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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Kernrezeptoren in der Wirkstoffforschung

Mitte des 20. Jahrhunderts hatte die Markteinfliihrung der Antibabypille weitreichende
gesellschaftliche Folgen, sie stellt dabei jedoch nur einen Teilaspekt in der Erforschung der
Kernrezeptoren dar. Bis heute ist die Steroidforschung ein Erfolgsmodell in der
Medizinischen Chemie und hat nicht nur viele bewdhrte Arzneistoffe hervorgebracht,
sondern ist auch eng verknipft mit Meilensteinen in der Naturstoffsynthese. Die Griinde
hierfir sind zum einen, dass Uiber Kernrezeptoren viele zelluldre und extrazelluldre
Signalwege gleichzeitig adressiert werden kdnnen. Zum anderen besitzen Kernrezeptoren als
ligandenregulierte Transkriptionsfaktoren endogene Liganden, die in ihrer GréRe typischen
Arzneistoffen entsprechen. Diese Kombination macht die Superfamilie der Kernrezeptoren
zu einem bevorzugten Ziel in der Medizinischen Chemie. Dementsprechend adressieren 13 %
aller bis 2006 zugelassenen Arzneistoffe Kernrezeptoren, ein Wert der nur von GPCR-
Liganden Ubertroffen wird (26.8 %)*. Allerdings liegt die Entdeckung und Markteinfiihrung
vieler dieser Arzneistoffe schon Jahrzehnte zuriick. Seit 2006 wurden nur drei NMEs (new
molecular entities) zugelassen, von denen bekannt ist, dass sie Kernrezeptoren adressieren,

2 Durch Marktriicknahmen oder

was nicht einmal 3 % der Neuzulassungen entspricht
Indikationseinschrankungen von bereits zugelassenen Arzneistoffen wurde das Bild vom
idealen Wirkstoffziel in den letzten Jahren zudem getribt. Mit der Entschliisselung des
menschlichen Genoms in 2001 wurde bestatigt, dass bereits alle 48 humanen
Kernrezeptoren bekannt sind, von denen bisher aber nur 14 von Arzneistoffen adressiert
werden. Die Zahl der orphan Rezeptoren, also Rezeptoren fiir die kein endogener Ligand
bekannt ist, wird immer weiter reduziert. Verstarkt in den Vordergrund rickt zudem die
nicht-genomische Regulation durch Kernrezeptoren, tber die weitere Signalwege gesteuert
werden. Ein tieferes Verstidndnis dieser Prozesse und der vielfdltigen Aufgaben von

Kernrezeptoren kdnnte neue Therapieansatze aufzeigen und den Kernrezeptorliganden zu

einer Renaissance in der Wirkstoffforschung verhelfen.
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1.2 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

In den letzten 20 Jahren avancierten Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARs)
zu den am haufigsten untersuchten Kernrezeptoren. Grund hierfir sind die vielfaltigen und
therapeutisch interessanten Funktionen, aber auch die Komplexitat mit der diese gesteuert
werden. Abgesehen von dem enormen Marktpotential von Arzneistoffen, die z. B.
Ubergewicht und dessen Folgen entgegenwirken kénnten, sind die PPARs auch eine
Rezeptorfamilie von der Grundlegendes Uber die genomische Regulation gelernt werden

kann.

Wie die meisten Kernrezeptoren sind die PPARs ligandenregulierte Transkriptionsfaktoren.
Die Familie der PPARs wird dabei in drei Subtypen eingeteilt: PPARa (NR1C1), PPARB/S
(NR1C2) und PPARy (NR1C3). Die doppelte Nomenklatur fir den in dieser Arbeit
behandelten PPARB/6-Subtyp resultiert, wie der Familienname, aus der zeitlichen
Entdeckung. Erstmals beschrieben wurde diese Proteinfamilie 1990 als Rezeptor, der durch
Peroxisom-Proliferatoren aktiviert wird, eine Gruppe von Substanzen, welche die
Proliferation von Peroxisomen induzieren®. In den Jahren danach wurden mit PPARPB und
PPARy zwei weitere Subtypen entdeckt® und noch spater ein vermeintlich vierter Subtyp, der
als PPARS bezeichnet wurde. Die Sequenzierung des humanen Genoms deutete jedoch an,
dass nur drei Kernrezeptoren dieser Art existieren. Die Charakterisierung und der Vergleich
von PPARs aus verschiedenen Spezies bestéatigte diese Theorie, so dass dieser Subtyp heute
als PPARB/S bezeichnet wird. Diese drei Subtypen wurden bisher in jedem untersuchten
Saugetier gefundens. Jeder Subtyp wird von einem separaten Chromosom codiert und die
Expression in den verschiedenen Gewebearten ist Typ-spezifisch. PPARa findet sich vor allem
in braunem Fettgewebe und Organen wie Leber, Niere, Herz und Skelettmuskel. PPARy wird
vornehmlich in allen Fettgeweben exprimiert und zu einem geringeren Anteil im
Lymphgewebe aber, wie PPARa auch, in Leber, Niere, Herz und Skelettmuskel. PPARB/6 wird
im Gegensatz zu den anderen Subtypen ubiquitdr exprimiert, findet sich aber besonders im

Darm und der Haut wieder®.
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1.2.1 Aufgaben und Funktionen

Allen PPAR-Subtypen ist gemein, dass ihnen eine elementare Rolle im Fettsdurekatabolismus
zukommt. Dies spiegelt sich im Expressionsmuster und der Tatsache wider, dass viele
Fettsauren und deren Metaboliten endogene PPAR-Liganden sind. Die genauen Funktionen
der einzelnen Subtypen variieren aber sehr stark und gehen weit Uber die
Energiehombostase der Zelle hinaus’. Zudem ist der Effekt, der durch Aktivierung von PPARs

ausgelost wird, stark abhangig vom Gewebetyp und der Art der Aktivierung.

1.2.1.1 PPAR«x

Die vermutete Hauptfunktion von PPARa besteht in der Regulation der Energiehom&ostase
durch Aktivierung des Fettsaurekatabolismus sowie der Gluconeogenese und Ketogenese zur
Energieproduktion. Lange bevor diese Funktionen oder PPARs liberhaupt bekannt waren,

gab es bereits die ersten Arzneistoffe gegen Hyperlipidamie: die Fibrate (Abbildung 1.1).

Fenofibrat Gemfibrozil

Abbildung 1.1 Die PPARa-Agonisten Fenofibrat und Gemfibrozil aus der Klasse der Fibrate.

Diese Klasse von Arzneistoffen bewirkt eine Abnahme der Triglyceride, des LDL (low density
lipoprotein) sowie eine Zunahme des HDL (high density lipoprotein) und soll so die
kardiovaskuldren Risiken der Hyperlipidamie verringern. Erst spater wurde erkannt, dass die
Senkung der Lipidkonzentrationen durch die agonistische Wirkung auf PPARa hervorgerufen
wird. Der positive kardiovaskuldre Effekt konnte bisher jedoch nur in speziellen
Risikogruppen nachgewiesen werden; so profitieren nur Patienten mit Diabetes und
metabolischem Syndrom von Fenofibrat®. Jedoch legen viele weitere Befunde nahe, dass die
Aktivierung von PPARa kardioprotektiv wirkt und Uber diesen Weg zum Beispiel die

inflammatorische Antwort auf kardiovaskuldre Ereignisse wie Atheriosklerose reduziert
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werden kénnte®. Grundlage hierfir ist vermutlich die PPARa induzierte Inhibition von NF-kB
sowie von anderen Schliisselproteinen bei der Entstehung von Entziindungen®. Eine neue
Anwendung findet Fenofibrat demnach auch als Entzindungshemmer in der Behandlung

von rheumatoider Arthritis'®*!

. Des Weiteren sind PPARa-Agonisten in der Lage, das
Tumorwachstum mehrerer Krebsarten in Nagern zu inhibieren. Dies geschieht uber
mindestens zwei Signalwege: Inhibition der Angiogenese und Hemmung der endothelialen
Zellproliferation. Diskutiert werden zudem NF-kB abhéangige Signalwege, sowie eine erhdhte
Produktion bestimmter Metaboliten. Diese wirken wiederum als PPARy-Agonisten und

stoRen somit weitere Signalkaskaden an, die auch tumorsuppressiv wirken®.

1.2.1.2 PPARy

Seinem Expressionsmuster entsprechend ist PPARy vor allem fiir die Differenzierung von
Fettgewebe sowie der Aufrechterhaltung von dessen Funktionen verantwortlich, wie zum
Beispiel Lipidspeicherung und Energieumwandlung. Zudem ist PPARy ein Schnittpunkt
zwischen Kohlenhydrat- und Lipidhaushalt, indem es die Insulinsensitivitat erhéhen kann’.
Wie schon im Fall der Fibrate wurden die Thiazolidindione als Insulin-Sensitizer zur

Behandlung von Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) entwickelt, ohne dass zunachst deren

g
o
NN

Wirkmechanismus im Detail aufgeklart war.

N¥ons

Rosiglitazon

rcUeng FUIF Ui

Pioglitazon Troglitazon

OH

Abbildung 1.2 Die PPARy-Agonisten Rosiglitazon, Pioglitazon und Troglitazon.
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Die drei Vertreter der Thiazolidindione, die eine Marktzulassung erfahren haben (Abbildung
1.2), konnten sich jedoch nicht lange behaupten. Troglitazon wurde in 2000 nach nur drei
Jahren wegen akuter Leberschaden vom amerikanischen Markt zurlickgenommen 12
Pioglitazon steht im Verdacht, Blasenkrebs zu verursachen und Rosiglitazon erhoht das
Infarktrisiko, so dass beide Arzneistoffe nur sehr eingeschrankt verschreibungsfahig sind™*,
Interessanterweise scheint der antidiabetische Effekt jedoch nicht aus der agonistischen
Wirkung auf PPARy zu resultieren: PPARy-Liganden, die im Gegensatz zu Rosiglitazon nur
partiell agonistisch wirken, zeigen denselben antidiabetischen Effekt, rufen bei Mausen aber
keine klassischen Nebenwirkungen hervor™. Beide Liganden hemmen aber die Cdk5 (cyclin-
dependant-kinase 5) vermittelte Phosphorylierung von PPARy, so dass die Nebenwirkungen
vermutlich aus der Agonisierung von PPARy resultieren. Im Widerspruch dazu stehen
allerdings diverse Befunde, nach denen die PPARy-Aktivierung chemopraventive und in
geringerem Umfang auch kardioprotektive Effekte hervorruft. Klinische Studien, in denen
dieser Effekt beobachtet wurde, halten sich jedoch die Waage mit Studien, in denen kein

Effekt nachgewiesen werden konnte®®. Demnach ist die spezifische Interaktion zwischen

Ligand und Rezeptor bedeutend fir die daraus resultierenden Effekte.

Bezafibrat

ZT

Aleglitazar

Abbildung 1.3 Die PPARa/y-Liganden Bezafibrat und Aleglitazar.

Hyperlipidamie und Diabetes erscheinen oft begleitend. Die Entwicklung von PPAR-Liganden,
die beide Subtypen adressieren und somit antidiabetische mit lipidsenkender Wirkung
kombinieren scheint demnach viel versprechend. Tatsachlich adressiert Bezafibrat
(Abbildung 1.3) PPARa und PPARYy, verhilt sich in seiner Wirkung jedoch wie ein klassisches
Fibrat und zeigt nur in Risikogruppen eine Verringerung der kardiovaskularen Ereignisse.
Mehrere potentielle Arzneistoffe zur Behandlung von T2DM (Muraglitazar, Ragaglitazar,
Tesaglitazar) haben es bis in Phase Il der klinischen Studien geschafft, wiesen aber
erhebliche Nebenwirkungen auf. Aleglitazar hat zwar bisher alle primaren Endpunkte von

Phase Il erfillt, die Entwicklung wurde aber ebenfalls in Phase 11l abgebrochen™.
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1.2.2 PPARB/S

Im Vergleich zu PPARa und -y ist PPARB/& der bisher am wenigsten verstandene Subtyp.
PPARB/& spielt eine Rolle in vielen biologischen Prozessen wie Lipid- und
Glucosemetabolismus, Zelldifferenzierung und -proliferation, Apoptose, Entziindung und
Entwicklung7. Da es sich um den in dieser Arbeit adressierten Subtyp handelt, soll an dieser

Stelle genauer auf die vielfaltigen Funktionen von PPARB/6 eingegangen werden.

1.2.2.1 Bestdtigte Funktionen

Obwohl es Zelltyp-spezifische Maxima in der Expression von PPARB/6 gibt, kommt der
Rezeptor doch in fast jedem Gewebetyp vor. Dementsprechend vielfiltig sind die
funktionellen Aufgaben, die PPARB/S zugeordnet werden. Uber die letzten 15 Jahre sind
mehrere Befunde in verschiedener Form vielfach reproduziert worden, so dass sie eindeutig
als spezifische Antwort auf eine PPARB/&-Aktivierung angesehen werden kénnen (Tabelle
1.1)". Hierzu gehort eine Reduktion von Serum Triglyceriden sowie von HDL-C (high-density
lipoprotein cholesterol) vermittelt durch eine im Skelettmuskel erhéhte Expression von
Proteinen, die Fettsauren metabolisieren. Die Expression von Lipogenese-Proteinen wird
ebenfalls erhoht, wodurch sich die Insulinsensitivitdt verbessert. Weitere positive Effekte
zeigen sich in der Inhibierung pro-inflammatorischer Signalwege. Zusammengenommen sind
diese Effekte flir die Verbesserung des metabolischen Syndroms verantwortlich, welche
folglich durch Aktivierung von PPARB/S erreicht werden kann. Hier zeigt sich die essentielle
Rolle von PPARB/& in der Energiehomoostase und die Vielfaltigkeit der Signalwege mit der
diese, ausgehend von nur einem Rezeptor, gesteuert werden kann. Diese Steuerung
geschieht aber nicht nur ligandenvermittelt, sondern auch durch die Anderung des
Expressionsmusters von PPARB/S, welches z. B. durch die Erndhrung und Ubergewicht

beeinflusst wird™®,
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Tabelle 1.1 Ubersicht iiber die bestdtigten Funktionen von PPARﬁ/&”

Effekt Induziert Betroffenes Organ Spezi
e ezies
durch oder Gewebe P
Gewichtsverlust bei metabolischen Syndrom Aktivierung - H
Verbesserte Insulinsensitivitat Aktivierung - H
Inhibition pro-inflammatorischer Signalwege Aktivierung Leber, Herz, Haut H
Forderung der terminalen Zelldifferenzierung Aktivierung - M
Erhéhung von Serum HDL-C Aktivierung - H
Erhohung des Fettsaurekatabolismus Aktivierung Fettgewebe H
Inhibition induzierter Hautkarzinogenese Aktivierung Haut M
Veranderung der PPARB/S-Expression TFraa;:ézg, Skelettmuskel, H
Ubergewicht Fettgewebe
Hohe PPARB/6-Konzentration erhdht } Darm H

Uberlebensrate bei Darmkrebs

H =Human, M = Maus

1.2.2.2 Krebs und PPARB/6

Das metabolische Syndrom ist eine Krankheit, die mit einem erhdhten Krebsrisiko
einhergeht. Es scheint also folgerichtig, dass PPARB/S6 ebenfalls Einfluss auf die
Krebsentstehung hat. Die Rolle von PPARB/6 in der Karzinogenese und dem anschlieRenden
Krankheitsverlauf ist jedoch hochst unklar. Aus vielen Studien l3sst sich zwar eine
antikarzinogene Wirkung ableiten, in mindestens genauso vielen Studien konnte jedoch kein
Zusammenhang festgestellt werden. Auch die bekannten Signalwege, die von PPARB/&
beeinflusst werden, lassen sich in beide Richtungen interpretierens. Fest steht, dass PPARB/6
einen Einfluss auf viele Krebsarten hat. Besonders intensiv untersucht sind in diesem
Zusammenhang Darm-, Haut- und Lungenkrebs. Bei Hautkrebs konnte gezeigt werden, dass
die ligandengesteuerte Aktivierung eine chemisch induzierte Hautkarzinogenese hemmt,
wobei die Haut auch eines der hochsten Expressionslevel von PPARB/& aufweist. Bei

Darmkrebspatienten konnte eine groRe klinische Studie zeigen, dass die Uberlebensrate
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viermal hoher ist, wenn ein relativ hohes PPARB/6-Expressionslevel in den Tumorzellen
vorliegt'. Inwiefern das Expressionslevel durch die Karzinogenese beeinflusst wird, ist
jedoch weiterhin unklar. Fir diese Krebsarten kann aktiviertem PPARB/S tendenziell ein
antikarzinogener Effekt zugewiesen werden, bei Lungenkrebs ldsst sich aus den in vivo
Studien ein ahnlicher Trend ableiten'’. Das allgemeine Verstindnis und die aktuelle
Datenlage reichen aber nicht aus, um PPARB/&-Aktivierung generell mit einem

antikarzinogenen Effekt zu assoziieren.

1.2.2.3 Entziindung und PPARS/§

Aktivierung von PPARB/6 kann Entziindungen auf mehreren Wegen entgegenwirken:
Inhibition pro-inflammatorischer Signalwege wie NF-kB und ERK1/2 MAPK (mitogen
activated protein kinase); Aktivierung des anti-inflammatorischen Corepressors BCL-6; lokale
Reduktion pro-inflammatorischer Cytokine und Chemokine. Zusatzlich kann als Antwort auf
inflammatorische Reize die Expression von PPARB/S erhoht werden, wie es in Keratinozyten
geschieht?®. Da die Karzinogenese ebenfalls einen inflammatorischen Reiz darstellt, wird
vermutet, dass die etwaige antikarzinogene Wirkung von PPARB/&6 aus der
Entziindungshemmung resultiert. Die Entwicklung von Antiphlogistika mit diesem
Mechanismus ist aber noch im Anfangsstadium, da die Aktivierung von PPARB/& neben anti-

inflammatorischen Antworten auch viele weitere Effekte hervorruft.

1.2.2.4 Funktionelle Uberschneidung von PPARa, PPARy und PPARB/S

PPARB/S6 vereint viele Funktionen von PPARa und PPARy und stellt somit ein sehr
erfolgversprechendes Wirkstoffziel in der medizinischen Forschung dar. Jeder Subtyp
reguliert einen spezifischen Satz an Genen, die sich jedoch teilweise liberschneiden, weshalb
derselbe physiologische Effekt durch unterschiedliche PPAR-Subtypen hervorgerufen werden
kann®!. Die Regulation von Genen, die von allen Subtypen adressiert werden, findet tber
den mehrheitlich vorliegenden Subtyp statt und ist demnach stark abhangig vom jeweiligen

Gewebetyp. Dabei darf aber auch nicht vergessen werden, dass viele Studien mit
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verschiedenen PPAR-Agonisten angefertigt wurden, denn die regulatorische Antwort ist

stark abhdngig von den verwendeten Liganden.

1.2.2.5 Endogene Liganden von PPARB/6

Die grofRe Bindetasche von PPARB/S, ndher dargestellt in Kapitel 1.3.4, erlaubt einer Vielzahl
von Liganden zu binden. Durch die essentielle Rolle von PPARB/& in der Energiehomdostase
ist es nur folgerichtig, dass zu den endogenen Liganden Fettsduren (z. B. EPA, Linolensaure,
Arachidonsdure) und Triglyceride sowie deren Metaboliten (z. B. 15-Hydroxy-
eicosatetraensaure) gehodren (Abbildung 1.4). Weitere Liganden kommen aus der Gruppe der
Eicosanoide, vor allem Prostaglandine (z. B. PGA;, PGA,, PGB,) und Prostacycline (z. B. PGl,,
cPGl,).

COOH

_ _ x4
\ / COOH
HO
Eicosapentaensaure (EPA) X=0 Prostacyclin (PGl5,)

= CH, Carbaprostacyclin (cPGl5)

Abbildung 1.4 Die endogenen PPAR[/6-Liganden Eicosapentaensdure (EPA) und Prostacyclin (PGly)
bzw. Carbaprostacyclin (cPGl,).

Gerade weil die Liganden eine so groRe Strukturdiversitat aufweisen, ist die Affinitdt der
meisten endogenen Liganden recht gering. Fir viele Prozesse sind die endogenen Liganden
aber auch nicht bekannt und die eindeutige Identifizierung gestaltet sich aufgrund der
komplexen Transkriptionsregulation von PPAR sehr aufwiandig (Kapitel 1.3.3).
Interessanterweise zeigen alle bisher identifizierten Liganden agonistische Eigenschaften,
einzig flir PPARYy ist die cyclische Phosphatidsdure (cPA) als endogener Inhibitor beschrieben,
fur PPARB/S sind bisher keine solchen Liganden bekannt. Der Fokus der Forschung liegt

daher meist auf der Aktivierung von PPAR, d.h. ob es &hnlich viele Inhibitoren wie
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Aktivatoren gibt, oder ob die Inhibierung vorwiegend Uber nicht-ligandengesteuerte
Mechanismen ablauft (Kapitel 1.3.2.3), lasst sich vom derzeitigen Forschungsstand nicht
eindeutig beantworten, momentan Uberwiegen jedoch die Indizien fir eine nicht-

ligandenregulierte Hemmung.

1.2.2.6 Synthetische Liganden

Wie auch fir PPARa und -y sind fur PPARB/S eine Vielzahl synthetischer Liganden
beschrieben, fast alle davon sind Agonisten oder partielle Agonisten (Kapitel 1.3.2.2) %% Der

wohl am besten untersuchte Ligand ist GW501516 (Abbildung 1.5).

O._ COOH

S
S
eI
N
Abbildung 1.5 Struktur des PPARB/6-Liganden GW501516.

Urspriinglich entwickelt zur Behandlung von Hyperlipidamie findet der Agonist heute nur
noch Anwendung in der Forschung, da die kommerzielle Entwicklung in Phase Il der
klinischen Priifung gestoppt wurde. Die Griinde dafiir sind bisher nicht veroffentlicht, es gibt
aber Studien, die einen kanzerogenen Effekt in Miusen nachgewiesen haben®. Mit Hilfe
dieses Liganden konnte auch gezeigt werden, dass eine Uberexpression bzw. Aktivierung von
PPARB/S eine Leistungs- und Ausdauersteigerung zur Folge hat**. GW501516 wurde danach
als Dopingmittel klassifiziert, die ersten Betrugsfalle traten kurz danach auf. In 2013 warnte
die Welt Anti-Doping Agentur (WADA) offiziell vor den gesundheitlichen Folgen des Dopings
mit GW501516, ein sonst sehr seltener Vorgang®. Mit KD3010 und MBX-8025 befinden sich
noch zwei weitere potentielle Arzneistoffe zur Behandlung von Hyperlipidamie in der
klinischen Entwicklung, die Phase | bzw. Il erfolgreich abgeschlossen haben. Die Strukturen

sowie der aktuelle Entwicklungsstand sind bisher aber nicht veréffentlicht?®?’.
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Abbildung 1.6 Struktur der beiden Pan-PPAR-Agonisten Indeglitazar und Chiglitazar.

Indikationsgebiete wie Ubergewicht, Diabetes und Hyperlipidimie sind eng miteinander
verknUpft. Die Entwicklung von Agonisten, die mehrere Subtypen adressieren, ist daher ein
logischer Schritt, der schon friih verfolgt wurde. Inzwischen sind mehrere Agonisten fir jede
mogliche Subtyp-Kombination beschrieben (Kapitel 1.2.1.2). In Kombination mit PPARB/&
sind die Pan-PPAR-Liganden, also Liganden die alle drei Subtypen adressieren, in der
Entwicklung am weitesten fortgeschritten. Die Pan-PPAR-Agonisten Indeglitazar und
Chiglitazar befinden sich momentan in Phase 2 der klinischen Priifung zur Behandlung von

T2DM (Abbildung 1.6)*%

1.3 Mechanismus und Struktur

1.3.1 Allgemeiner Aufbau von Kernrezeptoren

Alle Kernrezeptoren sind prinzipiell gleich aufgebaut und besitzen Regionen mit spezifischen
Funktionen, eingeteilt von A—F (Abbildung 1.7). Die A/B-Region ist Isoform spezifisch und
kann in der Lange von ~400 Aminosauren (Glucocorticoidrezeptoren) bis 50 Aminosauren
(Pregnan X Rezeptor) variieren, bei manchen orphan Rezeptoren fehlt diese Region sogar
ganzlich (z. B. Hepatocyte nuclear factor 4). Diese ebenfalls als Aktivator Funktion 1 (AF-1)
bezeichnete Region ist verantwortlich fiir die nicht-ligandenregulierte Transkriptions-

kontrolle und umfasst fiir die PPARs ungefdahr 100 Aminosduren.
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A/B C D E F
N AF-1 X _DBD ={__LBD/AF-2 F=—C
Isoform spezifisch DNA-Bindung Liganden-Bindung
Phosphorylierung Dimerisierung Dimerisierung

Coaktivator-Bindung

Abbildung 1.7 Regionen von Kernrezeptoren und deren Funktionen. AF: activator function; DBD: DNA
binding domain; LBD: ligand binding domain.

Die Regionen C und E sind zwischen den Rezeptorfamilien konserviert. Die Region C (DBD,
DNA binding domain) ist fir die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und DNA
verantwortlich, die Ligandenbindungsdomane E (LBD, ligand binding domain) ist fir die
ligandeninduzierte Transkriptionskontrolle zustandig und enthalt die Aktivator Funktion 2

(AF-2). Die hinge Region D sowie Region F haben keine direkten funktionellen Aufgaben?.

1.3.2 Transkriptionskontrolle durch PPAR

PPAR kann auf mehreren Wegen die Transkription beeinflussen. Am besten untersucht ist
die ligandenvermittelte Transkriptionskontrolle, daneben ist PPAR aber auch in der Lage eine
schwachere, ligandenunabhédngige Transkriptionskontrolle auszuiiben. Beide Wege
bendtigen den Retinoid X Rezeptor (RXR) um das aktive Heterodimer zu bilden (Abbildung
1.8). RXR gehort wie PPAR zur Familie der Kernrezeptoren, ist in seiner Funktion jedoch
einmalig: RXR fungiert als Dimerisierungspartner fiir alle Kernrezeptoren, die kein aktives
Monomer oder Homodimer bilden, dominiert wird die Transkriptionskontrolle jedoch immer
von dem anderen Bindungspartner. Die Transkriptionskontrolle von PPAR ist somit immer
auch abhdngig von dem verfligbaren RXR-Subtyp (a, B oder y) und den endogenen RXR-
Liganden. Die in vivo Aktivierung von RXR durch diese endogene Liganden ist aber

weitestgehend noch ungekla rt?® 2,
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Abbildung 1.8 Struktur des PPARy-RXRa-Heterodimers mit , und dem
Nuclear Receptor Coactivator 2, gebunden an DNA (3DZY). Die A/B-Regionen sind nicht in der
Struktur enthalten.

1.3.2.1 Ligandenvermittelte Transkriptionskontrolle

Bei der ligandenvermittelten Transkriptionskontrolle formt sich im Zellkern das Heterodimer
aus PPAR und RXR und bindet anschliefend an das PPAR Response Element (PPRE) der DNA,
oft bestehend aus einer Wiederholung der Erkennungssequenz (AGGTCAX). Sowohl die
Dimerisierung als auch die DNA Bindung werden beschleunigt durch die Bindung von PPAR-
Liganden. Ist bis jetzt noch kein Ligand an PPAR gebunden, so werden meistens
Corepressoren rekrutiert z. B. Histondeacetylasen (HDAC), die wiederum ihrerseits durch

Deacetylierung der DNA die Transkription inhibieren.
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Cofaktor
komplex

Cofaktor
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Kein Ligand oder
Inhibitor gebunden

Abbildung 1.9 Mechanismus der ligandenregulierten Transkription von PPAR. RXR: Retionoid X
Rezeptor; HDAC: > HAT: ; PPRE: PPAR-Response Element;
A: Agonist.

