DNA-kodierte Substanzbibliotheken:
Chemische Stabilisierung der DNA,
Entwicklung neuer Synthesemethoden und

ldentifizierung von TEAD-YAP-Inhibitoren

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)
von der Fakultat fir Chemie und Chemische Biologie

der Technischen Universitat Dortmund

vorgelegt von

M. Sc. Verena B. K. Kunig






Die vorliegende Arbeit entstand im Zeitraum von Dezember 2017 bis Mai 2021 unter der
Anleitung von PD Dr. Andreas Brunschweiger an der Fakultat fir Chemie und Chemische

Biologie der Technischen Universitat Dortmund.

Dekan: Prof. Dr. Stefan Kast
1. Gutachter: PD Dr. Andreas Brunschweiger
2. Gutachter: Prof. Dr. Daniel Rauh

Eingereicht am: 31.05.2021
Tag der mundlichen Prifung: 20.09.2021






Teile dieser Arbeit wurden in folgenden Beitrégen verdéffentlicht:

1. Synthesis of DNA-coupled isoquinolones and pyrrolidines by solid phase
ytterbium- and silver-mediated imine chemistry
M. Potowski,* V. B. K. Kunig,* F. Losch, A. Brunschweiger, MedChemComm
2018, 10, 1082-1093.

2. lIsocyanide Multicomponent Reactions on Solid-Phase-Coupled DNA
Oligonucleotides for Encoded Library Synthesis
V. B. K. Kunig, C. Ehrt, A. Domling, A. Brunschweiger, Org. Lett. 2019, 21,
7238-7243.

3. TEAD-YAP Interaction Inhibitors and MDM2 Binders from DNA-Encoded
Indole-Focused Ugi Peptidomimetics
V. B. K. Kunig, M. Potowski, M. Akbarzadeh, M. Klika Skopié, D. Dos Santos
Smith, L. Arendt, |. Dormuth, H. Adihou, B. Andlovic, H. Karatas, S. Shaabani,
T. Zarganes-Tzitzikas, C. G. Neochoritis, R. Zhang, M. Groves, S. M. Guéret,
C. Ottmann, J. Rahnenfiihrer, R. Fried, A. Domling, A. Brunschweiger,
Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59, 20338-20342.

4. Chemically Stabilized DNA Barcodes for DNA-Encoded Chemistry
M. Potowski,*V. B. K. Kunig,* L. Eberlein, A. Vakalopoulos, S. M. Kast,
A. Brunschweiger, Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 19744-19749.

* Diese Autoren haben gleichermaBen zur Publikation beigetragen.

Teile dieser Arbeit wurden in folgender Patentschrift verdffentlicht:

A. Brunschweiger, M. Klika Skopi¢, M. Potowski, V. B. K. Kunig, EP 20 166 145.1.






In Erinnerung an meine Mutter






Inhaltsverzeichnis
T o T 1YL= 7= ol o I
074 = 11 U Vo \%
ADSITACT. ..o VII
O Y 01 =1 (1 T S 1
1.1 DNA-kodierte Substanzbibliotheken...............cooiiiiiiii e, 1
1.2  Protein-Protein-Interaktionen als attraktive pharmazeutische Targets............. 14
1.2.1 MDM2-p53-Protein-Protein-Interaktion.............ccccccceeiii i, 14
1.2.2  TEAD-YAP-Protein-Protein-Interaktion..............couueiiiiiieeiiiiiiiiie e 18
1.3 MultikomponentenreaktionENn ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
1.4  1,3-dipolare Cycloaddition..............uuiiiiiiiiiiicicee e 28
A 1= 1= .40 | T PSSR 31
3 Synthese und Selektion einer tiDEL mit anschlieBender Hit-Resynthese
(W g Lo IV o [T (1 o [P 35
3.1 Synthese der tiDEL .........coooiiiiiiiiiii 35
3.1.1  Synthese der hexT-Ugi-KONJUQate ............ooevviiiiiiiieeeiieeiicee e, 35
3.1.2 Kodierung der hexT-Ugi-Konjugate mittels enzymatischer Ligation.......... 39
3.1.3  Derivatisierung der kodierten DNA-Konjugate Uber die Kupfer-vermittelte
AlIKIN-AZid-CycCloaddition  ........eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
3.2 Selektion der tiDEL ........coooviiiiiiii 47
3.3 HItERESYNINESE .o 50
3.4 HIt-Validierung ....cooooiiiiii 51
34.1 Hit-Validierung — MDIM2 ... e e e e eaeees 51
3.4.2 Hit-Validierung — hNTEADZ  ......co oo aanans 52
4 Uberfuhrung chemischer Reaktionen auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden
und Entwicklung einer neuen Kodierungsstrategie ................uueeueumvmmerimemennieiiiiinnnnns 57
4.1  Optimierung der Ugi-Vierkomponentenreaktion auf CPG-gebundenen
DNA-OlIgONUKIEOTIAEN ... 57
4.2  Experimente zur Uberfiihrung der Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion zur
Darstellung von Tetrazolen auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden ...... 67
4.3  Experimente zur Uberfiihrung der Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-
Reaktionssequenz zur Darstellung von 1,3,4-Oxadiazolen auf
CPG-gebundenen DNA-OlIgoNUKIEOtIAEN .........ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee 70
4.4  Experimente zur Uberfiilhrung der Groebke-Blackburn-Bienaymé-
Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von Imidazo[1,2-a]-Heterozyklen
auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden ............ccccooeviiiiiiiiiiiin e, 74

Inhaltsverzeichnis



Inhaltsverzeichnis

4.5  Experimente zur Uberfiihrung der 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition
zur Darstellung von substituierten Pyrrolidinen auf CPG-gebundenen
DNA-OgoNnUKIEOIEN ......ccooiiiiiiiiiii 77

4.6  Experimente zur Uberfuihrung der Yb(lll)-vermittelten Dreikomponentenreaktion
zur Darstellung von substituierten Pyrazolen auf CPG-gebundenen

DNA-OgonuKIEOtIdEN ......ccooiiiiiiiii 84
4.7  Entwicklung einer Kodierungsstrategie fiir kurze DNA-Barcodes..................... 89
Studien zur chemischen Stabilisierung von DNA-Oligonukleotiden fur die
DEL-SYNTNESE ... ittt 93
5.1 Stabilitatsscreening von CPG-gebundenen, chemisch modifizierten
B NNV @] o o] g 1V] 4 [=T0) (o [T o 93
5.2  Anwendung der DNA-Haarnadelstruktur-basierten Kodierungsstrategie
unter Verwendung chemisch modifizierter DNA ..., 95
5.3  Uberfuihrung von ATCG-DNA-kompatiblen sowie -inkompatiblen chemischen
Reaktionen auf CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-Sequenzen.................... 101
5.4  Experimente zur Boc-Entschiitzung von 7De-dATC-gebundenen
U-4CR/aza-Wittig-Produkten............ccccooiiiiii 107
Diskussion und Zusammenfassung.............uuiiiiiieeiiieeiiiiiie e 109
EXperimenteller TeIl ........ci i 116
7.1  Chemikalien und LOSUNGSMILLEl ........ccuviiiiiiiieiiice e, 116
7.2 DEL-basierte chemische Methoden ..........cccccvvvviiiiiii 116
7.3 Chemisch synthetische Methoden ... 118
7.4  Reagenzien sowie Gerate fur biologische Methoden ............ccccccvvviviviininnnnn. 119
7.5  Gerate fur biophysikalische Methoden ..............coiiiiiiiiiiiiicce e, 121
7.6 Reagenzien und Gerate flr zellbiologische Methoden ..................ccooiiiiinnnnnn. 121
7.7  Allgemeine Vorschriften fur biologische Methoden.............ccccccovvviiiiiiininnnnn. 122
7.8  Synthese und Selektion einer tiDEL mit anschlieRender Hit-Resynthese
UNA -ValidIEIUNG ... .o e 123
7.8.1 Synthese dertiDEL i 123
7.8.2  Selektion der tiDEL oo 131
7.8.3 HIt-RESYNTNESE e 135
7.8.4  Hit-Validierung e 144
7.9  Uberfiilhrung chemischer Reaktionen auf CPG-gebundenen
DNA-Oligonukleotiden und Entwicklung einer neuen Kodierungsstrategie.....147
7.9.1  Allgemeine Synthesevorschriften ..o 147

7.9.2  Testligation zur Etablierung einer neuen DNA-Haarnadelstruktur-basierten
Kodierungsstrategie oo 159

7.10 Studien zur chemischen Stabilisierung von DNA-Oligonukleotiden fir die
DEL-SYNtNESE... .o 160



Inhaltsverzeichnis

7.10.1 Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition eines Fmoc-geschitzten
PEG(4)-Linkermolekiils an CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-

Oligonukleotiden 160

7.10.2 Testligationen zur Anwendung der DNA-Haarnadelstruktur-basierten
Kodierungsstrategie unter Verwendung chemisch modifizierter DNA..... 161
7.10.3 PCR-Amplifikation von chemisch modifizierten Ligationsprodukten........ 162
7.10.4 Sanger-Sequenzierung von chemisch modifizierter DNA ............c.cccvvees 163
7.10.5 Echtzeit-PCR von chemisch modifizierten Ligationsprodukten ............... 163
8  ADKUIrZUNGSVEIZEICHNIS ....cvviiiiii e 164
S B | (=T = LU0 | V=T = (ol ] ST 168
(D=1 = To 18 ] o [P PPPPPPPPPPPPPPPP 177
(@0 [ To T[] g Y1 7= 1= 178
Eidesstattliche Versicherung (Affidavit).............uueiiiiieiiiicc e 181
ANNBNG e 182






Kurzfassung

Kurzfassung

Die Identifizierung kleiner organischer Molekile, welche mit pathophysiologisch
relevanten, biologischen Zielstrukturen interagieren, ist eine der gro3en
Herausforderungen der medizinischen Chemie. Solche bioaktiven Molekile kénnen dabei
helfen, komplexe zellulare Prozesse aufzuklaren oder kénnen als Startpunkte zur
Entwicklung eines Arzneistoffes dienen. Die Technologie der DNA-kodierten
Substanzbibliotheken (DELs) hat sich in den letzten Jahren als eine vielversprechende
Alternative zum Hochdurchsatz-Screening etabliert. DELs bestehen aus einer Vielzahl an
DNA-kodierten Molekllen, welche gleichzeitig in Affinitdts-basierten Selektionsassays
gegenuber einer Zielstruktur getestet und im Anschluss anhand ihrer einzigartigen
DNA-Sequenz leicht ,entschlisselt® werden koénnen. Die meisten in der Literatur
beschriebenen DELs werden Uber ,split and pool“-Synthesen in wassriger Losung
synthetisiert. Dies hat zur Folge, dass viele gangige Synthesemethoden der organischen
Chemie, die auf trockene Losungsmittel angewiesen sind, nicht fir die DEL-Synthese zur
Anwendung kommen kénnen. Eine weitere Limitierung zur Herstellung von DELSs stellt die
Stabilitat der DNA gegenuber verschiedenen Reaktionsbedingungen dar. Fur eine
erfolgreiche Selektion ist es notwendig, dass die kodierende DNA im Verlauf der
DEL-Synthese nicht beschadigt wird. Daher kdnnen auch viele als Katalysatoren
standardmaRig in der praparativen organischen Chemie eingesetzte Metallsalze sowie

stark saure Reaktionsbedingungen in der DEL-Produktion nicht verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Fokus auf die Synthese von DELs basierend
auf einer Festphasenstrategie gelegt. Diese bietet neben der freien Wahl des
Ldsungsmittels den Vorteil, dass die Nukleobasen der DNA vollstandig geschitzt
vorliegen und somit die gesamte DNA eine hohere Stabilitat aufweist. Im ersten Teil der
Arbeit wird die Synthese einer Indol-fokussierten DNA-kodierten Substanzbibliothek,
ausgehend von dem chemisch sehr stabilen, controlled pore glass (CPG)-gebundenen
Hexathymidin (,hexT“)-Adapteroligonukleotid beschrieben (thymidine-initiated
DNA-encoded chemistry, TIDEC). Die im Vergleich zu anderen DELs recht kleine
Bibliothek von 8.112 Molekilen konnte im Selektionsscreening vielversprechende
Wirkstoffkandidaten fiir schwierig zu adressierende Proteine wie dem Transkriptionsfaktor
TEADA4 liefern. Das in diesem Verfahren verwendete Adapteroligonukleotid hexT erlaubt
jedoch keine Kodierung von Startmaterialien. Dieser Einschrankung wird im weiteren
Verlauf der Arbeit Rechnung getragen, in dem die Ubertragung von insgesamt sechs
neuen organischen Synthesen auf ein neues DNA-Kodierungsformat, das den Einsatz von

kodierten Startmaterialien ermdglicht, beschrieben wird. So konnten die
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Ugi (U-4CR)- sowie die Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion (UA-4CR), die Groebke-
Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion (GBB-3CR) und die AgOAc-vermittelte
1,3-dipolare Azomethin-Ylid-Cycloaddition ohne detektierbare DNA-Degradation auf eine
CPG-gebundene ATCG-DNA-Sequenz iberfihrt werden. Zur Anwendung dieser
Reaktionsmethoden in einer DEL-Synthese wurde ferner eine neue, effizientere
Kodierungsstrategie basierend auf einer DNA-Haarnadelstruktur entwickelt, die die
Kodierung von Startmaterialien ermdglicht. Mit der Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-
Reaktion (U-4CR/aza-Wittig) sowie einer Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponenten-
Pyrazolsynthese werden aber auch zwei Reaktionen beschrieben, die auf der
CPG-gebundenen ATCG-DNA-Sequenz zu massiver DNA-Degradation fuhrten und daher
lediglich unter Verwendung einer stabilen Pyrimidin-DNA in der DEL-Produktion
Anwendung finden kdnnen. Diese Limitierung wurde im letzten Teil der vorliegenden
Arbeit mit der Etablierung von chemisch modifizierten und daher stabileren
DNA-Oligonukleotiden bewadltigt. Die vulnerable Purinbase Adenin wurde durch die
chemisch modifizierte Base 7-Deazaadenin (7De-dA) in ATC-DNA-Sequenzen
ausgetauscht. Es zeigte sich, dass 7De-dATC-DNA-Sequenzen nicht nur eine deutlich
hohere Stabilitét, besonders gegeniber Séauren, aufweisen, sondern ebenfalls korrekt von
Enzymen erkannt und damit ligiert, amplifiziert sowie sequenziert werden konnen. Neben
den ATCG-kompatiblen Reaktionen, welche problemlos auf die chemisch modifizierte,
Festphasen-gebundene DNA (bertragen werden konnten, konnten ebenso die
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion sowie die Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion mit
verringerter DNA-Degradation tiberfihrt werden. Besonders hervorzuheben ist, dass auch
eine TFA-vermittelte Boc-Entschitzung von DNA-Molekil-Konjugaten in wassriger
Losung unter Verwendung der chemisch modifizierten DNA ohne detektierbare

DNA-Degradation durchgefiihrt werden konnte.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden robuste Methoden zur Selektionierung von
DNA-kodierten Molekiilbibliotheken aufgesetzt. Es gelang die ldentifizierung neuer
Startpunkte fur die Entwicklung von TEAD-YAP-Inhibitoren durch die Selektionierung einer
neu designten, peptidomimetischen DEL, die mit dem TiDEC-Kodierungssystem
hergestellt wurde. Zukinftige DELs werden mit einem hier neu entwickelten und zum
Patent angemeldeten Kodierungsverfahren synthetisiert, das chemisch stabilisierte
DNA-Barcodes nutzt und so die Stabilitatsvorteile des hexT-Adapters mit der Effizienz der
kodierten, kombinatorischen Chemie vereint. Dieses Kodierungssystem ermoglicht die
Kodierung eines sehr breiten Spektrums an Synthesemethoden und die Darstellung

strukturell diverser Molektlklassen.
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Abstract

Identifying small organic molecules that interact with pathophysiologically relevant
biological targets is one of the great challenges of medicinal chemistry. Such bioactive
molecules can help elucidate complex cellular processes or serve as starting points for
drug development. DNA-encoded compound libraries (DELS) technology has emerged in
recent years as a promising alternative to high-throughput screening. DELs consist of a
large number of DNA-encoded molecules that can be simultaneously tested in
affinity-based selection assays against a target structure and subsequently easily
"decoded" based on their unique DNA sequence. Most DELs described in literature are
synthesized via "split-and-pool" syntheses in an aqueous solution. As a result, many
common organic chemistry synthesis methods that rely on dry solvents cannot be applied
to DEL synthesis. Another limitation is the stability of the DNA. For successful selection, it
is necessary that the coding DNA is not damaged during DEL synthesis. Therefore, many
metal salts used as catalysts in preparative organic chemistry and strongly acidic reaction

conditions cannot be used in DEL synthesis either.

In this work, the focus was placed on the synthesis of DELs based on a solid-phase
strategy. In addition to the free choice of solvent, the solid-phase strategy offers the
advantage that the nucleobases of the DNA are entirely protected, and thus the entire
DNA has a higher stability. In the first part of this work, the synthesis of an indole-focused
DNA-encoded compound library starting from the chemically very stable controlled pore
glass (CPG)-bound hexathymidine ("hexT") adapter oligonucleotide is described
(thymidine-initiated DNA-encoded chemistry, TiDEC). The library of 8,112 molecules,
which is relatively small compared to other DELs, was able to yield promising drug
candidates in selection screenings for difficult-to-address proteins such as the transcription
factor TEAD4. However, the adapter oligonucleotide hexT used in this method does not
allow encoding of starting materials. This limitation is addressed in the remainder of this
work, which describes the transfer of a total of six new organic syntheses to a new DNA
encoding format that allows the use of encoded starting materials. Thus, the Ugi (U-4CR)
as well as the Ugi-azide four-component reaction (UA-4CR), the Groebke-Blackburn-
Bienaymé three-component reaction (GBB-3CR), and the AgOAc-mediated 1,3-dipolar
azomethine ylide cycloaddition could be transferred to a CPG-coupled ATCG-DNA
sequence without detectable DNA degradation. To apply these reaction methods in a DEL
synthesis, a novel and more efficient encoding strategy based on a hairpin DNA was also
developed to enable encoding of starting materials. However, with the Ugi four-

component-aza-Wittig reaction (U-4CR/aza-Wittig) as well as a Yb(PFO)s-mediated three-

Vil
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component pyrazole synthesis, two reactions are also described that led to massive DNA
degradation of the CPG-linked ATCG sequence and therefore can only be applied in DEL
production using a stable pyrimidine DNA. This limitation was overcome in the latter part
of the present work by establishing chemically modified and more stable DNA
oligonucleotides. The vulnerable purine base adenine was replaced by the chemically
modified base 7-deazaadenine (7De-dA) in ATC-DNA sequences. It was shown that
7De-dATC-DNA sequences have significantly higher stability, especially towards acids,
and can be correctly recognized by enzymes and thus be ligated, amplified, and
sequenced. In addition to the ATCG-compatible reactions, which could easily be
transferred to the chemically modified, solid-phase-bound DNA, the U-4CR/aza-Wittig
reaction and the Yb(PFO)s-mediated three-component reaction could also be transferred
with reduced DNA degradation. Of particular note, TFA-mediated Boc deprotection of
DNA-molecule conjugates in aqueous solution using the chemically modified DNA could
also be performed without detectable DNA degradation.

Robust methods for the selection of DNA-encoded molecular libraries were set up in this
PhD thesis. We succeeded in identifying new starting points for TEAD-YAP inhibitor
development by selecting a newly designed peptidomimetic DEL prepared using the
TiDEC encoding system. Future DELs will be produced using a newly developed and
patent-pending encoding method developed here that utilizes chemically stabilized DNA
barcodes, combining the stability advantages of the hexT adapter with the efficiency of
encoded combinatorial chemistry. This encoding system enables the coding of a vast
range of synthetic methods and the representation of structurally diverse classes of

molecules.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 DNA-kodierte Substanzbibliotheken

Die Entwicklung neuer Arzneistoffe zur Behandlung von Krankheiten beginnt h&aufig mit
der Entdeckung von bioaktiven Molekilen. Bioaktive Molekile sind Molekiile,
beispielsweise Proteine, Peptide, Nukleinsduren, Naturstoffe oder kleine organische
Molekule, welche mit biologischen Zielstrukturen interagieren und dadurch bestimmte
biologische Prozesse beeinflussen. Die Identifizierung solcher Molekile stellt die
pharmazeutische Industrie als auch akademische Einrichtungen vor eine grofRe
Herausforderung. Um eine Vielzahl von Molekllen auf ihre Bioaktivitat gegenlber einer
pharmazeutisch  relevanten  Zielstruktur  (Target) zu testen, wurde das
Hochdurchsatz-Screening (HTS) diskreter Molekiilbibliotheken entwickelt.! Das
Hochdurchsatz-Screening stellt die herkdmmliche, vor allem von der pharmazeutischen
Industrie angewandte, Vorgehensweise zur Identifizierung von neuen Wirkstoffen dar.
Beim HTS werden Substanzbibliotheken bestehend aus Zehntausenden bis zu einigen
Millionen kleiner organischer Molekile hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat gegen eine
Zielstruktur in automatisierten Testverfahren untersucht. Der Prozess des
Hochdurchsatz-Screenings ist langwierig, da jedes Molekil individuell getestet wird,
kostenaufwendig und benétigt hohen logistischen Aufwand fir die Lagerung einzelner
Substanzen.? Es besteht daher ein Bedarf an alternativen Technologien zur
Identifizierung von Startpunkten fur die Arzneistoffentwicklung. Eine Mdoglichkeit zur
Entdeckung von Bindungspartnern bestimmter Zielproteine stellen die auf darwinistischen
Prinzipien beruhenden Display-Technologien dar (Abb. 1).271 Die Grundlage aller
Display-Technologien ist dabei die Kopplung des Phanotyps mit dem Genotyp. In vielen
Fallen wird DNA, welche besonders attraktiv ist aufgrund ihrer hohen Datendichte sowie
der Mdglichkeit der parallelen Sequenzierung im groRen Malstab, als Trager der
Information fur den Phanotyp verwendet. Im Unterschied zu dem traditionellen
Hochdurchsatz-Screening koénnen bei Display-Techniken eine gro3e Anzahl an
potenziellen Liganden hinsichtlich der Bindung an ein spezifisches Target als komplexe
Gemische, also gleichzeitig in einem einzelnen Selektionsexperiment, untersucht werden.
In der Regel handelt es sich bei den zu prasentierenden Liganden um Peptide, Antikorper
oder um RNA- bzw. DNA-Oligonukleotide. Der Nachteil von Display-Technologien ist die
eingeschrankte Anwendbarkeit. Sie konnen lediglich verwendet werden, um
biosynthetische Produkte zu selektionieren und nicht, um chemisch synthetisierte

Molekiile als Binder von biologischen Zielstrukturen zu identifizieren.
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Phagen-Bibliothek
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Phagen-Display.

Im Jahr 1992 wurde durch Brenner und Lerner das Prinzip der Verknipfung vom Genotyp
mit dem Phanotyp, in diesem Fall allerdings mit synthetischen Molekilen, erneut
aufgegriffen.! Brenner und Lerner postulierten die Kodierung von synthetischen Peptiden
mit spezifischen, amplifizierbaren DNA-Oligonukleotiden auf einer festen Phase. Die von
Brenner und Lerner vorgeschlagene Technologie gilt als Ursprung der DNA-kodierten
Substanzbibliotheken und wurde kurze Zeit spater von einigen Arbeitsgruppen
verwirklicht. Nielsen et al. und Needels et al. stellten DNA-kodierte Substanzbibliotheken
auf kontrolliertem Porenglas (controlled pore glass, CPG) her, an welchem zwei
Linkermolekile vorhanden waren zur chemischen Kopplung von Aminosaurebausteinen
sowie zur chemischen Ligation von spezifischen DNA-Sequenzen.% Die Synthese der
DNA-kodierten Peptidbibliotheken erfolgte iterativ und kombinatorisch durch Kopplung der
Aminosaurebausteine und der DNA-Nukleotide. Im Nachfolgenden wurde von drei
Arbeitsgruppen (Forschungsgruppen um Dario Neri, David R. Liu sowie Pehr B. Harbury)
unabhangig voneinander beschrieben, dass DNA-kodierte Bibliotheken auch in
Abwesenheit einer festen Phase in LOsung synthetisiert und selektioniert werden
konnen.-13 Seitdem wurde eine Vielzahl an Strategien zur Synthese und zur Selektion
von Substanzbibliotheken bestehend aus kleinen organischen Molekiilen, welche kovalent

mit einem DNA-Strang verbunden sind, beschrieben (Abb. 2A).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von einem DNA-kodierten Molekil (A) sowie der Synthese von
DNA-kodierten Substanzbibliotheken mit Hilfe des kombinatorischen ,split and pool“-Ansatzes (B).

Heute wird von einem Grof3teil der Forscher im Feld der DEL (DNA-encoded
library)-Technologie die Synthesestrategie der sogenannten “DNA-recorded libraries”
angewandt (Abb. 2B).!4%% Bei dieser Herangehensweise der DEL-Synthese wird ein
doppelstrangiges Oligonukleotid, welches oft als ,headpiece® (Kopfgruppe) bezeichnet
wird, oder ein einzelstrangiges Oligonukleotid mit einem Linkermolekul versehen, in
Reaktionsgefale aufgeteilt (,split“) und mit spezifischen DNA-Barcodes zur Kodierung der
im nachfolgenden Schritt eingefiihrten Molekilbausteine ligiert. Bei einer Vielzahl von
DNA-kodierten Substanzbibliotheken handelt es sich bei dem ersten Syntheseschritt um
eine Amidkupplung. Die so entstandenen DNA-Molekil-Konjugate werden gereinigt, im

Anschluss vereinigt (,pool“) und erneut fiir den nachsten Zyklus bestehend aus Kodierung
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und Synthese aufgeteilt. Dieser Vorgang fihrt zu einem exponentiellen Anstieg der Anzahl
an DNA-kodierten Molekiilen und kann (theoretisch) beliebig oft wiederholt werden, so
dass erheblich groRe Molekilbibliotheken hdchst effizient synthetisiert werden kdnnen.
Die Arbeitsgruppe um David R. Liu entwickelte den Ansatz der ,DNA-templated synthesis*
(DTS) von DELs (Abb. 3A).1121¢ Hierbei werden einzelstrangige DNA-Templatsequenzen
verwendet, welche bereits zu Beginn der DEL-Synthese in Form von DNA-Codons die
vollstandige Strukturinformation fiir das endgliltige Bibliotheksmitglied aufweisen. Die
unterschiedlichen DNA-Matrizen werden mit kurzen DNA-Oligonukleotiden (Anti-Codons),
die Uber einen spaltbaren Linker mit reaktiven Molekilbausteinen verbunden sind,
gemischt. Basierend auf komplementarer Basenpaarung der DNA-Oligomere mit der
jeweiligen DNA-Templatsequenz werden die chemischen Bausteine in raumliche Nahe
und damit zur Reaktion gebracht. Nach der Linkerspaltung kann dieser Vorgang mehrmals
wiederholt werden. Eine Herausforderung dieses Ansatzes, besonders bei der Synthese
von sehr gro3en Bibliotheken, beruht darauf, dass fur jedes Bibliotheksmitglied eine
eindeutige DNA-Templatsequenz entwickelt und synthetisiert werden muss. Eine
Strategie zur Synthese von DELSs, welche der DTS-Technologie sehr ahnlich ist, stellt der
sogenannte ,YoctoReactor* dar (yR, Abb. 3B).!"8 Das yR-Format basiert auf der
Selbstorganisation komplementéarer DNA-Sequenzen Zu dreidimensionalen
DNA-Strukturen, wodurch DNA-gebundene Molekilbausteine im Zentrum des Reaktors in
raumliche Néhe gebracht werden, um so die kombinatorische Synthese zu erleichtern.
Der Name der Technologie ist auf das Volumen im Inneren des Reaktors zurlickzufihren,
welches sich in einer GroRenordnung von einem Yoctoliter (10-%* L) befindet und wodurch
Reaktionen im millimolaren Konzentrationsbereich erméglicht werden. Pehr B. Harbury
und David Halpin entwickelten einen als ,DNA-routing“ bezeichneten und der klassischen
,Split and pool“-Strategie sehr ahnlichen Ansatz zur Generierung von DNA-kodierten
Substanzbibliotheken  (Abb. 3C).*®  Hiernach  werden  vollstandig  kodierte
DNA-Templatsequenzen durch ein Netzwerk bestehend aus DNA-beladener
Festphasenharze geleitet. DNA-vermittelte Hybridisierung an Harz-gebundenen,
komplementaren DNA-Sequenzen fihrt zur rdumlichen Trennung und ermdéglicht so
diskrete chemische Reaktionen der Unterbibliotheken, welche anschlieRend vereinigt und
erneut durch ein Netzwerk aus DNA-beladenen Harzen geleitet werden. Dieser Vorgang
wird so lange wiederholt, bis alle gewlnschten Bausteine entsprechend der

DNA-Templatsequenz eingebaut wurden.
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Abbildung 3: Schematische  Darstellung  weiterer ~ Synthesemethoden  von  DNA-kodierten
Substanzbibliotheken. A. ,DNA-templated synthesis”. B. ,YoctoReactor”. C. ,DNA-routing”. D. ,Encoded
self-assembled chemical libraries” (dual-pharmacophore, affinity maturation). E. ,Dynamic chemical
DNA-encoded libraries”. F. ,DNA-encoded solid phase synthesis”.

Neri et al. entwickelten eine Strategie zur Synthese von sogenannten ,encoded
self-assembled chemical (ESAC) libraries“ (Abb. 3D).'Y Die Grundlage der
ESAC-Technologie basiert auf der kombinatorischen Zusammenlagerung von
Molekilfragmenten durch Hybridisierung komplementarer DNA-Sequenzen. Die
Molekilbausteine sind dabei mit DNA-Einzelstrdngen verknipft, welche neben
kodierenden Regionen auch aus konstanten Regionen fir die komplementare
Basenpaarung bestehen. Der ESAC-Ansatz wurde unter anderem verwendet, um
bekannte Liganden von Humanalbumin und der Rindercarboanhydrase in ihrer Affinitat zu
verbessern (,affinity maturation®). Eine der ESAC-Technologie sehr &hnlichen Strategie
zur Synthese von sogenannten ,dynamic chemical DNA-encoded libraries® nutzt die
Vorteile der dynamischen kombinatorischen Chemie aus (Abb. 3E). Substanzbibliotheken,
welche der dynamischen kombinatorischen Chemie zugrunde liegen, zeichnen sich
dadurch aus, dass die einzelnen Bausteine der Produkte sich im sténdigen,
thermodynamisch kontrollierten Austausch befinden. Ein externer Stimulus, wie

beispielsweise eine biologische Zielstruktur, kann zur Verschiebung des Gleichgewichts
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und damit zur Veranderung der Bibliothekszusammensetzung fiihren.? Im Bereich der
DEL-Technologie kann ein dynamisches Gleichgewicht durch relativ kurze,
komplementare DNA-Strange erreicht werden.[?2?21 Die Arbeitsgruppe um Brian M. Paegel
zeigte kurzlich einen neuen, auf der Festphasenchemie-beruhenden Ansatz zur Synthese
von DELs (Abb. 3F). Sie modifizierten TentaGel-Harz mit einer Amin- und einer Alkin-
Funktionalitat, um so Startpunkte fir die Molekilsynthese und gleichzeitig fir die

DNA-Kodierung an der festen Phase zu generieren.!?!

DNA-kodierte Substanzbibliotheken werden typischerweise in Affinitdts-basierten
Selektionsassays beziglich der Bindung an bestimmte biologische Zielstrukturen
untersucht (Abb. 4).[192-26Hjerbei wird zunachst die DEL mit einem Zielprotein, welches
in vielen Fallen auf einer festen Phase immobilisiert vorliegt, inkubiert. Die Immobilisierung
des Proteins kann dabei Uber Affinitats-Tags, wie beispielsweise einem Hiss-Tag,
Flag-Tag oder Streptavidin-Tag, erfolgen. In darauffolgenden Waschschritten werden die
nicht-bindenden DNA-Molekil-Konjugate entfernt und anschlielend werden die
bindenden Molekiile von der Zielstruktur, beispielsweise durch Hitzedenaturierung des
Proteins, eluiert. Die DNA-Sequenzen der Binder werden daraufhin (ber eine
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt und um experimentspezifische
DNA-Sequenzen sowie um fir die nachfolgende Sequenzierung bendétigten
DNA-Adaptersequenzen verlangert. Im Anschluss werden die DNA-Sequenzen zur
Identifizierung der Molekilstruktur der Binder Uber next generation sequencing (NGS)
ausgelesen. Zuletzt miussen die Molekile ohne kodierenden DNA-Strang resynthetisiert
und in biochemischen und/oder biophysikalischen Assays validiert werden. Bis heute gibt
es kein allgemeingiiltiges Protokoll zur Durchfihrung von Affinitats-basierten
Selektionsassays von DELs. Das Protein kann vor oder nach der Inkubation mit der DEL
immobilisiert werden, das Verfahren der Proteinimmobilisierung und die Inkubations-,
Wasch- und Elutionsbedingungen kdnnen variiert werden. All diese experimentellen
Parameter konnen erheblichen Einfluss auf die Proteinintegritat und die Bindung der
DNA-Molekiil-Konjugate an das Protein haben und missen oftmals fir jedes Zielprotein

angepasst werden.?4
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Affinitats-basierten Selektionsassays von DNA-kodierten
Substanzbibliotheken mit anschlieender Hit-ldentifizierung und -Validierung.

Neben den Festphasen-basierten Selektionsassays wurden von verschiedenen
Arbeitsgruppen Technologien entwickelt, die ohne Immobilisierung des Zielproteins
durchgefuhrt werden kdnnen. Die Arbeitsgruppe von David R. Liu entwickelte eine als
.interaction-dependent PCR* (IDPCR) bezeichnete Methode, bei welcher selektiv
DNA-Sequenzen von Molekillen, welche an das Zielprotein binden, PCR-amplifiziert
werden (Abb. 5A).?"] Diese Technologie basiert auf der Hybridisierung der DNA-Sequenz
eines DNA-Protein-Konjugats mit dem einzelstrdngigen DNA-Oligonukleotid des
bindenden Molekils. Die Bildung eines solchen DNA-Heteroduplexes ermdglicht die
nachfolgende Vervielfaltigung der DNA tber PCR. Ferner konnte kirzlich gezeigt werden,
dass diese Strategie auch mit komplexen Mischungen (beispielsweise Zelllysate) aus
DNA-markierten Proteinen durchgefiihrt werden kann.®®l In diesem Fall erfolgt die
DNA-Markierung des Zielproteins entweder nicht-kovalent Uber DNA-modifizierte
Antikérper oder kovalent tiber Protein-Tags wie das self-labeling protein tag (SNAP-Tag).
Eine Screeningtechnologie von DELs, welche in Wasser-Ol-Emulsionen stattfindet, ist das
L,oinder trap enrichment* (BTE, Abb. 5B).128 Bei der BTE-Methode werden Bindungspaare
bestehend aus DNA-Molekil-Konjugaten und DNA-markierten Zielproteinen in
Wasser-Ol-Tropfchen eingeschlossen, was wiederum eine enzymatische Ligation der
DNA-Sequenzen initiiert. PCR-Amplifizierung und Sequenzierung ermoglichen
letztendlich die Identifizierung des bindenden Molekils. ,DNA-programmed affinity
labeling” stellt eine weitere Technologie zum Screening von DELs gegen unmodifizierte,
nicht-immobilisierte Zielproteine dar (Abb. 5C).1?°! Bei dieser Strategie wird die DEL mit

dem Zielprotein und mit einem kurzen, komplementaren DNA-Oligonukleotid (PC-DNA),
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welches Uber eine photoreaktive Gruppe verfugt, inkubiert. Die Bindung von
Bibliotheksmitgliedern bringt die photoreaktive Gruppe in raumliche N&he zum Zielprotein,
so dass in Folge von UV-Bestrahlung ein kovalenter DNA-Protein-Komplex entsteht. Eine
Moglichkeit zur ldentifizierung der bindenden Molekile basiert in der Verwendung des
Enzyms Exonuclease | (Exol), welches die DNA-Sequenzen von nicht-bindenden
Molekilen abbaut, wahrend die hybridisierten DNA-Oligonukleotide der Binder vor dem

Enzymverdau geschtzt sind.l0
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Abbildung 5: Schematische Darstellung weiterer Formate des Affinitats-basierten Selektionsassays von
DNA-kodierten Substanzbibliotheken. A. ,interaction-dependent PCR®. B. ,binder trap enrichment®.
C. ,DNA-programmed affinity labeling“. D. In vivo-Selektionsassay mittels cCPPs.
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Kirzlich zeigte die Arbeitsgruppe von Krusemark die Selektion von ,proof of concept™
DELs in lebenden Zellen (Abb. 5D).BY Um iber die Zellmembran ins Zytosol der Zelle zu
gelangen, wurden die Bibliotheksmitglieder der DEL mit einem zyklischen,

zellpenetrierenden Peptid (cyclic cell-penetrating peptide, cCPP) konjugiert. Weiterhin
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verfuigten die DNA-Molekiil-Konjugate tber eine photoreaktive Gruppe, welche die Bildung
eines kovalenten Komplexes zwischen dem bindenden Bibliotheksmitglied und einem

Halo-Tag modifizierten Zielprotein ermaéglicht.

Die Technologie der DNA-kodierten Substanzbibliotheken hat sich in den letzten Jahren
als eine Mdglichkeit zur Identifizierung von bioaktiven Molekdlen in der Forschung etabliert
(Abb. 6). Im Jahr 2016 untersuchte das Pharmaunternehmen GlaxoSmithKline (GSK) eine
aus 7,7 Billionen Molekulen bestehende DEL bezlglich ihrer Bindung gegen die receptor
interacting protein kinase 1 (RIPK1).B? Bei diesem Screening konnte ein neuartiger,
hochpotenter als auch selektiver RIPK1-Inhibitor gefunden werden, welcher durch
nachfolgende medizinalchemische Optimierung zu einem klinischen Kandidaten 1
entwickelt wurde und sich derzeit in klinischen Studien zur Behandlung von Patienten mit
Psoriasis, rheumatoider Arthritis und Colitis ulcerosa befindet (Stand 2021, Abb. 6).2% Ein
weiteres Beispiel fur ein Molekil, welches ebenfalls durch ein DEL-Screening von GSK
gefunden wurde und mittlerweile die klinischen Phasen durchlauft, ist der soluble epoxide
hydrolase (SEH) Inhibitor 2 (Stand 2021, Abb. 6).B4
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Abbildung 6: Auswahl an bioaktiven Molekulen, welche aus Selektionsassays mit DNA-kodierten
Substanzbibliotheken identifiziert wurden.

Nicht nur die pharmazeutische Industrie, sondern auch einige akademische Labore
konnten Erfolge in der Identifizierung von neuen bioaktiven Molekilen fiir interessante
Zielproteine mittels der DEL-Technologie verzeichnen. Die Arbeitsgruppe von Lefkowitz
testete eine von der Firma NuEvolution erworbene DNA-kodierte Substanzbibliothek
bestehend aus 190 Millionen Molekilen gegen den zur Familie der G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren (GPCRs) gehorenden B.-Adrenozeptor.B® Die Screeningkampagne gegen
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den pf:-Adrenozeptor, welcher fir den Selektionsassay in einem Detergenz
(N-Dodecyl-B-D-Maltopyranosid) eingebettet wurde, lieferte einen allosterischen Binder 3
mit mikromolarer Affinitét zum genannten Rezeptor (Abb. 6). Die Suche nach Molekdlen,
welche an Proteinoberflachen binden und damit die Wechselwirkung zu anderen
Biomolekilen hemmen, stellt eine grol3e Herausforderung dar, weist aber gleichzeitig
immenses therapeutisches Potential zur Entwicklung neuer Arzneimittel auf. Mit Hilfe der
Technologie der DNA-kodierten Substanzbibliotheken konnten bisher nur eine geringe
Anzahl an Molekilen zur Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen (PPI) identifiziert
werden. Ein Beispiel flr einen PPI-Inhibitor, entdeckt durch ein DEL-Screening, stellt der
von der Arbeitsgruppe von Dario Neri identifizierte Binder 4 des Proteins Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large) dar (Abb. 6).% Bcl-xL gehort zu den anti-apoptotischen Mitgliedern
der Bcl-2-Familie und liegt bei einer Vielzahl von Tumoren (berexprimiert vor.E7l Der
Inhibitor 4 wurde aus einer relativ kleinen Bibliothek bestehend aus
4.000 DNA-konjugierten Molekilen entdeckt und ist in der Lage, ein vom
Bcl-2-Antagonisten BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer) abgeleitetes Peptid zu

verdrangen.®

In den letzten Jahrzehnten wurden vergleichsweise grolle DNA-kodierte
Substanzbibliotheken von mehreren Forschungsgruppen hergestellt. Uberwiegend
erfolgte die DEL-Synthese mit einem begrenzten Spektrum an chemischen Reaktionen
mit Fokus auf Carbonylchemie, nukleophilen (aromatischen) Substitutionsreaktionen
sowie sp?-sp?-Kreuzkupplungen.B&40  Die DELs bestanden damit oftmals aus
peptidomimetischen sowie flachen, aromatischen Molekilen und reprasentierten nur
einen relativ kleinen Bereich des chemischen Strukturraums. Das Forschungsinteresse im
Feld der DEL-Technologie hat sich in den letzten Jahren zur Entwicklung neuer
Synthesemethoden, insbesondere zur Darstellung von genetisch markierten
Heterozyklen, verschoben. Heterozyklische Strukturen sind Uberreprasentiert in
Naturstoffen sowie in synthetischen, bioaktiven Molekilen und sind demnach in einer
Screeningbibliothek von  groRer Bedeutung.*#3  Die  Entwicklung neuer
Synthesemethoden zur Herstellung von chemisch diversen DNA-kodierten
Substanzbibliotheken stellt allerdings eine Herausforderung dar. Synthesemethoden

muissen kompatibel sein mit

- der DNA
- dem wassrigen Losungsmittel

- dem kombinatorischen ,split and pool“-Prozess.
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Um die Integritat der DNA-Sequenzen zu bewahren, muissen alle eingesetzten
chemischen Reaktionen DNA-kompatibel sein.*¥! Stark saure Reaktionsbedingungen,
Oxidationsmittel und einige Schwermetallsalze kénnen zu einem Verlust der genetischen
Information durch DNA-Degradation, beispielsweise durch Depurinierung, Desaminierung
oder Purin-Oxidation, fihren (Schema 1). Ebenfalls konnen stark nukleophile Molekile
sowie (UV-)Strahlungen zu Schadigungen der DNA-Sequenzen flhren, so dass die
eindeutige ldentifizierung der Molekdilstruktur durch Sequenzierung nicht gewahrleistet ist.
Weiterhin sollten Synthesemethoden von DNA-Molekiil-Konjugaten Wasser oder
wassrige Loésungsmittelgemische tolerieren, da die kodierende DNA als ein
polyanionisches Biomakromolekil in den meisten organischen Lésungsmitteln unléslich
ist. Zuletzt sollten chemische Reaktionen zur Generierung von DNA-Molekil-Konjugaten
zu einer mdglichst hohen Produktausbeute sowie geringer Nebenproduktbildung fiihren

und gleichzeitig auf ein breites Spektrum an Reaktanden zurlickgreifen konnen.?s
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Schema 1: Depurinierung (A), Desaminierung (B) und Purin-Oxidation (C) als Beispiele fir
DNA-Schadigungen.

Die Ubertragung von organischen Reaktionen in das Feld der DEL-Technologie erfordert
in vielen Fallen einen hohen Bedarf an Optimierungsarbeit, weshalb nach Strategien zur
Umgehung einiger der aufgelisteten Probleme geforscht wird. Eine moégliche Strategie

basiert auf der Durchfihrung von chemischen Reaktionen auf den

11
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Festphasen-gebundenen Produkten der DNA-Oligonukleotidsynthese. Die Herstellung
von DNA-Oligonukleotiden, welche fur Folgereaktionen oftmals mit einem Aminolinker
modifiziert werden, erfolgt standardméaRig dber das Phosphoramidit-Verfahren auf
controlled pore glass. Die Strategie der organischen Festphasensynthese profitiert unter
anderem von einer grof3en Auswahl an (trockenen) Losungsmitteln und der Moglichkeit,
Reagenzien und Reaktanden durch simple Filtrations- sowie Waschschritte zu entfernen,
aber auch von einer erhohten Stabilitdt der CPG-gebundenen Oligonukleotide durch das
Vorhandensein von  Schutzgruppen.8!  Allerdings stellt ein Nachteil des
Festphasen-basierten Ansatzes die Entfernung der Schutzgruppen sowie Abspaltung der
DNA-Oligonukleotide vom CPG durch stark basische Bedingungen dar, welche zur
Degradierung von basenlabilen Molekilen flhren kénnen und im Design von
DNA-kodierten ~ Substanzbibliotheken  berlcksichtigt ~ werden  missen. Die
Festphasen-basierte Strategie wurde unter anderem bei der Synthese einer aus
makrozyklischen Verbindungen bestehenden DEL angewendet. Die Arbeitsgruppe von
David R. Liu zeigte dabei, dass CPG-gebundene DNA eine kurzzeitige Inkubation mit
konzentrierter Trifluoressigsaure (TFA) zur Entschiitzung von tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-
Schutzgruppen toleriert.'®! Die Forschungsgruppe um Andreas Brunschweiger etablierte
fur organische Reaktionen, welche harschere Bedingungen benétigen, die sehr stabile,
aus sechs Thymin-Nukleobasen bestehende, CPG-gebundene Hexathymidin (hexT)-
DNA-Sequenz als Adapter fur die Synthese von DNA-kodierten Substanzbibliotheken. Die
Verwendung des CPG-gebundenen hexT-Adapteroligonukleotids ermdglichte sowohl die
TFA-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion als auch die Au(l)-mediierte Pyrazol(in)synthese
(Schema 2).147

12
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Schema 2: Verwendung des chemisch sehr stabilen, CPG-gebundenen hexT-Adapters zur Uberfilhrung von
chemischen Reaktionen auf DNA. A. TFA-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion. B. Au(l)-vermittelte
Pyrazol(in)synthese.7]

Ausgehend von diesen Ergebnissen beschrieben Brunschweiger et al. die Synthese einer
sogenannten ,oligothymidine-initiated DNA-encoded library” (tiDEL) unter Verwendung
der zuvor genannten Reaktionen (Schema 3).*" Mit Hilfe der TiDEC (thymidine-initiated
DNA-encoded chemistry)-Strategie kdbnnen im ersten Schritt der DEL-Synthese harschere
Reaktionsbedingungen angewendet werden, da keine Risiken fiir DNA-Degradierungen
durch Depurinierung, Desaminierung und/oder Purin-Oxidation bestehen.! Gleichzeitig
erfordert die Darstellung einer tiDEL jedoch die Generierung diskreter Unterbibliotheken

aufgrund der Abwesenheit eines DNA-Barcodes im ersten Syntheseschritt.

1. Kodierung
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hexA

1. Synthese Barcode A1_x
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hexT Synthese 2. AMA 2. pool
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Primer 1. Synthese
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Schema 3: Schematische Darstellung der TIDEC-Strategie zur Synthese von DNA-kodierten
Substanzbibliotheken. AMA = 1:1-Mischung aus wassriger Ammoniak-Lésung (30 %) und wassriger
Methylamin-Ldsung (40 %).
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1.2 Protein-Protein-Interaktionen als attraktive pharmazeutische

Targets

Protein-Protein-Interaktionen steuern eine Vielzahl von zellularen Prozessen. Sie sind
unter anderem an der Zellproliferation, Zellteilung, Transkription, Translation, Apoptose
und in zahlreichen Signaltransduktionskaskaden beteiligt.*®! Dartiber hinaus spielen sie
eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer Vielzahl von Krankheiten. Die Modulation
von Protein-Protein-Interaktionen stellt eine vielversprechende Strategie zur Entwicklung
von neuen Arzneimitteln dar.5¥ Allerdings stellt das Adressieren von PPIs die aktuelle
Forschung vor eine anspruchsvolle Herausforderung. PPIs sind dynamisch und ihre
Kontaktoberflachen sind mit etwa 1500-3000 A2 im Vergleich zu denen von
Protein-Molekiil-Interaktionen (~300-1000 A?) deutlich groRer.2-5% Weiterhin weisen die
in PPIs beteiligten Oberflichen meist keine definierten Proteintaschen auf, sondern sind

in der Regel flach und kaum strukturiert.[56:571

1.2.1 MDM2-p53-Protein-Protein-Interaktion

Die Protein-Protein-Interaktion zwischen dem Tumorsuppressorprotein p53 und seinem
negativen Regulator MDM2 (mouse double minute 2 homolog) gehort zu einer der am
intensivsten untersuchtesten Wechselwirkungen und gilt als ein vielversprechendes
Target in der Antitumortherapie (Abb. 7). p53 spielt als Transkriptionsfaktor eine wichtige
Rolle bei der DNA-Reparatur, dem Zellzyklusarrest sowie der Apoptose als Antwort auf
zellularen Stress durch beispielsweise DNA-Schadigungen oder Hypoxie.®85 |n
Abwesenheit von Stresssignalen liegt p53 mit einer Halbwertszeit von ungefahr 20 min
gering konzentriert in der Zelle vor.® Die Menge an p53 wird in einer autoregulatorischen
Ruckkopplungsschleife, in der die Wechselwirkung mit MDM2 als Hauptregulator von p53
eine zentrale Rolle spielt, kontrolliert. p53 induziert durch seine transkriptionelle Aktivitat
die vermehrte Expression vom Onkoprotein MDM2, welches gleichzeitig die
Transkriptionsaktivitat von p53 negativ tiber verschiedene Mechanismen reguliert.[® Zum
einen bindet MDM2 an die N-terminale Transaktivierungsdoméane von p53 und blockiert
damit die transkriptionelle Aktivitat.2 Weiterhin ist MDM2 in der Lage durch seine
E3-Ligaseaktivitat p53 durch Ubiquitinylierung zu markieren und dessen Transport vom

Nukleus in das Zytoplasma fiir den proteasomalen Abbau des Proteins zu vermitteln.®?
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der MDM2-p53-Protein-Protein-Interaktion.

