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Wenn wir uns die Frage stellen, was einen Menschen ausmacht, fallen vielen von uns wahr-
scheinlich unterschiedliche Antworten ein. Die Personlichkeit, bestehend aus Charakterziigen,
Angewohnheiten und lebenslangen Erfahrungen, machen einen Menschen zu dem, was er ist,
werden einige sagen. Andere fihren vielleicht an, dass die Fahigkeit rational oder kreativ zu
denken im Mittelpunkt des menschlichen Wesens steht und damit das Potential Wissenschaft,
Kunst und Kultur hervorzubringen. Andere wiederum werden behaupten, dass die Fahigkeiten in
einer komplexen sozialen Gesellschaft miteinander zu agieren und zu leben das wesentlich

Menschliche ausmacht. Was aber haben alle diese Punkte gemeinsam?

Uber 54 Millionen Menschen auf der Welt sind laut ALZHEIMER'S DISEASE INTERNATIONAL (ADI) im
Jahr 2020 im Begriff diese Fahigkeiten, die wir als essentiell fir das Menschsein betrachten, zu
verlieren oder haben sie bereits verloren.! Grund dafiir sind neurodegenerative Erkrankungen,
die wir als Demenzen bezeichnen. Was viele wahrscheinlich mit Altersvergesslichkeit verbinden,
hat in der Realitdt weitaus mehr Facetten. Der Verlust hdherkortikaler Hirnfunktionen wie dem
Gedachtnis, dem Denken, dem Erlernen neuer Fahigkeiten, der Orientierung, dem Sprach-
vermoégen oder der Urteilskraft kénnen diese Krankheiten auszeichnen.? Die Beschreibung von
Menschen, die ihre Liebsten an diese Krankheiten verloren haben, machen klar, dass den Be-
troffenen mit der Zeit jedoch alles genommen wird, was sie einst ausmachte. In spateren Stadien
erkennt weder der Erkrankte noch der Angehorige den jeweils anderen geliebten Menschen
wieder.>* Letztlich fiihren diese Demenz-Erkrankungen auch oft zum Tod der Betroffenen.
Spatestens wenn es im fortgeschrittenen Krankheitsstadium zu Bettlagerigkeit, Inkontinenz,
Schluckbeschwerden und kérperlichem Abbau kommt, steigt die Anfilligkeit fiir Komorbiditaten
stark.>® Demenzen sind global gesehen die fiinfthiufigste Todesursache.” Im Jahr 2017 starben
alleine in Deutschland tber 44.000 Menschen in Folge einer Demenzerkrankung.® Vorhersagen
sprechen dafir, dass sich die Zahl der Erkrankten alle 20 Jahre nahezu verdoppeln wird und im
Jahr 2050 tber 131 Millionen Menschen weltweit betroffen sein werden.! Grund dafiir ist vor
allem eine steigende Lebenserwartung.>® Denn das Altern ist der groRte Risikofaktor fiir das Ent-
stehen einer Demenz.® Liegt die Privalenzrate fiir die Ausbildung einer Demenz bei unter 60
Jahrigen noch bei unter 0,1 Prozent, steigt sie schon in der Altersgruppe der 60 bis 64 Jahrigen
auf 0,6 Prozent an und verdoppelt sich nahezu alle funf Jahre. Die Altersgruppe der (iber
90 Jahrigen weist eine Privalenzrate von 40,8 Prozent auf.’ Eine Erkrankung wie Demenz, die
mit einem stark erhéhten Pflegeaufwand einhergeht, ist in ihren Folgen nicht nur auf die Be-
troffenen beschrankt, sondern stellt auch die Angehdrigen sowie unsere gesamte Gesellschaft
vor grolRe Herausforderungen. Einen derart schwerkranken Menschen zu pflegen, ist fir dem Er-
krankten nahe stehende Personen eine auBRergewdhnliche Belastungsprobe, die neben der Be-

einflussung der sozialen und wirtschaftlichen Situation auch die Gesundheit der Pflegenden
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negativ beeintrichtigt.!® Pflegende Angehérige sind zum Beispiel wesentlich 6éfter von
Depressionen oder Angststérungen betroffen und krankheitsanfalliger als der Durchschnitt der
Bevolkerung.'**® Die volkswirtschaftlichen Konsequenzen sind enorm. Allein von 2010 bis 2015
stiegen die mit Demenz verbundenen globalen Ausgaben von 604 Milliarden US-Dollar auf 818
Milliarden US-Dollar.’® Das entspricht einem Anstieg von 35 Prozent in 5 Jahren. Prognosen
deuten mit zunehmender Lebenserwartung und demographischem Wandel auf eine weitere
Eskalation der Kosten hin. Im Jahr 2030 sollen die weltweiten demenzbedingten Ausgaben
zwischen 2000 und 2540 Milliarden US-Dollar betragen.®!” Viele nationale und internationale
Malnahmen wurden daher bereits ergriffen. Schon im Jahr 2013 verkiindeten die Gesundheits-
minister der G8-Staaten, es sei ihr erklartes Ziel, ein Heilmittel oder zumindest eine den
Krankheitsverlauf positiv beeinflussende Therapie bis spatestens 2025 zu finden.'® Im Jahr 2017
beschloss die WORLD HEALTH ORGANISATION (WHO) im Rahmen eines GLOBAL ACTION PLANS ihrerseits,
die internationalen Bemihungen hinsichtlich Behandlung und Pravention zu harmonisieren und
mit einer Verdopplung der eingesetzten Forschungsgelder zu unterstiitzen.'® Trotz alledem lassen
sich bisher kaum Fortschritte in der Therapie der Demenz erkennen. Erst 2018 gab der Pharma-
konzern PrizeR den vollstandigen Rickzug aus der Erforschung und Entwicklung von Demenz-
Therapeutika bekannt.?’ Nicht unverstindlich, wenn man bedenkt, dass die letzte erfolgreiche
Neuzulassung in diesem Bereich 2002 stattgefunden hat. 21723 Bisher ist keine den progressiven
Verlauf von Demenz positiv beeinflussende Therapie verfiigbar, sondern lediglich einige sympto-
matische Behandlungsformen.?®*?* Dies ist auch dadurch zu erklaren, dass es viele verschiedene
demenzbedingende Erkrankungen gibt, die oft auch in Kombination auftreten.”® Das macht
epidemiologische Angaben zur Haufigkeitsverteilung einzelner Subtypen schwer, da eine
Differenzialdiagnose oft nur post mortem via Obduktion vorgenommen werden kann. Geringe
Stichprobengroflen und verschiedene Bias hierbei oft keine allgemeinglltigen Aussagen
zulassen.?® Daher gibt es in der Literatur oft sehr unterschiedliche Angaben hierzu.?’~* Insgesamt
lassen sich vier grofBere Subtypen identifizieren, die an circa 95 Prozent aller Demenzfalle
beteiligt sind.?>?% Die bekannteste Form, die bei bis zu 70 Prozent aller Demenzfille ausschlag-
gebend fiir den geistigen Verfall oder an ihm beteiligt ist, wird als Demenz bei Alzheimer-Krank-
heit (AD) bezeichnet.?® Oft tritt sie in Kombination mit vaskuldrer Demenz (VaD) auf, bei der eine
Schadigung der zerebralen BlutgefaRe durch Infarkte und Lasionen im Zentrum der Pathogenese
steht. Die zweithdufigste Form der neurodegenerativen Demenz ist die Lewy-Kérper Demenz
(engl. Lewy-Body-Dementia (LBD)), bei deren Pathologie die abnormale Faltung und Aggregation
des zerebralen Proteins a-Synuclein im Mittelpunkt steht.3»32 Die Frontotemporale Demenz
wiederum unterscheidet sich vor allem durch eine wesentlich hohere Pravalenz bei Personen

unter 65 Jahren von den anderen Demenzerkrankungen.?®

Der folgende Abschnitt geht ndher auf die Pathologie der Alzheimer-Krankheit ein und bietet

einen Uberblick tiber aktuelle medikamentdse Therapiestrategien.
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1.1 Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit (Alzheimer Disease (AD)) ist benannt nach ihrem Entdecker ALoIs
ALZHEIMER. Im Jahr 1906 machte der siiddeutsche Nervenarzt bei der Obduktion seiner verstor-
benen Patientin Auguste Deter einige folgenschwere Entdeckungen. Das Hirn der Patientin, die
wegen fortschreitender Gedachtnisschwache, Desorientiertheit und Apathie in psychiatrischer
Behandlung war, zeigte auffillige pathologische Verdnderungen.®® ALZHEIMER entdeckte neben
einer generellen Atrophie der Hirnsubstanz eine Haufung von intrazellularen Neurofibrillen-
bindeln (Neurofibrillary tangles (NFT)) sowie extrazelluldaren Ablagerungen, die spater als B-
Amyloid-Plaques (AP) identifiziert werden sollten.33** Damit hatte er bereits bei der ersten
Beobachtung der Krankheit die Marker identifiziert, die noch heute zur Diagnose der Krankheit

herangezogen werden.

Ihr Nachweis kann heute bereits ohne Obduktion erfolgen. So kann freies B-Amyloid 42 (AB1.42)
und hyperphosphoryliertes Tau (der wesentliche Bestandteil der NFTs) entweder aus der
Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) oder mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) detektiert
werden.?>37 Diese Methoden tragen zu einer neuen biologischen Definition der Erkrankung
bei.®®3° Ein wichtiges Diagnosekriterium bleiben aber weiterhin neuropsychologische Test-
verfahren wie der Mini Mental State Test (MMST), bei denen Einschrankungen in den Bereichen
raumliche und zeitliche Orientierung, Gedachtnis sowie Storungen der Semantik und Aufmerk-
samkeit ermittelt werden.”® Nach diesen wird zwischen drei Schweregraden der AD unter-
schieden.3¥%! Bei der leichten AD stehen Stérungen des Kurzzeitgedidchtnisses und der Semantik
meist im Vordergrund, sowie erste affektive Stérungen wie Depression und Reizbarkeit.*? Kom-
plexe Alltagstatigkeiten sind noch eingeschrankt moglich und die Betroffenen bendtigen nur von
Zeit zu Zeit pflegerische Unterstiitzung.3® Bei der Progredienz zur mittelschweren AD sind Verfall
von Langzeitgedachtnis und Personlichkeit sowie zunehmende neurologische Stérungen wie Un-
ruhe, Psychosen, gestorter Schlafrhythmus und Aggressivitat hiufige Symptome.*? Ein Verlust der
Alltagskompetenz macht sich bemerkbar.*? Tigliche PflegemaRRnahmen werden ab jetzt bené-
tigt.® Im spaten Stadium der schweren AD ist oft schon kaum eine Kommunikation mit dem
Patienten mehr méglich.> Muskelatrophie, Schluckstérungen, Harn- und Stuhlinkontinenz sind
Zeichen des zunehmenden kérperlichen Verfalls.> Bettlagerigkeit, stindige Betreuung und Pflege
sind die Folge.®® Pneumonien als Folge von aspirierter Nahrung und Komorbidititen sorgen fiir

eine stark erhdhte Sterblichkeit in diesem Stadium.>

Neuere Untersuchungen haben belegt, dass die mit AD assoziierten pathologischen Verande-
rungen bereits Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation der Krankheit auftreten.*® Die
Manifestation von Symptomen stellt bei weitem nicht das erste Krankheitsstadium dar. Aus
diesem Grund wurde das Friihstadium, in dem sich AD-spezifische Biomarker bereits nachweisen
lassen, aber keinerlei Symptome bestehen, als praklinische AD definiert.**** Oft folgt auf dieses

eine Phase der leichten kognitiven Einschrankung (Mild cognitive Impairment (MCl)), bei der sich
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zwar eine geringfligige Verringerung geistiger Fahigkeiten aber noch keine Demenz nachweisen
lasst. Jene kann sich aber mit hoher Wahrscheinlichkeit zur AD weiterentwickeln und bildet somit

ein weiteres Krankheitsstadium.*

4% Man nimmt an, dass

AD wird als Krankheit mit polygenetischem Ursprung beschrieben.
90 Prozent der Demenzen bei AD mit frihem Beginn vor dem 65. Lebensjahr (early onset
Alzheimer Dementia (EOAD)) vererbbare Urspriinge haben, wahrend dies bei den Demenzen bei
AD mit spatem Beginn nach dem 65. Lebensjahr (late onset Alzheimer Dementia (LOAD)) nur bei
58 bis 79 Prozent der Erkrankten der Fall ist.*” Die exakte Pathogenese der AD ist weiterhin unbe-
kannt. Inzwischen ist jedoch anzunehmen, dass die von Alzheimer beobachteten Faktoren eine
entscheidende Rolle bei dieser spielen. So korreliert Anzahl und Verteilung der NFTs im Gehirn
am besten von allen bisher bekannten Faktoren mit der Art und Intensitat der neurokognitiven
Einschrankungen.®®*® AuBerdem konnte gezeigt werden, dass isolierte genetische Verinde-
rungen, die eine vermehrte Bildung von B-Amyloid zur Folge haben, EOAD auslésen.®® Diese
familiar ~ autosomal vererbten Formen sind das Fundament, auf dem die
Amyloid-Kaskaden-Hypothese begriindet ist (siehe Abschnitt 1.2).*” Jene sind aber nur
verantwortlich fir 11 Prozent aller EOAD-Falle, die wiederum nur 4 bis 6 Prozent aller Falle von
AD insgesamt ausmachen.*® Die wesentlich hiufigere Form ist die LOAD, auch sporadische AD
genannt. Fir diese wurden inzwischen mehr als 50 Genloci identifiziert, die mit einem erhdhten
Risiko fiir die Manifestation von AD assoziiert sind. Die genetischen Risikofaktoren beeinflussen
vor allem den Lipidtransport, das Immunsystem, die Bildung von NFTs und APs, Endozytose-
Prozesse, die Ausbildung vaskulirer Defekte und die Ubiquitinierung von Proteinen.*” Auch
Umwelteinfllisse wie Veranderungen des Mikrobioms, eine westliche Erndhrungsweise, Schlaf-
mangel, ein sitzender Lebensstil, die Einnahme einiger Medikamente wie Benzodiazepine,
Aluminiumexposition, Stress und Parodontitis steigern mit hoher Wahrscheinlichkeit das AD-

Risiko.**™3 All das deutet auf eine komplexe multifaktorielle Pathogenese hin.

1.1.1 Aktuelle Therapieoptionen

Im Zuge der Pathologie von AD kommt es zur Degeneration zentralnervéser cholinerger Neurone,
vor allem im Nucleus Basalis, der Efferenzen in nahezu alle Areale des Telencephalon aufweist.
Dies hat weitreichende Folgen, da Acetylcholin (ACh) im Cerebrum nicht nur essentiell fir
Gedachtnisbildung und Lernprozesse ist, sondern auch grofRen Einfluss auf Neuroplastizitdt und
zerebrale Himodynamik hat.>**> Die Inhibition der Acetylcholinesterase durch die zugelassenen
Arzneistoffe Donepezil, Galantamin und Rivastigmin im synaptischen Spalt hat eine erhohte
Konzentration von ACh in demselben zur Folge.>® Dies ermdglicht eine zentrale Signal-
transduktion trotz der zunehmenden neuronalen Degeneration. Nachweislich fiihren diese
Acetylcholinesterase-Inhibitoren (ACh-El) damit zu einer Verbesserung der kognitiven Symptome
und der Alltagskompetenz sowie zu einer Verringerung des Betreuungsaufwands bei leichter und
mittelschwerer AD. *%%7 Laut Institut fir Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen
(IQWiG) gelten sie fiir diese Indikation als prinzipiell gleichwertig.>®

4
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Das glutaminerge Neurotransmittersystem ist in seiner Funktion ebenfalls durch AD gestort.
L-Glutamat (Glu) ist im zentralen Nervensystem (ZNS) der wichtigste exzitatorische Neuro-
transmitter.>® Seine physiologische Funktion ist essentiell fiir die Erhaltung von Neuroplastizitit,
Zelliberleben, Gedachtnis- und Lernprozessen. Dem N-Methyl-D—Aspartat-Rezeptor (NMDAR),
einem glutaminergen, ligandengesteuerten lonenkanal, kommt hierbei eine besondere Bedeu-
tung zu. Er weist eine sehr hohe Calciumpermeabilitit auf.® Zur Aktivierung benétigt er neben
Glutamat und einem Koagonisten (D-Serin oder Glycin) einen anderweitig vermittelten Anstieg
des Membranpotentials. In der Folge wird das Magnesium-lon, das die Pore des lonenkanals
verschlieRt, verdrangt und Calcium-lonen kénnen in die Zelle einstrémen.>® Die Aktivierung des
Rezeptors vermittelt die sogenannte Langzeitpotenzierung. Bei dieser wird durch wiederholte
Stimulation exzitatorischer Rezeptoren die neuronale Plastizitdit erhoht und damit dauerhafte
Erinnerungs- und Lernprozesse ermdoglicht. AuRerdem wirkt eine Aktivierung des NMDAR auch
der Einleitung des programmierten Zelltods entgegen.>® Bei AD kommt es iiber eine mangelhafte
Wiederaufnahme von Glu aus dem synaptischen Spalt, einen verringerten Abbau zu Glutamin
und eine gesteigerten Freisetzung aus den prasynaptischen Neuronen zu dauerhaft erhohten
Glu-Spiegeln.*® Die resultierende Hyperaktivierung des NMDAR fiihrt zu einem exzessiven
Einstrom von Calcium-lonen in die Zelle. Die erhdhte Calcium-lonen-Konzentration schrankt
langfristig die Zellfunktion ein und fiihrt schlieflich zum Untergang der Zelle. Dieser als
Exzitotoxizitdt bezeichnete Prozess tragt wesentlich zur Neurodegeneration bei AD bei. Die
Problematik fir einen Arzneistoff besteht nun also darin, die Hyperaktivitdt zu verringern, ohne
die physiologische Aktivitdt zu weit einzuschranken. Der 2002 zugelassene NMDAR-Inhibitor
Memantin erfillt diese Vorraussetzungen. Dies gelingt dadurch, dass er nur in den Kanalporen
bereits aktivierter Rezeptoren bindet und durch eine teilweise regioselektive Hemmwirkung.
Neuere Untersuchungen zeigen, dass die positiven physiologischen Effekte lber synaptische
NMDAR vermittelt werden, wahrend die Exzitotoxizitdt vorwiegend eine Folge der
Hyperaktivierung extrasynaptischer NMDAR ist, gegen die Memantin eine starkere
Hemmwirkung zeigt.>®>° Zugelassen ist Memantin fiir die Behandlung mittelschwerer und

schwerer AD. Sein symptomatischer Nutzen gilt als erwiesen.

Bisher sind von der EUROPEAN MEDICINE AGENCY (EMA) zur Therapie der AD insgesamt nur 4
Medikamente zugelassen. Alle haben lediglich Auswirkungen auf die durch die Erkrankung
bedingte Symptomatik, nicht auf deren Progression.?® Um das Fortschreiten der Krankheit
aufzuhalten, werden vor allem die Akkumulation von B-Amyloidpeptiden und Aggregaten des

Tau-Proteins untersucht.

1.2 Die Amyloid-Hypothese

Uber 25 Jahre hat die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese, die AB;4,—~Monomere, -Oligomere und
Amyloid-Plaques an den Anfang und in das Zentrum der Pathogenese der AD stellte, die

Forschung wesentlich bestimmt. Mit dem klinischen Misserfolg zahlreicher von ihr abgeleiteter
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Wirkstoffe, neuer Erkenntnisse zur praklinischen Pathologie, zur komplexen Pathogenese und zur
physiologischen Bedeutung des B-Amyloids wird sie aber inzwischen vielfach kritisiert.#”¢%-%2 Dje
Prozesse sind dennnoch von entscheidender Bedeutung zum Verstdndnis des Gesamtprozesses

der Erkrankung und der derzeitigen Arzneistoff-Pipeline.®°

1.2.1 Bildung und physiologische Bedeutung

Extrazellulare Amyloid-Plaques sind die bekanntesten pathologischen Zeichen von AD. Sie setzen
sich primar aus in B-Faltblattstruktur aggregiertem ABi.42 zusammen. Die physiologische Bedeu-
tung des AB1.42 ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Die urspriingliche Hypothese aber, es habe
keine physiologisch wichtige Funktion, gilt als widerlegt.®? Inzwischen ist eine immunologische
Bedeutung als antimikrobielles Peptid (AMP), sowie eine die Synapsenaktivitdt regulierende
Aktivitat fur das Polypeptid nachgewiesen.tv®? Es wird zusammen mit kurzkettigeren
Amyloidpeptiden bei der enzymatischen Spaltung des membranstiandigen Amyloid-Precursor-
Proteins (APP) gebildet.

)
1

Senile Plaques

Aggregation und

Inkorporation
sAPPa SAPPB /

Aggregaﬁo'% AB-Oligomere
AB

a-Sekretase B-Sekretase —> y-Sekretase

e

S

C99 AICD

C==0

Abbildung 1: Physiologische und pathologische Spaltung von APP

Die a-Sekretase trennt das APP in C83 und sAPPa im nicht-amyloidogenen Weg. Die B-Sekretase spaltet APP in C99 und
sAPPB am Beginn des amyloidogenen Weges. Dann trennt die y-Sekretase C99 in AB-Peptide verschiedener Lange (37-43
AS). Diese aggregieren zunachst zu den toxischen Oligomeren, wobei sich die C-Termini der Monomere aneinanderlagern.
Uber mehrere Zwischenstufen und die Einlagerung weiterer Biomolekiile entstehen letztendlich die senilen Plaques.53-%¢

Bei der Proteolyse des APPs wird zwischen zwei Wegen unterschieden. Im nicht-amyloidogenen
Weg wird durch die Aktivitdt der a-Sekretase das APP innerhalb der AB-Fragments gespalten und
das l6sliche, neuroprotektive Peptid sAPPa entsteht. Bei dem mit der AD-Pathologie assoziierten
amyloidogenen Weg wird das APP durch eine B-Sekretase gespalten. Dabei bleibt das ApB-
Fragment intakt und das I6sliche, untoxische Peptid sAPPB entsteht. Die y-Sekretase teilt das ver-
bleibende, transmembrandre C99-Peptid in extrazelluldr abgesonderte B-Amyloide mit einer
Lange von 37-43 Aminosauren und in die APP Intracellular Domain (AICD), die im Zytosol der Zelle

abgebaut wird .64
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1.2.2 Aggregation und Pathologie

Bei gesunden Menschen entsteht bei diesem Prozess zu 90 Prozent das kirzere ABi.40, das lang-
samer die leicht aggregierende B-Faltblatt-Struktur ausbildet und daher wenig zur Plaque-Bildung
neigt. Dahingegen wird bei AD-Patienten vorwiegend das hydrophobere AR, produziert.t%%
AB142-Monomere an sich besitzen hoéchstwahrscheinlich keine neurotoxischen Eigenschaften.
Auch die Aggregation zu unloslichen Fibrillen und Plaques bzw. zu ihren Vorlaufern, den Proto-
fibrillen, die normalerweise dinner, kirzer und besser l6slich sind, zeigte bei in
vivo-Untersuchungen nicht die erwartete Neurotoxizitdt. Stattdessen werden I6sliche
AB1.40/AB1.42-Oligomere inzwischen als eigentliche toxische Amyloid-Spezies angesehen.
Strukturelle Untersuchungen zeigen, dass die C-Termini der in Oligomeren assoziierten zwei bis
20 AB14-Monomere hierbei den zentralen hydrophoben Kern derselben bilden.®® Dadurch
entstehen konformative Epitope, die einen Identifikationspunkt und ein interessantes
Arzneistofftarget darstellen.’>®® Die nach auRen stehenden N-terminalen B-Faltblattstrukturen
sind wahrscheinlich flr die Interaktion mit Zellmembranen und Rezeptoren verantwortlich. |hr
genauen Angriffspunkte sind noch unbekannt Es konnte aber bereits die Beeinflussung
zahlreicher Rezeptoren auf den Zelloberflachen verschiedenster zentralnervoser Zellen festge-
stellt werden.®® Mit diesen assoziierte pathologische Prozesse sind eine vermehrte
Glutamat-vermittelte Exzitoxizitdt und eine Unterdriickung der Langzeitpotenzierung im
Hippocampus.®>® Es wird diskutiert, ob die kompakter strukturierten APi4-Fibrillen, die den
hydrophoben Kern der charakteristischen senilen B-Amyloid-Plagues ausmachen, durch Beein-
trachtigung der zerebralen Integritdt am toxikologischen Prozess beteiligt sind. Sie kbnnten aber
auch nur ein Symptom der erhéhten Produktion und verringerten Clearance der Monomere
sein.’>%” Dabei ist zu beachten, dass aggregierte und nicht-aggregierte Formen des ABi4; in
einem dynamischen Gleichgewicht zueinander stehen und somit ein vermehrtes Vorkommen von

Oligomeren und senilen Plaques einander bedingen.®®

1.2.3 Therapieansatze

In den letzten Jahrzehnten war die Wirkstoffentwicklung gegen AD dominiert von Arzneistoff-
kandidaten, die sich auf die Amyloid-Kaskaden-Hypothese stiitzten.®® Im Wesentlichen
versuchten alle die Bildung oder Aggregation von AB1.42 zu verringern oder die Clearance seiner
Aggregate und Plaques zu erhéhen. Wie in Abbildung 1 erkennbar, sind dafiir Interventionen an
verschiedenen Stellen des Bildungsprozesses moglich. Eine Hemmung der B-Sekretase 8-site APP
cleaving Enzyme 1 (BACE1) sollte effektiv den amyloidogenen Weg der Umsetzung von APP
frithzeitig hemmen und so den neuroprotektiven nicht amyloidogenen Weg beglinstigen. Die
BACE1-Inhibitoren Atabecestat (JANSSEN, SHIONOGI PHARMA) und Verubecestat (MERCK SHARP &
DoHME, MSD) verringerten die Konzentration an ABi.4; in Tier- und Humanstudien um bis zu
95 Prozent. Trotzdem erreichten beide Medikamente nicht die Endpunkte in ihren jeweiligen
Phase llI-Studien.®®’® Stattdessen wurden bei beiden Inhibitoren schwere unerwiinschte

Arzneimittelwirkungen (UAW) beschrieben, darunter eine Erhéhung von Leberenzym-Werten. In
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beiden Studien konnte bei Gabe von hohen Dosen sogar eine Verschlechterung der kognitiven
Leistung der Probanden im Studienverlauf gegeniiber Placebo gezeigt werden.”*’2 Die Phase llI
Studie der BACE1-Inhibitoren Lanabecestat (ASTRA ZENECA, ELl LiLLY), Umibecestat (AMGEN,
NOVARTIS, BANNER ALZHEIMER'S INSTITUTE) und Elenbecestat (BIOGEN, EISAI) wurden vorzeitig ab-
gebrochen. Bei den Studien war bereits vor Ende der klinischen Phase absehbar, dass sie keinen
positiven Wirkungsnachweis erbringen bzw. ein zu hohes Nebenwirkungspotential aufweisen
wiirden.”>75 Fiir das Scheitern all dieser Inhibitoren gibt es verschiedene Theorien. Erklarungs-
muster, die postulieren, dass es sich um individuelle strukturabhangige Nebenwirkungen handle,
werden aber zunehmend unwahrscheinlicher. ZHu et al. postulierten, dass BACE1-Inhibitoren die
synaptische Plastizitat senken wiirden, indem sie die Umsetzung eines weiteren BACE1-Substrats
verhindeten, des Seizure Protein 6.”° Eine andere mégliche Erklirung wire, dass die oben
beschriebenen physiologischen Effekte von ABi.4> durch die starke Inhibition von dessen Synthese

gestort werden.®!

Ein Ansatz, die Bildung von ABi1.42 ebenfalls friih im Prozess zu unterbinden, stellt die Hemmung
der y-Sekretase dar. Dabei besteht das Ziel darin, effektiv die Freisetzung von AB aus dem
C99-Peptid zu reduzieren. Die hierzu klinisch getesteten Arzneistoffe Avagacestat (BRISTOL-MYERS)
und Semagacestat (ELI LiLLY) scheiterten jedoch in ihren klinischen Studien am zu erbringenden
Wirkungsnachweis und einem ungiinstigen Nebenwirkungsprofil.””’® Zusatzlich konnte bei
Avagacestat eine erhohte Hirnatrophie als UAW beobachtet werden.”” Im Zentrum der
Erklarungen fir das Scheitern der Arzneistoffe stehen eine verringerte Synthese der
ABi..-Monomere und die damit verbundene Verringerung ihrer benignen physiologischen
Effekte und eine Stérung des Notch-Signaltransduktionsweges.®! Das
Notch-Transmembranprotein ist ebenfalls ein Substrat der y-Sekretase. Seine Aktivierung steuert
wichtige Prozesse der embryonalen Entwicklung, der Himatopoese, der Zellkommunikation und

-adhasion, was eine Vielzahl der beobachteten UAW erkliren wiirde.”®

Immunotherapeutische Ansatze, die direkt gegen ABi.4; oder seine Aggregate gerichtet sind und
nicht gegen dessen Synthese, sind schon lange Objekt der AD-Wirkstoffforschung. Ausléser war
die Erkenntnis, dass periphere Immunglobulin G-Antikérper (IgG) in der Lage sind nach ihrem
Ubertritt ins ZNS Immunkomplexe mit ABi4; auszubilden. Diese kénnen entweder {iber einen
Abbau durch Mikroglia-Zellen oder (ber eine Ausschleusung aus dem ZNS Uber neonatale Fc
Rezeptoren (FcRn) zur Clearance der Amyloide beitragen. Im Jahr 2000 wurden erste Moglich-
keiten einer aktiven Immunisierung gegen ABi4 durch die Injektion des APi.4-Komplexes
AN1792 (JANSEN, PFizER) und des Adjuvanz QS-21 untersucht. Trotz einer postmortal detektierten
Verringerung seniler Plaques blieb eine kognitive Besserung aus. Zusatzlich wurde bei 6 Prozent
der Patienten eine subakute Meningoenzephalitis diagnostiziert, die wahrscheinlich auf
unspezifische T-Zellreaktionen zuriickzufiihren ist, die sich vor allem gegen vaskuladr gebundenes
B-Amyloid richtete (vorwiegend APiso).”° Spatere Impfstoffe konnten diese Kreuzreaktivitat

weitestgehend vermeiden z.B. durch den Einbau der immunogenen Peptide in virusartige
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Partikel bei AMILOMOTIDE (NOVARTIS). Ein zur Zulassung ausreichender Wirkungsnachweis konnte
bisher aber bei keinem Impfstoff festgestellt werden, trotz der haufig deutlichen Reduzierung der
Plaque-Last bei den Probanden.®®8 Derzeit befinden sich nur noch ABvac40 (ARACLON BIOTECH),

UB-311 (UNITED NEUROSCIENCE) und Lu AF20513 (LUNDBECK) in der AD-Pipeline.?38%81

Der Einsatz von monoklonalen Antikdérpern gegen ABi42 und seine Agglomerate als Form der
passiven Immunisierung wird ebenfalls untersucht. Die gewahlten Zielstrukturen sind dabei das
wesentliche Unterscheidungskriterium. Bapineuzumab (JANSSEN, PFizER) und Crenezumab (AC
IMMUNE SA, GENENTECH, HOFFMANN-LA ROCHE) richten sich gegen ABi..2-Monomere, -Oligomere und
-Fibrillen.®%% Aducanumab (BIOGEN, Eisal) und Gantenerumab (CHUGAI PHARMACEUTICAL, HOFFMANN-
LA RoCHE) hingegen zeigen keine Wirkung auf die Monomere, sondern nur auf aggregierte
Formen.2*® BAN2401 (BIoGEN, EIsAl) richtet sich nur gegen l8sliche Protofibrillen, wahrend
Donanemab (ELI LILLY) nur mit unléslichen Aggregaten koppelt.®*%” Solanezumab (ELI LILLY) reagiert
nur mit den léslichen Monomeren.® Ein GroRteil dieser Antikdrper ist bereits gescheitert.
Solanezumab, Gantenerumab und Crenezumab zeigten in ihren Phase Ill-Studien keine kognitive
Verbesserung gegeniiber Placebo.® Das gleiche gilt fir Bapineuzumab, das zusatzlich
erhebliche UAW wie Amyloid assoziierte Bildgebungsabnormalitdten (amyloid related imaging
abnormalities (ARIA)) aufwies.®® Die Historie von Aducanumab ist kompliziert. In klinischen Phase
| und Il Studien konnte eine deutliche Reduktion der Plaque-Last der Patienten und eine gering-
fugige Stabilisierung einiger mentaler Testscores beobachtet werden.® Im Méarz 2019 wurden
jedoch die beiden Phase Ill Studien EMERGE und ENGAGE eingestellt.” Es konnte in keiner der
beiden Studien eine Stabilisierung oder Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten nachgewiesen
werden. Im Oktober 2019 verkiindete der Hersteller BIOGEN jedoch, dass die erneute Analyse der
Studiendaten unter Beriicksichtigung der Patienten, die nach offiziellem Ende der Studien ihr
Therapieregime noch fortsetzen bzw. beenden konnten, nun doch auf eine Wirksamkeit von
Aducanamb hindeuten wiirde.®® So konnte in der Studie EMERGE eine 23 prozentige Ver-
besserung der mentalen Testscore Clinical Dementia Rating—Sum of Boxes (CDR—SB) gegeniber
Placebo gezeigt werden. Die ENGAGE-Studie zeigte keine Verbesserung in diesem Bereich. Eine
Subgruppenanalyse der Population dieser Studie konnte bei einer Auswahl der Patienten, die
eine hohe Dosis Aducanumab (=10 mg/kg Ko6rpergewicht) erhielten, aber ebenfalls einen
positiven Trend in der kognitiven Entwicklung feststellen. Eine Analyse mit hoher Dosis behandel-
ter Patienten in beiden Studien im Vergleich zu den Placebo-Gruppen zeigte ebenfalls eine Ver-
besserung der CDR-SB-Testscores.??% Wihrend BIOGEN auf Grund dieser Daten die Zulassung von
Aducanumab plant, wird auch vielfach Kritik laut. Es wird bemangelt, dass die zur Analyse heran-
gezogenen Subgruppen nur eine geringe statistische Aussagekraft aufweisen. AuRerdem kénnte
die nachtragliche Aufspaltung der Studienpopulation, die auch Abbrecher der Therapie
(40 Prozent der EMERGE Studienteilnehmer) nicht bericksichtigt, zu einer verzerrten, Uber-
trieben positiven Darstellung der Ergebnisse fiihren.”%** AuBerdem miisse das Nebenwirkungs-

profil beachtet werden. Bei iber 35 Prozent der Hochdosisgruppe traten ARIAs auf. Dies fiihrte
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teilweise durch die Behandlung zu einer Auflésung der Verblindung.®®> Das Schicksal von

Aducanumab bleibt vorerst daher ungewiss.

Enzymhemmung und Immunotherapie sind aber nicht die einzigen Ansatze, die die
Amyloid-Hypothese hervorgebracht hat. Als weiteres Verfahren sei zum Beispiel das Alzheimer
Management By Albumin Replacement (AMBAR) genannt. Hierbei werden in regelmaRigen
Abstanden Plasmaersatztransfusionen vorgenommen. Dem Patienten wird dabei Blutplasma
entnommen, dieses verworfen und ein dquivalentes Volumen gesundes Plasma kombiniert mit
intravendsen Immunglobulinen infundiert. Freies ABi42 liegt im Plasma zu (iber 90 Prozent an
Albumin gebunden vor und es besteht ein Gleichgewicht zwischen ABi4; im ZNS und in der
Peripherie. Daher soll dieser Austausch eine erhéhte Mobilisierung von ABi.42-Monomeren und
Plaques bewirken. Erste Phase II-Studienergebnisse weisen auf eine messbare Verbesserung
kognitiver Testscores hin.>* Ob das Konzept auf lange Sicht trigt, bleibt aber abzuwarten. Letzt-
lich ist zu sagen, dass amyloidgerichtete Wirkstoffe und Verfahren bisher weiterhin keine zuge-
lassenen Therapieoptionen bieten.?> Ob die Tau-Hypothese eher geeignet ist, um die
AD-Pathologie zu erklaren und verlaufmodifizierende Therapieoptionen zu entwickeln, wird im

folgenden Abschnitt untersucht.

1.3 Die Tau-Hypothese

Die intrazellularen Neurofibrillary Tangles (NFT), die, wie bereits erwahnt, schon von Alzheimer
beobachtet werden konnten, sind das zweite groRe pathophysiologische Zeichen der AD. Seit
1986 hyperphosphoryliertes Tau-Protein als Hauptbestandteil derselben identifiziert werden
konnte, werden dessen physiologischen und pathologischen Eigenschaften erforscht.%
Wesentliche Ergebnisse und Schlussfolgerungen aus mehr als 40 Jahren Forschung in diesem

Bereich werden im Folgenden vorgestellt.

1.3.1 Aufbau und physiologische Bedeutung

Das Tau-Protein (benannt nach dem griechischen Buchstaben t (tau)) wurde bereits 1975 als ein
Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) identifiziert. Es wird vor allem in Neuronaxonen und in
geringem Umfang auch in Gliazellen exprimiert.®® Somit gehért es zur Gruppe der Proteine, die
durch Anlagerung an die a- und B-Tubulin-Untereinheiten der Mikrotubuli deren Aufbau und
Struktur stabilisieren und organisieren. Das Protein ist daher von entscheidender Bedeutung fir
den Mikrotubuli-vermittelten Zusammenhalt und Aufbau des Zytoskeletts sowie fiir den
Transport von Zellorganellen und anderen Zellbestandteilen wie Chromosomen wahrend der
Metaphase.®® Doch sind dies, wie inzwischen festgestellt werden konnte, bei weitem nicht die
einzigen Funktionen des Tau-Proteins. Zum einen wurde nachgewiesen, dass es mit der
Tyrosinkinase Fyn wechselwirkt und damit entscheidenden Einfluss auf Zellfunktionen, wie die

Integration von NMDAR in die Plasmamembran der Synapse, hat.%”®® Zum anderen konnte
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gezeigt werden, dass das Protein im Zellkern Gber eine Bindung an Ribonukleinsdure (DNS und

RNS) diese stabilisieren kann und eventuell auch epigenetische Kernprozesse moduliert.*-101

Projektionsdomane  Prolinreicher Mikrotubulus-Bindungs-Domane
Exon2 Exon3 Abschnitt Exon 10
e Ipeessssmammnen - besscsacanaa 1
1 150 243 441
PPPPPPPPP
N AN
VQIINK VaIVYK
€291 €322

Abbildung 2: Schematische Abbildung des Tau-Proteins

Das fiir das Tau-Protein kodierende MAPT-Gen befindet sich auf dem g-Arm von Chromosom 17
des menschlichen Genoms.®® Es beinhaltet 16 Exons und bildet Uber alternatives SpleiRen der
Exons 2, 3 und 10 verschiedene Isoformen aus.'® Die Exons 2 und 3 kodieren fiir sogenannte
»Insert-Sequenzen” am N-Terminus des Proteins. Je nachdem ob nach dem Spleillen kein Exon,
nur Exon 2 oder Exon 2 und 3 vorhanden sind, werden die resultierenden Isoformen mit ON, 1N
oder 2N bezeichnet. Das Exon 10 kodiert zusammen mit Exon 9, 11 und 12 fir die Mikrotubulus-
Bindungs-Doméane (MBD), die sich in der Ndhe des C-Terminus des Proteins befindet. Das
vorhandene oder beim SpleiRen entfernte Exon 10, bestimmt dariber ob die entstehende
Tau-lsoform mit 3R oder 4R bezeichnet wird. Die Zahl steht hierbei fir die Anzahl an
Wiederholungen der hochkonservierten Region R, bestehend aus 31 bis 32 Aminosauren (AS), die
zusammen im Wesentlichen die MBD bilden. Aus diesen beiden Variationen resultieren
letztendlich sechs Isoformen des Tau-Proteins: 2N/4R, 2N/3R, 1N/4R, 1N/3R, ON/4R und ON/3R.%>
Das Molekulgewicht des Tau-Proteins liegt zwischen 36,8 (ON/3R) und 45,9 Kilodalton (2N/4R)
und es setzt sich aus 352 (ON/3R) bis 441 AS (2N/4R). zusammen.'® Tau-Proteine zihlen zu den
intrinsisch ungeordneten Proteinen. Das bedeutet, dass sie fast keine Sekundarstruktur ausbilden
und daher eine variable dreidimensionale Gestalt aufweisen. Untersuchungen lassen jedoch
vermuten, dass das Tau-Protein eine eher langgestreckte Form annimmt, vergleichbar mit einer
linksgedrehten Polyprolin-ll-Helix.!** Wie bereits angeklungen, unterscheidet man bei der Analyse
des Tau-Proteins verschiedene Domanen. Am N-Terminus (AS 1-150, Nummerierung ist auf
2N/4R bezogen) befindet sich die Projektionsdomane, die im Wesentlichen aus den bereits be-
schriebenen Insert-Sequenzen besteht.? Diese weisen eine hohe Aciditit auf und dienen wahr-
scheinlich dazu, den nétigen Abstand zwischen benachbarten axonalen Mikrotubuli zu gewahr-
leisten und mittels Interaktionen mit Annexin-2 mit der Zellmembran zu wechselwirken,0%103
AuRerdem sind sie essentiell fiir die Lokalisierung des Proteins im neuronalen Axon.!% Von
AS 151 bis 243 folgt der prolinreiche Abschnitt. Dieser Bereich ist verantwortlich fiir die
Interaktion mit src-Kinasen wie Fyn und mit DNS und RNS.2%107 Als |etzter Abschnitt folgt die
bereits erwdhnte MBD (AS 243-441), die durch einen hohen Anteil an Lysin einen eher basischen

Charakter aufweist. Ihre Funktion besteht, wie der Name verrat, in der Bindung an den Unterein-
11
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heiten der Mikrotubuli, aber auch an Aktin-Filamenten.%®1% Das 4R-Tau-Protein weist dabei eine
héhere Affinitit zu den Targets auf als das 3R-Tau-Protein.!®® Das Mengenverhiltnis dieser
Isoformen dndert sich im Verlauf des Lebens. Wahrend im fetalen Nervensystem nur die Isoform
ON/3R vorkommt, liegen 3R- und 4R-Isoformen im Erwachsenenalter etwa im Verhiltnis 1:1
vor.>>1% Alle Formen zeigen nur sehr kurze Wechselwirkungen mit den Mikrotubuli. Nur etwa
40 Millisekunden bindet das Tau-Protein an jene, bevor es sich wieder 16st.21° Dieser ,kiss and
hop“-Mechanismus ermoglicht es dem Tau-Protein, effektiv mit seinen zahlreichen Bindungs-
partnern zu interagieren, obwohl zu jedem Zeitpunkt gut 80 Prozent des gesamten Proteins am
Mikrotubuli gebunden vorliegt.1%11° Zusitzlich ermdglicht es die Stabilisierung der Mikrotubuli

ohne dabei den axonalen Transport entlang derselben zu behindern.%®

Acetylierung, Glycosylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und die proteolytische Spaltung
durch Caspasen gehoren zu den zahlreichen posttranslationalen Modifikationen, die das
Tau-Protein in seiner Aktivitdt, Lokalisation, Eliminierung und Konformation beeinflussen
konnen.”> Die am besten untersuchte und am héaufigsten auftretende Form stellt dabei die

! Insgesamt weist das Tau-Protein je nach Isoform bis zu 85

Phosphorylierung dar.!!
phosphorylierbaren Aminosauren auf.®>!!! Hierbei handelt es sich vorwiegend um Serin (Ser; S)
und Threonin (Thr; T), aber zu geringem Teil auch um Tyrosin (Tyr; Y). Bei Gber 31 davon wurden
bereits physiologische Phosphorylierungen identifiziert, wahrend weitere 16 sowohl bei
physiologischen als auch bei pathologischen Vorgdngen beobachtet wurden.®*12 Verschiedene
Kinasen sind an der Phosphorylierung beteiligt und ihre Aktivitdt steht im Gleichgewicht mit
mehreren, die Abspaltung der Phosphatgruppen katalysierenden Phosphatasen.!!! Ein gewisser
Grad an Phosphorylierung scheint fiir die normale Funktion des Tau-Proteins essentiell zu sein. So
liegen durchschnittlich unter physiologischen Bedingungen zwei bis drei AS am Tau-Protein
phosphoryliert vor.!'® Diese Phosphorylierungen regulieren die Affinitdt zu den Mikrotubuli und
beeinflussen die Lokalisation des Proteins im Neuron.?® Unter pathophysiologischen Bedingungen
sind jedoch drei- bis viermal mehr AS phosphoryliert.)'* Dies bewirkt eine zunehmende
Dissoziation vom Mikrotubulus und einen verringerten Abbau des Tau-Proteins durch das
Ubiquitin-Proteasom.?? Beides fiihrt zu einer Zunahme an zytosolischem Tau-Protein, was eine
Aggregation begiinstigt.1**1%> Das Tau-Protein ist unter normalen Umstinden ein sehr gut
I6sliches Protein. In Lésung nimmt es zumeist eine Konformation an, die auch als ,paper clip
model“ (dt. Baroklammer-Modell) bezeichnet wird. Hierbei faltet sich der C-Terminus nach innen
in Richtung der MDB und fungiert als Abstandshalter zwischen dieser und dem ebenfalls in diese
Richtung gefalteten N-Terminus.!® Jene Form neigt kaum zur Aggregation.'*>® Durch
Phosphorylierung und dhnliche Modifikationen wird die Ausbildung dieser Konformation jedoch

erschwert, was die Aggregationsneigung steigert.'?®

1.3.2 Aggregation und Pathologie

Die Aggregation von Tau-Protein kann als mehrschrittiger Prozess beschrieben werden, an dessen
Anfang die Zusammenlagerung von zwei hyperphosphorylierten Tau-Protein-Monomeren (P-Tau)
12
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zu l6slichen Tau-Protein-Dimeren steht. Diese kénnen von allen Isoformen gebildet werden. Die
4R-Formen zeigen dazu allerdings eine hohere Neigung. Das hat zwei Griinde. Zum einen ist die
Verkniipfung der Monomere oft von der Bildung von Disulfidbriicken abhangig. Dafiir steht bei
den 3R-Isoformen mit Cys322 nur ein Cystein (Cys; C) zur Verfligung, wahrend die 4R-Isoformen
zusatzlich Cys291 beinhalten. Zum anderen ist das Vorhandensein von den in der MBD gelegenen
Hexapeptiden VQIVYK und VQIINK von entscheidender Bedeutung. Diese beiden sind fiir die Zu-
sammenlagerung von Tau-Proteinen, die Ausbildung einer B-Faltblattstruktur und die spatere
Inkorporation weiterer Biomolekiile wichtig. Das VQIINK-Motiv ist, wie in Abbildung 2 erkennbar,

nur in der Primarstruktur der 4R-Isoform enthalten.0%%

An die Dimere kdnnen sich danach noch bis zu 7 weitere Monomere anlagern und bilden damit
die |8slichen Tau-Protein-Oligomere (TauOs). ' Ob die unldslichen, granuliren Oligomere
(gTauOs, 36 P-Tau), durch weitere Anlagerung von Di- und Oligomeren von P-Tau an die
bestehenden |6slichen Oligomere entstehen oder ob sie direkt durch Akkumulation von P-Tau
gebildet werden, ist noch nicht abschlieRend geklart.!*® Sie bilden aber héchstwahrscheinlich die
Grundlage fiir die komplexeren aggregierten Formen. Zu diesen zdhlen die aus einer Fibrille
bestehenden Filamente (straight filaments, SF), und die aus zwei Fibrillen zusammengesetzten,
eine helikale Struktur ausbildenden Filamente (paired helical filaments, PHF).''> Die SF gehen mit
der Zeit zunehmend in PHFs Uber, die wiederum zusammen mit weiteren Biomolekiilen zu NFTs

aggregieren.1®

Die groRen unloslichen NFTs stellen, dahnlich wie die Amyloid-Plaques, nicht die eigentlich
toxische Tau-Protein-Spezies dar. Neuronen konnen Jahrzehnte lang mit intrazelluldren NFTs
Uberleben. Die zytotoxischen Wirkungen sind vor allem fiir die 16slichen Tau-Formen beschrieben
worden. So wurde fir P-Tau und l6sliche TauOs, insbesondere fir Trimere, gezeigt, dass durch
Behinderungen des intrazellularen Transports und Erhohung der intrazelluldren Calcium-
konzentration gravierende zytotoxische Effekte bestehen.*>'2° Dije fortschreitenden
pathologischen Veranderungen, die im Zusammenhang mit diesen beobachtet werden, und das
Entstehen von NFT-Ldsionen sind wesentlich enger mit der Progression und der symptomatischen
Entwicklung der AD verbunden als die Lokalisation und Auspragung von B-APs.?® BRAAK beschreibt
fiir die Ausbreitung von NFTs im ZNS sechs Stadien. Die Tau-Pathogenese beginnt dabei mit dem
Entstehen von TauOs und spater auch NFTs in Neuronen des Stammhirns mit besonderer Kon-
zentration im Locus caeruleus und setzt sich mit einer Ausbreitung in der gesamten
transentorhinalen Region und in Teilbereichen des Hippocampus fort (Stadium I-Il). In Stadium IlI
und IV werden zusatzlich NFTs in der entorhinalen Region, dem gesamten Hippocampus und der
Amygdala sowie im medialen und basalen Bereich der neokortikalen Temporallappen und des
Frontallappen beobachtet. SchlieRlich sind dann in den Stadien V und VI fast alle Bereiche der
GroRhirnrinde betroffen.254312! Erst in diesen spaten Stadien erfolgt normalerweise die Diagnose
von AD mit den bekannten Symptomen. Zu geringen kognitiven Beschwerden, wie sie bei der

MCI beobachtet werden, kann es aber schon in Stadium 1l bis IV kommen.?® Wurde anfanglich
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vermutet, dass diese Verbreitung der NFTs nur mit der unterschiedlichen Anfilligkeit der
jeweiligen Hirnbereiche zusammenhangt, konnte inzwischen festgestellt werden, dass
aggregiertes P-Tau Zell-zu-Zell-Transportprozessen unterliegt. Ahnlich wie Prionen kénnen diese
ihre fehlerhafte Konformation und Aggregation auf Proteine der Zielzelle Ubertragen.'®? Diese
neuen Eigenschaften werfen neue Fragen bezlglich der Genese der AD auf, stellen aber auch ein

neues, interessantes Target dar.

1.3.3 Therapieansatze

Wahrend die letztgenannte Therapieoption eher eine Zukunftsvision ist, werden gegen Tau
gerichtete Methoden der aktiven und passiven Immunisierung schon lange untersucht. Hier ist,
wie bei den gegen B-Amyloid gerichteten Immunotherapien, die Wahl des Epitops von ent-
scheidender Bedeutung. Als Beispiel fiir die aktive Immunisierung sei der gegen das DC8E8-Epitop
(Tau-Protein-Sequenz AS 294-305) gerichtete Impfstoff AADvacl (AXON NEUROSCIENCE SE) genannt,
der seine klinische Phase II-Studie im Juni 2019 erfolgreich beendete.'?'% |n dieser konnte er
nicht nur ein glinstiges Nebenwirkungsprofil und eine Immunisierungsrate von etwa 80 Prozent
nachweisen, sondern auch in einer Subgruppenanalyse eine geringe Verbesserung von kognitiven
Testscores gegeniiber Placebo bei jiingeren Teilnehmern registriert werden.'?® Zagontenemab
(Eu LiLLy & Co) und Gosuranemab (BIOGEN, BRISTOL-MYERS SQUIBB) sind Beispiele fir Antikorper fur
die passive Immunisierung. Zagotenemab ist ein gegen ein konformatives Epitop, dessen primare
AS-Sequenz sich im N-Terminus des Tau-Proteins befindet, gerichteter IgG4-Antikdrper.??* Derzeit
wird seine Effektivitat in einer Phase Il-Studie Uberpriift.!?®> Der IgG4-Antikdrper Gosuranemab
richtet sich gegen Tau-Protein-Fragmente, die urspriinglich aus pluripotenten Stammzellen von
Patienten mit einer vererbbaren Form von EOAD gewonnen worden waren.?*126 Trotz
Misserfolgen bei anderen mit Tau-assoziierten Erkrankungen, wie der progressiven
supranukledren Blickparese, wird seine Effektivitdt derzeit in einer Phase Il-Studie ergriindet, die
voraussichtlich 2024 beendet wird.'” Der bisher als einziger in klinischen Studien der Phase Il
untersuchte Wirkstoff hat einen géanzlich anderen Wirkmechanismus. LMTM (TAURX
THERAPEUTICS LTD), dessen vollstindiger chemische Bezeichnung Leuco-Methylthioninium
Bis(hydromethansulfonat) lautet, ist ein Methylenblau-Derivat.!?® Es soll Tau-Tau-Interaktionen
unterbinden und kann dadurch, wie im Tiermodell nachgewiesen, nicht nur die Aggregation von
P-Tau verhindern, sondern teilweise auch PHFs auflésen und damit deren Abbau durch
Proteasome begiinstigen.'?® Die bisherigen zwei Phase lll-Studien erreichten zwar nicht ihre
jeweiligen primaren Endpunkte, jedoch konnte in Subgruppenanalysen positive Effekte fiir eine
Monotherapie mit 100 Milligramm LMTM pro Tag und fir eine Add-On Therapie mit
4 Milligramm LMTM pro Tag beobachtet werden.1?13 |n einer neuen Studie soll das Potential
der geringen taglichen Dosis nun niher untersucht werden. 3! Bei der Betrachtung der Toxizitat
von P-Tau, muss aber vielleicht schon friiher in die Pathologie eingegriffen werden.'*® Effektiv
ware hier eine Hemmung der Phosphorylierung der entsprechend verantwortlichen

Proteinkinasen.
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1.4 Proteinkinasen

Die Funktion der Proteinkinasen liegt in der Katalyse der Ubertragung von y-Phosphorylgruppen
von Adenin- oder in selteneren Fallen auch Guanosintriphosphat auf die nukleophile Gruppe
einer AS eines Zielproteins. Das menschliche Genom kodiert fir 518 verschiedene Kinasen, die
somit einen Gesamtanteil am Erbgut von 1,7 Prozent aufweisen.’® Es ist daher nicht
verwunderlich, dass einer so groflen Superenzymfamilie eine entscheidende Bedeutung im
menschlichen Stoffwechsel zukommt. Verdanderungen der Proteinphosphorylierung betreffen fast
50 Prozent der Zellproteine und haben Auswirkung auf deren Konformation und Aktivitat.'*3
Dadurch werden wichtige Prozesse wie Zellwachstum, -differenzierung, -metabolismus und
Apoptose beeinflusst.’3 Stérungen dieser Phosphorylierung sind daher mit der Pathogenese
zahlreicher Erkrankungen wie Asthma, verschiedenen malignen Neoplasien, Autoimmun-
krankheiten sowie kardiovaskuldren Erkrankungen verkniipft.’** Man geht daher davon aus, dass
bis zu einem Drittel der derzeitigen Wirkstoffforschung die Beeinflussung von Proteinkinasen zum
Ziel hat.’3? |hre Unterteilung kann nach der jeweiligen von ihnen phosphorylierten AS vor-
genommen werden. So existieren 385 Serin/Threonin-Kinasen, die aliphatische Hydroxygruppen
phosphorylieren, und 90 Tyrosinkinasen, die aromatische Hydroxygruppen derivatisieren.
Zusatzlich wurden noch 43 Kinasen der uneinheitlichen Gruppe der Tyrosin-kinase like enzymes
zugeordnet, die zwar eine Sequenzahnlichkeit mit den Tyrosinkinasen aufweisen, aber unter
denen sowohl Kinasen mit Serin/Threonin-Spezifitdt als auch mit Tyrosin-Spezifitdt vor-

kommen.13®

Allen Proteinkinasen gemeinsam ist ein hoch konservierter Kern aus etwa 250 AS, der das aktive
Zentrum umgibt und bildet.’*® Dieser wird aus einer kurzen N-terminalen und einer ldngeren
C-terminalen Domédne gebildet. Die N-terminale Domdidne weist vorwiegend eine
B-Faltblattstruktur mit fiinf antiparallel geordneten Abschnitten (B1-B5) auf. Zusatzlich befindet
sich ein aC-helikaler Abschnitt an dessen Ende, der variable Konformationen annehmen kann, die
die Aktivitidt des Enzyms entscheidend beeinflussen.’** 3¢ Es sind mehrere Konformationen dieser
Substruktur moglich, aber allgemein wird zwischen der aktivitidtsbegilinstigenden aC-Helixi,- und
der desaktivierenden aC-Helixou-Stellung unterschieden 32134137 Acht a-helikale Abschnitte (aD-
al, aEF1, aEF2) sind prdgend fiir einen GrofRteil der Sekundarstruktur der C-terminalen Domaéne.
Diese beinhaltet aber auch noch vier kurze B-Faltblattabschnitte (B6-B9).13* Der Spalt zwischen
den beiden Domanen bildet das eigentliche aktive Zentrum des Enzyms. In der aktiven
Konformation wird hier das an der Reaktion beteiligte Adenosintriphosphat (ATP) gebunden. Der
Adenin-Grundkoérper wechselwirkt dabei mittels zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit der 46.
und 48. AS der Scharnierregion (hinge), dem Segment, das die beiden Domanen miteinander
verbindet.!®® Zusatzlich geht er wichtige hydrophobe Wechselwirkungen mit einer glycinreichen
Schleife der N-terminalen Domine ein.'** Beide zusammen bilden die Adenin-Bindungsregion.!%®
Weitere wichtige Elemente der Bindetasche bilden die katalytische Schleife und das DFG-Motiv.

Letzteres ist als konservierte Wiederholungssequenz von Asparaginsdure (Asp, D), Phenylalanin
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(Phe, F) und Glycin (Gly, G) und Teil des Aktivierungssegments definiert. Die Katalytische Schleife
und das DFG-Motiv koordinieren jeweils ein in der Bindungstasche inkorporiertes
Magnesium-lon. Dieses positiv geladene lon dient der Bindung der negativen Phosphat-Reste des
ATPs (Phosphat-Bindungsregion).3*%° Ein wichtiger Bestandteil der Bindetasche sind auch polare
Reste und das Rickgrat (Backbone) von AS der C-terminalen Domane. Hier sind vor allem solche
hervorzuheben die in der Zuckerbindungsregion mit der Ribose des ATPs interagieren (z. B.
Prolin 27).2% An der Bindung des ATPs nicht beteiligt und weniger stark konserviert sind die
hydrophoben Taschen, die sich in verschiedenen Abschnitten des aktiven Zentrums befinden. Im
vorderen Bereich, der sogenannten Losungsmittel-exponierten-Region, befinden sich zwei
sogenannte front pockets (FP-1 und FP-II). FP-I liegt dabei zwischen dem DFG-Motiv und zur
Enzymoberflache ausgerichteten Abschnitten und FP-1l wird als eine Kavitat zwischen der glycin-
reichen Schleife und dem B3-Abschnitt definiert.’*® Die Form und Auspragung der hinteren
hydrophoben Taschen (back pockets) variiert mit der Konformation des Enzyms.'3*38 Vor allem
konformative Anderungen des DFG-Motivs sind hierfiir relevant.*3® Ahnlich wie bei der aC-Helix
wird hierbei zwischen einer aktivierenden DFGi,- und einer desaktivierenden
DFGou-Konformation unterschieden.31371% Qb die hydrophoben Taschen lberhaupt fir
potentielle Inhibitoren zuganglich sind, hdngt auch von dem sogenannten Tirsteherrest
(gatekeeper residue) ab. Diese AS befindet sich in der Primarstruktur angrenzend an die Hinge-
Region im B5-Abschnitt der N-terminalen Domane. Je nachdem, ob es eine sterisch anspruchs-
volle AS, wie Phenylalanin oder Leucin (Leu, L) ist, oder um eine AS mit einem wenig
raumfordernden Rest, wie Glycin oder Threonin (Thr, T), sind die back pockets verschlossen oder
zuginglich.'*! Die Besetzung solcher gering konservierten pockets spielt eine entscheidende Rolle
fir die Entwicklung von Inhibitoren, die selektiv fiir einzelne fiir die jeweilige Pathologie

relevante Kinasen sind.*%®

1.4.1 Mit AD assoziierte Tau-Proteinkinasen

Wie bereits erwdhnt, ist nicht eine Kinase allein fiir die physiologischen und pathologischen
Phosphorylierungen des Tau-Proteins verantwortlich, sonderen mehrere.’*? Generell wird diese
Vielzahl an Kinasen, die in der Lage sind das Tau-Protein zu phosphorylieren, in drei Gruppen
unterteilt. Die erste Gruppe sind die prolin-gerichteten Serin/Threonin-Proteinkinasen. Deren
Kinasen phosphorylieren nur Serin und Threonin-Reste, denen ein Prolin (Pro, P) in der AS-
Sequenz folgt. Zu ihnen zdhlen zum Beispiel die Subtypen der Cyklin-abhdngigen Kinasen (cycline
dependent kinases, CDK), der Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3) und der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK). Nicht-prolin-gerichtete Serin/Threonin-Proteinkinasen stellen die zweite
Gruppe der tau-phosphorylierenden Proteinkinasen dar. Die von diesen katalysierte
Phosphorylierung ist unabhangig vom zuvor beschriebenen S/TP-Motiv. Beispiele flr Vertreter
dieser Gruppe sind die Subtypen der Tau-Tubulin-Kinasen (TTBK), der Proteinkinasen A (PKA) und
der Casein-Kinasen (CK). Die dritte Gruppe wird von den Tyrosin-Proteinkinasen gebildet. Als

Beispiele seien hier Vertreter der Src-Familie-Kinasen (SFK), wie die Fyn-Kinase und
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c-Abl-Kinasen, aufgefiihrt.13%1%3 Bei einer solchen Vielzahl an Kinasen ist eine Stratifizierung der
Bedeutung der jeweiligen Kinasen fir die Tau-Pathogenese wichtig, um sinnvolle
Arzneistoff-Targets zu deklarieren. Eine Studie von CAVALLINI et al., die pathologische mit
physiologischen Phosphorylierungen sowie die Gesamtzahl der Phosphorylierungen ins Verhaltnis
gesetzt hat, konnte einige Proteinkinasen als besonders signifikant flr die Pathogenese

ausmachen.'* Diese sowie einige weitere werden im Folgenden niher betrachtet.

1.41.1 Glycogensynthase-Kinase 3

Die erste Proteinkinase, die CAVALLINI et al. sowie auch viele weitere Untersuchungen als hoch-
relevant fir die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins einstufen, ist die
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3).2421% Eine Phosphorylierung des Tau-Proteins durch diese ist
an 42 Stellen nachgewiesen, darunter 29 Stellen, die bei AD-Erkrankten beobachtet werden
konnten. Eine besonders pathologisch relevante Stelle ist zum Beispiel Ser262.1* Die
physiologische Bedeutung von GSK3 liegt aber weder nur in der Phosphorylierung von Tau, noch
in der namensgebenden Phosphorylierung von Glykogensynthasen. Inzwischen konnten etwa
100 Substrate der GSK3 identifiziert werden und damit eine Beteiligung an zahlreichen
physiologischen Prozessen.}* Bei der Kontrolle des Zellzykluses, der embryonalen Entwicklung,
des Immunsystems und der Gedachtnisbildung spielt die Aktivitdit von GSK3 eine essentielle
Rolle.!®® Seine Dysregulation kann aber somit auch zur Pathogenese zahlreicher Erkrankungen
beitragen. Dies wird nicht nur bei AD postuliert, sondern auch bei Epilepsie, Schizophrenie, der
Parkinson-Krankheit und einigen Krebserkrankungen.'*#1% Die Beteiligung an der Pathogenese
von AD ist hochstwahrscheinlich komplexer als urspriinglich angenommen. Die Konzentration
von GSK3 im ZNS von AD-Patienten ist, verglichen mit einer gleichaltrigen Kontrollgruppe, erhéht.
Diese Erhohung korreliert aber nicht nur mit einer wachsenden Anzahl an NFTs in den Hirn-
arealen der Betroffenen, sondern auch mit einer vermehrten Phosphorylierung von NMDARs.**
Dabei wird die Reizschwelle dieser AD-relevanten Rezeptoren durch diese Modifikation gesenkt.
Zusatzlich wurde auch eine Phosphorylierung von APP durch GSK3 nachgewiesen, was dessen
Einbau in die Zellmembran und den Abbau durch Sekretasen férdert.'*® Das somit vermehrt ent-
stehende AB-Peptid bewirkt wiederum eine vermehrte Aktivierung der GSK3.1*® Die Kinase ist

somit sowohl mit der B-Amyloid- als auch mit der Tau-Pathologie verknipft.

Das menschliche Genom kodiert fiir zwei unterschiedliche Isozyme der Proteinkinase, GSK3a und
GSK3B. Auch wenn die Aminosdurensequenz der beiden Formen zu 85 Prozent homolog ist und
in Bereichen des aktiven Zentrums sogar zu 98 Prozent Ubereinstimmt, unterscheiden sie sich in
Funktion und Lokalisation voneinander.!*” Es konnte zum Beispiel demonstriert werden, dass
transgene GSK3B-Knockout-Méause nicht lebensfdhig sind, wahrend GSK3a-Knockout-Mause,
auBer eine bei Minnchen auftretende Unfruchtbarkeit, keine Auffilligkeiten zeigten.'#
AulRerdem konnten im Substratspektrum der Isozyme Abweichungen voneinander festgestellt
werden.*> Was die Verteilung angeht, so kommen beide Isozyme ubiquitdr im Kérper vor, mit
einer besonders hohen Konzentration im ZNS. Hierbei ist die Expression von GSK3a vor allem im
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Cerebellum, Hippocampus, Striatum und zerebralen Kortex ausgepragt, wahrend GSK3p in fast
allen Hirnbereichen exprimiert wird.’®® Auch wenn die Forschung sich lange auf eine filhrende
Rolle der GSK3pB beziiglich der AD-Pathologie fokussierte, zeigen neuere Studien, das beide
Isozyme an dieser beteiligt sind.*®'*° Von GSK3B werden durch alternatives SpleiRen des
Exons 8A zusatzlich die Isoformen 1 und B2 gebildet. GSK3B2 ist dabei die um 13 AS kiirzere und
mit 15 Prozent Anteil am gesamten GSK3[B auch die seltenere Form. Sie wird ausschlieBlich im
Soma von Neuronen exprimiert und ist weniger stark mit der Hyperphosphorylierung des

Tau-Proteins assoziiert.*?