Bindet ein Agonist, so lockert sich die Bindung der Corepressoren und Coaktivatoren wie
Histonacetyltransferasen (HAT) werden stattdessen rekrutiert. Diese ermdglichen durch die
strukturelle Anderung des Chromatins die Transkription. Bei dieser Form der
Transkriptionskontrolle spielt die C-terminale Helix 12 (H12) der Aktivatorfunktion 2 (AF-2)
eine entscheidende Rolle (Abbildung 1.10).

Abbildung 1.10 Uberlagerung zweier PPARy-Strukturen, die jeweils einen Agonisten (3DZY) oder
einen Inhibitor ( ) gebunden haben. Ebenfalls gebunden sind dementsprechend ein Coactivator
(NRC2) oder ein Corepressor (SMRT). Der Corepressor kollidiert mit der H12 der Agonistenstruktur
wdhrend die H12 der Inhibitorstruktur ungeordnet ist. Die Liganden sind nicht dargestellt.

In Abwesenheit eines Liganden ist diese Helix sehr dynamisch und weist nur wenig
Wechselwirkungen mit dem Rest des Proteins auf. Dieser Zustand erlaubt die Bindung von

Corepressoren, die, verglichen mit Coaktivatoren, deutlich mehr Wechselwirkungen mit dem
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Protein zeigen und damit auch eine groRere Kontaktflache bendtigen. Bindet nun ein Agonist
so dreht sich die Helix um ~90° und wird durch mehrere konservierte Wasserstoffbriicken
stabilisiert, so dass sie eine geordnete helikale Form annimmt. Bei dieser Umlagerung wird
ein Teil der Kontaktfliche belegt an die sonst der Corepressor bindet und die so genannte
charge clamp wird ausgeformt, welche die Coaktivatorbindung stabilisiert®*. Durch die
Bindung von Inhibitoren wird die Helix 12 der AF-2 aus dieser Position gezwungen und so die

Corepressorrekrutierung erhoht.

1.3.2.2 Agonisten, Antagonisten, inverse Agonisten

Die Helix 12 der AF-2 ist dabei jedoch nicht als ein an/aus-Schalter zu sehen. Diverse
Réntgenkristallstrukturen haben gezeigt, dass Liganden eine konformationelle Anderung der
gesamten Bindetasche induzieren und diese sich dem jeweiligen Liganden anpasst. Diese
individuelle Anderung wirkt sich natiirlich auch auf die Positionierung der Helix 12 aus,
woraus sich unterschiedliche Affinitaten fir die diversen Cofaktoren ergeben und somit eine
ligandenspezifische Transkriptionskontrolle. Liganden, die die Coaktivatorrekrutierung
erhohen, werden als Agonisten bezeichnet oder, in Relation dazu, als partielle Agonisten.
Liganden, welche die Corepressorrekrutierung erhéhen, werden in der Literatur meist als
Antagonisten tituliert, sind streng genommen aber inverse Agonisten. Antagonisten heben
per Definition sowohl den Effekt von Agonisten als auch von inversen Agonisten auf und
setzen die Proteinaktivitat auf ein basales Level zurtick. Ist keine grundlegende Aktivitdt des
Proteins vorhanden, so agieren inverse Agonisten als Antagonistenaz. Da bei PPAR die
grundlegende Aktivitdt schwer abzuschitzen ist (Kapitel 1.3.2.3), kann die Einteilung
zwischen Antagonist und inversem Agonist als flieBender Ubergang angesehen werden,
abhangig von der jeweiligen Referenz. Fast alle Liganden sind diesbeziiglich nicht

charakterisiert und werden in dieser Arbeit demnach als Inhibitoren bezeichnet.
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1.3.2.3 Ligandenunabhdngige Transkriptionskontrolle

Verantwortlich fiir die ligandenunabhangige Transkriptionskontrolle ist die AF-1 (A/B-
Domane). Die Tatsache, dass es bisher nicht gelungen ist, eine Rontgenkristallstruktur dieses
Bereichs von irgendeinem Kernrezeptor zu erhalten, legt eine sehr flexible Struktur nahe,
was auch durch diverse Experimente (NMR, Isotopenaustausch) bestatigt wurde. Bei einem
gebundenem Liganden erfolgt Gber die Anpassung der LBD vermutlich auch eine Anpassung
der AF-1, die so den Effekt des Liganden unterstiitzt’>. In die anschlieRende
Cofaktorrekrutierung ist nicht nur die LBD, sondern auch die AF-1 involviert, wie auch im Fall
der ligandenabhdngigen Transkriptionskontrolle. In den meisten Fallen werden
Corepressoren rekrutiert und leiten so eine Repression ein, in einigen Féillen wird die
Transkription aber auch erhéht. Dabei scheint es abhangig vom PPRE (PPAR-Response
Element) zu sein, welche Cofaktoren rekrutiert werden und in welche Richtung die
Regulation erfolgtaa. Die basale Aktivitdt von PPAR ist damit immer abhdngig von dem
beobachteten Gen. Da die A/B-Region in den verschiedenen Subtypen am wenigsten
konserviert ist, werden gerade subtypspezifische Gene durch die ligandenunabhdngige

Transkriptionskontrolle besonders stark reguliert.

1.3.3 Subtypspezifische Transkription

Die Transkriptionskontrolle durch PPAR ist von vielen Faktoren abhdngig, angefangen mit der
Konzentration aktiven Proteins. Je nach Gewebe ist auch entscheidend, welcher Subtyp
dominant ist, falls mehrere Subtypen vorliegen. Die Aktivitdt von PPAR ist ebenfalls abhangig
vom Grad der post-translationalen Modifikation wie Ubiquitinylierung und SUMOylierung>*.
Im Fall von PPARa und -y wird die A/B Region zusatzlich noch phosphoryliert, bei PPARB/&
fillt dieser Steuerungsmechanismus hingegen weg?’. Die Unterschiede in der
subtypspezifischen Transkription sind nun ein Zusammenspiel aus der unterschiedlichen
Selektivitat der vorhandenen Liganden, den verfligbaren Cofaktoren und den PPREs der
DNA. Kleine Unterschiede in der Primarsequenz der Subtypen, die letztendlich die
Kontaktflaiche mit dem Cofaktor ergeben, sind vermutlich verantwortlich fir eine

unterschiedliche Affinitat der vielen Cofaktoren und bestimmen so welche Faktoren
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bevorzugt binden®’. Ausschlaggebend dafiir scheint aber auch das PPRE zu sein, an das der
Kernrezeptorkomplex gebunden ist*>. Die Cofaktoren selbst, egal ob Corepressor oder
Coaktivator, regulieren wiederum durch die unterschiedlichen Mechanismen (Acetylierung,
Methylierung) nicht jedes Gen gleich stark. All diese verschiedenen Einfllsse tragen dazu bei,
dass die biologische Funktion von PPAR, besonders die von PPARB/S, so schwer zu erfassen

ist und es so viele widerspriichliche Befunde gibt.

1.3.4 Strukturelle Grundlagen der Ligandenselektivitiit

Nur wenige Aminosduren sind verantwortlich fir die Subtypselektivitat von PPAR-Liganden,
dabei ist die Bindetasche mit ~1300 A? fiir einen Kernrezeptor sehr groR. Die Tasche selbst

weist eine Y-Form auf und ist vorwiegend hydrophob (Abbildung 1.11, links).

Abbildung 1.11 Links: Bindetasche von PPARf/6 in Komplex mit EPA, das in zwei Konformationen
gebunden werden kann (3GWX). Rechts: Die vier konservierten polaren Reste (Thr289, His323,
His449, Tyr473) der Bindetasche und der H12.

Die Bindetasche des Arms | enthalt vier konservierte polare AS, die fiir die Wechselwirkung
mit der Saurefunktion der endogenen Liganden (Fettsauren wu.ad., Kapitel 1.2.2.5)
verantwortlich sind (Abbildung 1.11, rechts). Eine dieser Aminosduren befindet sich auf Helix
12 und ist Teil des Wasserstoffbriicken-Netzwerks, das diese Helix bei Agonistenbindung

stabilisiert. Beide Arme sind in etwa 12 A lang, bisher ist jedoch kein Ligand bekannt, der den
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gesamten Raum der Bindetasche ausfiillt, selbst groRe Molekile wie EPA kdnnen in zwei
Konformationen gebunden werden. In der Ndhe zur Helix 12, am Ende von Arm |, ist die
PPARB/6-Tasche deutlich enger als bei den anderen Subtypen, was die Selektivitat der
Liganden beeinflusst. Mutiert man aber nur eine einzelne Aminosaure in dieser Position und
gleicht sie so PPARa an (Met453Val), erhoht sich die Affinitdt der Fibrate gegeniber
PPARB/S, welche sonst nur sehr schwach binden. Auf gleiche Weise kann die
Ligandenselektivitat bezlglich PPARy und PPARa beeinflusst werden, nur dass hier andere
Aminosduren beteiligt sind’. Duale- oder Pan-PPAR-Liganden kdnnen durch diese kleinen

Unterschiede verschiedene Bindungsmodi in den einzelnen Subtypen aufweisen.
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2 Themenstellung

2.1 Problematik und Motivation

PPARB/& ist mit seinen vielfaltigen Funktionen und Aufgaben ein Rezeptor, der bisher mehr
Fragen aufgeworfen hat als dessen Erforschung beantworten konnte. Der Fokus der
Forschung liegt meist auf der Agonisierung von PPARB/S, Forschungsergebnisse bezlglich
der Inhibierung sind deutlich seltener in der Literatur zu finden, dabei konnen gerade diese
wertvolle Informationen liefern: Psoriasis ist eine chronisch inflammatorische
Hauterkrankung, mit der eine erhéhte Pravalenz fir das metabolische Syndrom einhergeht,
eine VerknlUpfung mit PPAR ist durchaus moglich. Studien mit einem Pan-PPAR-Agonisten,
der besonders fiir PPARB/& Affinitat besitzt (Tetradecylthioessigsaure), ergaben jedoch keine
Verbesserung der Symptome®. In spateren Studien zeigte sich, dass PPARB/S in der Haut bei
Psoriasis Uberexprimiert ist, so dass statt Aktivierung eine PPARB/&-Inhibition die logische
Therapiestrategie sein sollte®®. So konnte bei Mausen mit einer induzierten Psoriasis ein
Ruckgang der Symptome nach topischer Anwendung verschiedener PPARB/&-Inhibitoren
beobachtet werden®’. Um bei Krankheiten mit dhnlicher Datenlage den Effekt von PPARB/S
evaluieren zu konnen, ist jedoch die systemische Anwendung der Inhibitoren notwendig.
Dieser Ansatz kann bisher nicht verfolgt werden, da keine selektiven kompetetiven PPARB/6-

Inhibitoren beschrieben sind, die eine ausreichende Bioverfiigbarkeit besitzen.

2.1.1 Bekannte PPARQ/8-Inhibitoren

Der erste selektive PPARB/& inverse Agonist wurde in 2007 von GlaxoSmithKline
beschrieben®. GSK0660 (Abbildung 2.1) fiel in einem Hochdurchsatzscreening auf, da die
Verbindung zwar PPARB/&-Affinitdt besalR, aber keine agonistische Aktivitdt im
nachfolgenden Assay zeigte. Die Anwendungen fiir GSK0660 sind jedoch sehr beschrankt, da
der Ligand keine ausreichende Bioverfugbarkeit aufweist. Compound 9 wurde in einem
virtuellen Screening fur Agonisten entdeckt, ist jedoch ein PPARB/&-Inhibitor, der auch als

PPARy-Agonist wirkt>>.
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Abbildung 2.1 Ubersicht iiber die bekannten PPARf/6-Inhibitoren.

Ebenfalls durch eine SAR-Studie an PPARB/&-Agonisten wurden compound 3a und 3h
entdeckt®®. Deren inhibitorisches Profil wandelt sich in ein agonistisches, wenn die
Carboxylgruppe in meta-Position steht. Strukturell sehr nahe zu dem Agonisten GW501516
(Abbildung 1.5, S. 10) ist der PPARB/6-Inhibitor SR13904, der jedoch ebenfalls als schwacher
PPARy-Inhibitor fungiert und somit nicht selektiv ist*'. GSK3787 ist ein Sonderfall, da der
Ligand zwar gute Bioverfugbarkeit besitzt, aber ein kovalenter Inhibitor flir PPARB/6 ist und
auch PPARy adressiert*’. Die Bindung bei PPARB/S erfolgt an Cys243, wobei das Pyridin
Ubertragen wird und der Sulfonalkylrest als Abgangsgruppe fungiert43. Die Effekte dieser
Liganden sind leider nur wenig untersucht: SR13904 zeigte in einer humanen Krebszelllinie
einen antiproliferativen Effekt, flir GSK3787 konnte in verschiedenen Krebszelllinien jedoch
kein Effekt auf die Zellproliferation beobachtet werden. GSK0660, GSK3787 und Compound
3h sind in der Lage, im Mausmodell die Symptome von Psoriasis zu verringern Dies ist auch
die einzige publizierte Studie, in der ein Effekt von PPARB/&-Inhibitoren im Tiermodell

beobachtet wurde®’.
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2.2 Suche nach neuen Grundstrukturen

Am Institut fir Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT) in Marburg wurden in der
Gruppe von Prof. Dr. R. Miller 2693 Substanzen des NCI/NIH Developmental Therapeutics
Program auf ihre PPARB/S-Affinitat gescreent. In dem verwendeten Assay interagiert eine
Terbium markierte PPARB/6-LBD mit dem fluoreszenten Liganden Fluormone Pan-PPAR-
Green, wodurch ein Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) von 340 nm auf 520 nm
entsteht®. Wird dieser Ligand verdringt, kann kein FRET stattfinden und das Terbium
emittiert bei 495 nm. Das Verhaltnis von 520 zu 495 nm ist somit proportional zu der
Verdrangung des Fluormone Pan-PPAR-Green. Der initiale Screen ergab 191 Treffer, die
daraufhin in einem Coaktivator- und Corepressorassay vermessen wurden. Bei diesem Assay
ist entweder ein Coaktivator oder ein Corepressor Fluoreszenz-markiert, wodurch die
Rekrutierung dieser Faktoren an die Terbium markierte PPARB/6-LBD quantitativ verfolgt
und der Ligand als Agonist oder inverser Agonist charakterisiert werden kann. Die Ergebnisse
dieser drei Assays sind unabhangig voneinander, erst im zellbasierten Assay wirken diese
Eigenschaften des Liganden zusammen und bedingen die Expression von PPARB/6-
Zielgenen. Von den 191 Hits wurden zehn Verbindungen als inverse Agonisten identifiziert,

die als Ausgangspunkt fiir diese Arbeit dienten.

2.3 Aufgabenstellung

Basierend auf dem oben genannten Screen sollte aus den zehn initialen Hits eine neue
Leitstruktur fiir selektive PPARB/S inverse Agonisten identifiziert werden und diese
hinsichtlich ihrer kinetischen und pharmakokinetischen Eigenschaften optimiert werden, um

letztendlich eine Anwendung im Tiermodell zu ermoglichen.
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3 Ergebnisse
3.1 Screening Hits

Von den zehn Screening Hits besaBen vier ein Stilben- und/oder Acrylnitril-Grundgerist
(Abbildung 3.1). Darunter befand sich auch Tamoxifen, ein Arzneistoff zur Behandlung von
Brustkrebs, der den Estrogenrezeptor inhibiert. PPARB/& wéare demnach als weiterer
Kernrezeptor, der von Tamoxifen adressiert wiirde ein Off-Target. Resveratrol, das ebenfalls
ein Stilbengerist enthalt, wurde bereits als PPARa bzw. PPARy-Agonist identifiziert**. Es
wurde deshalb in die Messungen mit einbezogen, genauso wie Diethylstilbestrol, ein
weiterer Stilben-basierter Arzneistoff. In den folgenden Zellassays konnte jedoch weder fir
Tamoxifen noch fiir die anderen beiden Verbindungen ein Effekt auf die Expression von
PPARPB/6-Zielgenen festgestellt werden. Auch die Tamoxifenmetabolite 4-Hydroxy-

Tamoxifen, N-Desmethyltamoxifen und Endoxifen ergaben keine verdanderte Expression der

Zielgene, so dass das Stilben fir sich allein genommen als Pharmakophor nicht
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erfolgversprechend erschien.

Tamoxifen

Abbildung 3.1 Screening Hits mit Stilben- und/oder Acrylnitril-Grundgeriist.

Das Phosphonat 1, das nur ein Phenylacrylnitrilgerlst enthalt, zeigte im Zellassay ebenfalls
keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der PPARB/& Zielgene. Fiir Verbindung 2 und
3, die eine Kombination aus dem Stilben- und Acrylnitrilgerlist enthalten, wurde hingegen
eine signifikante Reduktion der Zielgenexpression beobachtet, weshalb sie als Startpunkt fir

die SAR-Studie gewdhlt wurden.
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3.2 Synthese

Um die Screeningergebnisse verifizieren zu kdnnen und einen Syntheseweg zu etablieren,
wurde zunachst das Stilben 2 nachsynthetisiert (Schema 3.1). Die Synthese von Acrylnitrilen
verlauft allgemein Uber eine Nitril-Aldolkondensation, die fiir die sterisch anspruchsvollen

Phenylreste eine ausgezeichnete E/Z-Selektivitat aufweist®’

KOH

MeOH 1h Z “CN
72 %
nur Z

/N\

Schema 3.1 Synthese des Screening Hits 2.

Die eindeutige Zuordnung der Z-Konfiguration erfolgte lber ein gated-decoupled BC-NMR-
Experiment (Abbildung 3.2). Die 3JC,H-KoppIung des Nitril-Kohlenstoffs mit dem benachbarten

Wasserstoff ergibt einen Wert von 14.4 Hz und ist damit typisch fur E—Kopplungen48

ns

14.4
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T
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02

0l

0

T T T T T T T
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Abbildung 3.2 Zuordnung der Konfiguration von 2 durch ein gated-decoupled >C-NMR.

Die Synthese erfolgte fiir alle weiteren Stilbene analog und konnte so optimiert werden, dass
das Produkt fiir die meisten Synthesen aus der Reaktionslosung auskristallisierte (Schema

3.2, oben). Falls R? in ortho-Position stand, wurde die Reaktionstemperatur sowie
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Reaktionszeit erhoht und anstelle von KOH Pyrrolidin als Base verwendet, da unter den
vorherigen Bedingungen das Produkt nur sehr langsam gebildet wurde (Schema 3.2, unten).

Die ausgepragte Z-Selektivitat blieb dabei erhalten.

KOH oder
Pyrrolidin
MeOH RT
21-72 %
Pyrrolidin
(0] CN MeOH 2
~ 60 °C R
X + R2 ZCN
| LR 20-92 %
Z X
| R
=

Schema 3.2 Allgemeine Synthese der Stilbenserie.

Falls ein gewlinschtes para-Aminobenzaldehyd nicht kommerziell verfiigbar war, wurden die

49a—

Aminderivate (ber eine Buchwald-Hartwig Reaktion erhalten (Schema 3.3) . Das dafiir

bendtigte Edukt 4 wurde tber den bekannten Syntheseweg gewonnen.

Amin
NaOtBu

rac-BINAP, Pd,(dba)s

ZCN Toluol, 80 °C 2 CN
g 44-91 % O

Br NR,

4

Schema 3.3 Synthese von Aminderivaten.

Durch diese Synthesewege konnten mehrere Serien von Verbindungen erhalten werden und

auf ihre biologische Aktivitat untersucht werden.

3.3 SAR-Studie

Viele Beispiele illustrieren die Leistungsfahigkeit von computergestiitzten Methoden bei der

Suche und ldentifizierung neuer PPAR—AgonistenSo. Diese Screenings gestalten sich aber
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durch die flexible LBD schwierig, da manche Regionen der LBD erst durch eine
konformationelle Anderung fir Liganden zuginglich sind’. Hinzu kommt, dass Agonisten
und Inhibitoren strukturell sehr dhnlich sein kénnen, was eine Vorhersage bezliglich dieser
Eigenschaften erschwert (Kapitel 2.1.1). In Kombination mit einer neuen Grundstruktur,
deren Bindungsmodus unbekannt ist, erschienen computergestiitzte Methoden zur
Ligandenoptimierung daher nicht Erfolg versprechend und wurden in dieser Arbeit nicht
angewandt. Die Optimierung der Serie erfolgte stattdessen durch eine systematische

Modifikation des Screening Hits 2, der dazu in drei Regionen unterteilt wurde (Abbildung

3.3).
II obere Region

m AcryInitrilfunktion
! untere Region

Abbildung 3.3 Verbindung 2, eingeteilt in drei Regionen, die zundchst separat optimiert werden
sollten.

Diese Regionen sollten zunachst separat beziglich ihrer Affinitat fur PPARB/S optimiert
werden, um dann die aussichtsreichsten Modifikationen zu kombinieren. Fiir ausgewdhlte
Verbindungen wurden weiterfllhrende Assays angefertigt, um sie genauer zu

charakterisieren.

3.3.1 SAR der oberen und unteren Region

In der ersten Serie von Inhibitoren wurde zunichst die untere Region modifiziert. Im
direkten Vergleich der Screening Hits 2 und 3, zeigte Verbindung 2 eine deutlich héhere
PPARPB/6-Affinitat, weshalb der Fokus auf Variation der para-Position lag. Dabei zeigte sich,

dass die Dimethylaminogruppe entscheidend zur Affinitat beitragt (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Affinititen der ersten Serie. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdréngung nach
30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.

Der Austausch der Dimethylaminogruppe gegen Halogene oder andere funktionelle Gruppen
flihrte ausschlieBlich zum Verlust der Affinitat (4—10). Auch die Verdnderung der Position des
Halogens am Aromaten brachte keine Verbesserung (4, 6, 7). Das primadre Amin 11 zeigte
ebenfalls eine geringere Affinitat als der Hit 2, die Methylgruppen scheinen demnach einen
signifikanten Beitrag zur Affinitait zu leisten. In der zweiten Serie wurde der

Dimethylaminorest systematisch durch andere substituierte Amine ersetzt (Abbildung 3.5).

I\NHM‘J;.@W&MTMETTTTN/
® 550G 00Q0 g
013 A I I I o=
/CNE I I I *
)
0

DMSOGSkoee02 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Abbildung 3.5 Affinitéiten der zweiten Serie. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung nach
30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.

Die Messwerte der Verbindungen 12 und 13 lassen den Schluss zu, dass das Amin nicht
tertiar sein muss, sondern dass sterisch anspruchsvolle Reste ausreichen, um einen leichten
Affinitatsgewinn zu erzielen. Im Gegensatz dazu scheinen gesattigte Heterozyklen kaum
einen Effekt auf die Affinitat zur PPARB/6-LBD zu haben (14-16). Deutlich wurde dieser

Einfluss erst im Zellassay, bei dem der Sechsring (16) die PPARB/&-Zielgene am starksten
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herab regulierte. Deshalb wurden weitere sechsgliedrige Heterozyklen eingefiihrt, deren
Einfluss sich dann auch im Affinitatsassay deutlich zeigte (17-20). Der Vergleich von 16 und
20, sowie von 18 und 19 offenbart einen signifikanten Beitrag der Methylgruppe am
Sechsring. Noch starker ist der Beitrag des zweiten Stickstoffs im Piperazin, ersichtlich aus
dem Vergleich von 16 und 18, sowie von 20 und 19. Das Methylpiperazinderivat 19, das
beide Strukturmerkmale vereint, ist die affinste Verbindung dieser Serie, was ein additives
Verhalten der Affinitdtsbeitrage nahelegt. Aber auch der an den Phenylrest angrenzende
Stickstoff ist entscheidend fir die Affinitat. Durch dessen +M-Effekt entsteht ein push-pull-
System mit dem Nitril, was sich in einer intensiven gelben Farbe der Verbindungen dufRert.
Wenn dieses push-pull-System unterbrochen wird, wie in der farblosen Verbindung 21, dann
geht auch die Affinitat fur PPARB/S fast komplett verloren. Dies ist sehr wahrscheinlich nicht

durch den sterischen Anspruch der zusatzlichen CH,-Gruppe bedingt.

In der dritten Serie lag der Fokus auf der Optimierung des Substitutionsmusters des oberen
Phenylrings (Abbildung 3.6). Dabei zeigte sich, dass die Affinitdt stark von der Position des
Substituenten abhangt. Gruppen in para-Position flihren ausschlielRlich zum Affinitatsverlust,
unabhangig von der Funktionalitdt der Gruppe. Substituenten in ortho-Position erhdhen
dagegen die Affinitat. Dies offenbart sich besonders beim Vergleich der Chlorderivate 25-27
(Abbildung 3.6, eingerahmt). Das para-substituierte Derivat 25 ist fast inaktiv, eine
Verschiebung in die meta-Position bringt bereits einen kleinen Affinitatsgewinn, wahrend

das ortho-Derivat 27 eine der affinsten Verbindungen dieser Serie darstellt.

. )
para meta ortho
R= NO, OMe F Cl CI I | Br OMe F NO, CN
=
R |
X 0,15 I = I
£ I I
ZCN § -
£
/N\ 0,00 A
DMSO GSKo602 22 23 24| 25 26 27)28 29 30 31 32 33

Abbildung 3.6 Affinitdten der dritten Serie. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung nach
30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.
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Der Beitrag der ortho-Substituenten scheint dabei stark gepragt vom -I-Effekt des
Substituenten. Halogene mit ahnlicher Elektronegativitat, wie Chlor, Brom und lod (27-29),
ergeben einen dhnlichen Affinitatsbeitrag, bei Fluor (31) wird dieser Beitrag jedoch fast Null.
Flir Substituenten mit noch starkerem -I-Effekt wie Nitro- und Nitrilgruppen kehrt sich der
Affinitatsbeitrag sogar ins Negative um, obwohl Nitrilgruppen als Bioisostere fiir Halogene
eingesetzt werden kénnen2. Eine mégliche Erklirung kénnte die verinderte Elektronen-
verteilung in dem offenbar essentiellen push-pull-System sein. Um die Rolle der
Acrylnitrilfunktion genauer zu untersuchen, wurden daher mehrere Verbindungen

synthetisiert, die in diesem Bereich variieren.

3.3.2 Synthese der Acrylnitrilderivate

Zu Beginn der SAR-Studie wurden bereits mehrere Arzneistoffe mit Stilbengerist auf ihre
Affinitat getestet. Alle diese Verbindungen waren entweder para-substituiert oder trugen an
der Stilbendoppelbindung weitere Gruppen. Die bisherigen Verbindungserien haben aber
gezeigt, dass gerade Substituenten in para-Position die Affinitdt negativ beeinflussen
(Abbildung 3.6). Dadurch ist von den bisher getesteten Verbindungen keine Aussage mehr
Uber die Affinitdat im Bezug auf das Stilben als Pharmakophor moglich. Ein Ziel dieser Serie
war daher die Einfliihrung einer Ethylgruppe anstelle des Nitrils, analog zu Tamoxifen oder

Diethylstilbestrol.

Prinzipiell besitzen andere elektronenziehende Gruppen anstelle des Nitrils die gleiche
Reaktivitdt in der Kondensation, so dass sie Uber den etablierten Syntheseweg einfach
eingefiihrt werden kdnnten (Schema 3.1, S. 24). Fir Sauren, Ester oder Ketone ergibt sich bei
dieser Kondensation aber das E-Isomer und bei einer Nitrogruppe anstelle des Nitrils geht
die Isomerselektivitit zum Teil verloren®. Da sich eine Isomerentrennung sehr aufwindig
gestaltet, wurden die Synthesewege daher so entworfen, dass von einem reinen Z-lsomer

ausgegangen wird und die Synthese ohne Isomerisierung verlduft.

Nitrile kdnnen klassischerweise selektiv zu Iminen oder, nach wassriger Aufarbeitung, zu
Aldehyden reduziert werden. Auf diesem Weg wurde auch das Aldehyd 34 erhalten, jedoch

nur mit 54 % Ausbeute (Schema 3.1).
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DIBAL
Z>CN -78 °C, 3h Z >CHO
_—
g A
N N
2 34

Schema 3.4 Reduktion des Nitrils zum Aldehyd.