Schatzungsweise liegt das Protein p53 bei mehr als 50 % der menschlichen
Krebserkrankungen mutiert vor.[%354 Ferner wird bei einer Vielzahl an Tumoren der
p53-Signalweg negativ. moduliert durch beispielsweise der Hochregulierung von
p53-Inibitoren wie MDM2 oder MDMX.®%! In den Fallen, in denen der Tumor nicht auf eine
Mutation im p53-Gen zuriickzufihren ist, stellt die Freisetzung von funktionellem p53
durch Inhibition der p53-MDM2-PPI mittels kleiner organischer Molekile eine attraktive
Strategie in der Krebstherapie dar. Die p53-MDM2-Interaktionsflache unterscheidet sich
in einigen Aspekten von einem GroRteil bekannter Protein-Protein-Interaktionen.¢:6"1 Die
Bindestelle ist nicht flach und konvex oder planar, sondern tief und konkav. Die
Aminosauren, welche essenziell fir die Interaktion sind und hauptsachlich zur Gibbs-
Energie der PPI beitragen, sogenannte ,hot spot‘-Aminosauren, befinden sich auf einer
Helix von p53, welche tief in die Bindetasche von MDM2 hineinragt. Es handelt sich hierbei
um die hydrophoben Aminoséuren Phel9, Trp23 und Leu26. Die MDM2-Bindestelle,
welche zudem &hnlich grof ist wie solche, die normalerweise effektiv von kleinen
organischen Molekilen adressiert werden, weist damit einen stark hydrophoben Charakter

auf.
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Abbildung 8: Nutlin-3.[68!

Seit der Entdeckung von Nutlin-3 (5) als einer der ersten potenten und selektiven
MDM2-Antagonisten durch die Pharmafirma Hoffmann-La Roche (Abb. 8), wurde eine
Vielzahl an Molekullen, darunter die Molekile 6, 7, 8 und 9, welche durch Binding an die
MDM2-Bindetasche die Protein-Protein-Interaktion zu p53 inhibieren, beschrieben
(Abb. 9).15969-71]

OH

Ki = 0,88 nM ICsO = 0,6 nM

Abbildung 9: Reprasentative Auswahl an MDM2-Inhibitoren. Die Molekiile 7, 8 und 9 befinden sich derzeit in
klinischen Studien zur Behandlung von Krebserkrankungen (Stand 2021).I72-7

Ein Grofiteil der p53-MDM2-Antagonisten ahmt die ,hot spot“-Aminosduren nach.
Strukturelle Analyse der Wechselwirkung von MDM2 mit p53-abgeleiteten Peptiden sowie
kleinen organischen Molekulen flhrte zur Entwicklung eines mittlerweile weit anerkannten
Pharmakophor-Modells, welches als ,three finger pharmacophore® bezeichnet wird und

einen GroRteil der publizierten MDM2-Inhibitoren charakterisiert.”
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Eine Mdglichkeit zur Identifizierung von PPI-Inhibitoren bietet die frei zugéngliche Software
AnchorQuery, welche eine Pharmakophor-basierte Screeningtechnologie darstellt.®% Die
Plattform AnchorQuery baut auf das Prinzip von ,anchor‘-Aminosaureseitenketten von
PPIs, welche chemisch nachgeahmt und in virtuelle Bibliotheken aufgenommen werden.
Die Bibliotheken von AnchorQuery basieren auf Multikomponentenreaktionen (MCR) zur
schnellen und effizienten Synthese neuer Inhibitoren. Die Arbeitsgruppe von Alexander
Domling konnte mit Hilfe von AnchorQuery neuartige p53-MDM2-Inhibitoren
identifizieren.B>8  Hierbei wurde Trp23 als ,anchor® ausgewahlt. Von den drei
,hot spot“-Aminosauren der p53-MDM2-Interaktion ist Trp23 die Aminosaure, welche
zentral positioniert vorliegt, am tiefsten in die MDM2-Bindetasche hineinragt und zusatzlich
zu Van-der-Waals-Kontakten eine Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylgruppe des
Rickgrats von Leu54 (MDM2) aufweist. Fir Trp23 als ,anchor® wurden anfanglich
Indol- sowie 4-Chlorophenyl-Derivate in die Bibliothek aufgenommen. Die beiden
verbliebenden ,hot spot‘-Aminosauren, Phel9 und Leu26, wurden zusétzlich in das
Pharmakophor-Modell miteinbezogen. Mit Hilfe der Screeningplattform AnchorQuery
konnte eine Vielzahl an MCR-basierenden Strukturen identifiziert werden, welche in der
Lage waren die p53-MDM2-PPI zu stéren und damit vielversprechende Startpunkte zur
Entwicklung von neuen Arzneimitteln in der Antitumortherapie darbieten.[680-84 Unter
anderem konnte hierdurch kirzlich ein potenter, auf der Ugi-Vierkomponentenreaktion
(U-4CR) basierender Inhibitor 10 gefunden werden, welcher eine zusatzliche Bindetasche
in MDM2 besetzt und damit zur Erweiterung des ,three finger pharmacophor“Modells
fuhrte (Abb. 10).84

Abbildung 10: Struktur von 10.184
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1.2.2 TEAD-YAP-Protein-Protein-Interaktion

Eine weitere Protein-Protein-Interaktion, die zunehmend in den Fokus der
Wirkstoffforschung rickt, ist die Wechselwirkung zwischen dem Transkriptionsfaktor
transcriptional enhanced associate domain (TEAD) und seinem Co-Aktivatorprotein
Yes-associated protein (YAP) bzw. dessen Paralog transcriptional co-activator with
PDZ-binding motif (TAZ), welche die Effektoren des Hippo-Signalweges darstellen
(Abb. 11). Der Hippo-Signalweg ist ein evolutionar hoch-konservierter Signalweg, welcher
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Organgrdl3e, Geweberegeneration als
auch - im Fall von Dysregulation - in der Karzinogenese spielt.® In Saugetieren besteht
der Hippo-Signalweg aus den Serin-Threonin-Kinasen MST1/2 (mammalian STE20-like
kinases 1 and 2), welche im Komplex mit dem Adaptorprotein SAV1 (salvador family WW
domain containing protein 1), die nachgeschalteten Proteinkinasen LATS1/2 (large tumour
suppressor kinases 1 and 2) phosphorylieren und damit aktivieren. LATS1/2 interagieren
mit den ebenfalls von MST1/2 phosphorylierten Adaptorproteinen MOB1A/B (mps one
binder kinase activator-like 1A and 1B) und der resultierende, aktive LATS1/2-MOB1A/B-
Komplex phosphoryliert die transkriptionellen Co-Aktivatorproteine YAP und TAZ. Die
Phosphorylierung von YAP und TAZ filhrt entweder dazu, dass deren nukleare
Translokation durch Bindung an 14-3-3-Proteine verhindert wird oder dass sie durch das
Ubiquitin-Proteasom-System  degradiert werden.®%81 |jegen die Kinasen des
Hippo-Signalweges inaktiv vor, migrieren YAP/TAZ in den Zellkern, wo sie mit
TEAD-Transkriptionsfaktoren interagieren und die Expression bestimmter Zielgene, wie
beispielsweise von CTGF (connective tissue growth factor), CYR61 (cysteine-rich
angiogenic inducer 61), AXL (AXL receptor tyrosine kinase) sowie BIRC5 (baculoviral

inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 bzw. survivin), steigern. !
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Hippo-Signalweges.

Deregulierung des Hippo-Signalweges oder Uberexpression von YAP/TAZ und
TEAD-Proteinen spielen bei verschiedenen Krankheitsbildern, einschlief3lich Krebs, eine
wichtige Rolle.® Insbesondere wird eine erhohte Amplifikation oder Uberexpression der
YAP-Gene mit zahlreichen Tumorentitdten wie Darm-, Lungen- oder Eierstockkrebs in
Verbindung gebracht.[°%°4

Da einige der vorgeschalteten Proteine des Hippo-Signalweges mit Bestandteilen anderer
Signalnetzwerke in Kontakt stehen, kann ein direktes Adressieren des finalen
YAP/TAZ-TEAD-Proteinkomplexes mdogliche Nebeneffekte verringern. Ein
vielversprechendes therapeutisches Target zur Modulation des Hippo-Signalweges sind
die TEAD-Transkriptionsfaktoren, welche im Gegensatz zu den Co-Aktivatorproteinen
YAP und TAZ aus strukturierten Proteindomanen bestehen, welche leichter mit kleinen
organischen Molekiilen adressiert werden kénnen. TEAD-Proteine bestehen aus einer
N-terminalen DNA-Bindungsdoméne (DBD) zur spezifischen Erkennung von bestimmten
DNA-Sequenzen sowie aus einer C-terminalen YAP/TAZ-Bindungsdoméane (YBD) zur
Interaktion mit Co-Aktivatoren.®? Die YBD wird durch eine posttranslationale
Palmitoylierung an einer konservierten Cystein-Aminosaure, welche sich in einer
hydrophoben Bindetasche im Zentrum der YBD (,central pocket®) befindet, stabilisiert.!®
Eine Storung der Palmitoylierung hingegen beeinflusst die Interaktion zwischen YAP und
TEAD negativ und verringert die Stabilitat des Proteins.®¥ Durch die Interaktion von TEAD
mit YAP entstehen insgesamt drei hoch-konservierte Proteingrenzflachen, wobei der
dritten Grenzflache eine zentrale Rolle bei der TEAD-YAP-Wechselwirkung

zugeschrieben werden kann (Abb. 12).1%%
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Abbildung 12: TEAD-YAP-Protein-Protein-Interaktion als therapeutisches Target zur Modulation des
Hippo-Signalweges in der Antitumorforschung. Oben: Struktur des TEAD-YAP-Proteinkomplexes
(PDB ID: 3KYS); TEAD in grau und YAP in grin. Unten: Auswahl an TEAD-YAP-PPI-Inhibitoren.[96-100]

In einem Fragment-basierten Screening der YBD von TEAD wurde Flufenaminséaure 11
als Ligand der ,central pocket‘ gefunden (Abb. 12).°¢! Die Behandlung von Zellen mit
Flufenaminsaure 11 fuihrte zu einer Abnahme der transkriptionellen Aktivitat von TEAD.®
Weiterhin konnte eine Abnahme der Palmitoylierung von TEAD durch Flufenaminsaure 11
beobachtet werden.'°Y Basierend auf der Struktur von Flufenaminsaure 11 wurde der
kovalente Inhibitor TED-347 (12) konzipiert (Abb. 12).°1 TED-347 bindet an einen
konservierten Cystein-Aminosaurerest innerhalb der zentralen Bindetasche von TEAD,
was zur Inhibition der TEAD-YAP-Interaktion fuhrt.®7 In einer weiteren
Screeningkampagne konnte Verteporfin 13, ein Porphyrin-Farbstoff, welcher bereits als
Fotosensibilisator zur Behandlung von Makuladegeneration eingesetzt wird, als bisher

einziger Binder von YAP identifiziert werden (Abb. 12).18102 Es zeigte sich hierbei, dass
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durch die Bindung von Verteporfin 13 an YAP die TEAD-YAP-PPI inhibiert und
YAP-induziertes Wachstum von Leberkrebs gelindert werden konnte. Weitere
TEAD-YAP-PPI-Inhibitoren, welche mit Hilfe von in silico Screenings gefunden wurden,
sind die Molekule 14 und 15 (Abb. 12).[°10% Eine andere Strategie zur Adressierung der
TEAD-YAP-PPI, insbesondere der dritten Grenzflache, beruht auf Peptid-basierten
Molekulen. Zhang et al. konzipierten einen potenten zyklischen Peptidinhibitor der
TEAD-YAP-Wechselwirkung basierend auf der YAP81%-Sequenz.'®®! Ebenfalls
basierend auf der Aminosauresequenz von YAP (YAP®%) wurde ein Peptid bestehend
aus 15, teils unnatlrlichen, Aminosauren gefunden, welches in der Lage ist die
TEAD-YAP-PPI im nanomolaren Bereich zu inhibieren.l**4 Allerdings gehéren zu den
Nachteilen der Peptid-basierten Ansatze im Rahmen der Arzneistoffentwicklung unter
anderem eine geringe orale Bioverflugbarkeit sowie Membranpermeabilitat von Peptiden

bei gleichzeitiger metabolischer Instabilitat. [0

1.3 Multikomponentenreaktionen

Multikomponentenreaktionen stellen effiziente Synthesemethoden dar, bei denen in einem
einzigen Syntheseschritt (Eintopfverfahren) drei oder mehr Komponenten zu komplexen
Molekulstrukturen verkniipft werden.[1%6-1%81 |m Gegensatz zu konventionellen linearen und
mehrstufigen Synthesemethoden zeichnen sie sich durch eine herausragende
Atomdkonomie aus, da die Mehrheit der Atome der Ausgangsverbindungen auch im
Reaktionsprodukt wiederzufinden sind. Ein weiteres Merkmal von MCRs ist die hohe bond
forming efficiency durch die gleichzeitige Knlipfung einer Vielzahl an neuen chemischen
Bindungen. Da es sich bei MCRs um Eintopfreaktionen handelt und in der Regel kaum
Nebenprodukte entstehen, sind nur eine geringe Anzahl an (simplen) Reinigungsschritten
notwendig. Dadurch werden sowohl Kosten und Zeit eingespart als auch die Bildung von
Abfallen verringert. Von besonderem Interesse sind Multikomponentenreaktionen fur die
kombinatorische Chemie. In nur einem einzigen Reaktionsschritt konnen
Ausgangsmaterialien, welche kommerziell in groRer Zahl erhaltlich sind, zu strukturell
diversen und komplexen Reaktionsprodukten umgesetzt werden.['®11% Durch Variation
der eingesetzten Edukte lassen sich so innerhalb kirzester Zeit grol3e

Substanzbibliotheken aufbauen.

Die im Jahre 1850 publizierte Strecker-Reaktion wird als erste dokumentierte
Mehrkomponentenreaktion angesehen (Schema 4). Es handelt sich hierbei um eine

Dreikomponentenreaktion (three component reaction, 3CR) zwischen einem Aldehyd 16,
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Ammoniak 17 und Cyanwasserstoff 18 zur Herstellung von a-Aminonitrilen 19, welche im

Anschluss zu Aminosauren 20 hydrolysiert werden kénnen. 1]

NH,
17
HCN
18 H,0 COOH
J, 7 L
R NH, R+ NH,
16 19 20

Schema 4: Strecker-Synthese.

In zahlreichen MCRs nehmen Isocyanide eine zentrale Rolle ein. Dies ist auf die
funktionellen Eigenschaften der Isocyanide zurtickzufiihren, zu denen die a-Aciditat, die
a-Addition von Nukleophilen als auch Elektrophilen an das Isocyanid-Kohlenstoffatom
sowie die leichte Bildung von Radikalen gehoren.'*?l Die Passerini-Reaktion ist die erste
beschriebene Isocyanid-basierte Multikomponentenreaktion (Schemab5). Bei dieser
Dreikomponentenreaktion reagieren eine Carbonylkomponente (Aldehyd oder Keton) 21,

eine Carbonsaure 22 sowie ein Isocyanid 23 zu einem a-Acyloxycarboxamid 24,11

0 R'R2 |IQ4

0] 0 ﬂ\
L, * ”\OH *ORMNC T s o)*S(N‘H

R" "R2 R3
o}
21 22 23 24

Schema 5: Passerini-3CR.

Eine nah mit der Passerini-3CR verwandte Reaktion ist die Ugi-Vierkomponentenreaktion
(Ugi four component reaction, Schema 6). Die U-4CR wurde im Jahre 1959 von Ivar Ugi
beschrieben und stellt eine der vielseitigsten Multikomponentenreaktionen dar.[t4115]
Klassischerweise handelt es sich hierbei um eine Reaktion zwischen einer
Carbonylverbindung (Aldehyd oder Keton) 21, einer Carbonaure 22, einem Isocyanid 23

und einem primaren Amin 25 zur Darstellung von Diamiden 26.

5
J?\ ﬁ\ 5 R? i E R®
+ + R*=NC + R°—NH, —— N *
R1 RZ 3 N
R OH H RZ R1 \([)]/
21 22 23 25
26

Schema 6: U-4CR.

Im ersten Reaktionsschritt der U-4CR kondensiert das Amin 25 unter Wasserabspaltung
mit einer Carbonylverbindung 21 zu einem Imin 27 (Schema 7). Das auch als Schiff'sche
Base bezeichnete Imin 27 wird anschlieRend von der Saurekomponente protoniert und
das so entstandene Iminiumion 28 wird daraufhin von dem negativ geladenen

Kohlenstoffatom des Isocyanids 23 nucleophil angegriffen. Im nachsten Reaktionsschritt
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kommt es zur Addition der S&urekomponente 22 und dadurch zur Entstehung eines

hochreaktiven a-Addukts 29, welches irreversibel zum Produkt 26 umgelagert wird.

0
Koz *
21 25

5__
” R5—NH,

0
26 X = R3JJ\O_
22

Schema 7: Reaktionsverlauf der U-4CR.[116]

HO. * H ‘HQO R1 R5
“R5 >=N'
R'R2 +H,0 R2
27
-HX ||+ HX
R*-NC
X 23 R‘l ,R5
RE AN g ——— =N+ * X
R2 R! R2 H
29 28

Aufgrund ihrer groRen Brandbreite an einsetzbaren Substraten, vor allem durch die

Saurekomponente, sind mittlerweile einige Varianten der U-4CR
(Schema 8).[114'115'117_119]
"9
RY N~ .R®
bl N
0 R'R?

R® Ri o R® R R?
N R* N _R®
N, %N’Rs Ty
N-N O O RS

R*COOH
R5NH,

R5R®NH R*COOH
HN3 R5R®NH
U-4CR
0
R1JJ\R2
R3-NC

HoX -H,0
X=0,S, Se R*COOH
5p6
R5RONH RTNCX H,NOH
X=0, S, NH
RSNH,

R X OH 0

| 4 3
N_* _R3 R N;%J\ .R
RSN TN

R1 R2 H R1 ) (@) R1 R2 H

AN
xZ N
i:g

Schema 8: Uberblick zur Produktvielfalt verschiedener Varianten der U-4CR.[114.115.117-119]

bekannt

23



Einleitung

Eine besonders interessante Variante der U-4CR stellt die
Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion (UA-4CR) zur Synthese von 1,5-disubstituierten
Tetrazolen 30 dar.'? Bei dieser Reaktion kann als Saurekomponente die
Stickstoffwasserstoffsaure HNs; 31 oder Trimethylsilylazid TMSNz; 32 verwendet werden.
Analog zur U-4CR wird zun&chst ein Iminiumion 28 gebildet, an welches das Isocyanid 23
und das Azid-lon addiert. Das dadurch gebildete a-Addukt 33 lagert sich anschlieRend
Uber einen intramolekularen Ringschluss zum 1,5-disubstituierten Tetrazol 30 um
(Schema 9).

1 5 R*-NC R R4
R" R _ N~ - N-N
>:N'+ + N3 i» H % | F\'l’/N —_— H P N
. 3 - 3 N
1 P2
28 31/32 R'R R'R?
33 30

Schema 9: Reaktionsverlauf der UA-4CR.[120]

Tetrazole kommen zwar in Naturprodukten nicht vor, sie sind allerdings von besonderer
Bedeutung in der medizinischen Chemie und in der Entwicklung von Arzneimitteln.
Wahrend sich 5-substituierte Tetrazole als bioisosterer Ersatz fur Carbonsauren und
1,5-disubstituierte Tetrazole fir cis-Amidbindungen in Peptidomimetika etabliert haben
(Abb. 13A), zeichnen sich Tetrazole ebenso durch eine hohe metabolische Stabilitat sowie
anderer vorteilhafter physikochemischer Eigenschaften aus.*?Y Eine Vielzahl an
Medikamenten mit Tetrazol-Substituenten wurde bislang von der Food and Drug
Administration (FDA) zugelassen. Dazu gehéren beispielsweise die Angiotensin-II-
Rezeptor-Blocker Valsartan 34, Candesartan 35 sowie Losartan 36 zur Behandlung von
Hypertonie (Abb. 13B).[*22-124]

A

N, !

for = T
RUSOH PNH |
R |

Carbonséuren 5-substituierte |
Tetrazole i

N, 5

oy—N,H o N\ \!\l E
R RZ PN, 5
R' R? :

cis-Amide 1,5-disubstituierte i
Tetrazole !

Abbildung 13: Tetrazole als bioisosterer Ersatz fur Carbonsauren bzw. cis-Amide (A) und als Bestandteile in
Medikamenten (B).
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Eine schnelle und effiziente Darstellung von 2,5-disubstituierten 1,3,4-Oxadiazolen 37
stelt die U-4CR/aza-Wittig-Reaktionssequenz  dar.'**! Das Interesse an
Oxadiazol-Derivaten stieg in den letzten Jahrzehnten stark an. Oxadiazolringe werden in
der Arzneimittelentwicklung haufig als bioisosterer Ersatz fir Ester und Amide verwendet
und weisen zudem eine hohe hydrolytische und metabolische Stabilitat auf.[*?) Insgesamt
gibt es, basierend auf der Position des Stickstoffs und Sauerstoffs im Ringsystem, vier
beschriebene Oxadiazol-lsomere (1,2,3-, 1,2,4-, 1,2,5-, und 1,3,4-Oxadiazol). Von diesen
Isomeren sind 1,2,4- sowie 1,3,4-Oxadiazole am besten erforscht und besonders besitzen
davon die 1,3,4-Oxadiazol-Derivate ein breites Spektrum an biologischen Aktivitaten.
Ihnen werden unter anderem anti-mikrobielle, anti-proliferative, anti-tuberkulare sowie
entziindungshemmende Eigenschaften zugeschrieben.*?®! Bei der U-4CR/aza-Wittig-
Reaktion handelt es sich um eine Reaktion zwischen einem aromatischen Aldehyd 16,
einer Carbonséaure 22, einem sekundaren Amin 38 und der Isocyanidkomponente

(N-Isocyanimino)triphenylphosphoran 39 (Schema 10).

o)
R1 — .t
o \ R4JJ\OH =X C=N-N=P(Ph),
'l? 22 N\ / R ﬁ\ 39
/ H + — / + —_
s RO N K0
; R
R 16 38 40 22
R 3 2 3 2
> R® R R® R
| P N N
4
[ =T — S
R3 + RY SO ~ | N ') — N | N\/
N O Npeen) A WO -EmPso L "
Il
R? s R P(Ph), R
41 22 42 37

Schema 10: Reaktionsverlauf der U-4CR/aza-Wittig-Sequenz.[*2%]

Das aus dem Amin und dem Aldehyd gebildete Iminiumion 40 wird nukleophil von
(N-Isocyanimino)triphenylphosphoran 39 angegriffen (Schema 10). Das dadurch
entstandene Intermediat 41 wird daraufhin durch die deprotonierte Saure 22 angegriffen,
um zum Addukt 42 umgelagert zu werden. Eine intramolekulare aza-Wittig-Reaktion der
Phosphoraneinheit mit der Carbonylgruppe der Esterfunktionalitat flhrt zur Bildung des
2,5-disubstituierten 1,3,4-Oxadizaols 37 durch Abspaltung von
Triphenylphosphanoxid.*25!

Eine relativ neue, der Ugi-MCR sehr dhnlichen Reaktion stellt die Groebke-Blackburn-
Bienaymé-Dreikomponentenreaktion (GBB-3CR) zur Synthese von Imidazo[l,2-a]-
Heterozyklen dar. Es handelt sich hierbei um eine Saure-katalysierte Reaktion zwischen

einem Aldehyd 16, einem Isocyanid 23 und einem heterozyklischen Amidin 43
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(Schema 11), welche unabhangig voneinander von Mitarbeitern der drei Pharmafirmen
Hoffmann La Roche (Groebke), Millenium Pharmaceutical (Blackburn) und Rhone
Poulenc (Bienaymé) im Jahre 1998 entwickelt wurde.*2"-12% Nach Bildung des Imins 44
wird dieses durch eine Lewis- oder Brgnsted-S&aure aktiviert, gefolgt von einer
[4+1]-Cycloaddition mit dem Isocyanid 23 und anschlieRBender [1,3]-H-Verschiebung zur

Bildung der aromatischen Zielstruktur 45 (Schema 11).

NH H,0 &/N R’ i \.__R!
;ﬂ/ 2 . JcJ)\ +H, N H J&([\*j\\rR
E{N R H ~HO %{N H &{N H

43 16 44

2.
R4-NC Ny [1.3]-H- _N
23 * Verschiebung R!
R —— %{N Y
\
N\RZ HN\RZ
45

Schema 11: Reaktionsverlauf der Groebke-Blackburn-Bienaymé-3CR.[127-129]

Imidazo[1,2-a]-Heterozyklen, insbesondere Imidazo[l,2-a]pyridine, sind in vielen
kommerziell erhaltlichen Arzneimitteln als Kernstrukturen (scaffolds), wie beispielsweise
in Alpidem 46 als Anxiolytikum, im Schlafmittel Zolpidem 47 oder in Olprinon 48 zur
Behandlung von Herzkrankheiten, enthalten (Abb. 14).[30-1321

? \
N/// N— H
o o] Os_N
cl H4C ~ |
Z N NN =
X N X \N A \N
46 47

48

Abbildung 14: Imidazo[1,2-a]pyridin als Kernstruktur in kommerziell erhéltlichen Arzneimitteln.

Pyrazole finden als filinfgliedrige, aromatische Heterozyklen in pharmazeutischen,
chemischen und in agrochemischen Bereichen der Industrie eine groBe Anwendung.*33
Ihnen und ihren Derivaten wird ein breites Spektrum an biologischen Aktivitaten
zugeschrieben. Sie kdnnen beispielsweise entziindungs- sowie krebshemmend als auch
antimykotisch und entkrampfend wirken.3*+1%7 Die Synthese des Pyrazol-Grundgeriistes
kann Uber verschiedene Methoden erfolgen. Neben der 1,3-dipolaren Cycloaddition von
Diazoverbindungen 49 mit Alkinen 50 (Schema 12A), auch als Pechmann-Pyrazol-
Synthese bekannt, stellt die Knorr-Pyrazol-Synthese ein haufig verwendetes Verfahren

zur Herstellung von Pyrazolen dar (Schema 12B).[%8:1391 Bej der Knorr-Pyrazol-Synthese
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handelt es sich um eine Kondensationsreaktion zwischen Hydrazinen 52 und
1,3-Dicarbonylverbindungen  53.11%  Werden substituierte Hydrazinverbindungen
verwendet, kommt es zur Entstehung von strukturellen Isomeren 54gegior UNd 54regioz Mit

geringer Selektivitat.

-
A H,C=NEN  + HC=CH — E\,NH

N
49 50 51
B ’ O O i R’ i R®
HN TR R1MR3 B ﬁN—R4 ¥ ﬁN—R“
R? RY N RN
52 53 54'Reg|io1 54'RegioZ

Schema 12: Darstellung von Pyrazolen Uber die Pechmann-Pyrazol-Synthese (A) und Uber die
Knorr-Pyrazol-Synthese (B).

Die Entwicklung neuer Synthesemethoden zur Darstellung von hochgradig substituierten
Pyrazol-Derivaten ist Gegenstand aktueller Forschung. Ein kirzlich beschriebenes
Verfahren zur Synthese von vollstandig substituierten Pyrazolverbindungen nutzt die
Vorteile von Multikomponentenreaktionen unter Verwendung eines Yb(lll)-Katalysators
aus.’ Es handelt sich hierbei um eine nicht auf Isocyaniden basierende,
Yb(PFO)s-katalysierte Dreikomponentenreaktion zwischen einem Aldehyd 16, einem
Phenylhydrazin 52 und einer 1,3-Dicarbonylverbindung 53 unter Ausschluss von

Losungsmitteln (Schema 13).

H o)
o] _~_N. O O Yb(PFO); R
+ NH + =
AL @( .+ J I D
R2 X R1 N _\_2
16 52 53 55 R

Schema 13: Yb(PFO)s-katalysierte Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von vollstandig substituierten
Pyrazolen.

Die Carbonylverbindung 16 reagiert in einer Kondensationsreaktion mit dem Hydrazin 52
zu einem Hydrazon 56, welches im nachfolgenden Schritt mit dem Enol-Tautomer 57 der
1,3-Dicarbonylverbindung 53 zu dem Intermediat 58 zyklisiert (Schema 14). Es wird
vermutet, dass in Folge einer weiteren Dehydrierung ein Pyrazolin-Intermediat 59
generiert wird, welches anschlie3end durch Oxidationsreaktionen tber die Intermediate
60 und 61 zu der Zielstruktur 55 aromatisiert. Auf3erdem wird angenommen, dass der
Yb(PFO)s-Katalysator das Hydrazon 56 aktiviert und stabilisierend auf das Enol-Tautomer
57 wirkt.
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Schema 14: Mdoglicher Reaktionsmechanismus der Yb(PFO)s-katalysierten Dreikomponentenreaktion zur
Darstellung von vollstandig substituierten Pyrazolen.[40)

1.4 1,3-dipolare Cycloaddition

Obwonhl es bereits seit Jahrzehnten bekannt ist, wurde das Konzept der 1,3-dipolaren
Cycloaddition erst im Jahre 1963 durch Rolf Huisgen mechanistisch systematisiert.
Seitdem nimmt die 1,3-dipolare Cycloaddition als Syntheseprinzip zum Aufbau von
funfgliedrigen Heterozyklen einen hohen Stellenwert im Repertoire der organisch
praparativen Chemie ein und bietet einen effektiven Zugang zur Darstellung von
Naturstoffen und bioaktiven Substanzen.# Es handelt sich bei der 1,3-dipolaren
Cycloaddition um eine konzertierte, pericyclische Reaktion, bei welcher ein 1,3-Dipol 62
mit einer Mehrfachbindung eines Dipolarophils 63 zu einem flinfgliedrigen Ring 64 reagiert
(Schema 15A). Ein 1,3-Dipol kann als zwitterionische Verbindung des Typs a-b-c
beschrieben werden, bei welcher das Atom a ein Elektronensextett und damit eine positive
Formalladung besitzt, wahrend das Atom c Uber ein freies Elektronenpaar verfugt und
somit eine negative Formalladung aufweist. Der am Atom a vorhandene
Elektronenmangel kann durch Mesomerie bei Vorhandensein freier Elektronenpaare am
mittleren Atom b stabilisiert werden (Schema 15B). Diese Art von Stabilisierung wird auch

als Oktettstabilisierung bezeichnet.[*4!]
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A 62 'B
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Schema 15: A. Schematische Darstellung der 1,3-dipolaren Cycloaddition nach Rolf Huisgen. B. Schema der
internen Oktettstabilisierung.

Aufgrund ihrer Struktur wird bei 1,3-Dipolen zwischen zwei verschiedenen Typen, dem
Allyl-Typ und dem Propargyl-/Allenyl-Typ, unterschieden.*? Zu den 1,3-Dipolen des
ersten Typs, welche entsprechend des Allyl-Anions gewinkelt sind, zahlen unter anderem
Azomethin-Ylide, Nitrone, Carbonylimine oder Ozon. Hingegen umfasst der lineare
Propargyl-/Allenyl-Typ, bei welchem das mittlere Atom ein Stickstoff sein muss,

beispielsweise Nitrilylide, Nitrilimine oder Azide.

Azomethin-Ylide werden haufig als 1,3-Dipole in Cycloadditionsreaktionen zur Darstellung
von flnfgliedrigen Stickstoffheterozyklen, insbesondere von substituierten Pyrrolidinen,
verwendet.!43144 Das Pyrrolidin-GrundgerUst ist in zahlreichen Naturstoffen, bioaktiven
Substanzen und in Arzneistoffen sowie Arzneistoffkandidaten vertreten.l*45146l Ein Beispiel
fur ein Molekul, welches einen Pyrrolidin-Kern aufweist und ausgehend von einem initialen
Hit 65 aus einem HTS-Screen zu einem klinischen Kandidaten zur Behandlung von an
zystischer Fibrose leidenden Patienten entwickelt wurde, stellt ABBV/GLPG-3221 66 dar
(Abb. 15).14 Einige potente MDM2-Inhibitoren (67, 68 und 69) basieren auf einem
Spirooxindol-Grundgertist, welches schnell und effizient tber die 1,3-dipolare Azomethin-
Ylid-Cycloaddition generiert werden kann (Abb. 15B).[14887.149.1501 Azomethin-Ylide werden
in situ hergestellt. In vielen Fallen erfolgt dies tber die N-Metallierung von a-Iminoester-
Verbindungen, indem das Metall an den Stickstoff koordiniert und so die Deprotonierung

der Cq-Position durch eine Base erleichtert wird.[*51
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Abbildung 15: Strukturen von bioaktiven Molekilen, welche (ber die 1,3-dipolare Azomethin-Ylid-
Cycloaddition dargestellt werden kénnen. A. Entwicklung des klinischen Kandidaten ABBV/GLPG-3221 66

ausgehend von einem Hit 65 aus einem HTS-Screen. B. Reprasentative Beispiele fir MDM2-Inhibitoren (67,
68, 69).
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2 Zielsetzung

Die Suche nach Molekulstrukturen als neue Kandidaten fir die Entwicklung von
Arzneimitteln wird haufig mit der Suche nach der Nadel im Heuhaufen verglichen. Die
Technologie der DNA-kodierten Substanzbibliotheken kann den Prozess der
Identifizierung von Startstrukturen fur die Arzneistoffentwicklung beschleunigen und hat
sich in den vergangenen Jahren als vielversprechende Alternative zum

Hochdurchsatz-Screening diskreter Substanzbibliotheken etabliert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte in einem semirationalen Ansatz eine
DNA-kodierte Substanzbibliothek synthetisiert und anschlieRend gegen die Proteine
MDM2 und TEAD4, welche in tumorrelevanten Protein-Protein-Interaktionen involviert
sind, selektioniert werden. Ziel war es, die DNA-kodierte Substanzbibliothek mittels der im
Arbeitskreis Brunschweiger entwickelten TiDEC-Technologie ausgehend von einem auf
CPG als Festphase gebundenen, chemisch sehr stabilen Hexathymidin-

Adapteroligonukleotid zu synthetisieren (Schema 16).4")

0]

hexA

ex

V.4 AN
Kodierung

Alkin-Azid-
Cycloaddition

Schema 16: Schematische Darstellung der tiDEL-Synthese.

In einem ersten Syntheseschritt sollten, um die in vielen Protein-Protein-
Wechselwirkungen eine wichtige Rolle spielende Aminosaureseitenkette von Tryptophan
nachzuahmen, mit Hilfe der Ugi-Vierkomponentenreaktion CPG-gekoppelte
hexT-peptidomimetische Molekile um die heterozyklische Indolstruktur aufgebaut
werden. Hierfir wurde in einer vorangegangen Masterarbeit durch Denise dos Santos
Smith die Ugi-Vierkomponentenreaktion unter Verwendung von Indol-Bausteinen auf
CPG-gebundenen hexT-Konjugaten optimiert und bereits erste hexT-peptidomimetische
Strukturen fur die tiDEL-Synthese generiert.*2 Nach der vollstandigen Kodierung der
hexT-Ugi-Produkte sollte im zweiten Syntheseschritt unter Ausnutzung einer freien
Alkinyl-Funktion eine Kupfer-vermittelte  Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC) zur
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Finalisierung der DNA-kodierten Substanzbibliothek durchgefiihrt werden. Die tiDEL sollte
im Anschluss gegen die Proteine MDM2 und TEAD4 selektioniert werden und
angereicherte Molekulstrukturen sollten anschlieBend ohne DNA-Barcode fir die
darauffolgende Validierung mittels biochemischer und/oder biophysikalischer

Experimente resynthetisiert werden.

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit sollte die Ugi-Vierkomponentenreaktion
hinsichtlich milderen Reaktionsbedingungen und der Méglichkeit der Ubertragung der
Reaktion auf ein anderes DNA-Kodierungsformat unter Verwendung der vier natlrlichen

Nukleobasen (A, T, C und G) analysiert werden.

Ein Grof3teil der bis heute synthetisierten DNA-kodierten Substanzbibliotheken besteht
aufgrund der eingeschrankten Auswahl an DNA-kompatiblen Reaktionen aus sehr
strukturahnlichen Molekllen, welche einen relativ kleinen Teil des chemischen
Strukturraums abdecken. Um den Zugang zu einer grof3eren Vielfalt an chemisch diversen
Molekilen zu ermdglichen, beschéftigt sich die aktuelle Forschung im Bereich der
DEL-Technologie mit der Entwicklung weiterer DNA-kompatibler Reaktionen. Besonderes
Augenmerk liegt dabei auf der Ubertragung von chemischen Reaktionen zum Aufbau von

genetisch markierten Heterozyklen.

Im weiteren Fortgang der vorliegenden Arbeit sollten diverse chemische Reaktionen zur
Generierung von DNA-gebundenen heterozyklischen Strukturen basierend auf der
Strategie der CPG-Festphasenchemie etabliert werden. Hierfir sollten die Reaktionen
zunachst auf einer aus Pyrimidinbasen-bestehenden DNA-Sequenz optimiert werden
(Schema 17). Im Anschluss daran sollte die Mdglichkeit Gberprift werden, die optimierten
Reaktionsbedingungen auf eine kodierende DNA-Sequenz, bestehend aus allen vier
Nukleobasen, zu Ubertragen. Bei Erfolg sollte abschlielend das Substratspektrum der
Reaktion auf der ATCG-DNA-Sequenz untersucht werden (Schema 17).
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Reaktionsoptimierung

Temperatur, Reaktionszeit,
Lésungsmittel, Aquivalente,

@/\/\N‘“( \X Katalysator,... @

Pyrimidin-DNA
X = Heteroatom

Untersuchung des
Substratspektrums

~
@W( X optimierte Reaktionsbedingungen

ATGC-DNA

X = Heteroatom

Schema 17: Etablierung diverser chemischer Reaktionen zur Generierung heterozyklischer Strukturen auf
CPG-gebundenen DNA-Konjugaten.

Im Vergleich zur TIDEC-Technologie, bei der keine Kodierung der Startmaterialien moglich
ist und somit zunachst diskrete Unterbibliotheken fiir die eigentliche DEL-Synthese
generiert werden missen, kénnen unter Verwendung von kurzen ATCG-DNA-Sequenzen
Startmaterialien kodiert und als Gemische eingesetzt werden. Dies setzt allerdings eine
Anpassung der Kodierungsstrategie voraus, welche im weiteren Verlauf der Arbeit
basierend auf einem DNA-Haarnadel-Oligonukleotid etabliert werden sollte. Damit diese
Kodierungsstrategie nicht nur mit Reaktionen kompatibel ist, welche unter milderen
Reaktionsbedingungen ablaufen, sollte im weiteren Fortgang dieser Arbeit untersucht
werden, ob die vulnerable Purinnukleobase Adenin durch die chemisch modifizierten
Basen 7-Deazaadenin (7De-dA) bzw. 8-Aza-7-Deazaadenin (8a7De-dA) ausgetauscht
werden kann, wodurch ein chemisch stabiler Drei-Buchstabencode entwickelt wird
(Abb. 16). Neben der Untersuchung der Stabilitat solcher aus 7De-dA- bzw.
8a7De-dA-bestehenden  ATC-Oligonukleotidsequenzen im  Vergleich zu der
hexT-Sequenz sowie TC-, ATC- als auch ATCG-DNA-Sequenzen sollte sichergestellt
werden, dass die chemisch modifizierte DNA von Enzymen in Ligations- als auch in
Amplifikationsreaktionen korrekt gelesen wird und damit sequenzierbar bleibt.
AbschlieRend sollte untersucht werden, ob die chemisch modifizierte DNA mit den zuvor

etablierten chemischen Reaktionen kompatibel ist.
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hexT-DNA ATGC-DNA 7De-dATC-DNA
8a7De-dATC-DNA
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Abbildung 16: Untersuchung der Méglichkeit, die Synthese einer DNA-kodierten Substanzbibliothek mit CPG-
gebundenen 7De-dATC- bzw. 8a7De-dATC-DNA-Sequenzen zu initieren. SG: Schutzgruppe
(Dimethylformamidin oder Benzoyl).
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3 Synthese und Selektion einer tiDEL mit

anschlieBender Hit-Resynthese und -Validierung

Um Protein-Protein-Interaktionen zu adressieren, sollte eine DNA-kodierte
Molekulbibliothek basierend auf der Ugi-Vierkomponentenreaktion unter Verwendung des
im Arbeitskreis Brunschweiger etablierten TiDEC-Kodierungsformates konzipiert
werden.[*"15% Der erste Syntheseschritt der kodierten Substanzbibliothek, in diesem Fall
die Ugi-Vierkomponentenreaktion, sollte auf dem chemisch sehr stabilen,
CPG-gebundenen Hexathymidin-Adapteroligonukleotid ,hexT* stattfinden, welches
harsche Reaktionsbedingungen toleriert. Die Ugi-Vierkomponentenreaktion besitzt als
Multikomponentenreaktion im Rahmen der Synthese einer kodierten Substanzbibliothek
den Vorteil, dass verschiedene Reaktanden an die DNA gekoppelt werden kdénnen und
somit die resultierenden Ugi-Produkte unterschiedlich mit dem DNA-Strang verknupft
vorliegen. Dies ist von Bedeutung, da die Orientierung des organischen Molekils und die
Position des DNA-Strangs einen erheblichen Einfluss auf die Interaktion mit der
biologischen Zielstruktur haben kann. AuRerdem konnen sowohl verschiedene
Diversitatselemente als auch Molekile mit funktionellen Gruppen fiir die darauffolgende
Post-Ugi-Derivatisierung der Substanzbibliothek eingefiihrt werden. Weiterhin erlaubt die
U-4CR als Multikomponentenreaktion die schnelle und effiziente als auch parallele
Synthese von komplexen Molekilstrukturen ausgehend von einfachen Startmaterialien.
Zur Adressierung von Protein-Protein-Interaktionen sollten im Rahmen der
Ugi-Vierkomponentenreaktion, welche bereits zur Darstellung von Peptidomimetika fihrt,
Indol-basierte Molekilstrukturen eingefiihrt werden. Der Indol-Heterozyklus ist als
zentrales  Strukturelement der  Aminosaure  Tryptophan in  zahlreichen
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt und sollte demnach zur Nachahmung dieser
verwendet werden. Die Derivatisierung und damit die Fertigstellung der DNA-kodierten
Substanzbibliothek  sollte tber  die DNA-kompatible Kupfer ()-vermittelte
Alkin-Azid-Cycloaddition erfolgen.

3.1 Synthese der tiDEL
3.1.1 Synthese der hexT-Ugi-Konjugate

Zur Synthese der DNA-kodierten Molekilbibliothek wurden drei verschiedene
CPG-gebundene hexT-Konjugate als Startmaterialien synthetisiert: hexT-Carbonsaure-

Konjugat hexT 3 und zwei verschiedene hexT-Aldehyd-Konjugate (hexT 4a und hexT 4b)
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(Schema 18).1%81 Es wurde hierfir zunachst die DMT-entschiitzte, CPG-gebundene
5'-Aminolinker-modifizierte hexT-DNA hexT 1 dber Amidkupplung mit einem
Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-geschutzten, Polyethylenglykol (PEG)-basierten
Linker (Fmoc-NH-PEG(4)-COOH 22aa) versehen, daraufhin Fmoc-entschitzt (hexT 2)
und Uber eine zweite Amidkupplungsreaktion mit Mono-tert-butyl-succinat 22ab,
3-Formyl-1H-indol-2-carbonsaure 22ac sowie 6-Chloro-3-formyl-1H-indol-2-carbonsaure
22ad zu den zuvor genannten Startmaterialien hexT 3 und hexT 4a/b umgesetzt
(Schema 18). Fur die U-4CR wurden die bereits etablierten Reaktionsbedingungen aus
einer vorausgegangenen Masterarbeit von Denise Dos Santos Smith verwendet.[*52
Hiernach wurden die CPG-gebundenen Startmaterialien hexT 3-4a/b mit jeweils
1000 Aquivalenten an Reaktionspartnern bei 80 °C fir 24 h in Ethanol zu den
entsprechenden hexT-Ugi-Produkten hexT 5aa-cz umgesetzt. Um die CuAAC als
Post-Ugi-Reaktion zu ermdglichen, wurde (ber die Reaktanden der U-4CR eine
Alkin-Funktionalitat eingefiihrt (Schema 18). Propargylamin 25a wurde fir hexT 3-4a/b
verwendet und fir hexT 4a kam zuséatzlich 4-Pentinséure 22ae zur Anwendung. Weiterhin
wurden zur Nachahmung von Tryptophan oder Tyrosin drei verschiedene
Indolcarbaldehyde 16a-16c und ein para-Hydroxybenzaldehyd 16d eingesetzt
(Schema 18). Als Diversitatselement dienten insgesamt 18 strukturell diverse Isocyanide
23a-r, die von der Arbeitsgruppe Domling (Universitat Groningen) zur Verfiigung gestellt

wurden (Schema 18).

IZ/

H o]
<N
OH 16a, R'=H
hexT o

16b, R' = 5-CI
hexT 3 16¢c, R' = 6-Cl

i hexT 5aa-bl
1.80 °C, EtOH, 24 h hexT 5bz-cz

o) o)
HOJ\/\ HOJ\ 2. AMA, 0,5 h, RT Vi
.0

/
R 22ae 22af
Nl
m N
hexT o H -_NC
hexT 4a, R = H 23a-r
hexT 4b, R = CI
HQN/\\\ HZN/\/
25a 25b

hexT 5bm-5by

Schema 18: Uberblick zur U-4CR auf CPG-gebundenen hexT-Konjugaten zur Synthese der
Indol-fokussierten, peptidomimetischen DNA-kodierten Substanzbibliothek.[*53!

Insgesamt konnten 78 peptidomimetische hexT-Konjugate hexT 5aa-cz synthetisiert

werden (Tabellen 1 und 2). Diese wurden im Anschluss an die U-4CR unter basischen
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Bedingungen mittels AMA (1:1-Mischung aus wassriger Ammoniak-Lésung (30 %) und
wassriger Methylamin-Losung (40 %)) von der festen Phase abgespalten, Uber
praparative RP-HPLC isoliert und mit Hilfe von MALDI-MS charakterisiert (Anhang). Ein
Teil der hexT-Ugi-Produkte (hexT 5aa-bl und hexT 5cf-cs) wurde in der vorangegangen
Masterarbeit durch Denise Dos Santos Smith synthetisiert.[5?

Tabelle 1: Uberblick der auf dem CPG-gebundenen hexT-Carbonsiure-Konjugat hexT 3 durchgefiihrten

U-4CR unter Verwendung diverser Isocyanide als Diversitatselement. Griin: erfolgreiche U-4CR, rot: nicht
erfolgreiche U-4CR, grau: nicht durchgefiihrte U-4CR.[53
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cl OH

hexT 5am

hexT 5ba

hexT 5bw

hexT 5bx

hexT 5by

Tabelle 2: Uberblick der auf den CPG-gebundenen hexT-Aldehyd-Konjugaten hexT 4a und hexT 4b
durchgefiihrten U-4CR unter Verwendung diverser Isocyanide als Diversitatselement. Griin: erfolgreiche
U-4CR, rot: nicht erfolgreiche U-4CR, grau: nicht durchgefiihrte U-4CR.[153]
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N
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H HN ‘AH = H
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Cl
%NC hexT 5cd hexT 5cp hexT 5¢cx

hexT 5¢cq

hexT 5cr hexT 5cy

hexT 5cz

hexT 5cs

hexT II/II' heXA 0
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Schema 19: Kodierung der hexT-Ugi-Produkte hexT 5aa-cz (DNA-Sequenz I) mittels enzymatischer Ligation
mit Peptidrickgrat (II/ll')-, 1socyanid (IlI/1II')- und Azid-kodierenden DNA-Sequenzen (IV/IV'). Beispielhaft
wurde die Kodierung der Indol-basierten hexT-Ugi-Produkte gezeigt.[*53!

Die Kodierung der 78 hexT-Ugi-Produkte hexT 5aa-cz (DNA-Sequenz 1) erfolgte durch
enzymatische Ligation der sticky ends der komplementdaren DNA-Strange unter
Verwendung einer T4 DNA-Ligase.!'*¥! Die hexT-Konjugate | wurden zunachst mit
DNA-Sequenzen II/1I', welche neben Peptidriickgrat-kodierenden Bereichen ebenso uber
eine Primer-Region und tber ein Hexaadenosin (hexA)-Adapteroligonukleotid verfligen,
als auch mit Isocyanid-kodierenden DNA-Sequenzen lI/III' in einer Eintopfreaktion zu
doppelstrangiger DNA [-1I-11/1'-111" ligiert (Schema 19). Der Erfolg der Ligation wurde
mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift (Abb. 17, Spuren 1 und 2). Anhand der
Verschiebung der DNA-Bande zu einer héheren Anzahl an Basenpaaren (Abb. 17, Spur 1)
im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 17, Spur 2), kann geschlussfolgert werden, dass

die hexT-Sequenzen| der Ugi-Produkte hexT 5aa-cz vollstdndig mit den
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Peptidrickgrat-kodierenden (II/lIY) sowie den Isocyanid-kodierenden DNA-Sequenzen
(mn/mv ligiert wurden. Die DNA-kodierten Ugi-Produkte I-II-1II/II'-III' wurden im Anschluss
Uber ethanolische Fallung gereinigt (Abb. 17, Spur 3), daraufhin vereinigt (,pool“) und fir
den nachfolgenden Kodierungsschritt wieder aufgeteilt (,split*). Zuletzt wurden die
Ligationsprodukte I-lI-1I/II-III" - mit den DNA-Sequenzen IV/IV', welche einen
Azid-kodierenden Bereich fur die nachfolgende Derivatisierung mit Hilfe der CUAAC sowie
eine Primer-Region fir spatere Amplifikationsreaktionen mittels PCR besitzen, zu den
vollstandig kodierten DNA-Konjugaten [-1I-II-IV/IP-III'-IV" ligiert (Schema 19). Mittels
Agarose-Gelelektrophorese konnte beobachtet werden, dass das Ligationsprodukt
I-1-11711-11" nahezu vollstandig zum finalen Ligationsprodukt I-1-1HI-IV/II'-1IT'-1V' umgesetzt
wurde, wobei gleichzeitig noch nicht-ligierte DNA-Sequenzen IV/IV' im Reaktionsansatz
vorlagen (Abb. 17, Spur 4). Die Reinigung der kodierten DNA-Konjugate erfolgte erneut
Uber ethanolische Fallung.

M

300  e—

200 s—
150 | == Abbildung 17: Visualisierung der Kodierung der
100 | — hexT-Ugi-Konjugate tber enzymatische Ligation mittels
75  — Agarose-Gelelektrophorese (5,5 %iges Agarose-Gel).
M: Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder),
50— 1: Ligatjpn der hexT-Konjugat.e (DNA-Sequenz 1) mit
Peptidrickgrat ~ (I/lI')-  sowie Isocyanid  (II/1II')-
35 e kodierenden DNA-Sequenzen in einer Eintopf-Ligation,
25 ) 2: Negativkontrolle der Eintopf-Ligation ohne T4 DNA-
S Ligase, 3: Ethanolische Fallung des Ligationsproduktes
20 e [-1-tme-me, - 4: Ligation  von  I-H-II/IF-NTT - mit

Azid-kodierenden DNA-Sequenzen (IV/IV').[153]
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3.1.3 Derivatisierung der kodierten DNA-Konjugate Uber die
Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition

Im Vorfeld des letzten Schrittes der tiDEL-Synthese, der Derivatisierung, wurden
Experimente zur Untersuchung der CuUAAC von DNA-Ugi-Konjugaten in Losung unter
Verwendung des Liganden  Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin ~ (THPTA)
durchgefuhrt (Schema 20).

