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o Chemische Verschiebung

abs. absolut

ACh Acetylcholin

ACh-E Acetylcholinesterase

AD Alzheimer Disease = Alzheimer Erkrankung

ADAS cog  Alzheimer's disease assessment scale cognition = Alzheimer-Bewertungsskala
fur Kognition
ADCS ADL  Alzheimer's disease cooperative study group- active daily living = Kooperations-

arbeitsgruppe fur Alzheimererkrankung zur Einschatzung des aktiven taglichen

Lebens
ADI ALZHEIMER'S DISEASE INTERNATIONAL
APCI Atmospheric Pressure Chemical lonization = Chemische lonisierung bei Atmos-
pharendruck
APP Amyloid Precursor Protein = Amyloid Vorlduferprotein
AKT Proteinkinase B
AMPAR o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure-Rezeptor
AS Aminosaure
Asp, D Asparaginsaure
ATP Adenosintriphosphat
AU Absorbance Units = Absorptionseinheiten
Brine gesatttigte Natriumchloridlésung
cCT Kraniale Computertomographie
CDK Cycline dependent Kinase = Cyclin-abhéangige Kinase
CMRT Kraniale Magnetresonanztomographie
CSF Zerebrospinalflissigkeit
Cyc Cycline
Cys, C Cystein
DC Dunnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan
DMF Dimethylformamid
Dem Tect Demenz Detektionstest
dest. destilliert
DIAD Diisopropylazodicarboxylat
DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid
DMSO Dimethylsulfoxid
DTGS deuteriertes Triglycinsulfat
ELISA Enzyme-linked Immunosorbant Assay

Xl
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Einleitung

1 EINLEITUNG

,Liebe Landsleute, vor kurzem habe ich erfahren, dass ich einer der Millionen Amerikaner bin, die
an Alzheimer erkrankt sind.[...] Ich beginne nun die Reise, die mich zum Sonnenuntergang meines
Lebens fihrt'f" 2 Mit diesen Worten verabschiedete sich der an Alzheimer erkrankte
Ronald Reagan, am 05.11.1994, von der Amerikanischen Gesellschaft. Der facettenreiche Schauspie-
ler und 40. US-Prasident tGberlebte den Kampf gegen die progressive, neurodegenerative Krankheit

nicht.

Wie ihm erging es, laut ALZHEIMER'S DISEASE INTERNATIONAL (ADI), im Jahr 2015 Uber 47 Millionen
Menschen weltweit, die mit einer Demenzerkrankung zu kampfen hatten - darunter waren 9,9 Mil-
lionen Neuerkrankungen. Das bedeutet, dass alle 3,2 Sekunden ein neuer Demenzfall diagnostiziert
wird. Das ADI schatzt, dass die Zahl bis 2050 auf 132 Millionen ansteigen wird.”! In Deutschland

leben bis zu 1,2 Millionen Demenzerkrankte [

Demenz stellt ein Syndrom mit einem groBen Symptompool dar. Mit schleichendem Beginn, ge-
pragt vom Ruckgang kognitiver Fahigkeiten, erleben die Betroffenen, anfangs bei vollem Bewusst-
sein, einen Personlichtkeitsverlust. Derartige Stérungen héherer kortikaler Funktionen sind vorran-
gig Beeintrachtigungen des Gedachtnisses, der Aufmerksamkeit sowie des Denk- und Urteilsver-
mogens. Wahrend des progredienten Krankeitsverlaufes sind die Betroffenen nicht mehr in der
Lage einfachste Alltagshandlungen ohne Unterstiitzung zu bewaltigen. Gepaart mit Angsten und
Depressionen, entwickeln sich im fortgeschrittenen Stadium vegetative Funktionsstérungen, wie
Inkontinenz, das Unvermodgen des Kauens, Schluckens und des Atmens. Der so geschwachte Kor-
per bietet viel Angriffsflache fir weitere Komorbiditaten. Nicht selten versterben die Leidtragenden
an nicht mehr therapierbaren Infektionen, wie Pneumonien oder Sepsen. Durch soziale Interaktio-
nen kdnnen die Betroffenen die ersten Symptome geschickt verschleiern. Treten diese aber in den
Vordergrund sind der Zerfall bestimmter Hirnareale und der langsame Rickgang von Nervenzellen
schon so weit fortgeschritten, dass das menschliche Gehirn die Fehlfunktion einzelner Abschnitte
nicht mehr ausgleichen kann. Urséchlich hierfur sind zum einen neurodegenerative Krankheitsbil-
der. Hierzu zahlen die am haufigsten diagnostizierte Form, die Alzheimer-Demenz (60 bis 70 %),
die Lewy-Korperchen-Demenz (15 %) und die Frontotemporale Demenz (5 %). Zum anderen kon-
nen kleine, kumulierte Infarkte und Lasionen im Gehirn eine Vaskulare Demenz (10 %) hervorrufen.
Fast die Halfte der Erkrankungen treten als Mischformen auf (Abbildung 1, links, Seite 2).”! Ihre
Differentialdiagnose und Abgrenzung zu anderen neurologischen Erkrankungen ist langwierig und
vielschichtig. Fir die Diagnosestellung muss die Symptomatik, laut Internationaler statistischer Klas-
sifikation von Krankheiten (ICD-10), mindstestens sechs Monate anhalten. Sie reicht von sozialer,
Eigen-, Fremd-, sowie Familienanamnese, Uber kognitive Tests, wie den Mini Mental Status Test
(MMST), den Demenz Detektion Test (DemTect) beziehungsweise den
Alzheimer's disease assessment scale cognition-Test (ADAS cog) bis hin zu bildgebenden Verfahren,

wie die kraniale Computertomographie (cCT), die kraniale Magnetresonanztomographie (cMRT),
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die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und die Elektroenzephalographie (EEG). Weiterhin

kénnen serologische und biochemische Untersuchungen des Blutes sowie die Uberpriifung der

[4]

genetischen Veranlagung hilfreich sein.”™ Eine abschlieBende Diagnose kann erst post mortem

durch eine Gehirnautopsie und histopathologischer Untersuchung erfolgen.

Lewy-Korperchen- 50 % — 46,3%
Frontotemporale  Krankheit Alzheimer +
Degeneration Lewy-Korperchen-Krankheit

Stoffwechsel-
krankheiten
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|
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Abbildung 1: Ursachen und Prévalenz fur Demenzen.
Ursachen fiir Demenzen nach Haufigkeit (links)!®, Pravalenz fiir Demenz in Europa nach Altersgruppen, 2013 (rechts)®.

Demenz ist in der westlichen Welt die vierthaufigste Todesursache nach Herzkreislauf-Erkrankun-
gen, Gewebsneubildungen und zerebrovaskularen Erkrankungen. Dabei ist das Alter der grofte
Risikofaktor. Die 75- bis 79-Jahrigen erkranken viereinhalb Mal hdufiger an einer Demenz als ihre
zehn Jahre jingeren Mitmenschen. Die Pravalenzrate steigt von unter einem Prozent, fir die 60- bis
65-Jahrigen, auf 41 Prozent, fiir die 90-bis 94-Jahrigen (Abbildung 1, rechts).”! Weiterhin korrelieren
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Depressionen im mittleren Alter, soziale Isolation, ein niedriger

Bildungsstand sowie ein geringes Einkommen mit dem Risiko an Demenz zu erkranken. ”!

Das ADI schéatzte die globalen Kosten zur Behandlung und Pflege von Demenzpatienten fur das
Jahr 2015 auf 818 Milliarden US-Dollar — das entspricht 1,09 Prozent des weltweiten Bruttosozial-
produktes - und erwartet einen Anstieg auf bis zu 2000 Milliarden US-Dollar fiir das Jahr 2030.”
Alarmierende Zahlen, die die WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) veranlasst haben mit ihrem
GLOBAL ACTION PLAN, von 2017 bis 2025, die Behandlung und die Pravention der Demenz, sowie die
soziale Unterstlitzung und die Menschenrechte der Patienten international zu harmonisieren und

auBerdem die Forschungskosten um das Zweifache zu erhéhen. !

Im Folgenden wird speziell auf die Alzheimersche Erkrankung Bezug genommen.
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2 GRUNDLAGEN

2.1 Alzheimersche Erkrankung

Das Auftreten einer Alzheimerschen Erkrankung (AD) wurde im Jahr 1901 erstmals dokumentiert.
Der deutsche Psychiater, ALOIS ALZHEIMER, diagnostizierte bei der damals 51-jahrigen AUGUSTE DETER
die ,Krankheit des Vergessens”, die spater seinen Namen tragen sollte.” Sie ware, wie vier bis acht
Prozent aller AD-Falle, in das Krankheitsbild mit frihem Beginn (vor dem 65. Lebensjahr) einzu-
gruppieren. Diese familiar bedingte AD (FAD) grenzt sich von der sporadischen AD ab, welche mit
90 % die haufigste Form darstellt und mit der Krankheit mit spatem Beginn (nach dem 65. Lebens-
jahr) korreliert."> ™ Allen gemein ist das nach routineméaBiger Autopsie, stark atrophierte Gehirn.
Besonders betroffen sind Zonen, die fiir das Denken, Lernen und Sprechen essentiell sind, wie die
des paritemporalen Bereichs oder des medialen Temporallappens, in denen der Hippocampus und
der entorhinale Kortex lokalisiert sind. Histopathologisch lassen sich in den Gewebeproben beacht-
liche Ansammlungen von extrazelllularen AB-Amyloidplaques und vorrangig intrazelluldren, neu-
rofibrillaren Bundeln (Neurofibrillary tangles; NFT's) erkennen, die fur die Diagnosestellung obligat

sind.

Mittlerweile geht man davon aus, dass die Neurodegeneration bei AD schon 20 bis 30 Jahre vor
dem ersten Auftreten klinischer Symptome beginnt und nach weiteren zehn Jahren mit dem Tod
in véllig hilflosem Zustand endet."™ ™! Die Pathogenese von AD ist bis heute noch nicht zweifelsfrei
geklart. Neben der AB-Amyloid- sowie der Tauhypothese werden weitere Faktoren, wie eine ge-
storte Clearance, inklusive ApoE-Dysregulation oder eine genetische Pradisposition als Ursache
diskutiert. Des Weiteren kénnten oxidativer Stress, gepaart mit mitochondrialer Fehlfunktion und
chronisch bedingten Entzindungen oder eine starke Exposition mit neurotoxischen Metallen, wie
Kupfer und Aluminium, eine AD bewirken."*" Diese multifaktorielle Kausalitat fiihrt zum Abster-
ben von Neuronen und zum Funktionsverlust ganzer Hirnareale. Folglich sind Kognitionsausfalle
unterschiedlichster Auspragung zu beobachten. AD wird anhand einer bestimmten Punktzahl in
die Stadien leicht (26 bis 20 Punkte), mittelschwer (19 bis 10 Punkte) und schwer (unter 10 Punkte)
eingestuft.”! Die Zuordnung erfolgt nach Auswertung eines MMST. In der Friihphase ist vorrangig
das Kurzzeitgedachtnis beeinflusst und die Betroffenen kénnen Alltagsaufgaben noch einge-
schrankt bewaltigen. Wahrend der mittelschweren Phase ist der geistige Verfall so weit fortgeschrit-
ten, dass eine eigenstandige Lebensfihrung schwer vorstellbar ist. Im dritten Stadium ist selbst die
Fahigkeit des Sprechens auf wenige Worte begrenzt oder nicht mehr existent. Additive, vegetative
Funktionsstérungen  lassen den Patienten zum  ganztaglichen  Pflegefall werden."
AD gilt weiterhin als unheilbar, sodass sich die Therapiestrategie auf den progredienten Verlauf
und die Symptomlinderung fokussiert. Dabei beeinflussen alle bisher zugelassenen Arzneistoffe

das cholinerge und glutaminerge System.
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Cholinerge Hypothese

Eine cholinerge Dysfunktion wurde frihzeitig mit AD-assozierten Anzeichen in Verbindung ge-
bracht. Sie korreliert wohl auch mit der Zunahme von AB-Plaques und NFT’s."” Besonders beein-
trachtigt sind Neuronen des Nukleus basalis Meynert. Dieser gehort zu den wichtigsten Acetylcho-
lin (ACh) produzierenden Kernen im ZNS und sendet Efferenzen in gro3e Bereiche des limbischen
Systems und des zerebralen Kortex. Diese Einschrdnkung geht mit einer verringerten Aktivitat der
Acetylcholin-Transferase beziehungsweise der Wiederaufnahme von Cholin und Essigséure in den
prasynaptischen Teil der Nervenzelle einher. Folglich sind die ACh-Spiegel im synaptischen Spalt
erniedrigt und mit einer reduzierten Signaltransduktion verkntipft."™ % Unbehandelt kommt es zur

neuronalen Apoptose.

Die in Deutschland zugelassenen Arzneistoffe Donepezil, Galantamin und Rivastigmin nehmen
vorrangig Einfluss auf die Acetylcholin-Esterase (ACh-E). Durch Inhibition der ACh-E erhéht sich die
Konzentration an ACh im synaptischen Spalt wieder. Daraus resultiert eine verbesserte Signaltber-
tragung, was zur kognitiven Leistungssteigerung fuhrt. Alle drei Arzneistoffe haben eine Zulassung
fur eine leichte bis moderat-schwere AD. Nach Stand 2018 sind bei der Behandlung von leichter
bis mittelgradiger AD mit funf bis zehn Milligramm Donepezil laut der COCHRANE COLLABORATION
nur marginale Verbesserungen in Hinblick auf Kognition, Lebensqualitdat und klinischen Zustand
der Patienten zu erkennen.”” Nach S3-Leitlinie fiir Demenzen gibt es keine klinisch relevanten Un-

terschiede in der Wirksamkeit aller drei Arzneistoffe.

Glutaminerge Hypothese

Mit Memantin befindet sich ein weiterer Arzneistoff gegen AD auf dem deutschen Markt. Mit
einer Zulassung fur mittel- bis schwergradige AD nimmt er als nichtkompetitiver
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptorantagonist Einfluss auf das glutaminerge System. Wie bei
vielen Krankheitsbildern des Zentralnervensystems, so unter anderem bei Parkinson, Amyotropher
Lateralsklerose und HIV-assoziierter Demenz, tritt auch bei AD eine Uberstimulation von Gluta-
matrezeptoren auf.*? Eine normale NMDA-Rezeptor-Aktivitét ist allerdings fur die Induktion von
Langzeitpotenzierungen und den damit verbundenen Prozessen des Lernens und Erinnerns wich-
tig."® Mechanistisch zeichnet sich die Hyperaktivtat durch einen vermehrten Calciumeinstrom in
die Nervenzelle aus. Daraus resultieren eine Dauerdepolarisation im Zellinnneren und eine Stérung
der Signaltransduktion. Diese Exzitotoxizitdt mundet schliefBlich in die Apoptose von Neuronen.
Memantin normalisiert die exzitatorische Erregungsweiterleitung wieder, indem es nur an bereits
geoffnete Kanalporen bindet (Offen-Kanal-Blocker). Somit werden nur vorab aktivierte NMDA-Re-

zeptoren blockiert und der pathologisch bedingten Uberstimulation wird entgegengewirkt.” 24

ABi-s2-Ablagerungen stehen in Verdacht die glutaminerge Hyperaktivitat zu provozieren.® 2!

Eine kontrollierte Beeinflussung der Ap-Plaquebildung kénnte daher zielfihrender sein.
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2.2 Amyloidhypothese

Die Amyloidablagerungen und die damit verbundenen Neuronenuntergange stellen eine der
zentralen Hypothesen in der AD-Pathogenese dar. Jene senilen Plaques resultieren mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus dem Ungleichgewicht zwischen Produktion und Clearance der
AB-Peptide." Ihre physiologische Bedeutung ist nicht vollends geklart. Vermutlich dienen sie der
Regulierung von neuronalen und synaptischen Aktivitaten im Gehirn.®! Amyloidpeptide werden
aus dem membranstandigen Amyloid-Precursor-Protein  (APP)  gebildet. Uber den
Nicht-Amyloidweg bildet die a-Sekretase aus APP |&sliches sAPPa-Peptid, dem eine wachstums-
férdernde und neuroprotektive Funktion zugeschrieben wird. Bei dem mit AD-assoziierten
Amyloidweg hingegen spaltet die B-Sekretase APP in ein 16sliches, nichttoxisches sAPPB- und in
ein membranverankertes C99-Peptid. Letzteres wird, durch Interaktion mit der y-Sekretase, zu Pep-
tiden mit einer Lange von 38 bis 42 Aminosduren (AS) abgebaut. Dabei entstehen Uberwiegend
ABi-40-Monomere, die eine hohe Affinitat zu BlutgefaBen aufweisen und mit der Zerebralen Amy-

loidangiopathie (CAA) in Verbindung gebracht werden.®® 27

Die um zwei AS langeren
APBi-42-Monomere werden in geringerem Male gebildet und neigen, aufgrund ihrer héheren Lipo-
philie, starker zur Aggregation."”?"! Sie bilden in der Summe den Kern der AB-Ablagerungen und

somit einen der charakteristischen Marker in den Gehirnen von AD-Patienten (Abbildung 2).

Nicht-Amyloidweg Amyloidweg
Amyloidplaque
Q
g s §
% é»“
» S
nicht toxische v‘?’

p3-Peptide B
i 9. #

COO000000O00  (BO00COO00O00!

intrazellular

83 APP C99

extrazellular

Abbildung 2: AB42-Bildung tber den Amyloidweg aus APP.

Nicht-Amyloidweg (linke Seite): APP wird durch die a-Sekretase in sSAPPa und C83 (a-CTF) gespalten. C83 wird durch
Vermittlung der y-Sekretase zu nichttoxischen Tripeptid-Einheiten abgebaut. Amyloidweg (rechte Seite): Die B-Sekretase
spaltet APP in nichttoxische sAPPB-Peptide sowie membranverankerte C99-Produkte. C99 wird wiederum durch
y-Sekretase katalysiert zu Monomeren von ABi-40 und Api-42 abgebaut. ABr-42 aggregieren schlieBlich zu AB-Plaques.

Zu Beginn der Plaquebildung lagern sich drei bis acht ABi-42-Monomere zu Oligomeren zusam-
men. Diese nehmen vorrangig eine B-Faltblattstruktur an, die zur leichteren Aggregation verhilft.

Erreichen die Oligomere eine bestimmte Konzentration, vereinigen sie sich zu 8slichen Protofibril-
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len, die sich wiederum zu ABr-42-Aggregaten zusammenballen und als senile Plaques sichtbar wer-
den." All diese Formen von ARz stehen miteinander in einem dynamischen Gleichgewicht.?”
Mittlerweile geht man davon aus, dass weder die Monomere noch die senilen Plaques neurotoxisch
wirken. Vielmehr vermutet man, dass vorrangig die oligomerisierte Form hoch toxisch auf Neuro-
nen wirkt und zu deren Untergang fuhrt. Dies konnte in unabhangigen Zellversuchsreihen und

Tierversuchen gezeigt werden. 2832

Genetische Aspekte und Sekretase-gerichtete Therapieméglichkeiten

Wie eingangs erwahnt ist bei der autosomal dominant vererbten FAD die genetische Pradisposi-
tion entscheidend, bei der Mutationen der Chromosomen 1, 14 und 21 auftreten kénnen. Auf dem
21. Chromosomenpaar befindet sich das APP-exprimierende Gen. Durch Duplikation des Gens oder
durch dreifaches Auftreten des Chromosoms, wie beim Krankheitsbild der Trisomie 21, werden ver-
mehrt APP und folglich AB-Peptide gebildet.®* Daher entwickelt jeder Down Syndrom-Patient im
Laufe seines Lebens eine AD.* Weiterhin sind Genveranderungen auf den Chromosomen 1 und
14 moglich. Hier befinden sich die Genloci, aus denen die Proteine Presenilin 1 und 2 hervorgehen,
welche die katalytischen Untereinheiten der y-Sekretase bilden.**! Eine Uberexpression fiihrt zu
gesteigerten Spiegeln der y-Sekretase und zu damit verbundenen erhdhten AB-Peptid-Konzen-
trationen. Somit stellt die y-Sekretase ein interessantes zu hemmendes Target dar. Sie spaltet ne-
ben C99 noch eine Reihe weiterer Substrate, so unter anderem Notch 1.% Der Notch-Signalweg
ist essentiell fir die Entwicklung von Nervengewebe. Daher ist die Inhibition der y-Sekretase nur
sinnvoll, wenn sie selektiv erfolgt und die Notch-Signalkaskade wenig beeinflusst. Mit Semaga-
cestat (ELI LILLY) und Avagacestat (BRISTOL-MYERS) waren vielversprechende, hochselektive Inhibi-
toren in der Pipeline. Weder Semagacestat in Phase Il (2013) noch Avagacestat in Phase Il (2015)
fuhrten jedoch zu einer signifikanten Verbesserung der Kognition im Vergleich zur Placebokon-

troIIgruppe.BS'%]

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion von APs-4 beschéftigt sich mit der Inhibition des -Sekretase-
enyzms (BACE 1). Viele potentielle Arzneistoffe kamen Uber die Phase I-Stufe nicht hinaus. Mit
Lanabecestat (ASTRA ZENECA, ELI LILLY) und Verubecestat (MERCK SHARP & DOHME, MSD) rlickten zwei
BACE 1-Inhibitoren in den Fokus, die bei leicht- bis mittelgradiger AD eingesetzt werden sollten.
Die jeweiligen Phase II-Studien wurden positiv bewertet, doch die primaren Endpunkte der Phase I
konnten in beiden Fallen nicht erreicht werden.®’ *® Somit wurden die Forschungsarbeiten 2018
eingestellt. Im gleichen Jahr erlangte eine amerikanisch-japanische Partnerschaft, zwischen BIOGEN
und EisAl, mit ihrem BACE 1-Inhibitor Elenbecestat eine positive Bewertung in ihrer
Phase II-Studie®” Im September 2019 wurde die Phase lll-Studie nach unginstiger
Risiko-Nutzen-Bewertung abgebrochen "% Somit miindet die B-Sekretase-Forschung wahrschein-

lich in eine Sackgasse.
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Gestorte Clearance

Die ABi-a2-Akkumulation korreliert auch mit einer gestorten Clearance im Gehirn. Die Klarung
erfolgt groBtenteils durch das Ausschleusen von Abbauprodukten Uber die Bluthirnschranke oder
tber das Glymphatische System.”*”! Bei dem von NEDERGAARD et al. entdeckten Glymphatischen
System gelangt die Zerebrospinalflissigkeit (CSF, Liquor) in den Arterien-assoziierten, perivaskula-
ren Raum. Dieser wird durch die Endothelschicht der BlutgefaBe sowie durch ein Geflecht aus Zell-
fortsatzen der Astrozyten gebildet. Durch die Vasokontriktion der Arterien wird der Liquor wellen-
artig fortbewegt und Abfallstoffe abtransportiert. Die CSF wird Uber Aquaporin 4 in Astrocyten
aufgenommen und anschlieBend in das Interstitium abgegeben. In diesem Zellzwischenraum findet
ein partieller ABis-Peptid-Abbau durch Proteine, wie Neprilysin, Insulysin, Plasmin oder
Angiotensin Converting Enzym, statt. Vorangig werden ABs.42-Peptide und andere Abfallstoffe aber
Uber den Liquorstrom in den vends gerichteten, perivaskuldren Raum transportiert und verlassen,

Uber die Venen, das Gehirn (Abbildung 3).4" Final werden sie in Leber und Nieren metabolisiert.
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Abbildung 3: Glymphatisches System (nach Vorlage von NEDERGAARD et al.).

Ein kleiner Teil der CSF wird durch Kontraktion der Arterien wellenférmig in den Arterien-assoziierten, perivaskuldren
Raum geleitet und von dort aus Aquaporin 4-vermittelt von Astrocyten aufgenommen. Diese schleusen den Liquor in das
Interstitium. Im Zellzwischenraum werden Abfallstoffe Gber den Liquorstrom in Richtung des perivaskularen Raumes der
Venen abtransportiert. Die Abfallstoffe verlassen vends das Gehirn und werden in Leber und Nieren abgebaut. 1

In den Bereichen des Hippocampus und des Temporallappens konnte bei AD-Patienten eine
verringerte Neprilysin-Aktivitait ~ festgestellt ~ werden.”?” Zudem wurde in
Aquaporin 4-Knockout-Mausen eine um 55 % verringerte Clearance von AB-Peptiden nachgewie-
sen. Das in diesem Fall provozierte Aquaporin 4-Defizit kénnte auch ursachlich fiir einen gestér-
ten Abtransport von ABi.42 bei AD-Patienten sein. Ein Hochregulieren der Aquaporin-4-Expression
und die damit verbundene Beeinflussung des Glymphatischen Systems stellen daher neue Anreize

fur zukinftige Therapiestragien dar.
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Immuntherapie

Mit dem Einsatz passiver und aktiver Immunisierung sollte die AD-Therapie revolutioniert wer-
den. Durch die Gabe von hirngangigen AB-Antikdrpern oder AB-Epitopen sollte die
ABi-42-Clearance stimuliert werden. Mit den AB-Antikdrpern Bapineuzumab (PFIZER), Solanezumab
(ELI LILLY), Crenezumab (ROCHE), Gantenerumab (ROCHE) und Aducanumab (BIOGEN) erhofften sich
die Firmen Milliardengewinne. Die praklinischen Ergebnisse stimmten die Beteiligten erwartungs-
froh, aber die der Phase llI-Studien enttduschten. Bapineuzumab und Solanezumab konnten zwar
die B-Amyloid-Akkumulationen bei leichter bis mittelgradiger AD reduzieren, aber zu keinerlei Ver-
besserungen des kognitiven Status beitragen.**¥ Folglich zog sich Prizer 2018 aus der Alzheimer-
forschung zurtick.*! Bei ROCHE stellte man schon nach den Zwischenanalysen der Phase IlI-Studien
mit Gantenerumab und Crenezumab fest, dass die gesetzten Endpunkte nicht erreicht werden kén-
nen."® *! Dennoch plante das Unternehmen 2017 eine weitere Phase llI-Studie zur Wirksamkeits-
testung von Gantenerumab. Das Ergebnis dieser Studie soll erst 2022 folgen.*® *® |n der
Phase llI-Studie EMERGE unter Anwendung von Aducanumab konnten die primaren und sekunda-
ren Endpunkte tatsachlich erreicht werden. Somit méchte BIOGEN als erstes Unternehmen 2020 die

Zulassung fiir Aducanumab bei der FDA beantragen.*!

NOVARTIS setzt mit CAD-106 auf eine aktive Immunisierung. CAD-106 16st dabei als ABi-s-Epitop
eine kdrpereigene Immunantwort aus. Die Phase Il/Ill-Studie sollte erst 2024 Resultate liefern,
allerdings stellte NOVARTIS schon im September 2019 die Forschungen ergebnislos ein.*% > Weitere

AB-Impfstoffe befinden sich in der Phase | oder IL.

Trotz der milliardenschweren Anstrengungen die Amyloidtherapie voranzutreiben, ist es bisher
nicht gelungen, ein AB-gerichtetes Medikament auf den Markt zu bringen. Zwar konnte in zahlrei-
chen préklinischen und klinischen Studien die AB-Last gesenkt, aber die damit korrelierenden kog-
nitven Einschrankungen nur marginal bis gar nicht verbessert werden. Ein Umdenken in der
AD-Pathogenese, wie sie auch der Umer Neuroanatom BRAAK fordert, ist daher in Betracht zu

ziehen.

2.3 Tauhypothese

BRAAK ist einer der vehementesten Verfechter der Tauhypothese, in der missgefaltete Tauproteine
als Ursache von AD angesehen werden. Die fehlgefalteten und hyperphosphorylierten Tauproteine
ballen sich aufgrund von dysbalancierten Aktivitdten der Proteinkinasen sowie Phosphatasen zu
Neurofibrillary Tangles (NFTs) zusammen. Jene Aggregate treten bei vielen neurodegenerativen
Erkrankungen auf, die allgemein auch als Tauopathien bekannt sind. Dennoch sind Dichte und
Lokalisation der NFTs wichtige Parameter in der AD-Diagnostik.2* Ihre Ausbreitung korreliert, im
Gegensatz zu der der AB-Plaques, mit der Schwere der Erkrankung und der Ausbildung von Symp-
tomen.”® ¥ Den Untergang von NFT-beladenen Neuronen beschreiben BOBINSKI und MORSCH als

sehr langsamen Prozess.”® >* MORSCH vermutet sogar, dass eine Nervenzelle mehrere Jahre bis
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Jahrzehnte die NFT-Ablagerungen, trotz eingeschrankter Zellfunktion, tolerieren kann.®? Jener
Fakt korreliert auch mit den Aussagen BRAAKs, dass die Entwicklung erster fibrillarer Ablagerungen
schon in der Kinderheit beziehungsweise im frihen Erwachsenenleben beginnen kann, die maxi-

male Symptomauspragung der AD aber erst in héherem Alter erreicht wird.¥

Tauprotein

Die physiologische Bedeutung des Tauproteins ist eng mit dem Mikrotubulusapparat verbunden.
Daher stammt auch der Name Tubulin associated unit.”* Die Mikrotubuli sind als bewegliches Sys-
tem mitverantwortlich fir Zellteilung, Zellmorphologie, intrazellularen sowie axonalen Vesikel- und
Organellentransport, axonale Stabilitat und Neuritenwachstum.®® Sie bestehen aus polymeri-
sierten Heterodimeren von a- und B-Tubulin-Proteinen, die einen stetigen Auf- und Abbau erfah-
ren. Diese dynamische Modulierung wird von Mikrotubulus-assoziierten Proteinen (MAP) gesteu-
ert. Das Tauprotein bildet dabei mit 80 Prozent den gréBten Anteil der MAPs.®? Es wird vorrangig
in Neuronen exprimiert und ist zelluldr vor allem im Axonteil lokalisiert, kann aber auch in den
dendritischen Ausstiilpungen oder pathologisch im Soma vorhanden sein.””! Unter physiologi-
schen Bedingungen sind mehr als 80 Prozent der Taupeptide am Mikrotubulus gebunden.” In
Gehirnen von AD-Patienten konnte, im Vergleich zur Nicht-AD-Kontrollgruppe, eine vier- bis acht-

7 Seine Uberexpression korrelierte in

fach héhere Konzentration an Tau nachgewiesen werden.
vitro mit Vesikelaggregationen und Blockaden des axonalen Transports. Dieser Zusammenhang
verdeutlicht, dass abnormale Taukonzentrationen einen enormen Einfluss auf die Physiologie der

Nervenzelle haben.””

Tau ist im nativen Zustand eines der ldngsten Proteine. Es liegt vorrangig ungefaltet vor und weist
kaum Sekundarstrukturen auf.®® © Es enthalt einen sehr hohen Anteil an Glycin (Gly, G), Prolin
(Pro, P), Serin (Ser, S), Threonin (Thr, T) sowie Lysin (Lys, K) und ist durch lange, geladene Abschnitte
charakterisiert.!® ®¥ Daher ist Tau ein gut I6sliches Protein, das nur schwer aggregiert. Infolge post-
translationaler Modifikationen, wie Phosphorylierungen, Glykosylierungen, Acetylierungen und
Verkiirzungen des Proteins, kommt es zu Anpassungen in Konformation sowie Aktivitat.*¥ Die
Phosphorylierung von AS wird dabei als wichtigste Strukturveranderung angesehen. Im ldngsten
Tauisomer konnten bis zu 85 phosphorylierbare AS (53 % Serin, 41 % Threonin, 6 % Tyrosin) iden-
tifiziert werden.®® Fir die optimale Tauaktivitat scheinen zwei bis drei Mol gebundenes Phosphat
je Mol Protein notwendig zu sein. Bei hyperphosphorylierten Tau hingegen wird acht bis neun Mol
an gebundenem Phosphat beschrieben. Dadurch werden seine gut I6slichen und Tubulus affinen

Eigenschaften vermindert.®"

Tau wird durch ein einzelnes Gen codiert, das sich auf dem 17. Chromosomenpaar befindet.*®
Durch alternatives SpleiBen von Exon zwei, drei und zehn aus der pra-mRNA und nachgeschalteter
Translation resultieren sechs Isoformen.”® In der embryonalen sowie fetalen Phase wird nur die
kleinste Isoform exprimiert. Wahrend dieses Entwicklungszeitraumes ist die Phosphorylierung von

Tau stark stimuliert. Nach der Geburt nimmt die Phosphorylierungsrate deutlich ab, wahrend sich
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die Anzahl der Isoformen auf sechs erhoht.® ¢ ¢ Charakterisiert sind die differenzierten Taupro-
teine, die Proteingewichte von 60 bis 74 Kilodalton ergeben, durch 352 bis 441 AS."® Dabei bilden
im N-terminalen Ende konzentriert auftretende, saure AS die ,/nserts’-Regionen.™ Sie werden
durch die Exons zwei und drei codiert und kdnnen wahrend der m-RNA-Prozessierung herausge-
schnitten werden.*® In Nachbarschaft zu den Inserts liegt die prolinreiche Region. Am C-terminalen
Ende ist die stark konservierte Mikrotubulus bindende Domane (MBD) lokalisert, die durch drei bis

% Diese repetitiven Elemente be-

vier sich wiederholende Regionen (R1 bis R4) gekennzeichnet is
stehen aus 31 bis 32 AS, die durch PGGP-Motive voneinander abgetrennt sind.® % Das Entfernen
von Exon zehn in der pra-mRNA fiihrt zum Verlust der Wiederholungsregion R2 im Protein." Tau-
proteine mit vier Wiederholungsregionen (4R-Tau) binden deutlich starker an die Mikrotubuli als
jene mit drei repetitiven Segmenten (3R-Tau).*! In der MBD ist eine hohe Dichte an Serin, Threonin
und Lysin erkennbar. Sie sind fir die Bindungsaffinitat an den Tubulindimeren essentiell. Lysin ist
in der gesamten MBD-Region so reich vertreten, dass sie auch als basische Region bezeichnet
werden kann.”*®" Weiterhin sind Lysin- und Serinreste Teil des im MBD lokalisierten KXGS-Motivs,
das sich im gleichen Abstand in jeder Wiederholungsregion wiederfinden lasst.®® Das
KXGS-Muster wird als notwendig fur eine stabile Tau-Tubulus-Wechselwirkung erachtet. Eine Phos-
phorylierung der KXGS-Motive fihrt zu einem erheblichen Affinitatsverlust des Tauproteins zum

>738 Kommt es zu weiteren Phosphorylierungen der MBD-Domane, diffun-

Mikrotubulusapparat.!
diert Tau vom Mikrotubulus ab. Auch die prolinreiche Region beeinflusst die Tau-Tubulin-Inter-
aktion.®® Bei Phosphorylierungen von Serin- oder Threoninresten, auf die Prolin folgt - so zum
Beispiel Thr231 - kann an dieser Stelle die Peptidyl-Prolyl-Isomerase Prolin isomerisieren und folg-
lich eine Konformationsanderung im Tauprotein initiieren. Eine Bindungssteigerung von Tau zu den
Tubulindimeren kann die Folge sein.®® Die N-terminalen Inserts sind fiir die Mikrotubulusbindung
nicht von Relevanz.!*”! Vielmehr verhelfen sie dem nativen Tauprotein durch ihre hohe Zahl an
sauren AS-Resten zur gestreckten Konstitution, die sich aus den AbstoBungskraften zu benachbar-
ten, negativ geladenen Strukturen ergibt.*® "l |hre Bedeutung bei der Aggregationsneigung von

hyperphosphoryliertem Tau scheint aber zweitrangig zu sein.

NFT-Bildung und Ausbreitung

Beim Erreichen einer bestimmten Grenzkonzentration an hyperphosphorylierten und von Mikro-
tubulus-abdiffundierten Tau-Monomeren wird in der Nervenzelle die NFT-Bildung initiiert.”® An-
fangs erfahren diese Tauproteine eine Konformationsanderung und Neutralisierung der positiv ge-
ladenen MBD-Oberflache. Somit verringern sich die AbstoBungskrafte innerhalb der MBD, was zur
leichteren Zusammenlagerung der Tau-Monomere fihrt (Abbildung 4, Seite 11).°" Bei Annaherung
einzelner Proteine lagern sie sich zu Dimeren zusammen und stabilisieren sich durch die Ausbil-
dung von Disulfidbriicken und B-Faltblattstrukturen.®” Dabei begtinstigen die zwei Hexapeptide
2PVQIINK?® und *°vQIVYK>®" die Konformationen der MBD-Abschnitte R2 sowie R3. Somit kénnen

leichter die Wasserstoffbriicken-assoziierten B-Faltblattstrukturen aufgebaut werden.*® Liegen vier
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bis sieben Dimere konzentriert vor, aggregieren sie zu einem Nukleus, der durch weitere Dimeren-
anlagerung in Iésliche Oligomere (ibergeht.!®? Diese Oligomere fiigen sich zu Protofilamenten
(pretangles) zusammen, die wiederum, energetisch bedingt, zu gepaarten Filamenten mit helikaler
Struktur (paired helical filaments, PHFs) agglomerieren. Zahlreiche PHFs verdichten sich schlieflich
zu vollstdndigen NFTs. Bei zu stark geschadigter Zellstruktur, lassen sich apoptotisch bedingt
extraneuronale NFTs erkennen. Sie werden auch ghosts tangles genannt.”® Die I6slichen Pretangles
sowie Oligomere, die in Tiermodellen zu kognitiven Einschrankungen fihrten, werden mittlerweile

als hochtoxisch fiir das Neuron erachtet.!"-7"""3!

-

’ . d Tau-Phosphorylierung - Tau-Dimerisierung *
— ) — i
i -
Tau am Mikrotubulus Abgeldstes Tau Tau-Dimere
bt o
- e
2 2
NFTs PHFs Protofilmente Tau-Oligomere

Abbildung 4: Graphische Darstellung der NFT-Bildung.

Durch die Phosphorylierung von Tau diffundiert es vom Mikrotubulus ab. In ihrem hyperphosphorylierten Zustand dime-
risieren die Tau-Monomere, die sich wiederum zu |6slichen Tau-Oligomeren zusammenlagern. Diese erweitern sich zu
Protofilamenten, die sich paaren (PHF) und zu NFTs zusammenballen.

Diese Pretangles konnten laut BRAAK und DEL TREDICI als erstes im subkortikalen Locus Caeruleus
—ein Areal im dorsalen Bereich des Hinterhirns - beobachtet werden. Sie stellen den Beginn der
fibrillaren Ausbreitung dar (subkortikales pretangle-Stadium).” Die Fibrillenausdehnung weitet
sich auf den transentorhinalen Kortex und den oberen Teil des Hippocampus aus. In diesem
transentorhinalen Stadium (Braak | und Il) sind die ersten NFTs erkennbar.!””! Diese Phase repra-
sentiert wahrscheinlich die klinisch stille Periode einer AD. Im nachgeschalteten Limbischen Sta-
dium (Braak lll und IV) sind NFTs vorrangig im entorhinalen Kortex, in der Amygdala und in weiteren
Arealen des Hippocampus lokalisiert. AuBerdem sind beginnende NFT-Ansammlungen in Isokor-
texbereichen zu erkennen. Wahrend dieser Stufe zeigen sich die ersten klinischen Symptome einer
AD."?!'Im finalen Isokortex-Stadium (Braak V und VI) ist zusatzlich die gesamte GroBhirnrinde be-
troffen und die AD-Symptomatik vollstandig ausgepragt./”> BRAAK vermutet, dass aggregiertes Tau
von einer Zelle auf die andere tbertragen werden kann."® FROST et al. konnten in vitro ahnliche
Erkenntnisse gewinnen, bei denen vorab aggregierte Tauelemente von Zellenkulturen aufgenom-
men wurden und intrazellular Tauaggregationen initiierten.””! Im Tiermodell konnten IBA und LEE
diese Hypothese bekraftigen. Sie injizierten transgenen PS19-Mausen, die noch keine Tauopathien
ausgebildet hatten, vorsynthetisierte Tauaggregate und beobachteten die Bildung neuer NFTs so-

wie deren Ausbreitung, ausgehend von den Injektionsstellen, in weite Teile des Tiergehirns.”®

"
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Beeinflussung der Tauaggregation und Therapieansdtze

In NFTs sind neben normalen Tauisoformen verkirzte Strukturen dieser Proteine identifiziert wor-
den. Sie entstehen durch Enzyme, wie Caspase 6, Thrombin und Chymotrypsin. Verkirzte Taupro-
teine aggregieren in vitro deutlich schneller als die normallangen Formen, sodass diese Modifika-
tion als mitbestimmend fir die Filamentbildung erachtet wird.[?® > ¢ & Weiterhin konnten in
Neurofibrillenablagerungen sulfatierte Glykosaminoglykane, wie Heparansulfat, nachgewiesen
werden. Sie setzen die AbstoBungskréfte der Tau-Monomere herab und verstarken so ebenfalls
deren Aggregation.”? Vergleichbare Beobachtungen lassen sich in vitro auch bei Polyanionen, wie
RNA und DNA, sowie bei Arachidonsdure erkennen. Hingegen zeigen Methylenblau-Abkémm-
linge, wie Leucomethylthioniniumbis(hydromethansulfonat) (LMTX®), in préklinischen Studien ei-
nen vermindernden Effekt auf die Tau-Tau-Interaktion. In der 2016 verdffentlichte Phase IlI-Studie
TRX-005 konnten keine signfikanten Unterschiede in den primaren Endpunkten festgestellt wer-
den.® Die anschlieBende Phase llI-Studie TRX-015 legte 2018 allerdings offen, dass nach neun
Monaten bei Patienten mit leichter AD ein signifikanter Rickgang der Hirnatrophie sowie der re-
duzierten Glukoseaufnahme im Temporallappen beobachtet werden konnte. Des Weiteren doku-
mentierte man signifikante kognitive (ADAS-cog) und funktionelle Verbesserungen (ADCS-ADL). "

Diese kontroversen Ergebnisse sollen mit der Studie LUCIDITY (2019) geklart werden.®

Trotz der enttduschenden Bilanzen in der Anti-Amyloid-Immuntherapie erweiterte man das Feld
der immunologischen Behandlung auf die toxischen Tauaggregate. In verschiedenen Tiermodellen
konnte durch Immunisierung die Clearance toxischer Tauformen verbessert werden.®
AADvac-1, ein Tauepitop mit den AS-Resten 294 bis 305, wurde in der Phase | als sicher und ver-
traglich eingestuft.®*#* Eine weiterfiihrende Phase II-Studie veréffenlichte 2019 allerdings, dass es
keine signifikanten Unterschiede in den Tau-Serumspiegeln zwischen Kontroll- und Placebogruppe
gab.®*) Ebenso zeigte der monoklonale Antikérper BMS-986168 in seiner Phase II-Studie keine sig-
nifikante Wirksamkeit. Die Phase II-Studie zum Antikorper ABBV-8E12 lasst hingegen erste Ergeb-
nisse im Jahr 2022 erwarten.® Eine passive Immuntherapie wird mit dem Einsatz von intravenésem
Immunglobulin (IVIg) angestrebt. In einer Phase lI-Studie sollten bei Patienten mit leichter kogniti-
ver Storung Veranderungen hinsichtlich des Lernvermdgens und der Hirnatrophie sowie die Re-
duktion von Amyloid- und Taubelastungen erreicht werden. Leider waren die Ergebnisse nicht sehr

tiberzeugend !

Eine elementare Strategie zur Beeinflussung der Tauaggregation ist es, der Hyperphosphorylie-
rung entgegenzuwirken. Sie geht aus einer verstarkten Proteinkinase- und einer verminderten
Phosphataseaktivitat hervor. In den betroffenen Bereichen des AD-Gehirns konnten eine 20 bis
30 prozentige Beeintrachtigung der Aktivitdt der Phosphatasen PP1und PP2A beobachtet werden,
die tiber 90 % aller Serin- und Threoninreste im Tau dephosphorylieren.”” 81 PP2A gilt weiterhin
als Aktivator bestimmter Proteinkinasen.®” Eine reduzierte Methylierung im aktiven Zentrum von
PP2A flhrt in vitro zu einer Hyperphosphorylierung von Tau sowie zur Steigerung der Amyloidpro-

duktion.® % Analoge Erfahrungen wurden im Tiermodell unter Einsatz des PP2A-Inhibitors
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Okadainsaure gemacht®” Eine Stimulierung der PP2A-Aktivitat ware daher ein sinnvoller Thera-
pieansatz. Natriumselenit wurde als PP2A-Agonist in der Phase Il als vertraglich und sicher erach-
tet® Dennoch bleibt es abzuwarten, ob es potent wirksam gegen AD ist. Ein weitaus groBerer
Fokus im Bereich Tau basierter Therapien liegt allerdings in der Entwicklung AD relevanter Protein-

kinase-Inhibitoren (siehe 2.4 Proteinkinasen).

2.4 Proteinkinasen

Proteinkinasen gehdren neben den Lipid-, Nukleotid-, metabolischen und Guanidokinasen zur
ibergeordneten Familie der Phosphotransferasen —auch allgemein als Kinasen bekannt.”" Im
menschlichen Genom wurden 518 mutmaBliche Proteinkinasegene identifiziert, die 1,7 Prozent aller
Gene ausmachen. Somit stellt die Proteinkinasefamilie die groBte Gruppe aller im humanen Genom
verankerten Proteine dar.”? Proteinkinasen werden in Abhangigkeit von ihrer Substratspezifitat in
funf verschiedene Gruppen untergliedert. Dabei k&nnen Proteinkinasen mit alkoholischen
(Serin- und Threoninkinasen), mit phenolischen (Tyrosinkinasen) sowie mit basischen Akzep-
torgruppen interagieren oder auch Sulfhydryl- (Cysteinkinasen) und Acylgruppen (Aspartyl- und

Glutamylkinasen) im Substrat derivatisieren.”"

Proteinkinasen Ubertragen den y-Phosphorylrest vom Phosphatdonator auf einen nukleophilen
Aminosaurerest im Zielprotein. Als phosphatgebendes Molekidl hat sich evolutionar Adeno-
sintriphosphats (ATP), seltener Guanidintriphosphat (GTP), herausgebildet. Zur Phosphorylierung
mussen sowohl ATP als auch das Zielsubstrat in der katalytischen Bindetasche des Proteins binden.
Diese ist in allen Kinasen hochkonserviert und wird durch 250 bis 300 AS gebildet. Sie besteht aus
einer einzelnen Polypeptidkette, die in eine N- sowie C-terminale Domane untergliedert ist.!>® %" %%
Die N-terminale Einheit weist funf antiparallele B-Faltblattstrukturen auf, wahrend das C-terminale
Element vorwiegend durch a-Helix-férmige Sekundérstrukturen gepragt ist.** ! Beide Domanen
sind Uber die Scharnierregion (hinge region) miteinander verbunden (Abbildung 5, Seite 14). Sie
interagiert mit dem Adeningrundkérper des ATP-Molekuls Gber mindestens zwei Wasserstoffbri-
cken (H-Bruicken). Die Ausbildung einer dritten schwacheren H-Briicke wird ebenfalls diskutiert. Sie
kénnte sich zwischen dem CH-aciden Wasserstoffatom an Position zwei des Adeningrundkérpers
und einer in der Hinge-Schleife befindlichen Carbonylgruppe bilden.”" ® Die ATP-Bindetasche ist
weiterhin durch zwei polare, hochkonservierte Regionen charakterisiert. Zum einen die zuckerbin-
dende Region, die durch polare AS mit der Ribosegruppe des ATPs interagiert. Zum anderen die
in Nachbarschaft befindliche phosphatbindende Einheit.”" Sie besteht aus einer konformationell
sehr flexiblen, glycinreichen Schleife und einer a-Helix. Polare Gruppen jener Sekundarstruktur sind
mitverantwortlich fur die Koordination eines der beiden Magnesiumionen und damit fur die kor-
rekte Orientierung der y-Phosphatgruppe des ATPs zur Substratbindetasche. Von weiterer Rele-
vanz fur die exakte Ausrichtung der ATP-Phosphatgruppen ist das DFG-Motiv. Dieses sehr flexible

Element zeichnet sich durch eine hochkonservierte Abfolge der AS Asparaginsdure (Asp, D),
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Phenylalanin (Phe, F) und Glycin (Gly, G) aus. Asp aus der DFG-Schleife koordiniert ebenfalls Gber
das Magnesium an die Phosphatgruppen des ATPs.”" %! Die Adeninbinderegion wird von zwei
hydrophoben Taschen flankiert. Beide Regionen werden durch ATP nicht besetzt und sind durch
hohere Sequenzdiversitat gepragt. Daher sind vorrangig jene Strukturen Angriffspunkte, um das
Selektivitatsprofil von Kinaseinhibitoren zu beeinflussen. Die hintere hydrophobe Tasche wird durch
das DFG-Motiv und eine vorgelagerte AS, auch Tursteherrest (gatekeeper residue) genannt, be-
grenzt. Bei Gatekeeper-AS mit sperrigen Resten, wie Phenylalanin, Leucin oder Methionin, ist jene
hydrophobe Tasche abgeschottet und fur Kinaseinhibitoren nicht zugénglich. Anders verhalt es
sich bei weniger raumgreifenden AS, wie Threonin.®"°* %I Die vordere hydrophobe Tasche ist zur

Proteinoberflache hin gerichtete und stellt die Lésungsmittel exponierte Region dar.

Gatekeeper-AS

Hinge-Region Hintere hydro-

phobe Tasche

Phosphat-
binderegion
. o
O/
0-P=(
0 ol
0" X
O\Ig
Vordere hydro- HO 07 Xp
phobe Tasche
Zucker-
binderegion

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der ATP-Bindetasche.

Zu erkennen ist die Wechselwirkung von ATP mit der Hinge-Region (rot) Gber mindestens zwei H-Briicken. Diese Region
wird flankiert von zwei hydrophoben Taschen (griin), wobei die hintere durch die Gatekeeper-AS (dunkelblau) und dem
DFG-Motiv (grau) raumlich abgegrenzt ist. Des Weiteren sind die Interaktionsdomanen der Zucker- und Phosphatgruppe
erkennbar (gelb und violett).l*" #3

Proteinkinasen kénnen durch posttranslationale Modifikationen reguliert werden. So kdnnen sie
durch Fremd- sowie Eigenphosphorylierung oder durch Komplexierung mit weiteren Proteinen in
aktive oder inaktive Zustande Uberfiihrt werden.”® Diese Zustandsanderungen gehen mit Konfor-
mationsumlagerungen sowie differenzierten elektrostatischen Eigenschaften einher.”! Derartige
Modifizierungen haben wiederum Einfluss auf die Aktivitat weiterer Kinasen und ziehen die Regu-
lation ganzer Signalkaskaden nach sich. Auf diesem Wege werden zelluldre Prozesse, einschlieBlich
Metabolismus, Transkription, Zellteilung und —differenzierung sowie Apotose, dirigiert.”? Treten
pathologisch bedingte UnregelméBigkeiten, im Hinblick auf mutagene Sequenzverdnderung oder
erhohter Kinaseaktivitat, auf, kdnnen zahlreiche Krankheitsbilder, wie Krebs, Diabetes, entztindliche

und neurodegenerative Erkankungen, die Folge sein.?
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2.41 AD-relevante Proteinkinasen

Schon friihzeitig wurden Proteinkinasen mit der bei AD auftretenden Hyperphosphorylierung von
Tauproteinen und der damit verbundenen NFT-Bildung in Zusammenhang gebracht. Histopatho-
logisches Hirnmaterial von an AD Verstorbenen offenbarte die Kolokalisation dieser intraneurona-
len AD-Markers mit Proteinkinasen. Weitere wissenschaftliche Arbeiten vertieften die Hypothese,
dass Uberexpression und Hyperaktivitdt bestimmter Proteinkinasen mit der NFT-Ausbreitung und

dem Fortschreiten der AD-Symptomatik korrelieren kénnten. !> 76 971001

AD-relevante Proteinkinasen phosphorylieren zwischen 17 und 40 Tau-Aminosaurereste.
Als kritische und fibrillenférdernde Phosphorylierungen werden die der AS Ser198, 199, 202, 208,
214, 262, 356, 396, 404, 416 und 422 sowie Thr205, 212 und 231 angesehen.® 10713
Gewisse Phosphorylierungsstellen kénnen weitere Phosphorylierungen verstarken. So scheint ins-
besondere die Tauphosphorylierung an Ser262 den meisten Tauphosphorylierungsereignissen vor-
gelagert zu sein."" Weiterhin kénnen unterschiedliche Kinasen die gleiche AS-Position auf Tau
forcieren beziehungsweise ein Enzym mehrere AS phosphorylieren. Mittlerweile ist bekannt, dass

Kinasen innerhalb einzelner Krankheitsstadien unterschiedlich starke Aktivitaten aufweisen.

AD-relevante Proteinkinasen sind vorrangig in den Kinasefamilien der Serin-Threonin-Kinasen
und der Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen vertreten. In ersterer Gruppe werden Prolin-gerichtete und
Nicht-Prolin-dirigierende Kinasen differenziert betrachtet. Die Prolin-gerichteten Kinasen
phosphorylieren Proteine, in denen die Serin- und Threoninreste von Prolin flankiert sind
(PXXP-Motiv). Zu dieser Unterklasse gehéren die Cyclin-abhéngigen Kinasen (Cycline dependent
kinases, CDK), die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) sowie die Mitogen-aktivierten Proteinkina-

B8 Zu den wichtigsten Nicht-Prolin-gerichteten

sen (mitogen-activated protein kinases, MAPK).
Vertretern zahlen die Casein-Kinasen (CK) und Proteinkinase A (PKA), die innerhalb dieser Arbeit
keine Beriicksichtigung finden sollen.*® Bei den Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen sind die Fyn-Kinase

sowie die c-Abl-Kinase zu nennen, wobei nur die Erstgenannte naher beschrieben wird.f”

Im Folgenden werden ausschlieBlich die Proteinkinasefamilien naher vorgestellt, die im Rahmen

der biologischen Testung von Relevanz waren.
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2411 Cyclin-abhangige Kinasen - CDK

Als Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) wird eine Familie von 20 Phosphotransferasen bezeichnet,
die aus 250 bis 1500 AS aufgebaut sind. Deren Aktivitdten hangen von regulatorischen Unterein-
heiten, den Cyclinen (Cyc), ab. Sie kdnnen aber auch durch zusatzliche Phosphorylierungen veran-
dert werden. Die Cyclinfamilie setzt sich aus ungefahr 30 Proteine zusammen, die Uber ihre
a-Helix-formigen Cyclinboxen mit den N-terminalen Strukturen der CDKs wechselwirken. Erst diese
Interaktion fihrt zur Freilegung der katalytischen Domane und damit zur Aktivierung der CDKs. In
der Folge werden vorrangig Funktionen des Zellzyklus (CDK1 bis 6 und 14 bis 18) oder der
Transkription (CDK7 bis 13 sowie 19, 20) beeinflusst. Unkontrollierte Zellproliferation und entartete
Gewebe werden mit einer Hyperaktivitdt und Uberexpression von CDKs assoziiert. Somit sind sie
priméare Zielstrukturen in der Krebstherapie. In der Vergangenheit ging man davon aus, dass CDKs
ausschlieBlich in sich noch teilenden Zellen vorzufinden sind und in Go-arretierten Zellen, wie Neu-

ronen, keinerlei Bedeutung haben.!%> 1%

Mit der Entdeckung der neuronal lokalisierten CDK5 durch HELLMICH et al. riickte man von diesem
Paradigma ab. Diese Kinase wird in hohem MaBe im Gehirn exprimiert.” hre Sequenzhomologie
bezliglich CDK1 und CDK?2 liegt bei 58 sowie 61 Prozent.™ Die CDK5 wird durch Interaktion mit
den Regulationsproteinen p35 und p39 aktiviert. Deren Abbau durch Calcium-abhéngige Calpaine
fiihrt zur Bildung von p25 und p29.1°" Diese proteolytischen Metabolite interagieren deutlich star-
ker mit CDK5 und fordern somit die Enzymaktivitat. Des Weiteren wird die Aktivitat von CDK5 durch
die Phosphorylierung in Stellung Tyr15 verstérkt sowie an den Positionen Thr14 und Ser159

inhibiert.>®

CDKS5 ist in zahlreiche Funktionen des Nervensystems involviert, einschlieBlich in dem Neuriten-
wachstum, der Neuronenmigration und der Steuerung von Transportvorgangen. " BAUMANN und
MANDELKOW beschrieben 1993 erstmals die abnormale Phosphorylierung von Tau durch aus
Schweinehirn isoliertes CDK5-Konzentrat in einem Tau-Antikérper-Enzym-Assay."” Die Uberex-
pression des CDK5/p25-Komplex fihrte im Tiermodell zur vermehrten Phosphorylierung von Tau,

was mit NFT-Bildung und Neurodegeneration einherging.'® "

In Hirngewebeproben von
AD-Patienten sowie in Zellstudien konnten erhdhte CDK5/p25-Aktivitaten in unmittelbarer Nahe
zu NFTs erfasst werden.™ ™ AuBerdem fiihrte ein Stilllegen des CDK5-Gens im AD-Mausmodell
zur Reduzierung von NFTs und zur kognitiven Verbesserung der Tiere.™ CDK5 kann vermutlich
bis zu 11 AD-relevante Stellen im Tauprotein phosphorylieren, so mitunter die Positionen Ser202,

208, 396/404 und Thr205, 181, 23158 109.112]

Zudem scheint eine vermehrte AB-Exposition die signifikante Erhohung der CDK5-Aktivitat zu
vermitteln. CDK5 kénnte dabei zur verstarkten Aktivierung von CDK4/CycD1 fihren und so den

neuronalen Zelltod einleiten [ 1!

Neben CDK5 beobachtete man mit dem Einsetzen der Neurodegeneration eine vermehrte
Expression von CDK1, CDK2, CDK4 sowie von Cyclin B1, Cyclin D und Cyclin E.'®® T4 76 17 jane
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Proteine spielen eine wesentliche Rolle im Zellzyklus und beim neuronalen Zelltod.'*® Daher ver-
mutete man, dass die AD-assoziierte Neurodegeneration mit einer gestérten Zellzyklusreaktivie-
rung von Gy arretierten Neuronen einhergeht.!"® " Folglich waren nach dem durch CDK4-vermit-
telten Wiedereintritt der Neuronen in den Zellzyklus DNA-Replikationen sowie mitotische Prozesse
zu erwarten. In der Tat beobachtete man in einigen neuronalen Zellen einen pathologisch beding-
ten, te-traploiden Chromosomensatz, allerdings keine weitere Zellteilung.'"™ Somit geht man mitt-
lerweile davon aus, dass eine Dysregulation von Zellzyklus bezogenen Proteinen in allen Stadien

der AD dem neuronalen Tod voraus geht.['2% 12!

Weiterhin scheint die Hyperphospho-

;
b EDKZ . . .
o o — CchA rylierung von Tau zu Mikrotubuli-asso-
CycE « S g
»P ‘</ "*""“\j, ziierten  Zellzyklusveranderungen zu
@xare . P o
Cyed fuhren, die fur die Neuroplastizitat und
( P den Lernprozess von enormer Bedeu-
(coki
- CycA

tung sind."® Dabei riicken vor allem die

* , Zellzyklus-regulierenden Proteine CDK1

) i .
= CycB und CDK2 in den Fokus (Abbildung 6).
Wahrend CDK1 mit  Cyclin B1

Abbildung 6: Wiedereintritt in den Zellzyklus. (CDK1/CycB1) ein Heterodimer bildet,

Der Wiedereintritt der Zelle in die G1-Phase des Zellzyklus beginnt mit : ; :
wird CDK2 durch lin A r E akti-
der Aktivierung von Cyclin D-assoziierten CDK4 und CDK6. Diese Kom- dC durc CyC ode akt

plexe inaktivieren das Retinoblastom-Protein (pRb) durch Phosphory- viert (CDKZ/CycA, CDKZ/Cch),“ZZ’Q‘”
lierung, sodass die Transkriptionsfaktoren E2F und DP1 aktiviert blei-

ben. Die folglich translatierten Cycline A und E komplexieren mit CDK2 Erstere Kinase wird durch zusatzliche
und férdern das Durchschreiten der S-Phase, in der die DNA repliziert
wird. Der Ubergang von der sich anschlieBenden G2-Phase in die

M-Phase ist CDK1/B gesteuert. In der M-Phase findet die Zellteilung muliert und durch Dephosphory“erung

statt. %9l
an den AS-Resten Tyr15 und Thr14 inak-

Phosphorylierung an Position Thr161 sti-

tiviert.'?%

Unter pathologischen Gesichtspunkten beschrieben VINCENT et al. als erstes die abnormale Ak-
kumulation von CDK1 in NFT tragenden Neuronen. n vitro-Experimente bestatigten, dass das
Tauprotein von CDK1 und CDK2 phosphoryliert werden kann. Die Phosphorylierung erfolgt dabei
in den Positionen Ser199, 202, 235, 262 und 396, 404 sowie Thr153, 181, 205, 212 und 231> ™) | ¢
et al. stellten 2017 einen CDK2-vermittelten Zusammenhang zwischen AB-assoziierter Neurotoxizi-
tat und der Tauphosphorylierung her. Dabei soll es zu einem AB-induzierten Calciumeinstrom ins
Neuron kommen. Dies fuhrt zu einer Aktivierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalweges (Abbildung 7,
Seite 18). Das in AD ebenfalls hyperaktive mTOR-Protein hemmt die Autophagie und férdert die
CDK2-bedingte Tauphosphorylierung. Mit zunehmender Tauphosphorylierung destabilisiert sich
die Mikrotubulusfunktion, was laut LEE in neuronaler Apoptose gipfelt. Ein Stummschalten des
CDK2-exprimierenden Gens sowie die Inhibition von mTORC1 durch Rapamycin fihrte zu einer

verminderten Phosphorylierung von Tau und senkte so den Verlust neuronaler Zellen.!"
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Somit wird deutlich, welche enorme Relevanz Zellzyklus regulierende Proteine auf die Ausbildung

einer Tauopathie und der damit verbundenen AD-Symptomatik haben. Innerhalb dieser Arbeit

wurden die synthetisierten Verbindungen gegen die CDK-Komplexe CDK1/CycB1 und CDK2/E

getestet.

18

L-Typ-Ca®*-Kanal

Neuronale
Apoptose

Mikrotubulus-
Destabilisierung

Abbildung 7: Darstellung des PI3K-AKT-mTOR-Signalweges.

Losliche AB-Oligomere sind in der Lage mit L-Typ-Calciumkanélen zu interagieren. Dadurch kommt es zum vermehrten
Calciumionen-Einstrom, der die Bildung von ROS erleichtern soll. ROS aktiviert den PI3K/AKT-Signalweg, wodurch
mTORC1 phosphoryliert wird. Das mTORC1 kann nunmehr die Autophagie hemmen und Gber p70S6K und 4E-BP1 das
Protein HIFla aktivieren. Die Stimulierung von HIFla induziert die vermehrte Bildung von CDK2 und CDK4. Die erhdhte
Expression von Zellzyklus-Regulationsproteinen ist fur neuronale Zellen toxisch, die durch Inhibierung der Autophagozy-
tose nicht abgebaut werden. Die Folge ist eine Hyperphosphorylierung von Tau, mit anschlieBender Mikrotubulus-
Destabilisierung und neuronaler, Caspase 3-induzierter Apoptose.

4E-BP1 = Eukaryotisches Translations-Initiationsfaktor-4E-bindendes Protein 1 (Eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1), AKT = Proteinkinase B, mTORC1 = Saugetierziel-von-Rapamycin-Kompex 1 (mammalian target of
rapamycin  complex 1), HIFa = Hypoxie-induzierbarer ~Faktor 1-alpha  (Hypoxia-inducible factor T-alpha),
PI3K = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 3-kinase, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, p70S6K = Ribosomale Pro-
tein-S6-Kinase Beta-1 (Ribosomal protein S6 kinase beta-1, auch genannt S6K1); (adaptiert nach Le et al.).!™



Grundlagen

2412 Glykogensynthase-Kinase 3 - GSK 3

Die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) ist wohl die bekannteste aller Tauproteinkinasen. Sie
wurde erstmals 1980 als eine den Glykogenstoffwechsel beeinflussende Serin/Threoninkinase be-
schrieben.”® 126271 Mittlerweile reicht ihre Bedeutung als multifunktionelle Proteinkinase aber bei
weitem dartber hinaus. So ist ihre Relevanz in den Insulin/PI3K/Akt-, Wnt/B-Catenin-, NFkB-Sig-
nalwegen wissenschaftlich anerkannt.*® Sie ist mitverantwortlich fir eine Reihe zellularer Aufga-
ben, wie Zellproliferation, -differenzierung und —apoptose. Des Weiteren beeinflusst sie neuronale,
embryonale sowie immunlogische Funktionen. Dysregulationen der GSK3 sind mit kardialen, tu-

mordsen, diabetogenen und neurodegenerativen Krankheitsbildern assoziiert.*® 1261281

Fir die GSK3 sind die beiden Isoformen GSK3a und GSK3p beschrieben, die auf den Chromoso-
men 19 beziehungsweise drei kodiert sind."?®! Sie weisen eine Gesamthomologie von 85 Prozent
auf. Im katalytischen Zentrum sind sogar 98 Prozent aller AS gleich.°® ® Die GSK3ar ist mit
51 Kilodalton die um 63 AS-Resten langere Isoform.?®3% Sie wird vorrangig in Lunge, Nieren und

(08 Die vier Kilodalton leichtere GSK3p ist hauptsachlich im Gehirn, Lunge und

Gonaden exprimiert.
Niere lokalisiert."® Durch alternatives SpleiBen des Exons 8a resultiert eine um 13 AS langere Iso-

form der GSK3B.”®¥ Diese gehirnspezifische GSK3B2 macht nur 15 Prozent der gesamten

GSK3B-Menge aus. Im Vergleich zur GSK3[ phosphoryliert sie Tau mit deutlich geringerer Effizienz,
t.[SB' 131]

was vermutlich mit der starker ausgepragten sterischen Hinderung einhergeh

aktive
Konformation

e R —g
o ks 6 A

‘}?@‘.A—»mw ) L

£ &) ot / K205 )
0PS GSKp CwGSKB
inaktive

Konformation

Abbildung 8: Regulierung der GSK3B-Aktivitat.

Die aktive Konformation der GSK3B kann sowohl durch Kinasen (Priming Kinase, PK) vorphosphorylierte Substrate (PS)
als auch nicht-vorab-phosphorylierte Substrate (nPS) derivatisieren. Diese aktive Form kann durch die Phosphorylierung
von Tyr216 (Y216) stabilisiert werden. Eine inaktivierende Kinase (IK) phosphoryliert die GSK3f an Ser9 (S9). Infolgedessen
greift der Ser9-Phosphatrest als Pseudosubstrat die Substratbindedoméne selbst an. Damit wird die katalytische Doméane
durch die Neuausrichtung des N-terminalen Schwanzes sterisch behindert und die Phosphorylierung jeglicher Substrate
unterbunden. (128 132
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Die GSK3-Aktivitat ist in ruhenden Zellen im Allgemeinen hoch und wird durch extrazellulére
Einfliisse, wie Wachstumfaktoren, Zytokine und Hormone Signalkaskaden-vermittelt reguliert.!"?®!
Phosphorylierungen an den N-terminal gelegenen Positionen Ser21 bei GSK3a sowie Ser9 bei
GSK3p fuhren zur Desaktivierung der GSK-Enzyme (Abbildung 8, Seite 19). Dieser phosphorylierte
Serinschwanz assoziiert mit der Bindungstasche der Kinase und fihrt zu einer konformationellen
Blockade des katalytischen Zentrums. In der Folge werden GSK3-Substratphosphorylierungen
unterbunden."? Die Phosphorylierung von Tyr279 (GSK3a) und Tyr216 (GSK3B) erhéht die Stabi-
litat der aktiven Konformation der GSK3.5% ™2l Kinasen, die die GSK3 derivatisieren, sind unter an-
derem die Proteinkinasen A, B, C oder die Ribosomalen S6 Kinasen, wie p70S6K beziehungsweise

p90S6K. Die Letztgenannten werden als Reaktion auf MAPK-Vorgange aktiviert.®

Die GSK3 bevorzugt vorrangig Zielstrukturen, die schon vorab durch andere Kinasen derivatisiert
wurden. Dieses Subtratpriming ist nicht unbedingt erforderlich, jedoch erhéht es die Phosphory-
lierungseffizienz um das bis zu 1000-fache.*® ®® Die Vorphosphorylierung erleichtert es der GSK3,
ihre B-Strang- und a-Helixdomé&nen in eine katalytisch aktive Konformation zu bringen. Das von
GSK3-adressierte Ser beziehungsweise Thr befindet sich vier AS von der vorab phosphorylierten
Ser(Thr)-Position entfernt in Richtung des N-Terminus. Beide Ser(Thr)-Motive umschlieBen drei
weitere AS-Reste und bilden in der Gesamtheit die Ser(Thr)XXXSer(Thr)-Phosphorylierungsse-

(58,128-1301 T3y kann von den GSK3-Isoenzymen an 42 AS-Resten phosphoryliert werden, von

quenz.
denen 29 AD-Relevanz aufweisen.®® Markante Phosphorylierungsstellen sind dabei Ser126, 202,

208, 214, 396, 404 und 413 sowie Thr205, 212 und 231.130 134

Bei AD wurde eine Hyperaktivitdt und Uberexpression von GSK3p beschrieben. hre gestei-
gerte Ansammlung in Hirnarealen von AD-Patienen korreliert mit der Auspragung der NFTs 24 13¢-
8 Weiterhin scheint GSK3pB sogar noch vor Bildung von Pretangle-Tau in Neuronen hochreguliert
vorzuliegen.®* ¥ |m Nagermodell fiihrte eine GSK3B-vermittelte Hyperphosphorylierung von Tau
zum Leistungabfall der rdumlichen Orientierungsfahigkeit. Die Unterdriickung von Uberexprimier-
ter GSK3p verbesserte hingegen das rdumliche Gedachtnisdefizit und verringerte die Tauhyper-
phosphorylierung sowie den neuronalen Tod." In weiteren Tierexperimenten korrellierte eine
GSK3B-Hyperaktivitat mit Neurodegenerationen im Hippocampus, kognitiven Stérungen, einer
Erhéhung neuronaler Entziindungsmarker sowie mit reduzierter ACh-Synthese.”® In den von
TERWEL et al. durchgefihrten in vivo-Studien zeigten transgene Nager, die Tau sowie GSK3[ Uber-
exprimierten, Stérungen in der Objekterkennung und im passiven Vermeidungslernen, noch bevor
Ablagerungen von Tauaggregaten erkennbar waren. Das deutet darauf hin, dass allein schon eine
erhdhte GSK3[-Aktivitat synaptische Defizite verursacht und zu kognitiver Beeintrachtigung fuhren

konnte !

Mittlerweile geht man davon aus, dass die GSK3p eine entscheidene Rolle in der synaptischen
Plastizitat spielt. Die synaptische Plastizitat ist fir den Lern- sowie Gedachtnisprozess von elemen-

[142

tarer Bedeutung.!"*! Sie ist charakterisiert durch ein sensibles Zusammenwirken von langandauern-

der Verstarkung (LTP, long term potential) und Abschwachung (LTD, long term depression) der
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synaptischen Erregungstbertragung. Diese werden NMDA- und AMPA-Rezeptor-abhéngig beein-
flusst (AMPA = a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionsaure). Ein LTP fihrt im Neuron
zur inhibitorischen Serinphosphorylierung von GSK3p, eine LTD hingegen, zu einer PP-1-vermittel-

[143, 144

ten Aktivierung der Kinase. ' HoOPER et al. zeigten, dass eine Uberexpression der GSK3B im

Mausmodell die Ausbildung der LTPs beeintrachtigte. Die Nager wiesen dadurch verstarkt Kogni-

f %) REAGAN et al. vermuten, dass die Aktivierung von GSK3B eine Endozytose

tionsstérungen au
der exzitatorischen AMPA-Rezeptoren induziert, wodurch die LTD verstarkt wird (Abbildung 9).
Dabei kommt es durch einen NMDA-Rezeptor-abhdngigen Calciumeinstrom zur Aktivierung der
GSK3pB. Die GSK3B phosphoryliert Tau an Ser396, was die Endozytose der AMPA-Rezeptoren

[145, 146

initilert und mit einer verstarkten Ausbildung von LTDs einhergeht. "In welchem AusmaR die

GSK3pB-assoziierte Tauphosphorylierung die synaptische Plastizitat beeinflusst, ist noch nicht voll-

umfanglich geklart.!"*!

Die GSK3 ist wahrscheinlich Bindeglied zwischen der AB- und der Taupathologie. So induzierte,
ein chronisches Verabreichen von AB-Oligomeren in in vitro- und in vivo-Studien eine
GSK3B-Hyperaktivitat. Zeitgleich stieg auch die Konzentration an phosphoryliertem Tau, an
Apoptose-vermittelter Caspase-3 und an aktivierter JNK. Die parallele Infusion des GSK-Inhibitors
SB216763 reduzierte die durch AB-Exposition hervorgerufenen Parameter.'® Zudem soll eine er-
hohte GSK-Aktivitdt zur vermehrten APP-Phosphorylierung und damit zu einer beschleunigten
AB-Produktion fiihren.!'?®!

Somit kann die GSK3 als entscheidender Faktor fir die Auspragung des neuronalen Zelltodes in
AD betrachtet werden.

AMPA-
Endozytose

Tau abdissoziierter
Mikrotubulus

Tau assoziierter
Mikrotubulus

Abbildung 9: AMPA-Endozytose durch GSK3[-Aktivierung.

Durch eine NMDAR-Aktivierung kommt es zum Calciumeinstrom, der zur Stimulation der GSK3 fihrt. GSK3f phospho-
ryliert vom Mikrotubulus abdiffundiertes Tau am Ser396 (pS396). Dies wird als kritisches, AMPAR-Endozytose induzieren-
des Ereignis angesehen (AMPA = a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionsdure Rezeptor). Eine verstarkte
LTD-Ausbildung ist die Folge.!
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2413 Mitogen-aktivierte Kinasen - MAPK

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) bilden eine Gruppe von Prolin-gerichteten Se-
rin/Threonin-Kinasen, die durch externe Stimuli, vermittelt Uber Signalkaskaden, aktiviert wer-
den." Diese externen Stimuli sind unter anderem Wachstumfaktoren, Mitogene oder physikali-
sche Prozesse. In der Konsequenz werden Zellfunktionen, wie Zellteilung, Zelldifferenzierung und
Apoptose, angeregt. Ublicherweise besitzen MAPK zwei aktivierende Phosphorylierungsstellen, ei-
nen Threonin- und einen Tyrosinrest. Diese liegen durch eine einzelne, variable AS voneinander
getrennt als TXY-Motiv vor. Trotz der Phosphorylierung der Tyrosinposition werden die Proteine
noch nicht in eine aktivierte Konformation Gberfuhrt. Erst durch die nachgeschaltete Phosphorylie-
rung des Threoninrestes erfolgt dessen Aktivierung. Diese Phosphorylierungen werden durch
MAPK-Kinasen (MAPKK) katalysiert, die wiederum von MAPKK-Kinasen (MAPKKK) aktiviert werden
(Abbildung 10).1"7 18l

Im AD-Gehirn wurde die Aktivierung der drei wichtigsten MAP-Kinase-Pfade nachgewiesen. So
korreliert eine Hochregulierung von ERK, JNK und p38 mit der abnormalen Phosphorylierung von

Tay 199, 149-155]

Im Folgenden werden die Kinasen ERK und JNK sowie deren Beteiligung an der AD-assoziierten

Neurodegeneration ndher beschrieben.

Mitogene, Zytokine Oxidativer Stress, Hitzeschock,
Wachstumsfaktoren Osmotischer Schock, UV-Licht

v v

MAPKK-K A/B/C-Raf [MEKK‘I -4, ASK1/2, TAK1, MLK3, TPL-2]

¢ v

v v
| / \ Y

iy (e

v v

Zellproliferation, Apoptose, Entziindung,
Zelldifferenzierung, Zelldifferenzierung, Zellwachstum
Zellwachstum

Reiz

Aktivierungskaskade

Antwort

Abbildung 10: Schema der wichtigsten Mitogen-aktivierten Kinasekaskaden.™

Extrazelluldre, signalregulierte Kinasen - ERK
Innerhalb der Gruppe der extrazelluldaren, signalregulierten Kinasen (extracellular regulated
kinase, ERK) werden vorrangig die Enzyme ERKT und ERK2 als AD-relevant angesehen. Sie werden
in hohem MaBe im ZNS exprimiert und sind mit der Tauhyperphosphorylierung assoziiert."® ™7

Die 43 und 41 Kilodalton schweren Kinasen weisen eine 85-prozentige Sequenzhomologie auf.!"®!
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In in vitro-Studien konnte mit der PK40°™® eine weitere Tau-phosphorylierende Kinase charakteri-

siert werden.!™®

Die Aktivierung der ERKs hat ihren Ursprung in der extrazellular gelegenen Wechselwirkung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Daraus resultiert eine
intrazelluldare RAS/RAF-Aktivierung, die wiederum die Kinasen MEK1 und MEK2 stimulieren. Die
Letztgenannten phosphorylieren ERK1 und ERK2 an dem Threonin-Glutamat-Tyrosin-Motiv
(TEY-Motiv, Abbildung 10, Seite 22)." In der resultierenden Konformation kénnen ERK1 und ERK2
bis zu 15 AD-relevante Positionen am Tau phosphorylieren, unter anderem Ser199, 202, 404 und
422 sowie Thr 181 und 205.°% ™9

Untersuchungen an AD-Gehirnen bestatigten, dass in allen Braak-Stadien vermehrt ERK1/2 sowie
MEK1/2 kolokalisiert mit Pretangle-Tau und NFTs auftraten. Es wird vermutet, dass exogene Fakto-
ren die Aktivierung von ERK1/2 und MEK1/2 im frihen Stadium der neurofibrillaren Degeneration
induzieren.'™ PERRY et. al. gehen davon aus, dass oxidativer Stress ursachlich fir die durch ERKs
hervorgerufene, abnormale Tauphosphorylierung ist.®” Die gesteigerte Aktivierung von ERK1/2
konnte aber auch auf die AD-bedingte, verminderte Dephosphorylierung durch PP2a oder PP1
zurtickzufihren sein."™* in vitro-Studien belegten, dass Mikroinjektionen von ERK1in hippokampale

Rattenneuronen zu PHF ahnliche Tauhyperphosphorylierungen fihrten .

Des Weiteren erhohte eine dreiwdchige Exposition von AB-Oligomeren in Hippokampusneuro-

nen die Aktivitat von ERK1. Parallel dazu stieg die Zahl phosphorylierter, adulter Tauisoformen.!®"

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Verbindungen wurden an der ERK1 getestet.