Um diese Ausbeute zu erreichen, wurden zwei Aquivalente DIBAL eingesetzt. Zugabe
weiterer drei Aquivalente DIBAL bei -40 °C erhdhten die Ausbeute nur um 2 %, obwohl nach
jeder Reaktion nicht umgesetztes Edukt isoliert wurde. Dieses untypische
Reaktionsverhalten wurde ebenfalls bei den nachfolgenden Reaktionen des Aldehyds 34

beobachtet.

OIS C
5
Ph3PCHyBr )k,( | OMe

p OMe
nBuLi N
= 2 =
CHO A
oder
Ph3zPCHBr;
PLN N
34
Z >CN MeMgBr =z Z CN
—_—— +
g 7 O
PN /N\ PN

Schema 3.5 Erfolglose Syntheseansdétze zur Variation des Nitrils.

So konnte weder unter Bedingungen der Wittig-Reaktion ein Umsatz des Aldehyds
beobachtet werden®, noch verlief die Reaktion zum Alkin mit dem Bestmann-Ohira-Reagenz

55,56
=2 In all

oder Dibrommethyltriphenylphosphinbromid erfolgreich (Schema 3.5, oben)
diesen Reaktionen agiert der Aldehyd als Elektrophil, durch den +M-Effekt der konjugierten
Dimethylaminogruppe scheint der elektrophile Charakter aber so abgeschwacht zu sein, dass

keine Reaktion zustande kommt. Ahnliches wurde bei der Umsetzung von 2 mit
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Methylmagnesiumbromid beobachtet (Schema 3.5, unten). Weder das gewilinschte Keton
noch das mogliche Nebenprodukt der Michael-Addition wurden erhalten, wiederum bedingt

durch den schwachen elektrophilen Charakter des Nitrils.

PtBus, NEt;
Pd(OAC),
DMF
_120°C,3d -z
39 %
/N\
35

Schema 3.6 Synthese des Ethylderivats 35.

Letztendlich gelang die Synthese eines Ethylderivats Uber eine Heck-Reaktion (Schema
3.6)57a’b. Uber diese Syntheseroute konnte jedoch keine E/Z-Selektivitit erhalten werden, so

dass das Produkt 35 als Isomerengemisch (1:1) isoliert wurde.

Wiéhrend die Aldehydfunktion von 34 nicht als elektrophile Gruppe agiert, konnte sie tGber
eine Luche-Reduktion erfolgreich in den entsprechenden Alkohol 36 Uberfiihrt werden

(Schema 3.7)2.

O NaBH,, CeCly O KCN, MnO, O

OH MeOH AcOH, MeOH
=z 0°C,05h Z >CHO RT,17 h Z >COO0Me
B — _—
g =0 o
36 34 37

Schema 3.7 Erfolgreiche Syntheseansdtze zur Variation des Nitrils.

Auch die Umsetzung zum Methylester 37 liber eine Corey-Gilman-Ganem-Oxidation verlief
erfolgreich, obwohl diese einen nucleophilen Angriff des Cyanids an das Aldehyd
voraussetzt®. Vermutlich liegt unter den sauren Reaktionsbedingungen das Amin protoniert

vor, wodurch der +M-Effekt wegfillt und sich der elektrophile Charakter des Aldehyds
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erhoht. Dieses Konzept lield sich leider nicht auf die vorherigen erfolglosen Reaktionen

Ubertragen, da diese keine sauren Reaktionsbedingungen tolerieren.

NG 150 c HN.
CN Z = 2 eN _ 24h CN
J O ¢

38 39 40 32 41
Abbildung 3.7 Grundgeriistderivate der Stilbenserie.

Weitere Modifikationen des Grundgeriists konnten ebenfalls tber einfache synthetische
Umsetzungen dargestellt werden (Abbildung 3.7). Durch Hydrierung des Screening Hits 2
konnte Verbindung 38 erhalten werden. Die Verbindungen 39 und 40 wurden Uber die
etablierte Nitril-Aldolreaktion synthetisiert. Verbindung 41 wurde ausgehend von dem
Nitroderivat 32 synthetisiert. In dem neuen Heterozyklus ist der ortho-Substituent des

Edukts kovalent mit der raumlich nahen Doppelbindung verknipft.

3.3.3 SAR der Acrylnitrilderivate

Die Serie der Grundgeristderivate zeigt, wie essentiell das Stilbengerist und das Nitril flr

die Affinitat sind (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8 Affinitdten der Grundgeriistderivate. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green
Verdrdngung nach 30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.
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Jede Verdnderung des Grundgerists resultierte im kompletten Verlust der Affinitat, auch
scheinbar geringfligige Modifikationen, wie das formale Weglassen der Nitrilgruppe im
kommerziell erhiltlichen Dimethylaminostilboen 42 oder die Sattigung der Doppelbindung
(38). Auch die Einfliihrung einer Ethylgruppe anstelle des Nitril in Verbindung 35 flihrten zum
kompletten Affinitatsverlust (Abbildung 5.1, S. 60). Ein dhnliches Bild zeigt die Serie der
Nitrilmodifikationen (Abbildung 3.9).
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DMSO 2
Abbildung 3.9 Affinitéiten der Nitrilderivate. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung nach
30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.

520/495 nm

Um die Unterschiede deutlicher hervorzuheben, sind die Assaydaten der affineren ortho-
Bromderivate abgebildet. Wahrend der Aldehyd 43 nur etwas schwacher affin ist als das
korrespondierende Nitril 29, ist fiir den Alkohol 44 schon ein deutlicher Affinitatsunterschied
sichtbar. Die Einfiihrung der Estergruppe (45) resultiert im kompletten Verlust der Affinitat,
der sich nicht durch das ortho-Brom kompensieren ldsst. Der positive Einfluss des ortho-
Substituenten auf die Affinitdt zeigt sich auch hier wieder beim Vergleich des minimal
affinen Alkohols 36 und des korrespondierenden Bromderivats 44, das in seiner Affinitat

sogar den Screening Hit 2 (bersteigt.

3.3.4 Kombination der Serien

Die ortho-Brom substituierte Verbindung 29 und das N-Methylpiperazinderivat 19 sind die
affinsten Vertreter der jeweiligen Serie. Da die beiden Modifikationen an unterschiedlichen
Regionen des Molekiils vorliegen, wurden diese Strukturmerkmale zu Verbindung 46

kombiniert, die nach der etablierten Route dargestellt werden konnte (Abbildung 3.10).



Ergebnisse 35

~ ~CN
_N_ N N
o () <= ()
N N
| |
46 19

Abbildung 3.10 Aus der Kombination der Serien ergibt sich Verbindung 46.

Die verschiedenen Heterozyklen am unteren Phenylring hatten bereits ein additives
Verhalten bezlglich ihrer Affinitat zur PPARB/6-LBD gezeigt (Abbildung 3.5, S. 27). Fur
Verbindung 46 ergab sich ebenfalls eine Affinitat, welche die der Einzelkomponenten 19 und

29 deutlich Ubertrifft.

0,049
g 0,045 4 Cl Br
s ZCN  #ZCN ZCN
(2]
< 0,041 -
g —o— GSK0660
[=] — 2
’ — 27 [ ]
0,033 . . . . .
0,1 1 10 100 1000 10000 46

Konzentration nM

Abbildung 3.11 Affinitdt der Liganden 2, 27 und 46 in Abhdngigkeit von ihrer Konzentration.
Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung nach 30 min.

Im Affinitatsassay zeigt die logarithmische Auftragung der Inhibitorkonzentration gegen die
Affinitat einen viel friiheren Abfall der Kurve von 46 gegeniiber der von GSK0660 (Abbildung
3.11). Wéahrend die Affinitat aller bisher synthetisierten Verbindungen noch deutlich unter
der von GSKO0660 lag, ist der ICsq von Verbindung 46 mit 27 nM zehnmal kleiner als der von

GSK0660 (>300 nM).
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3.3.5 Modifikationen am Piperazin

Die meisten PPAR-Liganden sind entweder Y-formig wie die Bindetasche selbst oder sehr
langgestreckt wie die Fettsiuren, die an PPAR binden (Abbildung 1.11, S. 17)%.
Ausgangspunkt fiir diese SAR-Serie war die Vermutung, dass durch Ersatz der Methylgruppe
in 46 mit langeren Alkylketten die Affinitdt noch weiter gesteigert werden koénnte. Dieser
Ansatz flhrte bereits fiur einen, in dieser Arbeitsgruppe parallel entwickelten, PPARB/6-

Inhibitor zum Erfolg (Abbildung 3.24, S. 52)%.

Piperazin O O
O NaOtBu cl cl
Cl ¢

PtBu; Pdydba; RCHO
Toluol N NaBH(OAc)3 Z >CN
Z>CN 90 min, 80 °C THF, RT, 2 h
_—
67 % O 15-51 % O
O E/Z-Gemisch
N N
e () »
; J
R
47 48

Schema 3.8 Synthese der Alkylderivate.

Fir die Einfiihrung der verschiedenen Alkylreste bot sich eine reduktive Aminierung von 48
mit dem entsprechenden Aldehyd an, da hier die Variation erst im letzten Syntheseschritt
erfolgt. Das freie Amin 48 kann ausgehend von 47 (iber eine Buchwald-Hartwig-Aminierung
synthetisiert werden, ohne dass zusatzliche Schutzgruppenoperationen fiir das sekundare
Amin nétig wdren. Da im Affinitdatsassay der Unterschied zwischen dem Brom- und
Chlorsubstituenten sehr gering ist, wurde Chlor in ortho-Position gewahlt, um eventuelle
Nebenreaktionen bei der Aminierung zu vermeiden. Eine weitere mogliche Nebenreaktion
ist die E/Z-lsomerisierung durch Palladiumkomplexe, die bei der analog synthetisierten
Verbindung 18 aber nicht beobachtet wurde®’. Bei der Synthese dieser Serie traten in den
NMR-Spektren jedoch weitere Signale auf, die auf ein Isomerengemisch hindeuten. Diese
Isomerisierung ist vermutlich bedingt durch den sterischen Anspruch des ortho-
Substituenten (Kapitel 3.4)%?. Die NMR-Reinheit dieser Verbindungen liegt daher nur

zwischen 75 und 85 %.
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Abbildung 3.12 Affinititen der Alkylderivate. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung
nach 90 min bei 1 uM Ligandkonzentration. Das E/Z-Verhdltnis, bestimmt tiber NMR, ist in Klammern
angegeben.

Referenzverbindung 49 wurde analog zu Verbindung 46 ohne Kreuzkupplungsreaktion
dargestellt und liegt als reines Z-Isomer vor. Ein direkter Vergleich mit den Isomergemischen
ist deshalb nur schwer moglich, wenn die Affinitditen sehr nahe beieinander liegen.
Vergleicht man aber die Alkylserien 50-53 und 54-57, so wird deutlich, dass mit
zunehmender Kettenldnge die Affinitat abnimmt. Die optimale, unverzweigte Kettenlange
liegt demnach zwischen Methyl und Butyl. Hinsichtlich der Entwicklung eines oral
bioverfigbaren Liganden ist die Methylgruppe den anderen Alkylgruppen jedoch
vorzuziehen, da mit groRer werdender Kettenlange auch der cLogP zunimmt, der fir die
Ausgangsverbindung 49 4.06 (+0.39), fiir das Butylderivat 55 aber bereits 5.29 (+0.61)
betrégtss. Die Vorhersage der oralen Bioverfligbarkeit eines Liganden ist auch heute noch
eine groBe Herausforderung, dennoch haben sich Richtlinien wie Lipinski’s rule of five
etabliert, deren Einhaltung die Erfolgschancen erhdhen®. Zudem findet sich in vielen
Arzneistoffen das Strukturelement des Methylpiperazins, nicht jedoch die entsprechenden
Homologen wie Ethyl- oder Propylpiperazin. Ein mdglicher Affinitatsgewinn durch eine
langere Alkylkette wirde daher vermutlich mit schlechteren pharmakokinetische

Eigenschaften einhergehen.
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3.4 Strukturelle Rigiditat der Acrylnitrilstilbene

Bei jeder der synthetisierten Verbindungen war im *H-NMR-Spektrum ein unterschiedlich
stark ausgepragter zusatzlicher Signalsatz zu beobachten. Auch fiir Verbindung 2 ergaben die
Methylprotonen mehr als das eine zu erwartende Signal. Uber ein H,**C-gekoppeltes COSY-
NMR konnten diese zusatzlichen Signale jedoch eindeutig den magnetisch dquivalenten
Methylkohlenstoffen zugeordnet und somit ein Isomerengemisch ausgeschlossen werden

(Abbildung 3.13, VergroRerung A).
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Abbildung 3.13 Temperaturabhdngigkeit und Zuordnung der *H-NMR-Signale von Verbindung 2. A:
Vergréferung des entsprechenden 'H-NMR-Spektrums im 'H,C-COSY-NMR-Spektrum B—E:
Vergréferungen des *H-NMR-Spektrums.
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Um zu Uberprifen, ob es sich um Rotamersignale handelt, wurden NMR-
Temperaturmessungen  durchgefihrt. Rotamersignale  entstehen, wenn  eine
innermolekulare  energetische Barriere die Rotation um eine oder mehrere
Einfachbindungen erschwert, weshalb die betroffenen Protonen mehr als ein NMR-Signal
aufweisen koénnen. Die Barrieren, die meist aus sterischer Hinderung resultieren, kénnen
durch den Energieeintrag bei Temperaturmessungen schneller Gberwunden werden,
wodurch sich die NMR-Resonanzen auf der NMR-Zeitskala nicht mehr getrennt beobachten
lassen. In den Temperaturmessungen zu Verbindung 2 wurden die Signale bei erhdhter
Temperatur jedoch starker (Abbildung 3.13, VergroRerung B-D). Auffallig ist die ausgepragte
Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebung des Acrylnitrilprotonsignals, dass
sich mit steigender Temperatur viel starker ins Hochfeld verschiebt als alle anderen Signale
(Abbildung 3.13, VergroRerung E). Vergleicht man die Reihe der ortho-Halogenverbindungen
miteinander, so zeigt sich eine &hnliche Hochfeldverschiebung mit ansteigender

HalogengroRRe (Abbildung 3.14)
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Abbildung 3.14 NMR-Verschiebungen des Acrylnitrilprotons.

Diese Hochfeldverschiebung verhalt sich, bis auf das Fluorderivat, linear zum Van der Waals
Radius der Halogene. Aus Kleinmolekilkristallstrukturen ist bekannt, dass Verbindung 2
(Cambridge Structural Database Code: YISKAM) planar vorliegt, wahrend beim ortho-
Bromderivat 29 (Cambridge Structural Database Code: BCSTIL) der bromierte Phenylring aus
der Molekiilebene gedreht ist. Zusammengenommen lassen diese Daten auf eine hohe
Stabilisierungsenergie des Michael-Systems schlieBen, welche am hdchsten ist, wenn das

Molekil planar vorliegt. Durch den Energieeintrag der Temperaturmessungen oder durch
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ortho-Substituenten wird der obere Phenylring aus der Ebene in eine sterisch, aber unter
Einbezug der elektronischen Konjugation nicht energetisch glinstigere Position gebracht.
Wendet man das Ringstrom-Modell auf diese Strukturen an, so erfahrt das Acrylnitrilproton
bei planarer Anordnung einen entschirmenden Effekt durch den oberen Phenylring. Wird
dieser jedoch aus der Ebene gedreht, so wirkt zunehmend ein abschirmender Effekt auf das
Proton, wodurch sich die starke Hochfeldverschiebung erkliren lisst*®. Im Einklang mit
dieser Theorie zeigt das Acrylnitrilproton der zweifach ortho-chlorierten Verbindung mit
6.93 ppm auch die starkste Hochfeldverschiebung aller dargestellten Verbindungen, da hier

die groRte sterische Hinderung vorliegt.

Vor diesem Hintergrund deutet der ausgepragte Affinitdtsbeitrag der ortho-Substituenten
auf einen nicht planaren Bindungsmodus dieser Liganden hin. Da die substituierten
Verbindungen von vornherein verdreht vorliegen geht weniger Bindungsenergie verloren,
um den Liganden in die optimale Bindungskonformation zu bringen als bei den nicht
substituierten planaren Verbindungen. Allerdings zeigt sich diese Korrelation nur fir
Halogensubstituenten, andere Substituenten erzeugen zwar auch eine Verdrehung, weisen

aber keinen derartig ausgepragten Affinitatsbeitrag auf.

3.5 Evaluation des optimierten Liganden

Da Verbindung 46 sich als die beste aus der gesamten SAR erwiesen hat, wurde sie in

weiterflihrenden Assays eingehender untersucht.

3.5.1 Aktivitit und Selektivitit

PPAR-Green ist ein Pan-PPAR-Agonist, wodurch die Verdrangung dieses Liganden fiir jeden

PPAR-Subtyp vermessen und so die Selektivitdt bestimmt werden kann.
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Abbildung 3.15 Affinitdt von 46 fiir PPARa, PPARB/S und PPARy jeweils im Vergleich mit einem fiir
den Subtyp selektiven Agonisten. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung nach 30 min bei
1 uM Ligandkonzentration.

Flir 46 ergibt sich in diesem Assay eine sehr gute Subtypselektivitat (Abbildung 3.15), die
Interaktion mit den anderen Subtypen ist nur minimal. Um andere Interaktionen
auszuschlieBen, wurde Verbindung 46 im Zellassay vermessen. Bei diesem Assay wird mittels
Real-Time-quantitative PCR (RT-qPCR) die Expression von ANGPTL4, einem endogenen
Zielgen von PPARPB/S, verfolgt, um so dessen Aktivitat quantifizieren zu kénnen (Abbildung

3.16)%.
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Abbildung 3.16 Einfluss von 46 auf die relative Expression von ANGPTL4 in Makrophagen aus
PPARB/6-Wildtyp-Mdusen (wt) und PPARB/5-ko-Mdusen (ko) nach 6 h bei einer Ligandkonzentration
von 1 uM. Der PPARB/5-Agonist L165,041 wurde in einer Konzentration von 500 nM eingesetzt.

Die fur diesen Assay eingesetzten Zellen stammen von PPARB/&-wildtyp-Mausen bzw.

PPARB/&-ko-Mausen. Wahrend in den Wildtyp-Zellen ein deutlicher Effekt fir 46 auftritt, ist
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in den ko-Zellen keine signifikante Verringerung der ANGPTL4-Expression zu beobachten.
Zudem wurde der Effekt des selektiven PPARB/&-Agonisten L165,041 durch 46 aufgehoben.
Beide Experimente bestadtigen damit den zelluldren Signalweg Gber PPARB/S. Verfolgt man
die relative Expression in Abhangigkeit von der Ligandkonzentration so zeigt sich, dass 46
nicht nur in der Affinitat zur PPARB/6-LBD, sondern auch in seinem inhibitorischen Potential
GSK0660 Uberlegen ist (Abbildung 3.17). Fiir 46 ergibt sich ein ICso von 9.5 nM, der somit den
Wert von GSKO660 mit 48 nM um ein fuinffaches Gbertrifft.
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Abbildung 3.17 Relative Expression von ANGPTL4 in Abhdngigkeit von der Ligandkonzentration in
Mausmyoblasten. Die RNA wurde mittels RT-qPCR nach 24 h ermittelt.

In diesem Assay zeigt sich zudem deutlich, dass die Affinitat zur PPARB/6-LBD nicht mit der
Inhibition im Zellassay korreliert. Der 1Cso-Wert von 27 ist mit 52 nM fast genauso gut wie
der von GSK0660, obwohl die PPARB/&6-Affinitat dieser Verbindung kleiner ist als die der
Referenzverbindung (Abbildung 3.6). Auch der Effekt des Halogens offenbart sich erst im
Zellassay: Wahrend sich im Affinitatsassay das Chlor- und Bromderivat 27 und 29 kaum
unterscheiden (Abbildung 3.6, S. 28) ist der ICso-Wert von 46 aus dem Zellassay um ein

2.5-faches niedriger als der seines entsprechenden Chlorderivats 49 (Abbildung 5.2, S. 60).
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3.5.2 Angiopiotin-like 4

Angiopiotin-like 4 (ANGPTL4) ist eines der am besten untersuchten PPARPB/&-Zielgene,
weshalb es gut geeignet ist, um die PPARB/&-Aktivitat in zelluldaren Systemen zu verfolgen.
Nach der Sekretion wird ANGPTL4 in N-terminale (hAANGPTL4) und C-terminale (cCANGPTL4)
Fragmente gespalten, die im Blutkreislauf zirkulieren und hauptsachlich Funktionen in der
Energiehombostase und Entziindung wahrnehmen®. In Zusammenarbeit mit mehreren
Arbeitsgruppen hat die Gruppe um Prof. Dr. R. Miller (IMT Marburg) die Rolle von
cANGPTL4 bei der Metastasierung niher untersucht®. Dabei wurde die relative Invasion
einer Brustkrebszelllinie in einer drei-dimensionalen Matrigel Matrix verfolgt (Abbildung

3.18).
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Abbildung 3.18 Aufhebung des inhibitorischen Effekts von ST-247 (links) und 46 auf die relative
Zellinvasion durch cANGPTL4 (cA4).

Die relative Invasion war dabei signifikant erhoht wenn cANGPTL4 vorlag. Die inversen
PPARB/&-Agonisten 46 und ST-247, das parallel in dieser Arbeitsgruppe entwickelt wurde,
waren in der Lage, die Zellinvasion zu reduzieren®. Dieser Effekt konnte durch Zugabe von
cANGPTL4 wiederum aufgehoben werden. ANGPTL4 und somit auch PPARB/6 scheinen
demnach eine essentielle Aufgabe bei der Krebszellinvasion zu haben. Weiterhin zeigen
diese Ergebnisse, dass die strukturell unterschiedlichen inversen Agonisten in der Lage sind

selektiv PPARB/6 und darauf folgende Signalkaskaden zu inhibieren.
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3.5.3 Bioverfiigbarkeit

Die Bioverfluigbarkeitsstudien an Mausen fir Verbindung 27 und 46 wurden von der Firma

Cerep (Redmond, USA) durchgefihrt.
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Abbildung 3.19 Bioverfiigbarbeit in Mdusen fiir Verbindung 27 (links) und Verbindung 46 (rechts),
jeweils mit intravenéser Verabreichung und oraler Verabreichung. Ein weiterer Datenpunkt bei 1440
min st nicht in den Diagrammen dargestellt, da nach dieser Zeit bei keiner Messung mehr Ligand
vorlag. Die Messungen wurden von Cerep (Redmond, USA) durchgefiihrt.

Die Plasmakonzentration fiir Verbindung 27 bei oraler Verabreichung war so gering, dass
sich keine Bioverfligbarkeit berechnen lie (Abbildung 3.19, links). Mit einer Clearance von
176 mL-min"-kg™ sinkt die Plasmakonzentration auch bei intravendser Verabreichung sehr
schnell. Fir Verbindung 46 betragt die Clearance 121 mL-min-kg™?, wodurch die
Plasmakonzentration bei intravendser Verabreichung deutlich hoéher ist als bei 27 (Abbildung
3.19, rechts). Bei oraler Verabreichung wurde eine Bioverfligbarkeit von 72 % mit einer
Halbwertszeit von 634 min erreicht. Die Plasmakonzentration liegt wahrend dieses
Zeitraums deutlich Gber der mittleren inhibitorischen Konzentration aus dem Zellassay von
9.5 nM, so dass eine maximale biologische Aktivitat gewahrleistet sein sollte. Verbindung 46
ist damit der erste selektive inverse Agonist fir PPARB/S, der sich fiir eine Anwendung im

Mausmodell eignet.
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3.5.4 Etablierung der Bioverfiigbarkeitsstudien

Neben Verbindung 27 und 46 wurde auch eine Bioverfligbarkeitsstudie fiir ST-247 von Cerep
angefertigt. Diese ergab dass 30 min nach der intravendsen Gabe kein Ligand mehr im
Plasma vorlag und auch zu keinem Zeitpunkt bei oraler Verabreichung. Auf Grundlage von
ST-247 wurden in unserem Arbeitskreis neue Liganden entwickelt und synthetisiert, mit dem
Ziel die Bioverfigbarkeit zu verbessern (Abbildung 3.20)%’. Dazu wurde in Zusammenarbeit
mit PD Dr. Nockher vom Universitatsklinikum Marburg ein Protokoll zur Anfertigung von
Bioverfligbarkeitsstudien mittels HPLC/MS etabliert. Am IMT wurden vier der auf ST-247
basierenden Liganden Mausen verabreicht, um einen ersten Anhaltspunkt fir die
Bioverfligbarkeit zu erhalten. Da jeder Datenpunkt dreifach repliziert werden muss, wurden
nur zu einem Zeitpunkt Blutproben entnommen: Bei intravendser Verabreichung (IV) nach
15 min, bei oraler Gabe (PO) nach 45 min. Die Empfindlichkeit der Methode zur Bestimmung
der Plasmakonzentration war dabei sehr stark abhdngig von dem zu quantifizierenden

Liganden.

H S H S
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DL=103.6 nM R2=0.985 DL=2.1 nM R?=0.963
IV=0 nM IV=1337.9 + 162.0 nM
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Abbildung 3.20 Von ST-247 abgeleitete Verbindung, die auf ihre Bioverfiigbarkeit getestet wurden.
Die Plasmakonzentrationen wurden nach 15 min (IV) oder 45 min (PO) bestimmt. DL: unteres
Detektionslimit, IV: intravends, PO: peroral.
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Obwohl die lonisierungsparameter fiir jeden Liganden optimiert wurden, konnte bei PT-S271
keine lineare Korrelation zwischen der Konzentration und der AUC (Area under curve)
erreicht werden. Fir die anderen Verbindungen liegt der R>-Wert fiir diese Korrelation
zwischen 0.998 und 0.963. Das untere Detektionslimit (DL) lag fiir PT-S141 nur bei 103.6 nM,
fur die anderen Verbindungen konnte aber eine Detektionsgrenze von 2.1 bzw. 0.4 nM
erreicht werden. Die strukturelle Ahnlichkeit der Verbindungen legt nahe, dass die
nPentylkette des Ethers von PT-S271 und PT-S141 eine massenspektrometrische

Quantifizierung beeintrachtigt.

Fiir PT-S141 konnte in keiner Probe Ligand nachgewiesen werden, was bedeutet, dass auch
bei intravendser Gabe die Konzentration unter 100 nM liegt. Ebenfalls niedrig, aber
qguantifizierbar, waren die Werte fur PT-S272, die sich mit 7.0 (IV) bzw. 0.9 nM (PO) im
Bereich der Werte von ST-247 befinden. Einzig fiir PT-S264 konnten mit 1337.9 (IV) bzw. 37.8
nM (PO) hohere Konzentrationen nachgewiesen werden. Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass bei den von Cerep angefertigten Studien eine Dosis von 5 mg/kg bei oraler
Verabreichung verwendet wurde, bei den vor Ort angefertigten Studien hingegen 25 mg/kg.
Obwohl die Konzentration nur an einem Zeitpunkt bestimmt wurde, deuten die erreichten
Plasmakonzentrationen aufgrund der hohen Dosis auf eine unzureichende Bioverfligbarkeit

dieser Liganden hin.