Im Unterschied zu anderen Kinasen weist GSK3 auch in Zellen, die im Zellzyklus arretiert sind,
eine konstitutive Aktivitat auf. Im Gegenteil zu den meisten anderen Kinasen wird GSK3 bei
Aktivierung verschiedener wichtiger Signalwege, wie dem Pi3K/Akt- und dem Whnt-Sighalweg,
gehemmt.!* Diese Hemmung erfolgt durch eine Phosphorylierung von Ser21 im Falle von GSK3a
und Ser9 bei GSK3B. Die so modifizierten AS befinden sich in einem kurzen relativ mobilen
N-terminalen Abschnitt. Dieser besetzt in der Folge das aktive Zentrum der GSK3 und hemmt als
Pseudosubstrat kompetitiv die Kinasefunktion.!* Eine Aktivierung der GSK3 erfolgt hingegen
durch verschiedene Tyrosinkinasen, die Tyr279 bei GSK3a und Tyr216 bei GSK3pB
phosphorylieren.*” Die GSK3 phosphoryliert in der Regel nur Substrate, die bereits zuvor durch
andere Kinasen eine Phosphorylierung erfahren haben. Der Abstand zwischen bereits
modifizierter AS und der Ziel-AS besteht dabei in der Regel aus drei beliebigen AS. Zusammen mit
dem bereits beschriebenen S/TP-Motiv enthédlt das Zielprotein in der Regel also folgende
Sequenz: S/T-X-X-X-S/T-P (X = Beliebige AS). In den wenigen Fillen, in denen die GSK3 mit nicht
vorab phosphorylierte Substraten reagiert, enthalten diese oft ein dhnliches Motiv. Bei diesem ist
dann aber das vorab zu phosphorylierende Ser oder Thr durch eine saure AS ersetzt, die die

t 145

Phosphatgruppe nachahm

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die potentiellen Inhibitoren auf ihre Aktivitdt gegen GSK3f
Uberprift. Von einer zusatzlichen Testung gegen GSK3a wurde auf Grund der hohen Homologie

des aktiven Zentrums, das durch die Inhibitoren besetzt werden soll, abgesehen.**®

1.4.1.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Die Gruppe dieser prolin-gerichteten Serin/Threonin-Proteinkinasen ist ebenfalls eng mit der
AD-Pathogenese verkniipft.1¥#14® Sje teilen mit der GSK3 ein sehr komplexes Spektrum an
Aufgaben. So sind sie an der Kontrolle von nahezu jeglicher Zellfunktion beteiligt, ob Zell-
metabolismus, -proliferation, -differenzierung oder Apoptose. Gerade beim programmierten Zell-
tod sind sie von entscheidender Bedeutung, was sie auch zu einem interessanten Target in der
Behandlung von malignen Tumoren macht.?>® Auch an der Entstehung der Parkinson-Krankheit,
Chorea Huntington und der amyotrophen Lateralsklerose sind Dysregulationen dieser Protein-
kinasen beteiligt.’>>15® |hre Wirkung vermitteln die MAPK Uber die Phosphatiibertragung auf

zahlreiche Substrate wie Zytokine, Transkriptionsfaktoren und auch weitere Proteinkinasen
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(MAPK-aktivierte Proteinkinasen).’®>'>* Im Gegenteil zu GSK3 sind die gemeinen MAPK aber nicht
konstitutiv in ruhenden Zellen aktiv, sondern werden durch eine aus mindestens zwei weiteren
Proteinkinasen zusammengesetzte Signalkaskade aktiviert. In der Regel setzt sich eine solche
Kaskade wie folgt zusammen. Die MAPK wird von einer MAPK-Kinase (MAP2K) durch
Phosphorylierung aktiviert, die wiederum selber zuvor von einer MAP2K Kinase aktiviert
wurde.?? Die Phosphorylierung der MAPK erfolgt an einem konservierten Thr-X-Tyr-Motiv, inner-
halb dessen beide spezifizierten AS phosphoryliert werden miissen, um die Proteinkinase zu

aktivieren.®™

Bisher konnte von den MAPK fiir die Subgruppen der der C-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK),
Extracellular signal-regulated kinases (ERK) und der p38-MAPK (p38) signifikante Verbindungen
zur Alzheimer-Pathologie unter Beweis gestellt werden.'® Auf zwei von diesen, die bereits im
Zusammenhang mit unseren Zielverbindungen untersucht worden sind, soll im Folgenden naher

eingegangen werden.
c-Jun-N-terminale Kinase (JNK)

Die Dysregulation der JNK wird heute als Schlisselelement in der Pathogenese von AD
angesehen. Die vor Uber 20 Jahren entdeckte Kinase, hat vor allem (ber ihre stressinduzierte
Einleitung der Apoptose schon friih das Interesse der Forschung geweckt. Inzwischen wurden die
Gensequenzen MAPK8, MAPK9 und MAPK10 identifiziert, die fur die drei Subtypen JNK1, JNK2
und JNK3 kodieren. Durch alternatives SpleiBen werden von diesen insgesamt zehn Isoformen
gebildet.’® JNK1 und 2 werden fast im gesamten menschlichen Kérper exprimiert und sind
besonders entscheidend bei der embryonalen Ausbildung des Nervensystems und der Kontrolle
des Immunsystems. JNK3 hingegen wird vorwiegend in den Neuronen des ZNS exprimiert, wo es
unter physiologischen Bedingungen vor allem wichtig fiir die neuronale Plastizitat, das Neuriten-

wachstum und die Gedachtnisbildung tiber Langzeitpotenzierung ist.1>>17

Wie flr MAPK Ublich ist JNK Teil einer Signalkaskade, die dessen Aktivierung kontrolliert. Die
Kinasen, die an dieser beteiligt sind, liegen hierbei an Gerlistproteine (JNK interacting proteins,
JIPs) gebunden vor. Diese JIPs dienen als aktivierende Proteine zweiter Ordnung. Das heilt sie
tragen durch Wechselwirkungen mit aktivierenden Proteinen erster Ordnung (MAP3K, MAP2K)
zur zweifachen Phosphorylierung der JNK bei. Dieser Zusammenschluss wird insgesamt als
INK-Aktivierungs-Komplex bezeichnet.'® Extrazelluldre Signale, die zum Beispiel iber membran-
standige Rezeptoren erfasst werden, kénnen durch diesen Komplex nun zur Aktivierung von JNK
fliihren. Hierbei handelt es sich oft um stressbedingte Stimuli. So fihren zum Beispiel
DNS-Schaden, UV-Strahlung, Pathogene, reaktive Sauerstoffspezies, inflammatorische Zytokine
oder niedrige Kaliumspiegel, aber auch AB-Peptide die Aktivierung der JNK einleiten. %1% Ein
erhohter oxidativen Stress, erhohte AB-Spiegel und Zellschadigungen sind fir die
AD-Pathogenese beschrieben.'®%%! Dje aktive JNK phosphoryliert in der Folge Transkriptions-

faktoren wie das namensgebende c-Jun und Proteine wie Bcl-2-like-protein11 und
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Bcl-2-modifying-factor, die fir die Einleitung der Apoptose von entscheidender Bedeutung
sind.’>> AuRedem sind im Kontext der AD-Pathogenese auch das APP und das Tau-Protein als
relevante Substrate der JNK zu nennen.®? Die Phosphorylierung von APP, die vorwiegend an
Thr668 beobachtet wird, geht dabei mit einer erhohten Prozessierung des Vorlauferproteins
durch BACE1 einher und fiihrt damit zu einer erhéhten Bildung von AB.1%* Das Tau-Protein wird
von JNK an zwolf Stellen phosphoryliert, die allesamt auch phosphoryliert im P-Tau von
AD-Patienten nachgewiesen werden konnten.'®® Zusitzlich konnten bei Hirnautopsien von
AD-Patienten erhdhte Aktivitaten von JNK nachgewiesen werden, vor allem in NFTs. Dort
sammelt sich die JNK zusammen mit P-Tau an.’®>%2 Dje Auswirkungen der JNK-Hyperaktivitit
scheinen daher von groRer Bedeutung fiir die Ausbildung der AD-Pathologie zu sein. Daher
wurden im Rahmen dieser Dissertation einige Verbindungen auf ihre inhibitorische Aktivitat

gegen JNK3 hin Gberprift.
Extracellular signal-regulated kinase (ERK)

Wie der Name dieser Kinasegruppe bereits verrat wird ihre Aktivitdt Gber das Vorhandensein
extrazellularer Reize gesteuert, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren oder Stressfaktoren wie
reaktive Sauerstoffspezies.'®® Vergleichbar mit JNK werden diese Signale zunichst iber
membranstdndige Rezeptoren, oft G-Protein gekoppelte Rezeptoren, registriert und Uber die
Signalkaskade weitergeleitet. Diese wird hier von der Ras-aktivierten Kinase (Raf) als MAP3K und
den MAPK/ERK-Kinasen 1 und 2 (MEK 1, MEK 2) als MAP2K vervollstindigt.’®® Von ERK selbst
unterscheidet man mehrere Isoformen, von denen ERK 1 und 2 die am besten untersuchten sind.
Beide Isoformen kommen ubiquitdr im menschlichen Kérper vor. lhre AS-Sequenz weist eine
Gesamtibereinstimmung von 83 Prozent Prozent auf.}*31% ERK1 und 2 sind an der Umsetzung
von etwa 200 Substraten und an nahezu allen bereits fiir die MAPK beschriebenen Zellprozesse
beteiligt. Im Gegensatz zu p38 und JNK wurde einer ERK-Aktivierung lange Zeit eine das Zell-
Uberleben fordernde Wirkung nachgesagt. Inzwischen weisen Studien aber darauf hin, dass auch

eine ERK1/2-Aktivierung eine Einleitung der Apoptose bedingen kann.1®

Betreffend der Modifikation des Tau-Proteins, konnten 16 verschiedene durch ERK1/2
katalysierte Phosphorylierungen nachgewiesen werden, von denen 15 mit AD assoziiert sind.'*?
Weiterhin korreliert die Konzentration beider Isozyme in den einzelnen Hirnarealen mit den
Braak-Stadien der Tau-Pathogenese bzw. geht ihnen sogar ein Anstieg voraus.’®” Auch
Zusammenhdnge mit der B-Amyloid-Hypothese konnten festgestellt werden. Verschiedene
in vitro-Untersuchungen an Neuroblastoma-Zellen konnten zeigen, dass eine erhohte

ERK-Aktivitat partial fiir die AB-induzierte Neurotoxizitit verantwortlich ist.1681%9

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden ausgewahlte Verbindungen auf ihre inhibitorische

Aktivitat gegen ERK2 hin Gberpruft.
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1.4.1.3 Cyclin-abhdngige Kinase

Die Cylin-abhangigen Kinasen (CDK) sind eine weitere besondere Gruppe von
Serin/Threonin-Proteinkinasen, von der einige Subtypen eine Relevanz flr die Ausbildung der AD
aufweisen.'®® Insgesamt existieren 21 identifizierte CDK-Subtypen, die sich teilweise betrachtlich
in GréRe, Substratspektrum und Lokalisation unterscheiden.’®'’! Charakteristisch und namens-
gebend fir diese Kinasen ist die Interaktion mit Cyclinen. Diese Proteinfamilie, zu der etwa
30 Proteine mit vergleichsweise geringer Homologie gezahlt werden, bindet als regulatorische
Subgruppe an einen GroRteil der CDKs. In den meisten Fallen sind sie eine zwingende Voraus-
setzung fiir die Aktivierung der Proteinkinase. Diese Bindung kommt Uber hydrophobe Wechsel-
wirkungen zwischen cyclin box foldes (CBF), den aus finf a-Helices zusammengesetzten,
konservierten Bindungsmotiven der Cycline, und der Cyclin-Bindungs-Doméanen (CBD) der CDKs
zustande. Letztere ist gekennzeichnet durch eine groRe a-Helix, die von Teilen der N-terminalen
Doméne gebildet und als aC-Helix bezeichnet wird.'”? Im Regelfall fiihrt die Interaktion mit dem
Cyclin zur Freilegung des aktiven Zentrums und eines wichtigen Strukturelements, welches als
T-Schleife (T-loop) bezeichnet wird. Sie ist Teil des Aktivierungssegments und enthalt mit Thr160
(Nummerierung nach CDK2) eine fiir die Aktivierung essentielle Phosphorylierungsstelle.'’® Diese
wird von einem aus CDK7, Cyclin H und dem CAK-assembly-factor MAT1 zusammengesetzten
CDK-aktivierenden-Kinase-Komplex (CAK-Komplex) phosphoryliert, was die aktive Konformation
des Enzyms stabilisiert.’*1”3 Wichtig ist, dass die CDKs nicht nur wie andere Proteinkinasen tber
regulatorische Phosphorylierungen, wie an Thr14 und Thrl5 (Nummerierung nach CDK2) inner-
halb der glycinreichen Schleife, sondern auch durch korpereigene Inhibitoren gehemmt werden
konnen. Solche kleinen Proteine, wie die Inhibitoren der Cip/Kip-Familie oder INK4 (INhibitors of
CDK4), wechselwirken mit den nicht an Cyclin gebundenen CDKs. Sie induzieren eine
Konformationsdnderung innerhalb des aktiven Zentrums der CDKs. Dadurch stabilisieren sie den

inaktiven Zustand des Enzyms.173174

Der Grofdteil der CDK lasst sich anhand seiner jeweiligen Funktion einer von zwei Gruppen
zuteilen. Auf der einen Seite steht hierbei die Untergruppe der den Zellzyklus kontrollierenden
Proteinkinasen mit CDK1, 2, 4 und 6. Diese Subtypen regulieren den Eintritt der Zelle in die
verschiedenen Phasen des Zellzykluses und kénnen mit mehreren Cyclinen wechselwirken.’%173
Dysregulationen dieser Enzyme sind oft mit der Entstehung von malignen Neoplasien
verbunden.”® Auf der anderen Seite steht die Untergruppe der die Transkription beeinflussenden
Proteinkinasen mit CDK7, 8, 9, 12 und 13, die nur mit einem Cyclin interagieren kénnen.'7+173
Durch Phosphorylierungen innerhalb sich wiederholender Heptadenmuster in der C-terminalen
Doméane der RNS-Polymerase Il modifizieren sie die Gentranskription.}”® CDK7 hat als Teil des
CAK-Komplexes mit der Aktivierung anderer CDKs noch eine zweite wichtige Funktion.”®> Andere
Subtypen haben speziellere Aufgaben. Wichtig fir die Entstehung von AD ist in vor allem CDKS5.
Besonders an diesem Subtyp ist unter anderem, dass er nicht nur durch Zusammenlagerung mit

Cyclinen (Cyclin 1), sondern auch durch die Anlagerung der Proteine p35 und p39 aktiviert werden
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kann.'”” Eine Spaltung dieser beiden Proteine durch Calpaine zu p25 bzw. p29, die noch stirker
an CDKS5 binden, kann eine Uberaktivitit der Proteinkinase bedingen. CDK5 wird in besonderem
Male in postmytotischen Nervenzellen des ZNS ausgebildet und beeinflusst dort verschiedene
neuronale Prozesse wie Gedachtnisbildung, Lernen und Schmerzempfinden. Dies geschieht im
Wesentlichen durch die Beeinflussung des Zytoskeletts der Neuronen, unter anderem durch die
Phosphorylierung von Aktin-Filamenten und Tau-Proteinen.?””1’8 Bisher konnten elf verschiedene
durch CDKS5 katalysierte Phosphorylierungen des Tau-Proteins nachgewiesen werden. Davon
wurden auch alle im P-Tau von AD-Erkrankten nachgewiesen. Einige davon beglinstgen weitere
Phosphorylierungen des Tau-Proteins durch GSK3 (siehe Abschnitt 1.4.1.1).2** Im Tierversuch
fihrte ein Ausschalten der CDK5-Expression teilweise zu einer Rickbildung der Hyper-
phosphorylierung von P-Tau und zu einer verringerten Zahl an NFTs im Hippocampus.?”® Ebenso
wie JNK ist die CDKS5 in der Lage Thr668 des APP zu phosphorylieren und somit die AB-Produktion
zu erhdhen (siehe Abschnitt 1.4.1.2).17 Weiterhin ist es in der Lage durch Phosphorylierungen
von Presenilin | die Aktivitat der y-Sekretase zu erhdéhen, was ebenfalls die Entstehung von AR
fordert. Diese Peptide aktivieren wiederum Calpaine, die eine vermehrte Umsetzung von p35 und
p39 zu p25 und p29 katalysieren, was zur Hyperaktivitat von CDK5 fiihrt.® AuBerdem aktivieren
sie die ebenfalls AD-relevante CDK2. Das hat die Phosphorylierung von Thr212 und Ser396 des

Tau-Proteins zur Folge.!8!

Bei ausgereiften Neuronen handelt es sich in der Regel um im Zellzyklus Go arretierte Zellen. Das
bedeutet, dass keine Mitose und damit verbundene Prozesse in diesen stattfinden. Bei AD
werden jedoch bereits am Beginn der Pathogenese vermehrt Neuronen beobachtet, bei denen
Merkmale fortgeschrittenerer Phasen des Zellzyklus als der Go-Phase zu erkennen sind. 181827184
So konnten alle Phasen bis hin zur G2-Phase in AD-Neuronen identifiziert werden. Darlber hinaus
wurde aber kein Fortschreiten des Zellzykluses beobachtet, sondern stattdessen eine
zunehmende Apoptose derart fortgeschrittener Zellen.'®%18> Bei diesem Prozess konnte eine
erhohte Expression der Zellzyklus kontrollierenden CDKs beobachtet werden. Besonders CDK4 ist
hier hervorzuheben, da es bei Lokalisation im Nucleus durch die Aktivierung des
Retinoblastom-Proteins im Wesentlichen den Wiedereintritt der Zelle in den Zyklus der Mitose
bedingt.’® So mindert eine Verringerung der Expression von CDK4 AD bedingte zytotoxische
Effekte.’®* Die Uberexpression und Relokalisierung von CDK4 in den Nucleus kann wiederum auf
eine erhdhte Aktivierung von CDK5 zuriickgefiihrt werden.'®>!82 Dje Aktivierung und Uber-
expression von CDK1 im spateren Verlauf dieses abnormalen Zellzykluses ist mit einer erhéhten
Apoptose-Rate assoziiert. Diese vermittelt die Proteinkinase Uber eine Phosphorylierung des
proapoptotischen Bcl-2-Antagonist of Cell Death (BAD) und des Transkriptionsfaktors FOXO1.
Dieser verstarkt zusatzlich die Expression des proapoptotischen Gens Bim.?®%87 Eine Hemmung
der in Folge von oxidativem Stress vermehrt gebildeten CDK1 hatte eine messbare
Neuroprotektion zur Folge.'®” Als AD-relevante Kinasen lassen sich demzufolge CDK1, CDK2,

CDK4, CDK5 und CDK6 ausmachen.
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Fiir die Untersuchung der inhibitorischen Aktivitit der innerhalb dieser Doktorarbeit

entwickelten Verbindungen wurden die Proteinkinasen CDK1 und CDK2 ausgewahilt.

1.4.1.4 Tyrosinkinase Fyn

Die Tyrosinkinase Fyn gehort zu den Src-Familie Kinasen (SFK), die sich vor allem durch das Vor-
handensein von vier Src-Homologie-Domanen (SH-Doméanen) auszeichnet. SH1 bildet dabei die
Kinase-Domane mit dem aktiven Zentrum aus und ist vergleichsweise hochkonserviert.88 SH2
und SH3 interagieren mit verschiedensten Proteinen, was Konformitdt und Aktivitdt der
Tyrosinkinase beeinflusst.'89-191 SH3 zeigt dabei vor allem Affinitat zu PXXP-Motiven, wie sie zum
Beispiel in der prolinreichen Region des Tau-Proteins vorkommen.?®? Die am N-terminalen
Abschnitt gelegene SH4-Domane ist wiederum fiir die Verankerung der Kinase an Zellmembranen
notwendig. Gut 98 Prozent der intrazellulairen Fyn sind dabei an die sterol- und
sphingomyelindominierten Mikrodomanen gebunden, die als lipid rafts bezeichnet werden.!?
Die Anlagerung an diese lipophilen Bereiche wird Uber die Veresterung der Sulfhydryl-Gruppen
von C3 und C6 mit Palmitinsdure und die Myristoylierung von G2 erméglicht.’® Fiur die
59 Kilodalton schwere Proteinkinase kodiert das FYN-Gen auf Chromosom 6qg21. Durch
alternatives SpleiRen des Exons 7 werden drei verschiedene Isoformen des Enzyms gebildet.'*3
Fyn B ist die langste Isoform. Ihre Expression ist besonders im ZNS stark ausgepragt und damit
héchstwahrscheinlich am entscheidendsten fiir die AD-Pathogenese.'®*1%* Die zweitlangste
Isoform, die sich vor allem im Verbindungssegment zwischen SH1 und SH2 von Fyn B unter-
scheidet und deren héchste Konzentration in T-Zellen zu finden ist, wird als Fyn T bezeichnet.!%®
Zu guter Letzt ist noch die Fyn A7 zu nennen, die kiirzeste Isoform, bei der das komplette Exon 7
postranskriptional entfernt wurde. Sie konnte bisher nur in einigen Blutzellen nachgewiesen
werden.'% Die physiologische Funktion der Tyrosinkinase Fyn liegt vor allem in der Beeinflussung
des Immun- und des Nervensystems.'®® Durch ihre Beteiligung an der Stimulation und Signal-
transduktion des T-Zell-Rezeptors ist sie fiir eine funktionierende adaptive Immunabwehr
essentiell.? Im ZNS ist eine physiologische Fyn-Aktivitdt von entscheidender Bedeutung fur die
Entwicklung des Neocortex durch die Stimulation der neuronalen Migration Uber den
Reelin-Signalweg.'® Wichtig ist Fyn auch fir die Ausreifung von Oligodendrozyten und die damit
verbundene Ausbildung von Myelinscheiden der Neuronaxone.’®%1% AuRerdem spielt die Kinase
eine wichtige Rolle bei der neuronalen Plastizitdit durch Langzeitpotenzierung. Dafir wird
zumindest zum Teil die Steigerung der glutamatergen Neurotransmission durch
Phosphorylierungen der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2B verantwortlich gemacht.18919319
Zusatzlich werden GABAa-Rezeptoren durch die Proteinkinase in ihrer Aktivitdt beeinflusst, deren

Fehlen physiologische Hirnfunktionen beeintrichtigen kann, %1%

Aktivierung und Desaktivierung der Tyrosinkinase erfolgt Gber gezielte Phosphorylierung. Die in-
aktive Konformation, bei der weder das aktive Zentrum noch die SH3-Domane zuganglich sind,
kann durch eine Phosphorylierung von Y531 (Nummerierung nach Fyn B) stabilisiert werden.
Hingegen fiihrt die Ubertragung einer Phosphatgruppe auf Y420, das sich im Aktivierungs-
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segment des Enzyms befindet, zu einer Aktivierung der Kinasefunktion und der Freilegung der

SH3-Doméane. 189,193,199

Obwohl Fyn das Tau-Protein von fiinf méglichen Tyrosin-Resten nur an Y18 (Nummerierung auf
2N/4R bezogen) phosphoryliert, ist die Tyrosinkinase trotzdem &uRerst bedeutend fur die
AD-Pathologie.?®201 Zum einen interagiert Fyn zusitzlich mittels der SH3-Domine mit einem
PXXP-Motiv (P216-P219, Nummerierung bezogen auf Fyn B) des Tau-Proteins in der prolinreichen
Region.™! Diese Wechselwirkung hat einen Transport der Kinase in die proteinreiche Region der
Dendriten zur Folge, die als Postsynaptic density (PSD) bezeichnet wird.?®> Da
hyperphosphoryliertes Tau leichter vom Mikrotubulus dissoziiert und vom axonalen in
somatische und dendritische Bereiche diffundiert, konnte der typische Verlauf der
Tau-Pathologie mit einer vermehrten Fyn-Relokalisation einhergehen.?¥%2% |n der PSD dient Fyn
als Vermittler der Neurotoxizitit der extrazelluliren AB-Oligomere.'®*?2 Djese binden hoch-
spezifisch an das zelluldre Prionprotein (PrP¢).29%'%° Das extrazellulir membranverankerte
Glykoprotein aktiviert den G-Protein-gekoppelten, metabotropen Glutamt-Rezeptor 5 (mGIuR5),
der wiederum diese Aktivierung auf die intrazelluldre Fyn Gbertragt.1®2% Fyn ist dann in der Lage
zusammen mit dem Postsynaptic density protein 95 (PSD-95), wie bereits beschrieben, die
Aktivitat des NMDAR zu verstarken.'®194205 Eine Hyperaktivitit des Rezeptors fiihrt aber nicht
zur  erwinschten  Neuroplastizitit sondern vermittelt die Exzitotoxizitit (siehe
Abschnitt 1.1.1).582° AuRerdem konnten LI und GOTz zeigen, dass die AB-Oligomere auch noch
eine weitere Signalkaskade aktivieren, die aus Fyn, ERK und dem ribosomalen Protein S6
zusammengesetzt ist.?! In in vitro- und in vivo-Modellen fiihrte die Aktivierung dieser Signal-
kaskade zu einer erhohten lokalen Expression von Tau-Protein im somatodendritischen
Kompartiment der Neuronen.?! Die Tyrosinkinase Fyn bildet somit insgesamt ein wichtiges
Bindeglied zwischen der Neurotoxizitit der AB-Oligomere und der Tau-Pathologie.'%*202
Angesichts dieser Erkenntnisse ist es nicht verwunderlich, dass eine erhohte Expression der
Kinase im hAPP-Mausmodell zu einer Zunahme der AB-vermittelten Neurotoxizitat fihrte und
damit zu verstdrkten neuronalen Auffilligkeiten und zu verkirzten Lebenserwartungen.?®® Eine
Verminderung der Expression oder auch eine Hemmung der Tyrosinkinase hatte wiederum eine
deutliche Verminderung der AD-bedingten Neurodegeneration im Tiermodell zur Folge. Teilweise

konnte dadurch sogar das Erinnerungsvermogen partial wiederhergestellt werden,2°6297

Die Inhibition der Tyrosinkinase Fyn stellt daher einen interessanten Therapieansatz fiir die Be-
kdampfung der AD dar. Deshalb wurden die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Verbindungen
auf ihre inhibitorische Aktivitat gegen diese Kinase Uberprift. Auf bereits bekannte Inhibitoren

fiir die zuvor beschriebenen Proteinkinasen wird im folgenden Abschnitt eingegangen.

1.5 Inhibitoren von mit AD assoziierten Proteinkinasen

Die Hemmung von Proteinkinasen stellt bei ihrer vielfdltigen Beteiligung an zahlreichen
Stoffwechselprozessen in vielen Fallen eine sinnvolle Therapiestrategie dar. Aus diesem Grund
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wird in den letzten Jahren die Entwicklung von Proteinkinaseinhibitoren zur Behandlung von zahl-
reichen Krankheitsbildern erprobt.’®* Die meisten der bisher entwickelten Inhibitoren, sind
niedermolekular (Molekulargewicht < 600 Da) und werden daher auch als Small-molecule kinase
inhibitors (SMKI) bezeichnet.3*2%® Diese SMKIs werden in sieben verschiedene Klassen unter-
teilt.®” Ein GroRteil der SMKIs hemmt die jeweilige Proteinkinase lber Interaktionen mit der
ATP-Bindetasche. Diese grolRe Gruppe wird noch einmal danach unterteilt, ob der jeweilige
Inhibitor mit der aktiven Konformation (DFGi, und aC—Helixi,, Klassel) oder der inaktiven
Konformation (DFGoyt und aC—Helixou, Klasse IlI) der Proteinkinase wechselwirkt.'32% Eine
Verbindung der Kennzeichen der beiden vorherigen Klassen bildet die Klasse 1%, bei der der
Inhibitor zwar an eine nicht aktive Kinase bindet, bei der aber schon einige Strukturelemente ihre
aktive Konformation aufweisen (DFGi, und aC—Helixou).*”**! Die stark konservierte Natur des
aktiven Zentrums aller Proteinkinasen birgt sowohl Vorteile als auch Nachteile. Von Vorteil ist,
dass Aufbau und Struktur des aktiven Zentrums gut bekannt und wichtige Bindungsmotive fir
Inhibitoren bereits identifiziert worden sind.'3¥2%° So bilden fast alle bisher entwickelten,
kompetitiven Inhibitoren, wie Adenin, Wasserstoffbriickenbindungen (WBB) mit den AS der
Scharnierregion aus.**® Nachteilig ist jedoch, dass aufgrund der hohen Ahnlichkeit der aktiven
Zentren Spezifitat fur einzelne Familien von Proteinkinasen oft schwer zu erzielen ist. Dies hat oft
negative Auswirkungen auf das Nebenwirkungsprofil des Wirkstoffs.134208210 Dje Spezifitit kann
tiber das Besetzen der front und back pockets erhéht werden.!3® Die geringe Spezifitidt kann aller-
dings auch als Vorteil gesehen werden, da es so moglich ist, mehrere AD-relevante Kinasen
gleichzeitig zu hemmen. Dass so eine Multispezifitat realisierbar ist, zeigen die zur Behandlung
von verschiedenen Karzinomen zugelassenen Multikinaseinhibitoren Sorafenib (BAYER AG),

Cabozantinib (IPSEN PHARMA GMBH) und Sunitinib (PFizer).21212

Bei Klasse Ill und IV handelt es sich um allosterische Inhibitoren der Proteinkinasen, die sich
lediglich im Bereich, in dem sie auBerhalb des aktiven Zentrums binden, unterscheiden.’®” Eine
gezielte Hemmung einzelner Kinasesubtypen ist mithilfe der allosterischen Hemmung besser zu
erreichen, da Regionen aullerhalb des aktiven Zentrums eine geringere Homologie aufwei-
sen.2%8213 Dje neu eingefiihrten Klassen V und VI sind von speziellerer Natur. Klasse V bezeichnet
SMKIs, die mit zwei Uber einen synthetischen Linker verbundenen Pharmakophoren gleichzeitig
im aktiven Zentrum und an einer allosterischen Region binden.?'® Zur Klasse VI werden

Inhibitoren gezihlt, die kovalente Bindungen mit der zu hemmenden Proteinkinase eingehen. ¥’

1.5.1 GSK3-Inhibitoren

Lithium ist der erste Inhibitor, der bei der Hemmung von GSK3 zu nennen ist und stellt auch
gleich einen Sonderfall dar. Bei hohen Konzentrationen an Li*-lonen kann zwar eine direkte
Hemmung der Proteinkinase Uber die kompetitive Verdrangung von Magnesium aus dem aktiven
Zentrum beobachtet werden (ICso=2,5 mM), ein Grof3teil der Inhibition ist aber indirekter
Natur.}#’2%  So  wird GSK3 durch die lithiumbedingte Aktivierung der Akt-1
Serin/Threonin-Proteinkinase B (PKB), der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und durch die Auf-
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I6sung des B-Arrestin-Komplexes gehemmt, die eine Phosphorylierung der AS S9 und S21 zur
Folge haben.?’>"218 Erste klinische Studien zum Einsatz von Lithiumchlorid gegen AD scheiterten
aber daran, einen signifikanten Wirkungsnachweis fiir diese Medikation zu erbringen.?*® In einer
doppelverblindeten klinischen Studie zur Behandlung von MCI konnten allerdings verringerte,
zerebrale AD-spezifische Biomarker und eine geringere Rate beziglich der Weiterentwicklung
von MCI zu AD im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden.?? Eine weitere klinische
Studie lasst einen klinischen Nutzen fiir AD-Patienten bei der Langzeitgabe von Mikrodosen

(300 pg/Tag) Lithium vermuten.??

Was die direkte Hemmung der GSK3 angeht, haben sich einige spezifische Leitstrukturen heraus-
kristallisiert. Zu ihnen gehort zum Beispiel die Gruppe der Indirubine. Bei der Untersuchung des
traditionellen, chinesischen Arzneimittels Danggui Longhui Wan, das unter anderem gegen
Leukdmie verordnet wird, konnten diese Verbindungen erstmals als potente Inhibitoren der GSK3
und Vertretern der CDK-Familie identifiziert werden.??? Besonders die aus Bestandteilen von
Extrakten verschiedener Purpurschnecken abgeleiteten 6-Bromindirubin-3-oxime (6-BIO) zeigten
ausgezeichnete Hemmwirkung, gekoppelt mit guter Zellpermeabilitdt.??® Eine weitere
Derivatisierung durch Einflihrung hydrophiler Gruppen konnte einerseits die Zytotoxizitdt der
Verbindungen verringern und anderseits die Wasserldslichkeit erhéhen.?** Fiir die so entstan-
denen  Derivate, 6-Bromoindirubin-3-[O-(N,N-diethylcarbamyl)-oxim]  (6-BIDECO) und
6-Bromoindirubin-3-[0-(2-morpholin-1-ylethyl)-oximlhydrochlorid  (6-BIMYEO) konnte bei
in vitro-Versuchen bereits eine Verringerung von Tau-Phosphorylierung und Zellsterben
beobachtet werden.??®> Von der Gruppe der Oxindolchinazoline gelang es dem hochpotenten
Klasse I-Inhibitor AZD1080 (ASTRA ZENECA, Ki(GSK3B)=31nm) erfolgreich seine klinischen
Phase I-Studien abzuschlieRen.??®??” Trotz fehlender Anzeichen fiir derartige schwere un-
erwiinschte Arzneimittelwirkungen in Phase | der klinischen Testung musste die Phase Il-Studie
des Inhibitors aufgrund der Entwicklung von chronischer Cholecystitis im Tiermodell vorzeitig ab-
gebrochen werden.??’” Die Gruppe der Maleimide hat mit SB-216763 (ICso(GSK3B) =34 nm),
SB-415286 (ICso(GSK3B) =78 nm) und AR-A014418 (ICso(GSK3B) =104 nm) ebenfalls einige
potente Inhibitoren zu bieten.!*® Diese zeigten in verschiedenen Zellmodellen ebenfalls durch
eine verringerte GSK3-Aktivitdt neuroprotektive Effekte, welche aber nur teilweise bei

in vivo-Modellen reproduziert werden konnten.??8-231

Bei den meisten ATP-kompetitiven GSK3-Inhibitoren besteht das wesentliche Problem beim Er-
reichen von Selektivitat darin, eine gleichzeitige Inhibition von Enzymen der CDK-Familie auszu-
schlieRen.'®® So zeigt AZD1080 inhibitorische Aktivitdten im nano- bis mikromolaren Bereich fiir
CDK1, 2 und 5. Diese fallen zwar um den Faktor 14 (CDK5) bis 64 (CDK1) geringer aus als die
Aktivitdten gegen GSK3, eine Beeinflussung der CDKs ist so bei therapeutischen Spiegeln aber
nicht auszuschlieRen.??® AR-A014418 ist da wesentlich selektiver. Hier ist die Inhibition gegentiber
GSK3 fast um den Faktor 1000 stirker als gegeniiber CDK5.** Zum Vergleich sei auch noch
6-BIDECO genannt, bei dem einer ICso(GSK3B) = 0,03 Mikromol einer 1Cso(CDK5) = 10 Mikromol
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gegeniibersteht.?”> Bei den beiden Letztgenannten kann schon im Gegensatz zu AZD1080 bei

therapeutischen Wirkstoffkonzentrationen von einer GSK3-selektiven Inhibition gesprochen

werden.
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Abbildung 3: Auswahl an GSK3-Inhibitoren

Die Gruppe der Thiadiazolidindione (TDZD) weist weniger Probleme mit dem Erzielen von
Selektivitat auf.?3? Diese Verbindungen besitzen im Gegenteil zu den zuvor genannten Inhibitoren
einen nicht-kompetitiven und irreversiblen Hemmmechanismus gegeniiber GSK3.22233 Hjerbei ist
noch nicht abschlieend geklart, ob fiir die Irreversibilitdt eine kovalente Bindung verantwortlich
ist.23 Trotz positiver Effekte auf AD-Pathogenese-simulierende Tiermodelle konnte fiir das
TDZD-Derivat Tideglusib (AMO PHARMA, ICso =60 nM) in einer Phase II-Studie keine statistisch
signifikante Wirksamkeit bei AD festgestellt werden.2323> Fiir TDZD-8 (ICso =2 uM), einem
weiteren Vertreter dieser Gruppe, konnte im Zebrafisch-Modell ebenfalls eine effektive
Neuroprotektion nachgewiesen werden.?*22%® Doch von der klinischen Untersuchung dieses

Derivats wird derzeit noch abgesehen.?

1.5.2 JNK-Inhibitoren

Auch wenn ein GroRteil der Forschung bezliglich des Einsatzes von JNK-Inhibitoren sich auf
andere Indikationen wie Karzinome, Morbus Parkinson, Endometriose, Lungenfibrose oder Lupus
Erythematodes bezieht, konnten auch bei einigen neuroprotektive Wirkungen in AD-Modellen
identifiziert werden.'>?32% Ein zu nennender Inhibitor ist das Anthron-Derivat SP600125
(ICs0(JNK1/2) =40 nMm, ICso(JNK3) =90 nMm).2%24%  Der ATP-kompetitive Wirkstoff fiihrte im
Zellmodell und in Ratten zu einer Verringerung ABi.4;-vermittelter Toxizitdt sowie zu verbesserten
kognitiven Fahigkeiten, was an einer besseren Orientierung der Tiere im Morris-Wasserlabyrinth

241,242

erkennbar war. Leider kann man bei diesem Wirkstoff nur begrenzt von einer

JNK-Selektivitdat sprechen. So weist er zwar vergleichsweise geringe inhibitorische Aktivitaten
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gegeniber anderen Vertretern der MAPK-Familie wie p38 auf, inhibiert dafiir aber auch wirksam
die CDK2, die Casein Kinase 1, die Ribosomales Protein S6-Kinase beta-1 und die Dual specificity

tyrosine phosphorylation-regulated Kinase.?%*%

Der Inhibitor D-JNKi-1 besitzt eine hdhere Spezifitdt. Dieses Polypeptid besteht im Wesentlichen
aus zwei Abschnitten. Der erste Abschnitt setzt sich aus 20 AS zusammen und bildet die JNK
Bindungs-Doméane (JBD) des kérpereigenen Geriistproteins JNK-interacting-protein-1 nach.?*
Uber diese bindet der Inhibitor mit hoher Affinitdt an JNK und verdridngt kompetitiv die zu
phosphorylierenden Zielproteine, wie zum Beispiel c-Jun.?*#2* Der zweite Abschnitt besteht aus
der zehn AS langen Transduktionsdomane des HIV-Trans-activator-of-transcription-protein
(TAT4s57).2* Durch diese basische Sequenz ist es dem Peptid moglich die Lipidmembran der Zelle
zu Uberwinden.?*® Um einer raschen proteolytischen Zersetzung des Polypeptids entgegen zu
wirken, werden die physiologischen L-AS durch D-AS ersetzt und in umgekehrter Reihenfolge mit-
einander verkniipft.2** Das so entstandene D-JNKi-1 weist zwar eine etwas geringere Affinitat zur
Zielstruktur auf, zeigt aber auch eine deutlich erhdhte Halbwertszeit.?*” In TgCRND8-M&usen
konnten bei langfristiger Verabreichung dieses Inhibitors Verbesserungen der Kognition und des

Erinnerungsvermdgen festgestellt werden.?®

1.5.3 ERK-Inhibitoren

Ahnlich wie bei den JNK-Inhibitoren ist ein GroRteil der ERK-Inhibitorforschung nicht auf die Be-
handlung von AD ausgerichtet. Die derzeitigen Bemiihungen konzentrieren sich auf die
Behandlung von malignen Neoplasien.?***° Auf eine diesbeziigliche Wirkung wird der hoch-
affinen Klasse 1 ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib (VERTEX PHARMACEUTICALS, [Cso(ERK1) =15 nwm,

ICso(ERK2) = 12 nMm), in mehreren Phase |- und Phase II-Studien derzeit untersucht.?>1-2>3

Cl

SP600125 Ulixertinib

Abbildung 4: Auswahl an JNK-Inhibitoren (SP600125) und ERK-Inhibitoren (Ulixertinib, VX-11e)

Auch fiur den gleichsam potenten Klasse| ERK1/2-Inhibitor VX-1le (ICso(ERK1) =17 nm,
ICso(ERK2) = 15 nm) gibt es derzeit keine AD bezogenen Studienergebnisse.?>® Dass die Inhibition
der ERK-Signalkaskade aber eine positive Auswirkung auf die AD-Pathogenese zur Folge hat, kann
an der Wirkung des Ras-Inhibitors S-trans,trans-Farnesylthiosalicylsdure auf AD-Mausmodelle
erkannt werden. Die so bedingte Hemmung der gesamten Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkaskade hat
im Tiermodell einen protektiven Effekt vor ABi.s;-vermittelter Neurotoxizitdt und schiitzte Lern-

fahigkeit und Gedachtnis der Mause.?>*
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1.5.4 CDK-Inhibitoren

Bei den bisher entwickelten CDK-Inhibitoren handelt es sich fast ausschlieflich um
ATP-kompetitive Inhibitoren der Klassel und Il. Bei diesen Wirkstoffen ist es, wie fir
GSK3-Inhibitoren beschrieben (siehe Abschnitt 1.5.1), schwierig Spezifitit zu erzielen.’*® Neben
dem Problem das CDK-Inhibitoren meist auch eine Affinitat zu GSK3 zeigen, ist es oft noch
problematischer die gezielte Hemmung eines einzelnen Subtyps der CDK-Familie zu errei-
chen.?>%¢ Sg zeigt zum Beispiel der in der Literatur als CDK1-, sowie auch als CDK5-Hemmer be-
zeichnete Wirkstoff (R)-Roscovitin vergleichbare inhibitorische Potenzen fir mehrere
CDK-Subtypen (ICso(CDK1) = 330 nwm, ICs0(CDK2) = 220 nwm, ICs0(CDK5) = 270 nwm,
ICs0(CDK9) = 230 nm).187:257-260 Eine spezifische Hemmung ist bei der Betrachtung dieser
Parameter nicht ersichtlich. Der Einsatz dieses Klasse | Pan-CDK-Inhibitors demonstrierte in ver-
schiedenen Zell- und Tierversuchen neuroprotektive Eigenschaften.’%187.261 |n einem Mausmodell
der Tauopathie Morbus Niemann-Pick Typ C konnte sogar nach der Verabreichung von Roscovitin
eine verringerte Tau-Hyperphosphorylierung und eine verringerte Neurodegeneration nach-

gewiesen werden.26?

2-Bromo-12,13-dihydro-5H-indolo[2,3-a] Abemaciclib
pyrrolo[3,4-c]carbazole-5,7(6H)-dion

\ Ribociclib Palbociclib NH

Abbildung 5: Auswahl an CDK-Inhibitoren

In Zellkulturen jedoch, die die AD-Pathologie simulierten, erhéhte die Gabe des Inhibitors die
BACE1-Konzentration um das zwei- bis dreifache statt sie wie erwartet zu verringern.?® Dies kann
Uber den vermehrten Umsatz des APPs erhdhte APi.s;-Konzentrationen bedingen und die
Progression der Erkrankung beschleunigen.?#%3 Das steht im Gegensatz zu den Ergebnissen des
weniger aktiven CDK-Inhibitors Butyrolacton | (ICso(CDK1) = 1,5 pum), der in
Hippocampus-Zellkulturen  ABi.4-induzierte  Apoptoseprozesse  wirkungsvoll  verhindern

konnte.2®*26¢ Neuroprotektive Effekte in Morbus Alzheimer in vitro-Modellen konnten auch von
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SANPHUI et al. fur die CDK4-Inhibitoren  2-Bromo-12,13-dihydro-5-indolo[2,3-a]-
pyrrolo[3,4-c]carbazol-5,7(6H)-dion (ICs0(CDK4) =76 nm, ICs0(CDK2) = 520 nm) und
Fascaplysinchlorid (ICso(CDK4) =350 nM, 1Cso(CDK6) = 3,5 uM) nachgewiesen werden,18%267,268
Diese blockten verschiedene AD-bedingte proapoptotische Stimuli, wie die Induktion von Bim
und die Aktivierung der Caspase 3, und schiitzten damit die Zellen vor der mit AD verbundenen

Neurodegeneration.!83

Ob sich diese Ergebnisse auf die neu entwickelten, hochpotenten und selektiven CDK4/6
Inhibitoren Palbociclib (PFizER, ICso(CDK4) =9-11 nM, ICso(CDK6) =15 nm), Ribociclib (ELl LiLLy,
ICs0(CDK4) =10 nM,  ICso(CDK6) =39 nM) und Abemaciclib  (NOVARTIS, ICso(CDK4) = 2 nwm,
ICs0(CDK6) =5 nm) (bertragen lassen, die in den letzten Jahren zur Behandlung von
Hormonrezeptor-positiven, Human Epidermal Growth factor 2-negativen Mammakarzinomen
zugelassen worden sind, ist bisher nicht untersucht worden.?®%2% Wie bereits bei den zuvor
betrachteten MAPK konzentriert sich die Forschung in diesem Bereich vor allem auf die

Behandlung maligner Neoplasien.'4*17>

1.5.5 Tyrosinkinase Fyn-Inhibitoren

Mit Saracitinib (ASTRAZENECA, ICso(Fyn) = 10 nm) und Masitinib (AB SCIENCE, ICso(Fyn) = 240 nm)
haben es gleich zwei Vertreter mit inhibitorischer Aktivitat gegen die Tyrosinkinase Fyn bis in die
klinischen Testungen geschafft.?’%?’! |n einer im Zeitraum von 2006 bis 2009 durchgefiihrten
Phase II-Studie konnte flr Masitinib als Add-On-Therapie zusatzlich zu einem AChE-Inhibitor oder
Memantin eine geringere Verschlechterung kognitiver Testscores gegeniiber Placebo bei
Patienten mit leichter bis mittelschwerer AD nachgewiesen werden.?”? Eine 2012 begonnene
Phase Ill-Studie sollte den Wirkungsnachweis erbringen. Bisher wurden zwar keine abschlieBen-
den Ergebnisse, die fiir das vierte Quartal 2019 angekiindigt waren, veroffentlicht, jedoch wies
eine Zwischenanalyse aus dem Juni 2019 auf einen positiven Behandlungseffekt fiir eine der ein-
gesetzten Dosen Masitinib hin.?”®> Eine Phase Ib-Studie zur Behandlung von leichter bis
mittelschwerer AD mittels Gabe von Saracitinib konnte zwar ein akzeptables Sicherheitsprofil des
Klasse I-Inhibitors, aber keine signifikanten Verbesserungen von Kognition oder Alltagskompetenz
nachweisen.?’* Trotzdem startete 2014 eine Phase lla-Studie fur die gleiche Indikation, die bis auf
einige positive, nicht signifikante Trends beziiglich der Hirnentwicklung der Verum-Gruppe leider
keinerlei verlaufsmodifizierende Effekte auf die Progression der Krankheit zeigen konnte.?’®
Weder Masitinib noch Saracitinib sind Fyn-spezifische Inhibitoren. Masitinib zeigt zusatzlich
signifikante Hemmaktivitdten gegeniiber dem Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor
(ICso =90 nMm), dem Platlet-derived growth factor (ICso = 540 nM), sowie gegen andere Tyrosin-
kinasen wie c-Kit (ICso =200 nm) und Lyn (ICso = 500 nM).2>?”7 |Inwieweit die Hemmung der
Proteinkinasen oder die antiinflammatorische Beeinflussung von Mastzellen fir die
neuroprotektive Wirkung verantwortlich sind, konnte noch nicht abschlieBend geklart werden.?’?
Zudem ist noch nicht sicher, in welchem Umfang Masitinib in der Lage ist, die Bluthirnschranke zu
Uberwinden und inwieweit in der Peripherie vermittelte Effekte Einfluss auf das zentralnervése
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72

Krankheitsgeschehen haben.?”? Fiir Saracitinib konnte eine Passage der Bluthirnschranke

274

nachgewiesen werden. Der Wirkstoff hemmt jedoch auch die Tyrosinkinasen c-Src

(ICso = 2,7 nMm), c-Yes (ICso = 4 nM) und Lck(ICso < 4 nm) mit sogar hdherer Potenz.?’® Auch hier ist

eine multifaktorielle Wirkung demzufolge nicht auszuschlief3en.

O gﬁwd

@«*ﬁk& Qﬂw

Masitinib Dasatinib ~ o

Pyrrolo[2,3-d]pyrimidin
R

Abbildung 6: Auswahl an Fyn-Inhibitoren

Etwas spezifischere Hemmstoffe findet man zum Beispiel mit PP1 (ICso(Fyn) =6 nmM) und PP2
(ICso(Fyn) =5 nm), die eine wesentlich geringere Hemmung gegeniiber c-Src zeigen.?’® Da die
beiden Hemmstoffe jedoch von Pfizer entwickelt worden sind, ist eine Testung fiir die Indikation
AD seit dem Riickzug des Konzerns aus diesem Forschungsgebiet, unwahrscheinlich geworden.?°
Ob die bereits zur Behandlung von Chronisch myeloischer Leukamie zugelassenen, ebenfalls Fyn
hemmenden Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren Dasatinib (BRISTOL-MYERS SQUIBB, ICso(Fyn) = 0,2 nm)
und Bosutinib  (PFIZER, ICso(Fyn) =410 nm) auch als  Krankheitsverlauf-modifizierende
Alzheimer-Therapeutika in Frage kommen, bleibt abzuwarten.%282 Die Verabreichung von
Bosutinib konnte in einem EOAD-Mausmodell eine Verringerung l6slicher und unléslicher
B-Amyloid-Aggregate bedingen.’®® Die Gabe von Dasatinib bewirkte in einem dhnlichen Maus-
modell eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten der Versuchstiere im Vergleich zur Kontroll-

284 Eine Untersuchung des APP/PS1-Mausmodells zeigte auRerdem, dass

gruppe.
proinflammatorische, seneszente Oligodendrozyten-Vorlduferzellen assoziiert mit B-Amyloid-
Plaques auftreten und diese Zellseneszenz, der Verlust der Teilungsfahigkeit, durch
aggregierende AB-Fragmente ausgelést werden kann.?® Eine kombinierte Gabe von Dasatinib
und Quercetin konnte durch Abtéten dieser seneszenten Zellen die Hippokampal-vermittelte
Lernfiahigkeit und Gedichtnisschwiche verbessern.?8528 |nwieweit diese senolytische Wirkung
auch bei anderen Fyn-Inhibitoren auftritt und zur Behandlung von AD genutzt werden kann, ist

aber noch ungewiss.286:287

1.5.6 Schlussfolgerungen

Das therapeutische Potential der Hemmung von Proteinkinasen ist nicht von der Hand zu weisen.
Doch wie man deutlich erkennen kann, wird ihre Entwicklung in vielen Bereichen nur mit wenig

Engagement vorangetrieben. Auch zeigt sich recht deutlich, dass eine hohe Spezifitat nicht nur
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schwer zu erreichen, sondern auch nicht zwangslaufig mit einer Steigerung der angestrebten
Wirksamkeit verbunden ist.}7%28 Es stellt sich auch die Frage, ob eine iibermaRige Inhibition
einzelner vermehrt exprimierter Proteinkinasen durch eine Absenkung unter ihre physiologisch
notwendige Aktivitit nicht méglicherweise mehr negative Konsequenzen zur Folge hat.'4¢%° |st
es folglich dann nicht zielfiihrender mehrere, der in ihrer Funktion und Aktivitdt oft eng mit-
einander verknipften Proteinkinasen spezifisch in moderatem Umfang zu hemmen? Der Schritt
von PAUL EHRLICHS hochgelobter, spezifischen ,Magic Bullet” zur multispezifischen ,Magic
Shotgun” erscheint gerade fiir die AD-Pathogenese mit ihren zahlreichen Faktoren sehr attraktiv
und wird bereits vielfach untersucht.}#32%-2% Dije positiven Studienergebnisse von Masitinib
stellen hierbei zur Diskussion, inwieweit eine Uberwindung der Bluthirnschranke fiir die
therapeutischen Effekte notwendig ist oder die Passage eventuell durch Neuroinflammation und

ist.2’1272 Dennoch sollte auch weiterhin die

andere pathologische Effekte erleichtert
Zentralgangigkeit der Wirkstoffe im Auge behalten werden, die nur bei einem kleinen Teil der
Wirkstoffkandidaten als gegeben gilt.?*® Der folgende Abschnitt beschiftigt sich mit den bis-
herigen Erkenntnissen bei der Entwicklung von 1-Aza-9-oxafluroenen sowie deren Inhibition

verschiedener AD-relevanter Proteinkinasen.

1.6 1-Aza-9-oxafluoren-Derivate als Inhibitoren mit AD
assoziierter Proteinkinasen

Urspringlich stand bei der Entwicklung der ersten 1-Aza-9-oxafluorene in der Arbeitsgruppe von
ANDREAS HILGEROTH nicht die Behandlung neurologischer Erkrankungen im Fokus. Zuerst wurde die
zytostatische Potenz dieser Stoffgruppe uberprift, da man aufgrund ihrer polyzyklischen
planaren Ringstruktur von einer DNS-Interkalation der Verbindungen ausging. Erste
Untersuchungen der entwickelten 1-Aza-9-oxafluoren-Derivate wiesen dann auch bei einigen
Verbindungen zytostatische Effekte nach.?’ Die vermutete DNS-Interkalation konnte aber nach
Durchfiihrung eines kompetitiven Verdrangungsassays mit Ethidiumbromid ausgeschlossen
werden.”® Stattdessen wurde fir die zytostatisch aktiven Derivate eine Hemmung von
verschiedenen CDKs, mit einem Schwerpunkt auf CDK1 und CDK5, nachgewiesen.?®2% |n der
Folge wurden Strukturvariationen am Grundgerist durchgefiihrte mit dem Ziel diese Aktivitat zu
erhohen. Derivate mit 3-Hydroxy- oder kurzen 3-Alkoxy-Gruppen konnten hierbei erstmals als
potente Inhibitoren von CDK1, CDK5 und GSK3 identifiziert werden und zeigten damit Potential

als mégliche AD-Therapeutika.3®

Man erkannte bei der weiteren Modifizierung, dass vor allem der 6-Hydroxyfunktion eine
wichtige Bedeutung bei der Hemmung zukam, ebenso dem Phenyl-Rest an Position 4.3 Mit
Ausnahme von 3-Chlor-Substituenten fiihrten alle anderen untersuchten Methoxy- und
Chlor-Substituenten an diesem Ring fast ausnahmslos zu einem Aktivitdtsverlust der
entsprechenden Derivate an der GSK3B und den CDKs.313%2 Modifikationen an Position 3 des

Grundgerists hatten mit den starksten Einfluss auf die Selektivitdit und Spezifitait der
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entwickelten Inhibitoren. 3-Halogen-Verbindungen zeigten je nach Halogen sehr unterschiedliche

Aktivitaten.

Tabelle 1: Substitutionsmuster bereits synthetisierter wichtiger Azoxafluorene

1-Aza-9-oxafluoren-Derivate

R,—O Ph
R4
R,
R3 0 1
R R Rs R4 R1 R> R3 R4

la H H H C(=0)OC;Hs le H H H OBn
Ib H H H C(=O)NH; If -CH=CH-CH=CH- OBn
Ic H H H C(=O)N(CH3), Ig CHs H H OBn
Id H H H OH Ih H H H F

Wahrend 3-Chlor-Verbindungen vollkommen inaktiv waren, erwiesen sich 3-Brom-Derivate als
CDK2/4-selektive Inhibitoren.3® Die 3-Fluor-Verbindungen wiederum bildeten eine Gruppe, die
neben guten Aktivitdten gegen CDK1 auch teilweise hochpotente GSK3B-Inhibitoren mit sub-
mikromolaren Aktivititen darstellten.3® Die Einfiihrung eines Amids oder eines Methylamids in
Position 3 resultierte in fast ausschlieRlich gegen GSK3B aktiven Verbindungen.3** Eine
3-Ethylester-Funktion fuhrte zu Derivaten mit guten Aktivitdten gegen GSK3B und JNK3. Derivate
mit einer 3-Benzyloxy-Gruppe zeigten Hemmwerte im niederen mikromolaren Bereich fiir CDK1
und 2 sowie GSK3B und etablierten sich langsam als neue Leitstruktur, da sie sich gegeniiber den
3-Ethylester-Derivaten als (iberlegen erwiesen.?®3% Methyl- oder Methoxy-Substituierungen an
Position 7 oder 8 der Grundstruktur fiihrten dazu, dass auch CDK5 von diesen wieder gehemmt
wurde. Die Affinitat zu CDK1, CDK5 sowie zu JNK3, ERK2 und p38-y konnte durch eine
Erweiterung des Ringsystems mit einem an Position 7 und 8 anellierten Benzyl-Ring weiter
gesteigert werden.?®* Durchaus widerspriichliche Effekte hatte eine Methylierung der wichtigen
6-Hydroxygruppe. In den meisten Fallen fiihrte das zu einem starken Verlust an inhibitorischer
Aktivitat, vor allem gegeniiber den CDKs.3913% Bej 3-Benzyloxy-4-phenylbenzofuro([2,3-b]pyridin-
6-ol aber bewirkte die Methylierung hingegen eine Steigerung der inhibitorischen Aktivitat gegen
GSK3B, JNK3 und p38-y auf nanomolare Werte (Ki(GSK3B)=20nM, Ki(JNK3)=50nm,
Ki(p38-y) = 50 nm). 301

Die enzymkinetische Untersuchungen von VOIGT bestdtigten den bereits vermuteten
kompetitiven Inhibitionsmechanismus der 1-Aza-9-oxafluorene.3®® Im Anschluss durchgefiihrte
Docking-Studien der Verbindungen an 14 verschiedenen Kristallstrukturen der aktiven
Konformation der GSK3B legen nahe, dass die untersuchten Derivate als Klasse I-Inhibitoren an

die Kinase binden.?%* Hierbei wechselwirken sie mit dem Riickgrat (Backbone) der Scharnier-
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region. Der Pyridin-Stickstoff stellt den Wasserstoffbriickenakzeptor in Wechselwirkung mit

Valin (Val135) dar.

H,0
WThH 38
A/

Abbildung 7: Darstellung der Docking-Ergebnisse von Ib, Ic, Id und le an einer aktiven Konformation von GSK3B Die
1-Aza-9-oxafluorene (griin) bilden zwei wesentliche WBB aus. Eine Zwischen 1-N und dem Backbone-MH von Val135
(Abstand 2,95 A) und eine zwischen 6-OH und Cys199. Die Amid-Derivate Ib und Ic bilden zusétzlich eine weitere WBB mit
Thr138 Uber das inkorporierte Wassermolekiil aus. Die kleine Abbildung oben links stellt eine Aufsicht auf die
Adenin-Bindungsregion der Kinase mit gebundenen Inhibitoren dar.3"'

Eine weitere WBB bildet der 6-Hydroxy-Rest mit der Amino-Gruppe von Cys199 aus. Der planare
Grundkorper wird mittels in Abbildung 7 nicht dargestellten hydrophober Wechselwirkungen mit
Val118 und Leu188 in der Bindetasche stabilisiert.3°? Der 4-Phenyl-Ring steht nahezu senkrecht
zur Ebene des Grundgeriists und interagiert nur geringfligig mit der Bindetasche.3! Da der
Zugang zu den hydrophoben back pockets durch die gatekeeper residue Leucin 132 (Leul32)
sterisch behindert ist, richten sich volumindse Reste, wie die Benzyloxy-Gruppe von Verbindung If
(38 in Richtung der hydrophoben Lésungsmittel-exponierten Region aus. Die Ausbildung einer
weiteren WBB zwischen der Amid-Gruppe und Thr138 {iber ein inkorporiertes Wasseratom
erklart die groRere Affinitat von Verbindung lc und I1d.3% Fiir die Untersuchung der Bindungsmodi
an vier verschiedenen aktiven Konformationen der CDK5 erhielt man vergleichbare Ergebnisse.
Relevante Unterschied bestanden darin, dass die getesteten 3-Amid-Derivate mit einer anderen
AS des Rickgrats der Scharnierregion eine WBB ausbildeten (Cys83) und die sterisch
anspruchsvollere CDK5-gatekeeper residue Phenylalanin 80 (Phe80) die Bindungstasche noch
weiter verkleinert. Dadurch binden die 1-Aza-9-Oxafluoren-Derivate in diesem Fall weniger tief in

der Bindungstasche 3!

Im Rahmen seiner Dissertation flihrte TELL weitere Docking-Untersuchungen an CDK1, CDK5 und
GSK3B mit benzoanellierten und mit 6-methoxylierten Verbindungen durch. Fiir die benzo-
anellierte Verbindung If (Verbindung 39 lieR sich dabei an den CDKs eine andere Ausrichtung in
der Bindungstasche beobachten. Bei dieser lag der Inhibitor um 180° gedreht in der Bindungs-

tasche vor um eine Achse, die durch den 4-Phenylring und das Pyridin-N gezogen werden kann.
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Abbildung 8: Darstellung der Docking-Ergebnisse von If an einer aktiven CDK1 (1) und von Ig an einer aktiven GSK3p (2).
1: Verbindung If bildet WBB zwischen 5-OH und lle10 sowie 10-A und Leu 83 aus (gestrichelt dargestellt).
2: Verbindung Ig bildet WBB zwischen 1-A und Val136 und 6-OCHs und Arg 41 aus (gestrichelt dargestellt).
HHT: hintere hydrophobe Bindetasche LER: Lésungsmittelexponierte Region. Inhibitoren sind violett dargestellt, Protein-
Riickgrate orange und wesentliche an der Interaktion mit dem Inhibitor beteiligte AS tirkis.

Trotz der Inversion bleibt die WBB zu Cys83 erhalten. Die zweite WBB geht der gedrehte Inhibitor
hingegen mit der CO-Gruppe von Isoleucin 10 (llel0) der Phosphat-Bindungsregion ein.
Hydrophobe Wechselwirkungen mit dieser Domane geht auch der 7-Phenyl-Ring ein. Die
8-Benzyloxy-Gruppe, der Verbindung ist nun in Richtung der gatekeeper residue Phe80 aus-
gerichtet und interagiert mit ihr tiber Van-der-Waals- oder m-n-Wechselwirkungen. Der anellierte
Benzolring befindet sich in der Nahe der Losungsmittel-exponierten Region wechselwirkt
ebenfalls {ber solche schwachen Bindungskrafte mit Asparaginsaure 86 (Asp86). Ein
vergleichbarer um die Bindung an Val135 gedrehter Bindungsmodus wird auch fir die Inhibition

von GSK3B durch Ig angenommen 3%

Fiir die erwdhnten 6-methoxylierten Derivate geht man ebenfalls von einem invertierten
Bindungsmodus aus. Die WBB zu Vall135 wird hier ebenfalls als Fixpunkt angenommen. Die
Hydroxy-Funktion kann auf Grund der Alkylierung jedoch keine WBB mehr mit lle10 eingehen.
Dies zeigt sich auch in deutlichen Affinitatsverlusten zu Kinasen der CDK-Familie. In der Bindungs-
tasche von GSK3pB bildet die Methoxy-Funktion jedoch mit der Seitenkette von Arginin 141
(Argl41) eine WBB aus. Das erklart den gleichzeitigen Anstieg der Affinitdt des Inhibitors zu
dieser Kinase. Bei dem entsprechend benzoanellierten Derivat zeigt sich hingegen keine Aktivitat
gegen GSK3B, was hier durch die sterisch anspruchsvollere Struktur erklart werden kann.
Dadurch ist dieses nicht in der Lage sich flexibel genug in der Bindetasche auszurichten um die

notwendige Ndhe zu Arg141 herzustellen.3%
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Zielstellung der Arbeit

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Entwicklung neuartiger 1-Aza-9-oxafluorene und deren
Derivate mit multispezifischer, inhibitorischer Tau-Proteinkinase-Aktivitdt. Die verwendete
Synthesestrategie fuBte auf einer erstmals von HILGEROTH et al. beschriebenen Cycloadditions-
reaktion. Bei dieser entstehen durch den Umsatz von  3,4,5-substituierten
Dihydropyridin-Derivaten mit p-Benzochinon 3,4-substituierte 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrahydro-

1-aza-9-oxafluorene. 3%

[5% Perchlorsiure HO )
in Dioxan] \©\
O\\\\“‘

Abbildung 9: 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren-Synthese nach HILGEROTH et a/2%

Durch den Umsatz von 3,4-disubstituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen mit einem Uberschuss
p-Benzochinon gelang VoIGT die Erweiterung dieser Cycloadditionsreaktion zu einer Eintopf-

reaktion, die 1-Aza-9-oxafluorene als Produkt hervorbrachten.3®

HO

(0]
H
Ry 0 i, R, | [Oxidation]
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Abbildung 10: Eintopfreaktion nach VOIGT zur Synthese von 3,4-disubstituierten 1-Aza-9-Oxafluorenen3®

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand daher in der Synthese von verschieden substituierten
3-Benzyloxy-Verbindungen. Dabei sollten in der Eintopfreaktion nicht nur p-Benzochinon,
sondern auch andere Chinonvarianten wie p-Naphthochinon Verwendung finden. Die Einfiihrung
von Chlor- oder Methoxy-Gruppen in Position 2,3 und 4 des aromatischen Restes der
Benzyloxy-Gruppe sollte die  Moglichkeit  weiterer  Wechselwirkungen mit  der
[6sungsmittelexponierten Region bzw. bei inversem Bindungsmodus der Gatekeeper-Region
Uberprifen. Da  3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]-furo[2,3-b]pyridin  sich  als
nanomolarer Inhibitor von GSK3B, JNK3 und p38-y herausgestellt hatte, sollte auch die weitere
Modifikation der 6-Hydroxyfunktion mit Alkyl-Gruppen untersucht werden.3® Hierzu waren
Methylierungen, Ethylierungen, Propylierungen und Isopropylierungen an Position 6 geplant.
Hydroxyethylierungen und Aminoethylierungen an der gleichen Position sollten die Mdoglichkeit
weiterer polarer Interaktionen mit den Backbones und hydrophilen Resten der Bindetasche

ausloten. Fir 3-Brom- und 3-lod-Derivate war die Untersuchung dieser Modifizierungen ebenfalls
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geplant. Die Synthese von 3-lod-Derivaten kdnnte zusatzlich durch einen katalytischen Austausch
des lods z. B. durch eine Amino-Gruppe neue Syntheserouten eréffnen.3” Des Weiteren war es
ein Ziel der Arbeit die bereits von VOIGT und KRUG synthetisierten 3-Alkyloxy-Verbindungen, die
ebenfalls gute Hemmwerte an CDK1 und CDK5 sowie GSK3B aufwiesen, weiter zu

untersuchen,300:302,303

Insbesondere die Synthese von tetrazyklischen
10-Aza-11-oxabenzo[alfluorenen durch Verwendung von p-Naphthochinon stand dabei im Fokus.
Die Erganzung von weiteren Stickstoffen als Wasserstoffbriickenakzeptor und —Donor an
Position6 und 9 wurden ebenfalls angestrebt. Gerade Position 9 kdnnte entsprechend
substituiert als a-Carbolin moéglicherweise neue Interaktionen mit der Adenin-Bindungsregion
eingehen. Dies sollte durch den Einsatz von p-Chinoniminen an Stelle der p-Benzochinone
erreicht werden. Mit o-Benzochinon sollte Uberprift werden, ob sich der oben beschriebene
Ringschluss auch auf nicht para-substituierte Chinone anwenden lasst. 1-Aza-9-oxafluorene
dieses neuen Typus kdonnten eventuell Uber ihre 8-Hydroxy-Gruppe eine weitere WBB mit der
Adenin-Bindungsregion eingehen, die die Entfallende zwischen 6-OH und Cys199 (bezogen auf
GSK3B) ersetzt. Die exzellenten Hemmwerte fur 3,6-Dihydroxy-Derivate  bzw.
5,8-Dihydroxy-Derivate bei benzoanellierten Verbindungen fihrte zu dem Ziel, deren Synthese
durch die Verwendung von anderen Schutzgruppen an Position 3 bzw. Position 8 zu erleichtern.
Die bisher benutzte Benzyloxy-Gruppe musste in einer Reduktion mit Wasserstoff entfernt

werden, wahrend Acetyl- und Tosyl-Schutzgruppen wesentlich leichter zu entfernen waren.
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Ph Ph
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H,N H,N HO
Ph Ph Ph
0.__Ph \_-0~_-Ph

0._Ph \_O~_-Ph

O N/

R, = H / CH; / CH,CH, / CH,CH,CH5 / CH(CH3), / CH,CH,0H / CH,CH,NH, R, =H/Cl/OCH,

Ry = Cl/Br/ 1/ OH/ C(=0)CH, / OCH,CH; / OCH,CH,CH; / OCH(CH,), / 0S(0,)CeH,CH,

Abbildung 11: Ubersicht der angestrebten Zielverbindungen

Es war geplant die hergestellten Derivate in Kooperation mit der PROQINASE GmbH und dem
Arbeitskreis um VLADIMIR KRYSTOF (Institute of Experimental Botany AS CR, Palacky University
Olomouc, Tschechische Republik) auf ihre inhibitorische Aktivitdt gegeniiber verschiedenen
AD-relevanten Kinasen zu testen. Hierbei ware es das primare Ziel eine gleichzeitige Hemmung
von CDK, GSK3 und Fyn zu erreichen. Gerade Fyn stellt hierbei als einziger Vertreter aus der
Proteinfamilie der Tyrosinkinasen, dessen Hemmung angestrebt wird, eine besondere
Herausforderung dar. Generell war es auch Teil der Bemiihungen die einzelnen Teilschritte der
Synthese in Hinsicht auf Ausbeute, Aufwand und Gefahrdungsrisiko zu optimieren.

Docking-Untersuchungen von positiv zu bewertenden Verbindungen sollten in Zusammenarbeit

37



Zielstellung der Arbeit

mit der Arbeitsgruppe von  Prof. Dr. WOLFGANG  SiPpL  (Institut  flr  Pharmazie,
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) einen weiteren Aufschluss tber den Bindungsmodus

der einzelnen Derivate geben und weitere Synthesebemiihungen unterstiitzen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese und Analytik

Die gewadhlte Synthesestrategie flihrt von 3-Hydroxypyridin bzw. den 3-Halogenpyridinen in zwei
bis vier Reaktionsschritten zu den gewiinschten Azoxafluorenen. Schritt 1 stellt hierbei eine
WILLIAMSON-Ethersynthese bzw. in einem Fall eine WILLIAMSON-Estersynthese dar (siehe Abbildung
12). Dabei fanden die entsprechenden Halogenalkane je nach Reaktion als Chlor- oder lod-Alkane
Anwendung. In Schritt 2 folgten die N-Acetylierung der 3-substituierten Pyridine mit Acetylchlorid
und eine regioselektive GRIGNARD-Addition eines Phenyl-Restes in Position 4 mit Hilfe von
Phenylmagnesiumchlorid unter Kupfer-I-Katalyse. Die o) entstehenden
4-Phenyl-N-Acetyl-1,4-dihydropyridine wurden in Schritt 3 mit dem jeweiligen p-Chinon in der
Eintopfreaktion nach VoIGT zu 1-Aza-9-oxafluorenen bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[alfluorenen
umgesetzt. Die Nummerierung dieser beiden Grundgeriiste wurde nach den von der IUPAC
festgelegten Regeln durchgefiihrt. Daher erfolgt diese bei 1-Aza-9-oxafluorenen vom Stickstoff
aus gegen den Uhrzeigersinn. Im Gegensatz dazu wird bei
10-Aza-11-oxabenzo[alfluore-Derivaten vom anellierten Benzol-Ring im Uhrzeigersinn gezahlt

(siehe Abbildung 12).