C-Jun-N-terminale Kinasen — JINK

Als weitere MAP-Kinase-Familie, die mit AD in Verbindung gebracht wird, ist die der
c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK) hervorzuheben.®* ' Diese besitzt insgesamt zehn Isofor-
men."! Durch alternatives SpleiBen der Gene von JNK1, JNK2 und JNK3 resultieren jeweils vier
Isoformen der JNK1 und JNK2 sowie zwei JNK3-SpleiBvarianten, die 46 bis 55 Kilodalton schwer
sind."% ™1 |hre Gesamthomologie beziffert sich auf rund 70 Prozent. ™" Innerhalb der
ATP-Bindetasche stimmt ihre AS-Sequenz sogar zu bis zu 98 Prozent (iberein."*" Die JNK3 weist
im Vergleich zur JNK1 und JNK2 eine um 39 AS ldngere, N-terminal gelegene Peptidkette auf."’
Wahrend die Expression von JNK1 und JNK2 ubiquitér ist, beschrankt sich das Vorkommen der

JNK3 vorrangig auf das Gehirn, das Herz und die Hoden.™!

Die JNKs werden durch Stressfaktoren, wie entzindliche Zytokine, Endotoxine, osmotischer
Schock, UV-Strahlung oder Hypoxie, Gber Signalkaskaden vermittelt, stimuliert. Deswegen werden
sie als stressaktivierte Proteinkinasen (stress-activated proteine kinase, SAPK) bezeichnet.["#7- 65 166]
Derartige Stressoren induzieren die Phosphorylierung zahlreicher MAPKKK. Diese Uberfuhren die
MAPKK MEK4 und MEK7 in ihre aktiven Konformationen. MEK4 und MEK7 wiederum phosphory-
lieren die JNKs an den AS-Positionen Thr183 und Tyr185 (Abbildung 10, Seite 22). Zusammen mit
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Pro184 bilden sie das TPY-Motiv.'"*" ") Die somit aktivierten JNKs kénnen weitere Zielstrukturen

derivatisieren.

Das wichtigste Target der JNK ist das Protoonkogen c-Jun, wovon sich der Name der JNK ableitet.
Dessen Aktivierung ist mit einer zellularen Stressantwort und mit Caspase-induzierten, apoptoti-
schen Prozessen assoziiert."®® Wird die c-Jun jedoch in verstarktem MaBe exprimiert, kdnnen
unkontrollierte Wucherungen maligner, neoplasmatischer Gewebe resultieren."®®"% AuBerdem
kénnte c-Jun bei AD von Relevanz sein. So wurden phosphorylierte c-Jun-Belastungen (p-c-Jun) in
NFT-beladenen Neuronen gefunden. Somit kann eine Beteiligung an der Reifung neurofibrillarer

Verwicklungen nicht ausgeschlossen werden.!"®

Die c-Jun phosphorylierenden JNKs wurden ebenfalls verstarkt exprimiert und mit Ap- sowie Tau-
peptiden kolokalisiert in postmortalen Gehirnproben von AD-Patienten beschrieben ' ¢ 771 Sje
kénnen Tau an bis zu 12 AS-Positionen derivatisieren, unter anderem an Ser199, 202, 396, 404 und
422 sowie Thr 181, 205 und 217. Die hochste Affinitat weisen sie zu Ser422 auf.®® % Dessen Phos-
phorylierung scheint ausschlieBlich in AD pathogenen Neuronen zu erfolgen und einen Caspase 3
induzierten Abbau von Tau zu verhindern."2 3l Die Ser422-Phosphorylierung kénnte ferner auf
eine AB- und Taupathologie verbindende Schlisselposition der JNK hindeuten.”*"® |m transge-
nen Mausmodell provozierten exponierte AB-Peptide die vermehrte Phosphorylierung von Ser422,
die mit einer Ablagerung neurofibrillarer Biindel korrelierte.!'”* In weiteren in vitro- und in vivo-Stu-
dien induzierte AP, Uber die Aktivierung des JNK-Signalweges, eine Hyperphosphorylierung von

150, 174, 175 1771 \Weiterhin kann eine erhohte

Tau und einen gesteigerten neuronalen Zelltod.!
JNK-Aktivitat die y-Sekretase stimulieren. Dadurch wird vermehrt APP gespalten und die Bildung

neurotoxischer AB-Peptide eingeleitet.[®® 778!

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Verbindungen wurden an der ZNS-spezifischen

Isoform JNK3 getestet.

2414 Tyrosinkinase Fyn

Fyn ist eine von neun Nicht-Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen innerhalb der Gruppe der Src
Familien Kinasen (SFK)."" Sie ist in zahlreiche Signalkaskaden involviert. Somit beeinflusst Fyn die
Signaltbertragung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie auch die Signaltransduktion in
B- und T-Zellen. Des Weiteren ist sie an der Thrombozytenaktivierung, Axonelongation und lonen-
kanalmodulation beteiligt."®® Im Hinblick auf die Zellproliferation und —differenzierung fiihrt eine
abnormale Fynexpression zu unkontrollierten Gewebsneubildungen. Erste Hinweise, dass Fyn auch
im AD-Gehirn dysreguliert auftreten und womaoglich zur Hyperphosphorylierung von Tau beitragen
kann, wurden erstmals 1993 beschrieben."™" Mittlerweile ist ihr Einfluss auf die Tauphosphorylie-

rung und Symptomauspragung von AD wissenschaftlich anerkannt.[®
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Die insgesamt drei beim Menschen auftretenden Isoformen sind im Genlocus 6421 codiert und
werden ubiquitar exprimiert."*? Deren hochste Konzentrationen wurden im Gehirn (B-Fyn) und in

T-Zellen (T-Isoform) nachgewiesen. 8

Die Struktur der Fyn ist durch vier Src-Homologie-Domé&nen (SH1 bis SH4) charakterisiert. Die
katalytische Doméane SH1 wird als hochkonserviert beschrieben. Sie bildet die ATP-Bindetasche. Die
SH2-Untereinheit wird von den zu phosphorylierenden Tyr-Resten der Zielstruktur besetzt. Zur
besseren Ausrichtung des Targets interagiert zusatzlich die SH3-Domane mit prolinreichen Motiven
der Zielproteine."* In der B-Isoform von Fyn fiihrt die Phosphorylierung von Tyr420 innerhalb der
SH1-Doméne zur Freilegung der katalytischen Bindetasche und stabilisiert die aktive Konforma-

[180

tion.®™ Durch die Autophosphorylierung von Tyr531 im C-terminalen Teil hingegen ordnen sich

SH2- und SH3-Unterheiten in einer inaktiven Konformation an, die es dem Subtrat unmdglich

macht an Fyn zu binden 8% 1!

Fyn phosphoryliert lediglich eine der fiinf bekannten Tyr-Reste Tyr18 im Tauprotein.'* ¥ Jene
Derivatisierung wird als ein frihes Ereignis in der Taupathologie beschrieben, da hyperphosphory-
liertes Tau scheinbar nicht mehr in der Lage ist, mit der SH3-Untereinheit von Fyn in Wechselwir-
kung zu treten. Experimente bei denen die Ser-und Thr-Reste der prolinreichen Regionen durch
Glutamat (Glu) ersetzt wurden, verminderten die Bindungsaffinitdit von Fyn an Tau.®® Die
Glu-Reste simulierten dabei die anionische Oberflache phosphorylierter OH-Gruppen-tragender
AS .11 BHASKAR et al. postulieren hingegen, dass vor allem vorphosphoryliertes 4R-Tau, durch das
zusatzliche repetitive Motiv, die Bindungsfahigkeit zu Fyn deutlich erhoht.®”) Neben der direkten
Tauderivatisierung stimuliert Fyn Gber die tyrosinphosphorylierende Aktivierung von GSK3[ sowie
CDK5 die weitere Phosphorylierung von Tau.l" 8 Somit wird ersichtlich, dass eine AD-assoziierte

Uberexpression von Fyn die Tauaggregation triggern kénnte.

In AD-Gehirnen war Fyn in der Nahe von NFTs lokalisiert."®" 8¢ 9 Derartige Tauaggregationen
wurden in vitro durch eine Fynhemmung reduziert."® ™ || und Go7z beschrieben, dass sowohl
die pharmakologische Inhibition als auch die genetische Deletion von Fyn eine AB-vermittelte Tau-
tiberexpression in vivo aufhebt.®? AR steht weiterhin im Verdacht die vermehrte Bildung von phos-

phoryliertem Tyr18-Tau zu induzieren.""*

Im transgenen APP-Mausmodell gingen mit einer verstarkten Fynbildung synaptische Degene-
rationen sowie Gedéachtnisverluste einher, die bei Aktivitdtsminderung der Tyrosinkinase ver-
schwanden.® ¥ 1 Unter physiologischen Bedingungen ist Fyn und ein geringer Teil des
Gesamttaus in den Dendriten lokalisiert. Dort bindet Tau an Fyn und transportiert es zum
NMDA-Rezeptor (NMDAR). Nachfolgend wird der NMDAR durch die Fynphosphorylierung akti-
viert und die exzitatorische Erregungsleitung stabilisiert." ¢ Aus diesem Grund ist Fyn direkt an
der Regulation der synaptischen Plastizitat beteiligt."*® Unter pathologischen Bedingungen
reichern sich in der postsynaptischen dendritischen Umgebung AB-Oligomere an. Sie werden mit

einer NMDAR aktivierenden Exzitotoxizitdt in Verbindung gebracht (Abbildung 11, Seite 26).
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ITTNER et al. postulierten, dass ein dendritischer Taumangel Neuronen vor einer derartigen Exzito-
toxizitat schutzen kénne. Sie erzeugten transgene Mause, die APP und verkirztes Tau vermehrt
ausbildeten. In diesem modifizierten Tau fehlte allerdings der mit dem Mikrotubulus interagierende
C-Terminus, sodass ausschlieBlich die Bindung an Fyn forciert wurde. Folglich lokalisierte sich der
Fyn-Tau-Komplex vorrangig im Soma, was zugleich mit einer Verbesserung von Gedéachtnisdefizi-
ten und einer Erhdhung der Uberlebenschance der Nager korrelierte."® Analoge Erkenntnisse

[197

konnten im Knockout-Tau-Mausmodell gewonnen werden."" Eine verstarkte, AD-assoziierte Um-

verteilung von abnormal hyperphosphoryliertem Tau ins somatodendritische Kompartiment
kénnte die Tau abhangige Anreicherung von Fyn in den Dendriten férdern und so die exzitotoxi-
schen Signale verstarken. Diese toxische Triade konnte somit ursachlich fir den Neuronenunter-

gang sein.[®

2+
Ca
@

. NMDAR

AB-Oligomere
NR2b

Abbildung 11: Pathologische Aktivierung des NMDAR im Dendrit (adaptiert nach ITTNER et al.).[®®

Fyn phosphoryliert die NR2b-Untereinheit des NMDAR an Position Tyr1472 im postsynaptischen Teil der Nervenzelle.['®3
Diese Phosphorylierung verbessert die Interaktion des NMDAR mit dem postsynaptischen Dichteprotein 95 (PSD-95).
Somit wird der NMDAR stabilisiert und die exzitatorischen Effekte verstarkt.®® Unter pathologischen Bedingungen kén-
nen AR-Oligomere die exzitatorische NMDAR-Aktivitat Uber die Fynaktivierung induzieren. Durch eine parallel ausgebil-
dete Hyperphosphorylierung von Tau steht mehr frei vorliegendes Tau zur Verfligung, was starker mit Gberexprimiertem
Fyn interagieren kann. In der Folge wurde die exzitatorische Erregung potenziert und Exzitotoxizitat forciert werden.

2.4.2 Proteinkinaseinhibitoren

Um in der Therapie von AD den entscheidenden Durchbruch zu erzielen, widmen sich zahlreiche
Forschungsgruppen der Entwicklung selektiver Proteinkinaseinhibitoren. Die meisten Verbindun-
gen sind kompetitive Inhibitoren, die mit ATP um die Besetzung der ATP-Bindungsstelle konkur-
rieren. Sie sind oftmals niedermolekular (unter 600 kDa), lipophil und durch einen rigiden Hetero-
zyklus charakterisiert.™ ™% Die ATP-Bindedomane ist in hohem MaBe konserviert, sodass die
groBte Herausforderung darin besteht, Kinaseinhibitoren mit spezifischen Selektivitatsprofilen zu
entwickeln. Durch gezielte Derivatisierungen soll dies, vor allem tber die Besetzung der variableren

hydrophoben Taschen, erméglicht werden.
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CDK-Inhibitoren

Die kompetitive Inhibition der CDK-Familie scheint aufgrund der oben beschriebenen Problema-
tik besonders herausfordernd zu sein. Bislang existieren keine Hemmstoffe, die ausschlieBlich ge-
gen eine bestimmte CDK aktiv sind. Des Weiteren zeigen sie sehr haufig eine inhibitorische Potenz
gegen GSK3. Der Impuls zur Erforschung selektiver CDK-Inhibitoren hat seinen Ursprung in der

"I Die Verbindungen der ersten Genera-

haufigen Deregulation von CDKs bei Krebserkrankungen.
tion waren relativ unspezifisch und werden daher als Pan-Inhibitoren bezeichnet."* Ihnen gehéren
vorrangig das Purinderivat Roscovitin und das Flavon Flavopiridol an (Abbildung 12, Seite 28).1%°)
Am Beispiel von Roscovitin ist erkennbar, wie Variationen der Substitutionsmuster zu Selektvitats-
veranderungen fihren. Urspringlich als CDK2-Hemmer (ICsq = 0,21 uM) entwickelt, zeigte Rosco-
vitin vergleichbare inhibitorische Aktivitdten an CDK1, CDK2, CDK5 und CDK9 (ICso = 0,25 uM). Zu
ERK2 und GSK3 war es mit 11 Mikromolar und 60 Mikromolar deutlich weniger affin.** Substitu-
tionen der Benzylamingruppe in Position sechs durch Stickstoff Gberbriickte Aza-Heterozyklen
fuhrten zur zehnfachen Affinitatssteigerung an CDK2 und CDKS5. In gleicher Weise erhéhte sich
allerdings der ICso-Wert an der GSK3." Das Einfligen eines 3-Chloranilinrestes in Stellung vier und
einer Isopropylgruppe in der an Position zwei befindlichen Seitenkette korrelierte mit einer
40-fachen Erhdhung der Wirksamkeit an CDK1, CDK2 und CDKS5.1%? Ein Austausch der Seitekette
in Position zwei durch eine 4'-Sulfamoylanilinogruppe sowie in Stellung vier durch ein Biphenyl-
system und die Eliminierung des Restes an N7 mindete im Vergleich zur CDK1 in eine fast
2000-fach hohere CDK2-Affinitat."** Der an Roscovitin angelehnte CDK5- und GSK3pB-Inhibitor
LDC8 reduzierte im Zebrafischmodell nach AB4>-Mikroinjektion den Synapsenverfall deutlich, so-
dass REINHARDT et al. ihn als neuroprotektiv einstuften (Abbildung 12, Seite 28).2%! Durch verstarkte
zytotoxische Wirkungen fanden Roscovitin-Analoga bisher nur Anwendung als Krebstherapeutika.
So wurde das verwandte Ribociclib in Kombination mit Aromatasehemmern 2017 in der EU fur die

Behandlung des Mammakarzinoms zugelassen (Abbildung 12, Seite 28) 204 20°]

Flavopiridol ist ein halbsynthetisches Flavonoid, das von Rohitukin, einem Chromonalkaloid, ab-
geleitet ist und nachweislich CDK1 (ICsp von 30 bis 40 nm), CDK2 (ICso von 100 nm), CDK4 (ICso von
20 bis 40 nm), CDK6 (ICso von 60 nM), CDK7 (ICso von 100 bis 300 nM) und GSK3 (ICso von 450 nM)
hemmt."% 2% Die Einfiihrung eines Schwefel- oder Sauerstoffbriickenatoms erhéhte die Selektivi-
tat fur CDK1 gegentber CDK2 und CDK4 um das 20-fache beziehungsweise um das 55- bis
150-fache. Parallel dazu verringerte sich allerdings die Affinitat zu den Zielkinasen.!*®? Klinisch wur-
den Flavopiridol-Analoga in erster Linie gegen diverse Tumorerkrankungen getestet, allerdings mit

enttduschend geringer Wirksamkeit.

PFIZER setzte auf die Erforschung der Cyclobutylpyrazolacetamide CP-668863 und CP-681301 als
wirksame und selektive CDK5-Inhibitoren (Abbildung 12, Seite 28). Beide Verbindungen tberwin-
den die Bluthirnschranke und zeigten sich in in vitro-Tests als vielversprechende Hemmer, mit
Ki-Werten von 2,9 Nanomolar sowie 13,7 Nanomolar. lhre in vivo-Wirksamkeit bleibt aber fraglich,

da sie im Mausmodell zu keiner Veranderung der Tauphosphorylierung beitrugen.?® Mittlerweile
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wurden fiir CP-668863 antitumordse Eigenschaften gegen kolorektalen Karzinomzellen nachge-

wiesen.?07]

Roscovitin-Analoga Flavopiridol

? OH O

HOJ\ \>e LDC8
N

Roscovmn O\ N / N
Ribociclib )\g
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Abbildung 12: Ausgewahlte CDK-Inhibitoren.

GSK3-Inhibitoren

Als GSK3-Inhibitoren sind Anilinomaleimide, Indirubine, Paullone und Thiadiazolidinone bekannt,
die oftmals auch Aktivitaten an CDK2 und CDK5 aufweisen.”® Der erste und wohl bekannteste
GSK3-Hemmer ist das nichtkompetitiv wirkende Lithium.®® Es inhibiert die GSK3 mit einer ICso von
zwei Millimolar.?® Die urspriingliche Hypothese, dass Lithium Magnesium aus der ATP-Bindeta-
sche verdrangen und so die Inhibition einleiten kann, ist nicht mehr haltbar.®! Das inhibitorische
Potential von Lithium scheint eher mit der Phosphorylierung der Positionen Ser21 (GSK3a) und
Ser9 (GSK3B) zu korrelieren ”™ Die Beteiligung des PI3K-Akt-Signalweges ist aber eher unwahr-
scheinlich, da parallel keine erhdhte Konzentration an Position Ser473 phosphoryliertes Akt nach-
gewiesen werden konnte.”'” Untersuchungen im Tiermodell sowie in neuronalen Zelllinien besta-
tigten, dass Lithium die GSK3-assoziierte Tauphosphorylierung hemmt und Tauaggregate reduzie-
ren kann.2?® |n einer zehnwéchigen klinischen Studie konnte jedoch nach Lithiumbehandlung
keine Veranderung der kognitiven Leistungsfahigkeit bei Patienten mit leichter AD nachgewiesen

werden ™

Mit den hochselektiven Anilinomaleimiden SB-216763 (ICso, gskza = 9 NM, 1Csg, gskzg = 31 nM) und
SB-415286 (ICs0, 6sk3a = 34 NM, [Csg, gsk3p = 78 NnM) gelang es, weitere GSK3-Inhibitoren zu entwi-
ckeln (Abbildung 13, Seite 29).™ Die AB-induzierte Hyperphosphorylierung von Tau wurde durch
SB-216763 in hippokampalen Neuronen erheblich gesenkt."*! Im Mausmodell konnten dagegen
keine Verbesserungen im Hinblick auf die Orientierung und Kognition festgestellt werden.®™®

AR-A014418 scheint ebenfalls als hochselektiver GSK3-Inhibitor sowohl in vitro als auch in Zelllinien
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2T7) SELENICA et al. konnten hingegen eine sol-

die Tauphosphorylierung zu senken (Abbildung 13).
che Senkung der Tauphosphorylierung durch AR-A014418 in vivo nicht bestatigen.”™ Derweil
reduzierte er aber die AB-Belastung im transgenen APP-Mausmodell und verringerte die Defizite

im Morris-Wasserlabyrinth.*!
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Abbildung 13: Ausgewahlte GSK3-Inhibitoren.

Aus der traditionellen chinesischen Medizin stammen die urspriinglich gegen Leukdmie einge-
setzten Indirubine 2% 2%! Chemisch gesehen sind sie Bisindoline, die inhibitorische Effekte an CDK1,
CDK5 sowie GSK3B aufweisen. So hemmte Indirubin-3"-monoxim  (ICsq, csk3g = 9 NM,
ICs0,cok1 = 25 NM, 1Cs0, coks = 20 nM) in vitro sowie in vivo die Tauphosphorylierung AD-relevanter
Epitope.” %% Im transgenen Mausmodell verrringerte es Beeintrachtigungen im Morris-Wasser-
labyrinth, die mit einer Abschwachung der AB-Belastung und Tauhyperphosphorylierung korrelier-
ten.? Mit 6-Brom-indirubin-3"-oxim (6-BIO) wurde ein weiteres Indirubinderivat beschrieben,
allerdings mit hohem zytotoxischen Effekt.® Durch Derivatisierungen der 3’-Oximgruppe, in Form
von  6-Bromindirubin-3"-O-(N,N-diethylcarbamyl)oxim  (6-BIDECO, ICsp, gsk3g = 30 nM) und
6-Bromindirubin-3"-O-(2-morpholin-1-ylethyl)-oxim (6-BIMYEO, 1Cs0, 6sk3p = 110 nM) gelang es, die
Selektivitat zur GSK3pB zu erhdhen und die Neurotoxizitat deutlich zu senken (Abbildung 13).122"

In vitro konnten beide Verbindungen die Tauhyperphosphorylierung und den apoptotischen

Zelltod reduzieren.!???

Tideglusib ist ein nichtkompetitiv wirkender GSK3-Inhibitor und gehért zur Gruppe der
Thiadiazolidione (Abbildung 13)."* Er reduzierte im transgenen Mausmodell die Phosphorylierung
von Tau und die Zahl an Amyloidablagerungen.”” Dadurch bestarkt, schaffte es Tideglusib bis in
die Phase lI-Studie. In der von DEL SER et al. beschriebenen Pilotstudie konnte eine tégliche, orale

Gabe von bis zu 1000 mg bei Patienten mit leichter bis moderater AD einen Vorteil im MMSE- sowie
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ADAS cog-Test erzielen.*! In der anschlieBenden Ilb-Studie wurden die Erwartungen allerdings

nicht erfillt und die vorab festgelegten primaren Endpunkte nicht erreicht.**!

JNK-Inhibitoren

Als JNK-Inhibitoren befinden sich zahlreiche Verbindungsklassen in der Arzneimittelforschung.
Abgesehen von SP-600125 und SR-3306, haben allerdings die wenigsten JNK-Hemmer eine Be-
deutung auf dem Gebiet der neurodegenerativen Erkrankungen. Mit dem Pan-JNK-Inhibitor
SP-600125 entwickelte CELGENE einen der ersten, niedermolekularen, ATP-kompetitiven Hemmer
dieser Zielklasse (Abbildung 14, Seite 31).'"! Er ist mindestens 110-fach selektiver gegen JNK1/2
(ICs0,snk172 = 40 M) und JNK3 (ICso, nks = 90 nM) als gegen p38 und ERK1/2.58 %% jn vitro senkte
SP-600125 die durch Morphin induzierte Tauhyperphosphorylierung in kortikalen Rattenneuronen,

(2261 7udem konnte unter dem Einsatz

die mit erhdhten phosphorylierten JNK-Spiegeln korrelierte.
von SP-600125 der APP-vermittelte neuronale Zelltod in vitro gesenkt werden.*?”! Im transgenen
AD-Mausmodell verbesserte die Verabreichung des JNK-Inhibitors die raumliche Beeintrachtigung
im Morris-Wasserlabyrinth und verringerte die oligomere pTau- sowie AB-Belastung.”?® SR-3306
wurde préklinisch vorrangig in Parkinson-assoziierten Tiermodellen getestet (Abbildung 14,
Seite 31). Es weist eine hohe JNK-Selektivitat auf, wobei es die hochste Aktivitat an der JNK1 zeigt
(ICs0,3nk1 = 67 NM, 1Cs0, k2 = 283 NM, 1Cs0, ks = 159 nM).22%) Es st oral bioverfiigbar und in der
Lage die Bluthirnschranke zu passieren. Im Tiermodell reduzierte SR-3306 die JNK-Aktivitat und

den damit verbundenen Verlust dopaminerger Zellen.?? 230!

ERK-Inhibitoren

Das aus Nocardiopsis sp. isolierte, Staurosporin analoge K252a wurde als ERK2-Inhibitor mit ma-
Biger Selektivitat identifiziert (Abbildung 14, Seite 31).12*" 2 In vitro reduzierte er in SY5Y-Zellen
und in Hippokampushirnschnitten von Ratten die Tauhyperphosphorylierung.”**  Aufgrund
schlechter Bioverfugbarkeit und geringer Penetration ins Gehirn sind &hnliche Ergebnisse im Tier-
modell nicht zu erwarten.”* Zur Verbesserung dieser Parameter wurde SRN-003-556 entwickelt
(Abbildung 14, Seite 31). Leider ist der an ERK2 mit einer ICso von 600 Nanomolar wirkende Inhibitor
weniger selektiv als sein natdrlich vorkommendes Analogon. So hemmt er unter anderem CDK,
GSK3p, PKA und PKC mit ICso-Werten von 180 bis 440 Nanomolar. Im Tiermodell konnte nach ora-
ler Sondengabe eine nahezu gleiche Konzentration von SRN-003-556 im Blut sowie im Gehirn der
Ratten gemessen werden. Ebenfalls reduzierte er die durch Okadainsdure induzierte pathologische

Hyperphosphorylierung von Tau in Hippocampusschnitten adulter Ratten.**%
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Abbildung 14: Ausgewahlte JNK- und ERK-Inhibitoren.

Fyn-Inhibitoren

Saracatinib ist ein Pan-SFK-Inhibitor, der urspriinglich von ASTRA ZENECA fir verschiedene Krebs-
arten entwickelt, aufgrund mangelnder Wirksamkeit jedoch in Phase Il abgesetzt wurde (Abbildung
15, Seite 32).2** Er ist oral bioverfligbar und zeigt eine gute Hirngangigkeit."®*! Neben Fyn
(ICs0 = 8 bis 10 nM) hemmt er weitere Kinasen der SFK-Familie, wie zum Beispiel Src (ICsp = 2,7 nM),
Yes (ICso = 4 nM) oder Lyn (ICso = 5nM)."™ Die tagliche Verabreichung von 100 Milligramm
Saracatinib beseitigte im transgenen Mausmodell die rdumlichen Gedachtnisdefizite, was mit einer
verminderter Mikrogliaaktivierung und einer verringerter Ablagerung von Tauproteinen einher-
ging.™ Im Rahmen einer Phase Ib-Studie erhielten die Probanden, bei denen eine leichte bis mo-
derate AD diagnostiziert wurde, 50 bis 125 Milligramm des Inhibitors. Leider konnten keine signifi-
kanten Veranderungen bei der ®F-FDG-PET, dem MMSE- und dem ADAS cog-Test erzielt wer-
den.”* Eine derzeit laufende Phase II-Studie soll Klarheit Uber die Wirksamkeit von Saracatinib bei
AD bringen.?*! Aufgrund seiner stark antiproliferativen Eigenschaften wird in mehreren
Phase II-Studien ein Einsatz bei Brust-, Prostata-, Eierstock- und Bauchspeicheldrisenkrebs getes-

tet 118

Mit Masitinib existiert ein weiterer, klinisch erprobter Fyn-Inhibitor (Abbildung 15, Seite 32). Er
hemmt Fyn mit einer ICso von 240 Nanomolar."®® Der oral applizierbare Inhibitor wurde in einer
kleinen Phase II-Studie bei AD untersucht. Als Zusatztherapie zur Standardversorgung, in Form ei-
nes Cholinesterase-Hemmers beziehungsweise Memantin, war ein verzdgerter kognitiver Verfall
bei den AD-Patienten beobachtet worden.*”! Eine weitaus gréBere Phase Ill-Studie, die im De-

zember 2019 endet, kénnte diese Ergebnissse bestatigen [

Der von BRISTOL MYERS SQUIBB entwickelte Pan-SFK-Inhibitor Dasatinib wurde von der FDA, der

Health Canada und der EMA zur Behandlung chronischer myeloischer Leukdmie zugelassen (Ab-
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bildung 15). Er hemmt neben Fyn noch Lck und Src mit einer ICsp von 0,2, 0,4 und 0,5 Nano-
molar.®% Zusatzlich zeigte Dasatinib im transgenen Mausmodell einen positiven Einfluss auf die

neurotoxische Mikrogliaaktivierung und fiihrte zur Verbesserung der Gedachtnisfunktion. 2!

Saracatinib Masitinib Dasatinib

o o G Q %ﬁ
<o cl \@ HN@NJ

Abbildung 15: Fyn-Inhibitoren.

Fazit

Dieser kleine Einblick in die Arzneistoffentwicklung von Kinaseinhibitoren zeigt, welche Auswir-
kungen potente und hochselektive Verbindungen haben kénnen. Bisher haben es die wenigsten
Kinaseinhibitoren bis zur Marktreife geschafft. Hinzu kommt, dass gerade einmal zwei Prozent aller
Verbindungen die Bluthirnschranke Gberwinden kénnen. Folglich gibt es keinen ATP-kompetitiven
Kinaseinhibitor, der im Hinblick auf die AD-Therapie die klinische Prufung erfolgreich beendete.
Die Hyperphosphorylierung von Tau korreliert mit der Uberexpression und Hyperaktivierung gleich
mehrerer AD-assoziierter Proteinkinasen. Aufgrund des Mitwirkens dieser an der multifaktoriellen
AD-Pathogenese waren Inhibitoren, die an mehreren dieser Kinasen aktiv sind, pharmakologisch
zweckméBiger. Die parallele Hemmung der Kinasen kénnte die phosphorylierten Zustandsformen
von Tau normalisieren und mdéglicherweise die AB- sowie Tau-induzierte Exzitotoxizitat reduzieren.
Womdglich geldnge es dadurch den kognitiven Verfall der Patienten zu mindern und ein wirde-

volles Altern zu ermaglichen.!*
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2.4.3 Inhibitoren AD-assoziierter Proteinkinasen mit Azoxafluoren-Grundstruk-

tur

Entwicklung und Substituenten abhdngige Selektivitdtsprofile der Azoxafluorene

Als sauerstoffanaloge 1-Azacarbazole wurden die ersten 1-Aza-9-oxafluorene in der Arbeits-
gruppe WIRKSTOFFENTWICKLUNG UND —ANALYTIK um A. HILGEROTH als potentielle Zytostatika entwickelt.
In der Antitumoranalyse des NATIONAL CANCER INSTITUTE (NCI, USA) zeigten einige von lhnen eine
moderate zytostatische Aktivitat.”*”! Eine mogliche interkalierende DNA-Ligand-Wechselwirkung
als Wirkmechanismus konnte aufgrund verschiedenster Untersuchungen ausgeschlossen wer-
den.®" Im Rahmen eines Kinase-Assays identifizierte man die 1-Aza-9-oxafluorene als schwach-
potente CDK-Inhibitoren mit CDK1- und CDK5-Selektivitat. Verbindung la (innerhalb dieser Arbeit
Verbindung 22) und Ib zeigten dabei an der CDK1 ICso-Werte von 28,8 und 4,2 Mikromolar. Durch
enzymkinetische Untersuchungen der LINEWEAVER-BURK-Analyse konnte fir If an der GSK3B ein
ATP-kompetitiver Wirkungsmechanismus nachgewiesen werden.*! Des Weiteren zeigte sich fiir
die Aktivitat der Verbindungen, dass die 4-Phenyl- sowie die 6-Hydroxygruppe obligatorisch

sind.14

1-Aza-9-oxafluoren

HO
Ph
R? R

X

3 Pz

R 9] N

I

R' R° R3 R R? R3
la H H C(=0)0CHs Id H H OH
b H H C(=0)CHs le H H OC2Hs
lc H H C(=O)NH: If H H OBn

lg -CH=CH-CH=CH- OBn
Abbildung 16: Chemische Struktur der 1-Aza-9-oxafluorene.

Anfangliche Strukturmodifikationen, wie die Substitution des aktivitdtsbestimmenden 4-Phenyl-
ringes gegen eine 4-Methoxygruppe, veranderte das Inhibitionspotential. Die Erweiterung der
4-Phenylgruppe durch einen angefiigten 2-Methoxyrest reduzierte die Aktivitdt an den Kina-
sen - ausgenommen sind CDK1- und ERK2-Hemmungen - merklich."*? Durch die Einfihrung einer
Hydroxy- sowie Alkoxygruppe (Id und le) in Stellung drei erhohte sich zusatzlich die Aktivitat an
CDK5 und GSK3B.2" Somit zeigte sich zum ersten Mal eine duale Hemmung an Vertretern unter-
schiedlicher Kinasefamilien. Damit bekréaftigten die 1-Aza-9-oxafluorene ihr Potential als Leitstruk-
tur. Die Benzylierung von Id, unter Bildung von If, verschob die Selektivitdt von den CDKs zur GSK3[3
(ICs0 =59 + 1,2 uM (GSK3B), 1Cs0 > 100 uM (CDKS5)). Bei Erweiterung des trizyklischen Systems
durch apolare Gruppen, wie Methylgruppen oder anellierte Benzenringe, konnten die Affinitaten
zu den Kinasen CDK1, CDK5, GSK3B, JNK3 und ERK2 gesteigert werden (lg: 1Cso = 88 + 10 nM
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(CDK1), 1Cs0 =21+0,2uM (CDKS5), 1Cs0 =16+ 0,2 uM (GSK3B), 1Cs0 = 1,5 £ 0,07 uM  (ERK2),
ICso = 67 £ 60 nM (JNK3)). Die Methylierung der phenolischen OH-Gruppe fiihrte hingegen bei
den meisten Verbindungen zur verminderten Aktivitat. Durch einen Wasserstoffbriickendonator in
Position drei resultiert eine generelle Affinitatserhéhung, besonders aber zu CDKS5. Die Einfuhrung
einer Amidstruktur an Position drei (Ic) steigerte die GSK3p-Selektivitdt enorm. Eine anschlieBende
Alkylierung oder Benzylierung der Amidgruppe von Ic erweiterte die Selektivitat zusatzlich auf die
CDK1. Zudem zeigten sich moderate Aktivitaten an ERK2 und JNK3.[34

Docking-Untersuchungen

Ic R=C(=O)NH,

Id R=0H

If R=08Bn

Ih R = C(=0)N(CH5),

Abbildung 17: Ausrichtung I: Docking-Ergebnisse der 1-Aza-9-oxafluorene Ic, Id, If und Ih in der aktiven Konformation
der GSK3p.

Links: Die 1-Aza-9-oxafluorene sind griin dargestellt. Sie interagieren Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit den
GSK3B-AS Val135 und Cys199. Die Amide Ic und lh kénnen zusatzlich Uber ein Wassermolekdl mit Thr138 der Losungs-
mittel-exponierten Region (vordere hydrophobe Tasche) wechselwirken.[242

Erste Docking-Ergebnisse erlangten VOIGT et al. bei der Untersuchung der Verbindungen an der
aktiven Konformation der GSK3[ (Abbildung 17). Den Fixpunkt bildet eine Wasserstoffbricke zwi-
schen dem Stickstoffatom des trizyklischen Systems und dem des zum Rickgrat (Backbone) der
Hinge-Region dazugehorigen Valins 135 (Val135). Die optimale Distanz beider Stickstoffatome
sollte 2,9 Angstrém nicht Gberschreiten. Docking-Studien an CDK5 machten deutlich, dass Verbin-
dungen, wie Ic und Id, die an Position drei einen weiteren Wasserstoffbriickeninteraktionspartner
aufweisen, diese essentielle H-Briicke nicht ausbildeten. Ursachlich dafir ist eine Wasserstoffbriicke
zwischen der Gruppe an Position drei und des in der vorderen hydrophoben Tasche lokalisierten
Asp86. Somit wird die Anndherung des planaren Grundkérpers an die Hinge-Region blockiert.??
Die Hydroxygruppe in Stellung sechs bildet eine weitere Wasserstoffbricke mit dem Riickgrat-NH
von Cys199 aus. Durch die Gatekeeper-AS Leucin 132 (Leul132) scheint eine Interaktion mit der
abgeschotteten, hinteren hydrophoben Tasche nicht méglich zu sein. Daher richten sich sperrige,

apolare Gruppen in Position drei, wie der Benzyloxyrest bei If, leichter zur vorderen hydrophoben
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Region aus. Die Amide Ic und Ih sind zusatzlich in der Lage tber ein inkorporiertes Wassermolekil
mit der Carbonylfunktion von Thr138 innerhalb der Losungsmittel-exponierten Region zu inter-
agieren und die Affinitat zu erhéhen.**! Diese beschriebene Orientierung des Molekiils in der Bin-

detasche wird zur Vereinfachung ab nunmehr ,Ausrichtung 1" genannt.

Lgsungsmittel-
Aspsgy exponierte Region
/ £

Abbildung 18: Ausrichtung II: Docking-Ergebnisse Ig in der aktiven Konformation der CDK1.
Links: 1g ist violett dargestellt. Es liegt um 180 Grad langs gedreht in der Bindetasche vor und interagiert Uber Wasser-
stoffbriickenbindungen mit den CDK1-AS Leu83 und lle10. Die hintere hydrophobe Tasche ist durch Phe80 blockiert.?

Docking-Untersuchungen innerhalb der Arbeit von TELL erweiterten die Erkenntnisse Gber mog-
liche Bindungsmodi. Durch das Docking der benzoanellierten Verbindung Ig an CDK1 und CDK5
konnte eine um 180 Grad um den 7-Phenylring gedrehte Orientierung nachgewiesen werden (Ab-
bildung 18). Als Gatekeeper-AS besitzen die CDKs die rdumlich anspruchsvolle AS Phe80. Der somit
resultierende, stark begrenzte Raum zwingt vor allem gréBere Molekule ihre Orientierung in der
Bindedomane zu adaptieren. Wie bei der Ausrichtung | wird als Fixpunkt eine ahnliche Wasserstoff-
bricke zwischen dem Ruckgrat der Hinge-Region und dem Stickstoffatom des planaren Ringsys-
tems beschrieben. Ig geht anstatt mit Val135 (GSK3B) mit Leu83 (CDK1) beziehungsweise mit Cys83
(CDK5) eine Wechselwirkung ein. Eine zweite Wasserstoffbriicke wird zwischen der in Position funf
befindlichen, phenolischen OH-Gruppe von Ig und dem Isoleucin 10 (lle10) der Phosphatbindestelle
(P-Loop) ausgebildet. Zusatzlich interagiert auch der 7-Phenylring Uber hydrophobe Wechselwir-
kungen mit Resten des P-Loops. Der Benzyloxyrest von Ig ist zur Gatekeeper-AS hin orientiert, mit
der er Uber Van-der-Waals- oder sogar m-m-Krafte in Interaktion treten kann. Der benzoanellierte
Teil des Azoxafluoren-Grundkérpers richtet sich zur vorderen hydrophoben Tasche aus, die durch
Asp86 eingerahmt ist.*? Diese beschriebene Orientierung des Molekiils innerhalb der Bindetasche

wird zur Vereinfachung folglich ,Ausrichtung IlI” genannt.
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3 ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Basierend auf der von HILGEROTH et al. beschriebenen Cycloadditionsreaktion der 1,4-Dihydropy-

ridine mit 1,4-Benzochinon zu 6-Hydroxy-1,4-4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren-Derivaten (Ab-

bildung 19) etablierte VOIGT eine Eintopfsynthese mit dem Resultat aromatischer, 3,4-disubstituier-
[241, 243]

ter 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene (Abbildung 20).

@)
e
(-

N

A

Abbildung 20: Synthese der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene im Eintopfverfahren nach VOIGT.#!

TELL gelang auf diesem Weg die Synthese der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene mit Amidpartial-
struktur. Das Benzylamid-Derivat 28 zeigte dabei in einer vorangegangenen Testung potente inhi-
bitorische Eigenschaften an den Proteinkinasen CDK1/B, ERK2 und JNK3.*?l Daher definierte man
als erstes Ziel dieser Arbeit, den Substanzpool um 28 (6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluoren des
Benzylamidtyps) zu erweitern und neue 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene mit Anilidpartialstruktur in
Stellung drei zu etablieren (Abbildung 21, Seite 37). Man wahlte die Amid- sowie Anilidpartialstruk-
tur vor allem deshalb aus, um die Affinitdten zu den Kinasen Uber potentielle Wasserstoffbriicken
zu erhdhen. Wiirden sich die Molekdle nach Ausrichtung | orientieren, wére eine Wasserstoffbricke
Uber ein inkorporiertes Wassermolekdl zum Thr138 (GSK3B) denkbar. Bei der Orientierung nach
Ausrichtung Il erhoffte man sich das Auftreten einer H-Briicke mit lle10 (CDKT) der Phosphatbinde-
stelle. Weiterhin sollte die GréBe und die Lipophilie der Amidsubstituenten variiert werden. Hinzu
kamen die Erweiterung des planaren Systems zum Tetrazyklus sowie die Substitution des Wasser-

stoffatoms durch eine Methoxygruppe in Position eins am benzanellierten Azoxafluoren. Damit
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sollte eine Bindungssteigerung mit der moglichen Ausbildung weiterer Wasserstoffbriicken ange-

strebt werden.

Zur Grundkdrpersynthese kamen neben 1,4-Benzochinon und 2-Chlor-1,4-benzochinon auch
1,4-Naphthochinon und 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zum Einsatz. Fur die Amidbildung wurden
chlorierte sowie Methoxygruppen-verknipfte Aniline oder Benzylamine eingesetzt. AnschlieBend
sollten die tri- und tetrazyklischen Verbindungen auf ihre inhibitorischen Aktivitdten an einer Reihe
von AD-assoziierten Proteinkinasen untersucht werden. Dies wurde in Kooperation mit der
PROQINASE GmbH sowie mit den Arbeitsgruppen um KOCH (Tubingen, Deutschland) und KRYSTOF

(Olomouc, Tschechische Republik) realisiert.

Abbildung 21: Allgemeine Strukturformeln der Zielverbindungen mit Carbamidpartialstruktur des Teilabschnitts |.

Der zweite Teil der Arbeit beschéaftigte sich mit dem Ersatz des Amids durch eine neue charakte-
ristische Gruppe, die durch eine gewisse thermodynamische Stabilitdt sowie Hydrolyseresistenz
charakterisiert sein sollte. Man entschied sich auf Grundlage bereits etablierter Arzneistoffe, wie
Roxithromycin, Cefpodoxim, aber auch Fluvoxamin, fir das EinfUhren der in der Natur eher untb-
lichen Oximetherstruktur (Abbildung 22).2¥ Auch hier erhoffte man sich Affinitatssteigerungen
durch die Ausbildung weiterer Wasserstoffbriicken. Daher sollten vorrangig und aufgrund einer,
im Vergleich zu O-Alkyloximethern, gréBeren thermodynamischen Stabilitdt O-Benzyloximether-
derivate in Betracht gezogen werden. Ferner wurden diese Verbindungen auf ihre inhibitorische

Proteinkinaseaktivitat von KOCH und KRYSTOF untersucht.

HO
J
N O
R1/\ | N N R,
0~ N\

Abbildung 22: Allgemeine Strukturformel der Zielverbindungen mit Oximetherpartialstruktur des Teilabschnitts II.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Teilabschnitt I: Synthese und Analytik von 1-Aza-9-oxafluoren-

sowie 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivaten des Carbamid-

typs

Die Synthese der 3/8-Carbamidderivate der 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene, bei der
Anwendung von 1,4-Benzochinon, beziehungsweise der 5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxa-
benzo[alfluorene, bei dem Einsatz der 1,4-Naphthochinone, erfolgte Gber eine drei-Stufen-Syn-
these. Der groBte Teil der Endverbindungen wurde tber den Syntheseweg A (Abbildung 23) reali-
siert, bei dem anfangs Nicotinsdure zu dem jeweiligen Nicotinamid umgesetzt wurde (i,). Diese
Nicotinamide dienten weiterhin der Gewinnung von 3-carbamidsubstituierten N-Acetyl-1,4-di-
hydropyridinen. Sie konnten durch eine N-Acetylierung am Pyridinring sowie durch eine regio-
selektive Grignard-Addition eines Phenylrestes an Position vier synthetisiert werden (ii,). Die ent-
standenen Zwischenprodukte wurden final mit 1,4-Benzochinon, 1,4-Naphthochinon oder

5-Methoxy-1,4-naphthochinon zu den entsprechenden Endverbindungen umgesetzt (iia).

Syntheseweg A

O Ph o
Ar/Bn  AcCl Ar/Bn 1:4-Naph-
X N~ MgPhCl N~ thochinone
| H — | I —
N/ i, N g
|
Aniline/ . Ac
Benzylamine la
O
i,
N R 1,4-Benzochinon
| P
N

R = OH, OCH,CH;

iy Ph O
1,4-Benzo-
AcCl, MgPhCl MOA chinon
ii
,T‘ b
Ac

Syntheseweg B

Abbildung 23: Drei-Stufen-Synthese zur Darstellung der 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene beziehungsweise der
5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene des Carbamidtyps Uber zwei Reaktionswege.

Im Synthesepfad B (Abbildung 23) reagierte Nicotinsdureethylester, Gber die Bildung seines
N-Acetyl-1,4-dihydropyridinderivats (i), zum Ethyl-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyri-
din-3-carboxylat (22, ii,). 22 wurde weiter mit dem betreffenden Amin zum jeweiligen

3-Benzylamidderivat umgesetzt (iiip).
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Die Nummerierung der Positionen am aromatischen Grundgertst erfolgte unter Berlcksichti-
gung der von IUPAC beschriebenen Regeln. Somit ergibt sich fir die benzoanellierten Endverbin-

dungen, im Vergleich zu den 1-Aza-9-oxafluorenen, eine inverse Zahlrichtung.

411 Synthese kommerziell nicht zuganglicher Ausgangsstoffe

Fur den in Schritt iii, beschriebenen Ringschluss (siehe 4.1, Abbildung 23, Seite 38) bendtigte man
als Edukt 5-Methoxy-1,4-naphthochinon. Als Ausgangssubsstanz wurde hierfir ein Aquivalent an
5-Hydroxy-1,4-naphthochinon in Dichlormethan (DCM) geldst. Man versetzte den Ansatz mit
1,2 Aquivalenten Silber-(l)-oxid sowie anteilig mit 28 Aquivalenten lodmethan und erhitzte ihn vier
Stunden unter Ruckfluss. AnschlieBend trennte man das suspendierte Silber-(1)-oxid ab, entfernte
das halogenhaltige Lésungsmittel am Rotationsverdampfer und trocknete den erhaltenen, oran-
gebraun gefarbten Feststoff drei Tage lang im Exsikkator (75 % Ausbeute). Silber-(l)-oxid fungiert
bei dieser Reaktion als Base, dass die phenolische Hydroxygruppe des 5-Hydroxy-1,4-naphtho-
chinon deprotoniert. Dieses kann folglich als besseres Nukleophil lodmethan effektiver angreifen
(Abbildung 24).

~

OH O O O
A 4 h
—_—
(1) == ()
in DCM
O

Abbildung 24: Umsatz von 5-Hydroxy-1,4-naphthochinon zu 5-Methoxy-1,4-naphthochinon.

4.1.2 Synthese der Nicotinamide

Als erster Syntheseschritt (is, siehe 4.1, Abbildung 23, Seite 38) wurde die Umsetzung von Nico-
tinsdure mit Anilinen oder Benzylaminen geplant. Da die Produkte zur Weiterreaktion gedacht wa-
ren, sollten sie effizient und in hohen Ausbeuten gebildet werden. Die Reaktion von Carbonsauren
mit Aminen stellt eine typische Protolyse dar. Durch drastisches Erhitzen gelingt allerdings die Um-
setzung zu Carbonsaureamiden mit schlechten Ausbeuten. Daher sind fir die Umsetzung deutlich
starkere Acylierungsmittel erforderlich, als das mesomeriestabilisierte Carboxylat. Klassisch gelingt
die Synthese Uber die Intermediatbildung von Carbonsaurechloriden oder Carbonsaureanhydri-
den. Sie stellen aufgrund mangelnder Mesomeriestabilisierung deutlich bessere Acylierungsmittel
dar. Die Gewinnung der Carbonsaurechloride ist allerdings weder gesundheitsférdernd noch um-
weltfreundlich. Umweltvertraglichere Reaktionsbedingungen, verknipft mit guten Ausbeuten, zei-

245,248 Diase werden von Carbon-

gen sich dagegen bei dem Einsatz von Arylboronsaurederivaten|
sauren nukleophil angegriffen und bilden in situ eine deutlich bessere Abgangsgruppe. In der Kon-

sequenz kdnnen sie die Nukleophile erheblich besser acylieren. AuBerdem werden erfolgreiche
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Umsetzungen mit Lewissduren, wie Aluminiumoxid, Ceroxid oder Zirkoniumchlorid beschrie-
ben.**! Letztendlich entschied man sich, als kosteneffizienteste Methode und mit dem gréBten
Ertrag an Nicotinamiden, fur die klassische Zwischenproduktbildung der Carbonséurechloride. Alle
Synthese- und Aufreinigungsschritte wurden unter dem Abzug durchgefihrt. Als Referenz diente

eine von POCHET et al. publizierte Arbeit.”*?!

O 0
. Ar/R
X Pyr, in Dioxan, RT -
I HN—AR | N H
P
N N/
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o
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Abbildung 25: Darstellung von Carbonsaureaniliden/ -amiden mittels Carbonsaurechlorid bei Raumtemperatur (RT).
Bei der Umsetzung mit nukleophilen Hilfsbasen (Pyridin, Pyr) sind Nebenreaktionen denkbar, die die Ausbeute limitieren
kénnen (unterer Teil des Bildes).**)

Man suspendierte zu Beginn ein Aquivalent Nicotinsiure in zehn Aquivalenten Thionylchlorid
und erhitzte den Ansatz drei Stunden unter Rickfluss. Im Anschluss entfernte man das Gberschis-
sige Thionylchlorid am Rotationsverdampfer. Das nunmehr hellgelbe Nicotinsdurechlorid wurde in
trockenem Dioxan aufgenommen und mit je 1,1 Aquivalenten an Amin oder Anilin und wasser-
freiem Pyridin anteilig ergénzt. Pyridin dient hierbei als Hilfsbase, das freiwerdende Protonen bin-
det. Nach Abschluss der Reaktion erfolgte eine Chloroform-Wasser-Extraktion. Die halogenhaltige
Phase wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und das Produkt bis zu drei Tage im Exsikkator
getrocknet. Somit gelang es, Verbindung 1 bis 10 in Ausbeuten von 32 bis 71 Prozent zu gewinnen
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Gewonnene Nicotinanilide (links) und —amide (rechts) mit Ausbeuten.

R1
X N R2 X N
H H
= =
N N
1-5

Rl
- 6-10
Verbindung R R? Ausbeute Verbindung R R?  Ausbeute
1 H H 50 % 6 H H 35%
2 Cl H 1% 7 Cl H 49 %
3 H cl 66 % 8 H cl 35%
4 OCHs H 63 % 9 OCHs H 38 %
5 H OCHs 61 % 10 H OCH;s 32%
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Erstaunlicherweise konnten bei den Nicotinsdureaniliden, trotz des delokalisierten Elektronen-
paars, bessere Ausbeuten gewonnen werden, als bei der Umsetzung mit den Benzylaminen. Ge-
nerell scheint der Einsatz von nukleophilen Hilfsbasen, wie Pyridin, limitierend fiir die Produktbil-
dung zu sein, da diese ebenfalls das aktivierte Carbonsdurederivat angreifen kdnnen. Die dabei
in situ gebildete, acylierte Pyridiniumverbindung kann als noch reaktiver angesehen werden.
Das nicht-mesomeriestabilisierte Intermediat kdnnte nunmehr mit dem jeweiligen Amin zum ge-
winschten Produkt umgesetzt werden oder aber mit vorhandenem Wasser zu Nicotinsaure
abreagieren und folglich die Ausbeuten schmalern (siehe Abbildung 25, Seite 40).**! Der Einsatz

nicht-nukleophiler Basen, wie 2,6-Di-tert-butylpyridin, ware zuklnftig vorzuziehen.

4.1.3 Darstellung und Charakterisierung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Deri-
vate des 3-Carbamidtyps

In vorangegangenen, biologischen Testungen der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene zeigten dieje-
nigen Verbindungen mit einem Phenylrest in Position vier die besten inhibitorischen Aktivitaten.
Die Syntheseschritte i und iy sollten dazu beitragen den Arylrest in diese Stellung des Pyridinrings
einzuflhren und ein reaktives Intermediat zur Weiterreaktion zu bilden (siehe 4.1, Abbildung 23,
Seite 38).

Entwicklung von 4-substituierten N-Acyl-1,4-dihydropyridinen bis hin zu VOIGTs Ein-
topfsynthese

Der Heterozyklus ist aufgrund des negativ induktiven Effekts des Stickstoffatoms und der damit
verbundenen geringen Elektronendichte generell reaktiver gegentiber nukleophilen Angriffen als
das homoanaloge Benzen. Mit Hilfe des freien Elektronenpaars am Heteroatom lassen sich Pyri-
dinderivate durch Acylierung, Alkylierung oder Sulfonierung, in reaktivere Pyridiniumsalze tber-
fuhren. Dadurch wird der Effekt der positiven Partialladungsverteilung an den Positionen zwei, vier

und sechs deutlich verstarkt, sodass diese Stellungen préferiert flr einen

250]

nukleophilen Angriff sind.**? (Abbildung 26). FRAENKEL et al. zeigten

5/§+ . 1970, dass sich bei der Umsetzung von Ethylchlorformiat mit 4-substitu-
6+6© - ierten Pyridinen problemlos ihre N-Acylpyridiniumsalze bildeten, die
1+ e wiederum nach Zugabe von Grignardreagenzien leicht in 2-substituierte

© Nukleophil  1-(Ethoxycarbonyl)-1,2-dihydropyridine ~ berfiihrt wurden.”"  Sechs

Abbildung 26: Verteilung Jahre spater gelang LYLE et al. die Addition von Grignardverbindungen

der positiven Partialladung sowie Organocadmiumreagenzien an 3,4-disubstituierten Pyridinen un-
im Pyridiniumsalz.

ter Nutzung von Acetyl- oder Benzoylchlorid. Sie konnten Gemische von

Verbindungen mit zusatzlicher Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung in den Positionen zwei, vier und

[252

sechs isolieren.”>” Grundsatzlich binden dabei harte C-Nukleophile, wie Lithiumalkylverbindungen

oder Grignardreagenzien, vorrangig in Position zwei und sechs. Bei sterisch anspruchsvollen
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N-Acylresten ist aber auch ein vermehrter Angriff der Position vier zu beobachten.*” Piers und
Soucy setzten 1974 Lithiumdiarylcuprate beziehungsweise Lithiumdialkylcuprate (GILMAN-Cuprate,
mit allgemeiner Formel RoCuli) mit N-acylierten Pyridiniumsalzen um, die den aktivierten Hetero-

2531 ComINs und ABDULLAH bekraftigten diese Aussa-

zyklus regioselektiv an Position vier angriffen.
gen, indem sieN-acylierte, unsubtituierte Pyridiniumsalze mit Grignardreagenzien in Anwesenheit
katalytischer Mengen von Kupfer-(l)-jodid (Cul) umsetzten. Sie erhielten dabei in hohem Mafe
4-substituierte N-Acyl-1,4-dihydropyridine. Sie schlossen daraus, dass in situ eine Ummetallierung
unter Bildung magnesiumhaltiger Organylcuprate (NORMANT-Cuprate, mit allgemeiner Formel
R.CuMgX) moglich ware”* Derartige Organylcupratverbindungen sowie auch zinkhaltige,
kupferorganische Verbindungen (KNOCHEL-Cuprate, mit allgemeiner Formel RCu(Cn)ZnX) gelten als
weiche C-Nukleophile, die nahezu regioselektiv an Position vier des N-Acyl-PyridiniumgerUsts an-
greifen (Abbildung 26, Seite 41).12°4%** Auf Grundlage der von COMINS und ABDULLAH beschriebe-
nen Erkenntnisse etablierte VOIGT im Arbeitskreis von ANDREAS HILGEROTH als erster die Synthese
von 3,4-disubstituierten N-Acyl-1,4-dihydropyridinen aus 3-substituierten Pyridinderivaten. Dabei
verwendete er anfangs anstelle von Kupfer-(l)-jodid den in etherischen Losungsmitteln besser 16s-
lichen Kupfer-()-jodid-Dimethylsulfid-Komplex (Cul-SMe;) 24" Ahnliche Ergebnisse konnten jedoch
auch bei der Verwendung von einem Aquivalent Kupfer-(l)-jodid mit zwei Aquivalenten Lithium-
chlorid (LiCl) erzielt werden. Dabei bildet sich in situ ein in Tetrahydrofuran (THF) gut 16slicher
Cul-2 LiCl-Komplex. Dieser wurde fortwahrend eingesetzt.**" 2" VoiGTs Eintopfverfahren stellt so-

mit die Grundlage der Syntheseschritte i, und i, dar (Abbildung 27).24

R -15°C bis -40 °C, -15 °C bis -40 °C,
| N 15 min | N 15 min, RT 30 min
_ AcCl, Cul-2LiCl _ PhMgCI
N N#*
O

Abbildung 27: Darstellung der 3-substituierten N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-Derivate 11 bis 21 nach COMINS,
adaptiert von VOIGT.[24 254

Beschreibung der experimentellen Durchfihrung

Dabei wurden in einem Mehrhalsrundkolben ein Aquivalent der Nicotinamide 1 bis 10, 0,1 Aqui-
valente Kupfer-(l)-jodid und 0,2 Aquivalente vorab getrocknetes Lithiumchlorid in absolutem THF
geldst  beziehungsweise suspendiert und der Ansatz unter Argonatmosphare auf -15
bis -40 Grad Celsius gekuhlt. Beim Erganzen des Lithiumchlorids zeigte sich eine leichte Farbver-
tiefung, die die erhohte Loslichkeit des Schwermetallsalzes - Gber die Bildung des
Kupfer-Lithium-Komplexes — visualisierte. Weiterhin kénnte die Farbverdanderung aber auch eine

Interaktion der Kupfer-(l)-lonen mit dem Heterozyklus anzeigen. Hinzu kommt, dass die Reaktion
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unter Luftausschluss zu erfolgen hat, da magliche Kupfer-Sauerstoff-Bindungen sehr viel starker
sind, als die zwischen Kupfer und Kohlenstoff. Darin liegt auch die hohere Reaktivitat der meisten
organischen Kupferverbindungen gegeniber Sauerstoff und Wasser begriindet. Die anfanglichen
Reaktionen fiihrte man bei -40 Grad Celsius durch. Dazu verwendete man Trockeneis in Kombina-
tion mit einer Methanol-Isopropanol-Mischung, im Verhéltnis von eins zu eins. Im spateren Verlauf
der praktischen Arbeit erhdhte man zur Kostenreduktion die Reaktionstemperatur
auf -15 Grad Celsius. Bei dieser Temperatur verliefen die Synthesen ebenfalls erfolgreich. Dies
konnte durch das Anwenden einer unterkihlten Schmelze aus Natriumchlorid und Eis, im Verhalt-
nis von eins zu drei, realisiert werden. Nach Erreichen der jeweiligen Temperaturen fligte man
1,2 Aquivalente frisch destilliertes Acetylchlorid hinzu und wartete, unter standiger Temperaturkon-
trolle, 15 Minuten. Die dabei beobachtete Farbverdnderung - oftmals dunkelrot gefarbte Lésun-
gen - wies auf eine positive N-Acetylierung hin. AnschlieBend erganzte man tropfenweise 1,1 Aqui-
valente Phenylmagnesiumchlorid (2 Mol in THF) und lieB den Ansatz erneut 15 Minuten unter den
oben genannten Bedingungen ruhen. Der Kolben wurde aus dem Kaltebad herausgenommen und
30 Minuten bei Raumtemperatur sich selbst Uberlassen. Zum Abbruch der Reaktion wurden
100 Milliliter einer 20-prozentigen Ammoniumchloridlésung ergénzt und dreimal mit 100 Milliliter
Chloroform extrahiert. Darauf extrahierte man die organische Phase solange mit jeweils 100 Millili-
ter ammoniakalischer Ammoniumchloridldsung, im Verhéltnis von eins zu eins, bis in der wassrigen
Phase keine blaue Farbung mehr zu erkennen war. Das basische Gemisch Uberfuhrt dabei die
Schwermetallionen in einem leicht in Wasser |6slichen, blau gefarbten Komplex. AnschlieBend
extrahierte man den Ansatz zweimal gegen 100 Milliliter einer zehnprozentigen Salzsaureldsung
sowie gegen eine gesattigte Kochsalzldsung (Brine). Nach Entfernen des halogenhaltigen L&sungs-
mittels am Rotationsverdampfer wurde der 6lig viskose Rickstand saulenchromatographisch auf-
gereinigt (LM 1 und LM 3, siehe 6.2.2.1). Die resultierende Fraktion engte man ein und lieB das
Addukt aus kaltem Methanol, bei zwei bis acht Grad Celsius, ausfallen. Die resultierenden Verbin-

dungen wurden unterhalb von -20 Grad Celsius unter Argonatmosphare gelagert.

Ausbeutenvariabilitét

Die dabei erhaltenen Ausbeuten sind in Tabelle 2 (Seite 44) aufgelistet. Die Produktertrdge im
Hinblick auf die N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamide sind recht ernlichternd.
SchlieBlich zeigten die vorangegangenen Arbeiten von VOIGT und TELL, sowie meine Erfahrungen,
bei der Umsetzung von Nicotinsdureethylester oder von den O-Alkylcarbaldehydoximethern (Teil-
abschnitt Il), dass diese Synthesevorschrift Potential besitzt, weitaus bessere Ausbeuten hervorzu-
bringen 3 241

Betrachtet man die Reaktivitdt des aromatischen Heterozyklus, so verstarken Substituenten mit
negativ mesomeren sowie negativ induktiven Eigenschaften in Position drei die positive Partialla-
dung in Stellung zwei und vier > Eine hohere Ausbeute an 1,4-Dihydropyridinen bei dem Umsatz

mit weichen Nukleophilen wére somit zu erwarten gewesen, was in Anbetracht von 11 auch zutrifft.
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Bei den Verbindungen 12 bis 21 hingegen greift diese Hypothese,

trotz des -M-Effekts, nicht. Auch bei dem Umsatz von Nicotinonitril

% zum N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbonitril konnte ich,
N _~ obgleich des stark ausgepragten negativ mesomeren Effekts, lediglich

C
j)( SN eine Ausbeute von 30 Prozent erzielen (Abbildung 28). Beim Einsatz
Abbildung 28: N-Acety- von 3-Nitropyridin blieb der positive Umsatz génzlich aus.
4-phenyl-1,4-dihydropyri- 3-Substituierte Pyridinderivate mit positiv induktiven sowie positiv

din-3-carbonitril. ) ) o
mesomeren Effekten sollten folglich, durch eine verstarkte Desaktivie-

rung des heteroaromatischen Systems fir einen nukleophilen Angriff, die Ausbeute deutlich
schmalern.”*% Allerdings widerlegen VOIGTs Erfahrungen diese Aussage. Seine Ausbeuten von Py-
ridinen mit Oxymethyl- (40 %), Oxyethyl- (56 %) sowie Methylresten (61 %) in Stellung drei sind
merklich besser als sie in der Theorie zu erwarten gewesen waren.** Somit zeigt sich, dass ein
elektronischer Effekt auf die Reaktion weniger Einfluss hat, als angenommen. Auffallig war aller-
dings, dass 3-substituierte Pyridine mit sterisch kleinen Resten bessere Produktumsatze ergaben,

als digjenigen, mit raumgreifenden Substituenten.

Tabelle 2: Dargestellte Verbindungen des N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carboxylats (11) sowie der
N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamide (12-21) mit Ausbeuten.
Es werden keine absoluten Konfigurationen oder Rotamerenformen beriicksichtigt.

4
O O

11 (63 %)
1
7 7 i
H H
\[(N — N R! YN = N
@) @) \C[ 5 ¢) O R
R
12-16 17-21
Verbindung R R2 Ausbeute Verbindung R R2  Ausbeute
12 H H 15 % 17 H H 22 %
13 Cl H 1% 18 Cl H 1%
14 H Cl 16 % 19 H Cl 15 %
15 OCHs H 16 % 20 OCHs H 20 %
16 H OCHs 12 % 21 H OCHs 25 %

Weiterhin ist das Loslichkeitverhalten der 3-substituierten Pyridinderivate ausschlaggebend fur
einen positiven Reaktionsumsatz. Bei dem Versuch das in THF schlecht [8sliche

N-(4-Nitrophenyl)nicotinamid umzusetzen, konnten nach Aufreinigung keine nennenswerten

44



Ergebnisse und Diskussion

Mengen an N-acyliertem 1,4-Dihydropyridin festgestellt werden. Das Edukt lag wahrend des ge-
samten Syntheseablaufs suspendiert im Losungsmittel vor. Weiterhin waren auch die fur diese
Reaktion markanten visuellen Verdanderungen wahrend des gesamten Synthesezeitraums nicht be-
obachtet worden (Abbildung 29).

Abbildung 29: Geplante Darstellung von 1-Acetyl-N-(4-nitrophenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carboxamid.

Stabilitét und besondere molekulare Eigenschaften von N-acylierten 1,4-Dihydropyridinen

Die Verbindungen 11 bis 21 waren wéhrend des gesamten praktizierenden Zeitraums bei einer
Lagerung von -20 Grad Celsius stabil. Sie konnten problemlos einige Tage in gekihlter Umgebung
ohne Qualitétsverlust gelagert werden. Jene Stabilitat kdnnte mit der Erweiterung des konjugierten,
delokalisierten m-Elektronensystems und der damit verbundenen Erniedrigung der Elektronen-

)28 Daher stellen 11, als N-acyliertes,

dichte im Ringsystem korrelieren (negativ mesomerer Effekt
vinyloges Carbamat, aber auch 12 bis 21, als N-acylierte, vinyloge Harnstoffderivate durchaus be-
standige Verbindungen dar. Beide vinylogen Systeme werden in ihrer Stabilitat allerdings durch die
ringstandige Acetylgruppe gemindert. Weiterhin reduzieren Substituenten mit einem positiv
mesomeren Effekt in Position drei die Robustheit der 1,4-Dihdropyridine.**® Ahnliche Beobachtun-
gen beschrieb TELL bei der Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit Benzyloxygruppen in
Stellung drei. Schon wahrend des Aufarbeitungsprozesses konnte er den Zerfall und die Bildung
der Oxidationsprodukte, wie die 4-Phenylpyridinderivate, mittels Dunnschichtchromatogaphie
(DC) detektieren.™? Die Oxidationsreaktion des Dihydropyridinrings zum rearomatisierten Produkt
ist literaturbekannt und stellt als solche den wohl gréBten ausbeutelimitierenden Faktor wahrend

der Umsetzung dar.®*®

Weiterhin bestimmt auch die Variabilitat der N-Substituenten die Stabilitat der 1,4-Dihydropyri-
dine. Verbindungen mit N-Alkylresten wurden als deutlich instabiler identifiziert als jene, die
Acylgruppen tragen.!** 2% Bej der Umsetzung von Chlorameisensaurephenylester mit Nicotin-
sauremethylester konnte VOIGT carbamatédhnliche N-acylierte 1,4-Dihydropyridine gewinnen, die so
stabil waren, dass die anschlieBende Bildung der 1-Aza-9-oxafluorene ausblieb. Sie wurden fur eine
Weiterreaktion als ungeeignet erachtet.**" Diesbeziiglich erweisen sich 11 bis 21 als optimale Zwi-
schenprodukte, die ausreichend stabil aber auch noch reaktiv genug sind, um einen erfolgreichen

Umsatz der Syntheseschritte iiio/iis (Abbildung 23, Seite 38) zu realisieren.
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Zu den bekanntesten N-unsubstituierten 1,4-Dihydropy-
ridinderivaten gehéren Calciumkanalblocker, wie Nifedipin
oder Amlodipin. In der geringsten potentiellen Energie lie-
gen ihre Dihydropyridinringe in einer Wannenkonforma-
tion vor. Eine Derivatisierung des Heteroatoms fihrt zu ei-

ner Veranderung der Konformation.”*® Somit liegt in

N-acylierten Verbindungen, wie 11 bis 21, der 1,4-Dihydro-
Abbildung 30: Energieminimierte Darstel- pyridinring als planares System vor. Die Planaritat ist die
lung von 12 Folge des durch die N-Acetylgruppe, erweiterten konju-
gierten und delokalisierten m-Elektronensystems. In silico-Untersuchungen von 12 — durchgefihrt
von Dr. DINA ROBAA — bestétigten diesen planaren Grundkdrper im energieminimierten Modell. Zu-
dem ist erkennbar, wie sich die Acetylgruppe in einer Ebene mit dem 1,4-Dihydropyridinring aus-
richtet. Der Phenylrest in Position vier hingegen orientiert sich pseudo-axial zum Grundkérper (Ab-

bildung 30).1%"

Die 3,4-disubstituierten Verbindungen 11 bis 21 sind durch ein neu entstandenes Stereozentrum
in Position vier charakerisiert. Das kann aufgrund der nicht stereoselektiv verlaufenden
Grignard-Addition R- oder S-konfiguriert vorliegen. Ihre Existenz konnte in Arbeiten unserer Ar-
beitsgruppe zur Photodimerisierung von N-Alkyl-1,4-dihydropyridinen belegt werden. Dieses chi-
rale Zentrum wird durch die sich anschlieBende Cycloaddition und nachfolgender Aromatisierung
zum 1-Aza-9-oxafluoren wieder egalisiert, sodass eine nahere Charakterisierung beider Konfigura-

tionen in diesem Zusammenhang nicht zweckmaBig ist.

Eine weitere pragnante Eigenschaft korreliert mit der N-standigen Carbonsaureamidgruppe in
Position eins. Aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakters kdnnen Amide ihre Carbonyl-
funktion cis- oder trans-stdndig zu den Methylenprotonen des sterisch gehinderten Dihydropyri-
dinrings ausrichten (Abbildung 31, oben, Seite 47). Sie sind dadurch in ihrer freien Beweglichkeit
eingeschréankt, wodurch es zur Ausbildung von E- und Z-Rotationsisomeren kommt.[26% 23 Derar-
tige Rotamere lassen sich durch einen bestimmten Energieeintrag ineinander umwandeln. Durch
den Einfluss auBerer Magnetfelder (Bo) - wie sie in der NMR-Spektroskopie auftreten - induzieren
Doppelbindungssysteme magnetische Gegenfelder. Dadurch sind im Molekul Anisotropieeffekte
zu beobachten. In der Amidgruppe richtet sich der damit verbundene Anisotropiekegel entlang
der Kohlenstoff-Sauerstoff-Doppelbindung aus.?®? Protonen, die sich ober- und unterhalb dieser
gedachten Bindungsebene befinden, erfahren eine verstarkte Abschirmung des By-Feldes, sodass
hohere Resonanzfrequenzen fiir eine 'H-NMR-Signalentwicklung notwendig sind (Abbildung 31,
unten: Pluszeichen des Anisotropiekegels). Ihre Signale sind in héheren Bereichen des 'H-Spekt-
rums verschoben. Befinden sich die Protonen auf der gedachten Bindungsebene, so liegen sie,
aufgrund verstarkter Entschirmung, tieffeldverschoben im "H-NMR-Spektrum vor (Abbildung 31,

unten: Minuszeichen des Anisostropiekegels).*%
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. H Ph O ) N Ph O \ ‘H Ph O
H N H P H P
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E-Isomer Z-lsomer

Abbildung 31: oben: partieller Doppelbindungscharakter der ringintegrierten Carbonsadureamidfunktion und Ausbildung
der Z- und E-Rotamere, beispielhaft an 12; unten: Einfluss des Anisotropiekegels auf raumlich nahe Protonen.
Pluszeichen am Anisotropiekegel = Verstarkte Abschirmung, rote Wasserstoffatome = Hochfeldverschiebung der Proto-
nen im 'H-NMR; Minuszeichen am Anisotropiekegel = Entschirmungseffekt, blaue Wasserstoffatome = Tieffeldverschie-
bung der Protonen im 'H-NMR.

Durch die unterschiedlichen, Rotameren-vermittelten Anisotropieeinflisse sind in den
'H-NMR-Spektren  aller  1,4-Dihydropyridinintermediate — exemplarisch  ist  hierfir  das
'H-NMR-Spektrum von 12 abgebildet - Signalverdopplungen der ringstandigen Wasserstoffatome
sowie der Amidgruppe in Position drei zu erkennen (Abbildung 32 oder Anlage, Seite I). Das
H-2-Signal von 12 ist im Z-Isomer starker abgeschirmt und hochfeldverschoben bei 7,70 parts per
million (ppm), wahrend das von H-6 starker entschirmt im Tieffeld gelegen ist (& = 7,31-7,17 ppm,
durch Phenylsignale nicht zu erkennen). In der E-Form tritt genau Gegenteiliges in Erscheinung
(H-2 tieffeld- und H-6 hochfeldverschoben; & = 8,07 und 7,04-6,95 ppm).

2xPh u. H,O DMSO
5 H-6[Z]
[PZaN
H
\[(’}1 AN
2
IO
NCOCH,
3-CONHR [E/Z]
[E/Z]

Abbildung 32: 'H-NMR von 12.

Erkennbar sind die flachen, verbreiterten sowie verdoppelten Signale der Protonen, aufgrund unterschiedlicher Rotame-
ren-vermittelter Anisotropieeinflisse. Die Signale von H-6 liegen im Bereich der Phenylgruppen und sind daher nicht
beziehungsweise nur schwach zu identifizieren. Das Signal von H-6 [E] ist noch bei 6,95 zu beobachten.

Die Signale von H-2 [E] und H-2 [Z] differieren um 160 Hertz und liegen voneinander getrennt
vor. Je weiter das vom Ursprung der Anisotropie beeinflusste Proton entfernt ist, desto schwacher
wird der Einfluss des magnetischen Gegenfeldes der Carbonylfunktion. Daher sind die Signalunter-

schiede der E- sowie Z-Form von den Protonen H-4, H-5 und des N-H in Position drei bei einer
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400 Megahertz-Messung so gering. Aufgrund der ermittelten Integralhdhen ist davon auszugehen,
dass beide Rotamerenformen in annédhrend gleichen Verhéaltnissen vorliegen. Exemplarisch sind die
Signalverschiebungen der ringstandigen Protonen sowie der Acetylgruppe von 11und 12 in Tabelle

3 zusammengefasst.

Hinzu kommt, dass die Signale der ringstandigen Protonen schlecht aufgeldst und daher, bei
einer 400 Megahertz-Messung, nur als breite ,Singuletts” oder dublettahnlich erkennbar sind. Ur-
sachlich hierflr kdnnen einerseits Lésungsmitteleinflisse — Vermessung nur im deuteriertem Di-
methylsulfoxid (ds-DMSO) —und andererseits die durch minimale Energieeintrdge induzierten
schnellen Rotamerenumwandlungen sein. Dadurch verringert sich die Wahrscheinlickeit, dass das
jeweilige Rotationsisomer zu einem bestimmten Zeitpunkt der Messung anzutreffen ist, was eine

Abflachung und Verbreiterung der Signale bewirkt.

Tabelle 3: Chemische Verschiebung [ppm] der ringstandigen Wasserstoffatome und der Acetylgruppe in Abhangigkeit
des Rotamers von 11 und 12 (Z = Rotationsisomer der Z-Form, E = Rotationsisomer der E-Form).

Verb. H-2 H-6 H-5 H-4 NCOCH3
z E z E Y4 E z E z E
1 7,84 8,13 7,24 6,97 522 441 2,34
12 7,70 8,07 7,31-717  7,04-6,95 525 4,7 2,38

Méglicher Reaktionsverlauf und Parallelen zu o,-ungesdttigten Carbonylverbindungen

Die Reaktion wurde als solches in der Literatur bisher nicht ausfuhrlich beschrieben, weshalb ihr
Mechanismus zur Diskussion steht. Ein selektiver Angriff von Organylcupraten in Position vier ist
ebenfalls bei der 1,4-Addition von o, B-ungeséttigten Carbonylverbindungen dokumentiert. Dabei
Ubertragen die oben erwdhnten NORMANT-, GILMAN- und KNOCHEL-Cuprate ihr Nukleophil selektiv
auf die Position vier des konjugierten Carbonylsystems.“®®) Mit diesen Cupraten gelang auch die
regioselektive Synthese von 4-substituierten 1,4-Dihydropyridinen. Daher wéren die Prinzipien der
1,4-Addition von a, B-ungesattigten Carbonylverbindungen auf die vorliegende Reaktion Ubertrag-
bar. Daraus ergibt sich folgende Hypothese zum Reaktionsablauf. Bei der Zugabe des Kup-
fer-(I)-chlorids und des Lithiumchlorids in katalytischen Mengen wird ein 6slicher Kupfer-(l)-Li-
thium-Komplex gebildet. Nach Erganzung des Phenylmagnesiumchlorids erfolgt eine Ummetallie-
rung zum in situ geformten NORMANT-Cuprat, mit der allgemeinen Formel R,CuMgX 12> 2%l Dieses
aktive Agens tritt nun in Wechselwirkung mit dem aktivierten Pyridinring. Eine Interaktion des
Kupferions mit dem Ringsystem kénnte den nukleophilen Angriff auf Position vier erleichtern und
zu einem stabileren Ubergangszustand verhelfen. AnschlieBend wird der Kupferkatalysator als
hochreaktives [PhCu] freigegeben, das wiederum durch Interaktion mit einem weiteren Grignard-

2681 Der mesomeriestabilisierte Ubergangs-

molekil zum Ph,CuMgCl-Intermediat reaktiviert wird.!
zustand des aktivierten Pyridiniumsalzes geht indes, unter Verlust seiner Aromatizitat, in das

4-substituierte 1,4-Dihydropyridinderivat Gber (Abbildung 33, Seite 49).
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Cul-2LiCl
2PhMgCl )
MgCll, 2 LiCl
Ph,Cu"MgCl*
PhMgCl
[PhCu]

Ph MgCl,
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|

Ac

Abbildung 33: Méglich denkbarer Reaktionsmechanismus zur Bildung von 1,4-Dihydropyridinen.

Das in situ gebildete aktive Agens PhoCuMgCl interagiert mit dem acylierten Pyridiniumsalz. Unter Bildung des
1,4-Dihydropyridins wird die hochreaktive Kupferspezies [PhCu] wieder frei und formt mit einem weiteren Grignardrea-
gens (PhMgCl) das Ph2CuMgCl-Intermediat (inspiriert durch eine Darstellung von MUELLER-HENDRIX).[26¢!

