfliche zu Alanin)
untersucht [55]. Dabei wurde ersichtlich, dass derartige Bindungsepitope (Hot Spots)
bestehend aus wenigen rdumlich nahe beieinander liegenden Aminosduren in Protein-
Komplexen héufig sind [56]. Aminosdurereste in Hot Spots leisten einen Beitrag von
mindestens 2 kcal/mol zur freien Bindungsenthalpie. Besonders stark exponierte
Seitenketten, welche mit einer sterisch und elektrostatisch komplementdren und vom
Losungmittel ausgeschlossenen Tasche wechselwirken, konnen aber auch mehr als
4.5 kcal/mol zur freien Bindungsenthalpie beitragen [48].

Statistische Analysen zeigen eine Haufung der Aminosduren Trp, Tyr und Arg an den
Kontaktflichen in Protein-Komplexen und eine zusitzliche Anreicherung in Hot Spot-

Epitopen (Abb. 1.14) [57].
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Abb. 1.14 Statistische Analyse der Verteilung der Aminosduren an der Oberfldche von Protein-

Untereinheiten in Protein-Komplexen. Entnommen aus [57].

Aminosduren wie Val, Leu, Met, Ser oder Thr sind in Hot Spots weniger stark

vertreten. Der

Entropieverlust bei der Wechselwirkung mit aromatischen

Aminosdureresten (Trp, Tyr, Phe) ist geringer, da diese weniger frei drehbare

Bindungen aufweisen [58].

1

3.2 Bevorzugte Position von Hot Spots in Sekundéarstrukturelementen

Die an einer Protein-Protein-Wechselwirkung beteiligten Sekundérstrukturelemente

haben einen entscheidenden Einfluss auf die Topografie der Kontaktfliche. Protein-

Kontaktflichen mit a-helicalem Charakter oder einer Mischung aus a-Helices und

B-Faltblatt-Strukturen oder -Schleifen haben eine stérker profilierte Oberflache als die

planaren Kontaktflichen mit reinem -Faltblatt-Charakter.

Da Proteine oft eine kompakt gefaltete knduelartige Tertidrstruktur haben, bei der ein

grosser Teil der Sekundirstrukturelemente im Inneren vergraben liegt, treten Hot

Spots bevorzugt an Positionen in Sekundédrstrukturelementen auf, welche tendenziell

stirker exponiert sind. Dies sind vor allem Aminoséureseitenketten in Schleifen

(Abb. 1.15) oder an der Seite bzw. am Endpunkt von o-Helices (Abb. 1.16).

B-Faltblattstrukturen sind kaum in der Lage, Seitenketten zu exponieren und

interagieren iiber sehr flache Kontaktflaichen (Abb. 1.17).

1
25
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Abb. 1.15 Stark  vergrabene Tyr-Seitenketten in der Wechselwirkung der
N-terminalen Schleife (braun) von TPX2 mit Aurora A (blau) [59]. PDB-Code 10I5.

Abb. 1.16 Beispiele von Aminosdureresten in a-helicalen Hot Spot-Epitopen.
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Abb. 1.17 Die Oberfliche von [-Faltblatt-Strukturen ist iiblicherweise sehr flach und deshalb

kaum geeignet fiir spezifische Interaktionen mit niedermolekularen Liganden.

1.3.3 Bekannte Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die Entwicklung neuartiger therapeutischer Wirkstoffe basierend auf der Inhibition
von Protein-Protein-Wechselwirkungen birgt grosses Potential. In den letzten Jahren
wurden auf diesem Gebiet einige Erfolge verzeichnet, iiber die in Ubersichtsartikeln
berichtet wurde [48, 60, 61].

Die meisten wirkstoffihnlichen Verbindungen, die als selektive und potente
Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen gelten, wurden durch Screening
entdeckt. Protein-Protein-Wechselwirkungen gelten nach wie vor als schwierige
Targets, und nur in wenigen Féllen wurden wirklich potente Inhibitoren mit optimalen
pharmakokinetischen Eigenschaften gefunden.

In einer richtungsweisenden Arbeit [62, 63] haben Hamilton und Mitarbeiter in einem
rationalen strukturbasierten Ansatz Terphenyl- und Terpyridylderivate als a-Helix-
Mimetika zur Inhibition der Wechselwirkung der BH3-Domine des bei der
Tumorbildung involvierten Proteins Bcl-x; mit dem Bak-Peptid synthetisiert. Die
Terphenyl- und Terpyridylderivate imitieren eine i, i+3, i+7 bzw. eine i, i+4, i+7
Abfolge der Aminosduren einer a-Helix, welche an eine hydrophobe Rinne an der
Oberflache von Bcl-xp bindet (Abb. 1.18). Die Terphenyl- und Terpyridylgeriiste
sind zwar in vitro potente Inhibitoren dieser Protein-Protein-Wechselwirkung, haben

aber den Nachteil einer geringen Bioverfiigbarkeit.
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Abb. 1.18 Neueste, mittels strukturbasiertem Design entwickelte Inhibitoren der Bak/Bcl-x

Wechselwirkung. Entnommen aus [64].

Eine weitere Pionierleistung war die Entwicklung von in vivo aktiven Verbindungen
zur Inhibition der pS3/MDM2-Wechselwirkung [61, 65]. Das antiapoptotische und in
Krebszellen iiberexprimierte Protein MDM2 besitzt eine Bindungsstelle dhnlich wie
Bcl-x;, welche eine Wechselwirkung mit dem o-helicalen Hot Spot der
Transaktivierungsdoméne des Tumorsuppressorproteins p53 eingeht. Bei Roche in
Nutley wurden niedermolekulare Inhibitoren der p53/MDM2-Wechselwirkung
entwickelt, welche optimale pharmakokinetische Eigenschaften [66, 67] besitzen und

in vivo im nanomolaren Bereich aktiv sind (Abb. 1.19).

Nutlin-2

Abb. 1.19 Die p53/MDM?2-Wechselwirkung (links) wird durch Imidazoline wie Nutlin-2 im
nanomolaren Bereich inhibiert. PDB-Code IRV1.
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Die Nutlin-Geriiste unterscheiden sich stark von Hamiltons Terphenyl- oder
Terpyridylverbindungen. Eine Superposition der Struktur des p53-Peptidfragments
mit Nutlin-2 zeigt aber, dass es sich dabei ebenfalls um o-Helix-Mimetika handelt

(Abb. 1.20).

Abb. 1.20 Uberlagerung von Nutlin-2 mit der a-Helix aus dem Hot Spot von p53. PDB-Codes
IRV und 1T4F.

Inzwischen wurden weitere Gerliste entdeckt, die ein derartiges Bindungsepitop
nachahmen und als Inhibitoren der p53/MDM2-Wechselwirkung fungieren. Dies sind
einerseits entsprechend substituierte Benzodiazepine [68], und andererseits
synthetische Peptide, welche ein B-Hairpin-Motiv imitieren [69]. Das Konzept der
o-Helix-Mimetika ist von grossem Interesse, da dhnliche Hot Spots haufig auftreten.
Ein weiteres, kiirzlich beschriebenes Beispiel stammt aus dem Komplex der Protein-

kinase A mit dem A-Kinase Anchoring Protein (AKAP) [70] (Abb. 1.21).

Abb. 1.21 PKA/AKAP-Wechselwirkung.  Eine a-Helix von AKAP (braun) bindet an die
RII D/D-Domdine von PKA. PDB-Code 21ZX.
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Prinzipiell ist es moglich, mit kleinen Liganden auch an sehr flache Regionen einer
Proteinoberfliche zu binden, wie das folgende Beispiel zeigt: In einem
fragmentbasierten Ansatz [71] wurden wirkstoffahnliche Liganden identifiziert,
welche die Wechselwirkung von Interleukin-2 (IL-2) mit dem Interleukin-2 Rezeptor
(IL2-Ra) inhibieren (Abb. 1.22) [50, 72, 73]. Fiir eine Uberraschung sorgte dabei die
Flexibilitit der Aminosdurereste an der Proteinoberfliche.  Geplant war die
Erkennung einer Oberfldchenregion auf IL2-Ra durch die Liganden, welche den Hot
Spot von IL-2 imitieren sollten. Man fand aber eine Konformationséinderung von
IL-2, und der Dimerisierungsinhibitor RO26-4550 band an IL-2 statt an IL-2Ra (ICsg

= 3-6 uM). Entscheidend dabei ist die Erkenntnis, dass selbst ohne eine ausgeprigte

Bindungstasche bemerkenswerte Affinitdten erreicht werden konnen.

R0O26-4550

Abb. 1.22 Links: Interaktion des Dimerisierungsinhibitors RO26-4550 am Hot Spot von IL-2.
Markant ist die Konformationsédnderung von Phe42 verglichen mit dem freien IL-2
(oben). Dunkelblau dargestellt sind Reste, welche gemdss Alanin-Scanning essentiell
sind fiir die IL-2/IL-2R a-Wechselwirkung. Entnommen aus [60]. Rechts: Hot Spot
in der Kristallstruktur des IL-2/IL-2R o-Komplexes [74]. PDB-Code 1792.

Eher zufillig wurden Substanzen entdeckt, die in der Lage sind, die Konformation

einer Protein-Untereinheit zu verdndern, wodurch eine Protein-Protein-
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Wechselwirkung auf nicht kompetitive Weise gehemmt wird. Beispiele von Protein-
Protein-Wechselwirkungen, welche durch allosterische Effekte inhibiert werden, sind
die in die Immunantwort bei Entziindungsreaktionen involvierte ICAM/LFAI1-
Wechselwirkung [75-79] oder die Interaktion zwischen dem Nerve-Growth-Factor
(NGF) und dem wachstumshemmenden Rezeptor p75™ "~ [80].

Die Dimerisierung der fiir die Gewebeschddigung bei Entziindungen verantwortlichen
homodimeren Stickstoffmonoxid Synthase iNOS wird auf besondere Weise inhibiert.
Wihrend der Proteinsynthese binden Inhibitoren wie BBS-2 (Abb. 1.23) mit ihrem
Imidazolsubstitutenten an das im Hidm komplexierte Eisen. Dies fiihrt zu einer
veranderten Tertidrstruktur der Protein-Untereinheiten, und die Dimerisierung wird

gehemmt [81]. Auf intakte Dimere hat BBS-2 keinen Einfluss.

BBS-2
|C50 =0.6 nM

Abb. 1.23 BBS-2 (griin) hemmt die Dimerisierung von iNOS durch Wechselwirkung mit dem
Hdim (braun) in der aktiven Tasche wdhrend der Proteinsynthese. PDB-Code 1DD7.

1.34 Kriterien zur Auswahl von Protein-Protein-Wechselwirkungen als

Target

Die bisherigen Erfolge (und Misserfolge) bei der Inhibition von Protein-Protein-

Wechselwirkungen fiihrten zur Formulierung folgender Kriterien, welche bei der
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Auswahl einer Protein-Protein-Wechselwirkung fiir das strukturbasierte Design

wirkstoffahnlicher Inhibitoren niitzlich sein konnen [61]:

(1)

(if)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

Es muss experimentell belegt sein, dass die Protein-Protein-Wechselwirkung
unter physiologischen Bedingungen in Lésung existiert. Das Vorliegen einer
Kristallstruktur allein reicht nicht aus [82].

Die konformationelle Stabilitdt der Protein-Untereinheiten in Losung sollte
durch experimentelle Daten belegt sein. Falls bekannt ist, dass bei der
Dissoziation des Protein-Komplexes grossere Konformationsdnderungen
stattfinden, sollte eine Struktur der freien Untereinheiten verfiigbar sein, um
abschitzen zu konnen, wie sich dabei Bindungstaschen an der Kontaktflache
verhalten.

Der Protein-Komplex sollte hochstens einen Hot Spot und mindestens eine
ausgeprigte Bindungstasche an der Kontakfldche besitzen, welche die Bildung
eines stabilen Protein-Inhibitor-Komplexes erlaubt [83].

Die Polaritit der Kontaktfliche sollte nicht zu hoch sein, und die
Bindungstasche sollte einen moglichst hydrophoben Charakter aufweisen.

Die Kontaktfliche sollte nebst dem Hot Spot keine grosseren hydrophoben
Regionen aufweisen, da mit zunehmender Grosse eines Liganden die
Bioverfiigbarkeit abnimmt [66]. Hydrophobe Kontakte abseits vom Hot Spot
konnten die Wirkung von niedermolekularen Liganden kompensieren.
Hohlrdume an der Kontaktfliche, welche wegen unvollstindiger
Komplementaritidt der Protein-Untereinheiten Wasser enthalten, konnen als
Bindungsstelle fiir Liganden dienen, wobei ein Entropiegewinn durch die bei
der Bindung freigesetzten Wassermolekiile resultiert (Abb. 1.24). Solche
Bindungstaschen konnen im Rahmen eines Alanin-Scannings leicht libersehen
werden, da ausschliesslich die Mutation von Seitenketten mit hoher sterischer
und elektrostatischer Komplementaritit einen signifikanten Einfluss auf die

freie Bindungsenthalpie hat.

Anhand dieser Auswahlkriterien wurde die Varicella Zoster Virus Thymidin Kinase

(VZV TK) fir das strukturbasierte de novo Design von wirkstoffahnlichen

Dimerisierungsinhibitoren fiir diese Arbeit ausgewéhlt.
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Abb. 1.24 Regionen an der Kontaktfliche, zu denen das Protein keinen Zugang hat, konnen als

Bindungstasche fiir Seitenketten von Liganden genutzt werden.

1.4  Die Varicella Zoster Virus Thymidin Kinase (VZV TK)

1.4.1 Das Varicella Zoster Virus

Das Varicella Zoster Virus (VZV) gehort zur Familie der a-Herpesviren (Abb. 1.25).
Von den ungefihr einhundert Vertretern der Herpesviridae sind acht weit verbreitet in
der menschlichen Population [84]. VZV ist das kleinste menschliche Herpesvirus und
eine Ansteckung ist im Gegensatz zu anderen Herpesviren auch iiber die Atemwege
moglich. VZV gilt als genetisch stabil [85]. Das Virus ist weltweit verbreitet, vor
allem in den gemissigten Klimazonen, seltener in den Tropen. Ansteckungen sind im
Friihling am héufigsten und betreffen praktisch die gesamte menschliche Population
im Alter zwischen 5 und 10 Jahren [86]. Impfstoffe gegen die Primédrinfektion sind

verfligbar.

Abb. 1.25 Aufnahme des Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSVI) mittels Cryo-

Elektronentomographie. Entnommen aus [87].
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Die primére Infektion mit dem Varicella Zoster Virus verursacht die Windpocken
(Varicella) und in vielen Féllen tritt nach jahrzehntelanger Latenz die Giirtelrose
(Herpes Zoster) auf.

Die Windpocken sind begleitet von Hautausschligen und hohem Fieber und
verschwinden im Normalfall nach Tagen.

Herpes Zoster tritt nur bei Personen auf, welche eine Primérinfektion hatten, wird
durch Faktoren wie Stress oder ein geschwichtes Immunsystem begiinstigt und ist
begleitet von oft lang andauernden, schmerzhaften Symptomen. Bei rund 20% der
Betroffenen klingen die Schmerzen erst mehr als ein Jahr nach dem Verschwinden der
Hautausschldge ab. In schwerwiegenden Fillen ist die Schidigung des zentralen
Nervensystems oder Erblindung die Folge.

Eine wichtige Rolle bei der Reaktivierung des VZV in Nervenzellen spielt die
Varicella Zoster Virus Thymidin Kinase (VZV TK) (EC 2.7.1.21). Rekombinante
VZV TK ist in grossen Mengen und in hochreiner Form durch Expression in
Escherichia coli und anschliessende Reinigung zugénglich [88].

Die Funktion der VZV TK besteht in der Phosphorylierung des 5’-Sauerstoffes von
2’-Deoxythymidin ~ (dT) in Gegenwart von ATP und Mg*, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Aktivierung des Nucleosids (Schema

1.1). 2’-Deoxythymidintriphosphat (dTTP) dient als Baustein bei der DNA-Synthese.

O (0]

:/ NH :/ NH
HO‘\@N_Q ATP ADP ATP ADP ATP ADP PPPO 0 N_<
o}

O > F » gtvp —~— » gpp —~—F »

R VZV TK Thymidylat- Thymidindiphophat- 3

HO kinase kinase HO
dT dTTP

Schema 1.1 Aktivierung von 2’-Deoxythymidin (dT). VZV TK ist nur an der Umsetzung zu
2’-Deoxythymidinmonophosphat (dTMP) beteiligt. Fiir die weitere Umsetzung zum
Triphosphat sind Thymidylatkinasen zustdndig.

Herpes Virus Thymidin Kinasen sind relativ unspezifisch und akzeptieren im
Gegensatz zur menschlichen zelluldren TK eine breite Palette von Substraten [89-91].
Dies hat zur Entwicklung des Wirkstoffes Acyclovir und weiterer Analoga gefiihrt
(Abb. 1.26) [92-95], welche in infizierten Zellen phosphoryliert und als Triphosphat

bei der DNA-Synthese umgesetzt werden. Der Einbau des Acyclovirbausteins in die
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DNA bewirkt den DNA-Kettenabbruch und den Tod der infizierten Zelle, wihrend

gesunde Zellen, welche nur die humane TK enthalten, intakt bleiben.

O O
N N
HN HN
ﬁi ) ):i %
H,N~ °N N\\ H,NT N N\\
O\\\ (0]
OH 8\\OH
OH
Acyclovir Gancyclovir
Abb. 1.26 Acyclovir und Gancyclovir werden zur Behandlung von Herpes Virus Infektionen
eingesetzt.

Die meisten Wirkstoffe, die zur Zeit zur Behandlung von VZV-Infektionen eingesetzt

werden, haben diesen Wirkmechanismus [96].

14.2 Struktur der Varicella Zoster Virus Thymidin Kinase (VZV TK)

Die VZV TK ist ein C;-symmetrisches Homodimer mit einem Molekulargewicht von
80.7 kDa [88]. In der Kristallstruktur (PDB-Code 10SN) [97] sind die
Cy-symmetrischen Homodimere iiber zwei Disulfidbriicken zu einem Tetramer
verkniipft — ein durch die Kristallisationsbedingungen hervorgerufenes Artefakt. Die
Quartdrstrukturanalyse in Losung hat gezeigt, dass die VZV TK als Homodimer
katalytisch aktiv ist [88].

Die Monomere der VZV TK besitzen die typischen Strukturmerkmale der Nucleosid
Monophosphat-Kinasen (NMP-Kinasen). Die Beweglichkeit der einzelnen Doménen
(Abb. 1.27) der NMP-Kinasen ist gut untersucht [98]. Der Kern (CORE) besteht aus
einem flinfstrdngigen parallelen B-Faltblatt, umgeben von zwolf a-Helices. Bei der
Bindung von Substrat (dT) und Kofaktoren (ATP und Mg*"-Ionen) an die aktive
Tasche des Enzyms éndert sich vor allem die Konformation der durch eine flexible
Schleife gebildeten LID-Doméne. Die Konformation der aus drei a-Helices
bestehenden NMPy,;,g-Doméne dndert sich nur geringfiigig, und die Konformation der

CORE-Domaine bleibt unverandert [98, 99].



27 Einleitung

Abb. 1.27 Struktur des VZV TK-Homodimers mit gebundenem ADP und dem Inhibitor (E)-5-(2-
Bromovinyl)-2"-deoxyuridin-5'-monophosphat  (Brivudin [95]), welcher die dT-
Bindungsstelle besetzt. Die CORE-Domdne ist blau und die zum Teil bewegliche
NMPping—Domdne rot gefirbt. Die Lage der sehr flexiblen, in der Kristallstruktur

nicht vollstindig aufgeldsten LID-Domdne, ist durch den Pfeil angedeutet. Braun

dargestellt ist die zweite Protein-Untereinheit.

Fiir das strukturbasierte Design von Inhibitoren der Dimerisierung der VZV TK ist die
konformationelle Stabilitdit der Kontaktfliche bei der Dissoziation des Protein-
Komplexes in Losung von grundlegender Bedeutung.

Deutliche Hinweise dafiir, dass die freien Untereinheiten der VZV TK in Losung eine
dhnliche Tertidrstruktur aufweisen konnten wie im Homodimer liefert der Vergleich
mit der homologen, in Losung als Monomer vorliegenden Herpes Simplex Virus
Typ 1 Thymidin Kinase (HSV1 TK) [82]. Die Tertidrstruktur des Monomers der
VZV TK liasst sich sehr gut mit derjenigen der HSV1 TK (PDB-Code 1E2K)
tiberlagern [97]. Die mittlere Abweichung der Atome im Peptid-Riickgrat betrigt
dabei nur 1.3 A (Abb. 1.28), obwohl die Aminoséiuresequenz der beiden Proteine nur
zu 30% tibereinstimmt (Abb. 1.29). Molecular Dynamics-Berechnungen zeigen, dass

auch die konformationelle Dynamik des Monomers der VZV TK mit derjenigen der
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HSV1 TK vergleichbar ist [100]. Der Vergleich der beiden Strukturen spricht also
nicht gegen die konformationelle Stabilitit der Monomere der VZV TK in Losung.

Abb. 1.28 Uberlagerung der Tertidirstrukturen des Monomers der VZV TK (blau) und der
HSVI TK (braun).
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vzv | R e i e G e e e
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HSVZ 61 Qeugs
VIV PENGET TEENAR Y HHF_ITP H
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VIV 144 ¢

HSV1 237
HsV2 238
VIV 204
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HSV1 294
HSV2 295
VZV 263

HSV1 354
HSVZ2 355
VIV 323

Abb. 1.29 Vergleich der Aminosduresequenz zwischen der VZV TK, der HSVI TK und der
HSV2 TK.  Schwarz: identische Aminosduren, grau: dhnliche Aminosduren.

Entnommen aus [97].



29 Einleitung

1.4.3 Der Hot Spot der VZV TK
Die Hot Spots im VZV TK-Homodimer stechen bei Betrachtung der Kontaktfliche

sofort ins Auge. Wihrend der zentrale Bereich zwischen den Protein-Untereinheiten
eine relativ polare flir das Losungsmittel zugidngliche Region bildet, befinden sich die
wichtigsten hydrophoben Kontakte am Rand der Kontaktflache.

Die VZV TK hat einen klassischen Hot Spot bestehend aus den drei Aminosduren
Leu276, Trp277 und Trp279, welche das Ende einer o-Helix bilden, deren Achse
abgewinkelt zur Ebene der Kontaktflache orientiert ist. Die Region auf der anderen
Protein-Untereinheit, mit der die drei Aminosdurereste mit der relativen Position
i, i+1, i+3 wechselwirken, dient als Bindungsstelle fiir die Inhibitoren der

Dimerisierung (Abb. 1.30).

Abb. 1.30 Die drei Aminosduren Leu276, Trp277 und Trp279 (griin) der VZV TK bilden den
Hot Spot an der Kontaktfliche des VZV TK-Homodimers.

Im Zusammenhang mit dieser Arbeit wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof.
L. Scapozza an der Universitdt Genf Aminosduren in der Umgebung des Hot Spots der
VZV TK zu Alanin mutiert. Die Mutation der drei Aminosduren Leu276, Trp277 und
Trp279 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitit des Proteins. Die

Grossenbestimmung  mittels  Gelfiltrations-Chromatographie ~ zeigte,  dass
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hauptsdchlich Dimer vorlag, und die katalytische Aktivitit war kaum beeintréchtigt.
Ein fiinffach-Mutant, bei dem nebst Leu276, Trp277 und Trp279 auch Tyr52 und
Glu59 durch Alanin ersetzt wurden (Abb. 1.31), ist hingegen katalytisch inaktiv. Die
Molekulargewichtsbestimmung mittels Gelfiltrations-Chromatographie ergab einen
dem Monomer entsprechenden Wert von 41 kDa. Dass es sich bei der inaktiven
Spezies um den flinffach-Mutanten handelt, wurde durch MS-Sequenzierung und

einen Western-Blot bestitigt.

Abb. 1.31 Mutation der Aminosduren Tyr52, Glu59, Leu276, Trp277 und Trp279 fiihrt zu einem

katalytisch inaktiven Monomer.

Diese Untersuchungen zeigen, dass Aminosdurereste an der Kontaktfliche der zwei
Proteinuntereinheiten fiir die Funktion der VZV TK essentiell sind, was zur
Vermutung fiihrte, dass eine Inhibition der Dimerisierung der VZV TK zu einem

Funktionsverlust des Enzyms fiihren sollte.

1.4.4 Kompetitive Inhibition der VZV TK-Dimerisierung
Die beziiglich der Protein-Untereinheiten kompetitive Inhibition der Dimerisierung
der VZV TK setzt die Dissoziation in einem Dimer-Monomer Gleichgewicht voraus.

Aufgrund der vorhandenen Daten kann man davon ausgehen, dass die VZV TK-
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Untereinheiten in Gegenwart von Substrat (dT) und Kofaktoren (ATP und Mg2+-
Ionen) in Losung konformationell stabil sind. Die Bindungstasche am Hot Spot ist
durch o-Helices der relativ starren CORE- und NMPy;,g-Domédnen umgeben und
bietet Raum fiir einen wirkstoffahnlichen Liganden. Dies sollte die Bildung stabiler
Monomer-Ligand Komplexe ermodglichen und damit die Inhibition der Protein-
Protein-Wechselwirkung nach dem in Abb. 1.32 vorgeschlagenen kompetitiven

Mechanismus erlauben.

Abb. 1.32 Schematische Darstellung des Mechanismus der kompetitiven Inhibition der
Dimerisierung der VZV TK. Der Inhibitor (griin) bindet an die Bindungstaschen an
der Konaktfliche der dissoziierten Untereinheiten und hemmt so deren Assoziation

zum Dimer.
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1.5 Ziele

Trotz der zahlreichen potentiellen Targets sind wirkstoffahnliche und potente
Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen selten — insbesondere solche, die
durch einen strukturbasierten Ansatz entwickelt wurden. Dieses Projekt sollte zeigen,
dass das struktubasierte Design bei sorgfaltiger Auswahl eines Targets genauso Erfolg
haben kann wie bei der Entwicklung klassischer Enzyminhibitoren, welche an die

aktive Tasche eines Proteins binden.

1.5.1 Kriterien fiir die Auswahl der VZV TK

Da bekannt war, dass die Entwicklung von Inhibitioren einer Protein-Protein-
Wechselwirkung mittels strukturbasiertem Design eine riskante Angelegenheit
darstellen wiirde, und es sich bei dieser Arbeit um ein vollig neues Projekt handelte,
war die biologische Funktion bei der Auswahl des Targets von sekundirer Bedeutung.
Es wurde nach einem Protein-Komplex mit einem ausgeprigten Hot Spot und einer
geeigneten Bindungstasche fiir einen niedermolekularen Liganden an der
Kontaktfliche gesucht. Zudem sollte das Protein in grossen Mengen und in reiner
Form isolierbar sein, um umfangreiche Untersuchungen einschliesslich der
Entwicklung neuer Assays zu ermdglichen. Die VZV TK erfiillte diese Kriterien.
Das Projekt wurde in zwei Aufgabenbereiche aufgeteilt: (i) das strukturbasierte
Design und die Synthese der potentiellen Dimerisierungsinhibitoren und (ii) die
Messung der biologischen Aktivitdt der Verbindungen im Rahmen einer Kooperation.
Wihrend das strukturbasierte Design und die Synthese Aufgabe des Autors dieser
Arbeit waren, lag die Verantwortung fiir die Messungen der in vitro Daten bei der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. L. Scapozza an der Universitidt Genf. Eine Kooperation
zur Messung der biologischen Aktivitdt der Verbindungen war eine entscheidende
Voraussetzung und demzufolge ein wichtiges Kriterium bei der Auswahl der VZV TK

als Target.

1.5.2 Vorgehen

Im Gegensatz zu Hamiltons Ansatz bestand nicht die Absicht, neue a-Helix-Mimetika

zu entwerfen. Die ab initio zu entwerfenden wirkstoffahnlichen Liganden sollten eine
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optimale sterische und elektronische Komplementaritit zur vorliegenden
Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK aufweisen und strukturell einfach
aufgebaut sein. Es sollte analog vorgegangen werden wie beim Entwurf von
klassischen Enzyminhibitoren.

Da davon ausgegangen wurde, dass die Inhibition der Dimerisierung der VZV TK zu
einem Funktionsverlust des Enzyms fiihren wiirde, wurden fiir die in vitro Evaluation
primir die bereits in der Literatur [88] beschriebenen, zum Teil aktivitdtsbasierten
Methoden in Betracht gezogen: Ein schneller Uberblick iiber den Einfluss der
potentiellen Dimerisierungsinhibitoren auf die katalytische Aktivitit der VZV TK
sollte anhand des in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen HPLC-Assays erhalten werden.
Ein auf der Umsetzung von *H-markiertem Thymidin beruhender Radioassay [88]
sollte zur Messung kinetischer Parameter (K, kca, Ki) dienen, wihrend mittels
Ferguson  Plot-Analysen oder mittels Gelfiltrations-Chromatographie  das
Molekulargewicht der VZV TK in Gegenwart der Dimerisierungsinhibitoren
bestimmt werden und damit die Inhibition der Dimerisierung nachgewiesen werden
sollte.

Das Ziel der Arbeit bestand darin, anhand von Struktur-Aktivitits-Beziehungen eine
Hypothese iiber den Bindungsmodus der potentiellen Dimerisierungsinhibitoren zu
formulieren, welche im Anschluss an diese Arbeit durch aufwendigere Methoden

bewiesen werden sollte.
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2.  Strukturbasiertes Design und Synthese

2.1  Problemstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten durch strukturbasiertes Design und Synthese
wirkstoffahnliche Inhibitoren der Dimerisierung der homodimeren Varicella Zoster
Virus Thymidin Kinase (VZV TK) entwickelt werden, wobei die Inhibitoren ein
optimales pharmakokinetisches Profil aufweisen sollten.

Das primidre Ziel war die Synthese einer Auswahl an potentiellen
Dimerisierungsinhibitoren, welche anhand von Struktur-Aktivititsbeziehungen
Hinweise iiber die Wechselwirkung mit der Bindungstasche an der Kontaktflache des
VZV TK-Monomers liefern sollten. Durch aufwendigere in vitro Untersuchungen
sollte anschliessend gezeigt werden, dass die Dimerisierung der VZV TK durch die
wirkstoffahnlichen Liganden inhibiert wird. Die biologischen Resultate werden in

Kapitel 3 beschrieben und ausfiihrlich diskutiert.

2.2 Analyse der Bindungstasche und Entwurf des Grundgeriists

Als Grundlage fiir das strukturbasierte Design der Dimerisierungsinhibitoren diente
die Kiristallstruktur der VZV TK mit gebundenem (£)-5-(2-Bromovinyl)-2'-
deoxyuridin-5'-monophosphat (Brivudin) und ADP (PDB-Code 10SN) [97]. Die
Analyse der Bindungsstelle und das Design der Inhibitoren geschah mit Hilfe der
Software MOLOC [101].

Die Bindungsstelle am Hot Spot der VZV TK lésst sich in drei Taschen (A, B, C)
unterteilen (Abb. 2.1). Von besonderem Interesse fiir den Entwurf eines Liganden ist
einerseits die hydrophobe A-Tasche, welche durch Met100 Lys103, Leul07, Leu329,
Leu332 und Val333 begrenzt wird, und andererseits die B-Tasche zwischen Met100
und Pro49, welche einen H-Briicken-Akzeptor in Form der C=O-Gruppe von Gly 47
enthdlt. Die relativ flache und 16sungsmittelexponierte hydrophobe C-Tasche im
Bereich von Pro96 ist umgeben von Tyr52, Leu56, Ser95 und I1e99, welche

zusdtzliche hydrophobe Kontakte zu einem Liganden erlauben.
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Met100 Leu332
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I GIn337
Abb 2.1 Die Bindungsstelle am Hot Spot der VZV TK ldsst sich in drei Taschen (4, B, C)

unterteilen, welche willkiirlich benannt wurden. Die entworfenen Inhibitoren
besitzen drei Substituenten die von einer zentralen Plattform (Kern) ausgehend mit

den drei Bereichen der Bindungsstelle interagieren.

Das Grundgeriist der Inhibitoren sollte moglichst einfach aufgebaut sein. Aufgrund
ihrer achiralen Struktur, der geeigneten Grdsse und der passenden Ausrichtung der
Substituenten kamen trisubstituierte heteroaromatische Fiinfringe als zentrale
Plattform in Frage: Thiazole, 1,2,4-Triazole oder Imidazole (Abb 2.2).

Verglichen mit den Thiazolen sind 1,2,4-Triazole oder Imidazole synthetisch
einfacher zuginglich, weshalb die Thiazole in einer frithen Phase verworfen wurden.
Aufgrund des relativ kurzen Syntheseweges riickten vorerst die 1,2,4-Triazole ins
Zentrum des Interesses, welche schliesslich durch die Imidazole ersetzt wurden, die
im Modell verglichen mit den 1,2,4-Triazolen deutliche Vorteile aufweisen und in

vitro aktiv sind.



Strukturbasiertes Design und Synthese 36

Abb. 2.2

/

N%/ N7 /N/ Ni N
a a /
Mogliche zentrale Plattformen, welche beim Entwurf der Dimerisierungsinhibitoren

in Betracht gezogen wurden.

Das strukturbasierte Design fiithrte zu einer Reihe trisubstituierter 1,2,4-Triazole und

Imidazole, welche als potentielle Dimerisierungsinhibitoren in Frage kamen (Abb.

23).
N
Rz
N
Rz
Abb. 2.3

R, A \
N\
N
H
S\\\W\ IIII!IIII \\S\W
R2 N

N |

X
R3 X=CF3,Br,Cl,F
I N

Eine Auswahl aus dieser Serie potentieller Inhibitoren der VZV TK-Dimerisierung

wurde im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert.

Beim Entwurf der Liganden wurden die frei drehbaren Aminoséurereste, welche in

direktem Kontakt zum Inhibitor standen flexibel gewihlt, wéihrend die iibrigen

Atomkoordinaten des Proteins fixiert wurden.
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2.3 Potentielle Dimerisierungsinhibitoren mit 1,2,4-Triazol-Geriist

2.3.1 Strukturbasiertes Design

Die erste Klasse der entworfenen Verbindungen enthélt einen 1,2,4-Triazol-Kern mit
einem Aminopyridinsubstituenten in der B-Tasche und einem para-disubstitiuerten
Aromaten in der A-Tasche, welcher durch eine Doppelbindung mit der zentralen
Plattform verkniipft ist (Abb. 2.4).

In den Modellrechnungen erwies sich das zentrale Triazol mit dem
Aminopyridinsubstituenten in der B-Tasche als essentiell fiir die
Bindungseigenschaften der Liganden. Das Aminopyridin ist beziiglich der Ebene des
Triazols senkrecht orientiert, wobei die Aminogruppe eine H-Briicke zum
Sauerstoffatom vom Gly47 (3.0 A) bildet (Abb. 2.5).

In der A-Tasche ist geniigend Raum fiir einen aromatischen Ring vorhanden, dessen
n-System eine attraktive Wechselwirkung mit dem Schwefel von Met100 eingehen
kann. Ein para-Substituent am Aromaten findet Platz in einer hydrophoben Tasche,
welche durch Ile104, Leul07, Leu329 und Val333 gebildet wird.

Potentielle Dimerisierungsinhibitoren wie 1 besitzen sdmtliche fiir die Bindung
notwendigen Eigenschaften und wurden deshalb fiir die erste Synthese ausgewaihlt,
obwohl der Ethylsubstituent in der C-Tasche etwas klein und die Wechselwirkung
zwischen dem freien Elektronenpaar von N(2) am Triazol mit dem Aromaten von
Tyr52 ungiinstig schienen.

Entscheidend war in der Anfangsphase, moglichst schnell zu Zielverbindungen zu
gelangen, deren Eigenschaften in vitro untersucht werden sollten. Es war geplant,
durch Vergleich der in vitro Aktivititen von Verbindungen wie 1 mit Analoga ohne
Aminogruppe erste Hinweise fiir eine mogliche Interaktion des Aminopyridins mit

der B-Tasche der VZV TK zu gewinnen.
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Abb. 2.4 Wechselwirkung des potentiellen Dimerisierungsinhibitors 1 mit der Bindungstelle
an der Kontaktfliche der VZV TK.

Abb. 2.5 Interaktionen des 4-Chlorarylrestes von 1 in der A-Tasche der Bindungsstelle der
VZV TK. Der Aminopyridinsubstituent liegt in der B-Tasche zwischen Metl100 und
Pro49 und bildet eine H-Briicke zu Gly47.
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2.3.2 Synthese der 1,2,4-Triazole

3,5-Disubstituierte 1,2,4-Triazole sollten, ausgehend von einem Nitril und einem
Saurehydrazid, zuginglich sein [102]. Der dritte Substituent an N(1) oder N(2) sollte
anschliessend durch nucleophile Substitution eingefiihrt werden, wobei zwei

regioisomere Produkte entstehen (Schema 2.1).

0]
R3
NHNH,
R3 Rs3 R4
NH
N N\

+ D — N \( N D — N \( N

i HN - HCl Re Re
———
R, Ry~ “OEt
Schema 2.1 Strategie zur Synthese 1,3,5-trisubtituierter 1,2,4-Triazole.

Die Siurehydrazide 2-6 (Schema 2.3) wurden ausgehend von den entsprechenden
Aldehyden synthetisiert, welche mit dem Ylid 7 in einer Wittig-Olefinierung zu den
entsprechenden (E)-Zimtsdureethylestern 8-11 umgesetzt wurden. Das Wittig-
Reagens 7 war ausgehend vom Phosphoniumbromid 12 in grossen Mengen
zuginglich (Schema 2.2) [103, 104]. Die Zimtsduren 13-15 entstanden durch
Hydrolyse der Ethylester in einem 1:1-Gemisch von konzentrierter wassriger

Salzsdure und Toluol (Schema 2.3).

o PPhs, Toluol, 0 2 M NaOH, 0
RT, 15 h 5© 0°C,2h
—_— _—
OEt ~ 99% OEt 80% [ OEt
L ® PPh, PPh,
12 7

Schema 2.2 Synthese des Ylids 7.
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O OEt O OH O NHNH,
o) H 1. Isobutylchloroformat,
N-Methylmorpholin,
7, THF, X 37% HCI, Dioxan, AN THF, RT, 15 min AN
80°C,1h 80°C,8h 2. HoNNHy, RT, 15 h
R
R R R
2:R=H; quant
8:R=H; 90% 3:R=Cl; 73%
9:R = CHj3; 98% 13: R = CH3;94% 4:R= CH3, quant.
10:R = CF3; 99% 14:R = CF3; 92% 5:R = CF3; 82%
11:R=Br; 95% 15:R =Br; quant. 6:R=Br; 71%
Schema 2.3 Synthese der Zimtsdurehydrazide ausgehend von den entsprechenden Aldehyden.

Zimtsdure und 4-Chlorzimtsdure sind kommerziell erhdltlich.

Die Synthese des Saurehydrazids 16 gelang in fiinf Stufen, ausgehend von

MnO,, KOH, | |
Et,O, RT, 2 h
—_—

75%

\ 1. n-BulLi, THF,

1-Iod-4-methylbenzol (Schema 2.4).

OH

[Pd(PPh3),Cly], Cul,
EtsN, THF, RT, 1 h

96%

-78 °C, 20 min
2. CICOOMe, RT,
10 min

94 %

N-Methylmorpholin,
THF, RT, 20 min

Il 2. H;NNH,, RT, 16 h e RT I

THF,RT,1h
-
77%

67%

17 18
O NHNH, 1. Isobutylchloroformat, O; ;OH O OMe

16 20 19
Schema 2.4 Synthese des Sdurehydrazids 16, ausgehend von 1-lod-4-methylbenzol.

Die Sonogashira-Kupplung zum Alkohol 17 verlief in sehr guter Ausbeute [105].
Das Acetylen 18 war durch in situ Oxidation zum Aldehyd und Decarbonylierung mit

pulverisiertem KOH zuginglich [105]. Deprotonierung mit n-Butyllithium und
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anschliessende Umsetzung mit Chlorameisenséduremethylester lieferte den Ester 19,
welcher verseift (20) und anschliessend zum Sadurehydrazid 16 umgesetzt wurde.

Der Versuch, das Acetylen 18 mittels einer Corey-Fuchs-Dibromolefinierung (21)
und anschliessender Eliminierung herzustellen, fithrte zu Gemischen. Die Umsetzung
von p-Tolualdehyd zum Acetylen 18 nach der Gilbert-Seyferth-Methode [106, 107]
gelang nur in schlechter Ausbeute (Schema 2.5). Das Gilbert-Seyferth-Reagens (22)
wurde ausgehend von Phosphonat 23 durch Deprotonierung und Umsetzung mit
Tosylhydrazid 24 erhalten. Verbindung 23 ist ausgehend von Trimethylphosphit in
einer Arbuzov-Reaktion zugéinglich [106].

Br
Oy 1.PPRy, CBr
. 3, 4y ]
CH,Cly, 0 °C, 10 min Z By n-BulLi, ||

2. RT, 30 min THF, -7//8 C.2h
72% U
21 18
N3
[}
0= S O NaNj,, Aceton, 0=8=0
_H0.0°C.2h
quant
24
Chloraceton, 1. g?glg, '2”?1': 0 C
OMe Kl, Aceton, CH3CN, (0] (”) 2,24, d . P\oMe
! RT, 15h )J\/P\ 10'min \
Meo™ oM — NOMe _ -~ — OMe
e e 64% OMe 55% @’ﬁ‘
@N
23 22
Gilbert-Seyferth-Reagens
O _H ||

22, CsCOs,

i-PrOH, RT, 11 h

_ >

23%

18

Schema 2.5 Versuche zur Synthese des Acetylens 18.
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Die nichste Stufe beim Aufbau der Triazole war die Addition der Séurehydrazide an
die entsprechenden Imidester 25 [108], 26 [109] oder 27 [110], welche ausgehend von

den entsprechenden Nitrilen in einer Pinner-Reaktion zugédnglich waren (Schema 2.6).

N NH » HCI
I HCI, EtOH, 4 °C
S OEt
R R
25: R = Me; 87%

26: R=CH,Ph:  95%
27: R = (CH,),Ph: 71%

Schema 2.6 Synthese der Imidester 25, 26 und 27 in einer Pinner-Reaktion.

Zuerst wurde Imidester 25 weiter umgesetzt. Anders als in [102] beschrieben,
reagierten die Zimtsdurehydrazide in Gegenwart von 25 nicht direkt zu den Triazolen,
sondern es wurde jeweils ein stabiles offenkettiges Hydrazonamid isoliert (Schema
2.7). Die Reaktion verlief nicht sehr sauber. Die Hydrazonamide 28-30 wurden
durch Ausfillen und anschliessende Umkristallisation in reiner Form erhalten,

wihrend 31-33 chromatographisch gereinigt werden mussten.

25, DMF, R NH
R \ 0 EtsN, 60 °C H 2
—_— = N\N/
NHNH, o
Z R 31:R=H; 42%
4 R=OF. 28: R=CHy; 47%
5 R=pBr- 32: R=CFy; 27%
BR= Cl’ 29: R=Br; 29%
R 30: R=Cl; 30%
HC
0 25, DMF, NH
NHNH, 30% N\
o}
16 33

Schema 2.7 Synthese der ethylsubstituierten Hydrazonamide durch Addition der Sdurehydrazide

an den Imidester 25.

Die Cyclisierung zu den 1,2,4-Triazolen erforderte wesentlich harschere Bedingungen
als in der Literatur [102] beschrieben. Hydrazonamid 31 war wéhrend 48 h unter

Riickfluss in einem Gemisch von i-PrOH und Triethylamin stabil (Schema 2.8). Dies



43 Strukturbasiertes Design und Synthese

mag daran liegen, dass die Loslichkeit der Hydrazonamide in gdngigen organischen
Losungsmitteln generell schlecht ist. Als auch die Zugabe von DMF nicht zum Erfolg
fiihrte, wurde das Losungsmittel durch Pyridin ersetzt, wobei sich der Feststoff unter

Riickfluss langsam Idste.

i-PrOH, Et;N,
H )Nf/ Ruckfluss, 48 h e
7 N\N/ Reaktion
0
31
Schema 2.8 Versuchte Cylisierung von 31 unter den in [102] beschriebenen Bedingungen.

Die Hydrazonamide 29, 30 und 32 reagierten unter Riickfluss in Pyridin sehr sauber
zu den entsprechenden 1,2,4-Triazolen 34-36, wihrend ausgehend von 31 und 28
Nebenprodukte entstanden. Bei der Umsetzung von 28 wurde hauptsichlich das
unerwiinschte Oxadiazol 37 isoliert und das Triazol 38 entstand nur in Spuren.
Triazol 39 wurde in maéssiger Ausbeute isoliert (Schema 2.9). Der Versuch,
Hydrazonamid 33 zum Triazol umzusetzen, flihrte zur Zersetzung des Startmaterials.

R
R
NH, Pyridin,
H )\/ 115°C, 24 h .
7 N
° N” NH
€:N

R

X
O\/N
e

31:R=H

28:R = CH,

32:R = CF,

29:R = Br

30:R=Cl
39:R=H; 46% nicht isoliert
38:R = CHy; 6% 37:56%
34:R = CF3; 64%
35:R=Br; 86%
36:R=Cl;, 77%

Schema 2.9 Hydrazonamide mit elektronenziehendem Substituent R reagierten selektiv zu den

1,2,4-Triazolen.

Der induktive Effekt des Substituenten R hat einen massgeblichen Einfluss auf die

Cyclisierung (Schema 2.10). Ist R elektronenziehend, so ist die Carbonylgruppe
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stairker flir einen Angriff der Aminogruppe aktiviert und es entsteht praktisch
ausschliesslich das gewiinschte 1,2,4-Triazol. Hat R jedoch Donor-Charakter, so ist
die Enolatform bevorzugt und es resultiert hauptsdchlich das unerwiinschte

Oxadiazol, oder die Ausbeute an Triazol ist geringer.

— R = Akzeptor R = Donor —

R R
(—I\NHZ D H NHz
v N\N)\/ D A N\N)\/
0 @o\)

HN—/

R R
HO H H
7 N M
N ® NO
o)
NH,

-H,0 -NH;

R R

H

AN AN

| N N
N\<\ o\<\

Schema 2.10 Abhdngig vom Charakter des Substituenten R am Aromaten liefert die Cyclisierung

bevorzugt 1,2,4-Triazole oder Oxadiazole.

Ausgehend von den erhaltenen Triazolen war geplant, als Substituent fiir die
B-Tasche ein Aminopyridin mittels einer Mitsunobu-Reaktion [111] oder durch
nucleophile Substitution mit dem Bromid 40 einzufiihren (Schema 2.11). Zur
Synthese des Aminopyridin-Bausteins wurde 6-Aminonicotinsdure-methylester mit
Triphenylchlormethan zum Trityl-geschiitzten Ester 41 umgesetzt. Dieser wurde mit
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL) zum Alkohol 42 reduziert. (Schema 2.11). Die

Umsetzung von 42 zum Bromid 40 in einer Mukaiyama-Redoxkondensation [112]
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gelang jedoch nicht, obwohl diese Reaktion sonst problemlos verlief (vgl. Schema

2.12).

| OH
0] o) Br
1. TrCl, Py, 100 °C, 1. PPhy, Bry, CH,Cly,
30 min DIBAL, THF, x 0 °C, 30 min N
Ny 2RT15h RT1h | ! 2.0°C,2h |
| _N T quant. N T quant. Z _N

Ph

HN HN

Ph
41 42 40

Schema 2.11 Synthese des Aminopyridin-Bausteins 42.

Die versuchte Umsetzung des Alkohols 42 mit Triazol 34 unter Mitsunobu-
Bedingungen verlief ebenfalls nicht erfolgreich. Da auch die Aktivierung von 42 zum
Mesylat, Tosylat oder Triflat nicht sauber verlief, wurde spiter versucht, die
Aminogruppe indirekt durch einen Chlor-Amin-Austausch ausgehend von einem
Chlorpyridinsubstituenten einzufiihren.

Die einfacheren Bromide 43 [113] und 44 [114] wurden ausgehend von den
entsprechenden Hydroxymethylpyridinen synthetisiert (Schema 2.12). Bromid 43
wurde anschliessend durch nucleophile Substitution mit den Triazolen verkniipft

(Schema 2.13).

HO Br
1. PPh3 Bl"z CH20|2
0°C, 30 min
N 2.0°C.2h N
_—
N _N+HBr
R R
43:R=H; 73%

44:R = Cl; quant.

Schema 2.12 Synthese der Pyridin-Bausteine 43 und 44.

Zur Einfiihrung des Pyridinsubstituenten wurde das entsprechende Triazol mit
Natriumhydrid in THF deprotoniert und anschliessend bei 0 °C mit dem
deprotonierten Bromid 43 versetzt. Die Umsetzung fiihrte zu einem 1:1-Gemisch

zweier Regioisomere, welche chromatographisch getrennt wurden. Die

Ph
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trisubstituierten Triazole 45-47 mit dem Pyridinsubstitenten ortho zum
Arylsubstituenten wurden vor den leicht polareren Regioisomeren 48, 49 bzw. 50
eluiert (Schema 2.13)’.

Triazol 34 wurde mit Bromid 44 zu den regioisomern Chlorpyridinen 51 und 52

umgesetzt. Der versuchte Chlor-Amin-Austausch, ausgehend von 51, blieb aber

erfolglos (Schema 2.14).