1-Aza-9-oxafluorene
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R1=-CH,CH3 / -CH,CH,CH3 / -CH(CH3), / -S(0,)- CeHsCH, / R, =Cl, Br, | R3=-CH,CH; / -CH,CH,CH; / -CH(CH3),
-(C=0)CHs / -CH,-C4H; / -CH,-CeH,Cl / -CH,-CH,OCH; R = -CH,CH,0H / -CH,CH,NH,

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Synthesestrategie fur die Verwendung von p-Chinon-Derivaten
Zur Synthese weiterer Zielverbindungen wurden die in Schritt 3 erhaltenen Derivate an Position 6
bzw. 5 substituiert. Dazu wurden in Schritt 4 die bereits im ersten Reaktionsschritt verwendeten

kurzkettigen Halogenalkane wiederum in einer WILLIAMSON-Ethersynthese zur Synthese der
39



Ergebnisse und Diskussion

Derivate herangezogen. Fir die Hydroxyalkylierung und Aminoethylierung wurden die
Verbindungen in Schritt5 im basischen Milieu versuchsweise mit Ethylencarbonat oder
2-Oxazolidinon umgesetzt. Die Optimierung der Reaktionsschritte der Synthese zielte vor allem
darauf ab den Gebrauch toxischer Chemikalien, die Nebenproduktentstehung und die
Reaktionszeit zu minimieren sowie die Ausbeute an Produkt zu maximieren. Hierzu wurde
beispielsweise bei den WILLIAMSON-Ethersynthesen mit verschiedensten Basen, Nukleophilen und
Losungsmitteln  experimentiert. In  Schritt 2 der Synthese wurden vor allem
Temperaturveranderungen im Reaktionsverlauf und das Mengenverhaltnis der einzelnen Edukte
untersucht. Bei Schritt 3 wurden erstmals Variationen von Art und Menge der zugesetzten Saure-
komponente auf ihren Einfluss auf das Reaktionsgeschehen untersucht. Die experimentelle
Umsetzung mit o-Benzochinon, p-Benzochinonimin und p-Benzochinondiimin wurde in einer
Eintopfreaktion nach VoIGT mit 3-Benzyloxy-4-phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridin
(Verbindung 19) erprobt.

p-Benzochinondiimin
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0-Benzo Ha °
ovph hinom Ph Ph Ph Ph
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Abbildung 13: Theoretische Produkte der Umsetzung von Verbindung 19 mit Chinonvariationen

Bei der Synthese von 4-Phenyl-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol und
7-Phenylnaphtho([2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5,8-diol durch den Einsatz alternativer
Schutzgruppen wurden Acetylchlorid und p-Toluolsulfonsdurechlorid in Schritt 1 verwendet. Die
Reaktionssequenz wurde dann mit den entstehenden Derivaten fortgesetzt. Der Austausch der
3-lod- bzw. 8-lod-Gruppe der lodazoxafluorene wurde mittels eines
Kupfer(l)-Katalysator-Komplexes mit Ascorbinsaure als Liganden und unter Zusatz von Ammoniak

erprobt.
3.1.1 Synthese kommerziell nicht verfugbarer oder instabiler Edukte

3.1.1.1 Chinone

Die alternativen Chinonvarianten (siehe Abbildung 13) waren, vor allem auf Grund ihrer geringen
Stabilitdat, nicht kommerziell erhaltlich und mussten daher jeweils vor ihrer Verwendung
synthetisiert werden. Die Synthese von o-Benzochinon erfolgte nach der von ADLER und
MAGNUSSON entwickelten Methode der Oxidation von 2-Methoxyphenol (Guajacol) mit
Natriumperiodat.3%® Hierbei wurde Guajacol in Wasser geldst und zu diesem Ansatz in einem Zug
eine auf Null Grad Celsius herabgekiihlte, wassrige Natriumperiodat-Lésung gegeben. Die
resultierende rotgefarbte Losung konnte direkt im Anschluss mit Dichlormethan extrahiert

werden. Nach der Einengung der organischen Phase am Rotationsvakuumverdampfer auf unter
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zwanzig Milliliter konnte das o-Chinon aus derselben durch Zugabe von n-Hexan ausgefallt
werden. Nach einer kurzen Filtration konnte das Produkt in guter Ausbeute (63 Prozent)
gewonnen werden.3® Der Vorteil dieser Reaktion gegeniiber anderen Oxidationen, wie der von
Brenzcatechin mit Silber(l)oxid, Cer(IV)-Salzen oder Mangandioxid, ist neben dem geringeren
Kostenpunkt vor allem eine sehr kurze Reaktionszeit und ein sehr geringer technischer
Aufwand.3%-311 Das erleichterte die kurzfristige Synthese dieses Reaktanten direkt vor seiner
Umsetzung mit Verbindung 19 (siehe Abschnitt 3.1.9).

Bei der Synthese der Benzochinonimine wurde auf die Methode von WILLSTATTER und
PFANNENSTIEL zurlickgegriffen bei der 4-Aminophenol bzw. 1,4-Phenylendiamin unter Einsatz von
Silber(l)oxid in trockenem Diethylether oxidiert wurde.3?? Das Silberoxid wurde hierfiir im
Vorhinein frisch durch Alkalisierung einer Silbercarbonat-Lésung gefallt und im Trockenschrank
bei 200 Grad Celsius fiir eine Stunde getrocknet. AuBerdem wurde dem Ansatz trockenes
Natriumsulfat zum Wasserentzug hinzugefiigt. Bereits kurz nach der Zugabe des Oxids konnte
eine Farbverdunklung des Ansatzes beobachtet werden und nach einer Dreiviertelstunde
Dispergieren bei Raumtemperatur (RT) lieB sich dinnschichtchromatographisch kein
phenolisches Edukt mehr nachweisen. Wahrend das p-Benzochinondiimin nach Filtration und
Einengen am Rotationsvakuumverdampfer als gelbbrauner Feststoff gewonnen werden konnte,
gelang dies beim p-Benzochinonimin nicht. Dieses zersetzte sich, wie bereits in anderen
Veroffentlichungen zu beobachten war, beim Entfernen des Ethers.3'*3% Daher wurde in der
folgenden Umsetzung mit Verbindung 19 die mit maximal 18,3 Millimol pro Liter schwach

konzentrierte Lésung in Ether verwendet (siehe Abschnitt 3.1.9).

~o 0 OH 0 NH, NH
OH 0
+Nalo, +Ag,0 +Ag,0
EE—— —_— —_—
t=30s, t =15 min, t =45 min,
in H,0 in Diethylether in Diethylether
NH, NH NH, NH

Abbildung 14: Synthesen der Chinonvariationen
Beide Chinonimine zeigten bei ldangerer Lagerung, selbst bei Kihlung und Lagerung unter
Argon-Schutzgas, Zersetzungserscheinungen. Besonders ausgepragt war diese Instabilitdt bei der

Losung von p-Benzochinonimin.

3.1.1.2 lodalkane

Im Verlauf der Dissertation wurden verschiedene Halogenalkane in den durchgefiihrten
WILLIAMSON-Ethersynthesen erprobt. Dabei erwies sich der Einsatz von lodalkanen gegeniber
Bromalkanen als Uberlegen in Hinsicht auf Ausbeute, Reaktionszeit und Reinheit der Produkte.
Daher wurden die zunachst verwendeten Bromalkane (1-Brompropan, 2-Brompropan) durch
nukleophile Substitution zu den korrespondierenden lodalkanen umgesetzt. Dies gelang mit

geringem Aufwand selbst beim sekunddren 2-Brompropan durch eine einfache
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FINKELSTEIN-Reaktion mit Natriumiodid in Aceton.3'>3® Die so gewonnenen fliissigen, stechend
riechenden lodalkane wurden direkt im Anschluss in den jeweiligen Folgereaktionen eingesetzt.

Die Instabilitat dieser Derivate stellte auf Grund fehlender Lagerung kein Problem dar.

3.1.1.3 Benzylchloride

Fiir die Synthese von 2- und 4-Methoxybenzylchlorid standen die entsprechenden Benzylchloride
fir Reaktionsschritt 1 nicht kommerziell zur Verfligung. lhre Synthese gelang jedoch aus ihren
entsprechenden Benzalkoholderivaten. Hierzu wurde eine von POPOFF et al. beschriebene

Methode mit Thionylchlorid als Chlorierungsagenz in leicht abgewandelter Form eingesetzt.3'’

(0]
>
X o a” i X l
EEs——
| AT, t=2h, |
// Diethylether, //
HyC—0O0 Pyridin H,C—0

Abbildung 15: Synthese der Methoxybenzylchloride

Hierzu wurden die entsprechenden Benzalkohole in Diethylether gel6st und zusammen mit
1,92 Aquivalenten Thionylchlorid und mit einem geringem Zusatz Pyridin (0,06 Aquivalente) fiir
zwei Stunden zum Rickfluss erhitzt. Nach einem wassrigen Aufschluss wurden die Produkte mit
organischen Losungsmitteln extrahiert und nach Entfernen derselben am Rotationsvakuum-

verdampfer als weiRe bis hellgelbe Flissigkeiten gewonnen.

3.1.2 Synthese der an Position 3 substituierten Pyridine

Bei der ersten Synthese der 3-Alkoxypyridine kam eine im Arbeitskreis bereits erprobte Methode
zur Anwendung.?®2 Hierbei wird das 3-Hydroxypyridin in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und
gepulvertes Natriumhydroxid hinzugefligt. Nachdem der Ansatz eine Stunde bei RT gerihrt
wurde, gab man 1,2 Aquivalente lodethan, 1-Brompropan oder 2-Brompropan hinzu. Das
entstehende Gemisch wurde weitere 24 Stunden bei gleicher Temperatur dispergiert und die
Reaktion anschlieRend durch Zugabe von zehn prozentiger, wassriger Natronlauge abgebrochen.
Nach einer Extraktion mit Diethylether wurden die vereinigten organischen Phasen soweit
moglich am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Die resultierenden 6ligen Produkte
enthielten noch groRere Mengen des hochsiedenden DMSO und zeigten keine zufriedenstellende
Reinheit. Zudem war die Ausbeute mit 30-60 Prozent optimierbar. Daher wurde im weiteren

Verlauf der Dissertation nach anderen Methoden fiir diesen Reaktionsschritt gesucht.

Die ersten Darstellungen fir die 3-Benzyloxypyridine erfolgten nach der bereits von VOIGT in
unserer Arbeitsgruppe etablierten Methode. In dieser wird das 3-Hydroxypyridin in trockenem
Tetrahydrofuran (THF) geldst und mit gepulvertem Kaliumhydroxid im Uberschuss versetzt. In der
urspriinglichen Methode wird dem Ansatz eine katalytische Menge Tetrabutylammoniumbromid
zugegeben.3® Nachdem der Ansatz 12 Stunden lang zum Riickfluss erhitzt worden war, wurde

dem Ansatz nach Abkiihlen auf RT destilliertes Wasser zugegeben. Der Ansatz wurde daraufhin
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zweimal mit wassriger Salzsdure-Losung extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden
anschlieBend mit Natronlauge alkalisiert und dreimal mit Chloroform extrahiert. Nach der
Entfernung der Losungsmittel am Rotationsvakuumverdampfer wurden die o&ligen bis
wachsartigen Rohprodukte saulenchromatographisch aufgetrennt. TELLS Hypothese, dass das
Tetrabutylammoniumchlorid die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Substituitionsreaktion
nach FINKELSTEIN erhoht, konnte experimentell nicht bestatigt werden. Der Verzicht auf dieses Salz
zeigte keine messbare Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit. Als problematisch bei dieser
Reaktion erwies sich vor allem die Phasentrennung von THF und saurer wassriger LOsung im
ersten Extraktionsschrit. Diese trat oft erst nach langer Wartezeit und unvollstandig auf. Dies
machte den Prozess impraktikabel und ineffizient. Des Weiteren erschwerte eine Vielzahl von
Nebenprodukten eine effiziente Aufreinigung. Daher wurden auch fiir diese Reaktion alternative

Methoden erprobt.

Am erfolgreichsten erwies sich eine Vorgehensweise, die zuvor fiir Reaktionsschritt 4 etabliert
worden war (siehe Abschnitt3.1.6.2). Bei dieser wurde das 3-Hydroxypyridin in
Dimethylformamid (DMF) aufgelost und im Eisbad herabgekiihlt. Zu dieser Loésung wurden
1,3 Aquivalente Kalium-tert-butanolat als Base hinzugegeben. Nach einer Wartezeit von
15 Minuten wurde das jeweilige Elektrophil im Uberschuss zugefiigt. Im Anschluss wurde der
Ansatz 15 Minuten bei null Grad Celsius und bis zum vollstandigen Umsatz bei RT zwischen vier
und sieben Stunden lang gerihrt. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch

Uberpruft.
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in DMF
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Ry = -CH,CH; / -CH,CH,CH; / -CH(CH3), R, = -CH,CHs / -CH,CeH,Cl / -CH,C¢H,0CH; Ry =R, /R,

Abbildung 16: Synthese der 3-Alkoxy- und 3-Benzyloxy-Pyridin-Derivate

Die Reaktion wurde letztlich durch die Zugabe von Eiswasser abgebrochen, wobei sich die
Uberschiissige Base unter Warmeabgabe zersetzte. Bei der folgenden Extraktion mit
zehn prozentiger wassriger Salzsdureldsung wurde das substituierte Derivat sowie Uberschissiges
3-Hydroxypyridin durch Protonierung am Pyridin-Stickstoff in die polarere Wasser-Phase
Uberfiihrt. Im Anschluss wurden die vereinten wassrigen Phasen mittels Natronlauge auf einen
pH-Wert > 12 eingestellt. Dadurch lagen die 3-substituierten Derivate ungeladen vor, wahrend
das noch vorhandene 3-Hydroxypyridin an seiner Phenol-Gruppe deprotoniert wurde. Bei der
folgenden Extraktion mit Dichlormethan verblieben die neutralen 3-substituierten Derivate daher
in der unpolaren Phase, wahrend die Phenolat-lonen mit der wassrigen Phase entfernt werden
konnten. Die organischen Losungsmittel wurden hiernach am Rotationsvakuumverdampfer
entfernt. Reste des verwendeten DMFs erwiesen sich dabei auf Grund ihres hohen Siedepunkts

(153 Grad Celsius) als besonderes Problem.3!® Die Zugabe von n-Heptan zum Ansatz, das mit DMF
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in einem mol-Verhéltnis von 0,915 (mol (DMF) /mol (n-Heptan)) ein azeotropes Gemisch bei
97,05 Grad Celsius unter Normaldruck ausbildet, erbrachte bei anschlieBender Anwendung des
Rotationsvakuumverdampfers die gewiinschte Abtrennung des DMFs.3¥ Die resultierenden
oligen Rohprodukte wurden, sofern notwendig, sdulenchromatographisch aufgereinigt. Bei der
Synthese von Derivaten mit kurzkettigen Alkanresten erwiesen sich fiir die Wahl des Elektrophils
lodalkane als vorteilhaft flr Ausbeute, Reinheit und Reaktionszeit. Der als Nebenprodukt
vermehrt auftretende jeweilige tert-Butanol-Ether entstand nur in geringem MaRe und konnte
am Rotationsvakuumverdampfer problemlos entfernt werden. Bei den 3-Benzyloxy-Derivaten
war die Verwendung von Benzylchloriden vorteilhafter. Ausbeute und Reaktionsgeschwindigkeit
waren zwar im Vergleich zur Verwendung von Benzyliodiden als Elektrophile geringer, die
Aufreinigung war jedoch besser moglich. Der entsprechende tert-Butanol-Ether entstand bei der
Verwendung von Benzylchlorid nur in sehr geringen Mengen. Das erleichterte eine
saulenchromatographische Abtrennung desselben. Auf Grund der Herausforderungen beim
Entfernen des DMFs wurden auch weitere Losungsmittel erprobt. Weder in polaren, aprotischen
Losungsmitteln wie THF, Ethylacetat oder Dioxan noch in lipophileren L&sungsmitteln wie
Dichlormethan, Cyclohexan oder Chloroform, noch in Gemischen dieser erreichte man eine
dhnliche Ausbeute wie in DMF. Vergleichbare Umsatze lieBen sich lediglich in DMSO und in

N-Methyl-2-pyrrolidon erzielen, die beide jedoch noch schwerer zu entfernen waren.

Tabelle 2: Ausbeuten der Synthese der 3-Alkoxy- und 3-Benzyloxypyridine

=
N ONR N ° \\|

® 9 R

Verbindung 1-3 Verbindung 6-12
Verbindung R Ausbeute [%] Verbindung R Ausbeute [%]
1 CH,CH3 87,6 8 3-Cl 70,0
2 CH,CH,CH3 80,9 9 4-Cl 71,4
3 CH(CHs), 69,4 10 2-0-CH; 57,3
6 H 72,6 11 3-0-CHs 62,7
7 2-Cl 74,9 12 4-0-CH3 49,8

Mit dieser Methode lieRen sich letztlich gute bis sehr gute Ausbeuten fir alle 3-Alkoxy- und
3-Benzyloxy-Derivate erreichen (siehe Tabelle 2). Die Ausbeute nahm bei den 3-Alkoxy-Derivaten
mit zunehmender Kettenlange und mit zunehmender sterischer Komplexitat des Elektrophils ab.
Bei den Chlorbenzyloxy-Verbindungen zeichnete sich eine leichte Tendenz ab, dass ein
Chlor-Substituent in ortho-Position die Reaktion starker beginstigt als ein meta- oder
para-Substituent. Bei den Methoxybenzoxy-Derivaten war dieser Trend nicht erkennbar. So war
die Ausbeute der ortho- und para-substituierten Verbindungen deutlich geringer als die des
meta-substituierten Derivates. Der Grund dafir liegt jedoch wahrscheinlich darin, dass
2-Methoxybenzylchlorid und 4-Methoxybenzylchlorid wie unter 3.1.1.3 beschrieben synthetisiert
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worden sind, wahrend 3-Methoxybenzylchlorid kommerziell erworben wurde. Dies weist darauf
hin, dass die so gewonnenen Benzylchloride den nachsten Reaktionsschritt stérende
Verunreinigungen beinhalteten. Denkbar waren zum Beispiel ein erhohter Wassergehalt oder

Reste an Thionylchlorid.

Die Ester-Schutzgruppen fiir die 3-Hydroxy-Funktion des Pyridins lieBen sich durch einfache
Esterbildung mit Hilfe der jeweiligen Saurechloride an Position 3 anfiigen. 3-Hydroxypyridin
wurde zur Synthese des 3-Essigsdureesters mit einem geringen Uberschuss Acetylchlorid in
trockenem THF umgesetzt. Diese Methode erreichte schon nach 20 Min einen vollstandigen
Umsatz der Edukte. Das 3-Acetoxypyridin konnte in einer Ausbeute von 95 Prozent nach
wassriger Extraktion gewonnen werden. Da diese Methode mit zusatzlicher Kiihlung identisch mit
der N-Acetylierung bei der Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine ist, lieRen sich diese beiden
Schritte zu einem Reaktionsschritt kombinieren (siehe Abschnitt 3.1.3.2). Die Herstellung eines
p-Toluolsulfonsdureesters verlief nach einem ahnlichen Reaktionsschema. Auf Grund der
geringeren Reaktivitdt des p-Toluolsulfonsdurechlorid wurde die Reaktion jedoch in einem
anderen Losungsmittel unter Warmeeintrag durchgefiihrt. Nach sechs Stunden Erhitzen des
Reaktionsansatzes von  3-Hydroxypyridin mit einem 1,27-fachen Uberschuss an
p-Toluolsulfonsdurechlorid in trockenem Pyridin war die Reaktion abgeschlossen. Die im
Anschluss durchgefiihrte Extraktion mit Dichlormethan lieferte das gewiinschte Produkt mit einer

sehr guten Ausbeute (81,6 Prozent) ohne die Notwendigkeit flir weitere Aufreinigungsschritte.

3-(2-Hydroxyethoxy)pyridin wurde nach der gleichen Methode, die fiir die Synthese der
6-(2-Hydroxyethoxy)-1-aza-9-oxafluoren-Derivate erfolgreich identifiziert werden konnte,
synthetisiert (siehe Abschnitt 3.1.7.1).3° Dabei wurde das 3-Hydroxypyridin in DMF gelést und
mit Kaliumcarbonat und Ethylencarbonat versetzt. Der Ansatz wurde im Silikondl-Bad
drei Stunden lang zum Riuckfluss erhitzt. Der Aufschluss erfolgte, im Gegenteil zu den anderen
Hydroxyethylierungen, identisch zum Aufschluss der 3-Alkoxy- und 3-Benzyloxypyridine. Die
Ausbeute der Reaktion betrug 67,3 Prozent. Ausbeutenlimitierungen bestanden in der auch bei
der Hydroxyethylierung der Azoxafluorene beobachteten Mehrfachhydroxyethylierung an der
aliphatischen Alkanol-Gruppe sowie einem dazu im Kontrast stehenden unvollstandigem Umsatz
(siehe Abschnitt 3.1.7.2).

3.1.3 Synthese und Analyse der 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridine

In den Dissertationen von VOoIGT, TELL und KRUG konnte mittels biologischer Testung evaluiert
werden, dass die Einflihrung einer Phenyl-Gruppe in Position 4 des Pyridins die inhibitorische
Aktivitat der resultierenden Endprodukte positiv beeinflusst. VOIGT etablierte deshalb in seiner
Arbeit eine Methode, die die Einfihrung derselben mit der essentiellen N-Acetylierung und
Reduktion des Pyridin-Ringes kombiniert. Diese Vorgehensweise wurde auch mit einigen
Modifikationen zur Synthese der 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridine in dieser Arbeit

angewandt.
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3.1.3.1 Grundlagen der Reaktion

Den ersten Teilschritt der Synthese stellt die Acylierung des Pyridinstickstoffs dar. Durch sie
verstarkt sich unter anderem die positive Partialladung an Position2, 4 und 6 des
Heteroaromaten. Dadurch wird die Reaktivitdit dieser Positionen gegeniiber nukleophilen
Agenzien erhoht. Dies ist notwendig, da die normale positive Partialladung des sechsgliedrigen
elektronenarmen Heterocyclus an diesen Positionen nicht ausreicht, um eine Reaktion mit
Nukleophilen wie den Metallorganylen in gréBerem Umfang zu ermdglichen.3?322 Durch
Interaktion des freien Elektronenpaares des Stickstoffs mit dem partial positiven
Carbonyl-Kohlenstoff des Saurechlorids bildet sich nach Abspaltung des Halogens eine
Amid-Struktur aus. Die positive Ladung ist bei dem daraus resultierenden Pyridinium-Kation, wie
an den Grenzstrukturen in Abbildung 17 erkennbar, im Ringsystem delokalisiert. Dies stabilisiert
die Verbindung und bewirkt die bereits erwdhnte Reaktivitatssteigerung gegeniiber nukleophil
angreifenden Agenzien auch durch eine verstiarkte Aktivierung des m-Elektronensystems.3% Zu
diesen Nukleophilen zdhlen metallorganische Verbindungen, wie die im Folgenden verwendeten

GRIGNARD-Reagenzien.

v
| + |)k—> \+‘

Abbildung 17: Darstellung der N-Acetylierung der Pyridin-Derivate und der Grenzstrukturen des resultierenden
Pyridinium-Kations

Dass diese mit Pyridinium-lonen unter Ausbildung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen
koppeln, konnte bereits 1970 von FRAENKEL et al. beobachtet werden. Er setzte zuvor mit
Ethylchlorformiat acylierte  Pyridine mit  kurzkettigen Erdalkalimetallorganylen  wie
Methylmagnesiumchlorid um und erhielt entsprechende, vorwiegend in Position2 und 6
substituierte Dihydropyridine. 32* Spatere Versuche zeigten, dass es mit diesen nahezu
ausschlieBlich zu einer Addition am Ring und nicht am Carbonyl-Kohlenstoff kam.3?® Zusatzlich
lieBen sich Aussagen zur Regioselektivitat verschiedener metallorganischer Verbindungen treffen.
Einerseits war der sterische Anspruch der verwendeten Acyl-Gruppe, des Nukleophils und
weiterer am Pyridin-Ring befindlicher Substituenten relevant.3?>3%® So sorgten anspruchsvolle
sterische Acyl-Gruppen und Nukleophile fiir eine vermehrte Addition in Position 4 gegeniiber den
ortho-Positionen.333% Anderseits lieRen sich regiospezifische Priferenzen von Nukleophilen
durch das Konzept der ,harten und weichen Sduren und Basen“ (,Hard and soft acids and
basis“-concept) prognostizieren.3?”328 Es konnte festgestellt werden, dass harte Nukleophile mit
einer hohen Ladungsdichte wie GRIGNARD-Verbindungen oder lithiumorganische Verbindungen
bevorzugt an Position 2 und 6 binden.3?”3% Dahingegen bilden weiche Nukleophile mit geringer
Ladungsdichte und hoher Polarisierbarkeit wie zink-, zinn- oder kupferorganische Verbindungen

vorwiegend 1,4-substituierte Dihydropyridine aus.3?*33° Djesen Schliissen folgend gelang PIERS
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und Soucy eine Position 4-regioselektive Addition von metallorganischen GILMAN-Cupraten
((CHs)2CuLi / (CeHs),CulLi).?®* ComiNs und ABDULLAH entwickelten das Reaktionsprinzip weiter,
indem sie die bendtigten Cuprate erst im Reaktionsansatz selbst herstellten. Das gelang ihnen
dadurch, dass die entsprechenden GRIGNARD-Verbindungen zusammen mit einem katalytischen
Zusatz von funf Prozent Kupfer(l)iodid (Cul) zum Ansatz gegeben wurden. Diese beiden
Reagenzien bildeten in  situ miteinander magnesiumhaltige NORMANT-Cuprate
((CH3CH,),CuMgl / (CeHs),CuMgl) aus, welche selektiv in para-Stellung angriffen.3?® Fir diese
Methodik entschied sich auch VoOIGT bei der Synthese der von ihm hergestellten
4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridine. Zur Verbessserung der Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln, wie dem verwendeten THF, setzte VOIGT zunachst das auch von COMINS et al.
verwendete Cul°SMe; ein. Er konnte mit der Verwendung von Lithiumchlorid als alternativem
Liganden jedoch eine besser handhabbare und weniger gesundheitsschadliche Alternative zum
zuvor benutzten Dimethylsulfid finden.3%0332333 Der resultierende Cul2 LiCl-Komplex war
ebenfalls gut 16slich in THF und wies eine vergleichbare Katalysatoraktivitat auf. Im folgenden
Abschnitt wird naher auf die in dieser Dissertation verwendete Vorgehensweise bei dieser
Synthese eingegangen und erldutert welchen Einfluss die Veranderung einzelner Parameter auf

diese hatte.

3.1.3.2 Experimentelle Durchfihrung

Am Anfang der Synthesevorbereitung stand eine Minimierung des Wassereintrags. Aufgrund der
hohen Hydrolyseneigung von Acetylchlorid, Phenylmagnesiumchlorid und der im
Reaktionsprozess entstehenden Cuprate war dies essentielle Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche
Umsetzung. Daher wurde der fiir die Reaktion verwendete Mehrhalskolben vor der Reaktion
ausgegliiht, das hygroskopische Lithiumchlorid in der Trockenpistole getrocknet und das
verwendete THF mit Natrium absolutiert. Auerdem wurde das verwendete 3-substituierte
Pyridin vor der Reaktion im Exsikkator aufbewahrt und das verwendete Acetylchlorid vor Beginn

der Reaktion frisch destilliert.

MgCl
2 ©/ + cul2 Licl
R R
N 2 ~ MgZ*cl”
) +2)k > 2| + - vold |— g o |
= a in THF e Cu Meicl | N THF N + 2Mgcl,
N -20 bis -40 °C J\cr ©/ \© + MeICl 50 bis -0 °c )\
0 0

Abbildung 18: Reaktionsschema der 4-Phenyl-/N-acetyl-1,4-dihydropyridin-Synthese. In den umrahmten Feldern ist die
Bildung des NORMANT-Cuprats dargestellt.

+ Cule2 LiCl

Nach Abschluss dieser Arbeitsschritte wurden 1,0 Aquivalente des jeweiligen 3-substituierten
Pyridins, 0,1 Aquivalente Kupferiodid und 0,2 Aquivalente trockenes Lithiumchlorid im vorberei-

teten THF gelost. Der Katalysator wurde dem Ansatz bereits vor der Acetylierung zugegeben, da
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eine ausreichende Loslichkeit und Losungsgeschwindigkeit fur diesen nur bei RT gegeben war.
Seiner Oxidationsneigung, gerade gegeniliber dem Luftsauerstoff wurde mit dem Einleiten von
Argon als Schutzgas in den Mehrhalskolben vorgebeugt. Wie bereits von SCHADE beschrieben
zeigte sich bei Zugabe von Lithiumchlorid zum Ansatz eine Farbverstarkung, wenn dieser bereits
Kupferiodid enthielt.33* Diese Beobachtung ldsst sich als Effekt der vermehrten Léslichkeit des
Schwermetalls durch die beschriebene Komplexbildung interpretieren. Ndahere Untersuchungen
zeigten aber, dass diese Farbvertiefung vor allem in Ansdtzen von 3-Benzyloxypyridin-Derivaten
auftrat und nur wenn dieses bereits im Ansatz gelost war. Die Losung von Kupferiodid und
Lithiumchlorid in THF ohne diese Pyridine zeigte diesen Effekt nicht. Daher ist davon auszugehen,
dass fur diese Farbverdanderung eine vermehrte Interaktion des Schwermetallkomplexes mit
verschiedenen Pyridin-Derivaten relevant ist. Im Anschluss wurde der Ansatz mit Hilfe von
Trockeneis in einem Kaltebad aus gleichen Teilen Methanol und Isopropanol auf -40 Grad Celsius
herabgekihlt. Die niedrige Reaktionstemperatur diente, neben einer Verringerung der
Oxidationsanfalligkeit von Edukten und Produkten, dazu, das Entstehen von Nebenprodukten mit
weiteren reaktiven Gruppen zu minimieren. Aus Kostengriinden wurde bei diesen Reaktionen in
der spateren Phase der Dissertation die Methode der Kiihlung gedndert. Es wurde auf die
Verwendung von Trockeneis verzichtet und stattdessen eine Mischung von Natriumchlorid und
Eis im Verhaltnis eins zu drei benutzt. Dieses Gemisch kihlte auf Grund der der Umgebung
entzogenen Schmelzenthalpie und der Gefrierpunktserniedrigung auf -18 bis -21 Grad Celsius ab.
VOoIGT belegte bereits in seiner Arbeit, dass die Reaktion auch bei diesen héheren Temperaturen
erfolgreich ablauft.3®® Auswirkungen auf Produktausbeuten und den Anteil an Nebenprodukten
werden unter 3.1.3.3 und 3.1.3.4 ndher betrachtet. Nachdem der Ansatz mit Hilfe der jeweiligen
Kihimethode auf die entsprechende Temperatur eingestellt worden war, wurde er mit
1,1 Aquivalenten Acetylchlorid versetzt. Bei allen Reaktionsansidtzen auRer jenen, die
3-Halogenpyridine als Edukt beinhalteten, konnte hiernach eine intensive Rotfarbung des
Ansatzes beobachtet werden. Diese konnte auf die Bildung des Pyridinium-Salzes hindeuten.
Auch bei anderen Substituenten 3-Carbamid-Gruppen konnte eine solche Rotfarbung beobachtet
werden, so dass diese nicht an einen 3-Oxy-Substituenten gekoppelt zu sein scheint.33* Der
Ansatz wurde flir 15 min bei konstanter Temperatur mittels eines Magnetriihrers gleichmaRig
durchmischt, wobei die Farbung, soweit vorhanden, bestehen blieb. Bei der hdheren Temperatur
von -20 Grad Celsius erwies sich eine kiirzere Wartezeit von zehn min als vorteilhafter fir die
Ausbeute an Produkt. Eine Besonderheit stellten die Synthesen der Verbindungen 17 und 18 dar,
die jeweils mit 2,2 Aquivalenten Acetylchlorid umgesetzt wurden. Bei diesen beiden wurde neben
dem Pyridin-Stickstoff noch eine Alkohol-Gruppe verestert. Im Falle von Verbindung 17 war es
die aromatische OH-Gruppe von 3-Hydroxypyridin und bei Verbindung 18 die aliphatische
OH-Gruppe der Hydroxyethoxy-Gruppe an Position 3. Bei beiden Reaktionen lief die Veresterung
nahezu vollstdndig ab ohne, dass eine Verlangerung der fiir die N-Acetylierung vorgesehenen

Wartezeit notwendig gewesen ware.
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Im Anschluss wurden dem Reaktionsgemisch langsam 1,2 Aquivalente Phenylmagnesiumchlorid
zugetropft. Hierbei verschwand die Rotfarbung langsam im Verlauf der Zugabe. Nach einer
Wartezeit von 15 Minuten bei den Ansdtzen bei -40 Grad Celsius bzw. zehn Minuten
bei -20 Grad Celsius wurde der Ansatz der Kiihlung entnommen. Weitere 30 Minuten lang wurde
der Ansatz daraufhin bei RT bis zum Abschluss der Reaktion geriihrt. Dabei wurde beobachtet,
dass die weniger stark gekihlten Ansatze innerhalb der 30 Minuten Oxidation der Produkte und
kaum weiteren Umsatz zu denselben zeigten. Daher wurde bei ihnen diese Zeit auf zehn min
reduziert. Der Ansatz wurde zum Abbruch der Reaktion mit 100 Milliliter 20 prozentiger
Ammoniumchlorid-Losung versetzt und mit Chloroform extrahiert. Der Schwermetallkatalysator,
der die Oxidation des Produkts begiinstigt, wurde anschlieBend durch mehrfache Extraktion der
organischen Phase mit einem Gemisch aus konzentrierter wassriger Ammoniaklésung und
20 prozentiger Ammoniumchlorid-Lésung im Verhaltnis eins zu eins entfernt. Die Kupfer-lonen
gingen hierbei gut wasserlosliche, farbige Komplexe mit Ammoniak ein. Im Anschluss wurde die
Losung zur Entfernung der Gberschissigen Base mit zehn prozentiger Salzsdureldsung extrahiert.
Zur Abtrennung von in der organischen Phase enthaltenem Wasser wurde diese danach noch
gegen gesattigte Natriumchlorid-Lésung (Brine) extrahiert. Nach einer Entfernung der
Losungsmittel am Rotationsvakuumverdampfer wurde so ein 6lig viskoses bis mattes, amorphes
Rohprodukt erhalten. Aus diesem konnte schlieBlich sdulenchromatographisch das

entsprechende 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridin gewonnen werden.

3.1.3.3 Nebenprodukie und Modifikationen der Reaktion

Im Verlauf des Reaktionsgeschehens fielen verschiedene Nebenprodukte an, die im Verlauf der
sdulenchromatographischen Auftrennung isoliert und charakterisiert werden konnten. Im

Folgenden wird auf ihre Entstehung eingegangen sowie auf Bemiihungen diese zu minimieren.

g i
- R

X
N

6-Phenyl-N-Acetyl-
1,6-dihydropyridine

4-Phenylpyridine Biphenyl Acetophenon

Abbildung 19: Bei der Synthese der 4-Phenyl-A-Acetyl-1,4-dihydropyridine entstehende, charakterisierte Nebenprodukte

Bereits COMINS und VOIGT stellten fest, dass flir die Reaktion keine vollstdndige Regioselektivitat
gewadhrleistet werden konnte. In geringem MaRe entstanden auch bei diesen Reaktionen
1,2-Dihydropyridine durch einen Angriff des GRIGNARD-Reagenz in ortho-Position.2°%3%° Hierbei
wurde auf Grund sterischer Hinderung durch Substituenten an Position 1 und 3 des Rings
lediglich das Entstehen von 6-Phenyl-N-acetyl-1,6-dihydropyridinen beobachtet. Die Ausbeute
dieses Nebenprodukts lag hierbei zwischen 1 und 7 Prozent und war vor allem durch volumindse

raumfordernde Reste in Position 3 begiinstigt, die einen Angriff an Position 4 erschwerten. So
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erhielt man fir (EZRS)-N-Acetyl-3-isopropoxy-6-phenyl-1,6-dihydropyridin, das exemplarisch
isoliert und analysiert wurde, mit 5,9 Prozent eine nahezu doppelt so hohe Ausbeute wie fir das
weniger sterisch anspruchsvolle 3-Propoxy-Derivat (siehe Abschnitt 6.2.13). Die Reaktions-
temperatur zeigte hierbei wenn tberhaupt nur einen geringen Einfluss auf die Regioselektivitat.
So konnte bei keiner Reaktion, die bei beiden Temperaturen durchgefiihrt wurde, ein

signifikanter Unterschied in der Regioselektivitat der Addition beobachtet werden.

Ein weiteres Nebenprodukt stellt das durch die Oxidation des Dihydropyridins entstehende
3,4-substituierte Pyridin dar. Fir das AusmaR der Oxidation konnten drei Faktoren identifiziert
werden. Zum einen hatten der in Postion 3 befindliche Substituent sowie die Acyl-Gruppe am
Stickstoff des Ringsystems entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdit des entstehenden
Dihydropyridins. Verbindungen mit 3-Benzyloxy-Resten wiesen eine besonders hohe Instabilitat
auf.3%! Die Acetyl-Gruppe als Acyl-Komponente stellte einen weiteren Schwachpunkt der Struktur
dar. Schon VoIGT unternahm den Versuch die Stabilitat der resultierenden Dihydropyridine sowie
die Ausbeute der Reaktion zu erhdéhen. Dabei verwendete er nach dem Vorbild CoMmiINsS
Phenylchloroformiat statt Acetylchlorid als Sdurechlorid-Komponente.3%32° Dies gelang zwar,
doch da diese Verbindungen nicht mehr den nachsten Reaktionsschritt, die gewinschte
Zykloadditionsreaktion mit den Benzochinonen, eingingen, musste in der Folge wieder auf
N-Acetyl-1,4-dihydropyridine zuriickgegriffen werden.3®® Die Temperatur wihrend der Reaktion
und Aufreinigung stellte letztlich den entscheidendsten Faktor fiir das AusmaR und die
Geschwindigkeit der Oxidation dar. Die erh6hte Reaktionstemperatur durch die neue Methode
der Kiihlung bewirkte eine erhéhte Oxidationsneigung der 1,4-Dihydropyridine, was sich negativ
auf die Gesamtausbeute auswirkte (siehe Abschnitt 3.1.3.4). In den Sommermonaten waren
diese Prozesse in den zum GroBteil unklimatisierten Laboren deutlich verstarkt. Teilweise konnte
keine sdulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte in diesen Zeitrdumen
durchgefihrt werden, da wahrend diesem mehrere Stunden in Anspruch nehmenden Prozess
trotz versuchter Kihlung ein Grofteil des Produkts oxidierte. Daher wurde teilweise das unauf-
gereinigte Rohprodukt fir die Verwendung im nachsten Reaktionsschritt herangezogen. Dies
verringerte die Ausbeute dieses Schrittes durch geringeren Umsatz und Schwierigkeiten bei der
Aufarbeitung deutlich. Da die die Substitution betreffenden Faktoren sich als nicht bis schlecht
modifizierbar erwiesen hatten, wurde vor allem die Temperatur kontrolliert. So wurde, wie unter
3.1.3.2 beschrieben, die Lange einiger Wartezeiten bei erhéhter Reaktionstemperatur angepasst
und das isolierte Reaktionsprodukt unter Argon Atmosphare bei -18 Grad Celsius gelagert. Unter

diesen Bedingungen erwiesen sich die Derivate als stabil flir mehrere Monate.

Durch die Reaktion von Phenylmagnesiumchlorid mit Giberschiissigem bzw. nicht umgesetztem
Acetylchlorid  entstand nach  nukleophilem  Angriff des  GRIGNARD-Reagenz am
Carbonyl-Kohlenstoff Acetophenon. Seine Synthese stand in Abhangigkeit zur Anzahl der zuge-
setzten Aquivalente an Acetylchlorid sowie der Menge und Zutropfgeschwindigkeit an GRIGNARD-

Reagenz mit einer Ausbeute von zwei bis elf Prozent. Durch eine Reduzierung der Acetylchlorid
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Aquivalente von anfangs 1,3 auf 1,1 konnte die Menge an entstehendem Acetophenon minimiert
werden, bei gleichzeitiger Beibehaltung einer moglichst vollstandigen N-Acetylierung der einge-
setzten Pyridine. Mit bis zu 40 Prozent Ausbeute das am haufigsten auftretende Nebenprodukt
stellt aber das Biphenyl dar. Seine Entstehung ist wahrscheinlich als Begleitprodukt des
Cuprat-katalysierten  Reaktionszyklus  sowie des Uberschusses an  zugegebenem
Phenylmagnesiumchlorid zu verstehen. Bei einer geringeren Reaktionstemperatur entstand das
Nebenprodukt in geringerem Umfang und eine Reduzierung der zugegebenen Aquivalente
Phenylmagnesiumchlorid auf 1,2 konnte ebenfalls zu einer Minimierung des Entstehens von
Biphenyl beitragen. Es bestehen verschiedene Moglichkeiten, Uber die die entstehenden
Aryl-Cuprate zum Biphenyl reagieren konnten. Die Anfalligkeit dieser Metallorganyle gegeniber
Sauerstoff wird vielfach beschrieben.3**337 Diese temperaturabhingig ablaufende Oxidation von
Organocupraten kann zur Zersetzung derselben fiihren, was zur Bildung von Kupfer(ll)-Salzen und
Biphenyl fiihrt.33¢337 Wenn im hier durchgefiihrten Reaktionsprozess auch durch die Verwendung
von Schutzgas der Sauerstoffeintrag minimiert werden soll, ist dieser Prozess trotzdem nicht
vollstéandig auszuschlieRen. Bereits seit 1919 ist bekannt, dass Kupfer(ll)-Verbindungen durch ihre
eigene Reduktion zu Kupfer(l)-Salzen wiederum die oxidative Kopplung von zwei Molekilen
Phenylmagnesiumchlorid zu Biphenyl bedingen.33 Eine weitere Hypothese stellt die Reaktion mit
Kupfer-lonen unter Reduktion derselben an. Dies ist bisher nur fir Kupfer(ll)-Verbindungen
beschrieben, die aber auch in situ entstehen konnen, durch die soeben beschriebene
Oxidationsanfilligkeit.*® Bei diesem Reaktionsschema wird dem Ansatz zusitzlich noch ein
Oxidationsmittel zugesetzt, wie zum Beispiel verschiedene Benzochinon-Derivate. Dies
ermoglicht eine Regeneration des Kupfer(ll)-Salzes und damit eine vollstandige Umsetzung bei
nur geringen stéchiometrischen Anteilen an Metallsalz.3*%34! Die beiden letztgenannten Theorien

wirden sich wie in Abbildung 20 Schritt (1) und (2) dargestellt ergdnzen.
[Ox] O + 2Cu*
©/ \© + cu?t 2++2©/ — + 2 Mg
O + 2Cr
MgZ*CI
O O

Abbildung 20: Postulierte Reaktionswege fur die Bildung von Biphenyl. (1) Theoretische Oxidation des Cuprats durch den
Eintrag von Luftsauerstoff. (2) Oxidative Kopplung der GRIGNARD-Verbindungen unter Reduktion der Kupfer(ll)-lonen. (3)
Katalysierte Kopplung des Phenylmagnesiumchlorids mit angenommener Cuprat-Zwischenstufe.

Dem entgegen steht eine von LI et al. beschriebene Reaktion. Sie untersuchten, welche
Verbindungen als Katalysatoren fiir die Kopplung von Phenylmagnesiumchlorid zum entspre-
chenden Biaryl dienen kénnten. Sie stellten fest, dass Kupferiodid diese Funktion erfillen kann
ohne Zusatz eines Oxidationsmittels.3*> Der Mechanismus ist hier also hdchstwahrscheinlich ein
anderer als bei der oben beschriebenen oxidativen Kopplung. Es wird vereinzelt ein radikalischer

Mechanismus postuliert, wie er auch fir dhnliche nickelkatayliserte Reaktionen vermutet
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wird.3*33% Experimentell konnte dies bisher jedoch nicht belegt werden.3** Die teilweise hohe
Ausbeute an Biphenyl sowie die konsequente Verwendung von Schutzgas deuten mehr auf die
zuletzt dargelegte Katalysator-Theorie hin, auch wenn ihr Mechanismus noch nicht vollends

geklart ist.

3.1.3.4 Ausbeuten der Reaktion

Die Reaktion wies eine hohe Diversitat bei den beobachteten Ausbeuten auf. Diese lagen
zwischen 40,6 und 87,6 Prozent. Eine erhdhte Reaktionstemperatur fiihrte in der Regel zu einer
Ausbeutenverringerung um 5 bis 10 Prozent. Die 3-Halogenderivate stellten hierbei eine
Ausnahme dar. Sie wiesen trotz der ausschlieRlichen Durchfihrung der Reaktion
bei -20 Grad Celsius die hochsten Ausbeuten mit durchgehend (iber 75 Prozent auf. Die Ausbeute
nimmt hierbei mit der Ordnungszahl und damit auch mit der Elektronegativitdt des
entsprechenden Halogens ab (Cl > Br > |). Die Halogenderivate zeigten eine im Vergleich zu den
anderen 1,4-Dihydropyridinen deutlich geringere Oxidationsneigung. So fiel bei ihrer Synthese
kaum das korrespondierende 4-Phenyl-3-Halogenpyridin an. Einen Anteil am hohen Umsatz
konnte hier der —I-Effekt und +M-Effekt der Halogene haben, der das Pyridinium-Kation und auch
das 1,4-Dihydropyridin zusatzlich stabilisiert, sowie der geringe sterischer Anspruch, der eine
Bindung des Phenyl-Rings an Position 4 nur wenig behindert.

Tabelle 3: Ausbeuten der Synthesen der 4-Phenyl-A-Acetyl-1,4-dihydropyridine. n.d. = nicht durchgefiihrt, * = angegebene
Ausbeute bezieht sich auf die mit 3-Acetoxypyridin als Edukt durchgefiihrte Synthese.

0 o F
Verbindung 14-18, 26-29 Verbindung 19-25
Verbindung | 14 15 16 17 18 27 28 29
Rest R OCH,CHs | OCH,CH, | OCH 0(c=0) O(CH,),0 | cI Br I
CH3 (CH3)2 CH3 (C=0)CH3
Ausbeute 62,1 58,3 51,1 47,9* 48,0 87,6 80,2 75,0
-20 °C [%]
Verbindung | 19 20 21 22 23 24 25 26
Rest R H 2-Cl 3-Cl 4-Cl 2-OCH3 3-OCH3 4-0OCH3 0S0,C6Ha CH3
Ausbeute 49,9 53,4 51,6 55,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
-40 °C [%]
Ausbeute 40,6 44,9 44,7 47,3 41,3 42,4 46,5 47,4
-20 °C [%]

Bei den 3-Alkoxy-Derivaten lieB sich deutlich erkennen, dass der sterische Anspruch des Restes in
Position 3 einen Einfluss auf den Ablauf der Reaktion hat. Die Ausbeute des raumfordernden
Isopropoxy-Restes war um Uber sieben Prozent geringer als die des n-Propoxy-Derivats. Diese
Verringerung lieB sich fast ausschlielich auf eine Abnahme der Regioselektivitdt der Additions-
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reaktion des Phenyl-Restes bei hoherem sterischem Anspruch des Restes in Position 3
zurickfihren. Das zeigte das vermehrte Entstehen des entsprechenden
6-Phenyl-N-acetyl-1,6-dihydropyridins beim 3-Isopropoxy-Derivat (siehe Abschnitt 3.1.3.3). Der
sterische Einfluss schien also in diesen Fallen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Reaktivitat
des Pyridins zu haben und stattdessen vor allem die Regioselektivitdt des nukleophilen Angriffs zu

beeinflussen.

Die geringsten Ausbeuten mit bei -20 Grad Celsius Reaktionstemperatur durchgehend unter
50 Prozent zeigten die 3-Benzyloxyderivate. Als limitierender Faktor fiir die Ausbeute dieser Ver-
bindungen erwies sich in erster Linie, wie auch bei den 3-Alkoxy-Verbindungen, die Oxidation der
Produkte und nicht die Reaktivitdt der Edukte. Dies liefl sich einerseits daran erkennen, dass die
Summe der Ausbeuten der Dihydropyridine und des Oxidationsprodukts, den 3,4-disubstituierten
Pyridinen, bei beiden Reaktionstemperaturen weitgehend identisch war. Anderseits zeigten sie
mit einer Summe von circa 80 Prozent ohne Bertlicksichtigung der ebenfalls noch entstehenden
6-Phenyl-N-acetyl-1,6-dihydropyridine einen dhnlichen Umsatz wie die 3-Halogenderivate. Eine
bessere Stabilisierung der Reaktionsprodukte bzw. ein wirksamer Oxidationsschutz, ware die
beste MalRnahme die entsprechenden Ausbeuten zu erhéhen. Zu vermuten waére, dass die be-
sondere Instabilitdt der 3-Benzyloxy-Derivate im Vergleich zu den 3-Halogen- oder den von VOIGT
synthetisierten 3-Carboxylverbindungen vom groReren das m-Elektronensystem erweiternden
+M-Effekten herriihrt.3%! Diese These wird durch die hdhere thermische Stabilitit gebrauchlicher
Dihydropyridin-Calciumkanalblocker gestiitzt, die mit Carboxyestern in Position 3 und 5 iber zwei
Substituenten mit starkem —M-Effekt verfiigen.3* AuBerdem schien auch der sterische Anspruch
des Restes in Position 3 Einfluss auf die Stabilitdt des Dihydropyridins zu haben. So korrelierten
groRBe raumfordernde Reste weitestgehend mit grofRerer Oxidationsanfalligkeit. Der Mangel an
+M-Effekt und der hohere sterische Anspruch der Methoxybenzyloxy-Derivate kdnnte eventuell
verantwortlich fiir deren schlechte Ausbeuten sein. Die sich abzeichnende Tendenz, dass
para-substituierte 3-Benzyloxy-Verbindungen hohere Gesamtausbeuten zeigten konnte mit
deren hoherer Kristallisationsneigung zusammenhadngen. Diese erleichterte einerseits deren
Isolierung und anderseits erwiesen sich die Kristalle der Verbindungen als wesentlich

oxidationsstabiler als die flissigen oder amorphen Produkte.

3.1.3.5 Betrachtungen und Theorien zum Reaktionsverlauf

Der Mechanismus dieser Additionsreaktion ist bisher nicht ausreichend untersucht worden, um
verbindliche Aussagen Uber diesen treffen zu kdnnen. Anhand der besser untersuchten Addition
von GILMANN-Organylcupraten an a,B-ungesattigten Carbonyl-Derivaten, die ebenfalls Selektivitat
fiir die Position 4 aufweist, postulierte SCHADE jedoch einen denkbaren Reaktionsmechanismus, in
dessen Zentrum die Bildung und Regeneration des Diphenylcuprats stand.?** Verschiedene
genauere mechanistische Untersuchungen erlauben die Formulierung zweier hypothetischer
Ubergangszustande zwischen der Bildung des Cuprats und der Addition des Phenyls in Position 4
346-349

in diesem Schema.
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Zunachst sei die Bildung eines m-Komplexes zwischen Cuprat und der n-Elektronenwolke der de-
lokalisierten Doppelbindungen des Ringsystems des Pyridinium-Kations genannt. Diese wird zu-
satzlich stabilisiert durch die Wechselwirkungen des als Lewis-Sdure zu betrachtenden
Magnesium-lons mit den freien Elektronenpaaren des Stickstoffs und des Carbonyl-Sauerstoffs.34®
Von BARTHOLOMEW et al und GARTNER et al. gewonnene Erkenntnisse lassen die Existenz eines
zweiten extrem instabilen und kurzlebigen Intermediats vermuten, bei dem das Kupfer-lon kurz-
zeitig die theoretische Oxidationszahl +lIl annimmt.3*83%° Dieser Kupfer(lll)-Komplex reagiert
durch Umlagerung zum entsprechenden 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridin.3* Unter Anla-
gerung eines weiteren Molekiils Phenylmagnesiumchlorid an das so freiwerdende Phenylcuprat

entsteht erneut das NORMANT-Cuprat und der Zyklus befindet sich wieder am Ausgangspunkt.3¥

Cul-2LiCl
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) cl MgCll, 2 Licl
\

M2 \
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Abbildung 21: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Synthese der 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridine. Anfang des
Zyklus steht die Bildung des NORMANT-Cuprats, das Uber die Intermdiate eines n-Komplexes und des Kupfer(lll)-Komplexes
zur Bildung der Dihydropyridine fiihrt. Das NORMANT-Cuprat wird durch Reaktion des Phenylcuprats mit
Phenylmagnesiumchlorid regeneriert (Inspiriert von SCHADE und WELKER et al. 334347)

3.1.3.6 Strukturelle Charakterisierung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

Die 4-Phenyl-N-Acetyl-1,4-dihydropyridine zeigen einige strukturelle Auffilligkeiten, die bei ihrer
Analyse eine besondere Rolle spielen. So sei erwahnt, dass es sich bei den Produkten der
Reaktion auf Grund der nicht stereoselektiv ablaufenden Addition um ein Razemat handelt. Auf
eine ndhere Charakterisierung der R- und S-Enantiomere wurde jedoch verzichtet. Grund dafir
ist die im folgenden Schritt auftretende Rearomatisierung des Ringsystems, die die Auflésung
dieses Stereozentrums bedingt, so dass die Trennung oder sonstige Analyse der Stereoisomere
keinen Vorteil bietet. Von groRerer analytischer Relevanz ist, dass die N-Acetyl-Gruppe als

Carbamid einen partialen Doppelbindungscharakter aufweist. Dies schrankt die freie Drehbarkeit
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dieser C-N-Bindung ein, was zur Ausbildung zweier energetisch beglinstigter Rotationsisomere
fihrt. In silico-Untersuchungen von Frau DR. DINA ROOBA lassen eine planare Struktur des
Ringsystems und der Acetyl-Gruppe vermuten, bei der sich eine cis- und eine trans-Form
unterscheiden lassen.®®** Aus den Stereoisomeren und diesen beiden Rotationsisomeren
resultieren insgesamt vier mogliche Isoformen pro Verbindung. Diese sind beispielhaft fir

Verbindung 27 in Abbildung 22 dargestellt.

(R,E) ©

(s,2) (S, E)
Abbildung 22: Darstellung der mdglichen Isoformen von Verbindung 27. Unter den jeweiligen Isoformen ist die
Nomenklatur fir die Konfiguration von C-4 sowie die Stellung der Acetyl-Gruppe angegeben.
Die unterschiedlichen Ausrichtungen der Acetyl-Gruppe haben Einfluss auf die in der
NMR-Spektroskopie vorgenommenen Messungen. Die Carbonyl-Gruppe des Amids bildet hierbei
im angelegten duBeren Magnetfeld By auf Grund der Zirkulation von m-Elektronen ein diesem
entgegen gerichtetes Magnetfeld aus. Dieser magnetische Anisotropieeffekt kann durch einen
entlang der C-O-Doppelbindung
ausgerichteten Doppelkegel beschrieben
werden (siehe Abbildung 23). Dies bewirkt,

dass Protonen je nach ihrer Position in

Bezug zu diesem Anisotropiekegel eine

_‘ E-Rotamer . Z-Rotamer verstirkte = oder  eine  verringerte
Abbildung 23: Darstellung des bei der NMR Spektroskopie
gebildeten Anisotropiekegels entlang der Carbonylgruppe von

Verbindung 19. Das Minus und die blaue Farbe stellen petrachtet werden Wasserstoffatome, die
entschirmende Effekte dar. Das Plus und die rote Farbe stellen

abschirmende Effekte dar. Grin ist der Anisotropiekegel Sich innerhalb der gedachten Erweiterung
dargestellt. Mit gestrichelten Linien wird die raumliche
Erweiterung von diesem gekennzeichnet, innerhalb dessen

H-Atome von der abschirmenden Wirkung betroffen sind. gegeniiber dem 3uReren Magnetfeld

verstarkt entschirmt (siehe Abbildung 23). Dies bewirkt eine Verschiebung ihrer

Abschirmung  erfahren.  Systematisch

der Doppelkegelstruktur befinden,

korrespondierenden Signale im 'H-NMR-Spektrum in Richtung Tieffeld. Wasserstoffatome, die
sich hingegen aullerhalb des raumlich erweiterten Anisotropiekegels befinden, erfahren eine ver-
starkte Abschirmung gegeniiber dem angelegten Magnetfeld By (siehe Abbildung 23). Daher sind
ihre Signale weiter in Richtung Hochfeld verschoben. Letztlich hat dies eine Aufspaltung der
Sighale der von diesem Anisotropieeffekt betroffenen Wasserstoffkerne im *H-NMR-Spektrum
zur Folge. In Abbildung 24 ist dies exemplarisch fir Verbindung 19 dargestellt. Hier lasst sich
ebenfalls erkennen, dass die Signalaufspaltung nicht im Verhaltnis eins zu eins stattfindet. Bei

diesem NMR-Spektrum, ebenso wie bei allen weiteren Spektren von Derivaten, die eine
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3-Alkoxy- oder eine 3-Benzyloxy-Gruppe aufweisen, zeigt sich eine hdhere Starke fir die das
E-Rotamer reprasentierenden Signale. Das beobachtete Verhaltnis zwischen E- und Z-Rotamer
betrug in diesen Fallen fir das jeweilige Spektrum einheitliche Werte zwischen 2,24 zu eins und

3,5 zu eins (siehe Tabelle 4).

6-H, 3-H,4°-H, 5'-H, 3-0-CH,C,H,
@ (2L (2

N(C=0)CH,

[R1]
>

o] N
2"H,6H Y MY N(C=0)CH,
[E/Z] [R2]

2-H
(] 3-0-CH,CHs

[E/Z]
6- 5.-H 4-H
[E
2-H
2
- A UL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 fStD 4),8 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
1 (ppm

— I

Abbildung 24: 'TH-NMR-Spektrum von Verbindung 19 in deuteriertem Chloroform bei 400 Megahertz. Erkennbar sind die
aufgespaltenen Signale von 2-H, 5-H, und N(C=0)CH3. Das Signal des Z-Rotamers von 6-H ist nicht einzeln zu erkennen, da
es von den Signalen der Phenylringe Uberlagert wird. Die L&sungsmittelsignale wurden zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit entfernt.

Dieser Effekt konnte sowohl in apolaren Losungsmitteln wie deuteriertem Chloroform sowie in
polaren deuteriertem Losungsmitteln wie d6-Dimethylsulfoxid oder d6-Aceton beobachtet
werden. Fiir die 3-Halogen-Derivate war ein solcher ungleicher Aufspaltungseffekt fast nicht zu
beobachten. In Tabelle 4 werden die durchschnittlichen Verhaltnisse der aufgespaltenen Signale
der ringstéandigen Protonen 2-H und 4-H miteinander verglichen. Die Signale des 6-H wurden
hierbei auBen vorgelassen, da wie in Abbildung 24 erkennbar, das Signal des Z-Rotamers dieses
Wasserstoffatoms in den meisten Fallen von denen des 4-Phenylrings liberlagert werden.

Tabelle 4: Auflistung der Verhaltnisse der Integrale der E- und Z-Rotamere von 2-H und 4-H der synthetisierten
4-Phenyl- N-Acetyl-1,4-dihydropyridine. k.A. = keine erkennbare Aufspaltung des NCOCHs-Signale

Verbindung 14 15 16 17 18 19 20 21

Verhiltnis der Integrale | 2,49 2,79 2,38 1,64 2,24 3,24 3,5 2,72

von E- und Z-Rotamer

Verhiltnis der Integrale | 2,56 3,0 2,45 1,21 2,12 3,25 3,1 2,49
der zwei NCOCH3s-Signale

Losungsmittel DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO CDCl3 DMSO DMSO
Verbindung 22 23 24 25 26 27 28 29
Verhiltnis der Integrale | 2,64 3,23 2,58 3,03 2,09 1,16 1,19 1,27

von E- und Z-Rotamer

Verhiltnis der Integrale | k.A. 3,19 k. A. 2,54 1,84 1,32 1,21 1,08
der zwei NCOCHjs-Signale

Lésungsmittel (deuteriert) DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
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Erkennbar scheint bei diesen Verhaltnissen zu sein, dass 3-Benzyloxy-Derivate und langere,
unverzweigte 3-Alkoxy-Derivate die hochsten Werte fiir das Verhaltnis der Integrale von E- und —
Rotamer aufweisen. Dies kdnnte daraufhin deuten, dass diese lipophilen Gruppen eher in der
Lage sind, hydrophobe Wechselwirkungen mit den Methyl-Wasserstoffatomen der
Acetyl-Gruppe einzugehen und damit die Ausbildung der E-Konformation energetisch zu
beglinstigen. Die hochste Beglinstigung des E-Rotamers tritt demzufolge bei den
ortho-substituieren 3-Benzyloxy-Verbindung auf, die hochstwahrscheinlich ebenfalls mit diesen
Wasserstoffatomen der Acetyl-Gruppe wechselwirken kénnen. Diese Theorie wird gestiitzt von
der Auswertung der Aufspaltungen bei den 3-Halogen-Derivaten, die auf Grund der raumlichen
Entfernung nicht mit der Acetyl-Gruppe interagieren kénnen. Die Aufspaltung der Signale der
Methyl-Wasserstoffatome des Acetyls kann jedoch nicht durch eine E/Z-Rotationsisomerie erklart
werden. In beiden Fillen ldge die Methyl-Gruppe im gleichen raumlichen Verhaltnis zur
Carbonyl-Gruppe vor und die freie Drehbarkeit der C-C-Einfachbindung wiirde die Unterschiede,
die durch Eintritt der Wasserstoffatome in den Anisotropiekegel entstehen wiirden, egalisieren.
Fir eine Aufspaltung der Signale misste also die freie Drehbarkeit der Einfachbindung ein-
geschrankt sein. Eine mogliche, wenn auch unwahrscheinliche Erklarung koénnten die oben
beschriebenen hydrophoben Wechselwirkungen mit dieser bieten. In diesem Fall misste die
Aufspaltung der Methylwasserstoff-Signale mit der Aufspaltung der Dihydropyidin-
Ring-Wasserstoffatom-Signale korrelieren. Wie in Tabelle 4 ersichtlich wird, Iasst sich dies auch in
fast allen Féllen beobachten. Die aufgespaltenen Signale der Wasserstoffatome der
Acetyl-Gruppe werden daher in dieser Dissertation mit R1 und R2 betitelt, um sie als

hypothetisch angenommene Rotationsisomere zu kennzeichnen.

3.1.4 Synthese und Analyse der Azoxafluorene

Die Darstellung von 1-Aza-9-oxafluorenen und 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorenen fullt, wie bereits
in Abschnitt 2 ausgefiihrt, auf der urspriinglich von HILGEROTH et al. beobachteten Cycloaddition
von p-Benzochinonen mit 3,5-disubstituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen. VOIGT gelang hier
durch den Einsatz von unsymmetrisch substituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen und einem
Uberschuss des jeweiligen p-Chinons die Entwicklung eines Eintopfverfahrens, das die gewiinsch-

ten Azoxafluorene lieferte.

3.1.4.1 Grundlagen der Reaktion und postulierter Reaktionsmechanismus

Der exakte Mechanismus fiir diesen Schritt der Synthese ist bisher unzureichend erforscht. Un-
strittig ist, dass die Reaktion sich insgesamt aus zwei Teilprozessen zusammensetzt. Am Anfang
der Reaktion steht eine [3+2]-Cycloaddition der Chinonkomponente am jeweiligen
N-Acetyl-1,4-Dihydropyridin. Diese flhrt zur Bildung der bereits von HILGEROTH et al.
identifizierten 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene bzw. 6b,7,10,10a-Tetrahydro-

10-aza-11-oxabenzo[alfluorenen, welche im Folgeschritt eine Aromatisierung durch Oxidation
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erfahren und so die entsprechenden 1-Aza-9-oxafluoren- bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-

Derivate liefern. Die Cycloaddition stellt hierbei die Black Box des Reaktionsmechanismus dar.

Bisherige Erkenntnisse und der Vergleich mit dhnlichen Reaktionen lassen jedoch einige gut be-

grindete Vermutungen zu. Aufschlussreich sind die Versuche von ENGLER et al. zur Synthese von

350

Pterocarpanen durch die Reaktion von 2H-Chromenen mit 2-Alkoxy-1,4-benzochinonen.

o) _0,
F o (‘)

2H-Chromen 2-Methoxy-1,4-Benzochinon
komplexiert mit Titan(IV)-lon

Abbildung 25: Pterocarpan-Synthese nach ENGLER et al am Beispiel der Reaktion von 2H-Chromen mit
2-Methoxy-1,4-benzochinon. Produkt 1 entsteht nahezu ausschlieBlich bei sehr niedrigen Reaktionstemperaturen
(-73 Grad Celsius) und hoher Aquivalentenzahl des Titan-Katalystators (n>2). Bei h&herer Reaktionstemperatur und
niedrigerer Anzahl an Katalysator-Aquivalenten wird fast nur das Pterocarpan 2 gebildet. Im sauren Milieu bei RT zersetzt
sich 1 in kurzer Zeit zu 2. 30

Diese Titan(lV)-katalysierte Reaktion flUhrt je nach Reaktionstemperatur zur [2+2]- oder
[3+2]-Cycloaddition. In saurem Milieu wird zusatzlich eine Zersetzung der durch
[2+2]-Cycloaddition gebildeten Cyclobutan-Derivaten zu den entsprechenden Pterocarpanen be-
obachtet. Grundlage fiir die Reaktion bildet eine postulierte, verstarkte positive Partialladung an
Position 5 des 2-Alkoxy-1,4-Benzochinons durch Koordinierung der 1-Sauerstoffs und des
2-Alkoxy-Sauerstoffs mit dem Titan(IV)-lon. Sie erleichtert den Angriff des Elektronenpaares des
2H-Chromens an dieser und leitet so die Cycloaddition ein. 3% Diese erfolgt wie bei der Bildung

von Tetrahydroazoxafluorenen nach HILGEROTH suprafacial 396350

Andere Schliisse ldsst die mit unseren Reaktionen ndher assoziierte Scandium(lll)-katalysierte
[3+2]-Cycloaddition nach Fukuzumi et al. zu. Die Reaktion weist hier einen Elektronentransfer
vom 1-Benzyl-4-tert-butyl-1,4-dihydronicotinamid zum 1,4-Benzochinon als ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt auf. Das so gebildete Radikalanion des Benzochinons wird
durch Komplexierung mit Scandium im Verhaltnis zwei zu eins stabilisiert und die radikalische
Addition der Ringsysteme aneinander erleichtert. Uber weitere Umlagerungen bildet sich dann
ein entsprechendes 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren-Derivat. Die Verwendung von
schwicheren Lewis-Sduren als Katalysatoren fihrte zu einer deutlichen Beglinstigung des
Hydridtransfers (Weg 2 und 3) an Stelle der Cycloaddition.*? Inwieweit sich dieser Mechanismus
auf die sdurekatalysierte Synthese der in dieser Arbeit hergestellten Derivate Uibertragen lasst, ist

strittig. Da die Komplexbildung durch Saurekomponenten wahrscheinlich nicht gewahrleistet
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werden kann, ist eine ausreichende Stabilisierung von Radikalanionen fraglich. Klarheit kénnten

entstehende Nebenprodukte bringen. Sollten Produkte von Weg 2 isoliert werden kdnnen, was

o5 im Falle der
H,NOC 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydro-
| pyridine 4-Phenoxyphenol ware,
N Qs wiirde das ein starkes Indiz fiir
) t'BUBNA:” BC.Q:CH einen vergleichbaren radikalischen
BNN% xsé* Mechanismus darstellen. Da dies
o e .., aber bisher nicht gelungen ist, wird
H y 0----Sc3* [t-Bu® BC® -2Sc>*] [t-BuBNA® BCH™-Sc>'] . ) ) )
H,NOC .’ H H weiterhin ein Reaktions-
w o’ zsayr chdr mechanismus ohne vorherigen
NLPh s >LO oH Protonentransfer angenommen (in
Abbildung 27 dargestellt). Im
5 5c <> <> Zentrum der Reaktion steht der
OH OH nukleophile Angriff eines
) o~ Elektronenpaars des
H,NOC " N-Acetyl-1,4-dihydropyridins ~ am
| 4 . hochstwahrscheinlich  protoniert
kph KP: vorliegenden Chinon. Diese

Protonierung bedingt eine in den
Abbildung 26: Scandium(lll)-katalysierte 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-
aza-9-oxafluoren-Synthese nach Fukuzumi et al. Nach einem einfachen
Elektronentransfer bildet Weg 1 Uber radikalische >Zusammenlagerung und positive Ladungsdichte in
anschlieBenden Nukleophilen Angriff die gewiinschte Zielverbindung
(umrahmt). Weg 2 stellt nach Abspaltung des 1-Benzylpyridinium-3- Position1 und 3. Das Dihydro-
carboxamid (BNA*) 4-tert-Butoxyphenol dar. Weg 3 bildet den zweiten
Hydidtransfer-Weg, bei dem ein Wasserstoff auf das BC Ubertragen wird
und auf diese Weise Hydrochinon entsteht 34

Grenzstrukturen erkennbare

pyridin weist durch die
Enamin-Imin-Tautomerie eine
formulierbare Grenzstruktur mit einem freien Elektronenpaar an Position 5 auf. Nukleophil greift
dieses die Position 3 des Chinons nach Art eines MICHAEL-Donators an. Das so entstehende
addierte Chinon lagert sich unter Transfer eines Protons zum aromatischen Hydrochinon um und
greift Uber den nicht protonierten Sauerstoff den Tetrahydropyridin-Ring an Position 6 an. Das so
entstehende trizyklische System ist zwar sehr instabil, konnte von VOIGT jedoch teilweise als

Zwischenprodukt gewonnen werden.3%

Durch den Uberschuss an 1,4-Benzochinon und das starke Oxidationsmittel Perchlorsiure oxi-
diert das entstandene 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren unter Abspaltung der
Acetyl-Gruppe und Aromatisierung des gesamten Trizyklus zu den korrespondierenden
1-Aza-9-oxafluorenen. Durch vorzeitige Oxidation der N-Acetyl-1,4-dihydropyridin-Derivate ent-
steht das jeweilige 4-Phenylpyridin als eigentliches Hauptprodukt der Reaktion mit Ausbeuten
um die 50 Prozent. Auf eine Charakterisierung dieser Oxidationsprodukte wurde in den meisten
Fallen verzichtet, da sie bereits in vorherigen Dissertationen detailliert analysiert worden
sind.3%%301 ScHADE gelang es mit den 5-(2,5-Dihydroxyphenyl)-4-phenylpyridinen, ein weiteres
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Nebenprodukt zu identifizieren.33* Dessen Entstehung lasst sich theoretisch durch eine
Wiederherstellung des Dihydropyridincharakters im Ubergangszustand vor dem Angriff des

Benzochinon-Sauerstoffs in Position 6 erklaren bzw. Gber das Arbeiten im sauren Medium.