4.1.4 Darstellung und Charakterisierung der 1-Aza-9-oxafluoren- sowie der

10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate des Carbamidtyps

HILGEROTH ebnete mit seinen Erfahrungen zur Synthese der 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxa-
fluorene den Weg zur Darstellung der 1-Aza-9-oxafluoren- beziehungsweise der 10-Aza-11-oxa-
benzo[alfluoren-Derivate.**! Dank VOIGTs Etablierung der Eintopfsynthese gelang die Umsetzung
der 3,4-disubstituierten 1,4-Dihydropyrdine 11 bis 20 zu den Verbindungen 22 bis 28 sowie 31 bis
50 (siehe 4.1, Abbildung 23, Seite 38, iii,, iib). Dabei ging man wie folgt vor.

Beschreibung der experimentellen Durchfihrung

Ein Aquivalent von 11 bis 20 wurde mit 1,2 Aquivalenten des jeweiligen 1,4-Chinons in wenig tro-
ckenem Dioxan bei Raumtemperatur und unter Argonatmosphare geldst beziehungsweise suspen-
diert. Man erganzte anschlieBend tropfenweise eine etwa flunfprozentige Perchlor-
saure (70 %)-in-Dioxan-Ldsung, woraufhin sich der Ansatz rétlich verfarbte. Falls notwendig fligte
man zur vollstindigen Aromatisierung des Zwischenprodukts wochentlich ein halbes Aquivalent
des entsprechenden 1,4-Chinons hinzu, bis dieses nicht mehr nachweisbar war. Nach 20 bis 50 Ta-
gen erganzte man zum Abbruch der Reaktion 20 bis 50 Milliliter destilliertes Wasser und stellte den
pH-Wert des Gemisches auf acht bis neun ein. Nach anschlieBender Chloroformextraktion wurde
die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt und saulenchromatographisch aufgear-
beitet (LM 1 bis LM 5, siehe 6.2.2.1). Im Falle der Darstellung von 40 und 50 waren zusatzliche pra-

parative HPLC-Aufreinigungen erforderlich. Der gewonnene Riickstand wurde aus dem jeweiligen
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Fallungsmittel, bei zwei bis acht Grad Celsius beziehungsweise bei -20 °Grad Celsius, auskristalli-

siert.

Postulierter Reaktionsmechanismus

Ph Ph Ph
H [JoN H 0 H 0. R R R
IORED NS RIS S KR

NN N yz
0 0 0 ¥ } !

Ac Ac Ac

HOI HOI
Ph Ph
H
R R
+H* . |
Q7N IOH N
H | \) |
Ac Ac

1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-
9-oxafluoren

Abbildung 34: Postulierter Reaktionsweg Schritt 1 zur Gewinnung der 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene, exem-

plarisch mit 1,4-Benzochinon.?41
Charakterisiert ist die Reaktion durch eine Keto-Enol-Tautomerie. Nach dem nukleophilen Angriff des 1,4-Dihydropyridins
auf das protonierte 1,4-Benzochinon, greift wiederum die in situ gebildete Hydrochinonpartialstruktur die Position sechs

des Heterozyklus an.

Im ersten Schritt des Reaktionsverlaufs fihrt eine [2+3]-Cycloaddition der 3,4-disubstituierten
1,4-Dihydropyridine mit 1,4-Chinonen zu den nicht isolierten Zwischenprodukten 1,4,4a,9a-Tetra-
hydro-1-aza-9-oxafluorenen beziehungsweise 6b,7,10,10a-Tetrahydro—10-aza—11-oxa-
benzo[alfluorenen (Abbildung 34). Dabei greift das 1,4-Dihydropyridinderivat mit seiner Enamin-
partialstruktur - vermutlich als Michaeladdition-analoge Reaktion - das protoniert vorliegende
1,4-Chinon in Position drei nukleophil an. AnschlieBend wird im sauren Milieu das angegriffene
1,4-Chinon durch einen Protonentransfer in ein reduziertes, 3-substituiertes 1,4-Hydrochinonderi-
vat umgewandelt. Wahrscheinlich liegt das Tautomeriegleichgewicht auf Seiten des energetisch
bevorzugten Hydrochinons. Dieses greift wiederum intramolekular Gber seine Hydroxygruppe die
partiell positiv geladene Position sechs der Iminiumstruktur des Dihydropyridinteils an. Daraus re-

sultieren die oben genannten Zwischenprodukte.
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Eine dhnliche Synthese beschrieben FUKUZUMI et al., bei der eine Scandium-katalysierte, radika-
lische [2+3]-Cycloaddition von 1-Benzyl-4-tert-butyl-1,4-dihydronicotinamid und 1,4-Benzochinon
zum 1-Benzyl-6-hydroxy-4-isopropyl-1,4,4a,9a-tetrahydrobenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid
fuhrte (Abbildung 35).12¢"

HO

t-Bu
H,NOC

Sc3+

|
Bn O

Abbildung 35: Bruttogleichung der Scandium-katalysierten Reaktion nach Fukuzumi et al unter Bildung von
1-Benzyl-6-hydroxy-4-isopropyl-1,4,4a,9a-tetrahydrobenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid.

Derartige Zwischenprodukte kénnten sich allerdings auch nach dem Ansatz von ENGLER et al.
bilden. Dabei regiert Methylstyren unter Titan(IV)-vermittelter Katalyse mit einem 1,4-Benzochinon-
derivat zum Cyclobutenzwischenprodukt. Dieser Reaktionsschritt kdnnte konzertiert ablaufen. Das
gebildete Cyclobutenintermediat lagert sich final tiber einen pentazyklischen Ubergangszustand

zum stabileren 2,3-Dihydrobenzofuran-Derivat um (Abbildung 36).%%®

/ o
X Ti4+
DE s
R/ = R R
O
R
R/_ Q R

Abbildung 36: Postulierter, konzertierter Reaktionsmechanismus mit anschlieBender Umlagerung zum stabileren
2,3-Dihydrobenzofuran-Derivat nach ENGLER et al..l?%®!

(@]
T

Der Cycloaddition schlieft sich im zweiten Reaktionsschritt eine durch einen Chinontber-

schuss-vermittelte Oxidation zum aromatisierten System an (Abbildung 37, Seite 52).14"
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o) HO OH
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Abbildung 37: Postulierter Reaktionsweg Schritt 2 zur Gewinnung der 1-Aza-9-oxafluorene, exemplarisch mit
1,4-Benzochinon.

Ausbeuten, Nebenprodukte und charakteristische Eigenschaften
Betrachtet man die Tabelle 4 wird ersichtlich, dass die Ausbeuten der 1-Aza-9-oxafluoren- (22-28,
31, 32, 34, 35) beziehungsweise der 10-Aza-11-oxabenzolalfluoren-Derivate (36-50) schwanken
und die Reaktion nicht selektiv erfolgen kann.

Tabelle 4: Dargestellte Verbindungen der 1-Aza-9-oxafluoren- (22-28, 31, 32, 34, 35) beziehungsweise der
10-Aza-11-oxabenzola]fluoren-Derivate (36-50) mit Ausbeuten.

23-28, 31,32, 34, 35 36-50
Verb. R! R? Ausbeute Verb. R! R? R3 Ausbeute

23 H H 3% 36 H H Ph 3%
24 H 4-CIPh 15 % 37 H H 4-CIPh 2%
25 H 3-CIPh 9 % 38 H H 3-CIPh 3%
26 H  4-MeOPh 3% 39 H H 4-MeOPh 2%
27 H  3-MeOPh 3% 40 H H 3-MeOPh 1%
28 H Bn 4 % 41 H H Bn 3%
31 H 2-CIBn 6 % 42 H H 4-CIBn 2%
32 H 4-MeOBn 2% 43 H H 4-MeOBn 2%
34 H 2-MeOBn 5% 44 MeO H Ph 5%
35 Cl 3-CIPh 2% 44-Iso H MeO Ph 1%
45 MeO H 4-CIPh 2%

46 MeO H 3-CIPh 1%

46-Iso H MeO 3-CIPh 1%

47 MeO H 4-MeOPh 2%

47-Iso H MeO 4-MeOPh 2%

48 MeO H 3-MeOPh 2%
49 MeO H Bn 1%
50 MeO H 4-MeOBn 1%
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Die grofte Ausbeute konnte bei der Darstellung von 22 erzielt werden. Die Ausbeuten bei den
1-Aza-9-oxafluoren-Derivaten sind leicht hdher als die ihrer benzoanellierten Analoga. Ursachlich
hierflir sind wahrscheinlich mehrere Faktoren. Die groBte Konkurrenzreaktion stellt die Oxidation
des acylierten 1,4-Dihydropyridinrings, unter Bildung der aromatisierten 4-Phenylpyridinderivate,
dar.?*® Derartige Verbindungen sind literaturbekannt und wurden in vorangegangenen Arbeiten

ausfiihrlich beschrieben, sodass sie trotz ihrer Isolierung nicht weiter charakterisiert wurden.!?* 241

Interessanter hingegen war die Gewinnung der Nebenprodukte 31 NP und 32 NP bei der Dar-
stellung von 31 und 32 (Abbildung 38). Zum einen kdnnten sie aus einer unvollstandigen Cyclisie-
rung und nachgelagerten Aromatisierung beider Ringssysteme resultieren. Zum anderen ware
auch denkbar, dass das Zwischenprodukt, als pH instabiles gemischtes N, O-Acetal, im sauren Mi-

lieu hydrolysiert und die entstandene 1,4-Dihydropyridinstruktur zum aromatischen System oxidiert

HO HO
Ph O Cl Ph (@]
X N X N
H H
OH N/ OH N/ o/

NP31 NP32

wird.

Abbildung 38: Isolierte Nebenprodukte: N-(2-Chlorobenzyl)-5-(2,5-dihydroxyphenyl)-4-phenylnicotinamid (NP31) und
N-(4-Methoxybenzyl)-5-(2,5-dihydroxyphenyl)-4-phenylnicotinamid (NP32).

Des Weiteren neigen 1,4-Chinone im sauren Milieu zur Ausbildung verschiedenster polymerisier-
ter Nebenprodukte, was zu einer Verminderung ihrer Oxidationskraft fihrt und somit in eine ver-

269]

ringerte Zwischenprodukt-Aromatisierung miinden kann. Der eingesetzte Uberschuss an

1,4-Chinonen und ihr wochentliches Ergdnzen sollte diesen Faktor allerdings minimieren.

Nach Bildung des aromatisierten Systems waren die 1-Aza-9-oxafluorene gegentber duBeren
Einflussen duBerst stabil. Selbst in Losung konnten nach einem halben Jahr keine Zerfallsprodukte
dinnschichtchromatographisch detektiert werden. Ihre benzoanellierten Analoga hingegen wiesen
schon nach geraumer Zeit eine geringere Stabilitat in Lésung sowie nach UV-Einstrahlung auf. Sie

waren im gleichen Zeitraum diinnschichtchromatographisch nicht mehr zu identifizieren.

Das regide, aromatische System geht mit einer ausgepragten Planaritat einher. Damit verknUpft
zeigen fast alle 1-Aza-9-oxafluorene beziehungsweise 10-Aza-11-oxabenzola]fluorene eine
Fluoreszenz, was ihre Detektion nach sdulenchromatographischer Aufreinigung deutlich erleich-
terte. Dabei zeigten die 1-Aza-9-oxafluorene in Lésung sowie auf feuchter DC-Platte bei einer Wel-
lenldange von 254 Nanometern eine blaue sowie bei 365 Nanometern eine violette Fluoreszenz. Die
benzoanellierten Verbindungen lieBen aufgrund der Erweiterung des Fluorophors bei beiden Wel-
lenldangen eine hellblaue Lumineszenz erkennen. Die isolierten 1-Methoxy- und

4-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[dlfluorene fluoreszierten hingegen bei 365 Nanometern mit noch
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hoherer Intensitat turkis. Aufgrund der quenchenden Eigenschaften von Chlorsubstituenten am

Aromaten konnte im Fall von 35 bei beiden Wellenldngen keine Lumineszenz beobachtet werden.

Syntheseweg B, Schritt iii,: Darstellung der 1-Aza-9-oxafluorene des 3-Carbamidtyps

durch Aminolyse

Die aminolytische Umsetzung des 1-Aza-9-oxafluoren-3-ethylesters (22) zur Darstellung der Car-
bonsaurebenzylamide sollte unter milden Bedingungen schnell und effektiv erfolgen. Zur Gewahr-
leistung eines erfolgreichen Umsatzes sind Amine mit hoher nukleophiler Potenz vorzuziehen.
Idealerweise wdren daher sterisch kleine, aliphatische Amine, aufgrund des isolierten freien
Elektronenpaars an der Aminogruppe, die erste Wahl. Diese Voraussetzung erflllen die aromati-
schen Analoga, bei denen das freie Elektronenpaar im delokalisierten Ringsystem inkorporiert ist,
nicht. Die daraus resultierende, verminderte Nukleophilie lasst die Carbonsdaureamiddarstellung aus

Carbonséaureestern unvollstandig ablaufen beziehungsweise ganzlich versagen.

Durch die zuséatzliche Methylenbriicke in den Benzylaminderivaten ist das freie Elektronenpaar
der Aminogruppe vom Phenylring separiert. Der Phenylring tbt lediglich einen —I-Effekt auf die
Aminogruppe aus. In der Konsequenz ist die nukleophile Reaktivitdt der Aminopartialstruktur ge-
senkt und die aminolytische Umsetzung erschwert. Zur erhofften leichter zugénglichen Gewinnung
der Carbonsaurebenzylamide verfolgte man daher eine von HUANG et al. beschriebene Methode.
Sie setzten Ethylester und Lactone mit benzylischen Aminen innerhalb weniger Stunden, unter Ver-
wendung von Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL), um. Sie postulieren, dass sich in situ aus DIBAL
und dem Amin eine Organoaluminium-Spezies, mit der allgemeinen Formel i-Bu,AlH-BnNH,, bil-

det. Dieses aktive Agens soll zu Produktisolierungen mit hohen Ausbeuten fihren.

Zu Beginn léste man dafiir ein Aquivalent DIBAL bei null Grad Celsius sowie unter Argon-Schutz-
gasatmosphére in absolutem THF. Folglich ergénzte man ein Aquivalent von 4-Chlorobenzylamin.
Die resultierende Wasserstoffentwicklung sollte die Entstehung des aktiven Agens anzeigen.
In einem seperaten Ansatz wurde 22 ebenfalls in THF gel&st und das i-Bu,AlH-4-CIBnNH; enthal-
tene Gemisch nach zweistlindiger Wartezeit tropfenweise hinzugefugt. Nach wiederum zwei Stun-
den konnte mittels didnnschichtchromatographischer Verlaufskontrolle kein Umsatz beobachet
werden, sodass man den Ansatz weitere vier Tage lang ruhen lieB. Nach Ablauf dieser Zeit konnte
zusatzlich zum Edukt ein weiterer blau fluoreszierender Spot auf der DC detektiert werden. Mit
Hilfe einer massenspektrometrischen Untersuchung konnte die zum Produkt geh&rige Massenzahl
von 429,1 nachgewiesen werden. In Erwartung, dass der Umsatz sich weiter steigern wirde, lie3
man den Ansatz weitere Wochen bei Raumtemperatur rihren. Nach insgesamt drei Monaten
wurde der Versuch abgebrochen und sdulenchromatographisch aufgereinigt. Das gewtinschte Pro-

dukt konnte jedoch nicht isoliert werden.

Nach dem Versagen dieser Methodik entschloss man sich, einen herkémmlichen Weg zu verfol-
gen. Dazu wurde 22 in einer Methanol-Wasser-Mischung, im Verhaltnis von eins zu eins, geldst

und mit einem groBen Uberschuss des jeweiligen Benzylamins versetzt (Abbildung 39, Seite 55).
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Die Ansatze lagerte man unter gelegentlichem Schwenken fir eineinviertel Jahre bei zwei bis
acht Grad Celsius. AnschlieBend reinigte man sie sdulenchromatographisch auf. Dabei konnten die
Verbindungen 29 (10 %), 30 (11 %) und 33 (19 %) erhalten werden.

HO HO
Ph (@] Ph O
R 2-8°C, 1,25y R

R = Cl, OMe
Abbildung 39: Darstellung von 29, 30 und 33 durch Aminolyse von 22.

4141 Strukturaufklarung mittels NMR-Analytik

Zur  Strukturaufklarung der 1-Aza-9-oxafluoren- beziehungsweise der 10-Aza-11-oxa-
benzo[alfluoren-Verbindungen kam im Wesentlichen die 'H-NMR-Analytik zum Einsatz. Zur wei-
teren Absischerung der Substitutionsmuster wurden teilweise "C-, 'H-'H-COSY-, NOESY-,
HSQC- und HMBC-Spektren aufgenommen. Da das Losungsmittelsignal von deuteriertem Chloro-
form im 'H-NMR-Spektrum innerhalb der fir die Auswertung wichtigen aromatischen Wasser-
stoffsignale - im Bereich von 6,96 bis 7,14 part per million (ppm) - liegt, wurden die Proben aus-
schlieBlich in DMSO-ds — Losungsmittelsignal bei 2,50 ppm — aufbereitet. Die NMR-Spektren der
hier beschriebenen Verbindungen sind in den Anlagen nochmals vergroBert dargestellt bezie-

hungsweise befinden sich dort die hier nicht abgebildeten Spektren.

4-Ph
H,0  |DMSO
i
H'Q n3  H-5
H-5 .
CONH ! ,H !
l JJ HA
" JL Al I A
110 100 90 80 7,0 60 50 40 30 20 10 ppm
H-5
H 4 =25Hz
H-8 H W7
3-89 Hz‘ ’ »J‘H (a“ /F ‘\‘ (iﬁgg i M
‘ | F“‘ | \‘\ | ‘J\ | |
VR ) |

Abbildung 40: oben: 'H-NMR-Spektrum von 23; unten: vergréBerte Bereiche zur Charakterisierung von H-5, H-7 und H-8.
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Beispielhaft fiir die 1-Aza-9-oxafluoren-Derivate soll das 'H-NMR-Spektrum von 23 naher be-
trachtet werden (Abbildung 40, Seite 55 oder Anlage, Seite Il). ErwartungsgemaB liegen die Signale
der Protonen H-2, H-7 und H-8 tieffeldverschoben im aromatischen Bereich des 'H-NMR-Spek-
trums vor. H-2 weist, verursacht durch das ringstandige Stickstoffatom in Position eins, die groBte

Tieffeldverschiebung (& = 8,62 ppm) auf.

Die Signale von H-5 (§ = 6,51 ppm) und H-7 (§ = 6,98 ppm) sind aufgrund des Orthoeffekts der
Hydroxygruppe in Position sechs — der +M-Effekt der OH-Gruppe erhdht die Elektronendichte im
Aromaten und die damit verbundene Abschirmung auf benachbarte Protonen - im Vergleich zu
H-8 (& = 7,58 ppm) hochfeldverschoben. H-7 zeigt zuséatzlich zur vicinalen Kopplung mit H-8
(Jz8 = 8,9 Hz) eine long range-Kopplung mit H-5 (*Js7 = 2,5 Hz), sodass sich sein Signal in einem
Dublett von Dublett aufspaltet. Durch die Kopplung mit H-7 ist H-5 als Dublett (“Js,7 = 2,5 Hz) auf-
geldst und liegt am starksten hochfeldverschoben vor. Diese Feldverschiebung liegt, zusatzlich zum
Orthoeffekt der Hydroxygruppe, in der sterischen Ausrichtung des Phenylringes in Position vier
begriindet. Dieser orientiert sich in seiner kleinsten energieminimierten Konformation um 109 Grad
gedreht zum restlichen regiden GerUst (Abbildung 41 links). Das bestatigen in silico-Untersuchun-
gen von 23, die von Dr. DINA ROBAA durchgefiihrt wurden.®®" Ahnlich, wie der in Abschnitt 4.1.3
beschriebene Anisotropieeffekt der Carbonylgruppe, induziert auch das delokalisierte mt-Elektro-
nensystem des aromatischen Ringes ein magnetisches Gegenfeld. Kerne die ober- und unterhalb
der Ringebene liegen, wie H-5, erfahren durch die magnetische Abschirmung eine Hochfeldver-
schiebung (Abbildung 41 rechts). Liegt im zeitlichen Mittel der 'H-NMR-Messung vorrangig die
Konformation mit der geringsten potentiellen Energie vor, so sind die Signale von H-5 ins Hochfeld

verschoben. Dieses Phanomen war in allen 'H-NMR-Spektren der Endverbindungen festzustellen.

Abbildung 41: links: Energieminimierte Darstellung von 23 mit einem 109 Grad Torsionswinkel des 4-Phenylringes zum
regiden System; rechts: Ringstrommodell zur Erklarung der Anisotropie des 4-Phenylringes und die Einflussnahme auf
das Protonen H-5.

In den 'H-Spektren der 1-Aza-9-oxafluoren-3-anilide ist das N-H-Signal stark entschirmt (23,
6 =10,35 ppm). Ursachlich hierfur sind zum einen der Anisotropieeffekt der Carbonylgruppe und
zum anderen die elektronenziehende Eigenschaft des N-stdndigen Phenylrestes. In den

3-Benzylamidderivaten hingegen isoliert die zusatzliche Methylenbricke die Carbamidfunktion
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vom Phenylrest. In der Folge wird sein elektronischer Einfluss minimiert und eine Signalverschie-
bung des N-H (28, & = 8,81 ppm) um 616 Hertz bei einer 400 Megahertz-Messung beobachtet.
Zudem geht das N-H-Signal, aufgrund zusatzlicher Kernkopplung mit der Methylengruppe, von

einem Singulett in ein Triplett (*/nw/cr2 = 5,9 Hz) Uber.

Bei der Synthese von 35 — unter Verwendung von 2-Chloro-1,4-benzochinon — ist die Entstehung
zweier Stellungsisomere prinzipiell méglich. Dabei befindet sich der Chlorrest entweder in Position
sieben oder acht des Grundkérpers. Aus sterischen Gesichtspunkten sollte sich das 8-Chlor-Stel-
lungsisomer deutlich haufiger bilden. Bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung konnte nur
eines der beiden Isomere isoliert werden. Im 'H-NMR-Spektrum des 7-Chlor-Stellungsisomers
waren isolierte Singulett-Signale von H-5 und H-8 zu erwarten. Bei Betrachtung des 'H-Spektrums
zeigten sich hingegen (siehe Anlage, Seite IV) bei 7,07 ppm und 6,46 ppm Dublettsignale mit je
einer Kopplungskonstante von 2,3 Hertz, was eindeutig auf das 8-Chlor-Stellungsisomer schlieBen

l&sst.

H-4 H-3 H-2 ‘ ‘
.

I A

HH

|
L \ JUV

825 820 815 810 805 800 795 790 785 780 775 770 765  7.60
ppm

H,0 [DMsO

CONH

ppm

Abbildung 42: 'H-NMR von 36, oben rechts: Hervorhebung des Bereiches von 8,40 bis 7,60.

Vergleicht man die 'H-NMR-Spektren von 23 und 36 miteinander, so lasst sich erkennen, dass
die Anellierung eines zusatzlichen Benzenringes eine Tieffeldverschiebung der ringstandigen Kerne
bewirkt. Durch diese Erweiterung des konjugierten Systems verstarken sich der Anisotropieeffekt
des regiden RinggerUstes und die damit einhergehende Entschirmung. Daher ist vor allem das
Signal der phenolischen Hydroxygruppe bei 36 (& = 10,17 ppm, Abbildung 42 oder Anlage,
Seite VI), im Vergleich zu 23 (§ = 9,45 ppm, Abbildung 40, Seite 55 oder Anlage, Seite Il), um
288 Hertz tieffeldverschoben. Durch die Anellierung bildet der zur Hydroxygruppe benachbarte
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Kern von H-6 (& = 6,62 ppm) in 36 keine long-range-Kopplung mehr aus. Somit ist bei einer
400 Megahertz-Messung nur noch ein Singulett vorhanden.

Die Zuordnung von H-1 (6 = 8,36 ppm) und H-4 (6 = 8,24 ppm) sowie die von H-2 und H-3
erfolgte unter Zurhilfenahme von 'H-'H-COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren. Mittels des
Heteronuclear Single Quantum Coherence-Spektrums (HSQC) ermittelt man 'H-C-Korrelationen
von direkt aneinander gebundenen Wasserstoff-und Kohlenstoffatomen ('J-Kopplungen, von 36
sieche Anlage, Seite VII). Daraus ableitend lassen sich im Heteronuclear Multiple Bond
Correlation-Experiment (HMBC) geminale, vicinale sowie long range-Kopplungen, also /-, >J- und

“J-Kopplungen, von 'H- mit C-Kernen identifizieren.
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Abbildung 43: Gesamt-HMBC-Spektrum von 36, mit Ausschnitt des Bereiches, der die vicinale Kopplung von H-4 und C5
anzeigt.

Als erstes sollte bei 36 mittels HMBC (Abbildung 43 oder Anlage, Seite IX) das Signal des quar-
taren C-5-Kerns ermittelt werden. Dieser sollte geminale Kopplungen — visualisiert durch Kreuzsig-
nale - zu den 'H-Kernen des 5-OH und H-6 aufzeigen. Das Kohlenstoff-Signal bei 150,23 ppm er-
fullte diese Voraussetzungen. Der C-5-Kern wirde lediglich mit H-4 ein deutliches Kreuzsignal
(*J-Kopplung) ausbilden. H-1 ist sterisch weiter vom C-5-Kern entfernt, sodass eine Signalbildung
(*J-Kopplung) im 400 Megahertz-Spektrum schwach bis gar nicht ausgepréagt ware. Allein das Was-
serstoffsignal bei 8,24 ppm zeigt eine solch starke Kopplung. Somit kdnnen eindeutig die Signale

bei 8,24 ppm dem H-4-Kern und bei 8,36 ppm dem H-1-Atom zugeordnet werden.
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Die "H-'H-COSY-Auswertung dient zur Ermittlung der Korrelation von Nachbarschaftswasser-
stoffkernen. Das 'H-'H-COSY-Spektrum von 36 zeigte starke Kreuzsignale von H-2 (5 = 7,74 ppm)
mit H-4 und H-3 (& = 7,66 bis 7,35 ppm) mit H-1 (siehe Anlage Seite VII). Somit ist es gelungen die

Protonen des anellierten Ringsystems eindeutig zuzuordnen.

Das theoretische Aufspaltungsmuster von H-1 und H-4 in den 'H-NMR-Spektren der
10-Aza-11-oxabenzola]fluoren-Verbindungen ware, aufgrund drei moglicher Kopplungspartner,
durch ein Dreifachdublett (ddd) charakterisiert. Infolge kleiner */- und °/-Kopplungskonstanten kol-
labieren die Signale in allen 400 Megahertz-Spektren allerdings zum Doppeldublett (dd) bezie-
hungsweise zum Dublett (d). Daher wurden alle Signale vereinheitlicht als Dubletts im experimen-
tellen Teil ausgewertet. H-2 und H-3 zeigen ebenfalls Dreifachdublett-Aufspaltungsmuster. Auf-
grund zweier vicinaler Kopplungen konnte im Falle von 39 bei H-2 diese Signalaufspaltung soft-
waregestitzt nachgewiesen werden (*J = 8,2 Hz, >/ = 6,9 Hz, ¥/ = 1,2 Hz). Alle anderen Signale von

H-2 sowie H-3 l6sen sich bei einer 400 Megahertz-Messung nur als Pseudotriplett (,t") auf.

AN 4-OMe|H,0 |DMSO
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H-6
H-9 H-2! H-3
CONH 5 OH H-3[H-6 H-3
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Jy (Al H U
T T T T T T T T T T T T T T
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O 4-OMe| H,0 | DMSO
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CONH 5-OH H-9

Abbildung 44: 'H-NMR-Spektren von 47 (rotbraun, oben) und 47 Iso (blau, unten).

59



Ergebnisse und Diskussion

Bei der Umsetzung der 1,4-Dihydropyridine mit 5-Methoxy-1,4-naphthochinon entstehen zwei
Stellungsisomere. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung konnten
1-Methoxy-10-aza-11-oxabenzol[a]fluorene sowie ihre 4-Methoxy-Analoga im ungefahren Verhalt-
nis von zwei zu eins isoliert werden. Zur Strukturaufkldrung und Zuordnung des Substitutionsmus-
ters fuhrte man wie die bei 36 beschriebenen NMR-Experimente durch. Exemplarisch dafir wird

die Spektrenaufklarung von 47 und 47 Iso beschrieben.

Bei Betrachtung der 'H-NMR-Spektren ist auffillig, dass das Signal von H-6 bei 47 Iso
(& = 6,34 ppm) um 124 Hertz starker hochfeldverschoben vorliegt als bei seinem Stereoisomer 47
(& = 6,65 ppm, Abbildung 44, Seite 59, 47 oben und rotbraun, 47 Iso unten und blau oder Anlage,
Seite XI und XV). Das kdnnte mit den unterschiedlichen negativen Partialladungsverteilungen in
den mesomeren Grenzstrukturen zusammenhangen. Im Gegensatz zu 47 (siehe Anlage, Seite XII)
ist die partiell negative Ladung bei 47 Iso an Position sechs stérker vorherrschend. Diese fiihrt zu
einer groBeren Abschirmung des H-6-Protons und duBert sich in eine Hochfeldverschiebung (Ab-
bildung 45).

Abbildung 45: Mesomere Grenzstrukturen der Naphtholpartialstruktur von 47 Iso.

In beiden Isomeren ist weiterhin eine deutliche Differenz der 5-OH-Signale zu erkennen (47
6 =10,08 ppm; 47 Iso & = 9,30 ppm). Die Methoxygruppe, als groBer volumindser Rest, ist
befahigt durch ihre Van-der-Waals-Krafte die Elektronenhdille sterisch naher Gruppen zu beein-
flussen. Daher bestand die Hypothese, dass sie in 47 Iso die Hydroxygruppe in Richtung des Aniso-
tropiekegels der Phenylgruppe in Position sieben drangt. Folglich ware die Hydroxyfunktion starker
abgeschirmt und ihr 'H-NMR-Signal hochfeldverschoben. Diese Vermutung konnte in silico leider
nicht bestatigt werden. Dennoch scheint der sterische Einfluss fur diese Signalverschiebung be-
deutsam zu sein. Zudem sind die Eigenschaften des eingesetzten Losungsmittels zu berlicksichti-
gen. Bei allen in DMSO-ds vermessenen 'H-NMR-Proben der 1-Aza-9-oxafluoren- sowie

10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Verbindungen, abgesehen von den 4-Methoxy-10-Aza-11-oxa-
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benzol[a]fluorenen, sind die Signale der 6-OH-, beziehungsweise 5-OH-Gruppe, durch starke Tief-
feldverschiebungen charakterisiert (23, & = 9,45 ppm; 36, § = 10,17 ppm). Sterisch nicht gehinderte
Hydroxygruppen werden vom DMSQO, unter Ausbildung intermolekularen Wasserstoffbricken, ma-
ximal solvatisiert. Die Folge ist eine verstarkte Entschirmung des Protons, die sich durch eine Tief-
feldverschiebung zeigt. In anderen Lésungsmitteln, die keine oder im geringen Mal3e Wasserstoff-
bricken zum Molektl aufbauen, sind ihre Resonanzsignale deutlich hochfeldverschoben. Befinden
sich raumgreifende Gruppen in Nachbarschaft zur Hydroxygruppe, wie bei 47 Iso, wird diese nicht
vollstdndig vom DMSO solvatisiert. Dadurch wird das Proton der phenolischen Gruppe weniger

stark entschirmt und ihr Resonanzsignal verschiebt sich ins Hochfeld.
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CONHM—OH l Hﬂ] H/-Z

7-Ph
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Abbildung 46: HMBC von 47 zur Differenzierung der Strukturisomere.
Hervorgehobener Bereich zeigt eine Kreuzkopplung der Kerne H-4 und C5.

Zur eindeutigen Unterscheidung der Stereocisomere und Zuordnung zu den jeweiligen
NMR-Spektren betrachtete man zuséatzlich die HMBC-Ergebnisse von 47 und 47 Iso. Essentiell fur
die Strukturaufklarung ist wiederum das quartére Kohlenstoffatom an Position flnf, das Kreuzsig-
nale zu den 'H-Kernen des 5-OH und H-6 aufweisen sollte. Im HMBC-Spektrum von 47 Iso war
das fur das Signal des Kohlenstoffkerns bei 151,10 ppm zutreffend (siehe Anlage Seite XVII). Im
HMBC-Spektrum von 47 (Abbildung 46) kann nur die Wechselwirkung mit dem H-6 ermittelt wer-
den. Das Signal von 5-OH ist, aufgrund des zu schnellen Austausches des Protonens mit den Deu-

teriumatomen des Lésungsmittels, zu schwach ausgepréagt und verbreitert, sodass keine Kopplung
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zum C5-Kern registriert werden kann. Derartige Vorkommnisse sind literaturbekannt und beein-
flussen den Tatsachenbestand nicht. Somit ist das Signal bei 149,71 ppm dem C5 zuzuordnen. Das
C5 muss im HMBC-Spektrum von 47 eine */-Kopplung zum H-4 ausbilden. Bei 47 Iso hingegen ist
die Position vier substituiert, sodass eine Wasserstoff-Kohlenstoff-Wechselwirkung nicht auftreten
sollte. Das C5 von 47 Iso kann lediglich eine %/-Kopplung zum H-1 aufbauen, die allerdings deutlich
schwécher im HMBC-Spektrum zu erkennen ware. Nach Auswertung der HMBC-Spektren kann
somit eindeutig die Isomerenzuordnung erfolgen. Tatsachlich zeigt nur 47 eine Kreuzkopplung von
den Kernen H-4 und C5 (Abbildung 46, Seite 61). Das HMBC-Spektrum von 47 Iso zeichnet sich
durch das Fehlen dieses Kreuzsignals aus (siehe Anlage Seite XVII). Somit gelingt es eindeutig mit-
tels NMR-Analytik die Stellungsisomere zu differenzieren. AnschlieBend erfolgte durch Auswertung
der 'H-"H-COSY-Experimente die Zuordnung von H-2 und H-3.

4.2 Teilabschnitt Il: Synthese und Analytik von 1-Aza-9-oxafluoren-
sowie der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate des

Oximethertyps

Laut dem Stand von 2001 enthielten 20 der durch die Food and Drug Administration (FDA) auf
dem US-Markt zugelassenen Arzneimittel eine Oximetherpartialstruktur.’% Diese charakteristische
Gruppe ist unter physiologischen Bedingungen stabil.*’! Aufgrund des negativ induktiven Effekts
des Heteroatoms in Nachbarschaft zur Iminfunktion wird die Basizitat des Oximethers verringert.
In der Folge ist die Protolyse im Vergleich zur normalen Iminfunktion erschwert. Aus dem gleichen
Grund sind Oximether hydrolyseresistenter als ihre Stickstoff-tragenden Analoga, die Hydra-
zone.*’? Befinden sich Aromaten, wie Pyridin, in Konjugation zur Oximfunktion, so steigert sich die
Stabilitat enorm.*”? Daher stellen aromatische O-Alkyl- sowie O-Benzyloximether interessante
Zielstrukturen mit potentieller Proteinkinaseaktivitat dar. Durch das Einflhren variierend grofBer
lipophiler Reste an der Oximfunktion sollten unterschiedlich stark ausgepragte Wechselwirkungen
mit der hydrophoben Bindetasche des Target-Enzyms untersucht werden. Weiterhin war man be-
strebt, die Interaktion des freien Oxims als OH-acider Wasserstoffbriickendonator abschatzen zu

konnen.

Die Synthese von 3/8-O-Alkyl- oder 3/8-O-Benzyloximether-Derivaten der 6-Hydroxy-4-phe-
nyl-1-aza-9-oxafluorene beziehungsweise der 5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene
erfolgte zum einen Uber eine drei-Stufen-Synthesekaskade ausgehend vom Nicotinaldehyd (Ab-
bildung 47, Seite 63, Syntheseweg A). Dabei wurden in den Schritten a1, ia2 und ia3 die O-Nicotinal-
dehydalkyloxime sowie -benzyloxime durch die Synthese des intermediar gebildeten Nicotinalde-
hydoxims (65) mit Alkylantien oder durch die Umsetzung von Nicotinaldehyd mit vorab isolierten

O-Benzylhydroxylaminhydrochloriden gewonnen. Die erhaltenen Verbindungen wurden analog

62



Ergebnisse und Diskussion

zum Teilabschnitt | Uber die N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-Derivate (iis) zu ihren aromati-
sierten Systemen umgesetzt (iiia). Zum anderen gelang die Darstellung der Endverbindngen Uber
den Syntheseweg B (Abbildung 47). Hierbei erfolgte die Synthese Uber die Gewinnung von Nico-
tinaldehyd-O-ethyloxim (67), das als Schutzgruppe der Aldehydfunktion dienen sollte (ip). Im wei-
teren Schritt forcierte man die Darstellung des N-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-
carbaldehyd-O-ethyloxims (72, iip). Im Anschluss daran setzte man das isolierte 1,4-Dihydropyri-
dinsubstrat mit 1,4-Benzochinon oder 1,4-Naphthochinon zum 6-Hydroxy-4-phenylbenzo-
furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-ethyloxim (79) sowie zu dessen benzoanellierten Analogon
(90) um (iiip). Die Schutzgruppe wurde im darauffolgenden Schritt abgespalten (ivy), sodass die
resultierende freie Aldehydfunktion (76, 87) mit weiteren O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-De-

rivaten zu den gewinschten Endverbindungen umgesetzt werden konnte (vp).

Syntheseweg A
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Abbildung 47: Syntheseplan der 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene beziehungsweise der
5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene des Oximethertyps tber zwei Reaktionswege.
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4.2.1 Synthese der O-Alkyl- und O-Benzyloximether

Synthese von Nicotinaldehydoxim (65)

Die Darstellung der Nicotinaldehyd-O-alkyloxime sowie -O-benzyloxime sollte anfangs traditio-
nell Gber das Nicotinaldehydoxim-Zwischenprodukt (65) erfolgen. Zur Darstellung von 65 wurde
im Schritt iz (Abbildung 47, Seite 63, Syntheseweg A,) ein Aquivalent Nicotinaldehyd mit zwei Aqui-
valenten Hydroxylaminhydrochlorid, unter Zugabe von zwei Aquivalenten Natriumacetat, in
Ethanol umgesetzt. Die anfangs farblose Losung ging nach 24 Stunden in eine Suspension Uber.
Zum Abbruch der Reaktion extrahierte man den Ansatz mit Ethylacetat gegen Brine und befreite
ihn von organischem Loésungsmittel. Nach 48 -stindiger Trocknung im Exsikkator konnte die ge-

wiinschte Verbindung mit 99 Prozent Ausbeute erhalten werden. "%

Natriumacetat fungiert als Base und deprotoniert das quartdre Ammoniumion des Hydroxyl-
aminhydrochlorids. Die dadurch gebildete Essigsaure protoniert wiederum die Carbonylfunktion
des Nicotinaldehyds, die somit starker polarisiert vorliegt. Die freie Base des Hydroxylamins ist so-
mit in der Lage, dass partiell positiv polarisierte Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe, unter Bil-
dung eines Halbaminals, leichter nukleophil anzugreifen. Im sauren Milieu erfahrt die temporar
gebildete Hydroxygruppe eine zusatzliche Protonierung. Als nunmehr bessere Abgangsgruppe

wird sie, unter der Bildung des Oxims (65), abgespalten (Abbildung 48).

5
(o) IOH
SN N RT, NaAc, OH
o Y EtOH N
| H + H,N-OH _inEtOH kNHOH f:o O/\
/ 2
N
und Isomer
65

Abbildung 48: Darstellung von Nicotinaldehydoxim (65) tber eine instabile Halbaminalbildung.

Hydroxylamin ist ein typischer Vertreter der a-Nukleophile. Sie sind deutlich nukleophiler als nor-
male Amine. Diese Eigenschaft, auch a-Effekt genannt, korreliert mit den freien Elektronenpaaren
des benachbarten Heteroatoms. Durch die erhéhte Nukleophilie wird auch das intermediar gebil-
dete Halbaminal, aufgrund eines geringeren anomeren Effekts, weniger stabilisiert. Folglich verlauft
die Reaktion unter Abspaltung eines Wassermolekuls effektiver als bei den Nichtheteroatom-tra-
genden Analoga. Der anomere Effekt ist besonders stark, wenn sich an einem Kohlenstoffatom ein
Substituent mit starkem Elektronenschub (Hydroxygruppe) und ein weiterer mit elektronenziehen-
dem Effekt (Fluoratom) befinden. Dabei kommt es laut MolekUlorbitaltheorie zwischen dem freien

Elektronenpaar des Heteroatoms (OH-Gruppe), das im p-Orbital lokalisiert ist, und dem antibin-
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denden Orbital der C-F-Bindung (o*-Orbital) zu einer negativen Hyperkonjugation. Diese ist ener-
getisch begunstigt. Jener energetische Vorteil geht allerdings verloren, sobald sich an Stelle des

Fluors eine elektronenschiebende Gruppe am Kohlenstoffatom befindet./*®!

Bei der Umsetzung sind prinzipiell zwei Stellungsisomere mdglich. Nach Auswertung des
'H-NMR-Spektrums von 65 lag nur ein Isomer vor, das mit hoher Wahrscheinlichkeit dem E-Isomer
zuzuordnen ist. Eine genaue Isomeriecharakterisierung war aufgrund des sehr breiten Hydroxy-
gruppensignals, das einen schnellen Protonenaustausch der OH-Gruppe anzeigt, und der Isochro-
nie der Wasserstoffatome am Heteroaromaten nicht mdglich. Nach dem Alkylierungsschritt konnte
man allerdings die Bildung des Z-Isomers in minimalen Mengen nachweisen. Eine sdulenchroma-
tographische Auftrennung war zum diesem Zeitpunkt nicht zweckmaBig, sodass man mit dem

E/Z-1somerengemisch den nachsten Reaktionsschritt plante.

4211 Synthese von Nicotinaldehyd-O-alkyloximen sowie —O-benzyloximen: Alkylie-

rung und Benzylierung

Das Nicotinaldehydoxim (65) sollte anschlieBend an seiner freien Hydroxygruppe derivatisiert
werden (Abbildung 47, Seite 63, Syntheseroute A, Schritt ia2). Praferiert wurden alkylierte sowie
benzylierte Verbindungen. Des Weiteren waren auch arylierte Produkte ein erstrebenswertes Ziel.
Zu Beginn der Versuchsarbeiten konzentrierte man sich auf den Umsatz von einem Aquivalent 65
mit zwei Aquivalenten Benzylchlorid in trockenem 1,4-Dioxan. Man nahm an, dass die zusatzliche
Iminpartialstruktur bei 65 und der damit verbundene stérkere Elektronenzug die Nukleophilie der
Hydroxygruppe abschwacht. Somit war fur einen besseren nukleophilen Angriff deren Deprotonie-
rung obligat. Zur Aktivierung von 65 wéhlte man ein Aquivalent Pyridin. Nach 24 Stunden zeigte
sich bei Raumtemperatur weder diinnschichtchromatographisch noch massenspektrometrisch ein
Umsatz. Daher erhitzte man den Ansatz bei gleicher Dauer unter Rickfluss. Auch unter diesen
Bedingungen blieb die Produktbildung aus. Unter gleichen Gegebenheiten, mit Verwendung von
Triethylamin (TEA) anstelle des Pyridins, erhoffte man sich eine verbesserte Aktivierung der Hydro-

xygruppe. Leider konnte durch diese Veranderung keine erfolgreiche Reaktion detektiert werden.

RUBINA et al. verwendeten fur die Benzylierung von 2-Pyridinaldoxim anstelle von TEA eine zehn-
prozentige Natriumhydroxidlésung zur Deprotonierung, bei der gleichzeitig eine Phasentrans-
ferkatalyse Anwendung fand.””> Hierbei liegen die jeweiligen Reaktanten in bindren miteinander
nicht mischbaren L&sungsmittelsystemen getrennt vor. Unter Vermittlung eines Phasentransfer-
katalysators erfolgt der Durchtritt des einen Edukts durch die Phasengrenze in die Phase, in der die
zweite Substanz geldst vorliegt. In dieser Phase lauft schlieBlich die chemische Reaktion ab. Dabei
wird nach LE CHATELIER das Gleichgewicht auf die Produktseite verlagert. Die Synthese wurde, wie
folgt, geplant und durchgefiihrt: Ein Aquivalent von 65 wurde in zehnprozentiger Natriumhydro-
xidldsung suspendiert. AnschlieBend fligte man die organische Phase, in der 1,5 Aquivalente

Benzylchlorid und 0,05 Aquivalente Tetrabutylammoniumbromid in Benzen gelést waren, hinzu.
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Man erhitzte den Ansatz vier Stunden unter Rickfluss. Danach lieB man ihn weiter bei Raumtem-
peratur ruhen. Nach weiteren 24 Stunden konnte weder in der wéssrigen noch in der organischen

Phase das gewiinschte Produkt identifziert werden.

Nachdem die Versuchsreihen mit Benzylchlorid keine nennenswerten Erfolge brachten, verwen-
dete man das bromierte Analogon. Die Syntheseexperimente wurden wie die beiden Erstgenann-
ten geplant. Dennoch blieb ein positives Ergebnis aus. Folglich sollten drastischere Bedingungen
die Reaktivitat erhdhen. Dazu wurde 65 in eine vorab hergestellte Natriumethanolatiésung sus-
pendiert.?’® Zur besseren Léslichkeit erhthte man den Lésungsmittelanteil. Nach 30-mintitiger
Verweilzeit ergdnzte man zum Ansatz anteilig Benzylbromid. Dieser verfarbte sich sofort von hell-
gelb nach orange. Dinnschichtchromatographische und massenspektrometrische Kontrollen be-
statigten die Bildung von (E/2)-Nicotinaldehyd-O-benzyloxim (68). Nach weiteren 24 Stunden
wurde der mittlerweile dunkelrot gefarbte Ansatz mit Chloroform extrahiert und sdulenchromato-

graphisch aufgereinigt. Nach dem finalen Trocknen erhielt man 68 mit 46 Prozent Ausbeute.

Um die Synthese zu optimieren, entschied man sich, die bestehenden Benzylchloride mittels einer
FINKELSTEIN-Umhalogenierung in ihre jodhaltigen Analoga zu Gberfihren. Dazu 6ste man Natrium-
jodid in Aceton und fugte das entsprechende Alkyl- oder Benzylchlorid hinzu. Das dabei ent-
stehende Natriumchlorid fallt aufgrund seiner geringeren Loslichkeit in Aceton als Prazipitat aus.
Den Ansatz extrahierte man anschlieBend mit Diethylether gegen destilliertes Wasser. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels erhielt man im Falle der Benzyljodidderivate farblose bis braun gefarbte,
nadelférmige Kristalle, die bei 20 bis 25 Grad Celsius schmolzen. Alle folgenden Alkylierungsschritte

von 65 wurden mit Alkyl- oder Benzyljodiden geplant.

Mit Blick auf die Syntheseoptimierung beschrieben HUANG et al. den Umsatz von 65 mit Natri-
umhydrid und Benzylbromid, bei der eine Ausbeute von 80 Prozent postuliert wurde.”””! Natrium-
hydrid ist eine starke Base mit vergleichbarer Potenz von der von Natriumethanolat. In Erwartung,
dhnliche Ausbeuten reproduzieren zu kénnen, suspendierte man 1,1 Aquivalente Natriumhydrid in
wenig Dimethylformamid (DMF). Man kuhlte die Suspension auf null Grad Celsius. Anschlieend
erganzte man tropfenweise ein Aquivalent von vorab in DMF geléstem 65. Nach einer Stunde fligte
man zur mittlerweile tiefgelb gefarbten Suspension insgesamt zwei Aquivalente Benzyljodid hinzu.
Die resultierende Mischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Eine Farbver-
tiefung nach orange zeigte am nachsten Tag den gewlnschten Umsatz an. Zum Abbruch der Re-
aktion extrahierte man den Ansatz mit Diethylether gegen eine geséattigte Ammoniumchlorid-
l6sung. Nach zusatzlicher Schwerkraftsdulenchromatographie konnte 68 nur in enttduschenden

Ausbeuten von 12 Prozent gewonnen werden.

Da 65 in DMF die beste Loslichkeit zeigte, sollten weitere Versuche die Ausbeute zu maximieren,
unter Beibehaltung des Losungsmittels, unternommen werden. Deshalb wurde 65 in einem weite-
ren Ansatz mit Kalium-tert-butoxid umgesetzt. Kalium-tert-butoxid ist als nichtnukleophile Base
deutlich basischer als Natriumhydrid und Natriumethanolat. Daftir wurde 65 in DMF, unter Bildung

einer hellgelben Farbung, geldst. Zur Aktivierung erganzte man die Base. In der Folge zeigte eine
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sofortige Farbvertiefung die Deprotonierung der Hydroxygruppe an. Nach Zusatz von 4-Chloro-
benzyljodid war eine schlagartige Rotfarbung des Ansatzes zu erkennen. Die diinnschichtchroma-
tographische Verlaufskontrolle wies dabei auf einen fast vollstandigen Umsatz zum gewiinschten
Produkt hin. Nach einer Stunde wurde der Versuch mittels Wasser-Chloroform-Extraktion beendet
und sdulenchromatographisch aufgereinigt. Man konnte (£/2)-Nicotinaldehyd-O-4-chloro-
benzyloxim (69) mit 52 Prozent Ausbeute isolieren. Dehnte man die Reaktionszeit auf drei sowie
24 Stunden aus, zeichnete sich ein Zerfall von 69 ab. Nach 24 Stunden war kein Produkt mehr
detektierbar. 69 zerfiel, aufgrund der zu stark basischen Bedingungen, in 3-Nicotinaldehyd und
O-4-ChloroBenzylhydroxylamin. Ahnliche Erfahrungen konnte man auch bei dem Austausch des
Losungsmittels gegen THF gewinnen. Anfangs war eine deutliche Produktbildung dinnschicht-
chromatographisch nachzuweisen, die durch das Verfarben des Ansatzes von gelb Uber orange zu
rotbraun charakterisiert war. Nach 24 Stunden und weiterer sdulenchromatographischer Auftren-

nung konnte allerdings nur eine Ausbeute von finf Prozent dokumentiert werden.

Fur die Darstellung von (E/Z2)-Nicotinaldehyd-O-(4-methoxybenzyl)oxim (70) stand zum betref-
fenden Zeitpunkt kommerziell nur 4-Methoxybenzylalkohol zur Verfligung. Daher entschloss man
sich die Mitsunobu-Reaktion durchzufihren. Bei dieser Reaktion gelingt mittels Triphenylphosphin
und Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) die Derivatisierung von Alkoholen. Nach Durchfihrung der
vorgeschlagenen Versuchsanordnung konnte jedoch kein Umsatz zum gewinschten Produkt re-
gistriert werden. Die genaue Beschreibung der Mitsunobu-Reaktion (Seite 71) ist 4.2.1.2 Synthese
von 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivaten zu entnehmen. In Tabelle 5 (Seite 68) sind alle Ver-

suchsexperimente nochmals aufgelistet.

Die Verbindungen 66 bis 69 konnten mit der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6a erhalten wer-
den (siehe 7.1, Seite 124) und sind in Abbildung 49 mit Ausbeuten und E/Z-Isomerenverhéltnissen

aufgelistet.

X OH

| X N | X N R
48 h, RT
N/ + R— NaOEt, in EtOH N/
und Isomer und Isomer

Verbindung R gemittelte Ausbeute E:Z-Verhaltnis

66 CHs 42 % 94:6

67 CH2CHs 46 % 95:5

68 Bn 46 % 98:2

69 4-CIBn 24 % 964

Abbildung 49: Darstellung von (£/2)-Nicotinaldehyd-O-alkyloximether und -O-benzyloximether nach AAV 6a.
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Tabelle 5: Experimente zur Darstellung von (£/2)-Nicotinaldehyd-O-benzyloxim-Derivaten.

Zielverb. Edukte Base Lésungsm. Temp. Zeit Ausbeute
68 1eq 65, 2 eq Benzylchlorid 1 eq Pyridin 1,4-Dioxan RT 24 h -
68 1eq 65, 2 eq Benzylchlorid 1eq Pyridin 1,4-Dioxan 100 °C 24 h -
68 1eq 65, 2 eq Benzylchlorid 1Teq TEA 1,4-Dioxan RT 24 h -
68 1eq 65, 2 eq Benzylchlorid 1eq TEA 1,4-Dioxan 100 °C 24 h -

Phasentransferkatalyse:j €4 10 9%-NaOH- 10 %-NaOH- 80 °C, 4h
68 65, 2 eq Benzylchlorid, Lsq. Lsg., RT 24 h -

0,05 eq TBAB Benzen
68 1eq 65, 2 eq Benzylbromid NaOEt EtOH RT 24 h 46 %
68 1eq 65, 2 eq Benzyljodid NaOEt EtOH RT 24 h 46 %
o 0°C, 1h,

68 1eq 65, 2 eq Benzyljodid NaH DMF RT 4 h 12 %
69 1eq 65, 2 eq Benzyljodid tert-BuOK DMF RT 1h 52 %
69 1eq 65, 2 eq Benzyljodid tert-BuOK DMF RT 3h 15 %
69 1eq 65, 2 eq Benzyljodid tert-BuOK DMF RT 24 h -
69 1eq 65, 2 eq Benzyljodid tert-BuOK THF RT 24 h 5%

1eq 65, 1,2 eq 4-Methoxy- 0°C 23h
70 benzylalkohol, 1,2 eq DIAD, THF RT P h

1,2 eq PPhs

- = kein Umsatz; DIAD = Diisopropylazodicarboxylat; DMF = Dimethylformamid; EtOH = Ethanol; Lésungsm. = Losungs-
mittel; Lsg = Losung; NaH = Natriumhydrid; NaOEt = Natriumethanolat; PPhs = Triphenylphosphin; RT = Raumtempera-
tur; TBAB = Tetrabutylammoniumbromid; TEA = Triethylamin; Temp. = Temperatur; tert-BuOK = Kalium tert-Butoxid;
THF = Tetrahydrofuran; Zielverb. = Zielverbindung.

Die '"H-NMR-Spektren von 66 bis 69 zeichneten sich besonders durch die immer gleichen, mar-
kanten Singulettsignale der Methinprotonen aus. Sie lagen zwischen 8,28 ppm und 8,36 ppm. Wei-
terhin war zu erkennen, dass bei allen Verbindungen eine literaturbekannte Charakteristik der
E/Z-Stellungsisomerie vorlag. Mittels Auswertung der Integralhéhen konnte das E/Z-Isomerenver-
haltnis abgeschatzt werden. Dabei liegt vorrangig aufgrund geringerer sterischer Hinderung das
E-lsomer vor. Dieses ist durch die entgegengesetzte Ausrichtung des Pyridinrings und der
O-Alkyl- beziehungsweise O-Benzylreste an der Doppelbindung definiert. In jeweils gegenteiligem
Fall spricht man von der Z-Isoform.*’® 2%l SHiNOZAKI et al. beschrieben, dass die Z-Isomere von
aromatischen Oximen bei ihren nukleophilen Angriff auf ein Alkylans, im Vergleich zu den
E-Isomeren, deutlich haufiger Nitrone bilden.?®” Nitrone sind dadurch charakterisiert, dass anstelle
des Sauerstoffatoms das Stickstoffatom alkyliert wird. Dadurch bilden sich reaktive Betaine, die ei-
nen deutlich differenzierteren Ri-Wert aufweisen und bei dem gewahlten Laufmittelgemisch (LM 1,
siehe 6.2.2.1) auf der Saule verweilen. Damit ist auch zu erklaren, warum der Z-Isomerenanteil in
den E/Z-Isomerengemischen von 66 bis 69 so gering und die Ausbeute auf unter 50 Prozent
limitiert ist. Eine Separierung beider Oximetherisomere war zu diesem Zeitpunkt mittels normaler
Schwerkraftsaulenchromatographie nicht moglich, sodass man mit dem Gemisch in die nachsten

beiden Reaktionsschritte ging und erst die Endverbindungen erfolgreich fraktionierte.
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Versuche zur Synthese von Nicotinaldehyd-O-phenyloxim

Eine weitere Herausforderung bestand in der Umsetzung von 65 zu seinem Nicotinalde-
hyd-O-phenyloxim. DE et al. beschrieben die kupferkatalysierte Darstellung von Acetophenonoxim
mit Jodbenzen unter Bildung der gewiinschten Produkte mit 20- bis 40-prozentiger Ausbeute.?®"
In Analogie zur beschriebenen Versuchsanordnung sollte ein Aquivalent 65 in Toluen suspendiert
werden. Zum Ansatz erganzte man ein Aquivalent Kupfer-(l)-jodid sowie drei Aquivalente basi-
sches Caesiumcarbonat und erhitzte ihn unter Rickfluss. 65 ging fast vollstandig in Losung. Anteilig
fligte man insgesamt zwei Aquivalente Jodbenzen hinzu und lieB den Ansatz zwei Stunden lang
ruhen. Dabei sollte Jodbenzen transmetalliert und die intermediar gebildete Kupferspezies leichter
umgesetzt werden. Nach Ablauf der Zeit konnte kein Umsatz registriert werden, sodass man wie-
derum ein Aquivalent Jodbenzen und 0,5 Aquivalente Kupfer-(l)-jodid dazugab. Nach weiteren
20 Stunden wurde der Versuch ohne jegliche Bildung des gewiinschten Produkts abgebrochen. In
einem sich anschlieBenden Experiment wurde 65 in Toluen suspendiert und mit katalytischen Men-
gen an Kupfer-(l)-jodid sowie Phenanthrolin versetzt. Letztgenanntes fungiert als Chelatbildner und
stabilisiert den intermedidr gebildeten Kupfer-lonen-Komplex wahrscheinlich. Zusatzlich figte man
zwei Aquivalente Caesiumcarbonat hinzu und erhitzte den Ansatz unter Riickfluss.”®" Auch bei
dieser Versuchsanordnung konnte nach 20-stiindiger Versuchsdauer entgegen der Referenzaus-
sage kein Umsatz dokumentiert werden. MULLA et. al beschrieben eine erfolgreiche,
Kupferionen-vermittelte Arylierung mit Arylboronsaure-Derivaten. Dazu wurden ein Aquivalent 65
und 1,5 Aquivalente Arylboronsdure in Methanol suspendiert und mit einem Aquivalent
Kupfer-(ll)-chlorid sowie 1,5 Aquivalente Caesiumcarbonat versetzt.”® Den Ansatz lieB man bei
Raumtemperatur ruhen. Unter engmaschiger, diinnschichtchromatographischer Kontrolle konnte
auch nach 30 Tagen sowie nach weiterer Zugabe von einem Aquivalent Kupfer-(ll)-chlorid und
Arylboronsaure weder ein Umsatz zum gewtnschten Produkt noch die Bildung von Nebenproduk-
ten verzeichnet werden. Ursachlich fir das Ausbleiben einer positiven Reaktion kénnten einerseits
Loslichkeitprobleme und andererseits die abweichende Auswahl des Kupfer-(Il)-Katalysators gewe-

sen sein.

Ein weiterer Versuch sollte Gber die Diazotierung von Anilin mit anschlieBendem nukleophilem
Angriff von 65 gelingen und zum gewinschten Produkt fiihren. Dazu I6ste man ein Aquivalent
Anilin sukzessiv in drei Aquivalenten sechs molarer Salzséure. Die Losung wurde unter starkem
Rihren auf null Grad Celsius heruntergekihlt und 0,9 Aquivalente einer 2,5 molaren, wassrigen
Natriumnitritldsung anteilig zugegeben. Dabei sollte die Temperatur nicht Gber finf Grad Celsius

°8l Eine positive Reaktion wurde durch die Farbveranderung von gelb nach orange an-

ansteigen.!
gezeigt. In einem weiteren Rundkolben wurde ein Aquivalent 65 in einer vorab hergestellten
Natriumethanolatlésung suspendiert und tropfenweise die oben beschriebene Diazoniumsalzld-
sung, unter Vertiefung der Ansatzfarbe, erganzt. Die anschlieBende massenspektrometrische Un-

tersuchung wies mit einer Massenzahl von 199,0 auf das gewlnschte Produkt hin. Nach weiteren
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24 Stunden wurde der Versuch abgebrochen und der Ansatz sdulenchromatographisch aufgerei-
nigt. Nach Auswertung des 'H-NMR-Spektrums der isolierten Verbindung fehlte das charakteristi-
sche Methinprotonensignal. Somit konnte die Bildung von Nicotinaldehyd-O-phenyloxim ausge-
schlossen  werden.  Stattdessen  wurde unter den  beschriebenen  Bedingungen

(E/2)-Phenyl(pyridin-3-yl)methanonoxim als Feststoff (8 %) gewonnen.

Die Entstehung wére (ber den folgenden Mechanismus denkbar: Uber Mesomeriestabilisierung
kommt es bei der deprotonierten Form von 65 zur Bildung einer Nitrosopartialstruktur. Das
Carbanion greift das intermediar gebildete Diazoniumsalz nukleophil an und stabilisiert sich final,

durch eine Oxim-Nitroso-Tautomerie, zum energetisch bevorzugten Oxim (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Méglicher Reaktionsmechanismus bei der Umsetzung von 65 mit einem Diazoniumsalz.
Das deprotonierte und mesomeriestabilisierte Oxim greift das in situ gebildete Diazoniumsalz nukleophil an. Das entstan-
dene Nitroso-Produkt geht durch Nitroso-Oxim-Tautomerie in das stabilere Oxim tber.
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Somit blieb die Darstellung von Nicotinaldehyd-O-phenyloxim erfolglos. Um diese Verbindung
dennoch zu gewinnen und die Ausbeuten der (E/2)-Nicotinaldehyd-O-Benzyloximether zu opti-
mieren, verfolgte man die Idee der Benzylierung und Arylierung von N-Hydroxyphthalimid mit an-
schlieBender Hydrazinolyse. Die dabei freiwerdenden O-Benzylhydroxylaminhydrochloride sollen

wiederum mit Nicotinaldehyd umgesetzt werden.
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4212 Synthese von Nicotinaldehyd-O-benzyloximen: Kondensationsreaktion von

Nicotinaldehyd mit O-Benzylhydroxylaminderivaten

Synthese von 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivaten

Ein weiterer Ansatz Nicotinaldehyd-O-benzyloxime zu synthetisieren, bestand in der Umsetzung
von Nicotinaldehyd mit O-Benzylhydroxylaminderivaten (Abbildung 47, Seite 63, Syntheseroute A,
Schritt ia3). Dabei stand anfanglich die Bildung der Letztgenannten im Vordergrund. lhre Darstel-
lung erfolgte ausgehend von einem Aquivalent N-Hydroxyphthalimid (NHPI) sowie ein bis drei
Aquivalenten des jeweiligen Benzylchloridderivats mit einem Aquivalent TEA. Schrittweise wurden
die Substanzen in DMF gel6st und die Reaktion bei 90 Grad Celsius in zwei Stunden umgesetzt. Im
Anschluss wurden dem Ansatz DMF-aquivalente Mengen an destilliertem Wasser, unter Bildung
eines Prazipitats, zugesetzt. Die im Folgenden zwei Stunden ruhende Suspension filtrierte man
durch eine G3-Fritte und trocknete das Produkt fir 36 Stunden im Exsikkator. Man erhielt 51 bis 57
in Ausbeuten von 73 bis 98 Prozent (Abbildung 51).12%4

O @]
) Bn
TEA, in DMF, /
N—OH + C—Bn —— N—O
90°C, 2h
@] (@]
52-57
Verbindung Rest (Bn) Ausbeute Verbindung Rest (Bn) Ausbeute
51 Bn 98 % 55 4-MeOBn 95 %
52 4-FBn 90 % 56 3-MeOBn 73 %
53 4-CIBn 89 % 57 2-MeOBn 92 %
54 2-ClIBn 86 %

Abbildung 57: Synthese der 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivate mit Ausbeuten durch Benzylierung./¢4

Zur Darstellung von 54, 55 und 57 waren anstelle der Benzylchloride ausschlieBlich die Benzylal-
kohole kommerziell erhaltlich. Zur Knipfung der Sauerstoff-Benzyl-Bindung wurde daher die
Reaktion nach MITSUNOBU praferiert. Unter Verwendung zweier Hydroxygruppen-tragender
Verbindungen gelingt hierbei die Umsetzung zu den gewiinschten benzylierten NHPI-Derivaten.
Der Versuchsaufbau stellte sich folgendermaBen dar: Es wurde ein Aquivalent NHPI mit ei-
nem Aquivalent Triphenylphosphin in absoluten THF gelést und der Ansatz auf null Grad Celsius
heruntergekiihlt. Unter Verfarbung der Lésung von farblos zu dunkelrot fligte man ein Aquivalent
Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) hinzu. Der Ansatz wurde fir 20 Minuten mit Argon begast und
an-schlieBend zwei Stunden ruhen gelassen. Zu der sich dabei bildenden, gelb gefarbten Suspen-
sion wurde ein Aquivalent des jeweiligen Benzylalkohols hinzugefiigt und die Reaktion auf Raum-
temperatur gebracht. Dabei wurde die Suspension wieder als Lésung klar. Man lie das Gemisch
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden weiterreagieren. Die resultierende, farblos bis hellgelb ge-

farbte Losung wurde nach einer Wasser-Chloroform-Extraktion und anschlieBendem Entfernen der
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organischen Phase saulenchromatographisch aufgereinigt. Die Produktfraktion engte man zum
6ligen Ruackstand ein, verdinnte ihn mit Aceton und gab anteilig destilliertes Wasser bis zur Prazi-
pitatbildung hinzu. Der entstandene Niederschlag ist mit einer G3-Fritte filtriert und 24 bis 36 Stun-

den im Exsikkator getrocknet worden.?%°!
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Abbildung 52: Postulierter Reaktionsmechanismus nach MITSONUBU.

PPhs greift DIAD nukleophil unter Ausbildung von A an. A deprotoniert daraufhin NHPI. Es bildet sich das lonenpaar B.
Im Anschluss greift der Benzylalkohol die Verbindung B an, was in C, unter Apspaltung von DIADHz, mindet. C kann sich
Uber eine weitere Anlagerung von Benzylalkohol stabilisieren (D) oder mit dem deprotonierten NHPI zum
2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion abreagieren. 286288

Bn = Benzylrest; DIAD = Diisopropylazodicarboxylat; NHPI = N-Hydroxyphthalimid; Ph = Phenylrest; PPhs = Triphenyl-
phosphin.

Wahrend der Reaktion wird DIAD nukleophil an einem Stickstoffatom der Azo-Brlicke, unter Bil-
dung von Verbindung A, angegriffen (Abbildung 52). Das folglich gebildete Betain stabilisiert seine
negative Partialladung tber die Konjugation mit der benachbarten Carbonylfunktion.”®! |m An-
schluss deprotoniert A NHPI unter Entstehung des lonenpaars B. B wird von dem zum Ansatz
hinzugefligten Benzylalkohol nukleophil an der Triphenylphosphonium-Partialstruktur, unter
simultaner Abspaltung des Diisopropylhydrazin-1,2-dicarboxylats (DIADH,), angegriffen.”®”! Das
dabei gebildete Produkt C steht als lonenpaar laut CAMP und JENKINS im Gleichgewicht mit dem
sich in Losung befindlichen Dioxaphospholan-Intermediat D. Final wird die thermostabilere
Oxyphosphonium-Spezies C nukleophil vom deprotonierten NHPI angegriffen und zu 54, 55 sowie

57 umgesetzt.|*®
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54 wurde mit einem Umsatz von 74 Prozent isoliert. 55 und 57 konnten sogar in sehr guten
Ausbeuten (98 sowie 99 %) gewonnen werden. Allerdings ist die Reaktion im Vergleich zur verein-
fachten Benzylierung aufgrund sédulenchromatographischer Aufreinigung (LM 1, siehe 6.2.2.1) sowie
strengerer Reaktionsbedingungen benachteiligt. Daher entschied man sich, die bestehenden
Benzylalkohole in ihre halogenierten Analoga umzuwandeln und folglich die vereinfachte

Benzylierung zu praferieren (Abbildung 51, Seite 71).

Zur Substitution der Alkoholgruppe wurde ein Aquivalent des jeweiligen Benzylalkohols in
Diethylether geldst und 0,05 Aquivalente Pyridin zugesetzt. Vorsichtig ergénzte man tropfenweise
1,7 Aquivalente Thionylchlorid und erhitzte den Ansatz unter Rickfluss. Nach zwei Stunden wurde
das Gemisch mit einer Diethylether-Wasser-Extraktion aufgereinigt und die organische Phase am

Rotationsverdampfer eingeengt.**!

Synthese von 2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion (98)

Fur die Darstellung des Nicotinaldehyd-O-phenyloxims wird zunachst das O-Phenylhydroxylamin
durch Arylierung von NHPI gewonnen. Dazu wurden nach PETRASSI et al. ein Aquivalent NHPI und
zwei Aquivalente Phenylboronsdure mittels einem Aquivalent frisch hergestelltem Kupfer-(l)-chlo-
rids und 1,1 Aquivalenten trockenem Pyridins in DCM bei Raumtemperatur umgesetzt. Es wird ver-
mutet, dass der sich in situ bildende Kupferkomplex aus Pyridin und Kupfer-(l)-chlorid die
Arylboronsaure transmetalliert und anschlieBend an NHPI bindet.””® Lam et al. postulieren, dass
Sauerstoffeinfluss zur Verbesserung der N-Arylierung gesattigter Heterocyclen fihrt. Somit konnte
molekularer Sauerstoff, Gber die Oxidation der Kupfer-(l)- zu der Kupfer-(lll)-Spezies, zur leichteren
Umsetzung fuhren. Nach Bildung des Komplexes kommt es wahrscheinlich zur reduktiven Elimi-
nierung des O-Aryloxyphthalimids (Abbildung 53, Seite 74).127% 2% 29 Nach sechs Tagen Reakti-
onsdauer konnte ein Umsatz dinnschichtchromatographisch festgestellt und der Ansatz abgebro-
chen werden. Man extrahierte ihn mit Chloroform gegen eine 20-prozentige Ammoniumchlorid-
I6sung. AnschlieBend wurde die organische Phase solange mit einem eins zu eins Gemisch aus
Ammoniak (25 %) und Ammoniumchloridlésung (20 %) extrahiert, bis in der wassrigen Phase keine
blaue Farbung mehr wahrnehmbar war. Dann wurde die halogenhaltige Phase gegen eine zehn-
prozentige Salzsaureldsung extrahiert. Der Ansatz wurde bis zum 6lig viskosen Ruckstand vom
Losungsmittel befreit und saulenchromatographisch aufgereinigt (LM 1, siehe 6.2.2.1). Nach dem
Einengen des Laufmittels nahm man die 6lige Produktfraktion in Aceton auf und ergénzte destil-
liertes Wasser bis zur Fallung. Man gewann die Verbindung 2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion (98) nach
Filtration Uber eine G3-Fritte sowie anschlieBender Trocknung im Exsikkator mit einer Ausbeute

von 34 Prozent.

Die Resultate bei analogen Versuchen durch Substitution der Kupferspezies gegen
Kupfer-(Il)-acetat, Kupfer-(ll)-chlorid und Kupfer-(l)-jodid brachten hingegen nicht den erwiinsch-
ten Erfolg. Auch ist die unmittelbare Darstellung von Kupfer-(l)-chlorid vor Synthesebeginn zweit-

rangig. Bei einem wiederholten Syntheseversuch mit einer langer gelagerten Charge des Salzes
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konnte eine Ausbeute von 25 Prozent erzielt werden. Zwar konnte der Einfluss von Luftsauerstoff

eine leichtere Arylierung von NHPI provozieren, aber auch zur verstarkten Zersetzung der

Arylboronsaure fiihren und so die Ausbeute limitieren.*’"!
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\

co o]
_2e I+2e Ph—NHPI
: N—Q :
i Ph—NHPI = H
Pyr. Pyr
° @ Scuay
T g IPHN Ph

Abbildung 53: Méglicher Reaktionsmechanismus der O-Arylierung von NHPI.

Die Arylboronsaurekomponente wird transmetalliert. Das Zentralion des in situ entstandenen Kupfer()-Pyridin-Komplexes
ist in der Lage, unter oxidativen Einfluss, die Oxidationsstufe von eins auf drei zu verandern. Diese Oxidation kann zur
erleichterten Arylierung von NHPI beitragen. 270 2% 291

NHPI = N-Hydroxyphthalimid; Pyr = Pyridin; Ph = Phenylrest.

Hydrazinolyse der 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivate

Die Hydrazinolyse wurde erstmals von ING und MANSKE bei der Gewinnung von Aminen mittels
der Gabrielsynthese beschrieben.”®? GABRIEL gelang 1887 die Hydrolyse von N-substituiertem
Phthalimid mit ,rauchender Salzsaure” innerhalb von zwei Stunden bei 200 Grad Celsius.***! Die
resultierenden Ausbeuten waren allerdings sehr schlecht. Durch den Einsatz des a-Nukleophils
Hydrazin gelang es, eine milde Variante fir die Synthese primarer Amine aus Phthalimiden zu
etablieren. Aufgrund des o-Effekts stellt das Hydrazinmolektl, dhnlich wie Hydroxylamin, ein be-
sonders starkes Nukleophil dar. Somit kann die Spaltung der 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-
Derivate mit Hydrazin unter wesentlich milderen Bedingungen und mit deutlich besseren Ausbeu-
ten durchgefuhrt werden. Wahrend der Reaktion greift Hydrazin die Imidpartialstruktur der
2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivate an und stabilisiert sich als Hydrazid-Intermediat. Durch
diese Bindung ist die Nukleophilie der zweiten Aminstruktur des substituierten Hydrazins abge-
schwacht. Sie ist aber noch ausreichend stark, um O-substituiertes Hydroxylamin aus der
Hydroxamsaureester-Partialstruktur herauszulésen (Abbildung 54, Seite 75). Bei der Umsetzung

entsteht als Nebenprodukt in dquimolaren Mengen 2,3-Dihydrophthalazin-1,4-dion.

Bei der Versuchsanordnung wurde ein Aquivalent des jeweiligen O-Benzylisoindo-
lin-1,3-dion-Derivats in DCM geldst beziehungsweise suspendiert. Nach Ergédnzung von zwei Aqui-
valenten Hydrazinhydrat (100 %) gingen auch die Suspensionen in Lésung. Den Ansatz lie man 48
bis 96 Stunden bei Raumtemperatur ruhen.”®¥ Die anfingliche Prazipitatsbildung von farblosem
2,3-Dihydrophthalazin-1,4-dion wies auf eine positive Reaktion hin. Dieser Niederschlag bildete
sich je nach Position des Restes des am Sauerstoff-substituierten Benzenrings mehr oder weniger
schnell und effektiv. So zeigten die unsubstituierte Verbindung 51 sowie die para-substituierten

Substrate 52, 53 und 55 eine rasche Niederschlagsbildung. Hingegen war die Prazipitatsent-
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stehung bei den ortho-positionierten Substanzen 54 und 57 erst sechs bis zehn Stunden nach
Synthesebeginn zu erkennen. Die Suspension wurde anschlieBend durch einen Papierfilter gege-
ben und das Filtrat vollstandig vom Losungsmittel befreit. Die erhaltene 6lige Flussigkeit I6ste man
in wenig Isopropanol und erganzte ein Aquivalent konzentrierte Salzsaure. Aus den Losungen fie-
len sofort oder erst nach Zugabe von wenigen Mengen Diethylether sowie nach Lagerung bei zwei
bis acht Grad Celsius die jeweiligen Hydrochloridsalze aus.’®! Eine derartige Salzbildung erwies
sich fur den anschlieBenden Kondensationsschritt mit Nicotinaldehyd als vorteilhaft. Den Nieder-
schlag trennte man vom Filtrat ab und trocknete ihn 24 bis 72 Stunden im Exsikkator. Es resultierten
farblose bis hellgelb gefarbte Feststoffe (58 bis 60 und 62, 63) mit 13 bis 78 Prozent Ausbeute. Die
ortho-substituierten O-Benzylhydroxylaminhydrochloride 61 und 64 waren durch einen hohen
Wasseranteil charakterisiert, was die Folgereaktion nur unwesentlich beeinflusste. Dennoch ware in

Zukunft eine finf-Mol-in-Dioxan gel6ste Salzsaure zur Hydrochloridsalzbildung zu praferieren.

0 ? O—Bn o)
NH
/Bn HaNNH;, ~ NH PN
N—l ——— — |~ 4+ H,N" TBn
RT, 48-96h —NH, NH
N
H
O o 0 58-64
Verbindung Rest (Bn) Ausbeute Verbindung Rest (Bn) Ausbeute
58 Bn 15 % 62 4-MeOBn 33 %
59 4-FBn 78 % 63 3-MeOBn 55 %
60 4-CIBn 37 % 64 2-MeOBn 37 %

61 2-ClBn 13 %

Abbildung 54: Hydrazinolyse der 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivate mit Ausbeuten der O-Benzylhydroxylamin-
hydrochloride.

Das Intermediat greift nukleophil mit seiner Hydrazid-Partialstruktur die Hydroxamsaure-Teilstruktur an. Dadurch werden
O-Benzylhydroxylamin und 2,3-Dihydrophthalazin-1,4-dion gewonnen.

Bei der Umsetzung der arylierten Verbindung 98 konnte weder die Isolierung der freien Base
noch die Gewinnung des Hydrochloridsalzes dokumentiert werden, sodass auch auf diesem Wege

kein Nicotinaldehyd-O-phenyloxim darstellbar war.

Um den Einsatz von gesundheits- sowie umweltschadlichem Hydrazin zu vermeiden, verfolgte
man alternativ den Ansatz von GHOSH und OLOFSSON. Sie nutzten zur Gewinnung von O-Aryl-
hydroxylaminen anstelle von Hydrazin Hydroxylamin.!**! Unter Berticksichtigung gleicher Reakti-
onsbedingungen konnte nach drei Stunden die Niederschlagsbildung von
1H-Benzo[d][1,2]oxazin-1,4(3H)-dion registriert werden. Nach 48 Stunden wurde der Ansatz wie
oben beschrieben aufgereinigt und 60 mit acht Prozent Ausbeute isoliert. Wahrscheinlich ist die
hohere Elektronegativitat des Sauerstoffatoms fur die verminderte Ausbeute ausschlaggebend. Die
intermediar gebildete Hydroxamsaure ist im Vergleich zum Hydrazid in seiner Nukleophilie herab-

gesetzt. Somit ware ein weiterer nukleophiler Angriff auf die zweite Carbonylpartialstruktur weniger
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wahrscheinlich. Ein Verharren der Reaktion in der Zwischenstufe ware denkbar. Derartige Interme-
diate konnten allerdings nicht isoliert werden. Alle weiteren Versuche wurden daher mit Hydrazin-
hydrat (100 %) geplant.