R R R
1. 43, NaH,
N THF,0°C,1h +
2.RT,15h X AN
_—
N7 NH N7 N SN NN
L o | \ N
36: R=ClI 45:R=Cl; 26% 48:R=Cl; 21%
34: R=CF, 46: R = CF3; 14% 49: R = CF3; 12%
35: R=Br 47:R=Br; 26% 50:R=Br; 26%
Schema 2.13 Einfiihrung des Pyridinsubstituenten an den Triazolen 34, 35 und 36.
CF
3 F3C F3C
1. 44, NaH,
X THF,0°C,1h AN
2.RT, 15h AN
N7 ONH y N N7 N
I N” N N N/
=N — | \),N =N
|
\)7 Z \ /¢
34 51: 37% 52: 33%
LiNH,, THF

Ruckfluss, 24 h

keine Reaktion

Schema 2.14 Einfiihrung der Chlorpyridine an 34.

3 Die Regioisomere 45 und 48 wurden anhand von "H-NOE-Spektren zugeordnet, die weiteren Analoga
durch Vergleich. Die 'H-NOE-Spektren befinden sich im Anhang.
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233 Einfiihrung des Pyrazols als Vektor fiir die B-Tasche

Da die Einfithrung des Aminopyridins nicht gelang, wurde als Alternative ein
Pyrazolsubstituent in Betracht gezogen, welcher ebenfalls in der Lage ist, eine
H-Briicke zu Gly47 (3.0 A) zu bilden. Gleichzeitig wurde die Einfiihrung eines
Phenethyl- oder 3-Phenylpropylsubstituenten (53) als Ersatz fiir die eher kleine
Ethylgruppe in der C-Tasche geplant (Abb 2.6).

) cl
/ Leu3d32

' - . N,
N S N NZ N7 CNH
» ]/j 2 Met100 | val333 =N =
Pro96 ] !\“
Leu56 > 53
. ' )
Tyr52 “\‘3.0 AN, {answ

Pro49
Gly47

Abb. 2.6 Potentieller Dimerisierungsinhibitor 53 mit einem 3-Phenylpropylsubstituenten in
der C-Tasche.

Die Synthese des Pyrazol-Bausteins 54 gelang, ausgehend von Pyrazol, in vier Stufen.
Das N,N-Dimethylsulfamoyl-geschiitzte Pyrazol 55 wurde zum Ester 56 umgesetzt,
welcher zwar in analysenreiner Form gewonnen werden konnte, bei Raumtemperatur
aber innert Tagen isomerisierte. Ester 56 wurde deshalb direkt zum Alkohol 57

reduziert und anschliessend zum Bromid 54 umgesetzt (Schema 2.15).
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MNSO,Cl, Ny TBULLTHE

H  EtN,Toluol N 8 S N
sN, Toluol, 2. CICOOMe,
N_ 80°C,18h  O0=S=0 45y 0=5=0 4
\ / 89% N 71%

N N’N
\/ \ |/ o~

55 56

Schema 2.15 Synthese des Bromids 54.

LiAlH,, THF, -
10°C,1h  O=$=0

B
99% N
N
\\J/\ OH

57

1. PPhS, Brz, CHzclz,
0 °C, 30 min
2.0°C,2h

64%

Die Einfiihrung des Pyrazols an den Triazolen 34 und 36 gelang problemlos. Die

erhaltenen Regioisomere 58 und 59 bzw. 60 und

61 waren chromatographisch

trennbar (Schema 2.16). Die Konstitution von 60 und 61 wurde anhand von 'H-NOE-

Spektren zugeordnet (Anhang).

R R
1. 54, NaH,
THF,0°C, 1h N
2.RT,19h N
X AN o<d
$=o

34:R=CF; 58:R = CF3; 41%
36:R=CI 60:R=Cl;, 35%

59:R = CF3; 41%
61:R=Cl; 46%

Schema 2.16 Einfiihrung des Pyrazolsubstituenten an den Triazolen 34 und 36.
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Entschiitzung in HCl-saurem Methanol ergab die trisubstituierten Triazole 62-65

(Schema 2.17), welche in vitro evaluiert wurden (Kapitel 3).

R R
N\—  HCl, MeOH,
X O~ / RT,1h
p=o
=N / =N HN—
58: R = CF, 62: R = CF3; 96%
60: R = Cl 63:R=Cl; 99%
R
R
HCI, MeOH,
N RT, 1h
—eeee -
X
N7 SN

N—
" U
/
/N\
59: R = CF; 64:R = CF3;99%
61: R=Cl 65:R=Cl; quant.

Schema 2.17 Entschiitzung zu den 1,2,4-Triazolen 62, 63, 64 und 65.

Die Synthese von Triazolen mit einem Phenetyl- oder 3-Phenylpropylsubstituenten an
C(3) begann mit der Umsetzung von Sédurehydrazid 3 in Gegenwart der Imidester 26
[109] und 27 [110] zu den entsprechenden Hydrazonamiden 66 und 67 (Schema

2.18), welche anschliessend cyclisiert wurden (Schema 2.19).
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Os__NHNH,
26, DMF,
7 Et;N, 60 °C, 24 h cl
—_— H NHZ
0,
38% P
N
o)
cl
3 66
O« _NHNH,
G 27, DMF, cl
Et;N, 60 °C, 24 h Ly NH
—_—
52% L N
o}
Cl
3 67

Schema 2.18 Synthese der Hydrazonamide 66 und 67.

Bei der Cyclisierung von 67 entstand das gewiinschte Triazol 68, wihrend ausgehend
von 66 ausschliesslich Oxadiazol 69 isoliert wurde. Offenbar hat der

Phenetylsubstituent einen ungiinstigen sterischen Einfluss auf die Cyclisierung
(Schema 2.19).

cl
cl
NH,
G H )\/\ Pyridin
N Ph 115°C. 15 h
—_—
0 68% -
=N
66 69 O N
cl
Ph
Cl Pyridin, -
H NH; 115°C, 15 h /N\H
—_—
P~ N\N)\/\/Ph 63% NN
o}
67 68 Ph

Schema 2.19 Unterschiedliche Selektivitdt bei der Cyclisierung zu 68 und 69.
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Pyrazol 68 wurde mit Bromid 54 zu den trisubstituierten Derivaten 70 und 71

umgesetzt (Schema 2.20)".

cl cl o
\N/
AN 1. 54, NaH, X O=d X
THF,0°C, 1h 3=o0
2.RT,19h
/
" " / \ N\’(\\\
Ph N/N
O=d
PSo
Ph Ph —N
68 70: 32% 71: 40%

Schema 2.20 Einfiihrung des Pyrazolsubstituenten an Triazol 68.

Entschiitzung in HCl-saurem MeOH fiihrte zu den Triazolen 53 und 72, welche in

vitro evaluiert wurden (Schema 2.21).

Cl
\N/ HCI, MeOH,

AN o<d RT,1h
=0 82%

/ \ N
=N Y HN\N
70
Ph

Cl

HCI, MeOH, J[j
N RT.1h
—»

949
N SN A’

/

N

J\)‘ \’(\\[\\j
Ph /N/

Ox
S<o

AN

71 72

/
—N

Schema 2.21 Entschiitzung zu den Triazolen 53 und 72.

*'H.NOE Spektren im Anhang.
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Aufgrund der teilweise harschen Reaktionsbedingungen und des unberechenbaren
Verhaltens bei der Cyclisierung zum Triazol wurde darauf verzichtet, die
Substituenten fiir die C-Tasche stirker zu variieren. Da sdmtliche Triazole in vitro
inaktiv waren (ausfiihrliche Diskussion in Kapitel 3), wurde an diesem Punkt zu den

chemisch toleranteren Imidazolen gewechselt.

2.4  Dimerisierungsinhibitoren mit Imidazol-Geriist

24.1 Strukturbasiertes Design

Die Einfiihrung eines Imidazols anstelle des 1,2,4-Triazols schien aus zwei Griinden
vorteilhaft: Es fiel auf, dass der Pyrazolsubstituent mdglicherweise eine
intramolekulare H-Briicke zu N(2) am Triazol bildet, was zu einer ungiinstigen
planaren Konformation der Liganden in Losung fiithren wiirde (Abb. 2.13), welche
beim Imidazol nicht moglich ist. Ein weiterer Vorteil der Imidazole ist die attraktive
C-H--m Wechselwirkung zum Aromaten von Tyr52, welche die ungiinstige

Interaktion mit N(2) am Triazol ersetzt (Abb. 2.7).

R R
AN
7 N
i F'/h NV T
_J L
R'>/ ‘H™ N \N/ R'
Abb. 2.7 Eine intramolekulare H-Briicke konnte zu einer ungiinstigen planaren Konformation

der Verbindungen mit einem zentralen Triazol fiihren (links).

Um die Loslichkeit in Wasser gegeniiber den relativ schlecht 16slichen Triazolen zu
verbessern, wurde an C(4) des Imidazols 73 ein Substituent mit einem Pyrrol
eingefiihrt, welches in der C-Tasche hydrophobe Kontakte zu Tyr52, Leu56 und
Pro96 bildet (Abb. 2.8).
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_ Leu329

Met100 Val3s3

9

Leus6 Tyr52 & 3.0AN
Pro49 ‘
Gly47
Abb 2.8 Wechselwirkung des Imidazols 73 in der Bindungstasche der VZV TK.
2.4.2 Versuche zur Synthese von Imidazol 73

Zur Synthese der Imidazole wurde vom N,N-Dimethylsulfamoyl-geschiitztem
Imidazol 74 [115, 116] ausgegangen. Die N,N-Dimethylsulfamoyl-Schutzgruppe hat
einen ortho-dirigierenden Effekt bei der Metallierung des Imidazols und erlaubt die
sequentielle und regioselektive Funktionalisierung an C(2) und C(5) [117].
Silylierung von 74 an C(2) und anschliessende Metallierung an C(5) erlaubte die
Umsetzung zum Methylester 75, welcher zum Alkohol 76 reduziert wurde

(Schema 2.22).

Cl
|

o=IS=0 \‘/ \‘/
AN .

; ° —Si— —3i—
EtN, Toluol, Q [ 1nBuli-78°C,1h Q [ uam,THE, ~ § O
\ 2. TBDMSCI, RT, 3 h \_N_ 10 )
2N, RT,24h AN _s-N s AN osN 0 Th T A LN
N~ 'NH ———— N7 NS N —— > N7 NTR — N7 N"R
\_/ 99% \ / 0 3. s-BuLi, -78 °C, 1 h _ 0 quant. o
= 4. CICOOMe, RT, 15 h =
N
74 71%
’ 0 HO
75 76

Schema 2.22 Synthese des Alkohols 76 ausgehend vom N-geschiitzten Imidazol 74.
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Alkohol 76 wurde zum Bromid 77 umgesetzt, welches zur Einfithrung des Pyrrolidins
verwendet werden sollte. Mesylierung von 76 und direkte Umsetzung zu 78 erwies

sich aber als die schnellere Variante (Schema 2.23).

—Si— /
o 1. MsCl, Et;N, A
=0 CH,Cl,, 0°C, 3 h A -5~
)\ VN 2. Pyrrolidin, RT, 19 h )
Nid N/S\\ N quant .
— O ’
N
HO el Q
76 78
PPh3, CBT4, \‘/
CH,Cl,, 0 °C, _
30 m|: —)SI\— ?\ /
88% N7 N/S/N\

Schema 2.23 Umsetzung zu 78.

Die TBDMS-Gruppe an C(2) von 78 wurde mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)
abgespalten, und das erhaltene Imidazol 79 wurde zum Aldehyd 80 umgesetzt. Die
Durchfithrung der Formylierung in 1,2-Dimethoxyethan (DME) in Gegenwart von
Tetramethylethylendiamin (TMEDA) fiihrte zur selektiven Lithiierung von 79 an
C(2), wihrend in THF und in Abwesenheit von Chelatoren auch C(4) lithiiert wurde
(Schema 2.24).

N“R N\ 1. n-BuLi, TMEDA N

o |/ N : , , \\
YN TBAF, THF, o DME, -78°C, 1 h o
7 S~ 0°C,1h

2. HCOOMe, RT, 2 h

——— —_—
\=$ ¢ 57% EN) 60% EN)

Schema 2.24 Umsetzung zum Aldehyd 80.
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Die Umsetzung zum Olefin 81 gelang problemlos. Das photolabile 81 zersetzte sich
allerdings bei Tageslicht innert Stunden, was eine Fortsetzung der Synthese in Frage

stellte (Schema 2.25).

0 H

j: ?\/,\{ 1. PhCH,PO(OEt),,
AN - n-BuLi THF, N
NV 78°C, 1h Q!
_ 0 - : “ONC -
2.RT,16 h N7 ONSTTN / ....... -
71% _/ o
N
Q \/ lichtempfindiich
80 81

Schema 2.25 Umsetzung zum lichtempfindlichen 81.

243 Synthese eines photostabilen Grundgeriists

Die 1,2,4-Triazole 62-65 waren photochemisch stabil. Deshalb wurde nun versucht,
zu einem entsprechenden Geriist mit einem elektronenziehenden Substituenten am

Aromaten wie 82 zu gelangen (Abb. 2.9).

CF3
X
N
N” N/\(—\/NH
( 82
N—
/
Abb. 2.9 Die CF3-Gruppe von 82 interagiert im Modell mit der hydrophoben

A-Tasche.
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Das Dimethylamin in der C-Tasche wurde durch direkte Umsetzung von 74 zu 83 und

anschliessende Entschiitzung zu 84 eingefiihrt (Schema 2.26).

\‘/ Q /

1. n-BuLi, -78 °C, 1 h —S—0 |  1BAF THF PN
,\{ 2. TBDMSCI, RT, 3 h A NN geeanT NTONTRTN
N7 ON-STTN NON-STN 2 o
./ o 3. s-BuLi,-78°C, 1h _/ © 7%
4. H,CNMe,|, RT, 15 h
74 73% N _N\
\
83 84

Schema 2.26 Direkte Einfiihrung des Dimethylamins durch Umsetzung mit Eschenmoser-Salz.

Das geschiitzte Imidazolderivat 84 wurde formyliert und der erhaltene Aldehyd 85
wurde in einer Wittig-Reaktion zum Olefin 86 umgesetzt (Schema 2.27). Dazu wurde
Phosphoniumbromid 87 [118] in situ zum Ylid deprotoniert. Die
Phosphoniumbromide 87 und 88 wurden ausgehend von den kéuflichen

Benzylbromiden hergestellt.

®
2 ,\{ Br PPhs
AN\, -S™ 1. PPh;, Toluol,
N NTR RT, 12 h B
= © 2.80°C,3h
—_—
90%
_N
\ R R
84
87:R = CF4,90%
. 88:R=F; 88%
1. n-BuLi, TMEDA,
DME, -78°C. 1 h| goo
2. HCOOMe, 62% CF CF
RT, 2h 3 3
O« _H
o |/
YN 1. 87, n-BuLi,
NZON-SC N THR, 78°C.1h N\ HCL, MeOH, N\
_/ 0 2.RT,20h Q [ 0°¢20min
75% NSNS 52% N7 NH
—N — 0} —
\
\ /
86 89

1. NaH, THF,
0°C,1h
2.54,RT,1h

Schema 2.27 Uberraschend gelang die weitere Umsetzung von 89 nicht.
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Im Gegensatz zu 81 war 86 photochemisch stabil. Entschiitzung von 86 fiihrte zum
Imidazol 89, welches sich bei der versuchten Einfithrung des Pyrazols mit Bromid 54
zersetzte (Schema 2.27).

Der Grund fiir das Misslingen der Alkylierung an 89 ist nicht klar. Es wurde
vermutet, dass die Methylengruppe als Linker zum Amin-Stickstoff zu kurz ist, und
dadurch bei der Deprotonierung des Imidazols Nebenreaktionen auftreten konnten.

Eine Moglichkeit wire die Fragmentierung unter Abspaltung von Dimethylamin.

2.4.4 Verlingerung des Linkers zum Amin: Synthese des trisubstituierten

Imidazols 90

Da nichts gegen einen grosseren Substituenten fiir die C-Tasche sprach, wurde

beschlossen, einen Propyl-Linker zum Amin einzufiihren (Abb. 2.10).

((Leu1 07 r
m \'?Leu329 N

Met100 TV 333
Leu56 Pro96 | va

V52 & N N
&3-0/&‘.‘ " GIn337 O

90

Pro49
Gly47

Abb. 2.10 Wechselwirkung des Imidazols 90 mit der Bindungstelle an der Kontaktfldche der
VZV TK.

Der Propyl-Baustein fiir die Synthese von 90 wurde ausgehend von
1,3-Dihydroxypropan in zwei Stufen durch Umsetzung zum Silylether 91 [119] und
anschliessende Iodierung zu 92 [120] erhalten (Schema 2.28).
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Schema 2.28

HO  1.NaH, THF, HO
-10°C, 1h
2. TBDMSCI, RT, 2 h
quant. -
HO TBDMSO
91

Synthese des Linkerbausteins 92.

PPhs, Iy,
CH,Cly,

0 °C, 30 min
—_—

82%
TBDMSO
92

Ausgehend vom geschiitzten Imidazol 74 wurde der Propyllinker durch Silylierung an

C(2) und anschliessende Alkyliererung zu 93 eingefiihrt (Schema 2.29). Doppelte

Entschiitzung und Silylierung des Alkohols 94 fiihrte zum Silylether 95.

~ 1. n-BuLi, THF,
N~ -78 °C, 30 min —gi—
| 2. TBDMSCI, RT, 12 h
0=S=0 3.s-BuLi,-78°C,1h N\ TBAF, THF,
4.92 RT,15h N NS\ RT.1h
N ISR 90 RT.1h _
\ ) 67% = © 92%
N
74
TBDMSO
93
Schema 2.29 Einfiihrung des Propyllinkers an C(35).

b

QY Q.
PN ~N TBDMSCI, PN —~N
>0\ Imidazol, N7 NS
— (@] CH2C|2, R (o)

RT,15h

97%
HO TBDMSO
94 95

Formylierung von 95 fiihrte zu Aldehyd 96, einer wichtigen Zwischenstufe, welche

die

(Schema 2.30).

Schema 2.30

Diversifizierung des Substituenten an C(2) zuldsst
O _H
? | Q
2N /S/N 1. i’)-BléILI, THF, 1
NN N 78°C,1h AN 5N
_/ 0 2.DMF,RT,2h N NN
89% —( ©
TBDMSO TBDMSO
95 96

Umsetzung zum Aldehyd 96.

Wittig-Olefinierung mit Aldehyd 96 und Phosphoniumsalz 87 fiihrte zu einem

chromatographisch nicht trennbaren Diastereoisomerengemisch (£:Z = 4:1) der
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Olefine (E)-97 und (2)-97. Entschiitzung fiihrte zu den Alkoholen (£)-98 und (Z2)-98,
welche chromatographisch getrennt wurden. Mesylierung von (£)-98 und nucleophile

Substitution mit Pyrrolidin ergab Imidazol 99 (Schema 2.31).

CF,4
AN
1. 87,n-Bui, Q N/
THF -78°C, -
T FsC N7 N/S\\ AN
A-S7N 2.RT 20h RT 20h N —( ©
\\ o / +
T oe% y \\S/N
(E:Z =4:1) N” NN
_/ O
TBDMSO
TBDMSO
96 TBDMSO
L (B)o7 (2)-97 —
TBAF, THF,
RT,1h
CFs
70% 21%
1. MsCl, E3N,
CH,Cl,, 0 °C, X o/
0 2. Pyrolidin, RT, o / A5 N
\ 20 h VN FsC N N7
N7 S\\ ~— NN —( ©
e} —_— o
HO

N
Q (E)-98 (2)-98

Schema 2.31 Synthese von 99.

99 wurde anschliessend zu 100 entschiitzt und regioselektiv zum trisubstituierten

Imidazol 101° umgesetzt (Schema 2.32).

> 'TH-NOE-Spektrum im Anhang.
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1. NaH, THF, N N—
0°C,1h Osd/

CF,
X

Q N/ HCI, MeOH, ,0:C1h
N/ N”S\‘\ N RT20h . 54, 30 min 7
5:/ o}

X
/ N N/ O
98% 85% _ / \

P N
A O

Schema 2.32 Die Alkylierung von 100 verlief regioselektiv.

100 101

Entschiitzung von 101 lieferte Dimerisierungsinhibitor 90, welcher mit Methyliodid
zum Ammoniumsalz 102 umgesetzt wurde (Schema 2.33). Imidazol 90 und 102

waren die ersten Verbindungen, welche im Rahmen dieser Arbeit in vitro Aktivitit

zeigten.
CF3 CFS Cl:3
O§S/N x
z / QO z
N" N N HCI, MeOH, N™ N =N CHgl,CH,Cl,, N7 N N
— I\ RT,Th = NH RT, 24 h _ =N
Y —_ = A —— NH
93% quant. ~
N N N
J (Fe
101 90 102

Schema 2.33 Umsetzung zu den Dimerisierungsinhibitoren 90 und 102.

2.4.5 Variation des tertiiren Amins
Basierend auf dem nun etablierten Syntheseweg zu 90 wurden, ausgehend von der
Zwischenstufe 98, weitere Dimerisierungsinhibitoren mit unterschiedlichen tertidren

Aminen synthetisiert. Es sollte ein Piperidin, ein Morpholin und ein
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N-Methylpiperazin eingefiihrt werden. Dazu wurde (£)-98 entschiitzt (103) und zum
Silylether 104 umgesetzt, welcher mit Bromid 54 zum trisubstituierten Imidazol 105°
reagierte (Schema 2.34).

CF3 CF3

1. NaH THF, \
HCI, MeOH, TBDMSCI, Im, 0°C.1h ~ N—
?\ / RT24h THFRT2h 2541h Oy /
NO T 8% % T % 7 S“Q

NT NSO\ NH

. f P

OH OTBDMS OTBDMS

(E)-98 103 104 105

Schema 2.34 Umsetzung zum trisubstituierten Imidazol 105.

Entschiitzung von 105 lieferte Alkohol 106 (Schema 2.35), welcher durch
Mesylierung und nucleophile Substitution zu den Aminen 107-109 umgesetzt wurde.

Diese wurden zu den Zielverbindungen 110-112 entschiitzt (Schema 2.36).

CF3 CF3
N \N_ TBAF, THF, \N_
OQS/ RT, 1h OQS/
N7 N N O 94% N7 N N O
— \ — \

» w »

OTBDMS OH

105 106

Schema 2.35 Entschiitzung zu 106.

5 'TH-NOE Spektrum im Anhang.
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CF3

OH
106
1. MsCl, EtgN,

CH,Cl,, 0 °C,
25h

2. Piperidin,

2. Morpholin, 2. N-Methylpiperazin,
RT,20h yeP

RT,20h RT,20h

56% 75%
\

CFs CFy CFs

95%

P S

R R

5/_/’\‘ /B:N g/_/N /B:N N_ i / /N:N
N N
O W

R =SO,NMe, 107 108 109
a a a
R:H11o<:|) 111:) 112:)

89% 89% 87%

X \ X
7

a) HCI, MeOH, RT, 1 h

Schema 2.36 Umsetzung zu den Dimerisierungsinhibitoren 110, 111 und 112.

Zur Beantwortung der Frage, wie gross der Beitrag des Substituenten in der C-Tasche
zur in vitro Aktivitit sein wiirde, wurde Imidazol 113 synthetisiert, bei dem der

Substituent fiir die C-Tasche weggelassen wurde (Abb. 2.11).
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113

Abb. 211  Wechselwirkung des Imidazols 113 mit der Bindungstelle an der Kontaktfliche der
VZV TK.

Das Grundgeriist von 113 wurde durch Umsetzung des geschiitzten Imidazols 74 zum
Aldehyd 114 und anschliessende Wittig-Olefinierung zu 115 aufgebaut (Schema
2.37).

CFs
1. 87, n-Bulj,
1.n-Buli, THF,  o_ THF, -78 °C,
o | . -78°C.30min o | . in
XN 2DMFRT.2h A N 2RT.20h
- —_—_—m -
NN 87% NTONTRN 71% N
\—/ © \—/ O Q N/
74 114 NZON-S N
_/ ©
115

Schema 2.37 Umsetzung zum Olefin 1185.

Imidazol 115 wurde zu 116 entschiitzt, mit Bromid 54 alkyliert (117) und zum
Zielmolekiil 113 umgesetzt (Schema 2.38).



Strukturbasiertes Design und Synthese 64

CF3 CFs
1. Na ,TH
E'(I;l Zh‘{I%OH C.1h HCI, MeOH,
2.5,1h 54 1h RT,1h
115 \ N— —_— \
3% T et% O/ 93%
S
N7 N So N7 N
\__/ —

Schema 2.38 Umsetzung zum Imidazol 113.

2.4.6 Variation des Substitutionsmusters am Imidazol

Gemiss den Kraftfeldrechnungen mit MOLOC sollten auch Imidazole mit dem
Pyrazol ortho zum Substituenten fiir die C-Tasche ohne starke repulsive
Wechselwirkungen mit der Bindungsstelle an der Kontaktfliche der VZV TK
interagieren konnen (Abb. 2.12).

Lys103 \\ Leu107/

CF3

NN
\N
N
EZ/N
N
H

Abb. 2.12  Wechselwirkung des Imidazols 118 mit der Bindungstelle an der Kontaktfliche der
VZV TK.

Die Synthese von Dimerisierungsinhibitoren wie 118 begann mit dem Aufbau des

Propyllinkers an C(2), ausgehend von Aldehyd 114, welcher in einer Wittig-Reaktion
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mit Ylid 7 zum Ethylester 119 umgesetzt und anschliessend zu 120 hydriert wurde
(Schema 2.39).

~\ 9 7, THF,

h I, HyPdIC, W
N Ns<y” RLsh  NSONSS 7 Efoac R 20n NSNS
i — = . i EtOAc, RT, 200 i
o \ 82% o \ quant. 0
0”7 H ~
114 5 OK o OK
119 120

Schema 2.39 Umsetzung zum Ethylester 120.

Ethylester 120 wurde zum Alkohol 121 reduziert, geschiitzt (122) und anschliessend
zum Aldehyd 123 umgesetzt (Schema 2.40).

=\ O =\ O
No N/ LiAH,, THF, N N/ TBDMSCL Im, N. N/
N ,;S\N/ 0°C,2h Y PN CHLCLRT,3h ,/S\N/
o \ quant. o \ 98% o\
o0 ™o HO TBDMSO
K 121 122
120 1. s-BuLi, THF,
-78°C,1h
2.DMF, RT, 2 h
51%
o)
H
= o
Ny N~8
7 N
o \
TBDMSO
123

Schema 2.40 Umsetzung zum Aldehyd 123.

Bei der Wittig-Olefinierung ausgehend von Aldehyd 123 wurde das reine
(E)-Isomer 124 isoliert. Dieses wurde entschiitzt (125) und zum Silylether 126

umgesetzt (Schema 2.41).
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CFs CFs CFs
O M 1. 87, n-BuLi,
3 THE,78°C, HCI, MeOH TBDMSCI, |
_N 1h ,MeOH, X Jm, N
Z>N-S7 N\ 2.RT,20h \ / RT.20h THF, RT, 1 h
N={ © 61% AN 5N 75% VY 8% N\
RN \ \
N=( O NH NH
TBDMSO
123 TBDMSO OH OTBDMS
124 125 126

Schema 2.41 Wittig-Olefinierung und Umsetzung zum Silylether 126.

Silylether 126 wurde mit Bromid 54 alkyliert, wobei ausschliesslich das gewiinschte
Regioisomer 127 entstand (Schema 2.42).

CF; CF;
1. NaH, THF,

N 0°C, 1h
2. 54, 30 min N
—_—

N N 86% \ N

\_NH J_)\,N
TBDMSO

o /
7 “S/N
NSO\
— o)

OTBDMS N
126 127

Schema 2.42 Die FEinfiihrung des Pyrazols ausgehend von 126 verlief regioselektiv.

Entschiitzung von 127 lieferte Alkohol 128. Dieser wurde durch Mesylierung und
nucleophile Substitution zu den Aminen 129-131 umgesetzt, welche zu den
Zielverbindungen 118 und 132 entschiitzt wurden (Schema 2.43). Die Entschiitzung
von 131 lieferte auch nach dreimaliger chromatographischer Reinigung kein reines

Produkt.

" "H-NOE Spektrum im Anhang.
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CF,
TBAF, THF, \
RT,1h
96% N
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127 128
1. MsCl, EtN,
CH,Cl,, 0 °C,
2.5'h
2. Piperidin, 2. Morpholin, 2. N-Methylpiperazin,
RT, 20 h RT, 20 h RT, 20 h
97% 63% 74%
(
CF3 CFy CFs
N N N\ X N\ X
\ N N N
o] N R
N _R . MeN N _R
O - / -
EN =N =N
R =SO,NMe, 129 130 131

R=H 132

84%

a) HCI, MeOH, RT, 1 h

Schema 2.43

I

verunreinigt

Umsetzung zu den Dimerisierungsinhibitoren 118 und 132.

——
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2.4.7 Variation des Substituenten in der A-Tasche

Wihrend man bei der Variation des Substituenten in der C-Tasche keine grosseren
Auswirkungen auf die in vitro-Aktivitit erwartete, wurde versucht, durch Variation
des Substituenten in der A-Tasche zu Liganden mit unterschiedlichen in vitro-
Aktivititen zu gelangen, welche den vorgeschlagenen Bindungsmodus der
Dimerisierungsinhibitoren unterstiitzen wiirden.

In einem ersten Schritt wurde die CF;-Gruppe durch ein sterisch weniger

anspruchsvolles Fluoratom in 133 ersetzt (Abb. 2.13).

133

Abb. 2.13 Wechselwirkung des Fluorbenzols von 133 mit der A-Tasche an der VZV TK-
Kontaktfliche.

Die Zielverbindung 133 wurde ausgehend von Aldehyd 96 synthetisiert. Wittig-
Olefinierung von 96 mit Phosphoniumbromid 88 fiihrte zu einem chromatographisch
nicht trennbaren Diastereoisomerengemisch (E:Z = 4:1) der Olefine (£)-134 und
(2)-134. Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppe fiihrte zu den Alkoholen (£)-13S und
(2)-135, welche chromatographisch getrennt wurden. Mesylierung von (£)-135 und
nucleophile Substitution mit Piperidin fiihrte zu Imidazol 136 (Schema 2.44).
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AN
O _H 1.88, NaH, Q N/
THF, 0 °C, -
i ] N/ ih N F NTONRON
N NS 2RT 200 o / _/ ©
\ 2% L +
(E:Z=4:1)
TBDMSO
TBDMSO
96 TBDMSO
L (E)-134 (2134 —

TBAF, THF,
RT,1h

F
73% 17%
N
1. MsCl, EtsN, Q N/
CH,Cl, 0°C, ANy~
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Schema 2.44 Synthese des Imidazols 136.

F F F
\
N 1. NaH, THF, N N— N \N—
HCI, MeOH, " 24"03, 01 h O%S’\ Os¢/
NS
136 RL20h 0 NP\ 2240mn | PN N O , NN N ©
quant. — — / \ _ / \
/N /N
138 137: 70% 139: 5%

Schema 2.45 Umsetzung zum trisubstituierten Imidazol 137.
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Die Verbindung 136 wurde anschliessend zu 138 entschiitzt und zu den
trisubstituierten Imidazolen 137 und 139 ("H-NOE Spektren im Anhang) umgesetzt
(Schema 2.45). Entschiitzung von 137 fiihrte zum Dimerisierungsinhibitor 133
(Schema 2.46).

n
-n

N \ N
z 74

/ HCI, MeOH,
N™ N N, o RT,1h N NN
= | N 93% — ~WH

137 133
Schema 2.46 Entschiitzung zum Zielmolekiil 133.

Eine weitere Option war die Verkniipfung des zentralen Imidazols mit dem Aromaten

in der A-Tasche durch einen Acetylen-Linker (Abb. 2.14).

Leu10

Lys103
s

_ cl
Ser95 \( Leu329
o 9 ||
Met100 'Val333
N\
Leu56 NN e
' " = —
Tyr52 . . ) K
4 &3-0 Ay -\Gln337 0
Pro49 E N
Glya7 O
Abb. 2.14 Der schlankere Acetylen-Linker von 140 fiillt die Bindungstasche weniger gut aus als

ein Olefin.
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Durch die Einfiihrung des Acetylens in 140 wird der Substituent in der A-Tasche
etwas lidnger, und das Acetylen ist sterisch weniger gut an die Bindungstasche
angepasst. Es flllt den seitlich zur Verfiigung stehenden Raum zwischen 11€99 und
Val333 nicht vollstindig aus.

Der Acetylen-Linker wurde ausgehend von Aldehyd 96 durch eine Corey-Fuchs-
Dibromolefinierung zu 141 und anschliessende Eliminierung (142) aufgebaut

(Schema 2.47).

Br ||
O _H o /
X A
o / PPh,, CBr,, Br o . _g-N
I _§-N_ 26-Lutdin P nBuli, THE, N7 N7 N
N™ N7Q CH,Cl,,0°C,80min  N”Z "N—% -78°C,1.5h =( O
= © 91% —( O 78%
TBDMSO
TBDMSO TBDMSG
96 141 142

Schema 2.47 Einfiihrung des Acetylens ausgehend von Aldehyd 96.

Acetylen 142 wurde durch Sonogashira-Kupplung zum Silylether 143 umgesetzt.
Dieser wurde zum Alkohol 144 entschiitzt, welcher mesyliert und mit Pyrrolidin in
einer nucleophilen Substitution zum tertiiren Amin 145 umgesetzt wurde (Schema

2.48).

Cl

I 'OC' 1.MSCl EGN,
o / CH,Cl,, 0
\ N [Pd(PPhy)], 25h
NZ ON— S\»\ . Cul, THF, EtsN, || TBAF, THF, 2. Pyrrolidin, /
. ol RT, 15 h o RT1h _RT20n N
—> -
88% VN 9% T o% /S
A NS
\

_ o)

TBDMSO
142 Q

TBDMSO
143 144

Schema 2.48 Umsetzung zum tertidren Amin 1485.
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Imidazol 145 wurde entschiitzt (146) und zu den trisubstituierten Derivaten 147° und

148" umgesetzt (Schema 2.49).

cl
v \
1. NaH THF, -
HCI, MeOH, 0°C.1h O Osd_
\ N RT20h 2.54,2h NZ N/\o N7 N N/\
Ts% \ — \
\_2 \_2 §_/ N I N

145 146 147: 74% 148: 6%

Schema 2.49 Umsetzung zu den Regioisomeren 147 und 148.

Entschiitzung von 147 flihrte zur Zielverbindung 140 (Schema 2.50).

Cl Cl

HCI, MeOH,
RT,1h

Z / ) 7z
N o —> N
N / N\ 94% N /N\
y N § NH

147 140
Schema 2.50 Entschiitzung zum Zielmolekiil 140.

Abschliessend bestand die Absicht, an C(2) des Imidazols einen fiir die A-Tasche

sterisch zu anspruchsvollen Substituenten einzufiihren, welcher die Wechselwirkung

$ 'H-NOE Spektren im Anhang.
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des Liganden mit der Bindungstasche verunmoglichen sollte. Verbindungen wie 149

sollten aufgrund des vermuteten Bindungsmodus in vitro inaktiv sein (Abb. 2.15).

\K : Leu329 5 T

a} +3.4 A

159 A 13.3A O

T——

Abb. 2.15 Der Abstand zwischen C, (Leu329) und Cy (Tyr52) in der Bindungstasche betrdigt

rund 16 A. Dies reicht nicht aus, um Biphenylacetylen 149 aufzunehmen, wenn der
mindestens benétigte van-der-Waals-Abstand von 3.4 A beim Kontakt zwischen zwei

Kohlenstoffatomen auf beiden Seiten mit berticksichtigt wird.

Die Zielverbindung 149 wurde ausgehend von Acetylen 142 synthetisiert.
Sonogashira-Kupplung mit Brombiphenyl zum Silylether 150 und Entschiitzung

fiihrte zu Alkohol 151, welcher mesyliert und mit Pyrrolidin in einer nucleophilen

Substitution zum tertidren Amin 152 umgesetzt wurde (Schema 2.51).

1. MsCl, EtsN,

BrOph O
I
I

o |/ CH,Cl,, 0 °C,
\ N [Pd(PPh3),], 25h | |
N7 NS\ Cul, THF, EtN, TBAF, THF, || 2. Pyrrolidin, o /
o RT, 15h RT,1h RT, 20 h 2

— —_— / —_— (0] —_— /S/N

50% AN N 92% PN 85% N7 NR

N7 NS N7 N7 —/ ©

0

N
TBDMSO HO Q

150 151
152
Schema 2.51 Umsetzung zum tertidren Amin 152.
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Imidazol 152 wurde entschiitzt (153) und zu den trisubstituierten Derivaten 154 und

155 ("H-NOE Spektren im Anhang) umgesetzt (Schema 2.52).

1. NaH, THF, o

|
HCI, MeOH, 0°C,1h

N
N7 N-ST\ RT20h NZ NH  2.54,3h N7 N/ %O N7 N N ©
—_—— —_—
-/ © 97% — B = I\
N y

152 153 154: 81% 155: 10%

@

Schema 2.52 Umsetzung zu den Regioisomeren 154 und 158.

Entschiitzung von 154 fiihrte zur Zielverbindung 149 (Schema 2.53).

N_
OQS/ HCI, MeOH,
i 30 RT,1h 7
N? N ————> N7°N
N 93% =N,
— 'Y — NH
Y \
O O
154 149

Schema 2.53 Entschiitzung zum Zielmolekiil 149.
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3. Biologische Resultate

3.1  Uberblick

Die im Folgenden beschriebenen in vitro Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. L. Scapozza an der Universitit Genf teilweise
(HPLC-Assay, native PAGE) unter aktiver Mitwirkung des Autors dieser Arbeit
durchgefiihrt. Der Einfluss der synthetisierten Verbindungen (Abb. 3.2 und Abb. 3.3)
auf die katalytische Aktivitit der VZV TK wurde durch einen Aktivitits-basierten
HPLC-Assay evaluiert. Uberraschend fiihrten Verbindungen mit Imidazolkern zu
einer Aktivierung der VZV TK, obwohl anfangs von einem Funktionsverlust
ausgegangen wurde. Die unter den im Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Bedingungen
erhaltenen Struktur-Aktivitits-Beziehungen stehen im Einklang mit dem postulierten
Bindungsmodell (Abb. 3.1). Der Beweis des vermuteten Bindungsmodus muss aber
durch weiterfilhrende Untersuchungen erbracht werden. Das durch Ferguson Plot-
Analyse [88, 121, 122] einer Serie von Polyacrylamid-Gelen ermittelte
Molekulargewicht der VZV TK liegt in Gegenwart von Imidazol 90 mit 57 + 6 kDa
signifikant tiefer als beim VZV TK-Homodimer (77 kDa [88]) — ein Hinweis auf die
Inhibition der Dimerisierung der VZV TK. In Gegenwart der Verbindung 90 wurden
umfangreichere Untersuchungen durchgefiihrt. Durch Messung von thermischen
Denaturierungskurven mittels CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
VZV TK durch den Dimerisierungsinhibitor 90 &hnlich stark stabilisiert wird wie
durch das natiirliche Substrat dT. Verbindungen wie 90 sind demzufolge in der Lage,
mit der VZV TK stabile Protein-Ligand-Komplexe zu bilden.

CFs3
Lys105 '
' ( Leu107

lle99 &
¢ AN
8L
/g S > \)LeUSZQ NN N

lofe

Met100 ?v 333
Leu56 Pro96 j va

Tyrs2 d -
&3'0 A“E GIn337 D

Pro49
Gly47

Abb. 3.1 Dimerisierungsinhibitor 90 in der vermuteten Bindungstasche der VZV TK.
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Abb. 3.2 Untersuchte Verbindungen mit Imidazol-Kern.
Ry R4
A X

R, R, Ry R,
62 CF; CHs 64 CF;  CH,
63 Cl CHs; 65 Cl CHs
53 Cl  (CHy),Ph 72 Cl  (CHy),Ph

Abb. 3.3 Untersuchte Verbindungen mit Triazol-Kern.
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3.2  Struktur-Aktivitiats-Beziehungen

3.2.1 HPLC-Assay

Die VZV TK katalysiert die Umwandlung von 2’-Deoxythymidin (dT) zu
2’-Deoxythymidinmonophosphat (dTMP) in Gegenwart von Adenosintriphosphat
(ATP) und Mg2+—10nen unter Bildung von Adenosindiphosphat (ADP) (Schema 3.1).

2 0
2/_<NH WNH

ATP ADP
Y \ o\ ot
(@) A..L»

VZV TK, MgCl,, ©
s TRIS (pH 7.2),
HO 37 °C, 30 min HO
dT dTMP

Schema 3.1 Inkubationsbedingungen zur Messung der katalytischen Aktivitit der VZV TK.

Als Mass fiir die katalytische Aktivitdt der VZV TK diente der Umsatz von ATP zu
ADP bei der Phosphorylierung von dT. Die Reaktion zur Bestimmung der
Proteinaktivitidt wurde bei 37 °C in Gegenwart oder in Abwesenheit der potentiellen
Dimerisierungsinhibitoren (1 mM) im Endvolumen von 75 ul durchgefiihrt, welches
folgende Komponenten enthielt: VZV TK (8 ug, 1.3 uM), dT (2.5 mM), ATP (5.0
mM), MgCl, (5.0 mM) und Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Puffer (50 mM,
pH 7.2). Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe
von Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (625 ul, 50 mM) gestoppt. Die erhaltenen
Reaktionsmischungen wurden mittels High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) mit einer LiChroCART 250-4 RP-18E Séule getrennt (Laufmittel: 0.2 M
wéssr. NaH,;POy, 25 mM wissr. BiuNHSO4, 3% MeOH). Der ATP-Umsatz wurde
anhand der integrierten Signale (Abb. 3.4) von ATP und ADP berechnet.

Die katalytische Aktivitit 4 der VZV TK (in %) in Gegenwart der evaluierten
Verbindungen, verglichen mit der natiirlichen katalytischen Aktivitdt des Enzyms
(100%), wurde geméss Gleichung 3.1 ermittelt, wobei die ATP-Umsétze up und uy

anhand von Gleichung 3.2 berechnet wurden.
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u
A=100-—2
U,
up ATP-Umsatz in Gegenwart des potentiellen Dimerisierungsinhibitors
U ATP-Umsatz in Abwesenheit des potentiellen Dimerisierungsinhibitors
Gleichung 3.1 Berechnung der katalytischen Aktivitit der VZV TK in % der natiirlichen
Aktivitdt.
[4DP]
u =
[ADP]+[ATP]

[ATP] Integral des ATP-Signals
[ADP] Integral des ADP-Signals

Gleichung 3.2 Berechnung des ATP-Umsatzes u anhand der integrierten HPLC-Signale von
ADP und ATP.

ATP <t
ADP =

500-% 500 - ‘
— E - E o
2 : S =
€ 400 S 400 <
2 3004 ‘ — T 300 5 a
n 3 bo] (2] 3 s
c : c
L 5004 < 8 200 4 < s
€ E X o S =l =
3 o) - 3 (| ©
1 < E
100 w = 100 w
1 T T T T T T T T T T \: T T ‘ T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
Abb. 3.4 Chromatogramme der VZV TK-katalysierten Referenzreaktion in Abwesenheit des

synthetischen Liganden (links) und Aktivierung bei der Reaktion in Gegenwart von
1 mM des Dimerisierungsinhibitors 90 (rechts). Inkubationsbedingungen wie in
Schema 3.1 und im Text beschrieben. Die Retentionszeiten reagieren sehr empfindlich
auf geringfiigige Schwankungen der MeOH-Konzentration im Laufmittel, weshalb sich

die Chromatogramme unterscheiden, wenn zwischen den Messungen das Laufmittel

ersetzt wurde.
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3.2.2 Aktivitatsmessungen

Durch den beschriebenen Aktivitéts-basierten HPLC-Assay wurde der Einfluss der
potentiellen Dimerisierungsinhibitoren auf die katalytische Aktivitdt der VZV TK
evaluiert (Abb. 3.5, Tabelle 3.1). Uberraschend wurde eine Aktivierung der VZV TK

in Gegenwart der Verbindungen mit Imidazolkern beobachtet.

300 -
300
250 - {‘ T 250
S
Eal=s 3
— 200
200 - Q
xX ©
:‘E _:[_ % 150
X =
< 150 - {* 3
X
5 ErE 100
N 5
> 100 - 2
< 50
50 - 0
VZV HSV1
TK TK
Dimer Monomer
o T T T T T T T T T T T T T 1

62 63 64 65 53 72 90 110 111 112 132 118 113 100 133 149 140 138

Abb. 3.5 Links: Aktivitdt der VZV TK in Gegenwart der evaluierten Verbindungen. Die
inaktiven Triazole sind blau, die Imidazole gelb dargestellt. Die Konzentration der
Verbindungen im Assay betrug 1 mM (0.25 mM bei den schlechter loslichen Triazolen
53 und 72). Rechts: Die VZV TK wird in Gegenwart von Imidazol 90 stdirker
aktiviert als die HSVI TK.

Es ist nicht gelungen, die beobachtete und unter den beschriebenen Bedingungen
reproduzierbare Aktivierung der VZV TK unter verdnderten Inkubationsbedingungen
(15 min Inkubationszeit, 50 mM HEPES-Puffer, pH 7.2; ansonsten identische
Bedingungen) zu bestdtigen. Mdoglicherweise liegt dies daran, dass HEPES (pK, =
7.5) bei pH 7.2 ein besserer Puffer ist als TRIS (pK, = 8.3). Der Einfluss des
pH-Wertes, der Ionenstirke und des Puffers auf das Verhalten der VZV TK in
Gegenwart der Verbindungen ist Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen.

Mit der Software ACD/LogD wurden die pK,-Werte sowie die logD-Werte
(bei pH 7.4) der evaluierten Verbindungen abgeschitzt (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1 Mittels dem HPLC-Assay gemessene Aktivititen A, sowie anhand der Software
ACD/LogD abgeschiitzte pK,-Werte und logD-Werte der evaluierten Verbindungen.

Die pK -Werte beziehen sich auf die Dissoziation der einfach protonierten Spezies.

A (%) pKa logD (pH 7.4)
53 101 +3 2.6+£0.5 54
62 104 +6 2.5+0.5 3.7
63 97 £13 2.6£0.6 33
64 96 £ 12 25+0.5 3.7
65 91 +30 2.6+£0.5 33
72 100 +£5 2.6+£0.5 5.4
90 265+12 10.3+£0.2 2.0
100 161 £8 10.3+£0.2 1.4
110 252+ 6 9.6+0.2 3.1
111 221+6 7.6+£0.2 3.2
112 217+5 82+04 2.5
113 182 +£27 5.8+0.3 3.6
118 174 + 1 7.6 +£0.1 2.9
132 181 £3 9.7+£0.2 2.7
133 147 £ 10 9.6+0.2 2.1
138 129+ 6 9.6 0.2 1.5
140 131 +4 10.3+£0.2 2.2
149 128 +£3 10.3+£0.2 34

Die homologe monomere HSV1 TK (4 = 134 + 5%) wird in Gegenwart von Imidazol
90 (1 mM) deutlich weniger stark aktiviert als die homodimere VZV TK
(4 =265+ 12%) (Abb. 3.5).
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3.3  Thermische Denaturierungskurven

Es ist bekannt, dass Protein-Ligand-Komplexe thermisch stabiler sein kdnnen als die
freien Proteine. Wie am Beispiel der thermischen Denaturierungskurven der HSV1
TK in Gegenwart unterschiedlicher Liganden ersichtlich wird, korreliert die

Bindungsaffinitit eines Liganden mit der Schmelztemperatur des Protein-Ligand-

Komplexes (Abb. 3.6) [123].

oo}
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Abb. 3.6 Thermische Denaturierungskurven von HSVI TK-Ligand-Komplexen (oben) und
Korrelation der Schmelztemperatur mit der Bindungsaffinitit unterschiedlicher
Liganden (unten). ACV: Aciclovir;, AZT: 1-[(2R,4S,5S)- 4-Azido-5-hydroxymethyl-
oxolan-2-yl]-5-methyl-pyrimidin-2,4-dion;  GCV: Ganciclovir, HMTT: (R,R)-6-(6-
Hydroxymethyl-5-methyl-2,4-dioxohexahydropyrimidin-5-ylmethyl)-5-methyl- IH-
pyrimidin-2,4-dion; HPT: 6-(3-Hydroxypropyl)thymidin,; IDU: Idoxuridin. Entnommen
aus [123].
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Durch Messungen von thermischen Denaturierungskurven konnte gezeigt werden,
dass Imidazol 90 stabile Protein-Ligand-Komplexe mit der VZV TK bildet. Es
wurden Schmelzkurven der VZV TK in Gegenwart verschiedener Kombinationen von

Liganden gemessen (Tabelle 3.2). Dazu wurden folgende Konzentrationen gewdahlt:

VZV TK 0.4 mg/ml, 5 pM (10 uM Bindungstaschen)
Imidazol 90 10 uM

dT 500 uM

ATP 500 uM

in einem HEPES-Puffer (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) mit 0.5% DMSO
und 2.5 mM EDTA. Die thermischen Denaturierungskurven wurden bei einer
Wellenlidnge von 220 nm mit einer Heizrate von 40 °C/h im Temperaturbereich von

20-90 °C gemessen.

Tabelle 3.2 Schmelztemperaturen (T.,) bei der thermischen Denaturierung der VZV TK in
Gegenwart der Liganden dT, ATP und Imidazol 90.