1. Hal
H1-7
cl NaNs, TBAIj cl
HN T.4h HN
] o N ’ 2. N3—." | ] o N ’
\HN\”/\)L LN A1-7 [Aquiv] \NN\”/\)L LN
N CuSO, [Aquiv.] N
o / o Natriumascorbat [Aquiv.] 0 NN:/) 0
7" hexT 520 THPTA [Aquiv.] L I hexT 520 A1-7

N

T,1h ‘

Schema 20: Etablierung der CuAAC von DNA-Ugi-Konjugaten in Losung.

Hierfir wurde zunéchst analog zur tiDEL-Synthese (Kapitel 3.1.1) ein reprasentatives
hexT-Ugi-Produkt hexT 5ao0 als Startmaterial hergestellt: Die CPG-gebundene,
5'-Aminolinker-modifizierte hexT-DNA wurde tUber Amidkupplung mit einem PEG(4)-Linker
(22aa) modifiziert und Uber eine zweite Amidkupplungsreaktion mit Mono-tert-butyl-
succinat 22ab und anschlielender tert-Butylester (tBu)-Entschitzung zum
CPG-gebundenen hexT-Carbonsaure-Konjugat hexT 3 umgesetzt. Durch die
Ugi-Reaktion des Festphasen-gebundenen hexT-Carbonsdure-Konjugats hexT 3 mit
6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c, Benzylisocyanid 23a sowie Propargylamin 25a bei
80 °C in Ethanol fir 24 h mit anschlieBender basischer Abspaltung von der festen Phase
und darauffolgender Aufreinigung mittels préaparativer RP-HPLC konnte das

hexT-Ugi-Konjugat hexT 5ao0 erhalten werden (Schema 21).

Iz

(0]
H o ) " HoN § i H\/©
2 b
@H\JJN\H/\)J\OH . N +/ a, \JNNN 8 N
0 cl V4
23a 25a

hexT 3 16¢ hexT 5ao

Schema 21: U-4CR zur Darstellung des Startmaterials fur die Etablierung der CuAAC von
DNA-Ugi-Konjugaten in Losung. a) 80 °C, EtOH, 24 h; b) AMA, 0,5 h, RT.
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Die Azide wurden ausgehend von den entsprechenden Haliden mit NaNs in situ gebildet
und ohne weitere Reinigung eingesetzt. In ersten Experimenten zur
Alkin-Azid-Cycloaddition wurden verschiedene Aquivalentmengen an Azid sowie
unterschiedliche Temperaturen getestet (Abb. 18). Es wurden 400 pmol hexT-Ugi-
Konjugat hexT 5a0 mit 30 Aquiv. bzw. 50 Aquiv. Benzylazid Al, 25 Aquiv. einer
wassrigen THPTA/CuSO4-Losung und 40 Aquiv. Natriumascorbat bei Raumtemperatur
bzw. bei 40 °C fur 60 min in Wasser mit einem Gesamtvolumen von 50 pL geschittelt. Die
in situ Bildung von Benzylazid Al aus Benzylbromid H1 erfolgte zuvor bei
Raumtemperatur fur 4 h. Alle getesteten Reaktionsbedingungen flhrten zu einem

vollstdndigen Umsatz des Startmaterials zum gewinschten Zielprodukt (Abb. 18).
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Abbildung 18: MALDI-MS-Analyse der CUAAC des hexT-Ugi-Konjugats hexT 5ao mit Benzylazid Al.
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Darauffolgend wurden unter Verwendung forcierender Bedingungen mit 50 Aquiv. Azid
und einer Reaktionstemperatur von 40 °C sechs unterschiedliche Azide (A2-7), welche
auch in der eigentlichen DEL-Synthese verwendet werden sollten, getestet (Abb. 19).
Erneut wurden die Azide mit NaNs bei Raumtemperatur fir 4 h aus den entsprechenden
Haliden generiert. Es konnte beobachtet werden, dass der Einsatz von vier der sechs
getesteten Azide zu nahezu quantitativer Produktbildung fuhrte (Abb. 19A-D). Lediglich fur
5-(Azidomethyl)-3-propyl-1,2,4-oxadiazol A6 konnte nur eine mafige Produktbildung
beobachtet werden (Abb. 19E) und die Verwendung von 2-Azidoacetonitril A7 flhrte nur
zu Spuren des gewiinschten Produkts (Abb. 19F).

1.  Hal
H2-7
NaNj, TBAI Cl
RT, 4 h HN
0 N
H H
N ) A27 [50Aquw] \ﬂNNN LN
THPTA/CuSO, [25 Aquiv.] 0 N o)
Natriumascorbat [40 Aquiv.] N” I
hexT 5ao 40°C,1h \N hexT 5ao0 A2-7
400 pmol ‘
cl e H cl B
HN ' A £ HN B

Masse (ber.) = 28224

. Masse (ief) 2825,8 '

Masse (ber.) = 2736,4
«| Masse (gef.) = 2740,0

. m
220 zi 2100 200
1
o

. Masse (ber) =2811,4 I~ " Masse (ber) = 28144 ... f P
~|Masse {gef.)=28150 | ffh | omee | - Masse (gef.) = 2818,6 |
DTV VT TP WL ¥ o N 'HNW‘«MfWW'W N Ao M AAIWWMU Mmmmmw

43



Synthese und Selektion einer tiDEL mit anschlieRender Hit-Resynthese und -Validierung

i HN . E i — CT F
o 7
o n.J o
W ) Nj)
o N " s - |
|z
/\)‘N | K\\ ‘
| Masse (ber) = 2790,4 7" ‘_ Masse (ber) = 27053 ’\
|Masse (gef )= 2793 6 d | Masse (gef) =2626,2 (SMMMKJ‘W'J\

Abbildung 19: MALDI-MS-Analyse der CuAAC des hexT-Ugi-Konjugats hexT 5ao mit sechs
unterschiedlichen Aziden A2-7.

Fur die letzten beiden Beispiele wurde die CUAAC daher wiederholt, wobei die in situ
Generierung der Azide dieses Mal bei 70 °C fir 4 h durchgefuhrt wurde. Auf diese Weise
lie sich die Produktbildung fir 5-(Azidomethyl)-3-propyl-1,2,4-oxadiazol A6 deutlich
erhbhen (Abb. 20A). Allerdings konnten erneut nur Spuren des Produkts mit
2-Azidoacetonitril A7 detektiert werden (Abb. 20B). Im Nachfolgenden wurde die in situ
Bildung der Azide bei 70 °C statt bei Raumtemperatur durchgefthrt.
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Abbildung 20: MALDI-MS-Analyse der CUAAC des hexT-Ugi-Konjugats hexT 5ao mit den Aziden A6 und A7.

Im letzten Schritt der tiDEL-Synthese sollten allerdings statt 400 pmol lediglich 80 pmol
der vollstandig kodierten DNA-Konjugate eingesetzt werden. Aus diesem Grund wurden
entsprechende Untersuchungen zur CUAAC mit 80 pmol hexT-Ugi-Konjugat hexT 5ao0 bei
ansonsten gleichbleibenden Bedingungen durchgefiihrt. Diese flhrten zu keiner

Produktbildung, weshalb im Nachfolgenden die Aquivalentmenge aller Reaktanden erhoht
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wurde. Hierbei wurden 80 pmol hexT-Ugi-Konjugat hexT 5a0 mit 250 Aquiv. bzw.
500 Aquiv. Azid, 125 Aquiv. einer wéassrigen THPTA/CuSOs-Lésung und 200 Aquiv.
Natriumascorbat in einem Gesamtvolumen von 50 pL Wasser bei 40 °C fir 60 min
umgesetzt. Es konnte in allen Féllen Produktbildung detektiert werden (Abb. 21). Im
Vergleich zu den Reaktionen mit 500 Aquiv. Azid konnte unter Einsatz von 250 Aquiv. Azid

eine etwas geringere Nebenproduktbildung beobachtet werden.
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Abbildung 21: MALDI-MS-Analyse der CUAAC des hexT-Ugi-Konjugats hexT 5ao mit den Aziden A2-6.

Zuletzt wurde untersucht, ob die Verlangerung der Reaktionszeit zu einer Steigerung des
Umsatzes fuhrt. Es konnte kein Unterschied im Reaktionsumsatz nach einer, zwei und
funf Stunden beobachtet werden.

Unter Verwendung der optimierten CuAAC auf
DNA-Ugi-Konjugaten in LOsung wurden die vollstédndig kodierten und gereinigten
DNA-Ugi-Konjugate mit insgesamt 104 Aziden A1-104 (Ubersicht im Anhang, Tabelle 27),
welche zuvor in situ gebildet wurden, umgesetzt (Schema 22).125% Die CUAAC wurde nach

einer Stunde gestoppt,

Reaktionsbedingungen der

die Reaktionsprodukte wurden vereinigt und anschlie3end
ethanolisch prazipitiert. Die ethanolische Fallung unter Zugabe von EDTA wurde
insgesamt dreimal durchgefiihrt, bis die anfangliche intensive Blaufarbung durch die
Kupfersalze nicht mehr zu beobachten war. Das DNA-Pellet der finalen Indol-fokussierten,
peptidomimetischen DNA-kodierten Substanzbibliothek wurde in Puffer (10 mM Tris,

0,1 mM EDTA) resuspendiert und aliquotiert.
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Ha|~.
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NH
hexT 5aa-cz hexT 5aa-cz A1-104

Schema 22: CuAAC der DNA-kodierten Ugi-Konjugate hexT 5aa-cz mit 104 strukturell diversen Aziden
A1-104 zur Synthese der Indol-fokussierten, peptidomimetischen DNA-kodierten Substanzbibliothek.
Beispielhaft wurde die CUAAC der Indol-basierten DNA-Ugi-Produkte gezeigt.[53!

3.2 Selektion der tiDEL

Zur ldentifizierung von moglichen Protein-Protein-Inhibitoren wurde die finale
Indol-fokussierte  DNA-kodierte Substanzbibliothek unter anderem gegen die
p53-bindende Doméne von MDM2 als auch gegen die YAP-interagierende Domane des
humanen Transkriptionsfaktors TEAD4 (hTEAD4) selektioniert.*>® Im Rahmen des
Selektionsassays wurden die Zielproteine auf magnetischen Kugelchen immobilisiert und
mit der tiDEL inkubiert. Im Anschluss wurden nicht-bindende DNA-konjugierte Molekile
durch Waschschritte entfernt. Parallel dazu wurde als Negativkontrolle gegen ,leere®
Magnetkugelchen und in einem weiteren Selektionsexperiment, um die tiDEL-Synthese
sowie den Prozess der Selektionierung zu validieren, gegen Streptavidin-beschichtete
Magnetkigelchen anstelle von auf magnetischen Kigelchen immobilisierten Proteinen
selektioniert. Nach der ersten Selektionsrunde wurden die bindenden
DNA-Molekil-Konjugate durch Hitzedenaturierung des Proteins eluiert und in eine zweite
Selektion eingespeist. Im Anschluss an die zweite Selektionsrunde wurden die
DNA-Sequenzen der im Selektionsexperiment angereicherten Oligonukleotid-Molekdil-
Konjugate mittels PCR vervielfaltigt und gleichzeitig um experimentspezifische
DNA-Sequenzen sowie um Adapter-Sequenzen fir das nachfolgende next generation
sequencing, in diesem Fall mittels lllumina-Sequenzierung, verlangert. Insgesamt wurden
hierfur zwei nacheinander folgende PCR-Amplifikationen durchgefiihrt. Wéahrend in der
ersten PCR die DNA-Sequenzen um eine Adapter-Sequenz fir die nachfolgende PCR
verlangert wurden, erfolgte in der zweiten PCR die Kodierung der einzelnen
Selektionsexperimente sowie die Einfuhrung der fur die lllumina-Sequenzierung
bendtigten Adapter-DNA. Als zusatzliche Kontrolle wurde die finale DEL ebenfalls mittels
PCR vervielfaltigt. Die PCR-Amplifikationen wurden Uber Agarose-Gelelektrophorese

kontrolliert (Abb. 22). Im Vergleich zur finalen, nicht-amplifizierten tiDEL (Kapitel 3.1.2,
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Abb. 17, Spur 4) konnte nach der ersten PCR eine Verschiebung der DNA-Bande von
100 zu etwa 150 Basenpaaren beobachtet werden (Abb. 22, PCR 1, Spuren 1-8). Fir
einige der Proben ist neben der Bande bei 150 Basenpaaren noch eine weitere Bande bei
etwa 40 Basenpaaren vorhanden, die gegebenenfalls den verwendeten DNA-Primern
zugeordnet werden kann (Abb. 22, PCR 1, Spuren 2-5, 7 und 8). Die zweite PCR verlief
ebenfalls erfolgreich. Es konnte eine einzelne, um etwa 70 Basenpaare verschobene
Bande fur alle Proben im Anschluss an die zweite PCR detektiert werden (Abb. 22, PCR 2,
Spuren 1-8). Die PCR-Produkte wurden darauffolgend Uber ein Kit-System gereinigt,
aquimolar vereinigt und durch die Firma CeGat sequenziert.

PCR1 PCR2
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 7 8 M
300 — W
200 —— : e ik
150 “.“.‘ﬂﬂ.~~_—. el
100 iy - i |
75 i i i N
50 | - - S~
e
35 — - " S Mg
| - 3
25 ; : £ B

Abbildung 22: Visualisierung der PCR-Amplifikationen der Selektionsexperimente mittels Agarose-
Gelelektrophorese (4 %iges Agarose-Gel). M: Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder), 1: tiDEL
(ohne Selektion), 2: Selektion gegen Streptavidin-beschichtete Magnetkiigelchen, 3: Selektion gegen ,leere®
Magnetkiigelchen, 4: Selektion gegen die p53-bindende Domane von MDM2, 5: Selektion gegen die
YAP-interagierende Domane von hTEADA4, 6-8: Selektion gegen diverse Proteine, deren Hits Gegenstand
laufender Untersuchungen sind.

Die Sequenzierungsdaten wurden mit Hilfe der in Kollaboration mit Lukas Arendt und
Ina Dormuth (Prof. Dr. J6rg Rahnenflihrer und Prof. Dr. Roland Fried, Fakultat fir Statistik,
TU Dortmund) entwickelten Software ECEC (,encoded compound enrichment calculator®)
ausgewertet.l*>® Die Software ermittelt die Anreicherungsfaktoren (enrichment factors)
von bestimmten Konnektivitdten der Molekilbausteine in  den einzelnen
Selektionsexperimenten. Zur Visualisierung werden die Anreicherungsfaktoren in
zweidimensionalen Diagrammen, beispielsweise in Abhangigkeit der rank abundance
(Haufigkeit von Konnektivitaten), dargestellt. Dabei werden die Anreicherungsfaktoren
eines bestimmten Selektionsexperiments mit einer Kontrolle, in der Regel der

Negativkontrolle bestehend aus ,leeren” Magnetkugelchen, verglichen.

Die Selektion gegen die Streptavidin-beschichteten Magnetktigelchen reicherte lediglich
desthiobiotinylierte DNA-Barcodes an (violette Quadrate, eingerahmt durch einen Kasten,

Abb. 23A) und validierte damit die tiDEL-Synthese sowie den Prozess der Selektionierung.
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Fur das Zielprotein MDM2 wurden wahrend der tiDEL-Selektion mehrere
DNA-Molekil-Konjugate angereichert (Abb. 23B). Viele von ihnen entsprechen dem
mittlerweile anerkannten Pharmakophor-Modell kleiner organischer Molekile zur
Entwicklung von MDM2-Inhibitoren. Der Grof3teil der angereicherten DNA-Molekdl-
Konjugate besteht unter anderem aus einer 6-Chloroindol-Struktur, welche die
Aminosaure  Tryptophan imitiert. Uberraschenderweise  wurde allerdings
2,4-Dimethylphenylacetamid A48 als einziger aus insgesamt 104 verschiedenen

Azidbausteinen angereichert.
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Abbildung 23: Darstellung der Sequenzierungsergebnisse in Form von zweidimensionalen Diagrammen.
A. Selektion gegen Streptavidin-beschichtete Magnetkiigelchen. B. Selektion gegen die p53-bindende
Doméne von MDM2. C. Selektion gegen die YAP-interagierende Doméane von hTEADA4. Farbkodierung der
2D-Diagramme: Azide, welche im finalen Syntheseschritt der tiDEL als Diversitatselement verwendet wurden,
wurden unterschiedlich farblich markiert.[*53]

Im Vergleich zur vorherigen Selektion fihrte die Selektion der tiDEL gegen den
Transkriptionsfaktor TEAD4 zur Identifizierung von DNA-Molekil-Konjugaten mit deutlich
geringeren Anreicherungsfaktoren (Abb. 23C). Das am starksten angereicherte
DNA-konjugierte Molekil hexT 5ar A56 besitzt neben der 6-Chloroindol-Struktur einen
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stark lipophilen Rest, zuriickzufihren auf das verwendete Isocyanid (2-Isocyano-1,7,7-
trimethylbicyclo[2.2.1]heptan 23d), und ist Uber das Triazol mit dem Heterozyklus
Imidazopyridin verbunden. Weitere Molekile, welche im Selektionsassay angereichert
wurden, dhneln diesem Molekul stark und unterscheiden sich in einigen Fallen lediglich
durch den jeweiligen Azidbaustein. Beispielsweise weisen die DNA-konjugierten Molekiile
hexT bar A27 und hexT 5ar A44 statt der Imidazopyridin-Struktur die ebenfalls
heterozyklischen Verbindungen 2-Methyl-5-phenyloxazol sowie 1-Ethylazepan auf.

3.3 Hit-Resynthese

Zur Validierung ihrer Bioaktivitat gegenliiber dem jeweiligen Zielprotein wurden die im
Selektionsassay angereicherten DNA-Molekil-Konjugate ohne den kodierenden
DNA-Strang resynthetisiert.!>® Analog zur tiDEL-Synthese erfolgten die Resynthesen
zunéachst Uber die U-4CR, gefolgt von der CUAAC (Abb. 24A). Insgesamt wurden acht
Molekiile in Zusammenarbeit mit Dr. Marco Potowski (AG Brunschweiger, TU Dortmund)
dargestellt (Abb. 24B).

Unter den synthetisierten Moleklilen befand sich mit Verbindung 70 das im
Selektionsexperiment der p53-bindenden Doméane von MDM2 am stérksten angereicherte
DNA-konjugierte Molekll hexT 5ax A48 (Abb. 24B). Zudem wurde eine kleine Serie von
sieben Molekilen um den am starksten angereicherten initialen Binder hexT 5ar A56 (71)
der YAP-bindenden Doméne von hTEAD4 synthetisiert (Abb. 24B). Dabei wurde die
Isocyanid-Komponente (72 und 73) variiert und der Bernsteinsdure-Linker durch ein
simples Acetylamid ausgetauscht (76). AuRerdem wurden zwei weitere, ebenfalls stark
angereicherte Hits hexT 5ar A27 und hexT 5ar A44 des Transkriptionsfaktors TEAD4
ohne kodierenden DNA-Strang synthetisiert (74 und 75).
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Abbildung 24: Hit-Resynthese der im Selektionsassay angereicherten Molekule ohne kodierenden
DNA-Strang. A. Allgemeines Syntheseschema zur Darstellung der Molekiile. B. Ubersicht der resynthetisierten
Molekdile. 2 Molekill wurde von Dr. Marco Potowski synthetisiert.

3.4 Hit-Validierung

3.4.1 Hit-Validierung — MDM2

Das im Selektionsexperiment angereicherte Molekil 70 wurde zur Vorhersage des
Bindungsmodus an MDM2 mit Hilfe von molekularen Dockingexperimenten durch den
Arbeitskreis von Prof. Dr. Alexander Domling (Universitat Groningen) untersucht
(Abb. 25).12531
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Abbildung 25: Molekulares Docking der Verbindung 70 in die Co-Kristallstruktur von MDM2 und der
p53-Transaktivierungsdoméne. 53]

Der plausible Bindungsmodus wurde zusatzlich durch Bindungsexperimente mittels der
microscale thermophoresis (MST)-Technologie, durchgefihrt von Ran Zhang (Universitat
Groningen, Prof. A. Domling), bestétigt (Abb. 26). Die MST-Technologie ermdglicht die
Quantifizierung von molekularen Interaktionen durch Messung der Fluoreszenzintensitat
(extrinsisch oder intrinsisch) eines Zielproteins entlang eines Temperaturgradienten. In
diesem Fall wurde die temperaturinduzierte Anderung des fluoreszenzmarkierten
Zielproteins MDM2 in Abhangigkeit des Molekils 70 untersucht. Dabei wurde ein Kp-Wert
von 33 uM ermittelt.
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Abbildung 26: Untersuchung der Bindung von 70 an MDM2 mittels MST.[25]

3.4.2 Hit-Validierung — hTEAD4

Die Bindung der im Selektionsassay angereicherten, im Anschluss off-DNA
resynthetisierten Molekile an den humanen Transkriptionsfaktor TEAD4 wurde mit Hilfe
von nano differential scanning fluorimetry (nanoDSF) durch Dr. Hélene Adihou
(AstraZeneca Max Planck Institute of Molecular Physiology (MPI) Satellite Unit)

untersucht.’>® Bei der nanoDSF-Technologie kann der Einfluss von kleinen organischen
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Molekilen auf die Proteinstabilitdt durch Messung der intrinsischen Fluoreszenzintensitat
bei chemischen oder, wie in diesem Fall, thermalen Entfaltungsprozessen ermittelt
werden. Als Positivkontrolle wurde der bekannte ,,central pocket“-Binder Nifluminsdure 78
verwendet. Die ermittelten Schmelztemperaturen T, wurden verglichen mit der jeweiligen
Schmelztemperatur von hTEAD4 in Abwesenheit eines der Molekile (AT, Tabelle 3).
Eine positive Differenz der Schmelztemperaturen AT, deutet auf eine thermische
Stabilisierung des Proteins hin, wahrend eine negative Differenz auf einen

destabilisierenden Effekt hinweist.

In  Anwesenheit der Positivkontrolle Nifluminsaure 78 wurde fir hTEAD4 eine
Schmelztemperatur von 45,5°C und damit eine Differenz von ATn=+1,2°C zur
Negativkontrolle bestimmt (Tabelle 3). HOhere Differenzen in der Schmelztemperatur
(ATm = +3,1 - +5,1 °C) und damit einen hdheren Einfluss auf die thermale Stabilitat von
hTEAD4 konnten fiur die Molekile 71-73 beobachtet werden. Die Molekile 71-73
unterscheiden sich lediglich in dem eingesetzten Isocyanid wahrend der U-4CR. Wéahrend
der initiale Hit 71 zu einer Differenz von AT, = +3,1 °C fihrte, konnten fur die Molekile mit
dem Cyclohexyl- (73) sowie mit dem tert-Butyl-Amid (72) Differenzen von AT, = +4,1 und
5,1 °C detektiert werden. Des Weiteren wurde in Gegenwart von 74, welches auch auf ein
im Selektionsassay angereichertes DNA-Molekil-Konjugat zurtickzuftihren ist, ebenfalls
ein Einfluss auf die thermale Stabilitdt von hTEAD4 durch Ermittlung einer
Schmelztemperatur von 45,8 °C und damit einer Differenz von AT, = +1,5 °C beobachtet.
Im Vergleich zum initialen Hit 71 besitzt 74 statt der Imidazopyridin-Struktur einen
2-Methyl-5-phenyloxazol-Rest. Ein weiteres Molekil, welches im Selektionsexperiment
mit hTEAD4 angereichert wurde, allerdings keinen signifikanten Einfluss auf die
Proteinstabilitdt ausubt, ist 75. Das Molekul 76 beeinflusst wiederum die thermale Stabilitat
von hTEAD4 positiv und fiihrte zu einer Differenz in der Schmelztemperatur von
ATm=+1,8°C. In 76 wurde der Bernsteinsaure-Linker, welcher die Verbindung zur
kodierenden DNA-Sequenz im DNA-Molekull-Konjugat in der finalen DEL darstellt, durch
einen simplen Acetylamid-Baustein ersetzt. Hingegen wurde fir hTEAD4 in Gegenwart
des Ugi-Peptoid-Zwischenproduktes 77 eine geringere Differenz von ATy,=+0,7 °C
ermittelt, was die Bedeutung des durch die CUAAC eingefiihrten Bausteins fiir die Bindung
des Molekuls an hTEAD4 unterstreicht.
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Tabelle 3: Untersuchung der Bindung der Molekile 71-78 an den humanen Transkriptionsfaktor TEAD4
mittels nanoDSF. 15

72,R'=

%_? N
73,R _<:>—§ a > REMNQ

Ly Lk
dpnr ol Jor
; ¢

Ry 5 X
MV - %\i”
H y . ;\)‘

N
%

N N CF,
76 Cl 77 cl 78

Molekdl Tm [°C] AT [°C]
71 47,4+ 0,4 31
72 49,4+0,4 51
73 48,4+ 0,3 4,1
74 45,8+ 0,0 1,5
75 440+0,1 -0,3
76 46,1+0,7 1,8
77 450+0,1 0,7
78 455+ 0,4 1,2

Als néchstes wurden das Molekul (72), welches den starksten Einfluss auf die thermale
Proteinstabilitit von hTEAD4 ausibte, sowie der initiale Hit 71 im Rahmen von
Fluoreszenzpolarisationsexperimenten (FP-Experimenten) durch Dr. Hacer Karatas und
Dr. Mohammad Akbarzadeh (MPI Dortmund, Abt. 4, Prof. H. Waldmann)  néher
untersucht.*>41531 Zunachst wurde analysiert, ob die Molekiile 71 und 72 die Interaktion
zwischen dem Transkriptionsfaktor hTEAD4 und der Palmitinsdure, welche
posttranslational an die hydrophobe Bindetasche im Zentrum der YAP-bindenden Doméane
von TEAD bindet, hemmen kénnen (Abb. 27A). Fir die Experimente wurde eine
Fluorophor-markierte Palmitinsaure und als Positivkontrolle das kovalent an die zentrale
Bindetasche interagierende Molekiil TED-347 (12) verwendet.®”l Wahrend der initiale Hit
71 die Wechselwirkung zwischen der Palmitinsaure und dem Zielprotein mit einem

ICso-Wert von 0,41 uM inhibierte, zeigte die Verbindung 72 eine deutlich schwachere
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Hemmung der Palmitinsdure-hTEAD4-Interaktion, was zusammen mit dem

nanoDSF-Ergebnis auf einen anderen Bindungsmodus hinweisen kénnte (Abb. 27A).
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Abbildung 27: Untersuchung der Hemmung der Palmitinsdure-hTEAD4 (A)- sowie YAP-hTEAD4 (B)-
Interaktion durch die Peptidomimetika 71 und 72 sowie durch die Positivkontrolle TED-327 12 mittels
FP-Experimenten. 153!

In einem weiteren FP-Experiment wurde der Einfluss der Molekile auf die
YAP-TEAD-Interaktion untersucht (Abb. 27B).[1541%% Hierfir wurde ein Fluorophor-
markiertes, von der YAP-Aminosduresequenz abgeleitetes Peptid verwendet. Es konnte
beobachtet werden, dass die Verbindungen 71 und 72 die Wechselwirkung zwischen YAP
und hTEAD4 mit ICso-Werten von 6,75 pM und 5,65 uM inhibieren (Abb. 27B).

Zuletzt wurde die zellulare Aktivitat der Verbindung 71 mit Hilfe eines Echtzeit-PCR-
basierten Experiments durch Blaz Andlovic (Lead Discovery Center (LDC), Dortmund)
getestet.'>% Dabei wurde untersucht, ob der initiale Hit 71 die Expression des durch die
TEAD-YAP-Interaktion kontrollierten Zielgens CTGF (connective tissue growth factor)
modulieren kann (Abb. 28). Es wurden hierfir HEK-Zellen mit 71 sowie mit einer
Kombination aus 71 und XMU-MP-1 (79) behandelt. Die Verbindung 79 ist ein potenter
und selektiver Inhibitor der im Hippo-Signhalweg vorgeschalteten Kinasen MST1/2
(Abb. 28A). Durch die Inhibierung von MST1/2 wird die Phosphorylierung der
nachgeschalteten Kinasen LATS1/2 gehemmt, was zu einer verstarkten Translokation von
YAP in den Zellkern fuhrt und wodurch letztendlich die Wechselwirkung mit dem

Transkriptionsfaktor TEAD ermoglicht wird. Die Behandlung der Zellen mit 71 alleine hatte
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keinen Einfluss auf die CTGF-Transkription (Abb.28B). Erst nachdem der
Hippo-Signalweg durch XMU-MP-1 (79) inhibiert wurde, konnte eine signifikante
Reduktion der Genexpression von CTGF beobachtet werden. Dies lasst darauf schliel3en,
dass die Verbindung 71 in der Lage ist, die TEAD-YAP-PPI auch in einem zellularen

Kontext zu hemmen.
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Abbildung 28: Untersuchung der zellularen Hippo-Signalweg-modulierenden Aktivitdt des TEAD-YAP-
Inhibitors 71 durch Messung der CTGF-Expression mittels quantitativer PCR nach Behandlung der Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 71. A. Schematische Darstellung des Hippo-Signalweges.
B. Modulierung der CTGF-Genexpression durch 71. ns = nicht signifikant.[*5%
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4 Uberfuhrung chemischer Reaktionen auf
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden und

Entwicklung einer neuen Kodierungsstrategie

Zum Beginn der vorliegenden Arbeit bestand das Repertoire an chemischen Reaktionen
zur  Herstellung von DELs groftenteils aus nukleophilen (aromatischen)
Substitutionsreaktionen, Carbonylchemie sowie sp?-sp?-Kreuzkupplungen. Um moglichst
einen groBen Teil des chemischen Strukturraums mit zuklnftigen DELs abdecken zu
koénnen, sollten im Folgenden diverse chemische Reaktionen, darunter unterschiedliche
(Isocyanid-basierte) Multikomponentenreaktionen sowie eine Cycloaddition, mit Hilfe der
CPG-Festphasenstrategie auf DNA-Molekiil-Konjugaten tibertragen werden.%5:15¢1 Ferner
sollten weitere Optimierungen zur U-4CR hinsichtlich milderen Reaktionsbedingungen,
welche mit einer aus allen vier Nukleobasen bestehenden DNA kompatibel sind,
durchgefiihrt sowie eine neue, effizientere Kodierungsstrategie entwickelt werden. %!
Diese Kodierungsstrategie soll im Rahmen zukinftiger DEL-Synthesen die Kodierung von
Startmaterialien, gebunden an kurzen CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden,

erlauben.

4.1 Optimierung der Ugi-Vierkomponentenreaktion auf
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Um die U-4CR nicht nur im Rahmen der TiDEC-Kodierungsstrategie auf dem chemisch
sehr stabilen hexT-Adapteroligonukleotid nutzen zu kénnen, sondern ebenfalls in
Kombination mit einer effizienteren Kodierungsstrategie, die die Verwendung von
Gemischen aus kodierten Startmaterialien erlaubt, wurden Untersuchungen hinsichtlich
der Uberfihrung der Ugi-Vierkomponentenreaktion auf aus allen vier natirlichen

Nukleobasen bestehenden, CPG-gekoppelten DNA-Oligonukleotiden durchgefiihrt.[*%!

Es erfolgten zunachst Experimente auf einem CPG-gebundenen hexT-Aldehyd-Konjugat
hexT 4c, welches Uber Amidkupplung mit 2-(4-Formylphenoxy)-Essigsdure 22ag
hergestellt wurde. Im Gegensatz zu den zuvor durch die Masterstudentin Denise dos
Santos Smith etablierten Reaktionsbedingungen,®2? wurde ein zusatzlicher
Reaktionsschritt zur Bildung des Imins zwischen dem CPG-gekoppelten hexT-Aldehyd-
Konjugat hexT 4c und dem Amin 25 der eigentlichen Reaktion vorangeschaltet. Hierfir
wurde das CPG-gekoppelte hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c¢ mit 1000 Aquiv. Propylamin

25b bei Raumtemperatur fir drei Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden 1000 Aquiv.
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Essigsdure 22af sowie 1000 Aquiv. tert-Butylisocyanid 23s zum CPG-gebundenen
hexT-Imin-Konjugat hinzugegeben und die Reaktionsmischung tiber Nacht geschittelt. In
den ersten Experimenten wurden verschiedene LOsungsmittel bei Raumtemperatur
getestet (Tabelle 4, Eintrage 1-5). Wahrend der Einsatz von Acetonitrii und
1,2-Dichlorethan zu keiner Produktbildung fiihrte (Tabelle 4, Eintrdge 1 und 2), wurde das
gewinschte hexT-Ugi-Produkt hexT 5da in Toluol und Ethanol mit einem niedrigen
Umsatz von 18 bzw. 21 % generiert (Tabelle 4, Eintrage 3 und 4). Einen Umsatz von 89 %
konnte bei der Verwendung von Methanol als Losungsmittel beobachtet werden (Tabelle
4, Eintrag 5). Als nachstes wurde die Temperatur von Raumtemperatur auf 50 °C erhéht,
wodurch der Umsatz auf Uber 95 % gesteigert werden konnte (Tabelle 4, Eintrag 6).
Ferner wurde untersucht, ob im Falle von in reinem Methanol schwer |6slichen
Reaktanden, ebenfalls bestimmte Additive zur Erh6hung der Loslichkeit von stark
lipophilen, hydrophilen oder als Hydrochlorid vorliegenden Edukten verwendet werden
kénnen. Es wurden folgende Lésungsmittelgemische getestet: MeOH/CHCI; (9:1, v/v) fur
lipophile Reaktanden, MeOH/H,0 (9:1, v/v) als auch MeOH/DMSO (9:1, v/v) fur hydrophile
Reaktanden sowie MeOH mit 1% (v/v) Triethylamin fur Reaktanden, welche als
Hydrochloride vorliegen (Tabelle 4, Eintrage 7-10). In allen vier Fallen konnte im Rahmen
der Messgenauigkeit ein quantitativer Umsatz vom Startmaterial zum Zielprodukt

beobachtet werden.

Zusammengefasst sind die optimalen Reaktionsbedingungen fir die Darstellung von
Diamiden (Uber die U-4CR die zunadchst durchzufilhrende Iminbildung von
CPG-gekoppelten DNA-Aldehyd-Konjugaten mit 1000 Aquiv. Amin bei Raumtemperatur
in Methanol fur drei Stunden. Im Anschluss werden 1000 Aquiv. Carbonsaure sowie
1000 Aquiv. Isocyanid zugegeben und die Reaktionsmischung iiber Nacht bei 50 °C
geschittelt. Im Falle von schwer I6slichen Reaktanden ko&nnen unterschiedliche

Lésungsmittelgemische gewahlt werden.
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Tabelle 4: Optimierung der U-4CR auf CPG-gebundenem hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c¢.2[156]

1.LM, RT, 3h g
=10 2. %—NC >7N HN‘%
O *
23s 0
{O (0]
HN
o0Ne © )2: OH HN { °
/%/%/ N L L Flyo-@e e
@ hexT 4c 25b 3. AMA,RT, 0.5h hexT 5da
Eintrag T [°C] Lésungsmittel Umsatz [%]°

1 22 ACN n.d.
2 22 1,2-Dichlorethan n.d.
3 22 Toluol 18
4 22 EtOH 21
5 22 MeOH 89
6 50 MeOH >95
7 50 MeOH/CH:Cl (9:1) >95
8 50 MeOH/H20 (9:1) >95
9 50 MeOH/DMSO (9:1) >95
10 50 MeOH + 1 % TEA >95

2 Das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c (20 nmol) und Propylamin 25b (1000 Aquiv.,
20 pmol) wurden in 50 pL Lésungsmittel bei Raumtemperatur fiir drei Stunden zur Iminbildung inkubiert.
AnschlieRend wurden tert-Butylisocyanid 23s (1000 Aquiv., 20 umol) und Essigsdure 22af (1000 Aquiv.,
20 pmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei T fur 16 h geschttelt. Die Entschiitzung sowie
die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-LOsung bei Raumtemperatur fir 0,5 h.
b Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von Startmaterial hexT 4c
und Produkt hexT 5da. n.d. = nicht detektiert.

Die TiDEC-Technologie, eine DNA-kodierte Substanzbibliothek ausgehend von einem
CPG-gebundenen Hexathymidin-Adapteroligonukleotid zu initiieren, ermdglicht zwar die
Nutzung harscher Reaktionsbedingungen, besitzt allerdings den Nachteil, dass eine
Kodierung von Startmaterialien mit der hexT-Sequenz nicht mdglich ist und
dementsprechend zunachst diskrete Unterbibliotheken aus kodierten hexT-Konjugaten
synthetisiert werden missen (Kapitel 3.1.1). Eine effizientere Strategie zur Herstellung von
DELs wirde hingegen auf der Generierung von kodierten, CPG-gekoppelten
Startmaterialien basieren, welche anschlieRend als Gemische fur die Synthesen von
scaffolds eingesetzt werden kdnnen. Aufgrund dessen wurde als ndchstes untersucht, ob
die auf CPG-gekoppelter hexT-DNA optimierten Reaktionsbedingungen ebenfalls auf
CPG-gebundenen 10mer ATCG-DNA-Oligonukleotiden Ubertragen werden konnen.
Entsprechend wurde hierfir das bendtigte CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-
Konjugat ATCGio2a ausgehend von einer CPG-gekoppelten, Aminolinker-
funktionalisierten ATCG-DNA ATCGi o1 mittels Amidkupplung hergestellt. Unter
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Anwendung der zuvor auf hexT-DNA optimierten Reaktionsbedingungen der U-4CR
konnte das gewlinschte 10mer ATCG-Konjugat ATCG1 3aa mit exzellentem Umsatz
gebildet werden (Tabelle 5, Eintrag 1).

Um das Substratspektrum der U-4CR auf CPG-gekoppelten ATCG-DNA-Oligonukleotiden
zu untersuchen, wurde das 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGio2a mit
verschiedenen Isocyaniden 23, unterschiedlichen Carbonsauren 22 und diversen Aminen
25 zur Reaktion gebracht (Tabelle 5). Als erstes wurden vier verschiedene Isocyanide
getestet, wobei sowohl die Aminkomponente (Propylamin 25b) als auch die
Saurekomponente (Essigsaure 22af) konstant gehalten wurden. Es konnte ein
quantitativer Umsatz beim Einsatz von tert-Butylisocyanid 23s, Cyclohexylisocyanid 23l
sowie Benzylisocyanid 23a beobachtet werden (Tabelle 5, Eintrdge 1-3). Hingegen wurde
bei Verwendung von Ethylisocyanoacetat 23t kein Produkt generiert (Tabelle 5, Eintrag 4).
Um die Substrattoleranz gegentber diversen Carbonsduren zu testen, wurden erneut
Propylamin 25b und tert-Butylisocyanid 23s verwendet (Tabelle 5, Eintrdge 5-14). Der
Einsatz von Acrylsdure 22ah fihrte zu einem sehr guten Umsatz von 88 % (Tabelle 5,
Eintrag 5). Allerdings zeigte die MALDI-MS-Analyse, dass das in der AMA-L6sung
enthaltene Methylamin wéahrend der Entschiitzung und Abspaltung der DNA von der
Festphase mit dem Zielprodukt ATCGio 3ae Uber eine nukleophile Additionsreaktion an
der Doppelbindung der Acrylsdure 22ah reagierte. Die Verwendung der aliphatischen
4-Biphenylessigsaure 22ai und Zimtsdure 22aj fihrte zu niedrigeren Umsétzen von
27und 19% (Tabelle 5, Eintrage 6 und 7). Durch den Einsatz aromatischer
Carbonsauren konnten mit wenigen Ausnahmen gute bis sehr gute Umséatze verzeichnet
werden (Tabelle 5, Eintrage 8-14). Die unsubstituierte Benzoesaure 22ak fiihrte zu einem
vollstandigen Umsatz des Startmaterials zum gewlinschten Produkt ATCGio 3ah
(Tabelle 5, Eintrag 8). Durch den Einsatz von elektronenziehenden Substituenten in
ortho- und/oder para-Stellung (2-Chlorobenzoesaure 22al, 2,4-Dichlorobenzoeséaure
22am und 4-Hydroxybenzoesdure 22aq) wurden ebenfalls gute Umsétze zwischen
65 und 90 % detektiert (Tabelle 5, Eintrdge 9-10 und 14). Ferner konnte mit einem
meta-standigen lodsubstituenten (3-lodobenzoesaure 22an) das Zielprodukt ATCG1o 3ak
mit 76 %igen Umsatz gebildet werden (Tabelle 5, Eintrag 11). Hingegen wurden bei
Einsatz von 3-Hydroxybenzoesaure 22ao0 und 3-Ethynylbenzoesdure 22ap lediglich
mafige Umsétze von 32 und 38 % beobachtet (Tabelle 5, Eintrdge 12 und 13). Zur
Untersuchung der Toleranz gegeniber diversen Aminen wurden tert-Butylisocyanid 23s
und Essigsadure 22af verwendet (Tabelle 5, Eintrage 15-25). Mit Benzylamin 25c,
para-lodobenzylamin 25d und para-Methoxybenzylamin 25e wurden drei unterschiedliche

benzylische Amine getestet, welche zu Umséatzen zwischen 67 und >95 % flhrten
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(Tabelle 5, Eintrédge 15-17). Ferner wurden verschiedene Aniline und der Einfluss ihres
Substitutionsmusters auf die U-4CR von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten untersucht
(Tabelle 5, Eintrdge 18-24). Aniline mit einem ortho-Substituenten zur Aminofunktion
wurden nur schlecht (2-tert-Butylanilin 25f, 14 %iger Umsatz, Tabelle 5, Eintrag 18) oder
gar nicht toleriert (2-Nitroanilin 25g, keine Produktbildung, Tabelle 5, Eintrag 19). Dieses
Ergebnis kann auf sterische Hinderung durch die Position und/oder auf die GréRe der
Substituenten  zurtickzufihren sein. Der Einsatz eines Anilins mit einem
elektronenschiebenden Substituenten in meta-Position (3-Ethylanilin 25h) resultierte
ebenso in einem niedrigen Umsatz von 36 % (Tabelle 5, Eintrag 20), wéahrend ein
meta-positionierter, elektronenziehender Fluorsubstituent (3-Fluoroanilin 25i) zu dem
gewilnschten Produkt ATCGio 3au mit 73 % Umsatz flhrte (Tabelle 5, Eintrag 21). Aniline
mit elektronenschiebenden als auch -ziehenden, para-standigen Gruppen wie -tert-Butyl
(25j), -Phenyl (25k) oder -Brom (25l) generierten gute Umsatze zwischen 56 und 64 %
(Tabelle 5, Eintrage 22-24). Ferner konnte bei der Untersuchung der verschiedenen
Aniline die Bildung von nicht identifizierbaren Nebenprodukten, welche im Vergleich zu
den jeweiligen Zielprodukten eine hohere Retentionszeit aufwiesen und damit
chromatographisch abgetrennt werden konnten, beobachtet werden. Im Hinblick auf eine
mogliche Anwendung der U-4CR in der DEL-Synthese wurde das bifunktionelle
Boc-geschiitzte Aminopiperidin 25m getestet. In einer mdglichen DEL-Synthese kdnnte
das entsprechende Produkt nach Boc-Entschitzung Uber die freie Aminofunktion,
beispielsweise durch Amidkupplung oder reduktive Aminierung, weiter derivatisiert
werden. Erfreulicherweise fihrte der Einsatz von 4-Amino-1-Boc-piperidin 25m zu dem
gewiinschten Ugi-Produkt ATCGi, 3ay mit 80 % Umsatz (Tabelle 5, Eintrag 25). Zur
Entfernung der Boc-Schutzgruppe wurde das CPG-gebundene DNA-Ugi-Produkt
ATCGyp 3ay fur eine Minute mit 50 % TFA in CH2Cl; inkubiert,*8 wodurch die vollstandige
Abspaltung der Schutzgruppe (ATCGio 4), ohne eine merkliche DNA-Degradation zu
beobachten, demonstriert werden konnte. AbschlieBRend wurden zwei weitere
CPG-gekoppelte DNA-Aldehyd-Konjugate ATCGio2b und ATCGip2c mittels
Amidkupplung hergestellt und im Rahmen ihrer Anwendbarkeit der U-4CR untersucht.
Sowohl das meta-substituierte (ATCGio2b) als auch das ortho-substituierte
CPG-gekoppelte DNA-Aldehyd-Konjugat (ATCGio 2¢) resultierten in einem guantitativen
Umsatz in die jeweiligen gewiinschten Zielprodukte ATCGio 3az bzw. ATCGo 3ba
(Tabelle 5, Eintrage 26 und 27).
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Tabelle 5: Untersuchung des Substratspektrums der U-4CR auf CPG-gebundenen 10mer ATCG-Aldehyd-
Konjugaten ATCG1o 2a-c durch Einsatz diverser Isocyanide, Sauren und Amine.2 156

1. MeOH, RT, 3 h

2. R?-NC R3
23 o=
\ N_R1
° it
HN R® “OH NH
O—‘(A% (0] 22 HN 0] R?
50°C,16 h o6 0
+ R'-NH, ————— S
@ ATCGj 2a-c 25 3. AMA, RT, 4 h ATCG( 3aa-ba

[O

ATCG10 2a ATCG10 2b ATCG10 2c
. . N . Umsatz Masseper.
Eintrag Produkt Isocyanid Saure Amin [96]° Masseger®
o)
ATCG1o %NC )J\ SONH, 3543,6
1 OH >95
3aa 3544,2
23s 22af 25b
0
ATCGw  { )ne Pt i, 3569,6
2 OH >95
7
3ab 23 22af 25b 3570,3
0
ATCG1o Q P S NH, 3577,6
3 3ac NC OH 25b 93 3579,5
23a 22af
o) 0 -~
s A M L e g S0
23t 22af N
o)
ATCG1o %NC \)J\ SONH, 3586,7
5 OH 88
3ae 235 22ah 25hb 3584,4
Ph o
3 ATCG1o %»NC S NH, o7 3695,8
3af 23s OH 25b 3696,1
22ai
o)
ATCG1o %Nc A S NH, 3631,7
7 Ph" X" "OH 19
3a 3631,7
9 23s 22aj 25b
o}
8 ATCG1o %NC ©)\OH SONH, 595 3605,7
3ah 23s 25b 3604,4
22ak
cl 0
9 ATCG1o %Nc @XOH ~ - 3640,1
3ai 235 25hb 3640,2
22al
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Fortsetzung Tabelle 5
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3674,6
3675,7

3731,6
3731,4

3621,7
3621,7

3629,7
3628,4

3621,7
3622,0

3591,6
3593,2

3717,5
3716,7

3619,8
3623,8

3633,7
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3622,6
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Fortsetzung Tabelle 5

lo) NH2
2 ATCCo e Ao BrO 64 seoce

3ax 3655,5
23s 22af 25|
(0]
25 ATS(;G]_O %NC AOH H2NCN—BOC 80 ggggyg
y 23s 20af 25m '
(o]
ATCG1, — —Ne Pl S~ 3503,7
264 OH 2 >95
3 3593,4
az 23s 22af 250
(0]
ATCG1o %Nc Py " NH, 3578,0
27¢ oH >95
3ba 38 oot 25b 3580,4

2 Das CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCG1o 2a (20 nmol) und das Amin 25 (1000 Aquiv.,
20 umol) wurden in 50 puL MeOH bei Raumtemperatur fir drei Stunden zur Iminbildung inkubiert. AnschlieBend
wurden das Isocyanid 23 (1000 Aquiv., 20 umol) und die Séure 22 (1000 Aquiv., 20 pmol) hinzugegeben und
die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C firr 16 h geschuttelt. Die Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA
von der festen Phase erfolgte mit AMA-Losung bei Raumtemperatur fur 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels
analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhdltnis von Startmaterial ATCGio 2 und Produkt ATCGao 3.
¢ Massendetektion mittels MALDI-MS. ¢ Es wurde das CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat
ATCGuio 2b als Startmaterial verwendet. ¢ Es wurde das CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat
ATCGuo 2c als Startmaterial verwendet. 10mer ATCG = 5-GTC ATG ATC T-3'. n.d. = nicht detektiert.

Die Ugi-Reaktion bietet als eine Multikomponentenreaktion zwischen drei (U-3CR) bzw.
vier Reaktanden (U-4CR) mehrere Moglichkeiten organische Molekule mit der DNA zu
verbinden. Aufgrund dessen wurde neben Aldehyd-funktionalisierten, CPG-gekoppelten
10mer  ATCG-Startmaterial-Konjugaten auch  ein  CPG-gebundenes  10mer
ATCG-Carbonsaure-Konjugat ATCGi0 5 Uber Amidkupplung synthetisiert, um die
Substrattoleranz der U-4CR auf Festphasen-gebundenen DNA-Oligonukleotiden zu
untersuchen. Das CPG-gebundene 10mer ATCG-Carbonsaure-Konjugat ATCGio 5
wurde mit einem aus Benzaldehyd 16e und Propylamin 25b gebildeten Imin sowie mit
tert-Butylisocyanid 23s versetzt und bei 50 °C Uber Nacht geschiittelt. Das Produkt
ATCG10 3bb wurde mit einem Umsatz von 77 % gebildet (Schema 23).
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1.
H
16e
A~ NH2
25b
MeOH, RT, 3 h
2. N—

/
e
O 23s

0 ;
H : H
/\/\/OMBNNOH 50 °C, 16 h /\/\/O\(\/),BN\”/\)J\N * NHj<
0 0 ﬁ 0

3. AMA, RT, 4 h

ATCG 4 3bb
77 %*

Schema23: U-4CR auf CPG-gebundenem 10mer ATCG-Carbonséure-Konjugat ATCGuo 5.
& Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhdltnis von Startmaterial ATCG10 5
und Produkt ATCGa1o 3bb.[156]

Als nachstes erfolgten Experimente zur Kopplung eines Isocyanids auf CPG-gebundener
10mer ATCG-DNA, was sich als nicht erfolgreich herausstellte. Als Amin-funktionalisiertes
Startmaterial wurde die CPG-gebundene, 5'-Aminolinker-modifizierte 10mer ATCG-DNA
ATCGjo 1 verwendet und zur Iminbildung mit diversen Aldehyden 16 fir drei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden tert-Butylisocyanid 23s und Essigséaure
22af hinzugegeben und die Reaktionsmischung tber Nacht bei 50 °C geschuttelt. Der
hochste Umsatz mit 79 % wurde beim Einsatz von Cyclohexancarbaldehyd 16f erzielt
(Tabelle 6, Eintrag 1). Die Verwendung von diversen Benzaldehyden 16h-16l fihrte
unabhangig vom Substituenten (-Br, -Me) sowie dessen Positionierung zu moderaten
Umsatzen zwischen 36 und 57 % (Tabelle 6, Eintrédge 2-7). Zu beobachten war, dass in
allen Fallen Amidbindungen als konkurrierende Reaktion zur U-4CR zwischen der
CPG-gebundenen, 5'-Aminolinker-modifizierten 10mer ATCG-DNA ATCGio1 und
Essigsaure 22af geknipft wurden. Der Umsatz zum Amidkupplungsprodukt lag zwischen
10 bis 21 % (Tabelle 6, Eintrage 1-7).
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Tabelle 6: Untersuchung des Substratspektrums der U-4CR auf CPG-gebundener, 5'-Aminolinker-
modifizierter 10mer ATCG-DNA ATCGuo 1 durch Einsatz diverser Aldehyde.2 [15]

1. MeOH, RT, 3 h

2.
e

23s
0 \/(
N 3
oo o 22af N
L 50 °C, 16 h oo R
+ RV H
@ 3.AMA, RT, 4 h
ATCG 0 1 16 ATCG 4 3bc-bi
) Amidbindungs- Masseper.
0/41b
Eintrag Produkt Aldehyd Umsatz [%] kniipfung [%]° Masseger®
i
1 ATCG1o 3bc O) 79 10 gjgjg
16f
i
2 atcemd 10 2 15 4783
169
i
3507,4
3 ATCGy3be d 40 16 :
o 3508,9
16h
i
4 ATCG1o 3bf Q) 57 17 2283"1‘
Br ’
16i
i
3507,4
5  ATCGuo 3bg )@/ 56 15 ,
. 3507,2
16j
(0]
|
6 ATCG1o 3bh Q) 36 21 gﬁg'g
16k
i
7 ATCGuo 3bi /@2 42 19 S

16l

a Die CPG-gebundene, 5'-Aminolinker-modifizierte 10mer ATCG-DNA ATCGu1o 1 (20 nmol) und das Aldehyd
16 (1000 Aquiv., 20 umol) wurden in 50 L MeOH bei Raumtemperatur fiir drei Stunden zur Iminbildung
inkubiert. AnschlieRend wurden tert-Butylisocyanid 23s (1000 Aquiv., 20 umol) und Essigséaure 22af
(1000 Aquiv., 20 umol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fir 16 h geschiittelt. Die
Entschitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-Losung bei
Raumtemperatur fiir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von
Startmaterial ATCGio 1 und Produkt ATCGaio 3. ¢ Massendetektion mittels MALDI-MS. 10mer ATCG = 5-GTC
ATG ATC T-3".
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Insgesamt konnte anhand der Untersuchungen zur U-4CR unter Verwendung milderer
Reaktionsbedingungen demonstriert werden, dass die U-4CR zu keiner signifikanten
DNA-Degradation der aus allen vier Nukleobasen bestehenden DNA-Sequenz fuhrt und
somit im Rahmen einer neuen Strategie zur Kodierung von Startmaterialien mittels

ATCG-Oligonukleotiden eingesetzt werden kann.