Widererwartend zeigten 58 bis 64 bei der dinnschichtchromatographischen Analytik, trotz der

chromophoren Partialstrukturen, eine deutlich abgeschwachte UV-L&schung bei 254 Nanometern.

Kondensationsreaktion von Nicotinaldehyd mit O-Benzylhydroxylaminderivaten

Zu Beginn versuchte man Nicotinaldehyd und 58 in Ethanol zu I6sen und mit zwei Aquivalenten
Natriumacetat umzusetzen. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung konnte man 68 mit
48 Prozent Ausbeute gewinnen. Bei der Verwendung von 62 konnte 70 mit 19-prozentiger Aus-

beute isoliert werden.

Zur Optimierung der Synthese sollte der Ansatz von DIRKSEN et al. verfolgt werden. Sie nutzten
Anilin zur Oximligation von Peptiden.”’” Einerseits setzt Anilin durch seine basische Eigenschaft die
O-Benzylhydroxylamine aus ihren Hydrochloridsalzen frei. Andererseits greift es den Aldehyd-tra-
genden Abschnitt des Peptids an und Uberflhrt ihn in eine reaktive Schiffsche Base. Diese soll zu
einer deutlich schnelleren Reaktion mit dem Peptid, an dem sich das O-Hydroxylamin befindet,
beitragen. Die Bildung der Schiffschen Base stellt dabei den geschwindigkeitskeitsbestimmenden
Schritt der Reaktion dar.”*’! Das Kohlenstoffatom des in situ gebildeten Iminiumions ist aufgrund
der positiven Ladung am Stickstoffatom deutlich starker partiell positiv geladen als bei seinen
Carbonylanalogon. Der anschlieBende nukleophile Angriff des O-Hydroxylamins erfolgt daher sehr
rasch. Es bildet sich als nicht isolierbares Zwischenprodukt ein reaktives Aminal aus, das in eine
Oximetherbildung minden oder sich reversibel zur Ausgangsverbindung zuriickbilden kann "
Experimentell wurde dazu ein Aquivalent Nicotinaldehyd in THF gelést und mit jeweils einen Aqui-
valent Essigsaure sowie Anilin versetzt. Den Ansatz lieB man 30 Minuten ruhen, figte 1,5 Aquiva-
lente 60 hinzu und lieB ihn weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur rihren. Nach einer
Salzsaure (5 %)-Chloroform-Extraktion und einer saulenchromatographischen Aufreinigung

konnte 69 mit 11 Prozent Ausbeute gewonnen werden.

0 <+> ( )
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Abbildung 55: Kondensationsreaktion von Nicotinaldehyd mit O-Benzylhydroxylamin.

Aus Nicotinaldehyd wird die Schiffsche Base 1-(Pyridin-3-ylmethylen)pyrrolidin-1-ium gebildet. Als reaktives Intermediat
erleichtert sie den nukleophilen Angriff des vorab deprotonierten O-Benzylhydroxylaminhydrochlorids. Durch den Ab-
gang des Pyrollidins kommt es zur Bildung des Oximethers.[%8
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MORALES et al. verwendeten zur Ausbildung der Schiffschen Base anstelle von Anilin Pyrrolidin
(Abbildung 55, Seite 76).°®1 Die Umsetzung erfolgte analog zu den oben aufgefihrten Versuchs-
aufbau mit vorab frisch destilliertem Pyrrolidin. Nach Zusatz des Pyrrolidins war eine schlagartige
Farbvertiefung der Losung von hellgelb zu gelb wahrnehmbar. Nach Zugabe der jeweiligen
O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivate farbte sich der Ansatz schnell orange bis rot. Dieser
Farbverlauf wies auf eine positive Reaktion hin. Schon nach zwei Minuten konnte diinnschichtchro-
matographisch ein Umsatz von mehr als 50 Prozent registriert werden. Die Ansatze lieB man 24 bis
96 Stunden bei Zimmertemperatur ruhen und reinigte sie schlieBlich durch Extraktion und Schwer-
kraftsdulenchromatographie (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf. Die Verbindungen 68 bis 70 konnten mit Aus-
beuten von 80 bis 91 Prozent gewonnen werden (Tabelle 6). Somit gelang es, die Ausbeuten bei
der Kondensationsreaktion von Nicotinaldehyd mit den O-Benzylhydroxylaminhydrochloriden

enorm zu steigern.

Tabelle 6: Isolierte Verbindungen 68 bis 70 und ihre Ausbeuten.

Verbindung Rest Ausbeute E:Z-Verhaltnis
68 Bn 90 % 95:5
69 4-CIBn 9N% 92:8
70 4-MeolBn 80 % 90:10

Verwendete man anstelle der O-Benzylhydroxylaminhydrochloride ihre ¢ligen, freien Basen, so
war ein anfanglicher Umsatz erst nach 48 Stunden detektierbar. Die vollstandige Produktbildung
erreichte man noch nicht einmal nach zwei Wochen. Weiterhin lagen die Ausbeuten nach der Auf-

reiniung bei 15 bis 30 Prozent.

Der Anteil an Z-Isomeren, der sich bei der Reaktion bildete, war, nach Auswertung der jeweiligen
'H-NMR-Spektren, im Vergleich zur Benzylierung von 65 marginal hoher (Tabelle 6). Diese Isome-
rengemische waren saulenchromatographisch nicht aufzutrennen. Somit wurden die nachfolgen-
den Reaktionen mit jenen Gemischen geplant und erst im finalen Schritt chromatographisch iso-

liert.
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4.2.2 Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivate des 3-Oximethertyps

Die Synthese (Abbildung 47, iia, iib, Seite 63) erfolgte analog zu der Darstellung der
N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivate des 3-Carbamidtyps (siehe 4.1.3 Beschreibung der experi-
mentellen Durchflhrung, Seite 42). Auffallig war, dass 66 bis 70 eine deutlich bessere Ldslichkeit in
absolutem THF aufwiesen als die Nicotinanilide beziehungsweise die Nicotinamide. Das kénnte

mitbestimmend fir die deutlich héheren Umséatze der 3-Oximetherderivate sein (Tabelle 7).

Die Ausbeutendifferenzierung zu den 3-Carbamiden wurde schon vorab im Abschnitt 4.1.3 Aus-
beutenvariabilitat (Seite 43) diskutiert. Eine Unterscheidung der E- und Z-Isomeren konnte mittels
Dunnschichtchromatographie nicht getroffen werden. Somit konnte auch keine Trennung mittels
Schwerkraftsaulenchromatographie erzielt werden, sodass die Produktgemische fir die darauffol-
gende Reaktion genutzt wurden. Die 'H-NMR-Spektren von 71 bis 75 zeigen die gleichen Rotame-

rencharakteristika wie die Vertreter der 3-Carbamidreihe.

Tabelle 7: Gewonnene N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivate des 3-Oximethertyps (71 bis 75).
Diese Abbildung berticksichtigt keine absoluten Konfigurationen oder Rotamerenformen.

4
\H/N = /N\O/R
O
71-75
Verbindung R Ausbeute
71 Me 49 %
72 Et 48 %
73 Bn 60 %
74 4-CIBn 57 %
75 4-MeOBn 28 %

4.2.3 Darstellung und Charakterisierung der 1-Aza-9-oxafluoren- beziehungs-

weise der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate des Oximethertyps

Anfanglich wurden die 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluoren- beziehungsweise die
5-Hydroxy-10-aza-11-oxabenzol[a]fluoren-Derivate des 3-Oximethertyps in Analogie zu den cycli-
schen Verbindungen des 3-Carbamidtyps synthetisiert (Abbildung 47, Seite 63, Syntheseplan A,
iiia). Nach erfolgter Schwerkraftsdulenchromatographie gelang es, 78 bis 80, 82, 90, 91 sowie 93
zu isolieren. 80 wurde im Anschluss durch eine Middle Pressure Liquid Chromatography (MPLC;
siehe 6.2.2.3, Methode B) aufgereinigt. 91 war in so geringen Mengen isoliert worden, dass eine
weitere Aufarbeitung mittels MPLC nicht méglich war. Daher konnte es nur in einem E/Z-Isome-
rengemisch von 93 zu7 gewonnen werden. Die erhaltenen Ausbeuten sind mit denen der
3-Carbamidderivate vergleichbar und in Tabelle 8 (Seite 79) aufgelistet. Die Darstellung der
Methoxybenzyl-tragenden Vertreter gelang Uber den Syntheseweg A hingegen nicht.
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Die 'H-NMR-Spektren der synthetisierten Verbindungen zeigten im Grundgeriist die gleichen
Signale wie die der 3-Carbamide. Die OH-Signale treten bei den 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorenen
bei 9,42 ppm und bei den benzoanellierten Vertretern bei 10,13 ppm auf. Das vom Anisotropie-
kegel erfasste H-5 (6,33 ppm) der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene beziehungsweise das H-7
(6,45 ppm) der
3-Carbamidanaloga eine Hochfeldverschiebung (H-5 = 6,45 ppm, H-7 = 6,62). Das Methinproton-

5-Hydroxy-10-Aza-11-oxabenzo[alfluorene erfuhr im Vergleich zu ihren
signal der Oximethergruppe tritt bei einer 400 Megahertz-Messung zwischen 7,86 ppm und
7,95 ppm (im E-Isomer) fast ausschlieBlich als Singulett auf (Abbildung 57 oben, Seite 81). Im Falle
von 79 konnte ein Dublett mit einer Kopplungskontante zum H-2 von 0,6 Hertz nachgewiesen

werden. Die weiterfiihrende Diskussion zur 'H-NMR-Analytik erfolgt in den folgenden Kapiteln.

sowie der

(78 bis

Tabelle 8: Dargestellte Verbindungen der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluoren- 80, 82)

5-Hydroxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate (89 bis 91, 93) mit Ausbeuten.

78-80, 82 89-91, 93
Verb. R Ausbeute Verb. R Ausbeute
78 Me 2% 89 Me 2%
79 Et 9% 90 Et 8%
80 Bn 5% 91 Bn 2%
82 4-CIBn 1% 93 4-CIBn 9%

Synthese von 77 und 88

Mit Hilfe von Wasserstoff in Kombination mit einem Katalysator sollte unter milden Bedingungen
der Benzylrest von 80 und 93 entfernt werden. Daraus sollten hydrophilere Derivate resultieren,

die beidseitig Wasserstoffbriicken zum aktiven Zentrum der Proteinkinasen ausbilden kénnen.

Dazu wurde ein Aquivalent 80 beziehungsweise 93 in Lésung gebracht. Zur besseren Losungs-
vermittlung verwendete man anstatt das von COREY et al. beschriebene Ethanol ein eins zu eins
Gemisch aus THF und Methanol.**? Zu dem Ansatz gab man 0,5 Aquivalente Palladium auf Kohle
(10 %, als Palladiumanteil angegeben) hinzu und begaste den schiuttelnden Ansatz 12 Stunden mit
einer Atmosphéare Wasserstoff. Dabei bindet Wasserstoff an der Oberflache des Palladiumkataly-
sators duBerst effektiv und wird fiir die Reduktion aktiviert (Abbildung 56, Seite 80). Der Reaktions-
ansatz wurde anschliefend mittels einer Wasser-Chloroform-Extraktion und einer Schwerkraftsau-
lenchromatographie (LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt. Man konnte (£)-6-Hydroxy-4-phenylbenzo-
furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehydoxim (77) mit 29 Prozent und (£)-5-Hydroxy-7-phenylnaph-
tho[2,1:4,5]furo([2,3-b]pyridin-3-carbaldehydoxim (88) mit 20 Prozent Ausbeute gewinnen. Trotz
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des nach dinnschichtchromatographischer Verlaufskontrolle vollstandigen Reaktionsumsatzes wa-
ren die Ausbeuten Uberraschend niedrig. Mit der zweiten OH-Gruppe als zusatzlichen Wasserstoff-
brickendonator kénnen 77 und 88 bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung vermehrt
H-Bricken zu den Silanolgruppen der stationdren Phase aufbauen. Somit wiirde ein groBerer Teil
der Verbindungen, bei dem verwendeteten lipophilen Laufmittel, auf der Saule verharren und die

Ausbeuten deutlich limitieren.

HO HQ

Ph Ph
N \N/O 1 atm H,, Pd/C (10 %) SN \N,OH

12 h, RT

\

O N/ 0 N

Abbildung 56: O-Debenzylierung von 80 durch klassische Hydrogenolyse unter Bildung von 77.

Bei einem vorhergehenden Versuchsaufbau fihrte man die oben beschriebene Reduktion in ei-
nem metallischen Uberdruckreaktor durch. Zur Durchmischung des Ansatzes nutzte man ein Rihr-
werk, das man in den Uberdruckreaktor einlieB. Anstelle von einer Atmosphéare Wasserstoff ver-
wendete man einen Wasserstoffdruck von finf Bar. Nach 24 Stunden konnte bei Raumtemperatur
kein Umsatz festgestellt werden, sodass man den Ansatz mit 50 Bar Wasserstoff begaste. Die an-
schlieBenden 24 Stunden flhrten ebenfalls nicht zum erwinschten Erfolg. Somit entschied man,
sich die Reaktion auf eine Temperatur von 40 und spater auf 60 Grad Celsius einzustellen. Trotz
dieser zusatzlichen Energiezufuhr konnte man nach 48 Stunden keinen Umsatz dokumentieren.
Wahrscheinlich geht dieses Ergebnis mit der Verteilung des Palladiumkatalysators einher. Durch
die Rotationsbewegung des in den Uberdruckreaktor eingelassenen Rihrwerks wird der GroBteil
des Katalysators an die Innenwand des Metallgehauses gedruckt. Faktisch ist kaum Katalysator fir
den Reaktionsumsatz vorhanden und die Reaktion ineffizient. Bei dem oben beschriebenen Reak-
tionen nutzte man zur besseren Durchmischung hingegen eine Schittelapparatur. Somit wird
deutlich, wie essentiell eine optimale Verteilung des Katalysators und die damit verbundene, ver-

besserte Wasserstoffaktivierung ist.

Beim Vergleich der 'H-NMR-Spektren von 80 und 77 erkennt man den Erfolg der Reaktion. Bei
80 sind eindeutig die Methylenprotonen als Singulett bei 5,13 ppm und die Wasserstoffatome des
benachbarten Phenylrings als Multiplett zwischen 7,40 ppm und 7,25 ppm zu erkennen (Abbildung
57 oben Seite 81 oder Anlage Seite XX). Nach erfolgter Reduktion zu 77 treten diese Signale nicht
mehr auf. Stattdessen zeigt sich nun tieffeldverschoben ein Singulett bei 11,45 ppm, das der Oxim-

partialstruktur zuzuordnen ist (Abbildung 57 unten Seite 81 oder Anlage Seite XIX).
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Abbildung 57: '"H-NMR von 80 (oben, rot); 'H-NMR von 77 (unten, blau).

Oben: Erkennbar sind die Methylenprotonen bei & = 5,13 ppm und die angrenzenden Wasserstoffatome des Phenylrings
bei & = 7,40 bis 7,25 ppm (rot unterlegt); unten: das charakteristische Benzylsignal von 80 ist verschwunden und das
Oximsignal erscheint bei & = 11,45 ppm (blau unterlegt).

4.2.3.1 Darstellung der 1-Aza-9-oxafluoren- beziehungsweise der 10-Aza-11-oxa-

benzolalfluoren-Derivate des Oximethertyps nach Syntheseweg B

Das Synthesekonzept B (Abbildung 47, Seite 63) sah urspriinglich den Schutz der oxidations-
empfindlichen Aldehydfunktion mittels einer Acetalgruppe vor. Das resultierende Acetal sollte aus-
reichend stabil fur eine nukleophile 1,4-Addition der Grignardverbindungen sein. Erst bei der an-
schlieBenden Cyclisierung zum 1-Aza-9-oxafluoren-Gerlst war dessen Hydrolyse, unter Beibehal-
tung der Aldehydgruppe, im sauren Milieu vorgesehen. Zu Beginn sollte Nicotinaldehyd in ein cyc-
lisches Acetal Uberflihrt werden. Diese Derivatisierung wird aufgrund des —I-Effekts des Pyridinrings
als stabiler gegenuber saurer Hydrolyse im Vergleich zu den acyclischen Vertretern mit elektron-
schiebenden Substituenten beschrieben. Bei der hydrolytischen Spaltung des Acetals wirde das
in situ entstehende Carbeniumion durch elektronenziehende Gruppen destabilisiert werden. Daher
ist die Triebkraft flr die Ausbildung derartiger Carbokationen deutlich verringert und die jeweiligen
Acetale thermodynamisch stabiler.*%” Fiir die Darstellung wurde ein Aquivalent Nicotinaldehyd mit
zwei Aquivalenten Ethylenglykol unter sauren Bedingungen in Toluen bis zum Ruiickfluss erhitzt.
Innerhalb von drei Stunden resultierte nach basisch wassriger Ethylacetatextraktion und nach
48-stindiger Trocknung des eingeengten Rickstands 3-(1,3-Dioxolan-2-yl)pyridin (99) als hellgel-
bes Ol mit 56 Prozent Ausbeute.
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99 wurde im nachsten Schritt nach AAV 2 in sein N-Acetyl-1,4-dihydropyridin Gberfihrt (siehe
7.1, Seite 124). Nach Zugabe von Phenylmagnesiumchlorid wurde der Ansatz massenspektrome-
trisch vermessen. Tatsachlich blieb das Acetal (m/z = 272,1) unter den gegebenen Bedingungen
erhalten. Nach ammoniakalischer sowie saurer Extraktion war allerdings nur noch eine Massenzahl
von 228,1 nachweisbar. Die anschlieBende 'H-NMR-Messung des isolierten Feststoffs offenbarte,
dass das Acetal wahrend der Extraktion zum freien Aldehyd (EZRS)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-
dihydropyridin-3-carbaldehyd (100, 49 % Ausbeute) gespalten wurde.

Nichtsdestotrotz wurde 100 einer [2+3]-Cycloaddition mit 1,4-Benzochinon unterzogen. Nach
40 Tagen wurde der Versuch abgebrochen und sdulenchromatographisch aufgereinigt. Es konnte
weder das gewlinschte Produkt 6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd noch

seine hoher oxidierte Carbonsaureform nachgewiesen werden.

Aufgrund der vorhergehenden Erfahrungen war man sich der Bestdndigkeit der
6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehydoximether sowie ihrer benzoanellier-
ten Vertreter in perchlorsaurem Milieu bewusst. Daher entschied man sich, die O-Ethyloximether
79 und 90 wiederum zu hydrolysieren, um die Aldehydfunktion fur weitere Umsetzungen freizu-

geben (Synthesekonzept B, Abbildung 47, ivy, Seite 63).

Synthese von 76 und 90
Dieser Schritt diente dem Entschitzen der Aldehydgruppe (Abbildung 47, Seite 63, ivp). Dabei

wurde urspringlich ein Aquivalent 90 in THF geldst und mit zwei Milliliter destilliertes Wasser,
zwei Aquivalenten 4-Toluensulfonsaure sowie Paraformaldehyd, entsprechend zehn Aquivalenten
Formaldehyd, erganzt*°! 4-Toluensulfonsaure erfiillt dabei zwei Aufgaben. Zum einen leitet es
durch Protonierung des Stickstoffatoms der O-Ethyloximetherstruktur dessen Hydrolyse zum
Aldehyd ein. Zum anderen kommt es durch den protolytischen Zerfall des Paraformaldehyds zur
Bildung von Formaldehyd, das wiederum eine Oxidation des hydrolysierten Aldehyds vermeiden
soll. Der Ansatz wurde bis zum Ruckfluss erhitzt und die Reaktion unter engmaschiger diinnschicht-
chromatographischer Kontrolle beobachtet. Auf der DC-Platte bildete sich unterhalb des bei
254 Nanometer blaufluoreszierenden Punktes von 90 ein weiterer, fluoreszenzldschender Spot.
Nach insgesamt 96 Stunden und weiteren Zusatzen an 4-Toluensulfonsdure sowie Paraformalde-
hyd konnte kein zusatzlicher Umsatz registriert werden. Man lie3 den Ansatz abkihlen und reinigte
ihn mittels einer Wasser-Chloroform-Extraktion sowie einer Schwerkraftsdulenchromatographie
auf. Verbindung 76 konnte mit 74 Prozent Ausbeute gewonnen werden. Zur Verklrzung der
Reaktionsdauer entschloss man sich, die weiteren Reaktionsansatze mikrowellengestitzt zu planen.
Analog zu der oben genannten Darstellung erfolgten die kiinftigen Umsetzungen bei 120 Grad Cel-
sius und 60 Minuten lang im Mikrowellenreaktor.2"” Dann reinigte man die Ansatze wie oben be-
schrieben auf und erhielt 6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd (76) mit
75 Prozent sowie 5-Hydroxy-7-phenylnaphtho(2°,1:4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd (90) mit
84 Prozent Ausbeute (Abbildung 58, Seite 83).
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Abbildung 58: Mikrowellengestutzte Hydrolyse am Beispiel von 79 unter Bildung von 76.

Beim Vergleich der 'H-NMR-Spektren von 79 und 76 zeigt sich das Signal des Methinprotons

von 79 bei 7,86 ppm. Weiterhin sind die Methylengruppe als Quartett bei 4,11 ppm und die Me-

thylgruppe als Triplett 1,19 ppm zu erkennen (Abbildung 59 oben, rot unterlegt oder Anlage,

Seite XXIV). Nach der hydrolytischen Abspaltung des O-Ethylhydroxylaminrestes beobachtete man
im 'H-NMR-Spektrum von 76, dass das Methinproton des Aldehyds tieffeldverschoben bei

9,88 ppm vorliegt (Abbildung 59, unten, blau unterlegt).

-HC=N-OR
6-OH H-2 \/4-Ph CH, H,O DMSO CH,
H-8
/ H-7 H-5
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm
-HC(=0)-R H-2
4-Ph
+
H-8
H-7 H-5 H,0 DMSO
6-OH
J l JL AJLA L M
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Abbildung 59: 'H-NMR von 79 (oben, rot); 'H-NMR von 76 (unten, blau).

Oben: Erkennbar ist das Methinproton bei & = 7,86 ppm, die Methylengruppe als Quartett bei 6 = 4,11 ppm und die
Methylgruppe als Triplett bei & = 1,19 ppm (rot unterlegt); Unten: Nach Hydrolyse des Oximethers liegt das Methinproton

des Aldehyds bei & = 9,88 ppm vor (blau unterlegt).
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Kondensationsreaktion von 76 und 90 mit O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivaten

76 und 90 sollten im Anschluss wiederum derivatisiert werden. Dazu ging man ahnlich wie in
4.2.1.2 bei der Kondensationsreaktion von Nicotinaldehyd mit O-Benzylhydroxylaminderivaten vor.
Es wurde ein Aquivalent 76 beziehungsweise 90 mit zwei Aquivalenten Essigsdure und drei Aqui-
valenten frisch destilliertem Pyrrolidin in THF versetzt. Der Ansatz wurde 30 Minuten ruhen gelas-
sen. AnschlieBend ergdnzte man drei Aquivalente des jeweiligen O-Benzylhydroxylaminhydro-

chlorid-Derivats.!**®

Die gelbe Losung verfarbte sich innerhalb von finf Minuten orange und zeigte in der ddnn-
schichtchromatographischen Verlaufskontrolle einen fast vollstdndigen Umsatz an. Dennoch liel3
man den Ansatz vier Tage lang ruhen. AnschlieBend reinigte man ihn mittels einer Salz-
saure (5 %)-Chloroform-Extraktion und einer Schwerkraftsdulenchromatographie auf. Die resultie-
renden Ole wurden durch Methanol oder Ethylacetat zur Féllung gebracht. Das entstandene Pré-
zipitat wurde gegebenenfalls gewaschen und drei Tage im Exsikkator getrocknet. 85, 86, 92 E,
92 Z, 96 E sowie 96 Z mussten zusatzlich mittels MPLC (siehe 6.2.2.3, Methode A) weiter aufgerei-

nigt werden.

Tabelle 9: Dargestellte Verbindungen der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluoren- (81, 83 bis 86) sowie der
5-Hydroxy-10-aza-11-oxabenzol[a]fluoren-Derivate (92 E/Z, 94 bis 96 E/Z) mit Ausbeuten.

92E, 94, 95, 96E

Verb. R Ausbeute Verb. R Ausbeute
81 4-FBn 86 % 92E 4-FBn 62 %
83 3-CIBn 76 % 927 4-FBn 26 %
84 4-MeOBn 81% 94 3-CIBn 62 %
85 3-MeOBn 72 % 95 4-MeOBn 20 %
86 2-MeOBn 55 % 96E 3-MeOBn 25 %

96Z 3-MeOBn 12 %
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In welchem Verhaltnis sich die E/Z-Isomere darstellen lassen, hangt zum einen vom Grundgerist
und zum anderen von der Substitutionsposition des jeweiligen Rests an der Benzylpartialstruktur
ab. Vorrangig bildete sich das E-Isomer. Hierbei lagen die Ausbeuten zwischen 25 bis 86 Prozent
(Tabelle 9, Seite 84). Bei den 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluoren-Derivaten isolierte man ausschlieBlich
die E-Isomerenform. Bei den benzoanellierten Vertretern konnten bei 92 und 96 zusatzlich die
Z-Formen gewonnen werden. Je ndher die Substituenten des Benzylrests an der Oximpartialstruk-
tur gelegen waren, desto unselektiver verlief die Reaktion. Das meta-Chlorobenzyl-Derivat 94
konnte nur als Isomerengemisch in einem Verhéltnis von 90 zu 10 (E- zu Z-Isomer) isoliert werden.
Bei der meta-Methoxybenzyl-Verbindung 96 lag das E/Z-Verhaltnis, nach erfolgreicher MPLC-Auf-
reinigung, bei zwei zu eins. Die Isomerentrennung des ortho-Methoxy-analogen Derivats zu 96
gelang hingegen nicht. Jenes Isomerenverhaltnis lag nach der 'H-NMR-Auswertung bei eins zu

eins.

Betrachtet man die Molekilstruktur wird deutlich, dass aus sterischen Grinden die E-Form im
groBeren Ausmal entstehen muss. Die energieminimierten Konformationen von 92 E und 92 Z in
Abbildung 60 offenbaren, dass der O-(4-Fluorobenzyl)-Rest in der E-Form (links) so ausgerichet
ist, dass er den groBtmdglichen Abstand zum Grundgerist bewahrt. Die sterische Hinderung ist
somit enorm minimiert. Im Z-lsomer (rechts) erfahrt die am Sauerstoff befindliche
benzylische Gruppe durch den Azoxafluorenring eine derartige sterische Hinderung, dass sie nur
durch Torsion dieser Lage entgehen kann. Somit ist die Triebkraft, dass die Z-Isomere gebildet

werden, entscheidend limitiert.

Somit wird deutlich, dass rein aus rdumlichen Gesichtspunkten vermehrt die E-Form bei der Kon-
densationsreaktion gebildet werden musste. Arbeiten von KARABATSOS et al. und JOHNSON et al. mit
raumgreifenden Carbonylverbindungen und arylierten beziehungsweise alkylierten Hydroxyl-

aminen sowie Hydrazinen bekréaftigen diese Ansicht. [¢7% 3023031

Abbildung 60: Energieminimierte Konformationen des O-(4-Fluorobenzyl)-Derviats 92 E (links) und 92 Z (rechts).?%"
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4232 Festlegung der E/Z-Isomerie und Isomereninversion

Festlegung der E/Z-Isomerie

Nach erfolgreicher lIsolierung der E- und Z-Isomere von 92 und 96, gelang es, sie mittels
'H-NMR-Analytik zu differenzieren. Beispielhaft sollen die 'H-NMR-Spektren von 92 E und 92 Z
analysiert werden (Abbildung 61, Seite 87). Am auffélligsten ist die Verschiebung des Methinpro-
tons der Oximetherpartialstruktur. Bei der 'H-NMR von 92 E liegt dieses Signal bei 7,95 ppm (Ab-
bildung 61 oben, rot unterlegt oder Anlage, Seite XXV) vor. Bei 92 Z ist es durch eine Hochfeldver-
schiebung charakterisiert (& = 7,30 ppm, Abbildung 61 unten, blau unterlegt oder Anlage
Seite XXVII). Diese unterschiedliche chemische Verschiebung kdnnte mit dem entschirmenden
Effekt des Sauerstoffatoms der Oximetherstruktur einhergehen. PHILLIPS postulierte in seiner Arbeit
zur NMR-spektroskopischen Aufklarung von Nitrosaminen, Alkylnitriten und Aldoximen, dass die
Methinprotonen im E-Isomer einen paramagnetischen Shift durch das rdumlich nahe Sauerstoff-
atom erfahren.®® Diese Protonen liegen folglich tieffeldverschoben vor. Im Z-lsomer ist das
Sauerstoffatom entgegengesetzt zum Methinwasserstoff ausgerichtet. Somit bleibt der ent-
schirmende Effekt auf das Methinproton aus und das Signal tritt im héheren Magnetfeld in Reso-

nanz.

Die chemischen Verschiebungen der H-9-Signale bekraftigen ebenfalls die vorab festgelegte Zu-
ordnung. Das H-9-Signal von 92 E tritt bei 8,81 ppm auf. Geht man davon aus, dass der Anisotro-
piekegel des Oximethers sich analog zu dem der Carbonylgruppe ausrichtet, wird H-9, neben dem
entschirmenden Einfluss des Azoxafluorenrings, auch dem abschirmenden Effekt der Oxim-
etherstruktur ausgesetzt sein. Aus Abbildung 60 links I&sst sich erkennen, dass die Doppelbindung
der Oximetherpartialstruktur bei 92 E in der Konformation mit dem geringsten Energieinhalt direkt
parallel zum H-9 ausgerichtet ist. Diese Doppelbindungstruktur liegt im energieminimierten Kon-
former von 92 Z aus sterischen Grinden verdreht vor (siehe Abbildung 60 rechts, Seite 85). Aus-
gehend davon, dass im zeitlichen Mittel vorrangig die Konformation mit der geringsten potentiel-
len Energie anzutreffen ist, wird H-9 in 92 Z deutlich schwacher vom Anisotropiekegel der Oxim-
ethergruppe abgeschirmt. Das H-9-Signal weist folglich in der 'H-NMR eine Tieffeldverschiebung
auf. Weiterhin war die leichte Verschiebung von H-6 auffallig. Bei 92 E liegt es bei 6,45 ppm und
bei 92 Z bei 6,50 ppm.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch einen unterschiedlich starken entschirmenden
Effekt des Sauerstoffatoms der Oximetherpartialstruktur auf die Methinprotonen und der diffen-
Zierte Anisotropieeinfluss der Doppelbindung auf die H-9 Protonen die 'H-NMR-Spektren der Iso-

mere klar unterscheidbar waren und folglich den jeweiligen Isomeren zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 61: 'H-NMR von 92 E (oben, rot); 'H-NMR von 92 Z (unten, blau).
Vergleicht man beide 'H-NMR-Spektren erkennt man, dass das Methinproton bei 92 E im Gegensatz zu 92 Z tieffeldver-
schoben vorliegt und H-6 sowie H-9 eine Hochfeldverschiebung erfahren (farbig unterlegt).

Isomereninversion

Laut GARCIA-IRIEPA und MARAZZI sind die E/Z-Isomere bistabile Systeme — auch Molekulare Schal-
ter genannt -, die durch externe Stimuli in unterschiedliche elektronische Zustdnde gebracht wer-
den kénnen. Derartige Zustandsanderungen kénnen durch pH-Veranderung, thermischen Einfluss
oder Lichteinwirkung provoziert werden 2’8 3% 3% Die |somereninversion erfolgt umso schlechter,
je groBer die konfigurative Stabilitdt der Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung (C=N) ist. Befindet
sich laut VOGTLE ein Heteroatom mit freien Elektronenpaar in Nachbarschaft zur besagten Bindung,
wird deren Stabilitat auBerordentlich gesteigert. Hingegen erleichtern Substituenten, die die
Elektronendichte am Iminostickstoff vermindern, die Isomerisierung.?%”! Die E- und Z-isomeren
Formen der O-Alkyl- beziehungsweise O-Benzyloximether weisen ebenso unterschiedliche ther-
modynamische Stabilititen auf. Deren Uberfiihrung ineinander gelingt nur durch Uberwindung
einer Energiebarriere, der Aktivierungsenergie. Bei thermischen Reaktionen wiirde der Energieein-
trag zur Erreichung der Aktivierungsenergie im Falle von (£/2)-O-Alkyloximethern so hoch sein,
dass sie nicht ohne weiteres durch Warmezufuhr dberwunden werden kann. So beschrieben CURTIN
et al. 1966 eine nichtkatalysierte Umwandlung von dem Z-lIsomer des Chlorophenylphenylme-
thanon-O-methyloxims in die E-Form mittels einer Energiezufuhr von 230 Grad Celsius Gber

170 Stunden. Fir den inversen Prozess waren sogar 528 Stunden bei 200 Grad Celsius notwen-
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3% Bej einer photoinduzierten E/Z-Isomerisierung — auch Photochromie genannt - wird hin-

dig
gegen solche Transformation durch den Einsatz von Lichteinstrahlung bewirkt. Dieser photoche-
mische Prozess erfolgt als diabatische Reaktion, bei der das Edukt in einen angeregten Zustand
tiberfiihrt wird und (ber sein angeregtes Minimum ins Produkt miindet.*% 3% Daher entschied
man sich fir eine angestrebte Isomerenumwandlung innerhalb dieser Arbeit, die Ultraviolettstrah-
lung zu nutzen. Dazu wurde 80 in DMSO-ds geldst und mittels einer Ultra-Vitalux-Lampe bestrahlt.
Dieses Leuchtmittel emittiert ein ahnliches Spektrum wie das Sonnenlicht (> 270 nm).B"%" Der
Reaktionsverlauf wurde mittels 'H-NMR- und HPLC-Analytik dokumentiert. Nach einem Tag
Bestrahlung war noch keine Isomerisierung vom E-Isomer der Verbindung 80 zu erkennen. Der
Ansatz wurde weitere sechs Tage den UV-Strahlen ausgesetzt. Tatsachlich traten nunmehr alle
charakteristischen chemischen Verschiebungen - Signale von H-2, H-5, der Methin- und
Methylengruppe - doppelt auf (Abbildung 62, unten, Seite 89 oder Anlage, Seite XXII). Mit den Er-
kenntnissen, die bei der Isomerendifferenzierung von 92 gewonnen wurden, konnten die neu auf-
tretenden Signale eindeutig dem Z-Isomer zugeordnet werden. Auch bei der HPLC-Analytik traten
ab den siebten Tag und fortwahrend bei jeder Messung zwei aufeinanderfolgende Peaks auf (Ab-
bildung 62, oben rechts, Seite 89 oder Anlage, Seite XXIII). Beide Isomere lagen anndhrend im Ver-
haltnis von eins zu eins vor. Man lieB den Ansatz in Erwartung, dass sich das Isomerenverhaltnis
weiter zu Gunsten der Z-Form verschieben wiirde, noch weitere 14 Tage bestrahlen. Diese Hypo-
these konnte nicht bestatigt werden. Auch nach 21 Tagen blieb die Relation beider Isomere
zueinander unverandert. Die Isomerenformen lagen lichtinduziert somit im photostationdren Zu-
stand (c(E)/c(2)) vor. Dessen Konzentrationsverhaltnis definiert sich durch das Verhaltnis der Quan-
tenausbeuten von Hin- und Ruckreaktion (PE-Z und ®Z-E) sowie des Absorptionskoeffizienten
in Abhangigkeit von der Wellenlange A.2%!

c(E) ef Py

@ dbp,

Gleichung 1: Berechnung des photostationédren Zustands. 3% 308

Prinzipiell sind E/Z-lsomerisierungen durch m-m*- sowie n-m*-Ubergange charakterisiert.?%

Nach der Molekulorbitaltheorie wére das Anheben eines 1t-Elektrons von seinem energiereichsten,
besetzten T-Orbital (Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO) ins energiedrmste, unbesetzte
1*-Orbital (Lowest Unoccupied Molecular Orbital; LUMO) denkbar. Dadurch wird das bindende
Potential des Orbitals aufgehoben und die freie Drehbarkeit, aufgrund der noch bestehenden
o-Bindung, ermoglicht. Aus den aktivierten Zustédnden kdnnen wiederum nach Rickkehr des
1t-Elektrons ins HOMO E- und Z-Isomere gleichermalBen gebildet werden. Damit ware auch das
Verhaltnis im photostationaren Gleichgewicht nachvollziehbar.% Diese m-mt*-Orbitaliibergénge
postulierten auch PADWA und ALBRECHT bei ihren photochemischen Untersuchungen von
1-Phenylethan-1-on-O-methyloxim. Absorptionen, die auf energiedrmere n-m*-Ubergange hin-

deuten wirden, konnten sie nicht nachweisen. Die n-mt*-Zustande sollten einen betrachtlichen
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Doppelbindungscharakter behalten und so einen groBen Widerstand gegen Rotations-

bewegungen bieten B
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Abbildung 62: Isomerisierung der E-Form von 80 zum Z-lsomer anhand von HPLC- und 'H-NMR-Analytik.

Oben links: HPLC Ergebnis von 80 (tr = 20,417 min, 99,39 %); oben rechts: HPLC Ergebnis von 80 nach sieben Tagen
UV-Bestrahlung (Z-Form: tr = 12,992 min, 44,02 %, E-Form: tr = 20,442 min, 55,98 %); unten: 'H-NMR von 80 mit charak-
teristischer Signalverdopplung von H-5, H-2 und den Methinprotonen. Weiterhin zeigt die Methylengruppe ein zuséatzli-

ches Signal.

Betrachtet man die Valenzbindungstheorie ist der E/Z-Isomerisierungsprozess von O-Alkyl-
oximethern im Detail nicht vollends aufgeklart. Grundsatzlich werden die zwei urspuinglich von
CURTIN et al. beschriebenen Ansétze in der Literatur genauer diskutiert.*%! Zum einen griff MARULLO
und WAGENER 1966 den von CURTIN postulierten Rotationsmechanismus um die C=N-Bindung
herum auf. Ihre Ergebnisse zur Isomerisierung von Iminokohlensaureestern legen aufgrund der
sehr niedrigen Aktivierungsenergie und der groBen Isomerisierungsrate der Verbindungen einen
Reaktionsablauf mit polarem Ubergangszustand nahe. Dabei kommt es zur Delokalisierung der
m-bindenden Elektronen.®™? KessLER befasste sich zwei Jahre spater mit dem zweiten moglichen
Ansatz, bei dem sich im Ubergangzustand die an der Iminostickstoff-gebundenen Gruppe in einer
Ebene mit der Iminofunktion ausrichtet. Dieser lineare Mechanismus wird vorrangig fir Verbindun-

gen mit raumgreifenden Resten beschrieben.*" Dabei bleibt die Tt-Bindung intakt und das Orbital,
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in dem das nicht gebundene Elektronenpaar des Stickstoffs lokalisiert ist, rehybridisiert zum
p-Orbital. Diese Transformation soll die Interaktion der T-Elektronen mit dem p-Orbital erleich-
tern.®™ PADWA und ALBRECHT halten es sogar fiir maglich, dass die Isomerisierung tiber eine

1,3-sigmatrope Wasserstoffverschiebung ablauft, kénnen sie aber nicht im Detail belegen.®'™

Bei noch intensiverer Bestrahlung wiirde auf der Isomerisierung eine Fragmentierung folgen, die
durch die Entstehung von Iminylradikalen charakterisiert ist. Als Folgeschritte wiirden sich die Ra-

dikale zum Imin absattigen und hydrolytisch, unter Bildung eines Aldehyds, gespalten werden.°°!
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4.3 Proteinkinasehemmung

Der erste Teil der Testung wurde in Zusammenarbeit mit der PROQINASE GmbH (Freiburg) reali-
siert. Der dort entwickelte **PANQINASE® -Assay basiert auf einer radiometrischen Aktivitatsbestim-
mung von Kinasen, bei dem [y-**P]-ATP, als Phosphatdonator, radioaktives **P-Phosphat (**P;) auf
das Zielsubstrat Ubertragt, was nachfolgend quantitativ detektiert wird. Dort wurden die Verbin-
dungen 23 bis 27, 36 bis 41 sowie 44 bis 48 (siehe Tabelle 10, Seite 92) an CDK1/CycB1, GSK3p,
ERK1, JNK3 und Fyn Wild Typ (Fyn wt) getestet (siehe 8.1).

Der zweite Teil der Testung erfolgte in Kooperation mit den Arbeitskreisen P.KOCH aus Tibingen
und V. KRYSTOF aus Olomouc (Tschechien). P.KOCH und Mitarbeiter ermittelten die inhibitorische
Aktivitat der Verbindungen 28, 30 bis 35, 42, 43, 49, 50 (siehe Tabelle 11, Seite 92) sowie 77 bis 86
und 88 bis 96 (siche Tabelle 12, Seite 93) an GSK3B und JNK3. Dabei nutzten sie zum einen den
relativ neuen ADP-Glo™-Kinase-Assay, bei dem das durch Verbrauch von ATP entstandene ADP
wiederum in ATP umgewandelt und dessen erneuter Umsatz Uber eine Luciferase-Reaktion be-
stimmt wird (fir GSK3, siehe 8.2). Zum anderen wurde fur die Aktivitatsermittiung an der JNK3 ein
Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA) genutzt, bei dem ein antiphospho-basierter Antikor-
per mit einer Meerrettichperoxidase verknUpft ist. Diese induziert die Umwandlung des Farbstoffes
3,355 -Tetramethylbenzidin (TMB), was mit der Auspradgung der Hemmaktivitat korreliert
(siehe 8.3). Der von der Arbeitsgruppe um V. KRYSTOF verwendete Assay funktioniert in analoger
Weise zu dem **PANQINASE® -Assay. Er diente zur Aktivitatsbestimmung der oben genannten Ver-
bindungen, einschlieBlich 29, an der CDK1/CycB, CDK2/CycE und Fyn wt (siehe 8.4).

In jedem Assay wurden fir alle Testsubstanzen Verdinnungsreihen angefertigt und vermessen.
Zusatzlich wurden Kontrollwerte in Abwesenheit der zu testenden Verbindung, aber mit Kinasezu-
satz (Positivkontrolle) und ohne Kinase (Negativkontrolle) bestimmt. Im Anschluss ermittelte man
je nach Assay die prozentuale Restaktivitdt beziehungsweise die prozentuale Hemmaktivitat
(Differenz von 100 und der prozentualen Restaktivitat). Zur Vereinheitlichung werden in dieser

Arbeit ausschlieBlich die prozentualen Restaktivitaten betrachtet.

) Messwert — Negativkontrolle
% Restaktivitat = — - x 100
Positivkontrolle — Negativkontrolle

Gleichung 2: Berechnung der prozentualen Restaktivitat.™

Aus den prozentualen Restaktivitaten lassen sich die ICso-Werte softwareunterstitzt ermitteln.
Der ICso-Wert gibt die Konzentration an, bei der eine halbmaximale Hemmung erfolgt und wird als
MaB fiir die Starke der inhibitorischen Wirkung angesehen.® Im Falle der ersten Teiltestung wur-
den von der PROQINASE alle Werte als ICsg angegeben. ICso-Werte groBer 100 Mikromol betrachtete
PROQINASE als nicht aktiv und wurden folgendermal3en deklariert: >1E-04 M. Bei den Untersuchun-
gen von P.KOCH erfolgte die Bestimmung der ICsp-Werte bei 10 Mikromol Substanz- sowie

ATP-Konzentration. Nur bei prozentualen Restaktivitditen unter 55 Prozent wurden exakte
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|Cso-Werte ermittelt. Bei hoheren Restaktivitdten wurden die 1Cso-Werte als groBer (> 10 uM) oder
deutlich gréBer (>> 10 uM) deklariert.

Die Arbeitsgruppe um V. KRYSTOF bestimmte die ICso-Werte bei 20 Mikromol Substanz- und
15 Mikromol ATP-Konzentration. Die exakten ICso-Werte wurden nur bei prozentualen Restaktivi-
taten bis 58 Prozent bestimmt. ICso-Werte hdherer Restaktivitat wurden als groBer 20 Mikromol
(> 20 uM) deklariert.

Alle hier angefiihrten Werte sind noch einmal tabellarisch in den jeweiligen Abschnitten im ex-
perimentellen Teil (siehe 8.1, 8.2, 8.3 und 8.4) oder in der Anlage von Seite XXIX bis XXXII angege-

ben.

Tabelle 10: Strukturtbersicht der im ersten Teil getesteten Verbindungen mit Amid-Partialstruktur.

HO
Ph O
1
X N/R
H
0~ N\
23-27 36-41, 44-48
Verb. R! Verb. R? R!
23 H 39 H 4-MeOPh
24 4-CIPh 40 H 3-MeOPh
25 3-CIPh Y| H Bn
26 4-MeOPh 44 MeO Ph
27 3-MeOPh 45 MeO 4-CIPh
36 H 46 MeO 3-CIPh
37 H 47 MeO 4-MeOPh
38 H 48 MeO 3-MeOPh

Tabelle 11: Strukturlbersicht der im zweiten Teil getesteten Verbindungen mit Amid-Partialstruktur.

HO
Ph O
R1
X N~
H
0 N\
28-34 42, 43, 49, 50
Verb. R Verb. R? R!
28 Bn 42 H 4-CIBn
29 4-CIBn 43 H 4-MeOBn
30 3-CIBn 49 MeO Bn
31 2-CIBn 50 MeO 4-MeOBn

32 4-MeOBn
33 3-MeOBn
34 2-MeOBn
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Tabelle 12: Strukturtbersicht der im zweiten Teil getesteten Verbindungen mit Oxim- und Oximether-Partialstruktur.

HO HO
Ph Ph
@)
DA QO Yy
O N/ 0 N/
77-86 88-96E/Z
Verb. R Verb. R
77 H 88 H
78 Me 89 Me
79 Et 90 Et
80 Bn 91 Bn
81 4-FBn 92E 4-FBn
82 4-CIBn 927 4-FBn
83 2-CIBn 93 4-CIBn
84 4-MeOBn 94 2-CIBn
85 3-MeOBn 95 4-MeOBn
86 2-MeOBn 96E 3-MeOBn

96Z 3-MeOBn

4.3.1 Interpretation der Testergebnisse von der PROQINASE GmbH

Laut friheren in vitro-Ergebnissen galt 28 mit einer CDK1/CycB1-Aktivitat von 1,47 Mikromol als
potenter Inhibitor fur diese Kinaseklasse. Man postulierte eine verstarkte, hydrophobe Wechselwir-
kung mit der Gatekeeper-AS Phe80 (bei Ausrichtung II, Abbildung 18, Seite 35)."*? Somit ging man
davon aus, dass die um eine Methylengruppe verkirzten Anilide in Position drei zu ahnlichen Er-
gebnissen fuhren. Weder 23 bis 27 noch ihre benzoanellierten oder die 1-Methoxy-tragenden,
benzoanellierten Verbindungen zeigten eine Aktivitdt an der CDK1/CycB1 (ICso > 100 pM). Dies
kdnnte einerseits daran liegen, dass die Anilide den Phenylring im Gegensatz zu 28 nicht parallel
zur Gatekeeper-AS ausrichten kdnnen und somit keine Ti-1i-Wechselwirkungen maoglich sind. An-
dererseits kdnnten Derivatisierungen am Anilidgerlst oder in den benzoanellierten Verbindungen
36 bis 48 zu einer derart groBen sterischen Hinderung fuhren, dass eine Interaktion mit dem kata-
lytischen Zentrum nicht mehr moglich ist. Ahnlich sah die Datenlage bei der Testung an der GSK3B
aus. Alle der oben genannten Verbindungen zeigten |Cso-Werte tGber 100 Mikromol und wurden

daher als nicht aktiv gewertet.

An der ERK1 zeigte 23 keine relevante Hemmaktivitat. Sein para-Chlor-substituiertes Analogon
24 hingegen wies einen |Cso-Wert von 63,5 Mikromol auf. Wahrscheinlich orientiert sich 24 nach
Ausrichtung | (Abbildung 17, Seite 34), sodass der Rest in Position drei in die vordere hydrophobe
Tasche ragt und sich Uber van-der-Waals-Krafte stabilisiert. Diese Orientierung wirde es der
phenolischen OH-Gruppe erlauben mit der Gatekeeper-AS der ERK1 Glutamin 103 (GIn103) eine
Wasserstoffbriicke auszubilden. Die Substitution des Chlorrestes durch eine Methoxygruppe sowie

die Positionierung beider Reste in meta-Stellung scheint fur die Wechselwirkung mit der vorderen
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hydrophoben Bindetasche nachteilig zu sein. Die Verbindungen 25 bis 27 zeigten folglich keinerlei
Hemmaktivitat (ICso > 100 uM). Verbindung 41 wies einen |Cso-Wert von 85,2 Mikromol auf. Die
Anilid-analogen Verbindungen waren dagegen an der ERK1 inaktiv (ICso > 100 uM). Anscheinend
wirken sich die durch die Methylenbriicke zusatzlich gewonnenen Freiheitsgrade bei 41 positiv auf
die Hemmaktivitdt aus. Das kdnnte mit zusatzlichen hydrophoben Wechselwirkungen und einer

Erhéhung der Entropie einhergehen.

An der JNK3 waren ausschlieBlich die 1-Aza-9-oxafluorene mit Carbanilidstruktur in Position drei
aktiv. Verbindung 23 wies einen ICso-Wert von 38,7 Mikromol auf. Zusatzlich zu der Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke Uber das Stickstoffatom des Azoxafluoren-Ringes zu Met149 der
Hinge-Region sind hydrophobe Wechselwirkungen zur hinteren hydrophoben Tasche wahrschein-
lich.®" In Docking-Experimenten konnte die Ausbildung dieser hydrophoben Tasche in silico nach-
gewiesen werden.”® Daher ist von einer Orientierung nach Ausrichtung Il auszugehen (siche 4.4
Docking-Untersuchungen, Seite 101). Diese Hypothese wird durch die leichte Affinitatssteigerung
aufgrund der Erweiterung des 3-Anilidrestes mit einem Chlorsubstituenten in Position vier unter-
stltzt (24 mit ICso = 35,7 uM). Der Austausch des Chlorsubstituenten durch eine Methoxygruppe
fuhrte hingegen zur Reduzierung der Hemmaktivitat (26 mit ICso = 93,3 uM). Bei 26 scheint der
sterische Einfluss folglich so gro3 zu sein, dass eine optimale Orientierung des Restes in Stellung
drei nicht gewahrleistet ist. Bei den meta-substituierten Aniliden 25 und 27 ist der Substituent ste-
risch unvorteilhaft, sodass Hemmaktivitaten groBer 100 Mikromol die Folge sind. Die benzoanel-
lierten Verbindungen zeigten ebenfalls keine Hemmwirkung. Eine Orientierung nach Ausrichtung |l
im katalytischen Zentrum ware am wahrscheinlichsten. Allerdings scheint der Ligand ein so groBes
Raumvolumen einzunehmen, dass die Verbindungen sich nicht ideal in der Bindetasche orientieren

konnen.

Verbindung 23 ist weiterhin an der Fyn wt aktiv (ICso = 37,2 uM). Neben der Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zu Met85 der Hinge-Region ware 23 bei Ausrichtung Il in der Lage, Uber die
phenolische Hydroxygruppe in Position sechs eine weitere H-Briicke mit der Carbonyleinheit von
Leu17 im vorderen Bereich der Bindetasche auszubilden. Dies bestatigen die Docking-Ergebnisse
im nachsten Abschnitt (4.4, Seite 101).1°" 24 bis 27 zeigten mit ICso-Werten gréBer 100 Mikromol
deutlich geringere Wechselwirkungen mit der ATP-Bindedomane. Trotz des kleineren Molekul-
volumens des Gatekeeper-Threonins (Thr82) und des damit verbundenen Zuganges zur hinteren
hydrophoben Bindedomane, scheint die Interaktion mit dieser nur eingeschrankt bis gar nicht zu

n.B"® Ein Grund dafiir ware die nicht flexible Anilidpartialstruktur, die den lipophilen Rest in

bestehe
Stellung drei nicht optimal ausrichtet und so die Wechselwirkung mit der hinteren hydrophoben
Tasche ausbleibt. Hinzukommt, dass weitere AS, wie Met58, Glu54 und Lys39 den hinteren Teil der
Bindedoméne raumlich stark limitieren(siehe 4.4, Seite 101).26" 36 ist das benzoanellierte Analogon
zu 23, das allerdings keine Hemmaktivitdt zeigt (ICso > 100 pM). Eine Interaktion mit der
Hinge-Region bei Ausrichtung Il scheint nicht ausreichend zu sein, um ICso-Werte unterhalb von

100 Mikromol zu erhalten. Die Substitution des Phenylringes durch einen Benzylrest in Position
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acht, wie bei 41, fihrt hingegen zur Verbesserung der |Cso-Werte (ICso = 41,8 uM). Denkbar ware,
dass durch die zusatzliche Methylenbricke des Restes in Stellung acht sowie die damit verbunde-
nen vermehrten Freiheitsgrade 41 dazu verhelfen, dem sterischen Hindernis der Gatekeeper-AS
deutlich besser auszuweichen. Somit wére eine Interaktion mit der hinteren hydrophoben Binde-

tasche gegeben.

Die 1-Methoxy-11-aza-10-oxabenzo[alfluorene synthetisierte man in Erwartung, dass sich die Ver-
bindungen in der aktiven Bindetasche nach Ausrichtung Il orientieren und die zusatzliche Me-
thoxygruppe Uber weitere Wechselwirkungen mit Resten der vorderen hydrophoben Bindetasche
interagieren kénne. Verbindung 44 zeigte mit ICso-Werten tber 100 Mikromol an keiner der getes-
teten Kinasen eine Hemmwirkung. Erweiterte man den Anilidrest um einen Chlorsubstituenten in
meta- beziehungsweise um eine Methoxygruppe in para-Position, sind Affinitatssteigerungen an
der Fyn-Kinase von 62,2 Mikromol (46) und 66,4 Mikromol (47) verzeichnet worden. Eine plausible
Struktur-Wirkungsbeziehung ist allerdings nicht ableitbar, da Verbindung 45 und 48 ICso-Werte

Uber 100 Mikromol prasentieren, obwohl ahnliche Hemmwerte erwartbar wéaren.

Somit ist festzuhalten, dass 23 eine dual inhibierende Verbindung an JNK3 und Fyn wt mit mo-

deraten Hemmeigenschaften darstellt.

4.3.2 Interpretation der Testergebnisse von P.KocH

Enzymatische Restaktivitit der Verbindungen an der GSK33

Bei der Testung der Verbindungen an der GSK3[3 waren vor allem die 1-Aza-9-oxafluorene mit
Benzylaminrest in Stellung drei auffallig. Sie sind im Gegensatz zu den 3-Anilid-Vertretern an der
GSK3pB aktiv. Das unsubstituierte Benzylamidderivat 28 wies eine Restaktivitat von 54 Prozent
(ICs0 = 20,25 uM) auf. Diese erhohte sich bei dem meta-substituierten Chlorderivat (30) auf 73 Pro-
zent (ICso >> 10 uM). Befand sich der Chlorrest in ortho-Position, senkte sich die restliche Aktivitat
der Kinase auf 52 Prozent (31, ICsg = 22,50 uM) ab. Substanzen mit Methoxygruppen zeigten fol-
gende Restaktivitaten: 32  61Prozent (ICso > 10 uM,  para-substituiert), 33 55 Prozent
(ICs0 = 10,23 uM, meta-substituiert) und 34 59 Prozent (ICsp > 10 uM, ortho-substituiert). Die
Orientierung in der Bindetasche ist nach beiden Ausrichtungen denkbar. Aufgrund der moderaten
Hemmaktivitaten einzelner 1-Aza-9-oxafluorene mit Benzylamidrest ist jedoch Ausrichtung Il wahr-
scheinlicher. Somit kann eine neue Wasserstoffbriicke zwischen der phenolischen Hydroxygruppe
und der Aminofunktion des Arg141 in der vorderen hydrophoben Tasche der GSK3f ausgebildet
werden.®?l Dies gewahrleistet zugleich eine hydrophobe Wechselwirkung der 3-substituierten
Reste mit der Gatekeeper-AS. Zweifelsohne beeinflussen die lipophilen Reste an der
Benzylamidpartialstruktur die Affinitat, allerdings ohne erkennbare Struktur-Wirkungsbeziehung.
Die benzoanellierten Verbindungen 42 und 43 sowie die Vertreter der 1-Methoxy-benzoanellierten
Substanzen 49 und 50 zeigten eine deutlich hdhere Restaktivitat (von 80 bis 92 %). Wahrscheinlich
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ist deren Molekilvolumen zu stark ausgepragt, um die optimale Wechselwirkung mit der katalyti-

schen Domane zu gewabhrleisten.

Das 1-Aza-9-oxafluoren-3-carbaldehydoxim (77) zeigte mit einer Restaktivitdt von 43 Prozent
und einem ICso-Wert von 4,8 Mikromol die besten Hemmeigenschaften aller getesteten Verbin-
dungen. Aus friheren Docking-Studien geht hervor, dass durch eine Hydroxygruppe in Position
drei die Bindungsaffinitat der 1-Aza-9-oxafluorene zur GSK3[ deutlich gesteigert wird. Sie inter-
agiert bei Ausrichtung Il Uber ein inkorporiertes Wassermolekil mit Asp200 im hinteren Teil der
ATP-Bindetasche. Eine weitere Wasserstoffbricke bildet sich zwischen der phenolischen Hydroxy-
gruppe und der Aminofunktion des Arg141 in der vorderen hydrophoben Tasche der GSk3pB.M=?
Ein 8hnlicher Bindungsmodus wére auch bei 77 denkbar. Derivatisiert man 77 zum O-Methyl-
oximether (78) erhoht sich die Restaktivitat auf 73 Prozent (ICso >> 10 uM), was mit einem Verlust
der erstgenannten Wasserstoffbriicke korrelieren kénnte. Parallel dazu sind eine Verdrangung des
Wassermolekdls und eine verstarkte Van-der-Waals-Interaktion zu Leu132 wahrscheinlich. Diese
These bekraftigt sich im Hinblick auf die Restaktivitat des O-Ethyloximetherderivats (78 mit 59 %,
ICso > 10 uM). Durch die zusatzliche Methylengruppe erhdhen sich nicht nur die Freiheitsgrade,
sondern auch die Méglichkeit zur Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen. Erweitert man den
Rest am Oxim um eine Benzylgruppe, erhdht sich die Restaktivitdat deutlich (80 mit 87 %,
ICso >> 10 yM). Betrachtet man die weiteren O-Benzyloximether 81 bis 86, so lassen sich Restakti-
vitaten von bis zu 93 Prozent feststellen. Dabei sind diese unabhangig von der Position zuséatzlicher
Substituenten am Benzylrest — abgesehen von 84. Das para-Methoxybenzyl-Derivat (84) weist eine
Restaktivitat von 81 Prozent (ICsp >> 10 uM) auf. Dessen Methoxyposition scheint im Vergleich zu
den meta- und ortho-substituierten Verbindungen (85 und 86 mit 91 % und 93 %) eine starkere
Wechselwirkung mit den AS-Resten im hinteren Teil der Bindetasche einzugehen. Eine schwach
ausgepragte Wasserstoffbrickenbildung zur Aminogruppe des Peptidrickgrates, die 85 und 86

nicht ausbilden, ware vorstellbar.

Erweitert man 77 um eine benzanellierte Gruppe, erhdht sich dessen Restaktivitdt ebenfalls
deutlich (88 mit 79 %, |Csq >> 10 pM). Durch die Volumenerhthung des Molekdils ist eine
schwachere Ausbildung der oben genannten Wasserstoffbriicken oder gar ein Wegfall derer denk-
bar. Die Derivatisierung von 88 fuihrt zu einem weiteren Affinitatsverlust, der mit einer ausgeprag-
ten MolekulgréBe korrelieren konnte (89 bis 96 mit 83 % bis 99 %).

Enzymatische Restaktivitdt der Verbindungen an der JNK3

Die 1-Aza-9-oxafluorene mit Benzylamidrest in Stellung drei waren ebenso wie ihre 3-Anilid-Ver-
treter an der JNK3 aktiv. Das unsubstituierte Benzylamidderivat 28 wies eine Restaktivitdt von
50 Prozent (ICso = 13,00 uM) auf. Diese erhohte sich bei den Chlor-substituierten Derivaten 30 und
31 gleichermafen auf 57 Prozent (ICsq > 10 uM). Von den Methoxygruppen-tragenden Substanzen
zeigten die para-substituierte (32) und die ortho-substituierte Verbindung (34) mit 59 Prozent und

58 Prozent dhnliche Restaktivitaten. Die meta-substituierte Verbindung 33 wies widererwartend mit
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52 Prozent (ICsg = 36,20 uM) die beste Hemmeigenschaft der genannten Substanzen auf. Betrach-
tet man diese Werte, wird deutlich, dass mit zunehmender GréBe des lipophilen Restes ebenso die
Restaktivitat ansteigt. Das lasst vermuten, dass sich alle Verbindungen nach Ausrichtung Il positio-
nieren und zusatzlich zur gebildeten Wasserstoffbriicke zwischen dem Stickstoffatom des
Ligandengrundkdrpers und dem Met149 der Hinge-Region mit der durch Met146, lle124, Met115,
Leu 126 und Leul44 ausgekleideten hydrophoben Tasche im hinteren Teil der Bindedoméane in
Van-der-Waals-Wechselwirkungen treten (siehe 4.4, Seite 101).126™ Mit zunehmendem Volumen des
Seitenkettenrestes verringert sich allerdings die Méglichkeit der Verbindungen zur adaquaten Ori-
entierung. Erniedrigungen der Hemmeigenschaften sind die Folge. Wirden sich die Verbindungen
nach Ausrichtung | positionieren und somit der 3-Benzylamidrest mit der vorderen hydrophoben
Bindedomane wechselwirken, waren diese Restaktivitaten nicht zu erwarten. Mit Erweiterung des
raumgreifenden Molekulvolumens, wie bei 42, 43, 49 und 50, stieg auch die Restaktivitat der Ver-
bindungen an der JNK3 deutlich an (83 % bis 87 %).

77 zeigte auch an der JNK3 mit einer Restaktivitdt von 21 Prozent (ICso = 1,22 yM) die besten
Hemmeigenschaften aller getesteten Verbindungen. lhre Orientierung nach Ausrichtung Il ist
wahrscheinlich. 77 bildet dabei zwei Wasserstoffbricken zur Bindetasche aus, zum einen zu Met149
der Hinge-Region, zum anderen zu lle70 der Phosphatbindenden Domane (siehe 4.4, Seite 101).
Von einer Wechselwirkung des Oximrestes mit Gatekeeper-Met146 ist nur eingeschrankt auszuge-
hen. Die Oximgruppe ist nicht in der Lage, sich Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit der
Gatekeeper-AS zu stabilisieren. Auch die Interaktion mit dem Schwefelatom, Uber die Ausbildung
einer schwachen Wasserstoffbriicke, ist fraglich. Laut WENNMOHS ist das Schwefelatom im Methio-
nin in silico nicht in der Lage, eine solche H-Bricke zum Liganden auszubilden. Dies bestétigte er
in seinen mathematisch- und computergestitzten Studien, wo er die mdgliche Wechselwirkung
zwischen dem heterozyklischen Rest von Trp199 eines Liganden und Met213 im katalytischen
Zentrum der a-lytischen Protease untersuchte.*"”) Nunmehr ist die Nukleophilie der Oximstruktur,
als definiertes a-Nukleophil, deutlich starker als die der inkorporierten Aminpartialstruktur im
Indolkérper des Trp199, sodass die Ausbildung einer schwachen Wasserstoffbriicke dennoch denk-
bar ware. Docking-Untersuchungen, durchgefiihrt von Dr. DINA ROBAA, bestarkten allerdings die
Hypothese, dass sich keine Wasserstoffbricke, weder zum Gatekeeper-Met146 noch zu einer
Carbonylfunktion des AS-Riickgrats, ausbildet (siehe 4.4, Seite 101).2°" Durch die Methylierung (78)
sowie Ethylierung (79) der Oximgruppe erhdht sich die Restaktivitdt auf 50 Prozent
(ICso = 11,60 uM) und 52 Prozent (ICso = 10 uM). Erweitert man den hydrophoben Rest um eine
Benzylgruppe (80), erhdht sich die Restaktivitat weiterhin (73 %, ICso >> 10 uM). Substituiert man
die Wasserstoffatome des Benzylrestes durch Halogen- sowie Methoxyreste, ist eine weitere
Erhéhung der Restaktivitdt zu beobachten (81 bis 83 und 85, 86 mit 78 bis 82 %). Verbindung 84

zeigt hingegen eine geringere Restaktivitat. Der para-Methoxybenzylrest scheint wohl besser po-
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sitioniert zu sein und effektiver mit AS im hinteren Teil der Bindetasche zu interagieren - wahr-
scheinlich sogar Uber eine schwache Wasserstoffbricke. Die Orientierung der Verbindung 80 bis

86 nach Ausrichtung | ist aufgrund des ausladenen Restes in Stellung drei ebenfalls denkbar.

Verbindung 88 zeigt mit 54 Prozent Restaktivitdt (ICso = 10 uM) eine deutlich geringere Hemm-
eigenschaft als sein nicht-benzoanelliertes Analogon 77. Von einem ahnlichen Bindungsmechanis-
mus nach Ausrichtung Il ist auszugehen.”®" Allerdings scheint die Wechselwirkung aufgrund des
raumgreifenden Molekulvolumens deutlich eingeschrankt zu sein. Nachfolgende Alkylierungen (89
und 90) schrénkten die Hemmeigenschaften an der JNK3 weiter ein. Die an Position acht
benzylierten Vertreter waren schlieBlich so voluminds, dass vereinzelt, wie bei 96E, ein kompletter
Verlust der Inhibition resultierte (91 bis 96, von 84 bis 100 %).

4.3.3 Interpretation der Testergebnisse von V.KRYSTOF

Enzymatische Restaktivitit der Verbindungen an der CDK1/CycB und CDK2/CycE

Aufgrund der sehr hohen Sequenzhomologie der katalytischen Domanen von CDK1 und CDK2

ist eine erhohte Selektivitat der Verbindungen innerhalb der CDK-Familie nicht zu erwarten.*"™

Die friiheren in vitro-Ergebnisse von 28 mit einer CDK1/CycB1 Aktivitat von 1,47 Mikromol konn-
ten bei dieser Testung nicht bestatigt werden.™? 28 wies eine Restaktivitat an CDK1/CycB sowie an
CDK2/CycE von 72 und 65 Prozent auf, was mit einem ICso-Wert tGber 20 Mikromol korreliert. Die
Orientierung nach Ausrichtung Il ist dennoch plausibel. Somit kann einerseits eine verstarkte
T-1i-Wechselwirkung mit der Gatekeeper-AS Phe80 erfolgen und sich parallel die Wasserstoff-
bricke zwischen der phenolischen Hydroxygruppe und lle10 der Phosphatbindestelle ausbilden.
Die Erweiterung des Benzylrestes mit Halogenatomen und Methoxygruppen in ortho-, meta-, und
para-Stellung zeigte keinen deutlichen Einfluss auf die Hemmeigenschaft (29 bis 34 mit 66 bis 71 %
an CDK1/CycB und 59 bis 64 % an CDK2/CycE). Durch die Benzanellierung erhdhte sich die Restak-
tivitat deutlich (42, 43 und 49, 50 mit 86 bis 105 % an CDK1/CycB und 63 bis 90 % an CDK2/CycE).

77 wies mit einer Restaktivitdat von 14 Prozent (ICso = 3,60 + 1,78 uM) an der CDK1/CycB und
19 Prozent (ICso = 2,31 + 0,39 pM) an der CDK2/CycE gute Hemmeigenschaften auf. Bei Ausrich-
tung Il ist die Wechselwirkung mit 1le10 tber eine H-Bricke sowie eine weitere mit dem Backbone
im hinteren Teil der Bindetasche - zum Beispiel Glu81 der Hinge-Region - am wahrscheinlichsten.
Durch die Alkylierung der Oximpartialstruktur werden die Hemmeigenschaften an beiden Kinasen
abgemildert, wodurch die Wasserstoffbriicke im hinteren Teil der katalytischen Domane erlischt
(78 mit 21%, 1Cs0=6,89 + 1,65 uM an CDK1/CycB und mit 24 %, ICso = 4,88 + 2,67 uM an
CDK2/CycE; 79 mit 25 %, ICs50 = 7,59 + 1,05 uM an CDK1/CycB und mit 28 %, ICsp = 6,21 + 2,05 uM
an CDK2/CycE). Der Effekt der H-Briicke wird allerdings durch mdégliche hydrophobe Wechsel-

wirkungen zur Phe80 kompensiert. Durch die zuséatzliche Methylengruppe (79) resultiert im Ver-
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gleich zu 78 nur ein marginaler Verlust der Hemmeigenschaft. Die Ausweitung des 3-Oximether-
restes auf das O-Benzylderivat 80 fuhrt zur deutlichen Erhdhung der Restaktivitat (83 % an
CDK1/CycB und 53 % an CDK2/CycE). Ersetzt man das Wasserstoffatom in para-Stellung durch ein
Fluoratom, tritt eine bessere Hemmung an der CDK1/CycB auf (81, 58 % an CDK1/CycB und 70 %
an CDK2/CycE). Vergleicht man die 3-O-Benzyloximetherderivate (80 bis 86) mit den
3-Benzylamidverbindungen, so lassen sich ahnliche Restaktivitaten feststellen. Daher ist zu vermu-
ten, dass sich 80 bis 86 ebenfalls Uber m-mt-Wechselwirkungen mit der Gatekeeper-AS Phe80
unabhéngig von Art und Position des weiteren Substituenten am Benzenring stabilisieren. Auf-

grund der sterischen Limitierung der Bindedoméne resultieren allerdings hdhere Restaktivitaten.

Das benzoanellierte Derivat 88 wies im Vergleich zu 77 hdhere Restaktivitaten an CDK1/CycB und
CDK2/CycE auf (36 %, ICso = 8,73 + 1,93 uM und 30 %, ICsp = 5,77 + 2,20 uM). Wahrscheinlich po-
sitioniert sich 88, analog zu 77, nach Ausrichtung Il und der Abfall der Hemmeigenschaft korreliert
mit der volumindseren Grundkérperstruktur. Durch die Alkylierung des Oxims kam es zu zusétzli-
chen EinbuBen in der Inhibition (89 und 90 mit 76 % an CDK1/CycB und 79 % an CDK2/CycE), die
bei weiterem Zuwachs der MolekilgroBe (91 bis 96 mit 82 bis 106 % an CDK1/CycB und CDK2/CycE)

nochmals abnahmen.

Enzymatische Restaktivitit der Verbindungen an der Fyn wt

Von den 1-Aza-9-oxafluorenen mit Benzylamidrest in Stellung drei erhoffte man sich durch eine
zusatzliche Interaktion mit der hinteren hydrophoben Bindetasche positive Auswirkungen auf die
Hemmung der Fyn wt. Das unsubstituierte Benzylamidderivat 28 enttduschte allerdings mit einer
Restaktivitdt von 83 Prozent. Diese erhdhte sich bei den Chlor-substituierten Derivaten 30 und 31
auf 91 Prozent beziehungsweise 105 Prozent. Befand sich das Chloratom hingegen in ortho-Posi-
tion, verbesserte sich dessen Hemmeigenschaft (76 %). Von den Methoxygruppen-tragenden
Substanzen zeigten die para- (32) und die ortho-substituierte Verbindung (34) mit 75 Prozent und
86 Prozent deutlich hdhere Restaktivitaten als ihr meta-standiges Analogon (33, 64 %). Aus diesen
Daten wird ersichtlich, dass weder aus der Art noch aus der Position der Substituenten eine plau-
sible Struktur-Wirkungsbeziehung ableitbar ist. Weiterhin ist fraglich, ob eine Wechselwirkung mit
der hinteren hydrophoben Bindetasche besteht. Wahrscheinlicher ist, dass das Gatekeeper-Thr82
ein sterisches Hindernis darstellt, sodass die Reste in Position drei die hydrophobe Tasche nicht
besetzen. Hinzukommt, dass weitere AS, wie Met58, Glu54 und Lys39 den hinteren Teil der Binde-
domane raumlich stark limitieren (siehe 4.4, Seite 101).°°" Durch eine Benzanellierung von 29
kommt es zur Reduzierung der Restaktivitat auf 75 Prozent (42). Bei dem para-Methoxy-Derivat
(43) fuhrt die Benzanellierung hingegen zum kompletten Hemmverlust (103 %). Aufféllig ist, dass
die Substitution des Wasserstoffatoms an Position eins des 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Grund-
kérpers durch eine Methoxygruppe zu deutlich besseren Hemmeigenschaften fuhrt. Bei der
Inhibition der Fyn wt mit 49 konnte eine Restaktivitdat von 65 Prozent ermittelt werden. Erweitert

man den Benzylrest in Stellung acht um eine para-positionierte Methoxygruppe (50), sinkt die
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Restaktivitat weiter auf 56 Prozent (ICso = 12,4 + 0,3 uM). Denkbar ware, dass die Methoxygruppe
in Stellung eins eine H-Briicke zu dem Stickstoff-Riickgrat von Leu17 der vorderen hydrophoben
Tasche ausbildet, die dazu verhilft, das Molekll besser auszurichten. In der Folge kénnte parallel
die am Benzylrest para-positionierte Methoxystruktur eine weitere H-Briicke zum Gatekeeper-Thre-

onin aufbauen.

In der Annahme, dass sich 77 nach Ausrichtung Il orientiert und neben einer Wasserstoffbriicken-
bindung zur Hinge-Region eine zusatzliche zum Backbone aufbauen kénnte, forcierte man dessen
Synthese. Erstaunlicherweise war die Restaktivitat von 77 (77 %) an Fyn wt deutlich groBer als er-
wartet, sodass die hypothetische Wechselwirkung nicht sehr wahrscheinlich ist. Das benzanellierte
Analogon zeigte ahnliche Inhibitionseigenschaften (88, 71 %). Alkyliert man den Wasserstoffbr-
ckendonator hingegen, so konnte eine deutliche Erniedrigung der Restaktivitat (78 mit 63 % und
ICs0 = 16,3 £ 0,5 pM, 79 mit 66 % und ICsp > 20 pM) registriert werden. Der somit entstandene
Wasserstoffbriickenakzeptor kdnnte nunmehr mit der Hydroxygruppe des Gatekeeper-Thr82
wechselwirken und zur Affinitatssteigerung beitragen. Docking-Studien legen allerdings eine Ori-
entierung nach Ausrichtung | nahe und entkraften somit diesen Wechselwirkungscharakter.?®" Die
zusatzliche Benzanellierung beeinflusste die Aktivitat von 89 und 90 an der Fyn wt weiterhin positiv
(64 % und 1Csp = 13,1 £ 1,6 UM sowie 58 % und ICsp = 17,2 + 4,0 uM), welche mit zusatzlichen

Van-der-Waals-Wechselwirkungen einhergehen kénnte.

Die Benzylierung der 1-Aza-9-oxafluorenoxime fuhrte zu einer Erhéhung der Restaktivitat von 61
bis 70 Prozent (80 bis 81 und 84 bis 86). Durch dieses erweiterte Molekilvolumen erfahrt der Lig-
and - geht man von der Ausrichtung | aus - wohl keine optimale Orientierung des Oximetherrestes
in der vorderen hydrophoben Bindetasche. Laut Docking-Experimente kommt es hier allerdings zu
einer Kation-mi-Wechselwirkung, die die Affinititserniedrigung abmildert.?®" Die sterische Hinde-
rung ist besonders groB, sobald sich ein Chloratom in ortho-Position befindet (83). Die Restaktivitat
betrug 78 Prozent. Hingegen haben para-Chlor- (82) sowie para-Methoxysubstituenten (84) im
Vergleich zum unsubstituierten Derivat 80 keinerlei Auswirkungen auf die Hemmeigenschaft an

der Fyn wt.

Die benzanellierte Verbindung 91 wies, wie 80, eine unveranderte Restaktivitat von 62 Prozent
auf. Bei den para-Fluor-substituierten Stellungsisomeren 92E und 92Z unterscheiden sich die
Hemmeigenschaften deutlich. Wahrend die Restaktivitat von 92E bei 77 Prozent liegt, konnte fur
927 eine von 58 Prozent (ICsp > 20 pM) bestimmt werden. Denkbar ware, dass die oben genannte
Kation-m-Wechselwirkung bei 927 zwar aufgehoben wird, allerdings eine parallele Stabilisierung
Uber eine zusatzliche Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoffatom der Oximetherpartialstruk-
tur und dem Tyr84 der Hinge-Region erfolgt. Ahnliche Ergebnisse waren somit auch bei den
meta-Methoxy-substituierten Stellungsisomeren 96E und 96Z zu erwarten gewesen. Ihre Restakti-
vitaten unterscheiden sich allerdings tUberhaupt nicht (75 %). Aufgrund des deutlich gréBeren Vo-
lumens der Methoxygruppe im Vergleich zum Fluoratom kdnnte der gesamte Rest in Position acht

so stark sterisch beeintréchtigt sein, dass die oben beschriebenen Wechselwirkungen gar nicht
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mehr méglich sind. Das para-Chlor-substituierte Derivat 93 zeigt hingegen mit 63 Prozent Restak-

tivitat und mit einen ICso-Wert von 19,3 Mikromol (+ 1,0 uM) moderate Hemmeigenschaften.

Mit 77 respektive 88 ist es gelungen, Verbindungen zu entwickeln, die gute bis moderate Hemm-
wirkungen an GSK3[, JNK3 sowie an CDK1/CycB und CDK2/CycE zeigen, deren Affinitat aber zur

Fyn wt, aufgrund ihres zusatzlichen Wasserstoffbriickendonators, deutlich reduziert ist.

4.4 Docking-Untersuchungen

Zum besseren Verstandnis der Wechselwirkungen der in dieser Arbeit synthetisierten Verbindun-
gen mit ihren Zielproteinen wurden Docking-Experimente durchgefihrt. Das Docking wurde von
Dr. DINA ROBAA aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. WOLFGANG SIPPL am Institut fir Pharmazie der

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg realisiert.