- Ph Ph Ph
SN 0 KoNy R R
L o [ g e s
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Ac Ac N/

HO HO
Ph Ph
H RH H K
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5-(2,5-Dihydroxyphenyl)-4-phenylpyridin

Abbildung  27: Darstellung des vermuteten Mechanismus fiir die Reaktion eines  3-substituierten
N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen mit einem p-Chinon (hier beispielhaft p-Benzochinon verwendet)

Weitere Nebenprodukte der Reaktion bilden Polymerisationsprodukte der Chinone wie z. B.
Dibenzo[d,d’]benzo[1,2-b;4,5-b’]difuran-2,8-diol, bei Verwendung von p-Benzochinon.3® Diese
Nebenprodukte sind jedoch insbesondere bei der Polymerisation von p-Naphthochinon auf
Grund ihrer Vielzahl sowie ihrer dhnlichen chemischen Eigenschaften sehr schwer zu isolieren
und identifizieren. Demzufolge wurde lediglich ihr relativer Anteil am isolierten Rohprodukt bei
der saulenchromatographischen Auftrennung desselben registriert und auf eine exakte Analyse

verzichtet.

3.1.4.2 Anfdangliche experimentelle Durchfihrung

Zu Beginn dieses Verfahrens wurde in einem zuvor ausgeglithten Zweihalskolben ein Aquivalent
des jeweiligen N-Acetyl-1,4-Dihydropyridins und 1,2 Aquivalente des jeweiligen 1,4-Chinons in
einem moglichst geringen Volumen von getrocknetem Dioxan gelost. Um eine vorzeitige
Oxidation des instabilen Dihydropyridins zu verhindern, wurde dieser Reaktionsschritt unter
stetiger Einleitung von Argon in den Zweihalskolben durchgefiihrt. Dem Ansatz wurde dann Uber
einen langeren Zeitraum von mindestens zwanzig Minuten ein Gemisch aus Perchlorsaure
(70 volumenprozentige Losung in Wasser) und Dioxan Uber einen Tropftrichter zugefiigt. Die
resultierende Konzentration an Perchlorsdure im Ansatz betrug dabei etwa fiinf Volumenprozent.
Hierbei wurde bereits nach kurzer Zeit eine Verfarbung des Ansatzes beobachtet. Bei der

Verwendung von 1,4-Benzochinon nahm der Ansatz eine tiefrote Farbe an, wihrend
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1,4-Naphthochinon eine braunrote Farbung des Ansatzes bedingte. Diese Farbung erklart sich
hochstwahrscheinlich (Gber die Bildung von Charge-Transfer-Komplexen des jeweiligen
Benzochinons mit seinem korrespondierenden Hydrochinon, das im Reaktionsverlauf durch die
Reduzierung des Chinons entsteht.3>*3>* Der Ansatz wurde bis zur diinnschichtchromatographisch
erkennbaren vollstandigen Umsetzung des Dihydropyridins bei RT mit einem Magnetriihrer
durchmischt. Dies dauerte bei den 3-Alkoxy- und 3-Benzyloxy-Derivaten ein bis zwei Tage,
wahrend es bei den 3-Halogen-Derivaten bis zu zwei Wochen in Anspruch nahm. Die Instabilitat
des jeweiligen Chinons durch Reduktion und Polymerisation sorgte teilweise dafiir, dass im
Reaktionsverlauf weiteres Chinon ergédnzt werden musste. Das war vor allem bei einem langen
Reaktionsverlauf notwendig und wurde téaglich dlnnschichtchromatographisch mehrmals
Uberpruft. Hierbei war von Vorteil, dass die 1-Aza-9-oxafluorene und
10-Aza-11-oxabenzo[alfluorene auf Grund ihrer planaren aromatisierten Ringsysteme eine
hellblaue bis blaue Fluoreszenz unter UV-Licht der Wellenldange 254 Nanometer und
365 Nanometer aufwiesen. Die Reaktion wurde letztlich durch Zugabe von destilliertem Wasser
zum Ansatz abgebrochen und dieser mit Chloroform extrahiert. Nach dem Waschen mit Brine
und dem Entfernen der Losungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das braune bis schwarze
Rohprodukt saulenchromatographisch aufgereinigt. Die gewonnenen Produktfraktionen wurden
oft als hellrote bis hellbraune Ole oder amorphe Feststoffe isoliert. Durch Umkristallisation aus
Diethylether oder in Einzelfdllen aus Ethylacetat oder Methanol wurde dann der jeweilige
kristalline Feststoff gewonnen. Eine zufriedenstellende Reinheit konnte durch Waschen dieses
Prazipitats mit Methanol gewahrleistet werden. Die Ausbeute dieser Synthesen lag schluss-

endlich zwischen 1,4 und 17,2 Prozent.

3.1.4.3 Optimierungen der experimentellen Vorgehensweise

Da der hier beschriebene Reaktionsschritt den wesentlichen limitierenden Faktor fir die
Gesamtausbeute der Synthese der Azoxafluorene darstellt, wurde die Veranderung mehrerer
Faktoren der Reaktion auf einen moglichen positiven Effekt hin untersucht. Im besonderen Fokus
standen hierbei Reaktionstemperatur, Sdurekomponente, Benzochinonabkémmlinge und

Losungsmittel.

Bei der Modifikation des Losungsmittels zeigten polare, etherische Losungsmittel wie THF,
Diethylether, Diisopropylether und tert-Butylmethylether mit Dioxan vergleichbare Ausbeuten an
Produkt und Nebenprodukten. Dioxan war diesen jedoch auf Grund geringerer Fllichtigkeit bei
den teilweise langen Reaktionszeiten Uiberlegen. Apolare Losungsmittel wie Chlororform und
Dichlormethan zeigten hingegen enttduschende Ergebnisse, bei denen lediglich eine Bildung des
4-Phenylpyridins als Oxidationsprodukt beobachtet werden konnte. Eine mogliche Erklarung ist

die geringere Loslichkeit der Sdurekomponente in Letzteren.

Erste Untersuchungen von Veranderungen im Bereich der Saurekomponente ergaben, dass eine

Verringerung der Saurekonzentration auf 2,5 Volumenprozent Perchlorsdure im Ansatz die
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Reaktionsgeschwindigkeit sowohl der Oxidation des N-Acetyl-1,4-dihydropyridins zum
entsprechenden  Pyridin als auch der Reaktion zum  1-Aza-9-oxafluoren bzw.
10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren mehr als halbierten. Die Menge und Konzentration der
Nebenprodukte durch die Polymerisation von Chinonen fiel wesentlich geringer aus. Jedoch war
auch die Ausbeute der gewinschten 1-Aza-9-oxafluorene um gut 30 Prozent verringert.
Perchlorsdaurekonzentrationen bis acht Volumenprozent steigerten die Ausbeute an Produkt
marginal bei gleichzeitiger vermehrter Bildung von Chinon-Polymerisationsprodukten.
Erhéhungen der Konzentration an Perchlorsaure dariiber hinaus bedingten eine groe Zunahme
des Entstehens von Polymerisationsprodukten und dem jeweiligen 4-Phenylpyridin. Bezogen auf
das gewiinschte Produkt lieR sich jedoch kaum noch eine Verbesserung der Ausbeute erkennen.
Vor allem die Chinon-Polymerisationsprodukte erschwerten die sadulenchromatographische
Aufreinigung in diesen Fallen. Ein Wechsel der Sdurekomponente erwies sich als vorteilhafter.
Die Verwendung von konzentrierter Schwefelsaure in einer Konzentration von
3,75 Volumenprozent im Reaktionsansatz fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der Ausbeute an
Produkt bei gleichzeitiger Verringerung an 4-Phenylpyridin und Polymerisationsprodukten. Die
Steigerung an Produktausbeute war vor allem bei Synthesen zu beobachten, die bei der
Verwendung von Perchlorsdure sehr geringe Ausbeuten aufwiesen, wie die Gruppe der
8-Alkoxy-10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate (siehe Abschnitt 3.1.4.4). Der positive Effekt des
Einsatzes hochkonzentrierter Schwefelsdure wurde zundchst mit der Minimierung des
Wassereintrags begriindet. Die Verwendung von rauchender Schwefelsdure zur weiteren Ver-
ringerung des Wasseranteils fihrte durch die starke oxidative Wirkung von Schwefeltrioxid selbst
in geringeren Anteilen zur starken Beglinstigung der Oxidation der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine.
Die These des Wassereintrags Uberprifend wurden mit frisch destillierter Essigsdure und
Trifluoressigsdure zwei organische, wasserfreie Bronstedt-Sauren auf ihre Eignung als Saure-
komponente hin untersucht. Weder bei der wasserfreien Essigsdure in einem Anteil von bis zu
20 Volumenprozent noch bei Trifluoressigsdure in Konzentrationen bis zu zehn Volumenprozent
konnte ein Umsatz zu Azoxafluorenen beobachtet werden. Lediglich die Entstehung von

4-Phenylpyridin und Polymerisationsprodukten war zu beobachten.

Die Verwendung von Lewis-Sdauren wurde mithilfe von Aluminiumchlorid erprobt, das eine
maRige Loslichkeit in Dioxan aufweist. Bei der maximalen loslichen Menge an wasserfreiem
Aluminiumchlorid in 75 Milliliter Dioxan von 0,98 Gramm konnte bei einer molaren Konzentration
von 36,1 Mikromol pro Liter kein Ringschluss zu Azoxafluorenen festgestellt werden. Die in
3.1.4.1 betrachteten Reaktionsmechanismen deuten aber darauf hin, dass andere Komponenten
wie Scandium(lll)trifluoromethansulfonat eventuell als Katalysatoren die Umsetzung zumindest
zu Tetrahydroazoxafluorenen begiinstigen kénnten. Eine solche Ubergangsmetallkatalyse wurde
bisher jedoch nicht erprobt. Aus den durchgefiihrten Experimenten kann aber folgende Arbeits-
hypothese zur Saurekomponente aufgestellt werden. Der Ablauf der Reaktion wird durch den
Zusatz einer moglichst wasserfreien starken Bronstedt-Sdure beglinstigt, die gleichzeitig ein
starkes Oxidationsmittel darstellt. Flr letzteres spricht der Vergleich der Ergebnisse des Zusatzes
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von Trifluoressigsaure und Schwefelsiure. Eventuell hat die Siure zuséatzlich zu dem Uberschuss

an p-Chinon entscheidenden Einfluss auf die Oxidation der Tetrahydroazoxafluorene.

Eine Kiihlung des Reaktionsansatzes auf 0 Grad Celsius hatte zwar eine geringere Oxidation der
N-Acetyl-1,4-dihydropyridine zur Folge, senkte die Reaktionsgeschwindigkeit aber auch stark
herab. So wurde fir die vollstandige Umsetzung von (EZ,RS)-1-Acetyl-3-(2-chlorbenzyloxy)-
4-phenyl-1,4-dihydropyridin mit p-Benzochinon statt 24 Stunden neun Tage bendtigt. Im
Weiteren wurde daher auf eine Kiihlung der Ansatze verzichtet und die Reaktion weiter bei RT
durchgefiihrt. Bei Labortemperaturen von Uber 30 Grad Celsius, wie sie im Sommer 2019 im
damals noch unklimatisierten Labor auftraten, konnte jedoch eine deutliche Zunahme der
Oxidation der Dihydropyridinkomponente beobachtet werden. Das reduzierte die Ausbeute an
Azoxafluorenen. In diesen Fallen erwies sich eine Kiihlung der Reaktionsansatze als vorteilhaft.
Veridnderungen der Aquivalentzahl an p-Chinon konnten nur innerhalb eines sehr engen
Rahmens vorgenommen werden. Schon VOIGT hatte beobachtet, dass bei Zugabe von zwei oder
mehr Aquivalenten von p-Benzochinon Dibenzo[d,d']benzo[1,2-b;4,5-b']difuran-2,8-diol als neues
Hauptprodukt der Reaktion entstand.3% ScHADE und TELL hatten bisher ein Verhaltnis von 1,2 bzw.
1,23 zu 1 von Chinon zu Dihydropyridin bei ihren Reaktionen verwendet.*33* Gerade bei
Reaktionen mit einer Reaktionszeit von circa 24 Stunden erwies sich eine etwas héhere Anzahl an
Aquivalenten von p-Chinon als vorteilhaft fiir die Ausbeute. Daher wurde im Rahmen dieser

Arbeit 1,3 Aquivalente Chinon in den Reaktionsansitzen verwendet.

3.1.4.4 Avusbeuten und Reaktionszeit

In Tabelle 5 sind Ausbeuten und Reaktionszeiten fir die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
1-Aza-9-oxafluoren- und 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate dargestellt. Die grofite Auffallig-
keit in der Betrachtung dieser Daten ist die wesentlich héhere Ausbeute von Derivaten mit
Halogen-Resten an Position 3 oder 8 im Vergleich zu den anderen Resten, die durch eine
Oxy-Gruppe gekennzeichnet sind. Diese Ausbeutendifferenz lasst sich eventuell darliber erklaren,
dass von allen synthetisierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen die 3-Halogen-Derivate die hochste
Oxidationsstabilitat aufwiesen. Da die Oxidation dieser Dihydropyridine die eigentliche Haupt-
reaktion im Ansatz darstellte, ist zu vermuten, dass Einschrankungen dieser den gréRten Einfluss

auf andere Reaktion wie die erwiinschte Cycloaddition hatten.

Allgemein lieR8 sich auch beobachten, dass die Ausbeute bei Derivaten bei gleichen Substituenten
an Position 3 bzw. 8 im geringen Ausbeutenbereich (< 10 Prozent) bei den benzoanellierten
Azoxafluorenen etwas hoher war. Dies ist experimentell vor allem durch den erleichterten
Kristallisationsprozess zu erklaren. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene lieen sich in der Regel
leichter aus- bzw. umkristallisieren und wiesen daher bei geringen Ausbeuten Vorteile gegenliber
den 1-Aza-9-oxafluorenen auf. Bei Derivaten mit hoherer Ausbeute war dieser Effekt nicht mehr
als relevant erkennbar und die Reaktionsausbeute der 1-Aza-9-oxafluorene war denen der

benzoanellierten Derivaten liberlegen.
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Tabelle 5: Ausbeuten und Reaktionszeiten der Synthesen der 1-Aza-9-oxafluorene und 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene.
Mit PC gekennzeichnete Ausbeuten und Reaktionszeiten gelten flir Reaktionsansdtze die mit flinf Volumenprozent
Perchlorsdure durchgefiihrt wurden. S gilt im gleichen Kontext fir Reaktionsansdtze die mit 3,5 Volumenprozent
Schwefelsdure durchgefiihrt wurden. n.d. = nicht durchgefihrt.

Grundstrukturen: 1

O N/
Produkt Rest R Grundstruktur | Ausbeute Ausbeute S | Reaktionszeit Reaktionszeit
PC [%] [%] PC S
30 Ethoxy 2 >0,5 7,5 24h 18 h
31 Propoxy 2 >0,5 6,2 24 h 24 h
32 Isopropoxy 1 >0,5 4,9 24 h 24 h
33 Isopropoxy 2 >0,5 5,8 24 h 24 h
34 2-Acetoxyethoxy 1 0 0,5 48 h 42 h
36 2-Acetoxyethoxy 2 0 0,6 48 h 24 h
38 Benzyloxy 1 4,9 8,0 24 h 24 h
39 Benzyloxy 2 6,0 9,5 42 h 35h
40 2-Chlorbenzyloxy 1 5,6 9,1 24 h 24 h
41 2-Chlorbenzyloxy 2 6,2 9,0 48 h 38 h
42 3-Chlorbenzyloxy 1 5,2 7,9 24 h 24h
43 3-Chlorbenzyloxy 2 5,6 8,9 48 h 35h
44 4-Chlorbenzyloxy 1 4,9 8,7 24h 24h
45 4-Chlorbenzyloxy 2 6,4 n.d. 45h n.d.
2-Methoxybenzyloxy 1 0 0 10h 6h
2-Methoxybenzyloxy 2 0 0 12h 6h
46 3-Methoxybenzyloxy 1 0,2 n.d. 10h n.d.
47 3-Methoxybenzyloxy 2 0,3 n.d. 8h n.d.
4-Methoxybenzyloxy 1 0 0 12 h 8h
4-Methoxybenzyloxy 2 0 0 14 h 9h
438 Chlor 1 17,2 19,8 12d 10d
49 Chlor 2 16,4 18,6 10d 9d
50 Brom 1 15,9 n.d. 14d n.d.
51 Brom 2 15,1 n.d. 12d n.d.
52 Wasserstoff 1 n.d. 14,4 n.d. 10d
53 Wasserstoff 2 n.d. 10,1 n.d. 11d
Acetoxy 1 0 0 24 h 24 h
Acetoxy 2 0 0 24 h 24 h
54 Methylbenzensulfonat 1 n.d. 1,1 n.d. 5d

Eine mogliche Erklarung hierfiir stellte die hohere sterische Hinderung des p-Naphthochinons bei
der Bildung des Cycloaddukts dar. Einfluss konnte aber auch die geringere Oxidationsstarke des
p-Naphthochinons (Eo= 0,576 V) im Vergleich mit p-Benzochinon (Eo= 0,711 V) haben.3°13% Dies

konnte eine unzureichende oder verlangsamte Oxidation der Tetrahydroazoxafluorene durch den
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p-Chinon-Uberschuss bedingen, was Nebenreaktionen, wie die Polymerisation der
Chinonkomponente, begiinstigen konnte. Derivate mit einem Alkoxy-Rest in Position 3 bzw.8
waren, wie schon in Abschnitt 3.1.4.3 ausgefiihrt, am anfalligsten in Bezug auf die Wahl der
Saurekomponente. Bei der Synthese mit Perchlorsdaure waren die entsprechenden Derivate zwar
diinnschichtchromatographisch  detektierbar, konnten aber auf Grund der geringen
Konzentration nicht isoliert werden. Die Ausbeute dieser Reaktion wurde daher lediglich als
Schatzung angegeben. Ein hoherer sterischer Anspruch des Alkoxy-Restes schien die Ausbeute
ebenfalls negativ zu beeinflussen. Die 2-Acetoxyethoxy-Derivate waren unter Verwendung von
Perchlorsaure nicht detektierbar und wurden auch bei Verwendung von Schwefelsdure nur in
sehr geringen Mengen erhalten. Durch eine Vielzahl an entstehenden Nebenprodukten erwies
sich ihre Aufreinigung als zusatzlich schwierig. Daher konnten fiir diese auch nur eingeschrankte
experimentelle Daten gewonnen werden. Im geringen MaRe lieBen sich in den
Reaktionsansatzen dieser Derivate teilweise auch die desacetylierten 2-Hydroxyethoxy-Derivate
nachweisen. Die Gewinnung derselben in groRerem Umfang durch gezielte alkalische
Esterspaltung des zuvor isolierten 2-Acetoxy-Derivates konnte auf Grund der geringen erhaltenen

Mengen nicht durchgefihrt werden.

Schwierig gestaltete sich auch die Synthese der Methoxybenzylazoxafluorene. Bereits KRUG
versuchte im Rahmen seiner Dissertation diese Derivate herzustellen. Er beobachtete, dass die
entsprechenden Umsetzungen in diesen Fallen bereits nach sehr kurzer Zeit abgeschlossen
waren. Die dlinnschichtchromatographische Analyse der Ansatze wies jedoch Besonderheiten
auf. Statt bei UV-Licht (A =254 Nanometer) einem einzelnen blau (1-Aza-9-oxafluorene) bis
hellblau (10-Aza-11-oxabenzo[alfluorene) fluoreszierenden Spot bei den zu erwartenden
R+-Werten detektierte KRUG in diesen Bereichen einige fluoreszenzléschende und viele blau
fluoreszierende Spots von geringer Intensitdt.3°> Das gleiche Ergebnis lieferten erste
Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation. Im Aufschluss gelang eine Trennung und
Aufreinigung dieser einzelnen Fraktionen nur in wenigen Fallen in wagbaren Mengen. Die mit
Hilfe von Massenspektrometrie untersuchten Proben konnten nur in Fraktionen des Ansatzes der
3-(3-Methoxybenzyl)-Derivate die entsprechende Massenzahl derselben nachweisen. In
mehreren Ansdtzen konnten diese dann mit den in Tabelle 5 angegebenen, sehr geringen
Ausbeuten gewonnen werden. Fir die 3-(2-Methoxybenzyl)- und 3-(4-Methoxybenzyl)-Derivate
fihrte auch die Verwendung von Schwefelsiure nicht zu einer erfolgreichen Synthese. Ahnlich
war es bei dem Versuch Derivate mit einem Acetoxy-Rest in Position 3 bzw. 8 zu synthetisieren.
Bei der Durchflihrung dieser Reaktion konnte kein Entstehen von fluoreszierenden Spots
detektiert ~werden. Der anschlieBende Aufschluss des Ansatzes lieferte nach
saulenchromatographischer Auftrennung des Rohprodukts und nach massenspektrometrischer
Untersuchung der einzelnen Fraktionen keine Hinweise auf die Bildung von Azoxafluorenen. Es ist
unklar, ob die Instabilitdat des N-Acetyl-1,4-dihydropyridins oder ein Effekt der Ester-Gruppe
hierflr verantwortlich war. Der zweite Ester an Position R, das Methylbenzensulfonat-Derivat,
zeigte einen erfolgreichen Ringschluss, konnte aber nur mit einer geringen Ausbeute gewonnen

65



Ergebnisse und Diskussion

werden. Da diese so niedrig ausfiel, wurde eine nachfolgende Spaltung des Esters zur Gewinnung

des 4-Phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol als obsolet betrachtet.

Die Umsetzung des (EZRS)-1-Acetyl-3-iod-4-phenyl-1,4-dihydropyridins lieferte nicht wie
erwartet die entsprechenden 3-lod-1-aza-9-oxafluorene bzw.
8-lod-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene. Stattdessen konnten 4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol
(Verbindung 52) bzw. 7-Phenylnaphtho(2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol (Verbindung 53) aus den
jeweiligen Reaktionsansatzen isoliert werden. Es ist also anzunehmen, dass es im Verlauf der
Reaktion zu einer Deiodierung des Dihydropyridins oder der Azoxafluorene gekommen sein
musste. Die Beobachtung, dass nicht 4-Phenylpyridin aber das 3-lod-4-phenylpyridin aus den
Ansatzen isoliert werden konnte, spricht dafiir, dass die Deiodierung erst nach oder wahrend des
Ringschlusses auftritt. Hier ist relevant, dass 7-Phenylnaphtho[2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol
auch bei der Synthese von 8-Brom-7-phenylnaphtho[2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol
(Verbindung 51) 51 als Nebenprodukt auftrat. Dies zeigt, dass eine Dehalogenierung des
10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorens in geringem Male auch beim Brom-Derivat festgestellt werden
konnte. Bei der diinnschichtchromatographischen Kontrolle des Reaktionsverlaufs der
Cycloaddition dieser Verbindung konnte auch beobachtet werden, dass der Spot des
dehalogenierten Produkts erst zeitlich nach dem des 3-Bromderivats entstand. Das deutet darauf
hin, dass die Dehalogenierung erst nach dem Ringschluss stattfindet. Auch wenn die lodierung
von Aromaten als reversibel gilt, muss beachtet werden, dass sie in diesem Fall vollstandig und
mit vergleichsweise hoher Reaktionsgeschwindigkeit ablauft.3*® Dass der Prozess selbst bei der
Verwendung von Brom-Derivaten stattfindet, deren Bindung an Aromaten als deutlich weniger
reversibel gilt, deutet auf eine Reaktion hin, deren Gleichgewicht stark in Richtung der Bildung
der 3-H-Derivate verschoben ist.*’3%® Die Entstehung von photokatalytisch wirkenden
Verbindungen durch die Polymerisierung von Chinonen kann zwar nicht vollstindig
ausgeschlossen werden, ist aber unwahrscheinlich.?>3% Dass die Reaktion auch unter

weitestgehendem Lichtausschluss quantitativ ablauft, unterstitzt diese Feststellung.

In Abbildung 28 ist ein Entwurf flir einen moglichen Reaktionsmechanismus der Deiodierung am
Beispiel des 3-lod-1-aza-9-oxafluorens dargestellt. Hierbei wird eine elektrophile Substitution am
Aromaten angenommen bzw. ihre Riickreaktion. Die hohe Stabilisierung des o-Komplexes durch
sechs formulierbare Grenzformeln kdnnte erklaren, warum der Prozess nach dem Ringschluss
und der anschlieBenden Oxidation stattfindet. Ein analoger Mechanismus kann fiir das
8-lod-10-aza-11-oxabenzo[alfluoren und die Debromierung entsprechenden Brom-Derivate
formuliert werden. Bei der Abspaltung von Brom muss eine deutlich zu Gunsten der Edukte

verschobene Lage des Gleichgewichts angenommen werden.3®
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Abbildung 28: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Deiodierung von 3-lod-4-phenylbenzofuro[2,3- b]pyridin-6-ol.

o-Komplex

Damit die Reaktion vollstandig ablauft, muss das theoretisch formulierte kurzlebige lod-Kation
oder im Falle der Debromierung das Brom-Kation abreagieren und dem Gleichgewicht entzogen
werden. Den wahrscheinlichsten Weg hierfir stellt eine Reduktion zum elementaren lod oder
Brom bzw. zu deren Anionen dar. Hierfiir kdnnte, wie in Abbildung 28 dargestellt, das im
Reaktionsverlauf aus reduziertem p-Benzochinon gebildete p-Hydrochinon verantwortlich sein.
Eine Alternative stellt bei der Verwendung von Schwefelsdure das durch Reduktion von Sulfat ge-
bildete Sulfit-Anion dar. Das lon kann als Reduktionsmittel die gleiche Funktion wie Hydrochinon

erfiillen und die elementaren Halogene sogar zu lodid bzw. Bromid reduzieren.3>8

3.1.4.5 Strukturelle Analyse der Verbindungen

Der folgende Abschnitt erldutert vorwiegend die Auswertung der zur Strukturanalyse der
Azoxafluorene durchgefiihrten NMR-Spektren. Hierbei kam vor allem die Verwendung der
'H-NMR-Spektroskopie zum Einsatz. In mehreren Fillen wurde auf die Verwendung von
'H-'H-COSY-, NOESY-, 3C- und HSQC-Spektroskopie zuriickgegriffen, um eine vollstindige
strukturelle Aufklarung zu ermoglichen. Als Losungsmittel wurde bei diesen Methoden
vorwiegend deuteriertes DMSO verwendet, da es neben guten Lésungsmitteleigenschaften keine
stérenden Signale im Bereich der hdheren Signalverschiebung des H-Spektrums aufweist.
Dadurch behindert dieses Losungsmittel die Auswertung der teilweise komplexen Signale der
aromatischen Wasserstoff-Atome nicht. Um die Analyse der Spektren der 1-Aza-9-oxafluorene zu
erklaren soll im Folgenden exemplarisch das 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 40 ausgewertet

werden.

Besonders weit entschirmt ist neben dem Proton der 6-Hydroxy-Gruppe (6 =9,36 ppm) das
Wasserstoff an Position 2 (6 = 8,36 ppm). Dies erklart sich leicht lber seine vicinale Lage zum
Stickstoff des Pyridin-Rings. Auffallig ist auch, dass das Signal des 5-H fir ein aromatisches
Wasserstoffatom sehr weit ins Hochfeld verschoben erscheint. Hierfiir ist nicht allein der
+M-Effekt der benachbarten Hydroxy-Gruppe verantwortlich. Das bestatigt die auch vorhandene
aber geringere Tieffeldverschiebung des 7-H-Atoms. Der Effekt kommt, wie schon bei der

Auswertung der H-Spektren der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine beobachtet werden konnte, durch
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die Ausbildung eines dem angelegten Magnetfeld entgegengerichtetem Magnetfeld innerhalb

des Molekils zu Stande.
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Abbildung 29: '"H NMR-Spektrum von Verbindung 40 in deuteriertem DMSO bei 400 Megahertz. Oben: Abbildung aller
Protonensignale. Unten: VergroBerung des Abschnittes von 6,4 bis 7,7 ppm. Mit Rot sind Signale gekennzeichnet, die auf
Grund des Ringstromeffekts des 4-Phenylrings in Richtung Hochfeld verschoben sind. In Blau sind Signale dargestellt, die
durch diesen Effekt ins Tieffeld verschoben worden sind. Die Losungsmittelsignale wurden zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit entfernt.

In diesem Fall ist die Ausbildung eines Ringstroms der m-Elektronen des 4-Phenyl-Ringes der
Ursprung des Magnetfeldes.*! Dadurch erfahren Protonen, die sich oberhalb oder unterhalb der
Ringebene befinden, eine zuséatzliche Abschirmung. Protonen auf der
Ringebene hingegen werden weiter entschirmt.®?> Wenn das 5-H
abgeschirmt vorliegt, muss demzufolge der Ring wahrend der
Messung vorwiegend anndhernd axial zur trizyklischen Ringebene
vorgelegen haben. Die Erstellung von energieminimierten Modellen

der 1-Aza-9-oxafluorene innerhalb der Dissertationen von Voigt, Tell

und Schade unterstiitzen diese Annahme. Fir verschiedene

Abbildung 30: Darstellung des

Ringstrom-induzierten 1-Aza-9-oxafluorene konnten Torsionswinkeln entlang der Achse
Magnetfeldes am Beispiel eines .
1-Aza-9-oxafluorens?® 4-C - 1'-C zwischen 69 Grad und 109 Grad berechnet werden.30%:301,334

Das Signal des 5-H ist durch eine “-Kopplung mit 7-H in ein Dublett aufgespalten. Das 7-H
wiederum stellt sich durch eine zusitzliche 3J-Kopplung mit 8-H als Dublett vom Dublett dar. Die

Signale des Chlorbenzol-Rings sind nicht vollstandig aufgeldst, doch lassen sie sich identifizieren.
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Das Signal des 3'-H-Atom ist durch seine Ndhe zum Chloratom am weitesten ins Tieffeld
verschoben (0 = 7,46 ppm) und ist durch eine 3/-Kopplung mit 4'-H und eine sehr schwache
4J)-Kopplung zum 5'-H (siehe Abbildung 29) in ein Dublett vom Dublett aufgespalten. Diese
schwache “#J-Kopplung ist bei einer Frequenz von 400 Megahertz nur nach softwaregestiitzter
Auswertung und auch nicht in allen Fallen erkennbar. Bei héheren Frequenzen lasst sich die
Kopplung jedoch eindeutig zuordnen. Die Signale des 4-H und 6'-H liegen Uberlagert vor und
kénnen nicht eindeutig zugewiesen werden. 5'-H bildet durch die */-Kopplungen zu 4'-H und 6'-H

und die Wechselwirkung mit 3'-H ein Triplett vom Dublett aus.

Die Strukturabsicherung anhand des 'H-NMR-Spektrums soll fir die
10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene beispielhaft an Verbindung 45 erldautert werden. Leicht wieder-
erkennbar sind die Signale der Protonen vicinal zum Pyridinstickstoff (9-H) und der
Hydroxy-Gruppe. Auffallig ist bei beiden, dass sie weiter Tieffeld-verschoben erscheinen als die
entsprechenden Signale der 1-Aza-9-oxafluorene (Verbindung45: &(5-OH)=10,06 ppm,
6(9-H) = 8,34 ppm).
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Abbildung 31: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 45 in deuteriertem DMSO bei 400 Megahertz. Oben: Abbildung aller
Protonensignale. Unten: VergréBerung des Abschnittes von 7,2 bis 8,4 ppm. Die Losungsmittelsignale wurden zur
Verbesserung der Ubersichtlichkeit entfernt.
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Dafiir ist ein starkeres Ringstrom-induziertes Magnetfeld innerhalb der tetrazyklischen Derivaten
im Vergleich zu den trizyklischen Derivaten verantwortlich. Dieses bewirkt auf der Ringebene
eine stirkere Entschirmung der entsprechenden Wasserstoffatome.*®? Die Signale des 1-H und
4-H sind in der Theorie durch Interaktion mit 2-H und 3-H in ein Dublett vom Dublett
aufgespalten. Auf Grund der schwachen #J-Kopplungen l3sst sich praktisch bei 400 Megahertz
jedoch nur ein verbreitertes Dublett detektieren. Da die entsprechenden Kopplungskonstanten
nicht identifiziert werden konnten, wird das Aufspaltungsmuster im experimentellen Teil fir
diese Protonen vereinfachend als Dublett angegeben. Ihre jeweilige Zuordnung erfolgte nach
dem bereits von SCHADE angewendeten, durch Auswertung von !H-!H-COSY-, HSQC- und

HMBC-Spektren gewonnenen Schema.?3*

In diesem Fall als Dreifachdublett zu erkennen ist das Signal von 2-H. Es weist Kopplungen mit
1-H, 3-H und 4-H auf (siehe Abbildung 31). In den Spektren einiger Derivate ist dieses Signal
schlecht aufgelost und stellt sich als Pseudotriplett dar (vgl. Verbindung 67 und 73). Das
Dreifachdublett des 3-H wird vom Signal der Protonen des 7-Phenylrings lberdeckt, ldsst sich
aber noch teilweise identifizieren. Die Protonen des para-substituierten Chlorbenzyl-Ringes
bilden ein klar erkennbares AA’BB’-System aus. Die Signhale von 3’-H und 5’-H sind hierbei auf
Grund des benachbarten Chlor-Atoms weiter Tieffeld-verschoben. Die verbleibenden Signale sind

nahezu identisch zu den Spektren der 1-Aza-9-oxafluorene.

Der Austausch von lod durch Wasserstoff beim Syntheseversuch von lodazoxafluorenen, wie in
Abschnitt  3.1.4.4 beschrieben, konnte durch die Auswertung der Spektren von
4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol und 7-Phenylnaphtho[2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol be-
statigt werden. In Abbildung 32 ist erkennbar, dass das Signal des vicinal zum Pyridin-Stickstoff

gelegenen Wasserstoffkerns fiir Verbindung 52 und 53 in ein Dublett aufgespalten ist.
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Abbildung 32: Ausschnitte der "TH-NMR-Spektren von Verbindung 52 (links) und 53 (rechts) in deuteriertem DMSO bei
400 MHz. Dargestellt sind die Bereiche von 7,3 bis 8,5 ppm des Spektrums von Verbindung 52 fiir die Signale von 2-H und
3-H und 7,35 bis 8,55 ppm des Spektrums von Verbindung 53 fir die Signale von 8-H und 9-H.

Ein weiteres Dublett mit gleicher Kopplungskonstante ist in beiden Spektren bei einer
chemischen Verschiebung von ungefdhr 7,4 parts per million zu finden, das in den bisher
betrachteten Spektren der 3-bzw. 8-substituierten Azoxafluorenen nicht beobachtet werden

konnte. Um dieses starke Indiz flr einen Wasserstoffkern an diesen Stellen zu bestatigen, wurde
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auf *H-'H-COSY-Spektroskopie zuriickgegriffen. Diese Form der 2D-Korrelationsspektrometrie er-
moglicht es skalare Kopplungen zwischen gleichartigen Kernen darzustellen. Im Ausschnitt des
Spektrums von Verbindung 53 in Abbildung 33 lassen sich zwei Kreuzsignale der Protonen an

Position 8 und 9 erkennen. Dieses belegt ihre vicinale Lage.
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Abbildung 33: Ausschnitt des 'H-'H-COSY-Spektrums von Verbindung 53 bei 400 MHz von 7,0 bis 9,0 ppm. Die
Diagonalsignale wurden zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit mittels Konvolution entfernt. Gekennzeichnet sind die
Kreuzsignale von 8-H und 9-H.

3.1.5 Synthese und Analyse der Methoxyazoxafluorene

Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene Alkylierungen der Phenol-Gruppe unter-
sucht. Zu diesen zahlte auch die Methylierung derselben, die bereits fiir einige Derivate von TELL
erreicht werden konnte.?®® Da manche der erhaltenen Verbindungen potente Inhibitoren der
GSK3B und JNK-3 darstellten, wurde ihre Synthese im Rahmen dieser Dissertation fortge-

setzt 301,305

3.1.5.1 Experimentelle Durchfihrung

Die Methylierungen wurden mit Hilfe einer bereits von TELL etablierten und nur in wenigen
Punkten modifizierten WILLIAMSON-Ethersynthese durchgefiihrt.3®? Hierzu wurde zunichst
34 Milligramm  bis 116 Milligramm des entsprechenden 1-Aza-9-oxafluorens bzw.
10-Aza-11-oxabenzo[alfluorens in drei bis fiinf Milliliter zuvor getrocknetem THF geldst. Dabei
wurde Argon als Schutzgas in den Ansatz eingeleitet, um Oxidationsreaktionen der einzelnen
Komponenten, wie der empfindlichen Basenkomponente Natriumhydrid, zu vermeiden. Von
dieser wurde, nachdem der Ansatz mittels eines Eisbades auf 0 Grad Celsius gekiihlt worden war,
ein siebenfacher Uberschuss zugegeben. TELL verwendete hierbei eine 60 prozentige
Mineraldl-Dispersion, die er dem Ansatz direkt zufiigte.3*! Da eine genaue Dosierung sich dabei
jedoch als schwierig erwies, wurde im Rahmen dieser Arbeit das Natriumhydrid zuvor vom
Mineraldl getrennt. Dazu wurde die Dispersion unter Schutzatmosphére filtriert und das weil3e

Retentat durch mehrfaches Waschen mit absolutem THF von anhaftendem Mineraldl befreit. Das
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so gewonnene reine Natriumhydrid wurde eingewogen und in den Ansatz Uberfiihrt. Die auf
diese Weise durchgefiihrten Synthesen zeigten insgesamt eine bessere Reproduzierbarkeit und
eine geringere Reaktionszeit als bei der Verwendung der Dispersion. Nach Zufligen des
Natriumhydrids wurde der Ansatz 15 min unter Kiihlung und 15 min bei RT mittels eines
Magnetriihrers dispergiert, um eine moglichst vollstdndige Bildung des Phenolat-lons zu
gewabhrleisten. Im Anschluss wurde als Elektrophil lodmethan in dreifachem Uberschuss dem

Ansatz hinzugefiigt. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt.

+ H, +Nal

Abbildung 34: Darstellung der Synthese der 6-Methoxy-1-aza-9-oxafluorene. Die Reaktion lasst sich analog fiir die Synthese
der 5-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[d]fluorene formulieren.

Nach vier bis sechs Stunden war die Umsetzung abgeschlossen. Der Ansatz wurde mit Eiswasser
versetzt um das Uberschissige Natriumhydrid zu entfernen. Danach wurde der Ansatz mit
Chloroform extrahiert. Aus den vereinigten organischen Phasen wurde durch Waschen mit Brine
verbleibendes Wasser entfernt. Durch die anschlieBende Abtrennung der organischen Losungs-
mittel konnte das wachsartige bis amorphe Rohprodukt gewonnen werden. Nach der sdulen-
chromatographischen Aufreinigung und der Kristallisation wurden die
6-Methoxy-1-aza-9-oxafluorene bzw. 5-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene als vorwiegend

weille, vereinzelt aber auch gelbe bis gelbbraune Feststoffe gewonnen.

3.1.5.2 Ausbeuten

Die Reaktion lieferte die gewiinschten Methoxyderivate in sehr guten Ausbeuten. Diese lagen
zwischen 82,3 Prozent und 91,4 Prozent. Erkennbar ist eine in fast allen Fallen beobachtbare ge-
ringere Ausbeute der 5-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene.

Tabelle 6: Ausbeuten der Synthesen der 6-Methoxy-1-aza-9-oxafluorene bzw. 5-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene.

BA steht fir benzoanelliert und ein x in der Spalte kennzeichnet Verbindungen bei denen es sich um
5-Methoxy-10-Aza-11-oxabenzol[alfluorene handelt.

Verbindung | RestR BA Ausbeute | Verbindung | Rest BA Ausbeute
55 H 86,8 % 61 4-Chlorbenzyloxy X 87,8 %

56 H X 85,1% 62 Chlor 83,1%

57 2-Chlorbenzyloxy 90,2 % 63 Chlor X 82,3%

58 2-Chlorbenzyloxy | x 88,5 % 64 Brom 85,7 %

59 3-Chlorbenzyloxy 87,1% 65 Brom X 86,7 %

60 4-Chlorbenzyloxy 91,4 %

Die entsprechende Differenz war nur gering, konnte aber durch den hoheren sterischen

Anspruch der benzoanellierten Derivate erklart werden. Dieser zeigte sich auch in der langeren
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Dauer der Umsetzung fiir 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene. Im Durchschnitt war diese mehr als
eine Stunde langer als die der 1-Aza-9-oxafluorene. Dem entgegen stand, wie bereits bei der
vorangehenden Cycloadditionsreaktion, eine wesentlich hohere Kristallisationsneigung der

benzoanellierten Derivate, die die Gewinnung und Aufreinigung dieser Produkte erleichterte.

3.1.5.3 Eigenschaften und Strukturelle Analyse der Verbindungen

Die Verbindungen unterscheiden sich in ihren !H-Spektren kaum von ihren
Azoxafluoren-Edukten. Lediglich das Signal des Hydroxy-Wasserstoffs ist in diesen nicht
vorhanden. Stattdessen kann das Singulett-Signal der drei Methyl-Protonen zwischen 3,56 und
3,67 parts per million detektiert werden. Diese wurden bereits ausfihrlich in der Dissertation von
Tell beschrieben, weswegen auf eine tiefergehende Betrachtung der Spektren an dieser Stelle
verzichtet wird.3®® Die physikalischen Eigenschaften betreffend ist auffillig, dass die
5-Methoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene im Vergleich zu den 6-Methoxy-1-aza-9-oxafluorenen
eine wesentlich verringerte Loslichkeit in polaren Losungsmitteln wie Ethylacetat oder DMSO

aufweisen.
3.1.6 Synthese und Analyse der langerkettigen Alkoxyazoxafluorene

3.1.6.1 Eniwicklung der Synthese

Der Versuch, mit der in Abschnitt 3.1.5.1 beschriebenen Methode langerkettige Alkoxy-Derivate
von den entsprechenden 10-Aza-11-oxabenzo[alfluorenen und 1-Aza-9-oxafluorenen zu
synthetisieren, gelang nicht. Der entsprechende Versuch der Ethylierung der 5- bzw.
6-Hydroxy-Gruppe mit lodethan und Natriumhydrid ergab eine Ausbeute an Produkt von unter
zehn Prozent. Auf Grund dieses Misserfolgs wurden Verdanderungen der Reaktionsbedingungen
und der Edukte untersucht. Das Synthesekonzept der WILLIAMSON-Ethersynthese sollte auf Grund
ihrer Funktionalitdt und Simplizitdt beibehalten werden und zundchst am Beispiel der 5- bzw
6-Ethoxylierung optimiert werden. Die Verwendung von Kaliumhydroxid als Base in THF unter
Zugabe von Tetrabutylammoniumbromid, wie sie von VOIGT zur Synthese des 3-Ethoxypyridins
verwendet wurde, ergab ebenfalls nur eine sehr geringe Ausbeute.3® Nicht erfolgreich verlief
auch die Umsetzung der Azoxafluorene mit Natriumethanolat, das durch Umsetzung von
wasserfreiem Ethanol mit elementarem Natrium hergestellt worden war. Bei dieser Umsetzung
konnte diinnschichtchromatographisch fast kein Umsatz festgestellt werden. Unter Verwendung
von Silber(l)oxid und lodethan in Kombination mit absolutem THF und Erhitzen zum Ruickfluss fir
circa funf Stunden, konnten die ersten brauchbaren Ergebnisse generiert werden. Mit etwa
vierzig Prozent Ausbeute konnte 3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-ethoxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin
gewonnen werden. Als kostengiinstiger und effektiver erwies sich aber eine Methode, die in
dhnlicher Form von FISCHER zur Synthese von substituierten 4-(Benzyloxy)anilinen genutzt worden
war.3®3 Hierbei kam als Base Kalium-tert-butanolat, als Elektrophil lodethan und als Lésungsmittel

DMF zum Einsatz.
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3.1.6.2 Experimentelle Durchfiihrung

Nach Losen des entsprechenden 1-Aza-9-oxafluorens bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[alfluorens in fiinf
bis zehn Milliliter DMF wurde der Ansatz im Eisbad auf 0 Grad Celsius herabgekiihlt. Im Anschluss
wurde ein 1,4-facher Uberschuss an Kalium-tert-butanolat zugegeben, der eine Deprotonierung
der aromatischen Hydroxy-Gruppe zum Phenolat bedingen sollte. Dafiir wurde der Ansatz
15 Minuten unter weiterer Kihlung dispergiert. Dann wurde lodethan in anderthalbfachem
Uberschuss zugegeben. Die Kiihlung des Ansatzes wurde beendet. Nach kurzer Zeit nahm der
Ansatz eine rote bis dunkelbraune Farbung an. Nach drei bis funf Stunden gleichmaRiger
Durchmischung war die diinnschichtchromatographisch verfolgte Umsetzung abgeschlossen. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser zum erneut auf O Grad Celsius gekiihlten Ansatz
abgebrochen. Im Folgenden wurde der Ansatz dreimal mit Chloroform extrahiert und die
vereinten organischen Phasen nach Waschen mit Brine am Rotationsvakuumverdampfer
eingeengt. Hierbei wurde dem Gemisch mehrmals n-Heptan zugefiihrt, um das verbleibende
DMF wie unter 3.1.2 beschrieben zu entfernen. Auf die unter 3.1.2 beschriebene Extraktion nach
Phasentransfer wurde in diesem Fall verzichtet, da die Ansatze vergleichsweise klein und die er-
haltenen Produkte wesentlich lipophiler waren. Das resultierende feste, amorphe bis kristallines
Rohprodukt war teilweise schon als das entsprechende Endprodukt mit einer Reinheit von tber

80 Prozent zu identifizieren.
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Abbildung 35: Darstellung der Synthese der 6-Ethoxy, 6-Propoxy und 6-Isopropoxy-1-aza-9-oxafluorene. Die Reaktion lasst
sich analog fur die Synthese der entsprechenden 5-Alkoxy-10-aza-11-oxabenzol[a]fluorene formulieren.

In allen Fallen wurde eine Sdulenchromatographie zur Aufreinigung angeschlossen. Hierbei
erwies sich vor allem die Verwendung von Gemischen aus Cyclohexan und Ethylacetat als
vorteilhaft. Zum einen besaBRen Produkt und Edukt stark unterschiedliche Retentionsfaktor-Werte
in diesen Laufmitteln, zum anderen erwies sich das Gemisch als vorteilhaft bei der Kristallisation
der Endprodukte. Durch den niedrigeren Siedepunkt des Ethylacetats wurde es beim Einengen
entsprechender Produktfraktionen mit diesem Laufmittel zum grofRten Teil zuerst abgetrennt.
Zurick blieb das Endprodukt im sehr lipophilen Cyclohexan, in dem die Produkte nur eine geringe
Loslichkeit aufwiesen und dessen Volumen sich ebenfalls schrittweise verringerte. Dies ergab
selbst bei Temperaturen von 50 Grad Celsius gute Kristallisationsbedingungen fir die
hergestellten Endprodukte und flihrte zu feinen gleichméaBigen Kristallstrukturen. Diese
kristallinen Produkte konnten durch Umkristallisation oder Waschen mit Methanol oder

Diethylether in sehr hoher Reinheit gewonnen werden.
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Die Anwendung dieser experimentellen Methodik auf die Synthese langerkettiger
Alkoxy-Derivate zeigte einige Probleme auf. So war bei der Darstellung der
6-Propoxy-1-aza-9-oxafluorene und 5-Propoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene nach dieser Vor-
gehensweise die Ausbeute durch einen unvollstandigen Umsatz verringert und die Reaktionszeit
erhoht. Zu erklaren ist dies Gber den héheren sterischen Anspruch des verwendeten Elektrophils.
Die Problematik konnte teilweise durch Zugabe eines groReren Uberschusses an 1-lodpropan von
zwei Aquivalenten zum Reaktionsansatz ausgeglichen werden. Dies erwies sich nur noch als
unzureichend wirksam bei der Synthese der 5- bzw. 6-Isopropoxyderivate. Die Verwendung eines
vierfachen Uberschusses an 2-lodpropan fiihrte lediglich zu einem Umsatz von circa 50 Prozent
des Azoxafluoren-Edukts. Eine weitere Erhéhung der Konzentration des Elektrophils zeigte keinen
sichtbaren positiven Effekt auf den Reaktionsverlauf. Eine Erhohung der Konzentration an
Kalium-tert-butanolat sowie der Reaktionstemperatur beginstigte den Umsatz nicht. Wechsel zu
anderen Losungsmitteln wie THF, 1,4-Dioxan und Chloroform, sowie Zusatze derselben zum
verwendeten DMF bewirkten starke Verringerungen der erzielten Umsatze. Der Zusatz von
DMSO zum Ansatz verbesserte den insgesamten Umsatz. Die schlussendliche Entfernung
desselben stellte jedoch ein groReres Problem dar und erschwerte die mit Chloroform

vorgenommene Extraktion des Ansatzes.

Als Losung erwies sich schlielllich, dass der Reaktionsansatz nach vier Stunden erneut
herabgekiihlt wurde und mit einem Aquivalent Kalium-tert-butanolat versetzt wurde. Nach der
oben beschriebenen Wartezeit von 30 min wurde dem Ansatz 1,2 Aquivalente 2-lodpropan
zugefiigt. Bei der Verwendung dieses Verfahrens lieB sich dinnschichtchromatographisch ein
nahezu vollstandiger Umsatz der Azoxafluoren-Edukte erkennen. Der bei der Synthese der
Ethoxy-Derivate beschriebene Effekt der Kristallisation des Produkts aus Cyclohexan und
Ethylacetat beim Einengen des Laufmittelgemisches am Rotationsvakuumverdampfer konnte
auch bei der Synthese der Propoxy- und Isopropoxy-Derivate beobachtet werden. Teilweise trat

er bereits beim Auffangen der Produktfraktionen in Reagenzgldsern auf.

3.1.6.3 Ausbeuten

Bei der Betrachtung der Ausbeuten war auffillig, dass diese mit dem sterischen Anspruch des
verwendeten Elektrophils abnahm. Vor allem bei der Darstellung der Isopropoxy-Derivate war
dieser Effekt sehr deutlich zu erkennen. Des Weiteren war wie bereits bei den durchgefiihrten
Methylierungen ersichtlich, dass die Synthese der jeweiligen
10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate geringere Ausbeuten aufwies als die Synthese der
entsprechenden trizyklischen Produkte. Auf Grund der Ergebnisse der durchgefiihrten
Kinaseassays (siehe Abschnitt 3.2.2.2) und der schlechten Losungseigenschaften (siehe 3.1.6.4),

wurden die Synthesereihen der Propoxy- und Isopropoxy-Derivate nicht fortgesetzt.
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Tabelle 7: Ausbeuten der 6-Alkoxy-1-aza-9-oxafluoren-Derivate bzw. 5-Alkoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate.

Grundstrukturen: 1
R,—Q
Rest R: Grund- Verb. Ausbeute Rz Verb. Ausbeute Rz Verb. Ausbeute R
struktur Ethoxylierung Propoxylierung Isopropoxylierung
[%] [%] [%]

Benzyloxy 1 66 91,1 78 88,2 89 77,3
Benzyloxy 2 67 86,6 79 84,3 90 75,4
2-Chlorbenzyloxy 1 68 89,7 80 84,3 91 79,7
2-Chlorbenzyloxy 2 69 86,6 81 82,5 92 74,8
3-Chlorbenzyloxy 1 70 88,2 82 81,6 93 77,9
3-Chlorbenzyloxy 2 71 85,9 83 81,3 94 74,2
4-Chlorbenzyloxy 1 72 89,6 84 82,2 95 78,6
4-Chlorbenzyloxy 2 73 86,3 85 79,8 n.d.
Chlor 1 74 92,5 86 87,2 96 82,2
Chlor 2 75 88,5 87 83,4 97 76,7
Brom 1 76 95,8 n.d. n.d.
Brom 2 77 88,4 88 84,7 n.d.

3.1.6.4 Eigenschaften und strukturelle Analyse der Verbindungen

Die aufgenommenen *H-NMR-Spektren zeichnen sich wie schon die unter 3.1.5.3 betrachteten
Methoxy-Derivate vor allem durch das fehlende Signal der 5- bzw. 6-Hydroxy-Gruppe aus. Des
Weiteren sind die Signale der Wasserstoffatome der Alkyl-Gruppen im Bereich von 0,8 bis
4,24 parts per million zu erkennen. Die Ethoxy-Derivate sind dabei durch zwei Signale zu
identifizieren. Zum einen kennzeichnet sie ein zum Quartett aufgespaltenes Signal der Protonen
des am Sauerstoffatom gebundenen C1 im Bereich von 3,8 parts per million und zum anderen ein
Triplett, das die Protonen an C2 reprasentiert, im Bereich von 1,3 parts per million. Die
Tieffeldverschiebung der Protonen an C1 ist auch bei den anderen Alkoxy-Derivaten zu erkennen.
Sie erklart sich sowohl tiber den negativen induktiven Effekt des benachbarten Sauerstoffatoms,
als auch Uber den Ringstrom-Effekt. Dieser bewirkt, wie schon unter 3.1.4.5 beschrieben, bei
Protonen, die sich im ungefdhren Bereich der erweiterten Ringebene des zyklischen,
aromatischen  Systems  befinden,  eine Entschirmung.3¢! Die  Signale  der
Propoxy-Wasserstoffatome sind den letztbeschriebenen &hnlich. Im Bereich von 3,80 bis
3,68 parts per million befindet sich das zum Triplett aufgespaltene Signal der der an C1
gebundenen Protonen. Das Signal der Protonen an C2 im Bereich von 1,88 bis
1,60 parts per million ist durch Kopplung mit den zwei Protonen von C1 und den Protonen an C3

in ein Quartett vom Triplett aufgespalten. Dieses ist in der Regel durch den nur geringen
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Unterschied in den Kopplungskonstanten kaum erkennbar. Bei Messungen bei 400 Megahertz
und der Verwendung von DMSO-ds kann in der Regel nur ein Pseudohextett erkannt werden. Im
deuterierten Chloroform aufgenommene Spektrum der Verbindung 81 kann das Quartett vom
Triplett jedoch klar identifiziert werden. Das weit ins Hochfeld verschobene Signal der Protonen
an C3 stellt sich als Triplett dar und ist bei chemischen Verschiebungen von 0,80 bis

1,09 parts per million detektierbar.
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Abbildung 36: Darstellung der uberlagerten "H-NMR-Spektren der Verbindungen 66, 78 und 89 im Bereich von 0,8 bis
4,4 ppm. Die Zugehdrigkeit der Signale zur entsprechenden Verbindung ist farblich dargestellt. Schwarz: Verbindung 66,
Spektrenfrequenz 400 Megahertz. Rot: Verbindung 78, Spektrenfrequenz 500 Megahertz. Grin: Verbindung 89,
Spektrenfrequenz 400 Megahertz. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurden die Lésungsmittelsignale entfernt.

Die Protonen der beiden Methyl-Gruppen der Isopropoxy-Funktion sind als Dublett bei 1,15 bis
1,28 parts per million zu erkennen. Das Heptett-Signal des an C1 befindlichen Protons der
Funktion weist eine auffillig héhere chemische Verschiebung als die entsprechenden Protonen
der Propoxy- und Ethoxy-Gruppe auf, trotz der eigentlich abschirmenden positiven induktiven
Effekte der beiden benachbarten Methyl-Gruppen. Die chemische Verschiebung liegt fur die
meisten Verbindungen bei 4,23 parts per million. Dieser recht konstante Wert kodnnte eine
einheitliche Ursache vermuten lassen. Eine mogliche Erklarung waren zum Beispiel in den
Konformationen der 6-Isopropoxy-1-aza-9-oxafluorene und
5-Isopropoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene zu finden. Dabei ist zu beobachten, dass zwei
Ringstromeffekte Auswirkungen auf die chemische Verschiebung dieser Protonen haben kdnnen:
Der Ringstrom des tri- bzw. tetrazyklischen Systems und der des anndhernd axial zu diesem
System ausgerichteten Phenylrings. Eine mogliche Theorie ware, dass Konformationen, die eine
Anndherung der Isopropoxy-Gruppen an den Phenyl-Ring darstellen, durch den sterischen
Anspruch der Isopropoxy-Gruppe energetisch ungiinstiger sind als vergleichbare Konformationen
der unverzweigten Alkoxy-Reste. Dadurch wiirden diese Isopropoxy-Verbindungen eher

Konformationen annehmen, in denen der Ringstromeffekt des Phenyl-Rings nur eine geringere
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abschirmende Wirkung zeigt. Eine andere Erklarung lage in der geringen Interaktion mit dem sehr
polaren Losungsmittel DMSO-ds. Die Loslichkeit der Verbindungen in polaren Lésungsmitteln
nimmt mit zunehmender GréRe und sterischer Komplexitdt des Alkoxy-Restes stark ab. Einige der
5-Isopropoxy-10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene wiesen aber sogar geringe Loslichkeiten in
apolaren Losungsmitteln wie Chloroform auf. Das erschwerte die Aufnahme von

13C-NMR-Spektren stark.

3.1.7 Synthese und Analytik der (2-Hydroxyethoxy)-substituierten
Azoxafluorene

Die Darstellung der 6-(2-Hydroxyethoxy)-1-aza-9-oxafluorene bzw.
5-(2-Hydroxyethoxy)-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene wurde zunachst mit der fir die ent-
sprechenden Alkoxy-Derivate etablierten Williamson-Ethersynthese (siehe Abschnitt 3.1.6.2) er-
probt. Hierbei wurde 2-lodethanol als Elektrophil verwendet. Diinnschichtchromatographisch lie
sich bei diesem Versuchsansatz jedoch nur ein Umsatz von unter zehn Prozent detektieren.
Daher wurde ein neuer Syntheseweg gesucht. Die entsprechende Vorgehensweise wurde in der
erstmals von CARLSON und CRETCHER beschriebenen Umsetzung von1,3-Dioxolan-2-on, das im fol-
genden bei seinem geldufigeren Namen Ethylencarbonat genannt wird, mit Phenolkomponenten

gefunden 3%

3.1.7.1 Experimentelle Durchfihrung

Die beschriebene Vorgehensweise entspricht mit einigen Modifikationen im Wesentlichen der
von FUMAGALLI et al. beschriebenen Methode zur Synthese von
2-(2-Trifluoromethylphenoxy)ethanol.3?° Bei dieser Methode wurde das jeweilige Azoxafluoren
zunichst zusammen mit 1,2 Aquivalenten Ethylencarbonat als Elektrophil in drei bis fiinf Milliliter
DMF geldst. Im Ansatz wurde auRerdem ein Aquivalent Kaliumcarbonat als basiche Komponente
suspendiert. Das resultierende Gemisch wurde im Olbad fiir zwei Stunden auf 153 Grad Celsius
zum Ruckfluss erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde nach dem Abkiihlen auf RT zum Abbruch der
Reaktion mit Wasser versetzt. Es folgte eine Extraktion mit Ethylacetat im Scheidetrichter, nach
der die vereinigten organischen Phasen gegen Natriumhydroxidlésung ausgeschittelt wurden.
Das diente dazu, liberschiissiges Ethylencarbonat in Kohlensdaure und Ethylenglykol zu spalten,
die sich nahezu ausschlieRlich in der wéssrigen Phase anreicherten, und moglicherweise noch
vorhandene Kohlensdureester der (2-Hydroxyethoxy)-azoxafluorene zu spalten. Nach dem
Trocknen der organischen Phase mit Natriumsulfat engte man diese im Anschluss am Rotations-
vakuumverdampfer ein. Das so erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch auf-
gereinigt, wobei sich Gemische aus Cyclohexan und Ethylacetat im Verhaltnis 1:4 und 1:1
bewdhrt haben. Das isolierte Produkt konnte durch Umbkristallisation aus Methanol oder
Ethylacetat weiter aufgereinigt werden und wurde final als weilRer bis beiger, kristalliner Feststoff
in Ausbeuten von 83,4 bis 89,3 Prozent gewonnen. Hierbei wiesen

10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate, wahrscheinlich auf Grund der gréReren sterischen
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Behinderung der freien Hydroxy-Gruppe, eine etwas geringere Ausbeute als die nicht

benzoanellierten Derivate auf.

3.1.7.2 Betrachtungen zur Durchfuhrung und zum Reaktionsmechanismus

Wie die bereits in 3.1.5 und 3.1.6 erlduterte WILLIAMSON-Ethersynthesen, ist auch dieser
Hydroxyethylierungsmechanismus durch einen nukleophilen Angriff eines Sauerstoff-Nukleophils
gekennzeichnet. Den ersten Schritt dieser Reaktion stellt daher nach Ziosi et al. die
Deprotonierung der Phenolkomponente dar.3® Dies kann durch den Zusatz einer Base wie
Lithiumhydrid oder Kaliumcarbonat erreicht werden.32%3% |n neueren Veréffentlichungen werden
auch quartire Ammoniumsalze wie Tetrabutylammoniumfluorid als Katalysatoren eingesetzt.3®®
Als mogliche Erklarung fiir die funktionelle Effektivitdt dieser Verbindungen ohne basischen
Charakter, ist die Stabilisierung des Phenolats in organischen Losungsmitteln durch die
Ausbildung eines lipophilen lonenpaares denkbar. YOSHINOBO et al. gingen hingegen von der in
situ-Bildung von Ethylenoxid lber das Mediat eines B-Haloethoxidions durch den Zusatz dieser

Tetraalkylammoniumhalogenide aus.3®’
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Abbildung 37 Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der Synthese der

5-(2-Hydroxyethoxy)-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene am Beispiel von Verbindung 101 und des Nebenproduktes der
5-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)-10-aza-11-oxabenzo[alfluorene am Beispiel von Verbindung 110. Darstellung inspiriert von
Zi0s! et al>%®

Das Phenolat greift nach seiner Entstehung den cyclischen Kohlensdureester Ethylencarbonat an
den Kohlenstoff-Atomen der Alkohol-Komponente an. Dadurch wird der zweifache cyclische
Ester an einer Stelle ge6ffnet. Aus dem so gebildeten langestreckten, einfachen Kohlensaureester
spaltet sich in der Folge Kohlenstoffdioxid ab. So entsteht theoretisch ein duBerst kurzlebiges
Alkoholat, das daraufhin ein weiteres Phenolmolekiil deprotoniert und damit damit einen
Reaktionskreislauf beginnt.3®> Theoretisch kann das Alkoholat natiirlich auch mit einem weiteren
Molekil Ethylencarbonat reagieren. Dies wiirde zur Ausbildung von Hydroxyethoxy-Ketten

vergleichbar mit einer kurzkettigen PEGylierung fiihren.3¢°
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Dies ist in Abbildung 37 beispielhaft durch die Darstellung des Nebenprodukts Verbindung 110
(8-Chlor-5-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)-7-phenyl-naphtho[2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin)  gezeigt.
Die Darstellung des 5-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)-10-aza-11-oxabenzo[a]lfluorens ist
der Ubersichthalber nicht abgebildet. Es konnte aber analog zu Verbindung 110 durch
nukleophilen Angriff des Alkoholats auf ein weiteres Molekil Ethylencarbonat gebildet werden.
Bei der Umsetzung von Phenol mit Ethylencarbonat wird diese Reaktion jedoch nur in sehr gerin-
gem Umfang (unter 2 Prozent Ausbeute) und nur bei einem mehrfachen Uberschuss an
Ethylencarbonat beobachtet.3® Im Gegenteil dazu war die Ausbeute an mehrfach an einer
Position hydroxyethoxylierten Produkten bei der Umsetzung der Azoxafluorenen wesentlich
hoher. Vor allem beim Einsatz von 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorenen wurde zunachst unter Ein-
satz von zwei Aquivalenten Ethylencarbonat das 5-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)-Derivat als
Hauptprodukt isoliert. Eine wesentliche Anpassung zur von FUMAGALLI et al. verwendeten Metho-
dik bestand daher in der Reduktion der zugegebenen Menge an Ethylencarbonat. Die bei diesen
Umsetzungen eingesetzten Aquivalente mussten auf 1,2 verringert werden, um zu gewahrleisten,
dass vor allem das einfach hydroxyethylierte Derivat entstand. Diese Reduktion hatte aber auch
erhohte Reaktionszeiten und einen verringerten Umsatz zur Folge. Zu erklaren ist die groRere
Tendenz zur mehrfachen Hydroxyethylierung in diesem Fall durch den hohen sterischen An-
spruch des Azoxafluorenphenolats. Vor allem bei den benzoanellierten Azoxafluorenen ist der
nukleophile Sauerstoff wesentlich schlechter zuganglich als bei einem einfachen Phenol. Daher ist
die Deprotonierung der Phenol-Gruppe durch das kurzlebige Alkoholat im Vergleich zum
nukleophilen Angriff desselben auf das gut zugdngliche Ethylencarbonat benachteiligt. Ein
groRerer Uberschuss an Ethylencarbonat verstirkt diesen Effekt zusatzlich. Bei der Wahl der basi-
schen Komponente bzw. des Katalysators konnte bisher keine Verbesserung erreicht werden. Der
Einsatz einer stirkeren Base in Form von bis zu einem Aquivalent Natriumhydrid in zuvor mittels
Phosphorpentoxid getrocknetem DMF erwies sich als aufwendig und ohne nennenswerten
Vorteil bei der Ausbeute an gewiinschtem Endprodukt. Die Verwendung von 0,1 Aquivalenten
Tetrabutylammoniumbromid als Katalysatoren fiihrte nur zu einem geringen Umsatz von etwa

dreiBig Prozent.

Erheblichen Einfluss auf die Reaktion hatte die Wahl des Losungsmittels. Praktisch wurden Toluol
und DMF erprobt, die auch in der Veréffentlichung von FUMAGALLI et al. Anwendung fanden.32°
Bei der versuchsweise variierten Synthese von Verbindung 101 zeigte der Ansatz mit DMF zusatz-
lich einen fast doppelt so hohen Umsatz nach drei Stunden Reaktionszeit, wie der Ansatz mit der-
selben Menge Toluol. Die Edukte mit Ausnahme des Kaliumcarbonats lagen in beiden Ansatzen
vollstandig gelost vor. Ein Unterschied, der die unterschiedliche Eignung der L&sungsmittel
erklaren wiirde liegt, vielmehr in der Instabilitdt des DMF. Vor allem bei erhéhter Temperatur
und basischen Zusatzen wird diese besonders relevant, denn DMF zersetzt sich unter Bildung von
Dimethylamin und Formaldehyd.3”37! Da es sich bei Dimethylamin selbst um eine Base handelt,
konnte sie zur Deprotonierung des Phenols beitragen. Dahingehende Versuche von Kao et al.
konnten zeigen, dass die Hydroxyethylierungsreaktion in DMF auch ohne basischen Zusatz oder
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Tetraalkylammoniumhalogenid-Zusatz ablaufen, wenn auch mit stark verringerter Reaktions-

geschwindigkeit.3%

3.1.7.3 Eigenschaften und Strukturelle Analyse der Verbindungen

Die synthetisierten (2-Hydroxyethoxy)-Derivate wiesen in den untersuchten organischen
Losungsmitteln eine deutlich hohere Loslichkeit als die jeweiligen nicht substituierten 1-Aza-9-
oxafluorene auf. lhre Kristallisationsneigung war jedoch geringer und oft mit erheblichen Warte-
zeiten verbunden. Teilweise nahm die Bildung der Kristallisationskeime in der jeweiligen
Ubersattigten Losung mehrere Wochen Lagerung bei 2-8 Grad Celsius in Anspruch. Die zur
Strukturanalyse aufgenommenen *H-NMR-Spektren waren weitesgehend vergleichbar mit denen
der Alkoxyazoxafluorene, die in Abschnitt 3.1.6.4 beschrieben worden sind. Die Signale des
(2-Hydroxyethoxy)-Restes unterscheiden sich von Spektrum zu Spektrum jedoch teilweise. So
konnte, wie im Ausschnitt des *H-Spektrums von Verbindung 98 in Abbildung 38 erkennbar, das
Signal des Protons des aliphatischen Alkohols einerseits als verbreitertes Singulett detektiert
werden. Dies entstand durch den schnellen Austausch der Protonen der Hydroxy-Gruppen der
Molekiile untereinander oder mit denen des in der Lésung enthaltenen Wasser.3’2*7# |n einigen
Fallen, wie im Spektrum von Verbindung 100 (siehe Abbildung 38), war jedoch anderseits eine
Aufspaltung dieses Protonensignals in ein Triplett zu erkennen. Dafiir ausschlaggebend war der
geringere Wassergehalt in diesen Spektren. Einen Hinweis auf diesen lieferte in den
entsprechenden Spektren ein wesentlich kleineres HDO-Signals. Da DMSO noch weitaus weniger

azid als Wasser ist, neigt es im Gegensatz zu diesem kaum zum Protonenaustausch.?”®
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Abbildung 38: Ausschnitt von 5,05-3,5 ppm aus den "H-Spektren von Verbindung 98 (links, schwarz) und Verbindung 100
(rechts, rot) in deuteriertem DMSO bei 500 MHz.

Zusatzlich bildet es, ahnlich wie Aceton, starke Wasserstoffbriickenbindungen mit der
Hydroxy-Gruppe aus und verlangsamt damit den Austausch zusatzlich.3”® So wird die /-Kopplung
zwischen den beiden Protonen des benachbarten C-Atoms mit der Hydroxy-Gruppe detektierbar.
Aus diesem Grund liegen auch die Signale der Protonen an diesem benachbarten Kohlenstoff
nicht wie im Spektrum von Verbindung 98 als Triplett sondern in diesem Fall als Triplett vom

Dublett vor. Die Signale der Protonen der Ethylen-Gruppe sind, nicht in jedem Fall so klar
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aufgeldst. Bei den Spektren von Verbindung 99, 101 und 102 {iberlagerten sich die Signale aller

vier Ethylen-Protonen zu einem einzigen Multiplett.