Bedingungen T, (°C)
VZV TK 59.7+1.7
VZV TK +dT 62.7+0.3
VZV TK + ATP 58.8+£0.7
VZV TK + ATP +dT 66.5+0.0
VZV TK + 90 64.1+1.0
VZV TK +90 + dT 64.6 +0.9
VZV TK +90 + ATP +dT 67.4+0.5
VZV TK +90 (100 uM) + dT 66.0 £ 0.4

Ahnlich wie bei der HSV1 TK [123] hat ATP praktisch keinen Einfluss auf den
Schmelzpunkt der VZV TK, wiéhrend dT allein oder in Kombination mit ATP zu
einer deutlichen Stabilisierung fiihrt (Abb. 3.7).

Imidazol 90 (10 uM) wurde in einer um einen Faktor 50 tieferen Konzentration

eingesetzt als die natiirlichen Liganden ATP und dT. Dennoch ist die beobachtete
Stabilisierung mit dem Effekt von dT vergleichbar (Abb. 3.8). Die Effekte der drei
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Liganden sind additiv: Der hochste Schmelzpunkt wurde in Gegenwart von allen drei

Liganden beobachtet.
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Abb 3.7 Thermische Denaturierungskurven der VZV TK in Gegenwart unterschiedlicher
Kombinationen von dT und ATP.
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Abb. 3.8 Thermische Denaturierungskurven der VZV TK in Gegenwart unterschiedlicher
Kombinationen von dT, ATP und Imidazol 90.
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3.4  Molekulargewichtsbestimmungen

34.1 Gelfiltrations-Chromatographie

Das Molekulargewicht des in der Einleitung erwéhnten fiinffach-Mutanten
(VZV TK5x) wurde durch Gelfiltrations-Chromatographie mittles einer Amersham
Biosciences FPLC und einer Superdex 200 10/300 GL FPLC Saule bestimmt.

Auf der anhand von Eichproteinen erstellten Regressionsgeraden (Abb. 3.9) sind der
Wildtyp (VZV TKwt: 13.84 min) und VZV TKS5x (15.08 min) markiert. Die
Retentionszeiten entsprechen einem Molekulargewicht von 74.5 kDa (VZV TKwt,
theoretisch 80.7 kDa) und 41.6 kDa (VZV TK5x, Monomer).

1000 -

Molekulargewicht (log. Skala)
=)
o

10 LA L S R Sy S R B R S A
11 12 13 14 15 16 17 18
Retentionszeit (min)
Abb. 3.9 Molekulargewichtsbestimmungen (o) von VZV TKwt (74.5 kDa) und VZV TK5x

(41.6 kDa). Dazu wurden die folgenden Eichproteine (m) mit entsprechendem
Molekulargewicht und entsprechender Retentionszeit verwendet: (1) p-Amylase (200
kDa, 11.56 min); (2) Alkohol-Dehydrogenase (150 kDa, 12.55 min); (3)
Rinderserumalbumin (BSA) (66 kDa, 13.79 min); (4) Carbonic-Anhydrase (26 kDa,
16.12 min); (5) Cytochrom c (12.4 kDa, 17.60 min).

Die Mutation der fiinf Aminosduren Tyr52, Glu59, Leu276, Trp277 und Trp279 zu
Alanin fiihrt zur Bildung von katalytisch inaktiven Monomeren. Im HPLC-Assay
wurde nach 30 min Inkubationszeit kein dTMP beobachtet (Nachweisgrenze 20 nM).
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34.2 Native PAGE und Ferguson Plot-Analyse

Das Molekulargewicht der VZV TK in Gegenwart von 90 wurde durch native
Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschliessende Ferguson Plot-Analyse nach
einer bekannten Methode [88, 121, 122] bestimmt.

Die Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von geladenen Teilchen in einem als
Tragermaterial (stationdre Phase) dienenden Gel durch Anlegen eines elektrischen
Feldes. Bei der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE) ist die
Retention Ry abhéngig von der Ladungsdichte an der Oberfliche des Proteins und von
der Grosse der wandernden Spezies. Durch die Wahl der Acrylamidkonzentration
kann die Dichte (Porengrdsse, Viskositit) des Gels und damit die Mobilitit der
Proteine im Gel gesteuert werden.

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der VZV TK in Gegenwart des Imidazols
90 wurde eine Serie von vier Polyacrylamid-Gelen mit einem Acrylamidanteil von
8%, 9%, 10% und 11% durchgefiihrt und anhand eines Ferguson Plots analysiert.

Ein Ferguson Plot ist die Auftragung von (100-log(100-Rf)) gegen die
Acrylamidkonzentration im Gel. Die Steigung der Regressionsgeraden im Ferguson
Plot korreliert mit dem Molekulargewicht des wandernden Proteins.

Die Regressionsgerade der Auftragung der Steigungen aus den Ferguson Plots gegen
das Molekulargewicht der Eichproteine (Abb. 3.10) diente zur Berechnung des
unbekannten Molekulargewichts der VZV TK in Gegenwart von Imidazol 90 (VZV
TK:90).

Diese Methode lieferte in Gegenwart von Dimerisierungsinhibitor 90 ein
Molekulargewicht von 57 + 6 kDa, wéhrend ein Kontrollexperiment in Abwesenheit
des Liganden einen Wert von 77 + 0.5 kDa (Lit. [88]: 77.1 kDa) ergab (Abb. 3.10).

Die erhaltenen Werte wurden dreifach reproduziert.
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Abb. 3.10 Regressionsgerade zur Bestimmung des Molekulargewichts der VZV TK (A) in

Gegenwart von Imidazol 90. Als Eichproteine (4) dienten (1) a-Lactoglobulin (14.2
kDa); (2) Carbonic-Anhydrase (29 kDa); (3) Albumin aus Hiihnerei (45 kDa);
(4) Rinderserumalbumin Monomer (66 kDa); (4a) Rinderserumalbumin Dimer
(132 kDa). Die Steigungen stammen aus den Ferguson Plots der Eichproteine,
welche anhand von Gelen mit einer Acrylamidkonzentration von 8%, 9%, 10% oder

11% durchgefiihrt wurden.

3.5 Diskussion

Durch umfangreiche in vitro Untersuchungen anhand des Imidazols 90 wurden die
wichtigsten Fragen im Zusammenhang mit der Inhibition der Dimerisierung der VZV
TK geklirt. Vieles bleibt beim jetzigen Stand des Projektes aber offen.

Imidazol 90 ist die bislang einzige Verbindung, von der man sagen kann, dass sie mit
der VZV TK stabile Protein-Ligand-Komplexe bildet und dass sie als
Dimerisierungsinhibitor fungiert. Sémtliche anderen aktiven Verbindungen wurden
ausschliesslich mit dem beschriebenen HPLC-Assay evaluiert, wobei nicht bewiesen
ist, dass sie Liganden der VZV TK sind, da keine entsprechenden Bindungsstudien
vorliegen.

Da es bislang nicht gelungen ist, die im beschriebenen HPLC-Assay beobachtete (und
reproduzierte) Aktivierung (4 > 100%) der VZV TK mittels einer unabhingigen

Methode (Radioassay zur Messung der Enzymkinetik) oder unter veridnderten
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Bedingungen (HEPES-Puffer, 15 min Inkubationszeit) zu bestitigen, darf
vorsichtshalber an dieser Stelle nicht behauptet werden, Imidazole wie 90 fiihrten
generell zu einer Aktivierung der VZV TK.

Die molekulare Ursache fiir die im TRIS-Puffer beobachtete Aktivierung muss
genauer untersucht werden. Es steht fest, dass sie nicht die Folge einer Interaktion
von Verbindungen wie 90 mit der aktiven Tasche sein kann, da in diesem Fall anstelle
der Aktivierung eine Inhibition der VZV TK beobachtet wiirde. Wie die folgenden
Uberlegungen zeigen, korreliert die beobachtete Aktivierung mit dem vermuteten
Bindungsmodus, wenn von einer spezifischen Interaktion der aktiven Verbindungen

mit der Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK ausgegangen wird.

3.5.1 Uberlegungen zum Bindungsmodus

Die Additivitdat der Schmelzpunkte bei der thermischen Denaturierung in Gegenwart
von dT, ATP und Imidazol 90 zeigt, dass nebst der aktiven Tasche eine weitere
Bindungsstelle fiir Liganden wie Verbindung 90 vorliegen muss.

Das in Gegenwart von Imidazol 90 gemessene Molekulargewicht von 57 kDa (VZV
TK-Homodimer: 77 kDa) weist auf eine Inhibition der Dimerisierung hin. Es ist
naheliegend anzunehmen, dass Verbindung 90 mit der vorgeschlagenen
Bindungstasche interagieren konnte. Die deutlich stirkere Aktivierung der VZV TK
verglichen mit der HSV1 TK ist ein weiteres Indiz dafiir, denn die HSV1 TK besitzt
keine vergleichbare Bindungstasche fiir Liganden wie Imidazol 90.

Weitere Hinweise flir den vermuteten Bindungsmodus liefern die HPLC-Daten der
evaluierten Verbindungen (Abb. 3.5, Tabelle 3.1). Die beobachteten Unterschiede in
der Aktivitdt der Verbindungen im HPLC-Assay konnen anhand des vorgeschlagenen
Bindungsmodells rationalisiert werden, wenn von einer (vermuteten) Interaktion der
Verbindungen mit der Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK
ausgegangen wird.

Gewisse Uberlegungen in diesem Zusammenhang wurden bereits in den
Ausfithrungen zum strukturbasierten Design erortert und werden hier mit Verweis auf
Kapitel 2 nicht mehr ausfiihrlich erkldrt. So kann zum Beispiel der markante
Aktivitidtsunterschied beim Vergleich des Triazols 53 (4 = 101 £+ 3%) mit dem
strukturell dhnlichen Imidazol 90 (4 = 265 + 12%) (Abb. 3.11) anhand der

Uberlegungen aus Kapitel 2.4.1 erklirt werden: Die ungiinstige Konformation der
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Triazole in Losung, sowie die repulsive Wechselwirkung von N(2) mit dem Aromaten
von Tyr52 diirfte ausschlaggebend sein fiir deren niedrige Aktivitét.
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Abb. 3.11

Gly47

Modell des Triazols 53 (oben) und des Imidazols 90 (unten) in der vermuteten

Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK. Auffillig ist die repulsive
Wechselwirkung von N(2) des Triazols 53 mit dem Aromaten von Tyr 52.

Es fillt auf, dass keines der evaluierten Triazole eine dhnliche Basizitit aufweist wie

die Imidazole, welche im beschriebenen HPLC-Assay die hochste Aktivitét zeigen.
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Dies konnte zur Schlussfolgerung fiihren, die in Gegenwart von Verbindungen wie 90
beobachtete Aktivierung der VZV TK sei ein durch die Basizitét des tertidren Amins
und durch die Assay-Bedingungen hervorgerufenes Artefakt. Es ist durchaus
moglich, dass die unter den beschriebenen Bedingungen beobachtete Aktivierung
nicht physiologisch relevant ist. Interessante Hinweise im Zusammenhang mit dem
vermuteten Bindungsmodus liefert sie aber dennoch, wenn man sie als reines Signal
betrachtet.

In den hier diskutierten HPLC-Daten (Abb. 3.5, Tabelle 3.1) ist keine Korrelation der
Aktivitdt mit der Basizitdt der evaluierten Verbindungen sichtbar, wie die folgenden
Vergleiche zeigen: Der Aktivitdtsunterschied zwischen dem Triazol 62 (4 = 104 +
6%) und dem Imidazol 113 (4 = 182 + 27%) ist ausgepragt, obwohl das Imidazol 113
kein tertidres Amin aufweist und somit den pH-Wert in der gepufferten Losung
hochstens geringfiigig beeinflussen kann. Verbindung 113 hat sogar eine hohere

Aktivitit als das Piperidin-substituierte Imidazol 133 (147 £ 10%) (Abb. 3.12).
F

CF3

62 113 133
A=104 £ 6% A=182x27% A=147 £ 10%
pK,=25+05 pK,=58+0.3 pK, = 9.6+ 0.2
Abb. 3.12 Imidazole sind aktiver als Triazole, unabhdngig von der Basizitdt.

Ausserdem gibt es einen weiteren Vergleich, welcher die Korrelation der in vitro
Aktivitit der Imidazole mit der Basizitit widerlegt. Das Pyrrolidin-substituierte
Biphenylacetylen 149 (128 + 3%), welches in Ubereinstimmung mit dem vermuteten
Bindungsmodell aus sterischen Griinden praktisch inaktiv ist (vgl. Kapitel 2.4.7,
Abb. 2.15), hat eine deutlich geringere Aktivitit als die inetwa gleich basischen
Analoga 90 (4 =265 £ 12%) und 110 (4 = 252 + 6%) (Abb. 3.13).
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Biphenylacetylen 149 ist aus sterischen Griinden praktisch inaktiv. Die geringfiigige

Aktivierung in Gegenwart von Biphenylacetylen 149 konnte auf einen pH-Effekt

zurtickzufiihren sein.

Eine spezifische Interaktion von 149 mit der postulierten

Bindungstasche ist aus sterischen Griinden ausgeschlossen.

Dass die Basizitdt der Verbindungen einen Beitrag an die beobachtete Aktivierung der

VZV TK leisten kann, ist nicht auszuschliessen. Aufgrund der vorliegenden Daten

steht aber fest, dass dies nicht der einzige Grund fiir die beobachtete Aktivierung sein

kann.

Deutliche Aktivititsunterschiede innerhalb der Klasse der Imidazole treten bei

geringfiigiger Modifikation des Substituenten in der A-Tasche auf. Der Austausch
der Trifluormethylgruppe in 110 (4 = 252 + 6%) durch ein Fluoratom in 133 (147 +

10%) hat einen deutlichen Aktivitétsverlust zur Folge. Vermutlich besitzt die CFs-

Gruppe eine optimale Komplementaritit zu den Aminosdureseitenketten von Ile104,

Leul07, Leu329 und Val333, wihrend ein Fluoratom zu klein ist fiir vergleichbare
hydrophobe Kontakte (Abb. 3.14).



91 Biologische Resultate

Leu107
Lys103 CF3
| Leu332
X
N7 NN =N
Ser955\ - NH
=
\" Val333 T

N
\3 0 A‘ @n%? < >

Pro49 Gly47

Leu332 F

Leu329

X

ﬁ‘. N7 NTTN=N

¢ \ = NH
. ==
Serg5 \J"l Val333
133
. GIn337 N
Leub56
29 A ¥
Tyr52 & _
Pro49 Gly47
Abb. 3.14 Das Fluoratom von 133 nutzt den zur Verfiigung stehenden Raum nicht optimal aus,

was méglicherweise den beobachteten Aktivitdtsverlust erkldirt.

Eine vergleichbare Aktivitdt wie 133 hat das Acetylen 140 (131 + 4%). Bei der
Betrachtung der Uberlagerung mit dem Olefin 90 fillt auf, dass das Acetylen keine
optimale Komplementaritdt zur A-Tasche aufweist (Abb. 3.15). Die hydrophobe
Oberfliche des schlankeren Acetylen-Linkers ist kleiner als beim Olefin 90 und das
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Chloratom in 140 ist wie das Fluoratom in 133 im Modell nicht in der Lage, die

hydrophobe Tasche gleich gut auszufiillen wie eine Trifluormethylgruppe.

Cl

Abb. 3.15 Die Doppelbindung im Geriist von Olefin 90 (orange) sorgt fiir zusdtzliche
hydrophobe Kontakte im Bereich von 11e99 und Met100 verglichen mit dem Acetylen
140 (griin).

Anhand der HPLC-Daten ist zudem ersichtlich, dass Fragmente ohne den
Pyrazolvektor wie die Imidazole 100 (4 = 161 + 8%) oder 138
(A4 = 129 + 6%) eine niedrigere Aktivitit aufweisen, als die entsprechenden
trisubstituierten Derivate. Dies weist auf die vermutete gilinstige Wechselwirkung des
Pyrazols mit der B-Tasche hin.

Die Aktivitidtsunterschiede bei der Variation des tertidren Amins in der C-Tasche sind
wie erwartet gering. Wie beim strukturbasierten Design vermutet wurde, sind aber
auch die Verbindungen 132 (4 = 181 + 3%) oder 118 (4 = 174 + 1%) mit dem
Pyrazol ortho zum Aminvektor in vitro aktiv, aufgrund des langeren starren Gerlistes
allerdings etwas weniger als die Regioisomere 110 (4 = 252 + 6%) oder
111 (4 =221 + 6%) (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 Uberlagerung des Imidazols 118 (griin) mit dem Geriist von Verbindung 111

(orange) in der Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK.  Die

Regioisomere verfiigen iiber eine unterschiedliche Konformation des Pyrazols.
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3.6 Abschliessende Bemerkungen

3.6.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch strukturbasiertes Design und Synthese
wirkstoffahnliche Inhibitoren der Dimerisierung der homodimeren Varicella Zoster
Virus Thymidin Kinase (VZV TK) entwickelt. Die aktiven evaluierten Verbindungen
weisen ein giinstiges pharmakokinetisches Profil auf.

Aufgrund der Korrelation der im beschriebenen HPLC-Assay gemessenen Aktivitdten
mit dem postulierten Bindungsmodell verdichteten sich die Hinweise auf eine
spezifische Interaktion der evaluierten Verbindungen mit der VZV TK (Abb. 3.17).
Untersuchungen in Gegenwart der homologen monomeren HSV1 TK bestitigten,

dass eine Selektivitdt von Imidazol 90 zugunsten der dimeren VZV TK vorliegt

(Abb. 3.18).
R, O Ry
N7 ONTN=N, I N7 N _
>_/ ~ NH \)=N, p
R} p R, "H-N~\
N N _N
A
= NH
| Ri R, ~ R, R,
SO (HzC)sNG 149 62 | CF; CH,
N
13 | CFs H O 53 cl (CH,),Ph
Abb. 3.17 Reprdsentative Auswahl an evaluierten Verbindungen, welche aufgrund ihres

Aktivitiits-Profils (Abb. 3.18) auf eine spezifische Erkennung der vermuteten
Bindungstasche an der Kontaktfliche der VZV TK hinweisen.
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Abb. 3.18 In Gegenwart der Verbindungen mit Imidazolkern wurde iiberraschend eine

Aktivierung der VZV TK beobachtet. Struktur-Aktivititsbeziehungen aus dem
HPLC-Assay  korrelieren  mit dem  postulierten  Bindungsmodell  des
Dimerisierungsinhibitors 90. Die Konzentration der Verbindungen betrug 1 mM

(0.25 mM fiir Verbindung 53).

Molekulargewichtsbestimmungen der VZV TK in Gegenwart von Verbindung 90
(57 kDa) lieferten einen deutlichen Hinweis fiir die Inhibition der Dimerisierung.

Der Beweis, dass Imidazol 90 ein Ligand der VZV TK ist, gelang schliesslich durch
Messungen von thermischen Denaturierungskurven in Gegenwart unterschiedlicher
Kombinationen der natilirlichen Liganden dT und ATP mit dem
Dimerisierungsinhibitor 90. Imidazol 90 (10 uM) ist in der Lage, die
vzv. TK (5 uM)  dhnlich stark zu  stabilisieren  wie  ein
50-facher Uberschuss dT (500 puM).

Uberraschend wurde dann aber festgestellt, dass die im HPLC-Assay beobachtete
Aktivierung unter verdnderten Inkubationsbedingungen (50 mM HEPES-Puffer,
15 min Inkubationszeit) nicht auftritt und bei Versuchen zur Messung kinetischer
Parameter (K, kcat) in Gegenwart von 90 wurde keine signifikante Aktivierung der
VZV TK beobachtet. Offenbar ist die im TRIS-Puffer gemessene Aktivierung nicht
von genereller Bedeutung. Es wurde unter den anderen Bedingungen aber auch keine

Inhibition beobachtet.
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Die erhaltenen Daten weisen auf eine Inhibition der Dimersierung der VZV TK durch
Verbindungen wie Imidazol 90 hin: das wichtigste Ziel dieser Arbeit wurde somit
erreicht.

Ob das basierend auf den HPLC-Daten verschiedener Verbindungen diskutierte
Bindungsmodell (Abb. 3.19) zutreffend ist, bedarf weiterfiihrender Untersuchungen.
Durch Bindungsstudien, welche eine Quantifizierung der beobachteten Effekte

beinhalten, wiére eine wesentlich besser abgestiitzte Diskussion moglich.
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Abb. 3.19 Vorgeschlagener Bindungsmodus des Dimerisierungsinhibitors 90.

Es war von Anfang an klar, dass es sich bei diesem Projekt um eine riskante
Angelegenheit handeln wiirde. Wéhrend zu Beginn die Chemie der limitierende
Faktor war, so dass es mehr als 2 Jahre gedauert hat, bis die Synthese der ersten in
vitro aktiven Verbindung 90 gelang, wurde bei den biologischen Untersuchungen in
der Endphase dieser Arbeit ersichtlich, dass es schwierig sein kann, die Effekte von
Verbindungen zu messen, welche nicht mit der aktiven Tasche eines Proteins
interagieren.

Die anfingliche Annahme, die Inhibition einer Protein-Protein Wechselwirkung

miisse zu einem Funktionsverlust fithren, wurde widerlegt.
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3.6.2 Ausblick

Die erhaltenen Resultate und die damit verbundenen Fragen setzen weiterfithrende
Untersuchungen voraus, um zu endgiiltigen Schlussfolgerungen zu gelangen. Primér
sind der direkte Beweis der Inhibition der Dimerisierung (mittels Light Scattering
oder analytischer Ultrazentrifugation) sowie eine Quantifizierung der beobachteten
Effekte von Interesse. Da die Entwicklung neuer Assays mit enormem Zeitaufwand
verbunden ist, und momentan eine Reihe unterschiedlicher Verbindungen in
ausreichender Menge fiir umfangreiche Studien vorliegen, besteht die Gelegenheit,
gleichzeitig weitere Verbindungen zu synthetisieren, welche Aufschluss liber den
vorgeschlagenen Bindungsmodus geben und zu einer effizienteren Inhibition der
Dimerisierung beitragen kdnnten.

Der erste Schritt ist die Synthese von Imidazolen mit neutralen Seitenketten fiir die
C-Tasche, welche auf dem beschriebenen Syntheseweg zuginglich sein sollten.
Anstelle der tertidren Amine konnten beispielsweise cyclische Ether, Pyridine, durch
Click-Chemie [124-128] zugéngliche 1,2,3-Triazole, aber auch andere Heterocyclen
eingesetzt werden (Abb. 3.20).

R, 7\

@ Ny o S
Ry Nl N) 7 N N

N N Rz X= (CH2)2 oder (CH2)3
R Fx X \\X ' X
n\ Variation von R durch
o o N, S Click-Chemie
K/o N
o R

Y
Ry Y = CF3, Br, SFs
N

Abb. 3.20 Vorschldge fiir weitere Variationen der Leitstruktur 90.
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In der B-Tasche konnte anstelle des Pyrazols ein Hydroxypyridin oder ein

Methylaminopyridin eingesetzt werden, wihrend fiir die A-Tasche Substituenten mit

einer grossen hydrophoben Oberfldache geeignet scheinen.

Ein mogliches Beispiel einer weiteren Verbindung basierend auf der Leitstruktur 90

ist das Imidazol (£)-156. Unterschiede sind: Die sterisch anspruchsvolle hydrophobe

SFs-Gruppe in der A-Tasche, das Hydroxypyridin in der B-Tasche, welches eine

kiirzere H-Briicke zu Gly47 (2.8 A) aufweist als die Pyrazole und das neutrale Furan

in der C-Tasche als Ersatz fiir die tertidiren Amine (Abb. 3.21).

lle99

Abb. 3.21
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Modell der Verbindung (£)-156 an der Bindungstasche der VZV TK. Die SFs-
Gruppe in der A-Tasche fiihrt im Modell nicht zu repulsiven Kontakten. Die
H-Briicke des Hydroxypyridins zu Gly47 in der B-Tasche ist kiirzer als bei den
Pyrazolen, und das neutrale Furan besitzt eine gute Komplementaritdit zur C-Tasche:

Der Furan-Sauerstoff ist in der polaren Umgebung der Hydroxygruppe von Ser935.

Es steht fest, dass Imidazol 90 ein Ligand der VZV TK ist, man weiss jedoch wenig

iiber die Effizienz der Inhibition der Dimerisierung. Maoglicherweise konnte ein

Substituent in der C-Tasche mit eciner Seitenkette, welche aus der C-Tasche

herausragt, die Dimerisierung effizienter storen.
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Die direkte Umgebung der C-Tasche ist sehr flach und erlaubt kaum spezifische
Interaktionen. Ein Substituent, welcher in den Bereich von Ala98 vordringt, wire von
der Grosse her verniinftig.

Will man die Lipinski-Regeln [66, 67] géinzlich ausser Acht lassen, besteht die
Moglichkeit, das Geriist bis in eine hydrophobe Tasche in der zentralen Rinne an der
Kontaktfliche der VZV TK auszudehnen. Sofern beim Design Schnittstellen
eingebaut werden, welche eine Expansion durch einfache chemische Verkniipfungen
erlauben, konnte ein Geriist wie 157 schrittweise von der C-Tasche her aufgebaut,
aber auch konvergent aus zwei grosseren Bausteinen synthetisiert werden (Abb. 3.22).
Der erste Ansatz wire geeignet, die ndhere Umgebung der C-Tasche abzutasten,
wiéhrend eine konvergente Variante zur Optimierung eines Linkers in die zentrale

Rinne dienen konnte.

Thr136

Ala98
=
N N/”
== H lle133
\\\
His101 His131 \
Cys287
Glu164
CF3 &
Abb. 3.22 Das Benzimidazol von Verbindung 157 liegt im Sandwich zwischen Prol32 und

Prol62.
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4. Experimenteller Teil

4.1 Allgemeine Bemerkungen

Kommerziell erhéltliche Chemikalien (4/drich, Acros, Fluka oder Sigma) wurden in

der hochstmdglichen Reinheitsstufe ohne weitere Reinigung verwendet.

Losungsmittel fiir Extraktionen und Sdulenchromatographie waren von technischer
Qualitdt und wurden vor Gebrauch destilliert. Reaktionen wurden in Losungsmitteln
der Qualitét puriss. p. a. der Firma Fluka oder J. T. Baker oder in Losungsmitteln
vergleichbarer Qualitdt durchgefiihrt. THF wurde {iber Na/Benzophenon und CH,Cl,
tiber CaH, destilliert. Wiéssrige Losungen wurden mit entionisiertem Wasser

hergestellt.

Diinnschicht-Chromatographie (DC) wurde mittels Kieselgelplatten 60 F,s; (auf
Glas) der Firma Merck oder Alugram SIL G/UV,s4 (auf Aluminium) der Firma
Machery-Nagel durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit UV-Licht (bei 254 nm oder
366 nm) und durch Anfirben mit einer Kaliumpermanganat-Losung (KMnO4 (3 g),
Kaliumcarbonat (20 g), 5%-ige wissr. NaOH-Lo6sung (5 ml), und H,O (300 ml)).

Sidulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 der Firma Fluka (Korngrosse

40-63 um) bei RT mit einem Uberdruck von 0.2-0.4 bar durchgefiihrt.

Einengen von Lésungen wurde an einem Rotationsverdampfer (RV) bei

Temperaturen von 40-80 °C und einem Druck von 900-5 mbar durchgefiihrt.
Trocknen von Produkten erfolgte bei RT und 1072 Torr bis zur Gewichtskonstanz.

Die Nomenklatur folgt im wesentlichen den Vorschldgen des Computerprogramms
ACD-Name von ACD/Labs. Die Nummerierung der Atome in den Abbildungen
wurde zum Teil willkiirlich festgelegt, um einen eindeutigen Zuordnungsvorschlag

der "H-NMR-Signale zu erméglichen.
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4.2 Analytik

Schmelzpunkte (Smp.) wurden mit einer Biichi-510-Schmelzpunktapparatur

gemessen und sind nicht korrigiert.

Infrarotspektren (IR) der reinen Substanzen wurden mit einem Perkin Elmer
Spectrum BX Spektrometer aufgenommen. Die Lage der Absorptionsbanden ist in
Wellenzahlen (cm') angegeben. Die Signale werden mit s (stark), m (mittel), w

(schwach) oder br. (breit) bezeichnet.

"H-NMR-Spektren wurden mit einem Varian-Mercury 300 (300 MHz) gemessen.
Alle Spektren wurden bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in
O-Werten (ppm) relativ zum Signal von Tetramethylsilan (6 = 0) angegeben. Die
Kopplungskonstanten (J) sind in Hz und die Spinmultiplizitit als s (Singulett), d
(Dublett), ¢ (Triplett), g (Quartett), p (Quintett), m (Multiplett) und br. (breit)

angegeben.

BC-NMR-Spektren wurden mit einem Varian-Mercury 300 (75 MHz) oder einem
Bruker AMX 500 (125 MHz) gemessen. Alle Spektren wurden bei RT aufgenommen.
Die chemischen Verschiebungen sind in 6-Werten (ppm) relativ zum Signal von
Tetramethylsilan (8 = 0) angegeben. Alle *C-NMR-Spektren sind 'H-breitband-
entkoppelt.

YF-NMR-Spektren wurden mit einem Varian-Mercury 300 (300 MHz) gemessen.
Alle Spektren wurden bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind in
O-Werten (ppm) relativ zum Signal von Trichlorfluormethan (6 = 0) angegeben. Die
Kopplungskonstanten (J) sind in Hz und die Spinmultiplizitit als s (Singulett) und ¢
(Triplett) angegeben.

Massenspektren (MS und HR-MS) wurden vom MS-Service des Laboratoriums fiir
Organische Chemie der ETH Ziirich auf einem /lonSpec Ultima (MALDI) mit
2,5-Dihydroxybenzoesdure oder 2,4,6-Trihydroxyacetophenon/Diammoniumcitrat
2:1 als Matrix, auf einem Perkin-Elmer Sciex API Il (ESI) oder auf einem micromass

AutoSpec-Ultima (E1) Spektrometer gemessen.
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Elementaranalysen (EA) wurden im Mikroanalytischen Laboratorium des
Laboratoriums fiir Organische Chemie der ETH Ziirich durchgefiihrt. Bestimmt

wurden jeweils die prozentualen Anteile von C, H und N.

4.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

4.3.1 AAV1 fiir die Umsetzung zu den Zimtsiurehydraziden

Zu einer Losung der Zimtsiure (1.0 Aquiv.) in THF (3.3 ml/mmol) und
N-Methylmorpholin  (1.05 Aquiv.) wurde bei 0 °C wihrend 10 min
Isobutylchloroformat (1.05 Aquiv.) zugetropft und die entstandene Suspension
wihrend 20 min auf RT aufwérmen gelassen. Das Gemisch wurde via Kaniile (0 1
mm) zu einer Lésung von Hydrazin (1 M in THF, 5.0 Aquiv.) zugetropft und wihrend
20 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde am RV (im Abzug) auf die Hilfte des
Volumens eingeengt. Zu Portionen der erhaltenen Losung in THF wurde EtOAc
(10 ml/mmol) gegeben und mit H,O (2.5 ml/mmol) gewaschen. Die komb. wésstr.
Phasen wurden mit EtOAc (2.0 ml/mmol) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden
mit ges. wissr. NaCl-Losung (2.5 ml/mmol) gewaschen. Die org. Phase wurde iiber
MgSO, getrocknet, und das Losungsmittel am RV (im Abzug) eingeengt. Der
erhaltene Feststoff wurde aus EtOAc (1.0 ml/mmol) oder i-PrOH (0.5 ml/mmol)

umkristallisiert.

4.3.2 AAV?2 fiir die Synthese der Hydrazonamide

Der Imidester (1.0 Aquiv.) wurde im Ultraschallbad wihrend 20 min in EtsN (2
ml/mmol) zur Suspension gebracht. DMF (2.2 ml/mmol) oder Isopropanol (2.2
ml/mmol) und das Zimtsiurehydrazid (0.9 Aquiv.) wurden zugegeben. Es wurde
wihrend 24 h bei 60 °C geriihrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das
Filtrat am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,,
NH3/MeOH/CH,Cl; 1:9:90).
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4.3.3 AAV3 fiir die Synthese der Zimtsiureethylester
Eine Losung des Aldehyds (1.0 Aquiv.) in THF (4 ml/mmol) und des Ylids 7

(1.5 Aquiv.) wurde wihrend 1 h unter Riickfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wurde
am RV eingeengt, und der Riickstand in Et,O (1.2 ml/mmol) aufgenommen, wobei
das Triphenylphosphinoxid ausfiel. Der Feststoff wurde abfiltriert und mit Et,O (1.2
ml/mmol) gewaschen. Das Filtrat wurde am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in

EtOAc/Hexan (1:4) aufgenommen, iiber Kieselgel filtriert und am RV eingeengt.

4.3.4 AAVA4 fiir die Hydrolyse der Zimtsiureethylester

Der Zimtsiureethylester (1.0 Aquiv.) wurde wihrend 8 h in einem Gemisch von
Dioxan (I ml/mmol) und konz. wissr. HCI (I ml/mmol) bei 80 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde am RV bei 50 °C eingeengt. Der Riickstand wurde mit Toluol
(3 x 1.2 ml/mmol) azeotropisch getrocknet. Der erhaltene Feststoff wurde am HV

getrocknet.

4.3.5 AAVS fiir die Pinner-Reaktion zu den Imidester-Hydrochloriden

Eine Losung des Nitrils (1.0 Aquiv.) in EtOH (4 ml/mmol) wurde bei
0 °C wihrend 4.5 h im HCI-Strom geriihrt. Zur Herstellung des HCl-Gases wurde
unter Rithren konz. H,SO4 (750 ml) zu NaCl (500 g) zugetropft und das entstandene
HCI-Gas in die Losung geleitet. Das Reaktionsgefédss wurde verschlossen wihrend 14
Tagen bei 4 °C aufbewahrt, wobei das Produkt teilweise ausfiel. Das Losungsmittel
wurde am RV eingeengt und der erhaltene hygroskopische weisse Feststoff am HV

getrocknet und anschliessend direkt weiterverwendet.

4.3.6 AAV6 fir die Cyclisierung zu den 1,2,4-Triazolen wund
1,3,4-Oxadiazolen

Eine Suspension des Hydrazonamids (1.0 Aquiv.) in Pyridin (4 ml/mmol) wurde
wiahrend 24 h unter Riickfluss erhitzt, wobei sich der Feststoff Ioste. Das
Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand chromatographisch

gereinigt oder in Et;O aufgenommen, abfiltriert und am HV getrocknet.
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4.3.7 AAVT fiir die Bromierung von Alkoholen

Zu einer Losung von Triphenylphosphin (1.6 Aquiv.) in CH,Cl, (3 ml/mmol) wurde
bei 0 °C langsam Brom (1.55 Aquiv.) zugetropft und dann wihrend 30 min geriihrt,
wobei sich ein Niederschlag bildete. Zu der entstandenen Suspension wurde eine
Losung des Alkohols (1.0 Aquiv.) in CH,Cl, (5 ml/mmol) langsam zugetropft und

anschliessend solange gertihrt, bis der Alkohol vollstindig umgesetzt war.

4.3.8 AAVS fiir die Abspaltung der NV,N-Dimethylsulfamoyl-Schutzgruppe

Herstellung der verwendeten methanolischen HCI-Losung: Durch Zutropfen von
konz. H,SO4 (500 ml) zu NaCl (500 g) wurde HCI-Gas erzeugt, welches wéhrend 2 h
in MeOH (800 ml) eingeleitet wurde. Titration der erhaltenen methanolischen HCI-
Losung ergab eine HCI-Konzentration von 1.4 M.

Methode A: Eine Losung des Sulfamoylimidazols (0.77 mmol) wurde in einer
HCl-Lésung (1.4 M in MeOH, 30.0 Aquiv.) in einem mit Septum dicht
verschlossenen Kolben wihrend 24 h bei RT geriihrt.

Methode B: Eine Losung des Sulfamoylpyrazols (0.77 mmol) wurde in einer
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 30.0 Aquiv.) in einem mit Septum dicht
verschlossenen Kolben wihrend 1 h bei RT gertihrt.

Aufarbeitung und Reinigung: Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der

Riickstand chromatographisch gereinigt (Si0,, NH3/MeOH/CH,Cl; 1:9:90).

4.3.9 AAVY fiir die TBDMS-Entschiitzung

Zu einer Losung des Silylethers oder Silylimidazols (1.0 Aquiv.) in THF
(5 ml/mmol) wurde bei 0 °C Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) (1 M in THF, 1.1
Aquiv.) zugetropft und wiihrend 1 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde am
RV eingeengt, und der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (Si0,, EtOAc).

43.10 AAVI10 fiir die Wittig-Olefinierung ausgehend vom Phosphonium-
bromid 87

Zu einer Suspension des Phosphoniumsalzes 87 (1.2 Aquiv.) in THF (8 ml/mmol)

wurde bei —78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 1.15 Aquiv.) zugetropft und
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wihrend 1.5 h geriihrt. Dann wurde der Aldehyd 96 (1.0 Aquiv.) geldst in THF (4
ml/mmol) zugetropft und die Losung wurde wéhrend 1 h bei —78 °C geriihrt und dann
wéhrend 20 h auf RT aufwiarmen gelassen.

Aufarbeitung: Bei —78 °C wurde ges. wissr. NH4CI-Losung (5 ml) zugegeben und 1
h geriihrt und anschliessend langsam auf RT aufwarmen gelassen. Das Losungsmittel
wurde am RV entfernt und der Riickstand in Wasser (50 ml) aufgenommen und mit
CH)Cl; (2 x 100 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr.
NaCl-Losung (50 ml) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt.
Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt.

4.3.11 AAV11 fiir die Umsetzung zu tertiiren Aminen durch Mesylierung und

nucleophile Substitution

Zu einer Losung des Alkohols (1.0 Aquiv.) und Triethylamin (1.05 Aquiv.) in CH,Cl,
(4.8 ml/mmol) wurde bei 0 °C Methansulfonséurechlorid (1.1 Aquiv.) zugegeben und
solange geriihrt, bis die DC-Kontrolle die vollstindige Umsetzung zum Mesylat
ergab. Dann wurde das sekundire Amin (10.0 Aquiv.) zugegeben und wihrend 20 h
auf RT aufwérmen gelassen.

Aufarbeitung und Reinigung (Methode A): Das Losungsmittel wurde am RV
eingeengt und der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiOs,
NH3/MeOH/CH,Cl; 1:9:90).

Aufarbeitung und Reinigung (Methode B): Die Reaktion wurde durch Zugabe von
ges. wassr. NaHCO;-Losung (40 ml/mmol) gestoppt und mit CH,Cl, (90 ml/mmol)
extrahiert. Die org. Phase wurde mit ges. wissr. NaCl-Losung gewaschen, iiber
Na,S0, getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch
gereinigt (Si0,, Et;N/MeOH/EtOAc 1:9:90).

4.3.12 AAV12 fiir die N-Alkylierung an Imidazolen

Zu einer Losung des Imidazols (1.0 Aquiv.) in THF (10 ml/mmol) wurde
Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 1.5 Aquiv.) gegeben und wihrend 1 h bei 0 °C
geriihrt. Dann wurde Bromid 54 (1.2 Aquiv.) zugegeben und wihrend 2 h bei RT
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von festem NH4ClI (2.0 Aquiv.), Methanol
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(1.1 ml/mmol) und Kieselgel (1.0 g/mmol) gestoppt, und das Losungsmittel wurde am

RV eingeengt.

4.3.13  AAV13 fiir die TBDMS-Schiitzung

Zu einer Losung des Alkohols (1.0 Aquiv.) und Imidazol (1.1 Aquiv.) in CH,Cl, oder
THF (5 ml/mmol) wurde bei 0 °C eine Losung von #-Butyl-dimethylsilylchlorid
(TBDMSCI) (1.3 Aquiv.) in CH,Cl, oder THF (5 ml/mmol) zugegeben und wihrend
20 min geriihrt. Dann wurde das Eisbad entfernt und wéhrend 2 h bei RT gertihrt.

4.4 Experimentelle Daten

(2-Ethoxy-2-oxoethyl)(triphenyl)phosphoniumbromid (12) [104]

® PPh;

Zu einer Losung von Triphenylphosphin (118.6 g, 0.45 mol, 1.0 Aquiv.) in Toluol
(550 ml) wurde bei RT Bromessigsiureethylester (50 ml, 0.45 mol, 1.0 Aquiv.)
zugetropft und wéhrend 18 h bei RT geriihrt. Die entstandene Suspension wurde
filtriert. Der erhaltene Feststoff wurde mit Toluol (1500 ml) gewaschen und wéhrend
20 h am HV getrocknet. Ausbeute: 192.33 g (99%). Weisser Feststoff. Smp. 151 °C
(Lit. [103]: 153-155 °C). 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 1.06 (¢, J = 7.2, 3 H, CHs);
4.03 (¢, J=17.2,2 H, OCH»); 5.50 (d, J(H,P) = 13.8, 2 H, PCH,); 7.30-7.90 (m, 15 H,
Ph).
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Ethyl(triphenylphosphoranyliden)acetat (7) [103]

)

Ao

PPh,

Zu einer Losung von 12 (100 g, 0.23 mol, 1.0 Aquiv.) in H,O (700 ml) wurde bei 0
°C 2 M NaOH (116 ml, 0.23 mol, 1.0 Aquiv.) zugetropft und dann wihrend 2 h
geriihrt, wobei der anfinglich feine Niederschlag sich setzte. Das Produkt wurde
abfiltriert, mit H,O (300 ml) gewaschen und wihrend 2 Tagen iiber P,Os am HV
getrocknet. Ausbeute 65 g (80%). Weisser Feststoff. Smp. 124 °C (Lit. [103]: 126-
127 °C). 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.45-1.40 (br. s, 3H, CHs); 2.88 (br. s, 1 H,
CH); 3.97 (br. s, 2 H, CHy); 7.40-7.70 (m, 15 H, Ph).

Dimethyl(2-oxopropyl)phosphonat (23) [3]

[ 1
)K/F(\OMe
OMe

Eine Suspension von Trimethylphosphit (20 ml, 170 mmol, 1.0 Aquiv.), Kaliumiodid
(30 g, 181 mmol, 1.07 Aquiv.) und Chloraceton (14.5 ml, 181 mmol, 1.07 Aquiv.) in
Aceton (50 ml) und CH3CN (50 ml) wurde wihrend 15 h bei RT und anschliessend
wihrend 4 h unter Riickfluss geriihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat
durch Destillation (90 °C, 0.5 mbar) gereinigt.

Ausbeute: 18 g (64%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.32 (s, 3 H,
CHs); 3.94 (d, J(H,P) =22.7, 2 H, CH,); 3.78 (d, *J(H,P) = 11.5, 6 H, OCHs).
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4-Methylbenzolsulfonylazid (24) [106]

0=8=0

Zu einer Losung von NaNj (3.00 g, 46 mmol, 1.0 Aquiv.) in Aceton (130 ml) und
H,O (130 ml) wurde bei 0 °C p-Toluolsulfonsidurechlorid (8.80 g, 46 mmol, 1.0
Aquiv.) zugegeben und wihrend 2 h geriihrt. Die Lésung wurde am RV eingeengt.
Die resultierende wissr. Losung wurde mit Et;O (2 x 100 ml) extrahiert. Die org.
Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Ausbeute: 9.10 g
(quant.). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.49 (s, 3 H, CH;); 7.41 (d, J =
8.6,2 H, arom.); 7.85 (d, J= 8.6, 2 H, arom.).

Dimethyl-1-diazo-2-oxopropylphosphonat (22) [106]

Zu einer Suspension von Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 1.59 g, 40 mmol, 1.1
Aquiv.) in THF (95 ml) wurde bei 0 °C wihrend 20 min 23 (6.00 g, 36 mmol, 1.0
Aquiv.) in THF (95 ml) zugetropft. Es wurde wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde 24
(7.84 g, 40 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben und wihrend 10 min geriihrt. Zur Ldsung
wurde Silicagel (50 g) zugegeben und filtriert. Das Filtrat wurde am RV eingeengt
und der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, Hexan/EtOAc 1:1 —
EtOAc).
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Ausbeute: 3.79 g (55%). Gelbes Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.27 (s, 3 H,
CHs); 3.85 (d, 2J(H,P) = 11.5, 6 H, OCH3).

1-(2,2-Dibromvinyl)-4-methylbenzol (21) [129, 130]

Br

Zu einer Losung von 4-Methylbenzaldehyd (1.0 ml, 8.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in CH,Cl,
(75 ml) wurde bei 0 °C Tetrabrommethan (4.22 g, 12.7 mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben.
Unter Rithren wurde wihrend 10 min Triphenylphosphin (6.67 g, 25.4 mmol, 3.0
Aquiv.) in CH,Cl, (65 ml) zugetropft. Anschliessend wurde wihrend 30 min geriihrt.
Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt. Dann wurde Pentan (20 ml) zugegeben,
abfiltriert, und der Feststoff wurde gewaschen (2 x 20 ml). Das Filtrat wurde am RV
eingeengt und chromatographisch gereinigt (SiO,, Hexan).

Ausbeute: 1.68 g (72%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.34 (s, 3 H,
CH3); 7.18 (d, J = 7.7, 2 H, arom.); 7.44 (d, J = 7.7, 2 H, arom.); 7.45 (s, 1 H,
HCCBr).
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3-(4-Methylphenyl)prop-2-in-1-o0l (17) [105]

OH

Zu einer Losung von 1-Iod-4-methylbenzol (21.45 g, 98 mmol, 1.0 Aquiv.) in
entgastem Et;N (31 ml) und THF (66 ml) wurde bei 0 °C unter Argon zuerst
[Pd(PPh;);Cl,] (690 mg, 1 mmol, 0.01 Aquiv.), dann Cul (280 mg, 1.5 mmol, 0.015
Aquiv.) zugegeben. Wihrend 30 min wurde Propargylalkohol (6.46 ml, 108 mmol,
1.1 Aquiv.) zugetropft. Dann wurde wihrend 1 h bei RT geriihrt, und anschliessend
wurde das Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in H,O (200 ml)
aufgenommen und mit Et,O (3 x 200 ml) extrahiert. Die org. Phase wurde mit 2 M
HCI (50 ml) gewaschen (pH < 1), tiber MgSOj getrocknet und am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, Hexan/EtOAc 4:1).

Ausbeute: 13.78 g (96%). Gelbes Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.35 (s, 3 H,
CHj3); 4.49 (s,2 H, CHy); 7.12 (d,J=17.9, 2 H, arom.); 7.39 (d, J=7.9, 2 H, arom.).



111 Experimenteller Teil

1-Ethinyl-4-methylbenzol (18) [105]

Zu einer Losung von 17 (12.30 g, 84 mmol, 1.0 Aquiv.) in Et,0 (540 ml) wurde bei 0
°C KOH (pulverisiert, 23.61 g, 421 mmol, 5.0 Aquiv.) und MnO, (aktiviert, 73.06 g,
841 mmol, 10.0 Aquiv.) zugegeben. Die Suspension wurde wihrend 2 h geriihrt, und
anschliessend iiber Celite filtriert. Das Filtrat wurde mit Et;O (300 ml) gewaschen
und am RV eingeengt.

Ausbeute: 7.35 g (75%). Gelbes OL. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.36 (s, 3 H,
CHs); 3.03 (s, 1 H, Acetylen); 7.13 (d, J = 8.6, 2 H, arom.); 7.39 (d, J = 8.6, 2 H,

arom.).

Methyl-3-(4-methylphenyl)prop-2-inat (19) [131]

O OMe

Zu einer Losung von 18 (8.45 g, 73 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (360 ml) wurde bei —
78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 50 ml, 80 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben. Es
wurde wihrend 20 min geriihrt. Dann wurde Chlorameisensduremethylester (11.2 ml,

146 mmol, 2.0 Aquiv.) zugegeben und wihrend 10 min geriihrt. Anschliessend wurde
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wihrend 10 min bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. wissr.
NH4Cl-Losung (40 ml) gestoppt, und das Losungsmittel am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde in H,O (100 ml) aufgenommen und mit Et;,O (3 x 100 ml)
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden iiber MgSO,4 getrocknet und am RV
eingeengt.

Ausbeute: 11.96 g (94%). Gelber Feststoff. Smp. 66 °C (Lit. [131]: 68-70 °C). 'H-
NMR (300 MHz, CDCl3): 2.38 (s, 3 H, CH3); 3.83 (s, 3 H, OCH3); 7.18 (d, J=8.2, 2
H, arom.); 7.48 (d, J= 8.2, 2 H, arom.).

3-(4-Methylphenyl)prop-2-insiure (20) [132]

Eine Losung von 19 (500 mg, 2.9 mmol, 1.0 Aquiv.) und NaOH (229 mg, 5.8 mmol,
2.0 Aquiv.) in MeOH (5.7 ml) und THF (5.7 ml) wurde wihrend 1 h bei RT geriihrt.
Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt. H,O (50 ml) wurde zugegeben und, die
wissr. Phase wurde mit Et;O (2 x 50 ml) gewaschen. Dann wurde die wéssr. Phase
im Eisbad mit konz. HCI angesduert (pH < 1) und mit Et,O (2 x 50 ml) extrahiert.
Die komb. org. Phasen wurden liber MgSOj, getrocknet und am RV eingeengt.
Ausbeute: 354 mg (77%). Gelber Feststoff. Smp. 143 °C (Lit. [132]: 142-144 °C).
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 2.40 (s, 3 H, CH3); 7.20 (d, J = 8.3, 2 H, arom.); 7.51
(d,J=28.3,2 H, arom.)
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3-(4-Methylphenyl)prop-2-inhydrazid (16)

Os__NHNH,

Synthese gemiss AAV1 mit Carbonsiure 20 (8.19 g, 51 mmol, 1.0 Aquiv.), N-
Methylmorpholin (5.9 ml, 53 mmol, 1.05 Aquiv.), Isobutylchloroformat (7.1 ml, 53
mmol, 1.05 Aquiv.) in THF (170 ml) und Hydrazin (1 M in THF, 255 ml, 256 mmol,
5.0 Aquiv.). Der resultierende gelbe Feststoff wurde aus EtOAc (70 ml)
umkristallisiert.