3.6 Versuche zur Aufklirung des Bindungsmodus

Die GroRe der PPAR-Bindetasche und deren Flexibilitat erlaubt selbst gebundenen Liganden
verschiedene Konformationen anzunehmen (Abbildung 1.11, S. 17). Die Ergebnisse der SAR-
Studie lassen daher nur wenige Aussagen Uber den Bindungsmodus zu, einzig ein kovalenter
Bindungsmodus kann als unwahrscheinlich erachtet werden. Nitrile sind in kovalenten
Inhibitoren oftmals die fir den Aufbau der kovalenten Verknipfung zum Protein
verantwortliche Gruppe. Um einen nucleophilen Angriff des Proteins zu ermoglichen, muss
das Nitril allerdings zusatzlich noch aktiviert sein, da die Elektrophilie des Nitrils alleine nicht
ausreicht®®. Dies kann z. B. Uber weitere elektronenziehende Gruppen im Liganden

geschehen. In den hier dargestellten Liganden ist durch den +M-Effekt des konjugierten
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Stickstoffs der elektrophile Charakter des Nitrils aber dermaBen verringert, dass ein
nucleophiler Angriff Gberhaupt erst moglich ist, wenn das Amin protoniert vorliegt (Kapitel
3.3.2, S. 29). Zudem sollte bei einem kovalenten Bindungsmodus die Einflihrung von
weiteren Gruppen mit -I-Effekt den Aufbau einer kovalenten Bindung beglinstigen, in der
SAR-Studie hatten die Einfihrung solcher Gruppen aber einen negativen Effekt auf die

Affinitat.

Eine Antwort auf die Frage nach dem Bindungsmodus kann letztendlich eine
Rontgenkristallstruktur geben. Vor diesen Hintergrund mussten zunachst ausreichende

Mengen an reinem Protein exprimiert werden.

3.6.1 Proteinexpression und Aufreinigung

In der Arbeitsgruppe um Herrn Professor Miller am IMT war bereits ein Protokoll etabliert,
um die PPARB/6-Bindetasche zu exprimieren und aufzureinigen. Das verwendete Konstrukt
beinhaltet jedoch ein nicht abspaltbares Glutathion-S-Transferase-Tag, das sich nur bedingt
zur Proteinkristallisation eignet, da aufgrund der GroRRe des Tags von 220 AS die Bildung von
Kristallen erschwert werden kénnte. Ein neues Konstrukt mit einem Polyhistidin-Tag (His-
Tag, 6 AS), von dem bereits eine Rontgenkristallstruktur mit einem Agonisten erhalten
werden konnte, wurde freundlicherweise von Proteros bereitgestelltsg. Das Expressions-
protokoll konnte im Zuge dieser Arbeit reproduziert werden, um so genug Protein fir
Kristallisationexperimente zu erhalten. Parallel zu den Kristallisationsversuchen wurde

zudem eine weitere Methode verfolgt, um die Bindungsposition des Liganden zu ermitteln.

3.6.2 Photoaffinititsmarkierung

Die Photoaffinitatsmarkierung ist eine Methode, bei der eine kovalente Bindung zwischen
einem Biomolekiil und einem Liganden aufgebaut wird. Der so erhaltene Komplex kann dann
chromatographisch aufgereinigt und spektroskopisch untersucht werden, um die
enthaltenen Komponenten zu identifizieren®®. Das namensgebende Element ist eine im

Ligand enthaltene funktionelle Gruppe, der Photor, die bei Lichteinwirkung eine reaktive
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Spezies erzeugt, welche mit dem direkt umliegenden Protein abreagiert und so eine
kovalente Bindung aufbaut. Zudem enthélt der Ligand noch einen Marker, der es erlaubt,
das markierte Biomolekill von nichtmarkiertem zu unterscheiden. Als Photophore kénnen
Azide, Diazirine oder Benzophenone eingesetzt werden, die nach Bestrahlung bei einer
bestimmten Wellenldnge ein reaktives Nitren, Carben oder Radikal erzeugen (Abbildung
3.21). Als Marker dienen Chromophore, die eine Detektion iber HPLC ermdglichen, oder
Gruppen bzw. Atome, die Uber ihr spezifisches Isotopenmuster eine Zuordnung in der

Massenspektrometrie erlauben.

Enzym

Verdau F

0]

Abbildung 3.21 Schematische Darstellung der Photoaffinitédtsmarkierung. Der Ligand bindet an das
Protein und der Photophor wird anschliefend aktiviert, um die kovalente Bindung zum Protein
aufzubauen. Danach kann ein enzymatischer Verdau des Proteins folgen.

Mithilfe der Photoaffinitdtsmarkierung ist es moglich unbekannte Zielproteine des Liganden
zu identifizieren und den ungefdahren Bindungsort zu lokalisieren. Dazu wird das markierte
Protein einem enzymatischen Verdau unterworfen und anschlieRend aus den Massen der
Fragmente die urspriingliche Proteinsequenz errechnet. Durch weitere Fragmentierung des
markierten Fragments kann zudem die Aminosdure bestimmt werden, an die der Ligand
gebunden ist. Da das Zielprotein in dieser Arbeit bekannt ist, lag der Fokus nur auf der

Lokalisierung des Bindungsortes.
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3.6.2.1 Design des Photodffinitdtsliganden

Unabhédngig von der Wahl des Markers oder der photoreaktiven Gruppe ist es essentiell,
dass die Affinitdt des Liganden durch die Einflihrung dieser Funktionen nicht zu stark
beeintrachtigt wird. Eine auffallige Eigenschaft der Acrylnitrile ist die starke gelbe Farbe, die
aus dem Push-Pull-System zwischen dem Nitril und dem konjugierten Amin resultiert. Diese
Konjugation ist auch verantwortlich fiir eine ausgepragte Fluoreszenz dieser Liganden, die
bei ~380 nm absorbieren und bei ~“460 nm wieder emittieren. Da Proteine bei dieser
Wellenldnge nicht Absorbieren kann diese spezifische Fluoreszenz als Marker zur
Fragmentidentifizierung genutzt werden und erlaubt gleichzeitig eine Modifikation des
Heterozyklus, da diese das Absorptionsmaxima nicht verschiebt, solange das Push-Pull-

System erhalten bleibt.

Ausgangspunkt flir den Photoaffinitatsliganden ist Verbindung 46. Das Isotopenmuster des
Broms kann neben der Fluoreszenz als zusatzliches Identifikationsmerkmal dienen. Die
Alkylserie dieser Verbindung hat zudem gezeigt, dass Modifikationen am unteren Stickstoff
der Piperidins erst ab einer bestimmten GroRe die Affinitdt reduzieren, womit sich diese
Position gut eignet, um den Photophor zu implementieren (Abbildung 3.12, S. 37). Als
photoreaktive Gruppe wurde die Diazirinfunktion gewahlt, da sie im Vergleich zu anderen

Photophoren eine gute Markierungseffizienz aufweist’’.
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Schema 3.9 Synthese des Photoaffinitditsliganden 61.

Die Synthese erfolgte aus Verbindung 58, welche nach der etablierten Methode als E/Z-
Gemisch im Verhéltnis 1:5 erhalten wurde (Schema 3.9). Oxidation mit Dess-Martin

Periodinan (DMP) ergab das entsprechende Keton 59, welches mit Hydroxylamin-O-
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Sulfonsdure zum Diaziridin 60 umgesetzt wurde’*. Die anschlieRende Oxidation mit lod ergab
den fertigen Liganden 61, der durch die lod induzierte Isomerisierung der Doppelbindung als

reines Z-lsomer erhalten wurde.
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Abbildung 3.22 Affinitdten der Photodffinititsserie. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green
Verdréngung nach 30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.

Obwohl bei den einzelnen synthetischen Zwischenstufen der Syntheseroute die Affinitat
abnimmt, besitzt der Ligand 61 immer noch eine Affinitdt, die deutlich Uber der des
Screening Hits 2 liegt und somit eine Bindung des Liganden an das Protein gewdhrleisten

sollte (Abbildung 3.22).

3.6.2.2 Markierungsversuche

Diazirine bendétigen standardmaBig Bestrahlungszeiten von unter 30 min, oft ist schon nach
15 min kein Edukt mehr zu finden’2. Da das Acrylnitril aber ebenfalls bei 366 nm absorbiert,
ist zu erwarten, dass eine langere Bestrahlungszeit notwendig ist. Photophore wie das Azid
werden bei <300 nm aktiviert und bendétigen, verglichen mit dem Diazirin, ebenfalls langere
Bestrahlungszeiten, da in diesem Wellenldngenbereich auch Proteine absorbieren. Ein
Schaden am Protein, wie er bei Aktivierung von Aziden auftreten kann, ist bei 366 nm aber

nicht zu erwarten.
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Schema 3.10 Aktivierung des Photodffinitéitsliganden in Wasser.

In einem Vorversuch ohne Protein wurde der Ligand zwischen 30 und 120 min bei 366 nm
bestrahlt. Die massenspektrometrische Analyse zeigt, dass selbst nach zwei Stunden ein
grofRer Teil des Liganden nicht umgesetzt wurde. Nur ein kleiner Teil des gebildeten Carbens
reagiert intermolekular mit dem Losungsmittel zu 58, der groBte Teil bildet iber einen
innermolekularen H-Shift Verbindung 62. Das Carben scheint sich demnach nur sehr langsam
zu bilden und dariber hinaus sehr instabil zu sein, was eine schlechte Vorrausetzung fiir die
Markierung ist, da die Reaktion mit dem umgebenden Protein gegeniber der
innermolekularen Umlagerung bevorzugt sein sollte. Bei vielen Photoaffinitatsliganden sind
die a-Protonen des Diazirinzyklus gegen Fluor ausgetauscht um einen H-Shift zu vermeiden,
was in Verbindung 61 nur unter groflem synthetischem Aufwand maoglich wire”?. Dabei ist
aber auch anzumerken, dass die Effizienz der Photoaffinitdtsmarkierung selten 10 %
iberschreitet und es erfolgreiche Anwendungen nicht-fluorierter Alkyldiazirine gibt’®. Beim
Versuch mit Protein konnte jedoch trotz langer Bestrahlungszeit (5 h) und zehnfachem
Uberschuss des Liganden kein markiertes Protein im Massenspektrum identifiziert werden.
Versuche zum enzymatischen Verdau des Proteins wurden daraufhin nicht mehr

durchgefihrt.

3.6.3 Proteinkristallisation

Mit dem verwendeten Proteinkonstrukt wurden bereits Rontgenkristallstrukturen erhalten,
da diese aber einen Agonisten gebunden haben, eignen sich die dafiir verwendeten

Kristallisationsbedingungen nur bedingt als Ausgangspunkt zur Kristallisation der inversen
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Agonisteneg. In Abbildung 1.10 (S. 14) ist der grofRe strukturelle Unterschied fiir Agonisten
und inverse Agonisten an PPARy aufgezeigt, flir PPARB/S sind noch keine Strukturen mit
gebundenem Inhibitor publiziert. Additiva wie nHeptyl-B-D-Glucopyranosid, die zur
Stabilisierung den Kristallisationsbedingungen zugesetzt werden und sich in vielen PPARB/6-
Strukturen finden, sind fiir inverse Agonisten nicht geeignet, da sie mit der H12 der AF-2

wechselwirken (Abbildung 3.23).

Abbildung 3.23 Uberlagerung einer mit gebundenem Inhibitor (1KKQ) und einer
PPAR/6-Struktur mit gebundenem Agonisten (3GZ9). nHeptyl-f3-D-Glucopyranosid wechselwirkt mit
dem Protein und der H12 der Agonistenstruktur, kann aber nicht die H12 der Inhibitorstruktur
stabilisieren und wiirde mit dem Corepressor (SMRT) der Inhibitorstruktur kollidieren.

Um einen Startpunkt fir die Kristallisation zu finden, wurde ein Roboter-gestiitzter
Kristallisationsscreen am MARXTAL-Labor in Marburg durchgefiihrt. Im Rahmen diese
Screens wurde nicht nur versucht Verbindung 46 zu kristallisieren, sondern auch den

Antagonisten PT-S58 (Abbildung 3.24).

H H
S~~~ N OMe N OMe
\©:o\ "0 COOMe >‘/ \©:O\ "0 COOMe
.87 -8
ST-247 PT-S58

Abbildung 3.24 Struktur des inversen Agonisten ST-247 und des Antagonisten PT-S58.

Die Struktur dieses Antagonisten ist von besonderem Interesse, da das strukturell sehr

dhnliche ST-247 ein inverser Agonist ist, obwohl es sich nur in der Alkylkette unterscheidet’”.
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In dem Kristallisationsscreen wurden 46 und PT-S58 gegen 1248 verschiedene
Kristallisationspufferlosungen getestet. Fir Verbindung 46 ergaben sich dabei leider bei
keiner der getesteten Bedingung Proteinkristalle, fiir PT-S58 hingegen fanden sich neun

Bedingungen, bei denen Kristalle entstanden waren (Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25 Erfolgreiche Bedingung des Kristallisationsscreens fiir PT-S58 nach zehn Tagen.
Bedingungen: 0.1 M NaOAc; 0.9 M NaH,PO3; 0.9 M KH,PO3; pH 8.00.

Ein Anfarbtest ergab, dass es sich dabei um Proteinkristalle handelte, allerdings waren sie zu
klein, um aussagekraftige Streubilder zu generieren. Die Reproduktion der Kristalle ohne
Roboter gelang nicht. Alle neun Bedingungen enthielten Dihydrogenphosphat in
verschiedenen Konzentrationen (1.5-2.0 M), weshalb manuell angefertigte Screenings der
Dihydrogenphosphatkonzentration angefertigt wurden. Jedoch konnte hier auch mit

Animpfen der Originalkristalle kein Kristallwachstum beobachtet werden.

Da es sich bei PT-S58 um einen Antagonisten handelt, kann die H12 eine andere
Konformation annehmen als bei inversen Agonisten. Kristallstrukturen von PPARy im
Komplex mit RXRa haben gezeigt, dass es keinen signifikanten Einfluss auf die
Proteinstruktur hat, ob ein Agonist (Rosiglitazon) oder ein Antagonist (GW9662) gebunden
ist’>. Beide Strukturen enthalten ein Coactivatorsegment und die H12 der AF-2 befindet sich
dementsprechend am Protein angeordnet. Daher wurde fiir PT-S58 ein weiterer Screen mit
nHeptyl-B-D-Glucopyranosid durchgefiihrt. Bei drei Bedingungen, welche dieselben Salze
enthielten, wurden ahnliche Kristalle erhalten wie beim vorherigen Screen. Auch hier gelang
es leider nicht, die Bedingungen zum Kristallwachstum manuell zu replizieren, so dass im
Endeffekt fir keinen Liganden Kristalle erhalten werden konnten, die Aufschluss Gber den

Bindungsmodus geben kdnnten.
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3.6.4 Problemsuche

Sowoh!l bei der Photoaffinitdtsmarkierung als auch bei der Proteinkristallisation ist es
essentiell, dass das Protein richtig gefaltet ist, damit der Ligand binden kann. Mittels
Dynamic Light Scattering (DLS) kann von einer Losung bzw. Suspension die PartikelgroRe
Uber die Streuung des Lichts ermittel werden. Diese Methode kann angewendet werden, um

zu Uberpriifen, ob sich Proteinaggregate gebildet haben.

Time (s)

100nm lum 0.1mm Oﬁnm 1nm 100nm 0.1mm
Radius (nm) Radius (nm)

Abbildung 3.26 DLS-Spektren des frisch exprimierten Proteins mit 0.5 mg/mL (links) und nach dem
Aufkonzentrieren auf 2 mg/mL (rechts).

Bei der Anwendung von DLS in unserer Arbeitsgruppe hatte sich bereits gezeigt, dass aktives
und kristallisierendes Protein keine einheitliche GréRenverteilung ergeben muss, sondern
auch Spektren mit uneinheitlicher GroRRenverteilung wie in Abbildung 3.26 (links) ergeben
kann’®. Beim Aufkonzentrieren des PPARB/6-Konstrukts von 0.5 auf 2 mg/mL vergroRerte
sich der Radius der Partikel jedoch von unter 10 nm auf Gber 100 nm, was ein starkes Indiz
flr Proteinaggregation ist (Abbildung 3.26). Schockgefrorene und wieder aufgetaute Proben
vorheriger Proteinchargen zeigten eine ahnliche GroRenverteilung. Solche Aggregate kbnnen
oft durch Zentrifugation wieder abgetrennt werden. Mit dem vorhandenen Protein zeigte
sich aber selbst nach zwei Stunden bei 13000 rpm keine signifikante Verbesserung der
GroRenverteilung im DLS-Spektrum. Diese Aggregation scheint einer der Hauptgriinde zu
sein, warum die Experimente zur Aufklarung des Bindungsmodus nicht zum Erfolg flhrten,

da sehr wahrscheinlich nicht ausreichend Protein in der richtigen Tertidrstruktur vorliegt.
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4 Zusammenfassung

Ausgehend von einem Screening mit zehn Hits wurde eine neue Grundstruktur fir inverse
PPARB/6-Agonisten identifiziert. Anhand einer auf diesem Grundgerist basierenden
systematischen Struktur-Aktivitats-Studie mit tiber 80 synthetisierten Verbindungen wurden
mehrere funktionelle Merkmale identifiziert, die entscheidend fir die PPARB/S-Affinitat
sind. Durch Kombination dieser Merkmale wurde ein neuer, selektiver und mit einem [Csg
von 9.5 nM hochaktiver, inverser Agonist fiir PPARB/& entwickelt (46). Dieser Ligand stellt
zudem mit seiner oralen Bioverfligbarkeit in der Maus von 72 % und einer Halbwertszeit von
10 h den ersten literaturbekannten inversen Agonisten fiir PPARB/& dar, der fur eine

Anwendung im Tiermodell geeignet ist.

Dariber hinaus wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt, um Informationen liber den
Bindungsmodus dieses Liganden zu erhalten, die Proteinkristallisation und die
Photoaffinitdatsmarkierung. Zu diesem Zweck wurden ausreichende Mengen an Protein
exprimiert und aufgereinigt, so dass mehrere Kristallisationsscreens durchgefiihrt werden
konnten. Zeitgleich wurde ein Photoaffinitdtsligand entwickelt und synthetisiert, um mithilfe
der Photoaffinitaitsmarkierung die ungefahre Bindungsposition des Liganden zu
identifizieren. Da das verwendete Protein jedoch sehr schnell aggregierte, konnte mit

keinem dieser Ansdtze eine Information tiber den Bindungsmodus erhalten werden.
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4.1 Ausblick

Ein moglicher Ansatzpunkt zur Erhéhung der Proteinstabilitat ist die Abspaltung des im
Konstrukt enthaltenen His-Tags, um so die Ldnge der Proteinsequenz zu verkirzen. Inwiefern
sich dies auf die Aggregation auswirkt, ist nur schwer vorherzusagen, es sollte aber
zumindest forderlich fiir die Kristallisationsfahigkeit des Proteins sein. Dazu kénnte nach

dem His-Tag eine Thrombin-Schnittstelle eingefligt werden (Abbildung 4.1).

165 170
GRFERAEES C/NPQVADL...

RYHNENVADL...

Abbildung 4.1 Geplante Modifikation des Proteinkonstrukts. Nach dem His-Tag soll eine Thrombin-
Schnittstelle eingefiigt werden und das Protein gleichzeitig um fiinf AS verkiirzt werden.

Das verwendete Konstrukt enthalt die PPARB/6-Sequenz von AS 165-441, ein groRer Teil der
PPARB/6-Strukturen in der PDB startet aber erst bei AS 170 oder 171. Im Zuge der Mutation
bietet es sich daher an, nur eine AS einzufiigen und finf AS zu mutieren, um so die 6 AS
lange Thrombin-Schnittstelle aufzubauen und die Proteinsequenz gleichzeitig zu verkiirzen.
In den ersten PCRs wurde versucht diese Variationen in einem Schritt vorzunehmen, was
jedoch nicht gelang. Die Variationen wurden danach in drei Schritte unterteilt: zuerst die
Insertion (L), dann die Mutation der ersten drei AS (QJN->VPR) und am Ende die Mutation
der letzten beiden AS (PQ->GS). Die Insertion konnte mit dem Standardprotokoll des
verwendeten PCR-Kits erfolgreich durchgefiihrt werden, die erste Mutation jedoch nicht. Mit
einer erhohten Zyklenzahl im PCR-Protokoll gelang schliefllich auch die erste Mutation,
allerdings wurde das Konstrukt auch an unerwiinschten Positionen modifiziert. Um die
komplette Thrombin-Schnittstelle aufzubauen bedarf daher es noch der Optimierung des

PCR-Protokolls.

Bei der Proteinkristallisation von inversen Agonisten sind Additiva wie nHeptyl-B-D-
Glucopyranosid nicht forderlich (Kapitel 3.6.3). Um das Protein zu stabilisieren, kdbnnen aber
kurze Correpressorsequenzen zugegeben werden, die an PPAR binden und deren
Rekrutierung durch inverse Agonisten erhoht werden sollte. Die in 1KKQ (Abbildung 1.10, S.
14) verwendete Sequenz des Correpressors SMRT (silencing mediator for retinoid or thyroid-

hormone receptors) ist 23 AS lang und sollte an alle PPAR-Subtypen gleich gut binden. In
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Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Steinmetzer (Marburg) wurde versucht,
diese Sequenz mithilfe eines Peptidsyntheseroboters darzustellen, was bisher jedoch nicht

gelang.

Neben der Proteinaggregation ist die Instabilitdt und langsame Entstehung des Carbens des
Photoaffinitatsliganden 61 eine weitere Problematik bei der Photoaffinitatsmarkierung. Die
Verwendung eines Azids anstelle des Diaziridins wie in Abbildung 4.2 hatte den Vorteil, dass
die Absorptionswellenlange des Photophors sich nicht mehr mit der des Liganden
Uberschneidet, allerdings ldage auch hier immer noch ein a-Proton zum Nitren vor, was
synthetisch nur sehr schwer gegen Fluor auszutauschen ware. Die 3-Phenyl-3-
(trifluormethyl)diaziringruppe (TPD) hat sich in der Photoaffinitatsmarkierung sehr bewahrt

und lieRe sich ebenfalls in das Grundgeriist integrieren (Abbildung 4.2)"%"2.

Br O Br

Abbildung 4.2 Alternative Photoaffinitdtsliganden.

Die Affinitdt des bisubstituierten Derivats 64 deutet an, dass an dieser Position auch

genligend Raum fir das 3-(Trifluormethyl)diazirin vorhanden ware (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3 Affinitdten der bisubstituierten Verbindungen 63 und 64. Gemessen wurde die Pan-
PPAR-Green Verdringung nach 30 min bei 1 uM Ligandkonzentration.

Bei Verwendung der TPD-Gruppe wirden sich zwar wieder die Absorptionswellenldngen

Uberschneiden, allerdings ist das entstehende Carben durch die Abwesenheit von a-

Protonen recht stabil, was die Markierungschancen erhdhen sollte.
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5 Experimenteller Teil

PPAR-Kinetiken und Plasmaproben von Mausen wurden von der Arbeitsgruppe um Herrn
Professor Miiller (IMT, Marburg) angefertigt. Die angegebenen Werte der Kinetiken sind das

Mittel aus drei Messwerten.

ST-247, PT-S58, PT-S141, PT-S264, PT-S271 und PT-S272 wurden in unserer Arbeitsgruppe

synthetisiert, die Bedingungen sind publiziert®®”.

Die Bioverfligbarkeiten fur 27, ST-247 und 46 wurden von Cerep (Redmond, USA)

angefertigt.

Die Bioverfligbarkeiten fiir PT-S141, PT-S264, PT-S271 und PT-S272 wurden in der Uniklinik

Marburg in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Nockher angefertigt.

Das PPARB/6 Konstrukt sowie die initiale Vorschrift zur Expression und Aufreinigung wurden

von Proteros (Matinsried) erhalten.

Die Expression, Aufreinigung und Kristallisationsversuche von PPARB/& wurden in den

Rdumlichkeiten von Herrn Professor Klebe (Universitat Marburg) durchgefiihrt.

Proteinmassen wurden von der Massenabteilung des Fachbereichs Chemie der Universitat

Marburg angefertigt.

Die Kristallisationsscreenings wurden vom Marxtal Labor (Synmikro, Universitat Marburg)

angefertigt.
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5.1 Erginzende Daten
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Abbildung 5.1 Affinitdten von Verbindung 35. Gemessen wurde die Pan-PPAR-Green Verdrdngung
nach 30 min bei 1 bzw. 2 uM Ligandkonzentration.
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Abbildung 5.2 Relative Expression von ANGPTL4 in Abhdngigkeit von der Ligandkonzentration in
Mausmyoblasten. Die RNA wurde mittels RT-qPCR nach 24 h ermittelt.
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5.2 Chemie

Kommerziell erhiltliche Reagenzien und Losungsmittel wurden ohne weitere Aufreinigung
benutzt. Dinnschichtchromatographie wurde mit Silicagel Platten 60 F245 von Merck
durchgefihrt. Flashchromatographie wurde mit vorgepackten Saulen (4 g, 12 g, 25 g und
40 g mit 30 um) von Interchim durchgefiihrt unter Verwendung eines Bilichi System:s.

Cyclohexan und isoHexan wurden vor Benutzung destilliert.

5.2.1 Analytik

'H-NMR und '*C-NMR Spektren wurden mit einem JEOL ECX-400 oder ECA-500
aufgenommen. Die Verschiebungen sind in ppm angegeben, als Referenz wurde das
Losungsmittelsignal verwendet (CDCls: s, 7.26 ppm [*H]; t, 77.1 ppm [3C]; ds-DMSO:
quintett, 2.50 ppm ['H]; septett, 40.1 ppm [*3C]). Peakmuster wurden wie folgt abgekiirzt: s
(singulett), d (dublett), t (triplett), g (quartett), qui (quintett), dd (dublett vom dublett), ddd
(dublett vom dublett vom dublett), dt (dublett vom triplett), td (triplett vom dublett), m
(multiplett), sm (symmetrisches multiplett), psd (pseudodublett), dgq (dublett vom quartet),
bs (breites singulet). Das negative Vorzeichen der "Jc-Kopplungen ist nicht angegeben.

Auftretende Signale von E-Isomeren und Rotameren sind nicht aufgelistet.
Massenspektren wurden mit einem 70-70H autospec Gerat von Micromass aufgenommen.

Elementaranalysen wurden mit einem Vario MICRO Cube von Elementar Analysensysteme

GmbH erhalten.

Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktmessgerat KSP1N von Kriss bestimmt und

sind unkorrigiert.
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5.2.2 Allgemeine Methoden

Methode A zur Nitril-Aldol-Kondensation

Zu einer Losung des entsprechenden Phenylacetonitrils (1 eq.) und dem korrespondierenden
Benzaldehyd (1 eq.) in MeOH (0.6 M) wurde KOH (1 eq.) zugegeben und die angegebene Zeit
bei Raumtemperatur geriihrt. Der auskristallisierte Feststoff wurde abfiltriert und mit
Wasser und isoHexan gewaschen, um das Produkt zu erhalten, welches im Vakuum

getrocknet wurde.
Methode B zur Nitril-Aldol-Kondensation

Zu einer Losung des entsprechenden Phenylacetonitrils (1 eq.) und dem korrespondierenden
Benzaldehyd (1 eq.) in MeOH (0.6 M) wurde Pyrrolidin (1 eq.) zugegeben und die
angegebene Zeit bei Raumtemperatur gerihrt. Der auskristallisierte Feststoff wurde
abfiltriert und mit Wasser und isoHexan gewaschen um das Produkt zu erhalten, welches im

Vakuum getrocknet wurde.
Methode C zur Buchwald-Hartwig-Kupplung

(2)-3-(4-Bromphenyl)-2-phenylacrylnitril (4, 1 eq.) wurde in trockenem und entgastem Toluol
(0.7 M) unter Argonatmosphare gelost. (+)-BINAP (0.075 eq.), Pd,(dba)s (0.05 eq.), NaOtBu
(1.5 eq.) und das entsprechende Amin (2 eq.) wurden hinzugefiigt und die Suspension wurde
die angegebene Zeit bei 80° C geriihrt. Die Suspension wurde mit DCM verdiinnt, Uber Celite
abfiltriert und auf Kieselgel adsorbiert. Flashchromatographie mit dem angegebenen

Eluenten ergab das Produkt.
Methode D zur reduktiven Aminierung

Zu einer Lésung von 48 (1 eq.) in THF (0.1 M) wurde das entsprechende Aldehyd (1.1 eq.)
und nach 5 min NaBH(OAc)s (1.4 eq.) zugegeben. Nach 2 h wurde mit 0.5 mL 3 M NaOH-Lsg.
gequencht und die Losung mit EtOAc verdiinnt. Die organische Phase wurde mit Wasser und
ges. NaCl-Lsg. gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und auf Kieselgel adsorbiert.
Flashchromatographie mit dem angegebenen Eluenten ergab das Produkt als £/Z-Gemisch

im Verhaltnis des Edukts (siehe Abbildung 3.12, S. 37).
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5.2.3 Verbindungen

(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-phenylacrylnitril (2)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als gelber Feststoff in 72 % Ausbeute

(555 mg, 2.23 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.06 (s, 6H, chs ), 6.73 (psd, 2H, °J + >/ = 9.2 Hz; H-8/8’), 7.32 (dt, 1H, 3/ =7.3, Y =

1.2 Hz; H-1), 7.38-7.44 (m, 2H, H-2/2"), 7.41 (s, 1H, H-5), 7.62—7.65 (m, 2H, H-3/3"), 7.86

(psd, 2H, *J + >/ = 8.9 Hz; H-7/7")

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.2 (CH3), 104.6 (C-CN), 111.8 (C-8/8’), 119.6 (CN), 121.8 (C-6), 125.5 (C-3/3"),

128.1 (C-1), 129.0 (C-2/2), 131.4 (C-7/7), 135.7 (C-4), 142.7 (C-5), 151.7 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 248 (100, M™)

HRMS (El+):

m/z  Cy7HigN> ber.: 248.13134
EA: Ci7H16N> ber.: C:82.22

gef.. C:82.14

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 138 °C

gef.: 248.131279

H: 6.49 N:11.28

H: 6.54 N: 11.22
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(2)-3-(4-Bromphenyl)-2-phenylacrylnitril (4)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 20 %
Ausbeute (177 mg, 0.62 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 7.39-7.48 (m, 4H, H-1+2/2+5), 7.60 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.7 Hz; H-8/8‘), 7.65—7.68
(m, 2H, H-3/3°), 7.76 (psd, 2H, 3/ + >J = 8.5 Hz; H-7/7")

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

Sc(ppm) = 112.5 (C-CN), 117.8 (CN), 125.0 (C-Br), 126.1 (C-3/3°), 129.2 (C-2/2¢), 129.6 (C-1),
130.7 (C-7/7), 132.3 (C-8/8), 132.7 (C-6), 134.2 (C-4), 140.8 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 283/285 (95, M*), 204 (100, [M-Br] ™)

HRMS (El+):

m/z  CisHioBrN ber.: 282.999661 gef.: 282.997681

EA: CisH10BrN ber.: C:63.40 H: 3.55 N: 4.93
gef.. C:63.44 H:3.79 N:4.91

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 100 °C
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(2)-2,3-Diphenylacrylnitril ( 5)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 49 %

Ausbeute (507 mg, 2.47 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

6n (ppm) = 7.38-7.50 (m, 6H, H-1+2/2’+8/8’+9), 7.55 (s, 1H, H-5), 7.68-7.70 (m, 2H, H-3/3"),

7.89-7.91 (m, 2H, H-7/7)

Die erhaltenen Daten stimmen mit den publizierten Giberein.

MS (El+):

m/z (%) = 205 (100, M™)

HRMS (EI+):
m/z C15H11N ber.: 205.089149
EA: C15H11N ber.: C:87.77

gef.. C:87.72

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 85 °C

gef.: 205.090917

H:5.40 N: 6.82

H: 5.62 N: 6.89
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(2)-3-(2-Bromphenyl)-2-phenylacrylnitril (6)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 41 %

Ausbeute (405 mg, 1.42 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 7.30 (dt, 1H, >/ = 7.6, *J = 1.6 Hz; H-1), 7.41-7.50 (m, 4H, H-2/2'+H-3/3/), 7.67 (dd,
1H, 3/ = 8.0, % = 1.1 Hz; H-7), 7.71-7.74 (m, 2H, H-8+H-9), 7.84 (s, 1H, H-5), 8.07 (dd, 1H, *J =
7.8, % = 1.6 Hz; H-10)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 115.0 (C-CN), 117.3 (CN), 125.2 (C-Br), 126.4 (C-3/3), 128.0 (C-9), 129.3 (C-2),
129.8 (C-7+8), 131.5 (C-1), 133.2 (C-10), 133.9 (C-4), 134.1 (C-6), 141.2 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 283/285 (42, M"), 204 (100, [M-Br]")

HRMS (El+):

m/z  CysHioBrN ber.: 282.999661 gef.: 283.000236

EA: CisH10BrN ber.: C:63.40 H: 3.55 N: 4.93
gef.. C:63.27 H: 3.66 N:5.11

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 106 °C
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(2)-3-(3-Bromphenyl)-2-phenylacrylnitril (7)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 27 %

Ausbeute (268 mg, 0.94 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 7.35 (t, 1H, *J = 7.9 Hz; H-8), 7.40-7.49 (m, 4H, H-1+2/2'+5), 7.56 (dq, 1H, */ = 8.0,
*J = 0.9 Hz; H-9), 7.65-7.68 (m, 2H, H-3/3¢), 7.89 (dq, 1H, 3/ = 7.8, %/ = 0.9 Hz; H-7), 7.93 (t, 1H,
%)= 1.8 Hz; H-10)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 113.4 (C-CN), 117.6 (CN), 123.1 (C-Br), 126.2 (C-3/3°), 127.4 (C-7), 129.3 (C-1),
129.7 (C-2/2°), 130.6 (C-8), 132.4 (C-10), 133.4 (C-9), 134.1 (C-4), 136.8 (C-6), 140.3 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 283/285 (71, M"), 204 (100, [M-Br]")

HRMS (El+):

m/z  CisHqgBrN ber.: 282.999661 gef.: 283.001392

EA: CisH10BrN ber.: C:63.40 H: 3.55 N: 4.93
gef.. C:63.31 H: 3.85 N: 5.08

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 74 °C
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(2)-3-(4-Methoxyphenyl)-2-phenylacrylnitril (8)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 63 %

Ausbeute (512 mg, 2.17 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.86 (s, 3H, CHs), 6.98 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’), 7.36— 7.39 (sm, 1H, H-1),
7.41-7.45 (m, 2H, H-2/2"), 7.46 (s, 1H, H-5), 7.63-7.66 (m, 2H, H-3/3’), 7.89 (psd, >/ +°/ = 8.5
Hz; 2H, H-7/7’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 55.6 (CHs), 108.7 (C-CN), 114.5 (C-8/8’), 118.7 (CN), 125.9 (C-3/3’), 126.6 (C-6),
128.9 (C-1), 129.1 (C-2/2’), 131.3 (C-7/7), 134.9 (C-4), 142.0 (C-5), 161.5 (C-OCHs)

MS (El+):

m/z (%) = 235 (100, M¥)

HRMS (El+):

m/z  CigH13NO ber.: 235.099714 gef.: 235.103443

EA: Ci6H13NO ber.: C:81.68 H: 5.57 N:5.95
gef.. C:81.50 H: 5.64 N: 5.94

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 94 °C
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(2)-3-(4-Chlorphenyl)-2-phenylacrylnitril (9)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 46 %

Ausbeute (389 mg, 1.62 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 7.38-7.47 (m, 5H, H-1+2/2"+3/3’), 7.48 (s, 1H, H-5), 7.65-7.68 (m, 2H, H-8), 7.83
(psd, 2H, 3/ +>J = 8.5 Hz; H-7)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 112.3 (C-CN), 117.9 (CN), 126.1 (C-3/3’), 129.2 (C-1), 129.4 (C-2/2’), 129.6
(C-8/8’), 130.6 (C-7/7"), 132.3 (C-6), 134.2 (C-Cl), 136.5 (C-4), 140.7 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 239 (93, M™), 204 (100, [M-CI]")

HRMS (El+):

m/z  CisHioCIN ber.: 241.047227 gef.: 241.047909

EA: C1sH10CIN ber.. C:75.16 H:4.21 N: 5.84
gef.. C:74.82 H: 4.48 N: 5.94

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 101 °C
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(2)-2-Phenyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)acrylnitril (10)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 1 h als farbloser Feststoff in 21 %
Ausbeute (200 mg, 0.72 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 7.41-7.50 (m, 3H, H-1+H-2/2’), 7.57 (s, 1H, H-5), 7.68-7.74 (m, 4H, H-3/3'+8/8’),
7.98 (psd, 2H, 3/ +>J = 8.5 Hz; H-7/7")

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 114.6 (C-CN), 117.5 (CN), 123.8 (q, Ycr = 271.6 Hz; CF3), 126.0 (q, *Jcr = 3.8 Hz;
C-8/8%), 126.3 (C-3/3"), 129.3 (C-1), 129.5 (C-2/2¢), 129.9 (C-7/7°), 131.9 (q, Ycr = 32.8 Hz;
C-CF3), 133.9 (C-4), 137.1 (C-6), 140.2 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 273 (100, M™), 204 (25, [M-CF5]™)

HRMS (El+):

m/z  CiHioFsN  ber.: 273.076534  gef.: 273.077826

EA:  CiHioFsN  ber.. (C:70.33 H: 3.69 N:5.13
gef.. C:70.50 H: 4.09 N:5.11

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 114 °C
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(2)-3-(4-Aminophenyl)-2-phenylacrylnitril (11)

Zu einer Losung von 4-Nitrobenzaldehyd (655 mg, 4.33 mmol, 1 eq.) und Benzylcyanid (507
mg 4.33 mmol, 1 eq.) in MeOH/EtOAc (1:1, 10 ml) wurde KOH (243 m g, 4.33 mmol, 1 eq.)
gegeben und fiir 6 h gerihrt. EtOAc (20 ml), 37 %ige HCI (0.4 mL, 13.0 mmol, 3 eq.) sowie
Sn(l1)Cl,-2 H,0 (4.9 g, 21.6 mmol, 5 eq.) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung wurde
fir 7 h unter Rickfluss erhitzt. Die Mischung wurde anschlieBend 3 mal mit Wasser
gewaschen, danach mit ges. NaHCO;s-Lsg., mit ges. NaCl-Lsg., tiber MgSO, getrocknet und
filtriert. Flashchromatographie (DCM) ergab die Titelverbindung als orangen Feststoff (256
mg, 1.16 mmol, 27 % Ausbeute).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 5.97 (s, 2H, NH,), 6.62 (psd, 2H, *J + °J = 8.5 Hz; H-8/8’), 7.29-7.34 (sm, 1H, H-1),
7.39-7.45 (m, 2H, H-2/2"), 7.60-7.64 (m, 2H, H-3/3), 7.69 (s, 1H, H-5), 7.71 (psd, 2H, 3 + >J =
8.7 Hz; H-7/7’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 106.1 (C-CN), 114.8 (C-8/8’), 119.2 (CN), 124.1 (C-6), 125.7 (C-3/3), 128.4 (C-1),
129.0 (C-2/2°), 131.5 (C-7/7°), 135.4 (C-4), 142.6 (C-5), 149.1 (C-NH,)

MS (El+):
m/z (%) =220 (57, M")
HRMS (El+):

m/z  CisHiN; ber.: 220.100048 gef.: 220.099022
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EA:  CisHiaNy ber.: C:81.79 H: 5.49 N:12.72

gef.. C:81.72 H:5.68 N: 12.66

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 146 °C
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(2)-3-(4-(Cyclohexylamino)phenyl)-2-phenylacrylnitril (12)

Die Titelverbindung wurde Methode C folgend (Eluent: isoHexan/EtOAc, Gradient 20-50 %
EtOAc) nach 15 h in 44 % Ausbeute (94 mg, 0.31 mmol) als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 1.10-1.21 (m, 3H, H-11/11"+12), 1.27-1.39 (sm, 2H, H-11/11’), 1.53-1.61 (sm, 1H,
H-12), 1.65-1.74 (sm, 2H, H-10/10’), 1.86-1.93 (sm, 2H, H-10/10’), 3.23-3.33 (sm, 1H, H-9),
6.40 (d, 1H, *J = 7.8 Hz; NH), 6.64 (psd, 2H, °J + °J = 8.7 Hz; H-8/8’), 7.28-7.33 (sm, 1H, H-1),
7.39-7.45 (m, 2H, H-2/2’), 7.60-7.64 (m, 2H, H-3/3’), 7.69 (s, 1H, H-5), 7.74 (psd, 2H, *J +°J =
8.7 Hz; H-7/7’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 25.0 (C-11/11’), 25.8 (C-12), 33.3 (C-10/10’), 51.4 (C-9), 104.5 (C-CN), 112.6
(C-8/8’), 119.6 (CN), 122.3 (C-6), 125.6 (C-3/3"), 128.1 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 131.7 (C-7/7),
135.7 (C-4), 142.8 (C-5), 149.5 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 302 (100, M™), 259 (59,[M-CH,CH,CH,]")

HRMS (El+):
m/z  Cy1H»N, ber.: 302.178299 gef.: 302.178004
EA: C21H22N2 ber.: C:83.40 H:7.33 N:9.26

gef.: C:83.27 H:7.26 N:9.10
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Schmelzpunkt (unkorrigiert): 122 °C
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(2)-2-Phenyl-3-(4-(phenylamino)phenyl)acrylnitril (13)

Die Titelverbindung wurde Methode C folgend (Eluent: isoHexan/EtOAc, Gradient 20-50 %
EtOAc) nach 13 hin 53 % Ausbeute (112 mg, 0.37 mmol) als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 7.04-7.11 (m, 3H, H-8/8'+12), 7.17-7.21 (m, 2H, H-11/11’), 7.32-7.38 (m, 3H, H-
1+10/10°), 7.40-7.45 (m, 3H, H-2/2'+5), 7.63-7.67 (m, 2H, H-3/3’), 7.85 (psd, 2H, > + >/ = 8.7
Hz; H-7/7)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 107.0 (C-CN), 115.7 (C-8/8’), 119.1 (CN), 120.2 (C-10/10’), 123.0 (C-12), 125.5
(C-6), 125.8 (C-3/3'), 128.6 (C-1), 129.2 (C-2/2’), 129.6 (C-11/11’), 131.4 (C-7/7’), 135.2 (C-4),
141.0 (C-9), 142.1 (C-5), 146.1 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 296 (100, M")

HRMS (El+):

m/z  Cy1HigN> ber.: 296.131349 gef.: 296.129489

EA: C1H1gN2 ber.. (C:85.11 H:5.44 N: 9.45
gef.: C:84.78 H: 5.66 N:9.19

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 162 °C
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(2)-2-Phenyl-3-(4-(pyrrolidin-1-yl)phenyl)acrylnitril (14)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 24 h als gelber Feststoff in 45 %
Ausbeute (142 mg, 0.51 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 2.01-2.07 (sm, 4H, H-11/11"), 3.34-3.40 (sm, 4H, H-10/10’), 6.58 (psd, 2H, *J +°J
= 8.9 Hz; H-8/8’), 7.28-7.33 (sm, 1H, H-1), 7.37-7.43 (m, 3H, H-2/2'+5), 7.61-7.65 (m, 2H, H-
3/3’), 7.86 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-7/7’)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 25.6 (C-11/11’), 47.6 (C-10/10’), 103.4 (C-CN), 111.7 (C-8/8’), 119.8 (CN), 121.1
(C-6), 125.5 (C-3/3), 127.9 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 131.6 (C-7/7’), 135.8 (C-4), 142.9 (C-5), 149.4
(C-9)

MS (EI+):

m/z (%) = 274 (100, M™)

HRMS (El+):

m/z  CigH1gN> ber.: 274.146999 gef.: 274.144312

EA:  CioHigN; ber.. C:83.18 H: 6.61 N:10.21
gef.. C:82.77 H: 6.64 N:10.21

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 118 °C
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(2)-3-(4-(Azepan-1-yl)phenyl)-2-phenylacrylnitril (15)

Die Titelverbindung wurde Methode C folgend (Eluent: isoHexan/DCM, 2:1) nach 18 h in 53

% Ausbeute (142 mg, 0.46 mmol) als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 1.41-1.47 (sm, 4H, H-12/12’), 1.67-1.74 (m, 4H, H-11/11’), 3.49-3.54 (sm, 4H, H-
10/10’), 6.78 (psd, 2H, 3/ + °J = 9.2 Hz; H-8/8’), 7.29-7.34 (sm, 1H, H-1), 7.40-7.45 (m, 2H, H-
2/2’), 7.62-7.66 (m, 2H, H-3/3’), 7.74 (s, 1H, H-5), 7.83 (psd, 2H, 3/ + >J = 8.9 Hz; H-7/7’)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 27.0 (C-12), 27.2 (C-11/11’), 50.3 (C-10/10’), 104.5 (C-CN), 111.9 (C-8/8’), 119.6
(CN), 122.1 (C-6), 125.5 (C-3/3’), 128.1 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 131.7 (C-7/7"), 135.7 (C-4), 142.4
(C-5), 150.3 (C-9)

MS (El+):

m/z (%) = 302 (100, M), 273 (55, [M-(CH,),]"), 259 (28, [M-(CH,)s]"), 231 (14, [M-(CH,)s]"),
218 (16, [M-(CH,)e]™), 203 (26, [M-N(CH,CH5CH,),1%)

HRMS (El+):

m/z  Cy1H»N, ber.: 302.178299 gef.: 302.177334

EA: Cy1H22N, ber.: C:83.40 H:7.33 N: 9.26
gef.. C:83.15 H: 7.20 N:9.18

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 87 °C



78 Experimenteller Teil

(2)-2-Phenyl-3-(4-(piperidin-1-yl)phenyl)acrylnitril (16)

12

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 3 d als gelber Feststoff in 77 % Ausbeute
(234 mg, 0.81 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 1.6-1.76 (m, 6H, H-11/11’+12 ), 3.31-3.37 (m, 4H, H-10/10’), 6.92 (psd, 2H, 3/ +°J
= 7.8 Hz; H-8/8’), 7.30-7.35 (m, 1H, H-1), 7.38-7.44 (m, 3H, H-2/2’+5), 7.61-7.66 (m, 2H, H-
3/3’), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-7/7’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 24.5 (C-12), 25.5 (C-11/11’), 48.9 (C-10/10’), 105.6 (C-CN), 114.5 (C-8/8’), 119.4
(CN), 123.2 (C-6), 125.6 (C-3/3’), 128.3 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 131.4 (C-7/7"), 135.5 (C-4), 142.4
(C-5), 152.8 (C-9)

MS (El+):

m/z (%) = 288 (59, M")

HRMS (El+):

m/z  CyoHxoN> ber.: 288.162649 gef.: 288.164001

EA:  CyoHyoN; ber.: C:83.30 H: 6.99 N, 9.71
gef.: C:83.23 H:7.14 N:9.81

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 128 °C
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(2)-3-(4-Morpholinphenyl)-2-phenylacrylnitril (17)

8 8
9
10[Nj10
11N 1
Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 24 h als gelber Feststoff in 61 %

Ausbeute (108 mg, 0.37 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 3.29 (sm, 4H, H-10/10’), 3.87 (sm, 4H, H-11/11’), 6.92 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-
8/8’), 7.32-7.38 (m, 1H, H-1), 7.42 (s, 1H, H-5), 7.39-7.45 (m, 2H, H-2/2’), 7.62-7.66 (m, 2H,
H-3/3’), 7.87 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-7/7’)

B3C-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 47.5 (C-10/10’), 66.4 (C-11/11’), 105.1 (C-CN), 114.4 (C-8/8’), 119.4 (CN), 124.0
(C-6), 125.8 (C-3/3’), 128.9 (C-1), 129.6 (C-2/2’), 131.4 (C-7/7’), 135.1 (C-4), 143.2 (C-5), 152.8
(C-9)

MS (El+):
m/z (%) = 290 (100, M™), 232 (71, [M-CH,OCH,CH, ] %), 204 (29, [M-N(CH,CH,),0] *)
HRMS (El+):
m/z  CioH1sN,O  ber.:290.141913  gef.: 290.144040
EA:  CioHigN,O  ber.: C.78.59 H: 6.25 N: 9.65
gef.: C:78.39 H:6.33 N: 9.47

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 131°C
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(2)-2-Phenyl-3-(4-(piperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (18)

s

10[N]10'

11 N 11"
H

(2)-3-(4-Bromphenyl)-2-phenylacrylnitril (4) (100 mg, 0.35 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem
Toluol (2 ml) unter Argon-Atmosphédre gel6st. PtBuz (14.2 mg, 0.070 mmol, 0.2 eq.),
Pd,(dba)s (16.1 mg, 0.018 mmol, 0.05 eq.), NaOtBu (101 mg, 1.06 mmol, 3 eq.) und Piperazin
(182 mg, 2.11 mmol, 6 eq.) wurden zugegeben und die Suspension wurde 15 h bei 120 °C
geriihrt. DCM wurde zugegeben, Uber Celite filtriert und auf Kieselgel adsorbiert.
Flashchromatographie (DCM/MeOH, 9:1) ergab die Titelverbindung als gelben Feststoff (53.1
mg, 0.18 mmol, 52 % Ausbeute).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 2.77-2.81 (sm, 4H, H-10/10’), 3.19-3.23 sm, 4H, H-11/11’), 6.99 (psd, 2H, 3/ + >J =
9.2 Hz; H-8/8’), 7.31-7.37 (sm, 1H, H-1), 7.41-7.47 (m, 2H, H-2/2’), 7.64-7.68 (m, 2H,
H-3/3’), 7.80 (s, 1H, H-5), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 9.2 Hz; H-7/7)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 45.9 (C-11/11’), 48.8 (C-10/10°), 106.5 (C-CN), 114.5 (C-8/8’), 119.1 (CN), 124.1
(C-6), 125.7 (C-3/3°), 128.4 (C-1), 129.0 (C-2/2°), 131.2 (C-7/7"), 135.3 (C-4), 142.2 (C-5), 152.8
(C-9)

MS (El+):
m/z (%) = 289 (38, M), 247 (100, [M-N(CH,),1")
HRMS (El+):

m/z  CyigH1gN3 ber.: 289.157898 gef.: 289.155945
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EA: C19H19N3'0.5 Hzo

Schmelzpunkt (unkorrigiert):

ber.:

gef.:

C:76.48

C:76.59

139°C

H:6.76

H: 6.48

N: 14.08

N: 14.21
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(2)-3-(4-(4-Methylpiperazin-1-yl)phenyl)-2-phenylacrylnitril (19)

8 8
9

10[N]10'

11 N 11"
|

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 1 h als gelber Feststoff in 68 % Ausbeute

(149 mg, 0.49 mmol) erhalten.

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 2.19 (s, 3H, CHs), 2.41 (t, 4H, J = 5.0 Hz; H-10/10°), 3.30 (t, 4H, 3/ = 5.0 Hz; H-
11/11°), 7.02 (psd, 2H, 3/ +°J = 9.2 Hz; H-8/8), 7.32-7.37 (sm, 1H, H-1), 7.41-7.47 (m, 2H, H-
2/2’), 7.64-7.69 (m, 2H, H-3/2"), 7.81 (s, 1H, H-5), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-7/7’)

B3C-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 46.3 (CHs), 47.2 (C-10/10°), 54.9 (C-11/11’), 104.7 (C-CN), 114.5 (C-8/8’), 119.5
(CN), 123.5 (C-6), 125.7 (C-3/3’), 128.8 (C-1), 129.6 (C-2/2’), 131.5 (C-7/7"), 135.2 (C-4), 143.2
(C-5), 152.7 (C-9)

MS (El+):

m/z (%) = 303 (100, M™)

HRMS (El+):

m/z  CyoH21N3 ber.: 303.173548 gef.: 303.171852

EA: CaoH21N3 ber.. C:79.17 H: 6.98 N: 13.85
gef.. C:78.95 H:7.01 N: 13.86

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 143 °C
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(2)-3-(4-(4-Methylpiperidin-1-yl)phenyl)-2-phenylacrylnitril (20)

Die Titelverbindung wurde Methode C folgend (Eluent: isoHexan/DCM, 5:2) nach 23 h in 91

% Ausbeute (194 mg, 0.64 mmol) als gelber Feststoff hergestellt.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 0.98 (d, *J = 6.6 Hz; 3H, CHs), 1.26-1.34 (sm, 2H, H-11/11’), 1.55-1.65 (sm, 1H, H-
12), 1.73-1.75(m, 2H, H-10/10’), 2.82-2.87 (m, 2H, H-11/11’), 3.84-3.86 (m, 2H, H-10/10’),
6.92 (psd, 2H, ®J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’), 7.31-7.34 (m, 1H, H-1), 7.40-7.42 (m, 2H, H-2/2’), 7.40
(s, 1H, H-5), 7.63-7.64 (m, 2H, H-3/3), 7.84 (psd, 2H, %/ + °J = 9.2 Hz; H-7/7’)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 21.9 (CH3), 31.0 (C-12), 33.7 (C-11/11"), 48.3 (C-10/10’), 105.7 (C-CN), 114.5 (C-
8/8’), 119.3 (CN), 123.2 (C-6), 125.6 (C-3/3’), 128.3 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 131.3 (C-7/7’), 135.5
(C-4), 142.4 (C-5), 152.6 (C-9)

MS (El+):

m/z (%) = 302 (100, M"), 204 (17, [M-N(CH,CH,),CHCHs]")

HRMS (El+):

m/z  Cy1H»N, ber.: 302.178299 gef.: 302.178744

EA: Cy1HoN, ber.: C:83.40 H:7.33 N: 9.26
gef.. C:83.20 H: 7.30 N: 8.81

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 120 °C
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(2)-3-(4-((Dimethylamino)methyl)phenyl)-2-phenylacrylnitril Hydrochlorid (21)

Zu einer Losung von 4-((Dimethylamino)methyl)benzaldehyd (105 mg, 0.90 mmol) und
Phenylacetonitril (105 mg, 0.90 mmol) in MeOH (2 ml) wurde KOH (50 mg, 0.90 mmol)
gegeben und 24 Stunden bei RT geriihrt. Die Lésung wurde mit EtOAc verdiinnt und die
organische Phase mit Wasser, ges. NaHCOs-Lsg., ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tGber MgSO,
getrocknet und filtriert. Flashchromatographie (isoHexan/EtOAc, 2:1) ergab das Produkt,
welches aus EtOAc mit HCl (5-6 M in Isopropanol) gefallt wurde (120 mg, 0.40 mmol, 45 %

Ausbeute).
'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 2.68 (s, 6H, CHs), 4.31 (s, 2H, CH,), 7.42-7.47 (sm, 1H, H-1), 7.48-7.54 (m, 2H, H-
2/2), 7.71-7.78 (m, 4H, H-3/3'+8/8’), 7.97 (psd, 2H, >/ + °J = 8.2 Hz; H-7/7’), 8.07 (s, 1H, H-5),
11.04 (bs, 1H, HCl)

13C-NMR (ds-DMSO0, 30 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 42.1 (CH3), 59.4 (CH,), 111.9 (C-CN), 118.3 (CN), 126.4 (C-3/3’), 129.8(C-1), 129.9
(C-7/7'), 130.1 (C-8/8’), 132.1 (C-2/2’), 133.3 (C-6), 134.1 (C-4), 135.2 (C-9), 142.6 (C-5)

MS (El+):

m/z (%) = 262 (58, M™), 218 (35, [M-N(CHs), %)

HRMS (El+):

m/z  CigHisN> ber.: 262.146999 gef.: 262.145737

EA:  CigH1oCIN, ber.: C:72.35 H: 6.41 N:9.37
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gef.:

Schmelzpunkt (unkorrigiert):

C:71.86 H: 6.55 N:9.14

Uber Zersetzungspunkt
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(4-nitrophenyl)acrylnitril (22)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend mit 2 eq. Pyrrolidin nach 10 min als dunkel lila