3.1.8 Syntheseversuch der 2-aminoethoxy-substituierten Azoxafluorene

Auf Grund der erfolgreichen Synthese der 6-(2-Hydroxyethoxy)-1-aza-9-oxafluorene bzw.
5-(2-Hydroxyethoxy)-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene, wurde ein dhnliches Konzept zur Synthese
von 6-(2-Aminoethoxy)-1-aza-9-oxafluorenen bzw. 5-(2-Aminoethoxy)-10-aza-
11-oxabenzo[a]fluorenen erprobt. Die Vorgehensweise orientierte sich dabei an den Erfahrungen
von McDouGALL et al..’”” Dabei wurde an Stelle von Ethylencarbonat 2-Oxazolidinon als
Elektrophil verwendet. Auf Grund der groReren Stabilitdit der Amid-Bindung im Vergleich zur
Ester-Bindung wurden Kalium-tert-butanolat und Kaliumhydroxid, die eine hohere Basizitat als
das zuvor verwendete Kaliumcarbonat aufweisen, als Basen erprobt. DMF, Dioxan und 1-Hexanol
wurden auf ihre Eignung als Losungsmittel hin untersucht. Als Ausgangsstoffe fiir die Reaktion
wurden die Chlorazoxafluorenen Verbindung 42 und 43 verwendet. Sie wurden in einer moglichst
geringen Menge des entsprechenden Losungsmittels bei RT gel6st und mit Zusatz von 1,6
Aquivalenten an 2-Oxazolidinon und 0,3 bis 1,0 Aquivalenten der entsprechenden Base versetzt.
Der Ansatz wurde daraufhin im Olbad zum Riickfluss erhitzt, bis ein vollstindiger Umsatz
erkennbar war. Da selbst nach zehn Stunden jedoch in keinem der Ansatze ein nennenswerter
Umsatz diinnschichtchromatographisch detektiert werden konnte, wurde die Reaktion mittels
Zugabe von Wasser nach Abkiihlen des Ansatzes auf RT abgebrochen. Das nach Extraktion mit
Chloroform und Entfernung desselben gewonnene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
aufgetrennt und analysiert. Die entsprechenden Ausgangsstoffe lieBen sich zum Grofteil

unverandert riickgewinnen.
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Abbildung 39: Postulierter Reaktionsmechanismus der erprobten Aminoethylierungsstrategie am Beispiel von
Verbindung 42 als Ausgangsstoff. Dargestellt sind auch wahrscheinliche Nebenprodukte der Reaktion und ihre Entstehung
nach den Erkenntnissen von MCDOUGALL et a/>”’

82



Ergebnisse und Diskussion

Die gesuchten (2-Aminoethoxy)-Derivate oder andere Produkte, die sich iber den postulierten
Reaktionsmechanismus in Abbildung 39 erkldren lieRen, konnten nicht isoliert werden.
2-Oxazolidinon liel8 sich im Rohprodukt bereits nicht mehr nachweisen. Da eine Deprotonierung
der Phenol-Gruppe der Azoxafluorene bereits flir schwachere Basen belegt zu sein scheint, ist es
wahrscheinlich, dass das Problem auf eine mangelnde Interaktion des Phenolats mit dem

2-Oxazolidinon zurlickzufiihren ist.

Experimente, bei denen 3-Hydroxypyridin anstelle eines Azoxafluorens als Ausgangsstoffe ver-
wendet wurden, konnten massenspektrometrisch Spuren des gewlinschten
2-(Pyridin-3-yl(oxy))ethan-1-amin nachgewiesen werden, jedoch keine wagbaren Mengen isoliert
werden. Der sterische Anspruch des Nukleophils ist demzufolge ebenfalls nicht allein ausschlag-
gebend fiir den Fehlschlag der Reaktion. Sinnvoll wire das Uberpriifen der Reaktion an einem
noch simpleren Grundkérper wie Phenol und eventuell die Verwendung weiterer Basen wie
Natrium- oder Lithiumhydrid. Im Rahmen dieser Dissertation konnten diese Untersuchungen

nicht mehr durchgefiihrt werden

3.1.9 Syntheseversuch von 1-Aza-9-oxafluorenen und a-Carbolinen mit
ortho-Chinonen und stickstoffhaltigen para-Chinonen

Die Chinon-Variationen o-Benzochinon, p-Benzochinonimin und p-Benzochinondiimin wurden
wie geplant nach der unter 3.1.4 beschriebenen Vorgehensweise versuchsweise mit
3-Benzyloxy-4-phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridin (Verbindung 19) umgesetzt. Hierbei wurde
jeweils sowohl die Wirksamkeit von Perchlorsaure, als auch von konzentrierter Schwefelsdure als

Saurekomponente Uberprift. In keinem Fall konnten die gewiinschten Produkte isoliert werden.

Bei der Umsetzung von Verbindung 19 mit 1,3 bis 1,7 Aquivalenten o-Benzochinon wurde zu
Beginn der Reaktion etwa 15 min nach Zufliigen der Sdurekomponente eine starke Verfarbung
des Ansatzes nach dunkelrot bis schwarz beobachtet. Innerhalb der ersten vier Stunden des
Reaktionsverlaufes konnte diinnschichtchromatographisch vor allem eine Oxidation des
N-Acetyl-1,4-dihydropyridins zum entsprechenden 4-Phenylpyridin beobachtet werden. Unter
Verwendung von Schwefelsdure war auf dem entsprechenden Dinnschichtchromatogram nach
circa funf Stunden das Entstehen eines sehr schwachen fluoreszierenden Spots zu beobachten
mit einem R+-Wert von 0,62 in LM 3 (siehe Abschnitt 5.1.2.2). Dieser war nur flr etwa eine Stunde
detektierbar und verschwand im weiteren Reaktionsverlauf. Bei wiederholter Durchfiihrung
konnte beim Abbruch der Reaktion nach 5 Stunden, ein Verschwinden des entsprechenden Spots
bei der Uberfithrung des Ansatzes ins alkalisch, wissrige Milieu beobachtet werden. In den nach
einer Reaktionszeit von finf, zehn und 30 Stunden abgebrochenen und aufgereinigten
Reaktionsansatzen konnte lediglich das entsprechende 3-Benzyloxy-4-phenylpyridin
nachgewiesen werden. Grinde fir das Scheitern der Reaktion koénnten das geringere

Oxidationspotential des o-Benzochinons oder die geringere Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung
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des Ubergangszustandes sein. Die Instabilitit des mdglicherweise gebildeten

1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorens konnte ebenfalls ausschlaggebend sein.

Der Einsatz des nur in absolutem Diethylether stabilen p-Benzochinonimins im Reaktionsansatz
war selbst unter besonderen Vorsichtsmallnahmen schwer moglich. Die Losung war im neutralen
in einer maximalen Konzentration von etwa 0,02 mol pro Liter stabil (vgl. LERNER).3** Auch unter
Zugabe von den entsprechend geringeren Mengen Verbindung 19 blieb der Ansatz stabil. Die
Zugabe von selbst minimalen Mengen an 70 prozentiger Perchlorsdure zum Ansatz fihrte zur
sofortigen Zersetzung des Chinonimins. Die sehr hohe Instabilitdt des p-Benzochinonimins
verhinderte damit eine effektive Umsetzung dieses Edukts. Der Ansatz wurde nicht

weiterverfolgt.

Die Umsetzung von p-Benzochinondiimin gelang unter nahezu normalen Reaktionsbedingungen.
Unter der Verwendung von Schwefelsdure wurde die angestrebte Endkonzentration der Sdure im
Ansatz auf 0,4 mol pro Liter verringert, um die auch hier ablaufende Zersetzungsreaktion des
Chinondiimins zu verlangsamen. Alle zwei Stunden wurde dem Ansatz daher 0,3 Aquivalente
p-Benzochinondiimin zugefiigt. Dinnschichtchromatographisch konnte das Entstehen mehrerer
sehr schwach fluoreszierender Spots mit R-Werten in LM 3 zwischen 0,3 und 0,7 beobachtet
werden. Den Hauptspot stellte das 3-Benzyloxy-4-phenylpyridin dar. Nach 18 Stunden wurde die
Reaktion durch Zugabe von Wasser abgebrochen. Die sdaulenchromatographische Aufreinigung
des im Anschluss gewonnen Rohprodukts erwies sich auf Grund einer groRen Anzahl
entstandener Nebenprodukte als sehr schwierig. Innerhalb der isolierten Fraktionen konnte das
entsprechende a-Carbolin nicht nachgewiesen werden. Auf Grund der Instabilitdit des
p-Benzochinondiimins stellt die Ringschlussreaktion, sollte sie ablaufen, eine weit
untergeordnete Reaktion gegeniliber den ablaufenden Oxidationsreaktionen der Edukte dar. Die
Ermittlung eines nicht sauren, weniger oxidativen Katalysators fir die Ringschlussreaktion,
kdénnte in diesem Fall eventuell einen erfolgreichen Umsatz zum
1,4,4a3,9a-Tetrahydro-1,9-diazafluoren ermdoglichen. Dieses kénnte dann womdéglich in einem

Folgeschritt zum 1,9-Diazafluoren oxidiert werden.

3.1.10 Syntheseversuch der 3-Amino-1-aza-9-oxafluorene bzw.
8-Amino-10-aza-11-oxabenzo[alfluorene

Fiir die erstmalige Synthese der Aminoazoxafluorene, war urspriinglich eine Aminierung des je-
weiligen lodazoxafluorens geplant. Die Synthese der lodazoxafluorene misslang aber aus unter
3.1.4.4 nadher beschriebenen Grinden. Daher wurden im Folgenden  das
3-Brom-1-aza-9-oxafluoren bzw. das 8-Brom-10-aza-11-oxabenzo[a]fluoren als Edukt fiir die er-
probte Aminierungsreaktion herangezogen. Die Herstellung von Anilin-Derivaten durch
Aminierung von Halogenaromaten mit Ammoniak als Nukleophil gelingt entweder unter hohem
Druck und hoher Temperatur oder unter Verwendung eines Katalysators.3”® Als Katalysatoren

bekannt sind in diesem Fall Komplexe von Nickel-, Palladium- und Kupfer-lonen mit mehreren
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ein- oder zweizdhnigen Liganden.’®3° Auf Grund der héheren Kosten und Toxizitit der
bendtigten Palladiumverbindungen sowie dem Risiko des Entstehens von Diazoxafluorenanilinen
als unerwiinschte Nebenprodukte wurde im Rahmen dieser Dissertation nicht auf diese
zuriickgegriffen.378380 Stattdessen wurden Komplexe von Kupfer(l)iodid verwendet, das bereits
durch die Verwendung bei der Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine zur Verfliigung stand.
Als chelatierender Ligand wurde zunidchst nach Vorbild von Ji et al. Ascorbinsiure verwendet.3®
Zusatzlich wurde eine schwache Base zum Gemisch hinzugefiigt, die die ausreichende
Deprotonierung der Ascorbinsdure gewahrleisten sollte. Fiir die deprotonierte Saure wird die

Ausbildung einer sechsgliedrigen, reaktiven Ringstruktur postuliert.

(0]
Addmon
0]
— HO, +I O — ]
o]
HO HO
2 1
KBr + KHCO, NH; + K,CO54

Abbildung 40: Angenommener Reaktionsmechanismus fiir die Aminierung von 3-Brom-1-aza-9-oxafluorenen dargestellt
am Beispiel von Verbindung 50. Inspiriert von ZENG, HUANG et al. und WELKER et al, 347378

Diese bildet mit dem Bromzaoxafluoren durch oxidative Addition das in Abbildung 40 dargestellte
Intermediat 1 aus.>”® Fir dieses ist dhnlich wie bereits fir den unter 3.1.3.5 betrachteten
Kupfer-Katalysatorkomplex eine theoretische Oxidationszahl von +Ill anzunehmen.?*’ In der Folge
findet ein Austausch von Brom durch eine Amino-Gruppe innerhalb des Intermediats statt.?’® In
diesem Fall wurde konzentrierte wassrige Ammoniaklosung als Quelle der Stickstoffspezies
verwendet. Die folgende reduktive Eliminierung bedingt nach Abspaltung des

Aminoazoxafluorens die Regeneration des Katalysatorkomplexes.

Bei der ersten Erprobung der Methode wurden 35mg  3-Brom-4-phenyl-
benzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol in 2 Milliliter DMSO gelést. Zur Katalyse wurden 0,4 Aquivalente
Kupferiodid und ein Aquivalente Ascorbinsidure zugegeben. Zusitzlich wurden dem Ansatz
zwei Aquivalente Kaliumcarbonat als schwache Base und ein Uberschuss an 4 Aquivalenten
wassriger Ammoniaklosung zugefiigt. Das Gemisch wurde unter Argon-Atmosphare fiir insgesamt
34 Stunden  auf 130 Grad Celsius  erhitzt. Der  Reaktionsverlauf  wurde  dabei

diinnschichtchromatographisch verfolgt. Der zunadchst gelbbraune Ansatz nahm dabei bereits
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nach 20 min eine dunkelrote bis schwarze Farbung an. Diinnschichtchromatographisch lieR sich
nach 10 Stunden neben einem nach wie vor deutlichen Edukt-Spot die Bildung eines neuen
Produkts mit einem Re-Wert von 0,25 in LM°3 ohne erkennbare Fluoresezenz bei Bestrahlung mit
Licht der Wellenldange 254 nm und 365 nm detektieren. Seine Intensitat stieg im Reaktionsverlauf
weiter an bis er nach 17 Stunden die gleiche Intensitdat wie der 1-Aza-9-oxafluoren-Eduktspot
aufwies. Hiernach veranderten sich die Mengenverhaltnisse auch nach Zugabe weiterer
zwei Aquivalente Ammoniak nicht mehr wesentlich. Nach 32 Stunden wurde die Reaktion nach
Abkihlen auf RT durch Zugabe von Eiswasser zum Ansatz abgebrochen. Im Anschluss wurde der
gekihlte Ansatz dreimal mit einem Gemisch aus zu gleichen Teilen Ethylacetat und Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Brine gewaschen. Durch Zugabe von
Natriumsulfat und anschliefende Filtration wurde danach noch vorhandenes Wasser groRtenteils
entfernt. Die organischen Losungsmitttel wurden durch Einsatz des
Rotationsvakuumverdampfers abgetrennt und so 27 Milligramm eines ré6tlich braunen
Rohprodukts gewonnen. Bei der anschlieBenden sdulenchromatographische Aufreinigung
desselben konnte das Edukt Verbindung 50 zum Teil wiedergewonnen werden. Das gewiinschte
3-Amino-1-Aza-9-oxafluoren konnte jedoch nicht detektiert werden. Fiir den oben beschriebenen
Spot konnte mittels ESI-Massenspektrometrie eine Addukt-lon mit m/z = 156,28 detektiert
werden. Diese Versuchsdurchfiihrung wurde mehrfach modifiziert angewendet. So wurde die
Aquivalentzahl der Liganden auf bis zu drei erhéht. Dies anderte den beobachteten

Reaktionsverlauf nicht wesentlich.

Grinde fur den Fehlschlag der Synthese sind vor allem in der Instabilitit des
Katalysatorkomplexes zu vermuten. Gerade in Anwesenheit von Wasser ist der Austausch
katalytisch aktiver Liganden durch katalytisch inaktive Ammoniak-Molekiile begiinstigt.®° Die
Verwendung starker komplexierender Liganden, wie Picolinsdure-N-oxid, konnte diese
Problematik verringern.3’® Auch die Verwendung von in Dioxan geléstem Ammoniak kénnte hier
von Vorteil sein. Sollte auch dies nicht genligen, wirde die Verwendung von maskiertem

Ammoniak zum Beispiel in Form von Zinktrimethylsilylamid eine Méglichkeit darstellen.?8!

3.2 Ergebnisse der Proteinkinaseinhibitionsassays

Im Rahmen der Dissertation wurde als erste Uberpriifung der Eignung der synthetisierten
Derivate als Wirkstoffe die inhibitorische Aktivitdt derselben gegen ausgewahlte Proteinkinasen
ermittelt. Die ersten Verbindungen wurden hierbei in Zusammenarbeit mit der PROQINASE GmbH
(Freiburg) auf ihre Aktivitdt gegen CDK1 im Komplex mit Cyclin B (CDK1/B), GSK3B, JNK3 und die
Tyrosinkinase Fyn Wild Typ (Fyn wt) hin untersucht. Alle weiteren Testungen von Verbindungen
mit inhibitorischem Potential wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von V. KRYSTOF an der
Palacky Universitat Olomouc (Tschechische Republik) durchgefiihrt. Hierbei standen CDK1/B,
CDK2 im Komplex mit Cyclin E (CDK2/E), GSK3B und Fyn wt als Targets zur Verflgung.
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Am Anfang der Aufnahme eines jeden Assays stand die Erstellung einer Verdiinnungsreihe fiir die
entsprechende Substanz. Die Aktivitatsbestimmung der Kinasen erfolgte in beiden Test-
laboratorien nach einem vergleichbaren radiometrischen Prinzip. Dabei wurde das im
Kinaseassay verwendete ATP mit einem definierten Anteil radioaktivem [y->3P]-ATP versetzt. Die
radioaktive Strahlung, der in Folge der Kinaseaktivitdit auf das Zielsubstrat Ubertragene
3p-Phosphat-Gruppe (**P;), konnte nach anschlieRender Isolierung des Substrates quantitativ
ausgewertet werden. So wurden flr die einzelnen durch die Verdinnungsreihen gewonnen
Konzentrationen an Substanz die jeweiligen prozentualen Restaktivitaiten nach Gleichung 1

bestimmt.

. Messwert — Negativkontrollwert
prozentuale Restaktivitat = — - x 100
Positivkontrollwert — Negativkontrollwert

Gleichung 1: Berechnung der prozentualen Restaktivitat
Den dafir notwendigen Negativkontrollwert erhielt man durch die Vermessung des Ansatzes
ohne Zugabe der Kinase oder der zu testenden Substanz. Die Positivkontrolle erfolgte analog
nach Beifligen der jeweiligen Kinase. Die so erhaltenen prozentualen Restaktivititen der
Verdinnungsreihen konnten dann zur Software-assistierten Generierung inhibitorischer Kenn-
groflen der entsprechend wirksamen Substanzen verwendet werden. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) war dabei der entscheidende Parameter. Sie wird definiert als Konzentration
eines Inhibitors, bei der eine halbmaximale Hemmung des jeweiligen Enzyms ermittelt werden
kann.?® Im Rahmen der Testung durch die PROQINASE GmbH wurden bei allen Verdiinnungsreihen
ICso-Werte bis maximal 100 Mikromol pro Liter fir die Testsubstanzen bestimmt. Bei den im
Arbeitskreis von V. KRystoF durchgefihrten Messungen wurden bei CDK1/B bis
20 Mikromol pro Liter und bei CDK2/E ICso-Werte bis zu 100 Mikromol pro Liter bestimmt. Im
Falle der Messungen an Fyn wt und GSK-3B wurden ICso-Werte lediglich flir Testsubstanzen be-
stimmt, die bei einer Konzentration von zehn Mikromol pro Liter Substanz und
ein Mikromol ATP pro Liter eine prozentuale Restaktivitdt von unter 58 Prozent aufwiesen. Im
Falle von hoheren Restaktivitdten als 58 Prozent wurde der 1Cso-Wert bei den Verbindungen als
>10 Mikromol pro Liter definiert. In Einzelfdllen wurden aber ICso-Werte bis 20 Mikromol pro
Liter bestimmt, wenn vorherige Untersuchungen auf eine Aktivitdt hindeuteten. Da die an
CDK1/B und CDK2/E getesteten Verbindungen trotz der sehr hohen Homologie der
Proteinkinasen teilweise Unterschiede in ihren Aktivititen zeigten, wurden weitere
Testkapazitaten zur Dreifach- bis Flinffach-Bestimmung der entsprechenden ICso-Werte an diesen

Kinasen genutzt.

Die ermittelten ICso-Werte stellen keine unabhéngigen enzymkinetischen KenngréBen dar. Sie
kénnen in Abhangigkeit zu den Versuchsbedingungen des jeweiligen Assays variieren. Besonders
ausschlaggebend sind hierbei Faktoren wie Substratkonzentration, Kinasenkonzentration und —

aktivitit, sowie die Herstellungsbedingungen der Kinase.®33% Da innerhalb der einzelnen
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Test-Assays unterschiedliche ATP-Konzentrationen von 0,3 bis

_ ICs0— 0,5[E]

i =
[S] +1 die Vergleichbarkeit der Werte zu gewahrleisten, eine von

15 Mikromol pro Liter eingesetzt wurden, benétigte man, um

Km dieser unabhangigen enzymkinetischen KenngroRe. Daher
wurde aus den bisher ermittelten 1Cso-Werten mittels

Gleichung 2: Modifizierte Cheng-Prusoff-
Gleichung fir kompetitiv bindende Gleichung 2 die entsprechenden Affinitdtkonstanten
Inhibitoren.3®! 385-387 . .
(Ki-Werte) berechnet.?*>" Als Vorraussetzung fur die
Anwendbarkeit der Gleichung gilt ein kompetitiver Bindungsmodus, der von VoiGT fir
3-Benzyloxy-substituierte 1-Aza-9-oxafluorene belegt werden konnte.?® Die angegebenen

Ki-Werte wurden aus den Mittelwerten der bestimmten ICso-Werte errechnet.

3.2.1 Auswahl der Testsubstanzen und ermittelte Ki-Werte

Tabelle 8: Strukturiibersicht fir die durch die PROQINASE GmbH getesteten Verbindungen.

Verbindung | RestR; Rest R;
40 H 2-cl RrQ O V@ 0
a1 H 2-cl O o~ N O
43 H 3-cl o~ : Q
N 0]
40

67 CH,CH3 H 41, 43, 67

Die Testung der Substanzen durch die PROQINASE GmbH orientierte sich am damaligen experi-
mentellen Fortschritt und sollte erste Hinweise flr die Ausrichtung der weiteren Syntheseroute
geben. Die auf ihre inhibitorische Aktivitat hin getesteten Verbindungen sind in Tabelle 8 darge-

stellt. Die fur sie ermittelten Ki-Werte sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Durchschnittliche Ki-Werte fiir die durch die PROQINASE GmbH getesteten Verbindungen. V. = Verbindung

Ki [um] Ki [um]

V. | CDK1/B | ERK2 Fyn wt GSK3B JNK3 V. | CDK1/B | ERK2 Fyn wt GSK3p JNK3

40 | - - 58,8 60,8 18,9 43 | 29,5 57,7 - - -

a1 | - - 3,8 - - 67 | - - 2,1 - -

Eine moglichst vollstandige und einheitliche Testung wurde am Ende der synthetischen Arbeiten
durchgefihrt. Hierbei wurden einige Substanzen auf Grund nicht zu erwartender Testaktivitat
zunachst von der Testung ausgeschlossen. Es wurde so zum Beispiel vorerst auf die biologische
Testung der 3-Chlor-1-aza-9-oxafluoren- bzw. 8-Chlor-10-aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate
verzichtet. Die Untersuchungen im Rahmen der Dissertation von VOIGT und TELL legten den
Schluss nahe, dass diese hochstwahrscheinlich keine Aktivitdit an CDK1 oder 2 oder GSK3f

300301 |hre primdre Funktion im Rahmen dieser Arbeit lag in der

aufweisen wiirden.
Synthesenoptimierung. Durch ihre sehr gute synthetische Zuganglichkeit ermoglichten sie eine
schnelle praktische Erprobung verschiedener Methoden zur Verbesserung des Ringschlusses und
der Substituierungen an der freien Phenol-Gruppe. In Folge geringer Testkapazitdten wurden
zunachst lediglich einzelne Vertreter der 6-Propoxy- und 6-lsopropoxy-1-aza-9-oxafluorene bzw
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8-Propoxy- und 8-lsopropoxy-10-aza-11-oxabenzo[a]fluorene getestet. Auf Grund der
Testergebnisse wurden in der Folge einige weitere Vertreter dieser Verbindungsklassen auf ihre
inhibitorische Aktivitat Gberprift. AuBerdem wurden weitere Derivate mit einem Brom-Rest in
Position3 bzw. 8 nachtraglich getestet. Auch die beiden Chlorazoxafluorene mit
(2-Hydroxyethoxy)-Rest wurden auf Grund der interessanten Ergebnisse anderer Derivate mit
gleichem Rest entsprechend gepriift. Eine tabellarische Ubersicht fiir die Strukturen der
insgesamt 47 Substanzen beider Testldufe ist im Abschnitt 7.2.1 in Tabelle 18 zu finden. In Tabelle
10 sind die Ki-Werte von 10 Verbindungen dargestellt, flir die unter den beschriebenen
Voraussetzungen |Cso-Werte ermittelt wurden konnten.

Tabelle 10: Errechnete durchschnittliche Ki-Werte firr die durch den Arbeitskreis von V. KRYSTOF getesteten Verbindungen.
V. = Verbindungen. - = nicht bestimmt.

Ki [um] Ki [um]
V. CDK1/B | CDK2/E | Fynwt | GSK3B | v CDK1/B | CDK2/E | Fynwt | GSK3B
30 1,03 - - - 53 0,35 0,66 - 1,75
32 0,08 0,08 - 2,82 55 0,31 1,08 - 1,41
46 0,7 - - 3,02 68 - - 4,16 -
a7 14,11 70 12,84
51 - 12,3 - - 98 0,31 - - -
52 0,96 0,52 - -

Eine getrennte Aufzdhlung mit den entsprechenden ermittelteten Restaktivititen (RA) der
Proteinkinasen bei einer Substanzkonzentration von 10 Mikromol pro Liter und ICso-Werten

findet sich ebenfalls in Abschnitt 7.2.1 des Anhangs.
3.2.2 Auswertung und Interpretation der Testergebnisse

3.2.2.1 Testergebnisse der PROQINASE GmbH

Ein GroRteil der friheren Kinaseinhibitionsassys von strukturdhnlichen Azoxafluorenen ist in
Koorperation mit der PROQINASE GmbH nach derselben Methodik durchgefiihrt worden. Daher
gilt eine Vergleichbarkeit der so ermittelten Ki-Werte als gegeben.

Tabelle 11: Ki-Werte der verschieden am Benzylring substituierten 3-Benzyloxy-1-aza-9-oxafluoren-Derivate. * = Daten aus
der Dissertation von TELL3?" ** = Daten entstammen der Dissertation von KRUG. 3%

Rest am Benzylring | H (Verbindung 38) 2-Cl (Verbindung 40) 3-Cl (Verbindung 42) 4-Cl (Verbindung 44)

K; CDK1/B [um] 2,3% >100 3,19%* 3,75%*

K: GSK3PB [um] 5,8* 60,8 >100** >100**

Verbindung 40 zeigt keine Hemmung von CDK1/B und geringe Affinitdt zu GSK3B. Aus weiteren
Veroffentlichungen lassen sich die fir die selben Kinasen Ki-Werte des am Benzylring
unsubstituierten Derivats sowie der entsprechenden meta- und para-Chlor-substituierten

Derivate zusammentragen (siehe Tabelle 11).30%303 Der direkte Vergleich der Ki-Werte, die in
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Tabelle 11 dargestellt sind, zeigt, dass ein Chlor-Substituent am Benzyloxy-Ring in Position 3 oder
4 im Gegenteil zur ortho-Position die Inhibition weniger stark verringert. Stattdessen lasst sich

gegeniber dem unsubstituierten Derivat nur ein geringfligiger Anstieg der Ki-Werte beobachten.

Die Inaktivitdt der ortho-Chlor-substituierten Verbindung ldsst sich nicht allein auf eine
Einschrankung der Ausrichtung des Aromaten der Benzyloxy-Gruppe zur hydrophoben
[6sungsmittelexponierten Region erklaren. Wahrscheinlicher ist, dass der sterische Anspruch des
Chlor-Restes vielleicht sogar eine Inversion des theoretischen Bindungsmodus bedingt, wie sie
bei den 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorenen postuliert wurde (siehe Abbildung 8, Seite 35). An der
GSK3B scheint ein Chlor-Substituent am Benzyl-Ring generell nachteilig fir die Affinitat zur
Bindetasche zu sein. An Position 2 wird der Substituent besser toleriert als in meta- oder
para-Position. Auch hier gilt eine dhnliche Vermutung, wie sie schon bei der Hemmung von
CDK1/B aufgestellt wurde: Ein hdherer sterischer Anspruch des Benzyloxy-Rings ohne weitere
Wasserstoffbriickenakzeptor oder -donor verhindert eine effektive Interaktion des Derivats mit

dem aktiven Zentrum von GSK38.

Verbindung 40 stellt das einzige dieser Derivate dar, dass auf seine inhibitorische Aktivitat gegen
JNK3 und Fyn wt getestet worden ist. Die Ki-Werte weisen mit 18,9 Mikromol pro Liter bei JNK3
und 58,8 Mikromol pro Liter bei Fynwt hoéhere Hemmaktivititen als bei den anderen
Proteinkinasen auf. Unter Berlicksichtigung der Strukturanalysen von SCHADE an Fyn kann
zumindest angenommen werden, dass auch bei dieser Verbindung eine WBB zwischen dem
Pyridin-Stickstoff und Methionin 85 (Met85) der Hinge-Region entscheidend fiir die Interaktion
der Verbindung mit dieser Proteinkinase ist.>3* Die Ahnlichkeit von Verbindung 40 zum von ROBAA
bereits an Fyn gedockten 6-Hydroxy-N,4-diphenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-3-carboxamid lasst

eine Ausrichtung des Benzyloxy-Ringes in Richtung der Gatekeeper-AS vermuten.33*

Tabelle 12 Ki-Werte der verschieden am Benzylring und an Position 5 substituierten
8-Benzyloxy-10-aza-11-oxabenzolalfluoren-Derivate

Verbindungsnummer | 39 41 43 67

Rest am Benzylring H 2-Cl 3-Cl H

Rest an Position 5 OH OH OH OCH,CHs
Ki CDK1/B [um] 0,088 >100 29,5 >100

Ki ERK2 [pum] 1,5 >100 57,7 >100

Ki GSK3B [um] 1,6 >100 >100 >100

Ki Fyn wt [um] n.d. 3,8 >100 2,06

Ki JINK3 [pum] 0,67 >100 >100 >100

Im Falle der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene kdnnen die Ergebnisse mit den aus der Dissertation
von TELL gewonnenen Testergebnissen fiir das am Benzyloxy-Ring unsubstituierte Derivat
verglichen werden (sieche Tabelle 12).3°? Klar erkennbar ist, dass sich auch bei den

benzoanellierten Derivaten eine ortho- oder meta-Chlor-Substituierung des Benzyloxy-Ringes
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nachteilig auf die Hemmaktivitat an GSK3B auswirkt. Zusatzlich wird dieser Effekt an der JNK3
beobachtet. An der CDK1/B wird wiederum der Chlor-Rest in Position 3 besser toleriert, bedingt
aber eine starke Abnahme der Affinitat im Vergleich zum unsubstituierten Derivat. Eine sterische
Behinderung der Ausrichtung des Benzyloxy-Rings kénnte hier entscheidend sein, da bei der
Bindung des an diesem Rest unsubstituierten Derivat Verbindung 39 an CDK1/B hydrophobe
Interaktionen des Benzyloxy-Rings mit dem Aromaten der Gatekeeper-AS Phe80 angenommen
wird.3!

Auffallig ist auch, dass die 2-Chlorbenzyl-substituierte Verbindung 41 mit einem Ki-Wert von
3,8 Mikromol pro Liter im Gegenteil zur meta-substituierten Variante Hemmaktivitditen gegen
Fyn aufweillt. Ebenso erweiRt sich die an Position 5 ethoxylierte Verbindung 67 als Inhibitor der
Proteinkinase Fyn. Die bisher durchgefiihrten Docking-Untersuchungen lassen eine Ausrichtung
dieser Derivate mit dem anellierten Phenyl-Ring in Richtung der Gatekeeper-AS und mit der
8-Benzyloxy-Gruppe in Richtung I6sungsmittelexponierter Region vermuten. Neben der bereits
erwahnten WBB zu Met85 bildeten von SCHADE (iberpriifte 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene in
diesem Falll, im Gegenteil zum Bindungsmodus an CDK1/B oder GSK3pB, keine weitere Uber die
Phenol-Gruppe vermittelte WBB aus.3** Daher scheint eine Erweiterung des lipophilen Systems
durch eine Ethoxy-Gruppe fir die Bindung an Fyn vorteilhaft, wodurch jedoch gleichzeitig die
Aktivitdt an CDK1/B und GSK3p verloren geht. Zur weiteren Untersuchung dieser Aktivitdt an Fyn
wurde trotz der zu erwartenden Inaktivitdit der Derivate an CDK1/B und GSK3pB, weitere

10-Aza-11-oxabenzo[alfluorene mit 2-Chlorbenzyloxy-Resten und 5-Alkoxy-Gruppen Uberprift.

Als neuer Inhibitor, der sowohl an den Serin/Threonin-Proteinkinasen GSK3B und JNK3 als auch
an der Tyrosin-Proteinkinase Fyn Aktivitaten aufwies, konnte in dieser Testreihe nur
Verbindung 40 identifiziert werden. Die Ki-Werte zwischen 18,9 und 60,8 Mikromol pro Liter

weisen aber nur eine sehr geringe Affinitat des Inhibitors zu den Kinasen nach.

3.2.2.2 Testergebnisse des Arbeitskreises von V. KRYSTOF

Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit bei der héheren Zahl der getesteten Verbindungen
werden die Ergebnisse der Hemmung der verschiedenen Kinasen zunachst isoliert betrachtet.
Hierbei sind die Ergebnisse von CDK1/B und CDK2/E auf Grund der hohen Homologie ihrer
aktiven Zentren und der daraus resultierenden sehr dhnlichen Ergebnisse in einem Abschnitt
zusammengefasst. Nicht bei allen Verbindungen standen ICso-Werte bzw. daraus resultierenden
Ki-Werten zur Verfligung, da sie nur unter den in Abschnitt 3.2. definierten Bedingungen exakt
quantifiziert worden waren. Daher wird im folgenden Abschnitt als zuséatzliche Vergleichsgrofle
auf die prozentuale Restaktivitdt (RA) der Proteinkinasen bei einer Inhibitorkonzentration von

10 Mikromol pro Liter zurlickgegriffen. Sie ist weit weniger aussagekraftig als ermittelte Ki-Werte.
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Auswertung der Inhibition von CDK1/B und CDKZ2/E durch die Zielverbindungen

In vorherigen Publikationen waren Hemmaktivitaten an CDK1/B und CDK5/p25 fiir 3-Methoxy-
4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol  (Ki{(CDK1/B) =5,3 um;  Ki(CDK5/p25) =24,0 um)  und
3-Ethoxy-4-phenylbenzofuro([2,3-b]pyridin-6-ol (Ki(CDK1/B)=0,17 um; Ki(CDK5/p25) = 0,46 um)
bestimmt worden.3%3% Mit der Testung von Verbindung 32 konnte gezeigt werden, dass eine
weitere VergroRerung des Alkoxy-Restes in Position 3, wie dessen Isopropoxy-Rest, die guten
Hemmeigenschaften an CDK1/B weiter verbessert (Ki(CDK1/B)=0,08 um). Eine hohe
inhibitorische Aktivitat konnte auch an CDK2/E nachgewiesen werden (Ki(CDK2/E) = 0,08 um). Das
korrespondierende benzoanellierte Derivat Verbindung 33 ist hingegen als weitaus inaktiver
einzustufen. Mit 64,9 Prozent Restaktivitdt von CDK1/B zeigt es noch marginale inhibitorische
Effekte. Die Ergebnisse fiir die anderen 8-Alkoxy-10-aza-11-oxabenzo[alfluorene zeigen ebenfalls
eine Verschlechterung zu den bisher ermittelten Hemmaktivitaten ihrer
1-Aza-9-oxafluoren-Analoga. Hierbei erweist sich vor allem das 8-Propoxy-Derivat als inaktiv
gegenliber CDK1 und CDK2, wahrend das Isopropoxy-Derivat und vor allem das Ethoxy-Derivat
noch Aktivitaiten an beiden aufweisen (30: Ki(CDK1/B)=1,03 um; RA(CDK2/E)=66,5%; 33:
RA(CDK1/B) = 64,9 %; RA(CDK2/E)=76,6%). Warum genau der langgestreckte Alkylrest
besonders inaktivierend wirkt, ist unklar. Den Vorteil von wenig raumfordernden Resten an
Position 8 der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene bestatigt aber auch die Testung der sterisch
weniger anspruchsvollen Verbindung 53. Das an Position 8 unsubstituierte Derivat weist an
beiden  untersuchten CDKs submikromolare K-Werte auf (Ki(CDK1/B)=0,35 um;
Ki(CDK2/E) = 0,66 um). Der Bindungsmodus all dieser 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene gleicht
wahrscheinlich dem in Abbildung 8 auf Seite 35 dargestellten invertierten Bindungsmodus fir
Verbindung 39. Aus den Aktivitdten lasst sich schlussfolgern, dass fir Hemmkonstanten im
unteren nanomolaren Bereich, wie sie bei dem zuvor synthetisierten
7-Phenylnaphtho([2’,1":4,5]furo[2,3-b]-pyridin-5,8-diol ermittelt  werden konnten, ein
Wasserstoffbriickendonor an Position 8 erforderlich ist. Ein an dieser Position unsubstituiertes
Derivat zeigt ohne die von dieser Gruppe ausgebildete WBB eine verringerte aber akzeptable
inhibitorische Aktivitdt. Bei kurzen oder kleinen, verzweigten Alkoxy-Resten ist ein dhnlicher
Bindungsmodus moglich, aber mit noch geringerer Affinitdt zum aktiven Zentrum verbunden.
Beim n-Propoxy-Rest scheint der Bindungsmodus sterisch eingeschrankt zu sein und die Affinitat
nimmt sehr stark ab. Das zu Verbindung 53 analoge unsubstituierte 1-Aza-9-oxafluoren
Verbindung 52 zeigt ebenfalls gute Aktivitaten an den untersuchten CDKs (Ki(CDK1/B) = 0,96 uwm;
Ki(CDK2/E) = 0,52 um). Auch hier werden jedoch Hemmwerte im unteren nanomolaren Bereich
nicht erreicht, woflir erneut das Fehlen eines Wasserstoffbriickendonors, hier in Position 3,
verantwortlich gemacht werden kann. Fir das 3-Brom-1-aza-9-oxafluoren Verbindung 50 wurde
von VoOIGT eine duale Hemmung der CDK2/A und CDK4/CyclinD nachgewiesen
(ICso(CDK2/A) = 3,2 uM; 1Cso(CDK4/D) = 28,7 um).3® Das 8-Brom-10-aza-11-oxabenzo[a]fluoren
Verbindung 51 zeigte gegeniiber der Kinase CDK2/E noch eine geringfluigige Hemmung und war

gegeniiber CDK1/B inaktiv (RA(CDK1/B) = 85,3 %; Ki(CDK2/E) = 12,3 um). Im Vergleich wies das
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entsprechende 8-Fluor-Derivat bei der Testung durch TELL einen niedrigen mikromolaren Ki-Wert
gegeniiber CDK1/B auf (Ki(CDK1/B) = 1,1 um).3* Es besteht die Méglichkeit, dass die geringere
Aktivitdit von Verbindung 51 durch die wesentlich geringere Elektronegativitdt oder einen

hoheren sterischen Anspruch des Halogen-Restes zustande kommt.

Fur Verbindung 46 zeigen die Messergebnisse ein inhibitorisches Potential gegeniber CDK1/B
(Ki(CDK1/B) = 0,7 um; RA(CDK2/E) = 53,1 %). Als Erklarung dafiir kann auf die in Abschnitt 3.2.2.1
gemachte Aussage zum  3-Chlorbenzyl-1-aza-9-oxafluoren  verwiesen werden. Bei
Substituierungen am 8-Benzylring der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene bewirken Chlor- und
Methoxy-Substituenten bei sonst unveretherten Derivaten eine starke Abnahme der Hemmung
von CDK1/B und einer etwas geringeren Abnahme der Hemmung von CDK2/E (vgl. RA bei 41, 43

und 45) Hierbei wird ein Rest in meta-Position besser toleriert.

Bei der Betrachtung der Modifikationen konnte aulerdem gezeigt werden, dass eine
Veretherung der 1-Aza-9-oxafluorene an Position 6 bzw. der 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene an
Position 5 groRtenteils zum Aktivitatsverlust der Verbindung an CDK1 und CDK2 fiihrt, die sich in
einer sehr hohen Restaktivitat zeigt. So weisen die Verbindungen 56 bis 90 Restaktivitaten von
CDK2/E zwischen 75,6 und 104,0 Prozent auf. Bei den 1-Aza-9-oxafluorenen erklart sich die
Affinitdtsabnahme dariber, dass die Alkoxy-Derivate nicht mehr in der Lage sind eine WBB
zwischen der 6-Hydroxy-Gruppe und Alanin 143 (Alal43) auszubilden. Bei den
10-Aza-11-oxabenzo[alfluorenen ist durch die Veretherung eine WBB mit llel0 der Phospat-
Bindungsregion nicht mehr moglich. Diese scheint fir die Stabilisierung des fur die
10-Aza-11-oxabenzo[alfluorene angenommenen, im Vergleich zu den 1-Aza-9-oxafluorenen
invertierten, Bindungsmodus essentiell zu sein. Eine Ausnahme von dieser Regel bildet das
6-Methoxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin  (Verbindung 55). Dieses Derivat weist gute
Hemmaktivitdten an CDK1/B und CDK2/E auf (Ki(CDK1/B) = 0,31 puMm; K{(CDK1/B) = 1,08 pm). Die
Hemmwirkung von Verbindung 55 lasst sich durch die hohe Flexibilitat des Molekils beziglich
seiner Ausrichtung in der Bindungstasche gegenilber Verbindungen mit groBerem Rest in
Position 3 erklaren. Dadurch wéare es dem Molekil moglich eine Position in der Bindetasche
einzunehmen, in der neben der essentiellen WBB zwischen dem Pyridin-Stickstoff und Leucin 83
(Leu83) die Oxy-Gruppe in Position 6 als Akzeptor fir eine weitere WBB dienen kénnte. Ein
solcher  Bindungsmodus ist bereits fiir die Hemmung von GSK3B durch
3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin  beschrieben  worden  (vgl.
Abbildung 8 Seite 35).3%

Eine weitere Ausnahme bildet das 6-(2-Hydroxyethoxy)-1-aza-9-oxafluoren Verbindung 98. Im
Gegenteil zu seinem benzoanellierten Analogon weist diese Hemmaktivititen an den
untersuchten CDKs auf (Ki(CDK1/B)=0,38 um; RA(CDK2/E)=51,3 %). Eine Erklarung hierflr
wirde die Ausbildung derselben oder einer anderen WBB durch die neue Hydroxy-Gruppe
liefern. Auch die untersuchten hydroxyethoxylierten 3-Chlor-1-aza-9-oxafluorene Verbindung 100

bewirkte vergleichsweise geringe Restaktivitdten der untersuchten CDKs (RA(CDK1/B) = 58,7 %,
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RA(CDK2/E) = 54,2 %). Fur die Verbindung 98 wurden zur Aufklarung dieses Sachverhalts
Docking-Untersuchungen an CDK1/B durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.3).

Auswertung der Inhibition von Fyn wt durch die Zielverbindungen

Nur wenige der untersuchten Verbindungen wiesen relevante inhibitorische Aktivitaten an
Fyn wt auf. Die Ki-Werte unter fiinf Mikromol pro Liter, die im Rahmen der Testung durch die
PROQINASE GMBH fiir Verbindung 41 und 67 ermittelt wurden, konnten durch diese neue
Testreihe nicht bestatigt werden. Verbindung 67 zeigte mit einer RA von 60,7 Prozent aber
zumindest einen den  vorherigen Ergebnissen nahekommenden  Wert. Das
3-Benzyloxy-6-ethoxy-1-aza-9-oxafluoren wies mit einer Restaktivitat von 71,1 Prozent eine
wesentlich geringere Hemmwirkung in diesem zweiten Assay auf. Als moglicherweise
ausschlaggebender Grund fir die abweichenden Ergebnisse kann die unterschiedliche
Konzentration an DMSO in den jeweiligen Assays in Betracht gezogen werden. Diese war im
3pPANQINASE-Assay der PROQINASE GMBH mit einem Volumenprozent um mindestens den
Faktor 50 groRer als im Assay des Arbeitskreises von V. KRYSTOF. Bei lipophilen Substanzen wie
Verbindung 67 kann dies die Loslichkeit und damit die effektive Inhibition der Kinase
beeinflussen.®® Der einzige gefundene Inhibitor mit freier Phenol-Gruppe in diesem Assay war
Verbindung 47 (Ki(Fyn wt) = 14,11 um). Seine, wenn auch geringe, Aktivitat steht im Widerspruch
zu der Inaktivitdit des entsprechenden 3-Chlorbenzyloxy-Derivats Verbindung 43.Hydrophile
Wechselwirkungen des Sauerstoffatoms oder hydrophobe Wechselwirkungen der
Methoxy-Gruppe wirden hierfiir eine Erklarung liefern. Als weitere Verbindung mit relevanter
inhibitorischer Aktivitat an der Tyrosinkinase konnte
3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-ethoxy-4-phenylbenz[3,4]furo[2,4-b]pyridin (Verbindung 68) identifiziert
werden (Ki(Fyn wt) =4,16 um). Auch das analog ethylierte 3-(3-Chlorbenzyloxy)-Derivat
Verbindung 70 zeigte noch eine geringe hemmende Wirkung (Ki(Fyn wt)= 12,84 um). Die
entsprechend substituierten 10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren Verbindung 69 und Verbindung 71
zeigten hingegen keine Hemmung von Fyn wt. Bei der Auswertung aller Restaktivitdten konnte
kein genereller Vorteil der Ethoxylierung beziglich der Hemmaktivitdit der Verbindungen
festgestellt werden. Auch die Benzoanellierung stellte keinen spezifischen Vor- oder Nachteil fir
die Aktivitaten dar. Eine Beglinstigung lie8 sich fiir die Chlor-Substituierung eines Benzyl-Ringes in

Position 2 feststellen.

Das Propoxylieren und Isopropoxylieren der Phenol-Gruppe hatte unterschiedliche Effekte fiir die
1-Aza-9-oxafluorene und die 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene. Bei ersteren fiihrte die
VergrofRerung des angefligten Alkoxy-Restes eher zu einer Verringerung der RA (siehe z.B.
Verbindung 68, 78 und 89. Bei letzteren hingegen erzeugte eine Propoxylierung Derivate mit
dhnlichen Hemmaktivitdten wie eine Ethoxylierung. Eine Isopropoxylierung fiihrte jedoch zum
Wirkungsverlust der jeweiligen Derivate (vgl. Verbindung 67, 79 und 90). Das konnte darauf
zuriickzufihren sein, dass die Isopropoxy-Gruppe bei den tetrazyklischen

10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivaten in ihrer Ausrichtung durch den anellierten Benzol-Ring
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eingeschrankter ist als die unverzweigten Alkan-Reste. Dies kénnte sich unvorteilhaft auf den

Bindungsmodus auswirken.

Zu niedrige Restaktivitaten wiesen die 2-Hydroxyethoxy-Derivate Verbindung 98 und 102 auf (98:
RA = 63,0 %; 102: RA=64,1 %). Die Hoffnung durch diese im Vergleich zu Ethyl-, Propyl- oder
Isopropyl-Gruppen hydrophilere Substitution eine potente duale Inhibition von CDK1 und der

Tyrosinkinase Fyn zu erreichen, erflllte sich jedoch nicht.

Auswertung der Inhibition von GSK3f durch die Zielverbindungen

Wie bereits in der Auswertung der Restaktivititen von CDK1/B und CDK2/E erwahnt, fihrte eine
Veretherung der freien Phenol-Gruppe auch bei der Testung an GSK3B zur Inaktivitat der
entsprechenen Verbindungen. Ausschlaggebend ist in diesem Fall wiederum, dass durch diese
Derivatisierung eine WBB zwischen der Phenol-Gruppe und in diesem Fall Cys199 bei den
1-Aza-9-oxafluorenen oder lle62 bei den 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorenen nicht mehr moglich
ist.3%! Hierbei stellen auch die 3-Benzyloxy-6-methoxy-1-aza-9-oxafluoren-Derivate keine
Ausnahme dar, auch wenn fiir 3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin von TELL
nanomolare Aktivitdten an GSK3B nachgewiesen werden konnten (Ki(GSK3B) = 0,02 um).3%? Es ist
daher zu vermuten, dass weitere raumfordernde Reste die Ausrichtung des 3-Benzyloxy-Restes in
Richtung der Gatekeeper-AS sterisch hindern und der im Vergleich zu nicht-methoxylierten
Derivaten invertierte Bindungsmodus daher nicht mehr moglich ist (vgl. Abbildung 8, Seite 35).
Dabei wird eine Substitution mit Chlor in para-Stellung besser toleriert als die ortho- oder
meta-Position (61: RA = 65,4 %; 60: RA =99,0 %; 59: RA =99,2 %). Als methoxyliertes Derivat mit
relevanter Hemmaktivitat ist Verbindung 55 zu nennen (Ki(GSK3pB) = 1,41 um). Bei dieser ist durch
den geringen rdumlichen Anspruch hochstwahrscheinlich eine Ausrichtung zur Ausbildung der fur
3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin beschriebenen WBB mit Vall35 und
Arg141 noch moglich. Die geringere inhibitorische Potenz von Verbindung 55 ist dann vor allem
durch das Fehlen hydrophober Wechselwirkungen des Benzyloxy-Restes mit der Gatekeeper-AS

zu erklaren.

Nicht an der Phenol-Gruppe alkoxylierte 10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate waren in den
meisten Fallen ebenfalls inaktiv. So konnte fiir Derivate mit Brom- und Alkoxy-Resten sowie
Chlor- oder Methoxy-substituiertem Benzyloxy-Resten in Position 8 keine signifikante Hemmung
der Proteinkinase beobachtet werden. Wahrend Verbindung 39 noch eine relevante Hemmung
an GSK3B aufwies, verringerten Substituenten am Benzyloxy-Ring, wie bei den
3-Benzyloxy-6-methoxy-1-aza-9-oxafluorenen beschrieben, die Bindungsaffinitat  zur
ATP-Bindetasche stark.3°! Die Inaktivitat der weniger raumfordernden Alkoxy- und Brom-Derivate
und der Vergleich mit 7-Phenylnaphtho([2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5,8-diol (Ki(GSK3B) = 0,02 um)
deutet darauf hin, dass an Position 8 bestenfalls ein Wasserstoffbriickendonor mit geringem
sterischen Anspruch notwendig ist. Die Hemmung der Kinase bei der Testung von Verbindung 53

(Ki(GSK3B) = 1,75 um) zeigt aber, dass das Fehlen von groBeren Resten als einem
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Wasserstoffatom ebenfalls eine Interaktion mit der Bindungstasche ermdoglicht. Das nicht
benzoanellierte Analogon Verbindung 52 zeigte hingegen keine Inhibition (RA = 81,1 %). Das lasst
die Schlussfolgerung zu, dass im Bindungsmodus mit Ausrichtung der Phenol-Gruppe in Richtung
Gatekeeper-AS hingegen zusatzliche Substituenten an Position 3 fiir hydrophobe oder hydrophile
Wechselwirkungen zur Verfligung stehen muissen. Als die einzigen neuen 1-Aza-9-oxafluoren mit
relevanten Aktivititen an GSK3B konnten Verbindung32 (Ki(GSK3B)=2,82 um) und
Verbindung 46 (Ki(GSK3B) = 3,02 u™m) identifiziert werden. Der dhnliche raumliche Anspruch der
Methoxy-Gruppe im Vergleich zu einem Chlor-Rest und die Inaktivitdt des entsprechenden
Chlor-substituierten Derivats (siehe Abschnitt 3.2.2.1) lassen vermuten, dass im Fall von
Verbindung 46 Interaktionen des Restes mit den AS der Bindungstasche gegentiber der sterischen
Hemmung des Bindungsmodus lberwiegen. Hierbei kann es sich in diesem Fall um hydrophobe
Wechselwirkungen des Methyl-Restes oder polare Interaktionen des Sauerstoff-Atoms handeln.
Die inhibitorische Aktiviat des 3-Isopropoxy-Derivats Verbindung 32 ist vergleichbar mit dem
bereits von VOIGT untersuchten 3-Ethoxy-Derivat.3® Dies spricht fiir einen vergleichbaren

Bindungsmodus an GSK3[, wie er bereits in Abschnitt 1.6 ausfiihrlich beschrieben wurde.

3.3 Docking-Untersuchungen

Um ein besseres Verstandnis fiir die Wechselwirkungen der Inhibitoren mit dem aktiven Zentrum
der jeweiligen Proteinkinase zu gewinnen, wurden die Bindungsmodi einiger Testsubstanzen
mittels molekularem Docking untersucht. Diese in silico-Versuche wurden von
Frau Dr. DINA ROBAA aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Sippl (Institut fiir Pharmazie,
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg) vorgenommen. Hierbei beschrankte sich die
Auswahl der Verbindungen auf solche, bei denen man sich vom Aufschluss des Bindungsmodus
neue Erkenntnisse erhoffte. Daher wurden Verbindung32 als aktivster Inhibitor und
Verbindung 98 als neuartiger, vergleichsweise hydrophiler Inhibitor fiir das Docking an CDK1/B
ausgewahlt. Hierbei kam eine Ko-Kristallstruktur von humaner CDK1/CyclinB/Cks2 im Komplex
mit dem Purin-Derivat-Inhibitor CGP74514A zum Einsatz (PDB ID: 6GU4). Zusatzlich wurde mit
Verbindung 67 der aktivste ermittelte Inhibitor an der bisher weniger untersuchten
Tyrosinkinase Fyn getestet. Bei dessen Docking wurde als Kristallstruktur ein Komplex aus der

humanen Tyrosinkinase Fyn mit Staurosporin verwendet (PDB ID: 2DQ7).

Docking an CDK1/B

Als besondere Auffalligkeit im Vergleich zu den zuvor verwendeten Modellen von CDK1 ist in
dieser Kristallstruktur ein in der Bindungstasche inkoorperiertes Wassermolekil (HOH417) zu
nennen. Dieser kleine Unterschied hat einen entscheidenden Einfluss auf den ermittelten

Bindungsmodus der tberpriiften Testsubstanzen.
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Abbildung 41: Ermittelte Bindungsmodi von Verbindung 32 (links, Inhibitor griin dargestellt) und Verbindung 98 (rechts,
Inhibitor tirkis dargestellt) an CDK1/B. Aminosduren der Proteinkinase sind nur dargestellt soweit sie zum Aufbau der
umgebenden Bindetasche beitragen. Ausgebildete Wasserstoffbriickenbindungen sind als gestrichelte gelbe Linien
abgebildet. Das inkorporierte Wassermolekdil ist als rote Kugel dargestellt.

Zundachst lasst sich feststellen, dass der Bindungsmodus bei beiden Verbindungen sehr dhnlich ist.
Beide sind in der bereits fiir 1-Aza-9-oxafluorene ermittelten Art und Weise in der Bindetasche
orientiert.3® Dabei ist der Rest an Position 3 in Richtung der lésungsmittelexponierten Region
ausgerichtet, wahrend der anellierte Benzolring in Richtung der Gatekeeper-Aminosdure zeigt. Im
Unterschied zu den bisher vorgenommen Docking-Studien bildet jedoch nicht der
Pyridin-Stickstoff des Grundgeriists eine WBB mit der Amino-Gruppe von Leucin (Leu, L) 83 aus
sondern der Sauerstoff des Furan-Rings. Daher ist das gesammte Molekil etwas weiter in
Richtung der I6sungsmittelexponierten Region verschoben. Statt mit dem Amin von
Lysin (Lys, K) 33 wird die zweite Wasserstoffbriicke von der Oxy-Gruppe an Position 6 mit dem
inkorporierten Wasser-Molekiil ausgebildet. Zusatzlich bildet Verbindung 98 mit seiner freien
Hydroxy-Gruppe eine Wasserstoffbriickenbindung zur Amino-Gruppe von Asparagin (Asn, N) 133
aus. Lipophile Wechselwirkungen des aromatischen Trizyklus sind bei beiden Verbindungen vor
allem mit L135, 110 und Valin (Val, V) 18 denkbar. Die lipophilen Reste in Position 3 haben in
beiden Fallen keinen klaren Interaktionspartner. Fiir den Isopropoxy-Rest von Verbindung 32

waren Wechselwirkungen mit Isoleucin (lle, 1) 10 am wahrscheinlichsten.

Insgesamt ldsst sich flr Verbindung 32 aus dem Modelling jedoch keine andere neue Erkenntnis
ziehen, die die guten Aktivitaten naher erklart. Die Ausbildung einer zusatzlichen WBB im Falle
von Verbindung 98 liefert hingegen eine sehr gute Erklarung fiir die wesentlich hohere Aktivitat
der Verbindung im Vergleich zu den lipophilen 6-Alkoxy-Derivaten. Eine Erprobung inwieweit
eine vergleichbare Verbindung mit freier Phenol bzw. Phenylamin-Gruppe oder einem weiteren
flexiblen (2-Hydroxyethoxy)-Rest in Position 3 weitere WBB z.B. mit Asparaginsiure (Asp, D) 86

ausbilden kénnte, ware interessant.
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Docking an der Tyrosinkinase Fyn

Verbindung 67 zeigt bis auf die WBB zu Methionin (Met, M) 85 keine weiteren starken
hydrophilen Wechselwirkungen mit der Bindetasche auf. Der generelle Bindungsmodus ist, wie
bereits flr andere 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene im Vergleich zu den trizyklischen Derivaten
invertiert. Hierbei ist die 8-Benzyloxy-Rest zur Gatekeeper-AS ausgerichtet, wahrend der

anellierte Benzol-Ring in Richtung der |6sungsmittelexponierten Region weist.

Y84 / “/\

180

Abbildung 42: Ermittelter Bindungsmodus von Verbindung 67 an der Tyrosinkinase Fyn. Der Inhibitor ist tiirkis dargestellt.
Aminosduren der Proteinkinase sind nur dargestellt, soweit sie zum Aufbau der umgebenden Bindetasche beitragen.
Ausgebildete Wasserstoffbriickenbindungen sind als gestrichelte gelbe Linien abgebildet.

Der tetrazyklische Grundkorper der Verbindung wechselwirkt vor allem lipophil mit den
hydrophoben Resten der Aminosduren L17, L137 und Alanin (Ala, A) 37. V25 interagiert hingegen
wohl mit dem Phenyl-Ring in Position7. Der 5-Ethoxy-Gruppe kann kein eindeutiger
Interaktionspartner zugeordnet werden. Zur moglichen Verbesserung der Affinitdt scheinen sich
zwei Teilbereiche des Inhibitors besonders zu eignen. So kénnte die hydrophile Substitution des
Benzyloxy-Restes in ortho- oder meta-Stellung eventuell eine WBB zu Threonin (Thr, T) 82
ermoglichen. Erste Hinweise, dass dies die Affinitat erhoht, liefert die Inhibition von Fyn wt durch
das 8-(3-Methoxybenzyl)oxy-Derivats Verbindung 47 Eine ebenfalls sinnvolle Uberlegung stellt
die Einflhrung eines hydrophilen Wasserstoffbriickenakzeptors in Position 1 oder 2 dar. Dies
konnte Interaktionen mit der Phenol-Gruppe von Tyrosin (Tyr, Y) 84 bedingen. Als wichtiger
Faktor erweist sich aber auch die Verringerung der Lipophilie des Inhibitors. Ein moglicher
Ansatzpunkt hierflir ware der 7-Phenyl-Ring, der eventuell durch eine kleinere polarere Struktur
ersetzt werden kann. Ebenfalls erscheinen hydrophile, flexible Reste an Position 8, die eventuell
eine WBB zu T82 ausbilden kénnten. Zusatzlich sollte das Phenol in Position 5 mdglichst

unverethert bleiben, um eine Aktivitat gegenliber den CDKs und GSK3{ zu bewahren.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz (AD) ist mit ihrer wachsenden Inzidenz mit hoherer Lebenserwartung eine
Erkrankung, die wie kaum eine andere die Zukunft unseres Gesundheitsystems beeinflussen wird.
Trotz jahrzehnterlanger Forschung und verschiedensten Ansatzen ist auch heute noch nicht mehr
als eine symptomatische Behandlung der Krankheit ohne Auswirkung auf deren Progression
moglich. Therapieansdtze, deren Wirkprinzip sich auf die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese
beziehen, haben die bisherigen Forschungsbestrebungen dominiert. Bei dieser Hypothese steht
die Uberproduktion und Agglomeration von B-Amyloid im Zentrum der Krankheitsentstehung.
Mit dem weitestgehenden Scheitern dieser Wirkstoffe rlicken neue Ansatze und Strategien in
den Fokus. Die Tau-Hypothese stellt die Agglomeration von hyperphosphoryliertem Tau-Protein
im Zellinneren der Neuronen von AD-Patienten an den Anfang der Pathogenese. Neuere
Untersuchungen weisen eine starke Korrellation der Ausbreitung der so entstehenden NFTs und
kleinerer Agglomerate des Tau-Proteins mit der Progression der Erkrankung nach. Die
Hyperphosphorylierung von Tau ist auf einer Proteinkinasen-Hyperaktivitdit und einer
Phosphatasen-Hypoaktivitat begriindet. Daraus resultiert als Therapiekonzept der Einsatz von

Proteinkinase-Inhibitoren.

Hierbei wurde bei bisherigen Untersuchungen die Serin/Threonin-Proteinkinasen GSK3pB sowie
verschiedene Kinasen der CDK-Familie als Ziele ausgemacht. Neuere Untersuchungen zeigen auch
fiir INK, ERK, p38 und die Tyrosin-Proteinkinase Fyn Beteiligungen an der Hyperphosphorylierung.
Fiir die meisten dieser Kinasen konnten auch AD-begilinstigende Effekte abseits der
Tau-Hypothese, wie zum Beispiel eine Sensibilisierung von NMDAR durch GSK3f3, nachgewiesen
werden. Von der groRBen Zahl der bisher entwickelten und getesten Kinaseinhibitoren konnten in
der klinischen Uberpriifung jedoch bisher kein therapeutisch wirksamer Kandidat identifiziert
werden. Die Monoselektivitdt des GroRteils der Gberpriften Kandidaten stellt einen Kontrast zu
der Erkenntnis dar, dass eine Vielzahl an Kinasen an der Pathologie beteiligt ist. Daher besteht ein

neues Konzept darin Inhibitoren mit multispezifischem Wirkprofil zu entwickeln.

Die im Rahmen dieser Dissertation dafiir herangezogene Leitstruktur stellten die
1-Aza-9-oxafluorene und 11-Aza-10-oxabenzo[alfluorene dar. Bisher synthetisierte Vertreter
dieser neuen Klasse an Inhibitoren wiesen in der biologischen Testung nano- bis mikromolare
Aktivitdten an GSK3B, CDK1, 2, 4 und 5 sowie an JNK3 und p38 auf. In weiteren Untersuchungen
konnte eine Zytotoxizitdt dieser Derivate ausgeschlossen und ein kompetitiver Bindungsmodus
bestatigt werden. Diese Dissertation sollte vor allem die bisher erprobte Reihe der
6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene bzw. 5-Hydroxy-7-phenyl-10-aza-11-oxa-
benzo[alfluorene durch neuartige Derivate erweitern. Hierbei lag ein besonderes Augenmerk der
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Arbeit auf der Optimierung und dem Verstandnis der bereits etablierten Syntheseschritte. Im
ersten Schritt wurden 3-Alkoxy und substituierte 3-Benzyloxypyridine synthetisiert. Die hierflr
verwendete WILLIAMSON-Ethersynthese konnte durch Verdnderungen von Losungsmittel, Base
und Elektrophil in Hinsicht auf Ausbeute, Reaktionszeit und Nebenproduktanteil optimiert
werden. Teilweise wurden hierdurch signifikante Erhéhungen der Ausbeuten um bis zu
40 Prozent erreicht. Die so erhaltenen Derivate wurden ebenso wie verschiedene
3-Halogenpyridine in einer regioselektiven Addition von GRIGNARD-Verbindungen nach COMINS zu
den entsprechenden 3-substituierten 4-Phenyl-N-acetyl-1,4-dihydropyridinen umgesetzt. In
diesem Reaktionsschritt konnten weitere bisher unbekannte Nebenprodukte isoliert werden, die
ein besseres Verstandnis der Reaktion ermoglichten. lhre Entstehung in Abhangigkeit der
eingesetzten Mengen an Edukten sowie der Reaktionstemperatur wurde untersucht und die
Minimierung ihres Auftretens angestrebt. Durch Zykloaddition von entweder p-Benzochinon oder
p-Naphthochinon im sauren Milieu und anschlieBende Oxidation in einer ,Ein-Topf-Reaktion”
nach VoIGT erfolgte aus diesen die Synthese der jeweiligen Azoxafluorene. Dabei wurde erstmals
eine systematische Untersuchung von Art und Konzentration der eingesetzten Saurekomponente
vorgenommen. Mit dem Austausch der bisher verwendeten Perchlorsdure durch konzentrierte
Schwefelsaure in leicht erhdhter Konzentration konnte die Ausbeute allgemein positiv beeinflusst
werden und teilweise bisher nicht zugangliche Zielverbindungen erhalten werden. Insgesamt
wurden 23 Derivate synthetisiert. Der Einsatz weiterer, verschiedener Bronstedt- und
Lewis-Sduren erbrachte neue Erkenntnisse liber den Reaktionsmechanismus und die Art der
bendtigten Saurekomponente. Wahrend der Synthese der 3- bzw. 8-lodazoxafluorene im
»Ein-Topf-Verfahren” fand eine vollstdndige Deiodierung der Derivate statt. Auf diese Weise
wurden erstmals 4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol und
7-Phenylnaphtho(2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol als an Position 3 bzw. Position 8 unsubstituierte
Azoxafluorene erhalten. Durch ndhere Untersuchungen dieser Reaktion sowie der Reaktion
dquivalenter Brom-substituierter Derivate konnte ein Reaktionsmechanismus fiir die

Dehalogenierung postuliert werden.

Als Modifikationen der Grundstruktur sollten an der freien Hydroxy-Gruppe verschiedene
Alkylierungen erprobt werden. Hierbei gelang eine gezielte Methylierung, Ethylierung,
Propylierung und Isopropylierung der Phenol-Gruppe durch verschiedene Varianten der
WILLIAMSON-Ethersynthese. Dadurch wurden 43 neuartige, in der Literatur unbekannte
Zielverbindungen in guter bis sehr guter Ausbeute erhalten. Mithilfe der Umsetzung der freien
Hydroxy-Gruppe mit Ethylencarbonat und Kaliumcarbonat in DMF nach FUMAGALLI et al. gelang
zusatzlich die Synthese von 5- bzw. 6-(2-Hydroxy)ethxoy-azoxafluorenen. Auf diese Weise
konnten flnf weitere literaturunbekannte Zielverbindungen synthetisiert werden. Der Versuch
dieselbe Methode in abgewandelter Form unter Einsatz von 2-Oxazolidinon zur Synthese von
(2-Amino)ethoxy-azoxafluorenen zu  nutzen misslang jedoch. Mit o-Benzochinon,
p-Benzochinonimin und p-Benzochinondiimin wurden drei neue Chinonvarianten synthetisiert
und in der ,Ein-Topf-Reaktion“ nach VOIGT erprobt. Hierbei konnte jedoch auch unter
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modifizierten Reaktionsbedingungen kein entsprechendes 1-Aza-9-oxafluoren oder a-Carbolin
isoliert werden. Der katalytische Umsatz von Brom-substituierten Azoxafluorenen zu
entsprechenden amino-substituierten Azoxafluorenen war bisher zwar nicht erfolgreich, stellt

aber weiterhin eine interessante Syntheseroute dar.

Im Anschluss zur Synthese erfolgte die analytische Charakterisierung von Identitdt und Reinheit
der Zielverbindungen mittels NMR-Spektroskopie, HPLC und Massenspektrometrie. Die
'H-NMR-Strukturanalyse der synthetisierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridine war hierbei besonders
durch die Detektion von Signalverdopplungen gepragt, die durch magnetische Feldeffekte und
die Ausbildung von energetisch beglinstigten Rotameren zustande kamen. Eine ndhere
Betrachtung der aufgespaltenen Signale lieferte neue Hypothesen zu bevorzugten Rotameren
sowie zur Aufspaltung der Signale der Wasserstoffatome der Acetyl-Gruppe. Die
Strukturabsicherung von 4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol und
7-Phenylnaphtho([2’,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol wurde mithilfe zusatzlicher
2D-'H,'H-NMR-Korrelationsspektroskopie erreicht.