Ausbeute: 5.94 g (67%). Weisser Feststoff. Smp. 228 °C. IR (Reinsubstanz):
3308w; 2915m; 2811m; 2205s; 1664s; 1599s; 1505s; 1303s; 1018s; 923m; 813s; 716s;
707s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.36 (s, 3 H, CHs); 4.02 (br. s, 2 H, NH,); 7.15
(d,J=8.5,2 H, arom.); 7.41 (d, J = 8.5, 2 H, arom.). C-NMR (75 MHz, CDCl):
21.6; 70.5; 87.6; 116.6; 129.2; 132.4; 140.8; 154.8. HR-MS (EI): Ber. fir
C1oH oN2O™ (IM]"): 174.0788; Gef. 174.0788.

N'-|3-(4-Methylphenyl)prop-2-inyl|propanhydrazonamid (33)

HoN
/>
: HN—N
o)

Synthese gemiss AAV2 mit Imidester 25 (500 mg, 3.6 mmol, 1.0 Aquiv.) Et;N (7.3
ml), DMF (8.1 ml) und Siurehydrazid 16 (570 mg, 3.3 mmol, 0.9 Aquiv.).

Ausbeute: 255 mg (30%). Weisser Feststoff. Smp. 149 °C. IR (Reinsubstanz):
3442w; 3186w; 2979w; 2360w; 2207m; 1660m; 1630m; 1580s; 1537s; 1505s; 1402m;
1372m; 1312m; 1299m; 815s. 'H-NMR (300 MHz, CD;OD): 1.25 (1, J = 7.7, 3 H,
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CHj3); 2.35-2.44 (m, 5 H, CH, und ArCHj3); 7.20 (d, J = 8.1, 2 H, arom.); 7.41 (d, J =
8.1, 2 H, arom.). “C-NMR (75 MHz, CD;0D): 12.0; 21.3; 25.6; 84.2; 85.0; 119.2;
130.0; 132.7; 140.7; 154.2; 161.4. HR-MS (EI): Ber. fiir Ci;3H;sN;0" ([M]):
229.1210; Gef. 229.1207.

(E)-Zimtsiureethylester (8) [133]

Synthese gemiss AAV3 mit Benzaldehyd (1 ml, 9.8 mmol, 1.0 Aquiv.) und 7 (6.86 g,
19.6 mmol, 2.0 Aquiv.) in THF (40 ml).

Ausbeute: 1.56 g (90%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.34 (1, J=7.2,
3 H, CHas); 4.27 (¢, J=17.2,2 H, CH,); 6.44 (d, J = 16.2, 1 H, H-C(2)); 7.34-7.42 (m,
3 H, arom.); 7.50-7.56 (m, 2 H, arom.); 7.69 (d, J=16.2, 1 H, H-C(1)).
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4-Methyl-(E)-zimtsiureethylester (9) [133]

Synthese gemiss AAV3 mit p-Tolualdehyd (10 ml, 84.5 mmol, 1.0 Aquiv.) und 7
(44.2 g, 127 mmol, 1.5 Aquiv.) in THF (340 ml).

Ausbeute: 15.79 g (98%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.34 (¢, J =
7.2, 3 H, CH3); 2.37 (s, 3 H, ArCH3); 4.26 (¢, J = 7.2, 2 H, CH»); 6.38 (d, J=16.0, 1
H, H-C(2)); 7.19 (d, J = 8.1, 2 H, arom.); 7.42 (d, J = 8.1, 2 H, arom.); 7.66 (d, J =
16.0, 1 H, H-C(1)).

(E)-Ethyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)acrylat (10) [133, 134]

CF3

Synthese gemidss AAV3 mit p-Trifluormethylbenzaldehyd (20 g, 115 mmol, 1.0
Aquiv.) und Ylid 7 (60 g, 172 mmol, 1.5 Aquiv.) in THF (460 ml).

Ausbeute: 27.89 g (99%). Farbloser Feststoff. Smp. 38 °C (Lit. [135]: 31-33 °C).
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.35 (z, J=7.2, 3 H, CH3); 4.29 (¢, J = 7.2, 2 H, CH,);
6.51 (d, J=15.9, 1 H, H-C(2)); 7.55-7.65 (m, 4 H, arom.); 7.72 (d, J = 15.9, 1 H, H-
C(1)).
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4-Brom-(E)-zimtsiureethylester (11) [134]

EtO O

1 A

Br

Synthese geméss AAV3 mit p-Brombenzaldehyd (25 g, 135 mmol, 1.0 Aquiv.) und 7
(70.6 g, 202 mmol, 1.5 Aquiv.) in THF (540 ml).

Ausbeute: 32.7 g (95%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.34 (¢, J =72,
3 H, CHj); 4.26 (¢, J = 7.2, 2 H, CH»); 6.42 (d, J = 16.0, 1 H, H-C(2)); 7.38 (d, J =
8.3,2 H, arom.); 7.51 (d, J= 8.3, 2 H, arom.); 7.66 (d, J=16.0, 1 H, H-C(1)).

4-Methyl-(E)-zimtsiure (13) [136]

HO @)

A

Synthese gemiss AAV4 mit Ethylester 9 (15.79 g, 83 mmol, 1.0 Aquiv.) in konz. HCI
(83 ml) und 1,4-Dioxan (83 ml).

Ausbeute: 12.71 g (94%). Weisser Feststoff. Smp. 195 °C (Lit. [137]: 195-198 °C).
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.39 (s, 3 H, CH3); 6.41 (d, J=15.9, 1 H, H-C(2)); 7.21
(d,J=28.1,2 H, arom.); 7.46 (d, J=8.1,2 H, arom.); 7.77 (d, J=15.9, 1 H, H-C(1)).
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(E)-3-(4-(Trifluormethyl)phenyl)acrylsaure (14) [138]

HO O

r

CF;

Synthese gemiiss AAV4 mit Ethylester 10 (27.89 g, 115 mmol, 1.0 Aquiv.) in konz.
HCI1 (115 ml) und Dioxan (115 ml). Das braune Rohprodukt wurde mit kaltem
Isopropanol (30 ml) gewaschen und am HV getrocknet.

Ausbeute: 22.62 g (92%). Farbloser Feststoff. Smp. 230 °C (Lit. [138]: 229-230 °C).
'H-NMR (300 MHz, (CD3),SO): 6.68 (d, J=16.2, 1 H, H-C(2)); 7.66 (d, J=16.2, 1
H, H-C(1)); 7.76 (d, J = 8.3, 2 H, arom.); 7.91 (d, J = 8.3, 2 H, arom.); 12.62 (br. s, 1
H, COOR).

4-Brom-(E)-zimtsiure (15) [139]

Br

Synthese gemiss AAV4 mit Ethylester 11 (32.71 g, 135 mmol, 1.0 Aquiv.) in konz.
HCI (130 ml) und 1,4-Dioxan (130 ml).

Ausbeute: 29.1 g (quant.). Weisser Feststoff. Smp. 256 °C (Lit. [140]: 253 °C). 'H-
NMR (300 MHz, (CDs),SO): 6.57 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2)); 7.53-7.69 (m, 5 H,
arom. und H-C(1)); 12.48 (br. s, 1 H, COOH).
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(E)-Zimtsiurehydrazid (2) [141]

O« _NHNH,

Synthese gemiss AAVI mit Zimtsiure (30 g, 200 mmol, 1.0 Aquiv.),
N-Methylmorpholin (24 ml, 212 mmol, 1.05 Aquiv) und Isobutylchloroformat (28 ml,
212 mmol, 1.05 Aquiv.), in THF (675 ml) und Hydrazin (1 M in THF, 1000 ml, 5.0
Aquiv.).

Ausbeute: 33.5 g (quant.). Weisser Feststoff. Smp. 104 °C (Lit. [142]: 126 °C). 'H-
NMR (300 MHz, (CD3),S0): 4.50 (br. s, 2 H, NH,); 6.55 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2));
7.30-7.64 (m, 6 H, arom. und H-C(1)); 9.40 (br. s, 1 H, NH).

(2E)-3-(4-Chlorphenyl)acrylhydrazid (3) [102]

Os_ _NHNH,

/2

1

Cl

Synthese gemidss AAV1 mit p-Chlorzimtsiure (25 g, 136 mmol, 1.0 Aquiv.),
N-Methylmorpholin (15.8 ml, 144 mmol, 1.05 Aquiv.), Isobutylchloroformat (19 ml,
144 mmol, 1.05 Aquiv.) in THF (455 ml) und Hydrazin (1 M in THF, 685 ml, 685
mmol, 5.0 Aquiv.). Das Rohprodukt wurde aus i-PrOH (100 ml) umkristallisiert.
Ausbeute: 19.95 g (73%). Weisser Feststoff. Smp. 158 °C (Lit. [144]: 154-155 °C).
'H-NMR (200 MHz, (CD;),SO): 4.47 (br. s, 2 H, NH,); 6.54 (d, J = 15.8, 1 H, H-
C(2)); 7.39-7.6 (m, 5 H, arom. und H-C(1)); 9.36 (br. s, 1 H, NH).



119 Experimenteller Teil

4-Methyl-(E)-zimtsiurehydrazid (4) [143]

O« _NHNH,

s

Synthese gemédss AAV1 mit p-Methylzimtsdure (13) (12.23 g, 75.4 mmol, 1.0
Aquiv.), N-Methylmorpholin (8.7 ml, 79.2 mmol, 1.05 Aquiv) und
Isobutylchloroformat (10.5 ml, 79.2 mmol, 1.05 Aquiv.), in THF (250 ml) und
Hydrazin (1 M in THF, 750 ml, 5.0 Aquiv.).

Ausbeute: 13.23 g (quant.). Weisser Feststoff. Smp. 128 °C (Lit.: Smp. nicht
vorhanden). 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 2.34 (s, 3 H, CHs); 6.49 (d, J=15.9, 1 H,
H-C(2)); 7.19 (d, J = 8.3, 2 H, arom.); 7.43 (d, J = 8.3, 2 H, arom.); 7.51 (d, J = 15.9,
1 H, H-C(1)).
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(E)-3-(4-(Trifluormethyl)phenyl)acrylhydrazid (5) [102]

Os_ _NHNH,

/2

1

CF;

Synthese gemdss AAV1 mit p-Trifluormethylzimtséure (14) (22.62 g, 0.105 mol, 1.0
Aquiv.), N-Methylmorpholin (12 ml, 0.110 mol, 1.05 Aquiv.) und
Isobutylchloroformat (15.6 ml, 0.110 mol, 1.05 Aquiv.) in THF (348 ml) und
Hydrazin (1 M in THF, 523 ml, 0.523 mol, 5.0 Aquiv.). Das gelbe Rohprodukt wurde
aus EtOAc (150 ml) umkristallisiert und am HV getrocknet.

Ausbeute: 19.65 g (82%). Farblose Kristalle. Smp. 165 °C. IR (Reinsubstanz):
3318w; 3219w; 1649m; 1609s; 1577m; 1531m; 1416m; 1350m; 1315s; 1238m; 1162s;
1125s; 1107s; 1060s; 1016s; 985s; 960m; 827s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6.66
(d, J =159, 1 H, H-C(2)); 7.59 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(1)); 7.66 (d, J = 8.6, 2 H,
arom.); 7.72 (d, J = 8.6, 2 H, arom.). ""F-NMR (282 MHz, CD;0OD): -62.52 (s, 3 F,
CF3). "“C-NMR (75 MHz, CD;OD): 122.1; 125.0 (¢, J(C,F) = 270.7); 126.4 (q,
J(C,F) = 3.8); 127.8; 131.7 (g, *J(C,F) = 32.4); 139.2; 139.6; 166.6. HR-MS (EI):
Ber. fiir CoHoF3N,O" ([M]"): 230.0662; Gef. 230.0663.
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(2E)-3-(4-Bromphenyl)acrylohydrazide (6) [102]

O« _NHNH,

T

Br

Synthese gemiss AAV1 mit p-Bromzimtsiure (15) (24.3 g, 107 mmol, 1.0 Aquiv.),
N-Methylmorpholin (12.4 ml, 112 mmol, 1.05 Aquiv.) und Isobutylchloroformat
(14.9 ml, 112 mmol, 1.05 Aquiv.) in THF (360 ml) und Hydrazin (1 M in THF, 535
ml, 535 mmol, 5.0 Aquiv.). Das Rohprodukt wurde aus i-PrOH (100 ml)
umkristallisiert.

Ausbeute: 18.3 g (71%). Weisser Feststoff. Smp. 165 °C (Lit. [145]: 162 °C). 'H-
NMR (300 MHz, (CD3),S0): 4.49 (br. s, 2 H, NH»); 6.56 (d, J=15.9, 1 H, H-C(2));
741 (d, J =159, 1 H, H-C(1)); 7.50 (d, J = 8.7, 2 H, arom.); 7.61 (d, J = 8.7, 2 H,
arom.); 9.38 (s, 1 H, NH).

Ethylpropanimidoat-Hydrochlorid (25) [108]

NHHCI

OEt

Synthese gemiss AAVS5 mit Propionitril (10 ml, 142 mmol, 1.0 Aquiv.) in
EtOH (545 ml).

Ausbeute: 17 g (87%). Farbloser Feststoff. Smp. 85 °C (Lit. [108]: Smp. nicht
vorhanden). "TH-NMR (300 MHz, CDs;OD): 1.27 (¢, J=17.3,3 H, CH3); 1.48 (¢, J =
7.3,3 H, CH3); 2.70 (¢, J=17.3, 2 H, CH,); 4.45 (¢, J= 7.3, 2 H, CH>).
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N'-((E)-3-p-Tolylacryloyl)propionhydrazonamid (28)

Synthese gemiss AAV2 mit Imidester 25 (10.0 g, 72.7 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Sdurehydrazid 4 (11.52 g, 65.4 mmol, 0.9 Aquiv.) in EtsN (145 ml) und DMF (162
ml). Der entstandene weisse Feststoff wurde abfiltriert. Zum Filtrat wurde Kieselgel
(10 g) zugegeben und am RV eingeengt. Es wurde chromatographisch gereinigt
(Si0,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90). Das amorphe Produkt wurde in MeOH (10 ml)
aufgenommen und im Ultraschallbad mit Et,O (200 ml) ausgefillt. Ausbeute: 7.97 g
(47%). Weisser Feststoff. Smp. 188 °C. IR (Reinsubstanz): 3403w; 3188w; 3022w;
2974w; 2879w; 1630m; 1574s; 1548s; 1511m; 1456m; 1464m; 1404s; 1338m; 1282w;
1260w; 1220m; 1208m; 1179w; 1116w; 1028m; 984m; 864w; 810s; 719m; 646m. 'H-
NMR (300 MHz, (CDs),SO): 1.09 (¢, J = 7.6, 3 H, CH3); 2.11 (¢, J = 7.6, 2 H, CH,);
2.32 (s, 3 H, CH3); 6.10 (br. s, 2 H, NH,); 6.57 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2)); 7.22-7.51
(m, 5 H, arom. und H-C(1)); 9.47 (br. s, 1 H, NH). “C-NMR (75 MHz, (CD5),SO):
11.9; 21.0; 27.0; 117.3; 127.1; 129.3; 132.4; 138.6; 139.9; 149.9; 155.4. HR-MS (EI):
Ber. fiir C;3H7N;0" ([M]"): 231.1367; Gef. 231.1366. EA fiir (C13H;7N30): Ber. C
67.51,H7.41,N 18.17, O 6.92; Gef. C 76.55,H 7.52, N 17.88.

N'-[(2E)-3-(4-Bromphenyl)prop-2-enoyl]propanhydrazonamid (29)

Br

Synthese gemidss AAV2 mit Imidester 25 (6.00 g, 43.6 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Sdurehydrazid 6 (9.46 g, 39.2 mmol, 0.9 Aquiv.) in EtsN (87 ml) und DMF (97 ml).
Das erhaltene gelbe Ol wurde in i-PrOH (5 ml) aufgenommen, mit Et,0O (50 ml)
gefillt, abfiltriert und am HV getrocknet.
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Ausbeute: 3.70 g (29%). Hellgelber Feststoff. Smp. 184 °C. IR (Reinsubstanz):
3450w; 3165w; 2972w; 1652m; 1634m; 1608m; 1556s; 1485m; 1401m; 1339m;
1214m; 1002m; 975m; 815s; 746m. "H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.14 (t, J=17.7, 3
H, CH3); 2.24 (¢, J = 7.7, 2 H, CH»); 6.56 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2)); 7.34-7.48 (m, 5
H, arom. und CH). "C-NMR (75 MHz, CD;OD): 11.9; 26.6; 122.6; 123.7; 129.8;
132.6; 135.5; 138.4; 162.7; 165.1. HR-MS (EI): Ber. fiir C;;H;4sN;0Br ([M]"):
295.0315; Gef. 295.0317. EA fir C;;H4N3;OBr (296.17): Ber.C 48.67, H 4.76, N
14.19, O 5.40, Br 26.98; Gef. C 48.88, H 4.90, N 14.20.

N'-[(2E)-3-(4-chlorphenyl)prop-2-enoyl]propanhydrazonamid (30)

Cl

Synthese gemiss AAV2 mit Imidester 25 (10.0 g, 72.7 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Siurehydrazid 3 (12.9 g, 65.4 mmol, 0.9 Aquiv.) in EtzN (145 ml) und DMF (160
ml). Das erhaltene gelbe Ol wurde in i-PrOH (10 ml) aufgenommen, mit Et,0 (100
ml) ausgefillt, abfiltriert und am HV getrocknet.

Ausbeute: 5.50 g (30%). Hellgelber Feststoff. Smp. 196 °C. IR (Reinsubstanz):
3454m; 3174w; 2973m; 1654s; 1634s; 1584s; 1562s; 1556s; 1488s; 1403s; 1340s;
1212s; 1085s; 818s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.23 (¢, J = 7.7, 3 H, CH3); 2.33
(¢, J=17.7,2 H, CHy); 6.64 (d, J =162, 1 H, H-C(2)); 7.36 (d, J = 8.5, 2 H, arom.);
7.48 (d,J=16.2, 1 H, H-C(1)); 7.53 (d, J = 8.5, 2 H, arom.). C-NMR (125 MHz,
(CD3)2S0): 11.8;26.9; 119.4; 128.8; 128.9; 129.2; 138.6; 150.4; 156.1; 164.7. EA fiir
Ci2H14N3OCI (251.71): Ber. C 57.26, H 5.61, N 16.69, O 6.36, Cl 14.08; Gef. C
57.21, H 5.49, N 16.60.
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N'-[(2E)-3-Phenylprop-2-enoyl]propanhydrazonamid (31)

Synthese gemiss AAV2 mit Imidester 25 (5.0 g, 36.3 mmol, 1.1 Aquiv.) und
Sdurehydrazid 2 (5.3 g, 32.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in EtsN (65 ml) und Isopropanol (70
ml). Der entstandene gelbe Niederschlag wurde abfiltriert und aus MeOH (40 ml)
umkristallisiert. Die Mutterlauge wurde am RV eingeengt und chromatographisch
gereinigt (Si0,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90).

Ausbeute: 3.07 g (42%). Gelber Feststoff. Smp. 170 °C. IR (Reinsubstanz): 3373w;
3202w; 3050w; 1626m; 1538s; 1405m; 1026m. "H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.24
(t, J=17.,3 H, CH3); 2.33 (¢, J = 7.7, 2 H, CHy); 6.64 (d, J = 159, 1 H, H-C(2));
7.30-7.41 (m, 3 H, arom.) 7.50-7.60 (m, 3 H, arom. und H-C(1)). *C-NMR (75 MHz,
CD;OD): 12.1; 26.9; 121.2; 128.2; 129.4; 130.0; 136.2; 140.1; 162.9; 165.2. EA fur
C12H5N30 (217.27): Ber. C 66.34, H 6.96, N 19.34, O 7.36; Gef. C 66.35, H 6.94, N
19.17.

(E)-3-Ethyl-5-(4-(trifluormethyl)styryl)-1H-1,2,4-triazol (34)

Synthese gemiss AAV2 mit Sdurehydrazid 5 (15.05 g, 65.4 mmol, 0.9 Aquiv.) und
Imidester 25 (10.0 g, 72.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in EtsN (145 ml) und DMF (162 ml).
Der entstandene weisse Feststoff wurde abfiltriert. Zum Filtrat wurde Kieselgel (10
g) zugegeben. Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt, und der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90). Das rohe
Hydrazonamid wurde in CH,Cl, (20 ml) geldst, mit Hexan (100 ml) ausgefillt,
abfiltriert und mit Et,O (50 ml) gewaschen.
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32: Ausbeute: 5.68 g (27%). Gelber Feststoff. Smp. 68 °C. IR (Reinsubstanz):
3204m; 2980w; 1652m; 1579m; 1464m; 1414m;1319s; 1286m; 1216w; 1163m; 1107s;
1065s; 1015m; 976m; 954m; 873w; 828m. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.25 (¢, J =
7.6, 3 H, CH3); 2.36 (¢, J= 7.6, 2 H, CH,); 6.76 (d, J=15.8, 1 H, H-CCO); 7.55 (d, J
=15.8, 1 H, CH); 7.67 (d, J= 8.7, 2 H, arom.); 7.73 (d, J= 8.7, 2 H, arom.). HR-MS
(EI): Ber. fiir C1oH4N3OF;" ([M]"): 285.1084; Gef. 285.1086.

Hydrazonamid 32 (5.68 g, 19.9 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss AAV6 in Pyridin
(110 ml) direkt weiter umgesetzt. Die erhaltene gelbe Losung wurde am RV
eingeengt, und das Produkt mit Et,O ausgefillt, abfiltriert und am HV getrocknet.

34: Ausbeute: 3.41 g (64%) ausgehend von 32. Weisser Feststoff. Smp. 190 °C. IR
(Reinsubstanz): 2718w; 1617w; 1500w; 1430w; 1415w; 1397w; 1324m; 1264w;
1157m; 1105m; 1067m; 1054w; 1016w; 970w; 957w; 870w; 840w; 826m; 755w. 'H-
NMR (300 MHz, CD;0OD): 1.35 (¢, J = 7.8, 3 H, CH3); 2.82 (¢, J = 7.8, 2 H, CHy);
7.17 (d,J=16.8, 1 H, CH); 7.55 (d, J=16.8, 1 H, CH); 7.66 (d, J= 8.2, 2 H, arom.);
7.75 (d,J = 8.2, 2 H, arom.). C-NMR (75 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA)’: 11.9;
20.0; 116.5; 123.2; 126.4 (g, *J(C,F) = 3.5); 128.3 (¢, “J(C,F) = 32.3); 135.9; 140.0;
156.6; 159.9. HR-MS (EI): Ber. fiir C;3H; F3N;" ([M-H]"): 266.0900; Gef. 266.0901.

5-[(E)-2-(4-Bromphenyl)vinyl|-3-ethyl-1H-1,2,4-triazol (35)

Br

H
/ N\

<

Synthese gemiss AAV6 mit Hydrazonamid 29 (3.70 g, 12.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in
Pyridin (50 ml). Das Losungsmitel wurde am RV eingeengt. Der erhaltene gelbe
Feststoff wurde mit Et,O (50 ml) gewaschen, abfiltriert und am HV getrocknet.

Ausbeute: 2.98 g (86%). Weisser Feststoff. Smp. 197 °C. IR (Reinsubstanz):
3108w; 2976w; 2841w; 2666w; 1548m; 1532m; 1427m; 1392m; 1262m; 1071s; 966s;
805s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.34 (t,J= 7.6, 3 H, CH3); 2.82 (¢, J= 7.6, 2 H,

? CF; nicht sichtbar.
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CH,); 7.03 (d, J= 16.5, 1 H, CH); 7.42-7.54 (m, 5 H, arom. und CH). >C-NMR (125
MHz, (CD;),SO): 12.1; 19.3; 119.6; 121.1; 128.7'%; 131.6; 135.5; 158.2; 160.2. EA
fiir C1,H2BrN; (278.15): Ber. C 51.82, H 4.35, N 15.11, Br 28.73; Gef. C 51.72, H
4.22,N 15.01.

5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-ethyl-1H-1,2,4-triazol (36)

Cl

H
/ N\

<

Synthese gemiss AAV6 mit Hydrazonamid 30 (5.0 g, 19.8 mmol, 1.0 Aquiv.) in
Pyridin (80 ml). Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt. Der erhaltene gelbe
Feststoff wurde mit Et,O (50 ml) gewaschen, abfiltriert und am HV getrocknet.
Ausbeute: 3.59 g (77%). Weisser Feststoff. Smp. 202 °C. IR (Reinsubstanz):
3110w; 2983w; 2668w; 1644w; 1551m; 1492m; 1427m; 1395m; 1261m; 1086m;
1054s; 1012s; 966s; 824s; 807s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.34 (1, J= 7.6, 3 H,
CH3); 2.80 (¢, J = 7.6, 2 H, CH»); 7.02 (d, J=16.3, 1 H, CH); 7.37 (d, J = 8.6, 2 H,
arom.); 7.46 (d, J = 16.3, 1 H, CH); 7.54 (d, J = 8.6, 2 H, arom.). "“C-NMR (125
MHz, (CD3),SO): 12.1; 19.7; 118.6; 128.4; 128.6; 130.8; 132.5; 135.1; 158.4; 160.0.
HR-MS (EI): Ber. fiir C;oH;N;CI™ ([M-H]"): 232.0642; Gef. 232.0639. EA fiir
Ci2H2CIN3 (233.70): C 61.67, H 5.18, N 17.98, Cl 15.17; Gef. C 61.52, H 5.40, N
17.82.

192 Signale im aromatischen Bereich iiberlappen.
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(E)-2-Ethyl-5-(4-methylstyryl)-1,3,4-oxadiazol (37)

Hsc\©\/\(N\
/¥ N
o

Synthese gemiss AAV6 mit Hydrazonamid 28 (3.26 g, 14.1 mmol, 1.0 Aquiv.) in
Pyridin (70 ml). Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand
chromatographisch gereinigt (Si0,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90).

Ausbeute: 1.67 g (56%). Weisser Feststoff. Smp. 173 °C. IR (Reinsubstanz):
3146m; 3033m; 2975m; 2855m; 1651m; 1562m; 1495m; 1438m; 1259m; 1053m;
977s; 801s; 750m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.42 (¢, J=17.7, 3 H, CH3); 2.38 (s, 1
H, CHs); 2.91 (¢,J=17.7,2 H, CHy); 6.96 (d, J=15.3, 1 H, CH); 7.20 (d,J=7.0, 2 H,
arom.); 7.43 (d, J=7.0, 1 H, arom.) 7.47 (d, J=15.3, 1 H, CH). *C-NMR (75 MHz,
CDCls): 11.0; 19.3; 21.6; 109.1; 127.3; 129.6; 132.0; 138.4; 140.1; 164.4; 167.0. HR-
MS (EI): Ber.fiir C;3H;3N,O" ([M-H]"): 213.1028; Gef. 213.1025. EA fiir C;3H;4N,O
(213.28): Ber. C 72.87 H 6.59 N 13.07 O 7.47; Gef. C 72.71 H 6.77 N 13.15.

Als Nebenprodukt entstand: (E)-3-Ethyl-5-(4-methylstyryl)-1H-1,2,4-triazol (38)

Ausbeute: 180 mg (6%). Weisser Feststoff. Smp. 174 °C. IR (Reinsubstanz):
3142w; 3030w; 2975w; 2853w; 2762w; 1650w; 1556w; 1499m; 1438w; 1259m;
1054m; 974m; 966m; 799m. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.33 (1, J= 7.8, 3 H, CH3);
2.34 (s, 3 H, CH3); 2.79 (¢, J= 7.8, 2 H, CH>); 6.49 (d,J=16.5, 1 H, CH); 7.19 (d, J
= 7.8, 2 H, arom.); 7.40-7.52 (m, 3 H, arom. und CH). "“C-NMR (125 MHz,
(CD3),SO): 12.7; 20.0; 21.5; 118.5; 127.3; 130.0; 132.5; 134.2; 138.2; 158.7; 161.3.
HR-MS (EI): Ber. fiir C;3H;sN3  ([M]): 213.1261; Gef. 213.1261.



Experimenteller Teil 128

3-Ethyl-5-[(E)-2-phenylvinyl]-1H-1,2,4-triazol (39)

H
F N,
\ N

L

Eine Losung des Hydrazonamids 31 (271 mg, 1.24 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in i-
PrOH (2.5 ml) und Et;N (2.5 ml) geldst und wihrend 48 h unter Riickfluss erhitzt.
Keine Reaktion. Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand in
Pyridin (5 ml) aufgenommen. Die Losung wurde wéhrend 1 h unter Riickfluss erhitzt.
Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt, und der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90).

Ausbeute: 114 mg (46%). Weisser Feststoff. Smp. 167 °C. IR (Reinsubstanz):
3136w; 2978w; 2361w; 1646w; 2977w; 1563w; 1497w; 1481w; 1457w; 1432w;
1343w; 1218w; 11075w; 961m; 761m. "H-NMR (300 MHz, (CD3),SO): 1.22 (¢, J =
7.6, 3 H, CHs»); 2.68 (¢, J = 7.6, 2 H, CH,); 7.07 (d, J=16.5, 1 H, CH); 7.25-7.44 (m,
4 H, arom. und ArCH); 7.85-7.64 (m, 2 H, arom.). “C-NMR (75 MHz, CD;OD):
12.7; 20.9; 116.2; 127.8; 129.7“; 135.7; 137.1; 159.5; 162.0. HR-MS (EI): Ber. fiir
CioHioN3™ ([M=H]"): 198.1031; Gef. 198.1025.

! Zwei Signale im aromatischen Bereich iiberlappen zufillig.
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Methyl-6-(tritylamino)nicotinat (41)

o) 0]

2 Y 3

1~z N
HN Ph
Ren

Ph

Eine Losung von 6-Aminonicotinsiuremethylester (100 mg, 0.7 mmol, 1.0 Aquiv.)
und Triphenylchlormethan (550 mg, 2.1 mmol, 3.0 Aquiv.) in Pyridin (1 ml) wurde
wihrend 30 min bei 100 °C und dann wéhrend 15 h bei RT gerithrt. Das
Losungsmittel wurde am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in H,O (40 ml)
aufgenommen und mit CH,Cl; (2 x 50 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden
iiber MgSO, getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:9). Ausbeute: 259 mg (quant.).
Farbloser Feststoff. Smp. 75 °C. IR (Reinsubstanz): 3054w; 1713s; 1597s; 1490s;
1270s; 698s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 3.81 (s, 3 H, CH3); 5.80 (d, J = 8.9, H-
C(1)); 6.60 (br. s, 1 H, NH); 7.20-7.34 (m, 15 H, Tr); 7.63 (dd, J = 8.9, 2.3, 1 H, H-
C(2)); 8.69 (d, J=2.3, 1 H, H-C(3)). C-NMR (75 MHz, CDCl;): 51.7; 71.0; 108.1;
115.7; 127.1; 128.1; 128.8; 137.4; 144.0; 150.1; 160.2; 166.1. HR-MS (EI): Ber. fiir
CasH2oN20," ([M]1): 394.1681; Gef. 394.1678.
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[6-(Tritylamino)pyridin-3-yljmethanol (42)

OH

2 Y 3

1~z N
HN Ph
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Zu einer Losung von 41 (5.0 g, 12.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (60 ml) wurde bei 0
°C Diisopropylaluminiumhydrid (1 M in CH,Cl,, 39.3 ml, 3.0 Aquiv.) zugetropft und
wihrend 1 h bei 0 °C geriihrt. Das Eisbad wurde entfernt, und nach 2 h wurde die
Reaktion mit ges. wissr. NH4Cl-Losung (10 ml) gestoppt. Der Riickstand wurde in
H,O (200 ml) aufgenommen. Natriumkaliumtartrat (30 g) und EtOAc (400 ml)
wurden zugegeben und wéhrend 1 h bei RT geriihrt. Die wéssr. Phase wurde mit
EtOAc (2 x 200 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO,
getrocknet und am RV eingeengt. Der erhaltene Feststoff wurde mit CH,Cl, (20 ml)
gewaschen, abfiltriert und am HV getrocknet.

Ausbeute: 3.41 g (73%). Weisser Feststoff. Smp. 191 °C. IR (Reinsubstanz):
3351w; 1609m; 1527m; 1470m; 1326m; 1033m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 4.46
(s, 2 H, CHy); 5.83 (d, J = 8.6, 1 H, H-C(1)); 6.27 (br. s, 1 H, NH); 7.09 (dd, J = 8.6,
2.3, 1 H, H-C(2)); 7.18-7.36 (m, 15 H, Tr); 8.02 (d, J = 2.3, 1 H, H-C(3)). "C-NMR
(75 MHz, CDCls): 62.7; 70.7; 109.2; 125.5; 127.0; 128.0; 128.9; 136.2; 144.6; 147.1;
157.4. HR-MS (EI): Ber. fiir CosH»oN,O" ([M]): 366.1732; Gef. 366.1725.
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3-Brommethylpyridinhydrobromid (43) [113]

Br
2 \1
3\ 2N *HBr

Synthese gemiss AAV7 mit 3-Hydroxymethylpyridin (5.0 ml, 51 mmol, 1.0 Aquiv.)
in CH,Cl, (250 ml), sowie Triphenylphosphin (21.4 g, 81.5 mmol, 1.6 Aquiv.) und
Brom (3.94 ml, 76.4 mmol, 1.55 Aquiv.) in CH,Cl, (250 ml). Der weisse
Niederschlag wurde abfiltriert, mit CH,Cl, (50 ml) gewaschen und am HV getrocknet.
Ausbeute: 9.43 g (73%). Weisser Feststoff. Smp. 151 °C (Lit. [113]: Smp. nicht
angegeben). 'H-NMR (300 MHz, CD;OD): 4.91 (s, 2 H, CH,Br); 8.13 (dd, J = 7.9,
5.9, 1 H, H-C(2)); 8.76 (m, 1 H, H-C(3)); 8.85 (d, J=5.9, 1 H, H-C(4)); 9.04 (s, | H,
H-C(1)).

2-Chlor-5-brommethylpyridin (44) [114]

Br
2 X 1
3 /N

Cl

Synthese geméss AAV7 mit 2-Chlor-5-hydroxymethylpyridin (5.0 g, 34.1 mmol, 1.0
Aquiv.) in CH,Cl, (170 ml), sowie Triphenylphosphin (14.32 g, 54.6 mmol, 1.6
Aquiv.) und Brom (2.72 ml, 52.9 mmol, 1.55 Aquiv.) in CH,Cl, (170 ml).

Die Reaktionsmischung wurde mit 1 M wéssr. K,COs3-Losung (100 ml) gewaschen,
die org. Phase iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde
iiber Kieselgel filtriert und mit Hexan/EtOAc (4:1, 500 ml) eluiert.

Ausbeute: 7.08 g (quant.). Weisser Feststoff. Smp. 97 °C (Lit. [114]: Smp. nicht
angegeben). 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 4.44 (s, 2 H, CH;,Br); 7.33 (d,J=8.3, 1 H,
H-C(3)); 7.70 (dd, J = 8.3, 2.6, 1 H, H-C(2)); 8.40 (d, J=2.6, 1 H, H-C(1)).
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3-({3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-ethyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl} methyl)pyridin
(45)
und
3-({5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-ethyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl} methyl)pyridin
(48)"2

cl cl
A N NN
3
N7 N | SN N7 SN
/ 3
\>__N A \)\;N —N 4
45 48

Zu einer Suspension des Bromids 43 (1.3 g, 5.1 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (10 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 260 mg, 6.4 mmol, 1.5 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Gleichzeitig wurde zu einer Losung des Triazols
36 (1.0 g, 4.3 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml) Natriumhydrid (60% in Mineraldl,
260 mg, 6.4 mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde die
Suspension von 43 zu der gelben Losung von 36 zugetropft und wihrend 15 h auf RT
aufwédrmen gelassen. Die Reaktion wurde mit MeOH (5 ml) gestoppt. Nach Zugabe
von Kieselgel (5 g) wurde am RV eingeengt und chromatographisch gereinigt (SiO,,
EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc). In einem zweiten Trenngang wurden die
Mischfraktionen getrennt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc), wobei das weniger
polare 45 als erstes Regioisomer eluiert wurde.

45: Ausbeute: 358 mg (26%). Farbloser Feststoff. Smp. 118 °C. IR (Reinsubstanz):
2978w; 2936w; 1639w; 1592w; 1579w; 1499m; 1479m; 1425m; 1355w; 1283w;
1184w; 1088m; 969m; 810s; 729m; 710m. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.35 (¢, J =
7.6, 3 H, CH»); 2.77 (¢, J = 7.6, 2 H, CHy); 5.40 (s, 2 H, CH»); 6.79 (d, J=15.9, 1 H,
H-C(1)); 7.26-7.54 (m, 6 H, arom.); 7.67 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2)); 8.57-8.60 (m, 2

12 Zuordnung der Regioisomere mittels NOE; Einstrahlung auf H,CN.
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H, H-C(3) und H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): 12.6; 21.7; 49.2; 110.7; 123.8;
128.3; 129.0; 131.2; 133.7; 134.7; 135.1; 136.4; 148.3; 149.7; 152.5; 165.6. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir CigH;sCIN, ™ ([M+H]): 325.1215; Gef. 325.1211. EA fiir
CisH7CINy (324.81): Ber. C 66.56, H 5.28, N 17.25, C1 10.91; Gef. C 66.62, H 5.32,
N 17.11.

48: Ausbeute: 290 mg (21%). Farbloser Feststoff. Smp. 107 °C.

IR (Reinsubstanz): 2981w; 2937w; 1577w; 1493m; 1424m; 1360m; 1296w; 1086m;
1010m; 969m; 817s; 709m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.33 (¢, 3 H, J = 7.6, CH3);
2.76 (¢, 2 H, J=7.6, CHy); 5.31 (s, 2 H, CH,); 7.01 (d, J = 16.3, 1 H H-C(1)); 7.26-
7.35 (m, 3 H, arom.); 7.43-7.56 (m, 4 H, arom. und H-C(2)); 8.56 (d, J= 1.7, 1 H, H-
C(3)); 8.59 (dd, J =428, 1.7, 1 H, H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCl3): 11.9; 19.5;
49.3; 118.1; 123.7; 128.0"%; 128.8; 131.0; 132.2; 133.8; 134.8; 148.4; 149.7; 157.5;
160.4. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH sN4C1" ([M+H]"): 325.1215; Gef. 325.1210.
EA fiir C;sH17N4CI (324.81): Ber. C 66.56, H 5.28, N 17.25, CI 10.91; Gef. C 66.65,
H5.33, N 17.12.

13 Zwei Signale im aromatischen Bereich iiberlappen zufillig.
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3-({3-[(E)-2-(4-Bromphenyl)vinyl]-5-ethyl-4 H-1,2,4-triazol-4-yl}methyl)pyridin
(47)

und
3-({5-[(E)-2-(4-Bromphenyl)vinyl]-3-ethyl-1H-1,2,4-triazol-1-yl}methyl)pyridin
(50)"*

Br Br
NN N
3
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4
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Zu einer Suspension des Bromids 43 (1.1 g, 4.3 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (10 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 215 mg, 5.4 mmol, 1.5 Aquiv.)
zugegeben und wéhrend 1 h geriihrt. Gleichzeitig wurde zu einer Losung des Triazols
35 (1.0 g, 3.6 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml) Natriumhydrid (60% in Mineraldl,
215 mg, 5.4 mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde die
Suspension von 43 zu der gelben Losung von 35 zugetropft und wihrend 15 h auf RT
aufwiarmen gelassen. Die Reaktion wurde mit MeOH (5 ml) gestoppt. Nach Zugabe
von Kieselgel (5 g) wurde am RV eingeengt und chromatographisch gereinigt (SiO,,
EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc). In einem zweiten Trenngang wurden die
Mischfraktionen getrennt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc), wobei das weniger
polare 47 als erstes Regioisomer eluiert wurde.

47: Ausbeute: 347 mg (26%). Weisser Feststoff. Smp. 106 °C. IR (Reinsubstanz):
3024w; 2977w; 2938w; 1913w; 1633w; 1577w; 1497m; 1483m; 1425m; 1398m;
1268w; 1067m; 968m; 815m; 741m. "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.35 (t, J = 7.6, 3
H CHaj); 2.77 (¢, J = 7.6, 2 H CHy); 5.39 (s, 2 H, CHy); 6.81 (d, J = 15.8, 1 H, H-
C(1)); 7.27-7.38 (m, 3 H, arom.); 7.45-7.54 (m, 3 H, arom.); 7.65 (d, J=15.8, 1 H, H-

' Zuordung der Regiosiomere durch Vergleich mit 45 und 48.
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C(2)); 8.52-8.58 (m, 2 H, H-C(3) und H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): 12.6;
21.7; 49.2; 110.8; 123.4; 123.8; 128.6; 131.2; 132.0; 134.1; 134.7; 136.4; 148.3;
149.7; 152.5; 165.6. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH;sBrN," ([M+H]"): 369.0709;
Gef. 369.0699. EA fiir CigH7BrNy (369.26): Ber. C 58.55, H 4.64, N 15.17, Br
21.64; Gef. C 58.64, H 4.92, N 15.07.

50: Ausbeute: 240 mg (26%). Weisser Feststoff. Smp. 132 °C. IR (Reinsubstanz):
3034w; 2976w; 2937w; 1577w; 1492m; 1359w; 1297w; 1069m; 1025m; 1005m;
969m; 814m; 709m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.32 (¢, J= 7.6, 3 H, CH3); 2.75 (g,
J=1.6,2H, CHy); 5.29 (s, 2 H, CH,); 7.02 (d, J= 16.3, 1 H, H-C(1)); 7.27-7.55 (m, 7
H, arom. und H-C(2)); 8.55 (d, J = 1.8, 1 H, H-C(3)); 8.58 (dd, J = 4.8, 1.8, 1 H, H-
C(4)). "“C-NMR (75 MHz, CDCLs): 11.9; 19.5; 49.4; 118.2; 122.0; 123.7; 128.2;
131.0; 131.8; 132.2; 134.8; 135.3; 148.4; 149.7; 157.6; 160.4.

HR-MS (MALDI): Ber. fiir CigH;sBrN,™ ([M+H]"): 369.0709; Gef. 369.0701. EA
fiir C1sH,7BrNy (369.26): Ber. C 58.55, H 4.64, N 15.17, Br 21.64; Gef. C 58.64, H
4.73,N 15.24.
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3-[(3-Ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-4 H-1,2 ,4-triazol-4-
yD)methyl]pyridin (46)

und
3-[(3-Ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-1,2,4-triazol-1-
yDmethyl|pyridin (49)"

) %

FY My

Zu einer Suspension des Bromids 43 (2.84 g, 11.2 mmol, 1.5 Aquiv.) in THF (40 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 600 mg, 15 mmol, 2.0 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Gleichzeitig wurde zu einer Losung des Triazols
34 (2.0 g, 7.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (40 ml) Natriumhydrid (60% in Mineraldl,
450 mg, 11.2 mmol, 1.5 Aquiv.) zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde
die Suspension von 43 zu der gelben Losung von 34 zugetropft und wéhrend 15 h auf
RT aufwirmen gelassen. Die Reaktion wurde mit MeOH (5 ml) gestoppt. Nach
Zugabe von Kieselgel (5 g) wurde am RV eingeengt und chromatographisch gereinigt
(SiO;, EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc). In einem zweiten Trenngang wurden die
Mischfraktionen getrennt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:4 — EtOAc), wobei das weniger
polare 46 als erstes Regioisomer eluiert wurde.

46: Ausbeute: 380 mg (14%). Farbloser Feststoff. Smp. 109 °C. IR (Reinsubstanz):
2975w; 2934w; 1613w; 1580w; 1499m; 1427w; 1318s; 1163m; 1107s; 1062s; 1027m;
969m; 953m; 823s; 706m. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.35 (¢, J = 7.6, 3 H, CH3);
2.78 (¢, J =1.6,2 H, CH»); 5.42 (s, 2 H, CH»); 6.90 (d, J =159, 1 H, H-C(1)); 7.30
(dd, J=1.9, 4.8, 1 H, H-C(3)); 7.50-7.70 (m, 5 H, arom.); 7.74 (d, J = 15.9, 1 H, H-

'3 Zuordung der Regiosiomere durch Vergleich mit 45 und 48.
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C(2)); 8.52-8.62 (m, 2 H, Py). >C-NMR (75 MHz, CDCl;)"’: 12.8; 21.9; 49.4; 112.5;
123.7; 125.7 (g, *J(C,F) = 3.8); 127.2; 130.8 (¢, *J(C,F) = 32.6); 135.9; 138.6; 148.2;
149.6; 152.1; 165.6. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C1oH sFsNy" ([M+H]"): 359.1478;
Gef. 359.1473.

49: Ausbeute: 322 mg (12%). Farbloser Feststoff. Smp. 108 °C. IR (Reinsubstanz):
2977w; 2937w; 1611m; 1578w; 1514w; 1470m; 1446m; 1426m; 1360m; 1321s; 1165s;
1103s; 1060s; 959s; 826s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.34 (¢, J = 7.6, 3 H, CH3);
2.77 (¢, J=1.6,2 H, CHy); 5.31 (s, 2 H, CHy); 7.12 (d, J=16.3, 1 H, CH); 7.0 (ddd, J
=17.9,4.8,0.7, 1 H, H-C(3)); 7.51-7.63 (m, 6 H, arom. und CH); 8.56 (dd, J = 2.0, 0.7,
1 H, H-C(1)); 8.59 (dd, J = 4.8, 2.0, 1 H, H-C(2)). "“C-NMR (75 MHz, CDCl3)"":
11.9; 19.5; 49.4; 120.0; 123.8; 125.5 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.8; 129.8 (¢, *J(C,F) =
32.4); 131.0; 131.9; 134.9; 139.9; 148.5; 149.7; 157.7; 160.1. HR-MS (MALDI):
Ber. fiir CioHgF3Ny™ ([M+H]): 359.1478; Gef. 359.1469. EA fiir CoH7N4F;
(358.37): Ber. C 63.68, H 4.78, N 15.63, F 15.90; Gef. C 63.97, H 4.98, N 15.49.

16 CF; nicht sichtbar.
17 CF; nicht sichtbar.
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2-Chlor-5-[(3-ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-4 H-1,2,4-triazol-4-
yDmethyl]pyridin (51)

und
2-Chlor-5-[(3-ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-1,2,4-triazol-1-
yl)methyl]pyridin (52)"®

FsC FsC
2\1 2\1
5
N7 N SN N~ SN
1 l \ N/ 5 =N
Ff e L
4 3
51 52

Zu einer Losung des Triazols 34 (200 mg, 0.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (4 ml) wurde
bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 50 mg, 1.3 mmol, 1.7 Aquiv.) zugegeben
und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde Bromid 44 (186 mg, 0.9 mmol, 1.2 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 20 h auf RT aufwirmen gelassen. Anschliessend wurde
Kieselgel (1 g) zugegeben, am RV eingeengt und chromatographisch gereinigt (SiO»,
EtOAc/Hexan 1:1). Die vollstindige Trennung der Regioisomere erforderte einen
weiteren Trenngang (Si0,, EtOAc/Hexan 1:4 — 1:1), wobei das weniger polare 51
als erstes Regioisomer eluiert wurde.

51: Ausbeute: 97 mg (33%). Farbloser Feststoff. Smp. 101 °C. IR (Reinsubstanz):
2981w; 2939w; 1613w; 1571w; 1502w; 1460m; 1412w; 1320m; 1131m; 1106s; 1064s;
953m; 820m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.35 (1, J = 7.6, 3 H, CH3); 2.77 (¢, J =
7.6, 2 H, CH»); 5.38 (s, 2 H, CHy); 6.88 (d, J=15.8, 1 H, H-C(1)); 7.32 (d, J=8.2, 1
H, H-C(3)); 7.51 (dd, J= 8.2, 2.5, 1 H, H-C(4)); 7.59 (d, J = 8.7, 2 H, H-C(6)); 7.63
(d,J=28.7,2 H, H-C(7)); 7.75 (d, J=15.8, 1 H, CH); 8.35 (d, J = 2.5, 1 H, H-C(5)).
PC-NMR (75 MHz, CDCls): 12.7; 21.9; 48.5; 112.3; 123.7 (¢, J(C,F) = 271.7); 124.6;
125.7 (g, *J(C,F) = 3.5); 127.3; 130.1; 130.8 (¢, “J(C,F) = 32.6); 136.2; 137.6; 138.5;

'8 Zuordung der Regiosiomere durch Vergleich mit 45 und 48.
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148.1; 151.4; 152.2; 165.8. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,oH;7N4F5Cl" ([M+H]):
393.1088; Gef. 393.1082.