4.2 Experimente zur Uberfiihrung der Ugi-Azid-
Vierkomponentenreaktion zur Darstellung von Tetrazolen auf
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Zur Erweiterung des Repertoires an organischen Synthesemethoden auf
DNA-Oligonukleotiden wurde die Darstellung von 1,5-disubstiuierten Tetrazolen tber die
von der herkbmmlichen U-4CR abgeleiteten Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion

ausgewahit.1*5¢!

In  Anlehnung an die optimierten Reaktionsbedingungen der zuvor auf
DNA-Oligonukleotiden etablierten U-4CR wurde das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-
Konjugat hexT 4c mit 1000 Aquiv. Piperidin 38a fiir drei Stunden bei Raumtemperatur in
Methanol zur Iminbildung inkubiert. AnschlieBend wurde die Zyklisierung zum
gewiinschten DNA-Konjugat hexT 6 durch Zugabe von 1000 Aquiv. tert-Butylisocyanid
23s und 1000 Aquiv. TMSN3z 32 initiiert. Die Reaktionsmischung wurde tber Nacht bei

50 °C geschittelt. Das Zielprodukt wurde mit einem Umsatz von 94 % generiert, weshalb

G

1. MeOH, RT, 3 h PARIN
N

keine weiteren Optimierungen vorgenommen wurden (Schema 24).

=0 2. N

%

b
23s 7«
o TMSN; g
{ 32 HN{

H
N
© 0 Q 50 °C, 16 h o6 0o

3.AMA,RT, 4 h
hexT 4c 38a hexT 6

89 %*®

Schema 24: UA-4CR auf CPG-gebundenem hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c. @ Umsatzbestimmung mittels
analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von Startmaterial hexT 4c und Produkt hexT 6.[156]

Als nachstes wurde untersucht, ob die oben genannten Reaktionsbedingungen der
UA-4CR auf 10mer ATCG-DNA-Oligonukleotiden tbertragen werden kbnnen. Ausgehend
von dem CPG-gebundenen ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGio 2a konnte das gewtinschte
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10mer ATCG-Ugi-Azid-Konjugat ATCG31o 6a mit einem Umsatz von 89 % gebildet werden,
wobei keine DNA-Degradierung detektierbar war (Tabelle 7, Eintrag 1).

Um das  Substratspektrum der UA-4CR auf dem  CPG-gekoppelten
10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGio 2a zu untersuchen, wurden unterschiedliche
Isocyanide sowie verschiedene aliphatische und (hetero-)aromatische Amine getestet
(Tabelle 7). Der Einsatz von tert-Butyl- 23s, Cyclohexyl- 23| sowie Benzylisocyanid 23a
resultierte in sehr guten Umsatzen zwischen 89 und 92 % des Startmaterials zu den
jeweiligen Zielprodukten ATCGio 6a-c (Tabelle 7, Eintrage 1-3). Im Gegensatz zu der
zuvor getesteten U-4CR konnte bei der UA-4CR mit Ethylisocyanoacetat 23t eine gute
Produktbildung (67 %iger Umsatz) detektiert werden (Tabelle 7, Eintrag 4). Als nachstes
wurden die benzylischen Amine Benzylamin 25c, p-lodobenzylamin 25d und
p-Methoxybenzylamin 25e in der UA-4CR untersucht und hierbei exzellente Umsétze zu
den gewunschten Produkten ATCGi, 6e-g beobachtet (Tabelle 7, Eintréage 5-7).
AulRerdem verlief der Einsatz des heteroaromatischen Amins 2-Aminopyridin 43a mit 73 %
Umsatz erfolgreich (Tabelle 7, Eintrag 8) und Propylamin 25b (berzeugte mit 94 %
Umsatz (Tabelle 7, Eintrag 9). Ferner wurde der Einfluss des Substitutionsmusters von
Anilinen auf die UA-4CR untersucht (Tabelle 7, Eintrage 10-16). Ortho-substituierte
Aniline wurden nicht bzw. nur schlecht toleriert. W&hrend ortho-substituiertes
tert-Butylanilin 25f zu einem 15 %igen Umsatz flhrte (Tabelle 7, Eintrag 10), konnte mit
einer Nitrogruppe in ortho-Stellung (25g) kein Produkt detektiert werden (Tabelle 7,
Eintrag 11). Erneut kann dies auf die Position und/oder auf die Gréf3e der Substituenten
zurlickzufuihren sein. Hingegen konnte sowohl mit einer elektronenschiebenden
Ethylgruppe als auch mit einem elektronenziehenden Fluorsubstituenten in meta-Position
Umsatze von 84 und >95 % erzielt werden (Tabelle 7, Eintrage 12 und 13). Weiterhin
fuhrte auch der Einsatz von verschiedenen para-substituierten Anilinen (25j-251) zur
Bildung der jeweiligen Produkte ATCGio 6n-p mit sehr guten Umsatzen (Tabelle 7,
Eintrage 14-16). Dabei war es gleichgultig, ob der Substituent von elektronenschiebender
oder elektronenziehender Natur war. Im Vergleich zu der zuvor auf CPG-gekoppelten
DNA-Oligonukleotiden durchgefiihrten U-4CR konnte beobachtet werden, dass die
UA-4CR in deutlich geringerer Nebenproduktbildung bei der Untersuchung der
verschiedenen Aniline resultierte. AbschlieBend wurde ein Boc-geschitztes
Aminopiperazin 38b getestet und hierbei ein Umsatz zum Zielprodukt ATCG1 6g von
Uber 95 % beobachtet (Tabelle 7, Eintrag 17). Dieses konnte daraufhin durch einminitige
Inkubation mit 50 % TFAM® mit 66 %igen Umsatz zum gewtinschten Produkt ATCGio 7

entschitzt werden.
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Tabelle 7: Untersuchung des Substratspektrums der UA-4CR auf CPG-gebundenem 10mer ATCG-Aldehyd-
Konjugat ATCGao 2a durch Einsatz diverser Isocyanide und Amine.a [156]

RZ
RI-N N~y
—0 @t
1. MeOH, RT, 3 h * N’N
2 R32—3NC K3
0 TMSN,4 0
HN{ 32 HN{
o6 © H 50 °C, 16 h oNe ©
toh1T N2
R R 3.AMA, RT, 4 h
ATCG 4 2a 25/38 ATCG , 6a-q
. . . Umsatz Masseyper.
Eintrag  Produkt Isocyanid Amin [9]° Masseger®
) ATCG1o %Nc (W - 3552,6
6a 23s 38a 35513
5 ATCG1o <:>—Nc { NH 92 3578,7
6b 73| 384 3577,6
3 ATCG1o Q { WH % 3586,6
6c NG 383 3585,9
23a
(0]
4 g oA O 67 3566.9
23t 38a ’
. ATECSIGlo %Nc @NHZ ~o5 gg;gg
€ 23s 25¢ ’
|
ATCG1o %No Q 37005
6 6f 3 - NH, 92 37012
/O
ATCG10 %No Q 3604,6
7 69 3 s NH, 93 3604.4
e
yZ NH,
. ATCG1o %Nc Q! 2 35616
6h 935 aa 3560,5
9 ATCG1o %Nc ~_NH, 94 3526,6
6i 935 25h 3526,1
ATCG1o NC NH, 3616,7
10 : 15 ’
6i has 3615,9
25f
N02
NH
n ATnglo %Nc 2 - 360(;'),6
23s n.d.
25¢g
NH,
ATCG1o NC A@( 3588,7
12 >95
6l has > 3589,6
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Fortsetzung Tabelle 7

F NH,
ATCG1o ——ne \©( 3578,6
13 84
em 23s e 3579,1
NH,
ATCG1o ——ne XQ 3616,7
14 90
6n 93s | 3616,9
25j
NH,
ATCG1o ——ne /@( 3636,7
15 90
60 oas S 3636,7
NH,
ATCG1o ——ne /@( 3639,5
16 88
6p 93s o 3639,7
ATCG1o ——ne Boc—N_  NH 3653,7
17 6 / >95 3653.9
g 23s 38b !

a Das CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCG1o 2a (20 nmol) und das (primare/sekundéare)
Amin 25/38 (1000 Aquiv., 20 pmol) wurden in 50 uyL MeOH bei Raumtemperatur fiir drei Stunden zur
Iminbildung inkubiert. AnschlieRend wurden das Isocyanid 23 (1000 Aquiv., 20 umol) und TMSNs 32
(1000 Aquiv., 20 pmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fiir 16 h geschiittelt. Die
Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-L&sung bei
Raumtemperatur fiir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhdltnis von
Startmaterial ATCGio2a und Produkt ATCGi06. ¢ Massendetektion mittels MALDI-MS.

10mer ATCG = 5'-GTC ATG ATC T-3'. n.d. = nicht detektiert.

Die Synthese von 1,5-disubstituierten Tetrazolen Uber die UA-4CR konnte problemlos auf
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden Ubertragen werden. Drei von vier getesteten
Isocyaniden lieferten die gewlinschten DNA-Tetrazol-Konjugate mit sehr guten Umséatzen
(Tabelle 7). Mit Ausnahme von ortho-substituierten Anilinen konnte bei Einsatz diverser

Amine ebenfalls gute bis exzellente Umsatze erzielt werden.

4.3 Experimente zur Uberfiihrung der Ugi-Vierkomponenten-aza-
Wittig-Reaktionssequenz zur Darstellung von 1,3,4-Oxadiazolen
auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Eine weitere Reaktion, die ausgewahlt wurde, um das Spektrum an chemischen
Reaktionen zur Synthese von DELSs zu erweitern, ist die Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-

Reaktionssequenz, welche zur Darstellung von 1,3,4-Oxadiazolen dient.[*5¢]

Ahnlich zur U-4CR und UA-4CR wurde das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat
hexT 4c zunachst mit 1000 Aquiv. Piperidin 38a fiir drei Stunden bei Raumtemperatur zur
Bildung eines Imins inkubiert. Die eigentliche Zyklisierung zum gewinschten
hexT-U-4CR/aza-Wittig-Konjugat hext 7a wurde durch Zugabe von
1000 Aquiv. Benzoesaure 22ak und 1000 Aquiv. (N-Isocyanimino)triphenylphosphoran 39
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initiilert. Im Unterschied zu den zuvor etablierten Reaktionen wurde in Anlehnung von
publizierten Bedingungen statt Methanol das Ldsungsmittel 1,2-Dichlorethan
verwendet.*?°l Auch musste fur den Schritt der Iminbildung, um die Reaktanden zu Isen,
ein hoheres Volumen an LoOsungsmittel (50 pL vs. 110 pL) verwendet werden. Die
Reaktionsmischung wurde uber Nacht bei 50 °C geschittelt. Das Zielprodukt wurde mit
exzellentem Umsatz gebildet, weshalb keine weiteren Optimierungen vorgenommen

wurden (Tabelle 8, Eintrag 1).

Motiviert durch diesen Befund wurde als n&chstes die Uberfilhrung der
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf CPG-gekoppelten 10mer ATCG-DNA-Oligonukleotiden
untersucht. Ausgehend von dem 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGjo 2a konnte die
Bildung des Zielprodukts ATCG3o 8a uber MALDI-MS detektiert werden, allerdings kam
es gleichzeitig zu erheblicher Degradation der DNA (Abb. 29).

S Qo

1.DCE, RT, 3h N
2. o) N/N

Ph)J\OH

0]
HN‘( 22ak

o
0+N6 0O H CN-N=PPh, HN{
/%/%/ N 39 0N\ 0
+
@ Q DCE, 50 °C, 16 h I%/%/
3. AMA, RT, 30 mi
ATCG  2a 38a min ATCG , 8a
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Abbildung 29: U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf CPG-gebundener 10mer ATCG-DNA und MALDI-MS-Analyse
der Reaktionsmischung.[5¢!

Aufgrund der signifikanten Degradation der ATCG-DNA wurde das Substratspektrum der
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion hinsichtlich unterschiedlicher Benzoesduren auf dem
CPG-gebundenen hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c untersucht (Tabelle 8). Der Einsatz

von ortho-substituierten Benzoesauren (22al, 22am und 22ar) resultierte in geringen
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Umséatzen zwischen 13 und 31 % zu den gewutnschten Produkten hexT 7b-d (Tabelle 8,
Eintrge 2-4). Einen ebenfalls niedrigen Umsatz von 29 % wurde mit meta-
Hydroxybenzoesaure 22ao erzielt (Tabelle 8, Eintrag5). Die Verwendung von
meta-substituierter Fluoro- 22as bzw. Bromobenzoeséaure 22at fihrte hingegen mit sehr
guten Umsatzen zu den jeweiligen Zielprodukten hexT 7f und hexT 7g (Tabelle 8,
Eintrage 6 und 7). Ein meta-positionierter lodsubstituent reduzierte den Umsatz wiederum
auf 61 % (Tabelle 8, Eintrag 8). Ebenfalls gute Umsétze von 69 und 73 % konnten mit
para-substituierten Halid-Benzoesauren (4-Fluoro- 22au und 4-Bromobenzoeséaure 22av)
beobachtet werden (Tabelle 8, Eintrage 9 und 10). Hinsichtlich einer mdglichen
DEL-Synthesestrategie wurde abschlielend Boc-geschitztes Aminopiperazin 38b
getestet. Dies resultierte in einem Umsatz von 81% zu dem gewinschten
Boc-geschiitzten Zielprodukt hexT 7k (Tabelle 8, Eintrag 11), welches im Anschluss durch
Inkubation mit 10 % TFA fur 4 h*" vollstandig zu hexT 8 entschiitzt werden konnte.

Tabelle 8: Untersuchung des Substratspektrums der U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf CPG-gebundenem
hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c durch Einsatz diverser Sauren und Aminen.2 156l

—Q0 N O
1.DCE, RT, 3h \\I(
2. 0 * N-N
0 R1JJ\OH

HN 22
06 © H  CN-N=PPh,

S
~ () — oNe 9
+
@ X DCE, 50 °C, 16 h /%I%/

3. AMA, RT, 30 min

hexT 4c 38al/b hexT 7a-k
. . N Umsatz Masseper.
Eintrag Produkt Amin Saure [%]° Masseger®
0
NH OH 2316,8
1 hexT 7a < : >95 2317.7
38a 22ak
cl O
NH OH 2351,2
2 hexT 7b . ©)L 30 2353,0
38a 22al
cl O
{ NH OH 2385,7
3 hexT 7c C|/©/”\ 31 2386.3
38a
22am
Br O
NH OH 2395,7
4 hexT 7d < : ©)L 13 53957
38a 22ar
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Fortsetzung Tabelle 8

o}
HO
NH OH 2332,8
5 hexT 7e & \<))L 29 Py

38a 22a0
o)
F
NH OH 2334,8
6 hexT 7f < : @ >95 53361
38a 22as
o)
7 hexT 7 < :NH g OH >95 23957
9 2396,6
38a 22at
o)
{ NH ! OH 24427
8 hexT 7h 61 24438
38a 22an
o
. { NH OH 2334,8
9 hexT 7i F/[::]/ﬂ\ 73 23361
38a
22au
o)
. { NH OH 2395,7
10 hexT 7j B’J[::r)k 68 2397.6
38a '
22av
o)
B N/_\NH 2417,9
oc— OH ’
11 hexT 7k _/ 81 24157
38b 22ak

2 Das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c (20 nmol) und das Amin 38 (1000 Aquiv., 20 pmol)
wurden in 30 pL DCE bei Raumtemperatur fur drei Stunden zur Iminbildung inkubiert. AnschlieRend wurden
das Isocyanid 39 (1000 Aquiv., 20 umol) und die Séaure 22 (1000 Aquiv., 20 pmol), geldst in 80 uL DCE,
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fir 16 h geschittelt. Die Entschiitzung sowie die
Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-Lésung bei Raumtemperatur fiir 0,5 h.
b Umsatzbestimmung mittels RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von Startmaterial hexT 4c und Produkt
hexT 7. ¢ Massendetektion mittels MALDI-MS.

Die hier etablierten Reaktionsbedingungen zur U-4CR/aza-Wittig-Reaktion haben sich als
nicht kompatibel mit ATCG-DNA-Sequenzen herausgestellt. Um die U-4CR/aza-Wittig-
Reaktion trotzdem in einer DEL-Synthese einsetzen zu kdnnen, misste erneut auf das im
Arbeitskreis Brunschweiger etablierte TiDEC-Kodierungsformat zurtickgegriffen werden.
Demnach missten zunachst diskrete Unterbibliotheken bestehend aus hexT-gekoppelten
1,3,4-Oxadiazolen hergestellt werden. Ferner wurden bei den Untersuchungen zur
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion Unterschiede in der Reaktivitdt der Substrate deutlich
(Tabelle 8). Wahrend mit meta- und para-substituierten Benzoesauren, mit Ausnahme von
meta-Hydroxybenzoesaure, gute bis sehr gute Umsatze erzielt werden konnten, wurden

bei Einsatz von ortho-substituierten Benzoeséauren lediglich geringe Umsétze beobachtet.
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4.4 Experimente zur Uberfiihrung der Groebke-Blackburn-Bienaymé-
Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von Imidazo[1,2-a]-

Heterozyklen auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Die Groebke-Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion stellt eine attraktive

Synthesemethode zur Darstellung von Imidazo[1,2-a]-Heterozyklen dar.

Um auch die GBB-3CR im Rahmen einer DEL-Synthese einsetzen zu kdnnen, erfolgten
zunachst Experimente zur Uberfuhrung dieser Reaktion auf dem CPG-gebundenen
hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c.'% Da die GBB-3CR sowohl Brgnsted- als auch Lewis-
Saure-vermittelt durchgefiihrt werden kann,[2”-2°1 wurden in ersten Experimenten
unterschiedliche saure Katalysatoren untersucht. Hierfir wurde das CPG-gekoppelte
hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c zunachst mit 1000 Aquiv. 2-Aminopyridin 43a fur
sechs Stunden bei Raumtemperatur in Methanol zur Iminbildung inkubiert. Anschlieend
wurde die Zyklisierung zum gewiinschten DNA-Konjugat hexT 9 durch Zugabe von
1000 Aquiv. tert-Butylisocyanid 23s in Gegenwart von 150 Aquiv. Lewis-Saure bzw.
1 % (v/v) Brensted-Saure initiiert. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur geschittelt. Es konnte bei allen getesteten Lewis- als auch
Bronsted-Sauren Produktbildung detektiert werden (Tabelle 9). Wahrend bei den
untersuchten Lewis-Sauren (Sc(OTf)s, Yb(OTf); und InCls) das Zielprodukt hexT 9 mit
relativ ahnlichen Umsatzen zwischen 59 und 78 % generiert wurde (Tabelle 9,
Eintrage 1-3), wobei Sc(OTf); den hdchsten Umsatz erzielte, konnten in Anwesenheit der
Brgnsted-Sauren (HCIO4, TFA, pTsOH und AcOH) drastische Unterschiede im Umsatz
beobachtet werden (Tabelle 9, Eintrdge 4-7). Der Einsatz von 1 %iger Perchlorsaure
fuhrte lediglich zu einem Umsatz von 20 % bei gleichzeitiger starker Nebenproduktbildung
(Tabelle 9, Eintrag 4). Die Bildung von Nebenprodukten konnte ebenfalls in Gegenwart
von Trifluoressigsaure beobachtet werden, wobei durch Verwendung von TFA ein héherer
Umsatz von 54 % erzielt werden konnte (Tabelle9, Eintrag5). Sowohl mit
para-Toluolsulfonsaure als auch mit Essigsaure konnte ein exzellenter Umsatz von
93 bzw. 97 % zum gewiinschten hexT-Konjugat hexT 9 detektiert werden (Tabelle 9,
Eintrédge 6 und 7). Im Nachfolgenden wurde auf Essigsaure als Mediator der GBB-3CR

aufgrund der Verfugbarkeit und der Handhabung zuriickgegriffen.

Zusammengefasst sind die optimalen Reaktionsbedingungen fir die GBB-3CR die
Iminbildung von CPG-gekoppelten DNA-Aldehyd-Konjugaten mit 1000 Aquiv. Amin bei
Raumtemperatur in Methanol fir sechs Stunden. Im Anschluss werden 1000 Aquiv.
Isocyanid und 1 % AcOH zugegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht bei

Raumtemperatur geschiittelt.
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Tabelle 9: Optimierung der GBB-3CR auf CPG-gebundenem hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c¢.2[156]

7]
o vy
HN— Ll
1. MeOH, RT, 6 h
2.
T
(0]
HN{ 23s g
o6 o NH2  \ediator HN{
T, 16 h
. r\@ o6 0
X 3.AMA, RT, 0,5 h
hexT 4c 43a hexT 9
Eintrag Mediator Umsatz [%]°
1 150 Aquiv. Sc(OTf)s 78
2 150 Aquiv. Yb(OTf)s 66
3 150 Aquiv. InCl3 59
4 1 % HCIO4 20
5 1% TFA 54
6 1% pTSOH 93
7 1 % AcOH 97

2 Das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4c (20 nmol) und das 2-Aminopyridin 43a (1000 Aquiv.,
20 pmol) wurden in 50 uL MeOH bei Raumtemperatur fiir sechs Stunden zur Iminbildung inkubiert.
AnschlieRend wurden tert-Butylisocyanid 23s (1000 Aquiv., 20 umol) und entweder MeOH sowie eine
Bransted-S&ure (finale Sdurekonzentration: 1 % (v/v) in 80 pL MeOH) oder 30 pL einer Suspension aus Lewis-
Sé&ure (150 Aquiv., 3 umol) in MeOH hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur
fur 16 h geschiittelt. Die Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit
AMA-L6sung bei Raumtemperatur fiir 0,5 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus
dem Verhéltnis von Startmaterial hexT 4c und Produkt hexT 9.

Als nachstes wurde untersucht, ob die auf CPG-gekoppelter hexT-DNA etablierten
Reaktionsbedingungen auf das entsprechende 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat
ATCGjo 2a Ubertragen werden konnen. Erfreulicherweise konnte das gewilinschte
10mer ATCG-GBB-3CR-Produkt ATCG10 9a mit einem Umsatz von 84 % und keiner
detektierbaren DNA-Degradation gebildet werden (Tabelle 10, Eintrag 1).

Da die GBB-CR problemlos auf die ATCG-DNA-Sequenz ubertragen werden konnte,
wurden im Folgenden Untersuchungen zum Substratspektrum der Reaktion auf dem
CPG-gekoppelten 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGio 2a unter Verwendung von
verschiedenen Isocyaniden 23 und heterozyklischen Amidinen 43 durchgefiihrt
(Tabelle 10). Der Einsatz von tert-Butyl- 23s, Cyclohexyl- 23| sowie Benzylisocyanid 23a
fuhrte zu guten Umsétzen zwischen 79 und 85 % (Tabelle 10, Eintrage 1-3). Lediglich mit
Ethylisocyanoacetat 23t konnte ein moderater Umsatz von 52 % detektiert werden
(Tabelle 10, Eintrag 4). Ein deutlicher Unterschied in der Reaktivitdt konnte beim Einsatz
unterschiedlich substituierter heteroaromatischer Amine beobachtet werden (Tabelle 10,
Eintrdge 5-9). Ortho-substituiertes 2-Amino-3-Methylpyridin  43b filhrte zu einem

vergleichsweisen geringen Umsatz von 23 % gegeniber unsubstituiertem 2-Aminopyridin
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43a (84 %iger Umsatz) als auch gegenuber 2-Amino-5-methylpyridin 43c mit einer
Methylgruppe in para-Position zur Aminofunktion (Umsatz >95 %) (Tabelle 10, Eintrage 1,
5 und 6). Ferner resultierte der Einsatz von 2-Aminopyrimidin 43d sowie 2-Aminothiazol
43e, welche Uber ein zusatzliches Heteroatom in ortho-Stellung zur Aminofunktion
verfigen, zu niedrigen Umsatzen von 29 und 26 % (Tabelle 10, Eintrdge 7 und 8),
wahrend 2-Aminopyrazin 43f mit einem weiteren meta-positionierten Stickstoff zur freien
Aminofunktion das gewlnschte Zielprodukt ATCGip 9i in quantitativem Umsatz generierte
(Tabelle 10, Eintrag 9).

Tabelle 10:  Untersuchung des  Substratspektrums der GBB-3CR auf CPG-gebundenem
10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCG1o 2a durch Einsatz unterschiedlicher Isocyanide und Amine.? [156]

A
7=
Z‘@

1.MeOH, RT, 6 h
2. R'-NC

{0 NH, 23
o _kH;\'\é, Y N= 1% AcOH {O
MeOH, RT, 16 h HN
l%/y + 0+N6 0
3.AMA,RT, 4 h /%/%/

@ ATCG10 2a 43 ATCG10 9a-i
Eintrag  Produkt Isocyanid Amin Umsatz [%]° Masseber_c
Massegef,
N _NH,
ATCG1o —ne | 3518,6
1 _ 84
9a 935 o 3518,2
N NH,
ATCG1 { e | 3544,6
2 oh - 85 3544,2
23l 43a
Q N._NH,
ATCG1o | 3552,6
3 o " - & 3551,0
23a 43a
0 N_NH;
ATCG1o NG | 3531,7
4 9d Aot - 52 35336
23t 43a
N_NH;
ATCG1o %Nc u 3532,6
5 / 23
%e 935 o 3531,4
N NH,
ATCG1o %No | 3532,6
6 — >95
of 935 e 3531,7
N_NH;
ATCGuo %No | T 3519,5
! 9 N 29 3519,3
J 23s 43d ’
S._NH,
ATCG1o %Nc T 3524,6
8 oh LN 26 3525.2
23s 43e ’
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Fortsetzung Tabelle 10

N__NH,
o ATCGuo «}Nc [ j - 35195
oi 3 N 3516.9

43f

2 Das CPG-gebundene 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCG1o 2a (20 nmol) und das Amin 43 (1000 Aquiv.,
20 pumol) wurden in 50 uL MeOH bei Raumtemperatur fiir sechs Stunden zur Iminbildung inkubiert.
AnschlieRend wurden das Isocyanid 23 (1000 Aquiv., 20 pmol) und AcOH hinzugegeben (finale
Essigsaurekonzentration: 1 % (v/v) in 80 uL MeOH) und die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur
fur 16 h geschuttelt. Die Entschitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit
AMA-L6sung bei Raumtemperatur fiir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus
dem Verhaltnis von Startmaterial ATCGio0 2a und Produkt ATCGao 9. © Massendetektion mittels MALDI-MS.
10mer ATCG =5-GTC ATG ATC T-3".

Die Groebke-Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von
Imidazo[1,2-a]-Heterozyklen konnte erfolgreich auf der CPG-gebundenen hexT-DNA
etabliert werden und ohne detektierbare DNA-Degradation auf eine ebenfalls
CPG-gebundene ATCG-DNA uberfuihrt werden. Das hier untersuchte Substratspektrum
zeigt deutliche Unterschiede in der Reaktivitat der Reaktanden. Mit Ausnahme von
ortho-substituierten, heterozyklischen Amidinen, welche zu geringeren Umsétzen des
Startmaterials zu jeweiligen Produkten flhrten, wurden gute bis exzellente Umsatze
beobachtet (Tabelle 10).

4.5 Experimente zur Uberfiihrung der 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-
Cycloaddition zur Darstellung von substituierten Pyrrolidinen auf
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Die nachste Reaktion, die hinsichtlich der Uberfiihrung auf DNA-Molekiil-Konjugaten

untersucht wurde, ist die Ag(l)-vermittelte 1,3-dipolare Azomethin-Ylid-Cycloaddition.*5!

Zur Etablierung der Ag(D)-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition zur
Darstellung von substituierten Pyrrolidinen auf CPG-gekoppelten DNA-Oligonukleotiden
wurde als Startmaterial ein CPG-gebundenes hexT-Glycin-Konjugat hexT 11 Uber die
Zwischenstufe eines CPG-gebundenen hexT-Piperidin-Konjugats hexT 10 mit Hilfe von
Amidkupplungsreaktionen hergestellt. Anfanglich wurde das CPG-gekoppelte
hexT-Glycin-Konjugat hexT 11 mit 1000 Aquiv. Benzaldehyd 16e zur Bildung des Imins
bei Raumtemperatur fiir sechs Stunden in Acetonitril inkubiert. Die Cycloaddition erfolgte
durch Zugabe von 1000 Aquiv. N,N-Dimethylacrylamid 63a als Dipolarophil, 1000 Aquiv.
Triethylamin als Base sowie 100 Aquiv. des Mediators AgOAc bei gleichbleibender
Temperatur Gber Nacht. Es konnte ein Reaktionsumsatz von 31 % zum Zielprodukt
hexT 12 beobachtet werden (Tabelle 11, Eintrag 1). Um den Reaktionsumsatz zu

steigern, wurden zunéchst unterschiedliche Mengen an AgOAc bei zwei verschiedenen
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Temperaturen getestet (Tabelle 11, Eintrdge 2-4). Bei Raumtemperatur konnte kein
Unterschied in der Verwendung von 100 Aquiv. bzw. 200 Aquiv. AJOAc beobachtet
werden (Tabelle 11, Eintrage 1 und 2). Wurde die Temperatur wahrend des Schrittes der
Cycloaddition von Raumtemperatur auf 40 °C erhoht, so zeigte die Verwendung von
200 Aquiv. AgOAc einen Umsatz von bis zu 36 % (Tabelle 11, Eintrag 4), wahrend eine
niedrigere Mediatormenge von 100 Aquiv. AgOAc in einem Umsatz von 48 % zum
gewilnschten DNA-Konjugat hexT 12 resultierte (Tabelle 11, Eintrag 3). Als nadchstes
wurden die Aquivalente der Reaktanden bei einer gleichbleibenden Mediatormenge von
100 Aquiv. erhoéht (Tabelle 11, Eintrage 5und 6). Waéahrend mit 2000 Aquiv. an
Reaktanden ein 41 %iger Umsatz des Startmaterials hexT 11 zum Zielprodukt hexT 12
beobachtet wurde (Tabelle 11, Eintrag 5), konnte mit 4000 Aquiv. an Reaktanden ein
Umsatz von 53 % erzielt werden (Tabelle 11, Eintrag 6). In den nachsten Experimenten
wurde der Einfluss unterschiedlicher Reaktandenverhéltnisse auf die Reaktion untersucht
und gleichzeitig die Temperatur des Cycloadditionsschrittes auf 50 °C erhoht (Tabelle 11,
Eintrdge 7 und 8). Der Umsatz konnte auf 68 bzw. 70 % erhoht werden durch die
Veranderung des Verhéltnisses von Benzaldehyd 16e zu N,N-Dimethylacrylamid 63a und
Triethylamin von 1:1:1 zu 1:3:3 bzw. 1:4:4 (Tabelle 11, Eintr&ge 7 und 8). Die zusétzliche
Verwendung des Trocknungsmittels Triethylorthoformiat (TEOF), welches in einem
1:2-Verhaltnis mit Acetonitril gemischt wurde, fuhrte ebenfalls zu einem Umsatz von 70 %
(Tabelle 11, Eintrag 9), weshalb in den Folgeexperimenten weiterhin TEOF als
wasserbindendes Mittel fur die Reaktion genutzt wurde. Ferner wurden unterschiedliche
Silbersalze als Mediatoren untersucht: AgTFA, AgSbFe sowie AgOTf (Tabelle 11,
Eintréage 10-12). Es wurde festgestellt, dass die Veradnderung des Silbersalzes keinen
nennenswerten Einfluss auf den Reaktionsumsatz hat. Hingegen konnte eine deutliche
Abnahme des Umsatzes auf 43 % bei gleichzeitiger Bildung von mehreren
Nebenprodukten beobachtet werden, wenn Methanol als Lésungsmittel genutzt wurde
(Tabelle 11, Eintrag 13). Die Verwendung von Toluol fihrte lediglich zu einer geringfligen
Abnahme des Umsatzes auf 59 % (Tabelle 11, Eintrag 14), wahrend mit Tetrahydrofuran

ebenfalls ein Reaktionsumsatz von 70 % erzielt wurde (Tabelle 11, Eintrag 15).

Die systematische Untersuchung unterschiedlicher Parameter zur Etablierung der
Ag(l)-vermittelten Azomethin-Ylid-Cycloaddition auf DNA-Molekil-Konjugaten flihrte
letztendlich zu folgenden optimierten Reaktionsbedingungen: Im ersten Schritt erfolgt die
Iminbildung zwischen dem DNA-Glycin-Konjugat und 1000 Aquiv. Aldehyd in einem
Lésungsmittelgemisch bestehend aus Acetonitril/ TEOF (2:1) bei Raumtemperatur fur
sechs Stunden. Der Schritt der Cycloaddition erfolgt durch Zugabe von 4000 Aquiv. eines
Dipolarophils, 4000 Aquiv. einer Base und 100 Aquiv. AgOAc uiber Nacht bei 50 °C.
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Tabelle 11:  Optimierung der Ag(l)-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition  auf
CPG-gebundenem hexT-Glycin-Konjugat hexT 11.2[155]

o NH, 1.LM, RT, 6 h

>_/ 2. O OH

63al N 0
HN 7 TI[;\P(\] l[J'iA'Vl]uiv.] ~NN
o6 0 ©) AgOAccEAquiv.] HN
+ - o\e ©
LM, T,16 h
hexT 11 16e 3.AMA, RT, 0,5h /%I%/ hexT 12
[Aquiv.]

Eintrag [Aéi?v.] 6?§q+u;:/iA [’;?q(jf\‘/c] T [°C] Losungsmittel UI’[T;/i]ath
1 1000 1000 100 22 ACN 31
2 1000 1000 200 22 ACN 29
3 1000 1000 100 40 ACN 48
4 1000 1000 200 40 ACN 36
5 2000 2000 100 40 ACN 41
6 4000 4000 100 40 ACN 53
7 1000 3000 100 50 ACN 68
8 1000 4000 100 50 ACN 70
9 1000 4000 100 50 ACN/TEOF (2:1) 70

10¢ 1000 4000 100 50 ACN/TEOF (2:1) 66
11d 1000 4000 100 50 ACN/TEOF (2:1) 68
12¢ 1000 4000 100 50 ACN/TEOF (2:1) 68
13 1000 4000 100 50 MeOH/TEOF (2:1) 43
14 1000 4000 100 50 Toluol/TEOF (2:1) 59
15 1000 4000 100 50 THF/TEOF (2:1) 70

2 Das CPG-gebundene hexT-Glycin-Konjugat hexT 11 (20 nmol) und Benzaldehyd 16e (X Aquiv.) wurden in
50 pL Lésungsmittel bei Raumtemperatur fiir sechs Stunden zur Iminbildung inkubiert. Anschlieend wurden
N,N-Dimethylacrylamid 63a (X Aquiv.), Triethylamin (X Aquiv.) und AgOAc (X Aquiv.), geldst in 30 pL
Lésungsmittel, hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei T flr 16 h geschiittelt. Die Entschitzung
sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-L6sung bei Raumtemperatur fir 0,5 h.
b Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhéltnis von Startmaterial hexT 11
und Produkt hexT 12. ¢ AgTFA wurde statt AgOAc als Mediator verwendet. ¢ AgSbFs wurde statt AgOAc als
Mediator verwendet. ¢ AgOTf wurde statt AgOAc als Mediator verwendet.

Als nachstes wurde untersucht, ob die optimierten Reaktionsbedingungen auf eine
10mer ATCG-DNA-Sequenz Uberfuhrt werden kénnen. Entsprechend wurde hierfir das
bendtigte CPG-gebundene ATCG-Glycin-Konjugat ATCGip 11 mittels Amidkupplung
hergestellt. Erfreulicherweise wurde das gewiinschte 10mer ATCG-Produkt ATCG10 12a
mit 50 %igem Umsatz gebildet und es konnte keine DNA-Degradation beobachtet werden
(Tabelle 12, Eintrag 1).
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Unter Verwendung der optimierten Reaktionsbedingungen wurden Untersuchungen zum
Substratspektrum der Ag(l)-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition auf
dem CPG-gekoppelten 10mer ATCG-Glycin-Konjugat ATCGio 11 durchgefiihrt. Es
wurden hierbei unterschiedliche Aldehyde 16, darunter zum grof3en Teil aromatische
Aldehyde, als auch verschiedene Dipolarophile 63 getestet (Tabelle 12). Aromatische
Aldehyde mit elektronenziehenden Gruppen in para-Position fuhrten zur Bildung der
gewilnschten Produkte ATCGio 12b-f mit einem Umsatz zwischen 26 und 67 %
(Tabelle 12, Eintrage 2-6), wobei Halogensubstituenten (-Br, -Cl und -F) zu relativ
ahnlichen Umsatzen fihrten (41-48 %, Tabelle 12, Eintrage 2-4) und ein
para-substituiertes Nitril den hochsten Umsatz mit 67 % erzielte (Tabelle 12, Eintrag 6). In
para-Position vorhandene elektronenschiebende Substituenten wie eine Methoxy- oder
tert-Butyl-Gruppe wurden weniger toleriert und fihrten zu geringeren Umséatzen des
Startmaterials zu den jeweiligen Zielprodukten ATCGio 12g und ATCGio 12h mit 24 bzw.
38 % (Tabelle 12, Eintrdge 7 und 8). Hingegen konnten mit aromatischen Gruppen
wie -Phenyl oder -Pyridyl in para-Stellung die Bildung der gewiinschten Produkte
ATCG10 12i und ATCG1o 12j mit 54 bzw. 58 % Umsatz beobachtet werden (Tabelle 12,
Eintrage 9 und 10). Ferner konnte trotz sterischer Hinderung durch die Benzylethergruppe
in ortho-Position mit 2-Phenylmethoxybenzaldehyd 16u ebenfalls ein guter Umsatz von
48 % erzielt werden (Tabelle 12, Eintrag 11). Die Verwendung des aliphatischen Aldehyds
Propionaldehyd 16w fiihrte wiederum zu keiner Produktbildung (Tabelle 12, Eintrag 13).
Neben  N,N-Dimethylacrylamid 63a  wurden zusétzlich die  Dipolarophile
Acrylsduremethylester 63b sowie Maleinsauredimethylester 63c untersucht, welche
allerdings zu deutlich geringeren Umsétzen von 20 und 10 % bei gleichzeitiger starker
Nebenproduktbildung fihrten (Tabelle 12, Eintrage 14 und 15).
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Tabelle 12: Untersuchung des Substratspektrums der Ag(l)-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-
Cycloaddition auf CPG-gebundenem ATCG-Glycin-Konjugat ATCGao 11 durch Einsatz diverser Aldehyde und
Dipolarophile.2 [155]

O NH; 1. ACN/TEOF (2:1) H 1
»— RT, 6 h A N
N 22R® © N 2
N » N R
R RS
HN 63 °
o6 0 ﬁ\ TEA, AgOAc HN
+ 6
R “H ACN/TEOF (2:1) o6 0
ATCG 15 11 16 50 °C, 16 h /%/%/ ATCGqq 12a-0
3.AMA, RT, 4 h
. . . Umsatz MassSeper.
Eintrag Produkt Aldehyd Dipolarophil [%]° Masseger
(0]
(o]
/)
1 ATCGyp 12a @ \)L’T/ 50 P
16e 63a
0
(0]
/
2 ATCG112b Br < > \)L’l“/ 48 20333
16j 63a
(0]
(0]
/
3 ATCGy 12¢ c < > \)L’l“/ 41 2008
16m 63a
(0]
O
/
4 ATCGyo12d FQJ \)L’T/ 4 Sor2e
16n 63a
0
(0]
- /
5 ATCGo 12€ = < > \)L’l“/ 26 Sroe
160 63a
(0]
O
. /
6 ATCG1p 12f N= \)L’T/ 67 2700
16p 63a
/o \)CJ)\
7 ATCG10 129 /O C T/ 24 gggg,g
16q 63a
oW
8 ATCGy 12h N7 38 20154
16r 63a
(0]
(o]
/
9 ATCG1o 12i O=Y \)L'T/ 54 2233’5
16s 63a
0
O
7\ /
10 ATCG1o 12] N_ \)L'?/ 58 gggg’g
\/@ i
o
11 ATCG1 12k @;o \)L'f/ 48 3223’1
16U 63a
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Fortsetzung Tabelle 12

O
0]
12 ATCGyo 12| <oj©vo \)L,I( 30 3596,6
16v

3599,4
63a
0 (0]
/
e SR S
léw 63a -
/O 0
14 ATCG1o 12n @4 s Ao 20 3538.6
16e 63b :
O 0 0
/ \ /
15 ATCG1o 120 @4 o{_)-o 10 3595,6
3598,5
16e 63c

2 Das CPG-gebundene 10mer ATCG-Glycin-Konjugat ATCGzo 11 (20 nmol) und das Aldehyd 16 (1000 Aquiv.,
20 umol) wurden in 50 uL ACN/TEOF (2:1) bei Raumtemperatur fur sechs Stunden zur Iminbildung inkubiert.
AnschlieRend wurden das Dipolarophil 63 (4000 Aquiv., 80 umol), Triethylamin (4000 Aquiv., 80 umol) sowie
AgOAc (100 Aquiv., 2 umol), gelést in 30 L ACN/TEOF (2:1), hinzugegeben und die Reaktionsmischung
wurde bei 50 °C fiir 16 h geschittelt. Die Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase
erfolgte mit AMA-Losung bei Raumtemperatur fiir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-
Analyse aus dem Verhéltnis von Startmaterial ATCG1o 11 und Produkt ATCG1o 12. ¢ Massendetektion mittels
MALDI-MS. 10mer ATCG =5-GTC ATG ATC T-3'. n.d. = nicht detektiert.

AbschlieRend wurde in einem letzten Experiment Uberprift, ob die optimierten
Reaktionsbedingungen der 1,3-dipolaren Cycloaddition ebenfalls auf sehr langen
CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden Gbertragen werden kénnen. Im Hinblick auf eine
neue Kodierungsstrategie konnten solche DNA-Sequenzen neben dem spezifischen
DNA-Barcode zur Kodierung des Startmaterials auch eine Primer-Sequenz fiir spatere
enzymatische Amplifikationsreaktionen aufweisen. Aufgrund dessen wurde ein
CPG-gekoppeltes 31mer ATCG-Glycin-Konjugat ATCGs1 1 unter Anwendung der
optimierten Reaktionsbedingungen mit Benzaldehyd 16e und N,N-Dimethylacrylamid 63a
umgesetzt. Es konnte ein Reaktionsumsatz von 45 % erzielt werden. Allerdings konnte
beobachtet werden, dass eine saubere Isolierung des gewtinschten Produktes ATCGa3; 2
mittels praparativer RP-HPLC nicht méglich ist, da Startmaterial und Produkt aufgrund der

Lange des Oligonukleotids mit zu &hnlichen Retentionszeiten eluieren (Abb. 30).
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O, NH 1. ACN/TEOF (2:1) H
— RT, 6 h o N
N 2. 0 o,

[
o

HN 63a | 0
o-N\% 0 ©)J\H TEA, AgOAc HN
+ - 0-N6 0
ACN/TEOF (2:1) <
ATCG3 1 16e 50°C, 16 h /%/%/ ATCG3, 2
3.AMA, RT, 4 h

mil

Abbildung 30: Ag(l)-vermittelte 1,3-dipolare = Azomethin-Ylid-Cycloaddition auf CPG-gebundenem
31mer DNA-Glycin-Konjugat ATCGs1 1 und chromatographische Analyse (préparative RP-HPLC) der
Reaktionsmischung.[*53]

Zur Etablierung einer neuen Synthesestrategie, welche die Verwendung von
unterschiedlich kodierten, CPG-gekoppelten Startmaterialien ermdglicht, durften
dementsprechend nicht beliebig lange CPG-gebundene DNA-Sequenzen verwendet
werden. Eine 31mer-Sequenz wirde zu schwer trennbaren Mischungen aus
DNA-gekoppelten Startmaterialien und Zielprodukten fihren, insbesondere im Rahmen
von ,split and pool“-Synthesen. In diesem Fall musste auf kirzere, beispielsweise 10 bis

16mer DNA-Sequenzen, zurtickgegriffen werden.

Die Ag(l)-vermittelte 1,3-dipolare Azomethin-Ylid-Cycloaddition zur Darstellung von
substituierten Pyrrolidinen konnte erfolgreich auf der CPG-gebundenen hexT-DNA
optimiert und auf eine ebenfalls CPG-gebundene ATCG-DNA Uberfuhrt werden. Zur
Untersuchung des Substratspektrums dieser Reaktion wurden diverse aromatische
Aldehyde bei gleichzeitiger Verwendung von N,N-Dimethylacrylamid 63a als Dipolarophil
untersucht und dabei maRige bis gute Umsatze zu den jeweiligen Zielprodukten
beobachtet (Tabelle 12). Die Verwendung von aliphatischen Aldehyden fliihrte hingegen
Zu keiner Produktbildung. Wurden  Acrylsduremethylester 63b sowie
Maleinsauredimethylester 63c als Dipolarophile verwendet, konnten ferner nur geringe

Umsatze bei starker Nebenproduktbildung erzielt werden.
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4.6 Experimente zur Uberfiihrung der Yb(lll)-vermittelten
Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von substituierten

Pyrazolen auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

Zuletzt wurde eine Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zwischen Aldehyden,
Hydrazinen und 1,3-Dicarbonylverbindungen zur Darstellung von DNA-gekoppelten

Pyrazolen untersucht.

Anstelle der hexT-DNA, welche fir die vorherigen Optimierungen diverser chemischer
Reaktionen verwendet wurde, wurde nun auf eine 10mer TC-DNA-Sequenz
zuruickgegriffen. Eine DNA-Sequenz bestehend aus den Pyrimidinbasen Thymin und
Cytosin weist ein dhnliches Stabilitatsprofil wie die hexT-DNA auf,“® besitzt allerdings den
Vorteil, dass mit bereits zwei verschiedenen Nukleobasen Molekiile kodiert werden
kénnen. Aufgrund dessen wurde (ber Amidkupplung, ausgehend von einer
CPG-gebundenen, Aminolinker-funktionalisierten  10mer TC-DNA TCiypo1, ein
entsprechendes CPG-gekoppeltes TC-Aldehyd-Konjugat TCio 2 dargestellt und als
Startmaterial zur Etablierung der Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponentenreaktion
eingesetzt. In Anlehnung an bereits publizierte Reaktionsbedingungen wurde in ersten
Experimenten das CPG-gekoppelte TC-Aldehyd-Konjugat TCio 2 zur Iminbildung mit
1000 Aquiv. Phenylhydrazin 52a bei Raumtemperatur fiir 30 min in Toluol inkubiert.[4°!
Die Reaktion erfolgte durch Zugabe von 1000 Aquiv. Acetessigester 53a und
100 Aquiv. des Mediators Yb(PFO)s bei 80 °C uiber Nacht (Tabelle 13, Eintrag 1). Neben
einer Vielzahl an Nebenprodukten konnten geringe Spuren des Zielproduktes TCyo 3a
mittels MALDI-MS nachgewiesen werden. Um den Reaktionsumsatz zum gewiinschten
DNA-gekoppelten Konjugat TC1o 3a zu steigern und gleichzeitig die Nebenproduktbildung
zu verringern, wurden geringere Phenylhydrazin-Mengen getestet. Durch die Verwendung
von 250 Aquiv. bzw. 500 Aquiv. Phenylhydrazin 52a erhohte sich der Umsatz auf 31 bzw.
33 %, wahrend eine DNA-Degradation von 44 bzw. 47 % detektiert wurde (Tabelle 13,
Eintrédge 2 und 3). Um weiterhin den Reaktionsumsatz zu steigern, wurde als nachstes die
Mediatormenge auf 250 Aquiv. erhoéht und zusétzlich der Einfluss unterschiedlicher
Reaktandenverhaltnisse sowie Temperaturen untersucht (Tabelle 13, Eintrédge 4-7). Die
Erhéhung der Mediatormenge von 100 auf 250 Aquiv. Yb(PFO); resultierte in einer
deutlichen Steigerung des Reaktionsumsatzes von 31 auf 64 % (Tabelle 13,
Eintrage 3 und 4). Ferner zeigte sich, dass die Veranderung des Verhaltnisses der
Reaktanden (1:4 bzw. 1:12 Phenylhydrazin 52a zu Acetessigester 53a) bei einer
Temperatur von 50 °C nur geringfuigig Einfluss auf den Reaktionsumsatz hatte (63 % bzw.
67 % Umsatz, Tabelle 13, Eintrage 6 und 7). Wurde die Reaktion hingegen bei 80 °C

84



Uberfiihrung chemischer Reaktionen auf CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden und
Entwicklung einer neuen Kodierungsstrategie
durchgefuhrt, stieg der Umsatz von 64 auf 83 % (Tabelle 13, Eintrage 4 und 5). Neben der
Menge des Mediators beeinflusst die Temperatur, besonders im Hinblick auf das Ausmalf3
der DNA-Degradierung, die Reaktion erheblich. Die Verringerung der Temperatur von
80 °C auf 50 °C hatte zur Folge, dass der Grad der DNA-Degradation von 56-76 %
(Tabelle 13, Eintrage 4 und 5) auf 23-26 % sank (Tabelle 13, Eintrage 6 und 7).