Zur Untersuchung wahlte man insgesamt sieben Verbindungen (23, 28, 77, 78, 88, 89, 90) aus,
die gute inhibitorische Eigenschaften in der biologischen Testung zeigten. Sie wurden an den
Rontgenkristallstrukturen der JNK3 und der Fyn-Tyrosinkinase in silico getestet. Die verwendeten
Docking-Methoden und-Parameter sind im Abschnitt 6.2.9 /n silico Untersuchungen (Seite 122) na-

her beschrieben. 6"

JNK3-Docking-Ergebnisse

Um die plausibelsten Bindungsmodi auszuwahlen, analysierte man die am besten bewerteten
Docking-Stellungen in neun reprasentativen Proteinstrukturen. Es wurden nur Docking-Positionen
beibehalten, bei denen der Pyridinstickstoff eine Wasserstoffbricken-Wechselwirkung mit dem
Grundgeruststickstoff von Met149 der Hinge-Region aufwies. Die Annahme, dass diese Wasser-
stoffbriickenbindung wesentlich fur die Bindung ist, basiert auf der Beobachtung, dass analoge
Verbindungen die gleiche Wasserstoffbindung mit dem Grundgeruststicksotff des konservierten
Methionins der Hinge-Region in anderen Kinasen zeigen, wie zum Beispiel Furanopyrimidinderivate
in EGFR.1%°"

Fur die Verbindungen 23 und 28 beobachtete man zwei mogliche Bindungsmodi, bei denen eine
konservierte Wasserstoffbrickenbindung zwischen dem Pyridinstickstoff und Met149 gebildet wird.
Bei der ersten mdglichen Bindungsorientierung sind der Phenyl- beziehungsweise Benzylrest in
Position drei zur vorderen hydrophoben Bindetasche ausgerichtet (Ausrichtung |, am Protein PDB
1PMV, Abbildung 63, Seite 102). Eine weitere Interaktion, als die oben beschriebene Ausbildung der
Wasserstoffbricke, konnte nicht gefunden werden. Wahrenddessen nehmen im Protein PDB ID
3GIL die Seitenketten von Met146 (Gatekeeper-AS) und lle124 eine andere Konformation an, als
die in IPMV beobachtete. Dadurch &ffnet sich im hinteren Teil der Bindedomane eine mit den
Resten Met146, lle124, Met115, Leu126 und Leu144 ausgekleidete hydrophobe Tasche, in der sich

der Phenyl- beziehungsweise Benzylrest in Position drei von 23 sowie 28 orientieren. Der zweite
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Bindungsmodus ist daher plausibler (Ausrichtung Il, am Protein PDB 3G9L, Abbildung 64,
Seite 102).1%°"

Abbildung 63: Méglicher Bindungsmodus von 23 (orange, links) und 28 (gelb, rechts) nach Ausrichtung |.
AuBer die ausgebildete Wasserstofforiicke zwischen dem Stickstoff des Ligandengrundkdrpers und dem Met149 der
Hinge-Region sind keine weiteren Interaktionen ermittelt worden. 26"
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Abbildung 64: Wahrscheinlicher Bindungsmodus von 23 (orange, links) und 28 (gelb, rechts) nach Ausrichtung II.
Es 6ffnet sich, dadurch das Met146 und lle124 eine andere Konformation einnehmen, eine hydrophobe Bindetasche im
hinteren Teil der Bindedomdne, die durch Met 146, Ile124, Met115, Leu 126 und Leu144 begrenzt ist.12%"

Die Verbindungen 77 und 88 zeigten einen sehr ahnlichen Bindungsmodus nach Ausrichtung 1.
Dabei bildet sich eine Wasserstoffbricke zwischen dem Pyridinstickstoff des Liganden und Met149
aus. Weiterhin sind hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Kernheterozyklus und Val196,
Ala151 und lle70 sowie eine Wasserstoffbriickenwechselwirkung zwischen der phenolischen
OH-Gruppe und dem Grundgerist-Carbonyl von Ile70 nachgewiesen worden. Eine schwache
Wasserstoffbriicke des Oximrestes zum Gatekeeper-Met146 oder zu einem GrundgerUst-Carbonyl

konnte nicht gezeigt werden. Entgegen der im Fall von 23 und 28 beschriebenen hydrophobe
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Bindetasche im hinteren Teil der Domane 6ffnet sich diese bei 77 und 88 nicht, (Ausrichtung I,
Abbildung 65).12¢"

Abbildung 65: Wahrscheinlicher Bindungsmodus von 77 (grn, links) und 88 (cyan, rechts) nach Ausrichtung Il.

Die Liganden bilden zwei Wasserstoffbriicken aus. Zum einen zu Met149 der Hinge-Region, zum anderen zu lle70 der
Phosphatbindenden Domane. Des Weiteren sind hydrophobe Wechselwirkungen des Grundgeristes mit Val196, Ala151
und 1le70 nachgewiesen worden. Eine weitere Wasserstoffbriicke des Oximrestes bleibt hingegen aus. 2!

Fyn-Docking-Ergebnisse

Die einzig verfugbare Kristallstruktur der Fyn-Kinase war die PDB ID 2DQ7. Sie wurde fur das
Docking verwendet. Der Aufbau der Wasserstoffbriicke zwischen dem Pyridinstickstoff des Grund-
gerustes der Liganden mit dem Amidstickstoff von Met85 im Hinge-Bereich wurde als Dreh und
Angelpunkt fir alle gedockten Verbindungen definiert. Das Docking von 23 an Fyn zeigte die
Orientierung des Liganden nach Ausrichtung Il (Abbildung 66 A, Seite 104). Dabei baut er neben
der oben genannten Wasserstoffbriicke eine weitere, ausgehend von der phenolischen
OH-Gruppe, zum Rickgrat-Carbonyl von Leul17 der vorderen hydrophoben Tasche auf. Die
Anilideinheit zeigt hydrophobe Wechselwirkungen mit Met58 im hinteren Teil der Bindetasche. Die
Verbindungen 78 und 89 wiesen nur die oben aufgefihrte Wasserstoffbricke auf. Beide Liganden
orientierten sich innerhalb der Bindetasche nach Ausrichtung | (Abbildung 66 B und C). Eine
Wechselwirkung des Sauerstoffs des Furanringes mit der Gatekeeper-AS Thr82 ist aufgrund der
vorab genannten H-Briicke und des damit einhergehenden zu groBen Abstandes beider Interakti-
onspartner unrealistisch. Weiterhin konnten keine hydrophoben Wechselwirkungen mit weiteren
Teilen der Bindetasche gefunden werden. Erweiterte man 89 um einen Phenylrest (90), so zeigte
sich eine zuséatzliche Kation-mt-Wechselwirkung des Benzenringes mit Lys15 der vorderen hydro-
phoben Tasche (Abbildung 66 D). Eine Wechselwirkung mit der Gatekeeper-AS oder der hinteren

hydrophoben Tasche blieb ebenfalls aus.*"
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Abbildung 66: Wechselwirkung der Liganden mit Fyn wt.
A) 23 mit der Ausbildung zweier H-Briicken zu Met85 und Leul7; B,C) 78 und 89 mit nur einer Wechselwirkung als
H-Briicke zu Met85; D) 90 mit einer zusatzlichen Kation-mi-Wechselwirkung zu Lys15.161
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Zusammenfassung

Mit dem Tod von Rudi Assauer — einer der wohl bekanntesten Fussballprofis und Bundesliga-
manager vergangener Zeiten — riickte auch die schwere und zu seinem Ableben gefuhrte Erkran-
kung Alzheimer (AD) in den medialen Fokus. AD ist charakterisiert durch den kognitiven und damit
einhergehenden sozialen Verfall des Erkrankten. Histopathologisch lassen sich nach der Obduktion
zwei charakteristische Marker, die extrazellularen AB-Proteine sowie die intrazellular gelegenen
NFT’s, nachweisen. Wahrend das Fortschreiten des Erkrankungsbildes nicht mit der Ausbreitung
der AB-Proteine, wie anfangs vermutet, korreliert, zeigt die lokale Auspragung der NFT’s einen
deutlichen Zusammenhang mit der AD-Symptomatik und dessen Stadien. NFT’s stellen agglome-
rierte Tauproteine dar, die aus der Deregulation ihres Phosphorylierungsstatus resultieren. Damit
einhergehend konnten verminderte Aktivitdten von Phosphatasen sowie gesteigerte von Protein-
kinasen nachgewiesen werden. Folglich stellen vor allem die Proteinkinasen potentielle Targets far
die Bekdmpfung von AD dar. Anfanglich assoziierte man mit der Tauhyperphosphorylierung nur
die CDK5 und die GSK3pB. Mittlerweile werden jedoch ebenfalls CDK1, CDK2 sowie MAP-Kinasen
und Tyrosin-phosphorylierende Kinasen, wie Fyn, als relevant erachtet. Weiterhin ist bekannt, dass
GSK3p sowie Fyn nicht nur die Tauphosphorylierung katalysieren, sondern zuséatzlich fur die Aus-
bildung von Lernvorgdngen essentiell sind. Nach heutigem Stand geht man davon aus, dass eine
verstarkte Hochregulation dieser Proteinkinasen NFT-unabhangig die AD-Symptomatik beeinflus-

sen kann.

Trotz einer groBen Zahl unterschiedlichster Substanzklassen, die als Kinaseinhibitoren fungieren,
sind bisher keine Verbindungen bekannt, die bei AD therapeutisch eingesetzt werden. Oftmals
scheiterten derartige Verbindungen aufgrund ihrer Kinaseselektivitat, Wirkstarke sowie Zytotoxizi-
tat. Erreichten sie die Phase der klinischen Studien, konnte bisweilen nur verminderte Wirksamkei-
ten in kognitiven Tests erzielt werden. Aufgrund dessen scheinen monoselektive Kinaseinhibitoren
fur die AD-Therapie nicht zielfihrend zu sein. Somit ist die Etablierung neuerer Leitstrukturen mit

besserem Selektivitatsprofil und potenterer Wirkstarke obligat.

Die Erforschung der ersten 1-Aza-9-oxafluorene sollten derartige Parameter erfiillen. Einige
Vertreter dieser neuartigen Leitstrukturklasse hemmten CDK5 und GSK3[3 kompetitiv in mikro- und
nanomolaren Konzentrationen, ohne ein zytotoxisches Potential zu entwickeln. Weiterfihrende
Derivatisierungen vergroéBerten das Selektivitatsprofil auf CDK1, JNK3 und ERK2. Durch zusétzliche
Docking-Studien konnten die Bindungsmodi der Verbindungen nach Ausrichtung | und Il aufge-

klart werden.

Innerhalb dieser Arbeit sollten im ersten Teilabschnitt neuartige 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-
oxafluorene mit einem Carbamidrest in Position drei sowie deren benzoanellierte Analoga darge-

stellt und auf ihre inhibitorische Qualitat hin untersucht werden. Als Grundlage diente dabei die
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von VOIGT etablierte zwei-Stufen-Synthese. Die vorab dargestellten 3-substituierten Pyridin-
carbamide wurden durch eine regioselektive Grignardreaktion nach COMINS zu unsymmetrischen,
3,4-disubstituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen umgesetzt. Diese Uberfihrte man im Anschluss
mit 1,4-Benzochinon, 1,4-Naphthochinon oder 5-Methoxy-1,4-naphthochinon nach VOIGT's Ein-
topfmethode in die gewinschten, tri- und tetrazyklischen Azoxafluorene. Somit ist es gelungen
28 Zielverbindungen darzustellen, von denen 26 der Literatur unbekannt sind. Darlber hinaus
konnten durch Aminolyse drei weitere 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene gewonnen wer-
den. Nach Isolierung der Verbindungen wurden alle analytisch vermessen und charakterisiert. Ein
besonderes Augenmerk galt der NMR-Strukturanalytik. Die 'H-NMR-Spektren der
N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Zwischenprodukte zeigten dabei verbreiterte Signalverdopplungen,
die durch den Rotamereneffekt verursacht werden. Die oben genannten Endverbindungen wiesen
ebenfalls charakteristische 'H-NMR-Signalverschiebungen auf. So zeigten zum Beispiel alle
H-5- beziehungsweise H-6-Signale, aufgrund des Anisotropieeffekts des Phenylrings in Position
vier (Trizyklus) oder sieben (Tetrazyklus), eine deutliche Hochfeldverschiebung. Durch 2D-korrelie-
rende NMR-Spektren gelang es, alle koppelnden Wasserstoff- sowie Kohlenstoffkerne zuzuordnen
und die gewonnenen Strukturisomere bei der Umsetzung mit 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zu

differenzieren.

Im Teilabschnitt Il sollte die Substanzbibliothek durch 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene
und 5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxabenzo[alfluorene mit Oxim- sowie Oximetherpartialstruk-
tur in Stellung drei beziehungsweise acht erweitert werden. So ist es gelungen, mittels VOIGT's Ein-
topfsynthese acht literaturunbekannte Azoxafluorene mit 3/8-O-Alkyl- beziehungsweise
3/8-0-Benzyloximether-Teilstruktur darzustellen. Dazu forcierte man als erstes die Bildung ent-
sprechender Nicotinaldehyd-0O-alkyloxime und -O-benzyloxime. Diese wurden durch Alkylierung
beziehungsweise Benzylierung von Nicotinaldehydoxim oder durch die Kondensationsreaktion von
Nicotinaldehyd mit vorab hergestellten O-Benzylhydroxylaminhydrochloriden dargestellt.
AnschlieBend setzte man sie zu ihren 1,4-Dihydropyridinderivaten um und tberfuhrte sie final mit
1,4-Benzochinon oder 1,4-Naphthochinon in die gewlnschten Zielverbindungen. Zur Erhéhung der
Variabilitat der Oximetherpartialstruktur sollten des Weiteren Azoxafluorene mit Aldehydfunktion
(76 und 87) realisiert werden. Diese wurden im nachsten Schritt mit O-Benzylhydroxylaminhydro-
chloriden umgesetzt. Dazu war es unabdingbar die Aldehydfunktion vorab zu schiitzen, was durch
Derivatisierung mit Ethylenglykol gelingen sollte. Nach Versagen der Reaktionsreihe mit
3-(1,3-Dioxolan) als Schutzgruppe nutzte man zur Gewinnung der freien Aldehyde die O-Ethyl-
oximether-Abkdmminge (79 und 90). Die O-Ethyloximether-Partialstruktur stellte sich dabei als
sehr potente und hydrolysestabile Schutzgruppe heraus. Somit konnten weitere 11 literaturunbe-
kannte Azoxafluoren-Verbindungen gewonnen werden. Die Darstellung der 3/8-Carbaldehyd-
oxime 77 und 88 gelang durch Hydrogenolyse der 3/8-O-Benzyloximether-Vertreter 80 und 93.

Mittels '"H-NMR-Analytik konnte die Differenzierung der E-sowie Z-Isomere, am Beispiel von 92 E
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und 92 Z, erfolgreich beschrieben werden. Final isomerisierte man 80 durch eine siebentégige

UV-Einstrahlung, unter Erhalt eines eins zu eins Gemisches aus E- sowie Z-Isomeren.

Die Versuche zur Proteinkinasehemmung erfolgten zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten. Der
erste Teil der Testung wurde von der PROQINASE GmbH durchgefihrt. In  ihrem
3PANQINASE® -Assay untersuchten sie die inhibitorische Potenz der synthetisierten Verbindungen
an der CDK1/CycB1, ERK1, GSK3p, JNK3 und Fyn wt. Dabei waren die getesteten Substanzen vor-
rangig gegen die beiden letztgenannten Proteinkinasen aktiv. An der JNK3 waren ausschlieBlich
die 3-Anilid-substituierten 1-Aza-9-oxafluorene aktiv. Je sterisch komplexer das anellierte rigide
Ringsystem war, desto unwahrscheinlicher war die Wechselwirkung mit dem aktiven Zentrum.
Daher waren alle benzoanellierten Verbindungen an der JNK3 inaktiv. An der Fyn wt war das
Hemmprofil der Substanzen uneinheitlich, sodass keine allgemein gultige Aussage zur Struk-
tur-Wirkungsbeziehung getroffen werden kann. Wiederum war vor allem, wie auch an der JNK3,
Verbindung 23 an der Fyn wt am aktivsten. Sie inhibierte beide Proteinkinasen mit folgender
Effektivitat: 1Cso = 38,7 Mikromol (JNK3), 1Cso = 37,2 Mikromol (Fyn wt). Somit gelang es, mit 23
eine dual inhibierende Verbindung mit moderaten Hemmeigenschaften zu entwickeln. Die benzo-
anellierten Substanzen 41 und 46 kristallisierten sich als monoselektive Fyn wt-Inhibitoren (41:
ICso = 41,8 uM, 46: 62,2 uM) heraus.

Der zweite Teil der Testung wurde in Kooperation mit den Arbeitskreisen von P. KOCH (Testung
an GSK3B und JNK3) und V. KRYSTOF (Testung an CDK1/CycB1, CDK2/CycE, Fyn wt) realisiert. Bei den
3-Benzylamid-substituierten Verbindungen zeigten die 1-Aza-9-oxafluorene deutlich bessere
Hemmeigenschaften als ihre benzoanellierten Analoga. Dabei konnten mit den Verbindungen 28
und 33 zwei Benzylamidderivate gewonnen werden, die vor allem dualselektiv gegen GSK3B und
INK3 wirken (28: 1Cso = 20,3 pM (GSK3B), 1Cso = 13,0 uM (JNK3); 33: ICso = 10,2 uM (GSK3p),
ICs0 = 36,2 uM (JNK3)). An der Fyn wt hingegen zeigten mit Ausnahme von 50 (ICso = 12,4 uM) die
Benzylamid-substituierten Verbindungen geringe bis keine inhibitorischen Eigenschaften. In der
Substanzklasse der Azoxafluorene mit Oxim- beziehungsweise Oximetherstruktur in Stellung drei
oder acht war besonders 1-Aza-9-oxafluoren-3-oxim (77) auffallig aktiv. Abgesehen von dessen
Fyn-Aktivitat konnte 77 an allen weiteren Proteinkinasen durch potente, inhibitorische Eigenschaf-
ten bestechen (77: ICso = 4,8 uM (GSK3B), 1Cs0 = 1,2 uyM  (JNK3), 1Cs = 3,6 uM  (CDK1/CycB),
ICs0 = 2,3 UM (CDK2/CycE)). Die Alkylierung der Oximstruktur fiihrte zu Verbindungen, die im Ver-
gleich zu den anderen Proteinkinasen, starker CDK-selektiv waren (78: 1Cso = 6,9 uM (CDK1/CycB),
ICs0 = 4,9 uM (CDK2/CycE); 79: 1Cs = 7,6 uM (CDK1/CycB), ICso = 6,2 uM (CDK2/CycE)). Erweiterte
man den Oximether um eine Benzylgruppe (80: ICso = 15,9 uM (CDK2/CycE)), so nahm zwar die
Hemmeigenschaft im Allgemeinen ab, man gewann aber parallel dazu eine Verbindung mit héhe-
rer CDK2/CycE-Selektivitat. Die Benzanellierung von 77 brachte mit 88 eine Substanz hervor, die
triselektiv auf CDK1/CycB1, CDK2/CycE und JNK3 wirkte (88: ICso = 8,7 uM (CDK1/CycB),
ICs0 = 5,8 uM (CDK2/CycE), 1Cso = 10 uM (JNK3)). Ihre Methylierung sowie Ethylierung fuhrte zu
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potenten, monoselektiven Fyn-Inhibitoren (89: 1Csp = 13,1 uM; 90: ICso = 17,2 uM). Eine weitere ste-

rische Ausdehnung des Restes in Stellung acht stellte sich hingegen als unvorteilhaft heraus.

Weiterhin wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis W. SIPPL Docking-Experimente der Ver-
bindungen 23, 28, 77, 78, 88, 89 und 90 an den Proteinstrukturen der JNK3 und der Fyn-Tyrosin-
kinase durchgefuhrt. Dabei orientieren sich 23 und 28 in der ATP-Bindestelle der JNK3 nach Aus-
richtung Il. Die Liganden bauen eine Wasserstoffbriicke zum Met149 der Hinge-Region auf und
interagieren mit einer hydrophoben Bindetasche im hinteren Teil der Bindedomane. 77 und 88
favorisieren ebenfalls die Interaktion mit dem Protein nach Ausrichtung Il unter Ausbildung der
oben genannten H-Brlcke und einer weiteren zwischen der phenolischen OH-Gruppe und lle70
der phosphatbindenden Bindestelle. In der Fyn-Tyrosinkinase richtet sich 23 nach Ausrichtung II
aus, bei der es zur Bildung zweier Wasserstoffbriicken zu Met85 und Leu17 sowie zu hydrophoben
Wechselwirkungen im hinteren Teil der Bindetasche kommt. 78 und 89 positionieren sich nach
Ausrichtung | in der ATP-Bindetasche. lhre Interaktion mit dem Zielprotein erfolgt ausschliefBlich
Uber eine Wasserstoffbricke zwischen Met85 und dem Pyridinstickstoff des Liganden. Erweitert
man die Seitenkette des Liganden um einen Benzenring (90), so zeigt sich eine

Kation-mt-Wechselwirkung.

Ausblick

Basierend auf die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten und auf biologische Aktivitat hin
untersuchten Verbindungen waére in kiinftigen Projekten die Entwicklung neuartiger Zielstrukturen
mit Variationen im Hinblick auf den rigiden Grundkérper, die Wasserstofforiicken-bildenden Grup-
pen und der Lipophilie vorzunehmen. Somit konnten bisher bekannte Aussagen zur
Struktur-Wirkungsbeziehung bekréftigt beziehungsweise erweitert und effektivere Substanzen mit

dual- oder triselektiver Potenz entwickelt werden.

Zur Untersuchung weiterer potentieller Wasserstoffbriicken und damit einhergehender Affini-
tatssteigerungen wéren folgende Derivatisierungen denkbar. Zum einen ware es interessant das
Sauerstoffatom des Azoxafluoren-Grundkérpers gegen ein Stickstoffatom zu substituieren (Abbil-
dung 67, Seite 109). Dadurch wirde man die Wasserstoffbriickenakzeptorfunktion durch die eines
Donators austauschen. Betrachtet man die bisher durchgefiihrten Docking-Experimente an der
GSK3p und CDK1 (siehe 2.4.3, Abbildung 17, Seite 34, Abbildung 18, Seite 35), kénnte die postulierte
Leitstruktur nunmehr analog zum ATP eine zweite Wasserstoffbriicke zur Hinge-Region aufbauen.
Unter Beibehaltung des bisherigen, rigiden Grundkoérpers wirde auch die Einfihrung einer
Hydroxygruppe in Position zwei zu einer dhnlichen Interaktion fihren. In Erwartung, dass zusatzli-
che Wasserstoffbriicken zur Phosphat-bindenden Doméane mdéglich waren, ist es ratsam eine
Hydroxygruppe in Position zwei oder vier des vierstandigen Phenylrings einzufihren. Ebenso ware
interessant, wie sich die Substitution dieses Phenylrings durch einen sauren Heterozyklus, wie ei-
nem Tetrazolring, auf die Bindungsaffinitdt an den Proteinkinasen auswirken wirde (Abbildung 67,

Seite 109). Als saure Komponente sollte dieser ideal in Wechselwirkung mit der Phosphatbindestelle
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treten konnen. Gelingen koénnte die Synthese durch die Umsetzung von 4-Pyridincarbonitril mit
Natriumazid in einer mit Ammoniumchlorid angesauerten Losung. Nach Bildung des Tetrazolrings
wirde man den Pyridinring zum Dihydropyridin reduzieren und mittels VOIGT's Eintopfsynthese

zum Azoxafluoren umsetzen.

Weiterhin ware der Austausch der Amidgruppe in Position drei durch metabolisch stabilere Grup-
pen, wie Amine, diskutabel (Abbildung 67). Am Ende meiner experimentellen Phase gelang es, mit
101 eine derartige Aminverbindung zu synthetisieren. Die Darstellung erfolgte ausgehend von
6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd (76). Ein Aquivalent 76 wurde dazu
mit einem Aquivalent Anilin in Toluen unter Rickfluss zum Iminzwischenprodukt umgesetzt. Im
AnschluB entfernte man das Lésungsmittel und 16ste den Riickstand in Methanol. Folglich erganzte
man Natriumborhydrid bis zum vollstdndigen Umsatz. Nach Extraktion und sdulenchromatogra-
phischer Aufreinigung konnte 101 isoliert und auf seine biologische Aktivitat hin untersucht wer-

B Der isosterische Austausch der Amidgruppe fiihrte im Vergleich zu 23 zu deutlich besseren

den.
Hemmeigenschaften an der GSK3B und an den CDKs (ICsp = 10,66 uM (GSK3), 1Cso = 12,85 uM
(CDK1CycB), 1Cso = 6,51 uM(CDK2/CycE)). Das konnte einerseits mit den durch den Wegfall der
Amidfunktion neu gewonnenen Freiheitsgraden und damit besseren Wechselwirkungen mit der
Gatekeeper-AS hereingehen. Andererseits stellt ein Amin einen deutlich besseren Wasserstoffbri-
ckendonator im Vergleich zum Amid dar. Somit kénnte die Aminpartialstruktur zuklnftig die Sub-

stanzbibliothek der Azoxafluorene enorm bereichern.

Abbildung 67: Uberblick tiber potentielle Derivatisierungen der Leitstruktur.

In Zukunft sollte man den Fokus auf die Oximderivatisierung intensivieren. So wére es ratsam,
anstelle der lipophilen O-Benzyloximether O-Oximester oder O-Oximcarbamate zu etablieren (Ab-
bildung 67). Zum einen wirde man dadurch die Hydrophilie der Verbindungen erhéhen, zum an-
deren kdnnten die charakteristischen Gruppen als ideale Prodrugstrukturen beziehungsweise als
metabolisch resistentere Verbindungen mit langeranhaltener Wirksamkeit fungieren. Beide Para-
meter waren fir die Alzheimertherapie im Hinblick auf der Hirngangigkeit und auf der Anreiche-

rung wirksamer Konzentrationen obligat.

Weiterhin sollte der Faktor der Lipophilie zuklnftig stérker bedacht werden. Verbindungen mit
ausgepragt hydrophobem Charakter neigen oftmals zu Loslichkeitsproblemen in der Analytik und

wahrend der biologischen Testung. AuBerdem spielt sie eine enorme Rolle bei der bei AD erfor-
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derlichen Hirngangigkeit und bei der gastrointestinalen Resorption. Somit sollten sich weiterfiih-
rende Arbeiten zusatzlich mit der Bestimmung vom Verteilungs- beziehungsweise Distributionsko-
effizienten beschaftigen. Als Anreiz dazu wurde nach Ablauf meiner experimentellen Phase der
Verteilungskoeffizient (Log P) ausgewahlter Verbindungen bestimmt. Die Bestimmung erfolgte
unter Einbeziehung der OECD-Leitlinie 117. In dieser werden die Log P-Werte mit Hilfe der
HPLC-Methodik bestimmt. Dazu ermittelt man als erstes die Retentionszeiten der notwendigen
Referenzsubstanzen. Mittels diesen und der Totzeit der Saule konnen deren k-Werte berechnet
werden. lhre logarithmierten Formen werden gegen die literaturbekannten Log P-Werten linear
aufgetragen. Folglich werden die experimentell ermittelten Retentionszeiten der Testverbindungen
sowie die erstellte Regressionsgerade zur Bestimmung der gesuchten Log P-Werte herangezo-

B20] Eine detaillierte Beschreibung zur Bestimmung des Log P-Wertes ist dem Abschnitt 8.5 zu

gen.
entnehmen. Die ermittelten Verteilungskoeffizienten sind Tabelle 13 zu entnehmen.
Betrachtet man den Log P-Wert losgel6st von anderen die Hirngéngigkeit beeinflussenden, physi-
kalischen Eigenschaften, so ist die Wahrscheinlichkeit die Bluthirnschranke zu passieren bei 23 und
77 mit einem Log P-Wert von jeweils 2,4 am hochsten. Das Optimum diese Barriere zu Gberwinden,
liegt im Bereich um 1,5 bis 2,5.°° 32" Diese beiden Verbindungen waren auch digjenigen mit den
besten Hemmeigenschaften an den jeweiligen Proteinkinasen. 24, 36, 78 und 80 weisen hingegen
deutliche héhere Log P-Werte auf, sodass man davon ausgehen kann, dass sie nur in geringen

MaBen die Bluthirnschranke tGberwinden oder gastrointestinal resorbiert werden.

Tabelle 13: Experimentell bestimmte Verteilungskoeffizienten ausgewéhiter Verbindungen.

Verbindung  Verteilungskoeffizient

23 2,4
24 3.2
36 3.8
77 2,4
78 38
80 51

Des Weiteren ware es von Vorteil, die Ausbeuten der Cyclisierungsreaktion zu optimieren. Dies
kénnte gelingen, in dem man anstelle von oxidierenden Bransted-Sauren, wie Perchlorsaure, auf
nicht-oxidierende, wie der 4-Toluensulfonsaure, zurickgreift. AuBerdem ist die Anwendung von
Lewis-Sauren, wie Zink-(Il)-chlorid, Aluminium-(lll)-chlorid oder Titan-(IV)-chlorid bei diesem Re-

aktionstyp noch nicht erprobt.

Zudem sollte die biologische Testung der Verbindungen auf weitere AD-pathologisch spezifische
Proteinkinasen ausgedehnt werden. Beispielsweise kdnnte man dazu die vielversprechenden Kan-
didaten 23, 77 und 88 einem Target-basierten High-Throughput-Screening unterwerfen. Des Wei-
teren sollten die drei genannten Substanzen auf ihre Hirngéngigkeit hin in tierexperimentellen

Studien untersucht werden.
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Chemikalien, Gerate und Methoden

6 CHEMIKALIEN, GERATE UND METHODEN

6.1 Chemikalien

Die verwendeten Losungsmittel wurden nach literaturbekannten Methoden gereinigt bzw. ge-
trocknet %!

Zur Synthese und Analytik der Verbindungen wurden die folgenden Chemikalien kommerziell er-
worben oder aus dem Bestand des Pharmazieinstitutes bezogen:

1,4-Benzochinon (SIGMA ALDRICH)

1,4-Dioxan (GRUSSING GmbH)
1,4-Naphthochinon (SIGMA ALDRICH)
2-Chloro-1,4-benzochinon (ACROS ORAGNICS)
5-Hydroxy-1,4-naphthochinon (SIGMA ALDRICH)
2-Chlorobenzylamin (SIGMA ALDRICH)
2-Chlorobenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
2-Methoxybenzylalkohol (SIGMA ALDRICH)
2-Methoxybenzylamin (SIGMA ALDRICH)
3-Chloranilin

3-Chlorobenzylamin (SIGMA ALDRICH)
3-Methoxyanilin

3-Methoxybenzylalkohol (SIGMA ALDRICH)
3-Methoxybenzylamin (SIGMA ALDRICH)
3-Methoxybenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
4-Chloranilin

4-Chlorobenzylamin (SIGMA ALDRICH)
4-Chlorobenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
4-Fluorobenzylchlorid (MERCK-SCHUCHARDT)
4-Methoxyanilin

4-Methoxybenzylamin (FERAK BERLIN)
4-Methoxybenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
Aceton

Acetylchlorid (MERCK KGaA)

Ammoniak 25 % (GRUSSING GmbH)
Ammoniumchlorid 99,5 % (GRUSSING GmbH)
Anilin

Benzylamin (SIGMA ALDRICH)

Benzylchlorid (MERCK KGaA)

Calciumchlorid (GRUSSING GmbH)
Chloroform

Cyclohexan (>99,5 % zur Synthese; CARL ROTH GmbH & Co KG)
Diethylether

Dimethylsulfoxid (SIGMA ALDRICH)
Dimethy/lsulfoxid-ds (EURISO TOP)

Ethylacetat

Ethylenglykol 99 % (GRUSSING GmbH)
Ethylnicotinat 99 % (ALFA AESAR)
Hydrazinhydrat 100 % (MERCK KGaA)
lodethan

13
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lodmethan

Kalium-tert-butoxid (SIGMA ALDRICH)

Kieselgel 60 (63-200 nm; MACHEREY-NAGEL)
Kupfer-(l)-jodid

Lithiumchlorid

Methanol

Methanol fir HPLC (CARL ROTH GmbH)

Natrium

Natriumchlorid (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Natriumhydroxid (GRUSSING GmbH)

n-Hexan (GRUSSING GmbH)
N-Hydroxyphthalimid 97 % (SIGMA ALDRICH)
Nicotinaldehyd (JANSSEN CHIMICA, SIGMA ALDRICH)
N,N-Dimethylformamid 99 % (GRUSSING GmbH)
Palladium auf Aktivkohle 10 % (SIGMA ALDRICH)
Paraformaldehyd

Perchlorsaure 70 % (VEB LABORCHEMIE APOLDA)
Phenylboronséure (SIGMA ALDRICH)
Phenylmagnesiumchlorid 2 M in THF (SIGMA ALDRICH)
Phosphorpentoxid (CARL ROTH GmbH)

Pyridin (GRUSSING GmbH)

Salzsaure 37 % (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Seesand (GRUSSING GmbH)

Silikondl (bis 220 °C; GRUSSING GmbH)
Tetrahydrofuran (GRUSSING GmbH)
Thionylchlorid (VEB LABORCHEMIE APOLDA)
Toluen 99 % (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Toluol-4-sulfonsaure Monohydrat (CARL ROTH GmbH & Co KG)
Triethylamin 99 % (GRUSSING GmbH)

14
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6.2 Gerate und Methoden zur Synthese und Analytik

6.2.1 Allgemeine Methoden zur Synthese

Reaktionen

Die Synthesen erfolgten in Rundkolben aus Borosilikatglas (50-500 mL) unter Zuhilfenahme von
Magnetrihrwerken und -stdbchen zur permanenten Durchmischung. Bei Synthesen hoherer
Temperaturen wurden zum Erhitzen Silikonélbader (bis 220 °C) genutzt. Bei Reaktionen unterhalb
der Raumtemperatur verwendete man Kéltebader (Trockeneis sowie ein 1:1 Gemisch aus Isopro-
panol und Methanol oder Eis und Natriumchlorid im Verhaltnis 3:1). Jeder Umsatz wurde ddnn-
schichtchromatographisch sowie massenspektrometrisch verfolgt.

Extraktion

Auf dem Reaktionsschritt folgte das Extraktionsverfahren. Extrahiert wurde, unter Nutzung eines
Scheidetrichters, jeweils dreimal der wassrigen Phase entsprechende Volumina mit Extraktions-
mittel. Extraktionsmittel sowie pH-abh&ngige Bedingungen wéhrend der Extraktion sind in den
Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV), 7.1, Seite 124) bzw. in den Verbindungsmonographien (7.2,
ab Seite 127) hinterlegt.

Filtration

Die Filtration erfolgte durch Rundfilter aus Zellulose der Firma MUNKTELL AHLSTROM mittels
Schwerkraft. Des Weiteren wurden grobere Feststoffe durch eine Porzellanfritte G3 oder G4 vom
Filtrat abgetrennt. Dazu legte man an einer Saugflasche mit darauf applizierter Fritte einen Unter-
druck an und goss das zu trennende Gemisch in die selbige. Zur Kldrung des Reaktionsansatzes
von feinverteilten, suspendierten Palladium-Aktivkohle-Katalysator wurde zusatzlich in eine
G3-Fritte Kieselgel 60 eingefillt und der Ansatz unter Vakuum filtriert.

Schwerkraftsdulenchromatographie

Siehe 6.2.2.1 Schwerkraftsaulenchromatographie (Seite 116).

Umkristallisation

Der Ansatz wurde in einem Losungsmittel, indem er sich wenig |8ste, suspendiert und erwarmt
bis eine vollstandige Losung vorlag. SchlieBlich wurde dieser bei 2-8 °C oder -20°°C mehrere
Stunden gelagert. Das entstandene Prazipitat wurde filtriert oder der flissige Uberstand mit einer
Einmalpasteurpipette aus dem Kolben entfernt, gegebenenfalls mit unterschiedlichen Losungs-
mitteln gewaschen und final getrocknet.

Trocknung

Vorrangig wurden die Verbindungen im Exsikkator Gber Calciumchlorid mehrere Tage getrock-
net. Beim Nutzen einer Trockenpistole wurde diese standardisiert mit

Phosphorpentoxid beflllt. Zur Trocknung legte man die Substanz in die Trockenkammer der
Apparatur, evakuierte sie und beheizte sie mit siedendem Methanol mehrere Stunden.
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6.2.2 Chromatographie
6.2.2.1 Schwerkraftsaulenchromatographie

Die Schwerkraftsdulenchromatographie diente zur Auftrennung von Substanzgemischen. Dafur
standen Glassaulen, mit Teflonhahnen, verschiedenster Langen und Durchmesser zur Verfigung,
die mit Kieselgel 60 (stationdre Phase, 63-200 nm Partikelgrée) befullt wurden. Vorab schldmmte
man dazu das Kieselgel 60 mit dem zu verwendenden Laufmittelgemisch auf. Feste und flussige
Rohprodukte wurden direkt auf die Siule aufgetragen. Bei erhhter Viskositat der Ole brachte
man diese vorab auf Kieselgel 60 auf. Dazu |6ste man den Ansatz in Chloroform, flgte pro

500 mg Rohprodukt 800 mg Kieselgel 60 hinzu und entfernte das Loésungsmittel am Rotationver-
dampfer. Als mobile Phase dienten die folgenden Laufmittelgemische (LM), die als Volumen-Vo-
lumen-Verhaltnisse (V/V) angegeben sind (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Relative Laufmittelgemische Teil 1 (V/V).

Cyclohexan Ethylacetat

LM1 2 3
LM 2 1 1
LM 3 3 2
LM 4 7 3
LM 5 4 1
LM 6 9 1

6.2.2.2 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Dunnschichtchromatographie diente der analytischen Bestimmung der Substanzen oder Sub-
stanzgemische.

Stationare Phase: TLC SILICA GEL 60 F2s4 der Firma MERCK KGaA: Kieselgel 60 auf Aluminiumblatter
mit Fluoreszenzindikator, der bei 254 nm eine Lumineszenz zeigte.

Proben: wurden in Aceton oder Methanol geldst und punktuell, konzentriert auf die stationare
Phase aufgetragen.

Mobile Phase: jeweils 20 mL der Laufmittelgemische wurden verwendet und die Kammer erst
nach dessen Sattigung verwendet. Die Zusammensetzungen der mobilen Phasen sind der
Tabelle 14: Relative Laufmittelgemische Teil 1 (V/V) in Abschnitt 6.2.2.1 oder der Tabelle 15: Rela-
tive Laufmittelgemische Teil 2 (V/V) zu entnehmen.

Die Laufmittelstrecke betrug min. 7 cm.

Detektion: UV-Licht bei 254 nm und 365 nm, gegebenenfalls mit Jodkammer.

In den jeweiligen Verbindungsmonografien sind die Ri-Werte mit Nummern der Laufmittelsys-
teme vermerkt.

Tabelle 15: Relative Laufmittelgemische Teil 2 (V/V).

M7 Isopropanol Methanol
4 1

M8 Chloroform  Ethylacetat
3 2

MO Ethyljrcetat Isoprc;panol
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6.2.2.3 Middle Pressure Liquid Chromatography (MPLC)

Substanzgemische, die mittels Schwerkraftsaulenchromatographie nicht aufgetrennt werden
konnten, wurden durch ein MPLC-Verfahren fraktioniert. Dafuir stand die ISOLERA ONE von BIOTAGE
zur Verfigung.

Technische Daten:

Binares Pumpsystem, Flussrate 1-200 mL/min, Betriebsdruck: 0-10 bar (0-1000 kPa).
Losungsmittelzufuhr: Vierschlauchsystem, aus rostfreiem Stahl und Kunststoffen, wie PEEK, PP,
FEP.

Losungsmittelgradient: Genauigkeit: + 2 %.

Fraktionssammlung: mittels Autosampler.

Detektion: 200-400 nm (Deuteriumlampe, 25 W) oder 200-800 nm (Wolframlampe, 10 W),
Amplitudenbereich 0-6,4 AU, Genauigkeit von + 0,04 AU,

Software: ISOLERA ONE 3.2.2.5%

BIOTAGE® SNAP ULTRA, 10 g (PartikelgréBe 40-63 um), BIOTAGE® SNAP Catridge KPSil, 50 g (Parti-
kelgréBe 63-200 pum).

Methoden:

Die Probe wurde vorab auf Kieselgel aufgebracht (siehe 6.2.2.1) und in eine Leerkartusche, die als
Vorsaule dient, Uberflhrt. Die BIOTAGE® -Saulen wurden mit den jeweiligen Losungmittelsystemen
aquilibriert. Nach der Aquilibrierung verband man die Vorséule mit der BIOTAGE® -S&ule und be-
gann das Trennverfahren, mittels vorher programmierten Elutionsgradienten. In Tabelle 16 sind
die verbrauchten Volumina der Eluenten, die zum Erreichen der bestimmten Eluentenverhéltnisse
(V/V) oder zum Halten dieser notwendig waren, vermerkt. Begonnen wurde mit einem hohen
Konzentrationsverhaltnis an lipophilen Laufmittel (n-Hexan), dem fortwahrend ein hydrophileres
(Ethylacetat; EtAc) zugesetzt worden ist. Weiterhin sind der Saulentyp, die Flussrate sowie der zu
detektierende Schwellenwert zur Sammlung der einzelnen Fraktionen erfasst worden.

Tabelle 16: MPLC-Methoden.
Saulentyp, Flussrate, Elutionsgradient (Komponente A: n-Hexan (n-H); Komponente B: Ethylacetat, EtAc).

Methode A B
Séulentyp BIOTAGE® SNAP ULTRA BIOTAGE® SNAP
Flussrate 15 mL/min 30 mL/min

Schwellenwert
zur Sammlung
Elutionsgradient ~ Verbrauch n-H EtAc Verbrauch n-H EtAc

0-300 mL 100% 0% 0-500 mL B% 5%
301-550 mL 98 % 2%  501-700 mL -

40 mAU 100 mAU

551-610 mL - 701-1100mL 90 % 10 %
611-1210 mL 86%  14%  1101-1300 mL -
1211-1410 mL - 1301-17700mL 85% 15%

1411-1660 ML 84 % 16 %  1701-1900 mL -
1661-1860 mL -

- Verhaltnis des Elutionsgradienten blieb konstant
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6.2.2.4 High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Zur qualitativen Bestimmung der Reinheit (analytisch) sowie zur Aufreinigung der Endverbindun-
gen (praparativ) wurde die Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) eingesetzt.

Analytische HPLC:

Die Reinheiten der einzelnen Verbindungen sind in den Verbindungsmonographien (7.2, ab

Seite 127) vermerkt und in Prozent mit der zugehorigen Retentionzeit (tg) angegeben. Erfolgte die
Messung mit dem HPLC-Gerét 1, so wurde dies in den Monografien mit * und beim Gerat 2 mit **
gekennzeichnet.

Probenvorbereitung: man I6ste 0,5 mg Substanz in 1 mL Methanol. Dieser Stamml&sung entnahm
man 10 L und ergénzte 90 pL Methanol bzw. addierte zur Losungsvermittlung 40 uL DMSO.
Diese Losung Uberfihrte man in ein HPLC-Probenglaschen mit eingehangenen Verjingungskor-
pus.

HPLC-Gerat 1:

SHIMADZU; LC-10AD, SIL-HAT auto sampler.

Saule: XTERRA RP-18 Saule (3,5 uM, 3,9 x 100 mm) von WATERS.

Detektor: UV-Vis-Detektor SPD-M10A VP PDA, bei 254 nm gemessen.

Injektionsvolumen: 10 pL.

Flussrate: 0,5 mL/min.

Laufmittel: Elutionsgradient; Beginnend mit 100 % dest. Wasser. Der Anteil an Methanol wurde
innerhalb von 15 min auf 100 % erhoht. Zur Verbesserung der Trennung setzte man den Eluenten
0,1 % Trifluoressigsaure hinzu.

Laufzeit: 50 min.

Software: LAB SOLUTIONS 5.54. SP2.

HPLC-Gerat 2:

JAsco, PU-980, 851 AS.

Saule: LICHROSPHER® 100 RP-18 S&ule von MERCK KGaA.

Detektor: UV-Vis-Detektor UV-970, bei 254 nm gemessen.

Injektionsvolumen: 20 L.

Flussrate: 1,0 mL/min.

Laufmittel: isokratisch, siehe Tabelle 17, in Volumen-Volumen-Verhaltnis (V/V) angegeben.
Laufzeit: 60 min.

Software: BORWIN 1.50, fir die Auswertung der Rohdaten und Verarbeitung der Graphiken wurde
OriginLab 8.0 genutzt.

Tabelle 17: Isokratische relative Laufmittelzusammensetzung (V/V) am HPLC-Geréat 2.

Methanol Dest. Wasser
A 7 3
B 4 1

Préparative HPLC

Siehe Analytische HPLC, HPCL-Gerat 1

Saule: gepackte 7,8 x 300 mm XTerra RP-18 Saule (7 uM) von WATERS.

Probenvorbereitung: man 16ste maximal 100 mg des Substanzgemisches in 1,1 mL Methanol bzw.
addierte zur Lésungsvermittlung maximal 500 yL DMSO.
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Die produkthaltigen Fraktionen wurden gesammelt und mittels analytischer HPLC auf Reinheit
untersucht.

6.2.3 Infrarotspektroskopie (IR)

FT-IR-Spekrometer: IFS 28 von BRUKER, mit KBr-Strahlenteiler (Einstrahlwinkel 45°, mit 1 Reflexion)
und pyroelektrischen DTGS-Detektor.

Spektrenmessung: mit 32 Scans bei einer 2 cm™ Auflésung, mit einer PIKE TECHNOLOGIES-Messein-
heit, auf einem 1,3 mm Zinkselenid-Kristall.

Software: OPUS 4.2.

Die Auswertung erfolgte in den Verbindungsmonographien (7.2, ab Seite 127) nach sich anschlie-
Bender Syntax: Wellenzahl (Signalintensitat, Zuordnung der Schwingungsarten und charakteristi-
schen Gruppen). Die Signalintensitaten unterteilte man, nach Einteilung des Spektrums in 3 glei-
che Abschnitte, in strong (s), medium (m) oder weak (w). Als Schwingungsarten wurden Valenz-
(v) sowie Deformationsschwingungen (&) betrachtet. Berticksichtigt wurden nur Wellenzahlen
oberhalb des Fingerprintbereiches (21500 cm™).

6.2.4 Massenspektrometrie (MS)

Zur Bestimmung der Masse einer Verbindung wurde die Massenspektrometrie herangezogen.

1. Elektronen-Spray-lonisation (ESI):

Gerat: LCQ-CLASSIC von THERMO FINNIGAN, Kapillartemperatur: 220 °C, positive und negative loni-
sierung: Elektronenspray-Methode mit 5,0 kV, Messbereich: 50-2000 u/z, Messgenauigkeit:

+ 0,1 u/z, Injektion der Probe: kontinuierlich 20 uL/min mittels Spritzenpumpe.

2. Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI):

Gerat: EXPRESSION S von ADVION, Kapillartemperatur: 220 °C, positive lonisierung: Chemische loni-
sation bei Atmospharendruck, Messbereich: 10-2000 u/z, Messgenauigkeit: + 0,1 u/z, Zufuhr der
Probe: tiber einen erhitzten Kapillarstab.2*!

Die Auswertung erfolgte in den Verbindungsmonographien (7.2, ab Seite 127) nach sich anschlie-
Bender Syntax: Massenzahl (m/z) (relative Peakintensitat in Bezug zum Basispeak, [lonenzuord-
nung]). Wurde die Probe nach Methode 1 vermessen, kennzeichnete man diese in den Monogra-
fien mit * und bei Methode 2 mit **,

3. Hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS):
Gerat: BRUKER Apex Il 70 e Fouriertransformations-lonenzyklonresonanz-Massenspektrometer.
Abweichungen bis zum 5 ppm wurden toleriert.

Die Auswertung erfolgte in den Verbindungsmonographien (7.2, ab Seite 127) nach sich anschlie-
Bender Syntax: gefunden far [lonenzuordnung]: Massenzahl (m/z), (relative Peakintensitat in Be-
zug zum Basispeak), berechnet fir [Summenformel + Wasserstoffsymbol]: Molekilmasse mit vier
Dezimalstellen.
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6.2.5 Nuclear Magnetic Resonance Spektroscopy (NMR)

Zur Identifizierung der Zielstrukturen wurden 'H- sowie vereinzelt C-, NOESY-, 'H,"H-COSY-,
HSQC-, HMBC-Spektren angefertigt.

NMR-Messgerate: 400 MHZ VNMRS oder 500 MHZz DD2 von AGILENT TECHNOLOGIES.
Probenvorbereitung: 2-7 mg ("H-NMR, NOESY, "H,'H-COSY) oder 15-25 mg (*C, HSQC, HMBC)
der Substanz wurden in DMSO-ds geldst und in einem NMR-Probenréhrchen Gberfihrt.
Software: Die Rohdatenauswertung erfolgte mit MESTRENOVA-Versionen 8.0.2 oder 11.0.4 von
MESTRELAB RESEARCH S.L..

'H-NMR: Die Proben wurden bei einer Arbeitsfrequenz von 400 MHz (27 °C) vermessen. Die che-
mische Verschiebung (8) der Signale ist in parts per million (ppm) angegeben.

Die Auswertung erfolgte nach sich anschlieBender Syntax: Chemische Signalverschiebung (Signal-
multiplizitit, Anzahl der 'H-Atome, Zuordnung, gegebenenfalls Kopplungskonstante J (Hz)). Die
Multiplizitaten weisen die nachstehenden Abkurzungen auf: Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t),
Quartett (q) sowie die Kombinationen derer. Bei nicht vollstandig aufgeldsten oder sich tberla-
gernden Signalen wurden diese als Multiplett (m) definiert und keine Kopplungskonstante ange-
geben. Kollabierte Dreifachdubletts (ddd), mit der Form eines Tripletts, definierte man als Pseu-
dotriplett (,t") ohne Angabe jeglicher Kopplungskonstanten. Breite Signalverlaufe wurden mit ,br”
gekennzeichnet.

C-NMR: Die Proben wurden bei einer Arbeitsfrequenz von 100 MHz (27 °C) und von 'H-Atomen
entkoppelt vermessen. & wurde in ppm angegeben. Die Syntax reduzierte sich somit auf: Che-
mische Signalverschiebung, (Zuordnung).

Die Auswertungen der 'H-, sowie vereinzelt der ®C-NMR-Spektren sind in den Verbindungsmo-
nographien (7.2, ab Seite 127) hinterlegt.

Zur weiteren Strukturaufklarung wurden NOESY-, 'H,"H-COSY-, HSQC-, HMBC-Spektren herange-
zogen, die bei einer Arbeitsfrequenz von 400 MHz (27 °C) vermessen wurden.

6.2.6 Schmelzbereichbestimmung (Schmb)

Gerat: BOETIUS PHMK 05 Heiztischmikroskop von VEB WAGETECHNIK RAPIDO RADEBEUL.

Maximale Heiztemperatur: 360 °C.

Die experimentell ermittelten Ergebnisse wurden mit literaturbekannten Werten (soweit vorhan-
den) verglichen und das Fallungsmittel angegeben.

6.2.7 Mikrowellenunterstitzte Synthese

Gerat: MONOWAVE 450 von ANTON PAAR, maximale Leistung: 850 W; maximaler Betriebsdruck:

30 bar; maximale Betriebstemperatur: 300 °C; 24-Positionen-Autosampler.

GefaBe: Mineralglas mit PEEK-Verschlusskappen (umrandet mit teflonbeschichtetem Silikon), ma-
ximales Volumen: 20 mL %

Zur mikrowellenunterstitzten Synthese wurde der Ansatz vollstandig in die daflr vorgesehenen
GefaBe Uberfihrt, mit einer Verschlusskappe abgedichtet und in den Mikrowellenreaktor ge-
bracht.

Methode: Aufheiz und Abkuhlzeit: 5 min; Synthesetemperatur: 120 °C; Synthesezeit: 30-60 min.
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Nach Abschluss der Reaktion konnte der Ansatz, wie in Allgemeine Methoden zur Synthese (6.2.
Seite 115) beschrieben, aufgereinigt werden.

6.2.8 Sonstiges

Waagen

Zum Abwagen der jeweiligen Komponenten wurden die nachstehenden elektronischen Handel-
Prézisions- und Feinwaagen genutzt.

Tabelle 18: Genutzte Handels-, Prazisions-, Feinwaagen?>-327)

SARTORIUS BASIC METTLER TOLEDO
SCALTEC SPA 62 BA210S XA105 DUAL RANGE
Wagebereich 4200 g 200 g 120 g/ 41 g*
Ablesbarkeit 01g 0,1 mg 0,1 mg/ 0,01 mg*
Standardab- 0,05-0,1 mg/
weichung <+029 <+01mg 0,02 mg*
Richtigkeit <+01g <+ 0,2 mg 0,2 mg

* Werte im Feinbereich

Vakuumrotationsverdampfer und Wasserbad

Zum Entfernen der Losungsmittel wurde ein HEIDOLPH VV 2011 Vakuumrotationsverdampfer, ein
HEIDOLPH WB 2001 Wasserbad, mit einem Temperaturregler bis 100 °C sowie eine nachstehend
aufgefiihrte Membranvakuumpumpe genutzt.

Membranvakuumpumpe

Firma: VACUUBRAND, Model: MZ 2C.

Magnetrtihrplatten

Die folgenden Magnetrihrplatten wurden zur Umsetzung der Verbindungen herangezogen.

Tabelle 19: Magnetrihrplatten zur Synthese

IKAMAG IKAMAG IKAMAG HEIDOLPH HEIDOLPH
RET RH RHBASIC2 MR3001 MR 3001K
Maximaltemp.(°C) 300 320 320 300 300

Motorleistung (min™)  0-1100 ~ 20-2000  100-2000  1000-1250  1000-1250

11
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6.2.9 In silico Untersuchungen

Die computergestitzten Ergebnisse wurden durch die Kooperation mit dem Arbeitskreis SIPPL - in
Person von DR. DINA ROBAA - erhalten.

Konformationsuntersuchung

Die Untersuchungen dienten zur Bestimmung der Konformationen der jeweiligen Verbindungen,
mit der geringsten potentiellen Energie. Zur Anwendung kam dabei das Softwareprogramm
MOE 2018. Zunachst wurde eine zuféllige Startkonformation der Verbindungen erzeugt und an-
schlieBend mit einem MMFF94x-Kraftfeld ein Energieminimierungsschritt unterzogen. SchlieBlich
wurde eine Konformationssuche fir die Start-Ligandenkonformation mit einer

Low Mode MD-Suche mit folgenden Parametern durchgefuhrt: AbstoBungsgrenze = 100, RMS-
Gradient = 0,005 A, Wiederholungsgrenze = 10000 und maximale Anzahl an Energieminimie-
rungsschritten, die fur jede Konformer-Energieminimierung durchgefihrt wurde (MM-Wiederho-
lungsgrenze) = 500. Bei der Suche sollen Konformere unter Verwendung eines kurzen MD-Laufs
von ~ 1 ps bei einer konstanten Temperatur von 300 K, gefolgt von einer Energieminimierung,
die alle Atome umfasst, ermittelt werden.

Nur die Konformationen mit der niedrigsten berechneten potentiellen Energie sind in den Abbil-
dungen im theoretischen Teil dargestellt.

Docking-Experimente an INK3

Clustering verfugbarer Kristallstrukturen: insgesamt wurden 51 verfligbare Kristallstrukturen der
JNK3 aus der Proteindatenbank (PDB) heruntergeladen und nur Kette A beibehalten. Die Struktu-
ren wurden dann in MOE Version 2019.1 (CHEMICAL COMPUTING GROUP; Montreal, Kanada) geladen
und gemaB den Bindungsstellenresten tberlagert. Die Uberlagerung zeigte signifikante Konfor-
mationsunterschiede an der Bindungsstelle, die fir alle Ca-Atome an der Bindungsstelle bis zu
2,5 A betrugen. Daher fiihrte man anschlieBend einen Durchschnittsverknipfungscluster
(SCHRODINGER Version 2019.1) durch die Bindungsstellenreste durch, um schlieBlich insgesamt
neun reprasentative Strukturen des Proteins zu erhalten (PDB-IDs: 1PMV, 202U, 3G9L, 3KVX, 3TTI,
3791, 4X21, 6EKD und 6EMH), die fur weitere Docking-Studien verwendet wurden.

Proteinpraparation: Die Proteinpraparation wurde mit SCHRODINGERS PROTEIN PREPARATION durch-
gefuhrt (Schrodinger Suite 2019-1: Proteinpréparationsassistent; Epik, Schrédinger, LLC, New York,
NY, 2016; Impact, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2016; Prime, Schrédinger, LLC, New York, NY,
2019). Dabei wurden Wasserstoffatome erganzt, Protonierungszustande zugewiesen und das Pro-
tein in der Konformation minimiert. Lésungsmittelmolekile wurden entfernt, mit Ausnahme eines
Wassermolekdls, das HOH1134 (IPMV-Nummerierung) und HOH2152. Wasserstoffbrickenbin-
dungsnetzwerke, Protonierungszustande von Aminosaureresten und Tautomere wurden opti-
miert und die Komplexe final, unter Verwendung des OPLS3e-Kraftfelds und der Standardeinstel-
lungen einer Energieminimierung, unterzogen. Rezeptorgitter wurden unter Verwendung von
Standardeinstellungen erzeugt, indem der kokristallisierte Ligand als Zentrum der Gitter und das
Amidstickstoff von Met149 der Hinge-Region als Wasserstoffbrickenbeschrankung zugewiesen
wurden.

Ligandenpraparation: Die Liganden wurden unter Verwendung von LIGPREP (Schrddinger Release
2019-1: LigPrep, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2019) hergestellt, wobei der Protonierungszu-
stand bei pH 7 £ 1 berechnet und die Strukturen anschlieBend unter Verwendung des
OPLS23e-Kraftfelds energieminimiert wurden. Final wurden 20 Konformere fir jeden Liganden
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unter Verwendung von CONFGEN (Schrédinger Release 2019-1: ConfGen, Schrodinger, LLC, New
York, NY, 2019) erzeugt.

Docking: Das molekulare Docking wurde unter Verwendung von GLIDE (Schrédinger Release 2019-
1: Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019) im Standard-Prazisionsmodus durchgefihrt. Das
Docking erfolgte an die erzeugten Gitter unter Verwendung der oben erwahnten Wasserstoffbri-
ckenbeschrankung an dem Hinge-Rest Met149. Die Anzahl der Docking-Positionen fir die Mini-
mierung nach dem Docking wurde pro Ligand auf 20 erhdht und die maximale Anzahl der Aus-
gangsstellungen pro Ligand auf eins gesetzt.

Docking-Experimente an Fyn

Die einzig verfligbare Kristallstruktur der Fyn-Kinase (PDB ID: 2DQ7) wurde vom PAB herunterge-
laden und flr das weitere Docking verwendet. Die Proteinpraparation wurde, wie fir JNK3 be-
schrieben, durchgefihrt, wobei alle Wassermolekile entfernt wurden und das Amidstickstoff von
Met85 in der Hinge-Region als Wasserstoffbriickenbeschrankung zugewiesen. Die Ligandenpra-
paration und weitere Docking-Studien wurden, wie fur JNK3 beschrieben, durchgefihrt.
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7 SYNTHESE DER VERBINDUNGEN

7.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1: Darstellung von NicotinsGureamiden

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) in 36,3 mL
Thionylchlorid (59,5 g, 0,5 mol, 10,0 eq; stark rauchend, dtzend) suspendiert und 3 h unter Ruck-
fluss erhitzt. Die anfangs gelbe Suspension ging in Losung. Das Uberschussige Thionylchlorid
wurde am Rotationsverdampfer entfernt (unter dem Abzug; Vorsicht! Sehr geruchsintensiv),
mit 2 x 50 mL trockenem Toluen versetzt und wiederum eingeengt. Der Rickstand wurde in

30 mL trockenem Dioxan aufgenommen und ein Gemisch aus 4,5 mL wasserfreiem Pyridin (4,4 g,
55,0 mmol, 1,1 eq), 55,0 mmol des jeweiligen Amins oder Anilins (1,1 eq) und 30 mL trockenem
Dioxan tropfenweise erganzt. Die erhaltene Suspension ruhte bis zum vollstandigen Umsatz bei
RT. AnschlieBend erfolgten eine Chloroform-Wasser-Extraktion, das Vereinen der organischen
Phase, sowie eine Waschung gegen Brine. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels und ggf.
der finalen Saulenchromatographie konnte das Produkt als Feststoff gewonnen werden, das
48-72 h im Exsikkator getrocknet wurde.

AAV 2: Darstellung von N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivaten

In einem Mehrhalsrundkolben wurden 1,0 eq des 3-substituierten Pyridins, 0,1 eq Kupfer-(l)-jodid
und 0,2 eq trockenes Lithiumchlorid (stark hygroskopisch) in absolutem THF gel&st bzw. sus-
pendiert. Der Ansatz wurde unter Argonatmosphare auf -15 bis -40 °C (3:1 Eis und Natriumchlorid
bzw. fein verteiltes Trockeneis in einer 1:1: Isopropanol-Methanol-Lésung) gebracht. Im Anschluss
erganzte man 1,2 eq Acetylchlorid (frisch destilliert; rauchend mit stark reizendem Geruch) und
wartete 15 min. Eine Farbveranderung (siehe 7.2 Verbindungsmonographien, ab Seite 127) wies
auf eine positive N-Acetylierung hin. Danach fugte man 1,1 eq Phenylmagnesiumchlorid (2 M in
THF) tropfenweise hinzu. Den Ansatz lie man weitere 15 min bei der oben genannten Tempera-
tur und folglich 30 min bei RT ruhen. Zum Abbruch der Reaktion wurden 100 mL einer 20 %-igen
Ammoniumchlorid-Ldsung ergdnzt und mit Chloroform (3 x 100 mL) extrahiert. Folglich extra-
hierte man die organische Phase mit jeweils 100 mL eines 1:1 Gemisches aus Ammoniak (25 %)
und Ammoniumchlorid-Lésung (20 %), solange bis die wassrige Phase keine blaue Farbung mehr
zeigte. AnschlieBend wusch man den Ansatz gegen 100 mL einer 10 %-igen Salzsaureldsung und
gegen Brine. Nach Entfernen des halogenhaltigen Losungsmittels wurde der 6lig viskose Rick-
stand saulenchromatographisch aufgereinigt. Die eingeengte Produktfraktion lieB man aus kal-
tem Methanol (bei 2-8 °C) ausfallen und final trocknen. Die resultierenden Verbindungen wurden
unterhalb von -20 °C unter Argonatmosphare gelagert.
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AAV 3: Darstellung von 1-Aza-9-oxafluoren- oder 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Deriva-

ten

In einem Mehrhalsrundkolben wurden 1,0 eq des jeweiligen N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivats
und 1,2 eq des gewunschten 1,4-Chinons in wenig trockenem Dioxan bei RT unter Argon-
atmosphare geldst bzw. suspendiert. Uber einen Tropftrichter erganzte man ein Gemisch aus

10 eq Perchlorsaure (70 %) und trockenem Dioxan (Menge siehe 7.2 Verbindungsmonographien,
ab Seite 127). Es zeigte sich ein Farbumschlag. Unter diinnschichtchromatographischer sowie
massenspektrometrischer Kontrolle wurden der Verbrauch der 1,4-Chinone, aber auch der Reak-
tionsumsatz Uberwacht und gegebenenfalls nach 24 h sowie alle 7 d 0,4 eq des 1,4-Chinons hin-
zugeflgt. Sobald kein Edukt mehr nachweisbar war, addierte man 20 bis 50 mL dest. Wasser,
stellte den pH-Wert des Gemisches mittels 1 M Natriumhydroxidldsung auf 8-9 ein und extra-
hierte den Ansatz mit Chloroform (3 x 100 mL). Die organische Phase wurde gegen Brine gewa-
schen und folglich eingeengt. Das resultierende Gemisch trennte man saulenchromatographisch
auf, die gewtlinschten Fraktionen vereinigte man, engte diese wiederum ein, lieB den hervorge-
henden festen bzw. 6ligen Ruckstand aus einem Losungsmittel (siehe 7.2 Verbindungsmonogra-
phien) ausfallen (bei 2-8 °C oder -20 °C) und wusch ihn. Final trocknete man den Feststoff fur
48-96 h im Exsikkator.

AAV 4: Darstellung von O-Benzylisoindolin-1,3-dion-Derivaten

In einem Rundkolben wurden 1,0 eq N-Hydroxyphthalimid und 1,0-3,0 eq Alkylans (Veratzungs-
gefahr!) mittels 1,0 eq TEA in DMF bei 90 °C umgesetzt. Eine positive Reaktion konnte durch eine
Farbveranderung der Lésung wahrgenommen werden. Nach vollstdndigem Produktumsatz wur-
den dem Ansatz DMF-aquivalente Mengen dest. Wasser, unter Bildung eines Prazipitats, zuge-
setzt. Die nachfolgend 2 h ruhende Suspension filtrierte man durch eine G3-Fritte. Den Nieder-
schlag wusch man gegebenenfalls mit einer mit Wasser verdinnten Acetonlésung und trocknete
ihn 24-36 h im Exsikkator.

AAV 5: Hydrazinolyse: Darstellung von O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivaten

In einem Rundkolben wurde 1,0 eq des jeweiligen O-Benzylisoindolin-1,3-dion-Derivats in

DCM geldst. Man erganzte 2,0 eq Hydrazinhydrat (100 %, giftig!) und lieB den Ansatz 48-96 h bei
Raumtemperatur ruhen. Das sich bildende farblose Prazipitat (2,3-Dihydrophthalazin-1,4-dion)
wies auf einen positiven Umsatz hin. Die Suspension wurde anschlieBend durch einen Papierfilter
gegeben und das Filtrat vollstindig eingeengt. Das erhaltene Ol I6ste man in wenig Isopropanol
und erganzte 1,0 eq Salzsaure (37 %). Zu dem resultierenden Niederschlag wurde gegebenenfalls
Diethylether gegeben, der final 12 h bei 2-8 °C gelagert wurde. Den Feststoff trennte man vom
Filtrat ab und trocknete ihn 24-72 h im Exsikkator.
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AAV 6a: Darstellung von Nicotinaldehyd-O-oximethern

In einem eisgekUhlten Rundkolben wurde 1,0 eq Natrium sukzessive in Ethanol, unter Wasser-
stoffentwicklung, geldst. Man erganzte 1,0 eq Nicotinaldehydoxim (65) und lieB den Ansatz

30 min ruhen. Zur hellgelb gefarbten Suspension fugte man 1,5-3,0 eq des jeweiligen Alkylans
(Veratzungsgefahr!) hinzu, die daraufhin eine orange bis braune Farbveranderung zeigte. Nach
24-96 h konnten aus den Ansatzen, durch eine Wasser-Chloroform-Extraktion und anschlieen-
dem Entfernen des organischen Losungsmittels, Ole gewonnen werden, die sdulenchromatogra-
phisch aufgereinigt, bis zum 6ligen Ruckstand eingeengt und final 72 h im Exsikkator getrocknet
wurden.

AAV 6b: Darstellung von Nicotinaldehyd-O-oximethern

In einem Rundkolben wurden 1,0 eq Nicotinaldehyd, 1,0 eq Essigsdure und 1,0 eq frisch destillier-
tes Pyrrolidin (rauchend mit unangenehmen Geruch!) in THF geldst und 30 min ruhen gelassen.
Die anfanglich hellgelbe Lésung erféhrt eine Farbvertiefung. AnschlieBend wurde 1,2-1,5 eq des
jeweiligen O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivats erganzt. Die gelbe Losung férbte sich
orange bis rot. Nach 24-96 h konnten aus den Ansatzen, durch eine Salzsaure (5 %)-Chloro-
form-Extraktion und anschlieBendem Entfernen des organischen Losungsmittels, Ole gewonnen
werden, die saulenchromatographisch aufgereinigt, bis zum 6éligen Riickstand eingeengt und final
72 h im Exsikkator getrocknet wurden.

AAV 7: Darstellung von 1-Aza-9-oxafluoren-3-carbaldehyd-O-oximethern oder

10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-8-carbaldehyd-O-oximethern

In einem Rundkolben wurden 1,0 eq 6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd
bzw. 5-Hydroxy-7-phenylnaphtho([2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carbaldehyd mit 2,0 eq Essigsaure
und 3,0 eq frisch destilliertes Pyrrolidin (rauchend mit unangenehmen Geruch!) in THF gelost
und 30 min ruhen gelassen. Die anfanglich hellgelbe Lésung erféhrt eine Farbvertiefung. An-
schlieBend wurden 3,0 eq des jeweiligen O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivats erganzt.
Die gelbe Losung farbte sich orange. Nach 4 d konnten aus den Ansatzen, durch eine Salz-
saure (5 %)-Chloroform-Extraktion und anschlieBendem Entfernen des organischen Losungsmit-
tels, Ole gewonnen werden, die sdulenchromatographisch aufgereinigt und bis zum festen oder
dligen Ruckstand eingeengt wurden. Man suspendierte den Ansatz mit den jeweiligen Losungs-
mitteln (siehe 7.2 Verbindungsmonographien, ab Seite 127), erwdrmte ihn bis zum vollstdndigen
Losen und lie ihn bei 2-8 °C ruhen. Das entstandene Prazipitat wurde gegebenenfalls gewa-
schen und 72 h im Exsikkator getrocknet.
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7.2 Verbindungsmonographien

7.2.1 Kommerziell nicht verfligbare Syntheseedukte

Die nachstehenden Verbindungen waren fiir die Folgeschritte notwendig, kommerziell aber nicht
erhaltlich. Ihre Charakterisierung beschrankt sich auf das Wesentliche.

5-Methoxy-1,4-naphthochinon

Summenformel: Cy1HgOs

Relative Molmasse [M/]: 188,1 O‘

Darstellung: Alternative WILLIAMSON-Ethersynthese. o

In einem Rundkolben wurde 2,0 g 5-Hydroxy-1,4-naphthochinon (11,5 mmol, 1,0 eq) in 50 mL
DCM gelbst, 2,0 g Silber-(l)-oxid (14,2 mmol, 1,2 eq) suspendiert, anteilig 20 mL lodmethan

(45,6 g, 320,0 mmol, 28,0 eq) addiert und fur 4 h unter Ruckfluss erhitzt. Nachdem kein weiterer
Umsatz festgestellt werden konnte, beendete man die Reaktion. Man befreite den Ansatz von
suspendiertem Silber-(1)-oxid, entfernte das organische Losungsmittel und trocknete ihn 3 d lang
im Exsikkator.

Orangebraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 186,0-186,5 °C; Literatur: 186 °C1*?%.

Ausbeute: 75,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,49; LM 3: R = 0,25 (siehe 6.2.2.2).
MS (m/z (%))**: 189,0 (100, [M + H]"), (siehe 6.2.4).

Benzyljodid
Summenformel: Cr7H/l |
Relative Molmasse [M,]: 218,0

Darstellung nach FINKELSTEIN:

In einem Rundkolben wurde 20,0 mL Benzylchlorid (22 g, 174,0 mmol, 1,0 eq) in 150 mL Aceton
geldst und 38,3 g Natriumjodid (255,0 mmol, 1,5 eq) zugesetzt. Eine positive Reaktion zeigte sich
durch eine gelb geférbte Prazipitatbildung. Nach drei Stunden wurde der Ansatz mit einer Chlo-
roform-Wasser-Extraktion aufgereinigt und die halogenhaltige Phase am Rotationsverdampfer
eingeengt.

Farbloser kristalliner Feststoff bis braun gefarbte Flissigkeit.
Schmb.: 25-27 °C.
Ausbeute: 99,0 %.

Gefahrenhinweis: stark rauchend, stechend riechend, Veratzungsgefahr!

127



Synthese der Verbindungen

4-Chlorobenzyljodid
Summenformel: C7H6CI |
Relative Molmasse [M/]: 252,0 i

Darstellung nach FINKELSTEIN:

In einem Rundkolben wurde 10,0 g 4-Chlorobenzylchlorid (62,5 mmol, 1,0 eq) in 100 mL Aceton
geldst und 14,1 g Natriumjodid (93,8 mmol, 1,5 eq) zugesetzt. Eine positive Reaktion zeigte sich
durch eine gelb gefarbte Prazipitatbildung. Nach drei Stunden wurde der Ansatz mit einer Chlo-
roform-Wasser-Extraktion aufgereinigt und die halogenhaltige Phase am Rotationsverdampfer
eingeengt.

Farbloser kristalliner Feststoff bis braun gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 90,5 %.

Gefahrenhinweis: stark rauchend, stechend riechend, Veratzungsgefahr!

2-Chlorobenzylchlorid
Summenformel: C7HeCl> cl
Relative Molmasse [M]: 160,0 CE\

Cl

Darstellung:
In einem Rundkolben wurde 9,5 g 2-Chlorobenzylalkohol (55,0 mmol, 1,00 eq) in 70 mL Diethyl-
ether geldst und 0,2 mL Pyridin (0,24 g, 3,1 mmol, 0,05 eq) zugesetzt. Vorsichtig erganzte man
tropfenweise 8,5 mL Thionylchlorid (14,0 g, 117,3 mmol, 2,10 eq) und erhitzte den Ansatz unter

Ruckfluss. Nach zwei Stunden wurde das Gemisch mit einer Diethylether-Wasser-Extraktion auf-
gereinigt und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt.?®’!

Hellgelb gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 77,0 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,66 (siehe 6.2.2.2).

2-Methoxybenzylchlorid
Summenformel: CsHoCIO C]
Relative Molmasse [M/]: 156,0 O/

Darstellung:

In einem Rundkolben wurde 10,0 mL 2-Methoxybenzylalkohol (11,2 g, 71,8 mmol, 1,00 eq) in

80 mL Diethylether geldst und 0,3 mL Pyridin (0,4 g, 4,6 mmol, 0,05 eq) zugesetzt. Vorsichtig er-
ganzte man tropfenweise 10,0 mL Thionylchlorid (16,5 g, 138,2 mmol, 1,90 eq) und erhitzte den
Ansatz unter Ruckfluss. Nach zwei Stunden wurde das Gemisch mit einer Diethylether-Wasser-Ex-
traktion aufgereinigt und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt.#®
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Hellgelb gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 99,0 %.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,64 (siehe 6.2.2.2).

3-Methoxybenzylchlorid
Summenformel: CgHoCIO _O cl
Relative Molmasse [M/]: 156,0
Darstellung:
In einem Rundkolben wurde 7,5 mL 3-Methoxybenzylalkohol (8,4 g, 53,8 mmol, 1,00 eq) in 60 mL
Diethylether geldst und 0,2 mL Pyridin (0,2 g, 3,1 mmol, 0,06 eq) zugesetzt. Vorsichtig ergénzte
man tropfenweise 8,0 mL Thionylchlorid (13,2 g, 110,6 mmol, 2,1 eq) und erhitzte den Ansatz unter

Ruckfluss. Nach zwei Stunden wurde das Gemisch mit einer Diethylether-Wasser-Extraktion auf-
gereinigt und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt.?®

Hellgelb gefarbte Flissigkeit.
Ausbeute: 99,8 %.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,63 (siehe 6.2.2.2).

4-Methoxybenzylchlorid

Summenformel: CgHoCIO cl
Relative Molmasse [M/]:156,0 \O

Darstellung:

In einem Rundkolben wurde 20,0 mL 4-Methoxybenzylalkohol (22,6 g, 164,0 mmol, 1,00 eq) in
160 mL Diethylether gelést und 0,6 mL Pyridin (0,6 g, 7,5 mmol, 0,05 eq) zugesetzt. Vorsichtig er-
ganzte man tropfenweise 20,0 mL Thionylchlorid (32,8 g, 276,0 mmol, 1,70 eq) und erhitzte den
Ansatz unter Ruckfluss. Nach zwei Stunden wurde das Gemisch mit einer Diethylether-Wasser-Ex-
traktion aufgereinigt und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt.®*

Hellgelb gefarbte Flissigkeit.
Ausbeute: 95,0 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,60 (siehe 6.2.2.2).
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7.2.2 Synthesereihe der 1-Aza-9-oxafluoren- sowie 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluo-

ren-Derivate des Carbamidtyps

7.2.21 Nicotinsdureamide und -anilide

N-Phenylnicotinamid

Verbindung: 1
Summenformel: Cr2H10N2O

Relative Molmasse [M;]:198,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsdure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
5,02 mL Anilin (5,12 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 6 d konnte die ent-
standene, ocker gefarbte Suspension erfolgreich zum gewlnschten Produkt aufgereinigt werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 110-111 °C; Literatur: 110 °C.B*!

Ausbeute: 50,4 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,18; LM 7: Rt = 0,51 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 10,42 (s, 1H, 3-CONH-), 9,10 (dd, TH, H-2, 4/ = 2,3 Hz, *J25 = 0,9 Hz),
8,77 (dd, TH, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, “Jass = 1,7 Hz), 8,29 (dt, 1H, H-4, *Jas = 7,9 Hz, “/>,4 = 2,3 Hz,
Ya6 = 1,7 Hz), 7,80-7,73 (m, 2H, H-2, H-6"), 7,58 (ddd, TH, H-5, *J45 = 7,9 Hz, *J5/6 = 4,8 Hz,
*Jos5 = 0,9 Hz), 7,41-7,33 (m, 2H, H-3", H-5"), 7,12 (tt, TH, H-4", *J34, 45 = 7.4 Hz,

4 _

Joyw, 46 = 1,2 H2).

IR (V): 1536, 1586 (M, Vc=c arom), 1599 (W, Sn-#, 3-conk), 1653 (s, Ve=o, 3-conn), 3054-3133 (W, Ve tarom),
3346 (M, Vn-#, 3-conn) cm’.

MS (m/z (%))**: 199,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

N-(4-Chlorophenyl)nicotinamid

Verbindung: 2 A .Cl
Summenformel: Ci2HoCINLO

Relative Molmasse [M,]:232,0

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
7,02 g 4-Chloranilin (55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 48 h konnte die ent-
standene, hellbraun geférbte Suspension erfolgreich zum gewiinschten Produkt aufgereinigt wer-
den.

Rosa gefarbter Feststoff.
Schmb.: 168-170 °C; Literatur: 171-172 °C.B39

130



Synthese der Verbindungen

Ausbeute: 71,2 %.
DC-Kontrolle: LM 8: Rf = 0,13, LM 7: Rf = 0,44 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,54 (s, TH, 3-CONH-), 9,09 (dd, TH, H-2, *J>/4 = 2,3 Hz, °J2/5 = 0,9 H2),
8,76 (dd, TH, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, YJuss = 1,7 Hz), 8,27 (dt, 1H, H-4, >Jas = 7,9 Hz, 4 = 2,3 Hz,
*Ja = 1,7 Hz), 7,79 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 7,57 (ddd, 1H, H-5, *J4s = 7,9 Hz, *Js/6 = 4,8 Hz,
>J»5 = 0,9 Hz), 7,41 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5").