52: Ausbeute: 106 mg (37%). Farbloser Feststoff. Smp. 98 °C. IR (Reinsubstanz):
3043w; 2978w; 2938w; 1613m; 1568m; 1514w; 1475m; 1462m; 1388m; 1321s; 1165s;
1099s; 1063s; 963m; 820s; 769m. "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.35 (1, J= 7.6, 3 H,
CHs); 2.77 (¢, J= 7.6, 2 H, CH»); 5.28 (s, 2 H, CH,); 7.10 (d, J = 16.9, 1 H, H-C(1));
733 (d,J=8.2,1H, H-C(3)); 7.54 (dd, J= 8.2, 2.4, 1 H, H-C(4)); 7.58 (d, J=16.9, 1
H, H-C(2)); 7.61 (s, 4 H, arom.); 8.34 (d, J=2.4, 1 H, H-C(5)). “C-NMR (75 MHz,
CDCl)": 12.1; 19.6; 48.7; 119.8; 124.6; 125.6 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.9; 129.8 (g,
2J(C,F) = 32.4); 129.9; 132.0; 137.8; 139.7; 148.3; 151.5; 157.6; 160.2. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir CioH;7N4FsCl" ([M+H]"): 393.1088; Gef. 393.1081. EA fiir
C1oHsN4F5Cl (392.81): Ber. C 58.10, H 4.11, N 14.26, Cl 9.03, F 14.51; Gef. C
58.27, H4.26, N 14.13.

N,N-Dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (55) [146]
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Eine Losung von N,N-Dimethylsulfamoylchlorid (13.8 ml, 128 mmol, 1.0 Aquiv.),
Pyrazol (10.0 g, 147 mmol, 1.15 Aquiv.) und Triethylamin (18.7 ml, 134 mmol, 1.05
Aquiv.) in Toluol (140 ml) wurde wihrend 18 h bei 80 °C geriihrt. Der entstandene
Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat am RV eingeengt. Der Riickstand wurde mit
EtOAc (800 ml) tiber Kieselgel filtriert. Das leicht verunreinigte Rohprodukt wurde
chromatographisch gereinigt (Si0,, EtOAc/Hexan 4:1).

Ausbeute: 20.03 g (89%). Farbloses OL. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.94 (s, 6 H,
N(CHj)y); 6.40 (dd, J=2.7,1.5, 1 H, H-C(4)); 7.74 (d, J = 1.5, 1 H, H-C(3)); 7.98 (d,
J=2.7,1H, H-C(5)).

1% CF; nicht sichtbar.
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5-(Hydroxymethyl)-V,/N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (57)
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Zu einer Losung von 55 (8.82 g, 50 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (190 ml) wurde bei —
78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 35 ml, 55 mmol, 1.1 Aquiv.) zugetropft, wobei
sich sofort ein weisser Niederschlag bildete. Die Suspension wurde wihrend 1 h
geriihrt und dann bei —78 °C via Kaniile (0 1.0 mm) zu einer auf —78 °C gekiihlten
Losung von Chlorameisensiuremethylester (7.8 ml, 100 mmol, 2.0 Aquiv.) in THF
(100 ml) zugetropft und anschliessend wahrend 15 h auf RT aufwidrmen gelassen.
Die Reaktion wurde mit ges. wissr. NH4CI-Losung (50 ml) gestoppt, und das
Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser (50 ml)
aufgenommen und mit CH,Cl, (3 x 200 ml) extrahiert, iiber MgSO,4 getrocknet und
am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in Et;O (100 ml) und Hexan (100 ml)
aufgenommen, wobei sich ein weisser Niederschlag bildete. Der Feststoff wurde
abfiltriert und mit Hexan (50 ml) gewaschen.

56: Ausbeute: 9.24 g (71%). Farbloser Feststoff. Smp. 55 °C. IR (Reinsubstanz):
3128w; 2958w; 1728m; 1521w; 1449m; 1373m; 1319m; 1280m; 1245m; 1178s;
1157s; 1125m; 978s; 759m; 721s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 3.12 (s, 6 H,
N(CHs),); 3.93 (s, 3 H, OCH3), 6.82 (d, J = 1.7, 1 H, H-C(3)), 7.59 (d,J = 1.7, 1 H,
H-C(4)). EA Ber. fiir C;H;1N304S (233.24): C 36.05, H 4.75, N 18.02, O 27.44, S
13.75; Gef. C 36.21, H 4.76, N 17.97. HR-MS (EI) Ber. fiir C;HgN;03S" ([M—
CH;0]"): 202.0281; Gef. 202.0278.

Da der Ester 56 bei RT spontan isomerisiert, wurde er direkt weiter umgesetzt.

Zu einer Suspension von Lithiumaluminiumhydrid (1.53 g, 38 mmol, 1.0 Aquiv.) in
THF (150 ml) wurde bei —10 °C eine Losung des Esters 56 (8.95 g, 38 mmol, 1.0
Aquiv.) in THF (50 ml) zugetropft und wihrend 1 h geriihrt. Die Reaktion wurde mit
halbges. wissr. NH4Cl-Losung (50 ml) gestoppt. Dann wurde Wasser (50 ml), EtOAc
(600 ml) und Natriumkaliumtartrat (16 g) und zugegeben und wéhrend 30 min
intensiv gertihrt. Die wissr. Phase wurde mit EtOAc (2x 200 ml) extrahiert. Die
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komb. org. Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:1).

57: Ausbeute: 7.81 g (99%), ausgehend von 56. Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz):
3385w; 2941w; 1732w; 1548w; 1456m; 1417m; 1376s; 1285m; 1169s; 1129s; 1084m,;
1049m; 1015s; 967s; 918m; 909m; 724s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 3.00 (s, 6 H,
N(CHs)»); 4.79 (s, 2 H, CH»); 6.33 (d, J=1.6, 1 H, H-C(4)); 7.59 (d, J= 1.6, 1 H, H-
C(3)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): 38.9; 56.0; 108.0; 142.1; 146.4. HR-MS (EI):
Ber. fiir C¢H;1N30:S" ([M]): 205.0516; Gef. 205.0515. EA fiir C¢H;iN303S
(205.24): Ber. C 35.11, H 5.40, N 20.47, O 23.39, S 15.62; Gef. C 35.23, H 5.40, N
20.21.

5-(Brommethyl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (54)
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Synthese gemiss AAV7 mit Alkohol 57 (3.13 g, 15.3 mmol, 1.0 Aquiv) in CH,Cl,
(75 ml), sowie Triphenylphosphin (6.4 g, 24.4 mmol, 1.6 Aquiv.) und Brom (1.2 ml,
23.6 mmol, 1.55 Aquiv.) in CH,Cl, (75 ml). Das Reaktionsgemisch wurde mit 1 M
wissr. K,COs3-Losung (50 ml) gewaschen. Die org. Phase wurde iiber MgSO4
getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in wenig CH,Cl,
aufgenommen, tiber Kieselgel filtriert und mit EtOAc/Hexan (1:4, 500 ml) eluiert.
Ausbeute: 2.63 g (64%). Farbloser Feststoff. Smp. 71 °C. IR (Reinsubstanz):
3134w; 2985w; 2929w; 1543w; 1474w; 1456m; 1429w; 1382s; 1310s; 1278m; 1225m;
1170s; 1127s; 966s; 916s; 827s; 726s; 710s; 668s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.99
(s, 6 H, N(CHs)»); 4.70 (s, 2 H, CHy); 6.40 (d, J= 1.6, 1 H, H-C(4)); 7.56 (d, J = 1.6,
1 H, H-C(3)). "C-NMR (75 MHz, CDCls): 20.4, 39.2, 109.7, 141.8, 142.5. HR-MS
(EI): Ber. fiir C¢H;BrN;0,S™ ([M+H]"): 267.9750; Gef. 267.9751. EA fiir
CeH10BrN;O,S (268.13): Ber. C 26.88, H 3.76, N 15.67, O 11.93, S 11.96, Br 29.80;
Gef. C27.17, H 3.87, N 15.75.
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5-({3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-ethyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl} methyl)-N,/V-
dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (60)*°

und

5-({5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-ethyl-1H-1,2 ,4-triazol-1-yl} methyl)-N,/NV-
dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (61)*°
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Zu einer Losung des Triazols 36 (500 mg, 2.1 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 128 mg, 3.2 mmol, 1.5 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde Bromid 54 (688 mg, 2.6 mmol, 1.2
Aquiv.) zugegeben und wihrend 19 h auf RT aufwirmen gelassen. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von MeOH (2 ml) und Kieselgel (1 g) gestoppt und das
Losungsmittel am RV eingeengt. Es wurde chromatographisch gereinigt (SiO;,
EtOAc/Hexan 1:1 — EtOAc), wobei das weniger polare 61 als erstes Regioisomer
eluiert wurde.  Die Mischfraktionen wurden in einem zweiten Trenngang
chromatographisch getrennt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:1 — EtOAc).

61: Ausbeute: 410 mg (46%). Weisser Feststoff. Smp. 141 °C. IR (Reinsubstanz):
2984w; 1544w; 1494m; 1474m; 1418m; 1384s; 1287m; 1171s; 1132s; 1089m; 1054m;
969s; 919m; 822s; 806s; 736s; 720s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.36 (1, J = 7.6, 3
H, CHs); 2.79 (¢, J = 7.6, 2 H, CH,); 3.03 (s, 6 H, N(CHs),); 5.55 (d, °J = 0.9, 2 H,
NCH,); 5.92 (dt, J=1.8,0.9, 1 H, H-C(3)); 7.00 (d, J=16.3, 1 H, H-C(1)); 7.32 (d, J

% Zuordnung der Regioisomere mittels NOE; Einstrahlung auf H,CN.
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= 8.5, 2 H, H-C(5)); 7.45 (d, J = 8.5, 2 H, H-C(6)); 7.52 (d, J = 16.3, 1 H, H-C(2));
7.59 (d, J = 1.8, 1 H, H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): 11.9; 19.2; 39.0; 44.5;
108.0; 118.0; 128.0; 128.8; 132.3; 133.9; 134.8; 141.2; 142.3; 158.2; 160.5. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir CigH»»CINgO,S™ ([M+H]"): 421.1208; Gef. 421.1201. EA Ber.
fiir C15H,1CINgO,S (420.92): C 51.36, H 5.03, N 19.97, C1 8.42, O 7.60, S 7.62; Gef.
C 51.44, H 5.14, N 19.70.

60: Ausbeute: 317 mg (35%). Weisser Feststoff. Smp. 138 °C. IR (Reinsubstanz):
2969w; 2932w; 1646w; 1505m; 1488m; 1441m; 1386s; 1283s; 1169s; 1122s; 1086s;
964s; 907s; 899m; 814s; 728s; 715s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.34 (£, J = 7.6, 3
H, CHs); 2.77 (¢, J = 7.6, 2 H, CH,); 3.03 (s, 6 H, N(CH3),); 5.66 (d, *J = 0.8, 2 H,
NCH,); 5.99 (dt, J=1.7,0.8, 1 H, H-C(3)); 6.87 (d, J=15.9, 1 H, H-C(1)); 7.34 (d, 2
H, J= 8.5, H-C(5)); 7.46 (d, J= 8.5, 2 H, H-C(6)); 7.58 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(2)); 7.67
(d,J=15.9, 1 H, H-C(4)). "C-NMR (75 MHz, CDCl3): 12.7; 21.5; 39.0; 44.1; 108.5;
110.8; 128.5; 129.0; 133.8; 135.1; 136.4; 141.2; 142.3; 153.0; 165.6. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C;sH»CINgO,S" ([M+H]"): 421.1208; Gef. 421.1202. EA Ber.
fiir C15H21CINgO,S (420.92): C 51.36, H 5.03, N 19.97, C1 8.42, O 7.60, S 7.62; Gef.
C 5126, H5.07,N 19.74.
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5-[(3-Ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-4H-1,2,4-triazol-4-
yDmethyl]-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (58)*'

und
5-1(3-Ethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-1,2,4-triazol-1-
yl)methyl]-V,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (59)”'

CF3

59 58

Zu einer Losung des Triazols 34 (500 mg, 1.9 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 112 mg, 2.8 mmol, 1.5 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde Bromid 54 (602 mg, 2.2 mmol, 1.2
Aquiv.) zugegeben und wihrend 19 h auf RT aufwirmen gelassen. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Wasser (50 ml) gestoppt und anschliessend wurde mit
CH)Cl, (2 x 75 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO4
getrocknet und das Losungsmittel wurde am RV eingeengt. Der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:1 — EtOAc), wobei das weniger
polare 59 als erstes Regioisomer eluiert wurde. Die Mischfraktionen wurden in einem
zweiten Trenngang chromatographisch getrennt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:1 — EtOAc).

59: Ausbeute: 353 mg (41%). Weisser Feststoff.  Smp. 155 °C. IR
(Reinsubstanz):2988w; 1613w; 1544w; 1519w; 1475m; 1449m; 1386s; 1320s; 1285m;
1173m; 1161s; 1119s; 1109s; 1065s; 1054m; 972s; 960s; 919m; 83 1s; 808s; 734s. 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 1.37 (¢, J= 7.6, 3 H, CH3); 2.80 (¢, J= 7.6, 2 H, CH,); 3.03

*! Zuordnung der Regiosiomere durch Vergleich mit 60 und 61.
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(s, 6 H, N(CHs),); 5.57 (d, 2J = 0.9, 2 H, NCH,); 5.93 (dt, J= 1.8, 0.9, 1 H, H-C(3));
7.11 (d,J=16.3, 1 H, H-C(1)); 7.59 (d, J=16.3, 1 H, H-C(2)); 7.60 (d,J=1.8, 1 H,
H-C(4)); 7.61 (s, 4 H, arom.). ""F-NMR (282 MHz, CDCl3): —62.45 (s, 3 F, CF3).
BC-NMR (75 MHz, CDCls) **: 11.8; 19.2; 39.0; 44.5; 108.0; 119.9; 125.6 (g, *J(C.F)
= 3.5); 126.9; 132.1; 141.1; 142.3; 158.3; 160.2. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C1oH2F3N¢0,S" ([M+H]"): 455.1472; Gef. 455.1464.

58: Ausbeute: 346 mg (41%). Farbloser Feststoff. Smp. 121 °C. IR (Reinsubstanz):
2969w; 2937w; 1611w; 1558w; 1501m; 1444m; 1394s; 1318s; 1283m; 1259m; 1204m;
1165s; 1111s; 1066s; 975m; 955s; 828s; 727s; 710s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;):
1.35 (t,J=1.6,3 H, CH3); 2.78 (¢, J = 7.6, 2 H, CH,); 3.04 (s, 6 H, N(CH3),); 5.69 (s,
2 H, NCH,); 6.04 (m, 1 H, H-C(3)); 7.01 (d, J=15.8, 1 H, H-C(1)); 7.59 (m, 1 H, H-
C(4)); 7.64 (s, 4 H, arom.); 7.74 (d, J = 15.8, 1 H, H-C(2)). ""F-NMR (282 MHz,
CDCls): —62.54 (s, 3 F, CF;). >C-NMR (75 MHz, CDCl5)*: 12.9; 22.0; 39.2; 44.2;
108.7; 112.7; 125.7 (g, *J(C,F) = 3.5); 127.5; 130.7 (¢, *J(C,F) = 32.4); 136.0; 138.7;
141.0; 142.2; 152.6; 165.7. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C1oH,,F3NO,S™ ([M+H]):
455.1472; Gef. 455.1465.

22 CF; und CCF; nicht sichtbar.
2 CF,; nicht sichtbar.
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3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-ethyl-4-(1 H-pyrazol-5-ylmethyl)-4 H-1,2 ,4-
triazol (63)

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit 60 (299 mg, 0.71 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 14 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 220 mg (99%). Weisser Feststoff. Smp. 164 °C IR (Reinsubstanz):
3116w; 3052w; 2912w; 2813w; 1637w; 1542w; 1505m; 1435m; 1372m; 1302w;
1265w; 1182w; 1087m; 1047m; 965m; 905m; 840w; 812m; 752m. 'H-NMR (300
MHz, CD;0D): 1.31 (¢, 3 H, J= 7.6, CH3); 2.71 (¢, 2 H, J = 7.6, CH,); 5.48 (s, 2 H,
NCH,); 6.26 (d, 1 H, J = 2.3, H-C(3)); 7.27 (d, 1 H, J=16.1, H-C(1)); 7.40 (d, 2 H, J
= 8.6, H-C(5)); 7.57 (d, 1 H, J=16.1, H-C(2)); 7.59-7.62 (m, 1 H, H-C(4)); 7.63 (d, 2
H, J = 8.6, H-C(6)). *C-NMR (75 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA): 11.9; 21.1; 47.1;
105.1; 109.9; 129.8; 130.0; 131.5; 134.4; 136.8; 140.1; 146.2; 152.1; 161.7. MS
(MALDI): Ber. fiir C;¢H;,CINs" ([M+H]"): 314.1167; Gef. 314.1158.
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5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-ethyl-1-(1H-pyrazol-5-ylmethyl)-1H-1,2,4-
triazol (65)

N
N\

3

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit 61 (326 mg, 0.77 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 15.5 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 243 mg (quant.). Weisser Feststoff. Smp. 138 °C. IR (Reinsubstanz):
3132m; 3047m; 2975m; 2933m; 1651w; 1494s; 1475m; 1450m; 1425m; 1403m;
1361m; 1269m; 1183m; 1082m; 1049m; 1010m; 961m; 809s; 756s. 'H-NMR (300
MHz, CDs;OD): 1.28 (¢, J= 7.6, 3 H, CH3); 2.86 (¢, J = 7.6, 2 H, CH»); 5.37 (s, 2 H,
NCH,); 6.26 (d, J = 2.3, 1 H, H-C(3)); 7.00 (d, J = 16.4, 1 H, H-C(1)); 7.36 (d, J =
8.7,2 H, H-C(5)); 7.46 (d,J=16.4, 1 H, H-C(2)); 7.53 (d, J = 8.7, 2 H, H-C(6)); 7.61
(d,J=2.3, 1 H, H-C(4)). *C-NMR (75 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA): 11.5; 19.5;
47.1; 104.9; 115.8; 129.2; 129.6; 131.5; 135.3**; 135.4; 146.0; 157.5; 158.0. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C;¢H;7CINs™ ([M+H]"): 314.1167; Gef. 314.1162.

* Zwei Signale iiberlappen teilweise.
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3-Ethyl-4-(1H-pyrazol-5-ylmethyl)-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-4 H-
1,2,4-triazol (62)

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit 58 (300 mg, 0.66 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 13.2 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 300 mg (96%). Farbloser Feststoff. Smp. 161 °C. IR (Reinsubstanz):
3164w; 3068w; 2984w; 2916w; 1614w; 1503m; 1441w; 1324s; 1158s; 1105s; 1067s;
1048s; 970s; 951m; 867m; 822s; 757s; 717m. "H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.31 (¢,
J=1.6,3 H, CH3); 2.72 (¢, J=17.6, 2 H, CH,); 5.51 (s, 2 H, NCH>); 6.27 (d, J=2.3, 1
H, H-C(3)); 7.42 (d, J=16.2, 1 H, H-C(1)); 7.61 (d, J= 2.3, 1 H, H-C(4)); 7.65 (d, J
=16.2, 1 H, H-C(2)); 7.69 (d, J = 8.2, 2 H, H-C(5)); 7.82 (d, J = 8.2, 2 H, H-C(6)).
PF-NMR (282 MHz, CD;0D): —63.03 (s, 3 F, CF3). *C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2
Tropfen TFA)>: 12.0; 21.2; 47.1; 105.0; 112.3; 126.5 (¢, *J(C,F) = 3.8); 129.0; 131.5;
132.0 (¢, *J(C,F) = 32.4); 139.2; 139.5; 146.2; 152.0; 162.0. HR-MS (MALDI): Ber.
fir C7H,7F3Ns" ([M+H]"): 348.1431; Gef. 348.1426.

25 CF,; nicht sichtbar.
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3-Ethyl-1-(1H-pyrazol-5-ylmethyl)-5-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
1,2,4-triazol (64)

.

Entschiitzung gemiiss AAV8 Methode B mit 59 (311 mg, 0.68 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Losung (1.4 M in MeOH, 15 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 235 mg (99%). Weisser Feststoff. Smp. 115 °C. IR (Reinsubstanz):
3354w; 3133w; 2970w; 2915w; 1615m; 1514w; 1482m; 1452m; 1366m; 1322s; 1271m
1169s; 1106s; 1066s; 1050s; 1016m; 967m; 825m; 762s; 720m. "H-NMR (300 MHz,
CDs;0OD): 1.29 (t,J=17.6, 3 H, CHs3); 2.88 (¢, J= 7.6, 2 H, CH,); 5.39 (s, 2 H, NCH,);
6.27 (d,J=2.3, 1 H, H-C(3)); 7.15 (d, J=16.4, 1 H, H-C(1)); 7.55 (d,J=16.4, 1 H,
H-C(2)); 7.62 (d, J = 2.3, 1 H, H-C(4)); 7.66 (d, J = 8.3, 2 H, H-C(5)); 7.74 (d, J =
8.3, 2 H, H-C(6)). ""F-NMR (282 MHz, CD;OD): —62.36 (s, 3 F, CF;). C-NMR
(75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen TFA)*®: 11.6; 19.6; 47.0; 104.9; 118.5; 126.3 (g,
3J(C,F) = 3.8); 128.1; 130.9 (g, “J(C,F) = 32.4); 131.5; 134.4; 140.5; 146.2; 157.8;
158.4. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;7H;7F3Ns" ([M+H]"): 348.1431; Gef. 348.1423.

26 CF; nicht sichtbar.
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(2E)-3-(4-Chlorphenyl)-N'-(3-phenylpropanimidoyl)acrylhydrazid (66)

. s HoN
1 /
Cl \ HN—N
2
@]

Hydrocynnamonitril (10 g, 75.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in EtOH (290 ml) wurde gemiiss
AAVS5 zu Ethyl-3-phenylpropanimidathydrochlorid (26) umgesetzt und direkt
weiterverwendet. Ausbeute: 15.39 g (95%). Weisser hygroskopischer Feststoff.
Smp. 135 °C. 'H-NMR (300 MHz, CD;OD): 1.39 (¢, 3 H, J = 7.0, CH3); 2.82-3.03
(m, 4 H, CH,CH,Ph); 4.34 (¢, 2 H, J= 7.0, CHy); 7.16-7.32 (m, 5 H, Ph).

Die Umsetzung zum Hydrazonamid erfolgte geméss AAV2 mit Imidester 26 (12.0 g,
56.2 mmol, 1.0 Aquiv.) und Siurehydrazid 3 (9.94 g, 50.5 mmol, 0.9 Aquiv.) in EtsN
(110 ml) und DMF (125 ml). Die erhaltene Losung wurde filtriert und das Filtrat am
RV eingeengt. Der erhaltene gelbe Feststoff ~ wurde mit
i-PrOH/Et,0 (2:1, 50 ml) gewaschen und am HV getrocknet.

Ausbeute: 7.029 g (38%). Hellgelber Feststoff. Smp. 186 °C. IR (Reinsubstanz):
3372w; 3027m; 1667m; 1630s; 1567s; 1547s; 1488m; 1452m; 1334m; 1221w; 1139w
1089m; 1011m; 974m; 815s; 698m. 'H-NMR (300 MHz, (CD3),SO): 2.65 (t, J = 7.2,
2 H, CHy); 2.97 (t, J = 7.2, 2 H, CH,Ph); 6.82 (d, J = 15.9, 1 H, H-C(2)); 7.16-7.35
(m, 5 H, Ph); 7.49 (d, J= 8.4, 2 H, H-C(3)); 7.53 (d, J=15.9, 1 H, H-C(1)); 7.62 (d, J
= 8.4, 2 H, H-C(4)); 8.39 (br. s, 2 H, NH,). *C-NMR (75 MHz, (CD3),SO): 32.5;
32.9; 120.9; 126.1; 128.1; 128.3; 128.9; 129.1; 133.5; 134.0; 138.0; 139.8; 161.8;
162.5. HR-MS (EI): Ber. fiir C;gHgCIN;O" ([M]"): 327.1133; Gef. 327.1132.
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3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-(3-phenylpropyl)-1H-1,2,4-triazol (68)

Cl

Ph

4-Phenylbutyronitril (25 g, 172 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss AAVS5 zu Ethyl-4-
phenylbutanimidat-Hydrochlorid (27) umgesetzt.

27: Ausbeute: 27.94 g (71%). Weisser hygroskopischer Feststoff. Smp. 126 °C. 'H-
NMR (300 MHz, CD;OD):1.45 (¢, J =7.1, 3 H, CH3); 2.05 (p, J = 7.4, 2 H,
CH,CH,CH,); 2.65 (¢, J = 7.4, 2 H, H,CPh), 2.72 (¢, J = 7.4, 2 H, CH,CN»), 4.30 (¢, J
=17.1,2 H H,CO), 7.14-7.33 (m, 5 H, Ph).

27 (13.0 g, 57.1 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde geméss AAV2 direkt mit Siurehydrazid 3
(10.1 g 514 mmol, 0.9 Aquiv.)) zum Hydrazonamid 67 umgesetzt. Das
Losungsmittel wurde am RV eingeengt. Das Rohprodukt wurde in Et,O (50 ml)
aufgenommen, abfiltriert und am HV getrocknet.

67: Ausbeute: 10.18 g (52%). Gelber schwerldslicher Feststoff. Smp. 210 °C 'H-
NMR (300 MHz, (CDs),SO): 1.84 (p, J=7.7,2 H, CHy); 2.12 (t, J = 7.7, 2 H, CH,);
2.60 (¢, J=1.7,2 H, CHy); 6.15 (br. s, 1 H, NH); 6.63 (d, J=15.8, 1 H, CH); 7.15-
7.65 (m, 10 H, arom. und CH). HR-MS (EI): Ber. fiir CjoH3CIN;O" ([M]"):
341.1290; Gef. 341.1291.

Hydrazonamid 67 (1.0 g, 292 mmol, 1.0 Aquiv.) in Pyridin (10 ml) wurde gemiss
AAV6 direkt zum Triazol 68 umgesetzt. Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt.
Das Rohprodukt wurde mit Et,O (30 ml) ausgefillt, abfiltriert und am HV getrocknet.

68: Ausbeute: 601 mg (63%). Farbloser Feststoff. Smp. 112 °C. IR (Reinsubstanz):
3128w; 3030w; 2823w; 1812w; 1642w; 1591w; 1556w; 1491m; 1458m; 1441m;
1390m; 1088m; 1057m; 1010m; 963m; 816m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 2.05-
2.16 (m, 2 H, HyC(1)); 2.67 (¢, J = 1.5, 2 H, H,CPh); 2.80 (¢, J = 7.9, 2 H, H,C(2));
6.99 (d, J=16.3, 1 H, H-C(3)); 7.08-7.30 (m, 7 H, arom.); 7.36 (d, J = 8.5, 2 H, H-
C(5)); 7.52 (d, J = 16.3, 1 H, H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen
TFA): 25.6; 29.6; 35.7; 112.5; 126.8; 129.1; 129.6; 129.8; 134.5; 136.3; 138.0; 141.6;
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155.2; 158.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C1oH1oCIN;" ([M+H]"): 324.1262; Gef.
324.1258.

2-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-(2-phenylethyl)-1,3,4-oxadiazol (69)

Synthese gemiss AAV6 mit Hydrazonamid 66 (6 g, 18.3 mmol, 1.0 Aquiv.) in
Pyridin (75 ml). Das Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in Et,O
(20 ml) aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wurde am RV eingeengt, und die
komb. Feststoffe wurden aus MeOH (60 ml) umkristallisiert.

Ausbeute: 3.86 g (68%). Weisser Feststoff. Smp. 120 °C. IR (Reinsubstanz):
3025w; 2929w; 1644w; 1592w; 1564m; 1529w; 1454w; 1406w; 1178w; 1083m; 973m,;
958m; 835m; 805m; 756m. 'H-NMR (300 MHz, (CD3),SO): 3.06 (¢, J = 7.4, 2 H,
CH,); 3.20 (¢, J= 7.4, 2 H, CH>); 7.15-7.35 (m, 6 H, Ph und H-C(1)); 7.47 (d, J = 8.5,
2 H, C(3)); 7.51 (d, J=16.3, 1 H, C(2)); 7.78 (d, J = 8.5, 2 H, C(4)). "C-NMR (75
MHz, (CD3),SO): 27.6; 32.8; 110.8; 126.9; 128.5; 128.8; 128.9; 129.5; 133.4; 136.0;
137.4; 139.7; 164.4; 165.9. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH;sN,OCI" ([M+H]"):
311.0946; Gef. 311.0947. EA Ber. fiir C1gH;sN>OCI (310.78): C 69.57, H 4.86, N
9.01, 0 5.15, C1 11.41; Gef. C 69.38, H 5.00, N 9.05.
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5-({5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-(3-phenylpropyl)-1H-1,2,4-triazol-1-
yl}methyl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (70)*’

und
5-({3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-(3-phenylpropyl)-1H-1,2,4-triazol-1-
yl}methyl)-V,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (7 1)*’

7 70

Zu einer Losung des Triazols 68 (547 mg, 1.69 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (8.5 ml)
wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 101 mg, 2.53 mmol, 1.5 Aquiv.)
zugegeben und wihrend 1 h geriihrt, wobei sich eine gelbe Losung bildete. Dann
wurde Bromid 54 (543 mg, 2.02 mmol, 1.2 Aquiv.) zugegeben und withrend 1 h bei 0
°C geriihrt und dann wihrend 15 h auf RT aufwéirmen gelassen. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Wasser (50 ml) gestoppt. Es wurde mit CH,Cl, (2 x 100 ml)
extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSQO4 getrocknet und das
Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt
(S10,, Hexan/EtOAc 3:2), wobei 71 als erstes Regioisomer eluiert wurde. Fallung mit
Et,0 und Filtration ergab farblose Feststoffe.

71: Ausbeute: 342 mg (40%). Farbloser Feststoff. Smp. 128 °C. IR (Reinsubstanz):
2933w; 1645w; 1555w; 1515w; 1493m; 1468m; 1447m; 1424m; 1387m; 1351m;
1311m; 1283m; 1267m; 1183m; 1128m; 977m; 908m; 818m; 808m; 723s. 'H-NMR

*" Zuordnung der Regioisomere mittels NOE; Einstrahlung auf H,C(3).
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(300 MHz, CDCl3): 1.95-2.18 (m, 2 H, H,C(1)); 2.73 (¢, J = 8.7, 2 H, H,CPh); 2.76 (¢,
J=17.5,2H, H,C(2)); 3.01 (s, 6 H, N(CH3),); 5.49 (s, 2 H, H,C(3)); 5.90 (d, J=1.7, 1
H, H-C(4)); 7.00 (d, J = 16.2, 1 H, H-C(5)); 7.12-7.55 (m, 10 H, H-C(6) und arom.);
7.58 (d, J=1.7, 1 H, H-C(7)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): 25.3; 29.1; 35.2; 39.1;
44.7; 108.1; 118.0; 126.1; 128.0; 128.3; 128.3; 128.9; 132.4; 133.9; 134.8; 140.8;
141.2; 142.3; 156.9; 160.5. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,sHasCINO,S" ([M+H]):
511.1678; Gef. 511.1677. EA Ber. fiir CosHy,CINGO,S (511.05): C 58.76, H 5.33, N
16.44, 0 6.26, S 6.27, C1 6.94; Gef. C 58.86, H 5.49, N 16.29.

70: Ausbeute: 274 mg (32%). Farbloser Feststoff. Smp. 107 °C. IR (Reinsubstanz):
2946w; 2861w; 1633w; 1591w; 1556w; 1494m; 1486m; 1453m; 1430m; 1363m;
1285m; 1162s; 1132m; 1110m; 1087m; 975m; 920m; 813m; 756s; 738s. 'H-NMR
(300 MHz, CDCls): 2.05-2.16 (m, 2 H, H,C(1)); 2.72 (¢, J= 7.9, 2 H, H,CPh); 2.80 (d,
J=7.4,2H, H,C(2)); 3.04 (s, 6 H, N(CH3),); 5.66 (s, 2 H, H,C(3)); 5.98 (d, J=1.7, 1
H, H-C(4)); 6.87 (d, J=15.9, 1 H, H-C(5)); 7.15-7.32 (m, 5 H, Ph); 7.34 (d, J=8.5, 2
H, H-C(6)); 7.47 (d, J= 8.5, 2 H, H-C(7)); 7.58 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(8)); 7.66 (d, J =
15.9, 1 H, HCAr). *C-NMR (75 MHz, CDCls): 28.2; 30.3; 35.6; 39.2; 44.3; 108.5;
110.8; 125.7; 128.2; 128.4; 128.5; 129.0; 133.8; 135.1; 136.4; 141.2; 141.8; 142.3;
153.0; 164.2. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,5H,5CINgO,S"™ ([M+H]"): 511.1678; Gef.
511.1670. EA Ber. fiir C;sH7CINGO,S (511.05): C 58.76, H 5.33, N 16.44, O 6.26, S
6.27, C1 6.94; Gef. C 58.49, H 5.33, N 16.36.
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5-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-3-(3-phenylpropyl)-1-(1H-pyrazol-5-ylmethyl)-
1H-1,2,4-triazol (53)

Cl
6\ 5
3
N/ /N/Y%
_N / 7
, HN\N
1
Ph

Synthese gemiss AAVS8 Methode B mit 70 (170 mg, 0.33 mmol, 1.0 Aquiv.) in einer
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 7 ml, 30.0 Aquiv.).

Ausbeute: 110 mg (82%). Farbloser Feststoff. Smp. 138 °C. IR (Reinsubstanz):
3128w; 3053w; 2918w; 1642w; 1591w; 1540w; 1496m; 1452m; 1110m; 1087m;
1047m; 971m; 810s; 754s; 699s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.98-2.11 (m, 2 H,
H,C(1)); 2.66 (¢, J = 6.9, 2 H, H,CPh); 2.70 (¢, J = 7.4, 2 H, H,C(2)); 5.48 (s, 2 H,
H,C(3)); 6.26 (d, J = 2.3, 1 H, H-C(4)); 7.10-7.62 (m, 12 H, H-C(5), H-C(6), H-C(7)
und arom.). “C-NMR (75 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA): 26.5; 29.8; 35.6; 47.4;
105.2; 109.1; 126.6; 128.9; 129.1; 129.9; 130.2; 131.4; 134.1; 137.2; 141.2; 142.0;
145.9; 151.6; 159.1. HR-MS (MALDI): Ber. fiir Co3H»3CINs' ([M+H]"): 404.1637;
Gef. 404.1634.
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3-[(E)-2-(4-Chlorphenyl)vinyl]-5-(3-phenylpropyl)-1-(1 H-pyrazol-5-ylmethyl)-
1H-1,2 ,4-triazol (72)

Synthese gemiss AAVS8 Methode B mit 71 (223 mg, 0.46 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 9 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 165 mg (94%). Farbloser Feststoff. Smp. 131 °C. IR (Reinsubstanz):
3155w; 3066w; 2924w; 1651w; 1553w; 1499m; 1425m; 1371m; 1185m; 991m; 97 1m;
810m; 784m; 761m; 743m. 'H-NMR (300 MHz, CD;OD): 1.91-2.04 (m, 2 H,
H,C(1)); 2.65 (¢, J = 7.7, 2 H, H,CPh); 2.84 (¢, J = 8.1, 2 H, H,C(2)); 5.32 (s, 2 H,
H,C(3)); 6.22 (d, J=2.3, 1 H, H-C(4)); 7.00 (d, J=16.4, 1 H, H-C(5)); 7.10-7.62 (m,
11 H, H-C(6), H-C(7) und arom.). "*C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen TFA):
25.1; 29.4; 35.6; 47.3; 105.0; 115.1; 126.8; 129.4; 129.1; 129.3; 129.7; 131.5; 135.1;
135.7; 136.1; 141.7; 145.9; 156.6; 156.8. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,3H;CINs"
([M+H]"): 404.1637; Gef. 404.1630.
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N,N-Dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (74) [115]

Zu einer Losung von Imidazol (20.31 g, 0.23 mol, 1.15 Aquiv.) in Toluol (280 ml)
wurden N,N-Dimethylsulfamoylchlorid (28 ml, 0.26 mol, 1.0 Aquiv.) und
Triethylamin (27.56 g, 0.27 mol, 1.05 Aquiv.) zugegeben und wiihrend 24 h bei RT
geriihrt. Der entstandene weisse Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat am RV
eingeengt. Der Riickstand wurde in wenig CH,Cl, gelost und mit Essigester (1500
ml) iiber Kieselgel filtriert.

Ausbeute: 44.98 g (99%). Weisser Feststoff. Smp. 47 °C (Lit. [117]: 43-45 °C). 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 2.86 (s, 6 H, (H3C),N); 7.14-7.15 (m, 1 H, H-C(4)); 7.24-
7.26 (m, 1 H, H-C(5)); 7.89 (s, 1 H, H-C(2)).

Methyl-1-[(dimethylamino)sulfonyl]-2-[(1,1-dimethylethyl)(dimethyl)silyl]-1H-
imidazol-5-carboxylat (75)

1/ \S\
1

Zu einer Losung von 74 (10 g, 57 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (300 ml) wurde bei —78
°C unter Riithren wihrend 20 min z#-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 39.2 ml, 63 mmol,
1.1 Aquiv.) zugetropft, wobei die Temperatur unter —70 °C blieb. Nach 1 h wurde
eine Losung von t-Butyldimethylsilylchlorid (9.5 g, 63 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF (10
ml) langsam zugetropft. Die Losung wurde 1 h bei —78 °C geriihrt und dann wéhrend
18 h auf RT aufwédrmen gelassen. Dann wurde bei —78 °C unter intensivem Riihren

s-Buthyllithium (1.3 M in Cyclohexan, 52.7 ml, 68 mmol, 1.2 Aquiv.) zugetropft und
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1 h bei —78 °C geriihrt. Die gelbe Losung wurde wihrend 4 h via Kaniile zu einer
Losung von Chlorameisensiuremethylester (8.8 ml, 114 mmol, 2.0 Aquiv.) in THF
(300 ml) zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde wahrend 15 h auf RT aufwiarmen
gelassen und die Reaktion bei —78 °C mit ges. wissr. NH4Cl-Losung (40 ml) gestoppt.
Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt, der Riickstand in CH,Cl, (1000 ml)
aufgenommen und mit H,O (2 x 500 ml) gewaschen. Die komb. wissr. Phasen
wurden mit CH,Cl, (400 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden tiber MgSQO4
getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt
(Si0,, Hexan/Essigester 4:1).

Ausbeute: 13.17 g (71%). Gelblicher Feststoff. Smp. 91 °C. IR (Reinsubstanz):
3120w; 2951w; 2853 w; 1737s; 1381m; 1354m; 1124s. '"H-NMR (300 MHz, CDCls):
0.41 (s, 6 H, Si(CHs),); 1.02 (s, 9 H, C(CHj3)3); 2.94 (s, 6 H, (H3C);N); 3.85 (s, 3 H,
CO,CHs); 7.78 (s, | H, H-C(4)). "“C-NMR (75 MHz, CDCls): -3.14; 18.7; 27.5;
38.5; 52.3; 125.0; 140.0; 159.2; 162.5. HR-MS (ESI): Ber. fiir
C13H,6N30,4SSi ([M+H]): 348.1413; Gef. 348.1404.

2-[(1,1-Dimethylethyl)(dimethyl)silyl]-5-(hydroxymethyl)-/N,N-dimethyl-1H-

imidazol-1-sulfonamid (76)

Eine Ldsung von 75 (790 mg, 2.3 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (4.5 ml) wurde bei —10
°C mit Lithiumaluminiumhydrid (95 mg, 2.5 mmol, 1.1 Aquiv.) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde 1 h im Eisbad und weitere 2 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde bei —78 °C mit ges. wissr. NH4Cl-Losung (10 ml) gestoppt und die
Losung wurde mit H,O (50 ml) verdiinnt. Die wéssr. Phase wurde mit CH,Cl, (2 x
100 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und

eingeengt.
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Ausbeute: 514 mg (70%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 3325w; 2930w; 2856w
1462w; 1371m; 1147m. "H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0.41 (s, 6 H, Si(CH3),); 1.00 (s,
9 H, C(CHj3)3); 2.87 (s, 6 H, N(CH3),); 4.71 (s, 2 H, CH,OH); 7.19 (s, 1 H, H-C(4)).
BC-NMR (75 MHz, CDCls): 3.6; 18.4; 27.2; 37.8; 54.8; 132.0; 133.6; 156.6. HR-MS
(ESI): Ber. fiir C,HxN303SSi™ ([M+H]): 320.1464; Gef. 320.1455. EA fiir
C12H5N305SSi (319.50): Ber. C 45.11, H 7.89, N 13.15, O 15.02, Si 8.79, S 10.04;
Gef. C45.31,H7.72,N 13.15.

5-(Brommethyl)-2-[(1,1-dimethylethyl)(dimethyl)silyl]-V,N-dimethyl-1H-

imidazol-1-sulfonamid (77)

Triphenylphosphin (5.18 g, 19.7 mmol, 1.6 Aquiv.) wurde in CH,Cl, (60 ml) geldst.
Bei 0 °C wurde Brom (0.95 ml, 18.5 mmol, 1.5 Aquiv.) innerhalb von 5 min langsam
zugegeben, wobei sich nach ungefihr 10 min ein weisser Niederschlag bildete. Zu
dieser Suspension wurde bei 0 °C via Kaniile eine Losung von 76 (3.94 g, 12.3 mmol,
1.0 Aquiv.) in CH,Cl, (60 ml) zugetropft und wihrend 30 min geriihrt. Dann wurde eine
Losung von NayS,0; (10 g) in Wasser (200 ml) zugegeben, und mit CH,Cl, (2 x 300
ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-Losung (200 ml)
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, am RV eingeengt und chromatographisch
gereinigt (Si0,, EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: 4.17 g (88%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2931w; 2854w; 2856w;
1471w; 1365s; 1155m; 1099m. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.39 (s, 6 H, Si(CHs),);
1.00 (s, 9 H, C(CH3)3); 2.95 (s, 6 H, N(CHs)»); 4.67 (s, 2 H, CH,Br); 7.33 (s, 1 H, H-
C(4)). C-NMR (75 MHz, CDCls): -3.5; 18.6; 20.7; 27.4; 37.9; 130.1; 134.7; 157.9.
HR-MS (ESI): Ber. fiir C,H,sBrN3;0,SSi" ([M+H]"): 382.0615; Gef. 382.0610.
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2-[tert-Butyl(dimethyl)silyl]-V,N-dimethyl-5-(pyrrolidin-1-ylmethyl)-1H-

imidazol-1-sulfonamid (78)

Zu einer Lésung von 76 (4.6 g, 14.4 mmol, 1.0 Aquiv.) und Triethylamin (2.1 ml,
15.1 mmol, 1.05 Aquiv.) in CH,Cl, (15 ml) wurde bei 0 °C Methylsulfonsiurechlorid
(1.25 ml, 15.8 mmol, 1.1 Aquiv.) zugetropft, wobei sich sofort ein Niederschlag
bildete. Die Suspension wurde wihrend 3 h bei 0 °C geriihrt. Dann wurde Pyrrolidin
(6 ml, mmol, 5.0 Aquiv.) zugegeben und wihrend 19 h auf RT aufwiirmen gelassen.
Nach Zugabe von CH,Cl, (50 ml) wurde mit Wasser (30 ml) gewaschen. Die org.
Phase wurde iiber Na,SO4 getrocknet, am RV eingeengt, und der Riickstand mit
EtOAc (300 ml) liber Kieselgel filtriert.

Ausbeute: 5.41 g (quant.). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2954w; 2934w; 2854w;
2811w; 2789w; 1462w;1366s; 1351m; 1246m; 1182m; 1150m; 1120s; 1095s; 981s;
721s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0.38 (s, 6 H, SiMe,); 0.98 (s, 9 H, C(CH3)s);
1.70-1.80 (m, 4 H, CH>); 2.50-2.60 (m, 4 H, CH,N); 2.84 (s, 6 H, N(CHs)»); 3.72 (s, 2
H, H,CIm); 7.09 (s, 1 H, H-C(4)). "C-NMR (75 MHz, CDCls): —3.2; 18.6; 23.7;
27.6; 37.7, 50.2; 54.5; 132.1; 132.3; 155.09. HR-MS (ESI): Ber. fiir
C16H3,N40,SSiNa" ([M+Na]"): 395.1909; Gef. 395.1909.
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N,N-Dimethyl-5-(pyrrolidin-1-ylmethyl)-1H-imidazol-1-sulfonamid (79)

Entschiitzung gemiss AAV9 mit Silylimidazol 78 (5.41 g, 14.5 mmol, 1.0 Aquiv.)
und Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 16 ml, 16 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF
(70 ml). Die Reaktion wurde mit Wasser (100 ml) gestoppt, und es wurde mit EtOAc
(300 ml, 2 x 200 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-
Losung (100 ml) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde in CH,Cl, (250 ml) aufgenommen und iiber Kieselgel filtriert und
am RV eingeengt. Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, NH/i-
PrOH/CH,Cl; 0.5:4.5:95).

Ausbeute: 2.15 g (57%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2963w; 2782w; 1464m;
1389s; 1164m; 1092m; 973w; 724m. "H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.73-1.78 (m, 4 H,
CH,); 2.50-2.55 (m, 4 H, CH,N); 2.93 (s, 6 H, N(CHs)»); 3.73 (s, 2 H, H,CIm); 6.97
(d,J=1.0, 1 H, H-C(4)); 7.90 (d, J= 1.0, 1 H, H-C(2)). *C-NMR (75 MHz, CDCl5):
23.6; 38.0; 49.0; 54.0; 129.6; 130.6; 138.9. HR-MS (EI): Ber. fiir C;oH;7N40,S" ([M—
H]"): 257.1067; Gef. 257.1065.
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2-Formyl-N,N-dimethyl-5-(pyrrolidin-1-ylmethyl)-1H-imidazol-1-sulfonamid
(80)

Zu einer Loésung von 79 (1.3 g 5.0 mmol, 1.0 Aquiv.) und N,N,N’N-
Tetramethylethylendiamin (1.38 ml, 10.0 mmol, 2.0 Aquiv.) in THF (50 ml) wurde
bei =78 °C wihrend 20 min n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 3.8 ml, 1.2 Aquiv.)
zugetropft, wobei sich die Losung braun verfarbte. Die Losung wurde wihrend 1 h
bei —78 °C geriihrt und anschliessend wurde frisch iiber CaH, destillierter
Ameisensiuremethylester (1.25 ml, 20.0 mmol, 4.0 Aquiv.) zugegeben. Die Ldsung
wurde wihrend 1 h bei —78 °C und anschliessend wéhrend 2 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde mit ges. wéssr. NaHCO;-Losung (5 ml) gestoppt. Wasser (50 ml)
wurde zugegeben, und es wurde mit CH,Cl, (2 x 250 ml) extrahiert. Die komb. org.
Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-Losung (100 ml) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde mit EtOAc (500 ml) tiber
Kieselgel filtriert.

Ausbeute: 870 mg (60%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2966w; 2919w; 2874w;
2793w; 1685s; 1545w; 1389s; 1272m; 1170s; 1092s; 969s; 799s; 719s. 'H-NMR (300
MHz, CDCl;): 1.70-1.80 (m, 4 H, CHy); 2.50-2.60 (m, 4 H, NCH); 3.07 (s, 6 H,
N(CHs),); 3.84 (s, 2 H, H,CIm); 7.21 (s, 1 H, H-C(4)); 9.98 (s, 1 H, CHO). “C-NMR
(75 MHz, CDCl3): 23.7; 38.4; 50.8; 54.2; 131.2; 137.2; 145.5; 179.1. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C;;H9N403S™ ([M+H]"): 287.1172; Gef. 287.1167.
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N,N-Dimethyl-2-[(E)-2-phenylvinyl]-5-(pyrrolidin-1-ylmethyl)-1 H-imidazol-1-
sulfonamid (81)

Zu einer Losung von PhCH,PO(OEt;) (1.26 g, 5.5 mmol, 2.0 Aquiv.) in
1,2-Dimethoxyethan (DME) (15 ml) wurde bei —78 °C n-Butyllithium (1.6 M in
Hexan, 2.1 ml, 3.3 mmol, 1.2 Aquiv.) zugetropft und wihrend 1 h geriihrt. Dann
wurde eine Losung von 80 (0.79 g, 2.8 mmol, 1.0 Aquiv.) in DME (15 ml) zugetropft
und wihrend 1 h bei —78 °C geriihrt und anschliessend widhrend 16 h auf RT
aufwiarmen gelassen. Es wurde Wasser (50 ml) zugegeben und mit CH,Cl, (3 x 150
ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-Losung (100 ml)
gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (Si0,, EtOAc).

Ausbeute: 710 mg (71%). Farbloses lichtempfindliches Ol. IR (Reinsubstanz):
2956w; 2788m; 1668w; 1627w; 1562m; 1469m; 1457m; 1390s; 1165s; 1092s; 965s;
836s; 714s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.70-1.80 (m, 4 H, CH,); 2.50-2.60 (m, 4
H, NCH,); 2.93 (s, 6 H, N(CHj3),); 3.79 (s, 2 H, H,CIm); 6.97 (s, 1 H, H-C(4)); 7.25-
7.40 (m, 3 H, arom. und HCIm); 7.50-7.66 (m, 4 H, arom. und HCAr). >C-NMR (75
MHz, CDCls): 23.7; 38.3; 51.0; 54.1; 115.7; 127.0; 128.6; 128.7; 129.3; 132.5; 135.1;
136.2; 147.7. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;gH»sN40,S" ([M+H]"): 361.1698; Gef.
361.1687.
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2-[tert-Butyl(dimethyl)silyl]-5-[(dimethylamino)methyl]-V,N-dimethyl-1 H-

imidazol-1-sulfonamid (83)

Zu einer Losung von 74 (1.0 g, 5.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (30 ml) wurde bei —78
°C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 3.92 ml, 6.3 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben und
wéhrend 1 h geriihrt. Dann wurde #-Butydimethylsilylchlorid (TBDMSCI) (946 mg,
6.3 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben und wihrend 20 h langsam auf RT aufwirmen
gelassen. Zu der erhaltenen braunen Losung wurde bei —78 °C s-Butyllithium (1.3 M
in Cyclohexan, 5.26 ml, 6.8 mmol, 1.2 Aquiv.) zugegeben und wihrend 1 h geriihrt.
Dann wurde N,N-Dimethylmethylenammoniumiodid (2.1 g, 11.4 mmol, 2.0 Aquiv.)
zugegeben und 15 min bei —78 °C und anschliessend 1 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (50 ml) gestoppt, und es wurde mit CH,ClI,
(200 ml, 2 x 100 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-
Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Das Produkt
wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc).