Tabelle 13: Optimierung der Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von
substituierten Pyrazolen auf CPG-gebundenem TC-Aldehyd-Konjugat TC1o 2.2

1. Toluol, RT, 0,5 h
2. 0 O

o] yn-VH2 )J\/U\O/\

HN 53a o
o\e © . © [Aquiv.] HN‘<_
Yh(

o-N\% 0

PFO); [Aquiv.]
TC10 2 52a TOlUOl, T, 16 h TC10 3

[Aquiv.] 3.AMA, RT, 1h

DNA-
1 1000 1000 100 80 geringe Produktspuren
2 500 1000 100 80 33 47
3 250 1000 100 80 31 44
4 250 1000 250 80 64 56
5 250 3000 250 80 83 76
6 250 1000 250 50 63 26
7 250 3000 250 50 67 23
8 250 3000 0 50 0 17

a Das CPG-gebundene TC-Aldehyd-Konjugat TC1o 2 (20 nmol) und Phenylhydrazin 52a (X Aquiv.) wurden in
30 pL Toluol bei Raumtemperatur fir 30 min zur Iminbildung inkubiert. AnschlieBend wurden Acetessigester
53a (X Aquiv.) und Yb(PFO)s (X Aquiv.), gelést in 50 pL Toluol, hinzugegeben und die Reaktionsmischung
wurde bei T fur 16 h geschiittelt. Die Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase
erfolgte mit AMA-Lésung bei Raumtemperatur fiir 1 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-
Analyse aus dem Verhéltnis von Startmaterial TCio 2 und Produkt TCi0 3. 10mer TC = 5-TTC CTC TCC T-3'.

Die systematische Untersuchung unterschiedlicher Parameter zur Etablierung der
Yb(ll)-vermittelten Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von substituierten
Pyrazolverbindungen fihrte letztendlich zu folgenden optimierten Reaktionsbedingungen:
Im ersten Schritt erfolgt die Iminbildung zwischen dem CPG-gebundenen
DNA-Aldehyd-Konjugat und 250 Aquiv. Phenylhydrazin in Toluol bei Raumtemperatur fiir
30 min. Die Ringbildung wird durch Zugabe von 3000 Aquiv. einer
1,2-Dicarbonylverbindung und 250 Aquiv. Yb(PFO)z initiert und die resultierende

Reaktionsmischung wird daraufhin Gber Nacht bei 50 °C geschdittelt.
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Far die Uberpriifung der Kompatibilitat der Yb(PFO)s-vermittelten
Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von substituierten Pyrazolverbindungen auf aus
allen vier Nukleobasen bestehenden DNA-Sequenzen wurde ein entsprechendes
CPG-gebundenes 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCGio2a Uber Amidkupplung
hergestellt. Das CPG-gekoppelte 10mer ATCG-Aldehyd-Konjugat ATCG1o 2a wurde unter
Anwendung der zuvor etablierten Reaktionsbindungen mit Phenylhydrazin 52a und
Acetessigsaure 53a zur Reaktion gebracht. Das Zielprodukt ATCGio 13 wurde mit
lediglich 34 % Umsatz gebildet und gleichzeitig wurde eine DNA-Degradation von 69 %
beobachtet (Abb. 31).

=0
1. Toluol, RT, 0,5 h
2.0 0
o] -NH,
HN
HN{ )J\/”\O/\
o\e © . © 53a HN
o
Yb(PFO)s oo o
ATCG , 2a 52a Toluol, 50°C, 16 h ATCG o 13
3. AMA, RT, 4 h

Masseye,, = 3559,7
Masseges, = 3559,0

ATCG 4 13

0 0 3000 3500 4050 450 me

Abbildung 31: Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von substituierten
Pyrazolverbindungen auf CPG-gebundener 10mer ATCG-DNA und MALDI-MS-Analyse der
Reaktionsmischung.

Aufgrund der erheblichen DNA-Degradation der ATCG-Sequenz wurden die
Untersuchungen zum Substratspektrum unter Einsatz diverser aromatischer Hydrazine 52
auf dem CPG-gebundenen TC-Aldehyd-Konjugat TCio 2 durchgefihrt (Tabelle 14). Die
Verwendung von Phenylhydrazin mit der elektronenschiebenden Methoxy-Gruppe in
para-Position 52b wurde mit einem Umsatz von 23 % nur geringfluigig toleriert (Tabelle 14,

Eintrag 2). Etwas hohere Umsatze zwischen 33 und 53 % wurden mit para-, meta- und
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ortho-substituierten Methylphenylhydrazinen 52c-e beobachtet (Tabelle 14, Eintrage 3-5).
Gute Umsatze zwischen 70 und 83 % des Startmaterials TCi 2 zu den gewiinschten
Produkten TCio 3f-i konnten bei Einsatz von Phenylhydrazinen mit elektronenziehenden
Gruppen (-CFs, -Cl) detektiert werden (Tabelle 14, Eintrage 6-9). Hingegen wurde kein
Produkt bei Verwendung des heteroaromatischen Hydrazins 2-Hydrazinopyrazin 52k
generiert (Tabelle 14, Eintrag 11). Neben den Unterschieden im Reaktionsumsatz bei
Verwendung von Phenylhydrazinen mit elektronenschiebenden und elektronenziehenden
Gruppen, konnte ebenso ein signifikanter Unterschied im Ausmafd der DNA-Degradation
in Abhangigkeit des induktiven Effektes der Substituenten beobachtet werden. Der Einsatz
von Phenylhydrazinen mit elektronenziehenden Gruppen fihrte zu einer vergleichsweisen
geringen DNA-Degradation zwischen 10 und 28 % (Tabelle 14, Eintrage 6-10), wahrend
bei Phenylhydrazinen mit hoher Elektronendichte, trotz der Verwendung einer relativ
stabilen TC-DNA-Sequenz, eine DNA-Degradation von 48-57 % beobachtet werden
konnte (Tabelle 14, Eintrage 2-5).

Tabelle 14: Untersuchung des Substratspektrums der Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponentenreaktion auf
CPG-gebundenem 10mer TC-Aldehyd-Konjugat TC10 2 durch Einsatz diverser aromatischer Hydrazine.2

=0
1. Toluol, RT, 0,5h
2. 0 O
0 -NH,
HN
HN{ )J\/U\o/\
o+\e 0 . 53a HN
Yb(PFO)3 o-he 0
1 o
TCyo 2 R' 55 Toluol, 50 °C, 16 h TCqo 3a-k
3.AMA,RT, 1h
. : Umsatz DNA-Degradation Masseper.
Eintrag Produkt Hydrazin [%]° [9]° Masseqer d
N
“"NH, 3446,5
1 TCio 3a 67 23 34459
52a
Q M, 34765
2 TC10 3b ~o 23 57 3476.4
52b
/@H‘NHZ 3460,5
3 TC10 3¢ 33 57 3460,0
52c
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Fortsetzung Tabelle 14

3460,5

4 TC1o 3d 3459.9

40 56

3460,5

5 TCyo 3e 3460.1

53 48

3480,9

83 16 3480,8

7 TC1wo 3g

3480,9

8 TCy0 3h 34810

81 10

\©/N‘NH2
52d
@H‘NHZ
52e
Y©r H\NHZ
E 3514,5
6 TCo3f  F F 70 14 3513,9
52f
o
cl
52g
CI\©/N\NH2
52h
Cl
<
NH,

9 TCuo 3i 70 14 gjg(l"i
52i
- e QH‘NHZ 3530,7
10 TCo3j DL 48 28 3531,2
52j
N N
2 NH
11 TCu 3k [\ I ? nd. ] 3448,4
N n.d.
52k

2 Das CPG-gebundene TC-Aldehyd-Konjugat TC1o 2 (20 nmol) und das aromatische Hydrazin 52 (250 Aquiv.,
5 pmol) wurden in 30 pL Toluol bei Raumtemperatur fir 30 min zur Iminbildung inkubiert. Anschlieend
wurden Acetessigester 53a (3000 Aquiv., 60 umol) und Yb(PFO)s (250 Aquiv., 5 umol), gelést in 50 ulL Toluol,
hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fiir 16 h geschittelt. Die Entschiitzung sowie die
Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-L6sung bei Raumtemperatur fir 1 h.
b Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von Startmaterial TC1o 2 und
Produkt TC1o 3. ¢ DNA-Degradation ermittelt mittels analytischer RP-HPLC-Analyse. ¢ Massendetektion mittels
MALDI-MS. 10mer TC =5-TTC CTC TCC T-3'". n.d. = nicht detektiert.

Die Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von Pyrazolen wurde
erfolgreich auf einer CPG-gekoppelten TC-DNA etabliert. Die Uberfiihrung dieser
Reaktion auf eine CPG-gebundene ATCG-DNA resultierte in starker DNA-Degradation,
weshalb das Substratspektrum auf der CPG-gebundenen TC-DNA untersucht wurde
(Tabelle 14). Es konnte dabei ein deutlicher Unterschied in der Reaktivitat der
verschiedenen aromatischen Hydrazine beobachtet werden. Gute Umsatze zu den
gewiinschten DNA-Pyrazol-Konjugaten konnten bei Verwendung von Phenylhydrazinen
mit elektronenziehenden Gruppen detektiert werden, wéhrend der Einsatz von
Phenylhydrazinen mit elektronenschiebenden Substituenten lediglich geringe bis mafige
Umsatze lieferte. Ferner konnte selbst bei Verwendung einer stabilen TC-DNA-Sequenz

eine signifikante DNA-Degradation bei Verwendung von Phenylhydrazinen mit einer
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hohen Elektronendichte beobachtet werden. Méglicherweise kommt es zu einer Addition
der stark nukleophilen Hydrazine an die 5,6-Doppelbindung der Pyrimidine, was

letztendlich in einer Abspaltung der Pyrimidinbasen resultiert.[*5”]

4.7 Entwicklung einer Kodierungsstrategie fur kurze DNA-Barcodes

In Kapitel 3.1.1 wurde bereits dargelegt, dass die TIiDEC-Technologie durch die
Verwendung der hexT-Sequenz zwar die Anwendung von harscheren
Reaktionsbedingungen ermdglicht, gleichzeitig verhindert sie allerdings die effiziente
Kodierung von Startmaterialien. Mit der Ugi-Vierkomponentenreaktion, der Ugi-Azid-
Vierkomponentenreaktion, der Groebke-Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion
sowie der AgOAc-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition konnten
insgesamt vier Reaktionen etabliert werden, die nicht nur auf der sehr stabilen,
CPG-gekoppelten hexT-Sequenz durchgefihrt werden kénnen, sondern ebenso auf
Purinbasen-enthaltenen ATCG-Oligonukleotiden. Ferner konnte im Falle der
Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponentenreaktion eine Reaktion auf DNA Uberfuhrt
werden, deren Reaktionsbedingungen in einer erheblichen Degradierung von
ATCG-Sequenzen resultiert, aber auf einer ebenfalls zur Kodierung geeigneten TC-DNA

die Darstellung von Pyrazolen mit verringerter DNA-Degradation ermdglicht.

Parallel zur Uberfihrung der oben genannten chemischen Reaktionen auf
CPG-gebundener ATCG-DNA wurden im Arbeitskreis Brunschweiger weitere organische
Reaktionen mittels der CPG-Festphasenstrategie auf DNA-Oligonukleotide etabliert. Es
wurden die Yb(lll)-vermittelte Castagnoli-Cushman-Reaktion, eine ZnCl,-mediierte
aza-Diels-Alder-Reaktion unter Verwendung des Danishefsky-Diens, eine (R)-(-)-BNDHP-
vermittelte Povarov- sowie die Biginelli-Reaktion als auch eine Kupfer(l)/Bipyridin-
vermittelte Petasis-Reaktion auf Festphasen-gebundenen DNA-Sequenzen

Ubertragen.[15546.158]

Um diese auf kurzen, CPG-gebundenen Oligonukleotiden etablierten Reaktionen in einer
effizienteren Synthesestrategie von DELs anwenden zu koénnen, wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Marco Potowski eine neue Kodierungsstrategie entwickelt
(Abb. 32A).1%% Basierend auf den Untersuchungen zur Ubertragung diverser chemischer
Reaktionen auf DNA-Sequenzen, wurde zur Kodierung der Startmaterialien auf kurze
DNA-Sequenzen zuriickgegriffen. Langere DNA-Oligonukleotide, bestehend aus einer
Primer-Sequenz sowie einem spezifischen DNA-Barcode, stellen keine Option dar, da

diese, wie bereits im Kapitel 4.5 gezeigt, keine saubere Isolierung der gewlinschten
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DNA-Molekile-Konjugate  ermdglichen. Damit eine Ligation zwischen den
DNA-Sequenzen und den DNA-Molekiil-Konjugaten moglich ist, wurde die Verbindung
zum organischen Molekil vom 5'-Terminus der DNA zu einer Position innerhalb des
Uberhangs verschoben. Dies wurde durch ein Alkin-modifiziertes Thymidin, welches
wahrend der Festphasen-basierten Phosphoramidit-Synthese in den DNA-Strang

eingebaut wird, realisiert.
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B 0

J‘ N3/€\/O>4\/\N,Fmoc Nﬁ "
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Abbildung 32: Kodierungsstrategie fiir kurze, einzelstrangige DNA-Molekul-Konjugate (A) basierend auf einer
DNA-Haarnadelstruktur (B).[5%

Im Rahmen einer mdoglichen DEL-Synthese sollen die Alkin-modifizierten
Thymidin-Einheiten der unterschiedlichen CPG-gebundenen DNA-Barcodes in einer
CUuAAC zunachst PEGyliert werden, um einen Abstand zwischen der DNA und dem
organischen Molekiil zu generieren (Abb. 32A). Uber Amidkupplungsreaktionen sollen
dann die unterschiedlich kodierten, CPG-gebundenen Startmaterialien dargestellt werden,

welche im Anschluss gemischt und als pool fiir darauffolgende chemische Reaktionen
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eingesetzt werden sollen. Nach Abspaltung von der festen Phase sollen die
unterschiedlichen DNA-Molekil-Konjugate Uber préparative RP-HPLC isoliert und
anschlieend mittels enzymatischer Ligation kodiert werden. In einem ersten
Ligationsschritt soll dann neben den DNA-Gegenstréangen der Startmaterialien und den
kodierenden = DNA-Sequenzen des  zweiten  Syntheseschritts auch eine
DNA-Haarnadelstruktur (hairpin) mit den isolierten DNA-Molekiil-Konjugaten verknipft
werden. Der hairpin weist dabei einen Uberhang, eine Primer-Sequenz und einen spacer
auf (Abb. 32B). Der spacer, welcher in diesem Fall aus einer Alkylkette (Co-spacer)
besteht, soll daflir sorgen, dass die Amplifikation durch die Polymerase an dieser Stelle
gestoppt wird. Die so kodierten DNA-Molekiil-Konjugate sollen danach erneut gemischt
und fur den darauffolgenden Schritt bestehend aus Kodierung und Synthese aufgeteilt
werden (Abb. 32A).

Die Haarnadel-DNA-basierte Kodierungsstrategie sollte im Rahmen von Testligationen
validiert werden. Hierfir wurde zunachst von Dr. Marco Potowski eine 14mer ATCG-DNA
ATCG14 1 mit einem Azid-modifizierten, Fmoc-geschitzten Amino-PEG(4)-Linker 80 Uber
CuAAC modifiziert, anschlieBend Fmoc-entschitzt (ATCGis2) und daraufhin  mit
2-(4-Formylphenoxy)-Essigsaure 22ag gekoppelt. Das resultierende
Amidkupplungsprodukt ATCG14 3 wurde Uber die Castagnoli-Cushman-Reaktion zum
gewilnschten 14mer ATCG-Zielprodukt ATCG14 4 umgesetzt, welches daraufhin mittels
praparativer RP-HPLC gereinigt und Uber MALDI-MS charakterisiert wurde (Abb. 33A).
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Abbildung 33: Untersuchung der Haarnadel-DNA-basierten Kodierungsstrategie. A. Synthese des 14mer
ATCG-Zielprodukts ATCG14 4 (DNA-Sequenz V) uber die Castagnoli-Cushman-Reaktion und anschlieBende
Testligation mit dem entsprechenden komplementéren Gegenstrang (V') und der Haarnadel-DNA HP.
B. Visualisierung der Testligation mittels Agarose-Gelelektrophorese (5,5 %iges Agarose-Gel). M: Marker
(GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder), 1: Haarnadel-DNA HP, 2: Ligation des 14mer ATCG-Konjugates
ATCG14 4 (V) mit dem komplementéren Gegenstrang V' und der Haarnadel-DNA HP.[155]

Gemeinsam mit Dr. Marco Potowski wurde im Anschluss die Testligation durchgefuhrt.
Hierfir wurden sowohl die DNA-Haarnadelstruktur HP als auch das DNA-Castagnoli-
Cushman-Konjugat ATCGa4 4 (V) mittels einer Polynukleotidkinase 5'-phosphoryliert und
darauffolgend mit dem jeweiligen nicht-phosphorylierten, komplementaren DNA-Strang V'
sowie der DNA-Haarnadelstruktur HP durch eine T4 DNA-Ligase miteinander ligiert.
Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde die Ligation analysiert. Der Erfolg der Ligation
konnte durch die Verschiebung der Banden zu héheren Molekulargewichten beobachtet
werden (Abb. 33B).
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5 Studien zur chemischen Stabilisierung von
DNA-Oligonukleotiden fir die DEL-Synthese

Die Technologie, eine DNA-kodierte Substanzbibliothek ausgehend von dem chemisch
stabilen, CPG-gekoppelten Hexathymidin-Adapteroligonukleotid zu initiieren, ermoglicht
zwar den Zugang zu einer Vielzahl an organischen Reaktionen, besitzt allerdings den
Nachteil, dass eine Kodierung mit der hexT-Sequenz nicht moglich ist und
dementsprechend zunachst diskrete Unterbibliotheken aus kodierten hexT-Konjugaten
synthetisiert werden mussen. Eine effizientere Strategie zur Herstellung von DELs wiirde
hingegen auf der Generierung von kodierten, CPG-gekoppelten Startmaterialien basieren,
welche anschlieBend als Gemische fir die Synthesen von (beispielsweise
heterozyklischen) scaffolds eingesetzt werden. Eine neue Kodierungsstrategie, bei
welcher kurze, einzelstrangige und aus allen vier natirlichen Nukleobasen bestehenden
DNA-Barcodes zur Kodierung der Startmaterialien verwendet werden, wurde bereits im
Kapitel 4.7 vorgestellt. Der Nachteil dieser Strategie ist, dass diese nur mit chemischen
Reaktionen kompatibel ist, welche die DNA nicht im groReren Ausmalfd degradieren. Um
also eine solche Synthesestrategie zu realisieren und gleichzeitig (mindestens) das
Stabilitatsprofil einer TC-Sequenz beizubehalten, sollte im Nachfolgenden die Mdglichkeit
untersucht werden, anstelle der natirlichen Purinbase Adenin die chemisch modifizierten
Basen 7-Deazaadenin (7De-dA) bzw. 8-Aza-7-Deazaadenin (8a7De-dA) in
ATC-DNA-Sequenzen, welche sich ebenfalls zur Kodierung von Startmaterialien eignen,

Zu verwenden.

5.1 Stabilitatsscreening von CPG-gebundenen, chemisch

modifizierten DNA-Oligonukleotiden

Zur Zeit der Erstellung der vorliegenden Arbeit wurde von Potowski et al. systematisch die
Kompatibilitat von CPG-gebundenen DNA-Sequenzen (hexT, 10mer TC, 10mer ATC,
10mer ATCG) mit verschiedenen, haufig in der praparativen Chemie verwendeten
Metallsalzen, Sauren sowie organischen Reagenzien untersucht.*®l Es konnte dabei
gezeigt werden, dass die mit Schutzgruppen versehene, CPG-gebundene DNA in
Gegenwart einer Vielzahl unterschiedlicher Reagenzien, auch Uber einen langeren
Zeitraum, eine hohe Stabilitat aufweist. Allerdings wurde auch beobachtet, dass die aus
Purinbasen-bestehenden ATC- und ATCG-Sequenzen durch starke Brgnsted-Sauren wie
TFA oder HCI, Oxidationsmitteln und durch héhere Konzentrationen an Pd(OAc):2

degradiert werden (Tabelle 15, Eintrage 1-7). Zur Einordnung der Stabilitdt der aus
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chemisch modifizierten Adenin-Basen bestehenden CPG-gebundenen
Oligonukleotidsequenzen wurde das Stabilitdtsscreening von Dr. Marco Potowski mit
10mer 7De-dATC- und 10mer 8a7De-dATC-DNA-Sequenzen (7De-dATCy, und
8a7De-dATC,o) wiederholt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Auszug aus dem Stabilitatsscreening unterschiedlicher CPG-gebundener DNA-Sequenzen in
Gegenwart verschiedener Sauren, Metallsalze sowie Organokatalysatoren.2 46l

1. 200 Aquiv. Metallsalz

oder
Reagenz /\/ Analyse
L e
@ TC 2. AMA VAN ’ HPLC
10
ATC o
7De-dATC 4
8a7De-dATC
Eintrag Reagenz Losungsmittel TCio ATCo d;?%'m 221%910
1 10 % TFA H20
2 3,7 % HCI H20
3 Ce(NH4)2(NO3)s MeOH
4 Pd(OAC): ACN
5 RuCls ACN
6 DDQ EtOH
7 PIDA ACN

DNA-
o 0 o 0,
2140 41609 _ Degradation

2 Die CPG-gebundene DNA (20 nmol) wurde in 50 pL Ldsungsmittel in Gegenwart von 200 Aquiv. eines
Metallsalzes oder in Gegenwart eins organischen Reagenzes bei Raumtemperatur fur 22 h inkubiert. Die
Entschitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-Losung bei
Raumtemperatur fiir 1 h (TC10) oder 4 h (ATC1o, 7De-dATC1o, 8a7De-dATC10). Die Massendetektion erfolgte
mittels MALDI-MS und die Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse. 10mer TC = 5'-TTC
CTC TCC T-3', 10mer ATC =5'-TTA CTA CCT A-3', 10mer 7De-dATC = 5-TT7De-dA CT7De-dA CCT 7De-
dA-3', 10mer 8a7De-dATC =5'-TT8a7De-dA CT8a7De-dA CCT 8a7De-dA-3'. DDQ = 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-
1,4-benzochinon, PIDA = Phenyliodiddiacetat.

Es konnte dabei festgestellt werden, dass die 7De-dATC- und die
8a7De-dATC-DNA-Sequenzen eine vergleichbar hohe chemische Stabilitdt, besonders
gegenliber starker Sauren wie TFA und HCI, besitzen wie eine 10mer TC-Sequenz,
welche wiederum vergleichbar chemisch stabil ist wie hexT (Tabelle 15). Des Weiteren
konnte beobachtet werden, dass beide untersuchten chemisch modifizierten
ATC-DNA-Sequenzen ein &ahnliches Stabilitatsprofil besitzen. Basierend auf diesen
Ergebnissen und auf der Tatsache, dass die Base 7-Deazaadenin gunstiger im Einkauf ist
als 8-Aza-7-Deazaadenin wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen sowie im
Hinblick auf zuklnftige DEL-Synthesen auf 7De-dATC-DNA-Sequenzen zur Kodierung
von Startmaterialien zurtickgegriffen. Abschliel3end ist bezuglich der Anwendbarkeit der

modifizierten Basen zu erwahnen, dass sowohl 7-Deazaadenin als auch
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8-Aza-7-Deazaadenin far die eigentliche DNA-Synthese tber das
Phosphoramidit-Verfahren zunéchst geschitzt und in die jeweiligen Phosphoramidate

uberfuhrt werden muissen.

5.2 Anwendung der DNA-Haarnadelstruktur-basierten
Kodierungsstrategie unter Verwendung chemisch modifizierter
DNA

Damit die Oligonukleotide, die die chemisch modifizierte Base 7-Deazaadenin enthalten,
zur Synthese von genetischen Substanzbibliotheken eingesetzt werden kénnen, missen
sie als Substrate der Enzyme DNA-Polynukleotidkinase und DNA-Ligase fir die Ligation
von DNA-Barcodes akzeptiert werden und nach der Selektionierung von einer
DNA-Polymerase gelesen und amplifiziert werden. Um dies zu untersuchen, wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Marco Potowski Testligationen gemaR der zuvor etablierten
DNA-Haarnadelstruktur-basierten Kodierungsstrategie durchgefihrt (Kapitel 4.7). Es
wurden hierflr insgesamt finf verschiedene 16mer 7De-dATC-Sequenzen, welche jeweils
aus zwei 4mer-Uberhangen sowie einem 8mer DNA-Barcode bestehen, getestet. Im
Gegensatz zur vorherigen Kodierungsstrategie sollte in diesem Fall anstelle von
komplementéaren Gegenstrangen zu den aus 7De-dATC-bestehenden DNA-Barcodes
eine Universaladapter-DNA VI' aus Inosin-Nukleotiden und abasischen Stellen verwendet

werden.

Im Vorfeld der Testligationen wurden die CPG-gekoppelten 16mer 7De-dATC-Sequenzen
zunachst mit einem Fmoc-geschitzten Amino-PEG(4)-Linker 80 Giber CUAAC modifiziert,
anschliel3end Fmoc-entschiitzt und daraufhin acetyliert (Schema 25). Im Anschluss an die
DMT-Entschiitzung wurden die 16mer 7De-dATC-Sequenzen basisch von der festen
Phase abgespalten, mittels préaparativer RP-HPLC gereinigt und Gber MALDI-MS
charakterisiert. Die chemisch modifizierten DNA-Barcodes Vlae, die
Universaladapter-DNA VI', die Haarnadel-DNA HP sowie ein aus nattrlichen Nukleobasen
bestehender DNA-Barcode VII wurden an ihren 5'-Enden enzymatisch phosphoryliert und
darauffolgend zusammen mit dem nicht-phosphorylierten, komplementaren DNA-Strang

VII' miteinander ligiert (Schema 25).
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Schema 25: Untersuchung der DNA-Haarnadelstruktur-basierten Kodierungsstrategie unter Verwendung von
chemisch modifizierten DNA-Sequenzen.

Die Ligationsansatze wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (Abb. 34). Da
in den Spuren 1-5 keine Bande auf der Hohe zu sehen ist, welche der einzelnen
Haarnadel-DNA entspricht, ist davon auszugehen, dass die DNA-Haarnadelstruktur
vollstéandig ligiert wurde (Abb. 34, Vergleich Spuren 1-5 mit Spur 6). Allerdings sind in den
jeweiligen Spuren zwei nah beieinander laufende Banden bei etwa 50-60 Basenpaaren zu
beobachten, welche darauf hinweisen, dass neben dem gewiinschten Ligationsprodukt
HP-Vlae-VII/VI'-VII' ebenso ein Zwischenprodukt vorhanden ist. Bei dem Zwischenprodukt
konnte es sich um das Ligationsprodukt bestehend aus Haarnadel-DNA und den chemisch
modifizierten DNA-Barcodes handeln (HP-VIa.e/VI').

Abbildung 34: Visualisierung der Ligationen von insgesamt
funf verschiedenen chemisch modifizierten 7De-dATC-
Barcodes mit einer DNA-Haarnadelstruktur, dem
Universaladapter und einem weiteren aus natlrlicher DNA
bestehenden  Barcode sowie dem  entsprechenden
komplementéren Gegenstrang mittels Agarose-
Gelelektrophorese (4 %iges  Agarose-Gel).  M: Marker
(GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder), 1-5: Ligation der
finf verschiedenen chemisch modifizierten Barcodes Vlae mit
dem Universaladapter VI', der Haarnadel-DNA HP sowie einem
weiteren DNA-Barcode (VII/VII') in einer Eintopf-Reaktion,
6: Haarnadel-DNA HP.
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Fur den nachsten und finalen Ligationsschritt wurden die Ligationsansatze mittels
ethanolischer Fallung gereinigt und Uber UV-Spektroskopie quantitativ analysiert. Die
Ligationsprodukte ~ HP-Vlae-VII/VI'-VII' sowie der DNA-Barcode VIII wurden
5'-phosphoryliert und mit dem jeweiligen komplementaren DNA-Barcode VIII' ligiert
(Schema 25). Aufgrund der vielen auf dem Agarose-Gel vorhandenen Banden kann
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geschlussfolgert werden, dass der finale Ligationsschritt in allen finf Ansatzen nicht mit
einem hohen Umsatz zu den gewlnschten Zielprodukten HP-Vlae-VII-VII/VI'-VII'-VIII'
ablauft (Abb. 35, Spuren 1-5). Es handelt sich bei der Bande bei etwa 35 Basenpaaren
wohlmadglich um den DNA-Barcode VIII, hybridisiert mit dem jeweiligen komplementaren
Gegenstrang VIII'. Bei der auf der Hohe von 50 Basenpaaren vorhandenen Bande kdonnte
es sich erneut um das vermutete Zwischenprodukt HP-Vl.../VI' handeln. Da mit Hilfe der
ethanolischen Fallung das gewlinschte Ligationsprodukt HP-Vla.e-VI-VII/VI'-VII'-VIII' nicht
von verunreinigenden Zwischenprodukten oder nicht-reagierten DNA-Strangen
abgetrennt werden kann, wurden die Ligationsprodukte HP-Vlae-VII-VIINVI'-VII'-VIII' aus
dem Agarose-Gel extrahiert und mit einem Kit gereinigt. FUr die Gelextraktion wurden die

Banden bei etwa 100 Basenpaaren ausgewahlt.
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Abbildung 35: Visualisierung der Ligationen der
Ligationsprodukte HP-Vlae-VII/VI'-VII'" mit dem
Barcode VIV mittels Agarose-
Gelelektrophorese (4 %iges  Agarose-Gel).
M: Marker (GeneRuler Ultra Low Range DNA
Ladder), 1-5: Ligation von HP-Vla-e-VII/VI'-VII' mit
einem DNA-Barcode (VIII/VIIIY).
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Damit die chemisch modifizierten DNA-Barcodes zur Kodierung einer DNA-kodierten
Substanzbibliothek eingesetzt werden kbénnen, ist das korrekte Lesen und Vervielfaltigen
durch Polymerasen essenziell. Um dies zu untersuchen, wurden PCR-Amplifikationen mit
den gelextrahierten Ligationsprodukten HP-Vlae-VII-VII/VI'-VII'-VIII' unter Verwendung
von Primer-Sequenzen, welche die Templat-DNA verlangern, durchgefihrt. Der Erfolg der
PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert (Abb. 36). Da die theoretische
Lange der PCR-Produkte 155 Basenpaare betragt, kann geschlussfolgert werden, dass
die Ligationsprodukte HP-Vi.e-VII-VII/VI'-VII'-VIII' erfolgreich gelextrahiert, amplifiziert

und mit den jeweiligen Primer-Sequenzen verlangert werden konnten.

M 1 2 3 4 5

Abbildung 36: Visualisierung der PCR-Amplifikation der
Ligationsprodukte ~ HP-Vlae-VII-VIIIIVI'-VII'-VIII'  mittels  Agarose-
Gelelektrophorese (4 %iges Agarose-Gel). M: Marker (GeneRuler
Ultra Low Range DNA Ladder), 1-5: PCR-Amplifikation von
HP-Vla-e-VII-VIII/VI-VII'-VIII'.
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Um einen experimentellen Nachweis zu fihren, dass die aus chemisch modifizierten
Barcodes bestehenden Ligationsprodukte korrekt gelesen und amplifiziert wurden,
wurden die PCR-Produkte mittels eines Kits aufgereinigt und mit dem Sanger-Verfahren
sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierungsdaten zeigte, dass die chemisch
modifizierten Barcodes Vl.. durch die Tag Polymerase korrekt gelesen und kopiert
wurden (Anhang, Tabelle 28). Allerdings ist aufgefallen, dass in einigen Fallen bei der
Sequenzierung von zwei benachbarten 7-Deazaadenin-Basen unter Verwendung des
Vorwartsprimers lediglich ein  (7-Deaza-)Adenin  detektiert werden konnte
(Beispiel: Barcode VI,). Wurde hingegen der Rickwartsprimer verwendet, konnten in den
entsprechenden Gegenstrangen korrekt die zwei benachbarten Thymin-Nukleobasen
sequenziert werden. Diese Beobachtung konnte allerdings nicht nur fur zwei benachbarte
7-Deazaadenin-Basen gemacht werden, sondern auch in einigen Fallen fur zwei
benachbarte natiirliche Adenin-Basen. Es kann somit geschlussfolgert werden, dass es
sich nicht um ein Problem der Lesbarkeit der stabilisierten DNA durch die Polymerase
handelt, da zum einen die Gegenstrdnge korrekt gelesen werden konnten und zum
anderen die gleiche Problematik bei benachbarten natirlichen Adenin-Basen aufgetreten

ist, sondern um ein Problem der Sequenzierung.

Zuletzt wurde, um die Amplifikationseffizienz eines 7-Deazaadenin-enthaltenen
Ligationsproduktes mit dem jeweiligen nativen Ligationsprodukt zu vergleichen, eine
Echtzeit-PCR unter Verwendung des DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
SYBR Green durchgefiihrt (Abb. 37 und Anhang, Abb. 46 und 47). Hierbei zeigte sich,
dass fur die chemisch modifizierte Templat-DNA HP-VIg-VII-VIII/VI'-VII'-VIII' im Vergleich
zur nativen DNA das exponentielle Wachstum etwa drei bis vier Zyklen spater erreicht
wird. Dies ist wohimoglich darauf zurlickzufiihren, dass die DNA-Polymerase etwas langer
bendtigt, um die chemisch modifizierte Base 7De-dA zu lesen. Eine andere Mdglichkeit
ware, dass der im Vergleich zur nativen DNA vorhandene PEG(4)-Linker die Amplifikation
durch die DNA-Polymerase in den ersten Zyklen aufgrund von sterischer Hinderung
verlangsamt. Nachdem jedoch die chemisch modifizierte DNA in native DNA wahrend des
Amplifikationsprozesses umgeschrieben wurde, werden nach Eintritt in die exponentielle

Wachstumsphase beide DNA-Template mit vergleichbarer Effizienz vervielfaltigt.
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Abbildung 37: Amplifikationskurven der Echtzeit-PCR des 7-Deazaadenin-enthaltenen Ligationsproduktes
HP-VIg-VII-VIIIVI'-VII'-VIII' und des jeweiligen nativen Ligationsproduktes. Fur die Echtzeit-PCR wurde eine
Verdiinnungsreihe des jeweiligen DNA-Templats verwendet. Fir den Vergleich der chemisch modifizierten
DNA mit der nativen DNA wurden die Amplifikationskurven bei einer DNA-Templat-Konzentration von
500 pg/pL gezeigt.
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Um die beobachteten Ergebnisse zu untermauen, wurde von den ubrigen chemisch
modifizierten Ligationsprodukten HP-Vlace-VII-VIIVI'-VII'-VIII' ebenfalls eine Echtzeit-
PCR durchgefihrt und die Ergebnisse mit der nattrlichen DNA verglichen (Abb. 38 und
Anhang, Abb. 46 und 47). Es zeigte sich hierbei erneut, dass die exponentielle
Amplifikationsphase der chemisch modifizierten Ligationsprodukte
HP-Vlae-VII-VIHIVI'-VII'-VIII" durchschnittlich drei bis vier Zyklen spater erreicht wird.
Ferner konnten minimale Unterschiede zwischen den verschiedenen chemisch
modifizierten Ligationsprodukten HP-Vl.e-VII-VII/NVI'-VII'-VIII' beobachtet werden, die
gegebenenfalls auf die Position sowie die Anzahl an 7-Deazaadenin-Einheiten
zurtckzufuhren ist. Im Hinblick auf eine DEL-Synthese sollte dies das zu erwartende
Ausmalf der Amplifikationsunterschiede darstellen, da in zukinftigen DEL-Synthesen die
DNA-Barcodes durchschnittlich nicht mehr als die getesteten drei bis finf 7-Deazaadenine

enthalten werden.

T 4

1 — native DNA

40 4

Fluoreszenzintensitat
8

20 4 J,-"I
JI‘ /
10 /
— Vi, — Vi, — VI, Vig Vi,
P -
—'——‘”/ IS 1‘0 ||5 l;ﬂ 2‘5 3:0 3‘5
0 ] Zyklen

Abbildung 38: Amplifikationskurven der Echtzeit-PCR der 7-Deazaadenin-enthaltenen Ligationsprodukte
HP-Vla.e-VII-VIII/VI-VII'-VIII' und des nativen Ligationsproduktes HP-VIg-VII-VII/VI'-VII'-VIII'. Fur den
Vergleich der chemisch modifizierten DNA mit der nativen DNA wurden die Amplifikationskurven bei einer
DNA-Templat-Konzentration von 500 pg/uL gezeigt.

Die Ligations-, Amplifikations- als auch Sequenzierungsergebnisse zeigen, dass die
Nukleobase Adenin durch die chemisch stabilere Struktur 7-Deazaadenin ersetzt und im
Rahmen der DNA-Haarnadelstruktur-basierten Kodierungsstrategie zur DEL-Synthese
eingesetzt werden kann.
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5.3 Uberfihrung von ATCG-DNA-kompatiblen sowie -inkompatiblen
chemischen Reaktionen auf CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-

Sequenzen

Basierend auf den Erkenntnissen, dass 7De-dATC-DNA-Sequenzen nicht nur chemisch
stabiler sind, sondern ebenso korrekt von Enzymen erkannt und damit ligiert, amplifiziert
sowie sequenziert werden kdnnen, wurden die zuvor etablierten DNA-kompatiblen als
auch die DNA-inkompatiblen Reaktionen auf CPG-gekoppelte 7De-dATC-DNA-
Sequenzen Uberfuhrt. Fir die Isocyanid-basierten Multikomponentenreaktionen sowie die
Yb(lll)-katalysierte Pyrazolsynthese  wurde  ein CPG-gebundenes  16mer
7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCi6 3 und fur die Ag(l)-vermittelte 1,3-dipolare
Cycloaddition ein entsprechendes Glycin-Konjugat 7De-dATCis 4 als Startmaterialien
verwendet. Die CPG-gebundene 16mer 7De-dATC-DNA 7De-dATC16 1 wurde, wie zuvor
bereits beschrieben, zunachst mit einem Fmoc-geschitzten PEG(4)-Linker 80 Uber
CuAAC modifiziert und nach erfolgter Fmoc-Entschitzung (7De-dATCi62) zu den
jeweiligen CPG-gekoppelten Startmaterialien 7De-dATCis 3 und 7De-dATCis 4 Uber
Amidkupplung umgesetzt.
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Schema 26: Uberfiihrung DNA-kompatibler Reaktionen auf CPG-gebundene 16mer 7De-dATC-Konjugate.
Isocyanid-basierte  MCRs wurden auf dem CPG-gebundenen 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat
7De-dATC16 3 und die 1,3-dipolare Cycloaddition auf dem CPG-gebundenen 16mer 7De-dATC-Glycin-
Konjugat 7De-dATCis 4 durchgefuhrt. U-4CR: 1. Iminbildung mit Propylamin 25b in MeOH fir 3 h bei RT,
dann Zugabe von tert-Butylisocyanid 23s und Essigsaure 22af, Reaktion bei 50 °C fir 16 h; 2. AMA fir 4 h.
UA-4CR: 1. Iminbildung mit Piperidin 38a in MeOH fir 3 h bei RT, dann Zugabe von tert-Butylisocyanid 23s
und TMSN3 32, Reaktion bei 50 °C fur 16 h; 2. AMA fir 4 h. GBB-3CR: Iminbildung mit 2-Aminopyridin 43a in
MeOH fiir 6 h bei RT, dann Zugabe von tert-Butylisocyanid 23s und 1 % Essigsaure, Reaktion bei RT fiir 16 h;
2. AMA fiur 4 h. 1,3-Dipolare Cycloaddition: Iminbildung mit Benzaldehyd 16e in ACN/TEOF (2:1) fur 6 h bei
RT, dann Zugabe von N,N-Dimethylacrylamid 63a, TEA und AgOAC, Reaktion bei 50 °C fiir 16 h; 2. AMA fir
4 h. 2 Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhdltnis von Startmaterial
7De-dATCi6 3/4 und Produkt 7De-dATCis 5-8. P DNA-Degradation ermittelt mittels analytischer RP-HPLC-
Analyse. 16mer 7De-dATC = 5-CT*C TCT TT7De-dA 7De-dACT 7De-dACC T-3'. T* = Ethynyl-dU wurde mit
N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels CuAAC modifiziert, gefolgt von einer Fmoc-Entschitzung und
darauffolgenden Amidkupplung(en) zur Darstellung der CPG-gebundenen Startmaterialien.
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Die U-4CR, die UA-4CR sowie die Saure-vermittelte GBB-3CR, welche zuvor auf einem
CPG-gebundenen 10mer ATCG-Konjugat hinsichtlich des Substratspektrums untersucht
wurden, konnten unter Verwendung der optimierten Reaktionsbedingungen problemlos
auf dem CPG-gekoppelten 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCis3
durchgefuhrt werden. Fir alle drei Reaktionen konnte im Rahmen der Messgenauigkeit
ein quantitativer Umsatz zu den jeweiligen Zielprodukten 7De-dATCi6 5-7 bei minimaler
DNA-Degradation von bis zu 6 % beobachtet werden (Schema 26). Bei der Ubertragung
der ebenso DNA-kompatiblen Ag(l)-vermittelten 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-
Cycloaddition auf das CPG-gebundene 16mer 7De-dATC-Glycin-Konjugat 7De-dATCi6 4
konnte die Bildung des Zielproduktes 7De-dATCi6 8 mit einem Umsatz von 49 % sowie
vernachlassigbaren Mengen an DNA-Degradierung (<5 %) detektiert werden
(Schema 26). Im Vergleich zu der auf einem CPG-gekoppelten 10mer ATCG-Glycin-
Konjugat ATCGio 11 durchgefiihrten 1,3-dipolaren Cycloaddition entspricht dies einen um
21 % geringeren Umsatz (Kapitel 4.5, Tabelle 12, Eintrag 1). Der nun niedrigere Umsatz
ist moglicherweise auf die verlangerte DNA-Sequenz (10mer vs. 16mer) oder den nun
verwendeten PEG-Linker (vs. Ce-Aminolinker) zuriickzufiihren, welche die Reaktivitat des

Startmaterials beeinflussen kénnen.

Als nachstes wurde die U-4CR/aza-Wittig-Reaktion, welche sich zuvor als nicht
kompatibel mit einer CPG-gebundenen 10mer ATCG-DNA erwies, auf der
CPG-gekoppelten 16mer 7De-dATC-Sequenz untersucht. Das CPG-gebundene
16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCi6 3 wurde mit N-Boc-Piperazin 38b,
Benzoesaure 22ag und (Isocyanoimino)triphenylphosphoran 39 unter Anwendung der
optimierten Reaktionshindungen umgesetzt. N-Boc-Piperazin 38b wurde deshalb
ausgewahlt, um im Hinblick auf eine zukiinftige DEL-Synthese in Folge einer
Boc-Entschiitzung eine freie Aminofunktion zu generieren, welche durch Folgereaktionen
weiter derivatisiert werden kann. Das Zielprodukt 7De-d ATC16 9a wurde mit 39 % Umsatz
gebildet und es konnte im Vergleich zur Verwendung eines CPG-gekoppelten
10mer ATCG-Aldehyd-Konjugats ATCG1 2a eine um 8 % geringere DNA-Degradation
von 24 % beobachtet werden (Tabelle 16, Eintrag 1). Darauffolgend wurde der Einsatz
diverser Sauren im Rahmen der U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf chemisch modifizierter,
CPG-gebundener 16mer 7De-dATC-DNA untersucht (Tabelle 16). Insgesamt fiihrte die
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion (im Vergleich zur Untersuchung auf hexT) zu geringeren
Umsétzen von 32-49 % bei einer DNA-Degradation zwischen 14 und 35 %. Der im
Vergleich zum analysierten Substratspektrum auf hexT-DNA verringerte Umsatz ist
gegebenenfalls auf die um 10 Basenpaare verlangerte DNA-Sequenz zurtickzufiihren
(Vergleich Tabelle 16 mit Tabelle 8 aus Kapitel 4.3).
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Tabelle 16: Untersuchung des Substratspektrums der U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf CPG-gebundenem
16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-d ATCis 3 durch Einsatz diverser Sauren.2

O 1.DCE,RT, 3h
0 o~©—/ 2. o)
>_/ R‘lJJ\

OH Boc
e 2 N
( / =NIn= <r—
B ?oc C=N—N=PPhjy N—)
- N 39 o o
DCE, 50 °C, 16 h } / -
+ [N] y (0]
/\/\ H 3.AMA,RT, 4 h NH N‘N/)\R1
7De-dATC 44 3 38b 7De-dATC 44 9
. N Umsatz DNA- Masseper.
Eintrag Produkt Saure [%]° Degradierung [%]°  Masseqer®
(0]
7De-dATC1s OH 5488,0
1 %a Ej)k 39 24 5489,1
22ag
(0]
7De-dATC1s OH 5518,0
2 9b \OQA 39 28 5518,4
22aw
(@]
3 7De-dATCe OH 3 - 5556,0
9c 5557,2
22ax
0
7De-dATC1s OH 5506,0
4 9d FJ@)L 49 18 5507.5
22au
(@]
7De-dATCe F OH 5506,0
> 9e j@* 33 14 5507,7
22as
F (0]
7De-dATC1s OH 5506,0
6 of @A “ 2 5506.9
22ay
Br 0
7De-dATCis m 5580,9
7 % oH 41 35 5581,9
22az
(@]
8 7De-dATC1s /O\)J\OH 49 29 5456,0
9h 5457,0
22ba

a Das CPG-gebundene 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCai6 3 (20 nmol) und N-Boc-Piperazin
38b (1000 Aquiv., 20 pmol) wurden in 30 uL DCE bei Raumtemperatur fiir drei Stunden zur Iminbildung
inkubiert. AnschlieRend wurden (Isocyanoimino)triphenylphosphoran 39 (1000 Aquiv., 20 pmol) und die Séure
22 (1000 Aquiv., 20 pmol), geldst in 80 uL DCE, hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C
fur 16 h geschuttelt. Die Entschiitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-
Losung bei Raumtemperatur fiir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem
Verhéltnis von Startmaterial 7De-dATC1s 3 und Produkt 7De-dATC16 9. ¢ DNA-Degradation ermittelt mittels
analytischer RP-HPLC-Analyse. @ Massendetektion mittels MALDI-MS. 16mer 7De-dATC = 5'-CT*C TCT
TT7De-dA 7De-dACT 7De-dACC T-3'. T* = Ethynyl-dU wurde mit N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels CUAAC
modifiziert, gefolgt von einer Fmoc-Entschiitzung und darauffolgender Amidkupplung zur Darstellung des
CPG-gebundenen Startmaterials.
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Eine weitere Reaktion, die zu erheblicher Degradation nativer DNA (bis zu 69 %) fihrte,
stellt die zuvor auf 10mer TC-DNA  etablierte  Yb(PFO)s-katalysierte
Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von substituierten Pyrazolverbindungen dar.
Um die Kompatibilitat dieser Reaktion mit chemisch modifizierter DNA zu analysieren,
wurde das CPG-gekoppelte 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCis 3 unter
Anwendung der optimierten Reaktionsbedingungen mit Phenylhydrazin 52a und
Acetessigester 53a zur Reaktion gebracht. Im Vergleich zur Reaktion auf
CPG-gebundener 10mer ATCG-DNA unter Verwendung der gleichen Substrate, bei
welcher eine DNA-Degradation von 69 % festgestellt wurde, konnte hierbei eine deutliche
Reduktion der DNA-Degradierung auf 33 % beobachtet werden (Tabelle 17, Eintrag 1).
Gleichzeitig fuhrte die Reaktion zur Bildung des Zielprodukts 7De-dATCis 10a mit einem
Umsatz von 50 %. Als ndchstes wurden Untersuchungen zum Substratspektrum der
Yb(ll)-katalysierten Pyrazolsynthese auf dem CPG-gekoppelten 16mer 7De-dATC-
Aldehyd-Konjugat 7De-dATC;¢ 3 durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden

diverse aromatische Hydrazine getestet (Tabelle 17).

Tabelle 17: Untersuchung des Substratspektrums der Yb(PFO)s-vermittelten Dreikomponentenreaktion zur
Darstellung von substituierten Pyrazolen auf CPG-gebundenem 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat
7De-dATCis 3 durch Einsatz diverser aromatischer Hydrazine.2

>\ /O—/ 1To|uo| RT, 0,5 h

(0]

NH
M o/\
< X
| 9 Yb(PFO),
R1 Toluol, 50 °C,16 h
@ A TDe-dATC 443 52 3.AMA, RT, 4 h 7De-dATC 5 10
. . Umsatz DNA- Masseper.
Eintrag Produkt Hydrazin [%]° Degradierung [%]°  Masseqer®
N.
7De- @ NH, 5373,9
1 dATCis 10a 50 33 5371.0
52a
7De- O Mo, 5403,9
2 dATC110b o 21 50 5405.0
52b
7De- /@H‘NHZ 5387,9
3 dATCys 10c 44 29 53887
52c
7De- \QN‘NHZ 5387,9
4 dATCys 10d 39 35 5389 6
52d
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Fortsetzung Tabelle 17

N

7De- “NH, 5387,9

5 dATCis 10e @ 41 46 5390,4
52e

YQ N\NHZ

7De- . 5441,9

6 dATCi 10f ¢ 44 17 5443,5
52f

7De- O Mo, 5408.3

7 dATC1610g ¢ 56 20 5409,5
529

cl N.

8 7De- \©/ NH, 51 00 5408,3

dATCi6 10h 5410,1
52h
Cl H

7De- “NH, 5408,3

o dATCy6 10i @ 56 25 5409,6
52i

7De- ~ H‘NHZ 5457,9

10 dATCs 10j o atl 25 5459,5
52
N N

7De- ~ o N 5375,8

1 4ATCi 10k [\Nj n.d. - n.d.