Die biologische Testung der inhibitorischen Aktivitat der Zielverbindungen wurde zunachst fir
einige ausgewdhlte Verbindungen in Kooperation mit der PROQINASE GmbH an den
Proteinkinasen CDK1/B, ERK2, GSK3pB, JNK3 und Fyn wt durchgefihrt. Hierbei erwiesen sich die
raumfordernden 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene Verbindung 41 und 67 als selektive Inhibitoren
der Tyrosinkinase Fyn mit Ki-Werten im niederen mikromolaren Bereich (41: K;=3,8 um; 67:
Ki=2,1 um). Auffallig ist hier auch das sehr unterschiedliche Hemmprofil das sich fir das
10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren Verbindung 43 ergibt, das sich lediglich in der Position des Chlor-
Substituenten am Benzlyoxy-Rest von Verbindung 41 unterscheidet. Dieses hemmt Fyn wt nicht
und CDK1/B und ERK2 in moderatem Umfang (Ki(CDK1/B) =29,5 um; Ki(ERK2) =57,7 um). Als
bisher einziger Inhibitor der Testreihe mit Hemmeigenschaften an Serin/Threonin-Proteinkinasen
und Tyrosin-Proteinkinasen konnte Verbindung 40 identifiziert werden (Ki(Fyn wt)=58,8 um;
Ki(GSK3B) = 60,8 um; Ki(JNK3) = 18,9 pm).

Der Grofteil der synthetisierten Substanzen wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
V.KRYSTOF auf ihre inhibitorische Wirkung an den Kinasen CDK1/B, CDK2/E, GSK3B und Fyn wt hin
Uberprift. Als potentester Inhibitor dieser Testreihe konnte das 3-Isopropoxy-1-aza-9-oxafluoren
Verbindung 32 mit nanomolaren Aktivitaten an CDK1/B und mikromolaren Aktivitdten an GSK3B
(Ki(CDK1/B) = 0,08 um; Ki(CDK2/E) = 0,08 um; Ki(GSK3B) = 2,82 um) identifiziert werden. Die
korrespondierenden an Position 8 alkoxylierten 10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivat erwiesen
sich hingegen als weitgehend inaktiv gegeniiber den getesteten Kinasen. Eine duale Hemmung
von CDK1 und GSK3pB zeigte das 3-(3-Methoxy)benzyloxy-1-aza-9-oxafluoren Verbindung 46 und
das an Position 8 unsubstituierte 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren Verbindung 53
(46: Ki(CDK1/B) = 0,7 u™m; Ki(GSK3pB) = 3,02 um; 53: Ki(CDK1/B) =0,35 um; Ki(CDK2/E) = 0,66 puwm;
Ki(GSK3B) = 1,75 um). Das zu Verbindung 53 analoge 1-Aza-9-oxafluoren Verbindung 52 wies

hingegen nur an den untersuchten CDKs Hemmwirkungen auf (Ki(CDK1/B)=0,96 um;
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Ki(CDK2/E) = 0,52 um). Von den an der freien Phenolgruppe alkylierten Derivaten zeigten nur das
methoxylierte 1-Aza-9-oxafluoren Verbindung 55 relevante Aktivitit an diesen beiden
Serin/Threonin-Proteinkinasen (55: Ki(CDK1/B) = 0,31 um; Ki(CDK2/E) = 1,08 uwm;
Ki(GSK3B) = 1,41 um). Eine Hemmung von CDK1/B konnte auch fiir das (2-hydroxy)ethoxylierte
1-Aza-9-oxafluoren Verbindung 98 beobachtet werden (Ki(CDK1/B) = 0,31 um). In beiden Fallen
konnte jedoch keine Aktivitat an der Fyn wt beschrieben werden. Eine solche konnte nur bei dem
6-ethoxylierten 1-Aza-9-oxafluoren-Derivaten Verbindung 68 und Verbindung 70 nachgewiesen
werden (68: Ki(Fyn wt) = 4,16 um; 70: 70 Ki(Fyn wt) = 12,84 um). Ebenfalls geringe Aktivitat zeigte
das 10-Aza-11-oxabenzo[a]lfluoren Verbindung 47 (Ki(Fyn wt) = 14,11 um).

In Kooperation mit D. ROBAA aus der Arbeitsgruppe von W. SiPPL wurden zur Untersuchung der
Bindungsmodi der aktivsten und vielversprechendsten Derivate Docking-Studien durchgefiihrt.
Hierbei wurde Verbindung 32 und Verbindung 98 an CDK1/B sowie Verbindung 67 an Fyn wt
Uberprift.

4.2 Ausblick

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit sollte bei zukiinftig synthetisierten Verbindungen
der Loslichkeit und MolekilgroRe der Verbindungen sowie dem Einfliigen weiterer

Wasserstoffbriickendonoren und —akzeptoren besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden.

In der Reihe der 1-Aza-9-oxafluorene bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluorene sollte der
Halogen-Amino-Austausch, wie es bereits unter Abschnitt3.1.10 beschrieben wurde,
weiterverfolgt werden. Eine geeignete Methode, die diesen Zweck erfillt, konnte die
Substanzbibliothek sinnvoll erweitern. Ansonsten konnte durch eine einfache nukleophile
Substitution am Aromaten mit Alkyl- und Benzylaminen raumforderndere 3- bzw.

8-Amino-Derivate synthetisiert werden.

HO
H H R1: H, CH3, CH2CH3, CH(CH3)2,
| R,: H, OH, NH,, OCHa, NCHs
NS
R, O N R2

Abbildung 43: Uberblick zu méglichen Derivatisierungen der Azoxafluoren-Leitstruktur.

Ein so synthetisiertes Benzylamin-Derivat, kénnte durch eine konventionelle Hydrogenolyse
ebenfalls zum entsprechenden unsubstituierten Amin-Derivat umgesetzt werden. Die bisher
nicht substituierte Position 2 des Pyridin-Ringes kénnte durch Amino- oder Hydroxy-Gruppen
neue Wechselwirkungen mit der Hinge-Region der untersuchten Kinasen eingehen. Diese
konnten ebenfalls durch Alkylierungen modifiziert werden. In wie weit diese Verbindungen auch
unter Verwendung von 3-Aminopyridin-Derivate als Ausgangsstoff der etablierten dreistufigen

Synthese in akzeptablen Ausbeuten erreichbar sind, gilt es ebenfalls zu iberprifen.
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Eine Variation der Substition an Position 4 bzw. Position 7 anstelle des etablierten Phenyl-Ringes
sind bisher nur in geringem Umfang erfolgt. VOIGT erprobte mit der Einfiihrung einer
Methyl-Gruppe an dieser Position einen weiteren lipophilen Rest, der jedoch eine geringere
inhibitorische Aktivitit bedingte.3% Interaktionen mit der polaren Phosphat-Bindungs-Region sind
jedoch oft ein wichtiges Motiv von Proteinkinase-Inhibitoren. Die Synthese von Verbindungen mit
hydrophilen Gruppen an dieser Position stellt somit eine interessante Option dar. Eine
Hydroxy-Gruppe bote sich hierbei an, da sie als Wasserstoffbriickenakzeptor und —Donor agieren
kéonnte und zahlreiche weitere Derivatisierungen ermdglichen wirde. Zuganglich waren die
entsprechenden Azoxafluorene eventuell ({ber die Umsetzung von substituierten
N-Acetyl-4-pyridinon mit p-Chinonen in der bekannten , Ein-Topf-Synthese” nach VOIGT. In wie
weit die flr einige LOosungsmittel wie Dichlormethan beschriebene Acylwanderung am
N-Acetyl-4-pyridinon auch in Dioxan in nennenswertem AusmaR zur Bildung des
4-Acetoxypyridins fiihrt, gilt es zu Uberpriifen.3® Die gezielte N-Acetylierung der substituierten
4-Pyridinone lieRe sich durch die von EFFENBERGER et al. beschriebene Methodik unter

Verwendung eines Uberschusses an Acetanhydrid errreichen.3%°

Neue Variationen der in der ,Ein-Topf-Synthese” nach VOIGT eingesetzten Sdurekomponente
konnten zur weiteren Verbesserung der Ausbeute sowie zum genaueren Verstdandnis des
Reaktionsmechanismus fihren. Hierbei wirden starke Lewis-Sauren wie
Bortrifluoriddiethyletherat sich fiir eine weitere Uberpriifung eignen. Angesichts der Erkenntnisse
von Fukuzumi et al. fiir die Reaktion von p-Benzochinonen mit N-Alkyl-1,4-dihydropyridinen unter
Einsatz  eines  Scandium(lll)trifluoromethansulfonat-Katalysators, = koénnte  solch  ein

Ubergangsmetall-Katalysator auch in unseren Umsetzungen erprobt werden.3>

Die Synthese von analogen a-Carbolinen stellt weiterhin einen vielversprechenden Ansatz dar.
Die Ausbildung einer weiteren Wasserstoffbriickenbindung mit der Hinge-Region durch das
Einfigen eines Wasserstoffbriickendonor an dieser Position kdnnte die Affinitdit zu den
untersuchten Proteinkinasen stark erhdhen. Als neuen Syntheseweg abseits des bisher
Uberpriften Ringschlusses zwischen p-Chinoniminen und N-Acetyl-1,4-Dihydropyridinen kdénnte
eine modifizierte NeNITzescu-Cyclisierung erprobt werden. Nach dem Vorbild von
WILLEMANN et. al. kbnnten 3-substituierte 2,4-Diaminopyridin- und 2,4,6-Triaminopyridin-Derivate

mit p-Chinonen zu den entsprechenden a-Carbolinen umgesetzt werden.3%!

Ry 0 o] HO HO
X Ry R4 R4
| + —_— Ra Ry
_ =z =z
H,NT N7 R, “ “ |
o] o H N Ry N N R;
~N ~ )\ (o) O~ ~ Ny
Ri: NH, N/\> N Ro: SoH No ™™ T o Rsi H ONH, N7 NS
< I N
N

Abbildung 44: Uberblick zur méglichen Synthese und Derivatisierung von Diazafluorenen
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Dadurch erhaltenen 2,4-Diamino-1,9-diazafluorenen wiirde in Position2 ein weiterer
Wasserstoffbriickendonor fiir Wechselwirkungen mit der Hinge-Region zur Verfligung stehen. Die
Amino-Gruppe in Position 4 kénnte zu stickstoffhaltigen Heterozyklen umgesetzt werden, die den

4-Phenyl-Ring der bisher untersuchten 1-Aza-9-oxafluorene ersetzen wiirden.

Alternativ wadre ein 6-Amino-1,9-diazafluoren ein interessanter Ausgangspunkt fir weitere
Derivatisierungen. Dieses konnte durch die Synthese des a-Carbolins (iber eine modifizierte
GRAEBE-ULLMANN-Reaktion aus 1-Pyridinylbenzotriazol gewonnen werden.3%? Dieses wiederum
konnte mithilfe von konzentrierter Schwefelsdure und Salpetersdure nitriert werden und im
Anschluss zum entsprecheden Amin reduziert werden.?°23% Eine andere Moglichkeit kdnnte eine
Palladium-katalysierte interne Arylierung des 3-Chlor-N-(4-nitrophenyl)pyridin-2-amin mit
anschlieBender Reduktion der Nitro-Gruppe darstellen.3°>3% Das hieriiber erhaltene Grundgerust

kénnte einen interessanten Ausgangspunkt flir weitere Derivatisierungen sein.

N

/)

N\/ D PPA N
N ’

pZ
Graebe-Ulimann-Reaktion N N
— H
N
\__ H,S0,
HNO,
NO, NH;
cl NO, Pd(OAc), NaOCH(CHs)s, SnCl,, HCIH,0
SUCAE—g P ;
? o _—
N/ N interne Arylierung N/ N N/ N
H H H

Abbildung 45: Darstellung moglicher Synthesewege zur Herstellung des 6-Amino-1,9-diazafluoren-Grundkéorpers.
PPA = Polyphosphorséaure, SPhos = 2-Dicyclohexylphosphino-2',6'-dimethoxybiphenyl

Die biologische Testung der synthetisierten Verbindungen sollte durch eine
Zytotoxizitatsbestimmung sowie ein breiteres Screening der inhibitorischen Potenz an einem
groReren Kinasenspektrum erweitert werden. Untersuchungen von Lo&slichkeit und
Verteilungskoeffizient kdnnten wichtige Aussagen Uber die Verabreichung sowie uUber die

Permeation der Zielverbindungen durch die Blut-Hirn-Schranke geben.
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5 Gerate, Methoden und Chemikalien

5.1 Methoden und Gerdte der Analytik und Synthese

5.1.1 Generelle Methoden der Synthese

Extraktion

Zur Extraktion von Reaktionsansdtzen wurde ein Scheidetrichter genutzt. Das verwendete
Volumen an Extraktionsmittel entsprach dem jeweiligen Bezugsvolumen des (wassrigen) Ansat-
zes. Der Extraktionsvorgang wurde insgesamt dreimal mit gleichen Volumina durchgefiihrt. Ver-
dnderte Bedingungen wie pH-Wert und Temperatur sowie das jeweilige Extraktionsmittel sind
den Allgemeinen Arbeitsvorschriften oder der jeweiligen Verbindungsmonographie zu

entnehmen.

Filtration

Die Filtration wurde mit Rundfiltern aus Zellulose der Firma MUNKTELL AHLSTROM mittels Schwer-
kraft durchgefiihrt. Zudem wurden, wenn es der Zerteilungsgrad der Stoffgemische zulieR,
Porzellanfritten der GroRe G3 bzw. G4 verwendet. Hierbei wurde (iber eine Saugflasche mit da-
rauf aufgesteckter Fritte ein Unterdruck angelegt. Das zu trennende Stoffgemisch wurde darauf-

hin in die Fritte gegossen.

Reaktionen

Die in dieser Arbeit beschriebenen Synthesen wurden, wenn nicht anders beschrieben, in Rund-
kolben aus Borosilikatglas in GréRen von 10 bis 250 mL durchgefiihrt. Die Durchmischung wurde
mithilfe von Magnetriihrwerken und Magnetrihrstdbchen bewerkstelligt. Zur Kihlung von
Reaktionsansatzen wurden Kaltebader (Trockeneis in einem Gemisch aus gleichen Teilen
Methanol und Isopropanol oder einer unterkiihlten Schmelze aus Eis und Natriumchlorid im
Verhdltnis 3:1) verwendet. War ein Erhitzen des Reaktionsansatzes notwendig wurden
Silikonol-Bader (bis 220 °C) verwendet. Der Verlauf jeder Reaktion wurde massenspektrometrisch

und diinnschichtchromatographisch verfolgt.

SchwerkraftsGulenchromatographie

Siehe 5.1.2.1 Schwerkraftsdulenchromatographie

Trocknung

Verbindungen, die einer Trocknung bedurften, wurden iber mehrere Tage in einem mit wasser-
freien Calciumchlorid oder Kieselgel ST-Trockenperlen mit Methylviolett als Indikator bestiickten
Exsikkator gelagert. In einigen Fallen zum Beispiel der Trocknung von Lithiumchlorid wurde eine

Trockenpistole verwendet. Diese wurde mit Phosphorpentoxid als Trockenmittel befillt. Die
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Verbindung wurde in die Trockenkammer gegeben, die daraufhin evakuiert wurde. Die Apparatur
wurde dann fir mehrere Stunden durch siedendes Methanol erhitzt. Komponenten, die fiir die
Verwendung im Syntheseprozess ausgegliiht oder zum Entfernen von Wasser oder anderen
storenden Faktoren (zum Beispiel bei Silberoxid die Entfernung von Silbercarbonat durch Erhitzen
auf Gber 218 °C), starker erhitzt werden mussten, wurden in einen Trockenschrank fir mehrere

Stunden auf die entsprechend angegebene Temperatur (in der Regel 220 °C) erhitzt.3%

Waschen

Das jeweilige moglichst feinkristalline Produkt wurde in einem Losungsmittel suspendiert, in dem
es nur eine sehr geringe Loslichkeit im Verhaltnis zu den zu entfernenden Verunreinigungen auf-
wies. Nach einer Wartezeit von zehn bis zwanzig min wurde die resultierende Suspension
zentrifugiert und der flissige Uberstand mithilfe einer Mikroliterpipette abgenommen. Dieser
Prozess wurde falls notwendig mehrfach wiederholt. Im Anschluss fand eine wie oben beschrie-
ben durchgefiihrte Trocknung statt. Diese Methode wurde vor allem bei geringen Produkt-
mengen oder sehr geringen Verunreinigungen angewendet, bei denen eine vollstindige Um-

kristallisation nicht erforderlich oder moglich erschien.

Umekristallisation

Die entsprechende Substanz wurde in einem Losungsmittel suspendiert, in dem es nur eine sehr
geringe Loslichkeit aufwies, und erwarmt bis eine vollstandige Losung eintrat. Anschliefend
wurde dieser Ansatz bei Temperaturen von 2-8 °C oder -20 °C mehrere Tage bzw. bis zur Bildung
eines festen Prazipitats gelagert. Dieses Prazipitat wurde filtriert oder zunachst zentrifugiert und
der fliissige Uberstand mithilfe einer Mikroliterpipette abgetrennt. Im Anschluss wurden diese
Schritte gegebenenfalls wiederholt oder das Prazipitat mit anderen Losungsmitteln gewaschen,

bevor es schlussendlich wie oben beschrieben getrocknet wurde.
5.1.2 Chromatographie

5.1.2.1 Schwerkraftsdulenchromatographie

Die Schwerkraftsdulenchromatographie war die Methode, die zur Auftrennung von Substanz-
gemischen verwendet wurde. Zu diesem Zweck wurden Glassaulen mit Teflon- oder Glashdahnen
mit verschiedenen Durchmessern und Langen benutzt. Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60
(63-200 nm PartikelgroRe) verwendet. Dieses wurde in die entsprechenden Glassdulen
eingebracht, in dem zunadchst das Kieselgel im jeweils verwendeten Laufmittelgemisch
suspendiert und diese viskose Mischung in die Saulen geflillt worden war. Anschliefend wurde
durch angelegten Uberdruck die stationidre Phase komprimiert und iberschiissiges Laufmittel
entfernt. Die folgenden Laufmittelgemische wurden als mobile Phasen eingesetzt. Die

angegebenen Zusammensetzungen sind als Volumen-Volumen-Verhiltnisse (V/V) zu verstehen.
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LM 1: Cyclohexan/Ethylacetat 1:4

LM 2: Cyclohexan/Ethylacetat 1:1
LM 3: Cyclohexan/Ethylacetat 3:2
LM 4: Cyclohexan/Ethylacetat 7:3
LM 5: Cyclohexan/Ethylacetat 4:1
LM 6: Cyclohexan/Ethylacetat 9:1
LM 7: Ethylacetat/Methanol 8:2

Das Rohprodukt wurde direkt auf die Sdule aufgetragen. Sollte dies zum Beispiel auf Grund hoher
Viskositat erschwert sein, brachte man es vorher auf Kieselgel 60°auf. Daflir wurde das
Rohprodukt in einer ausreichenden Menge Dichlormethan oder Ethylacetat geldst und mit
800 mg Kieselgel 60 pro 500 mg Rohprodukt versetzt. Das Losungsmittel wurde mittels eines
Rotationsvakuumverdampfers entfernt und das zurilickbleibende mit Rohprodukt beschichtete

Kieselgel auf die mit stationdrer Phase bestlickte Sdule aufgebracht.

5.1.2.2 Dinnschichtchromatographie (DC)

Die Methode der Diinnschichtchromatographie wurde analytisch genutzt zur Bestimmung von
Substanzen und der Verfolgung der Auftrennung von Substanzgemischen und

Reaktionsverldufen.

Als stationdre Phase wurden TLC SILICA GEL 60 Fjss-Platten der Firma MERCK KGaA verwendet.
Dabei handelte es sich um Aluminiumblatter, auf die Kieselgel 60 zusammen mit einem
Fluoreszenzindikator aufgebracht wurde, der unter Licht der Wellenlange 254 nm eine griine
Lumineszenz zeigt. Als mobile Phase wurden die bereits unter 5.1.2.1 beschriebenen Laufmittel
verwendet. Hinzu kommen noch folgende Laufmittel, die nur in der Dinnschichtchromatographie

genutzt wurden.

LM 8: Chloroform/Ethylacetat/Methanol 85:15:1
LM 9: Toluol/Methanol 9:1

Zur Verwendung wurden 20 mL des entsprechenden Laufmittelgemisches in die Kammer gefullt.
Diese wurde dann geschlossen und mehrere Minuten bis zum Erreichen der Kammersattigung
stehen gelassen. Die zu vermessenden Proben wurden in Methanol, Dichlormethan oder Aceton
gelost und punktuell auf eine vorbereitete DC-Platte aufgetragen. Die Laufmittelstrecke einer
solchen musste mindestens 7 cm betragen um eine verlassliche Trennung zu gewahrleisten. Die
Detektion erfolgte unter UV-Licht der Wellenlangen 254 nm und 365 nm oder in Einzelfadllen auch
mittels einer lod-Kammer. In den Verbindungsmonographien werden die entsprechenden

R+-Werte mit der jeweiligen Nummer des verwendeten Laufmittelgemisches angegeben
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5.1.2.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die  Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (englisch: ~ high  performance  liquid
chromatography) wurde im Rahmen dieser Arbeit zur qualitativen Bestimmung der Reinheiten
der synthetisierten und zur Testung herangezogenen Endverbindungen verwendet. Folgende

Gerate wurden verwendet:

HPLC-Gerdt 1:

Jasco, PU-980, 851 AS.

Sdule: LICHROSPHER®100 RP-18 Sdule von MERCK KGaA.

Injektionsvolumen: 10 pL

Flussrate: 1,0 mL/min

Laufmittel: isokratisch, Laufmittelzusammensetzung in entsprechender Monographie angegeben
Laufzeit: max. 100 min

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

Software: BORWIN 1.50, fiir die Auswertung der Rohdaten und Verarbeitung der Grafiken wurde

OriginLab 8.0 genutzt

HPLC-Gerdt 2:

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

Saule: XTERRA RP-18 Saule (3,5uM, 3,9x100 mm) von WATERS.

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 % Methanol erhéht. Zur Verbesserung der Trennung setzte man
den Eluenten 0,1 % Trifluoressigsdure hinzu.

Laufzeit: 30 min

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

Software: LAB SOLUTIONS 5.54. SP2

Welches Gerat fur die Bestimmung der jeweiligen Reinheit verwendet wurde, wird in der
Monographie durch Angabe von * fir HPLC-Gerdt1l und ** fir HPLGerat2 angegeben.
Zur Probenvorbereitung wurden circa 0,1 mg Testsubstanz in 100 uL Methanol gel6st und bei un-
zureichender Loslichkeit bis zu 60 uL DMSO hinzugegeben (Angabe in der entsprechenden
Verbindungsmonographie). Der Peak des zugegebenen DMSO musste teilweise aus den Spektren

herausgerechnet werden.

5.1.3 Massenspekirometrie (MS)

Zur qualitativ analytischen Massenbestimmung sowie zum Verfolgen von Reaktionsverlaufen

wurden Massenspektrometer genutzt. Hierbei kamen folgende Gerate zum Einsatz:
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EXPRESSION S von ADVION

lonisierungsmethode: Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI), Kapillartemperatur:
220 °C, positive lonisierung: Chemische lonisation bei Atmospharendruck, Messbereich: 10-2000
(u/z), Messgenauigkeit: £0,1 u/z, Zufuhr der Probe: iber einen erhitzten Kapillarstab

(Atmospheric Solids Analysis Probe®).3%°

LCQ-CLASSIC von THERMO FINNIGAN

lonisierungsmethode: Elektronen-Spray-lonisation (ESI), Kapillartemperatur: 220 °C, positive und
negative lonisierung: Elektronenspray-Methode mit 5,0 kV, Messbereich: 50-2000 (u/z), Mess-
genauigkeit: £0,1 u/z, Zufuhr der Probe: Injektion kontinuierlich 20 pL/min mittels

Spritzenpumpe.

Welches Gerét in der entsprechenden Verbindungsmonographie verwendet wurde ist am Kirzel
der entsprechenden lonisierungsmethode (APClI oder ESI) erkenntlich. In der jeweiligen
Monographie erfolgt die Angabe des Ergebnisses nach folgender Struktur: Massenzahl (m/z)
(relative Intensitat des Peaks in Bezug zum Basispeak, [lonenzuordnung]). Fir die hochauflésende

Massenspektrometrie (HR-MS) wurde das folgende Gerat verwendet.

BRUKER Apex Il 70 e
Typ: Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometer.

Maximale Toleranzfiir Abweichungen: 5 ppm

Im Falle der HR-MS wurde das Ergebnis in der Verbindungsmonographie in folgender Art und
Weise angegeben: Massenzahl (m/z) (relative Intensitit des Peaks in Bezug zum Basispeak,

[lonenzuordnung]) berechnet fiir [Summenformel des lons]: errechnete exakte Masse des lons.

5.1.4 Kernresonanzchromatographie (NMR)

Die Methode der Kernresonanzchromatographie (englisch: nuclear magnetic resonance
spectroscopy) wurde zur Strukturcharakterisierung bzw. —ldentifizierung der Syntheseprodukte
herangezogen. Hierfir wurden H- sowie einzelne 3C-, NOESY-, H,*H-COSY-, HSQC- und

HMBC-Spektren vermessen.

Als Messgerate wurden 400 MHz VNMRS und 500 MHz DD2 von AGILENT TECHNOLOGIES verwendet.
Zur Probenvorbereitung wurden 3-7 mg (*H-NMR, *H,*H —COSY, NOESY) bzw. 15-30 mg (*3C,
HSQC, HMBC) der zu vermessenden Substanz in 0,75 mL deuteriertem Losungsmittel (Angabe in
der Verbindungsmonographie) gelést und in ein NMR-Probenrdhrchen abgefillt. Als Losungs-
mittel wurde wahlweise DMSO-ds, CDCls, Aceton-d¢ oder Methanol-d4 verwendet.

Als interner Standard bei der Messung wurde Tetramethylsilan benutzt. Software: Die Rohdaten-

auswertung wurde mit MESTRENOVA 11.0 von MESTRELAB RESEARCH S.L. vorgenommen.

Bei der 3C-NMR wurde die Vermessung der Proben entkoppelt von *H-Atomen bei 101 MHz bei

27 °Cvorgenommen. Die Angabe, der bei der Auswertung der erhaltenen Spektren erhaltenen
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Ergebnisse, erfolgt in der Verbindungsmonographie wie folgt: Chemische Verschiebung der

Signale (8) in parts per million (ppm), (chemische Zuordnung der C —Atome).

'H-NMR: Die Vermessung der Proben wurde bei einer Arbeitsfrequenz von 400 MHz (27 °C) oder
500 MHz (27 °C) vorgenommen (Angabe in der jeweiligen Verbindungsmonographie). Die
chemische Verschiebung bezieht sich auf die Symmetrieachse der jeweiligen Signale. Die Wieder-
gabe der Spektrenergebnisse in der Monographie der Verbindungen erfolgt auf diese Art und
Weise: Chemische Verschiebung des Signalsymmetrieachse oder Angabe des Bereichs der
chemischen Verschiebung des Signals bei unklarer Symmetrie (Signalmultiplizitdt, Anzahl der
korrespondierenden !H-Atome, Kopplungskonstante J in Hz, chemische Zuordnung der
'H-Atome). Fiir die Angabe der Signalmultiplizititen werden folgende Abkiirzungen genutzt: s
(Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quadruplett), h (Septett), br (verbreitertes Signal), m
(Multiplett, ohne Angabe von Kopplungskonstanten, diese Angabe erfolgte auch bei nicht
vollstandig aufgelosten oder lberlagerten Signalen ohne klare Symmetrie). Im Falle des Falles
wurden auch Kombinationen der voranstehenden symmetrischen Multiplizititen verwendet so
zum Beispiel die Kombination ddd (Dreifachdublett) oder dt (Doppeltriplett). Die Angabe der
Multiplizitat steht fur die Wiedergabe eines Signales, das sich scheinbar als Signal erster Ordnung
im Spektrum erkennen lasst, bei dem es sich aber um ein unzureichend aufgelostes Signal
héherer Ordnung handelt. Als Beispiel sei das Pseudotriplett ,t“ im H-NMR-Spektrum von
Verbindung 73, bei dem es sich um ein schlecht aufgeldstes Dreifachdublett handelt. Es wird aus

diesem Grund ohne diese scheinbare Kopplungskonstanten angegeben.

Die zweidimensionalen Spektren (*H,*H-COSY, HSQC, HMBC, NOESY) wurden ebenfalls entweder
bei 101 MHz (27 °C), 400 MHz (27 °C) oder 500 MHz (27 °C) vermessen. Deren Ergebnisse werden
auf Grund ihrer Komplexitdt nicht in der Verbindungsmonographie ausfihrlich dargestellt,
sondern nur im theoretischen Teil herangezogen, wenn sie einen Beitrag zur Strukturaufklarung

darstellen konnten.

5.1.5 Schmelzpunkibestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche wurde mit einem BOETIUS PHMK 05 Heiztischmikroskop der
Firma VEB WAGETECHNIK RAPIDO RADEBEUL (maximale Heiztemperatur 360 °C)vorgenommen. Die

unkorrigierten Messwerte wurden zusammen mit dem jeweiligen Fallungsmittel angegeben.
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5.1.6 Sonstige verwendete Gerate
Heizpilze
Zum Erhitzen von Rundkolben fiir die Verwendung der Trockenpistole sowie zum Trocken von
Losungsmitteln unter Zuhilfenahme von Natrium wurden Heizpilze der Firma HERAEUS-WITTMANN
vom Typ 65B 1,0 L verwendet mit einer Leistung von 320 W verwendet

Magnetrihrplatten

Zur Durchmischung mit Magnetrihrern und zum Erhitzen mit Hilfe von Silikonbadern der

Reaktionsansatze wurden im Rahmen der Arbeit folgende Magnetrihrplatten genutzt:

Tabelle 13: Verwendete Magnetrihrplatten

Bezeichnung Heidolph Heidolph Ikamag lkamag Ikamag
MR 3001 MR 3001 RET RH basic RH

Maximal- 300 300 300 320 320

temperatur in

°C

Motorleistung 1000-1250 1000-1250 0-1100 100-2000 20-2000

in min-t

Trockenschrank

Zum Trocknen von Substanzen, Entfernen von Wasser oder Ausgliihen von Glasgeraten wurde ein
Trockenschrank der Firma BINDER GmbH vom Typ 1511530000202 mit einer Leistung von 1,6 kW
einem Nenntemperaturbereich von 0 bis 300 °C genutzt.

Vakuumrotationsverdampfer mit Wasserbad und Membranvakuumpumpe

Zum Entfernen von Losungsmitteln wurden folgende Gerate genutzt:

HeiDoLpPH VV 2011 Vakuumrotationsverdampfer
HeiDoLPH WB 2001 Wasserbad (Temperaturregler bis maximal100 °C)

VACUUBRAND, Model: MZ 2C Membranvakuumpumpe

Resona C 311 Vakuumrotationsverdampfer mit Wasserbad

VACUUBRAND, Model: CVC 211 Membranvakuumpumpe

Waagen

Im Laufe der Arbeit wurden folgende Fein-, Prazisions- und Handelswaagen zum Abwagen von

Chemikalien und anderen Komponenten genutzt:
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Tabelle 14: Verwendete Fein-, Prazisions- und Handelswaagen

Bezeichnung Mettler Toledo Sartorius Basic Scaltec SPA 62
XA105 Dual Range BA210S

Wagebereich 120g/41g* 200g 4200 g

Standard- < $0,05-0,1mg / <10,1mg <#0,2g

abweichung 0,02 mg*

Ablesbarkeit 0,1 mg /0,01 mg 0,1 mg 01lg

Richtigkeit 0,2 mg <10,2 mg <+0,1g

*Angabe flr Werte im Feinbereich

Zentrifuge

Zum Komprimieren von Prazipitaten bei der Umkristallisation (siehe 5.1.1 Generelle Methoden
der Synthese) wurde zur erleichterten Abtrennung den fliissigen Uberstands eine
Centrifuge MiniSpin® der Firma EPPENDORF mit einem F-45-12-11 Festwinkelrotor mit einer
Kapazitat von maximal 12-2,0 mL und einer maximalen Rotationsgeschwindigkeit von 13400 rpm

eingesetzt.
5.1.7 Insilico-Untersuchungen

5.1.7.1 Konformationsanalyse der N-Acetyl-1,4-Dihydropyridine

Zur Ermittlung der in Abbildung 22 auf Seite’55 dargestellten energieoptimierten
Konformationen fiir Verbindung 21 wurde das Programm CHEM3D Version 15.0 (PERKINELMER, Inc.,
Waltham, MA, USA, 2015) verwendet. Zunachst wurde fiir beide Enantiomere des Molekiils von
einer zufalligen Startkonformation aus mittels der Programmfunktion Dihedral Driver die
Diederwinkel mit minimaler Energie fiir die C-N-Bindung an Position 1 und die C-C-Bindung an
Position4 zum Phenyl-Ring kalkuliert. Aus diesen Berechnungen resultierten jeweils 2
Ausgangsisoformen mit minimierter Energie fir diese Einzelbindungen. Die resultierenden
4 Konformere wurden im Anschluss einer Energieoptimierung durch ein MMFF94-Kraftfeld
unterzogen. Die aus diesen Berechnungen resultierenden 4 Konformationen fiir Verbindung 21

wurden dann als Ball-Stick-Modelle in Abbildung 22 dargestellt

5.1.7.2 Molecular-Modelling-Untersuchungen zum Bindungsmodus ausgewahlter
Inhibitoren

Die Docking-Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet wurden, sind in
Kooperation mit Frau Dr. DINA ROBAA AUS dem Arbeitskreis SippL der Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg durchgefiihrt worden.
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Docking-Studien an CDK1/B

In der Protein Data Bank konnte eine Kristallstruktur der Kette A von humaner
CDK1/CyclinB/CKs2 im Komplex mit dem Inhibitor CGP74514A als verflgbare Kristallstruktur
identifiziert und heruntergeladen werden (PDB ID: 6GU4). Bei dem Inhibitor CGP74514A handelt
es sich um ein 2,6,9-trisubstituiertes Purin-Derivat mit nanomolaren Hemmaktivitdten an
CDK1.3%

Proteinprdparation: Die Prdparation der zuvor identifizierten Proteinstruktur wurde mit dem
Programm SCHRODINGERS PROTEIN PREPARATION (Schrodinger Suite 2019-1:
Proteinprdparationsassistent; Epik, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA, 2016; Impact,
Schrédinger, LLC, New York, NY, USA, 2016; Prime, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA, 2019)
durchgefiuhrt. Hierbei wurden innerhalb der Strukturen Wasserstoffatome angefiigt,
Protonierungszustiande bestimmt und die Proteinkonformation minimiert. Mit Ausnahme des
Wassermolekiils HOH417 wurden alle enthaltenen Losungsmittelmolekiile entfernt. Die
Protonierungszustande von Aminosaureresten, Tautomere und das
Wasserstoffbriickenbindungsnetz wurden optimiert und im Anschluss wurde fiir die Komplexe
durch die Verwendung des OPLS3e-Kraftfelds wunter Standardeinstellungen eine
Energieminimierung unterzogen. Fir die Erzeugung des Rezeptorgitters wurden
Standardeinstellungen verwendet. Dabei wurde der kokristallisierte Ligand als Zentrum des

Gitters bestimmt.

Praparation der Liganden: Die liberpriften Liganden Verbindung 32 und 98 wurden mittels des
Programms LigPrep (Schroédinger Release 2019-1: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA,
2019) vorbereitet. Dabei wurden der Protonierungszustand fiir pH 7+1 bestimmt und die
Strukturen unter Zuhilfenahme des OPLS23e-Kraftfelds energieminimiert. Im Anschluss wurde
mit dem Programm CONFGEN (Schrodinger Release 2019-1: ConfGen, Schrédinger, LLC, New York,
NY, USA, 2019) je 20 Konformere fiir beide Liganden errechnet.

Docking: Die molekularen Docking-Untersuchungen wurden mittels des Programms GLIDE
(Schrodinger Release 2019-1: Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA, 2019) durchgefihrt.
Hierbei wurde der Standard-Prazisionsmodus verwendet. Das Docking wurde an den erzeugten
Rezeptorgittern durchgefiihrt. Fir die Minimierung danach wurde die Anzahl der
Docking-Positionen pro Ligand auf 20 erhoht und als maximale Anzahl an Ausgangsstellungen pro

Ligand eins festgelegt.

Docking-Studien an Fyn wt

Fiir die humane Tyrosinkinase Fyn stand die Kristallstruktur kokristallisiert mit Staurosporin zur
Verfigung (PDB ID: 2DQ7). Die Proteinstruktur wurde heruntergeladen und wie fur CDK1/B
beschrieben prapariert. Hierbei wurden in diesem Fall alle Wassermolekiile entfernt und ein

Rezeptorgitter mit dem kokristallisierten Inhibitor im Zentrum erstellt. Die Praparation des
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Liganden Verbindung 67 und das anschlieRende Docking wurden analog zum Vorgehen bei

CDK1/B durchgefiihrt.

5.2 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Soweit es die Umstdnde erforderlich machten, sind die verwendeten LOosungsmittel nach

literaturbekannten Methoden aufgereinigt bzw. getrocknet worden.?%’

Zur Analytik und Synthese der beschriebenen Verbindungen sind die aufgelisteten Chemikalien
aus dem Bestand des Pharmazieinstitutes bezogen oder kommerziell erworben worden

(Bezugsquellen in Klammern).

1,4-Benzochinon (SIGMA ALDRICH)
1,4-Dioxan (GRUSSING GmbH)
1,4-Naphthochinon (SIGMA ALDRICH)
2-Brompropan (SIGMA ALDRICH)
2-Chlorobenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
2-lodethanol (SIGMA ALDRICH)
2-Methoxybenzylalkohol (ALFA AESAR)
2-Methoxyphenol (SIGMA ALDRICH)
2-Oxazalidinon (SIGMA ALDRICH)
3-Brompyridin (SIGMA ALDRICH)
3-Chlorbenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
3-Chlorpyridin (SIGMA ALDRICH)
3-Hydroxypyridin (SIGMA ALDRICH)
3-lodpyridin (ACROS ORGANICS)
3-Methoxybenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
4-Aminophenol

4-Chlorobenzylchlorid (SIGMA ALDRICH)
4-Methoxybenzylalkohol (SIGMA ALDRICH)
Aceton

Aceton-ds (EURISO TOP)

Acetylchlorid (MERck KGaA)
Aluminiumchlorid

Ammoniak 25 % (GRUSSING GmbH)
Ammoniumchlorid 99,5 % (GRUSSING GmbH)
Benzylchlorid (MERCK KGaA)
Brompropan

Calciumchlorid (GRUSSING GmbH)
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Chloroform

Chloroform-d (EURISO TOP)

Cyclohexan (>99,5 % zur Synthese; GRUSSING GmbH)
Dichlormethan (CARL ROTH GmbH)
Diethylether

Diisopropylether (CARL ROTH GmbH)
tert-Butylmethylether (CARL ROTH GmbH)
Dimethylsulfoxid (SIGMA ALDRICH)
Dimethylsulfoxid-ds (EURISO TOP)

Essigsdure (100 %) (CARL ROTH GmbH)

Ethanol

Ethylacetat

Ethylencarbonat (SIGMA ALDRICH)
Ehtylenglykol 99 % (GRUSSING GmbH)
Hexan-1-ol

lodethan

lodmethan (MERCK SCHUCHARDT OHG)
Kalium-tert-butoxid (FLUKA CHEMIE GmbH)
Kaliumhydroxid (CARL ROTH GmbH)
Kaliumiodid

Kieselgel 60 (63-200 nm; MACHEREY-NAGEL)
Kieselgel ST-Trockenperlen (STEINERCHEMIE)
Kupfer-(l)-iodid

Lithiumchlorid

Methanol

Methanol-d, (EURISO TOP)

Methanol fir HPLC (CARL ROTH GmbH)
Natrium

Natriumchlorid (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Natriumhydrid

Natriumhydroxid (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Natriumperiodat (REANAL LABOR)

n-Hexan (GRUSSING GmbH)

n-Heptan

N,N-Dimethylformamid 99 % (GRUSSING GmbH)
N-Methyl-2-pyrrolidon (SIGMA ALDRICH)
Perchlorsdure 70 % (VEB LABORCHEMIE APOLDA)
Phenylmagnesiumchlorid 2 M in THF (SIGMA ALDRICH)
Phosphorpentoxid (CARL ROTH GmbH)
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Pyridin (GRUSSING GmbH)

Salzsdure 37 % (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Schwefelsdure 96% (ORG LABORCHEMIE GmbH)
Schwefelsdure, rauchend (ca. 65 % freies SOs)
Silbernitrat (CARL ROTH GmbH)

Silberoxid (MERCK KGaA)

Seesand (GRUSSING GmbH)

Silikondl (bis 220 °C; GRUSSING GmbH)
Tetrabutylammoniumbromid (ACROS ORGANICS)
Tetrahydrofuran (GRUSSING GmbH)
Thionylchlorid (VEB LABORCHEMIE APOLDA)
Trifluoressigsdure (ACROS ORGANICS)

Toluen 99 % (ORG LABORCHEMIE GmbH)

Toluol-4-sulfonsdurechlorid (MERCK SCHUCHARDT OHG)
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6 Synthese der Verbindungen

6.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1: Darstellung der 3-Benzyloxy- und 3-Alkoxypyridine

1 eq. 3-Hydroxypyridin wurde in einem Rundkolben in 150 mL Dimethylformamid geldst. Dieser
wurde daraufhin im Eisbad auf 0 °C gekihlt und 1,3 eq. Kalium-tert-butanolat zugegeben. Nach
15 mindtiger Wartezeit wurden 1,5 eq. des Benzylhalogenids oder Alkylhalogenids zum gekiihlten
Reaktionsansatz hinzugegeben. Der Kolben wurde aus dem Eisbad genommen und der weitere
Reaktionsverlauf mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt. Nach vollstandiger Umsetzung
der Edukte, nach 4-7 Stunden wurde Uberschissiges Kalium-tert-butanolat durch die Zugabe von
50 mL gekihltem dest. Wasser (2-8 °C) zersetzt und die Losung mit Hilfe von 10 %-iger wassriger
Salzsdurel6sung auf einen pH-Wert von 1-2 eingestellt. Daraufhin wurden der Reaktionsansatz in
einen Scheidetrichter Gberfiihrt, 100 mL Diethylether hinzugegeben und zweimal mit 75 mL
10 %-iger Salzsaurelosung extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit 10 mol
Natriumhydroxidlosung auf einen pH Wert tber 12 gebracht und im Scheidetrichter dreimal mit
je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden gegen Brine
gewaschen und anschlieBend am Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. Hierbei wurde mehr-
fach n-Heptan hinzugegeben, das ein azeotropes Gemisch mit dem hochsiedenden DMF bildet.3°
Das resultierende, olige, viskose Produkt wurde falls notwendig saulenchromatographisch

aufgereinigt.

AAV 2: Darstellung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridinderivate

1 eq. des jeweiligen 3-substituierten Pyridins wurde in einem ausgegliihten Zweihalsrundkolben
unter Argon-Atmosphare in absolutem Tetrahydrofuran geldst. Im Anschluss wurden 0,1 eq.
Kupfer-(1)-iodid zusammen mit 0,2 eq. getrocknetem Lithiumchlorid (stark hygroskopisch) dem
Ansatz zugegeben und in diesem teilweise geldst bzw. suspendiert. Der Ansatz wurde daraufhin
auf -40 °C oder -20 °C (fein zerstoBenes Trockeneis in einer gleichteiligen Mischung aus Methanol
und Isopropanol oder eine 3:1-Kaltemischung aus Eis und Natriumchlorid) heruntergekihlt. Dann
wurden tropfenweise 1,1 eq. frisch destilliertes Acetylchlorid hinzugefiigt. Eine Farbverdanderung
des Ansatzes nach tiefrot wies bei der Verwendung von 3-Benzyloxypyridin- und
3-Alkoxypyridin-Derivaten auf eine erfolgreiche N-Acetylierung hin. Bei
3-Halogenpyridin-Derivaten war diese Verfarbung nicht zu beobachten. Nach einer 15 miniitigen
Wartezeit bei -40°C und 10 minltiger Wartezeit bei -20°C wurden 1,2eq.
Phenylmagnesiumchlorid (2 M Losung in THF) langsam zugetropft, woraufhin die tiefrote
Farbung, sofern vorhanden, durch die Abreaktion des N-Acetylpyridinium-Salzes verschwand.
Nach 15 min weiterer Kiihlung wurde der Kolben aus dem Kéaltebad genommen und nach einer
Wartezeit von 30 min bei -40 °C und einer Wartezeit von 10 min bei -20 °C wurden dem Ansatz
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100 mL einer 20 %-igen Ammoniumchlorid-Losung zugegeben. Der Ansatz wurde im Anschluss in
einen Scheidetrichter Uberfiihrt und mit dreimal je 100 mL Chloroform extrahiert. Danach
extrahierte man die vereinigten organischen Phasen, solange mit einer ammoniakalischen
Ammoniumchlorid-Lésung (20 %-ige Ammoniumchlorid-Losung und 25 %-iger Ammoniak im
Verhaltnis 1:1) bis die wassrige Phase keine Blaufarbung durch den Kupfertetraminkomplex mehr
aufwies. In der Folge wusch man die organische Phase gegen 100 mL einer 10 %-igen
Salzsdurel6sung, 100 mL dest. Wasser und gegen Brine. Die organischen Losungsmittel wurden
mit Hilfe des Vakuumrotationsverdampfers entfernt und das so erhaltene Rohprodukt (weillich
triibes bis oranges klares, viskoses Ol, bei Zugabe von gekiihltem Methanol (2-8 °C) teilweise
schon Aushéartung als weiller bis gelber amorpher Feststoff) sdulenchromatographisch
aufgetrennt. Das Produkt wurde, sofern es nicht bereits beim Entfernen des Laufmittelgemisches
am Vakuumrotationsverdampfer ausfiel, mit Hilfe von gekiihltem Methanol (2-8 °C) gefallt und
im Exsikkator getrocknet. Schlussendlich wurden die Verbindungen auf Grund ihrer Oxidations-

empfindlichkeit bei -20 °C unter Argon-Atmosphare gelagert.

AAV 3: Darstellung der 1-Aza-9-oxafluoren- bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-
Derivate

1leq. des entsprechenden N-Acetyl-1,4-dihydropyridinderivates und 1,3 eq. des jeweiligen
1,4-Chinons wurden in einem ausgegliihten Zweihalskolben unter Argon-Atmosphare in einem
moglichst geringen Volumen absolutem 1,4-Dioxan gel6st. Im Anschluss wurde ein Gemisch aus
trockenem Dioxan und entweder Perchlorsdure (70 %(V/V)) oder Schwefelsdure (96 %(V/V)) Gber
einen Tropftrichter (iber einen Zeitraum von minimal 20 min zugetropft. Angaben zur
verwendeten Saure, deren Menge und dem jeweiligen Endvolumen sind den
Verbindungsmonographien zu entnehmen. Nach kurzer Zeit lieR sich in den Ansdtzen ein
Farbumschlag beobachten. Der weitere Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch
und massenspektrometrisch verfolgt. Wenn im Verlauf der Reaktion kein 1,4-Chinon aber noch
Dihydropyridin-Edukt nachgewiesen werden konnte wurden noch einmal 0,3 eq. des Chinons
zugegeben. Bei der Verwendung von 3-Benzyloxy- und 3-Alkoxydihydropyridinderivaten war die
Umsetzung in der Regel nach 12-48 Stunden abgeschlossen. Bei den 3-Halogenderivaten konnte
ein vollstandiger Umsatz erst nach 10-14 Tagen unter Verwendung von Perchlorsdure und unter
9-10 Tagen unter Verwendung von Schwefelsdure festgestellt werden. Nach vollstandigem
Umsatz der Edukte miteinander wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20-50 mL dest. Wasser
abgebrochen und der Ansatz mithilfe von 1 M Natriumhydroxidlosung auf pH 8-9 eingestellt. Der
Reaktionsansatz wurde daraufhin mit Chloroform (3:100 mL) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen gegen Brine gewaschen und am Vakuumsrotationsverdampfer eingeengt.
Der resultierende meist 6lig viskose bis amorph feste Riickstand wurde saulenchromatographisch
aufgetrennt. Die so erhaltenen Produkte kristallisierte man (wie in 5.1.1 Generelle Methoden der

Synthese beschrieben) um. Das verwendete LOsungsmittel wird in der jeweiligen
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Verbindungsmonographie angegeben. Zum Schluss wurden die erhaltenen Feststoffe noch

48-96 Stunden im Exsikkator getrocknet.

AAV 4: Darstellung der 6-Methoxy-1-aza-9-oxafluoren- bzw.
5-Methoxy-10-aza-11- oxabenzo[a]fluoren-Derivate

1 eq. des jeweiligen 1-Aza-9-oxafluoren- bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivates wurden in
einem Zweihalsrundkolben unter Argon-Atmosphare in 3-5 mL absolutem Tetrahydrofuran
gelost. Der Reaktionsansatz wurde im Eisbad auf eine Temperatur von 0 °C heruntergekiihlt. Dem
Ansatz wurde dann 7eq. Natriumhydrid hinzugefliigt, das aus einer 60 %-igen
Paraffinol-Dispersion gewonnen und durch mehrmaliges Waschen mit absolutem THF unter
Schutzatmosphére von Mineralol befreit wurde. Nach einer 15 minitigen Wartezeit bei 0 °C und
einer 15 minltigen Wartezeit bei RT wurde mithilfe einer Mikroliterpipette dem Ansatz 4 eq.
lodmethan zugegeben. Der Reaktionsverlauf wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt.
Nach 4-6 Stunden standiger Durchmischung bei RT wurde ein vollstandiger Umsatz der Edukte
beobachtet. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 10 mL eiskaltem dest. Wasser versetzt und
nach der Zersetzung des Uberschiissigen Natriumhydrids in einen Scheidetrichter Gberfihrt. Der
Ansatz wurde daraufhin mit Chloroform (3:10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden gegen Brine gewaschen und die Losungsmittel mithilfe des Rotationsvakuumverdampfers
entfernt. Das resultierende wachsartige bis amorph feste Rohprodukt wurde mittels der
Saulenchromatographie aufgereinigt und anschlieBend wie unter 5.1.1 beschrieben

auskristallisiert und getrocknet.

AAV 5. Darstellung der Iangerkettigen  6-Alkoxy-1-aza-9-oxafluoren-  bzw.
5-Alkoxy-10-aza-11- oxabenzo[a]fluoren-Derivate

leq. des entsprechenden 1-Aza-9-oxafluoren- bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivates
wurden in einem Rundkolben in 5-10 mL Dimethylformamid gel6st. Dieser wurde im Anschluss
im Eisbad auf 0 °C gekiihlt und 1,4 eq. Kalium-tert-butanolat zugegeben. Nach 15 minitiger
Wartezeit wurde das Alkyliodid (1,5eq. bei lodethan, 2eq. bei 1-lodpropan, 4eq. bei
2-lodpropan) zum gekihlten Reaktionsansatz hinzugegeben. Der Kolben wurde aus dem Eisbad
genommen und der weitere Reaktionsverlauf mittels Dinnschichtchromatographie verfolgt. Ein
vollstandiger Umsatz konnte bei der Verwendung von lodethan und lodpropan nach 3-5 Stunden
beobachtet werden. Im Zuge der Isopropoxylierung mit 2-lodpropan wurde dem Reaktionsansatz
nach 4 Stunden auf 0 °C gekihlt. Im Anschluss wurden noch einmal 1 eq Kalium-tert-butanolat
und nach der bereits beschriebenen Wartezeit von 15 min bei 0 °C und 15 min bei RT 1,2 eq
2-lodpropan dem Ansatz zugefiigt. Nach diesem wurde Uberschissiges Kalium-tert-butanolat
durch die Zugabe von 15 mL gekihltem dest. Wasser (2-8 °C) zersetzt. Der Ansatz wurde in einen
Scheidetrichter Uberfiihrt und mit Chloroform (3:20 mL) extrahiert. Die organischen Phasen
wurden daraufhin gegen Brine gewaschen und in der Folge eingeengt. Das feste amorphe bis

kristalline Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt. Die erhaltenen
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Produktfraktionen fielen in aller Regel bereits beim Entfernen des Laufmittelgemisches aus,
wurden aber teilweise zur Erhohung der Reinheit noch umkristallisiert. Im Anschluss wurden die

so erhaltenen Derivate im Exsikkator noch 72 Stunden getrocknet.

AAV 6: Darstellung der 6-Hydroxyethoxy-1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
5-Hydroxyethoxy-10-Aza-11- oxabenzo[a]fluoren-Derivate

1 eq. des jeweiligen 1-Aza-9-oxafluoren- bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivates, 1,2 eq.
Ethylencarbonat und 1 eq Kaliumcarbonat wurden in 3-5 mL Dimethylformamid geldst bzw.
suspendiert. Der Ansatz wurde im Paraffinbad 2 Stunden lang zum Ruickfluss erhitzt. Nachdem
der Ansatz auf RT abgeklhlt war, wurden ihm 15 mL Wasser hinzugefligt. Der resultierende
Ansatz wurde mit Ethylacetat (3:20 mL) im Scheidetrichter extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden gegen 1 M Natriumhydroxidldsung und gegen Brine gewaschen und
anschlieRend lber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach der anschlieRenden Entfernung
der organischen Losungsmittel am Vakuumrotationsverdampfer wurde das wachsartige
Rohprodukt mithilfe von Saulenchromatographie aufgereinigt. Final wurden die so erhaltenen

Produkte umkristallisiert und 96 Stunden im Exsikkator getrocknet.

6.2 Verbindungsmonographien

6.2.1 Synthese kommerziell nicht erhaltlicher Edukie

Die im folgenden Teil aufgelisteten Substanzen waren als Edukte fir die nachfolgenden Schritte
erforderlich, konnten kommerziell aber nicht erworben werden. Die hier vorgenommene

Charakterisierung beschrankt sich auf das notwendig Wesentliche.

1,2-Benzochinon

Summenformel: CsHa0, O
Relative Molmasse [M,]: 108,10 g/mol <:EO
Darstellung:

Synthese nach ADLER und MAGNUSSON

3 g 2-Methoxyphenol (Guajacol) (24,17 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 150 mL
Wasser gelost und im Eisbad auf 0 °C herabgekiihlt. AnschlieRend wurde sehr schnell eine Losung
von 10,5 g Natriumperiodat (49,09 mmol, 2,03 eq.) in 75 mL dest. Wasser, die zuvor ebenfalls auf
0 °C herabgekihlt worden ist, zum Ansatz gegeben. Der Reaktionsansatz verfarbte sich daraufhin
von milchig gelb nach dunkelrot und wurde umgehend mit 100 mL Dichlormethan im

Scheidetrichter extrahiert. Die organische Phase wurde kurz iber wasserfreiem Natriumsulfat
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getrocknet, filtriert und sofort am Vakuumrotationsverdampfer auf ein Volumen von ungefahr
20 mL reduziert. Aus dem konzentrierten Ansatz fiel nun das 1,2-Benzochinon nach Zugabe von
n-Hexan in Form von dunkelroten Kristallnadeln aus. Nach Filtration des Ansatzes wurde das

Produkt unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphdre bei 2-8 °C gelagert.
Ausbeute: 63 %

Schmelzbereich:  Zersetzung 63-67 °C

MS (m/z (%)): (ESI) 109,26 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 7.17-7.09 (m, 2H,4-H, 5-H); 6.40-6.32 (m,
2H,3-H, 6-H).

R+-Werte (DC): 0,61 (LM 3)

1,4-Benzochinonimin

@)
Summenformel: CsHsNO Kj
HN

Relative Molmasse [M,]: 107,11 g/mol
Darstellung:

Synthese nach WILLSTATTER und PFANNENSTIEL

0,2 g 1,4-Aminophenol (1,83 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 100 mL absolutem
Diethylether gel6st. Anschliefend wurde 0,6 g trockenes Silberoxid (2,59 mmol, 1,41 eq.,

1 Stunde bei 220 °C im Trockenschrank erhitzt) und 1 g trockenes Natriumsulfat (7,04 mmol, 3,85
eqg.) hinzugegeben. Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach 15 min
war die Oxidation nahezu vollsténdig abgelaufen. Die Losung nahm eine klare gelbe Farbe an. Das
1,4-Benzochinonimin konnte aus dieser Losung nicht ohne Zersetzung extrahiert werden. Die
Produktidentitdt konnte jedoch massenspektrometrisch bestatigt werden.

Die Produktlésung wies unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphare bei 2-8 °C eine Halbwerts-

zeit von mehreren Wochen auf.
MS (m/z (%)): (APCI) 108,1 (100 % [M+H]*)

R+-Werte (DC): 0,43 (LM3)
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1,4-Benzochinonimin

Summenformel: CsHaN; QNH
Relative Molmasse [M,]: 106,13 g/mol HN

Darstellung:

Synthese nach WILLSTATTER und PFANNENSTIEL

0,6 g 1,4-Phenylendiamin (5,55 mmol, 1 eq.) wurde analog zur Synthese des
1,4-Benzochinonimins in 200 mL absolutem Diethylether gel6st und mit 1,8 g trockenem
Silberoxid (7,82 mmol, 1,41 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 45 min. Die Losung nahm
in diesem Fall mit zunehmendem Umsatz eine rote Farbung an und das Produkt konnte durch das
Entfernen des Silberoxids durch Filtration und des Diethylethers mittels Vakuumrotations-
verdampfer als gelbbraunes Pulver gewonnen werden. Das Produkt war unter Argon-Atmosphare
und Lichtausschluss bei 2-8 °C bis zu 40 Tage stabil.

Ausbeute: 71%

Schmelzbereich:  zersetzt sich bei erhitzen lber 57 °C

MS (m/z (%)): (APCI) 107,0 (100 % [M+H]").

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 11,08 (s, 2H,N-H); 8.04 (s, 4H,2-H, 3-H, 4-H, 5-H).

R+-Werte (DC): 0,51 (LM3)

I-lodpropan

Summenformel: CsH4l
Relative Molmasse [M/]: 169,99 g/mol
Darstellung:

Synthese nach FINKELSTEIN

2 g 1-Brompropan (16,26 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 20 mL Aceton geldst. Dem
Ansatz wurden daraufhin 3,66 g Natriumiodid (24,39 mmol, 1,5 eq.) hinzugefiigt, Fast unver-
zlglich trat die Bildung eines weiR-gelben Prazipitats auf, die auf eine erfolgte Reaktion
hindeuteten. Nach einer Wartezeit von einer halben Stunde wurde dem Ansatz 20 mL dest.
Wasser hinzugefiigt und dieser in einen Scheidetrichter tberfihrt. Hier wurde er mit Chloroform
extrahiert (3*30 mL) und anschlieBend das Losungsmittel am Vakuumrotationsverdampfer ent-
fernt. Das Produkt wurde als klare, farblose bis leicht gelbe Flissigkeit mit stechendem Geruch

gewonnen
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Ausbeute: 98 %

Gefahrenhinweis: Dampf und Flissigkeit entziindbar und giftig beim Einatmen (H 226-331)

2-lodpropan

Summenformel: CsH4l )\
|

Relative Molmasse [M,]: 169,99 g/mol
Darstellung:

Synthese nach FINKELSTEIN

2 g 2-Brompropan (16,26 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 20 mL Aceton gelost und
analog zur Synthese des 1-lodpropans mit 4,87 g Natriumiodid (32,52 mmol, 2,0 eq.) umgesetzt.
Die Bildung eines weil3-gelben Prazipitats trat hier stark verzégert auf und die Reaktionszeit war
mit 3 Stunden wesentlich langer Das Produkt wurde als klare, leicht rétliche Flissigkeit mit

stechendem Geruch gewonnen
Ausbeute: 89 %

Gefahrenhinweis: Dampf und Flussigkeit entziindbar, verursacht Haut- und schwere

Augenreizungen und kann die Atemwege reizen(H 226-315-319-331)

2-Methoxybenzylchlorid

Summenformel: CgHqCIO ol
Relative Molmasse [M,]: 156,61 g/mol ©fo\/
Darstellung:

10 g 2-Methoxybenzylalkohol (72,37 mmol, 1 eq.) werden in einem Rundkolben in 80 mL
Diethylether gel6st und mit 0,4 g Pyridin (4,6 mmol, 0,06 eq.) versetzt. Der Ansatz wurde im Eis-
bad gekihlt und langsam 10 mL Thionylchlorid (16,5 g, 138,69 mmol, 1,92 eq.) zugegeben. Im
Anschluss wurde der Reaktionsansatz flr zwei Stunden zum Rickfluss erhitzt. Danach wurde er
erneut im Eisbad gekihlt und vorsichtig Eiswasser zugegeben. Anschliefend wird das Gemisch im
Scheidetrichter mit Diethylether (3*80 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
dann am Rotationsvakuumverdampfer eingeengt. Das Produkt war eine weil3e bis hellgelb ge-

farbte Flassigkeit.

Ausbeute: 98,5 %
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MS (m/z (%)): (APCI) 157,2 (100 % [M+H]")

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,41-7,28 (m, 1H, 5-H); 7,22-7,05 (m, 1H,4-H);
7,02 (d, 1H, *J32 = 8,7 Hz, 3-H); 6,93 (dd, 1H, *Je/s = 7,4 Hz, “Je/a = 1,2 Hz, 1H, 6-H); 4,69 (s, 2H,
1-CHCl); 3,42 (s, 3H, 2-O-CHs).

R-Werte (DC): 0,63 (LM3)

4-Methoxybenzylchlorid

Summenformel: CsHsCIO /@/\Cl
. _ ~

Relative Molmasse [M,]: 156,61 g/mol (0]

Darstellung:

10 g 4-Methoxybenzylalkohol (72,37 mmol, 1 eq.) werden in einem Rundkolben in 80 mL
Diethylether gel6st und mit 0,4 g Pyridin (4,6 mmol, 0,06 eq.) und 10 mL Thionylchlorid (16,5 g,
138,69 mmol, 1,92 eq.) analog zur Synthese des 2-Methoxybenzylchlorids umgesetzt. Das

Produkt wurde als ein hellgelbes Ol gewonnen.

Ausbeute: 96,0 %
MS (m/z (%)): (APCI) 157,2 (100 % [M+H]*)
IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 7,34 (AA’BB’, 2H, 2-H, 6-H); 6,91 (AA’'BB’, 2H,

3-H, 5-H); 4,70 (s, 2H, 1-CH,Cl); 3,74 (s, 3H, 4-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM3)
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6.2.2 Synthese der 3-substituierten Pyridine

3-Ethoxypyridin

Verbindung: 1

Summenformel: CsHsNO | N o\/
Relative Molmasse [M,]: 123,16 g/mol N/
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 4,75 mL lodethan
(9,36 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.) umgesetzt. Das
Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als ein hellgelbes,

viskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 87,6 %
MS (m/z (%)): (APCI) 124,2 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,25 (d, 1H, “J2/4 = 3,0 Hz, 2-H); 8,13 (dd,

1H,3%Je/5 = 4,5 Hz, “Js;a= 1,4 Hz, 6-H); 7,34 (ddd, 1H,3Js/s = 8,4 Hz, %Jas2 = 3,0 Hz, *Jass = 1,4 Hz, 4-H);
7,29 (dd, lH, 3./5/4 = 8,4 HZ, 3./5/5: 4,5 HZ, 5-H); 4,07 (C|, 3JCH2/CH2 = 7,0 HZ, 2H, 3-O-CH2CH3),' 1,32 (t,
3Jenssenz = 7,0 Hz, 3H, 3-O-CH,CHs).

R-Werte (DC): 0,19 (LM 3LM 3LM 3)

3-Propoxypyridin

Verbindung: 2

Summenformel: CsH1:NO | N o\/\
Relative Molmasse [M,]: 137,18 g/mol N/

Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 5,8 mL 1-lodpropan
(10,2 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.) umgesetzt. Das
Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als ein gelbes, viskoses

Ol erhalten.
Ausbeute: 80,9 %
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MS (m/z (%)): (APCI) 138,2 (100 % [M+H]")

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,25 (dd, 1H, “Jss = 3,0 Hz, 525 = 0,8 Hz, 2-H);
8,23 (dd, 1H,%Je/s = 4,5 Hz, “Je/a = 1,4 Hz, 6-H); 7,35 (ddd, 1H, 3Jas = 8,4 Hz, “Ju/ = 3,0 Hz,

“Jase = 1,4 Hz, 4-H); 7,29 (ddd, 1H, 3Js/a = 8,4 Hz, 3Jss6 = 4,5 Hz, %Js2 = 0,8 Hz, 5-H); 3,97 (t,

3Jenajerz = 6,5 Hz, 2H, 3-0-CH2CH,CHs); 1,72 (qt, 2H, *Jerajcns = 7,4 Hz, *Jenayena = 6,5 Hz 2H,
3-0-CH,CH,CH; ); 0,96 (t, 3H, *Jcus/crz = 7,4 Hz, 3H, 3-O-CH,CH,CH).

R-Werte (DC): 0,24 (LM 3)

3-Isopropoxypyridin

Verbindung: 3
. (0]
Summenformel: CsH11NO @/ Y
. | =
Relative Molmasse [M,]: 137,18 g/mol N
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 6,0 mL 2-lodpropan
(10,2 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.) umgesetzt. Das

Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als ein gelbes, viskoses

Ol erhalten.

Ausbeute: 69,4 %

MS (m/z (%)): (APCI) 138,2 (100 % [M+H]*)

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,22 (dd, 1H, %)/ = 2,9 Hz, 3Jy/s = 0,7 Hz, 2-H);

8,11 (dd, 1H,3je/5 =4,5Hz, 4./5/4 = 1,4 Hz, 6-H); 7,35 (ddd, 1H, 3]4/5 = 8,5 Hz, 4./4/2 = 2,9 Hz,
4,6 = 1,4 Hz, 4-H); 7,28 (ddd, 1H, 3Js/a = 8,5 Hz, 3Jsj6 = 4,5 Hz, 552 = 0,7 Hz, 5-H); 4,67 (h,
3Jensens = 6,0 Hz, 2H, 3-0-CH(CHs)2); 1,26 (d, 2H, *Jcuz/cns = 6,0 Hz, 3-O-CH(CHs)»).

Ri-Werte (DC): 0,25 (LM 3)

3-Acetoxypyridin

Verbindung: 4

X OY
Summenformel: C;H;NO; | P o
N

Relative Molmasse [M,]: 137,14 g/mol
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Darstellung:

2,853 g 3-Hydroxypyridin (30 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 25 mL absolutem
Tetrahydrofuran geldst. Tropfenweise wurden 2,5 mL frisch destilliertes Acetylchlorid (2,75 g,
35 mmol, 1,17 eq.) zugegeben. Nach leichter Gas und Warmebildung bildete sich eine fast klare
Losung, aus der kurz darauf ein weies Prazipitat ausfiel. Die Reaktion wurde nach 20 min durch
Kihlen des Ansatzes im Eisbad und anschlieBende Zugabe von 25 mL dest. Wasser abgebrochen.
Der nun klare Reaktionsansatz wurde im Anschluss im Scheidetrichter mit Ethylacetat (3*25 mL)
extrahiert, Gber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und anschliefend am Vakuumrotations-

verdampfer eingeengt. Das resultierende Produkt war ein klares farbloses Ol

Ausbeute: 95,4 %
MS (m/z (%)): (APCI) 138,1 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,45 (dd, 1H, “J/a = 2,7 Hz, %25 = 0,7 Hz, 2-H);

8,36 (dd, 1H,%Je/s = 5,0 Hz, “e/a = 1,4 Hz, 6-H); 8,04 (ddd, 1H, a5 = 8,7 Hz, “Jaj2 = 2,7 Hz,
4146 = 1,1 Hz, 4-H); 7,69 (ddd, 1H, 3Js/s = 8,5 Hz, 3Js/6 = 5,0 Hz, SJsj2 = 0,7 Hz, 5-H); 2,32 (s, 3H,
3-0-C(=0)CHs).

R-Werte (DC): 0,25 (LM 3)

3-(2-Hydroxyethoxy)pyridin

Verbindung: 5

| N Oon
Summenformel: CsH9NO, =
N

Relative Molmasse [M,]: 139,15 g/mol
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden in einem Rundkolben in 9,5 mL
Dimethylformamid gel6st. AnschlieBend wurden im Reaktionsansatz 4,93 g Ethylencarbonat
(60 mmol, 1,4 eq.) gel6st bzw. 5,53 g Kaliumcarbonat (40 mmol, 1eq.) suspendiert. Der Ansatz
wurde daraufhin fiir 3 Stunden zum Riickfluss erhitzt und nach dem Abkiihlen auf RT mit 20 mL
dest. Wasser versetzt. Im Anschluss wurde dieser in einen Scheidetrichter Gberfihrt und mittels
10%-iger Salzsaureldosung auf pH 1-2 eingestellt. Die resultierende saure wassrige Phase wurde
mit 100 mL Diethylether gewaschen und dann 10%-ige Natriumhydroxidlésung hinzugefiigt, bis

ein pH-Wert > 12 erreicht war. Der alkalische Ansatz wurde dann mit Ethylacetat

(3*100 mL) extrahiert, gegen Brine gewaschen und mit wasserfreiem Natriumsulfat
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getrocknet. AnschlieRend wurden die organischen Losungsmittel am

Vakuumrotationsverdampfer abgetrennt.

Das braunliche Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mittels LM 7 auf und erhielt

eine leicht gelbes, klares, viskoses Ol

Ausbeute: 67,3 %
MS (m/z (%)): (ESI) 140,16 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,28 (dd, 1 H, “5/4 = 3,0 Hz, %J3/s = 0,7 Hz, 2-H);

8,15 (dd, 1 H,%Je/s = 4,6 Hz, YJesa= 1,4 Hz, 6-H); 7,38 (ddd, 1 H, 3Ja/s = 8,4 Hz, “Juj = 3,0 Hz,
“Jaje = 1,4 Hz, 4-H); 7,31 (ddd, 1 H, 3Jss = 8,4 Hz, 3Jsss = 4,6 Hz, 5Jsj2 = 0,7 Hz, 5-H); 4,89 (t,
3Jomscrz = 5,4 Hz, 1H, 3-O- CH2CH,0H); 4,05 (t, *Jena/crz = 5,3 Hz, 2H, 3-0-CH,CH,0H); 3,72 (q,
3JenasicHason) = 5,3 Hz, 2H, 3-0- CH,CH,0H).