Ausbeute: 1.45 g (73%). Farbloser Feststoff. Smp. 62 °C. IR (Reinsubstanz):
2938w; 2850w; 2777w; 1469w; 1363m; 1252m; 1243m; 1156m; 1119m; 1102m;
1014m; 983m; 963m; 815m; 774m; 728s; 668m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.39
(s, 6 H, Si(CHs),); 0.99 (s, 9 H, C(CHj3)3); 2.25 (s, 6 H, N(CHs),); 2.84 (s, 6 H,
SO,N(CHa),); 3.53 (d, J = 0.9, 2 H, CH,); 7.10 (¢, J= 0.9, 1 H, H-C(4)). C-NMR
(75 MHz, CDCls): —3.3; 18.5; 27.5; 37.7; 45.6; 53.6; 131.5; 132.2; 156.0. HR-MS
(EI): Ber. fiir C13H27N40,SSi" ([M—CH;]"): 331.1619; Gef. 331.1620. HR-MS (ESI):
Ber. fiir C14H3N40,SSi" ([M+H]):347.1932; Gef. 347.1934.
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5-[(Dimethylamino)methyl]-V,N-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (84)

)

VN
NS\

Entschiitzung gemiss AAV9 mit Silylimidazol 83 (850 mg, 2.5 mmol, 1.0 Aquiv.)
und Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 3.7 ml, 3.7 mmol, 1.5 Aquiv.) in THF
(12 ml). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser (25 ml) gestoppt, und die
wiéssr. Phase wurde mit EtOAc (2 x 50 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden
iiber Na,SO,; getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc).

Ausbeute: 440 mg (77%). Farbloser Feststoff. Smp. 67 °C. IR (Reinsubstanz):
3082w; 2974w; 2944w; 2860w; 2818w; 2770w; 1730w; 1567w; 1471m; 1421m;
1391s; 1284m; 1166s; 1140s; 1095s; 1022m; 973s; 909m; 865m; 840m; 724s. 'H-
NMR (300 MHz, CDCl3): 2.23 (s, 6 H, N(CH3),); 2.93 (s, 6 H, SO,N(CHs)»); 3.52 (s,
2 H, H,CIm); 6.96 (s, 1 H, H-C(4)); 7.91 (s, 1 H, H-C(2)). "“C-NMR (75 MHz,
CDCls): 38.3; 45.1; 52.7; 131.2; 139.5; 168.0. EA Ber. fiir CsH;sN4O,S (232.31): C
41.36, H 6.94, N 24.12, 0 13.77, S 13.80; Gef. C 41.51, H 6.91, 23.96.
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5-[(Dimethylamino)methyl]-2-formyl-/V,/NV-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid
85

Zu einer Losung von 84 (2.04 g, 8.8 mmol, 1.0 Aquiv.) und N,N,N’N-
Tetramethylethylendiamin (TMEDA) (2.4 ml, 17.6 mmol, 2.0 Aquiv.) in 1,2-
Dimethoxyethan (DME) (20 ml) wurde bei —78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan,
10.5 mmol, 1.2 Aquiv.) zugegeben und wihrend 80 min geriihrt, wobei sich ein
Niederschlag bildete. Dann wurde frisch destillierter Ameisenséuremethylester (2.2
ml, 35.1 mmol, 4.0 Aquiv.) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde wihrend 1 h bei
—78 °C und dann 4 h bei RT geriihrt. Bei 0 °C wurde ges. wissr. NaHCO;-Ldsung
(20 ml) zugegeben und am RV eingeengt. Es wurde Wasser (75 ml) zugegeben und
mit CH,Cl, (2 x 300 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wissr.
NaCl-Losung (75 ml) gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt.
Ausbeute: 1.41 g (62%). Gelber Feststoff. Smp. 79 °C. IR (Reinsubstanz): 3144w;
2973w; 2945w; 2920w; 2866w; 2824w; 2770w; 1714m; 1686m; 1438m; 1422m;
1408; 1386m; 1273m; 1218m; 1166m; 1095m; 1040m; 965m; 873m; 851m; 801m;
745m; 723m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.26 (s, 6 H, N(CHs),); 3.07 (s, 6 H,
SO,N(CHs),); 3.62 (s, 2 H, H,CIm); 7.18 (s, 1 H, H-C(4)); 9.98 (s, | H, CHO). "C-
NMR (75 MHz, CDCl;): 38.5; 45.3; 54.2; 131.7; 136.6; 145.8; 179.2. HR-MS (EI):
Ber. fiir CoH sN4O3S™ ([M]"): 260.0938; Gef. 260.0936.
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5-[(Dimethylamino)methyl]-/V,N-dimethyl-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]
vinyl}-1H-imidazol-1-sulfonamid (86)

CF;

Synthese geméss AAV10 mit Phosphoniumbromid 87 (2.86 g, 5.7 mmol, 1.17
Aquiv.), und n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 3.2 ml, 5.12 mmol, 1.05 Aquiv.) in
THF (48 ml) und Aldehyd 85 (1.27 g, 4.87 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml). Die
Reaktion wurde mit ges. wéssr. NaHCOs-Losung (10 ml) gestoppt, und das
Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser (100 ml)
aufgenommen und mit CH,Cl, (2 x 200 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen
wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung (100 ml) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet
und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,,
EtOAc).

Ausbeute: 1.48 g (75%). Farbloser Feststoff. Smp. 110 °C. IR (Reinsubstanz):
2949w; 2860w; 2816w; 2772w; 1615w; 1560w; 1469w; 1456w; 1382m; 1321m;
1255m; 1160m; 1108m; 1093m; 1068m; 975m; 859m; 820m; 743m; 718m. "H-NMR
(300 MHz, CDCl3): 2.27 (s, 6 H, N(CH3),); 2.94 (s, 6 H, SO.N(CH3),); 3.57 (s, 2 H,
CHy); 6.98 (s, 1 H, H-C(4)); 7.61 (s, 4 H, arom.); 7.65 (s, 2 H, 2 x CH). ""F-NMR
(282 MHz, CDCls): —62.48 (s, 3 F, CF3). *C-NMR (75 MHz, CDCl;)**: 38.3; 45.2;
54.3; 118.1; 125.7 (g, *J(C,F) = 3.8); 127.1; 130.0 (¢, “J(C,F) = 32.3); 130.1; 132.3;
133.3; 139.5; 147.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;7Hp»F3N40.S™ ([M+H]):
403.1410; Gef. 403.1402. EA Ber. fiir C;7H;F3N4O,S (402.44): C 50.74, H 5.26, N
13.92, 0 7.95, F 14.16, S 7.97; Gef. C 50.86, H 5.32, N 14.06.

28 CF; nicht sichtbar.
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4-Trifluormethylbenzylphosphoniumbromid (87) [118]

Br
PPhs

CF;

Eine Losung von Triphenylphosphin (4.5 g, 17.1 mmol, 1.0 Aquiv.) und
p-Trifluormethylbenzylbromid (4.1 g, 17.1 mmol, 1.0 Aquiv.) in Toluol (20 ml)
wurde wihrend 20 h bei RT geriihrt, wobei das Produkt als weisser Feststoff ausfiel.
Dann wurde Toluol (10 ml) zugegeben und wihrend 3 h auf 80 °C erhitzt. Der
Feststoff wurde abfiltriert, mit Toluol (50 ml) gewaschen und am HV getrocknet.
Ausbeute: 7.75 g (90%). Weisser Feststoff. Smp. 252 °C (Lit. [118]: 252-253 °C).
'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 5.91 (d, J(H,P) = 14.1, 2 H, CH,); 7.54 (d, J = 8.0, 2
H, arom.); 7.64-7.95 (m, 17 H, arom. und Ph).

4-Fluorbenzylphosphoniumbromid (88) [147]

Br
PPhs

Eine Losung von Triphenylphosphin (7.28 g, 27.8 mmol, 1.0 Aquiv.) und
p-Fluorbenzylbromid (5.0 g, 26.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in Toluol (26 ml) wurde
wihrend 20 h bei RT geriihrt, wobei das Produkt als weisser Feststoff ausfiel. Dann
wurde Toluol (20 ml) zugegeben und wihrend 4 h auf 80 °C erhitzt. Der Feststoff

wurde abfiltriert, mit Toluol (50 ml) gewaschen und am HV getrocknet.
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Ausbeute: 10.56 g (88%). Weisser Feststoff. Smp. 280 °C (Lit. [147]: 280 °C). 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 5.49 (d, J(H,P) = 14.4, 2 H, CH,); 6.77 (d, J = 8.7, 2 H,
arom.); 7.01-7.18 (m, 2 H, arom.); 7.60-7.92 (m, 15 H, Ph).

N,N-Dimethyl-1-(2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1 H-imidazol-4-
y)methanamin (89)

Synthese gemiss AAV8 Methode A mit Sulfamoylimidazol 86 (1.41 g, 3.5 mmol, 1.0
Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 35 ml, 28.0 Aquiv.). Das erhaltene Ol
wurde in Et,O/Pentan 1:1 (50 ml) aufgenommen und wéhrend 20 h bei 4 °C gelagert,
wobei das Produkt als Feststoff ausfiel.

Ausbeute: 878 mg (85%). Farbloser Feststoff. Smp. 126 °C. IR (Reinsubstanz):
2952w; 2917w; 2821w; 2775w; 2715w; 1613m; 1570m; 1413m; 1322s; 1248m;
1175m; 1160m; 1105s; 1068s; 1041s; 1016s; 964m; 950m; 855m; 821m; 769m; T40m.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 2.31 (s, 6 H, N(CHs),); 3.55 (s, 2 H, CHy); 7.07 (s, 1 H,
H-C(4)); 7.10 (d, J = 16.7, 1 H, HCIm); 7.34 (d, J = 16.7, 1 H, HCAr); 7.66 (d, J =
8.4, 2 H, arom.); 7.72 (d, J = 8.4, 2 H, arom.). '’F-NMR (282 MHz, CDCl3): —-62.31
(s, 3 F, CF3). C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen TFA)*: 42.5; 54.6; 118.9;
121.6; 126.3 (¢, *J(C,F) = 3.7); 127.7; 130.7 (g, *J(C,F) = 32.0); 131.0; 131.6; 140.7;
147.7. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CsH;7F3N;" ([M+H]"): 296.1369; Gef. 296.1374.

2 CF,; nicht sichtbar.
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EA Ber. fiir CisH;¢F3N3 (295.31): C 61.01, H 5.46, N 14.23, F 19.30; Gef. C 60.73,
H 5.62, N 14.05.

3-{|tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}-1-propanol (91) [119]

OH

TBDMSO

Zu einer Suspension von Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 6.08 g, 152.2 mmol, 1.1
Aquiv.) in THF (280 ml) wurde bei 0 °C langsam 1,3-Propandiol (10 ml, 138.4 mmol,
1.0 Aquiv.) zugetropft und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde TBDMSCI (21.27 g,
141.1 mmol, 1.02 Aquiv.) gelost in THF (100 ml) langsam zugetropft und
anschliessend wéhrend 2 h auf RT aufwirmen gelassen. Dann wurde K,CO;-Losung
(10%, 300 ml) zugegeben und mit Et,O (2 x 750 ml) extrahiert. Die komb. org.
Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung (200 ml) gewaschen, liber Na,SO4
getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde iiber Kieselgel filtriert und
mit EtOAc/Hexan 1:1 eluiert. Ausbeute: 14.31 g (quant.). Farbloses Ol. 'H-NMR
(300 MHz, CDCls): 0.08 (s, 6 H, Si(CH3),); 0.90 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.78 (p, J= 5.6, 2
H, CH»); 3.76-3.86 (m, 4 H, CH,0).

tert-Butyl(3-iodopropoxy)dimethylsilane (92) [120]

TBDMSO

Zu einer Losung von Triphenylphosphin (8.94 g, 34.1 mmol, 1.55 Aquiv.) und
Imidazol (4.49 g, 65.9 mmol, 3.0 Aquiv.) in CH,Cl, (110 ml) wurde bei 0 °C Iod
(8.93 g, 35.2 mmol, 1.6 Aquiv.) zugegeben und withrend 1 h geriihrt. Dann wurde
eine Losung des Alkohols 91 (4.27 g, 22.0 mmol, 1.0 Aquiv.) in CH,Cl, (110 ml)
zugetropft und anschliessend wéhrend 30 min geriihrt. Die Reaktion wurde durch

Zugabe einer Na,S;0s3-Losung (5%, 50 ml) gestoppt. Die org. Phase wurde mit ges.
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wassr. NaCl-Losung (50 ml) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und am RV
eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan
1.5:98.5).

Ausbeute: 5.44 g (82%). Farbloses Ol. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.07 (s, 6 H,
Si(CH3),); 0.90 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.99 (¢, J = 6.7, 5.7, 2 H, CH,); 3.28 (¢, J=6.7, 2
H, CH,l); 3.67 (t,J=5.7, 2 H, CH,0).

2-|tert-Butyl(dimethyl)silyl]-5-(3-{|zert-butyl (dimethyl)silyl]oxy}propyl)-N,/NV-di-
methyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (93)

TBDMSO

Zu einer Losung von 74 (7.34 g, 41.9 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (210 ml) wurde bei —
78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 28.8 ml, 46.1 mmol, 1.1 Aquiv) zugegeben
und 1 h gertihrt. Dann wurde #-Butyldimethylsilylchlorid (6.94 g, 46.1 mmol, 1.1
Aquiv.) zugegeben und wihrend 15 h auf RT aufwirmen gelassen. Bei —78 °C wurde
zu der braunen Losung s-Butyllithium (1.3 M in Cyclohexan, 38.7 ml, 50.3 mmol, 1.2
Aquiv.) zugegeben und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde die Lésung via Kaniile
langsam zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung des lodids 92 zugetropft. Nach
kompletter Zugabe wurde wihrend 1 h bei —78 °C geriihrt und dann wéhrend 15 h auf
RT aufwirmen gelassen. Die Reaktion wurde bei —78 °C durch langsame Zugabe von
ges. wissr. NH4Cl-Losung (10 ml) gestoppt. Die entstandene Suspension wurde 1 h
bei —78 °C geriihrt, dann langsam auf RT aufwirmen gelassen. Dann wurde Wasser
(300 ml) zugegeben und mit EtOAc (1200 ml) extrahiert. Die org. Phase wurde mit
ges. wassr. NaCl-Losung (300 ml) gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und am RV
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eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan
1:9).

Ausbeute: 12.98 g (67%). Farbloser Feststoff. Smp. 49 °C. IR (Reinsubstanz):
2956w; 2929w; 2896w; 2856w; 1566w; 1470w; 1459w; 1416w; 1384w; 1282w;
1249m; 1181m; 1140m; 1125m; 1082m; 964m; 832s; 811s; 771s; 723s. "H-NMR
(300 MHz, CDCl3): 0.05 (s, 6 H, Si(CHs),); 0.38 (s, 6 H, Si(CH3)2); 0.89 (s, 9 H,
C(CHj3)3); 1.00 (s, 9 H, C(CHs3)3); 1.89 (m, 2 H, CH»); 2.79 (td, J = 7.8, 1.2, 2 H,
H,CIm); 2.83 (s, 6 H, N(CH3),); 3.70 (¢, J = 6.0, 2 H, CH,0); 6.93 (t,’J= 1.2, 1 H, H-
C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): —5.2; —3.4; 18.4; 18.5; 21.7; 26.0; 27.4; 30.1;
37.2; 62.3; 129.1; 134.6; 155.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CooHasN305SSi"
([M+H]"): 462.2636; Gef. 462.2629.

5-(3-Hydroxypropyl)-VN,N-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (94)

2 % /
SN
— (@]

Entschiitzung gemiss AAV9 mit Silylether 93 (12.4 g, 26.9 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 56.4 ml, 56.4 mmol, 2.1 Aquiv.) in THF
(270 ml). Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand tiber
Kieselgel filtriert und mit EtOAc/MeOH 95:5 eluiert. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/MeOH 95:5).

Ausbeute: 5.78 g (92%). Farbloser Feststoff. Smp. 68 °C. IR (Reinsubstanz):
3287w; 3134w; 2929w; 2857w; 1672w; 1570w; 1477m; 1419m; 1387m; 1267m;
1174m; 1145m; 1091m; 1068m; 960m; 926m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.93 (m,
2 H, H,C(1)); 2.30 (br. s, 1 H, OH); 2.85 (¢d, J = 7.8, 0.9, 2 H, H,CIm); 2.88 (s, 6 H,
N(CH3)»); 3.71 (m, 2 H, CH,0); 6.84 (d, J=1.1, 1 H, H-C(4)); 7.85 (d,J=1.1, 1 H,
H-C(2)). "C-NMR (75 MHz, CDCly): 21.4; 31.3; 38.1; 61.5; 128.2; 132.1; 138.1.
HR-MS (MALDI): Ber. fiir CgH;¢N3O3S™ ([M+H]"): 234.0907; Gef. 234.0907. EA
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Ber. fiir CgH;sN3O3S (233.29): C 41.19, H 6.48, N 18.01 O 20.57, S 13.75; Gef. C
41.37,H 6.56, N 17.95.

5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-V,N-dimethyl-1H-imidazol-1-
sulfonamid (95)

TBDMSO

Synthese gemiss AAV13 mit Alkohol 94 (6.28 g, 26.9 mmol, 1.0 Aquiv.), Imidazol
(2.01 g 29.6 mmol, 1.1 Aquiv.) in CH,Cl, (135 ml) und in ¢
Butyldimethylsilylchlorid (4.09 g, 27.2 mmol, 1.0 Aquiv.) in CH,Cl, (26 ml). Das
Reaktionsgemisch wurde tiber Kieselgel filtriert und mit EtOAc eluiert.

Ausbeute: 9.11 g (97%). Farbloser Feststoff. Smp. 39 °C. IR (Reinsubstanz):
3132w; 2952w; 2929w; 2896w; 2858w; 1654w; 1561w; 1463m; 1420w; 1384s;
1255m; 1172m; 1159m; 1088s; 1049m; 960s; 826s; 774s; 720s. 'H-NMR (300 MHz,
CDCls): 0.05 (s, 6 H, Si(CHs)2); 0.89 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.88 (m, 2 H, H,C(1)); 2.82
(td, J=1.9, 0.9, 2 H, H,CIm); 2.88 (s, 6 H, N(CH3),); 3.69 (¢, J = 6.0, 2 H, CH,0);
6.83 (d, 2= 0.8, 1 H, H-C(4)); 7.86 (d, J = 0.8, 1 H, H-C(2)). *C-NMR (75 MHz,
CDCl): -5.2; 18.4; 21.5; 26.0; 31.0; 38.0; 62.0; 128.0; 132.2; 138.1. HR-MS (EI):
Ber. fiir C;3HyN3038Si™ ([M—CH;]"): 332.1459; Gef. 332.1463. EA Ber. fiir
C14H29N303SSi (347.55): C 48.38, H 8.41, N 12.09, O 13.81, S 9.23, Si 8.08; Gef. C
48.44, H 8.44, N 12.20.
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2-Formyl-5-(3-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]joxy}propyl)-N,N-dimethyl-1H-

imidazol-1-sulfonamid (96)

TBDMSO

Zu einer Lésung von 95 (9.09 g, 26.15 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (130 ml) wurde bei
—78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 18.0 ml, 28.80 mmol, 1.1 Aquiv.) zugetropft
und wihrend 1 h geriihrt. Dann wurde DMF (2.2 ml, 28.80 mmol, 1.1 Aquiv.)
zugespritzt, wihrend 30 min bei —78 °C geriihrt und anschliessend wéhrend 2 h auf
RT aufwédrmen gelassen. Bei —78 °C wurde ges. wissr. NaHCO;-Losung (10 ml)
zugetropft, wihrend 1 h geriihrt und dann auf RT aufwédrmen gelassen. Wasser (100
ml) wurde zugegeben und mit EtOAc (2 x 400 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen
wurden iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan 2:3).

Ausbeute: 8.78 g (89%). Gelber Feststoff. Smp. 74 °C. IR (Reinsubstanz): 2928w;
2857w; 1681m; 1550w; 1462w; 1433m; 1393m; 1255m; 1096s; 1053m; 965m; 834m;
797s; 770s; 727s; 666m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.06 (s, 6 H, Si(CH3),); 0.90
(s, 9 H, C(CH3)3); 1.88-1.98 (m, 2 H, H,C(1)); 2.95 (¢, J=17.9, 2 H, H,CIm); 2.97 (s, 6
H, N(CHs)»); 3.71 (¢, J=5.9, 2 H, CH,0); 7.09 (s, 1 H, H-C(4)); 10.01 (s, 1 H, CHO).
PBC-NMR (75 MHz, CDCls): —5.2; 18.4; 23.0; 26.0; 31.3; 38.4; 61.9; 129.8; 139.2;
145.2; 179.1. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH3N304SSi" ([M+H]"): 376.1721; Gef.
376.1728.
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5-(3-Hydroxypropyl)-VN,N-dimethyl-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-
1H-imidazol-1-sulfonamid ((£)-98)

und
5-(3-Hydroxypropyl)-N,N-dimethyl-2-{(Z)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-
1H-imidazol-1-sulfonamid ((2)-98)

3 X
o /
YN
F5C NZ N/S\\ AN
— (0]
4
1
1 HO
HO
(E)-98 (2)-98

Aldehyd 96 (860 mg, 2.3 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml) wurde gemiss AAV10
mit Phosphoniumbromid 87 (1.38 g, 275 mmol, 1.2 Aquiv.) und
n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 1.65 ml, 2.63 mmol, 1.15 Aquiv.) in THF (23 ml)
umgesetzt. Chromatographische Reinigung (SiO,, EtOAc/Hexan 2:3) ergab ein
Diastereoisomerengemisch der Olefine (E:Z = 4:1):
5-(3-{[zert-Butyl(di-methyl)silyl]oxy}propyl)-N,N-dimethyl-2-{(E)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-sulfonamid ((£)-97)

und
5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-V,N-dimethyl-2-{(Z)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-sulfonamid ((2)-97)
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CF4
3
2
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YN
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1 TBDMSO
TBDMSO
(E)-97 (2)-97

(E)-97 und (£)-97: Ausbeute: 1.14 g (96%). Farbloser Feststoff. Smp. 73 °C. IR
(Reinsubstanz): 2955w; 2932w; 2859w; 1611w; 1565w; 1472w; 1417w; 1389m;
1318s; 1255m; 1164s; 1122s; 1110s; 1094s; 1064s; 1012w; 958s;776m; 731s; 712m.
'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 0.08 (s, 6 H, Si(CH3),); 0.91 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.86-
1.96 (m, 2 H, H,C(1)); 2.89 (s, 6 H, N(CHs), (E)-Isomer); 2.91 (s, 6 H, N(CHj3), (2)-
Isomer); 2.94 (¢, J=17.9,2 H, H,CIm ); 3.74 (t, J = 5.9, 2 H, CH,0); 6.78 (s, 1 H, H-
C4) (£)-Isomer); 6.79 (d, J = 12.5, 1 H, HCIm (2)-Isomer); 691 (d, J = 12.5, 1 H,
HCAr (Z)-Isomer); 6.92 (s, 1 H, H-C(4) (E)-Isomer); 7.44 (d, J = 7.7, 2 H, H-C(2)
(£)-Isomer); 7.51 (d, J=7.7, 2 H, H-C(3) (£)-Isomer); 7.53 (d, J = 16.0, 1 H, HCIm
(E)-Isomer); 7.68 (d, J = 8.6, 2 H, H-C(2) (E)-Isomer); 7.70 (d, J=16.0, 1 H, HCAr
(E)-Isomer); 7.73 (d, J = 8.6, 2 H, H-C(3) (£)-Isomer). HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C3H35N303F;SSi" ([M+H]"): 518.2115; Gef. 518.2107.

Das Gemisch von (E)-97 und (2)-97 (4.92 g, 9.5 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss
AAV9 mit Tetrabutylammoniumfluorid (10.45 ml, 10.45 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF
(50 ml) direkt weiter umgesetzt. Chromatographische Reinigung (EtOAc —
EtOAc/MeOH 95:5) erlaubte die Trennung von (E)-Isomer und (Z)-Isomer.

(E)-98: Ausbeute: 2.7 g (70%). Farbloser Feststoff. Smp. 130 °C. IR (Reinsubstanz):
3270w; 2937w; 2864w; 1612w; 1570w; 1468w; 1420w; 1391w; 1325m; 1159m;
1107m; 1066m; 1014w; 971m; 824m; 741m; 718m. "H-NMR (300 MHz, CDCls):
1.86-1.97 (m, 2 H, H,C(1)); 2.93 (s, 6 H, N(CH3),); 2.94 (¢, J = 7.6, 2 H, H,CIm);
3.65 (¢, J = 6.2, 2 H, CH,0); 6.94 (s, 1 H, H-C(4)); 7.54 (d, J = 16.0, 1 H, HCIm);
7.69 (d,J=8.6,2 H, H-C(2)); 7.71 (d, J=16.0, 1 H, HCAr); 7.74 (d, J = 8.6, 2 H, H-
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C(3)). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —63.01 (s, 3 F, CF3). "“C-NMR (75 MHz,
CDCl5)*": 23.1; 31.8; 38.2; 61.9; 118.0; 125.6 (¢, *J(C,F) = 3.7); 127.0; 127.8; 130.1
(g, J(C,F) = 32.5); 133.1; 134.8; 139.6; 147.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C17H21F3N30;S™ ([M+H]"): 404.1250; Gef. 404.1244.

(Z2)-98: Ausbeute: 820 mg (21%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 3347w; 2933w;
2872w; 1615w; 1568w; 1457w; 1389m; 1320s; 1160s; 1110s; 1064s; 1016m; 966m;
875m; 833m; 722s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.50 (br. s, 1 H, OH); 1.90-2.00 (m,
2 H, HoC(1)); 2.87 (s, 6 H, N(CHs),); 2.89-2.96 (m, 2 H, H,CIm); 3.74 (¢, J=5.9, 2 H,
CH,0); 6.76 (d, J = 12.7, 1 H, HCIm); 6.81 (s, 1 H, H-C(4)); 6.83 (d, J=12.7, 1 H,
HCAr); 7.52 (d, J = 8.5, 2 H, H-C(2)); 7.58 (d, J = 8.5, 2 H, H-C(3)). ""F-NMR (282
MHz, CDCls): —62.52 (s, 3 F, CF3). C-NMR (75 MHz, CDCls): 22.9; 31.5; 38.1;
61.6; 120.0; 123.9 (¢, J(C,F) = 271.6); 125.0 (g, “J(C,F) = 3.7); 126.9; 129.2; 129.7(q,
*JCF) = 322); 133.7; 134.5; 138.9; 144.5. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C17H21F3N305S " ([M+H]"): 404.1250; Gef. 404.1244.

N,N-Dimethyl-5-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-sulfonamid (99)

CF;
X
o /
\\/N
N7ONTRN
— O

3% CF; nicht sichtbar.
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Synthese gemiss AAV11 Methode B mit Alkohol (£)-98 (516 mg, 1.28 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (187 pl, 1.34 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(111 pl, 1.41 mmol, 1.1 Aquiv.) und Pyrrolidin (1060 ul, 6.39 mmol, 10.0 Aquiv.) in
CH,Cl, (3.2 ml).

Ausbeute: 567 mg (97%). Farbloser Feststoff. Smp. 93 °C. IR (Reinsubstanz):
2954w; 2794w; 1613w; 1563w; 1461w; 1416w; 1390m; 1322s; 1266m; 1188m; 1160s;
1064s; 1016m; 985m; 960m; 879m; 823m; 734m; 716m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl): 1.80 (m, 4 H, H,C(1)); 1.93 (p, J = 7.7, 2 H, H,C(2)); 2.57 (m, 6 H,
N(CH,)»); 2.86 (s, 6 H, N(CH3)»); 2.87 (¢, J= 7.7, 2 H, H,CIm); 6.89 (s, 1 H, H-C(4));
7.60-7.64 (m, 6 H, arom. und 2 x CH). ""F-NMR (282 MHz, CDCls): —62.48 (s, 3 F,
CF;). "“C-NMR (75 MHz, CDCL)’": 23.5; 24.7; 38.2; 54.2; 55.6; 118.0; 125.6 (g,
‘JCF) = 3.8); 133.0; 134.8; 139.6; 146.9. HR-MS (MALDI): Ber. fir
Cy HysF3N,0,S™ ([M+H]): 457.1880; Gef. 457.1873. EA Ber. fiir Cy;Hy,F3N40,S
(456.53): C 55.25, H 5.96, N 12.27, 0 7.01, F 12.48, S 7.02; Gef. C 54.99, H 6.08, N
12.09.

31 CF; und CCF; nicht sichtbar.
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4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
imidazol (100)

Entschiitzung gemiss AAVE8 Methode A mit Sulfamoylimidazol 99 (540 mg, 1.18
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 10 ml, 12.0 Aquiv.).

Ausbeute: 406 mg (98%). Farbloser Feststoff. Smp. 147 °C. IR (Reinsubstanz):
2940w; 2877w; 279Tw; 2751w; 2694w; 1611m; 1587m; 1440w; 1403w; 1316s;
1233m; 1158m; 1118s; 1105s; 1065s; 1015m; 968m; 954m; 864m; 821m. "H-NMR
(300 MHz, CDCls): 1.84-1.95 (m, 6 H, H,C(1) und H,C(2)); 2.66 (s, 6 H, N(CH,)»);
2.80 (¢, J = 6.4, 2 H, H,CIm); 6.84 (s, 1 H, H-C(4)); 7.01 (d, J = 16.4, 1 H, HCIm);
7.09 (d, J =16.4, 1 H, HCAr); 7.50 (d, J = 8.4, 2 H, arom.); 7.56 (d, J = 8.4, 2 H,
arom.). C-NMR (75 MHz, CDCL)*: 23.7; 25.6; 27.0; 54.1; 57.1; 120.2; 125.6 (d,
SJ(C,F) = 3.8); 126.2; 126.7; 129.2 (g, *J(C,F) = 32.7);129.5; 140.1; 144.6. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C1oH»3F3N3™ ([M+H]"): 350.1839; Gef. 350.1834.

32 Zwei Signale im arom. Bereich tiberlappen. CF; nicht sichtbar.
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N,N-Dimethyl-5-[(4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl|vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (101)*

CF3
\
<
3 Sx
_ I N
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N

Synthese gemiss AAV12 mit Imidazol 100 (303 mg, 0.87 mmol, 1.0 Aquiv.),
Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 52 mg, 1.31 mmol, 1.5 Aquiv.) und Bromid 54
(279 mg, 1.04 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (4.5 ml). Das Rohprodukt wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl,).

Ausbeute: 395 mg (85%). Farbloser Feststoff. Zersetzung > 198 °C. IR
(Reinsubstanz): 2944w; 2479w; 1614w; 1555w; 1456w; 1415w; 1377m; 1325m;
1285m; 1170m; 1133m; 1108m; 1070m; 977m; 919m; 817m; 730m. 'H-NMR (300
MHz, CDCls): 1.80-2.01 (m, 4 H, H,C(1)); 1.96 (p, J = 7.8, 2 H, H,C(2)); 2.59-2.71
(m, 8 H, N(CHz); und H,CIm); 3.06 (s, 6 H, N(CH3),); 5.45 (s, 2 H, H,C(3)); 5.92 (d,
J=1.6,1H, H-C(4)); 6.78 (s, 1 H, H-C(5)); 6.89 (d, J=15.9, 1 H, HCIm); 7.55 (d, J
=15.9, 1 H, HCAr); 7.56 (s, 5 H, arom. und H-C(6)). '’F-NMR (282 MHz, CDCl;): —
62.38 (s, 3 F, CF3). >C-NMR (75 MHz, CDCl3)**: 23.5; 26.5; 28.3; 39.2; 42.0; 54.2;
56.0; 108.1; 109.8; 114.9; 117.4; 125.6 (d, *J(C,F) = 3.7); 126.8; 129.7 (¢, *J(C,F) =
33.7); 131.0; 139.8; 142.0; 142.1; 144.1. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,5H3,F3N40,S"
([M+H]"): 537.2254; Gef. 537.2263.

33 Zuordunung mittels NOE; Einstrahlung auf H,C(3).
** CF; nicht sichtbar.
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3-[(4-[3-(1-Pyrrolidinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol (90)

CF;
x
p 3
N7 NN\ N
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Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit 101 (322 mg, 0.60 mmol, 1.0 Aquiv.)
und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 12 ml, 28.0 Aquiv.). Ausbeute: 240 mg (93%).
Farbloser Feststoff. Smp. 125 °C. IR (Reinsubstanz): 3058w; 2946w; 2869w; 2806w;
1611w; 1557w; 1464w; 1412w; 1317m; 1159m; 1116m; 1107m; 1065m; 1013m;
951m; 820m; 748m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.76-1.82 (m, 4 H, H,C(1)); 1.92
(p, J = 7.6, 2 H, H)C(2)); 2.50-2.65 (m, 6 H, N(CH3); und H,CIm); 5.20 (s, 2 H,
H,C(3)); 6.13 (d, J = 2.2, 1 H, H-C(4)); 6.75 (s, 1 H, H-C(5)); 7.08 (d, J=16.2, 1 H,
HCIm); 7.49 (d, J= 2.2, 1 H, H-C(6)); 7.51 (d, J=16.2, 1 H, HCAr); 7.52-7.55 (m, 4
H, arom.). "’F-NMR (282 MHz, CDCl5): —-62.31 (s, 3 F, CF3). *C-NMR (125 MHz,
CD;OD + 2 Tropfen TFA): 21.5; 22.8; 24.6; 44.8; 53.8; 54.0; 104.3; 110.2; 120.1;
124.2 (g, J(C,F) = 272.0); 125.8 (¢, *J(C,F) = 3.8); 128.3; 130.7; 131.6 (¢, “J(C,F) =
32.0); 133.0; 138.3; 138.8; 142.8; 145.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir Co3H,7F3Ns"
([M+H]"): 430.2213; Gef. 430.2219.
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1-Methyl-1-{3-[1-(1 H-pyrazol-3-ylmethyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]
vinyl}-1H-imidazol-4-yl|propyl}pyrrolidiniumiodid (102)

CF5
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Zu einer Losung von 90 (50 mg, 116 umol, 1.0 Aquiv.) in CH,Cl, (1 ml) wurde bei
RT Methyliodid (100 pl, 1.6 mmol, 13.8 Aquiv.) zugegeben und wihrend 15 h
geriihrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert, mit CH,Cl, (2 ml) gewaschen
und am HV getrocknet.

Ausbeute: 66 mg (quant.). Farbloser Feststoff. Smp. 155 °C. IR (Reinsubstanz):
3128w; 3060w; 1614w; 1559w; 1457m; 1432w; 1414w; 1369w; 1329m; 1163m;
1113m; 1068m; 1012m; 988m; 904m; 834m; 763m; 707m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCls): 2.00-2.15 (m, 6 H, H,C(1) und H,C(2)); 2.58 (¢, J = 7.4, 2 H, H,CIm); 2.98
(s, 3 H, CH3); 3.27-3.35 (m, 2 H, H,C(3)); 3.39-3.48 (m, 4 H, H,C(4)); 5.24 (s, 2 H,
H,C(6)); 6.19 (d, J= 2.3, 1 H, H-C(7)); 6.99 (s, 1 H, H-C(5)); 7.27 (d, J = 16.0, 1 H,
HCIm); 7.37 (d, J=16.0, 1 H, HCAr); 7.55 (br. s, 1 H, H-C(8)); 7.56 (d, J= 8.3, 2 H,
arom.); 7.67 (d, J = 8.3, 2 H, arom.). ""F-NMR (282 MHz, CD;OD): —62.30 (s, 3 F,
CF;). "C-NMR (125 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA): 21.4; 21.5%; 22.6; 44.9; 63.0;
64.6; 104.4; 110.3; 120.3; 124.2 (g, J(C,F) = 273.0); 125.8 (¢, J(C,F) = 3.8); 128.4;

) Signale im aliphatischen Bereich iiberlappen zufallig.
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130.7; 131.5 (q, 2J(C,F) = 32.1); 132.8; 138.3; 138.9; 142.8; 1453. HR-MS
(MALDI) Ber. fiir Cz4H29F3N5+ ([M—I]+) 4442370, Gef. 444.23609.

5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol (104)

TBDMSO

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode A mit (E)-98 (2.69 g, 6.7 mmol, 1.0 Aquiv.)
und HCI-Losung (1.4 M in MeOH, 140 ml, 30.0 Aquiv.). Das Losungsmittel wurde
am RV eingeengt und der Riickstand iiber Kieselgel filtriert und mit
NH3/MeOH/CH,CI, 1:9:90 eluiert. Chromatographische Reinigung (SiO;,
MeOH/CH,Cl, 1:9) ergab den leicht verunreinigten Alkohol 3-(2-{(E)-2-[4-
(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-5-yl)-1-propanol (103).

CF3

X
N7 “NH

2

HO
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103: Ausbeute: 1.63 g (83%). Farbloser Schaum. IR (Reinsubstanz): 3142w; 2935w;
2872w; 1613m; 1568w; 1437w; 1415w; 1320s; 1161s; 1107s; 1064s; 1014m; 964m;
866m; 819m; 751m; 718m. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.88 (m, 2 H, H,C(1)); 2.70
(t,J=1.7,2 H, H,CIm); 3.61 (¢, J= 6.4, 2 H, H,CO); 6.88 (s, 1 H, H-C(2)); 7.06 (d, J
=16.6, 1 H, HCIm); 7.30 (d, J = 16.6, 1 H, HCAr); 7.64 (d, J = 8.6, 2 H, arom.); 7.69
(d, J= 8.6, 2 H, arom.). ""F-NMR (282 MHz, CDCls): —62.30 (s, 3 F, CF3). "“C-
NMR (75 MHz, CDCl3)*: 23.5; 32.9; 61.8; 118.9; 119.8; 126.3 (g, *J(C.F) = 3.9);
127.5; 129.8; 130.3 (¢, *J(C,F) = 32.2); 138.5; 141.2; 145.3. HR-MS (MALDI): Ber.
fiir C;5sH;6F3N,O" ([M+H]"): 297.1209; Gef. 297.1204.

103 (1.55 g, 5.23 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde geméss AAV13 mit Imidazol (1.07 g, 15.7
mmol, 3.0 Aquiv.) und ¢-Butyldimethylsilylchlorid (1.03 g, 6.8 mmol, 1.3 Aquiv.) in
THF (50 ml) direkt weiter umgesetzt. Das Rohprodukt wurde chromatographisch
gereinigt (Si0,, EtOAc/Hexan 1:4 — 1:1).

104: Ausbeute: 1.98 g (92%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2930w; 2857w
1614w; 1588w; 1471w; 1436w; 1415w; 1321s; 1254m; 1164m; 1122m; 1107s; 1066s;
1015m; 962m; 950m; 834s; 820s; 774s. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.06 (s, 6 H,
Si(CH3),); 0.91 (s, 9 H, C(CHs)3); 1.82-1.92 (m, 2 H, H,C(1)); 2.68 (¢, J = 7.6, 2 H,
H,CIm); 3.69 (¢, J = 6.2, 2 H, H,CO); 6.82 (s, 1 H, H-C(2)); 7.06 (d, J = 16.6, 1 H,
HCIm); 7.27 (d, J=16.6, 1 H, HCAr); 7.63 (d, J = 8.6, 2 H, H-C(3)); 7.68 (d, J = 8.6,
2 H, H-C(4)). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —62.27 (s, 3 F, CF3). "*C-NMR (125
MHz, CDCL;)*": —6.4; —1.2; 18.0; 25.2; 32.2; 62.6; 118.9; 124.5 (¢, J(C,F) = 270.8);
125.5 (g, *J(C,F) = 3.9); 126.7; 128.2; 129.4 (g, *J(C,F) = 32.3); 140.7; 144.9. HR-
MS (MALDI): Ber. fiir Cy;H3F3N,OSi" ([M+H]"): 411.2074; Gef. 411.2076. EA
Ber. fiir C;;H29F3N,0Si (410.55): C 61.44, H 7.12, N 6.82, O 3.90, F 13.88, Si 6.84;
Gef. C61.73, H7.07, N 6.85.

3¢ CF; nicht sichtbar.

372 Signale im aromatischen Bereich nicht sichtbar (Tautomerie).
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5-{[4-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yljmethyl}-/N,N-dimethyl-1 H-pyrazol-1-sulfon-amid
(105)*®

CF3
X
\
N 724 N 2 O%S/N\
7N\
_5 / ’\{ 0
ANA
1 4
OTBDMS

Synthese gemiss AAV12 mit 104 (1.89 g, 4.6 mmol, 1.0 Aquiv.), 54 (1.48 g, 5.5
mmol, 1.2 Aquiv.) und Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 276 mg, 6.9 mmol, 1.5
Aquiv.) in THF (46 ml). Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt
(EtOAc/Hexan 1:4 — 3:7).

Ausbeute: 2.05 g (74%). Zitronengelber Feststoff. Smp. 99 °C. IR (Reinsubstanz):
3073w; 2955w; 2931w; 2858w; 1611w; 1556w; 1472w; 1456w; 1416m; 1392m;
1324m; 1257m; 1166m; 1125m; 1098m; 1067m; 987m; 960m; 921m; 834m; T15m.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 0.03 (s, 6 H, Si(CHs),); 0.88 (s, 9 H, C(CHs)3); 1.82-
1.93 (m, 2 H, HyC(1)); 2.66 (¢, J = 8.1, 2 H, H,CIm); 3.02 (s, 6 H, N(CHs),); 3.67 (¢, J
=6.3, 2 H, H,CO); 5.43 (s, 2 H, H,C(2)); 5.88 (d,J= 1.7, 1 H, H-C(3)); 6.72 (s, 1 H,
H-C(5)); 6.88 (d, J=15.8, 1 H, HCIm); 7.52 (d, J = 1.7, 1 H, H-C(4)); 7.53 (br. s, 4
H, arom.); 7.54 (d, J=15.8, 1 H, HCAr). ""F-NMR (282 MHz, CDCl3): —62.35 (s, 3
F, CF;). "“C-NMR (75 MHz, CDCl3)*: -5.11; 18.5; 25.0; 26.1; 32.4; 39.1; 42.0;
62.6; 108.0; 114.9; 117.3; 125.5 (d, *J(C,F) = 3.8); 126.8; 129.6 (g, *J(C,F) = 32.4);
130.9; 139.9; 142.1; 142.2; 143.5; 144.1. HR-MS (MALDI): Ber. fir
Cy7H30F3Ns505SSi™  ([M+H]"): 598.2490; Gef. 598.2480. EA Ber. fir

3% Zuordnung der Konstitution mittels NOE; Einstrahlung auf H,C(2).
* CF; nicht sichtbar.
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C,7H33F3Ns503SS1 (597.78): C 54.25, H 6.41, N 11.72, O 8.03, F 9.53, S 5.36, Si 4.70;
Gef. C 54.30, H 6.40, N 11.66.

5-{[4-(3-Hydroxypropyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1 H-imidazol-
1-yljmethyl}-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (106)

CF4
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Entschiitzung gemidss AAV9 mit 105 (1.90 g, 3.18 mmol, 1.0 Aquiv.)
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 3.5 ml, 3.5 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF (30
ml). Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc). Das
erhaltene farblose Ol wurde in Et,O (3 x 50 ml) aufgenommen und das Lésungsmittel
am RV eingeengt. Es bildete sich ein Schaum, der bei Zugabe von Pentan fest wurde.
Ausbeute: 1.44 g (94%). Farbloser Feststoff. Smp. 126 °C. IR (Reinsubstanz):
3136w; 2934w; 1614w; 1558w; 1455w; 1433w; 1414w; 1367m; 1323m; 1284m;
1170m; 1108m; 1064m; 982m; 919m; 824m; 731m; 709m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl): 1.87-1.96 (m, 2 H, H,C(1)); 2.75 (¢, J = 6.7, 2 H, H,CIm); 3.06 (s, 6 H,
N(CHs)); 3.79 (¢, J = 5.7, 2 H, H,CO); 4.32 (br. s, 1 H, OH); 5.45 (s, 2 H, H,C(2));
592 (d,J=1.6,1H, H-C(3)); 6.75 (s, 1 H, H-C(5)); 6.87 (d, J=15.9, 1 H, HCIm);
7.52 (d, J=15.9, 1 H, HCAr); 7.56-7.59 (m, 5 H, arom. und H-C(4)). ""F-NMR (282
MHz, CDCls): —62.39 (s, 3 F, CF;). *C-NMR (75 MHz, CDCl;)*: 26.0; 31.9; 39.2;
42.0; 62.9; 108.1; 114.5; 117.5; 125.6 (¢, *J(C,F) = 3.7); 126.9; 129.8. (¢, *J(C,F) =

40 CF; nicht sichtbar.
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32.8); 131.6; 139.6; 141.8; 142.0; 142.8; 144.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C21H25F31\15O3S+ ([M+H]+)Z 484.1625; Gef. 484.1618. EA Ber. fur C21H24F3N503S
(483.51): C52.17, H5.00, N 14.48, 0 9.93, F 11.79, S 6.63; Gef. C 51.88, H 5.18, N
14.29.

N,N-Dimethyl-5-[(4-[3-(1-piperidinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (107)

CF3
X
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Synthese gemédss AAV11 Methode A mit Alkohol 106 (400 mg, 0.83 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (121 upl, 0.87 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(72 pl, 0.91 mmol, 1.1 Aquiv.) und Piperidin (817 pl, 8.3 mmol, 10.0 Aquiv.) in
CH,Cl; (4 ml).

Ausbeute: 434 mg (95%). Farbloses viskoses Ol. IR (Reinsubstanz): 2935w; 2853w
2767w; 1613w; 1551w; 1455m; 1412m; 1385m; 1321s; 1284m; 1164s; 1065s; 968m;
908m; 821m; 727s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.28-1.39 (m, 2 H, HyC(1)); 1.45-
1.55 (m, 4 H, H,C(2)); 1.71-1.86 (m, 2 H, H,C(3)); 2.26-2.35 (m, 6 H, N(CH,)5); 2.53
(t, J=17.7, 2 H, H,CIm); 2.94 (s, 6 H, N(CH3),); 5.36 (s, 2 H, H,C(4)); 5.82 (d, J =
1.7, 1 H, H-C(6)); 6.66 (s, 1 H, H-C(5)); 6.83 (d, J =159, 1 H, HCIm); 7.46 (d, J =
1.7, 1 H, H-C(7)); 7.47(br. s, 4 H, arom.); 7.48 (d, J = 15.9, 1 H, HCAr). ""F-NMR
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(282 MHz, CDCl3): =62.38 (s, 3 F, CF3). *C-NMR (75 MHz, CDCl5)*': 24.4; 25.9%;
26.6; 39.0; 41.9; 54.5; 59.0; 108.0; 114.9; 117.2; 125.4 (d, *J(C,F) = 3.7); 126.7;
129.4 (¢, *J(C,F) = 32.4); 130.6; 139.8; 142.0; 142.1; 143.4; 143.9. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir Co¢H34F3N60,S" ([M+H]"): 551.2411; Gef. 551.2403.

N,N-Dimethyl-5-[(4-|3-(4-morpholinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (108)

CF,4
AN
N7 ON—
—
3
1 4
)
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Synthese gemiss AAV11 Methode A mit Alkohol 106 (400 mg, 0.83 mmol, 1.0

\
O\\S/ N—
Y
i
_N

Aquiv.), Triethylamin (121 pl, 0.87 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(72 ul, 0.91 mmol, 1.1 Aquiv.) und Morpholin (728 ul, 8.3 mmol, 10.0 Aquiv.) in
CH,Cl, (4 ml). Das mit Morpholin verunreinigte Produkt wurde nochmals
chromatographisch gereinigt (Si0,, MeOH/CH,Cl, 5:95).

Ausbeute: 255 mg (56%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2942w; 2855w; 2810w
1613w; 1552w; 1456m; 1412m;1386m; 1322s; 1284m; 1165m; 1110s; 1013m; 968m;
917m; 821m; 728m. "'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.77-1.89 (m, 2 H, H,C(1)); 2.34-
2.45 (m, 6 H, N(CH>)3); 2.60 (¢, J= 7.9, 2 H, H,CIm); 3.01 (s, 6 H, N(CH3),); 3.67 (¢,
J=4.,4 H, H,CO); 5.41 (s, 2 H, H,C(2)); 5.87 (d, J = 1.2, 1 H, H-C(3)); 6.71 (s, 1

*! CF; nicht sichtbar.
2 Zwei Signale im aliphatischen Bereich iiberlappen zufillig.
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H, H-C(5)); 6.86 (d, J=15.9, 1 H, HCIm); 7.51 (br. s, 5 H, arom. und H-C(4)); 7.52
(d, J=15.9, 1 H, HCAr). ""F-NMR (282 MHz, CDCls): —62.39 (s, 3 F, CF;). "“C-
NMR (75 MHz, CDCl3)*: 26.4; 39.1*; 42.0; 53.7; 58.5; 67.0; 108.0; 114.9; 117.2;
125.5 (d, *J(C,F) = 3.7); 126.7; 129.5 (¢, *J(C,F) = 32.3); 130.9; 139.7; 141.9, 142.0;
143.3; 144.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CosH3,F3N¢OsS™ ([M+H]"): 553.2203; Gef.
553.2212.