Feststoff in 78 % Ausbeute (284 mg, 0.96 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.10 (s, 6H, CHs), 6.73 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-7/7"), 7.54 (s, 1H, H-4), 7.77
(psd, 2H, *J +°J = 9.2 Hz; H-2/2"), 7.91 (psd, 2H, J + °J = 8.9 Hz; H-6/6’), 8.25 (psd, 2H, >/ +°J =
9.2 Hz; H-1/1")

13C_NMR (ds-DMSO, 30 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.1 (CH3), 100.2 (C-CN), 112.2 (C-7/7’), 119.4 (CN), 120.8 (C-5), 124.8 (C-2/2'),
126.2 (C-1/1’), 132.6 (C-6/6’), 142.2 (C-3), 146.7 (C-NO,), 146.8 (C-4), 153.0 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 293 (100, M*), 263 (77, [M- (CHs), 1%), 247 (29, [M-NO,]")

HRMS (El+):

m/z Cy7H1sN3O,  ber.: 293.116427 gef.: 293.115855

EA: C17H1sNsO,  ber.: C:69.61 H: 5.15 N: 14.33
gef.. C:69.34 H:5.24 N: 14.38

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 250 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(4-methoxyphenyl)acrylnitril (23)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 12 h als gelber Feststoff in 83 %
Ausbeute (789 mg, 2.82 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.05 (s, 6H, NCHs), 3.84 (s, 3H, OCHs), 6.74 (psd, 2H, >/ +°J = 7.3 Hz; H-7/7’), 6.93
(psd, 2H, J +°J = 8.9 Hz; H-1/1’), 7.30 (s, 1H, H-4), 7.56 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-2/2), 7.83
(psd, 2H, *J + >/ = 8.9 Hz; H-6/6")

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.2 (NCH3), 55.5 (OCHs), 104.5 (C-CN), 111.8 (C-7/7’), 114.5 (C-1/1’), 119.7 (CN),
122.0 (C-5), 126.8 (C-2/2’), 128.2 (C-3), 131.0 (C-6/6'), 140.9 (C-4), 151.4 (C-0), 159.7 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 278 (100, M™), 263 (27, [M-CH3]")

HRMS (El+):

m/z  CigH1sN,O  ber.:278.141913  gef.: 278.144148

EA:  CyigHigN,O  ber.: C:77.67 H: 6.52 N: 10.06
gef.. C:77.76 H:6.61 N: 10.05

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 151 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(4-fluorphenyl)acrylnitril (24)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 2 d in 94 % Ausbeute (1.0 g, 3.7 mmol)

als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.73 (psd, 2H, >/ + °J = 8.9 Hz; H-7/7’), 7.06=7.13 (sm, 2H, H-
1/1'), 7.32 (s, 1H, H-4), 7.56-7.61 (sm, 2H, H-2/2’), 7.84 (psd, 2H, 3/+°/=8.7 Hz; H-6/6’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.1 (CH3), 103.4 (C-CN), 111.7 (C-7/7’), 116.0 (C-1/1’, d, %Jcr = 22.2 Hz), 119.5
(CN), 121.5 (C-5), 127.3 (C-2/2, d, 3Jc; = 8.7 Hz), 131.3 (C-6/6'), 131.9 (C-3, d, “Jcr = 3.9 Hz),
142.6 (C-4), 151.8 (C-N), 162.6 (C-F, d, Ycr = 248.5 Hz)

MS (El+):

m/z (%) = 266 (100, M™)

HRMS (El+):

m/z  Ci7H1sFN; ber.: 266.121927 gef.: 266.120746

EA: Cy7H1sFN; ber.. C:76.67 H: 5.68 N: 10.52
gef.. C:76.31 H:5.75 N: 10.55

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 180 °C
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(2)-2-(4-Chlorphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylnitril (25)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 10 min als gelber Feststoff in 49 %

Ausbeute (327 mg, 1.15 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.74 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-7/7’), 7.35-7.38 (m, 3H, H-
2/2’+4), 7.55 (psd, 2H, 3 + °J = 8.9 Hz; H-1/1’), 7.85 (psd, 2H, >/ + °J = 8.9 Hz; H-6/6)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.2 (CHs), 103.2 (C-CN), 111.7 (C-7/7°), 119.3 (CN), 121.4 (C-5), 126.7 (C-2/2’),
129.1 (C-1/1"), 131.5 (C-6/6"), 133.8 (C-3), 134.2 (C-Cl), 142.9 (C-4), 152.0 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 282 (100, M™), 203 (18, [M-CI- N(CH3),] *)

HRMS (El+):

m/z  Cy7H1sCIN,  ber.: 282.092376 gef.: 282.093166

EA: C;7HisCIN,  ber.: C:72.21 H:5.35 N:9.91
gef.: C:72.06 H: 5.37 N: 9.85

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 193 °C
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(2)-2-(3-Chlorphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylnitril (26)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 2 h in 64 % Ausbeute (715 mg, 2.52

mmol) als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 3.06 (s, 6H, CH3), 6.71 (psd, 2H, 3/ +°J = 9.2 Hz; H-9/9’), 7.27 (ddd, 1H, */ = 8.0, %/ =
1.8, %= 1.1 Hz; H-1), 7.33 (t, 1H, */ = 7.8 Hz; H-2), 7.38 (s, 1H, H-6), 7.50 (ddd, 1H,*/=7.8,% =
1.8, %= 1.1 Hz; H-3), 7.60 (t, 1H, *J = 1.8 Hz; H-4), 7.86 (psd, 2H, J + >J = 8.7 Hz; H-8/8)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.1 (CHs), 102.8 (C-CN), 111.8 (C-9/9’), 119.2 (CN), 121.2 (C-7), 123.7 (C-3), 125.4
(C-4), 127.9 (C-1), 130.2 (C-8/8’), 131.7 (C-2), 135.0 (C-Cl), 137.6 (C-5), 143.6 (C-6), 152.0 (C-
N)

MS (El+):

m/z (%) = 283 (100, M™).

HRMS (El+):

m/z  Cy7H1sCIN,  ber.: 282.092376 gef.: 282.090917

EA: C17H15CIN, ber.. C:72.21 H:5.35 N:9.91
gef.. C:72.29 H:5.46 N:9.80

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 132 °C
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(2)-2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylnitril (27)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 3 Tagen bei 60 °C als gelber Feststoff in
49 % Ausbeute (326 mg, 1.15 mmol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.73 (psd, 2H, *J + >J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.12 (s, 1H, H-6), 7.26—
7.33 (m, 2H, H-2+3), 7.40-7.46 (m, 2H, H-1+4), 7.85 (psd, 2H, 3/+°/=8.9 Hz; H-8/8’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.2 (CHs), 101.8 (C-CN), 111.7 (C-9/9’), 119.0 (CN), 121.2 (C-7), 127.4 (C-3), 129.7
(C-4), 130.4 (C-2), 131.0 (C-1), 131.5 (C-8/8’), 133.2 (C-Cl), 135.6 (C-5), 148.4 (C-6), 152.0 (C-
N)

MS (EI+):

m/z (%) = 282 (100, M*), 203 (27, [M-CI- N(CHs)] *)

HRMS (El+):

m/z  Ci7HisCIN,  ber.: 282.092376  gef.: 282.094431

EA: Ci7HisCIN,  ber.: C:72.21 H: 5.35 N: 9.91
gef.. C:72.30 H: 5.53 N:9.77

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 99 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(2-iodphenyl)acrylnitril (28)

Zu einer Losung von 4-Dimethylaminobenzaldehyd (161 mg, 1.08 mmol, 1 eq.) und 2-
lodphenylacetonitril (263 mg, 1.08 mmol, 1 eq.) in MeOH (2 ml) wurde Pyrrolidin (145 mg,
1.08 mmol, 1 eq.) gegeben und 18 h bei 60 °C geriihrt. Die Lésung wurde mit EtOAc verdiinnt
und die organische Phase wurde mit Wasser, ges. NaHCOs-Lsg. sowie ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, iber MgS0, getrocknet und filtriert. Flashchromatographie (isoHexan/EtOAc,
Gradient 0-30 % EtOAc) ergab die Titelverbindung als gelben Feststoff in 46 % Ausbeute
(185 mg, 0.49 mmol).

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.73 (psd, 2H, *J + °J = 9.2 Hz; H-9/9’), 6.99 (s, 1H, H-6), 7.04
(ddd, 1H, %/ = 7.7, % = 6.6, *J = 2.5 Hz; H-3), 7.36-7.42 (m, 2H, H-2+4), 7.85 (psd, 2H, > +°J =
8.9 Hz; H-8/8’), 7.91-7.94 (m, 1H, H-1)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.2 (CH3), 98.7 (C-CN), 111.7 (C-9/9’), 118.8 (CN), 121.0 (C-7), 128.7 (C-3), 129.9
(C-4), 130.5 (C-2), 131.4 (C-1), 132.1(C-8/8’), 140.1 (C-5), 141.1 (C-1), 148.5 (C-6), 152.1 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 347 (100, M")

HRMS (El+):

m/z  Ci7HisIN, ber.: 374.028001 gef.: 374.024834

EA: Cy7H15IN, ber.: C:54.56 H: 4.04 N: 7.49

gef.: (C:54.82 H:4.16 N: 7.45
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Schmelzpunkt (unkorrigiert):

134°C
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(2)-2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylnitril (29)

Zu einer Losung von 2-Bromphenylacetonitril (500 plL, 3.85 mmol, 1 eq.) und 4-
Dimethylaminobenzaldehyd (574 mg, 3.85 mmol, 1 eq.) in MeOH (5 ml) wurde Pyrrolidin
(316 pL, 3.85 mmol, 1 eq.) zugegeben und fiir 4 Tage bei 60 °C gerihrt. Die Losung wurde
mit EtOAc verdinnt und die organische Phase mit ges. NaHCOs-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, (ber MgSO, getrocknet, filtriert und auf Kieselgel adsorbiert.
Flashchromatographie (Cyclohexan/EtOAc, 3:1) ergab die Titelverbindung (618 mg, 1.88

mmol) in 49 % Ausbeute als gelben Feststoff.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.72 (psd, 2H, *J + °J = 9.2 Hz; H-9/9’), 7.07 (s, 1H, H-6), 7.21
(ddd, 1H, > = 7.6, *J = 1.8, °J = 0.5 Hz; H-4), 7.35 (td, 1H, *J = 7.6, J = 1.4 Hz; H-3), 7.41 (dd,
1H,3%/=7.6,% = 1.8 Hz; H-2), 7.64 (dd, 1H, ®/ = 8.0, %/ = 1.1 Hz; H-1), 7.85 (psd, 2H, >/ +>/=8.9
Hz; H-8/8’)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.2 (CHs), 103.5 (C-CN), 111.7 (C-9/9’), 118.9 (CN), 121.1 (C-7), 123.2 (C-Br),
127.9 (C-2), 129.8 (C-3), 131.2 (C-4), 131.4 (C-8/8), 133.6 (C-1), 137.5 (C-5), 148.4 (C-6),
152.1 (C-N)

MS (El+):
m/z (%) = 326/328 (100, M*), 203 (40, [M-Br-N(CHs),] ")
HRMS (El+):

m/z  Cy7H1sBrN,  ber.: 328.039814 gef.: 328.042183
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EA: C17H1_=,BrN2 ber.:

gef.:

Schmelzpunkt (unkorrigiert):

C:62.40

C:62.34

140 °C

H: 4.62

H:4.79

N: 8.56

N: 8.44
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(2-methoxyphenyl)acrylnitril (30)

Zu einer Losung von 4-Dimethylaminobenzaldehyd (304 mg, 2.04 mmol, 1 eq.) und 2-
Methoxyphenylacetonitril (300 mg, 2.04 mmol, 1 eq.) in MeOH (4 ml) wurde Pyrrolidin (145
mg, 2.04 mmol, 1 eq.) zugegeben und die Losung fiir 48 h bei 60° C gerlhrt. Die Losung
wurde mit EtOAc verdiinnt, mit Wasser, ges. NaHCOs-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen,
Uber MgSO, getrocknet und filtriert. Flashchromatographie (isoHexan/EtOAc/DCM, 8:1:1)
ergab die Titelverbindung in 20 % Ausbeute (111 mg, 0.40 mmol).

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 3.05 (s, 6H, NCHs), 3.91 (s, 3H, OCHs), 6.76 (psd, 2H, *J + °J = 7.1 Hz; H-9/9’), 6.94
(dd, 1H, >/ = 8.2, %= 0.7 Hz; H-1), 6.99 (td, 1H, >/ = 7.6, *J = 1.1 Hz; H-3), 7.28 (s, 1H, H-6), 7.32
(ddd, 1H, */=8.2,%/ = 7.4, %) = 1.6 Hz; H-2), 7.38 (dd, 1H, *J = 7.6, *J = 1.6 Hz; H-4), 7.84 (psd,
2H, ) +°J = 8.7 Hz; H-8/8")

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.2 (N-CHs), 55.9 (O-CHs), 102.0 (C-CN), 111.5 (C-9/9’), 111.6 (C-1), 119.6 (CN),
121.0 (C-3), 122.1 (C-5), 125.9 (C-7), 129.7 (C-4), 129.9 (C-2), 131.2 (C-8/8"), 146.5 (C-6),
151.6 (C-N), 157.0 (C-0)

MS (El+):

m/z (%) = 278 (100, M"), 248 (13, [M- 2CH;] *), 147 (38, [Ph(OCH5)CCN]")
HRMS (El+):

m/z  CigH1gN,O  ber.:278.141913  gef.: 278.140550

EA:  CygHisN,0 ber.: C:77.67 H: 6.52 N: 10.06
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gef.:

Schmelzpunkt (unkorrigiert):

C:77.23

97°C

H: 6.44

N:9.77
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(2-fluorphenyl)acrylnitril (31)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend mit 2 eq. Pyrrolidin nach 2 h in 74 % Ausbeute

(568 mg, 2.13 mmol) als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 3.06 (s, 6H, CHs), 6.71 (psd, 2H, */ + >/ = 9.2 Hz; H-9/9’), 7.12 (ddd, 1H, *Ji;r = 11.2,
3/=8.2,% = 1.1 Hz; H-1), 7.19 (td, 1H, *J = 7.6, *J = 1.1 Hz; H-3), 7.26-7.32 (sm, 1H, H-4), 7.42
(s, 1H, H-6), 7.54 (td, 1H, >/ = 7.8, *J = 1.8 Hz; H-2), 7.86 (psd, 2H, J + >J = 8.9 Hz; H-8/8)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.1 (CHs), 98.7 (C-CN, d, *Jcr = 1.9 Hz), 111.6 (C-9/9°), 116.5 (C-1, d, % = 23.1
Hz), 119.3 (CN), 121.5 (C-7), 124.2 (C-5, d, “Jcr = 11.6 Hz), 124.6 (C-3, d, “Jcr = 3.0 Hz), 129.6
(C-4, d, *Jcr = 8.7 Hz), 129.7 (C-6, d, “Jcr = 3.0 Hz), 131.6 (C-8/8°), 147.4 (C-2, d, *Jcr = 7.8 Hz),
152.0 (C-N), 159.8 (C-F, d, *Jcr = 250.4 Hz)

MS (El+):

m/z (%) = 266 (100, M")

HRMS (El+):

m/z  Cqi7HisFN, ber.: 266.121927 gef.: 266.123324

EA: Ci7H1sFN; ber.: C.76.67 H: 5.68 N: 10.52
gef.. C:76.57 H:5.73 N: 10.50

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 106 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-(2-nitrophenyl)acrylnitril (32)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend mit 2 eq. Pyrrolidin nach 3 hin 92 % Ausbeute

(5.0 g, 17.0 mmol) als oranger Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.07 (s, 6H, CHs), 6.74 (psd, 2H, *J + >J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.04 (s, 1H, H-6), 7.49—
7.55 (m, 2H, H-4+3), 7.62—7.67 (m, 1H, H-2), 7.83 (psd, 2H, 3/+°/=8.9 Hz; H-8/8’), 7.99-8.03
(sm, 1H, H-1)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.1 (CH3), 100.5 (C-CN), 111.6 (C-9/9’), 118.1 (CN), 121.0 (C-7), 125.2 (C-1), 129.4
(C-4), 131.6 (C-2), 131.9 (C-8/8’), 132.0 (C-5), 133.5 (C-3), 146.8 (C-6), 148.1 (C-NO,), 152.2
(C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 293 (38, M"), 148 (100, [Ph(NO,)CCH]")

HRMS (El+):

m/z  Ci7H1sN3O,  ber.:293.116427  gef.: 293.118392

EA:  Cyi7HisN3O,  ber.: C:69.61 H: 5.15 N: 14.33
gef.: C:69.26 H: 5.04 N: 14.26

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 166 °C
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(2)-2-(1-Cyano-2-(4-(dimethylamino)phenyl)vinyl)benzonitril (33)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend mit 2 eq. Pyrrolidin nach 30 min in 83 %

Ausbeute (321 mg, 1.17 mmol) als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.07 (s, 6H, CHs), 6.73 (psd, 2H, 3 + °J = 8.9 Hz; H-13/13’), 7.41 (td, 1H, >/ = 7.6, %
= 1.4 Hz; H-4), 7.48 (s, 1H, H-10), 7.62—7.69 (m, 2H, H-3+5), 7.73 (dd, 1H, 3/ = 7.7, */ = 0.9 Hz;
H-6), 7.89 (psd, 2H, 3/ + > = 8.9 Hz; H-12/12)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.1 (CH3), 99.8 (C-8), 110.4 (C-2), 111.6 (C-13/13’), 118.1 (C-1), 119.1 (C-9), 120.7
(C-11), 128.2 (C-6), 129.4 (C-4), 132.1 (C-12/12’), 133.2 (C-3), 134.5 (C-5), 140.0 (C-7), 148.9
(C-10), 152.5 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 273 (100, M¥)

HRMS (EI+):

m/z  CigHisN3 ber.: 273.12659 gef.: 273.126551

EA: CisH1sN3 ber.. C:79.10 H: 5.53 N: 15.37
gef.. C:79.17 H: 5.57 N: 15.38

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 160 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-phenylacrylaldehyd (34)

Zu einer Losung von Verbindung 2 (500 mg, 2.0 mmol, 1 eq.) in trockenem Toluol (20 ml)
wurde bei -78 °C DIBAL (1.5 M in Toluol, 2.7 mL, 4.0 mmol, 2 eq.) so zugetropft, dass die
Temperatur unter -70 °C blieb und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Im Anschluss wurde
die Losung langsam auf -10 °C erwarmt und es wurden nacheinander langsam 0.5 ml
Wasser/THF (1:1), 1.1 ml Et,0, 0.9 ml ges. Natrium-Kaliumtartrat-Losung und 0.4 ml ges.
NH,4Cl-Lsg. zugegeben. Nach weiteren 2 h wurde die Reaktionslésung mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, die organische Phase (iber MgSO, getrocknet, filtriert und auf Kieselgel
adsorbiert. Flashchromatographie (isoHexan/DCM, 1:1) ergab die Titelverbindung als gelben
Feststoff in 52 % Ausbeute (261 mg, 1.04 mmol).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 2.89 (s, 6H, CHs), 6.52 (psd, 2H, J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’), 7.02 (psd, 2H, */ + >/ = 8.9
Hz; H-7/7’), 7.20-7.24 (m, 2H, H-3/3’), 7.28 (s, 1H, H-5), 7.33-7.45 (m, 3H, H-1+2/2’), 9.66 (s,
1H, CHO)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.1 (CHs), 111.4 (C-8/8"), 121.8 (C-6), 127.9 (C-1), 129.0 (C-2/2’), 129.7 (C-3/3’
133.1 (C-7/7"), 134.9 (C-4+C-CO), 137.5 (C-N), 151.7 (C-5), 193.8 (CO)

MS (ESI+):
m/z (%) = 274 (100, [M+Nal®).
HRMS (EI+):

m/z  Cy7H17NO ber.: 251.131014 gef.: 251.130648
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EA:  Cy7H17NO ber.: C:81.24 H: 6.82 N: 5.57

gef.: (C:80.97 H:6.97 N: 5.67

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 136 °C
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N,N-Dimethyl-4-(2-phenylbut-1-en-1-yl)anilin (35)

Zu einer Losung von But-1-en-2-yl-benzol (150 mg, 1.13 mmol, 1 eq.), 4-Brom-N,N-
dimethylanilin (568 mg, 2.84 mmol, 2.5 eq.), NEt3 (638 uL, 4.54 mmol, 4 eq.) und PtBus (69
uL, 0.28 mmol, 0.25 eq.) in trockenem DMF (5 mL) wurde Pd(OAc), (25.5 mg, 0.11 mmol, 0.1
eg.) zugegeben und fir 3 d bei 120 °C gerihrt. Die Losung wurde mit DCM verdinnt, Gber
Celite filtriert und auf Kieselgel adsorbiert. Flashchromatographie (Cycloexan/EtOAc,
Gradient 0-15 % EtOAc) ergab die Titelverbindung als leicht gelbes Ol (112 mg, 0.44 mmol,
39 % Ausbeute) als E/Z-Gemisch (1:1).

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 1.04/1.10 (t, *J = 7.6 Hz; 3H, CH3), 2.47/2.79 (q, *J = 7.5 Hz; 2H, CH,), 2.86/2.98 (s,
6H, NCHs), 6.32/6.62 (s, 1H, H-6), 6.46/6.80 (psd, >J + >J = 8.9 Hz; 2H, H-9/9’), 6.74/7.26 (psd,
3J +°J = 8.7 Hz; 2H, H-8/8’), 7.18-7.37 (m, 3+3H, H-2/2’+1), 7.31-7.33/7.45-7.48 (m, 2H, H-
3/3)

MS (El+):

m/z (%) = 251 (62, M*), 236 (100, [M-Me]").

HRMS (El+):
m/z  CigHxnN ber.: 251.167400  gef.: 251.164497
EA:  CigHnN ber.: C:86.01 H: 8.42 N: 5.57

gef.: C:85.69 H: 8.48 N:5.81
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-phenylprop-2-en-1-ol (36)

Verbindung 34 (100 mg, 0.4 mmol) und CeCls (98 mg, 0.4 mmol) wurden bei 0° C in MeOH (3
mL) geldst und anschlieRend wurde NaBH,4 (15 mg, 0.4 mmol) zugegeben. Nach 30 min bei 0°
C wurde mit EtOAc verdiinnt und die organische Phase erst mit ges. NaHCOs-Lsg. dann mit
ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tUber MgSO, getrocknet und abfiltriert. Flashchromatographie
(DCM, dann DCM/MeOH, 19:1) ergab das Produkt (89 mg, 0.35 mmol) in 89 % Ausbeute als

farblosen Feststoff.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Sn (ppm) = 1.53 (t, 3/ = 6.4 Hz; 1H, OH), 2.88 (s, 6H, CHs), 4.43 (dd, *J = 0.9 *J = 6.2 Hz; 2H,
CH,), 6.47 (psd, *J +°J = 8.9 Hz; 2H, H-8/8’), 6.57 (s, 1H, H-5), 6.88 (psd, >J + °J = 8.7 Hz; 2H, H-
7/7’), 7.26=7.31 (m, 3H, H-2/2’+1), 7.33-7.37 (m, 2H, H-3/3’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.4 (CHs), 69.4 (CH,), 111.8 (C-8/8’), 124.5 (C-6), 127.2 (C-5), 127.3 (C-1), 128.9
(C-2/2), 129.0 (CCH,), 130.3 (C-3/3"), 137.4 (C-7/7’), 139.5 (C-4), 149.4 (C-N)

MS (ESI+):

m/z (%) = 254 (100, [M+H]"), 276 (23, [M+Na]®).

HRMS (EI+):

m/z  Cy7H1gNO ber.: 253.146664 gef.: 253.147342

EA: C17H19NO ber.: C:80.60 H: 7.56 N:5.53

gef.:. (C:80.36 H:7.50 N: 5.63
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Schmelzpunkt (unkorrigiert): 112 °C
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(2)-Methyl 3-(4-(dimethylamino)phenyl)-2-phenylacrylat (37)

Verbindung 34 (50 mg, 0.20 mmol, 1 eq.), AcOH (28.7 uL, 0.50 mmol, 2.5 eq.) und KCN (65
mg, 1.00 mmol, 5 eq.) wurden in MeOH (5 mL) gelost. Nach 1 h Riihren wurde MnO,
(aktiviert, 87 mg, 4.0 mmol, 2 eq.) zugegeben und weitere 17 h geriihrt. Die Suspension
wurde mit DCM verdiinnt und Uber Celite abfiltriert. Die organische Phase wurde mit ges.
NaHCOs-Lsg. gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt um das Produkt (42 mg, 0.15 mmol) in 75 % Ausbeute als gelben Feststoff

zu erhalten.
'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 2.93 (s, 6H, CHs), 3.75 (s, 3H, OCHs), 6.46 (psd, 2H, 3J + °J = 8.5 Hz; H-8/8’), 6.92
(psd, 2H, 3 + °J = 8.9 Hz; H-7/7’), 7.23-7.25 (m, 2H, H-2/2’), 7.33-7.42 (m, 3H, H-1+3/3"),
7.79 (s, 1H, H-5)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.1 (CHs), 52.2 (OCHs), 111.4 (C-8/8'), 122.3 (C-6), 127.0 (C-1), 127.5 (C-2/2"),
128.8 (C-3/3), 130.1 (C-7/7’), 132.6 (CCO), 137.3 (C-4), 141.3 (C-5), 150.8 (C-N), 169.1 (CO)

MS (ESI+):

m/z (%) = 282 (100, [M+H]")

HRMS (EI+):

m/z  CigH19NO, ber.: 281.141579 gef.: 281.138642

EA: CigH19NO, ber.:. C:76.84 H: 6.81 N: 4.98

gef.. C:76.48 H: 6.89 N: 4.86
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Schmelzpunkt (unkorrigiert): 99 °C
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3-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-phenylpropannitril (38)

Zu einer Losung von 2 (500 mg, 2.01 mmol) in EtOAc (25 mL) wurde eine Spatelspitze Pd/C
(10% w/w) gegeben und unter Wasserstoffatmosphare (Balondruck) tiber Nacht gertihrt. Die
Suspension wurde Uber Celite filtriert und das Filtrat einkonzentriert um die Titelverbindung

als farblosen Feststoff in fast quantitativer Ausbeute (500 mg, 2.00 mmol) zu erhalten.
'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 2.93 (s, 6H, CHs), 3.04 (dd, *J = 6.4, ) = 13.6 Hz; 1H, H-5), 3.10 (dd, 3/ = 8.2, ) =
13.6 Hz; 1H, H-5), 3.94 (dd, 1H, */ = 6.4, *J = 8.2 Hz; CH-CN), 6.67 (psd, 2H, J +°J = 7.3 Hz; H-
8/8’), 7.01 (psd, 2H, °J + °J = 8.7 Hz; H-7/7’), 7.25-7.39 (m, 5H, H-1+2/2’+3/3’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.4 (CH3), 40.7 (C-5), 41.6 (C-CN), 112.7 (C-8/8°), 120.9 (CN), 124.2 (C-6), 127.7
(C-1), 128.1 (C-2/2°), 129.1 (C-3/3°), 130.1 (C-7/7°), 135.8 (C-4), 150.0 (C-N)

MS (EI+):

m/z (%) = 250 (7, M"), 134 (100, [CH,PhNMe,]")

HRMS (El+):

m/z  Cy7H1sN» ber.: 250.146999 gef.: 250.148003

EA:  CisHisN; ber.. C:81.56 H: 7.25 N:11.19
gef.. C:81.39 H: 7.10 N:11.03

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 86 °C
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(2)-2-(4-(Dimethylamino)phenyl)-3-phenylacrylnitril (39)