IR (V): 1531, 1596 (S, M, Vc=carom), 1654 (M, Vc=0,3-conn), 3046-3188 (W, VcH arom.), 3296 (W,
VN-H, 3-ConH) €M,

MS (m/z (%))**: 233,0 (100, [M+H]"), 235,0 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

N-(3-Chlorophenylnicotinamid

Verbindung: 3 =
Summenformel: C2HoCIN>O 4

Relative Molmasse [M,]:232,0

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemaB AAV 1 mit
5,80 mL 3-Chloranilin (7,02 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt. Nach 12 h konnte die entstandene,
hellbraun geférbte Suspension erfolgreich zum gewiinschten Produkt aufgereinigt werden.

Rosa gefarbter Feststoff.

Schmb.: 133-135 °C.

Ausbeute: 66,4 %.

DC-Kontrolle: LM 8: Rs = 0,14, LM 7: Rf = 0,46 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,57 (s, TH, 3-CONH-), 9,09 (dd, 1H, H-2, “/5/4 = 2,3 Hz, °J2/5 = 0,9 Hz),
8,76 (dd, TH, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, YJuss = 1,7 Hz), 8,27 (dt, 1H, H-4, *Jass = 7,9 Hz, 2,4 = 2,3 Hz,
Yus =17 Hz), 7,94 (t, H, H-2", Y24 276 = 2,1 Hz), 7,68 (ddd, TH, H-6", *J5/¢ = 8,1 Hz,

*hose = 21 Hz, Yase = 1,0 Hz), 7,57 (ddd, TH, H-5, *Jass = 7,9 Hz, *Jss6 = 4,8 Hz, °Jo5 = 0,9 Hz), 7,39
(t TH, H-5", *Js 6. 45 = 8,1 HZ), 717 (ddd, TH, H-4", *J4 5 = 8,1 Hz, “)oss' = 2,1 Hz, “Ja6- = 1,0 Hz).

IR (V): 1533, 1593 (M, Vc=c arom.), 1657 (M, En-H, 3-conn), 1678 (W, Vc=0,3-conn), 2854-2926
(W, Vc-H atipn), 3060-3184 (W, Vc-tarom), 3294 (W, Vn-H, 3-conn) cm’™.

MS (m/z (%))**: 234,0 (100, [M+H]"), 236,0 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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N-(4-Methoxyphenylnicotinamid

Verbindung: 4 o ] ) O
Summenformel: CisH2N20;, .
) 5 \ 3 N 1 ’ 3
Relative Molmasse [M]:228,1 | H 2
6 N/ 2

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,80 g 4-Methoxyanilin (55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 45 h konnte die
entstandene, dunkelbraun gefarbte Suspension erfolgreich zum gewtinschten Produkt aufgerei-
nigt werden.

Gelb bis braun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 143-145 °C.

Ausbeute: 62,6 %.

DC-Kontrolle: LM 9: Rf = 0,54, LM 1: Rf = 0,16 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 10,28 (s, TH, 3-CONH-), 9,07 (dd, 1H, H-2, “/2/4 = 2,3 Hz, °J25 = 0,9 Hz),
8,73 (dd, TH, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, “Jus = 1,7 Hz), 8,26 (dt, 1H, H-4, >Ja5s = 7,9 Hz, “Joy4 = 2,3 Hz,
YYus = 1,7 Hz), 7,65 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 7,54 (ddd, 1H, H-5, *J4/5s = 7,9 Hz, %Js/s = 4,8 Hz,
*Joy5 = 0,9 Hz), 6,93 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5), 3,73 (s, 3H, 4’-OCHj).

IR (V): 1508, 1544 (M, s, Vc=c arom.), 1607 (M, Sn-n, 3-conn), 1665 (M, V=0, 3-conn), 2953 (W, V-t aliph),
3010-3196 (W, Vc-tiarom.), 3287 (W, Vn-#, 3-conm) cm’.

MS (m/z (%))**: 229,2 (50, [M+H]"), 203,2 (100, [M+H-C,H2]""), (siehe 6.2.4).

N-(3-Methoxyphenyl)nicotinamid

Verbindung: 5 =
Summenformel: Ci3sH2N20;

Relative Molmasse [M,]:228,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,80 g 3-Methoxyanilin (55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 96 h konnte die
entstandene, orange gefarbte Suspension erfolgreich zum gewlinschten Produkt aufgereinigt
werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 80-82 °C.

Ausbeute: 61,3 %.

DC-Kontrolle: LM 9: R¢ = 0,56; LM 1: Ry = 0,15 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 10,38 (s, TH, 3-CONH-), 9,08 (dd, TH, H-2, “/o/4 = 2,3 Hz, °Jo5 = 0,9 Hz),
8,74 (dd, TH, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, “Jas = 1,7 Hz), 8,27 (dt, TH, H-4, *Jas = 7,9 Hz, “Joys = 2,3 Hz,
*J46 = 1,7 Hz), 7,55 (ddd, TH, H-5, *J4s = 7,9 Hz, 3Js/6 = 4,8 Hz, °Jos5 = 0,9 HZ), 7,45 (t, TH, H-2",
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osw 26 = 2,2 Hz), 7,34 (ddt, TH, H-6", *J5/6' = 8,0 Hz, *J26' = 2,2 Hz), 7,25 (t, 1H, H-5’,
a5 = 8,0 Hz), 6,71-6,68 (M, 1H, H-4"), 3,74, (s, 3H, 3'-OCHj3).

IR (V): 1544, 1597 (S, Vc=carom.), 1617 (S, Sn-H, 3-conm), 1658 (M, V=0, 3-conn), 2844-2974 (W, Vc-H aliph),
3002-3139 (M, Ve r arom.), 3466-3503 (M, Vn-#, 3-conr) €M .

MS (m/z (%))**: 229,3 (60, [M+H]"), 203,2 (40, [M+H-CoH,]™"), (siehe 6.2.4).

N-Benzylnicotinamid

Verbindung: 6
Summenformel: CisH2NO

Relative Molmasse [M,]:212,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,00 mL Benzylamin (5,88 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 68 h konnte die
hellbraun geféarbte Suspension erfolgreich zum gewdnschten Produkt aufgereinigt werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 70-72 °C; Literatur: 72-73 °C.1*%"
Ausbeute: 34,8 %.

DC-Kontrolle: LM 7: Rs = 0,47 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,21 (t, TH, 3-CONH-, */Nrchz = 6,0 Hz), 9,03 (dd, TH, H-2, /24 = 2,3 Hz,
>Jos = 0,9 Hz), 8,70 (dd, 1H, H-6, *Jss = 4,8 Hz, “Jass = 1,7 Hz), 8,22 (dt, TH, H-4, 345 = 7,9 Hz,
*Jo/a = 2,3 Hz, “Jass = 1,7 Hz), 7,50 (ddd, TH, H-5, *Jass = 7,9 Hz, ¥Js/6 = 4,8 Hz, )25 = 0,9 Hz),
7,33-7,28 (m, 4H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 7,27-7,20 (m, 1H, H-4"), 4,49 (d, 2H, -CH-,

*Jnvcr2 = 6,0 Hz).

IR (Vﬁ): 1541: 1592 (m/ S, Vec=c arom.): 1642 (5/ V=0, 3—CONH): 2923 (W/ VCfHaliph.): 3030-3062 (W/ Vc-H arom),
3287 (m, VN-H, 3{0/\//—/) cm‘1.

MS (m/z (%))**: 213,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

N-(4-Chlorobenzyl)nicotinamid

Verbindung: 7
Summenformel: C3sHnCINLO

Relative Molmasse [Mr]:246,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,70 mL 4-Chlorobenzylamin (7,79 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 7 d
konnte die hellbraun gefarbte Suspension erfolgreich zum gewtinschten Produkt aufgereinigt
werden.
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Farbloser Feststoff.

Schmb.: 71-74 °C.

Ausbeute: 49,4 %.

DC-Kontrolle: LM 7: R = 0,45 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): 6 = 9,23 (t, 1H, 3-CONH-, *Jnrcrz = 5,9 Hz), 9,03 (dd, TH, H-2, */2y4 = 2,3 Hz,
>Joys = 0,9 Hz), 8,70 (dd, 1H, H-6, *J56 = 4,8 Hz, “Jass = 1,7 Hz), 8,20 (dt, TH, H-4, *J45 = 7,9 Hz,
*Josa = 2,3 Hz, Yass = 1,7 Hz), 7,50 (ddd, TH, H-5, *Jass = 7,9 Hz, *Js;6 = 4,8 Hz, )25 = 0,9 Hz), 7,36
(AA'BB’, 4H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 4,47 (d, 2H, -CHa-, *Jntchz = 5,9 Hz).

IR (Vj: 1540, 1591 (m, S, Vc=C arom), 1642 (S, Vc=0, 3-CONH), 2926 (W, VC-Ha[iph.), 3058 (W, VC-Harom,), 3293
(M, Vn-H, 3-conr) cm’.

MS (m/z (%))**: 247,0 (100, [M+H]"), 249,0 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

N-(2-Chlorobenzyl)nicotinamid

Verbindung: 8

Summenformel: Ci3sH#CIN-O 4 g

5 \ N D 5
Relative Molmasse [M/]:246,1 H
6 e 2 'y
N Cl ,

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,60 mL 2-Chlorobenzylamin (7,79 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 96 h
konnte die gelb geférbte Suspension erfolgreich zum gewiinschten Produkt aufgereinigt werden.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 73-75 °C.

Ausbeute: 34,9 %.

DC-Kontrolle: LM 7: Rs = 0,57 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 9,21 (t, 1H, 3-CONH-,*/ntichz = 5,8 Hz), 9,06 (dd, 1H, H-2, */»/4 = 2,3 Hz,
*Jas = 0,9 Hz), 8,71 (dd, TH, H-6, *Js/6 = 4,8 Hz, “Jus = 1,7 Hz), 8,23 (dt, 1H, H-4, *Ja/s = 7,9 Hz,
424 = 2,3 Hz, Yas = 1,7 Hz), 7,51 (ddd, TH, H-5, *Jays = 7,9 Hz, 356 = 4,8 Hz, °Jo55 = 0,9 Hz), 7,45
(dd, H, H-3", *J34 = 7,0 Hz, “)35 = 2,0 Hz,), 7,38 (dd, TH, H-4", *J3,4' = 7,0 Hz, Y4 = 2,6 Hz,),
7,34-7,26 (m, 2H, H-5", H-6"), 4,55 (d, 2H, -CHa-, *Jnrcrz = 5.8 Hz).

IR (V): 1539, 1591 (M, Vc=carom.), 1644 (S, Vc=0,3-conH), 2923 (W, Vc-H aiph.), 3061 (W, V-t arom), 3293
(M, Vn-H, 3-conr) €M’

MS (m/z (%))**: 247,1 (100, [M+H]"), 249,1 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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N-(4-Methoxybenzyl)nicotinamid

Verbindung: 9
Summenformel: C14H14N>05

Relative Molmasse [M,]:242,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
6,80 g 4-Methoxybenzylamin (55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 45 h konnte
die entstandene braun gefarbte Suspension erfolgreich zum gewlnschten Produkt aufgereinigt
werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 81-86 °C.

Ausbeute: 37,9 %.

DC-Kontrolle: LM 7: R¢ = 0,36 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): & = 9,13 (t, TH, 3-CONH-, *Jyncrz = 5,9 Hz), 9,01 (dd, TH, H-2, Y24 = 2,3 Hz,
>Jays = 0,9 Hz), 8,68 (dd, TH, H-6, *Js;6 = 4,8 Hz, “Juss = 1,7 Hz), 8,19 (dt, 1H, H-4, *J4s = 7,9 Hz,

*Jo4 = 2,3 Hz, a6 = 1,7 Hz), 7,48 (ddd, TH, H-5, )45 = 7,9 Hz, *Js6 = 4,8 Hz, °Jo5s = 0,9 Hz), 7,24
(AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,87 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 4,41 (d, 2H, -CH2-, *)nticrz = 5,9 Hz), 3,71 (s,
3H, 4’-OCHs).

IR (V): 1509, 1544 (M, vc=c arom), 1591 (M, Sn-H,3-conn), 1633 (M, V=0, 3-conn), 2836-2920 (w,
Vet atiph), 3035-3100 (W, V- arom ), 3290 (M, Vi-p, 3-conr) cm’™.

MS (m/z (%))**: 243,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

N-(2-Methoxybenzyl)nicotinamid

Verbindung: 10
Summenformel: C1aH14N205

Relative Molmasse [M,]:242,1

Darstellung nach AAV 1 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurde 6,16 g Nicotinsaure (50,0 mmol, 1,0 eq) gemal AAV 1 mit
7,18 mL 2-Methoxybenzylamin (7,54 g, 55,0 mmol, 1,1 eq) umgesetzt und aufgereinigt. Nach 96 h
konnte die gelb gefarbte Suspension erfolgreich zum gewinschten Produkt aufgereinigt werden.

Gelb gefarbte, dlige Flussigkeit.
Ausbeute: 31,9 %.
DC-Kontrolle: LM 7: R¢ = 0,57 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): & = 9,07-8,99 (m, 2H, H-2, 3-CONH-), 8,70 (dd, 1H, H-6, )56 = 4,8 Hz,
“Yass = 1,7 Hz), 8,23 (dt, 1H, H-4, *Jas = 7,9 Hz, “Joss = 2,3 Hz, “Juss = 1,7 Hz), 7,50 (ddd, 1H, H-5,
345 = 7,9 Hz, *Jsss = 4,8 Hz, °Joy5 = 0,9 Hz), 7,28-7,16 (m, 2H, H-3", H-5"), 6,98 (dd, 1H, H-6,
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*Jsse = 8,1 Hz, Ysse = 1,0 H2), 6,89 (td, TH, H-4", *J3/4 = 7,4 Hz, Ysse = 1,0 Hz), 4,45 (d, 2H, -CH,-,
*JNHcHz = 5,8 Hz), 3,81 (s, 3H, 2"-OCHs).

IR (v): 1539, 1590 (m, vc=c arom.), 1642 (S, V=0, 3-conn), 2836, 2938 (W, veoy a[[ph.)/ 3064 (W, Vc-H arom),
3295 (M, Vi-t, 3-conr) Cm’ .

MS (m/z (%))**: 243,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

7.2.2.2 N-Acetyl-1,4-dihydropyridine des Amid- und des Ethylestertyps

Die abgebildeten Verbindungen in den Monographien zeigen eine allgemeine Darstellung ohne
Berlicksichtigung von Rotameren- bzw. Enantiomereneffekten.

(EZ,RS)-Ethyl-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carboxylat

Verbindung: 1
Summenformel: CisHi7NO3

Relative Molmasse [M]:271,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 2,7 mL Nicotinsaureethylester (3,0 g, 19,9 mmol, 1,0 eq),
379,0 mg Kupfer-(l)-jodid (1,9 mmol, 0,1 eq) und 168,7 mg trockenes Lithiumchlorid (3,8 mmol,
0,2 eq) in 130 mL trockenem THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde

1,4 mL Acetylchlorid (1,6 g, 19,9 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von zitronengelb nach rotbraun) so-
wie 10,9 mL Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF; 11,4 g, 21,8 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von
rotbraun nach zitronengelb) geméal AAV 2 hinzugeflgt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Roh-
produkt reinigte man saulenchromatographisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) auf und féllte es aus kaltem
Methanol.

Farbloser bis hellgelb gefarbter, plattchenartig geformter Feststoff.
Schmb.: 73-75 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 62,8 %.

DC-Kontrolle: LM 3: R = 0,40 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 8,13 (s, TH, H-2 [E]), 7,84 (s, TH, H-2 [Z]), 7,32-7,15 (m, 11H, H-6 [Z],
4-CeHs [E/Z]), 6,97 (,s" br, 1H, H-6 [E]), 5,22 (,s" br, 2H, H-5 [E/Z]), 4,41 (d, 2H, H-4 [E/Z]), 4,01
(ABX3, 3-COOCH,CH3), 2,34 (,s" br, 6H, -NCOCHj3 [E/Z]), 1,07 (ABX3: 6H, 3-COOCH,CH3).

IR (V): 1599, 1617 (M, vc=c arom.), 1659 (M, vc=0, ncock3), 1700 (S, V=0, 3-coocHzcHz), 2870-2990
(W, Vet atiph), 3100-3000 (W, V- arom) cm’™.

MS (m/z (%))** : 272,2 (60, [M+H]"), 228,2 (40, [M-COCHs]™), 226,2 (60, [M-OCH,CHs]""), 152,2
(100, [M-COCH3-CsHs]™), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N-phenyl-4-pheny!-1,4-dihydropyridin-3-carbamid
Verbindung: 12

Summenformel: CooH1sN202

Relative Molmasse [M,]:318,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):
In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,9 g 1 (25,0 mmol, 1,0 eq), 475,5 mg Kupfer-(l)-jodid

(2,6 mmol, 0,1 eq) und 212,4 mg trockenes Lithiumchlorid (5,0 mmol, 0,2 eq) in 140 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -18 °C gebracht. Es wurde 1,8 mL Acetylchlorid (1,9 g,

25,0 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von hellbraun nach rotbraun) sowie 13,8 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 14,4 g, 27,6 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von rotbraun nach rot) gemaB AAV 2
hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man sdulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Farblos bis hellgelb gefarbter, feinkorniger Feststoff.
Schmb.: 186-188 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 14,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,41 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 9,74 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 8,03 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,69 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,58-7,48 (m, 4H, H-2", H-6"), 7,31-7,17 (m, 15H, H-6 [Z], 4-C¢Hs [E/Z], H-3', H-5),
7,04-6,95 (m, 3H, H-6 [E], H-4"), 5,25 (,s" br, 2H, H-5 [E/Z]), 4,71-4,69 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 2,38
(,s" br, 6H, -NCOCHs [E/Z]).

lR (V) 1531/ 1597 (m/ VC:C arom,)/ 1671 (S/ VC:O, NCOC/‘B)I 1700 (W/ VCZO, 3’CONH)/ 3025_3060 (W/ VC’H ameA)l
3312 (W, V-, 3-conm) €M

MS (m/z (%))**: 319,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

(EZ,RS)-T-Acetyl-N-(4-chlorophenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 13
Summenformel: Co0H17CIN20O>

Relative Molmasse [M]:352,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,5 g 2 (19,3 mmol, 1,0 eq), 360,4 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,9 mmol, 0,1 eqg) und 163,6 mg trockenes Lithiumchlorid (3,9 mmol, 0,2 eq) in 100 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde 1,4 mL Acetylchlorid (1,5 g,

19,3 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von hellbraun nach braun) sowie 10,6 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 11,1 g, 21,2 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von braun nach dunkelgelb) gemal
AAV 2 hinzugeflgt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man sdulenchromato-
graphisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Gelb gefarbter Feststoff.
Schmb.: 172-176 °C (aus MeOH).
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Ausbeute: 11,4 %.
DC-Kontrolle: LM 4: Rt = 0,41, LM 2: R¢ = 0,50 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 9,97 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 8,10 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,71 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,47 (AA'BB’, 4H, H-2", H-6"), 7,30-7,23 (m, 11H, 6-H [Z], 4-Ce¢Hs [E/Z]), 7,04 (AA'BB’, 4H,
H-3", H-5%), 6,94 (,s" br, TH, H-6 [E]), 5,22 (,s" br, 2H, H-5 [E/Z]), 4,71-4,67 (m, 2H, H-4 [E/Z]),
2,37 (,s" br, 6H, -NCOCH;s [E/Z]).

IR (V): 1522, 1592 (S, Vc=c arom.), 1612 (M, Sn-#, 3-conm), 1652 (M, V=0, ncocks), 1673 (M, Ve=o, 3-conr),
2830-2970 (W, Vc-raiph), 3140-3103 (W, Vet arom.), 3329 (W, V-t 3-conm) cm.

MS (m/z (%))**: 353,2 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(3-chlorophenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 14

Summenformel: CaoH17CIN2O;

Relative Molmasse [M]:352,1 o Cl
Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1): >

In einem Zweihalsrundkolben wurden 7,7 g 3 (32,9 mmol, 1,0 eq), 605,6 mg Kupfer-()-jodid

(3,3 mmol, 0,1 eq) und 279,71 mg trockenes Lithiumchlorid (6,6 mmol, 0,2 eq) in 150 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde 2,3 mL Acetylchlorid (2,7 g,

33,0 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach weinrot) sowie 18,0 mL Phenylmagnesiumchlorid
(2 M in THF, 18,8 g, 36,2 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von weinrot nach gelborange) gemaB AAV 2
hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man sdulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Zitronengelb gefarbter, feinkdrniger Feststoff.
Schmb.: 155-159 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 16,2 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rt = 0,46 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-d): & = 9,94 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 8,10 (,s" br, 1H, H-2 [E]), 7,76-7,70 (m,
3H, H-2 [Z], H-2"), 7,46 (d, 2H, H-6", 3_/575 = 8,3 Hz), 7,31-7,22 (m, 10H, 4-CeHs [E/Z]), 7,16 (dt, 2H,
H-5",%Js6 = 8,3 Hz, *J4s' = 6,5 Hz), 7,10 (,s" br, TH, H-6 [Z]), 7,07-7,02 (m, 2H, H-4"), 6,94 (,s" br,
1H, H-6 [E]), 5,23 (,s" br, 2H, H-5 [E/Z]), 4,69 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 2,38 (,s" br, 6H, -NCOCHj3 [E/Z]).
IR (Vji 1525, 1590 (m, S, Vc=C amm_), 1671 (S, Vc=0, NCOCI—B), 1680 (W, Vc=0, 3—CONH), 3025-3082 (W,
Ve-Harom), 3304 (W, V-, 3-conn) €cm’.

MS (m/z (%))**: 353,1 (100, [M+H]™), 233,0 (70, [M-COCH3-CsHs]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(4-methoxypheny!)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid
Verbindung: 15

Summenformel: Co1iH20N203

Relative Molmasse [M,]:348,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 3,0 g 4 (13,1 mmol, 1,0 eq), 250,3 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,3 mmol, 0,1 eq) und 111,4 mg trockenes Lithiumchlorid (2,6 mmol, 0,2 eq) in 85 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde 0,9 mL Acetylchlorid (1,0 g,

13,1 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von hellgrau nach rotbraun) sowie 7,2 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 7,5 g, 14,5 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von rotbraun nach hellbraun) gemaf
AAV 2 hinzugeflgt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromato-
graphisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) auf und féllte es aus kaltem Methanol.

Beige bis gelb gefarbter, feinkorniger Feststoff.
Schmb.: 155-160 °C (aus Methanol).

Ausbeute: 15,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,40 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 9,67 (,s" br, 1H, -CONH- [E]), 9,60 (,s" br, TH, -CONH- [Z], 8,03 (,5" br,
1H, H-2 [E]), 7,66 (,s" br, 1H, H-2 [Z]), 7,41 (AA'BB’, 4H, H-2', H-6"), 7,29-7,11 (m, 11H, H-6 [Z],
4-Ce¢Hs [E/Z]), 6,91 (,s" br, TH, H-6 [E]), 6,80 (AA'BB’, 4H, H-3", H-5), 5,24 (,s" br, 1H, H-5 [Z]),
517 (,s" br, 1H, H-5 [E]), 4,69 (d, 2H, H-4 [E/Z]), 3,67 (s, 6H, 4-OCHs3), 2,31 (,s" br,

6H, -NCOCHs3 [E/Z]).

IR (V): 1510, 1598 (s, M, Vc=c arom), 1636 (M, Sn-#, 3-conn), 1674 (S, Vc=0, ncocks), 1705 (W, V=0, 3-conm),
2850-2970 (W, V-t aiiph), 3000-3080 (W, V- arom), 3312 (M, Vn-k, 3-conm) cm™.

MS (m/z (%))**: 349,4 (100, [M+H]"), 229,3 (10, [M-COCH3-CsHs]™), (siehe 6.2.4).

(EZ,RS)-T-Acetyl-N-(3-methoxyphenyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 16

Summenformel: C21H20N203

Relative Molmasse [M]:348,1 SN
Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1): g

In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,0 g 5 (17,5 mmol, 1,0 eq), 333,3 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,8 mmol, 0,1 eq) und 148,4 mg trockenes Lithiumchlorid (3,5 mmol, 0,2 eq) in 80 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde 1,3 mL Acetylchlorid (1,4 g,

17,5 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach dunkelrot) sowie 9,6 mL Phenylmagnesiumchlorid
(2Min THF, 10,0 g, 19,2 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von dunkelrot nach orange) gemal AAV 2
hinzugefiigt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Hellgelb gefarbter, feinkdrniger Feststoff.
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Schmb.: 150-153 °C (aus MeOH).
Ausbeute: 12,1 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,42 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 9,79 (,s" br, 1H, -CONH- [E]), 9,72 (,s" br, 1H, -CONH- [Z]), 8,06 (,s" br,
1H, H-2 [E]), 7,68 (,s" br, 1H, H-2 [Z]), 7,31-7,12 (m, 17H, H-6 [Z], 4-C¢Hs [E/Z], H-2", H-5", H-6"),
6,91 (,s" br, 1H, H-6 [E]), 6,61-6,54 (m, 2H, H-4"), 5,24 (,s" br, 2H, H-5 [E/Z]), 4,74-4,67 (m, 2H,
H-4 [E/Z]), 3,68 (s, 6H, 3'-OCHs3), 2,38 (,s" br, 6H, -NCOCHs [E/Z]).

IR (V): 1491, 1581 (M, Vc=c arom.), 1631 (S, Sn-H, 3-conr), 1673 (S, V=0, ncocHs), 1732 (M, V=0, 3-conm),
2873, 2958 (W, Vc-Haiph), 3060-3110 (W, Vc-ri arom.), 3337 (W, Vi-k, 3-conr) €m’.

MS (m/z (%))**: 349,2 (100, [M+H]"), 305,2 (10, [M-COCHs]*, 229,2 (10, [M-COCH3-CsHs]™), (siehe
6.2.4).

(EZ,RS)-1-Acetyl-N-benzyl-4-pheny!-1,4-dihydropyridin-3-carbamid
Verbindung: 17

Summenformel: Co1H20N>02

Relative Molmasse [M]:332,2

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 7,5 g 6 (35,4 mmol, 1,0 eq), 673,1 mg Kupfer-(l)-jodid

(3,7 mmol, 0,1 eq) und 300,0 mg trockenes Lithiumchlorid (7,1 mmol, 0,2 eq) in 190 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -18 °C gebracht. Es wurde 2,5 mL Acetylchlorid (2,8 g,

35,4 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach braun), sowie 19,5 mL Phenylmagnesiumchlorid
(2 M in THF, 20,3 g, 38,9 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von braun nach rotbraun) gemaB AAV 2
hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man sdulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf.

Gelb gefarbte, hoch viskose Flussigkeit.
Ausbeute: 21,8 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,30 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 8,41 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 7,96 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,60 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,34-7,05 (m, 15H, H-6 [Z], 4-CsHs [E/Z], H-2"-H-6"), 6,90 (,s" br, TH, H-6 [E]), 5,31-5,06
(m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,66-4,59 (m, 2H, H-4), 4,38-4,19 (m, 4H, -CH2-), 2,30 (,s" br,

6H, -NCOCHs [E/Z]).

IR (V): 1531, 1597 (M, Vc=c arom.), 1673 (S, Vc=0, ncocHs), 1700 (W, V=0, 3-conm), 2927-2972 (W, V-t aliph),
3028-3061 (W, V-t arom), 3320 (W, Viv-h, 3-conn) cm”.

MS (m/z (%))**: 333,2 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(4-chlorobenzyl)-4-pheny!-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 18
Summenformel: C21H19CIN2O>

Relative Molmasse [M/]:366,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 7,6 g 7 (30,7 mmol, 1,0 eq), 564,8 mg Kupfer-(l)-jodid

(3.1 mmol, 0,1 eq) und 286,2 mg trockenes Lithiumchlorid (6,13 mmol, 0,2 eq) in 170 mL trocke-
nem THF suspendiert und der Ansatz auf -14 °C gebracht. Es wurde 2,2 mL Acetylchlorid (2,4 g,
30,7 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach dunkelgelb), sowie 16,8 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 17,5 g, 33,6 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von dunkelgelb nach weinrot) gema0
AAV 2 hinzugeflgt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromato-
graphisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf.

Gelb geférbte, hoch viskose Flussigkeit.
Ausbeute: 11,1 %.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,28 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 8,41 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 7,96 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,60 (,s" br, 1H,
H-2 [Z]), 7,42-7,14 (m, 19H, H-6 [Z], 4-C¢Hs [E/Z], H-2", H-3", H-5", H-6"), 6,90 (,s" br, 1H,

H-6 [E]), 5,31-5,06 (m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,64-4,58 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 4,38-4,19 (m, 4H, -CH>-), 2,30
(,s" br, 6H, -NCOCHj3 [E/Z]).

IR (V): 1531, 1597 (M, Vc=c arom.), 1674 (s, Vc=0, ncock3), 1681 (W, V=0, 3-conm), 2926-2972 (W, Ve aiiph),
3027-3061 (W, V-t arom ), 3323 (W, Vi-n, 3-conr) cm™.

MS (m/z (%))**: 367,0 (40, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(2-chlorobenzyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 19
Summenformel: Co1H19CINL O,

Relative Molmasse [M/]:366,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,7 g 8 (19,1 mmol, 1,0 eq), 351,4 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,9 mmol, 0,1 eq) und 286,2 mg trockenes Lithiumchlorid (3,5 mmol, 0,2 eq) in 90 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -14 °C gebracht. Es wurde 1,4 mL Acetylchlorid (1,5 g,

19,1 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach dunkelgelb), sowie 10,5 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 10,9 g, 21,0 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von dunkelgelb nach weinrot) gemaf
AAV 2 hinzugefugt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromato-
graphisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Gelb gefarbter Feststoff.
Schmb.: 118-120 °C (aus MeOH).
Ausbeute: 15,4 %.
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DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,25 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 8,39 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 8,01 (,s" br, 1H, H-2 [E]), 7,65 (,s" br, 1H,
H-2 [Z]), 7,38-7,14 (m, 14H, 4-CsHs [E/Z], H-3", H-4"), 7,10 (,s" br, 1H, H-6 [Z]), 7,06-7,00 (m, 2H,
H-5%), 6,89 (,s" br, TH, H-6 [E]), 6,68-6,58 (m, 2H, H-6"), 5,30-5,10 (m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,65-4,60
(m, 2H, H-4 [E/Z]), 4,38-4,19 (m, 4H, -CH>-), 2,34 (,s" br, 6H, -NCOCH3 [E/Z]).

IR (V): 1531, 1600 (M, W, Vc=c arom), 1629 (M, Sn-w, 3-conn), 1675 (S, V=0, ncocrs), 1701 (W, V=0, 3-conH),
2926-2972 (W, Vc-Haiph), 3026-3061 (W, V-t arom), 3319 (W, Vn-, 3-conm) cm’.

MS (m/z (%))**: 367,3 (100, [M+H]"), 369,3 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(4-methoxybenzyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 20
Summenformel: CooH22N>03

Relative Molmasse [M]:362,2

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 3,4 g 9 (14,0 mmol, 1,0 eq), 266,0 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,4 mmol, 0,1 eq) und 122,6 mg trockenes Lithiumchlorid (2,9 mmol, 0,2 eq) in 66 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -40 °C gebracht. Es wurde 1,0 mL Acetylchlorid (1,1 g,

14,0 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach dunkelgelb), sowie 7,9 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 8,2 g, 15,9 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von dunkelgelb nach ocker) gemaf
AAV 2 hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromato-
graphisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) auf und fallte es aus kaltem Methanol.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 59-61 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 20,4 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,32 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 8,64 (,s" br, 2H, -CONH- [E/Z]), 7,94 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,58 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,31-7,19 (m, 11H, H-6 [Z], 4-C¢Hs [E/Z]), 7,11-7,06 (m, 4H, H-2", H-6"), 6,83-6,81 (m, 5H,
H-6 [E], H-3", H-5), 5,24 (,s" br, TH, H-5 [Z]), 5,14 (,s" br, TH, H-5 [E]), 4,64-4,68 (m, 2H,

H-4 [E/Z]), 4,30-4,18 (m, 4H, -CH>-), 3,69 (s, 6H, 4’-OCH3s), 2,30 (,s" br, 6H, -NCOCHs [E/Z]).

IR (Vji 1511, 1531, 1584 (S, m, VC:Cgrom_), 16711 (m, 6/\/_/-/, 3.co/\//-/), 1653 (m, Vc=0, NCOCHS), 1675 (W,
Vc-0, 3-conn), 2835-2954 (W, Vc-pi aiph), 3005-3061 (W, Ve-tarom), 3326 (W, Vi-py, 3-con) cm’™.

MS (m/z (%))**: 363,2 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N-(2-methoxybenzyl)-4-pheny!-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 21
Summenformel: Ca2H22N203

Relative Molmasse [M,]:362,2

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,4 g 10 (18,2 mmol, 1,0 eq), 334,3 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,8 mmol, 0,1 eq) und 122,6 mg trockenes Lithiumchlorid (3,6 mmol, 0,2 eq) in 140 mL trockenem
THF suspendiert und der Ansatz auf -14 °C gebracht. Es wurde 1,6 mL Acetylchlorid (1,4 g,

18,2 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach orange), sowie 10,0 mL Phenylmagnesiumchlorid

(2 M in THF, 10,4 g, 20,1 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von orange nach weinrot) gemal3 AAV 2 hin-
zugefugt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch

(LM 1, siehe 6.2.2.1) auf.

Gelb gefarbte, hoch viskose Flussigkeit.
Ausbeute: 25,2 %.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,34 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 8,15 (t, 2H, -CONH- [E/Z]), 7,99 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,62 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,35-7,05 (m, 15H, H-6 [Z], 4-CeHs [E/Z], H-3", H-5"), 6,99-6,75 (m, 5H, H-6 [E], H-4",
H-6"), 5,29-5,10 (m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,65-4,59 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 4,31-4,19 (m, 4H, -CH>-), 3,72 (s,
6H, 2’-OCHs3), 2,33 (,s" br, 6H, -NCOCH3 [E/Z]).

IR (V): 1529, 1602 (M, vc=c arom.), 1626 (M, Sn-#, 3-conn), 1675 (S, V=0, ncocks), 2836-2964 (w,
Vet aiipn), 3027, 3061 (W, Ve arom), 3332 (W, Vn-#, 3-conr) €cm™.

MS (m/z (%))**: 363,3 (30, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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7.2.2.3 1-Aza-9-oxafluoren- sowie 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate des

Carbamid- und des Ethylestertyps

Ethyl-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxylat

Verbindung: 22

HO
Summenformel: CooH1sNO4
Relative Molmasse [M]:333,1 7

@)
Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1): Ni

In einem Dreihalsrundkolben wurden 600,0 mg 11 (2,20 mmol, 1,00 eq) und 289,7 mg
1,4-Benzochinon (2,70 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropf-
trichter figte man 60 mL einer Mischung aus 55,7 mL trockenem Dioxan und 4,3 mL Perchlor-
saure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 24 h sowie alle
7 d wurde jeweils 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach
21d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L6-
sungsmittels, aus Diethylether (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Farbloser bis beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 203-205 °C (aus Et,0); Literatur: 200-203 °C (aus Et,0)."*
Ausbeute: 18,7 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rs = 0,64, LM 5: Rf = 0,41 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,45 (s, TH, 6-OH), 8,85 (s, 1H, H-2), 7,62-7,53 (m, 4H, H-8, 4-C¢Hs),
7,45-7,36 (m, 2H, 4-C¢Hs), 6,95 (dd, TH, H-7, *J76 = 8,8 Hz, “J57 = 2,6 Hz), 6,26 (d, TH, H-5,
Ys; = 2,6 Hz), 4,02 (q, 2H, 3-COOCH2CH3, *Jena/chs = 7,1 Hz), 0,91 (t, 3H, 3-COOCH,CHs,
Jeraschs = 7,1 Hz).

HPLC*: 99,75 % (tr: 12,786 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V~)I 1592-1622 (W, Vc=c grom.), 1700 (S, Vc=0, ,Cooc/-/g(j,t-/g), 2850-2977 (m, W, Vc-H a[[ph,), 3060 (m,
Vc-Harom), 3143 (M, Vo-p) Cm71~

MS (m/z (%))**: 334,4 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden far [M+H]": 334,1076 (100), berechnet fur [C20H1sNO4]": 334,1074.
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6-Hydroxy-N,4-diphenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 23
Summenformel: Ca4H16N203

Relative Molmasse [M/]:380,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,82 g 12 (5,72 mmol, 1,00 eq) und 739,2 mg 1,4-Benzochi-
non (6,98 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter fligte
man 90 mL einer Mischung aus 78,6 mL trockenem Dioxan und 11,4 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von hellgelb nach weinrot. Nach 7 d wurde 100 mg
1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach 33 d, wie in AAV 3 beschrie-
ben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 1, siehe 6.2.2.1)
aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus Ethylacetat
ausfallen gelassen (bei 2-8 °C).

Hellbeige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 290-293°C (aus EtOAc).

Ausbeute: 3,0 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,29, LM 1: R = 0,49 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,35 (s, TH, -CONH-), 9,45 (s, 1H, 6-OH), 8,62 (s, TH, H-2), 7,58 (d ,1H,
H-8, %J78 = 8,9 Hz), 7,56-7,51 (m, 5H, 4-CgHs), 7,49-7,45 (m, 2H, H-2", H-6"), 7,30-7,20 (m, 2H,
H-3", H-5"), 7,06-7,01 (m, 1H, H-4"), 6,98 (dd, TH, H-7, *J7,5 = 8,9 Hz, “Js,7 = 2,5 Hz), 6,51 (d, H,
H-5, “Js;7 = 2,5 H2).

HPLC*: 99,84 % (tr: 12,130 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1490, 1597 (w, m, Ve-c arom), 1533 (5, Sn-#,3-conn), 1673 (m, Ve-o, 3-con), 3060 (M, Vern arom),
3351 (W, V-, 3-conm) €M

MS (m/z (%))*: 783,18 (90, [2xM+Na]™), 381,72 (55, [M+H]™), 759,07 (20, [2xM]’), 379,54 (100,
M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 381,1232 (100), berechnet fur [Co4H17N,O5]": 381,1234.
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N-(4-Chlorophenyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 24
Summenformel: Co4H15CIN2O3

Relative Molmasse [M]:414,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 300,0 mg 13 (0,85 mmol, 1,00 eq) und 112,1 mg
1,4-Benzochinon (1,04 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropf-
trichter flgte man 23 mL einer Mischung aus 21,3 mL trockenem Dioxan und 1,7 mL Perchlor-
saure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 24 h sowie alle
7 d wurde jeweils 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlielich nach

22 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&-
sungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 270-272 °C (aus MeQOH).

Ausbeute: 15,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,45, LM 3: R¢ = 0,23 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,49 (s, TH, -CONH-), 9,43 (s, 1H, 6-OH), 8,63 (s, TH, H-2), 7,58 (d, TH,
H-8, %)z = 8,9 Hz), 7,55-7,48 (m, 7H, 4-CsHs, H-2", H-6"), 7,31 (AA'BB/, 2H, H-3", H-5"), 6,96 (dd,
1H, H-7, )76 = 8,9 Hz, “Js,7 = 2,6 Hz), 6,48 (d, 1H, H-5, “Js,7 = 2,6 Hz).

HPLC*: 96,60 % (tr: 13,013 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1527, 1593 (M, Vc=c arom.), 1623 (M, Sn-#, 3-conn), 1684 (W, V=0, 3-conn), 3066 (W, Vet arom.),
3324 (W, vo-r), 3380 (W, Vi-+, 3-conn) cm’.

MS (m/z (%))*: 850,92 (28, [2xM+Nal"), 413,33 (100, [M]’), 415,28 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 415,0845 (100), berechnet fir [Co4HisCIN,O3]™:
415,0844.
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Synthese der Verbindungen

N-(3-Chlorophenyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 25
Summenformel: Co4H15CINLO3

Relative Molmasse [M,]:414,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 300,0 mg 14 (0,85 mmol, 1,00 eq) und 112,17 mg
1,4-Benzochinon (1,04 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropf-
trichter flgte man 23 mL einer Mischung aus 21,3 mL trockenem Dioxan und 1,7 mL Perchlor-
saure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 24 h sowie alle
7 d wurde 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach 22 d, wie
in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 1,
siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus
Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 249-252 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 8,8 %.

DC-Kontrolle: LM 3: R¢ = 0,52, LM 8: R¢ = 0,46 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): & = 10,58 (s, 1H, -CONH-), 9,45 (s, 1H, 6-OH), 8,66 (s, TH, H-2), 7,67 (d, TH,
H-2", “o4, 276 = 2,0 Hz), 7,61-7,51 (m, 6H, H-8, 4-CsHs), 7,40-7,34 (m, TH, H-6"), 7,29 (t, TH, H-5’,
356 475 = 8,0 Hz), 7,10 (ddd, 1H, H-4", *J45 = 8,0 Hz, “Jy4 = 2,0 Hz, Y46 = 1,0 Hz), 6,97 (dd, TH,
H-7, )78 = 7.2 Hz, *J57 = 2,0 Hz), 6,50 (d, TH, H-5, “/57 = 2,0 Hz).

HPLC*: 99,65 % (tr: 12,906 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1482, 1591 (m, s, Ve=c arom.), 1532 (W, Sn-1y 3-conn, 1683 W, V=0, 3-conn), 3064 (W, V-t arom),
3315 (M, Vn-H, 3-conr) cm’™.

MS (m/z (%))*: 851,04 (100, [2xM+Nal"), 828,16 (15, [2xM]), 413,57 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 415,0844 (100), berechnet fur [Co4H16CIN,O3]":
415,0844.
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Synthese der Verbindungen

6-Hydroxy-N-(4-methoxyphenyl)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 26
Summenformel: CosH1gN>O4

Relative Molmasse [M;]:410,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 473,0 mg 15 (1,15 mmol, 1,00 eq) und 149,1 mg
1,4-Benzochinon (1,38 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropf-
trichter flgte man 31 mL einer Mischung aus 28,8 mL trockenem Dioxan und 2,2 mL Perchlor-
saure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 24 h sowie alle
7 d wurde jeweils 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach
21d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&-
sungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 251-253 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,37; LM 8: R¢ = 0,65 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,33 (s, TH, -CONH-), 9,45 (s, 1H, 6-OH), 8,62 (s, TH, H-2), 7,60-7,50 (m,
6H, H-8, 4-C¢Hs), 7,36 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,97 (dd, TH, H-7, *J75 = 7,2 Hz, *J5,7 = 2,0 H2),
6,82 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,49 (d, 1H, H-5, /5,7 = 2,0 Hz), 3,68 (s, 3H, 4'-OCHj).

HPLC*: 99,74 % (tr: 12,310 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1511, 1531, 1598 (s, W, Vc=c arom.), 1655 (M, Sn-+, 3-conm), 1676 (S, V=0, 3-conm), 2836, 2957 (w,
VC-H aliph.), 3066 (W, Vc-Harom.), 3360 (W, vo-p) cm™.

MS (m/z (%))*: 843,15 (100, [2xM+Na]"), 819,17 (20, [2xM]), 409,63 (100, [M]'), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 411,1339 (100), berechnet fiir [CasHigN2O4] " : 411,1339.
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Synthese der Verbindungen

6-Hydroxy-N-(3-methoxyphenyl)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 27

Summenformel: CasH1sN2O4 ] x Y

Relative Molmasse [M/]:410,1 / e~
5 @)

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 473,0 mg 16 (1,15 mmol, 1,00 eq) und 149,1 mg
1,4-Benzochinon (1,38 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropf-
trichter fugte man 31 mL einer Mischung aus 28,8 mL trockenem Dioxan und 2,2 mL Perchlor-
saure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 24 h sowie alle
7 d wurde jeweils 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach
21d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Lo-
sungsmittels, aus Diethylether (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 291-294 °C (aus Et,0).

Ausbeute: 2,8 %.

DC-Kontrolle: LM 8: R¢ = 0,37, LM 6: Rf = 0,65 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,33 (s, TH, -CONH-), 9,45 (s, TH, 6-OH), 8,62 (s, 1H, H-2), 7,64-7,48 (m,
6H, H-8, 4-CsHs), 7,20-7,11 (m, 2H, H-2", H-6"), 7,03 (d, TH, H-5", ¥J5/s' = 8,2 Hz), 6,97 (dd, H, H-7,
)78 = 8,9 Hz, 5,7 = 2,6 Hz), 6,66-6,58 (m, 1H, H-4"), 6,49 (d, 1H, H-5, “Js,7 = 2,6 Hz), 3,68 (s, 3H,
3"-OCH3).

IR (V): 1492, 1609 (M, s, Vc=carom.), 1541 (W, En-, 3-conn), 1681 (W, Ve=o, 3-conn), 3060 (W, Vet arom.),
3351 (W, VA, 3-conn), 3445 (W, vor) cm™.

HPLC*: 99,51 % (tr: 12,150 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 843,15 (100, [2xM+Nal®), 819,23 (30, [2xM]), 409,65 (100, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 411,1338 (100), berechnet fir [CosH1gN2O4] " : 411,1339.
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Synthese der Verbindungen

N-Benzyl-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 28
HO
Summenformel: CasH1sN203
Relative Molmasse [M/]:394,1 7 2

O 1
Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1): N ’

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,40 g 17 (4,21 mmol, 1,00 eq) und 547,0 mg 1,4-Benzochi-
non (5,06 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter fugte
man 80 mL einer Mischung aus 71,8 mL trockenem Dioxan und 8,2 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach rot. Nach 39 d konnte der Ansatz, wie in
AAV 3 beschrieben, aufgereinigt werden. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
(LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&sungsmit-
tels, aus Ethylacetat zur Titelverbindung (bei 2-8 °C) innerhalb von 14 d ausfallen gelassen.

Braun gefarbter, plattchenartiger Feststoff.
Schmb.: 210-212 °C (aus EtOAc).

Ausbeute: 3,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,37 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,81 (t, 1H, -CONH-, 3JNH/CH2 = 5,9 Hz), 8,49 (s, TH,
H-2), 7,64-7,51 (m, 4H, H-8, 4-CgHs), 7,51-7,43 (m, 2H, H-3", H-5"), 7,26-7,14 (m, 3H, H-2", H-4’,
H-6"), 7,00-6,91 (m, 3H, H-7, 4-C¢Hs), 6,45 (d, 1H, H-5, 4JS/7 = 2,6 Hz), 4,29 (d, 2H, -CHz-,
*Jnrchz = 5,9 Hz).

HPLC*: 99,26 % (tr: 13,551 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1529, 1578, 1591 (M, Vc=carom.), 1629 (S, Vc=0, 3-conn), 2880, 2932, 3036 (W, Vc-Haipr), 3198 (M,
VC-H arom.), 3405 (M, voow) cm™

MS (m/z (%))*: 811,28 (100, [2xM+Na]®), 417,75 (55, [M+Na]"), 787,13 (15, [2xM]’), 393,45 (100,
[M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 395,1383 (100), berechnet fir [C2sHisN2O3]": 395,1390.

150



Synthese der Verbindungen

N-(4-Chlorobenzyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 29
Summenformel: CasH17CIN2Os

Relative Molmasse [M,]:428,1

Darstellung:

In einem Rundkolben wurden 50,0 mg 22 (0,15 mmol, 1,00 eq) in wenig Methanol gelost. Uber
einen Tropftrichter figte man 20 mL einer 40 %-igen (V/V) methanolischen 4-Chlorobenzyl-
amin-Lésung (8,00 mL, 9,28 g, 21,70 mmol, 144,50 eq) hinzu und lie} den Ansatz, unter sporadi-
schem Umschwenken, im Kihlschrank fur 1,25 y ruhen.

AnschlieBend erfolgte eine basisch wassrige Extraktion mit Chloroform. Das Rohprodukt wurde
folglich sdulenchromatographisch mit LM 3 (siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und als transparentes Ol
gewonnen. Man ergénzte in gleicher Menge wenige Tropfen Ethylacetat und Cyclohexan. Es fiel
Uber Nacht (bei 2-8 °C) ein farbloses Pulver aus, das, nach zweimaligem Waschen mit Ethylacetat,
im Exsikkator getrocknet wurde.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 218-220 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 10,1 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,30, LM 1: Rf = 0,28 (siehe 6.2.2.2).

TH-NMR (DMSO-de): 6 = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,83 (t, 1H, -CONH-, 3JNH/CHZ = 5,9 Hz), 8,49 (s, TH,
H-2), 7,65-7,51 (m, 4H, H-8, 4-C¢Hs), 7,48-7,43 (m, 2H, 4-CgHs), 7,25 (AA'BB’, 2H, H-37, H-57),
6,99-6,90 (m, 3H, H-7, H-2", H-6"), 6,44 (d, 1H, H-5, 4JS/7 = 2,6 Hz), 4,27 (d, 2H, -CH>-,

*Jnrch2 = 5,9 Hz).

HPLC**: 99,99 % (tr: 3,258 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1529, 1591 (M, vc=c arom.), 1607 (M, Sn-+, 3-conr), 1666 (s, V=0, 3-conn), 2925 (W, Vc-Haiipr.), 3057
(M, Vet arom.), 3330 (M, Vo-r) cm™.

MS (m/z (%))*: 855,24 (30, [2xM]"), 427,49 (100, [M]'), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 429,0999 (100), berechnet fur [CosH1gCIN,O3]™:
429,1000.
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Synthese der Verbindungen

N-(3-Chlorobenzyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 30
Summenformel: CasH17CIN2O3

Relative Molmasse [M/]:428,1

Darstellung:
In einem Rundkolben wurden 50,0 mg 22 (0,15 mmol, 1,00 eq) in wenig Methanol gelést. Uber
einen Tropftrichter fligte man 20 mL einer 40%-igen (V/V) methanolischen 3-Chlorobenzyl-
amin-Lésung (8,00 mL, 9,28 g, 21,70 mmol, 144,50 eq) hinzu und lie} den Ansatz, unter sporadi-
schem Umschwenken, im Kihlschrank fur 1,25 y ruhen.

AnschlieBend erfolgte eine basisch wassrige Extraktion mit Chloroform. Das Rohprodukt wurde
folglich sdulenchromatographisch mit LM 3 (siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und als transparentes Ol
gewonnen. Man erganzte in gleicher Menge wenige Tropfen Ethylacetat und Cyclohexan. Es fiel
Uber Nacht (bei 2-8 °C) ein farbloses Pulver aus, das, nach zweimaligem Waschen mit Ethylacetat,
im Exsikkator getrocknet wurde.

Farblos bis hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 177-178 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 10,9 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,30, LM 1: Rt = 0,28 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,85 (t, 1H, -CONH-, *Jun/crz = 6,0 Hz), 8,50 (s, TH,
H-2), 7,61-7,41 (m, 6H, H-8, 4-C¢Hs), 7,31-7,20 (m, 2H, H-4", H-5"), 7,11 (d, 1H, H-2’,

3y 26 = 2,1 Hz), 6,99-6,87 (m, 2H, H-7, H-6"), 6,44 (d, TH, H-5, “/s;7 = 2,6 Hz), 4,29 (d,

2H, -CHa-, *Jnrychz = 6,0 H2).

HPLC**: 99,80 % (tr: 3,300 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1520, 1575, 1591 (s, M, Vc=c arom.), 1627 (M, Sn-, 3-cont), 1668 (S, V=0, 3-conn), 2926 (W,
VC-H aliph.), 3057 (W, Vc-H arom.), 3352 (W, Vo-n) cm’™.

MS (m/z (%))*: 879,11 (100, [2xM+Na]"), 881,09 (70, [2xM+Na]"), 451,32 (30, [M+Na]"),
855,04 (25, [2xM]), 857,03 (15, [2xM]), 427,38 (100, [M]'), 429,35 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]*: 429,0997 (100), berechnet fir [CosH1sCINLO5]™:
429,1000.
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Synthese der Verbindungen

N-(2-Chlorobenzyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 31
Summenformel: CasH17CIN2Os

Relative Molmasse [M,]:428,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,06 g 19 (2,90 mmol, 1,00 eq) und 375,3 mg 1,4-Benzochi-
non (3,47 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter fligte
man 80 mL einer Mischung aus 74,2 mL trockenem Dioxan und 5,8 mL Perchlorsédure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 7 d wurde 100 mg
1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach 25 d, wie in AAV 3 beschrie-
ben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 1, siehe 6.2.2.1)
aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Ldsungsmittels, aus Ethylacetat
(bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 230-233 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 6,1 %.

DC-Kontrolle: LM 3: R¢ = 0,16, LM 1: R¢ = 0,38 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): & = 9,43 (s, TH, 6-OH), 8,85 (t, TH, -CONH-, *nrychz = 5,8 Hz), 8,54 (s, TH,
H-2), 7,64-7,45 (m, 6H, H-8, 4-CeHs), 7,38 (dd, TH, H-3", %34 = 7,7 Hz, Y35 = 1,3 Hz), 7,24 (td,
H, H-4", *J3y4 45 = 7,7 Hz, Ysss = 1,7 Hz), 7,15 (td, 1H, H-5", *Jays 56 = 7,7 Hz, Y35 = 1,3 Hz),
6,96 (dd, 1H, H-7, 3J7/s = 8,9 Hz, “J57 = 2,5 Hz), 6,78 (dd, TH, H-6", *Js¢ = 7,7 Hz, *Jass = 1,7 Hz),
6,44 (d, TH, H-5, *Js;7 = 2,5 Hz), 4,35 (d, 2H, -CHa-, *Jnm/chz = 5,8 Hz).

HPLC*: 100,00 % (tr: 12,885 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1504, 1588 (S, W, Vc=c arom.), 1661 (S, V=0, 3-conn), 3060 (W, Vet arom), 3437 (M,
VN-H, 3-ConH) €M,

MS (m/z (%))*: 878,98 (100, [2xM+Nal"), 451,54 (32, [M+Na]"), 855,19 (45, [2xM]), 427,65
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 429,0990 (100), berechnet fir [CosHisCIN,O3]":
429,1000; gefunden fur [M+H]": 431,0961 (35), berechnet fur [CasH1sCIN,O3]": 431,0971.
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Synthese der Verbindungen

6-Hydroxy-N-(4-methoxybenzyl)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 32
Summenformel: CoeH20N204

Relative Molmasse [M,]:424,1

Darstellung AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,06 g 20 (2,93 mmol, 1,00 eq) und 386,8 mg 1,4-Benzochi-
non (3,58 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter fugte
man 79 mL einer Mischung aus 73,2 mL trockenem Dioxan und 5,8 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 24 h sowie alle 7 d wurde je-
weils 100 mg 1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach 50 d, wie in

AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch (LM 2,
siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus
Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 310-313 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,0 %.

DC-Kontrolle: LM 2: R = 0,20, LM 1: R¢ = 0,36 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,41 (s, 1H, 6-OH), 8,72 (t, TH, -CONH-, *Jnpy/ch2 = 5,8 Hz), 8,46 (s, TH,
H-2), 7,62-7,53 (m, 4H, H-8, 4-C¢Hs), 7,50-7,42 (m, 2H, 4-CeHs), 6,96 (dd, 1H, H-7, *J7;s = 8,9 Hz,
Ys;7 = 2,5 Hz), 6,88 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,78 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,45 (d, 1H, H-5,

“Jsy1 = 2,5 Hz), 4,21(d, 2H, -CHz2-, *Inrchz = 58 Hz), 3,72 (s, 3H, 4-OCHs).

HPLC*: 98,07 % (tr: 12,363 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1512, 1586 (M, S, Vc=c arom.), 1548 (W, On-r, 3-conm), 1638 (W, Ve=0, 3-conn), 2835-2954 (w, m,
Vet atiph), 3058 (W, Ver arom ), 3257 (M, Vi-r, 3-conk) cm™.

MS (m/z (%))*: 871,11 (100, [2xM+Na]"), 447,77 (45, [M+Na]"), 847,33 (30, [2xM]), 423,68
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 425,1489 (100), berechnet fir [Co6H21N204]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

6-Hydroxy-N-(3-methoxybenzyl)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 33
Summenformel: Co6H20N204
Relative Molmasse [M]:424,1 W O

Darstellung:
In einem Rundkolben wurden 50,0 mg 22 (0,15 mmol, 1,00 eq) in wenig Methanol gelost. Uber
einen Tropftrichter fligte man 20 mL einer 40%-igen (V/V) methanolischen 3-Methoxybenzyl-
amin-L&sung (8,00 mL, 8,58 g, 20,3 mmol, 135,30 eq) hinzu und lieB den Ansatz, unter sporadi-
schem Umschwenken, im Kdhlschrank fur 1,25 y ruhen.

AnschlieBend erfolgte eine basisch wassrige Extraktion mit Chloroform. Das Rohprodukt wurde
folglich sdulenchromatographisch mit LM 3 (siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und als transparentes Ol
gewonnen. Man ergénzte in gleicher Menge wenige Tropfen Ethylacetat und Cyclohexan. Es fiel
Uber Nacht, bei 2-8 °C, ein farbloses Pulver aus, das nach zweimaligem Waschen mit Ethylacetat
im Exsikkator getrocknet wurde.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 198-201 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 19,0 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rs = 0,30 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,81 (t, 1H, -CONH-, *Jnr/chz = 6,0 Hz), 8,49 (s, TH,
H-2), 7,60-7,42 (m, 6H, H-8, 4-CgsHs), 7,13 (t, 1H, H-5", *J45" 46 = 7,9 Hz), 6,95 (dd, TH, H-7,

378 = 8,9 Hz, 5,7 = 2,6 Hz), 6,77 (ddd, 1H, H-6", *Js¢ = 7,9 Hz, “Juss = 2,5 Hz, “Jo6 = 1,0 Hz),
6,71 (t, TH, H-2", *Joy4 = 2,5 HZ), 6,52 (dt, H, H-4", *Jy 5 = 7,9 Hz, “Joya 46 = 2,5 HZ), 6,45 (d, TH,
H-5, “Js;; = 2,5 Hz), 4,26 (d, 2H, -CHa-, *Jnr/cHz = 6,0 Hz), 3,71 (s, 3H, 3'-OCH3).

HPLC**: 99,80 % (tr: 1,892 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (V)Z 1536, 1586, 1594 (S, Vc=c amm_), 1603 (m, (S/\/./-/, 3-CONH), 1636 (S, Vc=0, 3.co/\//-/), 2966, 3003 (m,
VC-H aliph)s 3072 (M, Vc-H arom.), 3390 (M, Vo-n) cm’™.

MS (m/z (%))*: 871,20 (100, [2xM+Na]"), 447,48 (35, [M+Na]"), 847,15 (20, [2xM]), 423,45
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 425,1489 (100), berechnet fur [Co6H21N204]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

6-Hydroxy-N-(2-methoxybenzyl)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 34
Summenformel: CoeH20N204

Relative Molmasse [M,]:424,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,03 g 21 (2,84 mmol, 1,00 eq) und 367,3 mg 1,4-Benzochi-
non (3,40 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter flgte
man 80 mL einer Mischung aus 74,3 mL trockenem Dioxan und 5,7 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach braunrot. Nach 7 d wurde 100 mg
1,4-Benzochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach 48 d, wie in AAV 3 beschrie-
ben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 4, nach 101 Tubes
Wechsel zu LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt sowie die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des
Losungsmittels, in Ethylacetat geldst und mit Cyclohexan versetzt. Die Titelverbindung fiel bei

2-8 °C aus und wurde final zweimal mit Aceton, Ethylacetat, Methanol und DCM gewaschen.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 253-255 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 5,2 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,28, LM 4: R¢ = 0,20, LM 1: Rf = 0,46 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,60 (t, TH, -CONH-, ¥\pchz = 5.8 Hz), 8,50 (s, TH,
H-2), 7,63-7,44 (m, 6H, H-8, 4-CsHs), 7,18 (td, TH, H-5", *Js6 = 8,4 Hz, “J35° = 1,8 Hz), 6,95 (dd,
1H, H-7, J78 = 8,9 Hz, Y57 = 2,5 Hz), 6,91 (dd, TH, H-6", *J56' = 8,4 Hz, *J4s¢ = 1,1 Hz), 6,75 (td, TH,
H-4", %3 = 7,4 Hz, Y6 = 1,1 Hz), 6,65 (dd, TH, H-3", *J3,4 = 7,4 Hz, *J35° = 1,8 Hz), 6,44 (d, TH,
H-5, “s,7 = 2,5 Hz), 4,24 (d, 2H, -CHa-, *Jnr/chz = 5.8 Hz), 3,75 (s, 3H, 2’-OCHs).

HPLC*: 99,64 % (tr: 12,751 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (Vj: 1504, 1579, 1592 (m, VC:Cgrom_), 1631 (S, Vc=0, 3-CONH), 3202 (W, Vo./-/), 3414 (m,
VN-H, 3-Conm) €M,

MS (m/z (%))*: 871,34 (100, [2xM+Na]™), 447,92 (12, [M+Nal"), 1270,65 (12, [3xM]), 847,30 (100,
[2xM]), 423,64 (90, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 425,1489 (100), berechnet fir [CosH21N204]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

8-Chloro-N-(3-chlorophenyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid

Verbindung: 35
Summenformel: Co4H14CILN205

Relative Molmasse [M/]:448,0

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 644,0 mg 14 (1,83 mmol, 1,00 eq) und 315,6 mg
2-Chloro-1,4-benzochinon (2,23 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber ei-
nen Tropftrichter fligte man 50 mL einer Mischung aus 46,4 mL trockenem Dioxan und 3,6 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von Gelb nach Dunkelrot. Nach 24 h
sowie alle 7 d wurde jeweils 100 mg 2-Chloro-1,4-benzochinon zum Reaktionsansatz erganzt und
schlieBlich nach 40 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach
Entfernen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 283-286 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,2 %.

DC-Kontrolle: LM 3: R¢ = 0,16, LM 2: Rt = 0,51 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): 6 = 10,63 (s, TH, -CONH-), 9,88 (s, TH, 6-OH), 8,73 (s, TH, H-2), 7,67 (t, TH,
H-2", %4 276 = 2,1 Hz), 7,61-7,48 (m, 5H, 4-CeHs), 7,36 (d, TH, H-6", *J5/6' = 8,1 Hz), 7,30 (t, TH,
H-5", %56 45 = 8,1 Hz), 7,13-7,09 (m, TH, H-4"), 7,07 (d, 1H, H-7, “J5,7 = 2,3 Hz), 6,46 (s, 1H, H-5,
Y57 = 2,3 Hz).

IR (V)Z 1498, 1590 (m, S, VC:Cgrom_), 1532 (m, (SN./-/, 3-CONH), 1656 (m, Vc=0, 3-CONH), 3083-3059 (m,
Vet arom), 3286 (M), V-t 3-conr), 3393 (W, Vo) cm™.

HPLC**: 99,70 % (tr: 5,425 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 919,85 (70, [2xM+Na]™), 920,89 (100, [2xM+Nal*), 921,83 (65, [2xM+Na]"), 922,95
(55, [2xM+Nal"), 471,63 (50, [M+Na]"), 47317 (45, [M+Nal"), 447,33 (100, [M]), 449,28 (65, [M]),
(siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 449,0462 (100), berechnet fur [Co4H1sCloN,O3] ™
449,0454.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-N,7-diphenylnaphtho[2”,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 36
Summenformel: CagHigN203

Relative Molmasse [M/]:430,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,63 g 12 (5,12 mmol, 1,00 eq) und 972,0 mg
1,4-Naphthochinon (6,14 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter fugte man 90 mL einer Mischung aus 79,8 mL trockenem Dioxan und 10,2 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 24 h so-
wie nach 7 d wurde jeweils 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieB3-
lich nach 36 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen
des

Losungsmittels, aus Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen. Das entstan-
dene Prézipitat wurde zweimal mit Methanol gewaschen.

Braun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 278-280 °C (aus EtOAc).

Ausbeute: 2,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,55, LM 2: Rf = 0,30, LM 3: R¢ = 0,21 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): & = 10,38 (s, 1H, -CONH-), 10,17 (s, 1H, 5-OH), 8,65 (s, TH, H-9), 8,36 (d, TH,
H-1,%), = 8,2 Hz), 8,24 (d, 1H, H-4, *J3/4 = 8,2 Hz), 7,74 (,t", 1H, H-2), 7,66-7,53 (m, 6H, H-3,
7-C6H5), 7,49 (dd, 2H, H-ZI, H-6I, 3/2’/3/, 5/6 = 8,0 HZ, 4_/2’/4/, 460 = 1,3 HZ), 7,26 (td, 2H, H-3l, H-Sl,
3y 576 = 8,0 Hz, 234 4y5 = 7,5 Hz), 7,04 (td, H, H-4", >34 475 = 7,5 Hz, Y sa 476 = 1,3 Hz),
6,62 (s, H, H-6).

BC-NMR (DMSO-ds): § = 165,46 (C=0), 162,71 (C10a), 150,23 (C5), 144,72 (C11a), 144,31 (C9),
143,86 (C7), 139,25 (C17), 135,25 (Clpn), 130,51 (C8), 129,49 (C4pp), 129,12 (C2pp, CHpp), 129,10 (C3ph,
C5pn), 128,99 (C3', C57), 128,12 (C2), 126,76 (C3), 125,59 (C4a), 124,19 (C4"), 123,83 (C4), 121,18
(C11b), 120,93 (C1), 120,02 (C2’, C6"), 117,31 (C6a), 115,76 (6b), 100,50 (C6).

HPLC*: 99,42 % (tr: 13,954 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1499, 1532 (m, V= arom), 1598 (M, St 3-conn), 1655 (s, Ve-0,3-conn), 3058 (W, Ve-riarom), 3257
W, Vo-r), 3393 (W, Vn-#, 3-conm) cm™.

MS (m/z (%))*: 883,23 (100, [2xM+Nal"), 431,76 (25, [M+H]"), 859,21 (45, [2xM]), 429,60
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden far [M+H]": 431,1385 (70), berechnet fur [CsH19N2O5]": 431,1390;
gefunden fir [M+Na]™: 453,1203 (100), gefunden fir [CogHi1sN2O3Na]*: 453,1210.
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Synthese der Verbindungen

N-(4-Chlorophenyl)-5-hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 37
Summenformel: CagH17CIN2Os

Relative Molmasse [M/]:464,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,34 g 13 (3,74 mmol, 1,00 eq) und 711,5 mg 1,4-Naphthoch-
inon (4,49 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter figte
man 70 mL einer Mischung aus 62,6 mL trockenem Dioxan und 7,4 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach rotbraun. Nach 24 h sowie alle 7 d wurde
jeweils 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach 27 d, wie in
AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 5,
Wechsel nach 95 Tubes zu LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach
Entfernen des Losungsmittels, aus Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.
Das entstandene Prazipitat wurde dreimal mit einem Gemisch aus Cyclohexan und Isopropanol
(3:1) gewaschen.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 271-274 °C (aus EtOAc).

Ausbeute: 1,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rt = 0,55, LM 2: R¢ = 0,51, LM 5: R¢ = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,53 (s, TH, -CONH-), 10,17 (s, 1H, 5-OH), 8,67 (s, 1H, H-9), 8,36 (d, TH,
H-1, %2 = 8,3 Hz), 8,24 (d, TH, H-4, *J34 = 8,3 Hz), 7,74 (,t", TH, H-2), 7,67-7,49 (m, 8H, H-3,
7-CeéHs, H-2°, H-6"), 7,33 (AA'BB’, 2H, H-3, H-5), 6,62 (s, 1H, H-6).

HPLC*: 100,00 % (tr: 13,867 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1520, 1593 (M, Vc=c arom), 1664 (M, vc=0,3-conr), 3058 (M, V-t arom ), 3281 (M, vo-x), 3400 (m,
VN-H, 3-CONH), €M™,

MS (m/z (%))*: 463,41 (100, [M]'), 465,37 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 465,0998 (100), berechnet fur [CosH1sCIN,O3]":
465,1000; gefunden far [M+H]": 467,0973 (32), berechnet fir [CosH1sCIN,Os]": 467,0971.
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Synthese der Verbindungen

N-(3-Chlorophenyl)-5-hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 38
Summenformel: CagH17CIN2O3

Relative Molmasse [M,]:464,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,59 g 14 (4,49 mmol, 1,00 eq) und 868,4 mg
1,4-Naphthochinon (5,49 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter figte man 90 mL einer Mischung aus 81,0 mL trockenem Dioxan und 9,0 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 24 h so-
wie alle 7 d wurde jeweils 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schliel3-
lich nach 27 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen
des Laufmittels, aus Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen. Das entstan-
dene Prazipitat wurde zweimal mit Ethylacetat, Methanol und DCM gewaschen.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 307-310 °C (aus EtOAc)

Ausbeute: 3,1 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,48, LM 4: Rf = 0,31 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,60 (s, TH, -CONH-), 10,17 (s, 1H, 5-OH), 8,68 (s, TH, H-9), 8,36 (d, TH,
H-1, /1> = 8,3 Hz), 8,24 (d, 1H, H-4, *J34 = 8,3 Hz), 7,75 (,t*, 1H, H-2), 7,68 (t, TH, H-2",

Yo 260 = 2,1 Hz), 7,65-7,51 (m, 6H, H-3, 7-CeHs), 7,40-7,34 (m, TH, H-6"), 7,30 (t, 1H, H-5", *J5 6
45 = 8,0 HZ), 711 (ddd, 1H, H-4", *J45- = 8,0 Hz, “Joya = 2,1 Hz, “Jassr = 1,0 Hz), 6,62 (s, TH, H-6).

HPLC*: 99,84 % (tr: 14,971 min), (siehe 6.2.2.4).
IR (V): 1529, 1591 (s, M, Vc=c arom.), 1650 (M, V=0, 3-conn), 3060 (W, Ve-r arom.), 3251 (M, vo-r) cm™.

MS (m/z (%))*: 951,06 (100, [2xM+Na]™), 953,06 (75, [2xM+Nal"), 487,29 (30, [M+Na]"), 926,95
(15, [2xM]’), 929,00 (10, [2xM]"), 463,41 (100, [M]), 465,33 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 465,0993 (100), berechnet fur [CosH1sCIN,O3]":
465,1000; gefunden fir [M+H]": 467,0971 (35), berechnet fur [CasH1sCIN.O3]": 467,0971.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-N-(4-methoxyphenyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxa-

mid
Verbindung: 39 ,
. . O\
Summenformel: CogH20N204

Relative Molmasse [M,]:460,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,38 g 15 (3,97 mmol, 1,00 eq) und 754,0 mg
1,4-Naphthochinon (4,77 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter fugte man 90 mL einer Mischung aus 82,0 mL trockenem Dioxan und 8,0 mL
Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von hellbraun nach rotbraun. Nach

7 d wurde 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach 34 d,
wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
(LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&sungsmit-
tels, aus DCM (bei 2-8 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen. Das entstandene Prézipitat
wurde dreimal DCM gewaschen.

Grau gefarbter, rindlich geformter Feststoff.

Schmb.: 276-280 °C (aus DCM).

Ausbeute: 1,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,45, LM 2: R¢ = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,21 (s, TH, -CONH-), 10,16 (s, 1H, 5-OH), 8,63 (s, 1H, H-9), 8,36 (d, 1H,
H-1, %12 = 8,3 Hz), 8,24 (d, 1H, H-4, *J3,4 = 8,3 Hz), 7,74 (ddd, TH, H-2, *J1/> = 8,3 Hz, *J5/3 = 7,0 Hz,
*J34 = 1,2 Hz), 7,68-7,51 (m, 6H, H-3, 7-CsHs), 7,38 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,84 (AA'BB’, 2H,
H-3", H-5"), 6,62 (s, TH, H-6), 3,70 (s, 3H, 4’-OCH3).

HPLC*: 99,51 % (tr: 13,401 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1511, 1598 (s, W, Vc=c arom.), 1648 (W, Sn-#, 3-conn), 1700 (W, V=0, 3-conn), 2834 (W, Vc-H aiph.),
3061 (W, VC-/—I arom_), 3272 (W, VO—H) Cm-1.

MS (m/z (%))*: 943,31 (100, [2xM+Nal"), 483,37 (30, [M+Na]"), 461,66 (35, [M+H]"), 459,48
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 461,1496 (100), berechnet fir [CooHx1N,O4]": 461,1496;
gefunden fir [M+H]": 462,1529 (32), berechnet fur [CooH21N204]": 462,1529.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-N-(3-methoxyphenyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxa-

mid
Verbindung: 40 ;
Summenformel: CooH20N>0 4 : '
Relative Molmasse [M]:460,1 NN

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,50 g 16 (4,30 mmol, 1,00 eq) und 816,8 mg
1,4-Naphthochinon (5,16 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter figte man 90 mL einer Mischung aus 81,4 mL trockenem Dioxan und 8,6 mL
Perchlorsédure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 7 d und
14 d wurde jeweils 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz ergénzt und schlieBlich nach
32 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sédulenchromatogra-
phisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&-
sungsmittels, aus DCM ausfallen gelassen (bei 2-8 °C).

Den resultierenden Niederschlag (HPLC-Reinheit: 47,4 %) I6ste man in 1,5 mL eines Gemisches
aus Methanol und DMSO (1:1, V/V) und fraktionierte ihn mittels praparativer HPLC (siehe 6.2.2.4).
Nach Entfernen des Losungsmittels durch Lyophilisierung konnte die Titelverbindung gewonnen
werden.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 150-153 °C.

Ausbeute: 0,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,46, LM 2: Rt = 0,34 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,36 (s, TH, -CONH-), 10,17 (s, TH, 5-OH), 8,64 (s, TH, H-9), 8,36 (d, TH,
H-1,%)i2 = 8,2 Hz), 8,24 (d, TH, H-4, *J34 = 8,3 Hz), 7,75 (,t", TH, H-2), 7,63 (,t", 1H, H-3), 7,60-7,55
(m, 5H, 7-CeHs), 7,21-7,12 (m, 2H, H-2", H-6"), 7,03 (d, TH, H-5", *Js/6' = 8,3 Hz), 6,67-6,59 (m, 2H,
H-6, H-4"), 3,69 (s, 3H, 3'-OCHs).

HPLC*: 99,36 % (tr: 13,467 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (Vji 1539, 1597 (m, VC:Cgrom_), 1657 (m, Vc=0, 3—CONH), 2854, 2925 (S, m, Vc-H g[[ph_), 3061 (m,
ch,‘—/arom.), 3267 (m, Vof,‘-{) Cmi’l.

MS (m/z (%))*: 959,94 (100, [2xM+K]"), 943,36 (95, [2xM+Na]"), 461,69 (50, [M+H]"), 459,45
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 461,1497 (32), berechnet fur [CaoH21N,O4]": 461,1496.
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Synthese der Verbindungen

N-Benzyl-5-hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 41
Summenformel: Ca9H20N203

Relative Molmasse [M/]:444,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,48 g 17 (4,45 mmol, 1,00 eq) und 844,2 mg
1,4-Naphthochinon (5,34 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter figte man 150 mL einer Mischung aus 140,1 mL trockenem Dioxan und 8,9 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot.

Nach 7 d wurde 150 mg 1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieflich nach
33 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatogra-
phisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des
Losungsmittels, aus Ethylacetat ausfallen gelassen. Die Titelverbindung konnte nach zweimaligem
Waschen mit Methanol, Ethylacetat, DCM und Aceton gewonnen werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 268-270 °C (aus EtOAc).

Ausbeute: 2,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,43, LM 2: R = 0,28 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): & = 10,14 (s, TH, 5-OH), 9,00 (t, TH, -CONH-, *Jnp/ctz = 5,9 Hz), 8,75 (s, TH,
H-9), 8,37-8,28 (m, 2H, H-1, H-4), 7,78-7,70 (m, 3H, H-2, 7-CeHs), 7,66 (,t", TH, H-3), 7,47-7,37 (m,
3H, 7-CeHs), 7,32-7,23 (m, 3H, H-3"-H-5), 7,20-7,17 (m, 2H, H-2", H-6"), 6,58 (s, 1H, H-6), 4,39 (d,
2H, -CH2-, *nrycrz = 5,9 H2).

BC-NMR (DMSO-ds): § = 168,88 (C=0), 162,17 (C10a), 152,16 (C7), 150,75 (C5), 144,80 (C11a),
139,45 (Clpr), 139,19 (C1%), 131,03 (C9), 129,58 (C8), 129,26 (C2’, C6"), 129,21 (C2pn, C6pp), 129,03
(C4pp), 128,68 (C3pn, C5pn), 128,56 (C37, C5%), 128,09 (C4"), 127,97 (C2', C6), 127,25 (C3), 126,56 (C2),
125,77 (C4a), 123,95 (C4), 121,35 (C11b), 120,87 (C1), 117,57 (C6a), 115,73 (C6b), 100,11 (C6), 43,27
(CHY).

HPLC*: 100,00 % (tr: 13,782 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1533 (M, vc=carom.), 1589 (W, Sn-#, 3-conm), 1632 (S, V=0, 3-conn), 2927 (W, Vc-H aiipr.), 3032, 3061
(W, Vet arom.), 3179 (M, Vo), 3408 (W, Vn-p, 3-con) cm”.

MS (m/z (%))*: 911,01 (100, [2xM+Na]"), 467,41 (20, [M+Na]"), 445,53 (30, [M+H]"), 887,08
(85, [2xM]"), 443,59 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 445,1537 (55), berechnet fur [CooH21N2O5]": 445,1547.
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Synthese der Verbindungen

N-(4-Chlorobenzy)!-5-hydroxy-7-phenylnaphtho[2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 42
Summenformel: C29H19CIN2O3

Relative Molmasse [M/]:478,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,25 g 18 (3,40 mmol, 1,00 eq) und 645,7 mg
1,4-Naphthochinon (4,08 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter fugte man 80 mL einer Mischung aus 73,1 mL trockenem Dioxan und 6,9 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 25 d
wurde der Ansatz, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulen-
chromatographisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfer-
nen des Losungsmittels, aus Diethylether (bei 2-8 °C) ausfallen gelassen. Die Titelverbindung
konnte nach zweimaligem Waschen mit Methanol, DCM und Diethylether gewonnen werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 289-292 °C (aus Et;0).

Ausbeute: 2,3 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,28, LM 2: R¢ = 0,21 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,14 (s, TH, 5-OH), 8,99 (t, TH, -CONH-, 3JNH/CHZ = 5,9 Hz), 8,75 (s, TH,
H-9), 8,37-8,28 (m, 2H, H-1, H-4), 7,79-7,60 (m, 4H, H-2, H-3, 7-CgHs), 7,49-7,29 (m, 5H, H-3,
H-5", 7-CgHs), 7,20-7,13 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,58 (s, TH, H-6), 4,36 (d, 2H, -CH.-,

3JNH/cH2 = 5,9 Hz).