N,N-Dimethyl-5-[(4-[3-(4-methyl-1-piperazinyl)propyl]-2-{(E)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (109)

CF,
X
NZ SN—
g_é 3/
1 4
)

-

\

\
o\\s/ N—
N\
N" o
\
_N

Synthese gemiss AAV11 Methode A mit Alkohol 106 (400 mg, 0.83 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (121 pl, 0.87 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(72 ul, 0.91 mmol, 1.1 Aquiv.) und 1-Methylpiperazin (928 ul, 8.3 mmol, 10.0
Aquiv.) in CH,Cl; (4 ml).

Ausbeute: 350 mg (75%). Farbloses Harz. IR (Reinsubstanz): 2938w; 2796w;
1613w; 1551w; 1457m; 1412w; 1386m; 1321s; 1283m; 1162s; 1110s; 1065s; 1011m;
968m; 820m; 728m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.79-1.91 (m, 2 H, HyC(1)); 2.26
(s, 3 H, CH3); 2.31-2.56 (m, 10 H, H,CN); 2.60 (¢, J = 7.8, 2 H, H,CIm); 3.04 (s, 6 H,

*> CF; nicht sichtbar.
# Zwei Signale im aliphatischen Bereich iiberlappen zufillig.
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N(CHs),); 5.43 (s, 2 H, H,C(2)); 5.87 (d, J= 1.5, 1 H, H-C(3)); 6.72 (s, 1 H, H-C(5));
6.87 (d, J=15.8, 1 H, HCIm); 7.54 (d, J = 15.8, 1 H, HCAr); 7.55 (br. s, 5 H, arom.
und H-C(4)). "F-NMR (282 MHz, CDCl3): —62.37 (s, 3 F, CF3). "“C-NMR (75
MHz, CDCl3)*: 26.6; 26.8; 39.2; 42.0; 46.2; 53.3; 55.2; 58.2; 108.0; 114.9; 117.2;
125.6 (d, *J(C,F) = 3.8); 126.8; 129.6 (¢, J(C,F) = 32.1); 130.7; 139.8; 142.0; 142.1;
143.5; 144.8. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CosH3sF3N;0,S" ([M+H]"): 566.2520; Gef.
566.2514.

1-{3-[1-(1H-Pyrazol-3-ylmethyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl] vinyl}-1H-
imidazol-4-yl]propyl}piperidine (110)

CF5
X
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Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 107 (434 mg, 0.79
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 15 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 310 mg (89%). Farbloser Feststoff. Smp. 140 °C. IR (Reinsubstanz):
3059w; 2923w; 2852w; 2812w; 2733w; 1610w; 1556w; 1464w; 1432w, 1456w;
1320m; 1269m; 1159m; 1110m; 1014m; 951m; 822m; 756m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCls): 1.39-1.49 (m, 2 H, H,C(1)); 1.52-1.64 (m, 4 H, H,C(2)); 1.81-1.94 (m, 2 H,
H,C(3)); 2.35-2.45 (m, 6 H, N(CH>)»); 2.60 (¢, J = 7.8, 2 H, H,CIm); 5.20 (s, 2 H,
H,C(4)); 6.15 (d, J= 2.4, 1 H, H-C(6)); 6.76 (s, 1 H, H-C(5)); 7.07 (d, J=15.9, 1 H,

45 CF; nicht sichtbar.
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HCIm); 7.52 (d, J=2.4, 1 H, H-C(7)); 7.54 (d, J=15.9, 1 H, HCAr); 7.56 (br. s, 4 H,
arom.). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —-62.33 (s, 3 F, CF3). "*C-NMR (75 MHz,
CDCls): 21.5; 21.6; 22.7; 23.0; 44.8; 53.2; 55.8; 104.3; 110.2; 120.1; 124.2 (¢, J(C,F)
= 271.3); 125.9 (¢, *J(C,F) = 3.8); 128.3; 130.7; 131.7 (g, *J(C,F) = 32.5); 133.0;
138.3; 138.8; 142.8; 145.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir Co4HoFsNs™ ([M+H]):
444.2370; Gef. 444.2364.
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4-{3-[1-(1H-Pyrazol-5-ylmethyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
imidazol-4-yl|propyl}morpholine (111)
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Entschiitzung gemidss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 108 (255 mg, 0.46
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 9 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 182 mg (89%). Farbloser Feststoff. Smp. 132 °C. IR (Reinsubstanz):
3109w; 2836w; 1662w; 1614w; 1557w; 1456w; 1435w; 1416w; 1325m; 1162m;
1110s; 1067m; 1011w; 969w; 912w; 868m; 859m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;):
1.80-1.92 (m, 2 H, H,C(1)); 2.38-2.48 (m, 6 H, N(CH»)3); 2.62 (¢, J = 7.9, 2 H,
H,CIm); 3.72 (¢, J=4.7, 4 H, H,CO); 5.21 (s, 2 H, H,C(2)); 6.16 (d,J=2.4, 1 H, H-
C(3)); 6.76 (s, 1 H, H-C(5)); 7.07 (d, J = 15.9, 1 H, HCIm); 7.53 (d, J= 2.4, 1 H, H-
C(4)); 7.54 (d, J = 159, 1 H, HCAr); 7.56 (s, 5 H, arom.). ""F-NMR (282 MHz,
CDCl3): —62.33 (s, 3 F, CF3). C-NMR (125 MHz, CD;0D + TFA): 21.4; 22.3; 44.8;
52.0; 56.0; 63.8; 104.3; 110.2; 120.2; 124.2 (g, J(C,F) = 271.4); 125.9 (¢, *J(C,F) =
3.8); 128.3; 130.7; 131.7(q, *J(C,F) = 32.5); 133.0; 138.3; 138.8; 142.8; 145.3. HR-
MS (MALDI): Ber. fir CyHyFsNsO™ ([M+H]): 446.2162; Gef. 446.2155.
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1-Methyl-4-{3-[1-(1H-pyrazol-3-ylmethyl)-2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-4-yl|propyl}piperazine (112)
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Entschiitzung gemidss AAVE8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 109 (350 mg, 0.62
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 12 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 247 mg (87%). Farbloses Harz. IR (Reinsubstanz): 3144w; 2939w;2804w;
1612w; 1557w; 1458w; 1411w; 1320m; 1283m; 1160m; 1108m; 1012m; 819m; 754m.
'H-NMR (300 MHz, CDCl): 1.81-1.94 (m, 2 H, H,C(1)); 2.30 (s, 3 H, CH3); 2.35-
2.55 (m, 10 H, H,CN); 2.62 (¢, J = 7.7, 2 H, H,CIm); 5.20 (s, 2 H, H,C(2)); 6.15 (d, J
=2.4,1H, H-C(3)); 6.75 (s, 1 H, H-C(5)); 7.06 (d, J=15.8, 1 H, HCIm); 7.53 (d, J =
2.4,1H, H-C(4)); 7.54 (d, J = 15.8, 1 H, HCAr); 7.57 (br. s, 4 H, arom.). "F-NMR
(282 MHz, CDCls): —62.33 (s, 3 F, CF3). "C-NMR (125 MHz, CD;0D + 2 Tropfen
TFA): 21.4; 23.0%; 23.1; 42.3; 48.8; 50.8; 55.4; 104.3; 110.2; 120.2; 124.2 (g, J(C,F)
= 271.3); 125.9 (¢, *J(C,F) = 3.9); 128.3; 130.7; 131.7 (g, *J(C,F) = 32.6); 133.2;
138.3; 138.7; 142.7; 145.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C,qH30F3Ng  ([M+H]"):
459.2479; Gef. 459.2472.

% Zwei Signale im aliphatischen bereich iiberlappen zufillig.
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2-Formyl-N,N-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (114) [116]
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Zu einer Losung von 74 (1.0 g, 5.7 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (30 ml) wurde bei —78
°C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 4.0 ml, 6.3 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben und
wihrend 30 min geriihrt. Dann wurde DMF (0.48 ml, 6.3 mmol, 1.1 Aquiv.)
zugegeben, wihrend 30 min bei —78 °C geriihrt und dann wéhrend 1 h auf RT
aufwarmen gelassen. Die Reaktion wurde mit 1 M HCI (5 ml) gestoppt und mit ges.
wissr. NaHCOs-Losung leicht basisch eingestellt (pH 8). Das THF wurde am RV
entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser (50 ml) aufgenommen und mit CH,Cl, (2 x
75 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt
(Si0,, EtOAc/Hexan 4:1). Ausbeute: 1.01 g (87%). Gelber Feststoff. Smp. 90 °C
(Lit. [116]: 91-92 °C). 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 3.02 (s, 6 H, N(CHs),); 7.30 (d,
J =13, 1H, H-C4)); 7.59 (dd, J = 1.3, 0.7, 1 H, H-C(5)); 9.94 (d, J = 0.7, 1 H,
CHO).
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N,N-Dimethyl-2-{(E)-2-|4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-
sulfonamid (115)

CF3
X

o /
y \\/N
N ON-ST N
J— (@]

Zu einer Losung von 87 (1.15 g, 2.3 mmol, 1.17 Aquiv.) in THF (10 ml) wurde bei —
78 °C n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 1.29 ml, 2.1 mmol, 1.05 Aquiv.) zugegeben
und wiéhrend 1 h geriihrt, wobei sich eine gelb-braune Suspension bildete. Dann
wurde der Aldehyd 114 geldst in THF (4 ml) zugetropft, wobei sich die Suspension
sofort hellgelb farbte. Es wurde 1 h bei —78 °C und dann 1 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde mit ges. wéssr. NH4CI-Losung (1 ml) gestoppt und das Losungsmittel
am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser (50 ml) aufgenommen und mit
CH)Cl, (2 x 75 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO4
getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt
(Si0,, EtOAc/Hexan 1:1).

Ausbeute: 486 mg (71%). Farbloser Feststoff. Smp. 122 °C. IR (Reinsubstanz):
3183w; 3084w; 2931w; 1730w; 1628w; 1614m; 1524m; 1464m; 1419m; 1390s; 1320s;
1178s; 1153s; 1065s; 1040s; 1013s; 963s; 863m; 817s; 718s. "H-NMR (300 MHz,
CDCls): 2.89 (s, 6 H, N(CHs),); 7.14 (d, J= 1.6, 1 H, H-C(4)); 7.35 (d,J=1.6, 1 H,
H-C(5)); 7.58 (d, J = 16.0, 1 H, HCIm); 7.63 (s, 4 H, arom.); 7.71 (d, J = 16.0, 1 H,
HCAr). C-NMR (75 MHz, CDCls)"": 38.5; 116.5; 120.7; 125.7 (d, *J(C,F) = 3.6);
127.2; 128.8; 130.3 (¢, *J(C,F) = 32.0); 134.0; 139.3; 145.5. HR-MS (MALDI): Ber.
fiir C14H;sF3N30,S™ ([M+H]"): 346.0832; Gef. 346.0829.

47 CFj3 nicht sichtbar.
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2-{(E)-2-[4-(Trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol (116)

CF;

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode A mit Sulfamoylimidazol 115 (434 mg, 0.79
mmol, 1.0 Aquiv.) und (1.4 M in MeOH, 15 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 128 mg (93%). Farbloser Feststoff. Smp. 201 °C. IR (Reinsubstanz):
3040w; 2761w; 1613m; 1569w; 1437w; 1418w; 1322s; 1159s; 1100s; 1066s; 1014m;
997m; 961m; 947m; 821s; 746s; 736s. "H-NMR (300 MHz, CD;OD): 7.10 (s, 2 H, H-
C(4) und H-C(5)); 7.11 (d, J = 16.6, 1 H, HCIm); 7.32 (d, J = 16.6, 1 H, HCAr); 7.63
(d, J = 8.6, 2 H, H-C(1)); 7.68 (d, J = 8.6, 2 H, H-C(2)). ""F-NMR (282 MHz,
CD;0D): —62.29 (s, 3 F, CF3). "*C-NMR (75 MHz, CD;0D)*: 119.5; 123.4; 126.3
(g, >J(C,F)=3.7); 127.5; 129.8; 130.3 (¢, >J(C,F) = 32.4); 141.2; 146.2. HR-MS (EI):
Ber. fiir CoHgF3N, " ([M-H]"): 237.0634; Gef. 237.0632.

8 CF; nicht sichtbar.
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N,N-Dimethyl-5-[(2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-
yD)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (117)

CF3

Synthese gemiss AAV12 mit Imidazol 116 (110 mg, 0.46 mmol, 1.0 Aquiv.),
Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 28 mg, 0.69 mmol, 1.5 Aquiv.) und Bromid 54
(148 mg, 0.55 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (2.3 ml). Das Rohprodukt wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl,).

Ausbeute: 171 mg (87%). Farbloser Feststoff. Smp. 180 °C. IR (Reinsubstanz):
3028w; 1738w; 1611w; 1470w; 1418w; 1409w; 1392m; 1320s; 1274m; 1263m;
1209w; 1170m; 1154m; 1130s; 1108s; 1065s; 968s; 821s; 725s. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl;): 3.06 (s, 6 H, N(CH3),); 5.51 (s, 2 H, CHy); 5.90 (d, J = 1.6, 1 H, H-C(1));
6.93 (d,J=15.9, 1 H, HCIm); 7.01 (d, J= 1.2, 1 H, H-C(5)); 7.17 (d, J= 1.2, 1 H, H-
C4)); 756 (m, 5 H, arom. und H-C(2)); 7.61 (d, J = 159, 1 H,
HCAr). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —62.39 (s, 3 F, CF;). "*C-NMR (75 MHz,
CDCl3)*: 39.2; 42.2; 108.1; 114.9; 121.1; 125.6 (g, *J(C,F) = 3.8); 126.9; 129.7;
129.8 (g, 2J(C,F) = 32.3); 131.6; 139.7; 141.8; 142.1; 144.9. HR-MS (MALDI): Ber.
fir Ci;gHoF3NsO,S™ ([M+H]"): 426.1206; Gef. 426.1200. EA Ber. fiir
CisHisF3NsO,S (425.43): C 50.82, H 4.26, N 16.46; F 13.40; O 7.52; S 7.54; Gef. C
51.07, H4.55,N 16.17.

4 CF; nicht sichtbar.
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N,N-Dimethyl-5-[(2-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-
yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (113)

CF,

6

5
X
N N N
\—/ —
.

Entschiitzung gemédss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 117 (122 mg, 0.29
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 12 ml, 60.0 Aquiv.).

Ausbeute: 87 mg (95%). Farbloser Feststoff. Smp. 155 °C. IR (Reinsubstanz):
3127w; 3054w; 2877w; 1614w; 1512w; 1469w; 1323m; 1284m; 1269m; 1159m;
1105m; 1066m; 1050m; 970m; 821m; 760m; 741m; 734m. 'H-NMR (300 MHz,
CD;0D): 5.38 (s, 2 H, CH»); 6.24 (d, J=2.2, 1 H, H-C(1)); 7.05 (d, J= 1.3, 1 H, H-
C@3)); 7.22 (d,J= 1.3, 1 H, H-C(4)); 7.37 (d, J=16.0, 1 H, HCIm); 7.46 (d, J = 16.0,
1 H, HCAr); 7.61 (d,J=2.2, 1 H, H-C(2)); 7.64 (d, J= 8.2, 2 H, H-C(5)); 7.75 (d, J =
8.2, 2 H, H-C(6)). ""F-NMR (282 MHz, CD;OD): —62.32 (s, 3 F, CF3). “C-NMR
(75 MHz, CD;0OD + TFA): 44.9; 104.3; 110.3; 119.6; 123.3; 124.2 (¢, J(C,F) =
271.4); 125.9 (g, *J(C,F) = 3.6); 128.4; 130.7; 131.7 (¢, *J(C,F) = 32.6); 138.3; 139.0;
143.1; 145.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH4F3N," ([M+H]"): 319.1165; Gef.
319.1169.
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Ethyl-(2E)-3-{1-[(dimethylamino)sulfonyl]-1H-imidazol-2-yl}acrylat (119)

Eine Losung des Aldehyds 114 (4.82 g, 23.7 mmol, 1.0 Aquiv.) und des Ylids 7 (9.1
g, 26.1 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF (120 ml) wurde bei RT wihrend 15 h geriihrt. Das
Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand chromatographisch
gereinigt (Si0,, EtOAc/Hexan 2:3 — 1:1).

Ausbeute: 5.32 g (82%). Gelber Feststoff. Smp. 74 °C. IR (Reinsubstanz): 3166w;
3136w; 3096w; 3048w; 2976w; 1697m; 1626m; 1520w; 1452m; 1416m; 1388m;
1373s; 1315s; 1270m; 1238m; 1187s; 1147s; 1105m; 1041m; 1028m; 987m; 959s;
737m; 717m; 695m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 1.32 (1, J= 7.1, 3 H, CH3); 2.88 (s,
6 H, N(CH3),); 4.26 (¢, J=17.1,2 H, CH,); 6.92 (d, J=15.6, 1 H, HC(CO)); 7.15 (d, J
= 1.5, 1 H, H-C(4)); 7.40 (d, J = 1.5, 1 H, H-C(5)); 7.95 (d, J = 15.6, 1 H, HCIm).
BC-NMR (75 MHz, CDCly): 14.3; 38.3; 60.9; 121.9; 124.4; 129.0; 129.5; 143.1;
165.8. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C10H 6N;04S" ([M+H]+): 274.0856; Gef.
274.0858. EA Ber. fiir C;oH;sN304S (273.31): C 43.95, H 5.53, N 15.37, O 23.42, S
11.73; Gef. C 44.23, H5.61, N 15.29.
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Ethyl 3-{1-[(dimethylamino)sulfonyl]-1H-imidazol-2-yl}propanoate (120)

Zu einer Losung von 119 (5.17 g, 18.9 mmol, 1.0 Aquiv.) in EtOAc (130 ml) wurde
unter Argon Pd/C (517 mg, 10% m/m) zugegeben und anschliessend unter H, (1 atm)
wéhrend 20 h bei RT gertihrt. Dann wurde iiber Celite filtriert und das Filtrat am RV
eingeengt.

Ausbeute: 5.24 g (quant.). Farblose Kristalle. Smp. 43 °C. IR (Reinsubstanz):
3159w; 3108w; 2988w; 2932w; 1726s; 1535w; 1499w; 1477w; 1455w; 1432w; 141 1w;
1378s; 1369m; 1353m; 1276m; 1184s; 1165s; 1138s; 1113m; 1043m; 1019m; 966s;
947m; 789m; 723s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.24 (1, J=7.1, 3 H, CH3); 2.88 (¢,
J=17.0,2 H, H,CIm); 2.91 (s, 6 H, N(CH3),); 3.22 (¢, /= 7.0, 1 H, H,C(CO)); 4.13 (g,
J=17.1,1H, H,CO); 692 (d,J=1.7,1H, H-C4)); 7.21 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(5)).
PC-NMR (75 MHz, CDCl3): 14.3; 23.9; 31.1; 38.3; 60.6; 119.7; 127.3; 147.6; 172.4.
HR-MS (EI): Ber. fiir C;oH;7N304S" ([M]"): 275.0935; Gef. 275.0932. EA Ber. fiir
C10H17N304S (275.33): C 43.62, H 6.22, N 15.26, O 23.24, S 11.65; Gef. C 43.77, H
6.30, N 15.33.
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2-(3-Hydroxypropyl)-V,N-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (121)

HO

Zu einer Suspension von Lithiumaluminiumhydrid (345 mg, 9.1 mmol, 0.5 Aquiv.) in
trockenem THF (90 ml) wurde bei 0 °C eine Loésung von 120 (5.01 g, 18.2 mmol, 1.0
Aquiv.) in trockenem THF (40 ml) zugetropft und wihrend 1 h geriihrt. Gemiss DC-
Kontrolle war die Reaktion unvollstindig und es wurde mehr
Lithiumaluminiumhydrid (70 mg, 1.8 mmol, 0.1 Aquiv.) zugegeben und wihrend 30
min gerlihrt. Erneute Zugabe von Lithiumaluminiumhydrid (70 mg, 1.8 mmol, 0.1
Aquiv.) und Rithren wihrend 30 min fiihrte zur vollstindigen Umsetzung des
Startmaterials. Die Reaktion wurde durch vorsichtiges Zutropfen von ges. wéssr.
NH4Cl-Losung (10 ml) gestoppt. Dann wurden Wasser (100 ml),
Natriumkaliumtartrat (25 g) und EtOAc (500 ml) zugegeben, und das Gemisch wurde
wiahrend 12 h bei RT geriihrt. Die org. Phase wurde mit ges. wissr. NaCl-Losung
(200 ml) gewaschen, iiber MgSO,4 gerocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand
wurde in MeOH/EtOAc 1:9 aufgenommen und iiber Kieselgel filtriert.

Ausbeute: 4.24 g (quant.). Farbloser Feststoff. Smp. 66 °C. IR (Reinsubstanz):
3270m; 2928w; 1734w; 1538w; 1460w; 1417w; 1386m; 1270w; 1177m; 1143m;
1041m; 967m; 631m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 2.08 (p, J = 6.6, 2 H, CH,); 2.91
(s, 6 H, N(CHs),); 3.11 (¢, J = 6.6, 2 H, H,CIm); 3.66 (br. s, 1 H, OH); 3.71 (¢, J=5.5,
2 H, H,CO); 6.94 (d, J=1.7, 1 H, H-C(4)); 7.22 (d, J= 1.7, 1 H-C(5)). “C-NMR (75
MHz, CDCls): 26.2; 30.0; 38.3; 62.0; 119.7; 126.8; 149.2. HR-MS (EI): Ber. fiir
CsH sN305S " ([M]): 233.0829; Gef. 23.0829.
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2-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-V,N-dimethyl-1H-imidazol-1-
sulfonamid (122)

TBDMSO

Synthese gemiss AAV13 mit Alkohol 121 (4.21 g, 18.0 mmol, 1.0 Aquiv.), Imidazol
(1.35 g, 19.9 mmol, 1.1 Aquiv.) in CH,Cl, (90 ml) und z-Butyldimethylsilylchlorid
(2.75 g, 18.2 mmol, 1.01 Aquiv.) in CH,Cl, (20 ml). Nach 10 min wurde das Eisbad
entfernt und wéhrend 12 h bei RT gerithrt. Das Losungsmittel wurde am RV
eingeengt und der Riickstand in EtOAc aufgenommen und {iber Kieselgel filtriert.
Ausbeute: 6.16 g (98%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2953w; 2929w; 2856w;
1536w; 1472w; 1418w; 1387m; 1255m; 1177m; 1142m; 1097m; 1040m; 965m. 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 0.04 (s, 6 H, Si(CHs),); 0.89 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.90-2.10
(m, 2 H, HyC(1)); 2.89 (s, 6 H, N(CHz)3); 2.97-3.0 (m, 2 H, H,CIm); 3.73 (¢, J = 6.0, 2
H, H,CO); 6.94 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(4)); 7.22 (d, J = 1.7, 1 H, H-C(5)). "C-NMR
(75 MHz, CDCls): —5.2; 18.4; 25.2; 26.0; 30.5; 38.3; 62.2; 119.6; 127.2; 149.2. HR-
MS (EI): Ber. fiir C13H2¢N303SSi™ ([M—CH;]"): 332.1459; Gef. 332.1458. EA Ber.
fiir C14H29N305SSi (347.55): C 48.38, H 8.41, N 12.09, O 13.81, S 9.23, Si 8.08; Gef.
C48.42,H 8.50, N 11.94.
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5-Formyl-2-(3-{[tert-butyl(dimethyl)silyl]joxy}propyl)-N,N-dimethyl-1H-

imidazol-1-sulfonamid (123)

TBDMSO

Zu einer Losung von 122 (6.06 g, 17.4 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (175 ml) wurde bei
—78 °C s-Butyllithium (1.3 M in Cyclohexan, 14.75 ml, 19.2 mmol, 1.1 Aquiv.)
zugetropft und wéhrend 1 h geriihrt. Dann wurde DMF (1.48 ml, 19.2 mmol, 1.1
Aquiv.) zugegeben und withrend 1 h geriihrt und anschliessend wihrend 2 h auf RT
aufwiarmen gelassen. Bei —78 °C wurde ges. wissr. NaHCOs-Losung (20 ml)
langsam zugetropft und 1 h geriihrt. Dann wurde auf RT aufwidrmen gelassen und
Wasser (150 ml) zugegeben. Es wurde mit EtOAc (700 ml) extrahiert, und die wissr.
Phase wurde mit EtOAc (200 ml) gewaschen. Die komb. org. Phasen wurden mit ges.
wassr. NaCl-Losung (150 ml) gewaschen, iiber MgSO4 gerocknet und am RV
eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (EtOAc/Hexan 1:4 —
3:7).

Ausbeute: 3.33 g (51%). Gelbes Ol. IR (Reinsubstanz): 2953w; 2929w; 2856w;
1697w; 1671m; 1538m; 1470m; 1390m; 1254m; 1192m; 1161m; 1095s; 964m; 833s;
775s; 720s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.05 (s, 6 H, Si(CHs),); 0.89 (s, 9 H,
C(CHj3)3); 2.01-2.12 (m, 2 H, Ho,C(1)); 2.94 (s, 6 H, N(CH3),); 3.09 (¢, J= 7.9, 2 H,
H,Clm); 3.74 (¢, J = 5.9, 2 H, H,CO); 7.26 (s, 1 H, H-C(4)); 10.04 (s, 1 H, CHO).
PBC-NMR (75 MHz, CDCls): —5.2; 18.4; 26.0; 26.3; 30.5; 38.3; 62.0; 133.2; 137.9;
156.0; 179.9. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;5H3N30,4SSi" ([M+H]"): 376.1721; Gef.
376.1715.
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2-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-V,N-dimethyl-5-{(E)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-sulfonamid (124)

CF;
3
2
X
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4 ~ S N
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1
TBDMSO

Synthese gemiss AAV10 mit Phosphoniumbromid 87 (5.57 g, 11.11 mmol, 1.3
Aquiv.) und n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 6.7 ml, 10.68 mmol, 1.25 Aquiv.) in
THF (85 ml) und Aldehyds 123 (3.21 g, 8.55 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (10 ml). Bei
—78 °C wurde ges. wissr. NH4Cl-Losung (20 ml) zugegeben, 1 h geriihrt und
anschliessend langsam auf RT aufwidrmen gelassen. Das Losungsmittel wurde am
RV entfernt und der Riickstand in Wasser (100 ml) aufgenommen und mit CH,Cl, (2
x 400 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wassr. NaCl-Losung
(100 ml) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand
wurde chromatographisch gereinigt (Si0,, EtOAc/Hexan 1:4 — 1:1).

Ausbeute: 2.71 g (61%). Farbloser Feststoff. Smp. 87 °C. IR (Reinsubstanz):
2954w; 2936w; 2898w; 2861w; 1612w; 1496w; 1473w; 1383m; 1320m; 1257m;
1189m; 1158m; 1097m; 1063m; 968m; 939m; 833s; 774m; 713m. 'H-NMR (300
MHz, CDCl3): 0.06 (s, 6 H, Si(CH3)2); 0.90 (s, 9 H, C(CHs)3); 2.00-2.12 (m, 2 H,
H,C(1)); 2.85 (s, 6 H, N(CH3),); 3.07 (¢, J = 7.9, 2 H, H,CIm); 3.75 (¢, J= 6.0, 2 H,
H,CO); 6.92 (d, J = 16.3, 1 H, HCIm); 7.21 (s, 1 H, H-C(4)); 7.45 (d, J=16.3, 1 H,
HCAr); 7.56 (d, J= 8.7, 2 H, H-C(2)); 7.61 (d, J= 8.7, 2 H, H-C(3)). ""F-NMR (282
MHz, CDCly): —62.41 (s, 3 F, CF3). *C-NMR (75 MHz, CDCl;)*: —5.1; 18.4; 26.0;
26.8; 30.8; 38.3; 62.3; 118.6; 125.7 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.5; 126.8; 128.8; 129.6 (g,

5 CF; nicht sichtbar.
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2J(C,F) = 32.2); 131.9; 139.9; 152.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir Co3H3sF3N305SSi"
([M+H]"): 518.2115; Gef. 518.2106.

3-(4-{(E)-2-[4-(Trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-2-yl)-1-propanol (125)

CF;

N

Entschiitzung gemiss AAV8 Methode A mit 124 (1.86 g, 3.6 mmol, 1.0 Aquiv.) und
HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 102 ml, 40.0 Aquiv.). Das Rohprodukt wurde
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl; 1:9:90).

Ausbeute: 800 mg (75%). Brauner Feststoff. Smp. 160 °C. IR (Reinsubstanz):
3029w; 2930w; 2651w; 1641w; 1609m; 1572w; 1435w; 1416w; 1325m; 1162m;
1104m; 1067m; 1013m; 973m; 949m; 920m; 826m. 'H-NMR (300 MHz, CD;OD):
1.89-2.01 (m, 2 H, H,C(1)); 2.80 (¢, J = 7.9, 2 H, H,CIm); 3.60 (¢, J = 6.3, 2 H,
H,CO); 7.03 (d, J = 16.4, 1 H, HCIm); 7.08 (s, 1 H, H-C(4)); 7.15 (d, J=16.4, 1 H,
HCAr); 7.59 (d, J = 8.8, 2 H, H-C(2)); 7.63 (d, J= 8.7, 2 H, H-C(3)). "F-NMR (282
MHz, CD;OD): —62.14 (s, 3 F, CF;). “C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen
TFA)’": 23.7; 30.7; 61.0; 116.3; 117.6; 126.4 (g, *J(C,F) = 3.7); 127.7; 130.7; 130.8
(g, *J(C,F) = 32.4); 132.0; 140.5; 149.9. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH;¢F3N,O"
([M+H]"): 297.1209; Gef. 297.1204.

5! CF; nicht sichtbar.
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2-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-4-{(E)-2-[4-(trifluor-methyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol (126)

CF3

TBDMSO

Synthese gemiss AAV13 mit Alkohol 125 (770 mg, 2.6 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Imidazol (195 mg, 2.86 mmol, 1.1 Aquiv.)) in THF (13 ml) und
t-Butyldimethylsilylchlorid (1.03 g, 6.8 mmol, 1.3 Aquiv.) in THF (2.6 ml). Das
Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, EtOAc/Hexan 1:4 — 1:1).
Ausbeute: 950 mg (89%). Farbloser Schaum. IR (Reinsubstanz): 3036w; 1953w;
2929w; 2857m; 1644w; 1612m; 1569w; 1471w; 1414w; 1321s; 1255m; 1162m; 1119s;
1105s; 1065s; 1014m; 960m; 949m; 833s; 774s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl5): 0.11
(s, 6 H, Si(CH3)2); 0.94 (s, 9 H, C(CHs)3); 1.97 (p, J = 6.2, 2 H, H,C(1)); 2.94 (t, J =
6.8, 2 H, H,CIm); 3.77 (t, J = 5.6, 2 H, H,COH); 6.99 (br. s, 1 H, H-C(4)); 7.05 (d, J
=16.0, 1 H, HCIm); 7.54 (s, 5 H, arom. und HCAr). ""F-NMR (282 MHz, CDCl;):
—62.22 (s, 3 F, CF3). "C-NMR (75 MHz, CDCls)**: —5.2; 18.5; 26.1; 26.4; 30.3; 63.3;
124.3; 125.4 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.0; 128.4 (¢, *J(C,F) = 32.1); 141.2; 149.7. HR-
MS (MALDI): Ber. fiir C;H30F3N,OSi" ([M+H]"): 411.2074; Gef. 411.2068.

>2 3 Signale im aromatischen Bereich (Tautomerie) und CF; nicht sichtbar.
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5-{[2-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy} propyl)-4-{(E)-2-[4-(trifluor-methyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yljmethyl}-/N,N-dimethyl-1 H-pyrazol-1-sulfon-amid
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Synthese gemiss AAV12 mit Imidazol 126 (760 mg, 1.85 mmol, 1.0 Aquiv.),
Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 111 mg, 2.78 mmol, 1.5 Aquiv.) und 54 (596 mg,
5.5 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (18 ml). Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt
und der Riickstand chromatographisch gereinigt (EtOAc/Hexan 1:4 — 2:3).

Ausbeute: 950 mg (86%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2930w; 2857w; 1644w;
1612w; 1544w; 1515w; 1472w; 1386m; 1321s; 1286m; 1165m; 1120m; 1106m:;
1065m; 967m; 908m; 834m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.04 (s, 6 H, Si(CHs),);
0.87 (s, 9 H, C(CHj3)3); 1.93-2.07 (m, 2 H, H,C(1)); 2.77 (¢, J=7.9, 2 H, H,CIm); 3.05
(s, 6 H, N(CH3),); 3.70 (¢, J= 5.9, 2 H, H,CO); 5.35 (s, 2 H, H,C(2)); 5.89 (d, J = 1.6,
1 H, H-C(3)); 6.95 (s, 1 H, H-C(5)); 7.02 (d, J=16.1, 1 H, HCIm); 7.25 (d, J = 16.1,
1 H, HCAr); 7.55 (br. s, 4 H, arom.); 7.58 (d, J = 1.6, 1 H, H-C(4)). "F-NMR (282
MHz, CDCl3): —62.20 (s, 3 F, CF;). *C-NMR (75 MHz, CDClL;)**: —5.1; 18.4; 23.3;
26.0; 31.1; 42.4; 62.1; 107.8; 118.7; 122.4; 125.0; 125.4 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.1;
129.4 (¢, *J(C,F) = 32.4); 138.5; 141.2; 142.1; 142.2; 149.4. HR-MS (MALDI): Ber.
fiir Co7H39F3N5038Si " ([M+H]"): 598.2489; Gef. 598.2481.

>3 Zuordnung des Regioisomers mittels NOE; Einstrahlung auf H,C(2)
>* CF; nicht sichtbar.



Experimenteller Teil 208

5-{[2-(3-Hydroxypropyl)-4-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1 H-imidazol-
1-yljmethyl}-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (128)

Entschiitzung gemiss AAV9 mit Silylether 127 (846 mg, 1.42 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 1.6 ml, 1.6 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF (14
ml). Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (Si0,, EtOAc).

Ausbeute: 655 mg (96%). Farbloser Feststoff. Smp. 144 °C. IR (Reinsubstanz):
3215w; 3132w; 2929w; 1735w; 1646w; 1610m; 1543w; 1514w; 1459w; 1415m;
1389m; 1321m; 1282m; 1158m; 1117m; 1104m; 1064m; 971m; 961m; 825m; 810m;
726m. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.85-1.96 (m, 2 H, H,C(1)); 2.81 (¢, J=17.9, 2
H, H,CIm); 2.98 (s, 6 H, N(CHs),); 3.60 (¢, J = 6.1, 2 H, H,CO); 5.48 (s, 2 H,
H,C(2)); 6.04 (d, J = 1.6, 1 H, H-C(3)); 7.10 (d, J = 16.3, 1 H, HCIm); 7.17 (d, J =
16.3, 1 H, HCAr); 7.19 (s, 1 H, H-C(5)); 7.58 (d, J = 8.7, 1 H, H-C(6)); 7.63 (d, J =
8.7, 1 H, H-C(7)); 7.68 (d, J = 1.7, 1 H, H-C(4)). ""F-NMR (282 MHz, CD;0D): —
62.07 (s, 3 F, CF;). "C-NMR (75 MHz, CD;OD)>: 23.8; 31.7; 39.0; 43.0; 61.6;
109.0; 120.4; 123.2; 125.6; 126.1 (¢, *J(C,F) = 3.7); 127.0; 129. (¢, *J(C,F) = 32.7);
138.7; 142.5; 143.1; 143.5;150.6. HR-MS (MALDI): Ber. fiir Cs;H,5F3N503S"
([M+H]"): 484.1625; Gef. 484.1632. EA Ber. fiir CHo4F3N50;S (483.51): C 52.17,
H 5.00,N 14.48,09.93,F 11.79, S 6.63; Gef. C 52.26, H 5.07, N 14.19.

55 CF; nicht sichtbar.
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N,N-Dimethyl-5-[(2-[3-(1-piperidinyl)propyl]-4-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (129)
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Synthese gemédss AAV11 Methode A mit Alkohol 128 (200 mg, 0.41 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (61 ul, 0.43 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid (36
ul, 0.45 mmol, 1.1 Aquiv.) und Piperidin (550 ul, 4.1 mmol, 10.0 Aquiv.) in CH,Cl,
(2 ml).

Ausbeute: 220 mg (97%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2935w; 2853w; 2765w;
1641w; 1611m; 1545w; 1513w; 1454w; 1415m; 1379m; 1321s; 1286m; 1162m;
1107s; 1065s; 967m; 824m; 728. "H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.38-1.47 (m, 2 H,
H,C(1)); 1.51-1.61 (m, 4 H, H,C(2)); 1.97 (p, J = 7.3, 2 H, H,C(3)); 2.30-2.38 (m, 6
H, N(CH,)3); 2.70 (¢, J = 7.6, 2 H, Hy,CIm); 3.07 (s, 6 H, N(CHs),); 5.41 (s, 2 H,
H,C(4)); 5.85 (d, J= 1.5, 1 H, H-C(6)); 6.93 (s, 1 H, H-C(5)); 7.02 (d, J=16.1, 1 H,
HCIm); 7.25 (d, J=16.1, 1 H, HCAr); 7.55 (br. s, 4 H, arom.); 7.57 (d, J=1.5, 1 H,
H-C(7)). "F-NMR (282 MHz, CDCl3): —-62.14 (s, 3 F, CF3). C-NMR (75 MHz,
CDCl3): 24.5; 24.6; 25.4; 25.5; 26.0; 39.2; 42.5; 54.5; 58.2; 107.7; 118.6; 122.4;
125.0; 125.4 (¢, *J(C,F) = 3.7); 128.4 (g, *J(C,F) = 32.4); 138.6; 141.2; 142.1; 142.5;
149.7. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CyH34F3N6O,S™ ([M+H]"): 551.2411; Gef.
551.2403.

5 CF; nicht sichtbar.
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N,N-dimethyl-5-[(2-[3-(4-morpholinyl)propyl]-4-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)
phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (130)
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Synthese gemédss AAV11 Methode A mit Alkohol 128 (200 mg, 0.41 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (61 ul, 0.43 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid (36
ul, 0.45 mmol, 1.1 Aquiv.) und Morpholin (364 pl, 4.1 mmol, 10.0 Aquiv.) in CH,Cl,
(2 ml). Das mit Morpholin verunreinigte Produkt wurde chromatographisch gereinigt
(Si0,, MeOH/CH,ClI, 5:95).

Ausbeute: 143 mg (63%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 2948w; 2856w; 2811w
1614w; 1611m; 1546w; 1513w; 1455m; 1414m; 1379m; 1321s; 1163m; 1108s; 1065s;
1013m; 968m; 917m; 865m; 824m; 728s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.96 (p, J =
7.0, 2 H, H,C(1)); 2.33-2.42 (m, 6 H, N(CH,)3); 2.70 (¢, J = 7.5, 2 H, H,CIm); 3.05
(s, 6 H, N(CHs),); 3.67 (t, J = 4.7, 4 H, H,CO); 5.38 (s, 2 H, H,C(2)); 5.83 (d, J = 1.7,
1 H, H-C(3)); 6.93 (s, 1 H, H-C(5)); 7.01 (d, J=16.1, 1 H, HCIm); 7.23 (d, J = 16.1,
1 HCAr); 7.53 (s, 4 H, arom.); 7.55 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(4)). ""F-NMR (282 MHz,
CDCls): —62.18 (s, 3 F, CF3). >C-NMR (75 MHz, CDCL3)"": 24.2; 25.0; 39.1; 42.5;
53.6; 57.8; 66.9; 107.6; 118.5; 122.3; 125.0; 125.4 (¢, *J(C,F) = 3.7); 126.0; 128.4 (g,
2J(C,F) = 32.3); 138.6; 141.1; 142.0; 142.3; 149.4. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C,sH3,F3NgO3S™ ([M+H]"): 553.2203; Gef. 553.2202.

57 CF; nicht sichtbar.
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N,N-Dimethyl-5-[(2-[3-(4-methyl-1-piperazinyl)propyl]-4-{(E)-2-[4-(trifluor-
methyl)phenyl]vinyl}-1H-imidazol-1-yl)methyl]-1H-pyrazol-1-sulfonamid (131)
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Synthese gemédss AAV11 Methode A mit Alkohol 128 (100 mg, 0.20 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (30 ul, 0.21 mmol, 1.05 Aquiv.) Methansulfonséiurechlorid (18
ul, 0.22 mmol, 1.1 Aquiv.) und 1-Methylpiperazin (128 pl, 2.0 mmol, 10.0 Aquiv.) in
CH)Cl; (2 ml). Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90).

Ausbeute: 87 mg (74%). Farbloses Harz. IR (Reinsubstanz): 2939w; 2798w; 1641w;
1611m; 1546w; 1513w; 1457m; 1414m; 1374m; 1321s; 1284m; 1162m; 1118s;
1065m; 1013m; 968m; 854m; 728s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.94 (p, J=17.1, 2
H); 2.25 (s, 3 H, CHj); 2.35 (¢, J = 7.0, 2 H, H,CIm); 2.32-2.50 (m, 8 H,
H,C(Piperazin)); 2.67 (¢, J = 7.5, 2 H, H,C(2)); 3.03 (s, 6 H, N(CHj3),); 5.37 (s, 2 H,
H,C(3)); 5.82 (d, J= 1.6, 1 H, H-C(4)); 6.91 (s, 1 H, H-C(5)); 6.99 (d, J=16.1, 1 H,
HCIm); 7.22 (d, J = 16.1, 1 H, HCAr); 7.52 (br. s, 4 H, arom.); 7.54 (d, J= 1.6, 1 H,
H-C(6)). ""F-NMR (282 MHz, CDCl3): —-62.18 (s, 3 F, CF3). "C-NMR (75 MHz,
CDCl3)™®: 24.3; 25.4; 39.2; 42.5; 46.1; 53.1; 55.1; 57.3; 107.6; 118.6; 122.4; 125.0;
125.4 (g, *J(C,F) = 3.7); 126.1; 128.4 (¢, “J(C,F) = 32.2); 138.6; 141.2; 142.1; 142.4;
149.5. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CaH3sF3N70,8" ([M+H]"): 566.2520; Gef.
566.2511.

58 CF; nicht sichtbar.
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4-{3-[1-(1H-Pyrazol-5-ylmethyl)-4-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
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imidazol-2-yl|propyl}morpholine (118)
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Entschiitzung geméss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 130 (161 mg, 0.29
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 5.8 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 121 mg (93%). Farbloser Feststoff. Smp. 163 °C. IR (Reinsubstanz):
3128w; 3055w; 2936w; 2870w; 2820w; 2778w; 1641w; 1608m; 1542w; 1518w;
1324m; 1162m; 1106s; 1065m; 1005m; 978m; 870m; 828m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl): 1.98 (p, J = 7.3, 2 H, H,C(1)); 2.38-2.48 (m, 6 H, N(CHy)3) und H,CIm);
2.80 (¢, J=17.8, 2 H, H,CIm); 3.70 (¢, /= 4.7, 4 H, H,CO); 5.14 (s, 2 H, H,C(2)); 6.17
(d,J=24,1H, H-C(3)); 6.97 (s, 1 H, H-C(5)); 7.01 (d, J = 16.1, 1 H, HCIm); 7.20
(d, J=16.1, 1 H, HCAr); 7.53 (s, 4 H, arom.); 7.55 (d, J = 2.4, 1 H, H-C(4)). "“F-
NMR (282 MHz, CDCls): =62.09 (s, 3 F, CF;). "C-NMR (125 MHz, CD;OD + 2
Tropfen TFA): 21.3; 21.6; 44.9; 52.0; 55.7; 63.8; 104.4; 115.0; 120.4; 124.4 (¢, J(C,F)
= 271.1); 125.6 (¢, “J(C,F) = 3.9); 127.1; 130.2 (g, *J(C,F) = 32.5); 130.7; 131.0;
131.2; 139.7; 145.1; 146.6. HR-MS (MALDI):Cy;H,7F3NsO" ([M+H]"): 446.2162;
Gef. 446.2154.
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1-{3-[1-(1H-Pyrazol-5-ylmethyl)-4-{(E)-2-[4-(trifluormethyl)phenyl]vinyl}-1H-
imidazol-2-yl]propyl}piperidine (132)
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Entschiitzung geméss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 129 (226 mg, 0.41
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 8.2 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 152 mg (84%). Farbloser Feststoff. Smp. 168 °C. IR (Reinsubstanz):
3126w; 3079w; 2942w; 2774w; 1636w; 1606m; 1541w; 1522w; 1321s; 1162m;
1154m; 1106s; 1065s; 972m; 884m; 866m; 824m; 758m; 698m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCl): 1.37-1.58 (m, 2 H, H,C(1)); 1.59 (p, J=5.5,4 H, H,C(2)); 1.99 (p, /=79, 2
H, H,C(3)); 2.35-2.42 (m, 6 H, N(CH>)3); 2.79 (t, J = 7.8, 2 H, H,CIm); 5.14 (s, 2 H,
H,C(4)); 6.17 (d, J = 2.4, 1 H, H-C(6)); 6.95 (s, 1 H, H-C(5)); 7.01 (d, J=16.1, 1 H,
HCIm); 7.20 (d, J = 16.1, 1 H, HCAr); 7.53 (br. s, 4 H, arom.); 7.54 (d, J=2.4, 1 H,
H-C(7)). "F-NMR (282 MHz, CDCls): -62.07 (s, 3 F, CF3). “C-NMR (75 MHz,
CDs;0OD + 2 Tropfen TFA)59: 22.2; 22.3; 22.5; 23.7; 45.6; 54.0; 56.2; 105.2; 115.8;
121.1; 126.4 (¢, *J(C,F) = 3.3); 127.9; 130.9 (¢, *J(C,F) = 31.6); 131.4; 131.7; 131.9;
140.5; 145.8; 147.5. HR-MS (MALDI): C,4HoF3Ns™ ([M+H]"): 444.2370; Gef.
444.2376.

59 CF; nicht sichtbar.
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2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-5-(3-hydroxypropyl)-V,N-dimethyl-1 H-imidazol-
1-sulfonamid ((£)-135)
und
2-[(Z)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-5-(3-hydroxypropyl)-N,N-dimethyl-1 H-imidazol-
1-sulfonamid ((2)-135)
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Zu einer Suspension von 88 in THF (50 ml) wurde bei 0 °C Natriumhydrid (60% in
Mineralél, 213 mg, 5.32 mmol, 2.0 Aquiv.) zugegeben und wihrend 2 h bei RT
geriihrt, wobei sich die Suspension orange verfarbte. Dann wurde bei 0 °C eine
Losung von 96 (1.0 g, 2.66 mmol, 1.0 Aquiv.) langsam zugetropft und dann wihrend
20 h auf RT aufwirmen gelassen. Die Suspension wurde filtriert. Zu dem Filtrat
wurde halbges. wassr. NH4CI-Losung (75 ml) zugegeben, und es wurde mit EtOAc (2
x 300 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung
(100 ml) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, und das Losungsmittel wurde am RV
eingeengt. Chromatographische Reinigung (SiO,, EtOAc/Hexan 1:4 — 1:1) ergab ein

Diastereoisomerengemisch (E:Z = 4:1):



215 Experimenteller Teil

5-(3-{|tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy}propyl)-2-[(E)-2-(4-fluorphenyl)vinyl]-V,NV-
dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid ((£)-134)

und

5-(3-{[zert-Butyl-(dimethyl)silyl]oxy} propyl)-2-[(£)-2-(4-fluorphenyl)vinyl]-/N,/NV-
dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid ((£)-134) als
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(£)-134 und (£)-134: Ausbeute: 1.14 g (92%). Weisser Feststoff. Smp. 52 °C. IR
(Reinsubstanz): 2952w; 2930w; 2857w; 1598w; 1566w; 1508m; 1464m; 1417m;
1391m; 1255m; 1227m; 1201m; 1158s; 1094s; 961s; 832s; 818s; 775s; 727s. 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 0.07 (s, 6 H, Si(CH3)); 0.91 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.84-1.96
(m, 2 H, HyC(1)); 2.84 (s, 6 H, N(CH3), (2)-Isomer); 2.86 (s, 6 H, N(CH3), (E)-
Isomer); 2.88 (¢, J= 7.7, 2 H, H,CIm); 3.70 (¢, /= 6.0, 2 H, H,CO); 6.68 (d,J=1.9, 1
H, H-C(4) (Z)-Isomer); 6.83 (br. s, 1 H, H-C(4) (E)-Isomer); 6.95 (dd, J = 8.6, 8.6, 2
H, H-C(2) (Z)-Isomer); 7.05 (dd, J = 8.6, 8.6, 2 H, H-C(2) (E)-Isomer); 7.47 (d, J =
15.9, 1 H, HCIm (E)-Isomer); 7.46-7.52 (m, 2 H + 2 H, HCIm und HCAr (Z)-Isomer
+ H-C(3) (Z)-Isomer); 7.50 (dd, J = 8.6, 5.4, 2 H, H-C(3) (E)-Isomer); 7.58 (d, J =
15.9, 1 H, HCAr (E)-Isomer). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —112.3 (¢t, J= 8.6, 5.4, 1
F, (Z)-Isomer); —112.0 (#t, J = 8.6, 5.4, 1 F, (E)-Isomer). HR-MS (MALDI): Ber. fiir
CH3sFN305SSi™ ([M+H]"): 468.2147; Gef. 468.2161.