Die Titelverbindung wurde Methode A folgend nach 20 min in 8 % Ausbeute (50 mg, 0,20

mmol) als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 3.03 (s, 6H, CHs), 7.76 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.0 Hz; H-8/8’), 7.35-7.47 (m, 4H, H-
1+2/2'+5), 7.57 (psd, 2H, % + °J = 8.9 Hz; H-7/7’), 7.82—7.86 (m, 2H, H-3/3’)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.4 (CH3), 111.8 (C-CN), 112.5 (C-8/8’), 118.6 (CN), 122.1 (C-6), 127.0 (C-1), 128.9
(C-7/7°), 129.0 (C-2/27), 129.7 (C-3/3"), 134.6 (C-4), 137.4 (C-5), 151.0 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 248 (100, M"), 204 (13, [M-N(CHs),]")

HRMS (El+):

m/z  Cy7HigN> ber.: 248.131349 gef.: 248.131605

EA: Ci7H16N> ber.: C:82.22 H: 6.49 N:11.28
gef.: C:81.95 H: 6.63 N: 10.92

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 141 °C
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(2Z,4E)-5-(4-(Dimethylamino)phenyl)-2-phenylpenta-2,4-dienenitril (40)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 4 h als oranger Feststoff in 16 %

Ausbeute (327 mg, 1.15 mmol) erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 3.03 (s, 6H, CHs), 6.70 (psd, 2H, 3/ + >/ = 9.0 Hz; H-10/10’), 6.94 (d, 1H, 3 = 15.1
Hz; H-7), 7.20 (dd, 1H, */ = 15.1, */ = 11.2 Hz; H-6), 7.28-7.34 (sm, 1H, H-1), 7.37-7.42 (m, 3H,
H-2/2'+5), 7.45 (psd, 2H, °J + °J = 8.7 Hz; H-9/9’), 7.58-7.62 (m, 2H, H-3/3’)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.4 (CH3), 109.3 (C-CN), 112.1 (C-10/10’), 117.9 (CN), 120.8 (C-3/3’), 123.9 (C-8),
125.5 (C-1), 128.4 (C-6), 129.1 (C-2/2’), 129.3 (C-9/9’), 134.0 (C-4), 142.3 (C-7), 143.2 (C-5),
151.4 (C-N)

MS (EI+):

m/z (%) = 274 (100, M"), 197 (31, [M-Ph]")

HRMS (El+):

m/z  CigHigN> ber.: 274.146999 gef.: 274.146448

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 187 °C
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2-(4-(Dimethylamino)phenyl)-1H-indole-3-carbonitril (41)

Zu einer Losung von 32 (300 mg, 1.02 mmol) in Toluol (8 mL) wurde Triethylphosphit (677
mg, 4.08 mmol, 4 eq.) gegeben und 60 h bei 150 °C geriihrt. Nach Adsorption auf Kieselgel
wurde die Titelverbindung mittels Flashchromatographie (isoHexan/EtOAc, 3:1) als farbloser

Feststoff in 55 % Ausbeute (147 mg, 0.56 mmol) erhalten.
'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 2.98 (s, 6H, CH;), 6.86 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-10/10’), 7.14-7.23 (sm, 2H, H-
3+4), 7.43-7.46 (m, 1H, H-2), 7.50-7.53 (m, 1H, H-5), 7.83 (psd, 2H, 3/+°/=89 Hz; H-9/9’),
12.19 (s, 1H, NH)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.2 (CHs), 81.1 (C-CN), 111.5 (C-2), 112.2 (C-10/10’), 116.6 (C-7), 118.2 (CN),
119.0 (C-3), 122.1 (C-5), 123.5 (C-4), 127.9 (C-9/9’), 129.3 (C-8), 135.0 (C-6), 146.4 (C-1),
151.3 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 261 (59, M")

HRMS (El+):

m/z  Cy7HisN3 ber.: 261.126598 gef.: 261.127753

EA: Ci7H1s5N3 ber.: C:78.13 H:5.79 N: 16.08
gef.. C:77.86 H:5.78 N: 15.73

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 200 °C
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(2)-2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylaldehyd (43)

Zu einer Losung von 29 (618 mg, 1.9 mmol, 1 eq.) in trockenem THF wurde bei -78 °C DIBAL
(1.5 M in Toluol, 7 ml, 10.5 mmol, 5.5 eq) so zugegeben, dass die Temperatur unter -70 °C
blieb und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Im Anschluss wurde die Losung langsam auf -10
°C erwarmt und es wurden nacheinander langsam 1.4 ml Wasser/THF (1:1), 2.9 ml
Diethylether, 2.4 ml ges. Natrium-Kaliumtartrat-Lésung und 0.9 ml ges. Ammoniumchlorid-
Losung zugegeben. Nach weiteren 2 h wurde die Reaktionslésung mit ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, die organische Phase Uber MgSO, getrocknet, filtriert und auf Kieselgel
adsorbiert. Flashchromatographie (erst DCM, dann Cyclohexan/EtOAc, 2:1) ergab die
Titelverbindung als gelbes Wachs (414 mg,1.3 mmol, 66 % Ausbeute).

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Sn (ppm) = 2.98 (s, 6H, CHs), 6.51 (psd, 2H, J + °J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.02 (psd, 2H, *J + >/ = 8.9
Hz; H-8/8’), 7.14-7.16 (sm, 1H, H-2), 7.24-7.28 (m, 1H, H-3), 7.36-7.40 (m, 1H, H-4), 7.38 (s,
1H, H-6), 7.70 (d, 1H, H-1), 9.64 (s, 1H, CHO)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.0 (CHs), 111.6 (C-9/9’), 121.6 (C-Br), 124.2 (C-7), 128.1 (C-2), 129.7 (C-3), 131.4
(C-4), 133.0 (C-8/8), 133.2 (C-1), 136.4 (C-6), 136.7 (C-5), 151.7 (C-CHO), 151.9 (C-N), 192.6
(CHO)

MS (ESI+):
m/z (%) = 330 (100, [M+H]")
HRMS (El+):

m/z  Cy7H16BrNO  ber.: 329.041525 gef.: 329.041491
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EA: C;7Hi6BrNO  ber.: C:61.83 H: 4.88 N: 4.24

gef.. C:61.71 H: 5.06 N:4.12
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(2)-2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)prop-2-en-1-ol (44)

Zu einer Losung von 43 (150 mg, 0.45 mmol) und CeCl; (123 mg, 0.5 mmol, 1.1 eq) in MeOH
(3 ml) wurde bei 0 °C NaBH4 (20 mg, 0.5 mmol, 1.1 eq) zugegeben. Nach 30 min wurde die
Losung mit EtOAc verdinnt und nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Lsg. sowie ges.
NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wurde Gber MgS0O, getrocknet, filtriert und auf
Kieselgel adsorbiert. Flashchromatographie (DCM) ergab die Titelverbindung als leicht
gelben Feststoff (54 mg, 0.16 mmol, 36 % Ausbeute).

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 2.88 (s, 6H, CHs), 4.38-4.45 (sm, 2H, CH,), 6.48 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.5 Hz; H-9/9"),
6.65 (s, 1H, H-6), 6.81 (psd, 2H, >/ + °J = 8.9 Hz; H-8/8’), 7.18-7.22 (m, 2H, H-2+3), 7.30-7.34
(sm, 1H, H-4), 7.65-7.67 (m, 1H, H-1)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 40.4 (CHs), 68.5 (CH,), 112.0 (C-9/9’), 123.8 (C-Br), 124.2 (C-7), 128.1 (C-2), 128.6
(C-3), 129.0 (C-6), 129.9 (C-4), 131.4 (C-8/8’), 133.1 (C-1), 136.0 (C-CH,), 140.5 (C-5), 149.6 (C-
N)

MS (ESI+):

m/z (%) = 332 (100, [M+H]")

HRMS (El+):

m/z  Cy7H1gBrNO  ber.: 331.057175 gef.: 331.060107

EA: C17H1sBrNO  ber.: C:61.46 H: 5.46 N: 4.22

gef.. C:61.61 H:5.53 N: 4.12
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Schmelzpunkt (unkorrigiert): 95 °C
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(2)-Methyl 2-(2-bromphenyl)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylat (45)

Zu einer Losung von 43 (150 mg, 0.45 mmol) in MeOH (10 ml) wurde HOAc (1.14 mmol, 65
ul, 2.5 eq) und KCN (148 mg, 2.27 mmol, 5 eq) gegeben und 1 h geriihrt. Danach wurde
MnO, (aktiviert, 790 mg, 9.08 mmol, 20 eq) zugegeben und fir weitere 12 h gerlhrt. Die
Reaktionslésung wurde mit EtOAc verdiinnt und nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Lsg.
sowie ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt um die Titelverbindung als gelben

Feststoff zu erhalten (155 mg, 0.43 mmol, 96 % Ausbeute).
'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

Sn (ppm) = 2.93 (s, 6H, N-CHs), 3.75 (s, 3H, COOCHs), 6.46 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-9/9’),
6.89 (psd, 2H, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-8/8’), 7.20-7.26 (m, 2H, H-2+3), 7.32-7.35 (m, 1H, H-4), 7.69
(d, 1H, ®/ = 8.0 Hz; H-1), 7.84 (s, 1H, H-6)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.1 (N-CHs), 52.3 (COOCHs), 111.6 (C-9/9’), 121.9 (C-Br), 125.0 (C-7), 126.0 (C-
COOCH3), 128.0 (C-2), 129.3 (C-3), 131.7 (C-4), 132.5 (C-8/8’), 133.0 (C-1), 138.6 (C-5), 142.0
(C-6), 151.1 (C-N), 168.1 (COOCHs)

MS (ESI+):
m/z (%) = 360 (100, [M+H]")
HRMS (El+):

m/z  CygH1gBrNO, ber.: 359.052090 gef.: 359.051043
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EA:  Cy;gHisBrNO, ber.: C:60.01 H: 5.04 N: 3.89

gef.. (C:60.11 H:5.19 N: 3.92

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 134 °C
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(2)-2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril Dihydrochlorid (46)

o
10

11[N]11'

12 T 12

Zu einer Losung von 2-Bromphenylacetonitril (480 mg, 2.45 mmol, 1 eq.) und 4-(4-
Methylpiperazino)benzaldehyd (500 mg, 2.45 mmol, 1 eq.) in MeOH (4 ml) wurde Pyrrolidin
(174 mg, 2.45 mmol, 1 eq.) gegeben und fiir 48 h bei 60 °C geriihrt. Die Lésung wurde auf
Kieselgel adsorbiert und Flashchromatographie (DCM/MeOH, 49:1) ergab die
Titelverbindung welche mit HClI (56 M in iPrOH) aus EtOAc als farbloses Salz
(Dihydrochlorid) gefallt wurde (806 mg, 1.93 mmol, 79 % Ausbeute).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 2.76 (d, 3H, *J = 4.6 Hz; CHs), 3.04-3.13 (sm, 2H, H-11/11’), 3.22-3.29 (sm, 2H, H-
12/12’), 3.43-3.46 (sm, 2H, H-11/11’), 4.01-4.05 (sm, 2H, H-12/12’), 7.11 (psd, 2H, *J +°J =
8.9 Hz; H-9/9’), 7.35 (dt, 1H, >/ = 7.7, %/ = 1.8 Hz; H-2), 7.36 (s, 1H, H-6), 7.47 (dt, 1H, >/ = 7.4,
%= 1.1 Hz; H-3), 7.52 (dd, 1H, *J = 7.6, *J = 1.8 Hz; H-4), 7.72 (dd, 1H, *J = 8.0, *J = 0.9 Hz; H-
1), 7.85 (psd, 2H, *J + >/ = 8.9 Hz; H-8/8’), 9.44 (bs, 1H, HCl), 11.16 (bs, 1H, HCI)

B3C-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 42.4 (CHs), 44.6 (C-11/11’), 52.1 (C-12/12), 105.3 (C-CN), 115.3 (C-9/9°), 118.5
(CN), 122.8 (C-Br), 124.2 (C-7), 129.1 (C-2), 131.3 (C-3), 131.4 (C-8/8"), 132.1 (C-4), 133.7 (C-
1), 136.9 (C-5), 148.6 (C-6), 151.7 (C-10)

MS (El+):

m/z (%) = 381/383 (100, M™), 203 (72, [M-Br-N(CH,CH,),NCH3]")
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HRMS (El+):

m/z  CyoH20BrN; ber.: 381.084059 gef.: 381.087401

EA:  CyoH:BrClNs ber.: C:52.77 H: 4.87 N:9.23
gef.: C:52.60 H:5.02 N:9.30

Schmelzpunkt (unkorrigiert): Uber Zersetzungstemperatur
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(2)-3-(4-Bromphenyl)-2-(2-chlorphenyl)acrylnitril (47)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 31 h bei 60 °C in 81 % Ausbeute (2.0 g,

6.2 mmol) als farbloser Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl;, 21 °C, 400 MHz):

Su (ppm) = 7.21 (s, 1H, H-6), 7.32-7.38 (sm, 2H, H-2+3), 7.7.42-7.48 (sm, 2H, H-1+4), 7.60
(psd, 2H, *J +°J = 8.6 Hz; H-9/9’), 7.76 (psd, 2H, J + °J = 8.3 Hz; H-8/8")

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 109.8 (C-CN), 117.2 (CN), 125.5 (C-Br), 127.6 (C-3), 130.6 (C-9/9’), 130.7 (C-4),
130.8 (C-8/8’), 130.9 (C-2), 132.2 (C-Cl), 132.4 (C-1), 133.1 (C-7), 134.2 (C-5), 146.9 (C-6)

MS (El+):

m/z (%) = 317 (90, M™), 203 (100, [M-CI-Br]")

HRMS (El+):

m/z  CisHgBrCIN  ber.: 316.960688 gef.: 316.961123

EA: CisHoBrCIN  ber.: C: 56.55 H, 2.85 N, 4.40
gef.. C:56.63 H: 3.00 N:4.32

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 137 °C
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(piperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (48)

10

11[N]11'

12 N\~ 12
H

Verbindung 47 (1000 mg, 3.14 mmol, 1 eq.) wurde in trockenem Toluol (10 ml) unter Argon-
Atmosphare gel6st. PtBus (76 pL, 0.31 mmol, 0.1 eq.), Pd,(dba)s (72 mg, 0.078 mmol, 0.025
eg.), NaOtBu (905 mg, 9.42 mmol, 3 eq.) und Piperazin (1622 mg, 18.83 mmol, 6 eq.) wurden
zugegeben und die Suspension wurde 90 min bei 80 °C geriihrt. DCM wurde zugegeben, tber
Celite filtriert und auf Kieselgel adsorbiert. Flashchromatographie (DCM/MeOQOH, Gradient 0—
10 % MeOH) ergab die Titelverbindung als gelbes Ol (549 mg, 1.69 mmol, 54 % Ausbeute) als
E/Z-Gemisch (1:3-1:10).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 2.84-2.87 (m, 4H, H-12/12’), 3.26-3.29 (m, 4H, H-11/11’), 7.01 (psd, 2H, >J +°J =
9.2 Hz; H-9/9’), 7.36 (s, 1H, H-6), 7.41-7.45 (m, 2H, H-2+3), 7.52-7.56 (m, 2H, H-1+4), 7.82
(psd, 2H, 3/ +>J = 8.9 Hz; H-8/8)

MS (El+):

m/z (%) = 323 (41, M"), 289 (14, [M-CI]"), 281 (100, [M-N(CH.),] ), 247 (34, [M-CI-
N(CH>),]"), 203 (24, [M-CI-N(CH,CH,),NH]")

HRMS (El+):
m/z  CqoH1sCIN3 ber.: 325.115975 gef.: 325.116546
EA: C19H18CIN3-0.5 H,O0 ber.: C:68.57 H:5.75 N: 12.63

gef.. C:68.72 H:5.71 N:12.26
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril Dihydrochlorid (49)

o
10

11[N]11'

12 T 12

Zu einer Losung von 2-Chlorphenylacetonitril (149 mg, 0.98 mmol, 1 eq.) und 4-(4-
Methylpiperazino)benzaldehyd (200 mg, 2.45 mmol, 1 eq.) in MeOH (1.5 ml) wurde
Pyrrolidin (70 mg, 0.98 mmol, 1 eq.) gegeben und fir 50 h bei 60 °C geriihrt. Die Losung
wurde auf Kieselgel adsorbiert und Flashchromatographie (DCM/MeOH, Gradient 0-25 %
MeOH) ergab die Titelverbindung welche mit HCI (5-6 M in iPrOH) aus EtOAc als farbloses
Salz (Dihydrochlorid) gefallt wurde (181 mg, 0.44 mmol, 45 % Ausbeute).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 2.77 (d, 3H, J = 4.8 Hz; CHs), 3.03-3.15 (sm, 2H, H-12/12), 3.22-3.31 (sm, 2H, H-
12/12’), 3.41-3.49 (sm, 2H, H-11/11’), 4.00-4.08 (sm, 2H, H-11/11’), 7.12 (psd, 2H, *J +°J =
9.2 Hz; H-9/9'), 7.41-7.47 (m, 3H, H-2+3+6), 7.52-7.58 (m, 2H, H-1+4), 7.86 (psd, 2H, *J +°J =
9.2 Hz; H-8/8’), 11.20 (bs, 1H, HCI)

13C_NMR (ds-DMSO, 30 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 42.4 (CHs), 44.6 (C-11/11), 52.1 (C-12/12’), 103.5 (C-CN), 115.3 (C-9/9’), 118.6
(CN), 124.2 (C-7), 128.6 (C-3), 130.5 (C-4), 131.1 (C-2), 131.4 (C-8/8"), 132.0 (C-1), 132.4 (C-
Cl), 135.0 (C-5), 148.8 (C-6), 151.7 (C-10)

MS (El+):
m/z (%) = 337 (100, M¥)
HRMS (El+):

m/z  CyoH0CIN3 ber.: 337.134576 gef.: 337.134666
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EA:  CyoH0CIN3 ber.. C:71.10 H: 5.97 N:12.44

gef.. (C:70.13 H: 5.97 N:12.07

Schmelzpunkt (unkorrigiert): Gber Zersetzungspunkt
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-isobutylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (50)

10[Nj10'
(RINEG L
12\/

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOH, 99:1) in 15 % Ausbeute
(18 mg, 0.05 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhaltnis 1:4.

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 0.93 (d, 6H, *J = 6.6 Hz; CHs), 1.75-1.87 (sm, 1H, CH), 2.14 (d, *J = 7.3 Hz; 2H, H-
12), 2.53-2.55 (sm, 4H, H-11/11’), 3.33-3.35 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92 (psd, 3/ + °J = 8.9 Hz;
2H, H-9/9’), 7.13 (s, 1H, H-6), 7.28=7.33 (m, 2H, H-2+3), 7.40-7.46 (m, 2H, H-1+4), 7.84 (psd,
3J +°J = 8.9 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 380 (100, [M+H]"), 346 (32, [M-Cl+H]")
HRMS (El+):

m/z  Cy3H»CIN3 ber.: 379.181526 gef.: 379.184022
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-isopentylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (51)

10[Nj10'
KN
5
Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOQOH, 99:1) in 51 % Ausbeute
(93 mg, 0.24 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhaltnis 1:3.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 0.92 (d, 6H, *J = 6.6 Hz; CHs3), 1.40-1.45 (m, 2H, H-13), 1.53-1.66 (sm, 1H, CH),
2.38-2.42 (m, 2H, H-13), 2.57-2.60 (sm, 4H, H-11/11’), 3.36-3.34 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92
(psd, 3/ +°J = 8.9 Hz; 2H, H-9/9'), 7.12 (s, 1H, H-6), 7.28-7.32 (m, 2H, H-2+3), 7.39-7.46 (m,
2H, H-1+4), 7.84 (psd, 3/ + °J = 8.9 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 394 (100, [M+H]").
HRMS (EI+):

m/z  CysHsCIN3 ber.: 393.197176 gef.: 393.196349



126 Experimenteller Teil

2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-(4-methylpentyl)piperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (52)

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOH, 99:1) in 37 % Ausbeute
(70 mg, 0.17 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhiltnis 1:4.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 0.89 (d, 6H, */ = 6.6 Hz; CHs), 1.17-1.23 (m, 2H, H-14), 1.49-1.60 (m, 3H, CH+H-
13), 2.34-2.38 (m, 2H, H-12), 2.58-2.60 (sm, 4H, H-11/11"), 3.34-3.37 (sm, 4H, H-10/10"),
6.92 (psd, 3/ + °J = 8.9 Hz; 2H, H-9/9’), 7.13 (s, 1H, H-6), 7.29-7.31 (m, 2H, H-2+3), 7.40-7.45
(m, 2H, H-1+4), 7.84 (psd, >J + °J = 8.9 Hz; H-8/8")

MS (ESI+):
m/z (%) = 408 (100, [M+H]").
HRMS (EI+):

m/z  CysH3oCIN3 ber.: 407.212826 gef.: 407.210154
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-(5-methylhexyl)piperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (53)

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOQOH, 99:1) in 20 % Ausbeute
(40 mg, 0.09 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhaltnis 1:6.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 0.87 (d, 6H, *J = 6.6 Hz; CHs), 1.17-1.22 (m, 2H, H-15), 1.28-1.36 (m, 2H, H-14),
1.47-1.59 (m, 3H, CH+H-13), 2.37-2.40 (m, 2H, H-12), 2.57-2.60 (sm, 4H, H-11/11’), 3.34-
3.37 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92 (psd, >J + °J = 8.9 Hz; 2H, H-9/9’), 7.13 (s, 1H, H-6), 7.29-7.31
(m, 2H, H-2+3), 7.40~7.45 (m, 2H, H-1+4), 7.85 (psd, %/ + °J = 8.9 Hz; H-8/8")

MS (ESI+):
m/z (%) = 422 ([M+H]")
HRMS (El+):

m/z  CysH3,CIN3 ber.: 421.228476 gef.: 421.230266
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-propylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril ( 54)

10[N]10'
(RN TY
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Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOH, 99:1) in 23 % Ausbeute
(53 mg, 0.14 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhiltnis 1:6.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&4 (ppm) = 0.91-0.95 (m, 3H, CHs), 1.51-1.60 (m, 2H, H-13), 2.34-2.38 (m, 2H, H-12), 2.58—
2.60 (sm, 4H, H-11/11’), 3.34-3.37 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92 (psd, 2H, >/ + °J = 8.9 Hz; H-
9/9'), 7.13 (s, 1H, H-6), 7.29-7.31 (m, 2H, H-2+3), 7.39-7.45 (m, 2H, H-1+4), 7.85 (psd, 2H, *J
+°J = 8.7 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 366 (100, [M+H]").
HRMS (EI+):

m/z C22H24C|N3 ber.: 365.165876 gEf.: 365.163388
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-butylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (55)

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOQOH, 99:1) in 42 % Ausbeute
(99 mg, 0.26 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhaltnis 1:3.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

54 (ppm) = 0.92-0.96 (m, 3H, CH3), 1.31-1.40 (m, 2H, H-14), 1.46-1.55 (m, 2H, H-13), 2.37-
2.41 (m, 2H, H-12), 2.57-2.60 (sm, 4H, H-11/11’), 3.34-3.37 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92 (psd,
2H, J +°J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.12 (s, 1H, H-6), 7.29-7.31 (m, 2H, H-2+3), 7.40-7.45 (m, 2H, H-
1+4), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 380 (100, [M+H]").
HRMS (EI+):

m/z  Cy3Hy6CIN3 ber.: 379.181526 gef.: 379.183797
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-pentylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (56)

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOH, 99:1) in 48 % Ausbeute
(112 mg, 0.28 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhaltnis 1:4.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 0.90-0.93 (m, 3H, CH3), 1.25-1.38 (m, 4H, H-14+15), 1.45-1.57 (m, 2H, H-13),
2.36-2.40 (m, 2H, H-12), 2.57-2.60 (sm, 4H, H-11/11"), 3.34-3.37 (sm, 4H, H-10/10"), 6.92
(psd, 2H, *J +°J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.12 (s, 1H, H-6), 7.28=7.32 (m, 2H, H-2+3), 7.40-7.45 (m,
2H, H-1+4), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 394 (100, [M+H]").
HRMS (EI+):

m/z  Cy4H2sCIN3 ber.: 393.197176 gef.: 393.198493
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2-(2-Chlorphenyl)-3-(4-(4-hexylpiperazin-1-yl)phenyl)acrylnitril (57)

16

Die Titelverbindung wurde Methode D folgend (Eluent: DCM/MeOQOH, 99:1) in 42 % Ausbeute
(106 mg, 0.26 mmol) als gelbes Wachs erhalten im E/Z-Verhiltnis 1:3.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

5y (ppm) = 0.86-0.91 (m, 3H, CHs), 1.25-1.34 (m, 6H, H-14+15+16), 1.45-1.54 (m, 2H, H-13),
2.32-2.40 (m, 2H, H-12), 2.58-2.60 (sm, 4H, H-11/11"), 3.34-3.37 (sm, 4H, H-10/10’), 6.92
(psd, 2H, J +°J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.12 (s, 1H, H-6), 7.27-7.32 (m, 2H, H-2+3), 7.39-7.45 (m,
2H, H-1+4), 7.84 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):
m/z (%) = 408 (100, [M+H]").
HRMS (El+):

m/z  CysH30CIN3 ber.: 407.212826 gef.: 407.210785
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2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(4-hydroxypiperidin-1-yl)phenyl)acrylnitril ( 58)

Zu einer Losung von 2-Bromphenylacetonitril (3.1 g, 16 mmol, 2 eq.) und 4-(4-
Hydroxypiperidino)benzaldehyd (1.6 g, 8 mmol, 1 eq.) in MeOH (8 ml) wurde Pyrrolidin (568
mg, 8 mmol, 1 eq.) gegeben und fir 6 d bei 60 °C gerihrt. Die Losung wurde auf Kieselgel
adsorbiert und Flashchromatographie (DCM/MeOH, 97:3) ergab die Titelverbindung als
gelbes Wachs (1.1 g, 3 mmol, 37 % Ausbeute) im E/Z-Verhaltnis 1:5.

'H-NMR (CDCl5, 21 °C, 400 MHz):

Sy (ppm) = 1.60-1.68 (m, 2H, H-12/12’), 1.89-2.00 (m, 3H, H-12/12’+0H), 3.06-3.12 (m, 2H,
H-11/11"), 3.69-3.94 (m, 2H, H-11/11’), 3.87-3.94 (m, 1H, H-13), 6.92 (psd, 2H, */ + °J = 8.5
Hz; H-9/9’), 7.07 (s, 1H, H-6), 7.19-7.26 (m, 1H, H-2), 7.31-7.41 (m, 2H, H-3+4), 7.63 (d, 1H, *J
= 8.0 Hz; H-1), 7.83 (psd, 2H, *J + °J = 8.5 Hz; H-8/8")

MS (ESI+):

m/z (%) = 383 (100, [M+H])

HRMS (El+):

m/z  CyH19BrN,O ber.: 382.068075 gef.: 382.070032

EA:  CyH;19BrN,0-0.5 H,0 ber.: C:61.23 H:5.14 N:7.14

gef.. C:61.48 H:5.36 N:7.14
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2-(2-Bromphenyl)-3-(4-(4-oxopiperidin-1-yl)phenyl)acrylnitril (59)

Zu einer Losung von 58 (50 mg, 0,13 mmol, 1 eqg.) in DCM (10 ml) wurde Dess-Martin-
Periodinan (100 mg, 0.24 mmol, 1.8 eq.) und ein Tropfen Wasser gegeben und 12 h geriihrt.
Zu der Losung wurde ges. NaHCOs-Lsg. (5 ml) sowie 10 %ige Na,S,0s-Lsg. (5 ml) gegeben und
weitergerihrt bis eine klare Emulsion entstand. Die organische Phase wurde tber MgSO,4
getrocknet und filtriert. Flashchromatographie (Cyclohexan/EtOAc, 2:1) ergab die
Titelverbindung als gelbes Wachs (38.2 mg, 0.10 mmol, 77 % Ausbeute) im E/Z-Verhiltnis
1:5.