HPLC*: 95,48 % (tr: 14,161 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1526, 1585 (M), Vc=c arom.), 1628 (S, Vc=0, 3-cont), 2929 (W, Vr aiipr), 3067, 3155 (M, Vet arom.),
3415 (W, vo-s) cm’.

MS (m/z (%))*: 479,59 (100, [M+H]"), 955,26 (45, [2xM]’), 477,70 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden far [M+H]": 479,1155 (100), berechnet fur [CooH20CIN,O5]":
479,1157; gefunden fur [M+H]": 481,1131 (32), berechnet fur [Ca9H20CIN,O3]": 481,1127.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-N-(4-methoxybenzyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxa-

mid
Verbindung: 43
Summenformel: C30H22N204 )
Relative Molmasse [M]:474,2 H w ’
8 g

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 2,26 g 20 (7,18 mmol, 1,00 eq) und 1,36 g 1,4-Naphthochi-
non (8,60 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen Tropftrichter fligte
man 90 mL einer Mischung aus 75,6 mL trockenem Dioxan und 14,4 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach weinrot. Nach 7 d wurde 150 mg
1,4-Naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich nach 48 d, wie in AAV 3 be-
schrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 2, siehe
6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Lésungsmittels, aus ei-
nem Gemisch von Ethylacetat und Cyclohexan (1:1, V/V) ausfallen gelassen (bei 2-8 °C). Das ent-
standene Prazipitat wurde zweimal mit Methanol, einem Gemisch aus Ethylacetat und Cyclohexan
(1:1, V/V), sowie einem Gemisch aus DCM und Cyclohexan (1:1, V/V) gewaschen.

Grau gefarbter Feststoff.

Schmb.: 266-269 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 2,1 %.

DC-Kontrolle: LM 8: Rs = 0,29, LM 10: Rf = 0,21 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 10,14 (s, TH, 5-OH), 8,91 (t, 1H, -CONH-, *Jun/cra = 5,9 Hz), 8,72 (s, TH,
H-9), 8,36-8,28 (m, 2H, H-1, H-4), 7,79-7,59 (m, 4H, H-2, H-3, 7-CeHs), 7,47-7,34 (m, 3H, 7-CeH5),
7,10 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,87 (AA'BB’, 2H, H-3", H-57), 6,58 (s, 1H, H-6), 4,31 (d, 2H, -CH;-,
SJNH/CHZ = 5,9 HZ), 3,74 (S, 3H, 4/-OCH3).

BC-NMR (DMSO-de): § = 168,74 (C=0), 162,15 (C10a), 158,70 (C4"), 152,12 (C7), 150,73 (C5), 144,78
(C11a), 139,41 (Clpp), 131,13 (C1), 130,99 (C9), 129,62 (C8), 129,33 (C2’, C6), 129,21 (C2ph, C6ph),
129,03 (C4pn), 128,55 (C3pn, C5pp), 128,10 (C3), 126,56 (C2), 125,75 (C4a), 123,95 (C4), 121,34 (C11b),
120,86 (C1), 117,56 (C6a), 115,69 (C6b), 114,09 (C3’, C5"), 100,01 (C6), 55,55 (OCH3), 42,72 (CH>).

HPLC*: 100,00 % (tr: 13,686 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1511, 1526 (s, M, Vc=c arom.), 1587 (M, On-H,3-con), 1627 (S, V=0, 3-cont), 2935 (W, V-t aliph.),
3050 (W, V- arom.), 3185 (W, Vo-r), 3410 (W, V-t 3-conm) cm’™.

MS (m/z (%))*: 970,96 (65, [2xM+Na]"), 475,62 (95, [M+H]"), 473,49 (90, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 475,1652 (100), berechnet fur [C30H23N204]": 475,1652.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-1-methoxy-N,7-diphenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 44
Summenformel: CooH20N>0 4

Relative Molmasse [M/]:460,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,29 g 12 (4,06 mmol, 1,00 eq) und 916,0 mg
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (4,87 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber
einen Tropftrichter fligte man 90 mL einer Mischung aus 81,9 mL trockenem Dioxan und 8,1 mL
Perchlorsdure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach rotbraun. Nach 43 d
wurde der Ansatz, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch (LM 3, 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen
des Losungsmittels, aus DCM (bei 2-8 °C) ausfallen gelassen. Die Titelverbindung konnte final
nach zweimaligem Waschen mit DCM und Diethylether erhalten werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 288-291 °C (aus DCM).

Ausbeute: 5,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rt = 0,45, LM 3: R¢ = 0,23 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,36 (s, TH, -CONH-), 10,08 (s, 1H, 5-OH), 8,64 (s, TH, H-9), 7,81 (dd, TH,
H-4,3J34 = 8,4 Hz, “Jos = 0,9 Hz), 7,62-7,44 (m, 8H, H-3, 7-CsHs, H-2", H-6"), 7,30-7,16 (m, 3H,
H-2, H-3", H-5"), 7,04 (tt, TH, H-4", 2J34 = 8,6 Hz, *Juss = 7,4 Hz, Yo 476 = 1,7 H2), 6,64 (s, TH,
H-6), 4,09 (s, 3H, 1-OCHj).

HPLC*: 98,70 % (tr: 15,089 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1540 (S, Vc=c arom.), 1603 (M, Sn-+, 3-con), 1673 (S, V=0, 3-conn), 3055 (M, Vcr arom.), 3292 (w,
Vo-t), 3437 (M, V-t 3-con) M.

MS (m/z (%))*: 942,98 (100, [2xM+Na]"), 461,59 (35, [M+H]"), 919,06 (40, [2xM]), 459,43
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 461,1490 (100), berechnet fur [CogH21N,O4]": 461,1496.

166



Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-4-methoxy-N,7-diphenylnaphtho[2°,1"4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxamid

Verbindung: 44 Iso
Summenformel: Co9H20N204

Relative Molmasse [M,]:460,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
Das Stellungsisomer konnte bei der Umsetzung von 44 isoliert werden.

Nach Fallung von 44 wurde das abgetrennte Filtrat vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene
Harz |6ste man in Aceton und liel es bei 2-8 °C ruhen. Das resultierende Prazipitat wurde zwei-
mal mit Aceton, Ethylacetat und Diethylether gewaschen.

Ocker gefarbter Feststoff.

Schmb.: 290-293 °C (aus Aceton).

Ausbeute: 0,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,45, LM 3: R = 0,23 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 10,40 (s, 1H, -CONH-), 9,31 (s, TH, 5-OH), 8,69 (s, TH, H-9), 7,97 (dd, TH,
H-1, %15 = 8,3 Hz, %13 = 0,9 Hz), 7,66 (,t*, 1H, H-2, 3/5/3 = 8,1 Hz), 7,62-7,52 (m, 5H, 7-CeHs),
7,51-7,46 (m, 2H, H-2", H-6"), 7,26 (tt, 2H, H-3", H-5", *J»3 576' = 7.8 Hz, *J34 45 = 7,4 Hz), 7,18
(dd, TH, H-3, 2J>3 = 8,1 Hz, “J;3 = 0,9 Hz), 7,04 (t, TH, H-4", *J3/4 45 = 7,4 Hz), 6,35 (s, TH, H-6),
4,04 (s, 3H, 4-OCHs).

HPLC*: 96,65 % (tr: 15,930 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1526, 1578 (s, m, Vc=c arom.), 1597 (M, Sn-+, 3-conn), 1658 (S, V=0, 3-conn), 2937, 2967 (w,
VC-H aliph.): 3061 (M, Vc-Harom), 3279 (S, Vo-r) cm’™.

MS (m/z (%))*: 942,98 (100, [2xM+Na]"), 461,59 (35, [M+H]"), 919,06 (40, [2xM]), 459,43
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 461,1491 (100), berechnet fur [CooH21N2O4]": 461,1496.
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Synthese der Verbindungen

N-(4-Chlorophenyl)-5-hydroxy-1-methoxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 45
Summenformel: Ca9H19CINO4

Relative Molmasse [M,]:494,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 968,8 mg 13 (2,7 mmol, 1,00 eq) und 609,1 mg
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (3,24 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert.
Uber einen Tropftrichter figte man 74 mL einer Mischung aus 68,7 mL trockenem Dioxan und
5,3 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach braun. Nach
24 h wurde 150 mg 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt und schlieBlich
nach 30 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des
Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 270-272 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,55, LM 2: Rf = 0,16 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,51 (s, 1H, -CONH-), 10,09 (s, 1TH, 5-OH), 8,65 (s, 1TH, H-9), 7,81 (d, TH,
H-4, 3J3/4 = 8,3 Hz), 7,62-7,47 (m, 8H, H-3, 7-C¢Hs, H-2", H-6"), 7,37-7,28 (AA'BB’, 2H, H-3",
H-5%, 7,22 (d, 1H, H-2, 3]2/3 =7,8 Hz), 6,64 (s, TH, H-6), 4,09 (s, 3H, 1-OCH3).

HPLC*: 98,83 % (tr: 13,756 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1526, 1587 (s, M, Vc=c arom), 1627 (s, Vc=0, 3-conn), 3161 (M, Vet arom.), 3409 (w,

-1
VN-H, 3-CONH) CM .

MS (m/z (%))*: 1011,00 (100, [2xM+Na]"), 1013,10 (70, [2xM+Na]"), 493,39 (100, [M]), 495,34
(35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 495,1094 (100), berechnet fir [Co9H20CIN2O4]":
495,1106; gefunden fiur [M+H]": 497,1066 (30), berechnet fir [Co9H20CIN,O4]": 497,1077.
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Synthese der Verbindungen

N-(3-Chlorophenyl)-5-hydroxy-1-methoxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 46
Summenformel: Ca9H19CIN2O4

Relative Molmasse [M/]:494,1

Darstellung: nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,67 g 14 (4,74 mmol, 1,00 eq) und 1,07 g
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (5,69 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber
einen Tropftrichter figte man 89 mL einer Mischung aus 79,6 mL trockenem Dioxan und 9,4 mL
Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach braun. Nach 24 h so-
wie alle 7 d wurde jeweils 150 mg 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt
und schlieBlich nach 20 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (LM 4, Wechsel nach 140 Tubes zu LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und
die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, in Ethylacetat gelost und mit
gleicher Menge Cyclohexan versetzt. Daraufhin zeigte sich eine gelartige Konsistenz. Nach noch-
maligem Erwdrmen entsteht eine gelbe Losung, aus der ein feinpulvriges Prazipitat fiel

(bei 2-8 °C). Die Titelverbindung konnte final nach zweimaligem Waschen mit DCM und Diethyl-
ether erhalten werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 287-290 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 1,1 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,52, LM 4: R¢ = 0,14 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,59 (s, TH, -CONH-), 10,09 (s, 1H, 5-OH), 8,66 (s, TH, H-9), 7,81 (dd, 1H,
H-4, %34 = 8,4 Hz, *J2/4 = 0,9 Hz), 7,68 (t, 1H, H-2", “)2/4 2/6' = 2,0 Hz), 7,60-7,50 (m, 6H, H-3,
7-CeHs), 7,37 (ddd, 1H, H-6", *J56' = 8,0 Hz, “J»s' = 2,0 Hz, “J4s' = 1,0 Hz), 7,29 (t, TH, H-5’,

315’/6’, 4/5 = 8,0 HZ), 7,21 (dd, 1H, H-Z, 3]2/3 = 8,0 HZ, 4]2/4 = 0,9 HZ), 7,10 (ddd, 'IH, H-4l,

a5 = 8,0 Hz, “aya = 2,0 Hz, Yaye = 1,0 Hz), 6,64 (s, TH, H-6), 4,09 (s, 3H, 1-OCH3).

HPLC**: 98,81 % (tr: 6,392 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

lR (V') 1481/ 1590 (S/ VC:C Gme.)/ 1527 (S/ 5N*H, 3*CO/\/H)/ 1649 (m/ VC:O, S’CONH)I 2840_2931 (W/ mr
VeHalph), 3058 (M, Vet arom ), 3279 (M, V-, 3-conn), 3391 (W, Vo.s) cm™

MS (m/z (%))*: 1011,32 (65, [2xM+Na]"), 1013,09 (55, [2xM+Na]"), 496,77 (60, [M+H]"), 493,36
(100, [M]), 495,35 (40, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 495,1094 (100), berechnet fir [CagH20CIN2O4]":
495,1106.
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Synthese der Verbindungen

N-(3-Chlorophenyl)-5-hydroxy-4-methoxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 46 Iso
Summenformel: Ca9H19CINO4

Relative Molmasse [M,]:494,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

Das Stellungsisomer konnte bei der Umsetzung von 46 isoliert werden.

Die produkthaltige Fraktion der Sdulenchromatographie wurde, nach Entfernen des Losungsmit-
tels, in Ethylacetat geldst und mit gleicher Menge Cyclohexan versetzt, woraufhin das Produkt
ausfiel (bei 2-8 °C). Die Titelverbindung konnte final nach zweimaligem Waschen mit Ethylacetat,
Methanol, DCM und Diethylether erhalten werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 263-266 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 0,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,52, LM 4: Rf = 0,14 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 10,62 (s, 1H, -CONH-), 9,32 (s, TH, 5-OH), 8,71 (s, 1H, H-9), 7,97 (dd, 1H,
H-1, %2 = 8,3 Hz, i3 = 0,9 Hz), 7,71-7,63 (m, 2H, H-2, H-2"), 7,61-7,55 (m, 5H, 7-CsHs), 7,38
(ddd, 1H, H-6", *Jss6' = 8,1 Hz, “os = 2,1 Hz, “ase = 1,0 Hz), 7,30 (¢, 1H, H-5", *Js¢ 45 = 8,1 Hz),
7,17 (dd, TH, H-3, *Jo3 = 81 Hz, “J1;3 = 0,9 Hz), 7,12 (ddd, TH, H-4", *J4s = 8,1 Hz, *Jo74 = 2,1 Hz,
Yyse = 1,0 Hz), 6,35 (s, TH, H-6), 4,04 (s, 3H, 4-OCHs).

HPLC**: 91,60 % (tr: 11,058 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (v): 1481, 1590 (S, Vc=c arom.), 1527 (S, Sn-+, 3-conm), 1649 (M, V=0, 3-conn), 2840-2931 (w, m,
Ve-Hatiph), 3058 (M, Vet arom.), 3279 (M, V-, 3-conn), 3391 (W, vor) cm’™,

MS (m/z (%))*: 1011,04 (100, [2xM+Na]"), 1013,20 (80, [2xM+Na]"), 495,93 (100, [M+H]"), 497,81
(60, [M+H]"), 499,75 (45, [M+H]"), 493,35 (100, [M]'), 495,35 (40, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 495,1097 (100), berechnet fur [CaoH20CIN,O4] "
495,1106; gefunden fur [M+H]": 497,1075 (35), berechnet fir [Co9H20CIN,O4]": 497,1077.
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5-Hydroxy-1-methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 47
Summenformel: C30H22N20s

Relative Molmasse [M,]:490,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,15 g 15 (3,30 mmol, 1,00 eq) und 745,7 mg 5-Methoxy-
1,4-naphthochinon (3,97 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert. Uber einen
Tropftrichter fugte man 89 mL einer Mischung aus 82,4 mL trockenem Dioxan und 6,6 mL
Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von orange zu griinbraun. Nach 24 h
sowie alle 7 d wurde jeweils 150 mg 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zum Reaktionsansatz erganzt
und schlieBlich nach 20 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach
Entfernen des Losungsmittels, aus Ethylacetat ausfallen gelassen (bei 2-8 °C). Die Titelverbindung
konnte final nach zweimaligem Waschen mit Ethylacetat, Methanol, DCM und Diethylether erhal-
ten werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 305-308 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 2,3 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,40, LM 3: Rf = 0,17 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,19 (s, 1H, -CONH-), 10,08 (s, TH, 5-OH), 8,61 (s, TH, H-9), 7,81 (dd, TH,
H-4, 334 = 8,4 Hz, *)>,4 = 0,9 Hz), 7,61-7,48 (m, 6H, H-3, 7-C¢Hs), 7,37 (AA'BB’, 2H, H-2, H-6"),
7,21(dd, H, H-2, *J23 = 8,0 Hz, “/>/4 = 0,9 Hz), 6,83 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,65 (s, 1H, H-6),
4,09 (s, 3H, 1-OCHs), 3,69 (s, 3H, 4"-OCHj3).

BC-NMR (DMSO-dg): § = 165,13 (C=0), 162,68 (C10a), 156,02 (C4"), 155,22 (C1), 149,71 (C5), 144,18
(C9), 144,08 (C11a), 143,38 (C7), 135,33 (Clpn), 132,41 (C1), 130,41 (C8), 129,39 (C4pr), 129,07 (C2ph,
C6pp), 129,00 (C3pr, C5pp), 127,38 (C3), 127,12 (C4a), 121,59 (C2’, C6"), 117,72 (C6a), 115,54 (C4),
114,66 (6b), 114,21 (C3’, C5"), 113,55 (C11b), 107,71 (C2), 101,33 (C6), 56,44 (1-OCH3), 55,63
(4’-OCHs3).

HPLC**: 99,06 % (tr: 3,817 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (Vji 1511, 1584, 1606 (S, W, Vc=c grom_), 1525 (S, 6/\/./-/, 3_co/\//-/), 1645 (W, Vc=0, 3.co/\//-/), 2836-2953 (W, m,
Vc-Haiipn), 3060 (M, Ve arom ), 3295 (W, Vn-r, 3-conm), 3398 (W, vo-r) cm’™,

MS (m/z (%))*: 1003,17 (100, [2xM+Na]"), 491,47 (25, [M+H]"), 979,03 (25, [2xM]’), 489,54
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 491,1602 (100), berechnet fur [C3oH23N20s]": 491,1601.
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5-Hydroxy-4-methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 47 Iso
Summenformel: C30H22N20s

Relative Molmasse [M,]:490,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
Das Stellungsisomer konnte bei der Umsetzung von 47, unter den gleichen Bedingungen, isoliert
werden.

Grun geférbter, faserartiger Feststoff.

Schmb.: 293-296 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 1,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,42, LM 3: Rf = 0,16 (siehe 6.2.2.2).

"H-NMR (DMSO-dg): § = 10,23 (s, TH, -CONH-), 9,30 (s, TH, 5-OH), 8,66 (s, 1H, H-9), 7,95 (dd, TH,
H-1, %12 = 84 Hz, *hy3 = 0,9 Hz), 7,64 (,t*, TH, H-2, */25 = 8,1 Hz), 7,59-7,53 (m, 5H, 7-CeHs), 7,38
(AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 7,16 (dd, TH, H-3, *Jo3 = 8,1 Hz, *i;3 = 0,9 Hz), 6,84 (AA'BB’, 2H, H-3’,
H-5%, 6,34 (s, TH, H-6), 4,04 (s, 3H, 4-OCH3), 3,69 (s, 3H, 4’-OCHj).

BC-NMR (DMSO-de): § = 164,84 (C=0), 162,77 (C10a), 157,01 (C4), 156,06 (C4"), 151,10 (C5), 144,90
(C9), 144,51 (C11a), 144,21 (C7), 135,24 (Clpr), 132,35 (C1%), 130,50 (C8), 129,54 (C4pp), 129,02 (C2pn,
C6pp), 129,00 (C3ph, C5pn), 128,87 (C2), 122,69 (C11b), 121,63 (C2', C6), 118,28 (C6a), 115,37 (C4a),
114,76 (C6b), 114,24 (C3’, C5"), 114,15 (C1), 107,37 (C3), 101,91 (C6), 57,01 (4-OCHs), 55,63 (4'-OCHs).

HPLC**: 99,60 % (tr: 6,392 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1511, 1584, 1606 (s, W, Vc=c arom.), 1525 (S, Sn-#, 3-conm), 1645 (W, V=0, 3-conn), 2836-2953 (w, m,
Ve-Hatiph), 3060 (M, Vet arom.), 3295 (W, Vi-r, 3-conm), 3398 (W, vor) cm™.

MS (m/z (%))*: 1003,17 (100, [2xM+Na]"), 491,47 (25, [M+H]"), 979,03 (25, [2xM]’), 489,54
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 491,1588 (100), berechnet fur [C30H23N,0s]": 491,1601.

172



Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-1-methoxy-N-(3-methoxypheny!l)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 48
Summenformel: C30H22N20s

Relative Molmasse [M,]:490,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,24 g 16 (3,56 mmol, 1,00 eq) und 803,7 mg
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (4,34 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert.
Uber einen Tropftrichter fligte man 70 mL einer Mischung aus 62,9 mL trockenem Dioxan und
7,1 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von gelb nach rotbraun. Nach
21 d wurde der Ansatz, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sau-
lenchromatographisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt, die produkthaltige Fraktion, nach Entfer-
nen des Losungsmittels, in Ethylacetat geldst und durch tropfenweises Ergédnzen von Cyclohexan
zur Fallung gebracht (bei 2-8 °C). Die Titelverbindung konnte final nach zweimaligem Waschen
mit einer Losung aus Cyclohexan und Ethylacetat (2:1, V/V) und Isopropanol erhalten werden.

Beige gefarbter Feststoff.

Schmb.: 278-280 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 2,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,41, LM 2: Rt = 0,28 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 10,34 (s, TH, -CONH-), 10,08 (s, TH, 5-OH), 8,63 (s, 1H, H-9), 7,81 (dd, 1H,
H-4, %J3/4 = 8,5 Hz, *Joy4 = 0,8 Hz), 7,60-7,48 (m, 6H, H-3, 7-CeHs), 7,22 (dd, TH, H-2, */3 = 8,2 Hz,
“Joja = 0,8 Hz), 7,24-7,20 (m, TH, H-2"), 7,19-7,13 (m, 1H, H-6"), 7,05-7,01 (m, 1H, H-5"), 6,67-6,58
(m, 2H, H-6, H-4"), 4,09 (s, 3H, 1-OCHa), 3,69 (s, 3H, 3"-OCH3).

HPLC*: 97,75 % (tr: 13,611 min), (sieche 6.2.2.4).

IR (V)Z 1542, 1597 (m, Vc=c grom_), 1638 (m, Vc=0, 3—CONH), 2836 (W, VC-H g[[ph_), 3029 (m, VC-H arom_), 3070
(m, vo-r) cm™.

MS (m/z (%))*: 1003,19 (100, [2xM+Na]*), 491,67 (25, [M+H]"), 979,25 (40, [2xM]’), 489,55
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 491,1610 (35), berechnet fur [C30H23N,0s]": 491,1601.
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N-Benzyl-5-Hydroxy-1-methoxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-8-carboxa-

mid
Verbindung: 49
Summenformel: C30H2oN>04

Relative Molmasse [M,]:474,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,50 g 17 (4,50 mmol, 1,00 eq) und 1,02 g
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (5,40 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert.
Uber einen Tropftrichter fligte man 60 mL einer Mischung aus 51,0 mL trockenem Dioxan und

9,0 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von rot nach braun. Nach

34 d wurde der Ansatz, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sau-
lenchromatographisch (LM 2, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach
Entfernen des Losungsmittels, aus Aceton ausfallen gelassen (bei 2-8 °C). Die Titelverbindung
konnte final nach zweimaligem Waschen mit Aceton und Ethylacetat erhalten werden.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 274-277 °C (aus Aceton).

Ausbeute: 1,2 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,28, LM 2: Rf = 0,16 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,06 (s, 1H, 5-OH), 8,83 (t, TH, -CONH-, *Jnr/crz = 5,9 Hz), 8,49 (s, TH,
H-9), 7,79 (dd, TH, H-4, >J5,4 = 8,5 Hz, “/o/4 = 0,9 Hz), 7,67-7,46 (m, 6H, H-3, 7-C¢Hs), 7,27-7,15 (m,
4H, H-2, H-3"-H-5"), 7,00-6,93 (m, 2H, H-2", H-6"), 6,59 (s, TH, H-6), 4,29 (d, 2H, -CH.-,

3JNH/chz = 5,9 Hz), 4,08 (s, 3H, 1-OCHa).

HPLC*: 98,36 % (tr: 13,782 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1534, 1580 (5, Vc-carom), 1636 (M, V-0, 3-conn), 2937, 2962 (W, V-raiph), 3055 (W, V-t arom),
3430 (M, Vn-#, 3-conn) cm™.

MS (m/z (%))*: 971,13 (100, [2xM+Na]"), 949,17 (15, [2xM+Nal"), 475,73 (45, [M+H]"), 947,24
(55, [2xM]), 473,56 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden flr [M+H]": 475,1647 (100), berechnet fur [C30H23N204]": 475,1652.
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5-Hydroxy-1-methoxy-N-(4-methoxybenzyl)-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-
8-carboxamid
Verbindung: 50
Summenformel: C31H24N205

Relative Molmasse [M,]:504,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,28 g 20 (3,50 mmol, 1,00 eq) und 797,5 mg
5-Methoxy-1,4-naphthochinon (4,20 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan suspendiert.
Uber einen Tropftrichter fligte man 80 mL einer Mischung aus 73,0 mL trockenem Dioxan und
7,0 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von hellbraun nach rotbraun.
Nach 7 d sowie 14 d wurde jeweils 150 mg 5-Methoxy-1,4-naphthochinon zum Reaktionsansatz
erganzt und schlieBlich nach 41 d, wie in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion,
nach Entfernen des Losungsmittels, aus Ethylacetat ausfallen gelassen (bei 2-8 °C). Den erhalte-
nen amorphen, hellbraunen Niederschlag (HPLC-Reinheit: 42,6 %) 16ste man in 1,5 mL eines Ge-
misches aus Methanol und DMSO (1:1) und flhrte eine praparative HPLC (siehe 6.2.2.4) durch.
Nach Vereinen der produktreichen Fraktionen wurde das Losungsmittel durch Lyophilisierung
entfernt und der Riickstand, aus Aceton, ausfallen gelassen.

Orange gefarbter Feststoff.

Schmb.: 272-277 °C (aus Aceton).
Ausbeute: 0,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,34 (siehe 6.2.2.2).

TH-NMR (DMSO-de): & = 10,05 (s, 1H, 5-OH), 8,75 (t, 1H, -CONH-, 3JNH/CHZ = 5,9 Hz), 8,47 (s, TH,
H-9), 7,79 (dd, 1H, H-4, 313/4 = 8,4 Hz, 4]2/4 = 0,9 Hz), 7,67-7,46 (m, 6H, H-3, 7-C¢H5s) 7,23-7,16 (m,
1H, H-2), 6,90 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,79 (AA'BB’, 2H, H-3’, H-5"), 6,59 (s, 1H, H-6), 4,22 (d,
2H, -CH;-, 3JNH/CHz =59 Hz), 4,08 (s, 3H, 1-OCHs), 3,73 (s, 3H, 4’ -OCH3).

HPLC*: 93,21 % (tr: 13,287 min), (siehe 6.2.2.4).

IR (V): 1511 (W, Vc=carom), 1618 (W, Sn-1, 3-conn), 2853, 2924 (s, M, Vc-r alipn), 3407 (w,

4
VN-H, 3-CONH) €M .

MS (m/z (%))*: 1031,18 (100, [2xM+Na]"), 527,61 (35, [M+Na]™), 1007,30 (55, [2xM]"), 503,60
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 505,1751 (100), berechnet fur [C31H2sN,Os]": 505,1758.
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7.2.3 Synthesereihe der 1-Aza-9-oxafluoren- sowie 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluo-

ren-Derivate des Oximether- und Carbaldehydtyps

7.2.3.1 2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion-Derivate

2-(Benzyloxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 51 0O

Summenformel: CisHiINO3 3

N—O /
Relative Molmasse [M,]:253,1 2 @4,
O .

Darstellung nach AAV 4 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 3,3 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol, 1,0 eq) und 4,6 mL
Benzylchlorid (5,0 g, 40,0 mmol, 2,0 eq) mittels 4,2 mL TEA (3,1 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) in 35 mL
DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 135-138 °C (aus H»0); Literatur: 146-148 °C (aus EtOH).?
Ausbeute: 98,3 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,60 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 7,84 (s, 4H, H-1-H-4), 7,55-7,45 (m, 2H, H-2', H-6), 7,44-7,34 (m, 3H,
H-3"-H-5"), 515 (s, 2H, -CH2-).

IR (V): 1588, 1606 (W, Vc=c arom.), 1726 (S, Vc=0), 1788 (W, vn-0), 2887, 2955 (W, Vc-H aiipn), 3030, 3078
(W/ Vc-H arom) Cm71~

MS (m/z (%))*: 276,30 (100, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).

2-((4-Fluorobenzyl)oxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 52 0

Summenformel: CisH1oFNO3 3

N_O 2 3
Relative Molmasse [M]:271,1 . L@F
O v f

Darstellung AAV 4 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 2,0 g N-Hydroxyphthalimid (12,3 mmol, 1,0 eq) und 2,2 mL 4-Fluo-
robenzylchlorid (2,7 g, 18,4 mmol, 1,5 eq) mittels 2,6 mL TEA (1,9 g, 12,3 mmol, 1,0 eq) in 35 mL
DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 141-144 °C (aus HO); Literatur: 148-150 °C.P*
Ausbeute: 89,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,63 (siehe 6.2.2.2).
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'H-NMR (DMSO-de): § = 7,84 (s, 4H, H-1-H-4), 7,55 (AA'BB’, 2H, H-2’, H-6"), 7,21 (AA'BB’, 2H,
H-3", H-5%), 5,14 (s, 2H, -CH>-).

IR (V): 1513, 1603 (W, Vc=carom.), 1722 (s, Vc=0), 1775 (W, Vn-0), 2903, 2961 (W, Vc-H aipn), 3038-3096
(W, Vc-H arom.) Cmq-

MS (m/z (%))*: 294,15 (40, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).

2-((4-Chlorobenzyl)oxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 53 @)

Summenformel: CisH1oCINO3 3

N—O 2 3
Relative Molmasse [M,]:287,1 ’ @fc|
O .

Darstellung nach AAV 4 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 3,3 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol, 1,0 eq) und 6,4 g 4-Chloro-
benzylchlorid (40,0 mmol, 2,0 eq) mittels 4,2 mL TEA (3,1 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) in 35 mL DMF bei
90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

Farblos bis hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 123-124 °C (aus H,0) °C; Literatur: 137-138 °C (aus EtOH).*¥
Ausbeute: 88,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,64 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 7,84 (s, 4H, H-1-H-4), 7,49 (AA'BB’, 4H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 5,15 (s,
2H, -CH-).

R (V): 1597 (W, Vc=c arom.), 1718 (S, Vc=0), 1787 (W, Vn-0), 2865-2961 (W, Vc-H aiipn), 3020-3096 (w,
VC-H arom.) cm™.

MS (m/z (%))*: 597,38 (100, [2xM+Nal"), 310,43 (93, [M+Na]"), (sieche 6.2.4).

2-((2-Chlorobenzyl)oxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 54
Summenformel: CisH1oCINO3 3
Relative Molmasse [M/]:287,1 2

Darstellung (siehe 7.1):

A) nach AAV 4: In einem Rundkolben wurden 3,3 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol, 1,0 eq) und
5,0 mL 2-Chlorobenzylchlorid (6,3 g, 22,0 mmol, 1,1 eq) mittels 4,2 mL TEA (3,1 g, 20,0 mmol|,

1,0 eq) in 35 mL DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

B) MITSUNOBU-Reaktion:

In einem Rundkolben wurde 1,63 g N-Hydroxyphthalimid (10,0 mmol, 1,0 eq) mit 2,62 g Tri-
phenylphosphin (10,0 mmol, 1,0 eq) in 30 mL THF geldst und auf 0 °C gebracht. Unter Verfarbung
der Losung von farblos zu dunkelrot figte man 1,9 mL DIAD (2,0 g, 10,0 mmol, 1,0 eq) hinzu. Fir
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weitere 20 min unter Argonbegasung bei 0 °C sowie anschlieBende zwei Stunden bei derselben
Temperatur lie man den Ansatz ruhen, der eine gelbe Suspension bildete. Nachfolgend wurde
1,42 g 2-Chlorobenzylalkohol (10,0 mmol, 1,0 eq) addiert. Nach 5 bis 10 min ging der suspendierte
Niederschlag bei RT wieder in Losung. Das Gemisch wurde folglich 24 h bei RT weiter umgesetzt.
Die resultierende farblos bis hellgelb geférbte Losung wurde nach einer Wasser-Chloroform-
Extraktion und anschlieBendem Einengen der organischen Phase saulenchromatographisch auf-
gereinigt (LM 1, siehe 6.2.2.1). Die Produktfraktion engte man zum 6ligen Rickstand ein und
trocknete den entstandenen Niederschlag 24-36 h im Exsikkator.

Farbloser bis hellgrau geféarbter Feststoff.

Schmb.: 140-144 °C (aus H0); Literatur: 154-156 °C.2*!

Ausbeute: A) 86,0 %, B) 74,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,61 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 7,83 (s, 4H, H-1-H-4), 7,57-7,21 (m, 4H, H-3"-H-6"), 5,27 (s, 2H, -CH>-).
IR (V): 1597, 11610 (W, Ve=c arom.), 1721 (s, Vc=0), 1784 (W, vn-0), 2960-2990 (W, Vc-H aiipn), 3018-3096 (w,
VC-Harom) CMN.

MS (m/z (%))*: 597,36 (30, [2xM+Na]"), 310,46 (100, [M+Na]"), (sieche 6.2.4).

2-((4-Methoxybenzyl)oxy)isoindolin-T1,3-dion

Verbindung: 55 )

Summenformel: Ci6H13NO4 3

. N_O 2 3 /
Relative Molmasse [M]:283,1 2 \—@O
O .

Darstellung (siehe 7.1):

A) nach AAV 4: In einem Rundkolben wurden 6,5 g N-Hydroxyphthalimid (40,0 mmol, 1,0 eq) und
5,4 mL 4-Methoxybenzylchlorid (6,3 g, 40,0 mmol, 1,0 eq) mittels 8,4 mL TEA (6,1 g, 40,0 mmol],
1,0 eq) in 60 mL DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

B) MITSUNOBU-Reaktion: In einem Rundkolben wurde 3,26 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol,
1,0 eq) mit 5,24 g Triphenylphosphin (20,0 mmol, 1,0 eq) in 80 mL THF geldst und auf 0 °C ge-
bracht. Unter Verfarbung der Lésung von farblos zu dunkelrot figte man 3,90 mL DIAD (4,04 g,
20,0 mmol, 1,0 eq) hinzu. Fur weitere 20 min unter Argonbegasung bei 0 °C sowie anschlieBende
zwei Stunden bei derselben Temperatur lieB man den Ansatz ruhen, der eine gelbe Suspension
bildete. Nachfolgend wurde 2,66 mL 4-Methoxybenzylalkohol (2,76 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) addiert.
Nach 5 bis 10 min ging der suspendierte Niederschlag bei RT wieder in Losung. Das Gemisch
wurde folglich 24 h bei RT weiter umgesetzt. Die resultierende farblos bis hellgelb gefarbte
Losung wurde nach einer Wasser-Chloroform-Extraktion und anschlieBendem Einengen der
organischen Phase saulenchromatographisch aufgereinigt (LM 1 siehe 6.2.2.1). Die Produktfrak-
tion engte man zum 6ligen Ruckstand ein, verdiinnte sie mit Aceton und gab anteilig destilliertes
Wasser bis zur Préazipitatbildung hinzu. Der entstandene Niederschlag war mit einer G3-Fritte fil-
triert und 24-36 h im Exsikkator getrocknet worden.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 132-135 °C (aus H,0), Literatur: 138-140 °C.B3**
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Ausbeute: A) 94,5 %, B) 99,1 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,58 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 7,88-7,77 (m, 4H, H-1-H-4), 7,40 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,93 (AA'BB’,
2H, H-3", H-57), 5,07 (s, 2H, -CH>-), 3,64 (s, 3H, 4"-OCHj3).

IR (V): 1585, 1610 (W, m, Vc=carom.), 1731 (s, Vc=0), 1785 (W, vn-0), 2837-2962 (W, Vc-H aipn.), 3017-3096
(W, Vet arom.) Cm_1~

MS (m/z (%))*: 590,21 (80, [2xM+Nal"), 306,04 (100, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).

2-((3-Methoxybenzyl)oxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 56
Summenformel: CisH13NO4 3
Relative Molmasse [M/]:283,1 2

Darstellung nach AAV 4 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 3,0 g N-Hydroxyphthalimid (18,4 mmol, 1,0 eq) und 4,3 g
3-Methoxybenzylchlorid (27,6 mmol, 1,5 eq) mittels 3,9 mL TEA (2,8 g, 18,4 mmol, 1,0 eq) in 50 mL
DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 100-104 °C (aus H,O); Literatur: 121 °C.*!
Ausbeute: 73,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,70 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 7,84 (s, 4H, H-1-H-4), 7,29 (dd, TH, H-5", *J4/s' = 8,3 Hz, *Js6' = 7,5 Hz),

7,08 (dd, TH, H-2", “)>y4 = 2,6 Hz, Y2¢ = 1,2 Hz), 7,05 (dt, 1H, H-6", *Js¢ = 7.5 Hz, “Ju s = 1,2 Hz),
6,93 (ddd, TH, H-4", *J45 = 8,3 Hz, “oy4 = 2,6 Hz, “Jsss = 1,2 Hz), 5,13 (s, 2H, -CHa-), 3,74 (s, 3H,

3"-OCHs).

IR (V): 1587, 1603 (M, Vc=carom.), 1733 (s, Vc=0), 1785 (W, Vn-0), 2805-2960 (W, Vc-H aipn), 3005-3077
(W, VC-H arom.) cm™.

MS (m/z (%))*: 306,22 (85, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).
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2-((2-Methoxybenzyl)oxy)isoindolin-1,3-dion

Verbindung: 57
Summenformel: CisH13NO4 , ;
Relative Molmasse [M/]:283,1 2

Darstellung (siehe 7.1):

A) nach AAV 4: In einem Rundkolben wurden 3,3 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol, 1,0 eq) und
6,4 g 2-Methoxybenzylchlorid (40,0 mmol, 2,0 eq) mittels 4,2 mL TEA (3,1 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) in
35 mL DMF bei 90 °C zur Titelverbindung umgesetzt.

B) MITSUNOBU-Reaktion:

In einem Rundkolben wurde 3,26 g N-Hydroxyphthalimid (20,0 mmol, 1,0 eq) mit 5,24 g Tri-
phenylphosphin (20,0 mmol, 1,0 eq) in 80 mL THF geldst und auf 0 °C gebracht. Unter Verfarbung
der Lésung von farblos zu dunkelrot fugte man 3,90 mL DIAD (4,04 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) hinzu.
Fur weitere 20 min unter Argonbegasung bei 0 °C sowie anschlieBende zwei Stunden bei dersel-
ben Temperatur lieB man den Ansatz ruhen, der eine gelbe Suspension bildete. Nachfolgend
wurde 2,66 mL 2-Methoxybenzylalkohol (2,76 g, 20,0 mmol, 1,0 eq) addiert. Nach 5 bis 10 min
ging der suspendierte Niederschlag bei RT wieder in Losung. Das Gemisch wurde folglich 24 h
bei RT weiter umgesetzt. Die resultierende farblos bis hellgelb gefarbte Losung wurde nach einer
Wasser-Chloroform-Extraktion und anschlieBendem Einengen der organischen Phase saulenchro-
matographisch aufgereinigt (LM 1 siehe 6.2.2.1). Die Produktfraktion engte man zum 6ligen Riick-
stand ein, verdlnnte sie mit Aceton und gab anteilig destilliertes Wasser bis zur Prazipitatbildung
hinzu. Der entstandene Niederschlag ist mit einer G3-Fritte filtriert und 24-36 h im Exsikkator ge-
trocknet worden.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 72-75 °C (aus H,0).

Ausbeute: A) 92,0 %, B) 98,4 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,58 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 7,88-7,77 (m, 4H, H-1-H-4), 7,44-7,28 (m, 2H, H-5’, H-6"), 7,00-6,89 (m,
2H, H-3", H-4), 5,16 (s, 2H, -CH3-), 3,64 (s, 3H, 2’-OCHs).

IR (V): 1524, 1602 (m, W, Vc=carom), 1686(s, Vc=0), 1733 (M, vn-0), 2827-2979 (W, Vc-H aipn), 3033 (w,
VC-H arom.) Cm71-

MS (m/z (%))*: 306,07 (100, [M+Nal"), (siche 6.2.4).
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7.2.3.2 0O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid-Derivate

O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 58
Summenformel: C7H1CINO H,N—Q 23
Relative Molmasse [M]:159,1 ~HC|@4

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 3,18 g 51 (20,0 mmol, 1,0 eq) in 70 mL DCM geldst und wie in AAV 5
beschrieben, mit 2,1 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 2,0 g, 40,0 mmol, 2,0 eq) zum
O-Benzylhydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung bendtigte man 1,7 mL Salzséure (37 %; 1,9 g,
20,0 mmol, 1,0eq).

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 160-164 °C (aus i-PrOH).

Ausbeute: 15,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,66 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): & = 11,18 (s, 3H, H3N*-OBn), 7,40 (s, 5H, H-2-H-6), 5,04 (s, 2H, -CH,-).
MS (m/z (%)) der freien Base*: 124,16 (55, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

O-(4-Fluorobenzyl)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 59
Summenformel: C7HoCIFNO H,N—Q —
Relative Molmasse [M]:177,1 HCl 1< >“ F

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 2,90 g 52 (10,8 mmol, 1,0 eq) in 50 mL DCM geldst und wie in AAV 5
beschrieben, mit 1,1 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 1,1 g, 21,7 mmol, 2,0 eq) zum O-(4-Fluoro-
benzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung bendétigte man 0,9 mL Salzsdure (37 %; 1,0 g,
10,8 mmol, 1,0eq).

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 200-203 °C (aus (-PrOH).
Ausbeute: 77,5 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,66 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 11,14 (s, 3H, HsN*-OBn), 7,46 (AABB’, 2H, H-2, H-6), 7,24 (AA'BB’, 2H,
H-3, H-5), 5,02 (s, 2H, -CH2-).

MS (m/z (%)) der freien Base*: 283,00 (50, [2xM]"), (siehe 6.2.4).
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O-(4-Chlorobenzyl)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 60
Summenformel: C7HoCILNO H,N—Q —
Relative Molmasse [M,]:193,0 ~HCI\—w©fCI

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 3,86 g 53 (20,0 mmol, 1,0 eq) in 70 mL DCM geldst und wie in AAV 5
beschrieben, mit 2,1 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 2,0 g, 40,0 mmol, 2,0 eq) zum
O-(4-Chlorobenzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung benétigte man 1,7 mL Salzséure

(37 %; 1,9 g, 20,0 mmol, 1,0eq).

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 112-116 °C (aus i-PrOH).

Ausbeute: 36,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,60 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 11,05 (s, 3H, HsN"-OBn), 7,52-7,36 (AA'BB’ 4H, H-2, H-3, H-5, H-6), 5,02
(s, 2H, -CHz-).

MS (m/z (%)) der freien Base*: 353,88 (45, [2xM+K]"), (siehe 6.2.4).

O-(2-Chlorobenzyl)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 61
Summenformel: C7H9CINO H,N—Q —
Relative Molmasse [M,]:193,0 HC !

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 5,74 g 54 (29,7 mmol, 1,0 eq) in 70 mL DCM gelést und wie in AAV 5
beschrieben, mit 3,1 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 3,0 g, 59,5 mmol, 2,0 eq) zum
O-(2-Chlorobenzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung benétigte man 2,5 mL Salzsaure

(37 %; 2,9 g, 29,7 mmol, 1,0eq).

Orange gefarbter Feststoff.

Ausbeute: 13,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,59 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-d): & = 11,03 (s, 3H, H3N*-OBn), 7,49-7,35 (m 4H, H-3-H-6), 5,02 (s, 2H, -CHz-).
MS (m/z (%)) der freien Base*: 198,13 (15, [M+K]"), (siehe 6.2.4).
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O-(4-Methoxybenzy)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 62
Summenformel: CgH12CINO; H,N—Q — /
Relative Molmasse [M,]:189,1 -HCI@O

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 3,78 g 55 (20,0 mmol, 1,0 eq) in 70 mL DCM gel&st und wie in AAV 5
beschrieben, mit 2,1 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 2,0 g, 40,0 mmol, 2,0 eq) zum
O-(4-Methoxybenzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung benétigte man 1,7 mL Salzsaure
(37 %; 1,9 g, 20,0 mmol, 1,0eq).

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 123-125 °C (aus i-PrOH).

Ausbeute: 32,5 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,63 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 10,97 (s, 3H, HsN*-OBn), 7,37-7,30 (AA'BB’, 2H, H-2, H-6), 6,99-6,90
(AA'BB’, 2H, H-3, H-5), 4,93 (s, 2H, -CH>-), 3,75 (s, 3H, 4-OCHa).

MS (m/z (%)) der freien Base*: 459,35 (60, [3xM]"), (siehe 6.2.4).

O-(3-Methoxybenzyl)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 63
Summenformel: CgHCINO, H,N—Q 23
Relative Molmasse [M]:189,1 ‘HCI i 4

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1)

In einem Rundkolben wurde 3,66 g 56 (12,7 mmol, 1,0 eq) in 80 mL DCM geldst und wie in AAV 5
beschrieben, mit 1,2 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 1,3 g, 25,4 mmol, 2,0 eq) zum
O-(3-Methoxybenzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung benétigte man 1,5 mL Salzsaure
(37 %; 1,7 g, 12,7 mmol, 1,0eq).

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 91-96 °C (aus i-PrOH).

Ausbeute: 55,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,66 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 11,04 (s, 3H, H3N*-OBn), 7,45-7,27 (m, 2H, H-5, H-6), 7,02-6,92 (m, 2H,
H-2, H-4), 4,99 (s, 2H, -CH>-), 3,75 (s, 3H, 3-OCHj).

MS (m/z (%)) der freien Base**: 177,17 (30, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).
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O-(2-Methoxybenzyl)hydroxylaminhydrochlorid

Verbindung: 64 O/
Summenformel: CgH12CINO2 H,N—Q —
Relative Molmasse [M,]:189,1 HC :

Darstellung nach AAV 5 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 7,70 g 57 (27,4 mmol, 1,0 eq) in 100 mL DCM gel&st und wie in
AAV 5 beschrieben, mit 2,7 mL Hydrazin Hydrat 98 % (giftig!, 2,7 g, 54,8 mmol, 2,0 eq) zum
O-(2-Methoxybenzyl)hydroxylamin umgesetzt. Zur Salzbildung bendtigte man 2,3 mL Salzsaure
(37 %; 2,7 g, 27,4 mmol, 1,0eq).

Orange gefarbter Feststoff.
Ausbeute: 37,0 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,66 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 11,03 (s, 3H, HsN*-OBn), 7,55-7,28 (m, 4H, H-2-H-6), 4,99 (s, 2H, -CH>-),
3,72 (s, 3H, 2-OCHg).

MS (m/z (%)) der freien Base*: 154,12 (20, [M+H]"), (siche 6.2.4).

7.2.3.3 Nicotinaldehyd-O-alkyloxime und -O-benzyloxime

Die Ermittlung der E/Z-Isomeren-Verhaltnisse erfolgte durch die Auswertung der 'H-NMR-Spek-
tren.

(E)-Nicotinaldehydoxim

Verbindung: 65

Summenformel: CeHsN2O Sl N \N/OH
Relative Molmasse [M,]:122,1 .
Darstellung:

In einem Rundkolben wurden 3,2 mL Nicotinaldehyd (5,0 g, 46,8 mmol, 1,0 eq) und

5,9 g Hydroxylaminhydrochlorid (85,4 mmol, 1,8 eq) mittels 7,7 g Natriumacetat (93,6 mmol,

2,0 eq) in 100 mL Ethanol bei RT umgesetzt. Die anfangs farblose Losung zeigte nach 24 h eine
farblose Suspension, die nachfolgend mit Ethylacetat gegen Brine extrahiert wurde. Nach Einen-
gen der organischen Phase trocknete man den daraus resultierenden Niederschlag 48 h lang im
Exsikkator.

Farblos bis hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 141-145 °C; Literatur: 150-151 °C (aus H,0).*"!

Ausbeute: 99,5 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,16, LM 7: R¢ = 0,61 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-d): & = 11,41 (,s" br, 1H, -HC=N-OH), 8,73 (dd, TH, H-2, */2,4 = 2,3 Hz,
*Joss = 0,9 Hz), 8,54 (dd, 1H, H-6, *Js/s = 4,8 Hz, “/46 = 1,7 Hz), 8,18 (d, TH, -HC=N-OH,
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3J 1c, =n-on = 0,6 Hz), 7,96 (dt, TH, H-4, *Jas = 7,9 Hz, “)254 = 2,3 Hz, Yuss = 1,7 Hz), 7,40 (ddd, 1H,
H-5, %Jass = 7,9 Hz, ¥Js/6 = 4,8 Hz, )25 = 0,9 Hz).

IR (V): 1520, 1583 (m, w, vc=c arom.), 1709 (S, VN-0, 3-cH=N-0H), 2609-2946 (s, Vc-Haiipn), 3054, 3163 (m,
VC-H arom.) Cm71~

MS (m/z (%))**:123,1 (100, [M+H]"), 106,1 (100, [M-OH]"™), (siehe 6.2.4).

(E/Z)-Nicotinaldehyd-O-methyloxim

Verbindung: 66
Summenformel: C7HsN2O 5| & \N/O\
Relative Molmasse [M/]:136,1 L b

E-lsomer

Darstellung nach AAV 6a (siehe 7.1):

Zu einer Natriumethanolatldésung wurden 4,1 g 65 (33,9 mmol, 1,0 eq) und 3,2 mL Methyljodid
(7,2 g, 50,8 mmol, 1,5 eq) gegeben. Nach 4 d wurde der Ansatz, wie in AAV 6a beschrieben, auf-
gereinigt. Die Titelverbindung konnte nach saulenchromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe
6.2.2.1) gewonnen werden.

Braun gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 42,1 %; E/Z-Verhaltnis: 94:6.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,23 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dp), E-Isomer: & = 8,74 (dd, TH, H-2, “/2/4 = 2,3 Hz, °J»5s = 0,9 Hz), 8,57 (dd, TH,
H-6, ¥Js/6 = 4,8 Hz, “Jus = 1,7 Hz), 8,28 (s, TH, -HC=N-OR), 7,98 (dt, 1H, H-4, /45 = 7,9 Hz,

“Josa = 2,3 Hz, “Jass = 1,7 Hz), 7,43 (ddd, 1H, H-5, *Jays = 7,9 Hz, ¥Jsss = 4,8 Hz, )25 = 0,9 Hz), 3,90
(s, 3H, -CHa).

IR (Vji 1563, 1590 (S, Vc=C arom.), 1665 (S, V=N, 3—CH:N—OR), 2938 (m, VC-H a[iph.), 3053 (m, VC.ngom) cm'1.
MS (m/z (%))**: 137,1 (100, [M+H]"), 106,2 (20, [M-CiH30]"), (siehe 6.2.4).

(E/Z)-Nicotinaldehyd-O-ethyloxim

Verbindung: 67
Summenformel: CgH1oN20O N, O
Relative Molmasse [M,]:150,1 6 | A

E-lsomer

Darstellung nach AAV 6a (siehe 7.1):

Zu einer Natriumethanolatlésung wurden 5,0 g 65 (41,0 mmol, 1,0 eq) und 5,0 mL Ethyljodid

(9,6 g, 61,5 mmol, 1,5 eq) gegeben. Nach 72 h wurde der Ansatz, wie in AAV 6a beschrieben, auf-
gereinigt. Die Titelverbindung konnte nach saulenchromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe
6.2.2.1) gewonnen werden.

Orange gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 46,1 %; E/Z-Verhaltnis: 95:5.
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DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds), E-Isomer: & = 8,74 (dd, TH, H-2, *J»/4 = 2,3 Hz, °J»5s = 0,9 Hz), 8,57 (dd, TH,
H-6, °Js/s = 4,8 Hz, “J4s = 1,7 Hz), 8,27 (s, 1H, -HC=N-OR), 7,99 (dt, 1H, H-4, *J45s = 7.9 Hz,

4ora = 2,3 Hz, Yas = 1,7 Hz), 7,42 (ddd, H, H-5, *J4s = 7,9 Hz, *Jsss = 4,8 Hz, °Jo5 = 0,9 Hz), 4,17
(. 2H, -CHa-, *J-crio-, -cuz = 7,0 Hz), 1,24 (t, 2H, -CH3, ¥J-cho cn3 = 7,0 Hz).

IR (V): 1563, 1590 (s, V=c arom.), 1660 (W, Veon, 3-ch-n-or), 2854-2954 (m, S, V-t aiph) €M’
MS (m/z (%))**: 151,1 (100, [M+H]"), 106,2 (10, [M-CoHsO]"), (siehe 6.2.4).

(E/Z)-Nicotinaldehyd-O-benzyloxim

Verbindung: 68 \Qw
Summenformel: CisH2N20 : 4\ 3 \N/O N
Relative Molmasse [M]:212,1 6| ),

E-lsomer

Darstellung (siehe 7.1):

A) nach AAV 6a: Zu einer Natriumethanolatldsung wurden 5,6 g 65 (46,0 mmol, 1,0 eq) und
8,7 mL Benzyljodid (15,0 g, 69,0 mmol, 1,5 eq, stark rauchend, Veratzungsgefahr!) gegeben.
Nach 24 h wurde der Ansatz, wie in AAV 6a beschrieben, aufgereinigt und die Titelverbindung
gewonnen.

B) nach AAV 6b: In einem Rundkolben wurden 746 pL Nicotinaldehyd (1,16 g, 10,8 mmol, 1,0 eq),
615 pL Essigsaure (99 %; 646,0 mg, 10,8 mmol, 1,0 eq) und 874 L frisch destilliertes Pyrrolidin
(757,0 mg, 10,8 mmol, 1,0 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) in 30 mL THF geldst. An-
schlieBend erganzte man 2,0 g 58 (13,0 mmol, 1,2 eq). Nach 24 h wurde der orange bis rot ge-
farbte Ansatz, wie in AAV 6b beschrieben, aufgereinigt. Die Titelverbindung konnte nach saulen-
chromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe 6.2.2.1) gewonnen werden.

Gelb gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: A) 45,9 %, E/Z-Verhaltnis: 98:2; B) 90,0 %, E/Z-Verhaltnis: 95:5.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,42 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds), E-Isomer: & = 874 (dd, H, H-2, *J»4 = 2,3 Hz, °J>5 = 0,9 Hz), 8,57 (dd, TH,
H-6, )56 = 4,8 Hz, Y46 = 1,7 Hz), 8,36 (s, TH, -HC=N-OR), 7,98 (dt, 1H, H-4, *J45s = 7,9 Hz,

*Josa = 2,3 Hz, Yays = 1,7 Hz), 7,46-7,26 (m, 6H, H-5, H-2-H-6"), 5,18 (s, 2H, -CH3-).

IR (V): 1564, 1589 (W, Vc=carom), 1608 (M, V-0, 3-cH=n-0r), 2877, 2929 (W, V-t aipn), 3030-3098 (w,
VC-H arom.) Cm71-

MS (m/z (%) 213,1 (60, [M+H]"), 122,1 (100, [M-C7H7]"), 106,2 (20, [M-C7H70] ™), 911 (100,
[C7H7]T), (siehe 6.2.4).
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(E/Z)-Nicotinaldehyd-O-(4-chlorobenzyl)oxim

. 2, Cl
Verbindung: 69 5 A
Summenformel: Ci3HnCIN2O N \N/O N
Relative Molmasse [M,]:246,1 6| i

N’
E-lsomer

Darstellung (siehe 7.1):

A) nach AAV 6a: Zu einer Natriumethanolatliésung wurden 1,0 g 65 (8,2 mmol, 1,0 eq) und 3,1 g
4-Chlorobenzyljodid (12,3 mmol, 1,5 eq, stechend riechend, Veratzungsgefahr!) gegeben. Nach
24 h wurde der Ansatz, wie in AAV 6a beschrieben, aufgereinigt. Die Titelverbindung konnte nach
saulenchromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe 6.2.2.1) gewonnen werden.

B) nach AAV 6b: In einem Rundkolben wurden 760 pL Nicotinaldehyd (1,18 g, 11,0 mmol, 1,0 eq),
626 pL Essigsaure (99 %; 657,0 mg, 11,0 mmol, 1,0 eq) und 890 pL frisch destilliertes Pyrrolidin
(771,0 mg, 11,0 mmol, 1,0 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) in 35 mL THF gel&st und
30 min ruhen gelassen. AnschlieBend erganzte man 2,56 g 60 (13,2 mmol, 1,2 eq). Nach 3 d
wurde der orange geféarbte Ansatz, wie in AAV 6b beschrieben, aufgereinigt. Die Titelverbindung
konnte nach saulenchromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe 6.2.2.1) gewonnen werden.

Farblos bis hellgelb gefarbte Flissigkeit.
Ausbeute: A) 24,2 %, E/Z-Verhaltnis: 96:4; B) 91,0 %, E/Z-Verhaltnis: 92:8.
DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,39 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de), E-Isomer: & = 8,74 (dd, TH, H-2, “J»/4 = 2,3 Hz, °J25s = 0,9 Hz), 8,58 (dd, TH,
H-6, %Js/6 = 4,8 Hz, “J4 = 1,7 Hz), 8,36 (s, TH, -HC=N-OR), 7,97 (dt, TH, H-4, >J45s = 7,9 Hz,
*Joa = 2,3 Hz, “ass = 1,7 H2), 7,46-7,39 (m, 5H, H-5, H-2", H-3", H-5", H-6"), 5,17 (s, 2H, -CHz-).

IR (V): 1569, 1592 (W, Vc=c arom.), 1608 (M, Vn-0, 3-cH=n-0r), 1721 (W, Vc=n, 3-cH=N-0r), 2845-2996 (w,
Vet atiph), 3003-3115 (W, Vet arom) cm’™.

MS (m/z (%))**: 247,1 (100, [M+H]"), 122,1 (100, [M-C7HeCI]™), (siehe 6.2.4).

(E/Z)-Nicotinaldehyd-O-(4-methoxybenzyl)oxim

.0
Verbindung: 70 s N
Summenformel: CiHuNO; 5| 4\3 \N/O N
Relative Molmasse [M,]:242,1 L

E-lsomer

Darstellung nach AAV 6b (siehe 7.7):

In einem Rundkolben wurden 367 uL Nicotinaldehyd (570,0 mg, 5,3 mmol, 1,0 eq), 300 uL Essig-
saure (99 %; 314,0 mg, 5,3 mmol, 1,0 eq) und 430 L frisch destilliertes Pyrrolidin (373,0 mg,

5,3 mmol, 1,0 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) in 15 mL THF gel®st und 30 min ruhen
gelassen. AnschlieBend erganzte man 1,22 g 62 (6,4 mmol, 1,2 eq). Nach 3 d wurde der orange
geférbte Ansatz, wie in AAV 6b beschrieben, aufgereinigt. Die Titelverbindung konnte nach
saulenchromatographischer Auftrennung (LM 1, siehe 6.2.2.1) gewonnen werden.

Farblos bis hellgelb gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 80,0 %, E/Z-Verhaltnis: 90:10.
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DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,30 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds), E-Isomer: & = 8,74 (dd, TH, H-2, *J»/4 = 2,3 Hz, °J»5s = 0,9 Hz), 8,57 (dd, TH,
H-6, °Js/6 = 4,8 Hz, “J4ss = 1,7 Hz), 8,31 (s, TH, -HC=N-OR), 7,98 (dt, TH, H-4, /45 = 7,9 Hz,

4hora = 2,3 Hz, Yas = 1,7 Hz), 7,43 (ddd, TH, H-5, *J4s = 7,9 Hz, 3Jss6 = 4,8 Hz, °Jo5 = 0,9 Hz),
7,37-7,29 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 6,95-6,88 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5), 5,10 (s, 2H, -CH>-), 3,73 (s,
3H, 4’-OCHs).

IR (v): 1512, 1586 (s, W, Vc=c arom.), 1612 (M, Vn-0, 3-cH=N-0r), 2836-2950 (W, Vc-H alipn), 3010-3093 (w,
VC-H arom.) Cmq-

MS (m/z (%))**: 243,1 (30, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

7.2.3.4 N-Acetyl-1,4-dihydropyridine des Oximethertyps

Die abgebildeten Verbindungen in den Monographien zeigen eine allgemeine Darstellung ohne
Berlicksichtigung von Rotameren-, Enantiomeren- sowie Stellungsisomereneffekten.

(EZ,RS,EZ)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd-O-methyloxim
Verbindung: 71

Summenformel: CisHi6N202

Relative Molmasse [M]:256,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 1,9 g 66 (13,7 mmol, 1,0 eq), 252,0 mg Kupfer-(l)-jodid

(1.4 mmol, 0,1 eq) und 116,0 mg trockenes Lithiumchlorid (2,8 mmol, 0,2 eq) in 50 mL trockenem
THF gelost/suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 1,1 mL Acetylchlorid
(1,2 g, 13,7 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach braun), sowie 7,5 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 7,9 g, 14,9 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von braun nach hellbraun) gema0i
AAV 2 hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter, feiner Feststoff.

Schmb.: 130-131 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 49,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,45, LM 3: Rf = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 7,80 (,s" br, 2H, -HC=N-OCH3), 7,63 (,s" br, 1H, H-2 [E]), 7,48 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,30-7,06 (m, 11H, H-6 [Z], 4-CsHs), 6,91 (,s" br, TH, H-6 [E]), 5,30-5,12 (m, 2H,
H-5 [E/Z]), 4,44-4,38 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 3,61 (s, 6H, -HC=N-OCHs3), 2,30 (s, 6H, -NCOCHj3 [E/Z]).

IR (V): 1621 (M, Vc=c arom.), 1663 (S, Vc=n, 3-cH=n-0r), 1697 (M, Vc=0, -ncockHs), 2869, 2927 (W, V- atipn.),
3030 (W/ Vc-H arom.) Cm71-

MS (m/z (%))**: 257,2 (25, [M+H]"), 215,1 (15, [M-COCHs]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS,EZ)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd-O-ethyloxim

Verbindung: 72
Summenformel: CiH1eN202

Relative Molmasse [M/]:270,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 2,7 g 67 (18,0 mmol, 1,0 eq), 330,4 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,8 mmol, 0,1 eq) und 152,3 mg trockenes Lithiumchlorid (3,6 mmol, 0,2 eq) in 100 mL trockenem
THF geldst/suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 1,4 mL Acetylchlorid
(1,4 g, 18,0 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach rotbraun), sowie 9,8 mL Phenylmagnesi-
umchlorid (2 M in THF, 10,3 g, 19,8 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von rotbraun nach gelb) gemaR
AAV 2 hinzugeflgt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogra-
phisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter, feiner Feststoff.

Schmb.: 108-110 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 48,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,58, LM 3: Rf = 0,45 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 7,78 (,s" br, 2H, -HC=N-OCHs), 7,62 (,s" br, 1H, H-2 [E]), 7,45 (,s" br, TH,
H-2 [Z]), 7,35-7,09 (m, 11H, H-6 [Z], 4-CsHs), 6,91 (,s" br, 1H, H-6 [E]), 5,30-5,10 (m, 2H,

H-5 [E/Z]), 4,45-4,39 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 3,85 (q, 4H, -HC=N-OCHCHs, */.ct2-, -cn3 = 7,1 Hz), 2,30
(s, 6H, -NCOCH;3 [E/Z]), 0,99 (t, 6H, -HC=N-OCH,CHs, *J-cr-, -cn3 = 7,1 Hz).

IR (V): 1622 (W, M, Vc=carom.), 1663 (S, Vc=n, 3-cH=n-0r), 1694 (S, Vc=0, -ncocH3), 2874-2987 (W, Vc-H alph.),
3010, 3030 (W, VC-/—/arom_) Cm71.

MS (m/z (%))**: 2711 (20, [M+H]"), 229,2 (20, [M-COCH3]*), 183,0 (85, [M-COCH3-OCHs] ™),
(siehe 6.2.4).

(EZ,RS,EZ)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd-O-benzyloxim
Verbindung: 73

Summenformel: CoiH20NL 02

Relative Molmasse [M,]:332,2

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 3,0 g 68 (14,3 mmol, 1,0 eq), 263,0 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,4 mmol, 0,1 eq) und 135,0 mg trockenes Lithiumchlorid (2,9 mmol, 0,2 eq) in 80 mL trockenem
THF geldst/suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 1,1 mL Acetylchlorid
(1,2 g, 14,5 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach braun), sowie 7,9 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 8,3 g, 15,7 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von braun nach gelbbraun) gemaf
AAV 2 hinzugefigt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde sédulenchromatogra-
phisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter Feststoff.
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Schmb.: 115-116 °C (aus MeQOH).
Ausbeute: 59,7 %.
DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,57, LM 3: Rt = 0,42 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 7,85 (,s" br, 2H, -HC=N-OR), 7,63 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,47 (,s" br, 1H,
H-2 [Z]), 7,30-7,09 (m, 15H, H-6 [Z], 4-Ce¢Hs, H-2"-H-6"), 6,91 (,s" br, TH, H-6 [E]), 5,28-5,13 (m,
2H, H-5 [E/Z]), 4,86 (s, 4H, -CH2-), 4,44-4,37 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 2,30 (s, 6H, -NCOCH3s [E/Z]).

IR (V): 1599, 1622 (W, m, Vc=c arom.), 1663 (S, Vc=n, 3-cH=n-0r), 1691 (S, Vc=0, -ncocHs), 2855, 2930 (w,
Vc-Haliph.), 3027 (W, Vc-H arom.) cm™.

MS (m/z (%))**: 333,2 (100, [M+H]"), 291,1 (40, [M-COCHs]"), 233,0 (70, [M-COCH3-CsHs]™), (siehe
6.2.4).

(EZ,RS,EZ)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd-O-(4-chlorobenzyl)oxim

Verbindung: 74
Summenformel: Ca1H19CIN2 O3

Relative Molmasse [M/]:366,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1): ’

In einem Zweihalsrundkolben wurden 4,4 g 69 (17,9 mmol, 1,0 eq), 330,4 mg Kupfer-(l)-jodid
(1,8 mmol, 0,1 eq) und 152,3 mg trockenes Lithiumchlorid (3,6 mmol, 0,2 eq) in 100 mL trockenem
THF gelost/ suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 1,4 mL Acetylchlo-
rid (1,4 g, 18,0 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von gelb nach rotorange), sowie 9,8 mL Phenylmagne-
siumchlorid (2 M in THF, 10,3 g, 19,8 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von rotorange nach zitronen-
gelb) gemaB AAV 2 hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch (LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter, feiner Feststoff.

Schmb.: 90-93 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 56,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,55 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 7,85 (,s" br, 2H, -HC=N-OR), 7,62 (,s" br, TH, H-2 [E]), 7,51 (,5" br, TH,
2-H [Z]), 7,44-7,04 (m, 19H, H-6 [Z], 4-CeHs, H-2°, H-3", H-5", H-6"), 6,90 (,s" br, 1H, H-6 [E]),
5,27-510 (m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,85 (s, 4H, -CH3-), 4,40-4,35 (m, 2H, H-4 [E/Z]), 2,30 (s,

6H, -NCOCHs [E/Z]).

IR (V): 1597, 1622 (W, Vc=c arom.), 1663 (S, Vc=n, 3-c=n-0r), 1689 (M, V=0, -ncocHs), 2925 (W, Vc-H aiiph),
3002, 3095 (W, V-t arom.) €M’

MS (m/z (%))**: 367,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS,EZ)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd-O-(4-methoxybenzyl)o-
xim
Verbindung: 75
Summenformel: C22H22N203

Relative Molmasse [M,]:362,2

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1): ¥
In einem Zweihalsrundkolben wurden 2,2 g 70 (8,9 mmol, 1,0 eq), 163,7 mg Kupfer-(l)-jodid

(0,9 mmol, 0,1 eqg) und 83,0 mg trockenes Lithiumchlorid (1,8 mmol, 0,2 eq) in 100 mL trockenem
THF gel6st/suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 0,8 mL Acetylchlorid
(0,8 g, 8,9 mmol, 1,0 eq, Farbgebung der Lésung wahrend des gesamten Zeitraumes gelbgriin),
sowie 4,9 mL Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF, 5,2 g, 9,8 mmol, 1,1 eq) gemaB AAV 2 hinzu-
gefugt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 3,
siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 85-87 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 27,6 %.

DC-Kontrolle: LM 3: R¢ = 0,38, LM 1: Rt = 0,53 (siehe 6.2.2.2).

TH-NMR (DMSO-de): 6 = 7,81 (,s" br, 2H, -HC=N-OR), 7,62 (,s" br, 1H, H-2 [E]), 7,47 (,s" br, 1H,
2-H [Z]), 7,.32-7,12 (m, 1TH, H-6 [Z], 4-CeHs), 7,05 (AA'BB’, 4H, H-2", H-6"), 6,89 (,s" br, 1H,

6-H [E]), 6,77 (AA'BB’, 4H, H-3", H-5"), 5,27-5,13 (m, 2H, H-5 [E/Z]), 4,87 (s, 4H, -CH>-), 4,44-4,37
(m, 2H, H-5 [E/Z]), 3,71 (s, 6H, 4-OCHj3), 2,29 (s, 6H, -NCOCHs [E/Z)).

R (V): 1513, 1586, 1611 (W, M, Vc=c arom.), 1663 (S, Vc=n, 3-cH=n-0r), 1689 (W, Vc=0, -ncocH3), 2825, 2925

(W, Vet aiipn), 3003, 3095 (W, V-t arom) cm ™.

MS (m/z (%))**: 363,1 (50, [M+H]"), (siehe 6.2.4).

191



Synthese der Verbindungen

7.2.3.5 1-Aza-9-oxafluoren- sowie 10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate des Oxim-
ether- und des Carbaldehydtyps

Die Ermittlung der E/Z-Isomeren-Verhaltnisse erfolgte durch die Auswertung der HPLC-Ergeb-
nisse (siehe 6.2.2.4).

6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd

Verbindung: 76
Summenformel: CisHnNO3

Relative Molmasse [M,]:289,1

Darstellung:

In einem Rundkolben wurde 340,5 mg 79 (1,03 mmol, 1,00 eq) in 10 mL THF geldst. AnschlieBend
fugte man 2 mL destilliertes Wasser, 354,5 mg 4-Toluensulfonsaure (2,06 mmol, 2,00 eq), sowie
309,0 mg Paraformaldehyd (20,60 mmol, 10,00 eq, berechnet als Formaldehyd-Aquivalente)
hinzu. Der Ansatz wurde 60 min bei 120 °C in einer Mikrowellenapparatur (siehe 6.2.7) umgesetzt.
Nach anschlieBender Wasser-Chloroform-Extraktion und Einengen der halogenhaltigen Phase
trennte man das 6lige Rohprodukt sdulenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) auf. Nach Ent-
fernen des Loésungsmittels von der produkthaltigen Fraktion, resultierte die Titelverbindung, die

3 d lang im Exsikkator trocknete.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 257-260 °C.

Ausbeute: 75,1 %.

DC-Kontrolle: LM 8: Rs = 0,52, LM 13: Rf = 0,23 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,88 (s, 1H, HC(=O)R), 9,51 (s, TH, 6-OH), 8,91 (s, 1H, H-2), 7,71-7,56 (m,
6H, H-8, 4-CHs), 6,98 (dd, TH, H-7, *J75 = 8,9 Hz, *Js;7 = 2,6 Hz), 6,41 (d, TH, H-5, *Js;7 = 2,6 Hz).

IR (V): 1560, 1589 (M, vc=c arom.), 1690 (s, vc=0), 2760-2880 (W, Vc-Haipn), 3058-3230 (m,
VC-H arom.) Cm71-

HPLC*: 99,56 % (tr: 11,068 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 290,50 (100, [M+H]"), 288,34 (100, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]*: 290,0810 (100), berechnet fur [CigH2NOs]": 290,0812.
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(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehydoxim

Verbindung: 77
HO
Summenformel: CigH2N203
Relative Molmasse [M,]:304,1 7 \N/OH
O NG
Darstellung:

In einem Mehrhalsrundkolben wurden 200,0 mg 80 (0,51 mmol, 1,00 eq) in 25 mL einer Losung
aus THF und Methanol (1:1, V/V) geldst. AnschlieBend fligte man 266,0 mg Palladium auf Kohle
(10 %; 0,25 mmol, 0,50 eq, berechnet als Palladiumanteil) hinzu und begaste den schiuttelnden
Ansatz 12 h mit 1 atm Wasserstoff. Nach anschlieBender Wasser-Chloroform-Extraktion und Ein-
engen der halogenhaltigen Phase trennte man das 6lige Rohprodukt sdulenchromatographisch
(LM 4, siehe 6.2.2.1) auf. Nach Entfernen des Losungsmittels von der produkthaltigen Fraktion, re-
sultierte die Titelverbindung, die 3 d lang im Exsikkator trocknete.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 272-274 °C.

Ausbeute: 29,0 %.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,52, LM 4: Rf = 0,19 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 11,45 (s, 1H, -HC=N-OH), 9,40 (s, 1H, 6-OH), 8,82 (s, 1H, H-2), 7,81 (s,
1H, -HC=N-OH), 7,71-7,59 (m, 3H, 4-C¢Hs), 7,55 (d, 1H, H-8, %7/ = 8,9 Hz), 7,51-7,44 (m, 2H,
4-CgHs), 6,94 (dd, TH, H-7, *J78 = 8,9 Hz, “Js;7 = 2,6 Hz), 6,33 (d, TH, H-5, *J5;7 = 2,6 Hz).

R (V): 1557, 1586 (W, m, vc=c arom.), 1611 (W, Vn-0, 3-cH=n-0H), 1691 (S, Vc=n, 3-cH=n-0H), 2686, 2996 (W,
m, Vc-Haliph.), 3025-3228 (m, s, Vc-H arom.) cm’™.

HPLC*: 98,39 % (tr: 11,109 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 327,24 (25, [M+Na]"), 305,24 (100, [M+H]"), 303,26 (45, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 305,0922 (100), berechnet fur [CigH13N,O5]": 305,0921.
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(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-methyloxim

Verbindung: 78
Summenformel: CioH1aN203

Relative Molmasse [M;]:318,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 607,8 mg 71 (2,37 mmol, 1,00 eq) und 312,6 mg
1,4-Benzochinon (2,89 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan gelést. Uber einen Tropftrichter
figte man 55 mL einer Mischung aus 50,3 mL trockenem Dioxan und 4,7 mL Perchlorsaure (70 %)
hinzu. Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 5 d wurde der Ansatz, wie
in AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

(LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des L&sungsmit-
tels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Hellbraun gefarbter, feiner Feststoff.

Schmb.: 220-223 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,1 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,55, LM 4: R = 0,24 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,80 (s, 1H, H-2), 7,86 (s, 1H, -HC=N-OCH3), 7,71-7,61
(m, 3H, 4-CeHs), 7,57 (d, TH, H-8, *J7/8 = 8,9 Hz), 7,52-7,45 (m, 2H, 4-CsHs), 6,94 (dd, TH, H-7,
378 = 8,9 Hz, “Js,7 = 2,6 Hz), 6,35 (d, TH, H-5, “Js;7 = 2,6 Hz), 3,86 (s, 3H, -HC=N-OCHjs).

IR (V): 1587 (W, Vec arom), 1611 (W, V-0, 3-cH-n-0R), 1623 (W, Vie=n, 3-cH-n-0r), 2816-2991 (W, Vet aiph),
3060-3164 (M, V-t arom) €M

HPLC**: 96,80 %, (tr: 5,383 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 659,11 (40, [2xM+Na]"), 319,76 (100, [M+H]", 635,22 (10, [2xM]), 317,45 (100, [M]),
(siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 319,1075 (100), berechnet fir [CioH1sN2O3]": 319,1077.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-ethyloxim

Verbindung: 79
HO
Summenformel: Ca0H16N203
Relative Molmasse [M]:332,1 ’ X /Ov

O Nw/
Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,80 g 72 (6,65 mmol, 1,00 eq) und 877,3 mg 1,4-Benzochi-
non (8,11 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan gelést. Uber einen Tropftrichter figte man
100 mL einer Mischung aus 86,7 mL trockenem Dioxan und 13,3 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu.
Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 8 d wurde der Ansatz, wie in
AAV 3 beschrieben, aufarbeitet. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4,
siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels,
weiter mit MPLC (Methode B, siehe 6.2.2.3), aufgetrennt. Die Titelverbindung konnte, nach dem
Einengen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Fallung gebracht werden.

Graubraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 200-202 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 8,8 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R = 0,60, LM 4: R = 0,25 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,80 (d, 1H, H-2, “/>1c-n-or = 0,6 Hz), 7,86 (d,

TH, -HC=N-OCH2CHs, *2/uc-n-or = 0,6 Hz), 7,69-7,60 (m, 3H, 4-CeHs), 7,56 (d, TH, H-8,

3J2/8 = 8,8 Hz), 7,52-7,44 (m, 2H, 4-C¢Hs), 6,94 (dd, TH, H-7, *J7s = 8,8 Hz, “Js;7 = 2,6 Hz), 6,33 (d,
H, H-5, *Js;7 = 2,6 Hz), 4,11 (q, 2H, -HC=N-OCH2CHs, */-crio-/cr3 = 7,0 Hz), 1,19 (4,

3H, -HC=N-OCH,CH3, *J.crz-/ct3 = 7,0 Hz).

IR (V): 1578 (M, Vc=c arom.), 1608 (W, Vn-0, 3-cH=n-0r), 1625 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2881-2983 (M, VcH aiiph),
3025-3205 (M, Ve-rarom) €M’

HPLC*: 99,22 % (tr: 12,756 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 333,26 (100, [M+H]™"), 331,23 (38, [M]), (sieche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 333,1235 (100), berechnet fir [CooHi7N2O3]": 333,1234.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-benzyloxim

Verbindung: 80
Summenformel: CasHigN203

Relative Molmasse [M/]:394,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 2,16 g 73 (5,48 mmol, 1,00 eq) und 720,0 mg 1,4-Benzochi-
non (6,68 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan geldst. Uber einen Tropftrichter fligte man
100 mL einer Mischung aus 88,8 mL trockenem Dioxan und 11,2 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es
zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 7 d wurde der Ansatz, wie in AAV 3
beschrieben, aufgearbeitet. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4, siehe
6.2.2.1) getrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, weiter mit
MPLC (Methode B, siehe 6.2.2.3), aufgereinigt. Die Titelverbindung konnte, nach dem Einengen
des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Fallung gebracht werden.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 185-187 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 4,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R = 0,60, LM 2: R = 0,55, LM 5: Rf = 0,16 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,79 (s, TH, H-2), 7,93 (s, TH, -HC=N-OR), 7,70-7,60
(m, 3H, 4-CgHs), 7,56 (d, TH, H-8, 3J7/s = 8,9 Hz), 7,51-7,42 (m, 2H, 4-CeHs), 7,40-7,25 (m, 5H,
H-2-H-6"), 6,94 (dd, TH, H-7, *J7,5 = 8,9 Hz, “Js;7 = 2,6 Hz), 6,33 (d, TH, H-5, *Js;7 = 2,6 Hz), 5,13 (s,
2H, -CH,-).