52k

@ Das CPG-gebundene 16mer 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATC1s 3 (20 nmol) und das Hydrazin 52
(250 Aquiv., 5 pumol) wurden in 30 pL Toluol bei Raumtemperatur fiir 30 min zur Iminbildung inkubiert.
AnschlieRend wurden Acetessigester 53a (3000 Aquiv., 60 pmol) sowie Yb(PFO)s (250 Aquiv., 5 umol), gelost
in 50 pL Toluol, hinzugegeben und die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fiur 16 h geschuttelt. Die
Entschitzung sowie die Abspaltung der DNA von der festen Phase erfolgte mit AMA-LOsung bei
Raumtemperatur fir 4 h. ® Umsatzbestimmung mittels analytischer RP-HPLC-Analyse aus dem Verhaltnis von
Startmaterial 7De-dATCi6 3 und Produkt 7De-dATCi6 10. ¢ DNA-Degradation ermittelt mittels analytischer
RP-HPLC-Analyse. 9 Massendetektion mittels MALDI-MS. 16mer 7De-dATC = 5'-CT*C TCT TT7De-dA 7De-
dACT 7De-dACC T-3'. n.d. = nicht detektiert. T* = Ethynyl-dU wurde mit N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels
CuAAC modifiziert, gefolgt von einer Fmoc-Entschitzung und darauffolgender Amidkupplung zur Darstellung
des CPG-gebundenen Startmaterials.

Erneut konnte beobachtet werden, dass Phenylhydrazine mit elektronenschiebenden
Gruppen zu einer héheren DNA-Degradierung (29-50 %; Tabelle 17, Eintrage 2-5) fiihren
als Phenylhydrazine mit einer geringeren Elektronendichte (17-25 %; Tabelle 17,
Eintrage 6-10). Allerdings konnte fur die Yb(lll)-vermittelte Pyrazolsynthese auf dem
CPG-gekoppelten 7De-dATC-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCis3 im Vergleich zum
CPG-gebundenen TC-DNA-Aldehyd-Konjugat Tci0 2 bei Einsatz von
elektronenschiebenden Substituenten eine insgesamt geringere DNA-Degradierung um
2-28 % detektiert werden, wobei gleichzeitig &hnliche Umsatze erzielt wurden
(Vergleich Tabelle 17 mit Tabelle 14 aus Kapitel 4.6). Hingegen konnte unter Verwendung
von  Phenylhydrazinen mit elektronenziehenden  Gruppen eine  ahnliche
DNA-Degradierung der 7De-dATC- und der TC-DNA detektiert werden, jedoch wurden in
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diesem Fall etwas geringere Umsétze zum jeweiligen 7De-dATC-Produkt generiert
(Vergleich Tabelle 17 mit Tabelle 14 aus Kapitel 4.6).

5.4 Experimente zur Boc-Entschiitzung von 7De-dATC-gebundenen
U-4CR/aza-Wittig-Produkten

In vielen Fallen wird bei der Synthese von DNA-kodierten Substanzbibliotheken auf
Schutzgruppenchemie zurtickgegriffen. Eine der kommerziell am haufigsten verwendeten
Schutzgruppen von Molekilbausteinen stellt die Boc-Schutzgruppe dar. Der Einsatz von
Boc-Schutzgruppen in der DEL-Synthese basierend auf der CPG-Strategie hat den
Vorteil, dass es bei der chromatographischen Aufreinigung der DNA-Molekil-Konjugate
zu einer signifikanten Verschiebung der Retentionszeit im Vergleich zu den
Startmaterialien und den DNA-Degradationsprodukten sowie DNA-Abbruchsequenzen
kommt und somit eine Isolierung der jeweiligen Zielprodukte und folglich eine hohe
Reinheit der finalen DEL erzielt werden kann. Die Entfernung von Boc-Schutzgruppen
erfolgt typischerweise unter stark sauren Bedingungen und stellt damit eine
Herausforderung in der DEL-Technologie dar, da native DNA unter stark sauren

Bedingungen degradiert wird.

Im vorausgegangenen Stabilitidtsscreening wurde gezeigt, dass die chemisch modifizierte,
Festphasen-gebundene 7De-dATC-DNA in Gegenwart wassriger TFA-LOsung Uber einen
langeren Zeitraum stabil ist (Kapitel 5.1). Ermutigt durch diesen Befund, wurde das vom
CPG-abgespaltene, 7De-dATC-gekoppelte U-4CR/aza-Wittig-Produkt 7De-dATCie 9f
ebenfalls mit wassriger 10 %iger TFA-L6sung fir 4 h behandelt. Nach ethanolischer
Fallung der Reaktionsmischung konnte in der Tat das gewlinschte Boc-entschitzte
DNA-Konjugat 7De-dATCi6 11, auch in diesem Fall ohne detektierbare Degradation der
chemisch modifizierten DNA, nachgewiesen werden (Abb. 39).
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Abbildung 39: TFA-vermittelte Boc-Entschiitzung eines 7De-dATC-DNA-U-4CR/aza-Wittig-Produktes.
A. RP-HPLC-Chromatogramm des 7De-dATC-DNA-Aldehyd-Konjugats 7De-dATCi63. B. RP-HPLC-
Chromatogramm der Reaktionsmischung der durchgefiihrten U-4CR/aza-Wittig-Reaktion auf dem
CPG-gebundenen  7De-dATC-DNA-Aldehyd-Konjugat 7De-dATCi63 mit  N-Boc-Piperazin  38b,
2-Fluorobenzoesaure 22ay und (Isocyanoimino)triphenylphosphoran 39. C. RP-HPLC-Chromatogramm des
Uber praparativer RP-HPLC isolierten 7De-dATC-DNA-U-4CR/aza-Wittig-Produktes 7De-dATCise 9f.
D. RP-HPLC-Chromatogramm der Reaktionsmischung in Folge der TFA-vermittelten Boc-Entschiitzung des
7De-dATC-DNA-U-4CR/aza-Wittig-Produktes 7De-dATCise 9f.
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6 Diskussion und Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Technologie der DNA-kodierten

Substanzbibliotheken und wurde in drei Abschnitte unterteilt.

Im ersten Teil wurde eine Indol-fokussierte DNA-kodierte Substanzbibliothek basierend
auf der Ugi-Vierkomponentenreaktion unter Verwendung des im Arbeitskreis
Brunschweiger etablierten TIDEC-Kodierungsformates erfolgreich synthetisiert und gegen
die Proteine MDM2 und TEAD4 selektioniert (Schema 27 und Abb. 40).17:153

O

HN
o OH
hexT cn—

18 Isocyanide

U-4CR

hexT

Alkin-Azid-
Cycloaddition

tiDEL
8.112 Molekiile

Schema 27: tiDEL-Synthese.[*53]

Trotz ihrer im Vergleich zu anderen DELs (108-10° Molekile in drei bis vier
Synthesezyklen) geringen BibliotheksgréRe (8.112 Molekule), war diese DEL sehr
produktiv und es konnten mehrere Molekile, welche im Selektionsassay angereichert
wurden, nach erfolgter Hit-Resynthese als MDM2- bzw. TEADA4-Binder validiert
werden.'>3 Einer der identifizierten TEAD4-Binder war auRerdem in der Lage, die
TEAD-YAP-Protein-Protein-Wechselwirkung nicht nur in vitro, sondern auch in Zellen zu
inhibieren. Unter Verwendung dieser kleinen, aber fokussierten DEL konnte somit fir ein
Proteintarget, welches als schwierig zu adressieren gilt und fur welches es bislang kaum
bekannte Inhibitoren gibt, ein PPI-Inhibitor identifiziert werden. Der Bindungsmodus der
im Selektionsassay gefundenen Molekile konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgekléart
werden und bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Ebenfalls er6ffnet diese Arbeit

Raum fur Studien zu einem besseren Verstandnis der Struktur-Wirkungs-Beziehungen.
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Abbildung 40: Affinitats-basiertes Selektionsassay der tiDEL gegen hTEAD4 mit anschlielRender
Hit-Identifizierung, -Resynthese und -Validierung.[53

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Uberfiihrung diverser chemischer
Reaktionen auf DNA zur Erweiterung des Spektrums an Synthesemethoden fir das
Design von DELs. Zu Beginn dieser Arbeit (Dezember 2017) beinhaltete dieses
grol3tenteils Carbonyl-basierte Chemie, nukleophile (aromatische)
Substitutionsreaktionen sowie sp2-sp?-Kreuzkupplungen. Viele der bislang publizierten
Synthesestrategien von DNA-kodierten Molekulen finden, da sie auf der
,headpiece“-Strategie beruhen, in Wasser oder in wassrigen L&sungsmittelgemischen
statt. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen auf den im Arbeitskreis Brunschweiger
etablierten Festphasen-basierten Ansatz zurlickgegriffen. Neben der freien Auswahl an
organischen (trockenen) Lésungsmitteln sowie der Moglichkeit, Reaktionsmischungen
Uber Filtration zu reinigen, profitiert dieser Ansatz von einer erhdhten Stabilitdt der
Festphasen-gebundenen DNA-Oligonukleotide durch das Vorhandensein von
Schutzgruppen an den einzelnen Nukleotiden. In einer systematischen Analyse, welche
parallel zur Erstellung dieser Arbeit erfolgte, wurde die deutlich erhthte Stabilitat
CPG-gebundener DNA-Sequenzen in Anwesenheit von diversen Metallsalzen und

organischen Reagenzien gezeigt.[¢!

Basierend auf der CPG-Festphasenstrategie konnten insgesamt sechs verschiedene
Reaktionen auf ein DNA-Kodierungsformat tbertragen werden (Schema 28). Dabei lie3en
sich die Ugi- sowie die Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion, die Groebke-Blackburn-
Bienaymé-Dreikomponentenreaktion und die AgOAc-vermittelte 1,3-dipolare Azomethin-
Ylid-Cycloaddition erfolgreich auf CPG-gebundenen ATCG-DNA-Oligonukleotiden ohne
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groRere DNA-Degradation durchfiihren.*5515¢1  Die Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-
Reaktion und die Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zur Pyrazolsynthese
konnten hingegen zunachst lediglich auf der sehr stabilen, CPG-gebundenen
hexT-Sequenz bzw. auf der ebenfalls CPG-gekoppelten TC-Sequenz etabliert werden. %!
Im Gegensatz zur hexT-DNA ware mit TC-Sequenzen, die ein &hnliches Stabilitatsprofil

wie hexT besitzen, eine Kodierung von einigen wenigen Startmaterialien moglich.
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Schema 28: Etablierung diverser chemischer Reaktionen auf CPG-gebundener DNA . [155.156]

Die U-4CR, die GBB-3CR sowie die 1,3-dipolare Cycloaddition wurden zunachst auf der
stabilen CPG-gebundenen hexT-Sequenz optimiert und im Anschluss wurden die
optimierten Reaktionsbedingungen auf eine CPG-gekoppelte 10mer ATCG-DNA uberfihrt
und dadurch auf ihre DNA-Kompatibilitat untersucht. In Zukunft sollte die Optimierung der
Reaktionsbedingungen direkt auf einer ATCG-DNA-Sequenz, oder wenigstens auf einer
TC-Sequenz aufgrund der Moglichkeit der Kodierung, unter Beriicksichtigung der
DNA-Stabilitéat, durchgefihrt werden. Reaktionsbedingungen, die im Laufe einer

Optimierung getestet werden und in geringen Umsatzen resultieren, kdnnten
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gegebenenfalls gleichzeitig zu einer geringeren Degradierung der ATCG-DNA fihren,
wahrend die optimierten Reaktionsbedingungen die ATCG-DNA komplett degradieren

kdnnen.

Im Hinblick auf eine mdgliche Anwendung der Isocyanid-basierten MCRs zur Synthese
von DELs wurden, mit Ausnahme der GBB-3CR, bifunktionelle Boc-geschitzte
Molekilbausteine (Boc-geschitztes Aminopiperidin - 25m und Boc-geschitztes
Aminopiperazin 38b) getestet. Da die Verflgbarkeit der Isocyanide ein limitierender Faktor
zur Synthese groRRerer Substanzbibliotheken darstellt, wirde sich fur die GBB-3CR ein
Boc-geschitztes Isocyanid eignen. Im weiteren Verlauf einer moglichen DEL-Synthese
konnte im Anschluss an die Boc-Entschitzung die freie Aminofunktion, beispielsweise
Uber Amidkupplung mit unterschiedlichen Carbonséuren, maodifiziert werden. Die
Herstellung einer DEL Uber die Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zur
Darstellung von DNA-Pyrazol-Konjugaten weist hingegen einen deutlich limitierten
Anwendungsbereich bezuglich der einsetzbaren Hydrazine auf. Fur den weiteren Verlauf
einer moglichen DEL-Synthese koénnte der im DNA-Pyrazol-Konjugat vorhandene Ester
gespalten und anschlieend in einer Amidkupplung mit Aminen als Diversitatselement
umgesetzt werden. Eine Strategie zur Darstellung von substituierten Pyrrolidinen Uber die
Ag()-vermittelte  1,3-dipolare  Azomethin-Ylid-Cycloaddition im Rahmen einer
DEL-Synthese wurde bislang noch nicht ndher untersucht. Die Verwendung des
Dipolarophils N,N-Dimethylacrylamid 63a resultiert in schwer spaltbaren Amiden und der
Einsatz von Acrylsauremethylester 63b sowie Maleinsduredimethylester 63c fiihrte zur
Bildung der Zielprodukte in geringen Umsatzen zwischen 10-20 %. Eine Mdglichkeit zur
Anwendung der 1,3-dipolaren Azomethin-Ylid-Cycloaddition im Rahmen einer
DEL-Synthese konnte darauf basieren, den Pyrrolidin-Stickstoff durch Amidkupplung bzw.
reduktiver Aminierung zu derivatisieren. In diesem Fall miisste jedoch die Reaktivitat

dieses Stickstoffs naher untersucht werden.

Der groRe Nutzen der eingesetzten CPG-Festphasenstrategie zeigt sich auch daran, dass
parallel zur vorliegenden Arbeit weitere organische Reaktionen in der Arbeitsgruppe
Brunschweiger erfolgreich auf CPG-gebundener DNA Uberfuhrt werden konnten. Unter
anderem wurde die Yb(lll)-vermittelte = Castagnoli-Cushman-Reaktion, eine
ZnCly-mediierte aza-Diels-Alder-Reaktion, eine (R)-(-)-BNDHP-vermittelte Povarov- sowie
die Biginelli-Reaktion als auch eine Kupfer(l)/Bipyridin-vermittelte Petasis-Reaktion auf

Festphasen-gekoppelten DNA-Sequenzen beschrieben.155:46.15€]

Die Relevanz dieser Forschung wird aulerdem dadurch untermauert, dass seit Beginn

der vorliegenden Arbeit ebenso von anderen Arbeitsgruppen eine Vielzahl an chemischen
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Reaktionen, wie beispielsweise eine sp?-sp3-Kreuzkupplung zwischen DNA-gekoppelten
Arylhalogeniden und redoxaktiven Esterverbindungen, eine Ir-/Ni-katalysierte
Photoredoxreaktion zwischen Carbonsauren und DNA-gebundenen Arylhaliden oder die
Synthese von gesattigten Heterozyklen unter Verwendung von SnAP-Reagenzien, dem

Synthesespektrum von DELs hinzugefuigt werden konnte.[59-161]

Eine weitere Mdoglichkeit zur Ubertragung von chemischen Reaktionen, besonders
solchen, die harschere Reaktionsbedingungen bendtigen, ist der Einsatz von chemisch
modifizierten DNA-Oligonukleotiden. Im letzten Abschnitt der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass ATC-DNA-Sequenzen, in denen die natirliche Nukleobase Adenin
durch die Base 7-Deazaadenin ausgetauscht wurde, im Rahmen einer
Kodierungsstrategie ligiert, amplifiziert und auch sequenziert werden kénnen (Abb. 42).
Der eigentliche Vorteil der Verwendung der chemisch modifizierten 7De-dATC-DNA
basiert auf der deutlich erhdhten Stabilitat gegenuber Reaktionsbedingungen, die zu
Depurinierung der DNA fuhren konnen. Neben den ATCG-kompatiblen chemischen
Reaktionen (U-4CR, UA-4CR, GBB-3CR, 1,3-dipolare Cycloaddition), welche problemlos
auf CPG-gebundene 7De-dATC-DNA Uberfuhrt werden konnten, konnten ebenso die
U-4CR/aza-Wittig-Reaktion sowie die Yb(PFO)s-vermittelte Pyrazolsynthese auf
CPG-gekoppelte, chemisch modifizierte DNA mit verringerter DNA-Degradation
Ubertragen werden (Schema 28). Parallel dazu konnte durch die AG Brunschweiger ferner
die TFA-vermittelte Pictet-Spengler-Reaktion als auch die Au(l)-vermittelte
Pyrazol(in)synthese auf CPG-gebundener, chemisch modifizierter DNA ohne
detektierbarer DNA-Degradation tberflhrt werden. Beide genannten Reaktionen konnten
zuvor lediglich auf der sehr stabilen, CPG-gekoppelten hexT-Sequenz erfolgreich
durchgefuhrt werden. Zuletzt konnte im Hinblick auf eine mdgliche DEL-Synthese die
Abspaltung von Boc-Schutzgruppen in wassriger Losung demonstriert werden. Die
Boc-Schutzgruppe ist nicht nur eine der am haufigsten verwendeten Schutzgruppen in
Molekilbausteinen, sondern sie sorgt aufgrund ihrer ausgepragten Hydrophobizitat fir
eine signifikante Verschiebung der Retentionszeit wahrend der chromatographischen
Aufreinigung von DNA-Molekil-Konjugaten. Der Einsatz von chemisch modifizierten
DNA-Sequenzen erweitert demnach nicht nur das Repertoire an mdoglichen
Synthesemethoden von DELSs, sondern erleichtert gleichzeitig die Synthese von DELs mit

héherer Reinheit.
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Abbildung 42: Vergleich der chemisch stabilisierten 7De-dATC-DNA mit hexT- sowie ATCG-DNA.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde erfolgreich eine neue, effizientere Kodierungsstrategie
entwickelt, die es erlaubt, Gemische von kodierten, CPG-gebundenen Startmaterialien
einzusetzen.*® Im Vorfeld dieser Strategie wurde gezeigt, dass fur die Kodierung der
Startmaterialien auf kurze DNA-Sequenzen (10-16mere) zuriickgegriffen werden muss,
da langere DNA-Oligonukleotide aufgrund von zu &hnlichen Retentionszeiten der
Produkte gegenuber den Startmaterialien keine saubere Isolierung der
DNA-Molekil-Konjugate durch chromatographische Aufreinigung gewahrleisten.
Demnach mussen die fur spatere Amplifikationsreaktionen  notwendigen
Primer-Sequenzen nachtraglich eingefihrt werden. In dieser Strategie erfolgt dies unter
anderem Uber eine DNA-Haarnadelstruktur. Eine weitere Besonderheit der neuen
Kodierungsstrategie ist die Verwendung einer Universaladapter-DNA als Gegenstrang zu
den jeweiligen DNA-Barcodes der CPG-gebundenen Startmaterialien, welche die
Kodierung von Gemischen erleichtert. Gegenstand aktueller Forschung ist die Synthese
einer ,proof of concept“DEL basierend auf der neuen Kodierungsstrategie unter
Verwendung von 7De-dATC-Oligonukleotiden zur Kodierung der Startmaterialien
(Schema 29). Ferner sollen in dieser DEL geeignete Schutzgruppen, welche zu einer
signifikanten Verschiebung der Retentionszeiten fithren, eingesetzt werden, um eine DEL

mit hoher Reinheit zu generieren.
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Schema 29: Schema zur Synthese einer ,proof of concept“DEL unter Verwendung von chemisch
stabilisierten DNA-Barcodes im Rahmen der neuen Haarnadel-DNA-basierten Kodierungsstrategie.
FG = Funktionelle Gruppe

In der vorliegenden Arbeit konnte somit eine neue, effizientere Strategie zur Synthese von
DNA-kodierten Substanzbibliotheken entwickelt werden, die es nicht nur erlaubt, DELS mit
hdherer Reinheit zu generieren, sondern es ebenso ermdglicht, DELs herzustellen, welche
einen groBeren Teil des chemischen Strukturraums abdecken. Die chemische
Stabilisierung der Purinbase Adenin erhéht besonders die Saurestabilitat der DNA,
wodurch Séaure-katalysierte Reaktionen, die normalerweise in DNA-Depurinierung
resultieren, nun mdglich werden. Ferner wurde durch den Austausch von Adenin zu
7-Deazaadenin neben der Saurestabilitat ebenso die Toleranz gegenliber einigen
Metallsalzen erh6ht. Da das Spektrum an Synthesemethoden durch die Stabilisierung der
DNA vergroRert wurde, aber noch nicht ansatzweise ausgeschopft ist, ist die Uberfiihrung
weiterer chemischer Reaktionen Teil aktueller Forschung. Zwar ermdglicht das etablierte
kombinatorische ,split and pool“-Verfahren die Synthese zahlenmalig extrem grof3er
DNA-kodierter Substanzbibliotheken, allerdings kdnnen ebenso kleinere, (Target-)
fokussierte DELs zielfiihrend sein, wie auch die hier vorliegende Arbeit zeigt. Die neue
Kodierungsstrategie kann zu einem Paradigmenwechsel im DEL-Design in Richtung

kleinerer, strukturell diverser kodierter Screeningbibliotheken beitragen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel wurden bei den
Firmen abcr, Acros Organics, Aldrich Market Select, Alfa Aesar, Fisher Scientific,
Fluorochem, Merck, Roth, Sigma Aldrich, TCl und VWR erworben. Sofern nicht zusétzlich
vermerkt, wurden alle kommerziell erhaltlichen Chemikalien und trockenen Losungsmittel
(ACN, CHCI,, 1,2-Dichlorethan, DMF, EtOH, MeOH, THF, Toluol) wie vom Hersteller
erhaltlich  verwendet. Wasser wurde vor der Verwendung durch das

Wasseraufbereitungssystem MicroPure (Firma TKA) gereinigt.

Auf controlled pore glass (CPG, 1000 A)-gebundene, mit einem 5'-Aminolinker-
modifizierte DNA-Oligonukleotide (hexT, 10mer TC, 10mer ATCG, 31mer ATCG) wurden
von der Firma IBA synthetisiert und die CPG (1000 A)-gebundenen 16mer 7De-dATC-

Alkin-Konjugate wurden von der Firma Ella Biotech erworben.

7.2 DEL-basierte chemische Methoden

Vakuumverteiler. CPG-gebundene DNA-Molekil-Konjugate wurden gefiltert und
gewaschen uUber Synthesesaulen (HTI Bio-X) unter Verwendung eines Vac-Man-

Vakuumverteilers der Firma Promega und der Firma Sigma Aldrich.

Vakuumzentrifugen. Die Entfernung von Ldsungsmitteln aus Proben mit
DNA-Oligonukleotiden erfolgte mit Hilfe der Zentrifuge des Modells Concentrator 5301 von
der Firma Eppendorf, mit der von der Firma GeneVac hergestellten Zentrifuge miVac Duo
concentrator sowie mit der Zentrifuge RVC 2-18 CDplus von Martin Christ

Gefriertrocknungsanlagen.

Praparative Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC).
Oligonukleotid-Molekil-Konjugate wurden (ber eine Shimadzu Prominence-HPLC,
ausgestattet mit einer C1s-Saule von Phenomenex (Gemini, 5um, 110 A, 50 x 10 mm) und
dem Detektor SPD-M20A (Shimadzu), gereinigt. Es wurde ein Gradient aus
100 mM Triethylammoniumacetat (TEAA)-Puffer (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH
(Eluent B) mit einer Flussrate von 5 mL-min? verwendet. Produkt-enthaltene Fraktionen

wurden gesammelt und aufkonzentriert.

Methode 1: Schrittweiser Gradient von 30 % zu 80 % B in 13 min, dann 80 % zu
100 % B innerhalb einer Minute, gefolgt von 100 % B fir drei Minuten.
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Methode 2: Schrittweiser Gradient von 20 % zu 70 % B in 13 min, dann 70 % zu
100 % B innerhalb einer Minute, gefolgt von 100 % B fiir drei Minuten.

Analytische Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (RP-
HPLC 1). Die HPLC-Analyse von Oligonukleotid-Molekil-Konjugaten erfolgte unter
anderem Uber eine Shimadzu Prominence-HPLC, ausgestattet mit einer Cis-Sdule von
Phenomenex (Gemini, 5pum, 110 A, 50x 4,6 mm). Der Produktumsatz wurde durch

Integration der Peaks bei einer Wellenlange von 254 nm ermittelt.

Methode: Schrittweiser Gradient von 10 % zu 80 % B in neun Minuten, dann 80 %
zu 100 % B innerhalb einer halben Minute, gefolgt von 100 % B fiir drei Minuten unter
Verwendung eines 10 mM TEAA-Puffers (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH (Eluent B) bei

einer Flussrate von 1 mL-min.

Analytische Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-
HPLC II). AuRerdem wurde ein HPLC-System des Modells Agilent 1200 der Firma Agilent
Technologies, ausgestattet mit einer Eclipse Plus-Cis-Saule (Agilent Technologies,
3,5um, 100x4,6 mm) sowie einem 1100 Multi-Wavelength Detector (Agilent
Technologies, G1365B), zur HPLC-Analyse von Oligonukleotid-Molekiil-Konjugaten
verwendet. Der Produktumsatz wurde durch Integration der Peaks bei einer Wellenlange

von 254 nm ermittelt.

Methode 1: Schrittweiser Gradient von 10 % zu 60 % B in zehn Minuten, dann
60 % zu 100 % B innerhalb zwei Minuten, gefolgt von 100 % B fiir zwei Minuten unter
Verwendung eines 10 mM TEAA-Puffers (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH (Eluent B) bei

einer Flussrate von 0,6 mL-min.

Methode 2: Schrittweiser Gradient von 10 % zu 70 % B in zehn Minuten, dann
70 % zu 100 % B innerhalb zwei Minuten, gefolgt von 100 % B fir zwei Minuten unter
Verwendung eines 10 mM TEAA-Puffers (pH = 8,0, Eluent A) und MeOH (Eluent B) bei

einer Flussrate von 0,6 mL-min™.

Konzentrationsbestimmung. Die Konzentration von Oligonukleotiden sowie
Oligonukleotid-Molekiil-Konjugaten wurde mit Hilfe eines Photometers des Modells
NanoDrop 2000 von Thermo Fisher Scientific durch Messung der Absorption bei einer

Wellenlange von 260 nm bestimmt.
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Matrix—assistierte Laser—Desorption—-lonisierung mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF).
Die Massenanalyse erfolgte mit einem MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer der Firma
Bruker Daltonics unter Verwendung einer Matrix basierend auf
2,4’ ,6’-Trihydroxyacetophenon (THAP, Dichrom).

7.3 Chemisch synthetische Methoden

Dunnschichtchromatographie. Zur Verfolgung des Reaktionsverlaufes mittels
Dunnschichtchromatographie (DC) wurden DC-Platten mit Fluoreszenzindikator UVzsa
(ALUGRAM Xtra SIL G) der Firma Macherey-Nagel verwendet. Molekile wurden

visualisiert durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht oder durch Kaliumpermanganat.

Saulenchromatographie. Kleine organische Molekile wurden chromatographisch unter
Verwendung von Kieselgel (NORMASIL 60, 0,040-0,063 mm, VWR) als Saulenmaterial

aufgereinigt.

NMR-Spektroskopie. Die Aufnahme von H-NMR- und C-NMR-Spektren zur
Charakterisierung der organischen Verbindungen erfolgte mittels der Spektrometer Bruker
AVANCE 400 (400 MHz), Bruker AVANCE 500 (500 MHz) oder Bruker AVANCE 600
(600 MHz) unter Verwendung von CDCl;, CD.Cl, oder MeOD als deuterierte
Losungsmittel (VWR). Die chemische Verschiebung & wurde in parts per million (ppm)
angegeben. Als internen Standard dienten die Restprotonen der Losungsmittel
(CDCl3: 6 =7,26 ppm fur *H, 8=77,16 ppm fur 3C; CD.Cl,: & = 5,32 ppm fiir H,
O = 54,00 ppm fir *C; MeOD: & = 4,87 ppm fir H, & = 49,00 ppm fiir 13C). Multiplizitaten
wurden wie folgt wiedergeben: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), dd
(Dublett von Dublett), m (Multiplett) und br s (breites Singulett). Die Kopplungskonstante
J wurde in Hertz (Hz) angegeben.

Analytische Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (1).

Die Aufnahme von Massenspektren erfolgte mit einer Dionex UltiMate 3000-HPLC
(Thermo Scientific), ausgestattet mit einem DAD-300-Detektor (210, 254, 280 und
350 nm, Thermo Scientific) und gekoppelt mit einem LCQ Fleet-Massenspektrometer
(Thermo Scientific) (lonisierungsmethode: Elektrospray-lonisation). Es handelt sich bei
der verwendeten Cig-Séule um eine des Modells NUCLEODUR Gravity (1,8 um,
50 x3 mm) der Firma Macherey-Nagel. Der Gradient wurde aus zwei Lésungsmitteln
(A=0,1% TFA in dH,0O, B=0,1 % TFA in ACN) zusammen gemischt. Die Flussrate
betrug 0,4 mL-min.
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Methode: Schrittweiser Gradient von 10 % zu 10 % B fur eine halbe Minute, gefolgt

von 10 % zu 95 % B in sieben Minuten.

Analytische Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (I1).

AuRerdem erfolgte die Aufnahme von Massenspektren mit einem HPLC-System von
Agilent Technologies (1100 Serie), ausgestattet mit einem ESA Corona-Detektor und
gekoppelt mit einem Finnigan LCQ Advantage Max-Massenspektrometer (Thermo
Scientific) (lonisierungs-methode: Elektrospray-lonisation). Es handelt sich bei der
verwendeten Cig-Sdule um eine des Modells NUCLEODUR Gravity (3,0 um, 125 x 4 mm)
der Firma Macherey-Nagel. Der Gradient wurde aus zwei Losungsmitteln (A = 0,1 % TFA
in dH20, B = 0,1 % TFA in ACN) zusammen gemischt. Die Flussrate betrug 0,4 mL/min™,

Methode: Schrittweiser Gradient von 1 % zu 10 % B fir eine Minute, gefolgt von
10 % zu 95 % B in neun Minuten.

Hochaufldsende Massenspektrometrie. Hochauflésende Massenspektren wurden mit
Hilfe eines LTQ Orbitrap-Massenspektrometers (Thermo Scientific), gekoppelt an ein
Accela-HPLC-System (Thermo Scientific) und unter Verwendung einer Hypersil GOLD-
Saule (1,9 um, 50 x 1 mm, Thermo Scientific), aufgenommen (lonisierungsmethode:

Elektrospray-lonisation).

7.4 Reagenzien sowie Gerate fur biologische Methoden

DNA-Barcodes, DNA-Primer und die Haarnadel-DNA wurden von der Firma Integrated
DNA Technologies (IDT) bezogen. AuRerdem wurde der IDTE-Puffer (10 mM Tris,
0,1 mM EDTA) von IDT verwendet, um DNA-Oligonukleotide zu resuspendieren oder zu

verdinnen.

Zur Phosphorylierung der 5'-Enden von DNA-Oligonukleotiden wurden eine
T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK, Thermo Fisher Scientific), 1x PNK-Puffer A
(50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;, 5 mM DTT, 0,1 mM Spermidin, pH = 7,6 bei 25 °C,

Thermo Fisher Scientific) und ATP (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Ligationen von DNA-Oligonukleotiden erfolgten enzymatisch mit einer T4 DNA-Ligase
(T4 DNA ligase rapid, Biozym oder T4 DNA ligase, New England Biolabs) in
1x T4 DNA-Ligasepuffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 1 mM ATP, pH =7,6
bei 25 °C, Biozym oder 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, pH=7,5
bei 25 °C, New England Biolabs).
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Zur Vervielfaltigung von DNA-Oligonukleotiden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion
wurden eine Tagq DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 1x Tag-Puffer
(20 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0,08 % (v/v) Nonidet P40, pH = 8,8 bei 25 °C, Thermo Fisher
Scientific), MgCl> (Thermo Fisher Scientific) und dNTP Mix (Biozym) verwendet. Die
Amplifikation von DNA-Strangen erfolgte in einem Thermocycler des Modells Biometra
TAdvanced von Analytik Jena. PCR-Produkte wurden aufgereinigt mit Hilfe des Kits
QIAquick PCR Purification (Qiagen) unter Zuhilfenahme der Zentrifuge des Modells 5415R
von Eppendorf.

Fir die Auftrennung von DNA-Oligonukleotiden nach ihrer Lange mittels
Agarose-Gelelektrophorese wurde Agarose der Firma Biozym bezogen. Die fir die
Gelelektrophorese benétigten Kammern stammten von der Firma Febikon Labortechnik
und wurden mit dem Netzgerat Powerpac Universal von Bio-Rad betrieben. Zur
Visualisierung der DNA-Oligonukleotide wurde der Farbstoff Midori Green Direct (NIPPON
Genetics Europe) und als Referenz der DNA-Marker GeneRuler Ultra Low Range DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Aufnahme von Gelbildern erfolgte Gber
ein Bio-Rad Gel Doc XR-System sowie Uber ein Imaging-System des Modells FastGene
FAS-Digi PRO von Nippon Genetics.

Die einzelnen Schritte der Kodierung der DEL (Phosphorylierung, Hybridisierung und
Ligation) wurden in einem LightCycler 480 von der Firma Roche in Mikrotiterplatten mit
96 Kavitaten (Kisker Biotech) mit selbstklebenden Verschlussfolien (AB-1170, Thermo
Scientific) durchgefuhrt. Die Zentrifugation der Mikrotiterplatten erfolgte in der Heraeus
Megafuge 8R (Thermo Scientific).

Fur den Selektionsassay wurden HisPur™ Ni-NTA Magnetic Beads (12,5 mg-mL? in
20 % Ethanol) sowie Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads (10 mg-mL? in Wasser mit
0,05 % NaNs3) von Thermo Scientific bezogen. Der Selektionsassay wurde mit Hilfe eines
Magnetracks von New England Biolabs durchgefiihrt. Das Rinderserumalbumin (BSA,
pH = 7,0) stammte von Fisher BioReagents, die herring sperm-DNA (10 mg-mL?) von
Invitrogen und das Tween-20 von Sigma-Aldrich. Die Inkubation der Proteine bzw. der
DNA-kodierten Bibliothek mit den (Protein-beschichteten) magnetischen Kigelchen
erfolgte auf dem Plattformschuittler Unimax 1010 von Heidolph Instruments. Die Elution
der bindenden DNA-Molekiil-Konjugate Uber Hitzedenaturierung der Proteine erfolgte in
einem Thermoschittler des Modells TS-100 von der Firma BioSan. Die Kodierung der
spezifischen Selektionsexperimente und die Einfuhrung der lllumina Adapter-Sequenzen

erfolgte Uber Primer aus dem Nextera XT Index Kit (lllumina).

120



Experimenteller Teil

Zur Untersuchung der Amplifikationseffizienz im Rahmen der Echtzeit-PCR wurde der
LightCycler 480 der Firma Roche verwendet. Weiterhin wurden hierfur die Mikrotiterplatten
mit 96 Kavitaten von Kisker Biotech, selbstklebende Verschlussfolien (AB-1170,
Thermo Scientific) und der SsoAdvanced universal SYBR Green supermix von Bio-Rad

genutzt.

7.5 Gerate fur biophysikalische Methoden

Zur Ermittlung der Bindungsaffinitait von Molekilen an Proteinen mittels der
MST-Technologie wurde das Gerat Monolith NT.115 mit den NT.115 MST Premium
Capillaries (Monolith) verwendet. Die hierfir benétigte Fluoreszenzmarkierung des
gereinigten Proteins erfolgte entsprechend des Protokolls vom Monolith Protein Labeling
Kit RED-NHS (MD-L001).

Zur Untersuchung der Bindung von Molekilen an Proteinen mit Hilfe der
nanoDSF-Technologie wurde das Analysegerat Prometheus NT.48 und die zugehdérigen

high sensitivity NanoDSF capillaries der Firma NanoTemper Technologies verwendet.

Fir die Fluoreszenzpolarisationsexperimente wurden Mikrotiterplatten (Corning 4514)
von Corning verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden mit dem Fluoreszenzreader Spark

von Tecan vermessen.

7.6 Reagenzien und Gerate fir zellbiologische Methoden

Zur Untersuchung des Genexpressionslevels von CTGF wurden die Zellen in
Mikrotiterplatten (6 Kavitaten) der Firma Greiner Bio-One ausplattiert. Das Medium fir die
Zellen bestand aus DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, P04-03590, PAN
Biotech), hitzeinaktiviertes FBS (fetal bovine serum, Capricorn Scientific) sowie aus
L-Glutamin (P04-80100, PAN Biotech). Weiterhin wurden fur die zellbiologischen Arbeiten
DMSO (Zellkulturgrad) von PanReac AppliChem, XMU-MP-1 von MedChemEXxpress, eine
Ldsung bestehend aus 0,05 % Trypsin sowie 0,02 % EDTA in phosphate buffered saline
(PBS)-Puffer (P10-0231SP) von PAN Biotech und DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered
saline, P04-36500) von PAN Biotech verwendet. Die RNA wurde mit Hilfe des Kits RNeasy
Mini von Qiagen extrahiert. Die reverse Transkription mit anschlieBender quantitativer
PCR erfolgte unter Anleitung des Kits SensiFAST Probe Hi-ROX One-Step (Bioline) mit
Hilfe des StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Die Primer sowie
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die Fluorophor-markierten DNA-Sonden wurden von der Firma Integrated DNA

Technologies bezogen.

7.7 Allgemeine Vorschriften fur biologische Methoden

Phosphorylierung der 5'-Enden von DNA-Oligonukleotiden

Fir die 5'-Phosphorylierung von 280 pmol DNA in 20pL wurden 10U T4
Polynukleotidkinase, 1x PNK-Puffer A und 1mM ATP verwendet. Die
Reaktionsmischungen wurden bei 37 °C fiir 20 min inkubiert, im Anschluss bei 75 °C fur

15 min hitzeinaktiviert und langsam auf 4 °C runtergekuhilt.
Ligation von doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden

Im Vorfeld der Ligation wurden die komplementaren DNA-Einzelstrange hybridisiert durch
Inkubation bei 85 °C fiir zehn Minuten und anschlielBendes Abklhlen auf 4 °C. Die Ligation
erfolgte in einem 40 pL Reaktionsansatz mit entweder 80 pmol oder 100 pmol der
jeweiligen DNA-Oligonukleotide, 600 U bzw. 400 U T4 DNA-Ligase sowie 1x T4 DNA-
Ligasepuffer bei 25 °C tber Nacht. Im Anschluss an die Hitzeinaktivierung der DNA-Ligase

bei 75 °C fur 15 min wurden die Ligationsansatze auf 4 °C runtergekdihilt.
Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse von Ligationen oder PCR-Amplifikationen erfolgte mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Oligonukleotide nach
ihrer LaAnge wurde mit 4 oder 5,5 %igen Agarose-Gelen in Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer
(89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH=8,3) bei 150V fir etwa 45 min
durchgefuhrt. Als DNA-Marker wurde der GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder von
Thermo Fisher Scientific verwendet. Die Visualisierung der DNA-Oligonukleotide erfolgte
mit dem DNA-Farbstoff Midori Green Direct (NIPPON Genetics Europe) Uber ein
Dokumentationssystem (Gel Doc XR-System von Bio-Rad sowie FastGene FAS-Digi PRO
von Nippon Genetics).

Ethanolische Fallung von DNA-Oligonukleotiden

Die Préazipitation von DNA-Oligonukleotiden erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen an
3 M wassriger NaOAc-Ldsung (pH = 5,2) sowie 3 oder 4 Volumen 100 %igem Ethanol und
anschlielRender Inkubation bei -80 °C tber Nacht. Nach der Zentrifugation der Proben bei
4 °C fir 30 min und einer Drehzahl von 13.200 rpm wurde der Uberstand abgenommen

und der DNA-RUckstand getrocknet. In einigen Fallen wurde eine erneute ethanolische
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Féallung durch Zugabe von 100 %igem Ethanol und Inkubation bei -80°C fur 1h
durchgefuhrt. Die DNA-Proben wurden nach der Prézipitation in ddH.O oder IDTE-Puffer

aufgenommen.

7.8 Synthese und Selektion einer tiDEL mit anschlieRender Hit-

Resynthese und -Validierung

7.8.1 Synthese der tiDEL

Die Darstellung der fur die tiDEL-Synthese verwendeten Isocyanide (23a,1%? 23b,163]
23C,[163] 236,[164] 23f’[165] 239,[165] 23h,[166] 23i,[166] 23| ,[167] 23m,[168] 23n,[169] 23p’[162] 23q’[170]
23rt7) erfolgte durch Dr. Constantinos Neochoritis und Tryfon Zarganes-Tzitzikas

(Universitat Groningen, Prof. A. D6mling) nach publizierten Bedingungen.

7.8.1.1 Amidkupplung von Fmoc-NH-PEG(4)-COOH an CPG-gebundene,

5'-Aminolinker-modifizierte hexT-DNA

H . H

1. DMT-Entschiitzung

N. Oy N o]

@/\/\/O\(\/)'G DMT - @N\/ \MG \H/W 94\/\NH2

2. HO\H/e\/O%/\N,Fmoc 0

4
0 H hexT 2
22aa

3. Fmoc-Entschiitzung

Schritt 1. Die DMT-Schutzgruppe der CPG-gebundenen, 5'-Aminolinker-modifizierten
hexT-DNA (1 pmol, ~36 mg CPG-gebundene DNA) wurde durch Inkubation mit
200 pL 3 %iger Trichloressigsaure (TCA) in CHCl, fur eine Minute entfernt. Die
DMT-Entschiitzung erfolgte in einer Filtersaule auf einem Vakuumverteiler. Eine
gelb-orangene Farbung der Reaktionslosung zeigte die erfolgreiche Abspaltung der
DMT-Schutzgruppe. Der Vorgang wurde so lange wiederholt, bis keine Farbung der
Ldsung zu beobachten war. Die CPG-gebundene, DMT-entschiitzte hexT-DNA hexT 1
wurde dreimal mit je 200 pL 1 % TEA in ACN, DMF, MeOH, ACN und CHCl, gewaschen

und im Anschluss in vacuo getrocknet.

Schritt 2. Die CPG-gebundene, DMT-entschitzte hexT-DNA hexT 1, Fmoc-NH-PEG(4)-
COOH 22aa und das Kupplungsreagenz HATU wurden in vacuo fir 15 min getrocknet.
AnschlieRend wurden Fmoc-NH-PEG(4)-COOH 22aa (25 pmol, 100 Aquiv.) und HATU
(25 pmol, 100 Aquiv.) in jeweils 300 pL trockenem DMF gelést und daraufhin miteinander
vermischt. Zu diesem Reaktionsgemisch wurde DIPEA (62,5 pmol, 250 Aquiv.) gegeben.
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Die resultierende Reaktionsmischung wurde fuar funf Minuten geschittelt und
anschlieRend zu der in 300 pL trockenem DMF suspendierten, CPG-gebundenen und
DMT-entschiitzten hexT-DNA hexT1 (250 nmol, 1Aquiv.) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur fir zwei Stunden geschittelt. Im
Anschluss wurde das CPG-gebundene hext-PEG(4)-Konjugat Uber eine Filtersaule auf
einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN und CHCl,
gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Die Amidkupplungsreaktion wurde ein
weiteres Mal wiederholt. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge
des CPG-gebundenen DNA-Konjugats (0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 uL AMA bei
Raumtemperatur fur 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Lésung mit 20 pL
Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Ruickstand
in 200 pL ddH.O aufgenommen und gefiltert. Mittels préaparativer RP-HPLC sowie
MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert. Bei einer unvollstéandigen

Amidkupplung (<90 %) wurde die Reaktion ein drittes Mal wiederholt.

Schritt 3. Um nicht reagierte Aminofunktionen zu schiitzen, wurde das CPG-gebundene
hexT-PEG(4)-Konjugat in einer Filtersdule dreimal mit 200 pL einer capping-L6sung
(1:2-Mischung aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und THF/Pyridin/Acetanhydrid
8:1:1 (v/v)) fur 30 s behandelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat
dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN und CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo
getrocknet.

Schritt 4.  Zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe des CPG-gebundenen
hexT-PEG(4)-Konjugats (1 pmol) wurde dieses mit 500 pL einer 20 %igen Piperidinlésung
in DMF behandelt und fur funf Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Im Anschluss
wurde das CPG-gebundene, Fmoc-entschitzte hexT-PEG(4)-Konjugat hexT 2 in eine
Filtersdule Uberfuhrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CH.Cl,

gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet.
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7.8.1.2 Amidkupplung von Mono-tert-butyl-succinat an CPG-gebundene,
PEGylierte hexT-DNA

hexT 2 hexT 3

2. tBu-Entschutzung

Schritt 1. Das CPG-gebundene, Fmoc-entschitzte hexT-PEG(4)-Konjugat hexT 2,
Mono-tert-butyl-succinat 22ab und das Kupplungsreagenz HATU wurden in vacuo fir
15 min getrocknet. AnschlieBend wurden Mono-tert-butyl-succinat 22ab (25 umol,
100 Aquiv.) und HATU (25 pumol, 100 Aquiv.) in jeweils 300 pL trockenem DMF geldst und
daraufhin miteinander vermischt. Zu diesem Reaktionsgemisch wurde DIPEA (62,5 pumol,
250 Aquiv.) gegeben. Die resultierende Reaktionsmischung wurde fur finf Minuten
geschittelt und anschlieBend zu dem in 300 pL trockenem DMF suspendierten,
CPG-gebundenen und Fmoc-entschitzten hexT-PEG(4)-Konjugat hexT 2 (250 nmol,
1 Aquiv.) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden
geschuttelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene hexT-Succinat-Konjugat tber eine
Filtersaule auf einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN
und CH.Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Die Amidkupplungsreaktion
wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zur Uberprifung des Reaktionserfolges wurde eine
kleine Menge des CPG-gebundenen hexT-Succinat-Konjugats (0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit
500 uL AMA bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung
mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der
Ruckstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und gefiltert. Mittels praparativer RP-HPLC
sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert.

Schritt 2. Um nicht reagierte Aminofunktionen zu schiitzen, wurde das CPG-gebundene
hexT-Succinat-Konjugat in einer Filtersdule dreimal mit 200 pL einer capping-Lésung
(1:1-Mischung aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und THF/Pyridin/Acetanhydrid
8:1:1 (v/v)) fur 30 s behandelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat
dreimal mit je 200 pL DMF, MeOH, ACN und CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo

getrocknet.

Schritt 3. Zur Entfernung der tBu-Schutzgruppe des CPG-gebundenen hexT-Succinat-
Konjugats wurde dieses mit 200 pL einer 10 %igen TFA-L6sung in CH.Cl, flr 4 h
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inkubiert. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene, tBu-entschitzte hexT-Saure-
Konjugat hexT 3 in eine Filtersaule tberfuhrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN
sowie CH,Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des
Erfolges der Entschiitzung wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen hexT-Saure-
Konjugats hexT 3 (0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 pL AMA bei Raumtemperatur fir 30 min
inkubiert. AnschlielRend wurde die Losung mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt,
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Riickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und
gefiltert. Mittels praparativer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion
analysiert.

7.8.1.3 Amidkupplung von 3-Formyl-1H-indol-2-carbonsaure bzw. 6-Chloro-3-
formyl-1H-indol-2-carbonsdure an CPG-gebundene, PEGylierte hexT-DNA

O
958!
NH2 OSV(NH N R

NS

22ac, R = H

22ad, R = Cl hexT 4a, R = H
@ hexT 2 @ hexT 4b, R = Cl

Schritt 1. Das CPG-gebundene, Fmoc-entschiitzte hexT-PEG(4)-Konjugat hexT 2, die
3-Formyl-1H-indol-2-carbonsédure  22ac  bzw. die 6-Chloro-3-formyl-1H-indol-2-
carbonsaure 22ad und das Kupplungsreagenz HATU wurden in vacuo fir 15 min
getrocknet. AnschlieRend wurden 3-Formyl-1H-indol-2-carbonséaure 22ac bzw. 6-Chloro-
3-formyl-1H-indol-2-carbonsaure 22ad (25 umol, 100 Aquiv.) und HATU (25 umol,
100 Aquiv.) in jeweils 300 pL trockenem DMF gelést und daraufhin miteinander vermischt.
Zu diesem Reaktionsgemisch wurde DIPEA (62,5 pumol, 250 Aquiv.) gegeben. Die
resultierende Reaktionsmischung wurde fir funf Minuten geschittelt und anschlieRend zu
dem in 300puL trockenem DMF suspendierten, CPG-gebundenen sowie
Fmoc-entschiitzten hexT-PEG(4)-Konjugat hexT 2 (250 nmol, 1 Aquiv.) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur fir zwei Stunden geschittelt. Im
Anschluss wurde das CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4a bzw. hexT 4b
Uber eine Filtersaule auf einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 uL DMF,
MeOH, ACN und CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Die
Amidkupplungsreaktion wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zur Uberprifung des

Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen
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hexT-Aldehyd-Konjugats hexT 4a bzw. hexT 4b DNA (0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 pL
AMA bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung mit 20 pL
Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand
in 200 pL ddH.O aufgenommen und gefiltert. Mittels praparativer RP-HPLC sowie
MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert.

Schritt 2. Um nicht reagierte Aminofunktionen zu schiitzen, wurde das CPG-gebundene
hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4a bzw. hexT 4b in einer Filtersdule dreimal mit 200 uL
einer capping-Losung (1:1-Mischung aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und
THF/Pyridin/Acetanhydrid 8:1:1 (v/v)) fur 30s behandelt. Im Anschluss wurde das
CPG-gebundene hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4a bzw. hexT 4b dreimal mit je
200 pL DMF, MeOH, ACN und CHzCl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet.

7.8.1.4 Ugi-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundenem hexT-Saure-Konjugat

OH
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Das Aldehyd 16a-d (20 umol, 1000 Aquiv.), Propargylamin 25a (20 pmol, 1000 Aquiv.)
und das Isocyanid 23a-r (20 umol, 1000 Aquiv.) wurden zum CPG-gebundenen
hexT-Saure-Konjugat hexT 3 gegeben und es wurde mit Ethanol auf ein Volumen von
50 uL aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wurde bei 80 °C fir 24 h geschiittelt. Das
CPG-gebundene hexT-Ugi-Konjugat hexT 5aa-by wurde in eine Filtersaule tUberfiihrt und
dreimal mit je 200 pL DMF, MeOH, ACN sowie CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo
getrocknet. Das CPG-gebundene DNA-Konjugat wurde mit 500 uL AMA fir 30 min bei
Raumtemperatur von der festen Phase abgespalten und entschiitzt. Anschlieend wurde
die Losung mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH =7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und gefiltert. Das Produkt
wurde mit Hilfe der praparativen RP-HPLC (Methode 1) gereinigt. Produkt-enthaltene

Fraktionen wurden eingeengt und dreimal mit Wasser/Ethanol (1:1, v/v) co-evaporiert,
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anschlieend in 40 uL ddH.O aufgenommen, Uber MALDI-MS analysiert und die

Konzentration mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 260 nm bestimmt.