R-Werte (DC): 0,02 (LM 3)

3-Benzyloxypyridin

Verbindung: 6 \/@
@)
Summenformel: C12H11NO | X

—
Relative Molmasse [M]: 185,22 g/mol N

Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 6,9 mL
Benzylchlorid (7,59 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.)
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als ein

gelbes, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 72,6 %
MS (m/z (%)): (APCI) 186,0 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 400 MHz, CDCls [8 in ppm]: 8,40 (d, 1H, *J2/s = 2,8 Hz, 2-H); 8,23 (dd, 1H,

3J/5 = 4,5 Hz, *Jea = 1,5 Hz, 6-H); 7,45-7,30 (m, 5H, 3-OCH2CeHs); 7,25 (dd, 1H, 3/a/> = 2,8 Hz,
446 = 1,5 Hz, 4-H); 7,21 (dd, 1H, 354 = 8,4 Hz, “Js/s = 4,5 Hz, 5-H); 5,12 (s, 2H, 3-OCH,CeHs).

R+-Werte (DC): 0,24 (LM 3)
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3-(2-Chlorbenzyloxy)pyridin

Verbindung: 7
0]
Summenformel: C12H10CINO | X
= Cl
Relative Molmasse [M,]: 219,05 g/mol N
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 7,6 mL
2-Chlorbenzylchlorid (9,66 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol,
1,3 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und

als ein hellgelbes, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 74,9 %
MS (m/z (%)): (ESI) 220,48 (100 % [M+H]*)
H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,36 (dd, 1H, *J5/4 = 3,0 Hz, )25 = 0,7 Hz 2-H);

8,19 (dd, 1H,%Je/s = 4,7 Hz, *Je/a= 1,4 Hz, 6-H); 7,64-7,57 (m, 1H, 3'-H); 7,54-7,49 (m, 1H, 6'-H); 7,47
(ddd, 1H, 3Ja/s = 8,5 Hz, “Jaj2 = 3,0 Hz, Yas6 = 1,4 Hz, 4-H); 7,43-7,37 (m, 2H, 4"-H, 5'-H); 7,34 (ddd,
1H, 3Js/a = 8,5 Hz, ¥Js/s = 4,7 Hz, 5Js/2 = 0,7 Hz, 5-H); 5,22 (s, 2H, 3-OCH2CeH4Cl).

R--Werte (DC): 0,27 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)pyridin

Verbindung: 8
| L
Summenformel: C12H10CINO AN Cl

Relative Molmasse [M,]: 219,05 g/mol N/
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq,) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 7,6 mL
3-Chlorbenzylchlorid (9,66 g, 60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol,
1,3 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und

als ein gelb-oranges, hochviskoses Ol erhalten.
Ausbeute: 70,0 %

MS (m/z (%)): (ESI) 220,29 (100 % [M+H]*)
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'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,35 (d, 1H, *J2/a = 3,0 Hz, 2-H); 8,17 (dd, 1H,
3Jess = 4,6 Hz, “Jo/a = 1,1 Hz, 6-H); 7,53 (s, 1H, 2-H); 7,48-7,37 (m, 4H, 4-H, 4'-H, 5'-H, 6"-H); 7,33
(dd,1H, 3Js/a = 8,3 Hz, 3Js6 = 4,6 Hz, 5-H); 5,19 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl).

Ri-Werte (DC): 0,26 (LM 3)

3-(4-Chlorbenzyloxy)pyridin

Verbindung: 9 Cl
Summenformel: C12H10CINO AN O\/©/

. | 7
Relative Molmasse [M,]: 219,05 g/mol N

Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 9,66 g
4-Chlorbenzylchlorid (60 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.)
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als weil3-

gelber, kristallliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 71,4 %

Schmelzbereich:  47-49 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)
MS (m/z (%)): (APCI) 220,2 (100 % [M+H]*)

1H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [5 in ppml]: 8,35 (d, 1H, /4 = 3,0 Hz, 2-H); 8,17 (dd, 1H,
3Je/5 = 4,6 Hz, “Je/a= 1,1 Hz, 6-H); 7,53 (s, 1H, 2'-H); 7,48-7,37 (m, 4H, 4-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H); 7,33
(dd, 1H, 3Js/a = 8,3 Hz, 3Jsss = 4,6 Hz, 5-H); 5,19 (s, 2H, 3-OCH,CsHaCl).

R+-Werte (DC): 0,22 (LM 3)

3-(2-Methoxybenzyloxy)pyridin

Verbindung: 10
O
Summenformel: C13H13NO> | N
= (0]
H . N ~
Relative Molmasse [M,]: 215,25 g/mol
Darstellung:

3,88 g 3-Hydroxypyridin (41 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 9,58 g

2-Methoxybenzylchlorid (61,2 mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.)
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umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als hell-

braunes, viskoses Ol gewonnen.

Ausbeute: 57,3 %
MS (m/z (%)): (APCI) 216,3 (100 % [M+H]")
H-NMR: 400 MHz, Methanol-d4[8 in ppm]: 8,26 (d, 1H, *J2/a = 2,9 Hz, 2-H); 8,15 (dd,

1H, %Jess = 4,8 Hz, Yera= 1,3 Hz, 6-H); 7,46 (ddd, 1H, 3Jujs = 8,5 Hz, a2 = 2,9 Hz, Yaje = 1,3 Hz, 4-H);
7,39 (dd, 1H, *Js/a = 7,8 Hz, s = 1,7 Hz, 5'-H); 7,34 (dd, 1H, 3Js/a = 8,5 Hz, ¥Js/6 = 4,8 Hz, 5-H); 7,31
(dd, 1H, *J3/4 = 7,8 Hz, “J3s = 1,7 Hz, 1H, 3'-H); 7,01(d, 1H, *Je/s = 8,3 Hz, 6'-H); 6,95 (td, 1H,
3asays) = 7,8 Hz, Yage = 1,7 Hz, 4-H); 5,17 (s, 2H, 3-OCHCcH4OCHs); 3,86 (s, 3H,
3-OCHCsH4OCHs).

R+-Werte (DC): 0,24 (LM 3)

3-(3-Methoxybenzyloxy)pyridin

Verbindung: 11 \/@\
(0]

Summenformel: C13H13NO> N o)

Relative Molmasse [M/]: 215,25 g/mol N

Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 9,7 mL
3-Methoxybenzylchlorid (9,31 g, 59,44 mmol, 1,49 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat
(52 mmol, 1,3 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit

LM 1aufgereinigt und als oranges, viskoses Ol gewonnen.

Ausbeute: 62,7 %
MS (m/z (%)): (APCI) 216,2 (100 % [M+H]")
H-NMR: 400 MHz, Methanol-d4[8 in ppm]: 8,27 (d, 1H, *)254 = 2,7 Hz, 2-H); 8,10 (dd,

1H, *Je/s = 4,6 Hz, “Je/a = 1,8 Hz, 6-H); 7,44 (,,s“, 1H, 2'-H); 7,38-7,22 (m, 3H, 4"-H, 5'-H, 6'-H); 6,99
(dd, 1H, 3Js/6 = 4,6 Hz, 5Js/2 = 0,8 Hz, 5-H); 6,86 (dd, 1H, 3/a/s = 8,3 Hz, “Jaj2 = 2,7 Hz, 4-H); 5,11 (s, 2H,
3-OCH,CsH4OCHs); 3,77 (s, 3H, 3-OCH,CsHsOCHs).

R+-Werte (DC): 0,22 (LM 3)
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3-(4-Methoxybenzyoxyl)pyridin

Verbindung: 12 |

O
Summenformel: C13H13NO; O\/O/
AN

Relative Molmasse [M,]: 215,25 g/mol |
Darstellung:

3,804 g 3-Hydroxypyridin (40 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 1 (siehe 6.1) mit 9,38 g
4-Methoxybenzylchlorid (60mmol, 1,5 eq.) und 5,83 g Kalium-tert-butanolat (52 mmol, 1,3 eq.)
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch mit LM 1 aufgereinigt und als

oranges, hochviskoses Ol gewonnen.

Ausbeute: 49,8 %
MS (m/z (%)): (APCI) 216,3 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 7,45 (d, 1H, )24 = 2,9 Hz, 2-H); 7,29 (dd, 1H,

3Je/5 = 4,8 Hz, *Jo/a = 1,3 Hz, 6-H); , 6,65 (ddd, 1H, 3Ju/s = 8,5 Hz, 4Jaj2 = 3,0 Hz, “Juss = 1,3 Hz, 4-H);
6,55 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,6 Hz, 2'-H, 6'-H); 6,53 (dd, 1H, %Js/s = 8,5 Hz, 3Js/6 = 4,8 Hz, 5-H); 6,12
(AA'BB’, 2H, %/ = 8,6 Hz, 3'-H, 5'-H) 4,27 (s, 2H, 3- OCH,CsH4OCHs); 2,98 (s, 3H, 3-OCH,CsH4OCH3).

Ri-Werte (DC): 0,19 (LM 3)

Pyridin-3-yl 4-methylbenzensulfonat

Verbindung: 13
O\
Summenformel: C12H1:NOsS S
(0]

Relative Molmasse [M,]: 249,28 g/mol N
Darstellung:

2 g 3-Hydroxypyridin (21 mmol, 1 eq.) und 5,1 g Toluol-4-sulfonsdurechlorid (26,75 mmol,

1,27 eq.) wurden zusammen in einem Rundkolben in 140 mL Gber Molsieb getrocknetem Pyridin
unter Argon-Atmosphare gel6st. AnschlieRend wurde der Ansatz fiir 6 Stunden im Paraffinbad
zum Ruckfluss erhitzt. Im Anschluss wurde der Ansatz auf 0 °C mittels Eisbad abgekiihlt und mit
150 mL dest. Wasser versetzt. Danach wurde der Ansatz in einen Scheidetrichter Giberfiihrt und
mit Dichlormethan (3*100 mL) extrahiert. Die vereinigten Phasen wurden am Vakuumrotations-

verdampfer eingeengt und es resultierte ein weiler, kristalliner Feststoff.
Ausbeute: 81,7 %
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Schmelzbereich:  76-79 °C (aus Dichlormethan)
MS (m/z (%)): (APCI) 249,9 (100 % [M+H]")

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,50 (dd, 1H, 3Je/s = 4,6 Hz, “Jesa = 1,5 Hz, 6-H);
8,22 (d, 1H, “oa = 2,7 Hz, 2-H); 7,74 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,5 Hz, 1H, 2'-H, 6'-H); 7,53 (ddd, 1H,

3Js/a = 8,4 Hz, *Jsjs = 4,6 Hz, “Js/2 = 0,8 Hz, 5-H); 7,50-7,42 (m, 3H, AA'BB’, 3'-H, 5'-H, 4-H); 2,41 (s,
3H, 3-S05-CeH4CHs)

Ri-Werte (DC): 0,27 (LM 3)
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6.2.3 Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

Bei der Abbildung der Verbindungen innerhalb dieser Monographien wurde eine simple
Darstellung der Struktur gewahlt. Enantiomeren- bzw. Rotamereneffekte wurden in dieser nicht

bericksichtigt

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-ethoxy-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 14
Summenformel: CisH17NO> o~
Relative Molmasse [M,]: 243,31 g/mol N

Darstellung: 02\

3,0 g Verbindung 1 (24,36 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,9 mL
Acetylchlorid (2,09 g, 26,63 mmol, 1,09 eq.) und 14,6 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (14,89 g, 29,2 mmol, 1,2 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende hellgelbe Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und

als weiRer, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 62,1%

Schmelzbereich:  119-121 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 244,0 (100 % [M+H]*); 200,0 (85 % [M+H - COCHs]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,33-7,25 (m, 4H, 2'-H, 6"-H [E/Z]); 7,23-7,11
(m, 7H, 3'-H, 4"-H, 5'-H [E/Z], 6-H [Z]); 6,88 (dt, 1H, *Je/s = 8,1 Hz, “Je/2a= 1,3 Hz, 6-H [E]); 6,77 (d,
1H, %26 = 1,3 Hz, 2-H [E]); 6,34 (d, 1H, “Joj6 = 1,3 Hz, 2-H [Z]); 5,10 (dd,1H, 3Jss = 8,1 Hz,

3Jssa = 4,4 Hz, 5-H [Z]); 4,99(dd, 1H, *Js/6 = 8,1 Hz, 3Js/a = 4,4 Hz, 5-H [E]); 4,20 (d, 2H, 3Jajs = 4,4 Hz,
4-H [E/Z]); 3,75 (ABXs-System: AB-Teil, m, 2H, 3-OCH,CHs [E]); 3,64 (ABXs-System: AB-Teil, m, 2H,
3-OCH,CH; [Z]); 2,24 (s, 3H, N-COCHs [E]); 2,22 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 1,10 (ABXs-System: Xs-Teil,
3H, *Jxa/ae = 7,0 Hz, 3-OCH,CHs [R2]); 1,09 (ABXs-System: Xs-Teil, 3H, 3Jxz/as = 7,0 Hz, 3-OCH,CHs
[E]).

Ri-Werte (DC): 0,37 (LM 3)
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(EZ RS)-1-Acetyl-3-propoxy-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 15
Summenformel: Ci6H1sNO> O
Relative Molmasse [M,]: 257,33 g/mol N

Darstellung: O)‘\

3,3 g Verbindung 2 (24,06 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,9 mL
Acetylchlorid (2,09 g, 26,63 mmol, 1,11 eq.) und 14,6 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (14,89 g, 29,2 mmol, 1,21 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende schwach gelbe Ol wurde aus Methanol umkristallisiert

und als weilSer, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 58,3 %

Schmelzbereich:  70-71 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 258,0 (100% [M+H]*); 214,0 (100% [M+H - COCHs]")

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 7,32-7,25 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]); 7,23-7,13
(m, 7H, 3'-H, 4'-H, 5'-H [E/Z], 6-H [Z]); 6,89 (dt, 1H, 3Je/s = 8,1 Hz, “Je/2/a = 1,3 Hz, 6-H [E]); 6,75 (d,
1H, %6 = 1,3 Hz, 2-H [E]); 6,32 (d, 1H, “J2/6 = 1,3 Hz, 2-H [Z]); 5,11 (dd,1H, 3J5/6 = 8,1 Hz,

3Js/4 = 4,4 Hz, 5-H [Z]); 5,00 (dd, 1H, 3Js/6 = 8,1 Hz, 3Js/s = 4,4 Hz, 5-H [E]); 4,22 (d, 1H, /a5 = 4,4 Hz,
4-H [E/Z)); 3,68 (ABX,-System: AB-Teil, m, 2H, 3-OCH,CH,CHs [E]); 3,53 (ABX»-System: AB-Teil, m,
2H, 3-OCH2CH, CHjs [Z]); 2,24 (s, 3H, N-COCH3 [R1]); 2,22 (s, 3H, N-COCH3s [R2]); 1,51
(ABX>-System: X,-Teil + ABX3-System: AB-Teil, m, 2H, , 3-OCH,CHs [Z]); 1,48 (ABX,-System: X»-Teil
+ ABX3-System: AB-Teil, m, 2H, 3-OCH,CH,CHjs [E]); 0,71 (ABXs-System: Xs-Teil, 6H, 3/x3/as = 7,0 Hz,
3-OCH,CH,CH;s [E/Z]).

R+-Werte (DC): 0,39 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-isopropoxy-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 16
Summenformel: CisH17NO; OY
Relative Molmasse [M,]: 257,33 g/mol

N

A
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Darstellung:

2,8 g Verbindung 3 (20,41 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,6 mL
Acetylchlorid (1,76 g, 22,42 mmol, 1,1 eq.) und 12,2 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (12,44 g, 24,4 mmol, 1,2 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende gelbe Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als

beiger kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 51,1%
Schmelzbereich:  65-66 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 258,0 (100 % [M+H]*); 216,0 (50 % [M+H - COCHs]*); 214,0 (55 %
[M+H - COCH3]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 7,33-7,24 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]); 7,23-7,09
(m, 6H, 3'-H, 4"-H, 5'-H [E/Z]); 7,13 (d, 1H, 3Je/s = 8,1 Hz, 6-H [Z]); 6,86 (dt, 1H, *Jess = 8,1 Hz,
“Jo/2/m = 1,3 Hz, 6-H [E]); 6,80 (d, 1H, )6 = 1,3 Hz, 2-H [E]); 6,38 (d, 1H, *Joss = 1,3 Hz, 2-H [Z]); 5,09
(dd,1H, *Js/s = 8,1 Hz, 3Jsa = 4,4 Hz, 5-H [Z]); 4,98 (dd, 1H, 3Js/6 = 8,1 Hz, *Js/4s = 4,4 Hz, 5-H [E]); 4,30
(h, 1H, 3Jcw/cHap2 = 6,0 Hz, 3-OCH(CHs), [E]); 4,20 (h, 1H, *Jen/cua = 6,0 Hz, 3-OCH(CHs), [Z]); 4,15
(d, 2H, *Jujs = 4,4 Hz, 4-H [E/Z]); 2,23 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,21 (s, 3H, N-COCHs [R2]); 1,12 (d,
6H, *JicHa)2/ch = 6,0 Hz, 3-OCH(CHs)2 [E]); 0,96 (d, 6H, *Jich3)2/ch = 6,0 Hz, 3-OCH(CHs)2 [Z]).

R+-Werte (DC): 0,41 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-acetoxy-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 17

Summenformel: CisH1sNO3 OY
. | | (0]

Relative Molmasse [M/]: 257,29 g/mol N

Darstellung: O}\

3,0 g Verbindung 4 (21,88 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,7 mL
Acetylchlorid (1,87 g, 23,82 mmol, 1,09 eq.) und 13,2 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung in
THF (13,46 g, 26,4 mmol, 1,21 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende klare Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als
weiller, kristalliner Feststoff gewonnen. Alternativ wurden 1,72 g 3-Hydroxypyridin (18 mmol, 1
eq.) nach AAV 2 mit 2,9 mL Acetylchlorid (3,19 g, 40,64 mmol, 2,26 eq.) und 11,0 mL2 M
Phenylmagnesiumchlorid-Losung in THF (11,22 g, 22,0 mmol, 1,22 eq.) umgesetzt. Im Anschluss
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wurde das Produkt ebenfalls mittels Sdulenchromatographie unter Verwendung von LM3 aufge-
reinigt das Produkt wurde ebenfalls nach Umkristallisation aus Methanol als weiler, kristalliner

Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 47,9 % (Edukt: Verbindung 4) 42,2 % (Edukt: 3-Hydroxypyridin)
Schmelzbereich:  71-75 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (ESI) 280,11 (100% [M+Na]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,35-7,29 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]); 7,27-7,14
(m, 7H, 3'-H, 4"-H, 5'-H [E/Z], 6-H [Z]); 7,16 (s, 1H, 2-H [Z]); 7,02 (s, 1H, 2-H [E]); 6,94 (d, 1H,

3Jess = 8,2 Hz, 6-H [E]); 5,15 (dd,1H, *Js/6 = 8,2 Hz, 354 = 4,0 Hz, 5-H [Z]); 5,04 (dd, 1H, *Js/6 = 8,2 Hz,
354 = 4,0 Hz, 5-H [E]); 4,38 (d, 1H, a5 = 4,0 Hz, 4-H [E/Z]); 2,26 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,21 (s, 3H,
N-COCH; [R2]); 2,07 (s, 6H, 3-OCOCHs [E/Z]).

R+-Werte (DC): 0,35 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(2-acetoxyethoxy)4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 18
Summenformel: C17H19NO4 e}

| i
Relative Molmasse [M,]: 301,34 g/mol N \Lo)k

Darstellung: 10

3,0 g Verbindung 5 (21,56 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 3,4 mL
Acetylchlorid (3,754 g, 47,65 mmol, 2,21 eq.) und 13,2 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung
in THF (13,46 g, 26,4 mmol, 1,22 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulen-
chromatographisch mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende klare Ol wurde aus Methanol um-

kristallisiert und als weiler kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 48,0 %

Schmelzbereich:  89-90 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 302,0 (25 % [M+H]*); 258,0 (100 % [M+H - COCHs]*)

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,61 (dt, 1H, 3Je/s = 8,1 Hz, “Je/2/) = 1,4 Hz, 6-H
[2]); 7,36-7,19 (m, 6H, 3"-H, 4"-H, 5'-H, [E/Z]); 7,24-7,12 (m, 4H, 2'-H, 6'-H, [E/Z]); 6,89 (dt,1H,
3J/5 = 8,1 Hz, “Je/i2/a) = 1,4 Hz, 6-H [E]); 6,80 (d, 1H, /4 = 1,4 Hz, 2-H [E]); 6,40 (d,1H, “Jss = 1,4 Hz,
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2-H [Z]); 5,11 (dd, 1H, /54 = 8,1 Hz, *Jss6 = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,03 (dd, 1H, *Js/6 = 8,1 Hz, 3Js/a = 4,3 Hz,
5-H [E]); 4,40-4,13 (m, 4H, 3-OCH,CH,0COCH:; [E]); 4,23 (dd, 2H, 3Jas = 4,3 Hz, “Jaj» = 1,2 Hz, 4-H
[E/Z]); 4,10-3,73 (m, 4H, 3-OCH,CH,0COCH:; [Z]); 2,24 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,22 (s, 3H, N-COCHs
[R2]); 1,87 (s, 3H, 3-OCH,CH,OCOCHs [E]); 1,85 (s, 3H, 3-OCH,CH,0COCHs [Z]).

R-Werte (DC): 0,21 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-benzyloxy-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 19
Summenformel: Ca0H19NO> | | O\/@
J\

Relative Molmasse [M,]: 305,37 g/mol
Darstellung: 0

3,8 g Verbindung 6 (20,51 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -40 °C bzw. bei -20 °C
(siehe Vermerk bei den entsprechenden Ausbeuten) mit 1,6 mL Acetylchlorid (1,76 g,

22,42 mmol, 1,09 eq.) und 12,2 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung in THF (12,44 g,

24,4 mmol, 1,19 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 3
aufgereinigt. Das resultierende schwach gelbe, hochviskose Ol wurde aus Methanol umkristalli-

siert und als weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 49,9 % (bei -40 °C); 40,6 % (bei -20 °C)
Schmelzbereich:  77-80 °C (aus Methanol)

H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 7,37-7,19 (m, 17H, 3'-H,4"-H, 5'-H [E/Z],
3-0-CH,CeHs [E/Z], 6-H [Z]); 7,17-7,10 (m, 4H, 2"-H, 6"-H [E/Z]); 6,99 (d, 1H, %J2/s = 1,2 Hz, 2-H [E]);
6,69 (dt, 1H, *Je/s = 8,3 Hz, *Je/2/4) = 1,4 Hz, 6-H [E]); 6,12 (s, 1H, 2-H [Z]); 5,16 (dd,1H, 3Js/6 = 8,3 Hz,
3Js/4 = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,08 (dd, 1H, 3Js/6 = 8,3 Hz, 3Js/a = 4,3 Hz, 5-H [E]); 4,79 (AB-System: 2H,
ASas = 0,074 ppm, 2Jas = 11,9 Hz, 3-OCH,CeHs [E]); 4,77 (AB-System: 2H, ASa/s = 0,094 ppm,

2Jae = 12,1 Hz, 3-OCH2CHs [Z]); 4,32 (d, 2H, 3Jy/s = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]); 2,28 (s, 3H, N-COCH;s [R1]);
2,18 (s, 3H, N-COCHs [R2]).

Ri-Werte (DC): 0,35 (LM 3)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(2-Chlorbenzyloxy)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 20

Summenformel: C20H1sCINO, O\/@
. | | Cl

Relative Molmasse [M,]: 339,10 g/mol N

Darstellung: o]

3,5 g Verbindung 7 (15,97 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -40 °C bzw. bei -20 °C
(siehe Vermerk bei den entsprechenden Ausbeuten) mit 1,25 mL Acetylchlorid (1,38 g,

17,52 mmol, 1,1 eq.) und 9,6 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung in THF (9,79 g, 19,2 mmol,
1,2 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 4 aufgereinigt. Das
resultierende hellgelbe, hochviskose Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als weiRer, kris-

talliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 53,4 % (bei -40 °C); 44,9 % (bei -20 °C)
Schmelzbereich:  97-98 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 342,0 (35 % [M+H]*) 340,0 (100 % [M+H]*); 298,0 (30 %
[M+H - COCHs]*); 296,0 (62 % [M+H - COCH3]*)

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 7,44-7,36 (m, 4H, 3"-H, 6"-H [E/Z)); 7,33-7,26
(m, 8H, 3"-H, 4"-H, 5'-H, 4"-H [E/Z]); 7,25-7,19 (m, 6H, 2'-H, 6'-H, 5"-H [E/Z]); 7,18 (d, 1H,

3J/5 = 8,4 Hz, 6-H [Z]); 6,92 (d, 1H, 3Je/s = 8,4 Hz, 6-H [E]); 6,91 (s, 1H, 2-H [E]); 6,54 (s, 1H, 2-H [Z]);
5,14 (dd, 1H, *Js/6 = 8,4 Hz, ¥Jsa = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,04 (dd, 1H, 3Js/s = 8,4 Hz, *Js/a = 4,3 Hz, 5-H [E]);
4,92 (AB-System: 2H, A5 = 0,114 ppm, 2ase = 11,9 Hz, 3-0-CH2CeH4Cl [E]); 4,81 (AB-System: 2H,
A8ass = 0,021 ppm, Yass = 12,4 Hz, 3-0-CH,CoHaCl [Z]); 4,33 (d, 2H, 3Jajs = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]); 2,24
(s, 3H, N-COCHs [E]); 2,07 (s, 3H, N-COCHs [Z]).

R+-Werte (DC): 0,44 (LM 3)
(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(3-Chlorbenzyloxy)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Cl
Verbindung: 21
Summenformel: C20H1sCINO, o
Relative Molmasse [M,]: 339,10 g/mol | |

N

o)'\ 139



Synthese der Verbindungen

Darstellung:

3,5 g Verbindung 8 (15,97 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -40 °C bzw. bei -20 °C
(siehe Vermerk bei den entsprechenden Ausbeuten) mit 1,25 mL Acetylchlorid (1,38 g,

17,52 mmol, 1,1 eq.) und 9,6 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung in THF (9,79 g, 19,2 mmaol,
1,2 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 4 aufgereinigt. Das
resultierende gelbe, hochviskose Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als beiger,

kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 51,6 % (bei -40 °C); 44,7 % (bei -20 °C)
Schmelzbereich:  93-97 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (ESI) 364,29 (39 % [M+Na]*); 362,42 (100 % [M+Na]*)

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,36-7,26 (m, 8H, 3'-H, 4"-H, 5'-H, 2"-H [E/Z]);
7,27-7,18 (m, 6H, 2'-H, 6'-H, 5"-H [E/Z]); 7,17 (d, 1H, *Jess = 8,2 Hz, 6-H [Z]); 7,15-7,09 (m, 4H,
4"-H, 6"-H [E/Z]); 6,91 (dt, 1H, Je/s = 8,2 Hz, “Je//a) = 1,4 Hz, 6-H [E]); 6,86 (d, 1H, “Jrja = 1,2 Hz,
2-H [E]); 6,46 (d, 1H, “J2/a = 1,2 Hz, 2-H [Z]); 5,14 (dd, 1H, 3Js6 = 8,2 Hz, *Js/4 = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,03
(dd, 1H, 3Js/s= 8,2 Hz, 3Js/6 = 4,3 Hz, 5-H [E]); 4,87 (AB-System: 2H, ASass = 0,105 ppm,

2Jas = 11,9 Hz, 3-0-CH2CeHa4Cl [E]); 4,76 (AB-System: 2H, ASass = 0,109 ppm, Yps= 12,1 Hz,
3-0-CH,CsHaCl [Z]); 4,34 (d, 2H, *Juss = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]); 2,22 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,21 (s, 3H,
N-COCH; [R2]).

R+-Werte (DC): 0,36 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(4-Chlorbenzyloxy)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 22 Cl
Summenformel: C20H1sCINO, O\/©/
Relative Molmasse [M,]: 339,10 g/mol N

Darstellung: @)

3,7 g Verbindung 9 (16,89 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -40 °C bzw. bei -20 °C
(siehe Vermerk bei den entsprechenden Ausbeuten) mit 1,3 mL Acetylchlorid (1,43 g,

18,22 mmol, 1,08 eq.) und 10,2 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in THF (10,4 g,

20,4 mmol, 1,21 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit LM 4
aufgereinigt. Das resultierende gelbe, hochviskose Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als

beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
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Ausbeute: 55,5 % (bei -40 °C); 47,3 % (bei -20 °C)
Schmelzbereich:  67-71 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 342,0 (34 % [M+H]*); 340,0 (100 % [M+H]*); 298,0 (29 %
[M+H - COCHs]*); 296,0 (55 % [M+H - COCHs]").

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm] 7,45-7,26 (m, 10H, 4-C¢Hs [E/Z]); 7,22 (AA'BB’,
4H,3) = 8,2 Hz, 2"-H, 6"-H [E/Z]); 7,20-18 (m, 1H,6-H [Z]); 7,16 (AA'BB’, 4H, 3/ = 8,2 Hz, 3'-H, 5'-H
[E/Z]); 6,90 (d, 1H, 3J¢/s = 8,2 Hz, 6-H [E]); 6,87 (s, 1H, 2-H [E]); 6,47 (s, 1 H, 2-H [Z]); 5,13 (dd, 1H,
3Js/6 = 8,2 Hz, 3Js/a = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,02 (dd, 1H, 3Js/6 = 8,2 Hz, 3Js/s = 4,3 Hz, 5-H [E]); 4,85
(AB-System: 2H, ASas = 0,106 ppm, “ae = 12,3 Hz, 3-OCH,-CeH4Cl [E]); 4,74 (AB-System: 2H,

ASass = 0,103 ppm, Yas = 12,5 Hz, 3-OCH2-CsHaCl [2]); 4,32 (d, 2H, 3Jas = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]); 2,22 (s,
6H, N-COCHs; [R1/R2]).

R--Werte (DC): 0,34 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(2-Methoxybenzyloxy)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 23
Summenformel: C21H21NO3 O\/Q
Relative Molmasse [M,]: 335,40 g/mol N O\

Darstellung: o

3,7 g Verbindung 10 (17,19 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,35 mL

Acetylchlorid (1,49 g, 18,92 mmol, 1,1 eq.) und 11,0 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (11,22 g, 22,0 mmol, 1,28 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 4 aufgereinigt. Das resultierende gelbe, hochviskose Ol wurde aus Methanol umkristalli-

siert und als hellgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 41,3 %
Schmelzbereich:  96-98 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 337,5 (15 % [M+H]"); 336,5 (100 % [M+H]"); 293,4 (10 %
[M+H - COCHs]*); 292,4 (55 % [M+H - COCH3]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,38-7,24 (m, 4H, 3"-H, 6"-H [E/Z]); 7,29-7,12

(m, 10H, 3'-H, 4'-H,5'-H, 4"-H, 5"-H [E/Z]); 7,08 (d, 1H, 3Jess = 7,9 Hz, 6-H [Z]); 7,03 (d, 1H,

3Jes5 = 7,9 Hz, 6-H [E]); 6,99-6,78 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]) 6,88 (s, 1H, 2-H [E]); 6,47 (s, 1 H, 2-H [Z]);
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5,12 (dd, 1H, Jss6 = 7,9 Hz, ¥Jsa = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,01 (dd, 1H, 3Jss = 7,9 Hz, *Js/a = 4,4 Hz, 5-H [E]);
4,77 (AB-System: 2H, A8 ase+ = 0,104 ppm, 2Jass = 11,8 Hz, 3-0-CH,CH4OCHs [E]); 4,65 (AB-System:
2H, A8 5. = 0,086 ppm, Yass = 12,4 Hz, 3-O-CH,CeH4OCHs [Z]); 4,28 (d, 2H, *Jajs = 4,3 Hz, 4-H
[E/Z]); 3,70 (m, 6H, 3-O-CHa-CsHa-O-CHs [E/Z]); 2,24 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,22 (s, 3H, N-COCH;
[R2]).

R-Werte (DC): 0,42 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(3-Methoxybenzyloxy)-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

\O
Verbindung: 24
Summenformel: C21H2:1NOs o
Relative Molmasse [M,]: 335,40 g/mol j\

Darstellung: O

3,5 g Verbindung 11 (16,26 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,3 mL
Acetylchlorid (1,43 g, 18,22 mmol, 1,12 eq.) und 10,0 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (10,20 g, 20,0 mmol, 1,23 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende gelbe, viskose Ol wurde aus Methanol umkristallisiert

und als blassgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 42,4 %
Schmelzbereich:  95-98 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 337,5 (5 % [M+H]*); 336,5 (25 % [M+H]*); 293,4 (15 % [M+H - COCH3]*);
292,4 (100 % [M+H - COCHs]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,40-7,27 (m, 4H, 2"-H, 6'-H [E/Z]); 7,27-7,13
(m, 9H, 3'-H, 4"-H,5"-H, 5"-H [E/Z], 6-H [Z]); 6,91 (d, 1H, *Js/s = 8,2 Hz, 6-H [E]); 6,87 (s, 1H, 2-H [E]);
6,79 (dd, 2H, Javs» = 8,1 Hz, “Jaj2 = 2,3 Hz, 4”-H [E/Z]); 6,73 (d, 2H, g5 = 7,7 Hz, 6"-H [E/Z]);
6,69 (d, 2H, *J2sa" = 2,3 Hz, 2"-H [E/Z]); 6,46 (s, 1 H, 2-H [Z]); 5,13 (dd, 1H, *Js/s = 8,2 Hz,

3J/a = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,02 (dd, 1H, *Js/s = 8,2 Hz, 3Js/a = 4,3 Hz, 5-H [E]); 4,80 (AB-System: 2H,

A8 e+ = 0,109 ppm, Yas = 12,1 Hz, 3-0-CH,CsH4OCHs [E]); 4,75 (AB-System: 2H,

A8 ase-=0,113 ppm, Jass = 12,3 Hz, 3-O-CH,CsH4OCHs [Z]); 4,32 (d, 2H, *Jus = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]);
3,65 (s, 3H, 3-0-CH,-CeH4-O-CHs [Z]); 3,64 (s, 3H, 3-0-CH,-CsH4-O-CHs [E]); 2,22 (s, 6H,

N-COCHs [R1/R2]).

R+-Werte (DC): 0,39 (LM 3)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-3-(4-Methoxybenzyloxy)-4-

phenyl-1,4-dihydropyridin
N
Verbindung: 25 0
Summenformel: C21H21NO3 | |
N

Relative Molmasse [M,]: 335,40 g/mol 5

Darstellung:

3,7 g Verbindung 12 (17,19 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,35 mL
Acetylchlorid (1,49 g, 18,92 mmol, 1,1 eq.) und 11,0 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (11,22 g, 22,0 mmol, 1,28 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 4 aufgereinigt. Das resultierende gelb-orange, hochviskose Ol wurde aus Methanol

umkristallisiert und als hellgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 46,5 %
Schmelzbereich:  92-96 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 337,5 (20 % [M+H]*); 336,5 (85 % [M+H]*); 293,4 (20 %
[M+H - COCHs]*); 292,4 (100 % [M+H - COCH]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,36-7,23 (m, 3H, 4'-H [E/Z], 6-H [Z]) 7,25-7,12
(m, 4H, 3'-H, 5'-H [E/Z]); 7,13-7,03 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]) 6,89 (AA'BB',4H, 2"-H, 6"-H [E/Z]); 6,83
(m, AABB’, 5H, 3-H, 5"-H [E/Z], 6-H [E]); 6,47 (s, 1H, 2-H [E]); 5,16 (s, 1 H, 2-H [Z]); 5,12 (dd, 1H,
3Js/6 = 8,2 Hz, 3Js/a = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,01 (dd, 1H, 3Js/6 = 8,2 Hz, 3Js/s = 4,4 Hz, 5-H [E]); 4,77
(AB-System: 2H, Adas = 0,111 ppm, s = 11,6 Hz, 3-O-CH,CsH4OCH3 [E]); 4,65 (AB-System: 2H,
ASass = 0,116 ppm, YUas= 11,5 Hz, 3-OCH2CsH4OCHs [Z]); 4,27 (d, 2H, 3Jas = 4,3 Hz, 4-H [E/Z]); 3,70
(m, 6H, 3-0-CH,C¢H4OCHs [E/Z]); 2,23 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,22 (s, 3H, N-COCH;s [R2]).

R+-Werte (DC): 0,35 (LM 3)
(EZ,RS)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-yl 4-Methylbenzenzensulfonat

Verbindung: 26
Summenformel: C20H19NO4S ] /@/
~N
S
, |l Y
Relative Molmasse [M,]: 369,10 g/mol ¢}

N
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Darstellung:

3,2 g Verbindung 13 (12,84 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20 °C mit 1,0 mL
Acetylchlorid (1,1 g, 14,01 mmol, 1,1 eq.) und 8,0 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Lésung in
THF (8,16 g, 16,0 mmol, 1,24 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 3 aufgereinigt. Das resultierende gelbe Ol wurde aus Methanol umkristallisiert und als

schwach gelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 47,4 %
Schmelzbereich:  103-104 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 372,4 (5 % [M+H]*); 371,4 (20 % [M+H]*); 370,4 (100 % [M+H]*); 327,3
(5 % [M+H - COCHs]*); 326,3 (25 % [M+H - COCH3]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm] 7,78 (s, 1H, 2-H [E]); 7,72 (d, 1H, 3Jg/s = 8,2 Hz,
6-H [Z]); 7,46 (AA'BB’, 4H, ®J = 8,1 Hz, 2"-H, 6'-H [E/Z]); 7,36-7,19 (m, 10H, 4-CHs [E/Z]); 7,10
(AA'BB’, 4H, 3/ = 5,9 Hz, 3°-H, 5'-H [E/Z]); 6,86 (d,1H, *Js/s = 8,2 Hz, 6-H [E]); 6,73 (s, 1H, 2-H [Z]);
5,09 (,,5“ br, 1H, 5-H [Z]); 4,99 (s br, 1H, 5-H [E]); 4,15 (d, 2H, 3/a/s = 4,2 Hz, 4-H [E/Z]); 2,41 (s,
6H, 3-S03CsH4CHs); 2,22 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,04 (s, 3H, N-COCH3s [R2]).

R+-Werte (DC): 0,35 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-chlor-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 27
Summenformel: C13H1,CINO, Cl

Relative Molmasse [M/]: 233,70 g/mol
Darstellung: O}\

2 g 3-Chlorpyridin(17,61 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20°C mit 1,4 mL
Acetylchlorid (1,54 g, 19,62 mmol, 1,11 eq.) und 10,5 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (10,71 g, 21,0 mmol, 1,19 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 4 aufgereinigt. Es resultierte ein schwach gelber, amorpher Feststoff, der nachdem er aus
Methanol umkristallisiert worden war, in Form von weif3en bis klaren Kristallen gewonnen

werden konnte.
Ausbeute: 87,6 %

Schmelzbereich:  148-151 °C (aus Methanol)
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MS (m/z (%)): (APCI) 236,0(25 % [M+H]"); 235,0 (15 % [M+H]*); 234,0 (100 % [M+H]")

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,39 (s, 1 H, 2-H [E]) 7,38-7,32 (m, 4H, 2"-H,
6'-H [E/Z]); 7,30-7,21 (m, 7H, 3'-H, 4'-H,5'-H [E/Z], 2-H [Z]); 7,13 (d, 1H, *Jes = 8,2 Hz, 6-H [Z]); 6,93
(d, 1H, Je/s = 8,2 Hz, 6-H [E]); 5,13 (,5“ br, 1H, 5-H [Z]); 5,04 (,s“ br, 1H, 5-H [E]); 4,34 (s, 2H, 4-H
[E/Z]); 2,27 (s, 3H, N-COCHs [R1]); 2,26 (s, 3H, N-COCHs [R2]).

Ri-Werte (DC): 0,45 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-brom-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 28
Summenformel: C13H12BrNO; Br
Relative Molmasse [M,]: 278,15 g/mol N

Darstellung: O)‘\

2,78 g 3-Brompyridin(17,61 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20°C mit 1,4 mL
Acetylchlorid (1,54 g, 19,62 mmol, 1,11 eq.) und 10,5 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (10,71 g, 21,0 mmol, 1,19 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 4 aufgereinigt. Es resultierte ein gelber, amorpher Feststoff, der nachdem er aus
Methanol umkristallisiert worden war, in Form von weilSen bis leicht gelben Kristallen gewonnen

werden konnte.
Ausbeute: 80,2 %
Schmelzbereich:  134-138 °C (aus Methanol)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7.51 (d, 1 H, *Jo/s = 1.3 Hz, 2-H [E]) 7.43-7.31
(m, 5H, 2'-H, 6'-H [E/Z], 2-H [Z],) 7.30-7.21 (m, 6H, 3"-H, 4'-H,5'-H [E/Z]); 7.14 (d, 1H, 3Je/s = 8.1 Hz,
6-H [Z]); 6.93 (d, 1H, 3Jes = 8.1 Hz, 6-H [E]); 5.10 (,,s“ br, 1H, 5-H [Z]); 5.00 (,,s“ br, 1H, 5-H [E]);
4.38 (s, 2H, 4-H [E/Z]); 2.28 (s, 3H, N-COCH;s [R1]); 2.25 (s, 3H, N-COCHs [R2]).

R+-Werte (DC): 0,47 (LM 3)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-3-iod-4-phenyl-1,4-dihydropyridin

Verbindung: 29
Summenformel: C13H12INO; I

Relative Molmasse [M,]: 325,15 g/mol N
Darstellung: 02\

2,5 g 3-lodpyridin(12,2 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 2 (siehe 6.1) bei -20°C mit 1,0 mL
Acetylchlorid (1,1 g, 19,62 mmol, 1,15 eq.) und 7,5 mL 2 M Phenylmagnesiumchlorid-Losung in
THF (10,71 g, 15,0 mmol, 1,23 eq.) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
mit LM 4 aufgereinigt. Es resultierte ein hellgelber, teilkristalliner Feststoff, der nachdem er aus
Methanol umkristallisiert worden war, in Form eines weil3en kristallinen Feststoff gewonnen

werden konnte.

Ausbeute: 75,0 %

Schmelzbereich:  111-114 °C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): 327,3 (15 % [M+H]*); 326,3 (100 % [M+H]*); 282,2 (25 % [M+H - COCH;s]")

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,85 (s, 1H, 2-H [E]); 7,41-7,33 (m, 6H, 3"-H,
4'-H, 5'-H [E/Z]); 7,32-7,29 (m, 1 H, 6-H [Z]); 7,26-7,22 (m, 4H, 2'-H, 6'-H [E/Z]); 7,17 (s, 1H, 2-H
[E]); 6,66 (d, 1H, 3Jes = 8,3 Hz, 6-H [E]); 5,03 (dd, 1H, *Js/s = 8,3 Hz, 3Js/a = 4,2 Hz, 5-H [Z]); 4,93 (dd,
1H, 3Js/6 = 8,3 Hz, ¥Jsja = 4,2 Hz, 1H, 5-H [E]); 4,32 (d br, 2H, /45 = 4,2 Hz, 4-H [E/Z]); 2,29 (s, 3H,
N-COCHs [R1]); 2,25 (s, 3H, N-COCH; [R2]).

R+-Werte (DC): 0,47 (LM 3)

146



Synthese der Verbindungen

6.2.4 Synthese der 3-Alkoxy-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
10-Aza-11-oxabenzola]fluvoren-Derivate

8-Ethoxy-7-phenylnaphtho[2°,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 30

Summenformel: C23H17NO;

Relative Molmasse [M,]: 355,39 g/mol OO 7 | O\/

Darstellung:

1 g Verbindung 14 (4,11 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,845 g
1,4-Naphthochinon (5,34 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und
3 mL konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktions-
dauer von18 h isoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM4 auf. Es resultierte
ein brauner, teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das ent-
stehende hellbraune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen leicht braun-

lichen bis ockerfarbenen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 7,5%

Schmelzbereich:  224-227 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 98,732 % tr:12,795 min

MS (m/z (%)): (APCI) 357,1 (30 % [M+H]"); 356,0 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 356,1276 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C,3H1sNOs]*: 356,1281

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 10,04 (s, 1H, 5-OH); 8,30 (d, 1H, 3J1 = 8,2 Hz,
1-H); 8,29 (s, 1H, 9-H); 8,20 (d, 1H, 3J4/3 = 8,2 Hz, 4-H); 7,70 (ddd, 1H, 3/5/1 = 8,2 Hz, 3J2/3 = 6,9 Hz,
44,14 = 1,2 Hz, 2-H); 7,65-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 6,62 (s, 1H, 6-H); 4,11 (q, 2H, Jcrz/cus = 6,9 Hz,
8-0-CH,CHs); 1,19 (t, 3H, 3Jeus/cha = 7,4 Hz, 8-0O-CH,CHs).

Ri-Werte (DC): 0,44 (LM 3)
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8-Propoxy-7-phenylnaphtho([2°, 1 :4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 31

Summenformel: C24H19NO3

Relative Molmasse [M,]: 369,42 g/mol OO 74 | O\/\

Darstellung:

1 g Verbindung 15 (3,89 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,799 g
1,4-Naphthochinon (5,05 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und
3 mL konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktions-
dauer von 24 h isoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte
ein brauner, amorpher Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entste-
hende hellbraune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen sand-

farbenen kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 6,2 %

Schmelzbereich:  251-257 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,335 % tr: 13,371 min
MS (m/z (%)): (APCI) 371,1 (25 % [M+H]*); 370,1 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 10,05 (s, 1H, 5-OH); 8,31 (d,1H, 3/1, = 8,2 Hz,

1-H); 8,29 (s, 1H, 9-H); 8,22 (d, 1H, 3Ja/s = 8,4 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1H, 351 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz,
4Jo4 = 1,2 Hz, 2-H); 7,67-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 6,64 (s, 1H, 6-H); 4,03 (t, 2H, 3Jcraycha = 6,3 Hz,
8-0-CH,CH,CHs); 1,60 (dt, 2H, *Jera/cha = 6,3 Hz, 3Jcraens = 7,5 Hz, 8-0-CH.CH,CH; ); 0,83 (t, 3H,
3Jensjerz = 7,5 Hz, 8-0-CH,CH,CH).

R+-Werte (DC): 0,49 (LM 3)

3-Isopropoxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 32

Summenformel: Ca0H17NO3 HO O
Relative Molmasse [M,]: 319,36 g/mol O = OY

Darstellung: (0] N

1 g Verbindung 16 (3,89 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,546 g 1,4-Benzochinon
(5,05 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
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Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 24 h
isoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein hell-
brauner, kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entste-
hende gelbbraune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hellgelben

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 4,9 %

Schmelzbereich:  210-211 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 97,859 % tr: 11,191 min

MS (m/z (%)): (APCI) 321,1 (32 % [M+H]*); 320,1 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 320,1281 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C20H1sNOs]*: 320,1281

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,33 (s, 1H, 6-OH); 8,25 (s, 1H, 2-H); 7,63-7,51
(m, 5H, 4-CeHs); 7,50 (d, 1H, *Js/7 = 8,8 Hz, 8-H); 6,96 (dd, 1H, /75 = 8,8 Hz, *J7/s = 2,6 Hz, 7-H); 6,52
(d, 1H, s/ = 2,6 H, 5-H); 4,37 (hept, 1H, 3Jcu/cra) = 6,1 Hz, 3-OCH(CHs)); 1,10 (d, 6H,

3JicHa/c = 6,1 Hz, 3-OCH(CHs),).

R+-Werte (DC): 0,42 (LM 3)

8-Isopropoxy-7-phenylnaphtho[2°,1:4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

«
Relative Molmasse [M/]: 369,42 g/mol OO Z | OY
N

Darstellung:

Verbindung: 33

Summenformel: Ca4H19NO3

1 g Verbindung 16 (3,89 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,799 g
1,4-Naphthochinon (5,05 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und
3 mL konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktions-
dauer von 24 h isoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte
ein brauner, amorpher Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entste-
hende hellbraune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen leicht

ockerfarbenen, kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 58%

Schmelzbereich:  257-259 °C (aus Diethylether)
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Reinheit**: 97,801 % (MeOH/H,0) tz: 13,365 min
MS (m/z (%)): (APCI) 371,0 (22 % [M+H]*); 370,0 (100 % [M+H]")
HR-MS (m/z (%)):  370,1439 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH20NOs]*: 370,1438

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 10,05 (s, 1H, 5-OH); 8,31 (d, 3/1/2 = 8,2 Hz, 1H,
1-H); 8,29 (s, 1H, 9-H); 8,22 (d, 1H, 3J4/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1H, 351 = 8,2 Hz, *J2/3 = 6,9 Hz,
4Jo14 = 1,2 Hz, 2-H); 7,68-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 6,64 (s, 1H, 6-H); 4,40 (hept, 1H,

3Jensicray2 = 6,1 Hz, 8-OCH(CHs)); 1,12 (d, Jicuzjz/ch = 6,1 Hz, 6H, 8-OCH(CHs),).

R-Werte (DC): 0,51 (LM 3)

3-(2-Acetoxyethoxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 34
Summenformel: C21H17NOs

Relative Molmasse [M,]: 363,37 g/mol

OIOJL

0,8 g Verbindung 18 (2,66 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,373 g

Darstellung:

1,4-Benzochinon (3,45 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und

3 mL konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktions-
dauer von 42 hisoliert wurde, reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 3 auf. Es resultierte
ein brauner, amorpher Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entste-
hende gelbbraune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hellbraunen

kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 0,5%
Schmelzbereich: 157-159 °C

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 10,09 (s, 1H, 6-OH); 8,57 (s, 1H, 2-H); 7,97 (d,
1H, 3Jg/7 = 8,2 Hz, 8-H); 7,45-7,35 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,45-7,35 (m, 2H, 2-H, 6"-H); 7,18 (dd,
1H, 375 = 8,2 Hz, *J7s = 4,5 Hz, 7-H); 6,53 (s, 1H, “Js7 = 2,6 H, 5-H); 4,37-4,20 (m, 2H,
3-OCH,CH,-0-(C=0)CHs); 4,06-3,85 (m, 2H, 3-OCH,CH,-0-(C=0)CHs); 1,33 (s, 3H,
3-OCH,CH,-0-(C=0)CHs).

Ri-Werte (DC): 0,33 (LM 3)
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3-(2-Hydroxyethoxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 35
Summenformel: C19H1sNO4

Relative Molmasse [M,]: 321,33 g/mol

Darstellung:

Das Produkt fiel als Nebenprodukt bei der bereits beschriebenen Synthese von Verbindung 34 an
Konnte bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung jedoch nicht in fur die Analytik
ausreichenden Mengen isoliert werden. Auf seine Identitdt geben nur die charakteristische blaue
Fluoreszenz unter UV-Licht der Wellenlange 365 nm und der Ri-Wert, der eine dhnliche

Abweichung zu Verbindung 34 wie Verbindung 36 zu Verbindung 37 aufwies, Aufschluss.
Ausbeute: <0,1 % (Als Nebenprodukt bei der Synthese von Verbindung 34)

R+-Werte (DC): 0,08 (LM 3)

8-(2-Acetoxyethoxy)-7-phenylnaphtho[27,1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 36
o
Summenformel: CasH19NOs
. O
Relative Molmasse [M,]: 413,43 g/mol OO 2 | \L 0
N L
O™ N 0

Darstellung:

0,8 g Verbindung 18 (2,66 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,546 g
1,4-Naphthochinon (3,45 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und
3 mL konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktions-
dauer von 24 h isoliert wurde, reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 3 auf. Es resultierte
ein dunkelbrauner, amorpher Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das
entstehende gelbbraune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen

hellbraunen, kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 0,6 %

MS (m/z (%)): (ESI) 849,29 (100 % [2M+Na]*); 436,31 (41 % [M+Na]*); 414,62 (43 %
[M+Na]*); 412,24 (100 % [M]"); (APCI) 415,2 (25 % [M+H]*); 414,2 (100 % [M+H]*).

H-NMR: 400 MHz, Aceton-ds [ in ppm]: 9,03 (s, 1H, 5-OH); 8,48 (s, 1H, 9-H); 8,37 (d,
1H, 3J1/> = 8,3 Hz, 1-H); 8,33 (d, 1H, 34/ = 8,4 Hz, 4-H); 7,73 (ddd, 1H, 3J2/1 = 8,3 Hz, 3Jo/3 = 6,9 Hz,
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4Jo4 = 1,2 Hz, 2-H); 7,68-7,55 (m, 5H, 7-CHs); 6,71 (s, 1H, 6-H); 4,10-4,97 (m, 2H,
8- OCH,CH2-0-(C=0)CHs); 3,35-3,21 (m, 2H, 8- OCH,CH,-0-(C=0)CHs); 2,09 (s, 3H,
8-OCH,CH,-0-(C=0)CHs).

Ri-Werte (DC): 0,29 (LM 3)

8-(2-Hydroxyethoxy)-7-phenylnaphtho[2°, 1 :4,5]furo[2,3-b] pyridin-5-ol

Verbindung: 37

Summenformel: Cy3H17NO,4 HQ O
Relative Molmasse [M,]: 371,39 g/mol QO Vi O\L
Darstellung: @] \N OH

Das Produkt fiel als Nebenprodukt bei der bereits beschriebenen Synthese von Verbindung 36 an
und konnte bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung isoliert werden. Das Produkt

resultierte in beiden Fallen als ein brauner, amorpher Feststoff. Eine Kristallistation gelang nicht
Ausbeute: <0,1 % (Als Nebenprodukt bei der Synthese von Verbindung 36)
MS (m/z (%)): (ESI) 370,30 (100% [M])

R+-Werte (DC): 0,11 (LM 3)
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6.2.5 Synthese der 3-Benzyloxy-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
10-Aza-11-oxabenzola]fluvoren-Derivate

3-Benzyloxy-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 38
Summenformel: Co4H17NO3 HQ O \/@
Relative Molmasse [M,]: 367,40 g/mol O 72 0

X
Darstellung: O N

1 g Verbindung 19 (3,3 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,460 g 1,4-Benzochinon
(4,25 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter Schwefelsdure
(96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 24 h isoliert wurde,
reinigte man saulenchromatographisch mit LM 3 auf. Es resultierte ein roter, teilkristalliner
Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hellrote Prazipitat

mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen beigen, kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 4,9 % (mit Perchlorsaure) 8,0 % (mit Schwefelsdure)
Schmelzbereich:  218-220 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 369,0 (23 % [M+H]*); 368,0 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 368,1288 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2aH1sNOs]*: 368,1281

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 9,35 (s, 1H, 6-OH); 8,33 (s, 1H, 2-H); 7,69-7,55
(m, 5H,4-CeHs); 7,51 (d, 1H, 3Js/7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,42—7,19 (m, 5H, 3-0-CH,CsHs); 6,93 (dd, 1H,
3J2/8 = 8,8 Hz, 475 = 2,6 Hz, 7-H); 6,52 (d, 1H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2H, 3-O-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,39 (LM 3)
8-Benzyloxy-7-phenylnaphtho[2°,1:4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol
Verbindung: 39
«
Summenformel: CagH19NO3 \Q
Relative Molmasse [M,]: 417,46 g/mol OO = | ©
0y
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Darstellung:

1 g Verbindung 19 (3,3 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,673 g
1,4-Naphthochinon (4,25 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsdure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 42 h unter
Verwendung von Perchlorsdure bzw. 35 h unter der Verwendung von Schwefelsaure isoliert
wurde, reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein brauner,
teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hell-
braune Prazipitat mit Methanol gewaschen, Final erhielt man einen ockerfarbenen, kristallinen

Feststoff.

Ausbeute: 6,0 % (mit Perchlorsaure) 9,5 % (mit Schwefelsaure)
Schmelzbereich:  220-222 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 419,1 (28 % [M+H]*); 418,1 (100 % [M+H]").

HR-MS (m/z (%)): 418,1446 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH0NO3]*: 418,1438

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-de [8 in ppm]: 10,07 (s, 1H, 5-OH); 8,38 (s, 1H, 9-H); 8,32 (d,
1H, 31/, = 8,2 Hz, 1-H); 8,23 (d, 1H, /a3 = 8,5 Hz, 4-H); 7,72 (ddd, 1H, *Jy1 = 8,2 Hz, %J2/3 = 6,9 Hz,
41,3 = 1,2 Hz, 2-H); 7,68-7,56 (m, 6H, 7-CeHs, 3-H); 7,43—7,21 (m, 5H, 8-O-CH,CsHs); 6,64 (s, 1H,
6-H); 5,21 (s, 2H, 8-O-CH,CgHs).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 157,98 (C10a); 149,70 (C5); 149,26 (C8);
145,18 (C11a); 137,19 (C1'); 134,78 (C1"); 133,20 (C€9); 133,06 (C7); 129,98 (C2', C6'); 129,20 (C4');
128,98 (C3', C5'); 128,77 (C2", C6"); 128,25 (C4"); 127,85 (C2); 127,82 (C3", €5"); 126,47 (C3);
125,46 (C4a); 123,76 (C4); 121,26 (C11b); 120,88 (C1); 117,47 (C6a); 116,27 (C6b); 100,58 (C6);
72,29 (8-0-CHy-CoHs).

R--Werte (DC): 0,42 (LM 3)

3-(2-Chlorbenzyloxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 40
Summenformel: C4H16CINO3

Relative Molmasse [M,]: 401,85 g/mol

Cl

Darstellung:
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1 g Verbindung 20 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,414 g 1,4-Benzochinon
(3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter Schwefelsdure
(96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 24 h isoliert wurde,
reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein hellroter, kristalliner Fest-
stoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende blassrosa Prazipitat mit

Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weilRen, kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 5,6 % (mit Perchlorsaure) 9,0 % (mit Schwefelsaure)

Schmelzbereich:  240-242 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 100,0 % (MeOH/H,0 80:20) tx: 4,100 min
MS (m/z (%)): (APCI) 404,0 (22 % [M+H]*); 403,0 (21 % [M+H]*); 402,0 (100 % [M+H]*).
1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,36 (s, 1H, 6-OH); 8,36 (s, 1H, 2-H); 7,62-7,53

(m, 5H, 4-CeHs); 7,51 (d, 1H,%Js/7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,46 (dd, 1H, 3/ 374 = 7,9 Hz, Y35 = 1,3 Hz, 3'-H);
7,39-7,30 (m, 2H, 4'-H, 6'-H); 7,28 (td, 1H, *Jsase) = 7,4 Hz, “Js/3 = 1,3 Hz, 1H, 5'-H); 6,93 (dd, 1H,
3J,/5 = 8,8 Hz, 4J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,52 (d, 1H, “Js/7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,21 (s, 2H, 3-OCH,CsH.Cl).

R+-Werte (DC): 0,41 (LM 3)

8-(2-Chlorbenzyloxy)-7-phenylnaphtho[2°, 1 :4,5]furo[2,3-b] pyridin-5-ol

Relative Molmasse [M,]: 451,91 g/mol CO = | 0
0y

Darstellung:

Verbindung: 41

Summenformel: CosH13CINO3

Cl

1 g Verbindung 20 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,606 g
1,4-Naphthochinon (3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 48 h unter
Verwendung von Perchlorsdure bzw. 38 h unter der Verwendung von Schwefelsdure isoliert
wurde, reinigte man sdaulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein brauner,
teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hell-
braune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen sandfarbenen,

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 6,2 % (mit Perchlorsaure) 9,1 % (mit Schwefelsaure)

155



Synthese der Verbindungen

Schmelzbereich:  234-237 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 98,8 % (MeOH/H,0 70:30) tr: 56,225 min

MS (m/z (%)): (ESI) 452,61 (100% [M+H]*); 450,33 (100% [M]’)

HR-MS (m/z (%)):  452,1049 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH1sCINO3]*: 452,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm] 10,06 (s, 1H, 5-OH); 8,39 (s, 1H, 9-H); 8,31 (d,
1H, 31, = 8,2 Hz, 1-H); 8,21 (d, 1H,%/as = 8,4 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1 H, 3J2/1 = 8,2 Hz, *Jo/3 = 6,9 Hz,
“J2a = 1,2 Hz, 2-H); 7,64-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 7,45 (dd, 1H, */37a = 7,8 Hz, *J 35 = 1,4 Hz, 3'-H);
7,40 — 7,29 (m, 2H, 4"-H, 6'-H); 7,28 (td, 1H, 3Js/x ¢ = 8,2 Hz, “Js/3 = 1,4 Hz, 5'-H) 6,62 (s, 1H, 6-H);
5,22 (s, 2H, 8-OCH,CsH4Cl).

R+-Werte (DC): 0,49 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 42
Summenformel: C24H16CINO3

Relative Molmasse [M,]: 401,85 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 21 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,414 g 1,4-Benzochinon
(3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter Schwefelsdure
(96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 24 h isoliert wurde,
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein roter kristalliner Feststoff.
Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hellrote Prazipitat mit

Methanol gewaschen. Final erhielt man einen blassrosa, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 5,2 % (mit Perchlorsaure) 7,9 % (mit Schwefelsaure)

Schmelzbereich:  223-227 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 404,0 (22 % [M+H]*); 403,0 (21 % [M+H]*); 402,0 (100 % [M+H]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,35 (s, 1H, 6-OH); 8,32 (s, 1H, 2-H); 7,65-7,53
(m, 5H, 4-CeHs); 7,49 (d,1H, 3Js/7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,36-7,30 (m, 2H, 4'-H, 5'-H); 7,27 (d, 1H,

4Jys6 = 1,6 Hz, 2'-H); 7,21 (ddd,1H, 3Jg/s = 5,9 Hz, “Je/a = 2,9 Hz, “Jg/> = 1,6 Hz, 6'-H); 6,92 (dd, 1H,
3J,s8 = 8,9 Hz, %75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,52 (d,1H, “Js/7 = 2,5 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl).
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Ri-Werte (DC): 0,41 (LM 3)

8-(3-Chlorbenzyloxy)-7-phenylnaphtho[2°, 1 :4,5]furo[2,3-b] pyridin-5-ol
Verbindung: 43
Cl
« O
Summenformel: C2sH15CINO;
Relative Molmasse [M/,]: 451,91 g/mol QO =z | ©
0

Darstellung:

1 g Verbindung 21 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,606 g
1,4-Naphthochinon (3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 48 h unter
Verwendung von Perchlorsdure bzw. 35 h unter der Verwendung von Schwefelsaure isoliert
wurde, reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein brauner,
teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hell-
braune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen blassgelben,

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 5,6 % (mit Perchlorsaure) 8,9 % (mit Schwefelsaure)

Schmelzbereich:  219-222 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 97,8 % (MeOH/H,0 70:30) tr: 51,392 min

MS (m/z (%)): (APCI) 454,0 (33 % [M+H]*); 453,0 (32 % [M+H]*); 452,0 (100 % [M+H]").
HR-MS (m/z (%)): 452,1053 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C,sH1sCINO3]*: 452,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 10,07 (s, 1H, 5-OH); 8,36 (s, 1H, 9-H); 8,30 (d,
1H, 31/, = 8,2 Hz, 1-H); 8,21 (d, 1H, /a3 = 8,3 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1 H, *Joj1 = 8,2 Hz, 3/5/3 = 6,9 Hz,
“Joa = 1,2 Hz, 2-H); 7,67-7,54 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs); 7,36-7,30 (m, 2H, 4-H, 5'-H); 7,27 (s, 1H, 2"-H);
7,25-7,21 (m, 1H, 6'-H); 6,63 (s, 1H, 6-H); 5,21 (s, 2H, 8-OCH,CsH4Cl).

R+-Werte (DC): 0,44 (LM 3)
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3-(4-Chlorbenzyloxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 44

Summenformel: C24H16CINO; HQ O Cl
Relative Molmasse [M,]: 401,85 g/mol O Z O\/O/

Darstellung: ¢} N

1 g Verbindung 22 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,414 g 1,4-Benzochinon
(3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter Schwefelsdure
(96 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 24 h isoliert wurde,
reinigte man saulenchromatographisch mit LM 3 auf. Es resultierte ein hellroter kristalliner Fest-
stoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende blassrosa Prazipitat mit

Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weil3en, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 4,9 % (mit Perchlorsaure) 8,7 % (mit Schwefelsdure)

Schmelzbereich:  208-211 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 404,0 (22 % [M+H]*); 403,0 (21 % [M+H]*); 402,0 (100 % [M+H]*).

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,35 (s, 1H, 6-OH); 8,31 (s, 1H, 2-H); 7,62-7,52
(m, 5H, 4-CeHs); 7,49 (d, 1H, 3Jg/7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,37 (AA'BB’, 2H, %) = 8,5 Hz, 2'-H, 6'-H); 7,28
(AA'BB’, 2H, 3/ = 8,5 Hz, 3'-H, 5'-H); 6,92 (dd, 1H, 3J7s = 8,9 Hz, “J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1H,
4Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,15 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl).

R+-Werte (DC): 0,38 (LM 3)

8-(4-Chlorbenzyloxy)-7-phenylnaphtho[2°,1:4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 45

Summenformel: CagH1sCINO3 HO O Cl

Relative Molmasse [M,]: 451,91 g/mol OO = O\/©/
0 |

Darstellung:

1 g Verbindung 22 (2,95 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,606 g
1,4-Naphthochinon (3,83 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsdure (70 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von

45 hisoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein rot-
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brauner, kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das ent-
stehende hellbraune Prazipitat zweimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hell-

braunen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 6,4 %

Schmelzbereich:  242-245 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 100,00 % tg: 14,215 min

MS (m/z (%)): (APCI) 454,0 (35 % [M+H]*); 453,0 (35 % [M+H]*); 452,0 (100 % [M+H]*).
HR-MS (m/z (%)): 452,1046 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH15CINO3]*: 452,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 10,06 (s, 1H, 5-OH); 8,34 (s, 1H, 9-H); 8,30 (d,
1H, 312 = 8,2 Hz, 1-H); 8,21 (d, 1H, /a3 = 8,3 Hz, 4-H); 7,70 (ddd, 1 H, 3Joj1 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz,
“Jy1a = 1,2 Hz, 2-H); 7,67-7,54 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs ); 7,37 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,5 Hz, 2"-H, 6"-H); 7,29
(AA'BB’, 2H, 3/ = 8,5 Hz, 3"-H, 5'-H); 6,62 (s, 1H, 6-H); 5,18 (s, 2H, 8-OCH,CcH.Cl).

R+-Werte (DC): 0,45 (LM 3)

3-(3-Methoxybenzyloxy)-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 46
Summenformel: CasH19NO4

Relative Molmasse [M/]: 397,43 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 24 (2,98 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,419 g 1,4-Benzochinon
(3,87 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %). Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von 10 h isoliert wurde,
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein dunkelroter teilkristalliner
Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende rote Prazipitat mit

Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hellroten, kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 0,2%
Schmelzbereich:  197-202 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 98,18 % tr: 12,234 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
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MS (m/z(%)):  (ESI) 817,00 (100 % [2M+Nal"); 420,40 (46 % [M+Na]"); 398,55 (37 %[M+H]*);
396,17 (100 % [M])

HR-MS (m/z (%)): 398,1386 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH20NO4]*: 398,1387

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,34 (s, 1H, 6-OH); 8,31 (s, 1H, 2-H); 7,63-7,53
(m, 5H, 4-CeHs); 7,49 (d,1H, 3Jg/7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,24-7,18 (m, 1H, 5'-H); 6,92 (dd, 1H, 3J7/s = 8,9 Hz,
4J2/5 = 2,5 Hz, 7-H); 6,84 (d, 1H, “J2/a = 1,4 Hz, 2'-H); 6,82 (dt,2H, Jseys = 6,9 Hz,

Yupse) = Yeyam = 1,4 Hz, 4'-H, 6'-H); 6,50 (d,1H, “Js7 = 2,5 Hz, 5-H); 5,14 (s, 2H,
3-OCH,CsH4OCHs); 3,67 (s, 3H, 3-OCH,CcH4OCHs);

R+-Werte (DC): 0,42 (LM 3)

8-(3-Methoxybenzyloxy)-7-phenylnaphtho[2°,1:4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-0l

\O
HO
Relative Molmasse [M,]: 447,49 g/mol QO Z | o)
0y

Darstellung:

Verbindung: 47

Summenformel: Ca9H21NO4

1 g Verbindung 24 (2,98 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,613 g
1,4-Naphthochinon (3,87 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsdure (70 %) umgesetzt. Das Rohprodukt, das nach einer Reaktionsdauer von
8 hisoliert wurde, reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein rot-
brauner, teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das ent-
stehende braune Prazipitat dreimal mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen roten

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 0,3%

Schmelzbereich:  182-184 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 99,358 % tr: 13,829 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (ESI) 916,98 (100 % [2M+Na]*); 448,39 (39 % [M+H]*); 446,21 (100 % [M])
HR-MS (m/z (%)): 448,1542 (100 % [M+H]*) berechnet flir [C2sH22NO4]*: 448,1543

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 10,06 (s, 1H, 5-OH); 8,35 (s, 1H, 9-H); 8,30 (d,
1H, 3J1/2 = 8,1 Hz, 1-H); 8,21 (d, 1H, 3/a/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1 H, 3J2/1 = 8,1 Hz, 3J53 = 6,9 Hz,
4022 = 1,2 Hz, 2-H); 7,67-7,54 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs); 7,27-7,18 (m, 1H, 5'-H); 6,86 (s, 1H, 2'-H); 6,85-
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6,80 (m, 1H,4'-H, 6'-H); 6,61 (s, 1H, 6-H); 5,17 (s, 2H, 8-OCH;CsH4OCHs); 3,68 (s, 3H,
8-0OCH,C¢H4OCHs).