'H-NMR (CDCls, 21 °C, 400 MHz):

&u (ppm) = 2.56-2.59 (sm, 4H, H-12/12"), 3.74-3.77 (sm, 4H, H-11/11"), 6.97 (psd, 2H, *J +°J
= 8.9 Hz; H-9/9’), 7.10 (s, 1H, H-6), 7.21-7.25 (m, 1H, H-2), 7.32-7.42 (m, 2H, H-3+4), 7.64
(dd, 1H, >/ = 8.8, %/ = 0.9 Hz; H-1), 7.89 (psd, 2H, *J + °J = 8.7 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):

m/z (%) = 381 (100, [M+H]")

HRMS (El+):

m/z  CyH17BrN,O ber.: 380.052424  gef.: 380.052758

EA:  CyHi7BrN,0-0.5 H,0 ber.. C:61.55 H: 4.65 N:7.18

gef.. C:61.44 H: 4.82 N:7.20
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3-(4-(1,2,6-Triazaspiro[2.5]octan-6-yl)phenyl)-2-(2-bromphenyl)acrylnitril (60)

HN—-NH

Verbindung 59 (342 mg, 0.9 mmol, 1 eq.) wurde bei 0 °C in 7 M Ammoniak in MeOH (5 ml)
gelost. Nach 30 min wurde Hydroxylamin-O-sulfonsdure (125 mg, 1.0 mmol, 1.1 eq.)
zugegeben und 12 h bei 0 °C geriihrt. Die Losung wurde mit Wasser verdinnt und mit DCM
ausgeschittelt. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, filtriert und auf
Kieselgel adsorbiert. Flashchromatographie (DCM/MeOH, Gradient 0—4 % MeOH) ergab das
die Titelverbindung als gelben Feststoff (219 mg, 0.6 mmol, 64 % Ausbeute) im E/Z-
Verhaltnis 1:4.

'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

84 (ppm) = 1.65-1.92 (m, 4H, H-12/12’), 1.77 (s, 2H, NH), 3.41-3.67 (m, 4H, H-11/11’), 6.97
(psd, 2H, *J +°J = 8.9 Hz; H-9/9’), 7.09 (s, 1H, H-6), 7.21-7.25 (sm, 1H, H-2), 7.36 (dt, 1H, *J =
7.3,%=1.1 Hz; H-3), 7.41 (dd, 1H, >/ = 7.6, *J = 1.8 Hz; H-4), 7.65 (dd, 1H, */ = 8.0, *J = 1.1 Hz;
H-1), 7.86 (psd, 2H, 3/ + > = 8.7 Hz; H-8/8’)

MS (ESI+):

m/z (%) = 395 (100, [M+H]")

HRMS (EI+):

m/z  CyH19BrN;  ber.: 394.061612 gef.: 394.064712

EA: CooH19BrN4  ber.: C:60.77 H: 4.84 N: 14.17

gef.: C:60.56 H: 5.00 N: 13.94
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Schmelzpunkt (unkorrigiert): 82°C
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(2)-3-(4-(1,2,6-Triazaspiro[2.5]oct-1-en-6-yl)phenyl)-2-(2-bromphenyl)acrylnitril (61)

Zu einer Loésung von 60 (100 mg, 0.25 mmol) und NEt; (43 uL, 0.3 mmol, 1.2 eq.) in MeOH (5
mL) wurde so lange methanolische 0.05 M I,-Lsg. zugetropft, bis die braune Farbung langer
als eine min erhalten blieb. AnschlieRend wurde die Losung auf Kieselgel adsorbiert.
Flashchromatographie (Cyclohexan/DCM, 4:1) ergab die Titelverbindung als gelben Feststoff

(66 mg, 0.16 mmol, 66 % Ausbeute) als reines Z-Isomer.
'H-NMR (CDCl;, 21 °C, 400 MHz):

Sy (ppm) = 1.41-1.44 (sm, 4H, H-12/12’), 3.61-3.63 (sm, 4H, H-11/11’), 6.93 (psd, 2H, 3/ +°J
= 8.9 Hz; H-9/9), 7.09 (s, 1H, H-6), 7.23 (ddd, */ = 8.02, *J = 7.45, *J = 1.72 Hz; 1H, H-2), 7.36
(dt, 1H, */=7.5,% = 1.1 Hz; H-3), 7.42 (dd, 1H, */ = 7.7, *J = 1.7 Hz; H-4), 7.65 (dd, 1H, *J = 8.0,
%)= 1.1 Hz; H-1), 7.86 (psd, 2H, *J + °J = 8.9 Hz; H-8/8’)

13C.NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz, *H-gekoppelt):

5c (ppm) = 26.9 (qui, & = 6.0 Hz; C-13), 30.3 (t, 1 = 129.6 Hz; C-12/12"), 46.9 (tt, 1/ = 138.0, &
= 3.6 Hz; C-11/11’), 105.6 (d, *J = 3.6 Hz; C-CN), 114.7 (dd, 'J = 158.4, % = 4.8 Hz; C-9/9’),
118.4 (d, *J = 14.4 Hz; CN), 123.1 (m, J = 10.0 Hz; C-Br), 123.5 (m, J = 7.2 Hz; C-7), 128.0 (dd, J
= 164.3, %) = 8.4 Hz; C-2), 130.0 (dd, *J = 133.1, °J = 8.4 Hz; C-3), 131.3 (dd, 'J = 132.0, = 8.4
Hz; C-4), 131.4 (dt, '/ = 158.4, % = 6.0 Hz; C-8/8’), 133.6 (dd, 'J = 166.7, %J = 8.4 Hz; C-1),
137.1 (q, ¥ = 7.2 Hz; C-5), 147.9 (dt, *J = 145.8, *J = 4.8 Hz; C-6), 151.7 (sm, C-10)

MS (ESI+):

m/z (%) = 311 (100, [M-CH,CH,C(N,)CH,]*), 393 (38, [M+H]*), 417 (30, [M+Nal")
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EA:  CyHi7;BrNs  ber.: C:61.08 H:4.36 N: 14.25

gef.. C:61.42 H:4.57 N: 13.86

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 113 °C
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)-3-methoxyphenyl)-2-phenylacrylnitril (63)

Zu einer Losung von 3-Methoxy-4-dimethylaminobenzaldehyd (250 mg, 1.4 mmol, 1 eq.) und
Phenylacetonitril (161 pL, 1.4 mmol, 1 eq.) in MeOH (1.5 ml) wurde Pyrrolidin (161 uL, 1.4
mmol, 1 eq.) gegeben und 24 h bei RT gertihrt. Die Lésung wurde auf Kieselgel adsorbiert
und die Titelverbindung als gelbes Ol mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/EtOAc,
Gradient 0-25 % EtOAc) isoliert (168 mg, 0.6 mmol, 43 %).

'H-NMR (ds-DMSO, 30 °C, 400 MHz):

Sn (ppm) = 2.81 (s, 6H, NCHs), 3.82 (s, 3H, OCHs), 6.90 (d, 1H, */ = 8.2 Hz; H-8), 7.34-7.39 (sm,
1H, H-1), 7.43-7.51 (m, 3H, H-2/2’+9), 7.62 (d, 1H, %/ = 1.8 Hz; H-7), 7.67-7.71 (m, 2H, H-
3/3’), 7.87 (s, 1H, H-5)

13C_NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

8¢ (ppm) = 42.9 (NCHs), 55.7 (OCHs), 107.7 (C-CN), 110.7 (C-7), 117.3 (C-8), 119.1 (CN), 124.7
(C-9), 125.8 (C-3/3’), 127.1 (C-6), 128.7 (C-1), 129.1 (C-2/2’), 135.1 (C-4), 142.5 (C-5), 145.1
(C-0), 151.7 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 278 (100, M™), 263 (41, [M-CHs]")

HRMS (EI+):

m/z  CigH1sN,O  ber.:278.141913  gef.: 278.141310
EA:  CigHisN,O  ber: C:77.67 H: 6.52 N: 10.06

gef.. C:77.34 H: 6.46 N:9.85
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(2)-3-(4-(Dimethylamino)-2-methoxyphenyl)-2-phenylacrylnitril (64)

Die Titelverbindung wurde Methode B folgend nach 1 d in 79 % (308 mg, 1.10 mmol)

Ausbeute als gelber Feststoff erhalten.
'H-NMR (CDCl3, 21 °C, 400 MHz):

&n (ppm) = 3.07 (s, 6H, NCH;), 3.88 (s, 3H, OCHs), 6.18 (s, 1H, H-7), 6.40 (dd, 1H, >/ = 8.9, % =
1.8 Hz; H-8), 7.27-7.32 (sm, 1H, H-1), 7.37-7.42 (m, 2H, H-2/2’), 7.63-7.67 (m, 2H, H-3/3"),
7.93 (s, 1H, H-5), 8.26 (d, 1H, *J = 8.9 Hz; H-9)

13C-NMR (CDCl3, 21 °C, 100 MHz):

¢ (ppm) = 40.3 (NCHs), 55.5 (OCHs), 94.0 (C-7), 104.1 (C-CN), 104.7 (C-8), 111.4 (C-6), 120.0
(CN), 125.6 (C-3/3"), 127.8 (C-1), 128.9 (C-2/2’), 129.2 (C-9), 136.1 (C-4), 137.0 (C-5), 153.5 (C-
0), 159.9 (C-N)

MS (El+):

m/z (%) = 278 (100, M™)

HRMS (El+):

m/z  CygHigN,0 ber.: 278.141913 gef.: 278.138746

EA: CisH1sN,0 ber.. C:77.67 H: 6.52 N: 10.06
gef.. C:77.52 H:6.51 N: 9.88

Schmelzpunkt (unkorrigiert): 111 °C
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5.3 Biologie

5.3.1 Verwendete Gerate

Zentrifugen

Schittelinkubator

Ultraschall

FPLC

Saulen

PCR-Cycler

UV/Vis

Beckmann Coulter Avanti J-25
Heraeus Biofuge pico

Heraeus Multifuge 3

New Brunswick Scientific Innova 4200
New Brunswick Scientific Innova 4300
Branson Sonifier 250

GE Healthcare AKTA Basic

GE Healthcare Ni Sepharose High Load 15 ml, GE Healthcare
HiLoad™-26/60-Superdex 75

MJ Research PCR Mini Cycler

Thermo Scientific NanoDrop 2000c

5.3.2 Verwendete Kits und Reagenzien

PCR

Agilent QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit

Plasmidpraparation Peqlab pegGold Plasmid Miniprep Kit |

Lysozym

Roth, 20.000 U/mg

Benzonase Nuclease Novagen, 25 u/uL
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5.3.3 Verwendetes Plasmid

Aminosduresequenz:

MGHHHHHHGSQYNPQVADL KAFSKHI YNAYL KNFNMTKKKARSI LTGKASHTAPFVI HDI ETLWQAEKGLVWKQL
VNGLPPYKEI SVHVFYRCQCTTVETVREL TEFAKSI PSFSSL FLNDQVTLLKYGVHEAI FAMLASI VNKDGLL VA
NGSGFVTREFLRSLRKPFSDI | EPKFEFAVKFNAL ELDDSDLALFI AAl | LCGDRPGLMNVPRVEAI QDTI LRAL
EFHL QANHPDAQYL FPKL L QKMADL RQLVTEHAQWWIQRI KKTETETSLHPLLQE! YKDMY

DNA-Sequenz (5'>3°):

ATG GGG CAC

AAG
AAG
CAC
AAT
ACC
AGC
ATC
AGT
ATT
GAC
AAC
CTG
GCT
ACC

GCC
AAG
GAC
cco
ACA
AGC
TTC
cco
GAG
CTG
GIT
CAG
GAC
GAA

TAA TAA

TTC
GCC
ATC
CTG
GIG
CrC

CTG
ACC

CAT
TCC
CG&C
GAG
CCT
GAG
TTC
ATG
GIC
AAG
CTA
CGG
AAC
CGG
GAG

CAC CAT
AAG CAC
AGC ATC
ACA TTG
CCC TAC
ACC GIG
CTC AAC
CTG GCC
ACC CGT
TTT GAA
TTC ATT
GIG GAG
CAC CCT
CAA CTG
ACC TCG

CAC
ATC
CrC
TGG
AAG
CGG
GAC
TCT
GAG
TTT
GCG
GCT
GAT
GIC
CTG

CAC GGG AGC CAG

TAC
ACC
CAG
GAG
GAG
CAG
ATC
TTC
GCT
GCC
ATC
GCC
ACC
CAC

Enthalten in einem pET23a(+) Vektor.

5.3.4 Allgemein Verwendete Losungen

LB-Medium

AAT
G&C
GCA
ATC
CrC
GIT
GIC
CTG
GIC
ATC
CAG
CAG
GAG
CCT

GCC TAC
AAA CGCC
GAG AAG
AGC GIG
ACT GAG
ACC CTT
AAC AAG
CCC AGC
AAG TTC
ATT CTG
GAC ACC
TAC CTC
CAC GCC
CTG CTC

TAC
CTG
AGC

CAC
TTC
CrC
GAC
CrC
AAC
TGT
ATC
TTC
CAG
CAG

ATG
GAG

AAC
ACG
GIG
TTC
AAG
TAT
CTG

CTG
GAC

AAG
ATG
ATC

10 g/L Pepton, 5 g/L Hefeextrakt, 1 g/L NaCl

CAG GIG
TTC AAC
GCG CCC
TGG AAG
TAC CCC
AGC ATC
G&C GIG
CTG GTA
CCC TTC
GAA CTT
CGG CCA
GCC CTIC
CTG CIG
CAG CGG
TAC AAG

GCC
ATG
TTT
CAG
TGC

CAC
AGT
GAT

CAG
ATC
GAC

GAC
ACC
GIG
TTG
CAG
AGC
GAG
AAC
GAT
GAC
CrC
TTT
AAG
AAG
ATG

CTG

ATC
GIG
TGC
TTC

ATC
AGT
ATG
CAC
ATG
AAG
TAC
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5.3.5 Allgemeine Vorschriften

5.3.5.1 Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde {ber die Absorption bei 280 nm bestimmt. Der
Korrekturfaktor von 0.748 wurde mittels ProtParam berechnet:

http://web.expasy.org/protparam/ (zuletzt abgerufen am 1.10.2013).

5.3.5.2 Gensequenzierung

Gensequenzierungen wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt.

5.3.5.3 SDS-Page

Verwendete Losungen:

Probenpuffer 250 mM Tris pH 6.8, 8 % (w/v) SDS-Puffer 10 % (Roth), 200 mM
DTT, 40 % (v/v) Glycerin, 0.04 % (w/v) Bromphenolblau

Laemmli-Puffer 0.25 M Tris, 2 M Glycerin, pH 8.3
Farbel6sung 40 % MeOH, 10 % EtOAc, 0.05 % Coomassie Brilliant Blue G 250
Entfarbeldsung 40 % MeOH, 10 % EtOAc

Gelzusammensetzung (8.0 x 6.0 x 0.75 cm)
Trenngel (15 %) Sammelgel

1mL 600 pL 1.5 M Tris, pH 8.8

1.5mL 500 uL 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (47.5:1)
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30 uL 30 L SDS-Puffer 10 % (Roth)

470 uL 1.87 mL Wasser

3uL 3uL N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
30 uL 30 L 10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Die Proben wurden mit Probenpuffer verdiinnt (5:1) und fir 5 min auf 95 °C erhitzt. Je Spur
wurden 10 plL Probe aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 140-180 V
Uber 1-2 h in einer BioRad Elektrophoresekammer mit Laemmli-Puffer, als Marker diente
Marker Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, Abbildung 5.3). Die
Auswertung erfolgte durch Farben (~5 min, ~60 °C) und Entfarben (3—-5x ~5 min, ~60 °C) mit

den entsprechenden Lésungen.

5.3.5.4 Agarose Gel

Verwendete Lésungen:
50x TAE-Puffer 2 M Tris, 50 mM EDTA, pH 7.8
Vorschrift:

0.5 g Agarose wurden in 50 mL TAE-Puffer (1fach) angeldst und in einer Haushaltsmikrowelle
bei 600 W bis zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurden 0.5 pL SYBR Green | (Invitrogen)
zugegeben und das Gel gegossen. Die Proben wurden mit 6x MassRuler DNA Loading Dye
(Fermentas) verdiinnt (5:1). Nach erstarren wurde das Gel mit Proben (10 pL pro Tasche)
und Marker (Fermentas FastRuler Middle Range DNA Ladder, 4 plL pro Tasche) beladen und

~60 min bei 100 V laufen gelassen. Die Auswertung erfolgte durch Anregung bei 494 nm.
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5.3.5.5 PCR

Verwendete Primer (5‘>3):

L-Insertion CAC CAC GGG AGC CTG CAG TAC AAC CCA C

G TGG GIT GIA CTG CAG CCT CCC GIG GIG

QIN->VPR GGG AGC CTG GIG CCG CGC CCA CAG GIG

CAC CTG TGG GCG CGG CAC CAG GCT ccC

PQ->GS CTG GIG CCG CGC GGC AGC GIG GCC GAC
GIC GEC CAC CGCT GCC GCG CGG CAC CAG

Vorschrift:

40 pL Wasser

5 plL 10x Puffer

1 pL Plasmid (86 ng/uL)

je 0.25 pL Primer (100 pmol/uL)
1 uL dNTP Mix

1.5 pL QuickSolution

1 uL Polymerase

Temperaturprogramm:

1. 2min 95 °C
2. 20s 95 °C
3. 10s 60 °C
4, 2.5 min 68 °C
5. 5min 68 °C
6. 0 min 4°C
7. stopp

Schritt 2. bis 4. 18 mal Wiederholen.

AnschlieBend wurden 2 plL dpn | zugegeben und 5 min bei 37 °C inkubiert.

5.3.5.6 Hitzeschock-Transformation

50 uL kompenente Zellen wurden mindestens eine Stunde lang auf Eis aufgetaut und mit 2
pL Plasmid aus der PCR versetzt. Nach einer weiteren Stunde auf Eis wurde 30 s auf 42 °C
erhitzt und wieder 10 min auf Eis gekihlt. Nach Zugabe von 950 ulL LB-Medium wurden die
Zellen 45 min bei 37 °C hochgeziichtet und bei 13000 UpM (16089 g) fir 1 min
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abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.3.5.7 Plasmidprdparation

10 mL LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und iber Nacht bei 37 °C mit

220 UpM hochgeziichtet. Die Plasmidisolierung erfolgte nach dem Standardprotokoll des

verwendeten Kits (Peqlab peqGold Plasmid Miniprep Kit 1).

5.3.5.8 PPARp/6 Expression und Aufreinigung

Verwendete Loésungen:

SLB-Medium:

Ampicillin-Stammldsung:

Chloramphenicol-Stammldsung:

Ni-Puffer A:

Ni-Puffer B:

SEC-Puffer:

25 g/L Pepton, 15 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl
100 mg/mL, finale Verdiinnung: 1 mL/L
34 mg/mL in EtOH, finale Verdiinnung: 1 mL/L

20 mM HEPES, 250 mM NaCl, 1 mM B-ME, 20 mM
Imidazol, pH 7.5

20 mM HEPES, 250 mM NacCl, 1 mM B-ME, 500 mM
Imidazol, pH 7.5

20 mM HEPES, 500 mM NH;O0Ac, 1 mM B-ME, pH 7.5

Alle Medien wurden autoklaviert, Puffer wurden sterilfiltriert und entgast. Antibiotika oder

B-ME wurde erst kurz vor Verwendung zugegeben.

Expression:

10 ml LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie der Bakterien (Rosetta2(DE3)) angeimpft

und fir 1h bei 37° im Schittelinkubator inkubiert. Mit je 1 ml dieser Kultur wurden 4x 200ml

LB-Medium angeimpft und bei 37°C Uber Nacht im Schittelinkubator (140 UpM)
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hochgeziichtet. Vor dem Animpfen der Hauptkulturen wurden die vier Vorkulturen vereinigt
und je 50 ml / 1.6 L Hauptkultur zum Animpfen verwendet. 4x 1.6 L SLB-Medium in 5000ml
Schikanekolben wurden ~6 h bei 37°C und 120 UpM auf eine ODgyo von ~2.5 hochgeziichtet.
Die Temperatur wurde auf 20 °C gesenkt und die Bakterien bis ODgyp>2.8 hochgeziichtet.
AnschlieBend erfolgte die Induktion mit 1.6 mL 0.5 M IPTG-L6sung je 1.6 L und die
Expression liber Nacht bei 20 °C. Die Zellen wurden bei 6000 UpM (6371 g) fur 10 min bei 4
°C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die erhaltenen Zellpellets wurden

entweder bei -20 °C gelagert oder direkt aufgeschlossen.
Zellaufschluss und Aufreinigung:

Die Zellen wurden in ~50 mL Ni-Puffer A suspendiert und nach Zugabe von 1 pL
DNAse/Benzonase sowie einer Spatelspitze Lysozym flr 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen auf Eis sonifiziert (5x 90 s bei 20 % Leistung mit 1 s Intervallen) und mit
20000 UpM (48384 g) fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Bodensatz wurde verworfen und

das Lysat bei 4 °C tiber eine 15 mL Ni Sepharose Saule aufgereinigt (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1 Vorgehensweise zur PPARB/5-Aufreinigung liber eine Ni Sepharose Sdule

Schritt Flussrate Dauer Ni-Puffer B Fraktionierung
Auftragen 2 mL/min - 0% Nein
Waschen 2 mL/min 100 mL 0% Nein

Elution 4 mL/min 150 mL 0-100 % 5mL

Ein 10 kDa Dialyseschlauch wurde mit den vereinten Proteinfraktionen befillt und ber
Nacht bei 4 °C in 4 L SEC-Puffer gelagert. Die Proteinlésung wurde auf unter 10 mL
aufkonzentriert (Vivaspin 20 10 kDa, 4600 UpM/3761 g) und bei 4 °C mit 2 mL/min auf eine
Superdex 75 Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 300 mL SEC-Puffer bei 2 mL/min und

einer FraktionsgroRe von 3 mL. Die Ausbeute betrug 2—4 mg Protein pro Liter Medium.
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Abbildung 5.3 SDS-Page der verschiedenen Expressions- und Aufreinigungsschritte von PPARB/S.

Die DLS-Spektren wurden an einem Xtal-Concepts Spectro size 300 iiber 30 s mit 25

Wiederholungen aufgenommen.

5.3.5.9 Kristallplatten

Verwendete Screens:

Die verwendeten Screens waren AmSO4, Anions, Classics, Classics Lite, Cryos, JCSG, JCSG

Core I-1V, MBC I-Il und PACT von den Firmen Hampton Research, Emerald Bio und Quiagen.
Kristallisationsbedingungen:

Nach dem Aufkonzentrieren auf ~2 mg/mL wurde Ligand in DMSO (500 uM,
Endkonzentration 50 uM) zugegeben, weiter aufkonzentriert auf 5-6 mg/mL und eine
Stunde bei 4 °C inkubiert. Ausplattiert wurde in 2 Drop Innovadyne Platten mit 80 puL
Reservoir und einer Tropfenzusammensetzung von 0.3 pL Reservoir mit 0.3 pL Protein

mittels eines Cartesian Microsys' SQ 4000.
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Erfolgreiche Bedingungen:

Tabelle 5.2 Erfolgreiche Kristallisationsbedingungen fiir ST-247.

Screen well Puffer pH Salz Prazipitant

E3 NaOAc0.1 M 8.0 KH,PO3 0.9 M | NaH,PO;0.9 M
E9 MES 0.1 M 8.0 KH,PO3 0.9 M | NaH,PO30.9 M

Anions 18
F3 HEPES 0.1 M 4.9 KH,PO3 0.9 M | NaH,PO30.9 M
F9 TRIS0.1 M 8.0 KH,PO3 0.9 M | NaH,PO30.9 M
C3 TRIS0.1 M 8.0 - NH4H,PO3 2 M

Classics 18
D10 HEPES 0.1 M 8.0 NaH,PO; 0.8 M | KH,PO3;0.8 M
JCGS Core 1 B6 HEPES 0.1 M 4.9 NaH,PO; 0.8 M | KH,PO3;0.8 M
JCGS Core 2 All TRIS0.1 M 8.0 - NH4H,PO3 2 M
MCB 2 H12 MES 0.1 M 8.0 - NaH,PO;1.5M

Tabelle 5.3 Erfolgreiche Kristallisationsbedingungen fiir PT-S58 in Gegenwart von nHeptyl-3-D-
Glucopyranosid (15 % w/v).

Screen well Puffer pH Prazipitant
Anions 18 Cc2 NaOAc 0.1 M 8.0 NaCO,H 1.75 M
Classics 18 D11 NaOAc 0.1 M 8.0 NaCO,H 2 M
Core 318 H1 NaOAc 0.1 M 8.0 NaCO,H 2 M
5.3.5.10 Plasmakinetiken

Verwendete Gerate:
HPLC Waters Alliance 2795
Séule Phenomenex Kinetex C18 2,6 p 100 A 50x2,1 mm

MS Waters Quattro Micro
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Parameter:

HPLC

MS

Acetonitrilprazipitation:

ik

Fur die Kalibriergeraden wurden 45 pL Plasma mit 5 pL Ligandlésung (DMSO/Wasser, 1:1)
der zehnfachen Zielkonzentration versetzt und wie oben aufgearbeitet.

3 kV Kapillarspannung bei 140 °C

Bei 3900 g fur 15 min zentrifugieren
200 pL in das Vial Gberfihren

80 % MeCN, 20 % 10 mM NH4OAc, 0.2 mL/min, 10 pL inject, 8 min Laufzeit

50 plL Plasma mit 200 pL MeCN versetzen und 5 min leicht schiitteln
Niederschlag bei 6000 g und 4 °C fiir 15 min abzentrifugieren
180 uL in ein neues Gefalk Giberfiihren und mit 100 puL Wasser verdiinnen

Tabelle 5.4 Kalibriergeraden zur Berechnung der Plasmakonzentration.

Konz. | PT-S141 | PT-S264 | PT-S 272
[ng/mL] | AUC AUC AUC
0 133
1 22 295
2.5 42 405
5 81 743
10 263 2116
50 20 646 7276
250 264 4530 | 43091
1000 839 18554 | 145797
2500 1903 | 76169 | 442774
5000 4947 | 173375 | 896485
R? 0.985 | 0.990 | 0.998

Fur PT-S 271 konnte keine lineare Korrelation erreicht werden.

Die verabreichte Dosis lag bei 25 mg/kg (PO) bzw. 5 mg/kg (IV)

45 min (PO) oder 15 min (IV) nach Verabreichung entnommen.

. Die Plasmaproben wurden
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Tabelle 5.5 Berechnete Plasmakonzentrationen.

PT-S 141 | PT-S 264 | PT-S 272 | PT-S 264 | PT-S 272
[ng/mL] | [ng/mL] | [ng/mL] | [nM/L] | [nM/L]

\Y 0 728 2 1502.3 3.8
\Y 0 646 5.2 1333.1 9.9
\Y 0 571 3.8 1178.3 7.2

Mittel IV 0 648.3 3.7 1337.9 6.9
o - 78.5 1.6 162.0 3.0
PO 0 13 0.4 26.8 0.8
PO 0 31 0.4 64.0 0.8
PO 0 11 0.6 22.7 1.1

Mittel PO 0 18.3 0.5 37.8 0.9
o - 11.0 0.1 22.7 0.2

5.3.5.11 Photoaffinitdtslabeling

50 pL Protein (1-2 mg/mL) wurde jeweils mit einem, fiinf und zehn Aquivalenten
Photoaffinitatsligand 61 versetzt. Die Ligandkonzentration der DMSO Stocklésung wurde
dabei so gewadhlt, dass nicht mehr als 5 pL Stockdsung zugegeben werden mussten. Die
Bestrahlung erfolgte fiir 3 h bei 366 nm mit 2 cm Abstand von der Lampe. Das Protein wurde
dabei mit Eis gekiihlt. Die anschlieBende Massenanalyse erfolgte in der Massenabteilung des

FB Chemie der Universitat Marburg.
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5.4 Strukturverzeichnis
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