7.8.1.5 Ugi-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundenen hexT-Aldehyd-

Konjugaten

U

H
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Die Saure 22ae bzw. 22af (20 umol, 1000 Aquiv.), das Amin 25a bzw. 25b (20 pumol,
1000 Aquiv.) und das Isocyanid 23a-r (20 umol, 1000 Aquiv.) wurden zum
CPG-gebundenen hexT-Aldehyd-Konjugat hexT 4a bzw. hexT 4b gegeben und es wurde
mit Ethanol auf ein Volumen von 50 pL aufgefillt. Der Reaktionsansatz wurde bei 80 °C
fur 24 h geschiittelt. Das CPG-gebundene hexT-Ugi-Konjugat hexT 5bz-cz wurde in eine
Filtersdule Uberfihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CH.Cl,
gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Das CPG-gebundene DNA-Konjugat
wurde mit 500 L AMA fir 30 min bei Raumtemperatur von der festen Phase abgespalten
und entschitzt. Anschlielend wurde die Losung mit 20 uL Tris-Puffer (1 M, pH =7,5)
versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rulckstand in 200 pyL ddH.O
aufgenommen und gefiltert. Das Produkt wurde mit Hilfe der préaparativen RP-HPLC
(Methode 1) gereinigt. Produkt-enthaltene Fraktionen wurden eingeengt und dreimal mit
Wasser/Ethanol (1:1, v/v) co-evaporiert, anschlieend in 40 uL ddH,O aufgenommen,
Uber MALDI-MS analysiert und die Konzentration mit Hilfe der Absorptionsmessung bei

260 nm bestimmt.
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7.8.1.6 Kodierung der DNA-kodierten Substanzbibliothek

N
hexT
| II/II' hexA ~r 0
f\m“ : AN
/O N
m/m IV/IV' R/\\ NH
hexT 5aa-cz hexT 5aa-cz

Die Kodierung des Peptidriickgrats sowie der fur die U-4CR verwendeten Isocyanide der
78 hexT-Ugi-Produkte hexT 5aa-cz (dargestellt als Oligonukleotid 1) erfolgte in einer
Eintopfreaktion in Mikrotiterplatten (DNA-Sequenzen sind der Tabelle 18 zu entnehmen).
Hierflir wurden zunéchst die einzelstrangigen DNA-Oligonukleotide (II, 1I' und 1) separat
an ihren 5'-Phosphatenden enzymatisch phosphoryliert. Fir die Hybridisierung der
komplementaren DNA-Einzelstrange wurden die hexT-Ugi-Produkte hexT 5aa-cz (l), die
phosphorylierten Oligonukleotide I, II' und Il sowie nicht-modifiziertes Oligonukleotid III'
aguimolar zusammen gemischt, auf 85 °C fur zehn Minuten erhitzt und anschlie3end
langsam auf 4°C runtergekihlt. Im Anschluss erfolgte die Ligation von
100 pmol hexT-Ugi-Produkt (I) mit Peptidriickgrat- (1l/1") sowie Isocyanid-kodierenden
(l/1l1"y DNA-Oligonukleotiden in 40 pL bei 25 °C Uber Nacht. Die Ligation wurde gestoppt
durch Hitzeinaktivierung der DNA-Ligase bei 75 °C fur 15 Minuten. Die DNA- kodierten
Ugi-Produkte I-1I-11I/11'-11I" wurden vereinigt und Uber ethanolische Fallung gereinigt. Das
DNA-Prazipitat wurde in IDTE-Puffer aufgenommen und die Konzentration tiber Messung
der Absorption bei 260 nm mittels eines UV-Spektrometers ermittelt. Die Kodierung der
Azide erfolgte im Vorfeld der CUAAC. Hierfir wurden zunachst 80 pmol der DNA-kodierten
Ugi-Produkte I-II-11I/1I'-1II" und das Azid-kodierende Oligonukleotid 1V in Mikrotiterplatten
separat aufgeteilt und 5'-phosphoryliert. Fir die Hybridisierung wurden das
phosphorylierte, doppelstrangige Ligationsprodukt [-1I-III/I'-III', das phosphorylierte
Oligonukleotid IV sowie der komplementéare, nicht-modifizierte Gegenstrang V' vereinigt,
fiir zehn Minuten auf 85 °C erhitzt und erneut auf 4 °C abgekiihlt. Die Ligation von 80 pmol
Duplex-DNA  I-lI-lIi/IP-N" - mit 104  verschiedenen  Azid-kodierenden  (IV/IV')
DNA-Sequenzen in 40 pL erfolgte bei 25 °C uber Nacht. Nach der Hitzeinaktivierung der
Ligase bei 75°C fur 15 min wurden die 104 doppelstrangigen DNA-Oligonukleotide
[-1-1-IV/IP-1IP-IV* separat voneinander prazipitiert, in 45 pL ddH>O aufgenommen und fir

die nachfolgende CUAAC in kleine Glasgefal3e tberfuhrt.
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Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten DNA-Sequenzen zur Kodierung der DNA-kodierten
Substanzbibliothek.

DNA Sequenz (5'-3")
| TTITTTT
Il GAA TTC AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG XXX XXX XX
Il ATA CXX XXX XXX CAA ATC CGT TCA CAC CGA CCT GAA TTC AAA AAA

I GTA TXX XXX XXX

nr TAG GXX XXX XXX

\% CCT AXX XXX XXX TGA CCT CAA CTA CAT GGT CTACA
\ TGT AGA CCATGT AGT TGA GGT CAX XXX XXX X

7.8.1.7 Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition an DNA-Ugi-
Reaktionsprodukten

N
’\N N

N \—{
- 0 Ns—‘ T Q
’&WN N A1-104 &(N N
o) —_— o)
7 \ D 7 \ 3
R/ NH R /)—NH

hexT 5aa-cz hexT 5aa-cz A1-104

Die fur die CuAAC bendtigten Azide A1-104 wurden im Vorfeld der Reaktion in situ aus
den entsprechenden Haliden H1-104 mit Natriumazid generiert. Hierfir wurden 10 pmol
Halid in 800 uL DMF gelost. Zu dieser Losung wurden 100 pL einer wassrigen
NaNs-Lésung (123 umol, 8 mg-100 puL?) und 100 pL Tetrabutylammoniumiodid (TBAI) in
DMF (20 umol, 7,5 mg-100 uL*) gegeben. Zur in situ Bildung des jeweiligen Azids wurde
die Reaktionsmischung bei 70 °C flr vier Stunden geschuttelt. Im Anschluss wurden 2 uL
des Azids (20 nmol, 250 Aquiv.), 1,5 UL eines wassrigen Gemisches aus THPTA/CuSO4
(10 nmol, 125 Aquiv.) und 1,6 L einer wassrigen Natriumascorbat-Lésung (16 nmol,
200 Aquiv.) zu den DNA-kodierten Ugi-Produkten hexT 5aa-cz (80 pmol, 1 Aquiv.), geldst
in 45 yL ddH20, gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 40 °C fir eine Stunde
geschuttelt. Anschlieend wurden die Reaktionsmischungen der 104 parallel
durchgefuhrten  Kupfer-vermittelten  Alkin-Azid-Cycloadditionsreaktionen  gemischt,
dreimal durch Fallung mit 75 %igem Ethanol unter Verwendung von 0,1 mM EDTA
bei -80 °C Uber Nacht aufgereinigt und in IDTE-Puffer aufgenommen. Die Konzentration
der DNA-kodierten Substanzbibliothek wurde Uber Messung der Absorption bei 260 nm

ermittelt.
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7.8.2 Selektion der tiDEL
7.8.2.1 Selektionsassay

Die fur den Selektionsassay bendtigten Losungen wurden frisch hergestellt und gekunhlt
gelagert. Die magnetischen Mikropartikel wurden vor der Verwendung grindlich
durchgemischt. Es wurden jeweils 4puL der Mikropartikel-Suspension pro
Selektionsexperiment benotigt. Fur insgesamt zwdlf Proben wurden daher 48 pL
Suspension in ein Reaktionsgefal? tberfihrt und auf ein magnetisches Gestell platziert.
Nach 30-60 s wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Die Mikropartikel wurden
in 100 yL PBS-Puffer (+ 0,01 % Tween-20) erneut suspendiert, das Reaktionsgefald mit
der Suspension wurde auf das Magnetrack gestellt und der Uberstand nach kurzer Zeit
verworfen. Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Entsprechend der Anzahl an
Selektionsexperimenten wurden die  Mikropartikel anschlieBend in  weitere
Reaktionsgefalie Uberfuhrt und mit 100 pL Proteinpuffer zweimal, wie oben beschrieben,
gewaschen. Die Inkubation der magnetischen Mikropartikel mit Affinitats-Tag modifizierten
Proteinen (10 uL Proteinlésung, 4,8 ug Protein) erfolgte bei 4°C auf einem
nicht-magnetischen Gestell fir 30 min bei kontinuierlichem Schitteln. Nach der
Inkubationszeit wurden die ReaktionsgefaRe erneut in das magnetische Gestell platziert
und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die mit Protein-beschichteten,
magnetischen Kugelchen zweimal mit 100 pL des Proteinpuffers und, um unspezifische
Bindungen zu reduzieren, mit 100 pL eines bead blocking-Puffers (Proteinpuffer mit
0,1 mg-mL* BSA und 0,2 mg-mL™* herring sperm-DNA) sowie erneut zweimal mit 100 pL
des Proteinpuffers gewaschen. Die magnetischen Mikropartikel wurden in 49 uL
Proteinpuffer suspendiert und mit 1 uL DEL (250 fmol) versetzt. Die Inkubation der DEL
mit den auf magnetischen Kigelchen immobilisierten Proteinen erfolgte fir 45 min bei
Raumtemperatur auf einem nicht-magnetischen Gestell bei kontinuierlichem Schutteln. Im
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die magnetischen Partikel achtmal mit
100 pL Proteinpuffer zur Entfernung von nicht-bindenden DNA-Molekil-Konjugaten
gewaschen. Die Elution der bindenden Molekiile erfolgte durch Hitzedenaturierung der
Proteine. Hierfiir wurden die magnetischen Kiigelchen in 20 uL ddH2O resuspendiert und
im Anschluss bei 80 °C fiur finf Minuten inkubiert. Mit Hilfe des magnetischen Gestells
konnte das Eluat von den magnetischen Partikeln abgetrennt und in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt werden. Der Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Der
Selektionsassay wurde im Anschluss ein zweites Mal durchgefuhrt, wobei in diesem Fall
20 uL des Eluats aus der ersten Selektionsrunde verwendet wurden anstelle der
DNA-kodierten Substanzbibliothek. Als Kontrollen wurden Selektionsexperimente ohne

immobilisiertes Protein (,empty beads®) durchgefihrt und zur Validierung der Synthese
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der DNA-kodierten Substanzbibliothek und des Selektionsassays erfolgte ein pulldown
des in der DEL-Synthese eingefiihrten Molekilbausteins d-Desthiobiotin mit Hilfe von
Streptavidin-beschichteten magnetischen Kigelchen. Fiur die Kontrollen wurde statt eines

spezifischen Proteinpuffers ein PBS-Puffer mit 0,01 % Tween-20 verwendet.

Tabelle 19: Auflistung der fir das Selektionsassay verwendeten Puffer.

Puffer Zusammensetzung
PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4
hTEAD4-Puffer 25 mM MES, pH = 6,5, 0,05 % CHAPS
25 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1 mM TCEP, pH = 8,0, 5 % Glycerol, 0,01%

MDM2-Puffer Tween-20

7.8.2.2 Barcode-Polymerasekettenreaktion

Nach dem Selektionsassay wurden die DNA-Sequenzen der Oligonukleotid-Molekdl-
Konjugate amplifiziert und gleichzeitig um experimentspezifische Sequenzen sowie um
Adapter-Sequenzen fir das darauffolgende next generation sequencing mittels PCR
verlangert (DNA-Sequenzen sind der Tabelle 20 zu entnehmen). Zur Amplifizierung und
Einfuhrung der Adapter-Sequenzen wurden in einer ersten PCR (PCRI) 10 yL des
nicht-aufgereinigten Eluats aus der zweiten Selektionsrunde als DNA-Vorlage,
5 U Taq DNA-Polymerase, 1x Tag-Puffer, 3 mM MgCl;, 0,625 mM je dNTP sowie 1 uM
der jeweiligen Primer in einem Reaktionsansatz von 40 uL eingesetzt und nachfolgendes

PCR-Programm verwendet:

T[°C] t[s] Schritt
95 180 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
55 30 Annealing 25x
72 30 Elongation
72 300 finale Elongation
4 - abschlieBende Temperatur

In einer zweiten PCR (PCR 1) wurden die einzelnen Selektionsexperimente kodiert und
die lllumina Adapter-Sequenzen eingefuhrt. Hierfir wurden 10 pL nicht-aufgereinigte
DNA-Vorlage aus der ersten PCR, 5 U Taq DNA-Polymerase, 1x Taqg-Puffer, 3 mM MgCly,
0,625 mM je dNTP und 5 pL Nextera XT Index 1 Primer sowie 5 pL Nextera XT Index 2
Primer in einem Reaktionsvolumen von 40 puL eingesetzt und nachfolgendes

PCR-Programm verwendet:
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T[°C] t[s] Schritt
95 180 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
55 30 Annealing 15x
72 30 Elongation
72 300 finale Elongation
4 - abschlieBende Temperatur

Tabelle 20: Ubersicht der DNA-Sequenzen der verwendeten Primer zur Kodierung der Selektionsexperimente
sowie Einfuhrung von Adapter-Sequenzen fur die nachfolgende lllumina-Sequenzierung.

DNA Sequenz (5'-3")

forward primer  TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG AGG TCG GTG
(PCR1) TGA ACG GAT TTG

reverse primer GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GTG TAG ACC
(PCR1) ATG TAG TTG AGG TCA

forward primer AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC ACX XXX XXX XTC GTC
(PCR 1) GGC AGC GTC

reverse primer CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT XXX XXX XXG TCT CGT GGG
(PCR1I) CTC GG

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert, Uber das
QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und die Konzentration Uber Messung der
Absorption bei 260 nm ermittelt. Die um experimentspezifische DNA-Sequenzen sowie
um Sequenzen fur die lllumina-Sequenzierung verlangerten DNA-Oligonukleotide wurden
aquimolar zusammen gemischt und durch die Firma CeGat mittels next generation

sequencing ausgelesen.

7.8.2.3 Auswertung der Sequenzierungsdaten

Der durch das next generation sequencing generierte Datensatz wurde mittels der
Software ,encoded compound enrichment calculator” (ECEC), welche in Kollaboration mit
der Fakultat fur Statistik (Lukas Arendt, Ina Dormuth, Prof. Dr. Roland Fried, Prof. Dr. J6rg
Rahnenfiihrer, TU Dortmund) entwickelt wurde und auf der freien Programmiersprache R
basiert, ausgewertet. Zur Analyse der Sequenzierungsergebnisse wird ein sogenanntes
structure sheet verwendet, welches Informationen tUber mogliche Kombinationen von
kodierenden DNA-Sequenzen, die den kodierenden DNA-Sequenzen zugrundeliegenden
chemischen Molekulstrukturen sowie die nicht-kodierenden Teilsequenzen enthalt. Bei

den Teilsequenzen handelt es sich um DNA-Sequenzen, welche als Uberhange zur
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Ligation von kodierenden DNA-Sequenzen sowie um DNA-Sequenzen zur Einfihrung
bestimmter Adapter-Sequenzen fur das nachfolgende next generation sequencing
benttigt werden. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse eines spezifischen
Selektionsexperiments erfolgt, indem die DNA-Sequenzen in bestimmte Blocke
bestehend aus den Buchstaben A, T, C, G und N aufgeteilt werden. Die Buchstaben A, T,
C und G entsprechen dabei den jeweiligen Nukleobasen, wahrend N eine nicht-lesbare
Nukleobase darstellt. Durch die Information Uber die nicht-kodierenden Teilsequenzen
wird ermdglicht, dass der Algorithmus die Start- als auch die Endpunkte von kodierenden
DNA-Sequenzen identifizieren kann. Weiterhin besitzt der Algorithmus die Funktion, dass
jeder Block aus DNA-Sequenzen nach mdglichen Fehlern, welche durch Mutationen,
Insertionen oder Deletionen zustande gekommen sind, abgesucht wird und nur Blocke
aus DNA-Sequenzen, welche eine Maximalanzahl an zwei Fehlern aufweisen, letztendlich
zur Analyse der Sequenzierungsdaten herangezogen werden. Die Bindung von
bestimmten Konnektivititen an Proteine bzw. deren Anreicherung in einem
Selektionsexperiment wird dargestellt in Form von Anreicherungsfaktoren (enrichment
factors, EF). Unter der Konnektivitdt wird die Kombination aus den jeweiligen
Molekilbausteinen verstanden, die durch die Blocke aus DNA-Sequenzen kodiert ist. Zur
Ermittlung der Anreicherungsfaktoren wird die Haufigkeit (frequency) einer bestimmten
Konnektivitat fir ein spezifisches Selektionsexperiment (freqproein(CONNectyy,)) mit der
jeweiligen eines Kontrollexperiments freqeontroi(CONNECtyy,z) verglichen und gleichzeitig in

Relation zur Menge an DNA-Sequenzen (readSprotein, readScontrol) gesetzt.

fr'3Qprotein (ConneCtX,y,z ) * readscontrol

fr'3(1control (ConneCtx,y,z) * readsprotein

EFprotein, control(connectx‘y‘z) =

Zur Visualisierung werden die Anreicherungsfaktoren eines Selektionsexperiments oft in
Zusammenhang mit der sogenannten rank abundance (RA, Haufigkeit von
Konnektivitaten) gestellt. Die rank abundance einer bestimmten Konnektivitat wird dabei
Uber den mathematischen Operator rank (Rang) in Beziehung zu allen Konnektivitaten mit
einer Haufigkeit >0 eines kompletten Sequenzierungsdatensatzes (einschliellich

Kontrollexperimenten, C) gesetzt.

RA(connectX_y_Z) = rank(connectxyyyZ |C).
Die peptidomimetische tiDEL besteht aus insgesamt drei Blocken kodierender
DNA-Sequenzen. Der erste Block reprasentiert den peptidischen Rlckgrat, generiert
durch die U-4CR an hexT-Startmaterial-Konjugaten. Der zweite Block beinhaltet
DNA-Sequenzen fur das erste Diversitatselement, ndmlich die fir die U-4CR verwendeten

Isocyanide. Die fur die CUAAC an hexT-Ugi-Reaktionsprodukten verwendeten Azide
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stellen das zweite Diversitatselement der tiDEL dar und werden durch den dritten Block

an kodierenden DNA-Sequenzen wiedergegeben.

7.8.3 Hit-Resynthese
7.8.3.1 Allgemeine Synthesevorschriften (AV)

7.8.3.1.1 Ugi-Vierkomponentenreaktion (AV-01)

=
O\ (0]
0O o R"< * N R'
NN TFE, 55 °C N
e NUNH; 4 \ + R-—NC — H I
R OH N 1-2 Wochen N
Cl
H NH
Cl

Die Carbonsaure (1 Aquiv., 0,17 mmol), Propargylamin (1 Aquiv., 10,9 uL, 0,17 mmol),
6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd (1 Aquiv., 30,9 mg, 0,17 mmol) und das Isocyanid
(1 Aquiv., 0,17 mmol) wurden in 200 puL 2,2,2-Trifluoroethanol suspendiert. Die
Reaktionsmischung wurde bei 55 °C fur 1-2 Wochen gerihrt. Das Reaktionsvolumen
wurde jeden dritten Tag kontrolliert und es wurde, falls notwendig, frisches
2,2,2-Trifluoroethanol (200 pL) hinzugegeben. Nach Entfernung des Losungsmittels im
Vakuum wurde das Rohprodukt durch Silica-Saulenchromatographie unter Verwendung

von Petroleumether/Ethylacetat als Laufmittel gereinigt.

7.8.3.1.2 Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition (AV-02)

N RIII
& N N
o) CUSO4
Na-Ascorbat

R" * N_ _R'
TBAI N e _ TBTA
RHI_X —_— R'"_N3 + H O
DMF/H,0 N DMF/H20
X=CLBr ggoc 3h NH 50 °C, 16 h
Cl

Zu einer Lésung aus einem Alkyl- oder Benzylhalid (1 Aquiv., 0,041 mmol) in 400 uL DMF
wurden TBAI (20 mol%, 3,1 mg, 0,008 mmol), gel6st in 100 uL DMF, und Natriumazid
(1,2 Aquiv., 3,2 mg, 0,049 mmol), gelost in 200 pL H,0, gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde bei 60 °C fir drei Stunden gerthrt. Das U-4CR-Produkt (1,2 Aquiv., 0,049 mmol),
in 400 yL DMF geldst, Tris(benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA, 10 mol%, 2,2 mg,
0,004 mmol), in 200 pL DMF gel6st, sowie Natriumascorbat (25 mol%, 2,1 mg,
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0,01 mmol) und Kupfer(ll)sulfat (5 mol%, 0,5 mg, 0,002 mmol), jeweils in 200 pL H>O

gel6st, wurden nacheinander hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fir

16 Stunden gerthrt. Anschlielend wurden 10 mL kaltes H,O hinzugegeben und die

wassrige Phase wurde dreimal mit 10 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten

organischen Phasen wurden mit einer 1 M EDTA-LOsung sowie einer geséttigten

NaCl-Losung gewaschen und anschlieBend tGber MgSO. getrocknet und eingeengt. Die

Reinigung erfolgte durch Silica-Saulenchromatographie unter Verwendung von
MeOH/CH2ClI. als Laufmittel.

7.8.3.2 Synthese der Verbindungen

tert-Butyl 4-((1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl)((1-(2-((2,4-
dimethyl-phenyl)amino)-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-4-

oxobutanoat (70)

0NN
N=N,
N

H
=
QL3 s
* N )<

\O

NH

Cl

Darstellung: Im ersten Syntheseschritt wurde die U-4CR nach AV-01 zwischen Mono-

H-NMR:
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tert-butyl-succinat 22ab (30 mg, 0,17 mmol), Propargylamin 25a (10,9 pL,
0,17 mmol), 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c¢ (30,9 mg, 0,17 mmol)
und Cyclohexylisocyanid 23l (21,4 pL, 0,17 mmol) durchgefiihrt. Das
Produkt wurde mit einer Ausbeute von 39 % als orangene Mischung mit
unreagiertem 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd (1:1-Verhaltnis) isoliert und
ohne weitere Reinigung im nachsten Syntheseschritt eingesetzt. Die
CuAAC des Produkts der Ugi-Vierkomponentenreaktion (24,5 mag,
0,049 mmol) mit dem Azid A48, welches ausgehend von 2-Bromo-N-(2,4-
dimethylphenyl)acetamid H48 (10 mg, 0,041 mmol) in situ hergestellt
wurde, erfolgte nach AV-02. Das Produkt 70 wurde mit einer Ausbeute von
44 % als farbloser, amorpher Feststoff isoliert.

(400 MHz, CDCls) & = 8.30 (s, 1H), 7.50 — 7.45 (m, 1H), 7.37 — 7.34 (m,
1H), 7.31 — 7.26 (m, 2H), 7.24 (s, 1H), 7.11 (s, 1H), 7.01 — 6.96 (m, 1H),
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6.95 (s, 1H), 6.47 (s, 1H), 5.53 (s, 1H), 4.26 (s, 1H), 2.81 — 2.63 (m, 3H),
2.26 (s, 3H), 2.06 (s, 2H), 1.80 (d, J = 10.6 Hz, 2H), 1.69 — 1.52 (m, 4H),
1.46 (s, 6H), 1.25 (s, 9H), 1.19 — 1.04 (m, 4H) ppm.

(101 MHz, CDCls) & = 173.30, 172.72, 136.23, 135.97, 134.14, 131.40,
129.36, 129.12, 128.59, 128.26, 127.88, 127.36, 124.50, 123.60, 120.96,
119.77, 111.46, 80.84, 54.67, 53.23, 46.19, 40.63, 32.87, 32.06, 30.76,
29.83, 29.50, 29.03, 28.24, 25.56, 24.91, 22.83, 21.01, 17.67, 14.26 ppm.

HPLC-MS (I): tr = 6,8 min, [M+H]" = 704,1.

HRMS:

Flr [M+H]* C3s7H470sN7*°Cl berechnet = 704,33217, gefunden = 704,33200;
Far [M+H]* C3s7H470sN73'Cl berechnet = 706,32922, gefunden = 706,32946.

tert-Butyl 4-((1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-0x0-2-(((1S,2R,4R)-1,7,7-trimethylbicyclo-
[2.2.1]heptan-2-yl)amino)ethyl)(prop-2-yn-1-yl)amino)-4-oxobutanoat (77)

Cl

Darstellung: Verbindung 77 wurde durch die U-4CR nach AV-01 zwischen Mono-tert-

H-NMR:

1BC-NMR:

butyl-succinat 22ab (30 mg, 0,17 mmol), Propargylamin 25a (10,9 L,
0,17 mmol), 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c¢ (30,9 mg, 0,17 mmol)
und  2-Isocyano-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan  23d (32,0 L,
0,17 mmol) synthetisiert. Das Produkt 77 wurde mit einer Ausbeute von
44 % als ein amorpher Feststoff und einer Mischung aus Diastereomeren
im Verhaltnis von 2:1 isoliert.

(500 MHz, CDCls) & = 8.54 (m, 1H), 7.70 — 7.61 (m, 1H), 7.40 — 7.32 (m,
3H), 7.08 — 7.03 (m, 2H), 6.48 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.30 (s, 1H), 4.06 (s,
1H), 4.05 - 4.02 (m, 2H), 2.83 — 2.76 (m, 3H), 2.71 — 2.64 (m, 3H), 2.59 (t,
J=6.7 Hz, 1H), 2.45 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 1.95 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 1.81 (dd,
J=13.1,9.2 Hz, 1H), 1.73 - 1.70 (m, 3H), 1.73 — 1.55 (m, 4H), 1.47 (s, 9H),
1.44 (s, 5H), 1.30 — 1.23 (m, 2H), 1.18 — 1.11 (m, 2H), 0.88 — 0.84 (m, 4H),
0.84 —0.78 (m, 9H) ppm.

(126 MHz, CDCls) 6 = 173.07, 173.03, 172.40, 172.25, 128.68, 128.60,
127.01, 125.89, 125.79, 121.02, 120.95, 120.06, 111.35, 111.32, 81.17,
80.72,72.22,72.01, 71.73, 48.83, 47.19, 44.96, 38.87, 38.78, 36.16, 36.05,
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31.18, 30.82, 30.61, 29.39, 28.94, 28.26, 28.20, 27.16, 20.35, 20.31,

12.04 ppm.
HPLC-MS (I): tr = 9,1 min, [M+H]* = 553,8.
HRMS: Fur C31H4104N3*°CI [M+H]* berechnet = 554,27801, gefunden = 554,27783;

FUr C31H4104N3%'CI [M+H]* berechnet = 556,27506, gefunden = 556,27504.

tert-Butyl 4-((1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-0x0-2-(((1S,2R,4R)-1,7,7-trimethylbicyclo-
[2.2.1]heptan-2-yl)amino)ethyl)((1-((6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-4-oxobutanoate (71)

o
7N

Cl

Darstellung: Die CuAAC des Produkts der Ugi-Vierkomponentenreaktion 77 (36,4 mg,
0,066 mmol) mit dem Azid A56, welches ausgehend von 2-(Chloromethyl)-
6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-hydrochlorid (12 mg, 0,055 mmol) H56 mit
Natriumazid (7,9 mg, 0,120 mmol, 2,2 Aquiv.) in situ hergestellt wurde,
erfolgte nach AV-02. Das Produkt 71 wurde mit einer Ausbeute von 56 %
als farbloser, amorpher Feststoff und einer Mischung aus Diastereomeren
im Verhaltnis von 1:1 isoliert.

H-NMR: (400 MHz, CD2Cl,) & = 8.94 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 7.92 (s, 2H), 7.55 (dd, J =
7.6, 2.1 Hz, 2H), 7.47 — 7.30 (m, 6H), 7.30 — 7.23 (m, 2H), 7.18 (d, J = 1.7
Hz, 1H), 7.12 — 7.05 (m, 3H), 6.98 — 6.92 (m, 3H), 6.66 (s, 1H), 6.51 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.44 — 6.35 (m, 3H), 5.27 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 4.61 — 4.50 (m,
4H), 3.87 — 3.74 (m, 2H), 2.81 — 2.71 (m, 4H), 2.62 — 2.55 (m, 4H), 2.32 (s,
1H), 2.31 (s, 1H), 1.69 (s, 6H), 1.59 (s, 5H), 1.44 (s, 19H), 1.33 — 1.11 (m,
7H), 0.86 — 0.72 (m, 18H) ppm.

13C-NMR: (151 MHz, CD.Cl,) & = 173.78, 173.09, 173.00, 170.71, 170.56, 169.76,
169.63, 145.51, 145.45, 145.33, 139.92, 139.89, 136.70, 136.67, 136.56,
136.42, 132.85, 132.71, 129.59, 128.74, 128.24, 128.15, 128.09, 127.97,
127.65, 127.57, 127.50, 126.48, 126.02, 125.99, 123.28, 123.18, 123.10,
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120.75, 120.66, 120.54, 120.17, 113.56, 113.51, 113.43, 111.35, 111.33,
111.17, 110.04, 110.00, 109.84, 80.86, 80.83, 80.81, 57.61, 57.48, 54.75,
54.68, 50.09, 50.03, 49.22, 49.20, 48.67, 48.64, 47.48, 47.46, 45.50, 45.48,
44.08, 44.05, 43.97, 43.89, 40.70, 40.63, 40.58, 39.18, 39.02, 37.38, 37.34,
36.53, 36.52, 31.23, 31.17, 31.15, 29.62, 29.59, 29.56, 28.56, 28.40, 28.27,
27.51, 20.52, 20.40, 20.05, 18.91, 18.89, 18.43, 18.42, 14.14, 14.12, 12.26,
12.08 ppm.

tr = 8,4 min, [M+H]" = 741,1.

Flr C4oHs004Ng*CI[M+H]* berechnet = 741,36381, gefunden = 741,36420;
Flr C4oHs004Ng® CI[M+H]* berechnet = 743,36086, gefunden = 743,36061.

tert-Butyl 4-((2-(tert-butylamino)-1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-oxo-1I3-ethyl)((1-((6-
methylimidazo-[1,2-a]pyridin-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-4-

oxo-butanoate (72)

Darstellung:

H-NMR:
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Im ersten Syntheseschritt wurde die U-4CR nach AV-01 zwischen Mono-
tert-butyl-succinat 22ab (77,6 mg, 0,44 mmol), Propargylamin 25a (28,5 pL,
0,44 mmol), 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c¢ (80,0 mg, 0,44 mmol)
und tert-Butylisocyanid 23s (99,6 uL, 0,44 mmol) durchgefihrt. Das
Produkt wurde mit einer Ausbeute von 50 % als orangener Feststoff isoliert.
Die CuAAC des Produkts der Ugi-Vierkomponentenreaktion (103,8 mg,
0,22 mmol) mit dem Azid A56, welches ausgehend von 2-(Chloromethyl)-
6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-hydrochlorid H56 (40,0 mg, 0,18 mmol) und
Natriumazid (18,0 mg, 0,27 mmol, 1,5 Aquiv.) in situ hergestellt wurde,
erfolgte nach AV-02. Das Produkt 72 wurde mit einer Ausbeute von 32 %
als farbloser, amorpher Feststoff isoliert.

(500 MHz, CDCls) 6 =9.78 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.63 — 7.58 (m, 1H), 7.45
(s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.30 — 7.27 (m, 1H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.13 (s,
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1H), 6.83 (dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 5.40 — 5.29
(M, 2H), 4.63 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 2.85 — 2.78 (m, 2H), 2.66 — 2.61 (M, 2H),
2.38 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.32 (s, 9H) ppm.

(126 MHz, CDCls) & = 173.69, 172.87, 169.50, 145.29, 136.39, 128.14,
127.18, 126.15, 124.86, 122.67, 120.75, 120.05, 111.50, 110.13, 80.72,
51.81, 40.91, 31.10, 29.43, 28.96, 28.48, 18.50 ppm.

tr = 4,6 min, [M+H]* = 661,1.

FUr Cs4H4204Ng*CI[M+H]* berechnet = 661,30121, gefunden = 661,30143;
FUr Cs4H4204Ng®CI[M+H]* berechnet = 663,29826, gefunden = 663,29927.

tert-Butyl 4-((1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-(cyclohexylamino)-2-oxo-1I3-ethyl)((1-((6-
methyl-imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-4-

oxo-butanoat (73)

Darstellung:
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Im ersten Syntheseschritt wurde die U-4CR nach AV-01 zwischen Mono-
tert-butyl-succinat 22ab (67,9 mg, 0,39 mmol), Propargylamin 25a
(25,0 yL, 0,39 mmol), 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c¢ (70,0 mg,
0,39 mmol) und Cyclohexylisocyanid 23l (48,4 puL, 0,39 mmol)
durchgefuhrt. Das Produkt wurde mit einer Ausbeute von 43 % als
orangene Mischung mit unreagiertem 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd
16¢c (1:1-Verhaltnis) isoliert und ohne weitere Reinigung im né&chsten
Syntheseschritt  eingesetzt. Die CuAAC des Produkts der
Ugi-Vierkomponentenreaktion (82,09 mg, 0,16 mmol) mit dem Azid A56,
welches ausgehend von 2-(Chloromethyl)-6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-
hydrochlorid H56 (30,0 mg, 0,14 mmol) und Natriumazid (13,48 mg,
0,21 mmol, 1,5 Aquiv.) in situ hergestellt wurde, erfolgte nach AV-02. Das
Produkt 73 wurde mit einer Ausbeute von 40 % als farbloser, amorpher

Feststoff isoliert.
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(500 MHz, CDCls) & = 9.87 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.73 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.51 (d, J =2.1 Hz, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.40 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.21 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 6.59 (s,
1H), 6.54 (s, 1H), 5.40 (dd, J = 37.7, 15.5 Hz, 2H), 4.62 (dd, J = 49.2,
17.0 Hz, 2H), 2.93 — 2.56 (m, 5H), 2.41 (s, 3H), 1.87 (t, J = 14.7 Hz, 2H),
1.68 (dd, J = 9.7, 3.7 Hz, 2H), 1.58 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H),
1.32 -1.09 (m, 7H) ppm.

(126 MHz, CDCls) 6 = 173.56, 172.82, 168.90, 145.01, 136.10, 127.76,
127.03, 125.93, 124.92, 122.56, 120.48, 119.80, 114.57, 112.22, 111.22,
109.77, 80.62, 53.65, 48.79, 40.64, 32.89, 31.01, 29.11, 28.24, 25.61,
25.04, 24.99, 18.27 ppm.

HPLC-MS (I): tr = 4,7 min, [M+H]" = 687,2.

HRMS:

Flr CssHas04Ng*CI[M+H]* berechnet = 687,31686, gefunden = 687,31676.

tert-Butyl 4-((1-(6-chloro-1H-indol-3-yl)-2-ox0-2-(((1S,4R)-1,7,7-
trimethylbicyclo[2.2.1]-heptan-2-yl)amino)-1I3-ethyl)((1-((5-phenyloxazol-2-

yl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-methyl)amino)-4-oxobutanoat (74)

Cl

Darstellung: Die CuAAC des Produkts der Ugi-Vierkomponentenreaktion 77 (17,0 mg,

H-NMR:

0,031 mmol) mit dem Azid A27, welches ausgehend von 2-(Chloromethyl)-
5-phenyloxazol H27 (5,0 mg, 0,026 mmol) mit Natriumazid (2,5 mg,
0,038 mmol, 1,5 Aquiv.) in situ hergestellt wurde, erfolgte nach AV-02. Das
Produkt 74 wurde mit einer Ausbeute von 76 % als farbloser, amorpher
Feststoff und einer Mischung aus Diastereomeren im Verhéltnis von 2:1
isoliert.

(500 MHz, CD,Cl,) & = 8.74 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 7.63 — 7.59 (m, 4H), 7.43
(t, J=7.6 Hz, 4H), 7.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.30 (d,
J = 1.8 Hz, 1H), 7.29 — 7.27 (m, 1H), 7.26 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.01 — 6.97
(m, 2H), 6.41 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 5.42 (s, 1H), 5.38
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(s, 1H), 5.33 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.61 (dd, J = 16.1, 5.8 Hz, 2H), 4.53 (dd, J
=17.3, 7.2 Hz, 1H), 2.79 — 2.52 (m, 7H), 1.79 — 1.66 (m, 5H), 1.58 — 1.49
(m, 2H), 1.44 (s, 5H), 1.44 (s, 9H), 1.27 — 1.09 (m, 4H), 0.83 (s, 2H), 0.80 —
0.77 (m, 7H), 0.74 (s, 3H) ppm.

(126 MHz, CD.Cl;) 6 = 173.70, 172.83, 172.73, 169.46, 169.38, 156.69,
156.64, 153.30, 153.24, 145.94, 145.84, 136.57, 136.40, 129.53, 129.50,
128.63, 128.58, 127.82, 127.80, 127.69, 127.59, 126.38, 126.33, 124.86,
123.16, 123.13, 122.95, 121.04, 121.02, 120.33, 120.30, 111.71, 111.66,
110.16, 110.09, 80.82, 80.74, 57.41, 57.37, 49.24, 49.14, 47.47, 47.43,
47.01, 46.90, 45.45, 41.24, 40.97, 39.05, 39.02, 36.51, 36.46, 31.08, 30.99,
29.50, 28.36, 27.50, 20.53, 20.50, 20.40, 20.37, 20.06, 14.17, 14.12, 12.24,
12.09 ppm.

HPLC-MS (Il):tr = 11,2 min, [M+H]* = 754,0.

HRMS:

FUr C41Ha90sN7*CI[M+H]* berechnet = 754,34782, gefunden = 754,34665;
Fur C41H40sN73"CI[M+H]* berechnet = 756,34487, gefunden = 756,34439.

tert-Butyl 4-(((1-(2-(azepan-1-yl)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)(1-(6-chloro-1H-
indol-3-yl)-2-ox0-2-(((1S,2R,4R)-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-

yl)amino)ethyl)amino)-4-oxobutanoat (75)
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Darstellung: Die CuAAC des Produkts der Ugi-Vierkomponentenreaktion 77 (33,2 mg,

H-NMR:
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0,060 mmol) mit dem Azid A44, welches ausgehend von
1-(2-Chloroethyl)azepanhydrochlorid H44 (10 mg, 0,050 mmol) mit
Natriumazid (7,2 mg, 0,110 mmol, 2,2 Aquiv.) in situ hergestellt wurde,
erfolgte nach AV-02. Das Produkt 75 wurde mit einer Ausbeute von 76 %
als farbloser, amorpher Feststoff und einer Mischung aus Diastereomeren
im Verhaltnis von 2:1 isoliert.

(500 MHz, CD,Cl,) & = 7.62 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.37 — 7.35 (m, 2H), 7.31
(dd, J=8.5, 2.3 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.94 (s, 1H), 6.68 (s, 1H),
6.46 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 4.64 — 4.58 (m, 3H), 4.13 — 3.96 (m, 5H), 3.90 —
3.82 (m, 2H), 3.24 - 3.18 (m, 3H), 2.73 —2.64 (m, 6H), 2.63 — 2.55 (m, 12H),
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1.80 - 1.75 (m, 2H), 1.72 — 1.70 (m, 3H), 1.67 — 1.62 (m, 5H), 1.46 (s, 6H),
1.45 (s, 9H), 1.44 — 1.40 (m, 5H), 1.30 — 1.25 (m, 4H), 1.19 — 1.12 (m, 3H),
0.87 —0.85 (m, 3H), 0.83 — 0.78 ppm (m, 12H) ppm.
(126 MHz, CD.Cl,) & = 122.83, 120.41, 57.46, 55.70, 55.65, 49.21, 47.49,
47.44,45.47, 41.43, 41.14, 39.03, 36.56, 36.49, 31.07, 29.45, 28.86, 28.38,
27.52,24.57, 20.54, 20.27, 13.94, 12.24, 12.15 ppm.

HPLC-MS (Il): tr = 7,7 min, [M+H]* = 722,2.

HRMS:

Flr CsoHs,04N7*CI[M+H]* berechnet = 722,41551, gefunden = 722,41544;
Flr CsoHs704N73CI[M+H]* berechnet = 724,41256, gefunden = 724,41399.

2-(6-Chloro-1H-indol-3-yl)-2-(N-((1-((6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)acetamido)-N-((1S,2R,4R)-1,7,7-
trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-yl)acetamid (76)
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Darstellung: Im ersten Syntheseschritt wurde die U-4CR nach AV-01 zwischen

Essigsaure 22af (9,5uL, 0,17 mmol), Propargylamin 25a (10,9 pL,
0,17 mmol), 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd 16c¢ (30,9 mg, 0,17 mmol)
und  2-Isocyano-1,7,7-trimethylbicyclo-[2.2.1]heptan  23d (32,0 pL,
0,17 mmol) durchgefiihrt. Das Produkt wurde mit einer Ausbeute von 41 %
als orangene Mischung mit unreagiertem 6-Chloro-1H-indol-3-carbaldehyd
16c (1:1-Verhaltnis) isoliert und ohne weitere Reinigung im n&chsten
Syntheseschritt  eingesetzt. Die CuAAC des Produkts der
Ugi-Vierkomponentenreaktion (28,9 mg, 0,066 mmol) mit dem Azid A56,
welches ausgehend von 2-(Chloromethyl)-6-methylimidazo[1,2-
a]pyridinhydrochlorid H56 (12 mg, 0,055 mmol) mit Natriumazid (7,9 mg,
0,120 mmol, 2,2 Aquiv.) in situ hergestellt wurde, erfolgte nach AV-02. Das

Produkt 76 wurde mit einer Ausbeute von 47 % als farbloser, amorpher
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Feststoff und einer Mischung aus Diastereomeren im Verhéltnis von 1:1
isoliert.

H-NMR: (600 MHz, MeOD) & = 8.21 (s, 2H), 7.59 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.44 — 7.40
(m, 2H), 7.34 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.26 — 7.22 (m, 5H), 7.19 — 7.14 (m, 2H),
6.94 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.84 — 6.81 (m, 2H), 6.35 (s, 1H), 6.31 (s, 1H),
5.42 - 5.28 (m, 4H), 4.75 — 4.63 (m, 3H), 3.85 - 3.77 (m, 1H), 2.35 (s, 6H),
2.29 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 1.77 — 1.53 (m, 10H), 1.27 — 1.11 (m, 4H), 0.82
(s, 3H), 0.82 - 0.80 (m, 6H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 6H) ppm.

13C-NMR: (151 MHz, MeOD) & = 174.69, 174.53, 172.36, 172.30, 146.37, 146.19,
145.79, 140.22, 140.15, 137.92, 137.82, 130.78, 128.89, 128.45, 128.19,
127.08, 127.05, 125.86, 124.42, 123.53, 123.41, 121.06, 120.99, 120.57,
120.51, 116.75, 112.86, 112.24, 112.15, 110.34, 110.29, 58.67, 58.63,
56.20, 55.61, 50.57, 50.12, 47.88, 47.83, 46.31, 46.29, 42.96, 42.80, 38.66,
38.35, 37.23, 37.11, 28.01, 22.65, 22.62, 20.79, 20.36, 20.25, 20.21, 20.17,
19.01, 17.95, 14.49, 14.37, 12.41, 12.15 ppm.

HPLC-MS (I): tr = 4,4 min, [M+H]* = 627,1.

HRMS: Fur Cz4H4002Ng*CI [M+H]* berechnet = 627,29573, gefunden = 627,29591;
Fur Cz4H002Ng3'CI[M+H]* berechnet = 629,29278, gefunden = 629,29346.

7.8.4 Hit-Validierung
7.8.4.1 Untersuchung der Bindung an MDM2 durch molekulares Docking

Das Molekal 70 wurde in die Co-Kristallstruktur von MDM2 mit der
p53-Transaktivierungsdomane mit Hilfe der Software MOLOC durch Prof. Dr. Alexander
Domling (Universitat Groningen) gedockt. Hierflir wurde zunéchst das p53-abgeleitete
Peptid aus dem Strukturmodell entfernt und anschlielend wurde das Molekil 70 dem
Strukturmodell so angepasst, dass der Indolbaustein von 70 entsprechend dem
Trp23-Indol von p53 ausgerichtet wurde. Energetisch glinstige Konformationen wurden

durch Energieminimierungen ermittelt.

7.8.4.2 Untersuchung der Bindung an MDM2 mittels MST

Die Bindung des Molekils 70 an MDM2 wurde mittels MST durch Ran Zhang (Universitat
Groningen, Prof. A. DOmling) untersucht. Es wurde eine 100 mM Stammldsung des
Molekils 70 in DMSO hergestellt und diese entsprechend einer Verdinnungsreihe mit
PBS-Puffer (+0,05 % Tween-20) verdiunnt. 10 puL Fluoreszenzmarkiertes MDM2 wurden
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mit 70 gemischt, bei Raumtemperatur fir 20 min inkubiert und anschlieRend wurde die
Fluoreszenzintensitat gemessen (mittlere MST-Power: 20 %, 22 °C). Die Bindungsaffinitat

wurde durch die integrierte Software des Herstellers ermittelt.

7.8.4.3 Untersuchung der Bindung an TEAD4 mittels nanoDSF

Die Bindung der Molekile 71-78 an humanes TEAD4%1"43* wurde mittels nanoDSF durch
Dr. Hélene Adihou (AstraZeneca MPI Satellite Unit) untersucht. hTEAD4?17-434 (5 uM,
depalmitoyliert) wurde inkubiert mit 10 Aquiv. 71-78 (verdiinnt in 25 mM HEPES,
200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM TCEP, pH = 7,4) fur 60 min bei Raumtemperatur. Im
Anschluss an die Inkubationszeit wurden die nanoDSF-Kapillaren mit 10 uL Probe geflllt.
Die intrinsische Fluoreszenz (Fsso/Fz30) wurde in Abhéngigkeit der Temperatur von 20 bis
85°C (1°C pro Minute) gemessen. Die Schmelztemperatur wurde anhand des

Wendepunktes der Schmelzkurve ermittelt.

7.8.4.4 Untersuchung der kompetitiven Inhibition der zentralen Bindetasche von

TEAD4 mittels Fluoreszenzpolarisation

Die kompetitive Hemmung der Bindung von Palmitinsaure an die zentrale Bindetasche
von humanen TEAD4 durch die Molekule 12, 71 und 72 wurde mit Hilfe von
FP-Experimenten durch Dr. Hacer Karatas und Dr. Mohammad Akbarzadeh
(MPI Dortmund, Abt. 4, Prof. H. Waldmann) untersucht.’>¥ Fir die FP-Experimente
wurde depalmitoyliertes hnTEAD4217-434 sowie FITC-markierte Palmitinsaure verwendet. Da
die Molekile in wassrigen Losungen eine geringe Ldslichkeit aufwiesen, wurde eine
Stammldsung der jeweiligen Molekile bestehend aus 7 % DMSO und 1 % Triton X100
hergestellt. 5 pL Puffer (150 mM NacCl, 25 mM HEPES, pH = 6,5), gefolgt von 5 uL des
jeweiligen Molekdls (12, 71 bzw. 72) und 5 L hTEAD42143* wurden in Mikrotiterplatten
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten wurden 5 pL FITC-markierte
Palmitinsaure hinzu pipettiert und die Mikrotiterplatten wurden bei Raumtemperatur fir
zwei Stunden auf einem Plattenschittler erneut inkubiert. Im Anschluss wurde die
Fluoreszenzpolarisation gemessen (Anregung bei 485 nm, Emission bei 535 nm) und die
ICso-Werte mit Hilfe der Software Prism 7 (GraphPad) kalkuliert. Die finalen
Konzentrationen von hTEAD42743* sowie der FITC-markierten Palmitinsaure betrugen
50 nM sowie 10 nM.
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7.8.4.5 Untersuchung der kompetitiven Inhibition der TEAD4-YAP-Interaktion

mittels Fluoreszenzpolarisation

Die kompetitive Hemmung der TEAD4-YAP-Protein-Protein-Interaktion durch die
Molekile 71 und 72 wurde mit Hilfe von FP-Experimenten durch Dr. Hacer Karatas und
Dr. Mohammad Akbarzadeh (MPI Dortmund, Abt. 4, Prof. H. Waldmann) untersucht.54
Fur die FP-Experimente wurde depalmitoyliertes hTEAD4217-434 sowie FITC-markiertes
YAP®59-100 yerwendet. Da die Molekiile in wassrigen Losungen eine geringe Loslichkeit
aufwiesen, wurde eine Stammldsung der jeweiligen Molekille bestehend aus 7 % DMSO
und 1% Triton X100 hergestellt. 5 uL PBS-Puffer, gefolgt von 5 pL des jeweiligen
Molekdls (71 bzw. 72) und 5 pL hTEAD42"434 wurden in Mikrotiterplatten gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von zehn Minuten wurden 5 pL FITC-markiertes YAP%%-1% hinzu
pipettiert und die Mikrotiterplatten wurden bei 4 °C fir 24 h auf einem Plattenschuttler
erneut inkubiert. Im Anschluss wurde die Fluoreszenzpolarisation gemessen (Anregung
bei 485 nm, Emission bei 535 nm) und die ICso-Werte mit Hilfe der Software Prism 7
(GraphPad) kalkuliert. Die finalen Konzentrationen von hTEAD421743% sowie des
FITC-markierten YAP®0-1% hetrugen 5 nM sowie 2 nM.

7.8.4.6 Untersuchung der CTGF-Genexpression mittels quantitativer Echtzeit-
PCR

Um den Einfluss des Molekiils 71 auf das Expressionslevel des Gens CTGF, welches
unter der Kontrolle der TEAD-YAP-Interaktion steht, zu untersuchen, erfolgten quantitative
Echtzeit-PCR-Experimente durch Blaz Andlovic (LDC, Dortmund). Es wurden hierfur
5.10° HEK293-Zellen pro Well ausplattiert. Das Zellkulturmedium bestand aus DMEM,
10 % hitzeinaktiviertes, fetales Kalberserum sowie 2 mM L-Glutamin. Nach 24 h wurden
die Zellen mit 3 bzw. 100 uM 71, mit 3 bzw. 100 uM 71 in Kombination mit 3 uM 79 oder
lediglich mit DMSO als Kontrolle behandelt. Die Zellen wurden fiir insgesamt vier Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach dem Protokoll
des Herstellers aus den Zellen extrahiert. Die reverse Transkription von 100 ng RNA mit
anschlielRender quantitativer PCR erfolgte unter Verwendung des Kits SensiFAST Probe
Hi-ROX One-Step mit dem nachfolgenden PCR-Programm. Die finale
Primerkonzentration betrug 500 nM, wahrend die finale Konzentration der
Fluorophor-markierten DNA-Sonden 250 nM war (DNA-Sequenzen sind der Tabelle 21 zu

entnehmen).
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T[°C] t[s] Schritt

45 600 Reverse Transkription
95 120 Aktivierung der Polymerase

95 5 Denaturierung
X
60 20 Annealing 30

Tabelle 21: Ubersicht der in der quantitativen Echtzeit-PCR verwendeten DNA-Primer und Fluorophor-
markierten DNA-Sonden.