Das Diastereoisomerengemisch von (E)-134 und (2)-134
(1.08 g 232 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss AAV9 mit
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 2.55 ml, 2.55 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF
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(24 ml) entschiitzt. Chromatographische Reinigung (SiO,, EtOAc) erlaubte die
Trennung der Diastereoisomere.

(E)-135: Ausbeute: 600 mg (73%). Farbloser Feststoff. Smp. 125 °C. IR
(Reinsubstanz): 3242w; 2834w; 1628w; 1600w; 1567w; 1461w; 1418m; 1395m;
1227m; 1201m; 1155m; 1094m; 1047m; 977m; 958m; 818m; 729m; 718m. 'H-NMR
(300 MHz, CDCls): 1.88-2.00 (m, 2 H, H,C(1)); 2.85 (s, 6 H, N(CHz),); 2.88-2.94 (m,
2 H, H,CIm); 3.73 (1, J = 5.5, 2 H, H,CO); 6.84 (1, >J = 0.90, 1 H, H-C(4)); 7.05 (dd, J
= 8.5, 8.5, 2 H, H,C(2)); 7.45 (d, J = 15.9, 1 H, HCIm); 7.50 (dd, J = 8.5, 5.3, 2 H,
H,C(3)); 7.57 (d, J = 15.9, 1 H, HCAr). ""F-NMR (282 MHz, CDCl;): —111.84 (,
J(F,H) = 8.5, 53, 1 F, ArF). C-NMR (75 MHz, CDCl;): 23.2; 31.8; 38.2; 61.8;
115.4 (d, >J(C,F) = 2.3); 115.8 (d, *J(C,F) = 21.8); 127.5; 128.6 (d, *J(C,F) = 8.1);
132.4 (d, “J(C,F) = 3.4); 133.7; 134.4; 147.5; 162.7 (d, J(C,F) = 248.4). HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C;¢H;FN303S" ([M+H]"): 354.1282; Gef. 354.1285. EA Ber. fiir
Ci6H20FN3O3S (353.42): C 54.38, H 5.70, N 11.89, O 13.58, F 5.38, S 9.07; Gef. C
54.52, H 5.84, N 11.69.

(Z)-135: Ausbeute: 143 mg (17%). Farbloses Ol. IR (Reinsubstanz): 3320w; 2936w;
1600m; 1568w; 1510m; 1458m; 1417m; 1387m; 1223m; 1156s; 1098m; 1056m; 968s;
839m; 725s. 'H-NMR (300 MHz, CDCLy): 1.81-1.94 (m, 2 H, H,C(1)); 2.81 (s, 6 H,
N(CHs),); 2.82-2.98 (m, 2 H, H,CIm); 3.63 (1, J = 6.2, 2 H, H,CO); 6.61 (d, J = 12.7,
1 H, HCIm); 6.69 (d, J=12.7, 1 H, HCAr); 6.76 (¢, *J = 1.0, 1 H, H-C(4)); 6.92 (dd, J
= 87, 87, 2 H, H-CQ)); 742 (dd, J = 87, 55 2 H, H-CQ3)).
F-NMR (282 MHz, CDCly): —112.13 (1, J(E,H) = 8.7, 5.5, 1 F, ArF). >C-NMR (75
MHz, CDCls): 23.0; 31.5; 38.1; 61.5; 115.0 (d, 2J(C,F) = 21.5); 117.4; 126.6; 130.9
(d, *J(C,F) = 8.1); 131.5 (d, “J(C,F) = 3.3); 134.2; 134.3; 144.9; 162.3 (d, J(C,F) =
248.2). HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;¢HyFN3OsS™ ([M+H]"): 354.1282; Gef.
354.1283.
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2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-V,N-dimethyl-5-[3-(1-piperidinyl)propyl]-1H-

imidazol-1-sulfonamid (136)
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Synthese geméss AAV11 Methode B mit Alkohol (£)-135 (540 mg, 1.53 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (224 pl, 1.60 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(133 pl, 1.68 mmol, 1.1 Aquiv.) und Piperidin (1.5 ml, 15.30 mmol, 10.0 Aquiv.) in
CH,CI; (8 ml). Chromatographische Reinigung (SiO,, EtsN/MeOH/EtOAc 1:9:90)
ergab ein farbloses Ol, welches bei —20 °C langsam fest wurde.

Ausbeute: 580 mg (90%). Farbloser Feststoff. Smp. 68 °C. IR (Reinsubstanz):
3363w; 3042w; 2944m; 2857w; 2811m; 2771w; 1679w; 1621w; 1599w; 1568m;
1508m; 1469m; 1416m; 1386s; 1273m; 1226m; 1197m; 1154s; 1100s; 987m; 967m;
828m; 730s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.40-1.48 (m, 2 H, H,C(1)); 1.54-1.63 (m,
4 H, H,C(2)); 1.88 (p, J=17.5, 2 H, H,C(3)); 2.35-2.42 (m, 6 H, N(CH»)3); 2.81 (¢, J =
7.1, 2 H, H,CIm); 2.85 (s, 6 H, N(CH:),); 6.84 (£, 2J = 0.9, 1 H, H-C(4)); 7.05 (dd, J =
8.6, 8.6, 2 H, H-C(5)); 7.46 (d, J=15.9, 1 H, HCIm); 7.50 (dd, J = 8.6, 5.4, 2 H, H-
C(6)); 7.57 (d, J = 15.9, 1 H, HCAr). ""F-NMR (282 MHz, CDCls): —111.94 (¢, J
(F,H) = 8.6, 5.4, 1 F, ArF). “C-NMR (75 MHz, CDCly): 24.3; 24.5; 25.6; 25.8; 38.0;
54.5;58.4; 115.5; 115.7 (d, *J (C,F) = 21.8); 127.4; 128.5 (d, >J (C,F) = 8.1); 132.4 (d,
*J (C,F) = 3.3); 133.4; 134.7; 147.4; 162.7 (d, J (C,F) = 248.9). HR-MS (MALDI):
Ber. fiir C,;H30FN40,S™ ([M+H]"): 421.2068; Gef. 421.2061.
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1-(3-{2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-1H-imidazol-4-yl}propyl)piperidine
(138)
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Entschiitzung gemdss AAVS8 Methode A mit Sulfamoylimidazol 136 (590 mg, 1.40
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Losung (1.4 M in MeOH, 28 ml, 28 Aquiv.). Ausbeute:
440 mg (quant.). Farbloser Feststoff. Smp. 159 °C. IR (Reinsubstanz): 2933m;
2849w; 2766w; 1594m; 1586m; 1509m; 1483w; 1469w; 1436m; 1377w; 1224m;
1157m; 1115m; 1023m; 964m; 822m; 804m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.50-1.60
(m, 2 H, H,C(1)); 1.67-1.76 (m, 4 H, H,C(2)); 1.83 (p, J = 6.20, 2 H, H,C(3)); 2.42-
2.57 (m, 6 H, N(CH»)3); 2.75 (¢, J = 6.3, 2 H, H,CIm); 6.79 (br. s, 1 H, H-C(4)); 6.86
(d,J=16.4, 1 H, HCIm); 7.03 (dd, J = 8.6, 8.6, 2 H, H-C(5)); 7.17 (d, J= 16.4, 1 H,
HCAr); 7.41 (dd, J = 5.4, 8.6, 2 H, H-C(6)). ""F-NMR (282 MHz, CDCls): —114.48
(tt, J = 8.6, 5.4, 1 F, ArF). *C-NMR (75 MHz, CD;OD + 2 Tropfen TFA)*: 21.5;
22.8;23.1; 53.2; 55.9; 108.4 (d, J(C,F) = 2.5); 116.0 (d, *J(C,F) = 22.4); 116.3; 129.7
(d, “J(C,F) = 3.4); 131.0 (d, *J(C,F) = 3.4); 132.9; 138.3; 143.7; 164.3 (d, J(C,F) =
250.4). HR-MS (MALDI): Ber. fiir C19H2sFN3" ([M+H]"): 314.2027; Gef. 314.1801.
EA Ber. fiir C19H24FN3 (313.42): C 72.81, H 7.72, N 13.41, F 6.06; Gef. C 72.76, H
8.01, N 13.31.

60 Zwei Signale im aliphatischen Bereich iiberlappen zufillig.
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5-({2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-4-[3-(1-piperidinyl)propyl]-1 H-imidazol-1-
yl}methyl)-V,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (137)

und

5-({2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-5-[3-(1-piperidinyl)propyl]-1 H-imidazol-1-
yl}methyl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid

(139)°!
F F
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Synthese gemiss AAV12 mit Imidazol 138 (400 mg, 1.28 mmol, 1.0 Aquiv.),
Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 77 mg, 1.91 mmol, 1.5 Aquiv.) und Bromid 54
(411 mg, 1.53 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (6.4 ml). Die Rohprodukte wurden
chromatographisch gereinigt (SiO,, NH3/MeOH/CH,Cl, 1:9:90).

137: Ausbeute: 450 mg (70%). Farbloser Feststoff. Smp. 155 °C. IR (Reinsubstanz):
3440w; 2933w; 2676w; 2553w; 1600w; 1565w; 1512m; 1454m; 370m; 1170m;
1128m; 970m; 823m; 731m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl): 1.51-1.61 (m, 2 H,
H,C(1)); 1.83-1.95 (m, 4 H, H,C(2)); 2.08-2.20 (m, 2 H, H,C(3)); 2.64 (¢, J=7.3,2 H,
H,C(4)); 278-2.92 (m, 6 H, N(CH2)3); 3.03 (s, 6 H, N(CH3)»); 5.41 (s, 2 H, H,C(6));
594 (d,J=1.7,1H, H-C(7)); 6.71 (d, J = 15.9, 1 H, HCIm); 6.85 (s, 1 H, H-C(5));
6.99 (dd, J = 8.6, 8.6, 2 H, H-C(8)); 7.42 (dd, J = 8.6, 5.4, 2 H, H-C(9)); 7.44 (d, J =
15.9, 1 H, HCAr); 7.55 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(10)). ""F-NMR (282 MHz, CDCl;): —

6! Zuordnung der Regioisomere mittels NOE; Einstrahlung auf H,C(6).
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112.33 (11, J(F,H) = 8.6, 5.4, 1 F, ArF). *C-NMR (75 MHz, CDCls): 22.9; 23.7; 24.3;
25.9; 39.2; 42.0; 53.7; 57.6; 108.3; 112.4; 115.7 (d, *J(C,F) = 21.7); 117.5; 128.4 (d,
J(C,F) = 8.10); 131.8; 132.4 (d, *J(C,F) = 3.2); 141.1; 142.0; 142.2; 144.8; 162.6 (d,
J(C,F) = 248.1). HR-MS (MALDI): Ber. fiir C2sH34FNgO,S™ ([M+H]"): 501.2443;
Gef. 501.2445.

139: Ausbeute: 29 mg (5%). Gelbes Harz. IR (Reinsubstanz): 3374w; 2934m;
2853w; 2767w; 1636w; 1599w; 1553w; 1509m; 1455m; 1383m; 1286m; 1226m;
1172s; 968m; 819m; 725s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.37-1.47 (m, 2 H, H,C(1));
1.56 (p, J = 5.5, 4 H, H,C(2)); 1.81 (m, 2 H, H,C(3)); 2.28-2.36 (m, 6 H, N(CH,)3);
2.50 (t, J="1.5,2 H, H,C(5)); 3.12 (s, 6 H, N(CHs),); 5.43 (s, 2 H, H,C(6)); 5.61 (d, J
=1.7, 1 H, H-C(7)); 6.63 (d, J=15.8, 1 H, HCIm); 6.94 (s, 1 H, H-C(4)); 7.00 (dd, J
= 8.6, 8.6, 2 H, H-C(8)); 7.40 (dd, J = 8.6, 5.4, 2 H, H-C(9)); 7.51 (d, J=1.7, 1 H, H-
C(10)); 7.52 (d, J = 15.8, 1 H, HCAr). "F-NMR (282 MHz, CDCls): —112.58 (tt,
J(F,H) = 8.6, 5.4, 1 F, ArF). C-NMR (75 MHz, CDCl3): 22.1; 24.5; 25.5; 26.0;
39.3; 40.1; 54.6; 58.3; 107.3; 112.6 (d, °J(C,F) = 2.0); 115.6 (d, J(C,F) = 21.7);
126.7; 128.2 (d, *J(C,F) = 8.3); 131.3; 132.6 (d, *J(C,F) = 3.4); 142.3%%; 142.6; 145.1;
162.5 (d, J(C,F) = 247.6). HR-MS (MALDI): Ber. fiir C;sH34sFN4O,S* ([M+H]"):
501.2443; Gef. 501.2439.

62 Zwei Signale tiberlappen zufillig.
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1-(3-{2-[(E)-2-(4-Fluorphenyl)vinyl]-1-(1H-pyrazol-3-ylmethyl)-1 H-imidazol-4-
yl}propyl)piperidine (133)
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Entschiitzung gemiss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 137 (420 mg, 0.84
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 17 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 307 mg (93%). Farbloser Feststoff. Smp. 109 °C. IR (Reinsubstanz):
3111w; 3050w; 2931w; 2851w; 2799w; 1599w; 1558w; 1511m; 1465m; 1439m;
1376m; 1229m; 1158m; 1046m; 957m; 852m; 817m; 751m. 'H-NMR (300 MHz,
CD;0D): 1.42-1.51 (m, 2 H, HyC(1)); 1.55-1.65 (m, 4 H, H,C(2)); 1.79-1.91 (m, 2 H,
H,C(3)); 2.31-2.47 (m, 6 H, N(CH,)3); 2.54 (¢, J = 7.5, 2 H, H,C(4)); 5.27 (s, 2 H,
H,C(6)); 6.21 (d, J=2.3, 1 H, H-C(7)); 6.92 (br. s, 1 H, H-C(5)); 7.08 (dd, J = 8.8,
8.8, 2 H, H-C(8)); 7.11 (d, J = 16.0, 1 H, HCIm); 7.37 (d, J = 16.0, 1 H, HCAr); 7.59
(dd,J = 8.8, 5.4, 2 H, H-C(9)); 7.60 (d, J=2.3, 1 H, H-C(10)). ""F-NMR (282 MHz,
CD;OD): —113.40 (1, J = 8.8, 54, 1 F, ArF). “C-NMR (125 MHz, CD;0D + 2
Tropfen TFA): 21.4; 21.5; 22.7; 23.0; 44.7; 53.2; 55.8; 104.3; 107.2 (d, °J(C,F) = 2.4);
116.0 (d, J(C,F) = 22.3); 119.7; 130.1 (d, *J(C,F) = 8.6); 130.7; 131.1 (d, “J(C,F) =
3.3); 132.6; 139.6; 143.4; 145.3; 164.4 (d, J(C,F) = 250.8). HR-MS (MALDI): Ber.
fiir Cp3sH20FNs™ ([M+H]"): 394.2402; Gef. 394.2408.
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5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyljoxy}propyl)-2-(2,2-dibromvinyl)-/N,/NV-dimethyl-
1H-imidazol-1-sulfonamid (141)

TBDMSO

Eine Losung von Triphenylphosphin (2.78 g, 10.6 mmol, 3.0 Aquiv.) in CH,Cl, (30
ml) wurde bei 0 °C langsam zu einer Losung von 96 (1.33 g, 3.5 mmol, 1.0 Aquiv.),
CBry (1.76 g, 5.3 mmol, 1.5 Aquiv.) und 2,6-Lutidin (822 ul, 7.0 mmol, 2.0 Aquiv.)
in CH,Cl, (30 ml) zugetropft und wahrend 80 min geriihrt. Dann wurde mit halbges.
wissr. NaHCO;-Losung (30 ml) gewaschen, und die wéssr. Phase wurde mit CH,Cl,
(80 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet. das
Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand chromatographisch
gereinigt (SiO,, Hexan/EtOAc 4:1). Das erhaltene farblose Ol wurde bei —20 °C
langsam fest.

Ausbeute: 1.72 g (91%). Farbloser Feststoff. Smp. 64 °C. IR (Reinsubstanz):
3053w; 2953w; 2927w; 2856w; 1609w; 1566w; 1470w; 1415w; 1392m; 1197m;
1159m; 968m; 874m; 779m; 760m; 723m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 0.05 (s, 6 H,
Si(CH3),); 0.89 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.83-1.94 (m, 2 H, H,C(1)); 2.81-2.87 (m, 2 H,
H,CIm); 2.88 (s, 6 H, N(CHs),); 3.69 (¢, J= 6.0, 2 H, CH,0); 6.92 (1, 2= 1.1, 1 H, H-
C(4)); 7.77 (s, 1 H, HCCBr,). "*C-NMR (75 MHz, CDCls): —5.4; 18.2; 22.9; 25.8;
31.1; 38.0; 61.9; 96.3; 126.6; 127.5; 134.7; 143.2. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
Ci6H30BrN3;038Si™  ([M+H]"): 532.0118; Gef. 532.0116. EA Ber. fir
C16H29BraN3;05SSi (531.38): C 36.17, H 5.50, N 7.91, O 9.03, Si 5.29, S 6.03, Br
30.07; Gef. C 36.38, H 5.47, N 7.85.
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5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy} propyl)-2-ethinyl-/V,N-dimethyl-1 H-imidazol-
1-sulfonamid (142)

TBDMSO

Zu einer Losung von 141 (1.56 g, 2.9 mmol, 1.0 Aquiv.) in THF (15 ml) wurde bei —
78 °C langsam n-Butyllithium (1.6 M in Hexan, 4.6 ml, 7.3 mmol, 2.5 Aquiv.)
zugetropft, wobei sich die Losung sofort intensiv rot verfiarbte. Nach 1.5 h Riihren
war die Losung gelb, und DC-Kontrolle ergab vollstindigen Umsatz. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von ges. wéssr. NH4Cl-Losung (2 ml) gestoppt. Dann wurde
Wasser (20 ml) zugegeben und mit EtOAc (2 x 100 ml) extrahiert. Die komb. org.
Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-Losung (20 ml) gewaschen und iiber Na,SO4
getrocknet. Das Losungsmittel wurde am RV eingeengt und der Riickstand
chromatographisch gereinigt (Si0,, Hexan/EtOAc 7:3 — 1:1).

Ausbeute: 855 mg (78%). Brauner Feststoff. Smp. 70 °C. IR (Reinsubstanz):
3171w; 2929w; 2857w; 2109w; 1558w; 1471w; 1458w; 1420m; 1397m; 1255m;
1175s; 1096s; 1072m; 1051m; 960s; 830s; 773s; 721s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;):
0.05 (s, 6 H, Si(CH3),); 0.89 (s, 9 H, C(CH3)3); 1.83-1.94 (m, 2 H, H,C(1)); 2.83-2.89
(m, 2 H, HyCIm); 2.98 (s, 6 H, N(CH3),); 3.40 (s, 1 H, Acetylen); 3.68 (z,J= 6.0, 2 H,
CH,0); 6.80 (#, 2= 1.1, 1 H, H-C(4)). “C-NMR (75 MHz, CDCls): -5.2; 18.4; 23.1;
26.0; 31.3; 38.6; 62.0; 73.9; 81.8; 127.8; 130.1; 135.3. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C16H20N3038Si" ([M+H]"): 372.1772; Gef. 372.1769.
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5-(3-{[tert-Butyl(dimethyl)silyl]oxy} propyl)-2-[(4-chlorphenyl)ethinyl]-/V,/V-
dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (143)

Cc

TBDMSO

Eine Losung des Acetylens 142 (200 mg, 0.54 mmol, 1.0 Aquiv.) und von 4-
TIodchlorbenzol (256 mg, 1.08 mmol, 2.0 Aquiv.) in THF (5.4 ml) und Et;N (5.4 ml)
wurde wihrend 30 min im Ultraschallbad unter Argon entgast. Dann wurden bei 0 °C
[Pd(PPhs)4] (25 mg, 21.5 umol, 0.04 Aquiv.) gefolgt von Cul (6.2 mg, 32.3 umol,
0.06 Aquiv.) zugegeben, wihrend 30 min bei 0 °C und dann wihrend 15 h bei RT
geriihrt. Die Reaktion wurde mit Wasser (40 ml) gestoppt, und es wurde mit EtOAc
(2 x 100 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wissr. NaCI-Losung
(100 ml) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der Riickstand
wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, Hexan/EtOAc 7:3).

Ausbeute: 229 mg (88%). Farbloser Feststoff. Smp. 95 °C. IR (Reinsubstanz):
3045w; 2956w; 2926w; 2880w; 2851w; 1556w; 1499w; 1471w; 1459w; 1418w;
1389m; 1337w; 1249w; 1192m; 1173m; 1097s; 1086s; 969s; 830s; 821s; 723s. 'H-
NMR (300 MHz, CDCls): 0.06 (s, 6 H, Si(CHs3)2); 0.90 (s, 9 H, C(CHs)3); 1.85-1.95
(m, 2 H, H,C(1)); 2.85-2.92 (m, 2 H, H,CIm); 2.98 (s, 6 H, N(CHs),); 3.70 (¢, J = 6.0,
2 H, CH,0); 6.85 (br. s, 1 H, H-C(4)); 7.34 (d, J = 8.7, 2 H, H-C(5)); 7.50 (d, J = 8.7,
2 H, H-C(6)). “C-NMR (75 MHz, CDCl3): —5.1; 18.4; 23.2; 26.0; 31.3; 38.6; 62.0;
80.9; 92.0; 120.1; 128.1; 128.9; 131.3; 132.8; 135.3; 135.4. HR-MS (MALDI): Ber.
fiir CpoH33CIN3O3SSi"™ ([M+H]"): 482.1695; Gef. 482.1705.
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2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-5-(3-hydroxypropyl)-V,N-dimethyl-1H-imidazol-1-
sulfonamid (144)

Cl

HO

Entschiitzung geméss AAV9 mit Silylether 143 (606 mg, 1.25 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 1.38 ml, 1.38 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF
(13 ml).

Ausbeute: 438 mg (95%). Farbloser Feststoff. Smp. 107 °C. IR (Reinsubstanz):
3366w; 2926w; 2851w; 1555w; 1497w; 1456w; 1419w; 1390m; 1176m; 1088m;
1060m; 977m; 964m; 828m; 722m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.46 (br. s, 1 H,
OH); 1.91-2.02 (m, 2 H, HyC(1)); 2.90-2.95 (m, 2 H, H,CIm); 2.99 (s, 6 H, N(CHs),);
3.70-3.78 (m, 2 H, CH,OH); 6.88 (br. s, 1 H, H-C(4)); 7.34 (d, J = 8.8, 2 H, H-C(5));
7.51 (d, J = 8.8, 2 H, H-C(6)). “C-NMR (75 MHz, CDCl5): 23.1; 31.5; 38.6; 61.8;
80.7; 92.1; 120.0; 128.3; 128.9; 131.3; 132.8; 135.0; 135.5. HR-MS (MALDI): Ber.
fiir C16H9CIN303S" ([M+H]"): 368.0830; Gef. 368.0821.
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2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-V,/N-dimethyl-5-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-

imidazol-1-sulfonamid (145)

Cl
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Synthese gemidss AAV11 Methode B mit Alkohol 144 (424 mg, 1.15 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (169 pl, 1.21 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid
(100 pl, 1.26 mmol, 1.1 Aquiv.) und Pyrrolidin (477 pl, 5.76 mmol, 5.0 Aquiv.) in
CH,Cl; (2.9 ml). Nach 4 h Riihren wurde erneut Pyrrolidin (477 pl, 5.76 mmol, 5.0
Aquiv.) zugegeben.

Ausbeute: 445 mg (92%). Farbloser Feststoff. Smp. 84 °C. IR (Reinsubstanz):
2967w; 2949w; 2870w; 2788w; 1556m; 1496m; 1456m; 1422m; 1304m; 1267m;
1192m; 1174m; 1095m; 1086m; 970m; 830m; 819m; 730m. 'H-NMR (300 MHz,
CDCls): 1.75-1.82 (m, 4 H, H,C(1)); 1.86-1.98 (m, 2 H, H,C(2)); 2.50-2.58 (m, 6 H,
N(CHb,)3); 2.82-2.90 (m, 2 H, H,CIm); 2.98 (s, 6 H, N(CHs),); 6.87 (1, 2J=1.0, 1 H,
H-C(4)); 7.34 (d, J= 8.8, 2 H, H-C(3)); 7.50 (d, J = 8.8, 2 H, H-C(5)). "C-NMR (75
MHz, CDCls): 23.5; 24.7; 27.8; 38.5; 54.2; 55.7; 80.9; 92.0; 120.0; 128.2; 128.8;
131.1; 132.8; 135.3%. HR-MS (MALDI): Ber. fiir CaoHysCIN4O.S™ ([M+H]):
419.1303; Gef. 419.1303.

63 Zwei Signale tiberlappen zufillig.
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5-({2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-NV,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (147)

und
5-({2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-5-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (148)

Cl cl
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147 148

Sulfamoylimidazol 145 (420 mg, 1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss AAVS
Methode A mit HCIl-Lésung (1.4 M in MeOH, 20 ml, 28.0 Aquiv.) entschiitzt.
Chromatographische Reinigung ergab Imidazol 2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-4-[3-(1-
pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol (146), welches direkt weiterverwendet wurde.
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Cl

146: Ausbeute: 292 mg (93%). Farbloser Feststoff. Smp. 143 °C. IR (Reinsubstanz):
2928w; 2873w; 2787w; 1576m; 1488m; 1420m; 1394m; 1125m; 1087m; 1014m;
883m; 828m; 771m. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.78-1.94 (m, 6 H, H,C(1) und
H,C(2)); 2.49-2.67 (m, 8 H, N(CH>); und H,CIm); 6.86 (s, 1 H, H-C(4)); 7.41 (d, J =
8.8, 2 H, H-C(3)); 7.52 (d, J = 8.8, 2 H, H-C(5)). HR-MS (MALDI): Ber. fiir
CisHy CIN3™ ([M+H]): 314.1419; Gef. 314.1411.

Die Umsetzung zu 147 und 148 erfolgte geméss AAV12 mit Imidazol 146 (282 mg,
0.90 mmol, 1.0 Aquiv.), Natriumhydrid (60% in Mineraldl, 54 mg, 1.35 mmol, 1.5
Aquiv.) und Bromid 54 (289 mg, 1.08 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (7.5 ml).

147: Ausbeute: 335 mg (74%). Gelbes Harz. IR (Reinsubstanz): 2939w; 2795w;
1549m; 1502m; 1457m; 1415m; 1384m; 1287m; 1172s; 1131m; 1087m; 972m; 828m;
726s. '"H-NMR (300 MHz, CDCl5): 1.78-1.85 (m, 4 H, H,C(1)); 1.86-1.98 (m, 2 H,
H,C(2)); 2.54-2.67 (m, 8 H, N(CH,)3 und H,C(3)); 3.02 (s, 6 H, N(CHs),); 5.52 (s, 2
H, H,C(4)); 6.01 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(6)); 6.85 (s, 1 H, H-C(5)); 7.31 (d,J=8.8,2 H,
H-C(7)); 7.41(d, J = 8.8, 2 H, H-C(8)); 7.58 (d, J = 1.7, 1 H, H-C(9)). “C-NMR (75
MHz, CDCls): 23.3; 26.3; 28.2; 38.9; 42.6; 54.0; 55.8; 79.1; 92.0; 108.1; 117.2;
120.0; 128.8; 131.0; 132.7; 135.2; 142.0; 142.1; 143.8. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
Ca4H30CINGO,S™ ([M+H]"): 501.1834; Gef. 501.1823.

148: Ausbeute: 28 mg (6%). Gelbes Harz. IR (Reinsubstanz): 2938w; 2971w;
1552w; 1498m; 1455m; 1416m; 1385s; 132m; 1283m; 1173s; 1125m; 1087m; 969m,;
821m; 801m ; 720s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.75-1.91 (m, 6 H, HC(1) und
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H,C(2)); 2.46-2.59 (m, 8 H, N(CH>)3 und H>C(3)); 3.03 (s, 6 H, N(CHs)»); 5.54 (s, 2
H, H,C(5)); 5.60 (d,J=1.7, 1 H, H-C(6)); 6.96 (s, 1 H, H-C(4)); 7.28 (d, J= 8.8, 2 H,
H-C(7)); 7.35(d, J = 8.8, 2 H, H-C(8)); 7.53 (d, J= 1.7, 1 H, H-C(9)). *C-NMR (75
MHz, CDCls): 22.1; 23.5; 27.3; 39.1; 41.4; 54.1; 55.2; 79.4; 91.6; 106.9; 120.0;
127.6; 128.7; 131.6; 132.7; 133.2; 135.1; 142.3; 142.6. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
C24H30CINgO,S™ ([M+H]"): 501.1834 ; Gef. 501.1825.

3-({2-[(4-Chlorphenyl)ethinyl]-4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-1H-pyrazol (140)

Cl

y 4
N N /N\
, 5 s NH
9
2
)

1

Entschiitzung geméss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 147 (335 mg, 0.67
mmol, 1.0 Aquiv.) und HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 14 ml, 28.0 Aquiv.).

Ausbeute: 248 mg (94%). Farbloser Feststoff. Smp. 96 °C. IR (Reinsubstanz):
3443w; 3117w; 3053w; 2966w; 2882w; 2800w; 1684w; 1549m; 1502w; 1460m;
1447m; 1417m; 1366m; 1117m; 1087m; 842m; 826m; 754m. "H-NMR (300 MHz,
CD;0D): 1.76-1.90 (m, 6 H, HyC(1) und H,C(2)); 2.47-2.57 (m, 8 H, N(CHz); und
H,C(3)); 5.30 (s, 2 H, H,C(4)); 6.27 (d, J = 2.3, 1 H, H-C(6)); 7.01 (br. s, 1 H, H-
C(5)); 7.42 (d, J= 8.8, 2 H, H-C(7)); 7.56 (d, J= 8.8, 2 H, H-C(8)); 7.62 (d, J= 2.3, 1
H, H-C(9)). C-NMR (125 MHz, CD;OD + 2 Tropfen TFA): 23.1; 24.0; 25.7; 47.2;
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55.0; 55.2; 72.9; 102.3; 105.7; 118.9; 121.7; 129.2; 130.5; 131.9; 134.9; 135.5; 138.9;
146.1. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C>H»4CINs" ([M+H]"): 394.1793; Gef. 374.1793.

2-(4-Biphenylylethinyl)-5-(3-{[zert-butyl(dimethyl)silyl]oxy} propyl)-V,/V-
dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid (150)

TBDMSO

Eine Losung des Acetylens 142 (100 mg, 0.27 mmol, 1.0 Aquiv.) und von 4-
Brombiphenyl (125 mg, 0.54 mmol, 2.0 Aquiv.) in Et;N (5.4 ml) wurde wihrend 30
min im Ultraschallbad unter Argon entgast. Dann wurden bei 0 °C [Pd(PPhs)4] (12.5
mg, 10.8 umol, 0.04 Aquiv.), gefolgt von Cul (3.1 mg, 16.1 pumol, 0.06 Aquiv.),
zugegeben und wihrend 1 h unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde wihrend 20 h bei
RT geriihrt. Die Reaktion wurde mit Wasser (20 ml) gestoppt, und es wurde mit
EtOAc (2 x 50 ml) extrahiert. Die komb. org. Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-
Losung (40 ml) gewaschen, iliber Na,SO4 getrocknet und am RV eingeengt. Der
Riickstand wurde chromatographisch gereinigt (SiO,, Hexan/EtOAc 7:3).

Ausbeute: 70 mg (50%). Farbloser Feststoff. Smp. 110 °C. IR (Reinsubstanz):
2954w; 2925w; 2853w; 1555w; 1470w; 1416m; 1390m; 1337m; 1254m; 1171m;
1096m; 1081m; 1063m; 961m; 828s; 764m; 724m. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 0.07
(s, 6 H, Si(CHs)2); 0.91 (s, 9 H, C(CHj3)3); 1.86-1.96 (m, 2 H, H,C(1)); 2.87-2.94 (s, 2
H, H,CIm); 3.01 (s, 6 H, N(CHs)»); 3.71 (¢, J = 6.0, 2 H, CH,0); 6.86 (s, 1 H, H-
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C(4)); 7.35-7.49 (m, 3 H, arom.); 7.57-7.67 (m, 6 H, arom.). BC-NMR (75 MHz,
CDCly): —5.2; 18.4; 23.3; 26.0; 31.3; 38.6; 62.0; 80.6; 93.2; 120.4; 127.0; 127.1;
127.8; 128.0; 128.8; 131.5; 132.1; 135.2; 139.9; 142.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
CysH3N3038Si" ([M+H]"): 524.2398; Gef. 524.2399.

2-(4-Biphenylylethinyl)-5-(3-hydroxypropyl)-V,V-dimethyl-1H-imidazol-1-
sulfonamid (151)

/

\

HO

Entschiitzung geméss AAV9 mit Silylether 150 (230 mg, 0.44 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF, 570 pl, 0.57 mmol, 1.1 Aquiv.) in THF
(4.5 ml).

Ausbeute: 165 mg (92%). Farbloser Feststoff. Smp. 148 °C. IR (Reinsubstanz):
3326w; 2934w; 2871w; 2219w; 1563w; 1386m; 1367m; 1335m; 1170m; 1100m;
1053m; 968m; 767m; 731m; 700m. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 1.52 (br. s, 1 H,
OH); 1.92-2.03 (m, 2 H, H,C(1)); 2.91-2.99 (m, 2 H, H,CIm); 3.03 (s, 6 H, N(CH3),);
3.73 (m, 2 H, CH,0); 6.89 (1, >J = 1.0, 1 H, H-C(4)); 7.35-7.50 (m, 3 H, arom.); 7.57-
7.68 (m, 1 H, 6 H, arom.). >C-NMR (75 MHz, CDCl): 22.9; 31.4; 38.5; 61,7; 80.4;
93.3; 120.3; 126.7; 127.1; 127.8; 128.2; 128.8; 131.5; 132.1; 135.0; 140.0; 142.1.
HR-MS (MALDI): Ber. fiir C2;H24N303S™ ([M+H]"): 410.1533; Gef. 410.1540.
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2-(4-Biphenylylethinyl)-/V,N-dimethyl-5-|3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-
1-sulfonamid (152)

Synthese gemiss AAV11 Methode B mit Alkohol 151 (155 mg, 0.38 mmol, 1.0
Aquiv.), Triethylamin (55 pl, 0.40 mmol, 1.05 Aquiv.), Methansulfonsiurechlorid (33
ul, 0.42 mmol, 1.1 Aquiv.) und Pyrrolidin (600 pl, 7.60 mmol, 20.0 Aquiv.) in
CH,Cl; (2.0 ml). Das erhaltene gelbe Ol wurde mit Toluol (3 x 100 ml) azeotropiert
und anschliessend mit Et,O ausgefillt.

Ausbeute: 148 mg (85%). Gelber Feststoff. Smp. 118 °C. IR (Reinsubstanz):
2936w; 2870w; 2783w; 1553w; 1488w; 1456w; 1419m; 1393m; 1351w; 1334m;
1281m; 1267m; 1171s; 1153m; 1127m; 1097m; 971s; 766s; 729s. "H-NMR (300
MHz, CDCls): 1.75-1.83 (m, 4 H, H,C(1)); 1.92 (p, J = 7.5, 2 H, H,C(2)); 2.47-2.57
(m, 6 H, N(CH,)3); 2.87 (1, J= 7.5, 2 H, H,CIm); 3.01 (s, 6 H, N(CHs),); 6.88 (1, *J =
0.9, 1 H, H-C(4)); 7.33-7.49 (m, 3 H, arom.); 7.56-7.68 (m, 6 H, arom.). "*C-NMR
(75 MHz, CDCls): 23.6; 24.3; 27.9; 38.6; 54.3; 55.8; 80.6; 93.2; 120.4; 127.0; 127.1;
127.8; 128.2; 128.8; 131.4; 132.1; 135.3; 140.0; 142.0. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
CasH31N40,S" ([M+H]"): 463.2162; Gef. 463.2166.
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5-({2-(4-Biphenylylethinyl)-4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-N,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (154)*

und
5-({2-(4-Biphenylylethinyl)-5-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-V,N-dimethyl-1H-pyrazol-1-sulfonamid (155)**

| N | \
Oy v N—
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Sulfamoylimidazol 152 (140 mg, 0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gemiss AAVS
Methode A mit HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 6 ml, 28 Aquiv.) entschiitzt. Das
erhaltene  Imidazol  2-(4-Biphenylylethinyl)-4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-

imidazol (153) wurde direkt weiterverwendet.

64 Zuordnung der Regioisomere durch Vergleich mit 147 und 148.
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153: Ausbeute: 104 mg (97%). Farbloser Feststoff. Smp. 212 °C. IR (Reinsubstanz):
2926w; 2793w; 1580w; 1485w; 1396m; 1353w; 1208m; 1127m; 1006m; 840s; 761s;
695s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.81-1.91 (m, 2 H, H,C(2)); 1.93-2.00 (m, 4 H,
H,C(1)); 2.60-2.73 (m, 6 H, N(CH>)3); 2.76-2.84 (m, 2 H, H,CIm); 6.81 (s, 1 H, H-
C(4)); 7.33-7.49 (m, 3 H, arom.); 7.56-7.62 (m, 6 H, arom.). HR-MS (MALDI): Ber.
fiir Co4H6N3 " ([M+H]"): 356.2121; Gef. 356.2127.

Die Umsetzung zu 154 und 155 erfolgte geméss AAV12 mit Imidazol 153 (100 mg,
0.28 mmol, 1.0 Aquiv.), Natriumhydrid (60% in Mineralél, 17 mg, 0.42 mmol, 1.5
Aquiv.) und Bromid 54 (90.5 mg, 0.34 mmol, 1.2 Aquiv.) in THF (1.5 ml)

154: Ausbeute: 124 mg (81%). Farbloses Harz. IR (Reinsubstanz): 2934w; 2792w;
1549m; 1492m; 1446m; 1415m; 1385s; 1285m; 1172s; 1130s; 972m; 841m; 763m;
724s. 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 1.75-1.82 (m, 4 H, H,C(1)); 1.91 (p, J=7.7, 2 H,
H,C(2)); 2.51-2.58 (m, 8 H, N(CH>)3 und H,C(3)); 2.62 (¢, J=17.7, 1 H, H,CIm); 2.99
(s, 6 H, N(CH3),); 5.52 (s, 2 H, H,C(4)); 6.02 (d, J = 1.6, 1 H, H-C(6)); 6.83 (s, 1 H,
H-C(5)); 7.30-7.45 (m, 3 H, arom.); 7.53-7.55 (m, 6 H, arom.); 7.57 (d, J=1.6, 1 H,
H-C(7)). C-NMR (75 MHz, CDCL): 23.5; 26.6; 28.6; 39.1; 42.8; 54.2; 56.0; 78.9;
93.2; 108.2; 117.0; 120.3; 126.9; 127.0; 127.7; 128.1; 128.8; 131.3; 132.0; 140.0;
141.7; 142.1; 142.2; 143.7. HR-MS (MALDI): Ber. fiir C30H35N¢0,S" ([M+H]"):
543.2537; Gef. 543.2543.
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155: Ausbeute: 15 mg (10%). Farbloser Feststoff. Smp. 66 °C. IR (Reinsubstanz):
2938w; 2807w; 1553w; 1488w; 1449m; 1417m; 1368s; 1289m; 1167s; 1131m; 981m;
918m; 838m; 723s. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 1.76-1.82 (m, 4 H, H,C(1)); 1.86
(p, J=1.5,2 H, H,C(2)); 2.47-2.53 (m, 6 H, N(CH,)3); 2.56 (¢, J= 7.5, 2 H, H,C(3));
3.03 (s, 6 H, N(CHs),); 5.58 (s, 2 H, HyC(5)); 5.63 (d, J = 1.6, 1 H, H-C(6)); 6.98 (s, 1
H, H-C(4)); 7.32-7.57 (m, 9 H, arom.); 7.58 (d, J= 1.6, 1 H, H-C(7)). *C-NMR (75
MHz, CDCls): 22.1; 23.5; 27.2; 39.1; 41.5; 54.1; 55.2; 79.1; 92.7; 107.0; 120.3;
126.9; 126.9; 127.5; 127.7; 128.8; 132.0; 132.9; 139.9; 141.7; 142.3%; 142.7. HR-MS
(MALDI): Ber. fiir C30H35N¢0,S" ([M+H]"): 543.2537; Gef. 543.2537.

% Zwei Signale iiberlappen zufillig.
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3-({2-(4-Biphenylylethinyl)-4-[3-(1-pyrrolidinyl)propyl]-1H-imidazol-1-
yl}methyl)-1H-pyrazol (149)

Entschiitzung geméss AAV8 Methode B mit Sulfamoylpyrazol 154 (114 mg, 0.21
mmol, 1.0 Aquiv.) bei 0 °C in einer HCI-Lésung (1.4 M in MeOH, 4.2 ml, 28.0
Aquiv.).

Ausbeute: 85 mg (93%). Farbloser Feststoff. Smp. 161 °C. IR (Reinsubstanz):
3136w; 3061w; 2932w; 2786w; 1553m; 1447m; 1417m; 1375m; 1185m; 1125m;
1059m; 990m; 865m; 840s; 762s. 'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 1.77-1.94 (m, 6 H,
H,C(1) und H,C(2)); 2.56 (m, 8 H, N(CH;); und H,C(3)); 5.32 (s, 2 H, H,C(4)); 6.29
(d,J=2.3,1H, H-C(6)); 7.00 (s, 1 H, H-C(5)); 7.32-7.48 (m, 3 H, arom.); 7.61-7.70
(m, 7 H, arom. und H-C(7)). C-NMR (125 MHz, CD;0D + 2 Tropfen TFA): 23.1;
24.0; 25.7; 47.2; 55.0; 55.3; 72.7; 103.9; 105.7; 119.0; 121.5; 128.1; 128.6; 129.5;
130.2; 131.9; 134.0; 135.3; 135.4; 140.8; 145.6; 146.2. HR-MS (MALDI): Ber. fiir
CasHizoNs" ([M+H]): 436.2496; Gef. 436.2488.
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4.5 HPLC-Assay

Die Reaktion zur Bestimmung der katalytischen Aktivitdt der Thymidin Kinasen
(HSV1 TK oder VZV TK) wurde bei 37 °C in Gegenwart oder in Abwesenheit der
potentiellen Dimerisierungsinhibitoren (I mM) im Endvolumen von 75 pl

durchgefiihrt, welches folgende Komponenten in der angegebenen Endkonzentration

enthielt:
8 ug TK
2.5 mM dT
5.0 mM ATP
5.0 mM MgCl,
50 mM TRIS-Puffer, pH 7.2

Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (50 mM, 625 pl) gestoppt.

Die erhaltenen Reaktionsmischungen wurden mittels einer La Chrom L-7400 HPLC
und einer Reversed Phase LiChroCART 250-4 RP-18E Séule der Firma Merck
analysiert. Von jeder Probe wurden im Triplikat 50 ul iiber eine Injektionsschleife
eingespritzt. Die Trennung wurde unter isokratischen Bedingungen bei einer
Temperatur von 22 + 3 °C mit einer Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Die

Detektion erfolgte im UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm.

Laufmittel:
0.2 M wissr. NaH,POy4
25 mM wissr. BuuNHSO4
3% MeOH

Wurde HEPES (50 mM, pH 7.2) als Puffer verwendet und nur wihrend 15 min
inkubiert, konnte keine Aktivierung der VZV TK beobachtet werden. Sémtliche

weiteren Parameter wurden beibehalten.
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4.6  Gelfiltrations-Chromatographie

Die Bestimmung des Molekulargewichts von VZV TK5x wurde durch Gelfiltrations-
Chromatographie mit einer Amersham Biosciences FPLC und einer Superdex 200
10/300 GL FPLC-Séule der Firma Amersham bei einer Temperatur von 22 + 3 °C
durchgefiihrt. Die Proben wurden im Triplikat iiber eine Injektionsschleife mit einem
Volumen von 1 ml eingespritzt, mit einer Flussrate von 0.6 ml/min eluiert und im

UV-Licht bei 280 nm detektiert.

Laufmittel:
20 mM TRIS-HCI, pH 7.4
150 mM NaCl
1 mM EDTA

Es wurden Eichproteine in der vom Hersteller Sigma-Aldrich empfohlenen

Konzentration benutzt (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 Eichproteine zur Bestimmung des Molekulargewichts von VZV TK5x.

M Konzentration  Retentionszeit (min)

(kDa) (mg/ml)
B-Amylase 200 4 11.56
Alkohol-Dehydrogenase 150 5 12.55
Rinderserumalbumin (BSA) 66 10 13.79
Carbonic-Anhydrase 26 3 16.12
Cytochrom c 12.4 2 17.60

Anhand der Eichproteine wurde eine Regressionsgleichung (Gleichung 4.1) ermittelt,

welche zur Berechnung des unbekannten Molekulargewichts von VZV TKS5x diente.

y=41926-¢ "% (42=0.9905)

Gleichung 4.1 Regressionsgleichung zur Berechnung des Molekulargewichts von

VZV TK5x.
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4.7 Native PAGE

Die Gelelektrophorese wurde gemdss einer in der Literatur beschiebenen Methode
[88, 121, 148] bei 23 + 2 °C durchgefiihrt. Dazu wurden 0.75 mm dicke Slab-Gele
verwendet.

Die Sammelgele (0.7 cm) enthielten 3.45% Polyacrylamid, 10% Sucrose, 0.1 mM dT,
1.2 mM MgCl,, und 0.1 % TMEDA in einem Puffer (0.5 M TRIS-HCI, pH 6.8).

Die Trenngele (5.5 cm) enthielten 8%, 9%, 10% oder 11% Acrylamid, 0.1 mM dT,
1.2 mM MgCl,, und 0.05 % TMEDA in einem Puffer (1.5 M TRIS-HCI, pH 8.8) in
Gegenwart oder in Abwesenheit von 0.5 mM Verbindung 90.

Der Running Buffer enthielt 25 mM TRIS-HCI (pH 8.4), 0.2 M Glycin, 0.1 mM dT,
1.2 mM MgCl,.

Der Puffer fiir die Proben enthielt 10% Glycerin und 0.5% Bromphenolblau. Die
Proteinmenge einer Probe lag im Bereich von 2-5 mg.

Die Elektrophorese wurde wihrend 4 h bei einem konstanten Strom von 15 mA
durchgefiihrt. Die Polyacrylamid-Gele wurden mit Comassie Blue angefarbt. Es

wurden die folgenden Eichproteine verwendet (Tabelle 4.2):

Tabelle 4.2 Eichproteine zur Bestimmung des Molekulargewichts von VZV TK in Gegenwart von
Imidazol 90.
M Proteinmenge

(kDa) )
a-Lactoglobulin 14.2 5
Carbonic-Anhydrase 29 5
Albumin aus Hiihnerei 45 5
Rinderserumalbumin (BSA), Monomer 66 2.5
Rinderserumalbumin (BSA), Dimer 132 2.5

Die Steigungen in den Ferguson Plots fiihrten zu einer Regressionsgeraden, welche
zur Berechnung des Molekulargewichts der VZV TK in Gegenwart von Imidazol 90
diente (Gleichung 4.2).
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y=-0.061-x — 3.9436 (7 = 0.9754)

Gleichung 4.2 Aus den Ferguson-Plots resultierende Regressionsgleichung zur Berechnung

des Molekulargewichts der VZV TK in Gegenwart von Imidazol 90.

4.8  Thermische Denaturierungskurven: CD-Spektroskopie

Die thermischen Denaturierungskurven wurden mit einem JASCO J8I15
Spektropolarimeter, ausgestattet mit einem PFD 3505 Temperaturkontroller,
gemessen. Die Messungen der Schmelzkurven der VZV TK fanden in Gegenwart
verschiedener Kombinationen von Liganden statt. Dazu wurden folgende

Konzentrationen gewéhlt:

VZV TK 0.4 mg/ml, 5 pM (10 uM Bindungstaschen)
Imidazol 90 10 uM

dT 500 uM

ATP 500 uM

Die VZV TK und die entsprechenden Liganden wurden in einem HEPES-Puffer
(20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) mit 0.5% DMSO und 2.5 mM EDTA gelost.

Bei 20 °C wurden zuerst UV-Spektren im Wellenlédngenbereich von 180-280 nm
gemessen.

Anschliessend wurden die Schmelzkurven mit den folgenden Parametern gemessen:
Pfadlinge der Kiivette: 0.5 mm, Bandbreite: 2 nm, Data Pitch: 1 nm,
Empfindlichkeit: 20 mdeg. Das CD-Signal wurde bei einer Wellenldnge von 220 nm
in einem Temperaturbereich von 20-90 °C und einer Heizrate von 40 °C/h
aufgenommen. Die Scans wurden gemittelt und mittels einer Fourier-Transform-

Routine durch die Software des JASCO-Instruments gegléttet.
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5. Anhang

5.1 NOE-Spektren zur Zuordnung der Regioisomere

Cl

Abb. 5.1 1H—NOE—Spektrum zur Zuordnung der Verbindung 45.
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Cl

Abb. 5.2 'H-NOE-Spektrum zur Zuordnung der Verbindung 48.
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