IR (V): 1561, 1579 (W, Vc=c arom.), 1605 (W, V-0, 3-cH=N-0r), 1624 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2859, 2923
W, VcH aipn.), 3064 (M, Ve-H arom.) cm’™.

HPLC**: 99,39 % (tr: 20,417 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 393,20 (100, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 395,1385 (100), berechnet fir [C2sHisN2O3]": 395,1390.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-fluorobenzyl)oxim

Verbindung: 81
Summenformel: CosHi7EN2O3

Relative Molmasse [M]:412,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 50,0 mg 76 (0,177 mmol, 1,00 eq) in 14 mL THF gel6st. AnschlieBend
fugte man 20 yL absolute Essigsaure (20,4 mg, 0,34 mmol, 2,00 eq) und 43 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (37,0 mg, 0,52 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 92,1 mg 59 (0,52 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgereinigt werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 6, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) ausfallen gelassen.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 174-177 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 85,7 %.

DC-Kontrolle: LM 4: Rf = 0,29 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,78 (d, TH, H-2, “/2/-c=n-0r = 0,6 Hz), 7,92 (d,

1H, -HC=N-OR, “/51ic=n-0r = 0,6 Hz), 7,68-7,60 (m, 3H, 4-CeHs), 7,56 (d, TH, H-8, /75 = 8,9 Hz),
7,49-7,44 (m, 2H, 4-CeHs), 7,43-7,37 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 7,21-7,12 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"),
6,94 (dd, 1H, H-7, )75 = 8,9 Hz, *J5;7 = 2,6 Hz), 6,33 (d, 1H, H-5, “J5,7 = 2,6 Hz), 5,10 (s, 2H, -CH>-).

IR (V): 1511, 1579 (s, m, Vc=carom.), 1604 (M, V-0, 3-cH=n-0r), 1630 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2853, 2924
(M, Vc-H aliph.), 3082 (M, vc-H arom.) cm’™.

HPLC**: 98,80 % (tr: 18,200 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4)

MS (m/z (%))*: 846,91 (40, [2xM+Na]"), 425,40 (55, [M+Na]"), 413,24 (100, [M+H]"), 411,20
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 413,1290 (100), berechnet fur [CasH1sFN,O3]": 413,1296.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-chlorobenzyl)oxim

Verbindung: 82
Summenformel: CasH17CIN2O3

Relative Molmasse [M/]:428,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,45 g 74 (3,96 mmol, 1,00 eq) und 522,3 mg 1,4-Benzochi-
non (4,83 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan geldst. Uber einen Tropftrichter fligte man
80 mL einer Mischung aus 72,1 mL trockenem Dioxan und 7,9 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es
zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 4 d wurde der Ansatz, wie in AAV 3
beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4, siehe
6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus Me-
thanol (bei -20 °C) zur Titelverbindung ausfallen gelassen.

Orangebraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 187-190 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 0,9 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R = 0,57, LM 3: R = 0,41, LM 4: Rt = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 9,43 (s, TH, 6-OH), 8,77 (s, TH, H-2), 7,94 (s, TH, -HC=N-OR), 7,69-7,60
(m, 3H, 4-CeHs), 7,56 (d, 1H, H-8, *J7/8 = 8,9 Hz), 7,49-7,44 (m, 2H, 4-C¢Hs), 7,43-7,35 (AA'BB’, 4H,
H-2", H-3', H-5", H-6"), 6,94 (dd, TH, H-7, *J7s = 8,9 Hz, Y57 = 2,6 H2), 6,33 (d, TH, H-5,

Y57 = 2,6 Hz), 5,11 (s, 2H, -CH3-).

IR (V): 1579 (W, Vc=c arom.), 1605 (W, V-0, 3-cH=n-0r), 1623 (W, Vc=n, 3-cH=N-0r), 2871-2933 (W, Vc-H aiiph.),
3061_3201 (m, VC-H grom_) Cmirl

HPLC**: 98,36 % (tr: 39,900 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 429,32 (100, [M+H]Y), 431,31 (40, [M+H]"), 427,20 (100, [M]), 429,22 (35, [M]),
(siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 429,0998 (40), berechnet fur [CosHigCINO5]":
429,1000.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(2-chlorobenzyl)oxim

Verbindung: 83
Summenformel: CasH17CIN2Os

Relative Molmasse [M,]:428,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 50,0 mg 76 (0,177 mmol, 1,00 eq) in 14 mL THF gel6st. AnschlieBend
fugte man 20 yL absolute Essigsaure (20,4 mg, 0,34 mmol, 2,00 eq) und 43 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (37,0 mg, 0,52 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 100,7 mg 61 (0,52 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach
4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgereinigt werden. Das dlige
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 5, siehe 6.2.2.1) getrennt und die produkthal-
tige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) ausfallen gelassen.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 196-200 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 76,4 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,61, LM 4: R¢ = 0,32, LM 5: Rt = 0,18 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 9,42 (s, 1H, 6-OH), 8,77 (s, 1H, H-2), 7,96 (s, TH, -HC=N-OR), 7,70-7,60
(m, 3H, 4-CgHs), 7,56 (d, TH, H-8, /78 = 8,9 Hz), 7,49-7,43 (m, 4H, 4-CeHs, H-3", H-4"), 7,39-7,30
(m, 2H, H-5", H-6"), 6,94 (dd, TH, H-7, *J7;s = 8,9 Hz, “J5;7 = 2,6 Hz), 6,34 (d, 1H, H-5,

Y57 = 2,6 Hz), 5,22 (s, 2H, -CH3-).

IR (V): 1589 (W, Vc=carom), 1605 (W, Vn-0, 3-cH=n-0r), 1625 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2860, 2912 (W, V1 alipn.),
3057-3157 (M, Vc-r arom) <M.

HPLC**: 95,40 % (tr: 31,275 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 878,91 (90, [2xM+Na]"), 880,88 (75, [2xM+Na]"), 451,24 (58, [M+Na]"),
429,33 (77, [M+H]"), 855,13 (55, [2xM]"), 427,20 (100, [M]"), 429,20 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 429,1000 (100), berechnet fir [CosH1gCINO5]":
429,1000; gefunden fur [M+H]": 431,0975 (35), berechnet fir [CosHisCIN,Os]": 431,0971
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-methoxybenzyl)oxim

Verbindung: 84
Summenformel: CoeH20N204

Relative Molmasse [M,]:424,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurden 17,8 mg 76 (0,06 mmol, 1,00 eq) in 5 mL THF gelést. AnschlieBend
fugte man 7 pL absolute Essigsaure (7,2 mg, 0,172 mmol, 2,00 eq) und 15 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (12,8 mg, 0,18 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 34,2 mg 62 (0,18 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgereinigt werden. Das dlige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) ausfallen gelassen.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 141-144 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 81,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,57, LM 4: Rt = 0,25 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,80 (s, TH, H-2), 7,89 (s, TH, -HC=N-OR), 7,69-7,60
(m, 3H, 4-CgHs), 7,56 (d, 1H, H-8, *J7/5 = 8,9 Hz), 7,51-7,40 (m, 2H, 4-C¢Hs), 7,35-7,22 (AA'BB’, 2H,
H-2", H-6"), 7,00-6,85 (m, 3H, H-7, H-3", H-5"), 6,32 (d, TH, H-5, *Js7 = 2,6 Hz), 5,04 (s, 2H, -CH>-),
3,72 (s, 3H, 4-OCHa).

IR (V): 1512, 1579 (S, W, Vc=carom.), 1609 (M, Vn-0, 3-cH=N-0r), 2834-2929 (W, Vc-Halpn), 3055-3130 (m,
VC-H arom.) Cmq-

HPLC**: 98,28 % (tr: 16,908 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 447,20 (72, [M+Na]"), 425,21 (100, [M+H]"), 423,22 (100, [M]), (siehe 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 425,1495 (65), berechnet fir [CosH21N2O4]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(3-methoxybenzyl)oxim

Verbindung: 85
Summenformel: CogH20N204

Relative Molmasse [M/]:424,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 50,0 mg 76 (0,177 mmol, 1,00 eq) in 14 mL THF gel6st. AnschlieBend
fugte man 20 uL absolute Essigsaure (20,4 mg, 0,34 mmol, 2,00 eq) und 43 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (37,0 mg, 0,52 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 99,0 mg 63 (0,52 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgearbeitet werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 5, 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkthaltige
Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, weiter mit MPLC (Methode A, siehe 6.2.2.3) aufge-
trennt. Nach Einengen der Produktfraktion zum &ligen Riickstand fiel die Titelverbindung aus
Methanol (bei -20 °C) aus.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 115-117 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 71,7 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R = 0,55, LM 4: Rs = 0,27, LM 5: Rf = 0,14 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,78 (d, TH, H-2, “/>-nc=n-or = 0,6 Hz), 7,94 (d,

TH, -HC=N-OR, */o/-cn-0r = 0,6 Hz), 7,69-7,61 (M, 3H, 4-CeHs), 7,56 (d, TH, H-8, *J75 = 8,9 Hz),
7,51-7,43 (m, 2H, 4-CeHs), 7,26 (dd, TH, H-5", /45 = 7,4 Hz, *J5 )6 = 6,9 Hz), 6,98-6,89 (m, 3H,
H-7, H-2", H-6"), 6,88-6,84 (m, TH, H-4"), 6,34 (d, TH, H-5, *Js7 = 2,6 Hz), 5,10 (s, 2H, -CH>-), 3,73
(s, 3H, 3-OCHs).

IR (V): 1589 (W, Vc=carom), 1605 (M, VN-0, 3-cH=N-0r), 1625 (W, Vc=n, 3-cH=n-0R), 2836-2909 (W, V-t aiiph),
3058-3145 (M, Vet arom) <™.

HPLC**: 98,88 % (tr 19,400 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 870,92 (100, [2xM+Nal"), 447,15 (55, [M+Na]"), 425,40 (72, [M+H]"),
847,09 (15, [2xM]), 423,18 (100, [M]"), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 425,1489 (100), berechnet fiur [Co6H21N204]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

(E)-6-Hydroxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(2-methoxybenzyl)oxim

Verbindung: 86
Summenformel: CoeH20N204

Relative Molmasse [M,]:424,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 50,0 mg 76 (0,17 mmol, 1,00 eq) in 14 mL THF geldst. AnschlieBend
fugte man 20 pL absolute Essigsaure (20,4 mg, 0,34 mmol, 2,00 eq) und 43 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (37,0 mg, 0,52 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 99,0 mg 64 (0,52 mmol, 3,00 eq) ergénzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgearbeitet werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 5, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Lésungsmittels, weiter mit MPLC (Methode A, siehe 6.2.2.3)
aufgetrennt. Nach Einengen der Produktfraktion zum 6ligen Riickstand fiel die Titelverbindung
aus Methanol (bei -20 °C) aus.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 177-180 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 55,5 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,60, LM 4: Rf = 0,27, LM 5: R = 0,14 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 9,42 (s, TH, 6-OH), 8,79 (s, TH, H-2), 7,91 (s, 1H, -HC=N-OR), 7,70-7,60
(m, 3H, 4-CsHs), 7,56 (d, 1H, H-8, *J7/5 = 8,9 Hz), 7,52-7,42 (m, 2H, 4-CeHs), 7,43-7,24 (m, 2H,
H-5", H-6"), 7,02-6,86 (m, 3H, H-7, H-3', H-4"), 6,33 (d, 1H, H-5, *J57 = 2,6 Hz), 5,12 (s, 2H, -CH2-),
3,77 (s, 3H, 2’-OCHa).

IR (V): 1590 (W, Vc=c arom.), 1605 (w, VN-0, 3-cH=N-0Rr), 1625 (w, Vc=N, 3-cH=N-0R), 2850-2954 (m, VC—Hal[ph.),
3059-3165 (W, Ve arom) €M

HPLC**: 98,65 % (tr: 17,875 min), (Methode A, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 870,90 (100, [2xM+Na]"), 447,14 (70, [M+Na]"), 423,23 (100, [M]), (sieche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 425,1490 (100), berechnet fir [CosH21N204]": 425,1496.
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Synthese der Verbindungen

5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd

Verbindung: 87
Summenformel: Co2H13NOs

Relative Molmasse [M/]:339,1

Darstellung:

In einem Rundkolben wurde 132,0 mg 90 (0,35 mmol, 1,00 eq) in 5 mL THF geldst. AnschlieBend
fugte man 1 mL destilliertes Wasser, 120,5 mg 4-Toluensulfonsaure (0,70 mmol, 2,00 eq), sowie
105,0 mg Paraformaldehyd (3,50 mmol, 10,00 eq, berechnet als Formaldehyd-Aquivalente) hinzu.
Der Ansatz wurde 45 min bei 120 °C in einer Mikrowellenapparatur (siehe 6.2.7) umgesetzt. Nach
folgender Wasser-Chloroform-Extraktion und Einengen der halogenhaltigen Phase trennte man
das olige Rohprodukt sdulenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) auf. Nach Entfernen des Lo-
sungsmittels von der produkthaltigen Fraktion resultierte die Titelverbindung, die 3 d lang im
Exsikkator getrocknet wurde.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 264-268 °C.

Ausbeute: 83,7 %.

DC-Kontrolle: LM 8: R¢ = 0,61, LM 13: R¢ = 0,45 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): & = 10,22 (s, 1H, 5-OH), 9,90 (s, TH, HC(=O)R), 8,93 (s, 1H, H-9), 8,34 (dd, 1H,
H-1, %12 = 8,2 Hz, “/1,3 = 1,2 Hz), 8,23 (dd, TH, H-4, 3/3,4 = 8,2 Hz, *)2,4 = 1,2 Hz), 7,79-7,58 (m, 7H,
H-2, H-3, 7-CgHs), 6,53 (s, 1H, H-6).

IR (V): 1557, 1586 (M, Vc=carom.), 1691 (S, Vc=0), 2761-2875 (W, Vc-H aipn), 3056-3240 (m,
VC-H arom.) Cm71-

HPLC*: 98,84 % (tr: 14,799 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 340,53 (100, [M+H]%), 338,47 (100, [M]), (siche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 340,0968 (100), berechnet fur [C2,H14aNO3]": 340,0968.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehydoxim

Verbindung: 88
Summenformel: C22H14N203

Relative Molmasse [M/]:354,1

Darstellung:

In einem Mehrhalsrundkolben wurden 191,2 mg 93 (0,40 mmol, 1,00 eq) in 25 mL einer Losung
aus THF und Methanol (1:1, V/V) geldst. Anschlieend fligte man 213,0 mg Palladium auf Kohle
(10 %, 0,20 mmol, 0,50 eq, berechnet als Palladiumanteil) hinzu und begaste den schittelnden
Ansatz 12 h mit 1 atm Wasserstoff. Nach folgender Wasser-Chloroform-Extraktion und Einengen
der halogenhaltigen Phase trennte man das 6lige Rohprodukt sdulenchromatographisch (LM 4,
siehe 6.2.2.1) auf. Nach Entfernen des Losungsmittels von der produkthaltigen Fraktion, resultierte
die Titelverbindung, die 3 d lang im Exsikkator getrocknet wurde.

Farbloser Feststoff.

Schmb.: 259-261 °C.

Ausbeute: 19,6 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,59, LM 4: Rf = 0,21 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 11,47 (s, 1H, -HC=N-OH), 10,11 (s, TH, 5-OH), 8,85 (s, 1H, H-9), 8,32 (dd,
1H, H-1, %12 = 8,2 Hz, “i3 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, *J3/4 = 8,2 Hz, “)2,4 = 1,3 Hz), 7,84 (s,

1H, -HC=N-OH), 7,76-7,66 (m, 4H, H-3, 7-CeHs), 7,60 (ddd, 1H, H-2, >/12 = 8,2 Hz, /23 = 6,9 Hz,
4J2/4 = 1,3 Hz), 7,56-7,50 (m, 2H, 7-CeHs), 6,45 (s, TH, H-6).

IR (V): 1588, 1599 (s, m, Vc=c arom.), 1605 (W, Vn-0, 3-cH=n-0H), 1625 (W, Vc=n, 3-cH=N-0H), 2725-2980
(S, VeHatpn), 3030-3096 (M, Vc-Harom.), 3296 (M, Vo-k) cm™.

HPLC*: 99,76 % (tr: 12,274 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 355,27 (100, [M+H]"), 353,28 (97, [M]), (sieche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]*: 355,1073 (100), berechnet fir [C22H1sN.Os]": 355,1077.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-methyloxim

Verbindung: 89
Summenformel: Ca3Hi6N203

Relative Molmasse [M/]:368,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,52 g 71 (5,94 mmol, 1,00 eq) und 1,03 g 1,4-Naphthochi-
non (6,53 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan gelést. Uber einen Tropftrichter fligte man
80 mL einer Mischung aus 68,2 mL trockenem Dioxan und 11,8 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu. Es
zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 12 d wurde der Ansatz, wie in AAV 3
beschrieben, aufgearbeitet. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 5, siehe
6.2.2.1) aufgereinigt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Lésungsmittels, aus
Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Fallung gebracht.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 243-246 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 2,3 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,60, LM 4: Rf = 0,40, LM 5: R¢ = 0,27 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 10,12 (s, TH, 5-OH), 8,79 (s, 1H, H-9), 8,29 (dd, 1H, H-1, *J;;> = 8,2 Hz,

*Ji3 = 1,2 Hz), 8,20 (dd, TH, H-4, *J3/4 = 8,2 Hz, *Joy4 = 1,2 Hz), 7,86 (s, TH, -HC=N-OCHs), 7,74-7,64
(m, 4H, H-3, 7-CsHs), 7,59 (ddd, TH, H-2, *Ji2 = 8,2 Hz, %23 = 6,8 Hz, “/2/4 = 1,2 Hz), 7,55-7,49 (m,
2H, 7-CgHs), 6,46 (s, TH, H-6), 3,86 (s, 3H, -HC=N-OCHj3).

BC-NMR (DMSO-de): § = 162,88 (C10a), 150,26 (C5), 145,07 (-C=N-), 144,75 (C7), 144,51 (C11a),
143,21 (C9), 134,07 (Clpr), 129,83 (C4pn), 129,56 (C2pn, C6pr), 129,45 (C3pn, C5pp), 128,07 (C3), 126,64
(C2), 125,48 (C4a), 123,79 (C4), 122,47 (C8), 121,14 (C11b), 120,81 (C1), 117,26 (C6a), 115,83 (C6b),
100,24 (C6), 62,25 (OCHs).

IR (V): 1585, 1599 (W, m, Vc=c arom.), 1605 (W, Vn-0, 3-cH=N-0r), 1624 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2817-2933 (m,
VC-H aliph.): 3238 (M, Vc-H arom.) cm™.

HPLC*: 99,81 % (tr: 16,596 min), (siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 759,18 (100, [2xM+Na]"), 369,23 (100, [M+H]"), 367,23 (50, [M]"), (siche 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 369,1228 (100), berechnet fir [C23Hi7N2O3]": 369,1234;
gefunden fir [M+H]": 370,1261 (25), berechnet fur [Co3H17N2O5]": 370,1267.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-ethyloxim

Verbindung: 90
Summenformel: Ca4H18N203

Relative Molmasse [M/]:382,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 1,90 g 72 (7,00 mmol, 1,00 eq) und 1,35 g 1,4-Naphthochi-
non (8,54 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan geldst. Uber einen Tropftrichter figte man
100 mL einer Mischung aus 84,5 mL trockenem Dioxan und 15,5 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu.
Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 10 d wurde der Ansatz, wie in
AAV 3 beschrieben, aufgearbeitet. Das 6lige Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 5,
siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels,
aus Ethylacetat (bei 2-8 °C) zur Fallung gebracht.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 249-252 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 7,6 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,61, LM 4: Rf = 0,42, LM 5: Rf = 0,31 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,12 (s, TH, 5-OH), 8,81 (s, 1H, H-9), 8,30 (dd, TH, H-1, *J;,> = 8,2 Hz,
43 = 1,3 Hz), 8,21 (dd, 1H, H-4, /34 = 8,2 Hz, “J24 = 1,3 Hz), 7,87 (s, TH, -HC=N-OCH,CHj3),
7,75-7,65 (m, 4H, H-3, 7-CgHs), 7,59 (ddd, TH, H-2, ®J12 = 8,2 Hz, */2/3 = 6,9 Hz, “),4 = 1,3 H2),
7,55-7,48 (m, 2H, 7-CeHs), 6,45 (s, 1H, H-6), 4,12 (q, 2H, -HC=N-OCH,CHs, */-ct2-scr3 = 7,0 Hz),
1,20 (t, 3H, -HC=N-OCH,CHs, *J-crz-scrz = 7,0 Hz).

IR (V): 1596 (W, Vc=carom), 1605 (M, V-0, 3-cH=n-0r), 1639 (M, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2874-2978 (m,
Ve-Haiph), 3058-3150 (M, Vc-rarom) €.

HPLC*: 99,29 % (tr: 16,886 min), (siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 787,16 (65, [2xM+Na]"), 383,49 (100, [M+H]"), 763,20 (25, [2xM]’), 381,50
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 383,1392 (100), berechnet fir [C24H19N20O3]": 383,1390.
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Synthese der Verbindungen

(E/2)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2”,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-benzylo-
xim
Verbindung: 91
Summenformel: C29H20N203

Relative Molmasse [M/]:444,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 2,26 g 73 (6,80 mmol, 1,00 eq) und 1,29 g 1,4-Naphthochi-
non (8,177 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan geldst. Uber einen Tropftrichter fligte man
100 mL einer Mischung aus 86,4 mL trockenem Dioxan und 13,6 mL Perchlorsdure (70 %) hinzu.
Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 96 h wurde der Ansatz, wie in

AAV 3 beschrieben, aufgereinigt. Das 6lige Rohprodukt wurde sadulenchromatographisch (LM 4,
siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, aus
Methanol (bei -20 °C) zur Fallung gebracht. Die Titelverbindung konnte nach dreimaligem
Waschen mit Methanol und Diethylether gewonnen werden.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 210-215 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 2,0 %, E/Z-Verhaltnis: 93:7.

DC-Kontrolle: LM 1: R = 0,62, LM 4: Rs = 0,42, LM 6: Rt = 0,20 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dp), E-Isomer: & = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,81 (s, 1H, H-9), 8,32 (dd, TH, H-1,

3o = 8,2 Hz, Y3 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, 1H, H-4, *J3/4 = 8,2 Hz, “J5y4 = 1,3 Hz), 7,95 (s,

1H, -HC=N-OR), 7,72 (ddd, 1H, H-3, /34 = 8,2 Hz, *)2/3 = 6,9 Hz, “J;3 = 1,3 Hz), 7,70-7,65 (m, 3H,
7-CeHs), 7,60 (ddd, TH, H-2, %J1/» = 8,2 Hz, 2Jo3 = 6,9 Hz, “)os4 = 1,3 Hz), 7,56-7,48 (m, 2H, 7-CcHs),
7,40-7,32 (m, 5H, H-2"-H-6"), 6,45 (s, 1H, H-6), 5,14 (s, 2H, -CH>-).

IR (V): 1584, 1599 (M, vc=c arom.), 1605 (W, V-0, 3-cH=n-0R), 1625 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2880, 2938
(W, Ve atph), 3035-3239 (M, Ve arom) M.

HPLC**: 93,21 %, (tR E-1somer: 12,683 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 443,21 (100, [M]), (sieche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 445,1544 (100), berechnet fur [CaoH21N,O5]": 445,1547.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-fluoro-
benzyl)oxim
Verbindung: 92 E
Summenformel: Co9H19FN2Os3

Relative Molmasse [M/]:462,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 36,0 mg 87 (0,10 mmol, 1,00 eq) in 5 mL THF gel6st. Anschlieend
figte man 12 pL absolute Essigsaure (12,1 mg, 0,20 mmol, 2,00 eq) und 26 L frisch destilliertes
Pyrrolidin (21,8 mg, 0,30 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 53,1 mg 59 (0,30 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgearbeitet werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 6, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, weiter mit MPLC (Methode A, siehe 6.2.2.3),
aufgetrennt. Die Titelverbindung konnte, nach dem Einengen des Loésungsmittels, aus Methanol
(bei -20 °C) zur Fallung gebracht werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 202-205 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 61,6 %.

DC-Kontrolle: LM 4: R¢ = 0,40 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,81 (s, 1H, H-9), 8,32 (dd, TH, H-1, *J;;> = 8,2 Hz,

*J3 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, 3J3/4 = 8,2 Hz, *J»/4 = 1,3 Hz), 7,95 (s, TH, -HC=N-OR), 7,72 (ddd,

1H, H-3, 334 = 8,2 Hz, /o3 = 6,9 Hz, “Jy3 = 1,3 Hz), 7,69-7,65 (M, 3H, 7-C¢Hs), 7,61 (ddd, TH, H-2,
3o = 82 Hz, *Jo3 = 6,9 Hz, 44 = 1,3 Hz), 7,56-7,47 (m, 2H, 7-CeHs), 7,46-7,37 (AA'BB’, 2H, H-2",
H-6"), 7,23-7,12 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,45 (s, TH, H-6), 512 (s, 2H, -CH2-).

IR (V): 1509, 1587, 1598 (s, M, Vc=c arom.), 1615 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2850, 2919 (s, m, Vc-H atipn.), 3069
(M, Vet arom.) cm™.

HPLC**: 96,30 %, (tr: 13,575 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 946,90 (45, [2xM+Na]"), 461,31 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 463,1463 (100), berechnet fur [Co9H20FNO3]":
463,1452.
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Synthese der Verbindungen

(Z)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-fluoro-
benzyl)oxim
Verbindung: 927
Summenformel: Co9H1gFN2O3

Relative Molmasse [M,]:462,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

Das Stellungsisomer konnte bei der Umsetzung von 92 E nach der MPLC-Fraktionierung isoliert
und nach dem Einengen des Losungsmittels aus Methanol (bei -20 °C) zur Fallung gebracht wer-
den.

Hellgelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 215-218 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 25,7 %.

DC-Kontrolle: LM 4: Rs = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): 6 = 10,13 (s, TH, 5-OH), 9,06 (s, 1H, H-9), 8,32 (dd, 1H, H-1, ¥/;,» = 8,2 Hz,
413 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, 33,4 = 8,2 Hz, *Jo/4 = 1,3 H2), 7,72 (ddd, TH, H-3, 3J3.4 = 8,2 Hz,
)3 = 6,9 Hz, “i3 = 1,3 Hz), 7,68-7,58 (m, 4H, H-2, 7-CgHs), 7,55-7,46 (m, 2H, 7-CeHs), 7,46-7,36
(AA'BB’, 2H, H-2", H-6"), 7,30 (s, TH, -HC=N-OR), 7,24-7,11 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,50 (s, 1H,
H-6), 5,14 (s, 2H, -CHa-).

IR (V): 1507, 1588 (s, m, Vc=c arom.), 1615 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2851-2921 (M, vcn aliph ), 3058-3250
(M, vc-r arom.) Cmq.

HPLC**: 95,10 % (tr: 9,142 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 463,24 (55, [M+H]"), 461,22 (100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 463,1448 (100), berechnet fur [CaoH20FN,Os]":
463,1452.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-chloro-
benzyl)oxim
Verbindung: 93
Summenformel: Ca9H19CIN2O3

Relative Molmasse [M/]:478,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):

In einem Dreihalsrundkolben wurden 2,59 g 74 (7,07 mmol, 1,00 eq) und 1,36 g 1,4-Naphthochi-
non (8,63 mmol, 1,22 eq) in wenig trockenem Dioxan geldst. Uber einen Tropftrichter fligte man
150 mL einer Mischung aus 135,6 mL trockenem Dioxan und 14,4 mL Perchlorsaure (70 %) hinzu.
Es zeigte sich ein Farbumschlag von braun nach weinrot. Nach 5 d wurde der Ansatz, wie in

AAV 3 beschrieben, aufgearbeitet. Das 6lige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (LM 4,
siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkthaltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels,
aus Methanol (bei -20 °C) zur Fallung gebracht.

Hellbraun gefarbter, feinpulvriger Feststoff.

Schmb.: 203-205 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 9,42 %.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,65, LM 4: R = 0,41 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,80 (s, TH, H-9), 8,32 (dd, 1H, H-1, */1,» = 8,2 Hz,
43 = 1,2 Hz), 8,21 (dd, 1H, H-4, /34 = 8,2 Hz, “J2,4 = 1,2 Hz), 7,96 (s, 1H, -HC=N-OR), 7,72 (ddd,
1H, H-3, 334 = 8,2 Hz, /o3 = 6,9 Hz, 413 = 1,2 Hz), 7,70-7,65 (m, 3H, 7-CeHs), 7,61 (ddd, 1H, H-2,
3o = 82 Hz, 2Jo3 = 6,9 Hz, Y4 = 1,2 Hz), 7,56-7,49 (m, 2H, 7-CeHs), 7,45-7,36 (AA'BB’, 4H, H-2",
H-3’, H-5", H-6"), 6,45 (s, TH, H-6), 5,13 (s, 2H, -CH3-).

IR (V): 1580, 1596 (M, Vc=c arom.), 1603 (W, Vn-0, 3-cH=n-0r), 1630 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2871, 2924
(M, Vet aliph), 3059-3188 (5, M, V-t arom) €M,

HPLC**: 95,27 %, (tr: 19,017 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 978,87 (55, [2xM+Nal"), 479,28 (100, [M+H]"), 481,29 (45, [M+H]"), 477,21
(100, [M]), 479,20 (35, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 479,1145 (100), berechnet fir [CagH20CIN,Os] ™
479,1157; gefunden fur [M+H]": 481,1116 (32), berechnet fur [CaoH20CIN,O3]": 481,1127.
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Synthese der Verbindungen

(E/Z2)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(2-chloro-
benzyl)oxim
Verbindung: 94
Summenformel: Co9H19CIN2Os3

Relative Molmasse [M,]:478,1

! O Nf E-lsomer
Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):
In einem Rundkolben wurde 59,0 mg 87 (0,18 mmol, 1,00 eq) in 8 mL THF geldst. AnschlieBend
fugte man 20 uL absolute Essigsaure (20,5 mg, 0,36 mmol, 2,00 eq) und 45 L frisch destilliertes
Pyrrolidin (38,4 mg, 0,54 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 104,8 mg 61 (0,54 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach
4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgereinigt werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgetrennt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Laufmittels, aus Ethylacetat (bei 2-8 °C) ausfallen gelassen.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 232-237 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 62,0 %, E/Z-Verhaltnis: 90:10.

DC-Kontrolle: LM 1: Rf = 0,68, LM 4: R = 0,38 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds), E-Isomer: & = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,80 (s, 1H, H-9), 8,32 (dd, 1H, H-1,

31 = 8,2 Hz, Y3 = 1,2 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, *J3/4 = 8,2 Hz, “)274 = 1,2 HZ), 7,99 (s,

1H, -HC=N-OR), 7,77-7,64 (m, 4H, H-3, 7-C¢Hs), 7,60 (ddd, TH, H-2, *Ji,2 = 8,2 Hz, /23 = 6,9 Hz,
o4 = 1,2 Hz), 7,56-7,44 (m, 4H, H-3", H-4, 7-C¢Hs), 7,38-7,30 (m, 2H, H-5", H-6"), 6,45 (s, TH,
H-6), 5,24 (s, 2H, -CH,-).

IR (V): 1595 (M, Vc=carom.), 1611 (W, VN-0, 3-cH=n-0r), 1640 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2884, 2923 (W, Vc-H atipn.),
3059 (M, V- arom.) Cm—1-

HPLC**: 98,78 %, (tr e-1somer: 20,083 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 479,16 (100, [M+H]"), 481,28 (55, [M+H]"), 477,22 (100, [M]), 479,20 (35, [M]),
(siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 479,1152 (100), berechnet fur [CagH20CIN,Os]*:
4791157, gefunden fur [M+H]": 481,1130 (100), berechnet fir [CooH20CIN,O3]": 481,1127.
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Synthese der Verbindungen

(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(4-methoxy-
benzyl)oxim
Verbindung: 95
Summenformel: C30H22N204

Relative Molmasse [M,]:474,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 40,0 mg 87 (0,12 mmol, 1,00 eq) in 5 mL THF geldst. AnschlieBend
flgte man 13 plL absolute Essigsaure (13,3 mg, 0,24 mmol, 2,00 eq) und 30 pL frisch destilliertes
Pyrrolidin (25,6 mg, 0,36 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 68,4 mg 62 (0,36 mmol, 3,00 eq) ergénzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgearbeitet werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) getrennt und die produkthal-
tige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, weiter mit MPLC (Methode A, siehe 6.2.2.3),
aufgereinigt. Die Titelverbindung war, nach Einengen der Fraktion, aus Ethylacetat ausgefallen
(bei -20 °C).

Rotbraun geférbter Feststoff.

Schmb.: 193-196 °C (aus EtOAC).

Ausbeute: 20,0 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,65, LM 4: R¢ = 0,34 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,82 (s, TH, H-9), 8,31 (dd, TH, H-1, *J;;> = 8,2 Hz,

413 = 1,2 Hz), 8,21 (dd, TH, H-4, 33,4 = 8,2 Hz, “/2,4 = 1,2 Hz), 7,91 (s, TH, -HC=N-OR), 7,72 (ddd,
1H, H-3, 334 = 8,2 Hz, )23 = 6,9 Hz, %13 = 1,2 Hz), 7,69-7,64 (m, 3H, 7-C¢Hs), 7,60 (ddd, 1H, H-2,
3o = 82 Hz, *Jo3 = 6,9 Hz, s = 1,2 Hz), 7,55-7,45 (m, 2H, 7-CeHs), 7,36-7,27 (AA'BB’, 2H, H-2",
H-6"), 6,98-6,84 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,44 (s, TH, H-6), 5,07 (s, 2H, -CHz-), 3,73 (s, 3H,
4’-OCHs).

R (Vji 1511, 1586 (S, m, Vc=c grom_), 1612 (m, VN-O, 3—CH:N—OR), 2807-2931 (m, VC-H g[[ph_), 3057 (m,
VC-H arom.) Cmq-

HPLC**: 96,50 % (tr: 11,483 min), (sieche Methode B, 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 970,91 (100, [2xM+Na]"*), 497,15 (32, [M+Na]"), 47517 (90, [M+H]"), 473,23
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 475,1647 (100), berechnet fur [C30H23N204]": 475,1652.
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(E)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(3-methoxy-
benzyl)oxim
Verbindung: 9% E

Summenformel: C30H22N204

Relative Molmasse [M/]:474,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):

In einem Rundkolben wurde 36,0 mg 87 (0,10 mmol, 1,00 eq) in 5 mL THF geldst. AnschlieBend
fugte man 12 pL absolute Essigsaure (12,1 mg, 0,20 mmol, 2,00 eq) und 26 L frisch destilliertes
Pyrrolidin (21,8 mg, 0,30 mmol, 3,00 eq, rauchend mit unangenehmen Geruch!) hinzu. Der An-
satz wurde 30 min ruhen gelassen und folglich 60,5 mg 63 (0,30 mmol, 3,00 eq) erganzt. Nach

4 d konnte die Reaktion beendet und wie in AAV 7 beschrieben, aufgearbeitet werden. Das 6lige
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (LM 6, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und die produkt-
haltige Fraktion, nach Entfernen des Losungsmittels, weiter mit MPLC (Methode A, siehe 6.2.2.3)
aufgetrennt. Die Titelverbindung konnte, nach Einengen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -
20 °C) zur Fallung gebracht werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 215-218 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 25,3 %.

DC-Kontrolle: LM 4: Rf = 0,35 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): 6 = 10,13 (s, TH, 5-OH), 8,81 (s, TH, H-9), 8,32 (dd, TH, H-1, *J;» = 8,2 Hz,
*Ji3 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, 3J3,4 = 8,2 Hz, *J2/4 = 1,3 Hz), 7,96 (s, 1H, -HC=N-OR), 7,78-7,64
(m, 4H, H-3, 7-C¢Hs), 7,61 (ddd, 1H, H-2, *J1» = 8,2 Hz, 3)553 = 6,9 Hz, *J/4 = 1,3 Hz), 7,56-7,48 (m,
2H, 7-CeHs), 7,27 (t, 1H, H-5", *J45 = 8,3 Hz, *Js6 = 7,5 Hz), 6,95-6,91 (m, 2H, H-2", H-6"),
6,89-6,85 (m, TH, H-4"), 6,46 (s, 1H, H-6), 5,12 (s, 2H, -CHz-), 3,74 (s, 3H, 3-OCH3).

IR (V): 1587, 1595 (5, Vc=c arom), 1615 (W, Vcon, 3-cH=n-0r), 2850-2953 (5, M, V- aiiph), 3061 (m,

VC-H arom.) Cm-1-

HPLC**: 97,70 % (tr: 14,450 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).

MS (m/z (%))*: 970,88 (100, [2xM+Na]"), 497,15 (47, [M+Na]"), 475,25 (55, [M+H]"), 473,25
(100, [M]), (siehe 6.2.4).

HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 475,1648 (100), berechnet fir [C3oH23N204]": 475,1652.
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(Z)-5-Hydroxy-7-phenylnaphtho[2”,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbaldehyd-O-(3-methoxy-
benzyl)oxim
Verbindung: 9 Z
Summenformel: C30H22N204

Relative Molmasse [M,]:474,1

Darstellung nach AAV 7 (siehe 7.1):
Das Stellungsisomer konnte bei der Umsetzung von 96 E, nach der MPLC-Fraktionierung, isoliert
und nach Einengen des Losungsmittels, aus Methanol (bei -20 °C) zur Féllung gebracht werden.

Gelb gefarbter Feststoff.

Schmb.: 179-181 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 11,8 %.

DC-Kontrolle: LM 4: Rf = 0,30 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): § = 10,14 (s, 1H, 5-OH), 9,10 (s, TH, H-9), 8,33 (dd, 1H, H-1, *J1,2 = 8,2 Hz,

43 = 1,3 Hz), 8,22 (dd, TH, H-4, 3J3/4 = 8,2 Hz, *J2/4 = 1,3 Hz), 7,72 (ddd, TH, H-3, *J34 = 8,2 Hz,
)53 = 6,9 Hz, “y3 = 1,3 Hz), 7,69-7,58 (M, 4H, H-2, 7-CeHs), 7,53-7,47 (m, 2H, 7-CeHs), 7,32-7,25
(m, 2H, -HC=N-OR, H-5"), 6,97-6,92 (m, 2H, H-2", H-6"), 6,90-6,85 (m, TH, H-4"), 6,49 (s, 1H, H-6),
514 (s, 2H, -CHz-), 3,74 (s, 3H, 3-OCHs).

IR (V): 1586, 1595 (s, m, Vc=c arom.), 1639 (W, Vc=n, 3-cH=n-0r), 2851-2940 (S, m, Vc-H aipn), 3030-3061
(m/ Vc-H arom) Cm71~

HPLC**: 96,40 % (tr: 9,283 min), (Methode B, siehe 6.2.2.4).
MS (m/z (%))*: 475,16 (30, [M+H]"), 473,26 (100, [M]), (sieche 6.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fur [M+H]": 475,1647 (100), berechnet fur [C30H23N»04]": 475,1652.
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7.2.4 Sonstige

N-(2-Chlorobenzyl)-5-(2,5-dihydroxyphenyl)-4-phenylnicotinamid

Verbindung: 31 NP
Summenformel: CasH19CIN2O3

Relative Molmasse [M,]:430,1

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1):
Die Verbindung konnte als Nebenprodukt bei der Umsetzung von 31 isoliert werden. (siehe Dar-
stellung 31). Die Titelverbindung war aus Ethylacetat ausgefallen.

DC-Kontrolle: LM 3: Rf = 0,25, LM 1: R¢ = 0,46 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-dg): & = 9,57 (s, TH, 5”-OH), 9,05 (t, TH, -CONH-, *)nr/cHz = 5,8 Hz), 8,85 (s, TH,
2”-OH), 8,55 (d, TH, H-6, “/2/6 = 0,7 Hz), 8,50 (d, TH, H-2, *J2ss = 0,7 Hz), 7,75-7,68 (m, 2H, 4-CsHs),
7,59-7,50 (m, 2H, H-3", H-6""), 7,49-7,36 (M, 4H, 4-C¢Hs, H-3"), 7,35-7,21 (m, 2H, H-4", H-5"), 7,13
(dd, H, H-6", ¥Js/6 = 7,6 Hz, “Juss = 1,7 Hz), 7,00 (dd, TH, H-4"", 3J314 = 8,9 Hz, “Jsss~ = 2,5 Hz),
4,45 (d, 2H, -CHz-, *Jnrycrz = 5,8 Hz).

MS (m/z (%))*: 453,43 (40, [M+Na]"), 429,55 (80, [M]), (siehe 6.2.4).

N-(4-Methoxybenzyl)-5-(2,5-dihydroxyphenyl)-4-phenylnicotinamid
Verbindung: 32 NP

Summenformel: Co6H22N>04

Relative Molmasse [M,]:426,2

Darstellung nach AAV 3 (siehe 7.1): :
Die Verbindung konnte als Nebenprodukt bei der Umsetzung von 32 isoliert werden. (siehe Dar-
stellung 32). Die Titelverbindung war aus Methanol ausgefallen.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 205-208 °C (aus MeOH)

Ausbeute: 0,66 %.

DC-Kontrolle: LM 2: Rf = 0,26, LM 1: Rf = 0,48 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,52 (s, 1H, 5”-OH), 8,94 (t, TH, -CONH-, *xwy/chz = 5,8 Hz), 8,79 (s, TH,
2"-OH), 8,53 (d, 1H, H-6, “Jo/6 = 0,7 Hz), 8,49 (d, TH, H-2, “J»56 = 0,7 Hz), 7,73-7,66 (m, 2H,
4-CgHs), 7,57-7,51 (m, 2H, H-3", H-6""), 7,49-7,35 (m, 3H, 4-CsHs), 7,11 (AA'BB’, 2H, H-2", H-6"),
7,00 (dd, TH, H-4"", 3J3/4- = 8,9 Hz, Y4y~ = 2,5 Hz), 6,85 (AA'BB’, 2H, H-3", H-5"), 6,45 (d, 1H, H-5,
Ys;7 = 2,5 Hz), 4,30 (d, 2H, -CHa-, *Jnmschz = 5,8 Hz), 3,73 (s, 3H, 4-OCHs).

lR (V) 1512/ 1586 (m/ S/ VCZCG/’O/’?’J.)/ 1638 (W/ VC:O, S’CONH)I 2835_2956 (WI m/ VC*H G[[ph.)/ 3060 (m/
Ve-Harom), 3250 (M, V-, 3-conm) €m”.

MS (m/z (%))*: 853,79 (50, [2xM+H]"), 448,62 (40, [M+Na]"), (siehe 6.2.4).
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(E/Z)-Phenyl(pyridin-3-yl)methanonoxim

Verbindung: 97
Summenformel: Ci2H1oN2O

Relative Molmasse [M;]:198,1

und Isomer

Darstellung:

In einem Rundkolben wurde 5,0 mL Anilin (5,1 g, 10,0 mmol, 1,0 eq) in 10 mL 6 M Salzsdure geldst.
AnschlieBend kihlte man die Lésung auf 0 °C herunter. Zeitgleich wurde 3,1 g Natriumnitrit

(2,3 mol) in 20 mL destilliertem Wasser gel6st. 0,9 eq dieser Natriumnitrit-Losung flgte man
tropfenweise zum erstgenannten Ansatz, unter strenger Beachtung eines Temperaturmaximums
von 5 °C, hinzu. In einem separaten Rundkolben wurde 1,2 g 65 (10,0 mmol, 1,0 eq) in einer Natri-
umethanolatlésung suspendiert und die gebildete Diazoniumsalzldsung sukzessive addiert. Die
anfanglich hellgelb geférbte Suspension erfuhr eine Farbvertiefung. Nach 24 h wurde der Ansatz
einer Chloroform-Wasser-Extraktion unterzogen und saulenchromatographisch aufgereinigt. Die
produkthaltige Fraktion wurde am Rotationsverdampfer vom halogenhaltigen Losungsmittel be-
freit und als Feststoff 72 h im Exsikkator getrocknet.

Gelbraun gefarbter Feststoff.
Schmb.: 165-168 °C.
Ausbeute: 8,3 %.

'H-NMR (DMSO-de): § = 11,58 (s, 1H, =N-OH), 8,61 (dd, TH, H-6, *Jss = 5,1 Hz, “J256 = 1,5 Hz), 8,49
(d, H, H-2, *256 = 1,5 Hz), 7,72 (dt, TH, H-4, *J4;s = 7,8 Hz, *J4s = 1,8 Hz), 7,54-7,46 (m, TH, H-5),
7,42-7,34 (m, 5H, H-2"-H-6").

2-Phenoxyisoindolin-1,3-dion

Verbindung: 98 2
Summenformel: Ci4HoNO3

Relative Molmasse [M]:239,1 W

Darstellung:

In einem Rundkolben wurden 1,63 g N-Hydroxyphthalimid (10,0 mmol, 1,0 eq) und 2,4 g Phe-
nylboronsaure (20,0 mmol, 2,0 eq) mittels 990,0 mg frisch hergestelltem Kupfer-(l)-chlorid

(10,0 mmol, 1,0 eq) und 0,9 mL trockenem Pyridin (0,9 g, 11,1 mmol, 1,1 eq) in 50 mL DCM bei RT
umgesetzt. Die anfangs griingefarbte Suspension wurde nach ungeféhr 2 h braun, die sich
schlieBlich nach 24 h griinbraun verfarbte. Nach 6 d wurde kein weiterer Umsatz festgestellt und
die Reaktion abgebrochen. Man Uberfiihrte den Ansatz in einem Scheidetrichter und extrahierte
mit Chloroform (3x100 mL) gegen eine 20%-ige Ammoniumchlorid-Lésung. Folglich extrahierte
man die organische Phase mit einem 1:1 Gemisch aus Ammoniak (25 %) und Ammoniumchlo-
rid-Lésung (20 %) (3x50 mL), solange bis die wassrige Phase keine blaue Farbung mehr zeigte.
Man wusch die organische Phase gegen eine Salzsaurelésung (10 %, 100 mL) und gegen Brine.
Nach Entfernen des halogenhaltigen Losungsmittels wurde der 6lig viskose Rickstand saulen-
chromatographisch (LM 1, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt. Nach Einengen des Laufmittels wurde der
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olige Rest in Aceton aufgenommen und destilliertes Wasser bis zur Fallung erganzt. Die Titelver-
bindung konnte nach Filtration gewonnen werden und wurde 72 h im Exsikkator getrocknet.

Hellbraun gefarbter Feststoff.

Schmb.: 130-133 °C (aus H>0).

Ausbeute: 29,5 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,58 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 7,98-7,87 (m, 4H, H-1-H-4), 7,41-7,33 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,26-7,19 (m,
2H, H-3’, H-5),7,16-7,12 (m, TH, H-4").

IR (V): 1587 (W, Ve=c arom.), 1737 (5, Ve=0), 1793 (M, Vn-0), 3064 (W, Vet arom) €M,
MS (m/z (%))*: 240,50 (22, [M+H™]), (siehe 6.2.4).

3-(1,3-Dioxolan-2-yl)pyridin
Verbindung: 99

Summenformel: CgH9NO>

Relative Molmasse [M/]:151,1

Darstellung:

In einem Rundkolben wurden 2,0 mL Nicotinaldehyd (3,1 g, 28,8 mmol, 1,0 eq) und 3,2 mL Ethyl-
englykol (3,6 g, 57,6 mmol, 2,0 eq), mittels 1,4 mL Schwefelsaure (96 %) in 50 mL Toluen, unter
Ruckfluss, erhitzt. Das entstandene Wasser wurde abgeschieden. Nach 3 h wurde der Ansatz ei-
ner basisch wassrigen Ethylacetat-Extraktion unterzogen. Nach Einengung der organischen Phase
trocknete man das daraus resultierende Ol 48 h lang im Exsikkator.

Gelb gefarbte Flussigkeit.
Ausbeute: 56,0 %.
DC-Kontrolle: LM: Aceton: R = 0,51 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): & = 9,11 (s TH, H-2), 9,07-9,01 (m, 1H, H-6), 8,28 (dt, 1H, H-4, *J455s = 7,9 Hz,
YJa = 2,0 Hz), 7,40 (ddd, TH, H-5, *Ja/s = 7,9 Hz, *Js/6 = 4,9 Hz, )25 = 0,9 Hz), 6,26 (s, H,
CH-(OR)y), 4,62-4,37 (m, 4H, 2x-CH>-).

MS (m/z (%))**: 152,1 (100, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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(EZ,RS)-1-Acetyl-4-pheny!-1,4-dihydropyridin-3-carbaldehyd

Verbindung: 100
Summenformel: Ci4H3NO:>

Relative Molmasse [M/]:227,1

Darstellung nach AAV 2 (siehe 7.1):

In einem Zweihalsrundkolben wurden 2,0 g 98 (13,2 mmol, 1,0 eq), 242,9 mg Kupfer-(l)-jodid

(1,3 mmol, 0,1 eq) und 112,0 mg trockenes Lithiumchlorid (2,6 mmol, 0,2 eq) in 100 mL trockenem
THF geldst/suspendiert und der Ansatz auf -15 bis -20 °C gebracht. Es wurde 1,1 mL Acetylchlorid
(119, 13,2 mmol, 1,0 eq, Farbumschlag von hellgelb nach gelb) sowie 7,2 mL Phenylmagnesium-
chlorid (2 M in THF, 7,6 g, 14,5 mmol, 1,1 eq, Farbumschlag von gelb nach hellgelb) gemaB AAV 2
hinzugefligt, umgesetzt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
(LM 3, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt und war aus kaltem Methanol ausgefallen.

Hellgelb gefarbter, feiner Feststoff.

Schmb.: 120-123 °C (aus MeOH).

Ausbeute: 49,1 %.

DC-Kontrolle: LM 1: R¢ = 0,45 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-ds): § = 9,41 (s, 1H, -HC=0), 8,13 (,s" br, TH, H-2 [E/Z]), 7,33-7,11 (m, 5H, 4-CeHs),
7,10-7,00 (m, TH, H-6 [E/Z]), 5,33-5,25 (m, TH, H-5 [E/Z]), 4,43-4,37 (m, TH, H-4 [E/Z]), 2,41 (s,
3H, -NCOCHs [E/Z]).

IR (V): 1607 (S, Ve=c arom.), 1656 (S, V=0, -ncocs), 1708 (S, V=0, 3-c=om), 2825-2930 (W, Vc-H aliph),
3005, 3015, 3084 (W, Vc- arom) €M

MS (m/z (%))*: 250,37 (55, [M+Na]"), 228,38 (70, [M+H]"), (siehe 6.2.4).
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4-Phenyl-3-((phenylamino)methyl)benzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 101
Summenformel: CaaH1N20:

Relative Molmasse [M/]:366,1

Darstellung:
In einem Rundkolben wurden 61,0 mg 76 (0,21 mmol, 1,0 eq) und 20 L frisch destilliertes Anilin
(19,6 mg, 0,21 mmol, 1,0 eq) in 25 mL Toluen unter Rickfluss erhitzt. Nach 17 h konnte ein voll-
standiger Umsatz zum Zwischenprodukt 4-Phenyl-3-((phenylimino)methyl)benzofuro[2,3-b]pyri-
din-6-ol mit einer Massenzahl von 365,4 (100, [M+H]") registriert werden. Nach Entfernen des To-
luens 16ste man den Rickstand bei RT in 10 mL Methanol. Danach ergénzte man 635 mg Natri-
umborhydrid (16,79 mmol, 80 eq) bis zum vollstdndigen Umsatz. Die anfangliche braune L&sung
farbte sich dabei orange bis orangebraun. Nach 1 h wurde der Ansatz einer Wasser-Chloro-
form-Extraktion unterzogen. Nach Einengung der organischen Phase wurde der Rickstand sau-
lenchromatographisch (LM 4, siehe 6.2.2.1) aufgereinigt. Die Produktfraktion wurde vom Losungs-
mittel befreit und der resultierende Feststoff 48 h lang im Exsikkator getrocknet.

Orangebraun gefarbter Feststoff.
Ausbeute: 58,5 %.

DC-Kontrolle: LMT: Re produkt = 0,53, Re zwischenprodukt = 0,56, LM4: Re produkt = 0,21, Rt zwischenpro-
dukt = 0,26 (siehe 6.2.2.2).

'H-NMR (DMSO-de): § = 9,33 (s, TH, 6-OH), 8,45 (s, 1H, H-2), 7,66-7,49 (m, 6H, H-8, 4-C¢Hs),
7,04-6,97 (m, 2H, H-3", H-5"), 6,91 (dd, TH, H-7, */;5s = 8,8 Hz, *J57 = 2,6 Hz), 6,51-6,41 (m, 3H,
H-2°, H-4", H-6"), 6,26 (d, TH, H-5, “Js7 = 2,6 Hz), 6,03 (,s" br, 1H, 3-CH>-NH-), 4,10 (s, 2H,
3-CHz-NH-).

HPLC*: 96,31 % (tr: 10,960 min), (siehe 6.2.2.4).
HRMS/ESI (m/z (%)): gefunden fir [M+H]": 367,1452 (75), berechnet fur [CoaH19N,O,]": 367,1916.
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8 BIOCHEMISCHE UND PHYSIKOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

8.1 33PanQinase ®-Assay der ProQinase GmbH

Der Assay wurde innerhalb der ersten Testreihe in einem automatisierten Verfahren bei dem Un-
ternehmen PROQINASE GmbH durchgefihrt. Die im Assay verwendeten Kinasen wurden entweder
in E.coli als unmarkierte, human rekombinante Proteine (ERK1, JNK3) oder in Sf9-Insektenzellen
(CDK1, GSK3 B, Fyn wt) exprimiert. Durch GST-Affinitatschromatographie wurden alle Kinasen auf-
gereinigt. Zur Identitats- und Reinheitsbestimmung der Kinasen nutzte man SDS-PAGE mit an-
schlieBender Coomassiefarbung und Massenspektrometrie (LC-ESI-MS-MS). Als Kinasesubstrate
wurden die synthetischen Peptide RB-CTF (2,5 ug/mL fir CDK1), RBER-IRStide (100 pg/mL fir
GSK3p), RBER-CHKtide (40 pg/mL fur ERKT), ATF2 (60 pg/mL fur JNK3) und Poly(Glu:Tyr)44

(20 pg/mL fur Fyn wt) verwendet 23834

Ausgehend von einer 10 mM Stamml&sung wurden von jeder Substanz 10 Loésungen im Konzent-
rationsbereich von 300 nM bis 10 mM hergestellt. 5 uL dieser Lésungen wurden mit 45 pyL Wasser
verdlinnt. Somit resultierten als Probelésungen 30 nM- bis 1 mM-haltige Losungen, mit einem
DMSO-Gehalt von 10 %.

Der Assay wurde in 96-Well-Platten mit 50 pL pro Well durchgefiihrt. Anfangs wurden 5 pL der
Probeldsung, 20 uL Standardpuffer, 20 pL Substrat-Enzym-Lésung (20 ug/mL und 2 pg/mL) so-
wie 5 uL wasserhaltige ATP-Ldsung in den Wells pipettiert. In jedem Well befand sich damit
HEPES-NaOH (60 nM, bei pH 7,5), Magnesiumchlorid (3 mM), Mangan-(ll)-chlorid (3 mM),
Natriumorthovanadat (3 pM), DTT (1,2 mM), PEGaoo00 (50 pug/mL) und [y-**P]-ATP (1 oder 15 uM,
was 7-8 + 10° cpm bzw. 1,05-1,06 « 10° cpm entspricht). Die Endkonzentration von DMSO betrug
in jedem Well final 1 %. Zur besseren Vermischung der Bestandteile brachte man die Platte in ei-
nen Schittler. AnschlieBend inkubierte man 60 min bei 30 °C. Durch Zugabe von 50 ulL Phos-
phorséaure (2 % (V/V)) wurde die Reaktion gestoppt und die Losungsriickstdnde abgesaugt. Folg-
lich wurden die Wellvertiefungen dreimal mit 200 pL Natriumchloridlésung (0,9 % (V/V)) gewa-
schen und hinterher die Platte getrocknet.

Die Aufnahme von *P; in das Substrat wurde mit einem Microplate-Szintillationszahler
(MICROBETA® der Firma WALLAC) bestimmt. Alle Assays wurden in einem BECKMAN-COUL-
TER-SAGIAN-Automatiksystem durchgefihrt. Mittels der erhaltenen, prozentualen Restaktivitdten
fur jede Konzentration wurden die ICso-Werte mit Hilfe des Programms QUATTRO WORKFLOW von
QUATTRO RESEARCH GmbH berechnet [

Die Testung erfolgte als Doppelbestimmung.
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Testergebnisse

Tabelle 20: Testergebnisse Teil | von der PROQINASE GmbH.
Zweifachbestimmung mit Mittelwert (MW), n.a. = nicht aktiv (ICso > 100 pM).

1Cs0 [pM]
CDK1/CycB1 ERK1 Fyn wt GSK3B JNK3

1 2 MW 1 2 MW 1 2 MW 1 2 MW 1 2 MW
23 n.a. n.a. n.a. n.a. 42,2 32,2 37,2 n.a. n.a. 38,7 38,7 38,7
24 | na. n.a. n.a. 63,5 n.a n.a. n.a. n.a. n.a. 36,2 35,1 35,7
25 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
26 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 89,7 | 96,9 | 933
27 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
36 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
37 | na. | na n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
38 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
39 | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
40 | na. | na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
41 n.a. n.a. 85,2 n.a n.a 48,9 34,7 41,8 n.a. n.a. n.a. n.a.
44 | na. n.a. n.a n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
45 | na. n.a. n.a n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
46 | na. n.a. n.a n.a 82,0 42,4 | 62,2 n.a. n.a. n.a. n.a.
47 n.a. n.a. n.a n.a 66,4 n.a. n.a n.a. n.a. n.a. n.a.
48 | na. n.a. n.a n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

8.2 ADP-Glo™: ADP monitoring Assay

Im Arbeitskreis von P. KOCH an der EBERHARD KARLS Universitat Tubingen erfolgte an den Kinasen
JNK3 und GSK3p die zweite Testreihe.

Zur Bestimmung der Inhibitionsfahigkeit der Verbindungen an GSK3p wurde der
ADP-Glo™-Kinase-Assay der Firma PROMEGA (USA) genutzt. Als Referenzinhibitor diente der
GSK3B-Hemmer SB216763 (9 uM Endkonzentration). Zur Herstellung der Testverbindungsproben
wurden 2yl einer 10 mM Ldsung der Testsubstanz mit 50 pyL Normalpuffer (40 mM TRIS, bei

pH 7,5, 20 mM Magnesiumchlorid und 0,1 mg/mL BSA, 50 uM DTT) und 148 pL Wasser vereint
(T1). 30 uL T1 wurden wiederum mit 70 pL Puffer versetzt (T2 mit 30 uM Konzentration an Test-
verbindung).

Nunmehr wurden auf eine 96-Well-Platte je 60 L der T2-L&sung in die ersten, oberen 12 Wells
(Reihe A) gegeben. Mittels dieser erstellte man eine 1:4-Verdinnungsreihe (Konzentrationsbe-
reich pro Testverbindung 25 nM bis 18 uM), bei der jeweils 20 uL aus der Ubergeordneten Reihe
(zum Beispiel Reihe A) in die nachstfolgende Wellreihe (Reihe B) gegeben und mit 60 uL Normal-
puffer verdiinnt wurde. Zwei weitere 96-Well-Platten wurden jeweils mit 15 pL Kinaselésung

(0,5 ng/uL) und 15 pL Substrat-ATP-Lésung (0,2 pg/ul Substrat, 12,5 uM/uL ATP) pro Well vorbe-
reitet. Die anschlieBende Pipettierung erfolgte mit einer INTERGRA-Pipettierapparatur. In jede Ver-
tiefung einer vierten 96-Well-Platte wurden jeweils 10 pL aus den Wells der Platten 1 bis 3 gege-
ben und der Assay 60 min bei RT inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt sollte die Phosphorylierung des
Substrats abgeschlossen sein. AnschlieBend wurden jeweils viermal 5 pL Lésung aus jeder einzel-
nen Vertiefung der Platte 4 auf vier Wells einer 384 Well-Platte (Platte 5) Ubertragen.*** 344

Zur Detektion ergénzte man in jedes der 384 Wells 5 yL ADP-Glo™-Reagenz und lie3 sie fur
60 min inkubieren (Abbildung 68, Seite 222). An diesem Punkt wird die Kinasereaktion unterbro-
chen und nicht abreagiertes ATP entfernt. Als Nachstes wurden 10 pL des Kinase-Detektionsrea-
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genz in jedes Well erganzt und 30 min inkubiert. Dieses Reagenz wandelt ADP in ATP um und re-
agiert final Uber eine Luciferasereaktion, unter Abgabe von Photonen, ab. Diese Lichtenergie wird

vermessen und Uber dessen Intensitat die Restaktivitat der Kinasen bestimmt.

t [343, 344]

— 5 — 5
Klnase— ATP-Entfernung
—_— =
reakt|on

5 Ll Reaktionsldsung 5 pL ADP-Glo™-Reagenz
eauf 384 Wells © 40 min Inkubation
e stoppt Kinasereaktion ATP-Detektion

eentfernt nicht umgesetztes ATP
© 10 pL Kinase-Detektionsreagenz

. ATP ® stoppt ATP-Entfernung
ewandelt ADP in ATP um
A ADP

Luminescence
Lucn‘erase-
Rea ktlon

evermessen der Lumi- eumgewandeltes ATP reagiert
neszenz Luciferase-Reaktion ab

Abbildung 68: Darstellung der Detektion durch ADP-Glo™ (adaptiert nach der PROMEGA Internetseite).?+!
Mit freundlicher Genehmigung der Promega Corp./Courtesy of Promega Corp.

Die Testreihen erfolgten mittels Dreifachbestimmung. Die Restaktivitdten wurden bei einer Kon-
zentration von 10 uM der Testverbindung angegeben.

Die exakten ICso-Werte wurden nur bei prozentualen Restaktivitaten unter 55 Prozent bestimmt.
Bei hoheren Restaktivitaten wurden die ICso-Werte als groBBer (> 10 uM) oder deutlich gréBer
(>> 10 uM) deklariert.
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Testergebnisse

Tabelle 21: Testergebnisse Teil Il an der GSK3p.
n.b. = nicht bestimmt

GSK3B
Restaktivitat [%] | 1Cso [uM] Restaktivitat [%] ICs0 [UM]
28 54 20,25 82 89 >>10
30 73 >> 10 83 93 >> 10
31 52 22,50 84 81 >>10
32 61 > 10 85 91 >>10
33 55 10,23 86 93 >>10
34 59 >10 88 79 >>10
35 75 >>10 89 9 >>10
42 90 >> 10 90 88 >> 10
43 92 >>10 91 92 >>10
49 88 >>10 92E 95 >>10
50 80 >>10 927 99 >>10
77 43 4,8 93 91 >>10
78 73 >>10 94 83 >> 10
79 59 >10 95 90 >>10
80 87 >> 10 96E 97 >> 10
81 90 >> 10 96Z 97 >>10
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8.3 ELISA zum Nachweis der JNK3-Inhibition

Diese Arbeiten wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe um P. KOCH realisiert. Zur Bestimmung
der Inhibitionsfahigkeit der Verbindungen an JNK3 wurde ein Enzyme-linked Immunosorbant As-
say (ELISA) genutzt. Auf eine 96-Well-Platte wurde jede Vertiefung mit 0,5 ug des JNK3-Substrats
ATF-2 beschichtet (1:196 in TBS-Puffer, bei pH 7,8). AnschlieBend blockte man die Platte mit ei-
nem Blocking-Puffer (BB: TBS-Puffer bei pH 7,8, 0,025 % BSA, 0,05 % Tween-20) fir 30 min bei
RT. Parallel brachte man die Kinase in einen Kinasereaktionspuffer (500 yL 1 M TRIS bei pH 7,5,
100 pL 1 M Magnesiumchlorid, 100 puL 1 M B-Glycerolphosphat, 100 pL 10 mg/mL BSA-L&sung,

10 uL 1M DTT, 10 L 10 mM ATP, 10 uL 100 mM Natriumorthovanadat und 9,17 mL zweifach des-
tilliertes Wasser) ein, bis eine Lésung mit einer Konzentration von 10 ng/50 pL vorlag. 50 uL die-
ser Lésung wurde in jede Vertiefung der 96-Well-Platte gegeben und die Platte fur 50 min bei
37 °C inkubiert. Folglich blockte man die Platte erneut fiir 15 min.*!

Die erfolgte Phosphorylierung des JNK3-Subtrats wurde mit einem monoklonalen antiphospho
ATF—2(Thr69/71)—Peroxidase—Antikérper detektiert (Abbildung 69). Der Antikdrper wurde 1:5000 mit
BB (TBS-Puffer bei pH 6,5, 0,025 % BSA und 0,05 Tween-20) verdiinnt. 50 pL dieser Losung wurde
in jedes Well gegeben und fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte
dreimal mit zweifach destilliertem Wasser gewaschen und fiir 5 min bei 37 °C getrocknet. Zur De-
tektion des antiphospho ATF-2-Komplexes ergénzte man in jedes Well 50 pL 3,3",5,5"-Tetrame-
thylbenzinidin (TMB) und inkubierte bis zu 10 min bei RT. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 25 ulL 2 N Schwefelsaure pro Vertiefung abgebrochen. Die Absorption mal3 man bei 450 nm
unter Nutzung eines ELISA-Readers und der Software SOFTMAX PRO. Durch die Intensitat der Far-
bung schloss man auf den durch JNK3-vermittelten Phosphorylierungsstatus von ATF-2.5!

blau = gelb

Abbildung 69: Schematische Darstellung des JNK3-assoziierten ELISAs.

JNK3 phosphoryliert sein Substrat ATF-2. Uber einen antiphospho-basierten Antikérper wird die Meerrettichperoxidase
HRP aktiviert, wodurch 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) oxidiert wird und es sich daraufhin blau verfarbt. Durch an-
schlieBender Protonierung wird das chinoide System aromatisch, was sich in einer Gelbfarbung widerspiegelt (adaptiert
nach GOETTERT et al.).5"™

223



Biochemische und physikochemische Untersuchungen

Die Testreihen erfolgten mittels Dreifachbestimmung. Die Restaktivitdten wurden bei einer Kon-
zentration von 10 uM der Testverbindung angegeben.

Die exakten ICso-Werte wurden nur bei prozentualen Restaktivitdten unter 55 Prozent bestimmt.
Bei hoheren Restaktivitaten wurden die ICso-Werte als groBer (> 10 uM) oder deutlich groBer
(>> 10 uM) deklariert.

Testergebnisse

Tabelle 22: Testergebnisse Teil Il an der JNK3.

JNK3
Restaktivitat [%] | |Cso [UM] Restaktivitat [%] 1Cs0 [UM]
28 50 13,00 82 78 >>10
30 57 >10 83 82 >>10
31 57 > 10 84 71 >> 10
32 59 >10 85 78 >>10
33 52 36,20 86 79 >>10
34 58 > 10 88 54 ca. 10
35 85 >> 10 89 86 >> 10
42 87 >> 10 90 84 >>10
43 83 >>10 91 89 >>10
49 88 >> 10 92E 96 >> 10
50 84 >>10 927 92 >>10
77 21 1,22 93 90 >> 10
78 50 11,60 94 84 >>10
79 52 ca. 10 95 92 >> 10
80 73 >10 96E 100 >>10
81 78 >> 10 96Z 94 >> 10

8.4 Inhibitionsbestimmung an CDK1/CycB, CDK2/CycE und Fyn wt

Im Arbeitskreis von V. KRYSTOF an der Universitat Palacky in Olomouc (Tschechien) erfolgte an den
Kinasen, CDK1/CycB, CDK2/CycE und Fyn wt die zweite Testreihe.

CDK1/CycB und CDK2/CycE wurden in Sf9-Insektenzellen durch ein Baculovirus-Expressionssytem
hergestellt und mit anschlieBender NiNTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Fynkinase
bezog man von der PROQINASE GmbH. Als Substrate wurden Histon H1 (1 mg/mL) fur CDK1/CycB
und CDK2/CycE sowie Poly(Glu:Tyr)41 (0,1 mg/mL) far Fyn, in Anwesenheit von 15 uM ATP,

0,05 uCi [v—33P]—ATP und 10 pL der zu testenden Verbindungen (max. 0,02 % DMSQO), verwendet.
Alle Losungen wurden jeweils mit dem Reaktionspuffer folgender Zusammensetzung hergestellt
bzw. verdlinnt: 60 mM HEPES-NaOH, bei pH 7,5, 3 mM Magnesiumchlorid, 3 mM Man-
gan-(ll)-chlorid, 3 uM Natriumorthovanadat, 1,2 mM DDT und 2,5 pg/50 pL PEGagg00. Der Assay
wurde mindestens dreifach fir 60 min bei 30 °C, unter Verwendung eines EPPENDORF-Thermomi-
schers (350 UpM), in einem 96-Well-Format durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 uL 3%-iger, wassriger Phosphorsaurelésung abgebro-
chen. Den Inhalt der Wells Gberfihrte man auf P-81-Phosphocellulose (WHATMAN), wusch ihn
dreimal mit 0,5%-iger, wassriger Phosphorsaureldsung und trocknete ihn schlieBlich an der Luft.
Die Kinasehemmung wurde unter Verwendung des digitalen Bildanalysators FLA-7000 (FUJIFILM)
quantifiziert.

Die Restaktivitdten wurden bei einer Konzentration von 20 pM der Testverbindung angegeben.
Die zur Verringerung der CDK- und Fyn-Aktivitat um 50% erforderliche Konzentration der Test-

verbindungen wurde aus den Dosis-Wirkungskurven bestimmt und als 1Cso-Wert angegeben.**!

224



Biochemische und physikochemische Untersuchungen

Lagen wahrend der ersten Messung die ermittelten Restaktivitdten Gber 58 % sowie die
|Cso-Werte Uber 20 uM, wurde auf eine Dreifachbestimmung verzichtet. Der Mittelwert wurde erst
ab einer BestimmungsgréBe von zwei Messungen ermittelt.

Testergebnisse

Tabelle 23: Testergebnisse Teil Il an der CDK1/CycB, CDK2/CycE und Fyn wt.

Angegeben als Restaktivitat in %, - nicht gemessen.

CDK1/CycB CDK2/CycE Fyn wt
1 2 3 MW 1 2 3 MW 1 2 3 MW

28 71,86 - - - 64,96 - - - 83,3 - - -
29 71,52 - - - 54,00 63,42 - 58,71 90,6 - - -
30 65,68 - - - 53,39 68,99 - 61,19 105,4 - - -
31 59,60 - - - 59,98 - - - 75,5 - - -
32 70,20 - - - 62,59 - - - 74,9 - - -
33 66,95 - - - 54,69 94,62 - 74,66 54,8 71,7 | 651 63,9
34 66,10 - - - 63,58 - - - 85,6 - - -
35 73,82 - - - 54,72 92,28 - 73,5 77,4 - - -
42 89,02 - - - 90,49 - - - 75,0 - - -
43 85,67 - - - 75,60 - - - 103,3 - - -
49 87,48 - - - 63,01 - - - 65,2 - - -
50 105,40 - - - 83,73 - - - 57,6 657 | 457 56,3
77 10,53 16,06 15,78 14,12 20,11 20,78 15,14 18,68 771 - - -
78 24,41 17,22 20,57 20,73 26,52 31,26 14,12 23,97 43,9 752 | 1,2 63,4
79 26,22 23,52 26,26 25,33 24,14 24,32 34,82 27,76 66,2 - - -
80 83,38 - - - 51,97 45,10 62,14 53,07 62,1 - - -
81 50,13 60,22 62,19 57,51 45,62 82,94 81,65 70,07 55,0 779 | 779 70,26
82 65,02 - - - 63,33 - - - 48,4 648 | 74,0 62,4
83 59,37 - - - 56,75 80,67 - 68,71 78,4 - - -
84 58,15 - - - 50,44 64,98 - 57,71 50,6 635 | 684 | 60,83
85 72,66 - - - 57,61 - - - 66,3 - - -
86 56,39 - - - 47,38 58,35 66,58 57.43 49,8 659 | 673 61,0
88 36,79 30,95 39,15 35,63 25,09 26,20 37,97 29,75 711 - - -
89 76,33 - - - 78,36 - - - 63,8 - - -
90 76,60 - - - 79,75 - - - 46,5 66,9 | 615 58,3
91 100,39 - - - 106,51 - - - 62,7 - - -
92E 84,61 - - - 81,62 - - - 76,8 - - -
927 82,72 - - - 89,22 - - - 56,1 60,7 | 57,0 57,9
93 97,48 - - - 91,48 - - - 51,5 615 | 764 63,1
94 83,57 - - - 77,29 - - - 63,2 - - -
95 81,56 - - - 79,84 - - - 79,4 - - -
96E 94,41 - - - 85,40 - - - 75,3 - - -
96Z 91,13 - - - 95,97 94,62 - - 75,7 - - -

Tabelle 24: ICso-Werte der Testergebnisse Teil Il an der CDK1/CycB, CDK2/CycE und Fyn wt.
Es sind nur diejenigen Werte dokumentiert, deren gemittelte ICso-Werte unter oder gleich 20 pM entsprechen. SD = Stan-
dardabweichung (standard deviation)

CDK1/CycB CDK2/CycE Fyn wt

ICso0 SD ICso0 SD ICso0 SD
50 > 20 - > 20 - 12,4 0,3
77 3,60 1,78 2,31 0,39 > 20 -
78 6,89 1,65 4,88 2,67 16,3 0,5
79 7,59 1,05 6,21 2,05 > 20 -
80 > 20 - 15,91 579 > 20 -
88 8,73 1,93 5,77 2,20 > 20 -
89 > 20 - > 20 - 13,1 1,6
20 > 20 - > 20 - 17,2 4,0
93 > 20 - > 20 - 19,3 1,0
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8.5 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Log P von ausgewahl-

ten Verbindungen

Die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten erfolgte unter Einbeziehung der OECD-Leitlinie 117.
In dieser werden die Log P-Werte mit Hilfe der HPLC-Methodik bestimmt. Dazu ist eine Regres-
sionsgerade von Néten. Diese wird mit Hilfe der experimentell bestimmten k-Werte der notwen-
digen Referenzsubstanzen und ihrer literaturbekannten Log P-Werte erstellt. AnschlieBend be-
stimmt man die k-Werte der Testverbindungen und kann mittels der Regressionsgeraden die ge-
suchten Log P-Werte ermitteln. Zur Erstellung der Regressionsgeraden nutzte man ausschlieBlich
nichtionisierbare Referenzen 2

HPLC-Anlage:
JASCO, PU-980, 851 AS.

Saule: LICHROSPHER® 100 RP-18 Saule von MERCK KGaA.

Detektion: UV-Vis-Detektor UV-970, bei 235 und 254 nm gemessen.
Injektionsvolumen: 20 pL.

Flussrate: 1,0 mL/min.

Laufzeit pro Messung: max. 60 min.

Software: BORWIN 1.50.

Laufmittel: Erstellung des PBS (pH: 7,4) nach Ph.Eur. 7.0

8,0 g Natriumchlorid (NaCl),

0,2 g Kaliumchlorid (KCI),

1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4) oder

2,88 g Dinatriumhydrogenphosphat Dodecahydrat (Na;HPO4+12 H,0),
0,20 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

und auf 1 L mit destilliertem Wasser aufgefillt.

Der ermittelte pH-Wert lag zwischen 7,39 und 7,41.

Laufmittelgemisch: MeOH zu PBS (3:2).

Stationdre Phase: XTERRA RP-18 Saule (3,5 uM, 3,9 x 100 mm) von WATERS.

Zur Bestimmung der Totzeit (tg) der RP-S&ule wurde Thioharnstoff bei 254 nm vermessen. Zu je-
der Proben- und Referenzlsung wurden 10 pL einer Thioharnstoff-Stammlésung (1 mg/ 1 mL)
zugesetzt. Die Totzeit lag zwischen 0,683 bis 0,692 min.

Herstellung der Untersuchungs- und Referenzldsungen:

1,0 mg Untersuchungssubstanz bzw. 0,3 bis 1,6 mg Referenzsubstanz wurden in 1 mL Methanol
(ggf. 0,3 mL DMSO addiert) geldst. Von diesen Stammldsungen wurden wiederum 100 plL ent-
nommen und auf 1 mL mit MeOH verdinnt. Diese Verdinnungsldsungen wurden schlieBlich ver-
messen.

Erstellung der Kalibriergeraden:

Die Retentionszeiten der Referenzsubstanzen sowie die Totzeit der Sdule unterlagen einer Vier-
fachbestimmung. Die Berechnung der k-Werte erfolgte mit folgender Gleichung:

tr —to
to

k =

Gleichung 3: k-Wert-Bestimmung.
tr = Retentionszeit, to = Totzeit.
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Die ermittelten k-Werte wurden logarithmiert gegen die literaturbekannten Log P-Werte aufge-
tragen und die Regressionsgerade bestimmt. Zur Uberprifung von AusreiBern wurde der
Dean-Dixon-AusreiBertest angewandt.

Tabelle 25: Verwendete Referenzsubstanzen und ihre Messdaten.

Referenzsubstanz Retentionszeit @ [min] Logk @ Log P

Acetophenon 1,87 0,23 1,7
Methylbenzoat 3,05 0,53 2,1
Ethylbenzoat 4,80 0,78 2,6
Brombenzen 7,56 0,99 3
Naphthalen 10,76 1,16 3,6
Diphenylether 16,81 1,37 4,2
Bibenzyl 43,85 1,79 4,8

Daraus resultierte die folgende Kalibriergerade:

6

> ®

4 | vV=21181x+1,0634 o.. "

200910 et

o RP=09819 °-
w3 | e ®
R .

2 | e o’

Q.
1
0
0 0,5 1 1,5 2
Log k

Abbildung 70: Kalibriergerade zur Bestimmung der gesuchten Log P-Werte.
Regressionsgleichung: y = 2,181 x + 1,0634; Bestimmungsmaf: 0,9819.

Ermittlung der gesuchten Log P-Werte:

Tabelle 26: Ermittelte Log P-Werte der Azoxafluorene.

Verbindung Retentionszeit @ [min] Logk @ Log P

23 3,70 0,64 2,4
24 8,16 1,04 3.2
36 13,33 1,27 3.8
77 3,78 0,65 2,4
78 1413 1,29 3.8
80 46,60 1,90 51*

* extrapolierter Wert.
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