Primer und Fluorophor-markierte DNA-Sonden

5-GCTCGGTATGTCTTCATGCTG-3'

CTGF-Gen 5-GAAGCTGACCTGGAAGAGAAC-3'
5-HEX-CAGCCAGAA-ZEN-AGCTCAAACTTGATAGGC-IBFQ-3'
5-ACAGAGCCTCGCCTTTG-3'
ACTB-Gen 5-CCTTGCACATGCCGGAG-3'

5'-FAM-TCATCCATG-ZEN-GTGAGCTGGCGG-IFBQ-3'

HEX = Hexachloro-Fluorescein; ZEN = Quencher; IBFQ = lowa Black Fluorescent Quencher;
FAM = Fluorescein.

Die CTGF-Genexpression wurde auf das housekeeping gene ACTB normalisiert und
analysiert mit Hilfe der Software Relative Quantification (Applied Biosystems). Mittels

Prism 6 (GraphPad) erfolgte die statistische Analyse (Zweistichproben-t-Test, p <0,05).

7.9 Uberfiihrung chemischer Reaktionen auf CPG-gebundenen
DNA-Oligonukleotiden und Entwicklung einer neuen

Kodierungsstrategie

7.9.1 Allgemeine Synthesevorschriften

7.9.1.1 Amidkupplung von Carbonsduren an CPG-gebundenen,

5'-Aminolinker-modifizierten DNA-Oligonukleotiden

H . H
1. DMT-Entschiitzung
Oy N, O N
/\/\/ i "DMT /\/\/ e @
2.

0 0
OH

Schritt 1. Die DMT-Schutzgruppe der CPG-gebundenen, 5'-Aminolinker-modifizierten
DNA (250 nmol, 9-10 mg CPG-gebundene DNA) wurde durch Inkubation mit 200 pL
3 %iger TCA in CHxCI, fur eine Minute entfernt. Die DMT-Entschiitzung erfolgte in einer

Filtersaule auf einem Vakuumverteiler. Eine gelb-orangene Farbung der Reaktionslésung
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zeigte die erfolgreiche Abspaltung der DMT-Schutzgruppe. Der Vorgang wurde so lange
wiederholt, bis keine Farbung der Losung zu beobachten war. Die CPG-gebundene,
DMT-entschitzte DNA wurde dreimal mit je 200 puL 1 % TEA in ACN, DMF, MeOH, ACN

und CHCl, gewaschen und im Anschluss in vacuo getrocknet.

Schritt 2. Die CPG-gebundene, DMT-entschitzte DNA, die Carbonsédure und das
Kupplungsreagenz HATU wurden in vacuo fur 15 min getrocknet. AnschlieBend wurden
die Carbonsaure (25 umol, 100 Aquiv.) und HATU (25 umol, 100 Aquiv.) in jeweils 75 pL
trockenem DMF gelést und daraufthin  miteinander vermischt. Zu diesem
Reaktionsgemisch wurde DIPEA (62,5 umol, 250 Aquiv.) gegeben. Die resultierende
Reaktionsmischung wurde fir funf Minuten geschuttelt und anschlie3end zu der in 75 pL
trockenem DMF suspendierten, CPG-gebundenen sowie DMT-entschitzten DNA
(250 nmol, 1 Aquiv.) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur fir
zwei Stunden geschuttelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat tber
eine Filtersaule auf einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH,
ACN und CH:Cl> gewaschen wund daraufhin in vacuo getrocknet. Die
Amidkupplungsreaktion wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zur Uberprifung des
Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen DNA-Konjugats
(0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 uyL AMA bei Raumtemperatur fir 30 min (hexT),
1 h (TC-Sequenz) oder 4 h (ATCG-Sequenzen) inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung
mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der
Ruckstand in 200 yL ddH,O aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC
sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert. Bei einer unvollstandigen

Amidkupplung (<90 %) wurde die Reaktion ein drittes Mal wiederholt.

Schritt 3. Um nicht reagierte Aminofunktionen zu schiitzen, wurde das CPG-gebundene
DNA-Konjugat in einer Filtersaule dreimal mit 200 uL einer capping-Losung (1:1-Mischung
aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und THF/Pyridin/Acetanhydrid 8:1:1 (v/v)) fir 30 s
behandelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat dreimal mit je
200 pyL DMF, MeOH, ACN und CH2Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet.
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7.9.1.2 Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition eines Fmoc-geschiutzten
PEG(4)-Linkermoleklls an CPG-gebundenen DNA-Oligonukleotiden

NH»
o\v/i
\
N—N

H 0] -Fmoc N/ 7

2. Fmoc-Entschitzung

Schritt 1. Zur Suspension der CPG-gebundenen DNA (400 nmol, 1 Aquiv.) in 280 pL
MeOH/ddH20 (1:1) wurde Nz-PEG(4)-NH-Fmoc (33,6 umol, 84 Aquiv.), gelést in 100 pL
DMF, gefolgt von TBTA (16,8 umol, 42 Aquiv.), gelést in 120 uL DMF, sowie
Natriumascorbat (16,8 umol, 42 Aquiv.) und CuSO,-5H,0 (1,68 pmol, 4,2 Aquiv.), beides
gelost in jeweils 10 yL ddH-0, gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C flr 16 h
geschuttelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat Uber eine Filtersaule
auf einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 uL 0,1 M EDTA-L6sung, 0,1 M
MgCl,-L6ésung, ddH,O, DMF, MeOH, ACN und CHCI, gewaschen und daraufhin in vacuo
getrocknet. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge des
CPG-gebundenen DNA-Konjugats (0,7-0,9mg, ~20nmol) mit 500 uyL AMA bei
Raumtemperatur fir 4 h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. Anschliel3end
wurde die Losung mit 20 pyL Tris-Puffer (1 M, pH=7,5) versetzt, in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und
gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion

analysiert.

Schritt 2. Zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe des CPG-gebundenen DNA-Konjugats
(400 nmol, 1 Aquiv.) wurde dieses mit 200 pL einer 20 %igen Piperidinlosung in DMF
behandelt und fur finf Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Im Anschluss wurde das
CPG-gebundene, Fmoc-entschitzte DNA-Konjugat in eine Filtersdule Uberfiihrt und
dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CHCl; gewaschen und daraufhin in vacuo

getrocknet.
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7.9.1.3 Amidkupplung von Carbonsauren an CPG-gebundenen, PEG(4)-Linker-

modifizierten DNA-Oligonukleotiden
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Schritt 1. Die CPG-gebundene DNA, die Carbonsaure und das Kupplungsreagenz HATU
wurden in vacuo fir 15 min getrocknet. AnschlielBend wurden die Carbonsaure (25 pumol,
100 Aquiv.) und HATU (25 umol, 100 Aquiv.) in jeweils 75 pL trockenem DMF geldst und
daraufhin miteinander vermischt. Zu diesem Reaktionsgemisch wurde DIPEA (62,5 umol,
250 Aquiv.) gegeben. Die resultierende Reaktionsmischung wurde fiir finf Minuten
geschittelt und anschlieRend zu der in 75 puL trockenem DMF suspendierten,
CPG-gebundenen DNA (250 nmol, 1 Aquiv.) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei
Raumtemperatur fur zwei Stunden geschuttelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene
DNA-Konjugat uber eine Filtersaule auf einem Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je
200 pL DMF, MeOH, ACN und CH,Cl» gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Die
Amidkupplungsreaktion wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zur Uberprifung des
Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen DNA-Konjugats
(0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 uL AMA bei Raumtemperatur fir 4 h (ATCG- und
7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung mit 20 pL Tris-Puffer
(A M, pH=7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand in
200 pL ddH,O aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie
MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert. Bei einer unvollstédndigen
Amidkupplung (<90 %) wurde die Reaktion ein drittes Mal wiederholt.

Schritt 2. Um nicht reagierte Aminofunktionen zu schitzen, wurde das CPG-gebundene
DNA-Konjugat in einer Filtersaule dreimal mit 200 yL einer capping-L6sung (1:1-Mischung
aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und THF/Pyridin/Acetanhydrid 8:1:1 (v/v)) fir 30 s
behandelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat dreimal mit je
200 pL DMF, MeOH, ACN und CH2Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet.

Schritt 3. Die DMT-Schutzgruppe des CPG-gebundenen DNA-Konjugats (250 nmol)
wurde durch Inkubation mit 200 pL 3 %iger TCA in CHxCl, fur eine Minute entfernt. Die

DMT-Entschitzung erfolgte in einer Filtersdule auf einem Vakuumverteiler. Eine
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gelb-orangene Farbung der Reaktionsldosung zeigte die erfolgreiche Abspaltung der
DMT-Schutzgruppe. Der Vorgang wurde so lange wiederholt, bis keine Farbung der
Losung zu beobachten war. Die CPG-gebundene, DMT-entschiitzte DNA wurde dreimal
mit je 200 uL 1 % TEA in ACN, DMF, MeOH, ACN und CH.Cl, gewaschen und im

Anschluss daraufhin in vacuo getrocknet.

7.9.1.4 Fmoc-Entschitzung von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten

H F Fmoc-Entschiitzung H
= @H moc @ @NHZ

O O

Zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten
(250 nmol) wurden diese mit 200 puL einer 20 %igen Piperidinlésung in DMF behandelt
und fiar funf Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. Im Anschluss wurde das
CPG-gebundene, Fmoc-entschitzte DNA-Konjugat in eine Filtersdule Uberfihrt und
dreimal mit je 200 pL DMF, MeOH, ACN sowie CH,Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo

getrocknet.

7.9.1.5 Boc-Entschiutzung von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten

H . H
Boc-Entschiitzun
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Zur Entfernung der Boc-Schutzgruppe von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten
(250 nmol) wurden diese mit 200 pL einer 10 %igen TFA-LOsung in CH.CI, fir 4 h
(hexT)#" oder mit 50 % TFA in CH.Cl, fir eine Minute (ATCG-Sequenzen)i® bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene, Boc-entschiitzte
DNA-Konjugat in eine Filtersaule tberfihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN
sowie CH.Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des
Erfolges der Entschitzung wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen
DNA-Konjugats (0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 uL AMA bei Raumtemperatur fir 30 min
(hexT) oder 4 h (ATCG-Sequenzen) inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung mit 20 pL
Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Riickstand
in 200 pL ddH,O aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie
MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert.
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7.9.1.6 Boc-Entschutzung von DNA-Konjugaten in Losung
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Zur Entfernung der Boc-Schutzgruppe von DNA-Konjugaten in Lésung (~20 nmol) wurden
diese mit 20 L einer wassrigen 10 %igen TFA-Losung fir 4 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurde das Boc-entschiitzte DNA-Konjugat mittels ethanolischer
Fallung gereinigt, indem 80 pL 100 %iges Ethanol und 2 puL einer wassrigen
NaOAc-L6sung (3 M, pH = 5,2) hinzugegeben und die resultierende Mischung bei -80 °C
fur 16 h inkubiert wurde. Nach der Zentrifugation der Probe bei 4 °C fir 30 min und einer
Drehzahl von 13.200 rpm wurde der Uberstand abgenommen. Es wurde eine erneute
ethanolische Féallung durch Zugabe von 100 %igem Ethanol (100 pL) und Inkubation
bei -80 °C fir 1 h durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Probe zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und die Probe getrocknet. Die DNA-Probe wurde nach der Prazipitation in
15 pL ddH20 aufgenommen. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der

Erfolg der Reaktion analysiert.

7.9.1.7 tBu-Entschitzung von CPG-gebundenen DNA-Konjugaten
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Zur Entfernung der tBu-Schutzgruppe von CPG-gebundenen hexT-Konjugaten (250 nmol)
wurden diese mit 200 pL einer 10 %igen TFA-Losung in CH2Cl, fur 4 h inkubiert.*” Zur
Entfernung der tBu-Schutzgruppe von CPG-gebundenen ATCG-Konjugaten wurden diese
funfmal mit je 200 pL einer 75 %igen TFA-LOsung in CHxCl, fir 30 s auf einer Filtersaule
bei Raumtemperatur inkubiert.®! Zwischen den einzelnen Entschiitzungsschritten wurde
das CPG-gebundene DNA-Konjugat zweimal mit 200 uL CH.Cl,, einmal mit
200 pL 1% TEA in ACN sowie erneut einmal mit 200 pL CH,Cl, gewaschen. Nach der
Entschitzung wurde das CPG-gebundene, tBu-entschitzte DNA-Konjugat in eine
Filtersdule Uberfihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CHCl,
gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des Erfolges der
Entschitzung wurde eine kleine Menge des CPG-gebundenen DNA-Konjugats
(0,7-0,9 mg, ~20 nmol) mit 500 puL AMA bei Raumtemperatur fiir 30 min (hexT) oder 4 h
(ATCG-Sequenzen) inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung mit 20 pL Tris-Puffer (1 M,
pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH>O
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aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der

Erfolg der Reaktion analysiert.

7.9.1.8 Ugi-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundenen
DNA-Aldehyd-Konjugaten
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Die Suspension aus CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-Konjugat (20 nmol, 1 Aquiv.) und
Amin (20 pmol, 1000 Aquiv.) in 50 uL MeOH wurde bei Raumtemperatur fiir drei Stunden
geschiittelt. Im Anschluss wurden die Carbonsaure (20 pmol, 1000 Aquiv.; feste Sauren
in 15 pL MeOH gelost) und das Isocyanid (20 umol, 1000 Aquiv.) zur Reaktionsmischung
pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde bei 50 °C fiir 16 h geschiittelt. Das CPG-gebundene
DNA-Konjugat wurde in eine Filtersaule tberfihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH,
ACN sowie CH.Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des
Reaktionserfolges wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei
Raumtemperatur fur 30 min (hexT) oder 4 h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen)
inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt,
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Ruckstand in 200 pL ddH>O aufgenommen und
gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion

analysiert. Das Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.

7.9.1.9 Ugi-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundenem

DNA-Carbonsaure-Konjugat
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Die Losung aus Amin (20 umol, 1000 Aquiv.) und Aldehyd (20 pmol, 1000 Aquiv.) in 50 pL

MeOH wurde bei Raumtemperatur fur drei Stunden geschuttelt. Im Anschluss wurde die
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Reaktionsmischung zum CPG-gebundenen DNA-Carbonsaure-Konjugat (20 nmol,
1 Aquiv.), gefolgt vom Isocyanid (20 umol, 1000 Aquiv.), pipettiert. Der Reaktionsansatz
wurde bei 50 °C fur 16 h geschuttelt. Das CPG-gebundene DNA-Konjugat wurde in eine
Filtersdule uberfuhrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CHCI;
gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberprifung des Reaktionserfolges
wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 pL AMA bei Raumtemperatur fiir 4 h
(ATCG-Sequenz) inkubiert. Anschliel3end wurde die Losung mit 20 pyL Tris-Puffer (1 M,
pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Riuickstand in 200 pL ddH.O
aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der
Erfolg der Reaktion analysiert. Das Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.

7.9.1.10 Ugi-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundener,
5'-Aminolinker-modifizierter DNA
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Die Suspension aus CPG-gebundener, 5'-Aminolinker-modifizierter DNA (20 nmol,
1 Aquiv.) und Aldehyd (20 umol, 1000 Aquiv.) in 50 uL MeOH wurde bei Raumtemperatur
fur drei Stunden geschittelt. Im Anschluss wurden die Carbonsaure (20 pmol,
1000 Aquiv.) und das Isocyanid (20 pmol, 1000 Aquiv.) zur Reaktionsmischung pipettiert.
Der Reaktionsansatz wurde bei 50 °C fir 16 h geschittelt. Das CPG-gebundene
DNA-Konjugat wurde in eine Filtersaule tberfiihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH,
ACN sowie CH,Cl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des
Reaktionserfolges wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei
Raumtemperatur fir 4 h (ATCG-Sequenz) inkubiert. AnschlieBend wurde die Lésung mit
20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der
Ruckstand in 200 pL ddH,O aufgenommen und gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC
sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert. Das Produkt wurde mittels

préparativer RP-HPLC gereinigt.
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7.9.1.11 Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion an CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-

Konjugat
R1
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Die Suspension aus CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-Konjugat (20 nmol, 1 Aquiv.) und
Amin (20 pmol, 1000 Aquiv.) in 50 uL MeOH wurde bei Raumtemperatur fur drei Stunden
geschiittelt. Im Anschluss wurden das Isocyanid (20 pmol, 1000 Aquiv.) und TMSNs;
(20 umol, 1000 Aquiv.) zur Reaktionsmischung pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde bei
50 °C fur 16 h geschittelt. Das CPG-gebundene DNA-Konjugat wurde in eine Filtersaule
Uberfiihrt und dreimal mit je 200 uyL DMF, MeOH, ACN sowie CH.Cl, gewaschen und
daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde das
CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 yL AMA bei Raumtemperatur fir 30 min (hexT)
oder fir 4 h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. Anschlieend wurde die
Losung mit 20 L Tris-Puffer (1 M, pH=7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet, der Rickstand in 200 uL ddH,O aufgenommen und gefiltert. Mittels
analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert. Das
Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.

7.9.1.12 Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-Reaktion an CPG-gebundenem
DNA-Aldehyd-Konjugat
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Die Suspension aus CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-Konjugat (20 nmol, 1 Aquiv.) und
Amin (20 pumol, 1000 Aquiv.) in 30 L 1,2-Dichlorethan wurde bei Raumtemperatur fur drei
Stunden geschittelt. Im Anschluss wurde die Carbonsaure (20 umol, 1000 Aquiv.) in
80 pL 1,2-Dichlorethan geldst und zu dem (Isocyanoimino)triphenylphosphoran (20 pumol,
1000 Aquiv.) gegeben. Die resultierende Losung wurde zur Reaktionsmischung pipettiert.
Der Reaktionsansatz wurde bei 50 °C fir 16 h geschittelt. Das CPG-gebundene
DNA-Konjugat wurde in eine Filtersdule tberfihrt und dreimal mit je 200 pL DMF, MeOH,
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ACN sowie CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des
Reaktionserfolges wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei
Raumtemperatur fir 30 min (hexT) oder 4h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen)
inkubiert. Anschlie3end wurde die Losung mit 20 pL Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt,
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Ruckstand in 200 pL ddH>O aufgenommen und
gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion
analysiert. Das Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.

7.9.1.13 Groebke-Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion an
CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-Konjugat
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Die Suspension aus CPG-gebundenem DNA-Aldehyd-Konjugat (20 nmol, 1 Aquiv.) und
Amin (20 pmol, 1000 Aquiv.) in 50 yL MeOH wurde bei Raumtemperatur fiir sechs
Stunden geschiittelt. Im Anschluss wurde das Isocyanid (20 umol, 1000 Aquiv.) sowie
AcOH zur Reaktionsmischung gegeben und auf ein Volumen von 80 pL mit MeOH
aufgefullt (finale Saurekonzentration: 1 %). Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur fir 16 h geschuttelt. Das CPG-gebundene DNA-Konjugat wurde in eine
Filtersdule Uberfihrt und dreimal mit je 200 uL DMF, MeOH, ACN sowie CH.Cl,
gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberprifung des Reaktionserfolges
wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei Raumtemperatur fir
30 min (hexT) oder 4 h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. Anschliel3end
wurde die LOsung mit 20 pyL Tris-Puffer (1M, pH=7,5) versetzt, in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und
gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion
analysiert. Das Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.
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7.9.1.14 1,3-dipolare Cycloaddition an CPG-gebundenem DNA-Glycin-Konjugat
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Die Suspension aus CPG-gebundenem DNA-Glycin-Konjugat (20 nmol, 1 Aquiv.) und
Aldehyd (20 pmol, 1000 Aquiv.) in 50 uL ACN/TEOF (2:1) wurde bei Raumtemperatur fiir
sechs Stunden geschuttelt. Im Anschluss wurden 30 L einer homogenen Suspension aus
AgOACc (2 umol, 100 Aquiv.) in ACN/TEOF (2:1), Dipolarophil (80 umol, 4000 Aquiv.) und
TEA (80 umol, 4000 Aquiv.) zum CPG-gebundenen DNA-Konjugat gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde bei 50°C fur 16 h geschittelt. Das CPG-gebundene
DNA-Konjugat wurde in eine Filtersaule Uberfihrt und dreimal mit je
200 pL 0,2 M EDTA-L6sung, DMF, MeOH, ACN sowie CH-Cl, gewaschen und daraufhin
in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde das CPG-gebundene
DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei Raumtemperatur fur 30 min (hexT) oder 4h
(ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. Anschliel3end wurde die Losung mit 20 pL
Tris-Puffer (1 M, pH = 7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, der Riickstand
in 200 pL ddH>O aufgenommen und gefiltert. Um verbliebende Silberionen zu entfernen,
wurde das DNA-Konjugat zusétzlich gereinigt. Dies erfolgte entweder durch Verwendung
von Chelex-Harz (Bio-Rad): Hierfir wurden 5 mg des Chelex-Harzes dreimal gewaschen
mit 10 mM TEAA-Puffer (pH = 8,0). Die wassrige DNA-LOsung wurde zum Chelex-Harz
gegeben und die Suspension wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt. Der
Uberstand wurde entfernt, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und der Riickstand in
45 uL ddH20 aufgenommen. Eine weitere zusatzliche Reinigungsmethode zur Entfernung
Uberschussiger Silberionen basierte auf der Verwendung einer 1,3,5-Triazin-2,4,6-trithiol-
trinatriumsalz (TMT)-L6sung: Die wassrige DNA-L6sung wurde mit 5 uL der TMT-L6sung
versetzt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation der Probe fir
30 min und einer Drehzahl von 13.200 rpm wurde der Uberstand abgenommen und mittels
ethanolischer Fallung gereinigt. Die Probe wurde hierftr mit 1/10 Volumen einer wéassrigen
NaOAc-Losung (3 M, pH =5,2) sowie mit 3-4 Volumen an Ethanol (100%) versetzt und
Uber Nacht bei -80 °C inkubiert. Nach Zentrifugation der Probe bei 4 °C fir 30 min und
einer Drehzahl von 13.200 rpm wurde der Uberstand abgenommen. Im Anschluss erfolgte
eine erneute ethanolische Fallung durch Zugabe von 100 pL 100 %igem Ethanol und
Inkubation bei -80°C fur 1h. Die DNA-Probe wurden nach der Prazipitation in
200 pL ddH20 aufgenommen. Mit Hilfe analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde
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der Erfolg der Reaktion analysiert. Das Produkt wurde mittels préparativer RP-HPLC

gereinigt.

7.9.1.15 Yb(PFO)s-katalysierte Pyrazolsynthese an CPG-gebundenem
DNA-Aldehyd-Konjugat
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Vor der Reaktion wurde das Hydrazin, sollte es als Hydrochloridsalz vorgelegen haben, in
einer verdunnten Ammoniak-Losung geldst, mit CH>Cl, extrahiert, anschlie3end utber
MgSO4 getrocknet und daraufhin in vacuo getrocknet. AuRerdem wurde im Vorfeld der
Reaktion der Katalysator Yb(PFO)s; entsprechend einer bekannten Vorschrift

hergestellt.72

Fur die Reaktion wurde das Hydrazin (5 umol, 250 Aquiv.) in 30 pL Toluol geldst und zum
CPG-gebundenen DNA-Aldehyd-Konjugat gegeben. Zur Bildung des Imins wurde die
Reaktionsmischung bei Raumtemperatur fir 30 min geschuttelt. Im Anschluss wurde
Acetessigester (60 pmol, 3000 Aquiv.) und 50 pL einer homogenen Suspension aus
Yb(PFO); (5 umol, 250 Aquiv.) in Toluol zur Reaktionsmischung gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde bei 50°C fir 16 h geschittelt. Das CPG-gebundene
DNA-Konjugat wurde in eine Filtersaule Uberfihrt und dreimal mit je 200 uL 0,1 M
EDTA-L6sung, 0,1 M MgSO., ddH,O, DMF, MeOH, ACN sowie CHCl, gewaschen und
daraufhin in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde das
CPG-gebundene DNA-Konjugat mit 500 uL AMA bei Raumtemperatur fir 1h
(TC-Sequenz) oder 4 h (ATCG- und 7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. AnschlieRend
wurde die LOosung mit 20 pL Tris-Puffer (1M, pH=7,5) versetzt, in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und
gefiltert. Mittels analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion

analysiert. Das Produkt wurde mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.
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7.9.2 Testligation zur Etablierung einer neuen DNA-Haarnadelstruktur-
basierten Kodierungsstrategie
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Zur Etablierung einer Kodierungsstrategie, welche die Verwendung von Kkurzen,
einzelstrangigen DNA-Barcodes und damit die Kodierung von CPG-gebundenen
Startmaterialien erlaubt, wurde eine Testligation durchgefiihrt (DNA-Sequenzen sind der
Tabelle 22 zu entnehmen). Hierfir wurden zunédchst das DNA-gekoppelte
Castagnoli-Cushman-Produkt ATCGi«4 (V), welches von Dr. Marco Potowski
synthetisiert wurde, und die Haarnadel-DNA HP 5'-phosphoryliert. Flr die Hybridisierung
der komplementaren DNA-Einzelstrange wurden das phosphorylierte, DNA-gekoppelte
Castagnoli-Cushman-Produkt ATCGa4 4 (V) und die phosphorylierte Haarnadel-DNA HP
mit dem nicht-modifizierten, komplementaren Gegenstrang V' aguimolar (100 pmol)
zusammen gemischt, auf 85 °C fiir zehn Minuten erhitzt und anschlieRend langsam auf
4 °C runtergekuhlt. Im Anschluss erfolgte die Ligation in 20 pL bei 25 °C tGber Nacht. Die
Ligation wurde durch Hitzeinaktivierung der DNA-Ligase bei 75 °C fur 15 Minuten
gestoppt. Das Ligationsprodukt wurde Uber ethanolische Fallung gereinigt, in ddH>O
aufgenommen und die Konzentration Uber Messung der Absorption bei 260 nm mittels
eines UV-Spektrometers ermittelt. Die Ligation wurde tUber Agarose-Gelelektrophorese
Uberprift.

Tabelle 22: Ubersicht der fiir die Testligation verwendeten DNA-Sequenzen.

DNA Sequenz (5'-3")
HP CAA ATC CGT TCAS AGG TCG GTG TGAACG GATTTG AGTC
V CTC T*TT ACC TACCT
V' ATA CAG GTAGGT AAAGAG GACT

S = Co-spacer; T* = Ethynyl-dU wurde mit N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels CUAAC modifiziert, gefolgt von einer
Fmoc-Entschitzung, Amidkupplung mit 2-(4-Formylphenoxy)-Essigsaure 22ag und anschlieender
Castagnoli-Cushman-Reaktion.
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7.10 Studien zur chemischen Stabilisierung von
DNA-Oligonukleotiden fir die DEL-Synthese

7.10.1 Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition eines Fmoc-geschitzten
PEG(4)-Linkermolekils an CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-

Oligonukleotiden

Yo
NH
Kj\v{
N—
H O .Fmoc N
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2. Fmoc-Entschiitzung
3. Acetylierung

Schritt 1. Zur CPG-gebundenen DNA (400 nmol, 1 Aquiv.), in 280 pL MeOH/ddH.O (1:1)
suspendiert, wurde N3-PEG(4)-NH-Fmoc (33,6 umol, 84 Aquiv.), gelost in 100 uL DMF,
gefolgt von TBTA (16,8 umol, 42 Aquiv.), gelost in 120 uL DMF, sowie Natriumascorbat
(16,8 umol, 42 Aquiv.) und CuSQO,-5H,0 (1,68 umol, 4,2 Aquiv.), beides geldst in jeweils
10 pL ddH;0, gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 50 °C fir 16 h geschittelt. Im
Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat Uber eine Filtersdule auf einem
Vakuumverteiler gefiltert, dreimal mit je 200 pL 0,2 M EDTA-L6sung,
0,1 M MgCl,-Lésung, ddH,O, DMF, MeOH, ACN und CH.CI, gewaschen und daraufhin
in vacuo getrocknet. Zur Uberpriifung des Reaktionserfolges wurde eine kleine Menge des
CPG-gebundenen DNA-Konjugats (0,7-0,9 mg, ~20nmol) mit 500 pL AMA bei
Raumtemperatur fur 4 h (7De-dATC-Sequenzen) inkubiert. Anschlieend wurde die
Loésung mit 20 uL Tris-Puffer (1 M, pH =7,5) versetzt, in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet, der Rickstand in 200 pL ddH.O aufgenommen und gefiltert. Mittels
analytischer RP-HPLC sowie MALDI-MS wurde der Erfolg der Reaktion analysiert.

Schritt 2. Zur Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe des CPG-gebundenen DNA-Konjugats
(400 nmol, 1 Aquiv.) wurde dieses mit 200 pL einer 20 %igen Piperidinlésung in DMF
behandelt und fur finf Minuten bei Raumtemperatur geschattelt. Im Anschluss wurde das
CPG-gebundene, Fmoc-entschitzte DNA-Konjugat in eine Filtersdule Uberfihrt und
dreimal mit je 200 pL DMF, MeOH, ACN sowie CHCl, gewaschen und daraufhin in vacuo

getrocknet.

Schritt 3. Zur Acetylierung der freien Aminofunktion wurde das CPG-gebundene

DNA-Konjugat in einer Filtersaule dreimal mit 200 pL einer capping-Losung (1:1-Mischung
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aus THF/Methylimidazol 9:1 (v/v) und THF/Pyridin/Acetanhydrid 8:1:1 (v/v)) fur 30 s
behandelt. Im Anschluss wurde das CPG-gebundene DNA-Konjugat dreimal mit je
200 pL DMF, MeOH, ACN und CHzCl, gewaschen und daraufhin in vacuo getrocknet.

7.10.2 Testligationen zur Anwendung der DNA-Haarnadelstruktur-basierten
Kodierungsstrategie unter Verwendung chemisch modifizierter DNA

Zur  Untersuchung der neuen  Kodierungsstrategie  von  DNA-kodierten
Substanzbibliotheken unter Verwendung der chemisch modifizierten Base 7-Deazaadenin
wurden T4-Ligationen zur Simulation einer vollstandigen DEL-Kodierung durchgefihrt
(DNA-Sequenzen sind der Tabelle 23 zu entnehmen). Im ersten Schritt wurden die
7De-dATC-DNA-Barcodes Vla.e, welche mit einem acetylierten PEG(4)-Linker modifiziert
wurden, mit einer Haarnadel-DNA HP, einem aus Inosin-Nukleotiden sowie abasischen
Stellen bestehenden Universaladapter VI' und der Duplex-DNA VII/VII' in einer
Eintopfreaktion ligiert. Hierflr wurden zunachst die einzelstrangigen DNA-Oligonukleotide
Vlae, HP, VI' und VIl separat an ihren 5'-Phosphatenden enzymatisch phosphoryliert. Fir
die Hybridisierung der komplementaren DNA-Einzelstrange wurden die phosphorylierten
DNA-Sequenzen Vlae, HP, VI' und VIl sowie das nicht-modifizierte Oligonukleotid VII'
aguimolar (100 pmol) zusammen gemischt, auf 85 °C flr zehn Minuten erhitzt und
anschlie3end langsam auf 4 °C runtergekihlt. Im Anschluss erfolgte die Ligation in 40 pL
bei 25 °C Uber Nacht. Die Ligation wurde durch Hitzeinaktivierung der DNA-Ligase bei
75 °C fir 15 Minuten gestoppt. Die Ligationsprodukte HP-Vla.-VII/VI'-VII' wurden Uber
ethanolische Féallung gereinigt, in ddH.O aufgenommen und die Konzentration Uber
Messung der Absorption bei 260 nm mittels eines UV-Spektrometers ermittelt. Fur die
letzte Ligation wurden das Ligationsprodukt HP-Via-VIIIVI'-VII' und das
DNA-Oligonukleotid VIII zunéchst 5'-phosphoryliert und anschlieBend wurden das
phosphorylierte, doppelstrangige Ligationsprodukt HP-Vlae-VIIIVI'-VII', das
phosphorylierte Oligonukleotid VIII sowie der komplementare, nicht-modifizierte
Gegenstrang VIII' vereinigt, auf 85 °C fir zehn Minuten erhitzt und erneut abgekunhlt auf
4 °C. Die Ligation von 100 pmol Duplex-DNA HP-Vla.e-VII/VI'-VII' mit VIII/VIII' erfolgte in
40 pL bei 25 °C uber Nacht. Nach der Hitzeinaktivierung der Ligase bei 75 °C fur 15 min
mit anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese wurden die Ligationsprodukte
HP-Vlae-VI-VIIVI-VII'-VIIT' Gber das QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gereinigt.
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Tabelle 23: Ubersicht der fiir die Testligationen verwendeten DNA-Sequenzen.

DNA Sequenz (5'-3")
HP CAA ATC CGT TCA SAG GTC GGT GTG AACGGATTT GAG TC
Vla CT*C TCT 7De-dATC T7De-dAT 7De-dACC T
Vlp CT*C TTC 7De-dA7De-dAT TCC 7De-dACC T
Ve CT*C T7De-dAC 7De-dACT TT7De-dA 7De-dACC T
Vld CT*C TC7De-dA 7De-dATT 7De-dAC7De-dA 7De-dACC T
Vle CT*C T7De-dAC CT7De-dA CTT 7De-dACC T
VI’ ATA CAG GTi aai iaa IAG AGG ACT
i GTA TCA AGC AGG
VII' TAG GCCTGC TTG
VIiI CCT ACT CTC GTATGA CCT CAACTACAT GGT CTACA
vir' TGT AGA CCATGT AGT TGA GGT CAT ACG AGA G
S = Co-spacer; T* = Ethynyl-dU wurde mit N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels CUAAC modifiziert, gefolgt von einer
Fmoc-Entschiitzung und darauffolgender Acetylierung der freien Aminofunktion; i = Inosin; a = abasische

Stelle.

7.10.3 PCR-Amplifikation von chemisch modifizierten Ligationsprodukten

Fur die PCR der DNA-Ligationsprodukte HP-Vlae-VI-VII/VI'-VII'-VIII' wurden 5 uL der
gelextrahierten Ligationsprodukte HP-Vla..-VII-VIII/VI'-VII'-VIII' als DNA-Vorlage, 5 U Taq
DNA-Polymerase, 1x Tag-Puffer, 3 mM MgCl,, 0,625 mM je dNTP sowie 1 uM der
jeweiligen Primer (Tabelle 24) in einem Reaktionsansatz von 40 uL eingesetzt und

nachfolgendes PCR-Programm verwendet:

T[°C] t[s] Schritt
95 180 Initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
55 30 Annealing 30x
72 30 Elongation
72 300 finale Elongation
4 - abschlielRende Temperatur

Tabelle 24: Ubersicht der fir die PCR verwendeten Primer.

DNA Sequenz (5'-3")
torward orimer TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG AGG TCG
P GTG TGA ACG GAT TTG

GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GTG TAG

reverse primer ACC ATG TAG TTG AGG TCA
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Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert, Uber das
QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und die Konzentration Uber Messung der
Absorption bei 260 nm ermittelt.

7.10.4 Sanger-Sequenzierung von chemisch modifizierter DNA

Die mittels PCR vervielfaltigten Ligationsprodukte HP-Vlae-VII-VII/VI'-VII'-VIII' wurden flr
eine nachfolgende Sanger-Sequenzierung durch die Firma Microsynth SeglLab
(Gottingen) vorbereitet. Es wurden hierfur 12 uyL DNA-Vorlage (1,5 ng-pL? pro
100 Basenpaare) und 3 pL Primer (20 uM, Tabelle 25) zusammengemischt.

Tabelle 25: Ubersicht der fiir die Sanger-Sequenzierung verwendeten Primer.

DNA Sequenz (5'-3")
forward primer TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG
reverse primer GGG CTC GGA GAT GTG TAT AAG AG

7.10.5 Echtzeit-PCR von chemisch modifizierten Ligationsprodukten

Fiur die Echtzeit-PCR wurden 5 pL einer Verdinnungsreihe des naturlichen bzw. der
chemisch modifizierten, gelextrahierten Ligationsprodukte HP-VI-VII-VIII/VI'-VII'-VIII' als
DNA-Vorlage, 10 pL SsoAdvanced universal SYBR Green supermix (Bio-Rad) sowie
200 nM der jeweiligen Primer (Tabelle 26) in einem Reaktionsansatz von 20 pL eingesetzt

und nachfolgendes PCR-Programm verwendet:

T[°C] t[s] Schritt
95 30 Initiale Denaturierung
95 15 Denaturierung
60 30 Annealing 35x
72 30 Elongation

Die Spezifitat der Amplifizierung wurde im Anschluss an die PCR durch Messung der
Schmelzkurve untersucht. Die Auswertung der Echtzeit-PCR mit anschlieliender

Schmelztemperaturmessung erfolgte Uber die Software (Version 1.5) des LightCycler 480.

Tabelle 26: Ubersicht der fiir die Echtzeit-PCR verwendeten Primer.

DNA Sequenz (5'-3")
forward primer AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG AG
reverse primer GTA GAC CAT GTAGTT GAG GTC A
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8 Abkirzungsverzeichnis

ACN
Ac.0O
AcOH

AMA

ATP
ber.
Boc

bp
BSA
Aquiv.
CPG
CTGF
CuAAC
DCE
DEL
DIPEA
DMF
DMSO
DMT
DNA
EtsN
EtOAc
EtOH

FG
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Acetonitril
Essigsaureanhydrid
Essigsaure

1:1-Mischung aus wassriger Ammoniak-L6sung (30 %) und

wassriger Methylamin-Lésung (40 %)
Adenosintriphosphat

berechnet

tert-Butyloxycarbonyl

Basenpaar

bovine serum albumin

Aquivalent

controlled pore glass

connective tissue growth factor
copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
1,2-Dichlorethan

DNA-encoded library (DNA-kodierte Substanzbibliothek)
Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Dimethoxytrityl

Desoxyribonukleinsaure

Triethylamin

Ethylacetat

Ethanol

Funktionelle Gruppe
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Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

FP Fluoreszenzpolarisation

GBB-3CR Groebke-Blackburn-Bienaymé-Dreikomponentenreaktion

gef. gefunden

HATU N-[(Dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-
yimethylen]-N-methylmethanaminiumhexafluorophosphat-
N-oxid

hexA hexaadenosine oligonucleotide adapter

hexT hexathymidine oligonucleotide adapter

HPLC high-performance liquid chromatography

(Hochleistungsflissigkeitschromatographie)

HRMS high resolution mass spectrometry (hochauflésende
Massenspektroskopie)

HTS high-throughput screening (Hochdurchsatz-Screening)

ICso half maximal inhibitory concentration (halbmaximale

Inhibierungskonzentration)

LC-MS liquid chromatography - mass spectrometry

LM Ldsungsmittel

m meta

MCR multicomponent reaction (Multikomponentenreaktion)
MeOH Methanol

n.d. nicht detektiert

NGS next generation sequencing

NMR nuclear magnetic resonance spectroscopy

(Kernspinresonanzspektroskopie)
0 ortho

p para
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PBS
PCR
PEG
PNK
PPI
pTsOH
RNA
RP
rpm
RT

SG
SM
TBAI
TBE
TBTA
tBu
TCA
TEA
TEAA
TFA
TFE
THF
TiDEC
tiDEL
U-4CR

U-4CR/aza-Wittig
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phosphate buffered saline

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Polyethylenglykol

Polynukleotidkinase
Protein-Protein-Interaktion
para-Toluolsulfonsaure

Ribonukleins&aure

reverse phase

revolutions per minute

Raumtemperatur

Schutzgruppe

Startmaterial

Tetrabutylammoniumiodid

Tris-Borat-EDTA
Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methylJamin)
tert-Butylester

Trichloressigsaure

Triethylamin

Triethylammoniumacetat

Trifluoressigsaure

2,2, 2-Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

thymidine-initiated DNA-encoded chemistry
oligothymidine-initiated DNA-encoded library
Ugi-Vierkomponentenreaktion

Ugi-Vierkomponenten-aza-Wittig-Reaktion



Abkirzungsverzeichnis

UA-4CR Ugi-Azid-Vierkomponentenreaktion

uv ultraviolett
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Tabelle 27: Ubersicht der fiir die Kupfer-vermittelte Alkin-Azid-Cycloaddition verwendeten Azide.
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Hit-Validierung
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Abbildung 43: Untersuchung der Bindung des Molekiils 70 an MDM2 mittels MST. A. Messung der
Fluoreszenzintensitat in Abhé&ngigkeit der Kapillarenposition. B. Normierte Fluoreszenzintensitat in
Abhéangigkeit der Zeit.

194



Anhang

Abbildung 44: Untersuchung der Bindung der
Die Fluoreszenzénderung (1. Ableitung) wurde gegen die Temperatur aufgetragen.
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Uberfilhrung chemischer Reaktionen auf CPG-gekoppelten DNA-Oligonukleotiden

Isocyanid-basierte MCRs — Startmaterialien
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Isocyanid-basierte MCRs — Produkte
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ATCG1o 3aj (analytische RP-HPLC 1)
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ATCG3p 3an (analytische RP-HPLC I)
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ATCGyp 3ar (analytische RP-HPLC 1)
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ATCG3p 3aw (analytische RP-HPLC 1)
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ATCGyp 6l (analytische RP-HPLC )
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ATCG1o 6p (analytische RP-HPLC )
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hexT 7b (praparative RP-HPLC, Methode 1)
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hexT 7f (praparative RP-HPLC, Methode 1)
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hexT 7j (préparative RP-HPLC, Methode 1)
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ATCG10 9b (analytische RP-HPLC )
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1,3-dipolare Cycloaddition — Startmaterialien

ATCGo 11 (analytische RP-HPLC I, Methode 1)
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ATCGyo 12d (analytische RP-HPLC II, Methode 1)
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ATCGyo 12h (analytische RP-HPLC Il, Methode 1
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ATCGyo 121 (analytische RP-HPLC II, Methode 1)
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Yb(PFO)s-vermittelte Dreikomponentenreaktion zur Darstellung von Pyrazolen —
Startmaterialien

TCio 2 (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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TCyo 3a (analytische RP-HPLC Il, Methode 2)
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TCo 3e (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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TCyo 3i (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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Studien zur chemischen Stabilisierung von DNA-Oligonukleotiden fur die
DEL-Synthese

Tabelle 28: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der amplifizierten Ligationsprodukte
HP-Vlae-VII-VIIVI'-VII'-VIII'. Es wurden die DNA-Sequenzen, welche anstelle der natirlichen Nukleobase
Adenin aus chemisch modifiziertem 7-Deazaadenin bestanden, mit einem dunkelblauen Kasten umrandet.
Das Alignment der Sequenzierungsdaten erfolgte mit Hilfe der Software Benchling (2020). T* = Ethynyl-dU
wurde mit N3-PEG(4)-NH-Fmoc 80 mittels CuAAC modifiziert, gefolgt von einer Fmoc-Entschitzung und
darauffolgender Acetylierung der freien Aminofunktion.

Ba:/°|0d9 5'-CT*C TCT 7De-dATC T7De-dAT 7De-dACC T-3'
TGAGTCICTCTCTATCTATACCT|IGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACATGGT
Konsens| ssequenz
TGAGTCCTCTCTATCTATACCT|IGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACATGGT
Templat-Bequenz

forward

primer
TGAGTCCTCTCTATCTATACCTGTATCAAGCAGGCCTACTCGTATGACCTAACTACTGT
Sequenzierung
TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTATAGATAGAGAGGACTCAAATCCGTTC,
Konsensussequenz
TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTATAGATAGAGAGGACTCAAATCCGTTC,
Templat-Sequenz

reverse

primer
TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTATAGATAGAGAGGACTCAAATCCGTTC
Sequenzierung

Ba{flfde 5'-CT*C TTC 7De-dA 7De-dAT TCC 7De-dACC T-3'
GAGTOCTCTTCAATTCCACCTGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACA
Konsen ussequenz
GAGTCCTCTTCAATTCCACCTGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACA
Templat:Sequenz

forward

GAGT(CTCTTC= ATTCCACCTGTATCAACGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACA

Sequenzierung
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reverse

GTTGAGGTCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGT GGAATTGAAGAGGACTCAAATCCGT

Konsensussequenz

GTTGAGGTCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTGGAATTGAAGAGGACTCAAATCCGT

Templat-Sequenz

primer
GTTGAGTCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATAAGGTGGAATTGAANAGGACTCAAATCCGT
Sequenzierung
Ba(fIOde 5'-CT*C T7De-dAC 7De-dACT TT7De-dA 7De-dACC T-3'
AGTCCTCTACACTTTAACCTIGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACATGGT
Konse nsussequenz
AGTCCTCTACACTTTAACCTGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTCAACTACATGGT
Templat-Sequenz
forward
primer
AGTCCTCTACACTTTAACCToTATCAAGCAGGCTACTNGTATGACCTCAACTACATGGT
Sequenzierung
CATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTTAAAGTGTAGAGGACTCAAATCCGTTC,
Konsensussequenz
CATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTTAAAGTGTAGAGGACTCAAATCCGTTC
Templat-Sequenz
reverse
primer
DA b bl
CATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTTAANNTGNANAGGACTCAAATCCGTTC/
Sequenzierung
Ba(fl:de 5'-CT*C TC7De-dA 7De-dATT 7De-dAC7De-dA 7De-dACC T-3'
GAGTCCTCTCAATTACAACCTIGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTC
Konsen: ussequenz
GAGTCICTCTCAATTACAACCT|IGTATCAAGCAGGCCTACTCTCGTATGACCTC
Templat-Sequenz
forward
primer

GAGT(

Wi

CTCTC=ATTACAACCT

GTATCAAGCAGGCCTACTTCGTATGACCTC

Sequenzierung
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reverse
primer

TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTTGTAATTGAGAGGACTCAAATCC

Konsensussequenz

TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTTGTAATTGAGAGGACTCAAATCC

Templat-Sequenz

Ly ..mehuA.m.o.

TCATACGAGAGTAGGCCTGCTTGATACH

“‘“h“uht‘

(Wi

GGTTGTAATTGAGAGGACTCAAATCC

Sequenzierung

Barcode
Vle

5'-CT*C T7De-dAC CT7De-dA CTT 7De-dACC T-3'

forward
primer

GGATTTGAGTCCTCTACCTACTTACCT]

Konsensussequenz

GGATTTGAGTCCTCTACCTACTTACCT]

Templat-Sequenz

GTATCAAGCAGGCCTACTCTCG

GTATCAAGCAGGCCTACTCTCG

A

GGATTTGAGTCCTCTACCTACTTACCT]

GTATCAAGCAGGCCTACTCTCG

Sequenzierung

reverse
primer

CGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTAAGTAGGTAGAGGACTCAAATCCGTT

Konsensussequenz

CGAGAGTAGGCCTGCTTGATACAGGTAAGTAGGTAGAGGACTCAAATCCGTT

Templat-Sequenz

CAGAGTAGGCCTGCTTGATA AGGTAAGTAGGTAGAGGACTCAAATCCGTT

Sequenzierung
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chemisch modifizierte DNA chemisch modifizierte DNA

HP-VI-VII-VIILVI-VIP-VIIT /

HP-VIp-VII-VIIN -V -Vl

Fluoreszenzintensitat
Fluoreszenzintensitat
3

L e e e e e LA B B S S p— T
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s S
N N 10
o o
S 3
i i 5 ;
N
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20 - chemisch modifizierte DNA 25 native DNA
| 20
15 | -',I
b A =
= HP-VI-VII-VIlVI-VII-VII* || \ b 15 | HP-VI =NV -VIP-VHI [
: o
E E 10
o <
N
@ 0
. o,
3 S
T8 i
1] 1]

7o T2 4 76 78 80 82 84 86 88 90

8_

L L s e e e e S B s S I
70 T2 4 76 78 80 82 B4 86 88

Temperatur[°C] Temperatur[°C]
— 500.0pg/uL — 2500 pg/uL  —— 1250 pg/uL.  —— 62,59 pg/uL — 31.3 pg/uL 156 pg/ul.  —— 7.8 pg/ul —— 3.9pg/uL

Abbildung 45: Darstellung der Schmelzkurven, welche im Anschluss an die Echtzeit-PCR der
7-Deazaadenin-enthaltenen Ligationsprodukte HP-Vla-e-VII-VIIVI'-VII'-VIII' und des nativen
Ligationsproduktes HP-VIg-VII-VIII/VI'-VII'-VIII* ermittelt wurden. Fur die Echtzeit-PCR wurde eine
Verdiinnungsreihe des jeweiligen DNA-Templats verwendet.
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g 2 g 2
|
|
1
|

z

HP-VI-VII-VIILI-VIP-VIII

Fluoreszenzintensitat
2

3 ] ] 3 B
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Abbildung 46: Amplifikationskurven (Echtzeit-PCR) der 7-Deazaadenin-enthaltenen Ligationsprodukte

HP-Vlac.e-VII-VII/NVI'-VII'-VIII'.
DNA-Templats verwendet.

Far
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Anhang

chemisch modifizierte DNA

chemisch modifizierte DNA

12
B Bo e
g‘ o g.. o T steigung = .2’?27
g’ 9 ey 8’ ,,,,,,,,,,,,,,,,,
- Steigung = -2,739 @ s T—
3’ 3
S 7 HP-VI-VII-VIINTE-VIP-VII* G 7 HP-VI,-VII-VIHINP-VIP-VIITF
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° o Yy 4 3 e & e 1 s
LOgKonzentration LOQKonzentration
Abbildung 47: Standardkurven (Echtzeit-PCR) der 7-Deazaadenin-enthaltenen Ligationsprodukte
HP-Vlae-VII-VIIIVI'-VII'-VIII' und des nativen Ligationsproduktes HP-VIg-VII-VIINI-VII'-VIII'. Fir die

Echtzeit-PCR wurde eine Verdiinnungsreihe des jeweiligen DNA-Templats verwendet.
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Anhang

Uberfilhrung von DNA-kompatiblen sowie -inkompatiblen chemischen Reaktionen
auf CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-Sequenzen — Startmaterialien

7De-dATCy6 3 (analytische RP-HPLC II, Methode 2; Startmaterial von 7De-dATCs6 5-7)
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Anhang

7De-dATCy6 4 (analytische RP-HPLC Il, Methode 2)
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Uberfithrung von DNA-kompatiblen sowie -inkompatiblen chemischen Reaktionen
auf CPG-gebundenen 7De-dATC-DNA-Sequenzen — Produkte

7De-dATCy6 5 (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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Anhang

7De-dATCy6 7 (analytische RP-HPLC II, Methode 2))
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Anhang

7De-dATCy6 9b (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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Anhang

7De-dATCy6 9f (analytische RP-HPLC Il, Methode 2)
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Anhang

7De-dATCy6 10a (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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Anhang

7De-dATCy6 10e (analytische RP-HPLC II, Methode 2)
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Anhang

7De-dATCy6 10i (analytische RP-HPLC Il, Methode 2)
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