R-Werte (DC): 0,43 (LM 3)
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6.2.6 Synthese der 3-Halogen-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
10-Aza-11-oxabenzola]fluvoren-Derivate

3-Chlor-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 48
Summenformel: C17H10CINO;

Relative Molmasse [M,]: 295,72 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 27 (4,27 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,601 g 1,4-Benzochinon
(5,56 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsadure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter Schwefelsdure
(96 %) umgesetzt. Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 12 d unter Verwendung von
Perchlorsaure und 10 d unter Verwendung von Schwefelsdure in Anspruch. An Tag 5 wurden die
Ansatze mit weiteren 0,138 g 1,4-Benzochinon (1,28 mmol, 0,3 eq.) versetzt. Das im Anschluss
isolierte Rohprodukt reinigte man in beiden Fallen sdulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es
resultierte ein beiger, teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und
das entstehende weilRe Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weil3en,

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 17,2 % (mit Perchlorsdure) 19,8 % (mit Schwefelsidure)
Schmelzbereich:  277-281 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (ESI) 296,49 (100 % [M+H]*); 294,42 (100 % [M])

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,45 (s, 1H, 6-OH); 8,56 (s, 1H, 2-H); 7,69-7,59
(m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,48 (d, 1H, /57 = 8,8 Hz, 8-H); 7,42-7,19 (m, 2H, 2'-H, 6’-H); 6,96 (dd, 1H,
3]7/3 = 8,8 Hz, 4]7/5: 2,6 Hz, 1H, 7-H); 6,33 (d, 1H, 4J_r,/7 = 2,6 Hz, 5-H).

R+-Werte (DC): 0,42 (LM 3)
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8-Chlor-7-phenylnaphtho[2',1":4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 49
o O
Summenformel: C21H12CINO,
. Cl
Relative Molmasse [M,]: 345,78 g/mol OO 72 |
N
Darstellung: 0 N

1 g Verbindung 27 (4,27 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,880 g
1,4-Naphthochinon (5,56 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan
und 3,2 mL Perchlorsdure (70 %) oder 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 10 d unter
Verwendung von Perchlorsdaure und 9 d unter Verwendung von Schwefelsdure in Anspruch. An
Tag 5 wurden die Ansitze mit weiteren 0,203 g 1,4-Naphthochinon (1,28 mmol, 0,3 eq.) versetzt
Das im Anschluss isolierte Rohprodukt reinigte man in beiden Fallen sdulenchromatographisch
mit LM 4 auf. Es resultierte ein brauner, teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether
umkristallisiert und das entstehende hellbraune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt

man einen ockerfarbenen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 16,4 % (mit Perchlorsdure) 18,6 % (mit Schwefelsdure)
Schmelzbereich:  312-315 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 98,9 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 6,008 min

MS (m/z (%)): (ESI) 346,44 (100 % [M+H]"); 344,44 (100 % [M])

HR-MS (m/z (%)): 346,0631 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C21H13CINO,]*: 346,0629

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 10,20 (s, 1H, 5-OH); 8,58 (s, 1H, 9-H); 8,32 (d,
1H, 31/ = 8,1 Hz, 1-H); 8,22 (d, 1H, /a3 = 8,3 Hz, 4-H); 7,73 (ddd, 1H, )21 = 8,1 Hz, %Jo/3 = 6,8 Hz,
40,4 = 1,2 Hz, 2-H); 7,71-7,64 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,62 (ddd, 1H, *Jz/4= 8,3 Hz, *J32 = 6,9 Hz,
4J31 = 1,3 Hz, 3-H);7,59-7,55 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,44 (s, 1H, 6-H).

Ri-Werte (DC): 0,55 (LM 3)
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3-Brom-4-phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 50
Summenformel: C17H10BrNO;

Relative Molmasse [M,]: 340,18 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 28 (3,6 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,505 g 1,4-Benzochinon
(4,67 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3,2 mL
Perchlorsaure (70 %). Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 14 d in Anspruch. An Tag 5
wurde der Ansatz mit weiteren 0,117 g 1,4-Benzochinon (1,08 mmol, 0,3 eq.) versetzt. Das
anschlieRend isolierte Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es
resultierte ein leicht gelber, kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert
und das entstehende weille Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weil3en,

kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 15,9 %
Schmelzbereich:  255-259 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 343,0 (10 % [M+H]"); 341,9 (85 % [M+H]*);341,0 (15 % [M+H]*); 339,9
(75 % [M+H]*); 235,9 (80 % [M+H — Hydrochinon]*); 233,9 (100 % [M+H — Hydrochinon]*)

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 9,43 (s, 1H, 6-OH); 8,65 (s, 1H, 2-H); 7,70-7,60
(m, 2H, 2'-H, 6'-H); 7,56 (d, 1H, 3Js/7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,51-7,43 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 6,95 (dd,
1H, 3J75 = 8,9 Hz, “J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,23 (d, 1H, “Js/7 = 2,6 Hz, 5-H).

R+-Werte (DC): 0,46 (LM 3)

8-Brom-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol

Verbindung: 51
Summenformel: C21H12,BrNO;
. Br
Relative Molmasse [M/]: 390,24 g/mol QO = |
X
Darstellung: o N

1 g Verbindung 28 (3,6 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,739 g
1,4-Naphthochinon (4,67 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 71,8 mL trockenem 1,4-Dioxan

und 3,2 mL Perchlorsdure (70 %). Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 14 d in Anspruch.
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An Tag 5 wurde der Ansatz mit weiteren 0,171 g 1,4-Naphthochinon (1,08 mmol, 0,3 eq.)
versetzt. Das anschlieBend isolierte Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4
auf. Es resultierte ein brauner, kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether
umbkristallisiert und das entstehende braune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt

man einen hellbraunen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 15,1 %

Schmelzbereich: ~ 298-299 °C

Reinheit*: 98,94 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 6,483 min

MS (m/z (%)): (APCI) 392,9 (22 % [M+H]*); 391,9 (100 % [M+H]*); 390,9 (18 % [M+H]*);
389,9 (87 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 392,0106 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2:H1:8'BrNO,]*: 390,0104

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 10,14 (s, 1H, 5-OH); 8,68 (s, 1H, 9-H); 8,32 (d,
1H, 312 = 8,4 Hz, 1-H); 8,21 (d, 1H, 3aj3= 8,2 Hz, 1H, 4-H); 7,73 (ddd, /o1 = 8,4 Hz, 3)5/3 = 6,9 Hz,
41,8 = 1,3 Hz, 2-H); 7,70-7,65 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,61 (ddd, 1H, 334 = 8,2 Hz, 332 = 6,9 Hz,
4J31 = 1,3 Hz, 3-H);7,57-7,49 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 6,34 (s, 1H, 6-H).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 161,61 (C10a); 150,25 (C5); 146,56 (C9);
145,17 (C11a); 144,87 (C1'); 136,01 (C7); 129,79 (C4'); 129,41 (C2’, C6'); 129,06 (C3’, C5'); 128,09
(C2); 126,81 (C3); 125,69 (C4a); 123,81 (C4); 121,08 (C11b); 120,90 (C1); 117,92 (C8); 117,02
(C6a); 116,40 (C6b); 100,10 (C5).

R+-Werte (DC): 0,55 (LM 3)
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6.2.7 Synthese der weiteren Azoxafluoren-Derivate

4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 52
Summenformel: C17H1aNO;

Relative Molmasse [M,]: 261,28 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 29 (3,08 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,432 g 1,4-Benzochinon
(4 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL konzentrierter
Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 10 d in Anspruch.
An Tag 5 wurde der Ansatz mit weiteren 0,1 g 1,4-Benzochinon (0,92 mmol, 0,3 eq.) versetzt. Das
im Anschluss isolierte Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es
resultierte ein orange-roter, teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether
umkristallisiert und das entstehende rétliche Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt

man einen hellorangen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 14,4 %

Schmelzbereich:  257-260 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 96,464 % -DMSO tg: 10,323 min

MS (m/z (%)): (ESI) 262,61 (100 % [M+H]*); 260,40 (100 % [M]’)

HR-MS (m/z (%)): 262,0861 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C17H1.NO,]*: 262,0863

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,42 (s, 1H, 6-OH); 8,44 (d, 1H,

3),3 = 5,1 Hz,2-H); 7,72-6,68 (m, 2H, 2'-H, 6'-H);7,67-7,56 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,57 (d, 1H,
3J/7 = 9,5 Hz, 8-H); 7,37 (d, 1H, 323 = 5,1 Hz,3-H); 6,95 (dt, 2H, 37/ = 9,5 Hz, “Jis/7y7/5) = 2,6 Hz,
5-H, 7-H).

Ri-Werte (DC): 0,38 (LM 3)
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7-Phenylnaphtho([2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin-5-ol
Verbindung: 53
o
Summenformel: C21H13NO;,
Relative Molmasse [M,]: 311,34 g/mol QO = |
0y

Darstellung:

1 g Verbindung 29 (3,08 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,632 g
1,4-Naphthochinon (4 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL
konzentrierter Schwefelsdure (96 %) umgesetzt. Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm

11 d in Anspruch. An Tag 5 wurden der Ansatz mit weiteren 0,146 g 1,4-Naphthochinon

(0,92 mmol, 0,3 eq.) versetzt. Das im Anschluss isolierte Rohprodukt reinigte man saulen-
chromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein brauner teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde
aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende hellbraune Prazipitat mit Methanol

gewaschen. Final erhielt man einen hellbraunen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 10,1 %

Schmelzbereich:  250-251 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,937 % -DMSO tg: 12,518 min

MS (m/z (%)): (ESI) 312,67 (100 % [M+H]*); 310,42 (100 % [M]’)

HR-MS (m/z (%)): 312,1019 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C21H1aNO2]*: 312,1019

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [5 in ppm]: 10,16 (s, 1H, 5-OH); 8,48 (d, 1H, 3Jojs = 5,1 Hz,
9-H); 8,35 (d, 1H, 31/, = 8,4 Hz, 1-H); 8,25 (d, 1H, 3J4/s = 8,2 Hz, 4-H); 7,78-7,72 (m, 3H, 2-H, 2"-H,
6'-H); 7,72-7,59 (m, 4H, 3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,43 (d,1H, *Js = 5,1 Hz, 8-H); 7,05 (s, 1H, 6-H).

13C-NMR: 101 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 163,19 (C10a); 149,93 (C5); 145,86 (C11a);
145,61 (C9); 144,04 (C7); 137,29 (C1'); 129,63 (C4'); 129,51 (€2, C6'); 129,04 (C3', C5'); 127,95
(C2); 126,46 (C3); 125,42 (C4a); 123,76 (C4); 121,24 (C11b); 120,90 (C1); 120,67 (C€8); 117,15
(C6a); 114,85 (C6b); 100,86 (s, C6).

Ri-Werte (DC): 0,45 (LM 3)
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4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridine-6-ol-3-yl 4-methylbenzensulfonat

Verbindung: 54
Summenformel: C4H17NOsS

Relative Molmasse [M,]: 431,46 g/mol

Darstellung:

1 g Verbindung 26 (2,71 mmol, 1 eq.) wurden nach AAV 3 (siehe 6.1) mit 0,381 g 1,4-Benzochinon
(3,52 mmol, 1,3 eq.) in einem Gemisch von 77 mL trockenem 1,4-Dioxan und 3 mL
Schwefelsaure. Die vollstandige Umsetzung des Edukts nahm 5 d in Anspruch. Das anschlief’end
isolierte Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch mit LM 4 auf. Es resultierte ein leicht
brauner, kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das ent-
stehende hellbraune Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hellbraunen

kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 1,1%
Schmelzbereich:  241-246°C (aus Diethylether)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 9,44 (s, 1H, 6-OH); 8,34 (s, 1H, 2-H); 7,51 (d,
1H, 3Jg/7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,52 (m, 1H, 4'-H); 7,46 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,3 Hz, 2-H, 6"-H); 7,24 (m, 4H,
2'-H, 3'-H, 5'-H, 6'-H); 7,19-7,16 (m, AA'BB’, 2H, 3"-H, 5"-H); 6,96 (dd, 1H, /75 = 8,8 Hz,

4425 = 2,6 Hz, 7-H); 6,48 (d, 1H, “Js/7 = 2,6 Hz, 5-H); 2,41 (s, 3H, 3-S03CsH4CHs).

R+-Werte (DC): 0,34 (LM 3)
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6.2.8 Synthese der é-methoxy-substitvierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
5-methoxy-substituierten 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate

6-Methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 55
Summenformel: CisH13NO;

Relative Molmasse [M,]: 275,31 g/mol

Darstellung:

85 mg Verbindung 52 (325 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 4 mL absolutem THF
gelost und mit 54,7 mg Natriumhydrid (2,28 mmol, 7 eq.) und 80 plL lodmethan (185,3 mg,

1,3 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein hellroter amorpher Fest-
stoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende schwach rote Prazipitat

mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weiRen kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 86,8 %

Schmelzbereich:  170-173 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 99,349 % tg: 11,556 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 277,1 (33 % [M+H]*) 276,1 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 276,1017 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1sH14NO,]*: 276,1019

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,49 (d, 1H, /55 = 5,1 Hz, 2-H); 7,77-7,73 (m,
2H, 2'-H, 6'-H); 7,72 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz, 8-H); 7,69-7,64 (m, 2H, 3"-H, 5'-H); 7,66-7,57 (m, 1H,
4"-H); 7,43 (d, 1H, 3J32 = 5,1 Hz, 1H, 3-H); 7,18 (dd, 1H, *J7/s = 9,0 Hz, “J75 = 2,7 Hz, 7-H); 7,03 (d,
1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,67 (s, 3H, 6-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,49 (LM 3)
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5-Methoxy-7-phenylnaphtho[2',1":4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 56
Summenformel: C2H1sNO;

Relative Molmasse [M,]: 325,37 g/mol

Darstellung:

84 mg Verbindung 53 (269,8 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
gelost und mit 45,3 mg Natriumhydrid (1,89 mmol, 7 eq.) und 70 pL lodmethan (159,6 mg,

1,1 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man siaulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein oranges Ol. Dieses wurde

aus Methanol umkristallisiert. Dadurch erhielt man einen gelben kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 85,1 %

Schmelzbereich:  137-139 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 99,737 % tr: 13,539 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 327,1 (20 % [M+H]*)326,1 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 326,1175 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C22H1sNO2]*: 326,1176

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,49 (d, 1H, /53 = 5,1 Hz, 2-H); 7,77-7,73 (m,
2H, 2'-H, 6'-H); 7,72 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz, 8-H); 7,69-7,64 (m, 2H, 3"-H, 5'-H); 7,66-7,57 (m, 1H,
4"-H); 7,43 (d, 1H, 3J3 = 5,1 Hz, 1H, 3-H); 7,18 (dd, 1H, 3J7/s = 9,0 Hz, “J75 = 2,7 Hz, 7-H); 7,03 (d,
1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,67 (s, 3H, 6-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,52 (LM 3)

3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 57
Summenformel: Ca5H1sCINO3

Relative Molmasse [M,]: 415,87 g/mol
Cl

Darstellung:

64 mg Verbindung 40 (159 pumol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
geldst und mit 26,8 mg Natriumhydrid (1,11 mmol, 7 eq.) und 40 pL lodmethan (90,4 mg,
637 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
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reinigte man saulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein gelbes Ol. Dieses wurde
aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende schwach gelbe Prazipitat mit Methanol

gewaschen. Final erhielt man einen weilRen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 90,2 %

Schmelzbereich:  123-126 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 98,742 % tr: 14,840 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 418,0 (35 % [M+H]*); 417,0 (25 % [M+H]*); 416,0 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 416,1049 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [CosH1sCINO3]*: 416,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,39 (s, 1H, 2-H); 7,64 (d, 1H,%Js/7 = 9,0 Hz,
8-H); 7,61-7,51 (m, 5H, 4-CeHs); 7,44 (dd, 1H, 3/ 374 = 7,9 Hz, ¥J 355=1,3 Hz, 3'-H); 7,40-7,25 (m, 3H,
4'-H, 5'-H, 6'-H); 7,12 (dd, 1H, 3Jjs = 9,0 Hz, Y75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,54 (d, 1H, “Js7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,21
(s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl); 3,57 (s, 3H, 6-O-CH).

R+-Werte (DC): 0,54 (LM 3)

8-(2-Chlorbenzyloxy)-5-methoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 58
Summenformel: C29H20CINO3

Relative Molmasse [M/]: 465,93 g/mol

Cl

Darstellung:

76 mg Verbindung 41 (168 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 6 mL absolutem THF
geldst und mit 28,3 mg Natriumhydrid (1,18 mmol, 7 eq.) und 42 L lodmethan (95,5 mg,

67,3 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man siaulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein braunes Ol. Dieses wurde
aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen gelb-

braunen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 88,5 %

Schmelzbereich:  208-209 °C (aus Diethylether)
Reinheit**: 99,521 % -DMSO tg: 14,985 min

MS (m/z (%)): (APCI) 468,0 (39 % [M+H]*); 467,0 (34 % [M+H]*); 466,0 (100 % [M+H]")
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HR-MS (m/z (%)): 466,1207 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2oH21CINO3]*: 466,1204

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,43 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, 31/, = 8,1 Hz,
1-H); 8,23 (d,1H, 3as = 8,3 Hz, 4-H); 7,76 (ddd, 1H, 3J1 = 8,1 Hz, 353 = 6,9 Hz, “Jasa = 1,2 Hz, 2-H);
7,73-7,50 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 7,46 (dd, 1H, *J3/a = 7,6 Hz, *J3/5= 1,5 Hz, 3'-H); 7,42 (dd,

35 = 7,6 Hz, “Joya = 2,0 Hz, 1H, 6'-H); 7,35 (td, 3Jay/s) = 7,6 Hz, “J a6 = 2,0 Hz, 1H, 4'-H); 7,29 (td,
3 sase) = 7,6 Hz, “Jsy3 = 1,5 Hz, 1H, 5'-H); 6,47 (s, 1H, 6-H); 5,27 (s, 2H, 8-0-CH,-CeHsCl); 3,67 (s,
3H, 5-0-CHs).

Ri-Werte (DC): 0,52 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-6-methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b] pyridin

Verbindung: 59 cl

Summenformel: CsH1sCINO3

Relative Molmasse [M,]: 415,87 g/mol

Darstellung:

79 mg Verbindung 42 (197 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
geldst und mit 33 mg Natriumhydrid (1,38 mmol, 7 eq.) und 50 uL lodmethan (114 mg, 803 umol,
4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein gelber, amorpher Feststoff. Dieser
wurde aus Diethylether umkristallisiert und das entstehende schwach gelbe Prazipitat mit

Methanol gewaschen. Final erhielt man einen weiBen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 87,1%

Schmelzbereich:  118-122 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 98,015 % tg: 14,781 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 418,0 (35 % [M+H]*); 417,0 (30 % [M+H]*); 416,0 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 416,1050 (100 % [M+H]*) berechnet fir [C2sH19CINO3]*: 416,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,37 (s, 1H, 2-H); 7,64 (d,1H, *Js/7 = 9,0 Hz,
8-H); 7,67-7,53 (m, 5H, 4-CeHs); 7,37-7,31 (m, 2H, 4"-H, 5'-H); 7,30 (d, 1H, “2/s = 1,6 Hz,2'-H);
7,28-7,21 (m, 1H, 6'-H); 7,12 (dd, 1H, 3J7/s = 9,0 Hz, “Jz5 = 2,7 Hz, 7-H); 6,55 (d,1H, “J5;7 = 2,7 Hz, 5-
H); 5,21 (s, 2H, 3-OCH2CeHCl); 3,58 (s, 3H, 6-O-CH).

Ri-Werte (DC): 0,50 (LM 3)
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3-(4-Chlorbenzyloxy)-6-methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b] pyridin

Verbindung: 60
Summenformel: C2sH1sCINO3

Relative Molmasse [M,]: 415,87 g/mol

Darstellung:

34 mg Verbindung 44 (84,6 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 3 mL absolutem THF
gelost und mit 14,2 mg Natriumhydrid (592 umol, 7 eq.) und 21 pL lodmethan (48 mg, 338 umol,
4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 4 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein gelbes Ol. Dieses wurde aus
Diethylether umkristallisiert und das entstehende gelbe Prazipitat mit Methanol gewaschen.

Final erhielt man einen weil3en kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 91,4 %

Schmelzbereich:  142-144 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 99,497 % tr: 14,773 min

MS (m/z (%)): (ESI) 853,23 (100 % [2M+Na]*); 416,73 (90 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 416,1048 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2sH1oCINOs]*: 416,1048

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,35 (s, 1H, 2-H); 7,63 (d, 1H, *Js/7 = 9,0 Hz,
8-H);7,61-7,53 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,37 (AA'BB’, 2H,3/ = 8,5 Hz, 2'-H, 6'-H); 7,30 (AA'BB’, 2H,
3)=8,5Hz, 3"-H, 5"-H); 7,12 (dd, 1H, *J/s = 9,0 Hz, %75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,54 (d, 1H, *Js7 = 2,7 Hz,
5-H); 5,18 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl); 3,57 (s, 3H, 6-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,50 (LM 3)

8-(4-Chlorbenzyloxy)-5-methoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 61
Summenformel: C29H20CINO;

Relative Molmasse [M,]: 465,93 g/mol

Darstellung:

76 mg Verbindung 45 (168 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 6 mL absolutem THF
gelost und mit 28,3 mg Natriumhydrid (1,18 mmol, 7 eq.) und 42 pL lodmethan (95,5 mg,
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67,3 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM5 auf. Es resultierte ein brauner amorpher Fest-
stoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final erhielt

man einen hellgelben kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 87,8%

Schmelzbereich:  187-191 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,282 % tr: 14,970 min (Probenansatz 100 ul Wasser, 60 pL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 953,00 (78 % [2M+Na]*); 466,42 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)):  466,1206 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [CasH21CINO;]*: 466,1204

H-NMR: 400 MHz, CDCl[& in ppm]: 8,44 (d, 1H, 312 = 8,1 Hz, 1-H); 8,31 (d, 1H,

3J43 = 8,3 Hz, 4-H); 8,23 (s, 1H, 9-H); 7,72-7,66 (m, 1 H, 2-H); 7,66-7,39 (m, 6H, 3-H, 7-CcHs ); 7,28
(AABB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 2"-H, 6'-H); 7,16 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 3"-H, 5'-H); 6,51 (s, 1H, 6-H);
5,08 (s, 2H, 8-OCH,CsH4Cl); 3,75 (s, 3H, 5-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,54 (LM 3)

3-Chlor-6-methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 62
Summenformel: CisH1,CINO>

Relative Molmasse [M,]: 309,75 g/mol

Darstellung:

100 mg Verbindung 48 (338 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
gelost und mit 56,8 mg Natriumhydrid (2,37 mmol, 7 eq.) und 84 L lodmethan (192 mg,

1,35 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Es resultierte ein gelber teilkristalliner Fest-
stoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert. Dadurch erhielt man einen weilRen

kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 83,1%
Schmelzbereich:  128-129 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 99,042 % tr: 12,579 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
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MS (m/z (%)): (APCI) 312,0 (30 % [M+H]*); 311,0 (20 % [M+H]"); 310,0 (100 % [M+H]")

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,60 (s, 1H, 2-H); 7,71 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz, 1H, 8-H);
7,69-7,60 (m, 3H, 3"-H, 4'-H, 5'-H); 7,64-7,51 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 7,17 (dd, 1H, /s = 9,0 Hz,
4435 = 2,7 Hz, 7-H); 6,34 (d, 1H, %/ 57 = 2,7 Hz, 5-H); 3,56 (s, 3H, 6-O-CHs).

R-Werte (DC): 0,61 (LM 3)

8-Chlor-5-methoxy-7-phenylnaphtho([2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 63
Summenformel: C2,H14CINO,

Relative Molmasse [M,]: 359,81 g/mol

Darstellung:

100 mg Verbindung 49 (289 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
gelost und mit 48,6 mg Natriumhydrid (2,02 mmol, 7 eq.) und 72 plL lodmethan (164,2 mg,

1,16 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die fir einen vollstandigen Umsatz der Edukte bendtigte Zeit
betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf.
Es resultierte ein brauner kristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether umkristallisiert und

mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen gelben kristallinen Feststoff.
Ausbeute: 82,3%

Schmelzbereich:  187-191 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 87,009 % tg:14,287 min
MS (m/z (%)): (ESI) 360,68 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,62 (s, 1H, 9-H); 8,36 (d, 1H, 3J1/, = 8,2 Hz, 1H,

1-H); 8,23 (d, a3 = 8,3 Hz, 1H, 4-H); 7,77 (ddd, 1H, 3Jo1 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz, “Joja = 1,3 Hz, 2-H);
7,74-7,66 (m, 4H, 3-H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,65-7,57 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 6,22 (s, 1H, 6-H); 3,63 (s, 3H,
5-0-CHs).

R+-Werte (DC): 0,62 (LM 3)
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3-Brom-6-methoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 64
Summenformel: C1gH12BrNO;

Relative Molmasse [M,]: 354,20 g/mol

Darstellung:

76 mg Verbindung 50 (223 pumol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
gelost und mit 37,5 mg Natriumhydrid (1,56 mmol, 7 eq.) und 56 plL lodmethan (126,8 mg,

893 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 4 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Es resultierte ein gelb-oranger teilkristalliner
Feststoff. Dieser wurde aus Ethylacetat umkristallisiert. Dadurch erhielt man einen weif3en

kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 85,7 %

Schmelzbereich:  261-262°C (aus Ethylacetat)
Reinheit**: 100,000 % tg: 14,720 min

MS (m/z (%)): (APCI) 359,9 (37 % [M+H]") 356,9 (16 % [M+H]*); 355,9 (100 % [M+H]*); 354,9
(15 % [M+H]*); 353,9 (87 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 354,0126 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1sH13BrNO,]*: 354,0124; 356,0126
(100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1gH1381BrNO,]*:356,0126

1H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [5 in ppm]: 8,71 (s, 1H, 2-H); 7,72 (d, 1H, 3J5/7 = 9,0 Hz,
8-H); 7,70-7,62 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,55-7,49 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 7,17 (dd, J+/s = 9,0 Hz,
4435 = 2,7 Hz, 1H, 7-H); 6,25 (d, 1H, %57 = 2,7 Hz, 5-H); 3,56 (s, 3H, 6-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM 3)

8-Brom-5-methoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 65
Summenformel: C2;H14BrNO,

Relative Molmasse [M/]: 405,27 g/mol

Darstellung:
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116 mg Verbindung 51 (297 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 4 (siehe 6.1) in 5 mL absolutem THF
geldst und mit 49,9 mg Natriumhydrid (2,08 mmol, 7 eq.) und 74 pL lodmethan (168,8 mg,

1,19 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die fir einen vollstandigen Umsatz der Edukte bendtigte Zeit
betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf.
Es resultierte ein hellbrauner teilkristalliner Feststoff. Dieser wurde aus Diethylether
umkristallisiert und das gelbe Prazipitat mit Methanol gewaschen. Final erhielt man einen hell-

gelben kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 86,7 %

Schmelzbereich:  187-191 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,697 % tr: 14,489 min (Probenansatz 100 ul Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 406,57 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 406,0262 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1sH131BrNO,]*: 406,0260

IH-NMR: 400 MHz, DMSO-de [6 in ppm]: 8,72 (s, 1H, 9-H); 8,36 (d, 1H, 31/, = 8,2 Hz,
1-H); 8,23 (d, 1H, *Ju/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,78 (ddd, 1H, 3Joy1 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz, “foa = 1,2 Hz, 2-H);
7,74-7,64 (m, 4H, 3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H);7,61-7,57 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,13 (s, 1H, 6-H); 3,62 (s, 3H,
5-O-CHs).

13C-NMR: 101 MHz, CDCIs[& in ppm]: 161,67 (C10a); 152,08 (C5); 146,38 (C10a); 146,31
(Cl1a); 144,66 (C7); 136,12 (C1'); 129,14 (C4'); 129,08 (C2', C6'); 128,63(C3’, C5'); 127,47 (C2);
126,57 (C3); 126,04 (C4a); 122,99 (C4); 121,35 (C11b); 121,06 (C1); 118,34 (C8); 116,31 (C6a);
115,87 (C6b); 96,26 (C6); 55,31 (5-O-CHs).

R+-Werte (DC): 0,53 (LM 3)
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6.2.9 Synthese der é-ethoxy-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
5-ethoxy-substituierten 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate

3-Benzyloxy-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 66
Summenformel: Cy6H21NOs

Relative Molmasse [M,]: 395,46 g/mol

Darstellung:

111 mg Verbindung 38 (302 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF geldst und
mit 47,5 mg Kalium-tert-butanolat (423 umol, 1,4 eq.) und 36 pL lodethan (70,7 mg, 453 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 7 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 91,1 %

Schmelzbereich:  160-163 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 98,5 % (MeOH/H,0 80:20) tz: 9,008 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 pL
DMSO)

MS (m/z (%)): (APCI) 396,1 (100 % [M+H]*)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,35 (s, 1H, 2-H); 7,62 (d, 1H, 3Jg/7 = 9,0 Hz,

8-H); 7,61-7,51 (m, 5H, 4-CeHs); 7,36-7,22 (m, 5H, 3-0-CH,CeHs); 7,10 (dd, 1H, 3J7s = 9,0 Hz,
455 = 2,7 Hz, 7-H); 6,52 (d, 1H, %Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,19 (s, 2H, 3-OCH,CsHs); 3,80 (g, 2H,
3Jc|-|z/c|-|3 = 6,9 HZ, 6-0-CH2CH3),' 1,23 (t, 3H, 3JCH3/CH2 = 6,9 HZ, 6-O-CH2CH3).

Ri-Werte (DC): 0,48 (LM 3)

8-Benzyloxy-5-ethoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 67
Summenformel: C30H23NOs3

Relative Molmasse [M,]: 445,52 g/mol
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Darstellung:

110 mg Verbindung 39 (263 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF gel6st und
mit 41,4 mg Kalium-tert-butanolat (369 umol, 1,4 eq.) und 32 pL lodethan (61,6 mg, 395 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellrotes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Diethylether gewaschen und als ein hellrosaner, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 86,6 %

Schmelzbereich:  166-167 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 99,037 % tr: 14,844 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)

MS (m/z (%)): (APCI) 447,5(25 % [M+H]*); 446,5 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 446,1753 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C30H24NOs]*: 446,1751

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,38 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, 31/, = 8,0 Hz,
1-H); 8,25 (d, 1H, a3 = 8,2 Hz, 4-H); 7,73 (,t“, 1 H, 2-H); 7,68-7,56 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs); 7,38-7,24
(m, 5H, 8-0-CH,CeHs); 6,43 (s, 1H, 6-H); 5,22 (s, 2H, 8-OCH,CeHs); 3,84 (q, 2H, *Jera/cns = 6,9 Hz,
5-0-CH,CHs); 1,36 (t, 3H, ¥Jcus/cnz = 6,9 Hz, 5-O-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,57 (LM 3)

3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 68
Summenformel: Ca6H20CINO3

Relative Molmasse [M/]: 429,90 g/mol

Cl

Darstellung:

50 mg Verbindung 40 (124 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 19,5 mg Kalium-tert-butanolat (174 umol, 1,4 eq.) und 15 pL lodethan (29,1 mg, 187 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellgelbes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 89,7%
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Schmelzbereich:  147-149 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 99,074 % tr: 13,930 min

MS (m/z (%)): (APCI) 432,2 (35 % [M+H]*); 431,2 (30 % [M+H]*); 430,2 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)):  430,1203 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C26H2.CINOs]*: 430,1204

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,38 (s, 1H, 2-H); 7,62 (d, 1H, 3Jg/7= 9,0 Hz,
8-H) 7,59-7,53 (m, 5H, 4-CeHs); 7,44 (dd, 1H, *J3/a = 7,8 Hz, “J3/s = 1,4 Hz, 3'-H); 7,37 (dd, 1H,
3s5 = 7,4 Hz, “J 6/2 = 2,1 Hz, 6"-H) 7,32 (dd, 1H, 34 /3 = 7,8 Hz, “Jase = 2,1 Hz, 1H, 4"-H); 7,27 (dd,
1H, 3Jsss = 7,4 Hz, “Js/z = 1,4 Hz, 5'-H); 7,10 (dd, 1H, 38 = 9,0 Hz, 4J7/5 = 2,7 Hz, 7-H); 6,52 (d, 1H,
4Js7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,22 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl); 3,80 (g, 2H, 3Jcra/cns = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs); 1,23 (t,
3H, 3Jensjerz = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,52 (LM 3)

8-(2-Chlorbenzyloxy)-5-ethoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 69
Summenformel: C30H2,CINO3

Relative Molmasse [M/]: 479,13 g/mol
Cl

Darstellung:

100 mg Verbindung 41 (221 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF geldst und
mit 34,8 mg Kalium-tert-butanolat (310 umol, 1,4 eq.) und 27 pL lodethan (51,8 mg, 332 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 7 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellbraunes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Diethylether gewaschen und als ein sandfarbener, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 86,6 %

Schmelzbereich:  204-206 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 98,05 % (MeOH/H,0 70:30) tg: 71,475 min

MS (m/z (%)): (APCI) 482,0 (34 % [M+H]") 481,0 (31 % [M+H]*); 480,0 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 480,1360 (100 % [M+H]*) berechnet flir [C3H23CINO3]*: 480,1361
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'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,43 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, 3/12 = 8,0 Hz,
1-H); 8,25 (d, 1H, 3J43 = 8,2 Hz, 4-H); 7,76 (ddd, 1 H, /31 = 8,0 Hz, /33 = 6,9 Hz, *J2/4 = 1,2 Hz, 2-H);
7,70-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 7,46 (dd, 1H, /374 = 7,8 Hz, *J3/5' = 1,4 Hz, 3'-H); 7,41 (dd, 1H,
g5 = 7,4 Hz, Yoyw = 2,0 Hz, 6'-H); 7,35 (td, 1H, ¥ayays) = 7,6 Hz, Yaje = 2,0 Hz, 4'-H);7,29 (td,
354760 = 7,4 Hz, *Js3 = 1,4 Hz, 5'-H); 6,45 (s, 1H, 6-H); 5,27 (s, 2H, 8-OCH,CeH4Cl); 3,86 (q, 2H,
3Jez/cns = 6,9 Hz, 5-0-CH2CHs); 1,36 (t, 3H, *Jchz/chz = 6,9 Hz, 5-0-CH,CH3).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 70
Summenformel: C26H20CINO3

Relative Molmasse [M]: 429,90 g/mol

Darstellung:

61 mg Verbindung 42 (152 pumol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 23,8 mg Kalium-tert-butanolat (213 umol, 1,4 eq.) und 18 pL lodethan (35,5 mg, 228 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein sandfarbenes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde

im Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 88,2 %

Schmelzbereich:  120-121 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 97,659 % tr: 15,081 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 430,45 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)):  430,1204 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C26H2:CINOs]*: 430,1204

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,36 (s, 1H, 2-H); 7,65-7,52 (m, 6H, 4-CeHs,
8-H); 7,37-7,30 (m, 2H, 4"-H, 5"-H); 7,29 (d, “J2/s = 1,9 Hz, 1H, 2'-H); 7,25-7,19 (m,1H, 6'-H); 7,10
(dd, 1H, 3J7/s = 9,0 Hz, “Jzs = 2,7 Hz, 7-H); 6,53 (d,1H, “Js7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,20 (s, 2H,
3-OCH,CsHaCl); 3,80 (q, 2H, ¥cracns = 6,9 Hz, 6-0-CHoCHs); 1,22 (t, 3H, Jens/erz = 6,9 Hz,
6-0-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,54 (LM 3)
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8-(3-Chlorbenzyloxy)-5-ethoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 71
Summenformel: C30H22CINO3

Relative Molmasse [M,]: 479,13 g/mol

Darstellung:

100 mg Verbindung 43 (221 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF geldst und
mit 34,8 mg Kalium-tert-butanolat (310 umol, 1,4 eq.) und 27 pL lodethan (51,8 mg, 332 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein oranges, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein helloranger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 85,9%

Schmelzbereich:  201-204 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 96,417 % tr: 15,273 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (ESI) 480,49 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)):  480,1359 (100 % [M+H]*) berechnet flir [C3H23CINO3]*: 480,1361

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm] 8,39 (s, 1H, 9-H); 8,34 (d, 1H, 31/, = 8,1 Hz,
1-H); 8,21 (d, 1H, *Ju/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,71 (ddd, 1 H, 3Jo1 = 8,1 Hz, 3J5/3 = 6,9 Hz, “Jaja = 1,2 Hz, 2-H);
7,69-7,57 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs ); 7,38-7,30 (m, 3H, 2'-H, 4'H, 5'-H); 7,26 (dt, 1H, *Je/s = 6,3 Hz,
Yoy = 2,1 Hz, 6'-H); 6,46 (s, 1H, 6-H); 5,24 (s, 2H, 8-OCH2CcH4Cl); 3,85 (q, 2H, *Jcasers = 6,9 Hz,
5-0O-CH2CHs); 1,36 (t, 3H, *Jcus/cn2 = 6,9 Hz, 5-0-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,58 (LM 3)

3-(4-Chlorbenzyloxy)-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 72
Summenformel: C26H20CINO3

Relative Molmasse [M/]: 429,90 g/mol

Darstellung:
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75 mg Verbindung 44 (187 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 29,3 mg Kalium-tert-butanolat (261 umol, 1,4 eq.) und 23 pL lodethan (43,7 mg, 280 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein beiges, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss mit

Methanol gewaschen und als ein weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 89,6 %

Schmelzbereich:  92-93 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 99,229 % tr: 15,048 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 432,1 (33 % [M+H]*) 431,1 (29 % [M+H]*); 430,1 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,34 (s, 1H, 2-H); 7,61 (d, 1H, /s = 8,9 Hz,

8-H); 7,61-7,53 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,37 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 2'-H, 6"-H); 7,29 (AA'BB’, 2H,
3)=8,4 Hz, 3"-H, 5"-H); 7,09 (dd, 1H, *J/s = 8,9 Hz, “J75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1H, %Js7 = 2,7 Hz,
5-H); 5,17 (s, 2H, 3-OCH,CeHaCl); 3,80 (q, 2H, *Jcna/cns = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs); 1,22 (t, 3H,
3Jens/cnz = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHa).

R+-Werte (DC): 0,52 (LM 3)

8-(4-Chlorbenzyloxy)-5-ethoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 73
Summenformel: C30H22CINO3

Relative Molmasse [M/]: 479,13 g/mol

Darstellung:

112 mg Verbindung 45 (248 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 10 mL DMF gel6st und
mit 38,9 mg Kalium-tert-butanolat (347 umol, 1,4 eq.) und 30 pL lodethan (60 mg, 372 umol, 1,5
eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein hellbraunes, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss

mit Diethylether gewaschen und als ein hellgelbes, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 86,3 %
Schmelzbereich:  179-182 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 98,751 % tr: 16,229 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
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MS (m/z (%)): (APCI) 482,0 (31 % [M+H]*) 481,0 (30 % [M+H]*); 480,0 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 480,1364 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C30H23CINO3]*: 480,1361

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,33 (s, 1H, 9-H); 8,24 (d, 1H, 3/, = 8,4 Hz,
1-H); 8,21 (d, 1H, a3 = 8,3 Hz, 4-H); 7,75 (,t“, 1 H, 2-H); 7,69-7,54 (m, 6H, 3-H, 7-CsHs ); 7,39
(AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 2"-H, 6°-H); 7,33 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 3"-H, 5'-H); 6,44 (s, 1H, 6-H);
5,22 (s, 2H, 8-OCH,CsHaCl); 3,85 (q, 2H, 3Jcha/crs = 6,9 Hz, 5-0-CH,CHs); 1,36 (t, 3H,

3Jens/erz = 6,9 Hz, 5-0-CH,CHs).

Re-Werte (DC): 0,55 (LM 3)

3-Chlor-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 74
Summenformel: C19H14CINO,

Relative Molmasse [M/]: 323,78 g/mol

Darstellung:

78 mg Verbindung 48 (264 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 41,4 mg Kalium-tert-butanolat (369 umol, 1,4 eq.) und 32 pL lodethan (61,7 mg, 396 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprod  ukt reinigte
man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein beiges, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss

mit Methanol gewaschen und als ein weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 92,5%

Schmelzbereich:  160-163 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 92,9 % (MeOH/H,0 80:20) tz: 6,867 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL
DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 324,42 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 324,0786 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1sH1sCINO,]*: 324,0786

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,59 (s, 1H, 2-H); 7,68 (d, 1H, /g7 = 9,0 Hz,
8-H) 7,69-7,61 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,56-7,52 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 7,14 (dd, 1H, 375 = 9,0 Hz,
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)25 = 2,7 Hz, 7-H); 6,32 (d, 1H, *Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,78 (q, 2H, *Jcuz/cns = 6,9 Hz, 6-O-CH,CHs); 1,22
(t, 3H, *Jcns/cr2 = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs).

R-Werte (DC): 0,67 (LM 3)

8-Chlor-5-ethoxy-7-phenylnaphtho(2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 75
Summenformel: C23H16CINO,

Relative Molmasse [M]: 373,84 g/mol

Darstellung:

96,4 mg Verbindung 49 (279 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF geldst und
mit 41,4 mg Kalium-tert-butanolat (369 umol, 1,4 eq.) und 32 pL lodethan (61,6 mg, 395 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein gelbliches, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss

mit Methanol gewaschen und als ein weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 88,9 %

Schmelzbereich:  169-172 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 98,23 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 29,108 min (Probenansatz 100 ul Wasser,
60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 376,0 (62 % [M+H]*) 375,0 (50 % [M+H]*); 374,0 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 374,0943 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C;3H17CINO,]*: 374,0942

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,60 (s, 1H, 9-H); 8,33 (d, 1H, 3J1/» = 8,2 Hz,
1-H); 8,25 (d, 1H, /43 = 8,4 Hz, 4-H); 7,73 (ddd, 1 H, 3/5/1 = 8,2 Hz, 3J2/3 = 6,8 Hz,%J2/4 = 1,2 Hz, 2-H);
7,73-7,63 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,63-7,57 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,18 (s, 1H, 6-H); 3,79 (q, 2H,
3Jcnz/cns = 6,9 Hz, 5-0-CH,CHs); 1,36 (t, 3H, *Jchz/chz = 6,9 Hz, 5-0-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,65 (LM 3)
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3-Brom-6-ethoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 76
Summenformel: C19H14BrNO,

Relative Molmasse [M,]: 368,23 g/mol

Darstellung:

63,8 mg Verbindung 48 (188 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 29,5 mg Kalium-tert-butanolat (263 umol, 1,4 eq.) und 23 pL lodethan (43,9 mg, 281 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein gelbes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss
einmal mit Diethylether und zweimal mit Methanol gewaschen und als ein weilier, kristalliner

Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 95,8 %

Schmelzbereich:  150-151 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 95,334 % (MeOH/H,0) tr: 13,516 min

MS (m/z (%)): (APCI) 369,9 (91 % [M+H]*) 368,9 (33 % [M+H]*); 367,9 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 368,0276 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C1sH1sBrNO,]*: 368,0281

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,69 (s, 1H, 2-H); 7,68 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz,
8-H) 7,69-7,59 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,53-7,48 (m, 2H, 2-H, 6’-H); 7,14 (dd, 1H, 3J7s = 9,0 Hz,
75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,22 (d, 1H, Ys;7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,77 (q, 2H, *Jcnz/cns = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs); 1,21
(t, 3H, *Jcns/crz = 6,9 Hz, 6-0-CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,68 (LM 3)

8-Brom-5-ethoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 77
Summenformel: C23H16BrNO,

Relative Molmasse [M/]: 418,29 g/mol

Darstellung:
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85 mg Verbindung 51 (279 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF geldst und
mit 41,4 mg Kalium-tert-butanolat (369 umol, 1,4 eq.) und 32 pL lodethan (61,6 mg, 395 umol,
1,5 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte hellbraune kristalline
Rohprodukt zeigte keine massenspektrometrisch oder diinnschichtchromatographisch detektier-
baren Verunreinigungen. Es wurde aus Diethylether umkristallisiert und als ein weiler,

kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 88,4 %

Schmelzbereich:  167-169 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 98,8 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 31,608 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 pL
DMSO)

MS (m/z (%)): (ESI) 859,17 (100 % [2M+Na]*); 420,49 (100 % [M+H]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,70 (s, 1H, 9-H); 8,34 (d, 1H, 3J1/» = 8,1 Hz,

1-H); 8,25 (d, 1H, 3/4/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,73 (ddd, 1 H, 3/2/1 = 8,1 Hz, 3J23 = 6,9 Hz, *J2 = 1,2 Hz, 2-H);
7,74-7,62 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,62-7,55 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,09 (s, 1H, 6-H); 3,77 (q, 2H,
3./c|-|2/c|-|3 = 6,9 HZ, 5-O-CH2CH3); 1,33 (t, 3H, 3./CH3/CH2 = 6,9 HZ, 5-O-CH2CH3).

R+-Werte (DC): 0,64 (LM 3)
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6.2.10Synthese der 6é-propoxy-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
5-propoxy-substituierten 10-Aza-11-oxabenzo[alfluoren-Derivate

3-Benzyloxy-6-propoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 78
Summenformel: Cy7H23NO3

Relative Molmasse [M,]: 409,49 g/mol

Darstellung:

79,2 mg Verbindung 38 (216 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 33,9 mg Kalium-tert-butanolat (302 umol, 1,4 eq.) und 42 pL 1-lodpropan (73,3 mg,

431 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Diethylether gewaschen und als ein hellgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 88,2 %

Schmelzbereich:  160-163 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 98,817 % tr: 14,935 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (ESI) 410,68 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 410,1746 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C;7H24NOs]*: 410,1751

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,39 (s, 1H, 2-H); 7,61-7,51 (m, 6H, 4-CgHs,
8-H); 7,34-7,23 (m, 5H, 3-0-CH,CHs); 7,09 (dd, 1H, 3J7/5 = 9,0 Hz, “J75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1H,
“Js;7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2H, 3-OCH,C¢Hs); 3,69 (t, 2H, *Jcz/chz = 6,6 Hz, 6-0-CH,CH,CH3); 1,60
(,h*, 2H, 3Jewz/(cha/ens) = 7,1 Hz, 6-0-CH,CH2CHs); 0,80 (t, 3H, *Jens/cz = 7,4 Hz, 6-0-CH,CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,53 (LM 3)
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8-Benzyloxy-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 79
Summenformel: C31H2sNOs

Relative Molmasse [M,]: 459,54 g/mol

Darstellung:

35,2 mg Verbindung 39 (84 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF gel6st und
mit 13,2 mg Kalium-tert-butanolat (118 umol, 1,4 eq.) und 16 pL 1-lodpropan (28,7 mg,

169 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 7 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein braunes amorphes Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Diethylether gewaschen und als ein hellbrauner, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 84,3 %

Schmelzbereich:  145-147 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 95,898 % tr: 15,118 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (APCI) 462,1 (9 % [M+H]") 461,1 (30 % [M+H]*); 460,1 (100 % [M+H]")
HR-MS (m/z (%)): 460,1904 (100 % [M+H]*) berechnet fur [Cs1H26NOs]*: 460,1907

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,37 (s, 1H, 9-H); 8,32 (d, 1H, 312 = 8,2 Hz,
1-H); 8,23 (d, 1H, *Ju/3 = 8,3 Hz, 4-H); 7,74 (,t“, 1 H, 2-H); 7,69-7,55 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 7,39-7,24
(m, 5H, 8-0-CH,CeHs); 6,41 (s, 1H, 6-H); 5,22 (s, 2H, 8-OCH2CeHs); 3,76 (t, 2H, *Jer/ca = 6,4 Hz,
5-0-CH2CH,CHs); 1,76 (,h*, 2H, *Jcuayicrasens) = 7,0 Hz, 5-O-CH2CHZCHs); 1,00 (t, 3H,

3Jensena = 7,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,58 (LM 3)

3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-propoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 80

(0]
Summenformel: C,7H2,CINO; J

Relative Molmasse [M/]: 443,93 g/mol

Cl
Darstellung: O N
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100 mg Verbindung 40 (124 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 19,5 mg Kalium-tert-butanolat (174 umol, 1,4 eq.) und 15 pL 1-lodpropan (29,1 mg,

187 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 6 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und als ein blassgelber, kristalliner Feststoff

gewonnen.
Ausbeute: 84,3 %

Schmelzbereich:  117-121 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,751 % tr: 15,393 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 909,37 (100 % [2M+Na]*); 444,41(15 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 444,1360 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C;7H23CINOs]*: 444,1361

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,39 (s, 1H, 2-H); 7,62 (d, 1H, /57 = 9,0 Hz,
8-H) 7,60-7,52 (m, 5H, 4-CeHs); 7,44 (dd, 1H, Jzya = 7,8 Hz, *J3/s = 1,4 Hz, 3'-H); 7,40-7,24 (m, 3H,
4'-H, 5'-H, 6'-H); 7,11 (dd, 1H, 3J2/s = 9,0 Hz, “J7s = 2,7 Hz, 7-H); 6,52 (d, 1H, *Js/7 = 2,7 Hz, 5-H);
5,22 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl); 3,70 (t, 2H, *Jcnzsera = 6,6 Hz, 6-O-CH2CH,CHs); 1,61 (,,h*, 2H,
3Jena/(cHasenz) = 7,1 Hz, 6-0-CHoCH2CHs); 0,88 (t, 3H, 3Jeus/ca = 7,4 Hz, 6-0-CH,CH,CHa).

R+-Werte (DC): 0,61 (LM 3)

8-(2-Chlorbenzyloxy)-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 81

(@]
Summenformel: C34H24CINO3 J

Relative Molmasse [M/]: 493,99 g/mol

Darstellung: “
100 mg Verbindung 41 (221 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF gel6st und
mit 34,8 mg Kalium-tert-butanolat (310 umol, 1,4 eq.) und 43 pL 1-lodpropan (75,2 mg,

443 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellbraunes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Diethylether gewaschen und als ein sandfarbener, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 82,5%
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Schmelzbereich:  137-140 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 98,906 % tr: 15,520 min (Probenansatz 100 ul Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 1008,96 (100 % [M+Na]*); 495,25 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)):  494,1512 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C34H2sCINOs]*: 494,1517

H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [& in ppm]: 8,43 (d, 1H, 312 = 7,9 Hz, 1-H); 8,34 (d, 1H,

3J43 = 8,2 Hz, 4-H); 8,25 (s, 1H, 9-H); 7,72-7,64 (m, 2 H, 2-H, 3-H); 7,64-7,55 (m, 3H, 3'-H, 4"-H,
5'-H); 7,52-7,40 (m, 2H, 2"-H, 6'-H);7,36 (dd, 1H, *J3/a = 7,7 Hz, “J35 = 1,5 Hz, 3"-H); 7,28 (dd, 1H,
3 6/5 = 7,3 Hz, “Jja = 2,0 Hz, 6"-H); 7,24-7,18 (m, 2H, 4-H,5"-H); 6,51 (s, 1H, 6-H); 5,20 (s, 2H,
8-OCH,CsHaCl); 3,80 (t, 2H, 3Jcrajcrz = 6,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs); 1,88 (qt, 2H, 3Jcraens = 7,4 Hz,
3Jeajcra = 6,4 Hz 5-0-CH,CH,CHs); 1,09 (t, 3H, 3Jers/chz = 7,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs).

13C-NMR: 101 MHz, CDCl5[6 in ppm]: 158,35(C10a); 151,02 (C5); 148,89 (C8); 146,62 (Clla);
138,56 (C1'); 135,50 (C1"); 134,38 (C2"); 133,04 (C7); 132,82 (C9); 129,84 (C2', C6'); 129,66 (C4");
128,88 (C4'); 128,33 (C3’, C5'); 128,03 (€C6"); 127,29 (C3"); 127,20 (C2); 126,24 (C3); 126,14 (C5");
125,13 (C4a); 123,03 (C4); 121,51 (C11b); 121,03 (C1); 117,15 (C6a); 116,79 (C6b); 97,57 (C6);
72,50 (8-0-CH-CsHs); 69,60 (5-O-CH»-CH»-CHs); 22,33 (5-O-CH,-CH;-CHs); 10,62
(5-0-CH,-CH,-CHs).

R+-Werte (DC): 0,62 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-6-propoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 82

Summenformel: Cy7H2,CINO; JO O

Relative Molmasse [M,]: 443,93 g/mol

Cl

)

Darstellung: ) N

116 mg Verbindung 42 (289 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 45,5 mg Kalium-tert-butanolat (405 umol, 1,4 eq.) und 56 pL 1-lodpropan (98,2 mg,

578 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 9 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelb-oranges, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final wurde es als ein

hellgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 81,6 %
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Schmelzbereich:  91-93 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 97,621 % tr: 13,860 min (Probenansatz 100 ul Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): APCI 444,6 (ESI) (100 % [M+H]*)
IH-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,35 (s, 1H, 2-H); 7,65-7,52 (m, 6H, 4-CcHs,

8-H); 7,36-7,22 (m, 4H, 3-0-CH,CeH4Cl); 7,10 (dd, 1H, 375 = 9,0 Hz, %75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,52 (d,1H,
4Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,20 (s, 2H, 3-OCH2CsH4Cl); 3,70 (t, 2H, *Jcra/chz = 6,6 Hz, 6-O-CH,CH,CHs); 1,61
(,h“, 2H, 3Jera/crasena) = 7,1 Hz, 6-0-CH,CH2CHs); 0,88 (t, 3H, 3Jens/crz = 7,4 Hz, 6-0-CH,CH,CH3).

R-Werte (DC): 0,58 (LM 3)

8-(3-Chlorbenzyloxy)-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 83
Summenformel: C34H24CINO3

Relative Molmasse [M,]: 493,99 g/mol

Darstellung:

102,7 mg Verbindung 43 (227 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF gel6st und
mit 35,7 mg Kalium-tert-butanolat (318 umol, 1,4 eq.) und 44 pL 1-lodpropan (77,3 mg,

455 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 9 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen.Final wurde es als ein

sandfarbener, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 81,3%

Schmelzbereich:  201-204 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 96,417 % tr: 15,273 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 494,53 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 494,1516 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C34sH2sCINOs]*: 494,1517

1H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm] 8,41 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, /1> = 8,3 Hz,
1-H); 8,26 (d, 1H, *J4/s = 8,4 Hz, 4-H); 7,77 (ddd, 1 H, )51 = 8,3 Hz, 353 = 6,9 Hz, “Joja = 1,2 Hz, 2-H);
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7,69-7,60 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs); 7,39-7,35 (m, 2H, 4'H, 5'-H); 7,34 (d, 1H, “J2/s = 2,0 Hz, 2"-H); 7,27
(dt, 1H, 3Jess = 6,6 Hz, “Jey/ay = 2,0 Hz, 6'-H); 6,47 (s, 1H, 6-H); 5,26 (s, 2H, 8-OCH,CeH4Cl); 3,77 (t,
2H, *Jenzjerz = 6,4 Hz, 5-0-CH2CH2CHs); 1,77 (,h*, 2H, 3Jenasicrasens) = 7,1 Hz, 5-0-CH,CH,CHs); 1,00
(t, 3H, 3Jews/cnz = 7,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs).

R-Werte (DC): 0,61 (LM 3)

3-(4-Chlorbenzyloxy)-6-propoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b] pyridin

Verbindung: 84
(0]
Summenformel: C,7H2,CINO3 J

Relative Molmasse [M/]: 443,93 g/mol

Darstellung:

71,1 mg Verbindung 44 (177 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 27,8 mg Kalium-tert-butanolat (248 umol, 1,4 eq.) und 34 pL 1-lodpropan (60,2 mg,

354 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 7 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdaulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellgelbes, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein weiler, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 82,2 %

Schmelzbereich:  123-126 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 99,486 % tr: 15,399 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 446,1 (27 % [M+H]*); 445,1 (22 % [M+H]*); 444,1 (100 % [M+H]*)
1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,34 (s, 1H, 2-H); 7,61 (d, 1H, /g7 = 8,9 Hz,

8-H); 7,63-7,52 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,37 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 2'-H, 6"-H); 7,29 (AA'BB’, 2H,

3/ = 8,4 Hz, 3°-H, 5'-H); 7,09 (dd, 1H, 375 = 9,0 Hz, “J7/s = 2,7 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1H, %Js7 = 2,7 Hz,
5-H); 5,18 (s, 2H, 3-OCH,CsHaCl); 3,70 (t, 2H, *Jcha/crz = 6,6 Hz, 6-0-CHCH,CHs); 1,61 (,h“, 2H,
3Jenasicnasens) = 7,1 Hz, 6-0-CH,CH,CHs); 0,88 (t, 3H, 3Jers/cnz = 7,4 Hz, 6-0-CH,CH,CHs).

R+-Werte (DC): 0,57 (LM 3)
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8-(4-Chlorbenzyloxy)-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 85
Summenformel: C34H24CINO3

Relative Molmasse [M,]: 493,99 g/mol

Darstellung:

92 mg Verbindung 45 (204 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 10 mL DMF gelost und
mit 32 mg Kalium-tert-butanolat (285 umol, 1,4 eq.) und 40 uL 1-lodpropan (69,3 mg, 408 umol,
2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 9 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein oranges, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss mit

Methanol gewaschen und als ein gelber, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 79,8 %

Schmelzbereich:  171-174 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 99,262 % tr: 15,474 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 496,2 (32 % [M+H]*); 495,3 (35 % [M+H]*); 494,3 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 494,1518 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [CssH2sCINOs]*: 494,1517

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,38 (s, 1H, 9-H); 8,33 (d, 1H, 3/1/, = 8,3 Hz,
1-H); 8,24 (d, 1H, 3J43 = 8,4 Hz, 4-H); 7,75 (ddd, 1 H, 3/5/1 = 8,3 Hz, 3J2/3 = 6,9 Hz, %274 = 1,2 Hz, 2-H);
7,71-7,54 (m, 6H, 3-H, 7-CéHs ); 7,39 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,5 Hz, 2'-H, 6'-H); 7,33 (AA'BB’, 2H,
3)=8,5Hz, 3"-H, 5°-H); 6,43 (s, 1H, 6-H); 5,22 (s, 2H, 8-OCH,CeHaCl); 3,75 (t, 2H, 3Jcz/cHa = 6,4 Hz,
5-0-CH,CH,CHs); 1,77 (,,h*, 2H, *Jena/crz/ens) = 7,0 Hz, 5-0-CH,CHACHs); 1,00 (t, 3H,

3Jensjcr2 = 7,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs).

BC-NMR: 101 MHz, CDCl3[6 in ppm]: 158,26 (C10a); 151,06 (C5); 148,92 (C8); 146,68
(C11a); 135,62 (C4"); 134,95 (€1"); 133,80 (C1’); 133,12 (C7); 132,81 (C8); 129,88 (C4'); 128,84
(C2’, C6"); 128,64 (€3", €5"); 128,62 (€C2", C6"); 128,31 (C3’, C5'); 127,25 (C2); 126,29 (C3); 126,17
(C4a); 123,05 (C4); 121,53 (C11b); 121,09 (C1); 117,25 (C6a); 116,78 (C6b); 97,58 (C6); 72,68
(8-0O-CH,-CgHs); 69,63 (5-O-CHp-CH,-CH3); 22,37 (5-0-CH,-CH,-CHs); 10,66 (5-O-CH,p-CH,-CHs).

Ri-Werte (DC): 0,56 (LM 3)
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3-Chlor-6-propoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 86
Summenformel: C20H16CINO,

Relative Molmasse [M,]: 337,80 g/mol

Darstellung:

100 mg Verbindung 48 (338 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF geldst und
mit 53,1 mg Kalium-tert-butanolat (473 umol, 1,4 eq.) und 66 pL 1-lodpropan (115 mg, 676 umol,
2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 7 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein oranges, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im Anschluss

aus Diethylether umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 87,2 %

Schmelzbereich:  121-123 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 94,4 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 9,667 min

MS (m/z (%)): (APCI) 340,0 (35 % [M+H]*); 339,1 (25 % [M+H]*); 338,0 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 338,0938 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C20H17,CINO,]*: 338,0942

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,60 (s, 1H, 2-H); 7,69 (d, 1H, /s = 9,0 Hz,
8-H) 7,70-7,61 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,57-7,53 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 7,15 (dd, 1H, *J7/s = 9,0 Hz,
4025 = 2,7 Hz, 7-H); 6,32 (d, 1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,68 (t, 2H, Jcz/cha = 6,6 Hz, 6-0-CH,CH,CH3);
1,60 (,h“, 2H, 3cracra/ens) = 7,1 Hz, 6-0-CH,CH,CHs); 0,80 (t, 3H, Jens/era = 7,4 Hz,
6-0-CH,CH,CH).

13C-NMR: 101 MHz, CDCIs[& in ppm]: 161,97 (C9a); 155,27 (C6, C8a); 149,90 (C4);
145,26 (C2); 143,58 (C1'); 134,21 (C4b); 129,29 (C4'); 128,85 (C2’, C6'); 128,78 (C3', C5'); 122,23
(€3); 117,50 (C4a, C7); 112,60 (C8); 106,26 (C5); 70,02 (6-O-CH,-CH,-CHs); 22,32
(6-0-CHa-CH,-CHs); 10,36 (6-0-CHa-CH,-CH).

Ri-Werte (DC): 0,63 (LM 3)
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8-Chlor-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 87

Summenformel: C24H15CINO> JO O

Relative Molmasse [M,]: 387,86 g/mol

Darstellung: O N

100 mg Verbindung 49 (289 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF geldst und
mit 45,4 mg Kalium-tert-butanolat (405 umol, 1,4 eq.) und 56 pL 1-lodpropan (98,3 mg,

578 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final wurde so ein hell-

gelber, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 83,4 %

Schmelzbereich:  99-100 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 94,097 % tr: 15,033 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 797,21 (62 % [2M+Na]*); 388,53 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 388,1099 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C24H15CINO,]*: 388,1099

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,60 (s, 1H, 9-H); 8,33 (d, 1H, 3J1/» = 8,4 Hz,
1-H); 8,23 (d, 1H, %Ja/3 = 8,1 Hz, 4-H); 7,76 (ddd, 1 H, o1 = 8,4 Hz, 353 = 6,8 Hz, 2/ = 1,2 Hz, 2-H);
7,72-7,64 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,63-7,58 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,17 (s, 1H, 6-H); 3,74 (t, 2H,
3Jcz/cH2 = 6,4 Hz, 5-0-CH2CH,CHs); 1,73 (,h“, 2H, 3Jenajichascnz) = 7,0 Hz, 5-0-CH,CH,CHs); 0,97 (t,
3H, 3Jens/cnz = 7,4 Hz, 5-0-CH,CH,CH3).

R+-Werte (DC): 0,63 (LM 3)

8-Brom-5-propoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 88

(0]
Summenformel: C4H1sBrNO, J

Relative Molmasse [M,]: 432,32 g/mol

Darstellung: N
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104,1 mg Verbindung 51 (267 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF gelost und
mit 41,9 mg Kalium-tert-butanolat (373 umol, 1,4 eq.) und 52 pL1- lodpropan (90,7 mg,

534 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelb-oranges, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final wurde so ein

gelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 84,7 %

Schmelzbereich:  119-123 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,030 % tr: 15,016 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 892,76 (81 % [2M+Nal*); 434,57 (100 % [M+H]*); 432,46 (85 % [M+H]*)
H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,72 (s, 1H, 9-H); 8,36 (d, 1H, 3/1, = 8,2 Hz,

1-H); 8,25 (d, 1H, 3J4s = 8,4 Hz, 4-H); 7,78 (,t“,1H, 2-H); 7,73-7,65 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H);
7,60-7,56 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,11 (s, 1H, 6-H); 3,70 (t, 2H, ¥Jcrz/cz = 6,4 Hz, 5-0-CH,CH,CHs); 1,74
(,,h”, 2H, 3./c|-|2/((;}-|2/(:}.|3) = 7,1 HZ, 5-O-CH2CH2CH3); 0,98 (t, 3H, 3./CH3/CH2 = 7,4 HZ, 5-O-CH2CH2CH3).

R+-Werte (DC): 0,65 (LM 3)
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6.2.11 Synthese der é-isopropoxy-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren- bzw.
5-isopropoxy-substituierten 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate

3-Benzyloxy-6-isopropoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 89
Summenformel: Cy7H23NOs

Relative Molmasse [M,]: 409,49 g/mol

Darstellung:

111,8 mg Verbindung 38 (304 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF gel6st und
mit 47,8 mg Kalium-tert-butanolat (426 umol, 1,4 eq.) und 122 pL 2-lodpropan (206,9 mg,

1,22 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 11 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer wurde ein gelb-oranges, viskoses Ol erhalten. Dieses wurde im Anschluss
aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final wurde so ein blassoranger,

kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 77,3 %

Schmelzbereich:  118-121 °C (aus Diethylether)

Reinheit*: 97,32 % (MeOH/H,0 80:20) tr: 9,650 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 pL
DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 412,3 (5 % [M+H]*); 411,3 (25 % [M+H]*); 410,3 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)): 410,1744 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C;7H24NO3]*: 410,1751

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,35 (s, 1H, 2-H); 7,64-7,52 (m, 6H, 4-C¢Hs,
8-H); 7,35-7,24 (m, 5H, 3-0-CH,CqHs); 7,08 (dd, 1H, /75 = 9,0 Hz, “J25 = 2,6 Hz, 7-H); 6,49 (d, 1H,
4J/7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,19 (s, 2H, 3-OCH,CeHs); 4,23 (h, 1H, 3Jcycrs/cns) = 6,1 Hz, 6-0-CH(CH3)2); 1,15
(d, 6H, *Jens/cn = 6,1 Hz, 6-O-CH(CH3)z).

R+-Werte (DC): 0,61 (LM 3)
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8-Benzyloxy-5-isopropoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 90
Summenformel: C31H2sNOs

Relative Molmasse [M,]: 459,54 g/mol

Darstellung:

152,5 mg Verbindung 39 (365 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 7 mL DMF gel6st und
mit 57,3 mg Kalium-tert-butanolat (510 umol, 1,4 eq.) und 146 pL 2-lodpropan (247,9 mg,

1,46 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 10 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein braunes kristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein ockerfarbener, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 75,4 %

Schmelzbereich:  173-175 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 95,718 % tr: 14,897 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (APCI) 462,1 (10 % [M+H]*); 461,1 (30 % [M+H]*); 460,1 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 460,1902 (100 % [M+H]*) berechnet fir [Cs1H26NOs]*: 460,1907

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,39 (s, 1H, 9-H); 8,33 (d, 1H, 312 = 8,2 Hz,
1-H); 8,21 (d, 1H, *Ju/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,74 (ddd, 1 H, 3Jo1 = 8,2 Hz, 3J5/3 = 6,9 Hz, “Jaja = 1,2 Hz, 2-H);
7,68-7,56 (m, 6H, 3-H, 7-C¢Hs); 7,35-7,27 (m, 5H, 8-0-CH,CeHs); 6,42 (s, 1H, 6-H); 5,23 (s, 2H,
8-OCH,CsHs); 4,23 (h, 1H, 3Jenjcnzens) = 6,0 Hz, 5-0-CH(CH3)2); 1,15 (d, 6H, 3Jers/ch = 6,0 Hz,
5-0-CH(CHa)y).

BC-NMR: 101 MHz, CDCI3[6 in ppm]: 158,54 (C10a); 149,73 (C5); 148,89 (C8); 146,58
(C11a); 138,60 (C1’); 135,41 (C1”); 134,49 (C2"); 134,44 (C7); 133,09 (C9); 129,77 (C2', C6');
129,69 (C4"); 128,84 (C4'); 128,39 (C3’, C5'); 128,07 (€3"); 127,35 (C6'); 127,15 (C2); 126,85 (C5');
126,18 (€3); 125,16 (C4a); 123,32 (C4); 121,08 (C1); 117,15 (C6a); 116,89 (C6b); 99,47 (C6); 72,56
(8-0-CH2-CeHs); 70,78 (5-0O-CH(CHs),); 21,85 (5-0O-CH(CHs)).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM 3)
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3-(2-Chlorbenzyloxy)-6-isopropoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b] pyridin

Verbindung: 91

Summenformel: Cy7H2,CINO3 >‘O O

Relative Molmasse [M,]: 443,93 g/mol

Darstellung: ¢} N cl

59,1 mg Verbindung 40 (147 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 23,1 mg Kalium-tert-butanolat (206 umol, 1,4 eq.) und 59 pL 2-lodpropan (100 mg, 588 umol,
4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 10 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am Vakuum-
rotationsverdampfer entstand ein gelbes, viskoses Ol. Dieses wurde im Anschluss aus

Diethylether umkristallisiert und als ein gelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 79,7 %

Schmelzbereich:  96-100 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 95,870 % tr: 14,084 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (APCI) 447,1 (8 % [M+H]*); 446,1 (35 % [M+H]*); 445,1 (30 % [M+H]*); 444,1
(100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 444,1363 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C;7H23CINOs]*: 444,1361

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,38 (s, 1H, 2-H); 7,61 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz,
8-H) 7,59-7,53 (m, 5H, 4-CeHs); 7,45 (dd, 1H, /34 = 7,8 Hz, *J3/s = 1,4 Hz, 3'-H); 7,41-7,23 (m, 3H,
4'-H, 5'-H, 6"-H); 7,08 (dd, 1H, /78 = 9,0 Hz, “J7/5 = 2,7 Hz, 7-H); 6,49 (d, 1H, *J5;7 = 2,7 Hz, 5-H);
5,23 (s, 2H, 3-OCH,CeHaCl); 4,23 (h, 1H, *Jenscrs/ens) = 6,0 Hz, 6-0-CH(CHs),); 1,15 (d, 6H,

3Jensjen = 6,1 Hz, 6-O-CH(CHs),).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM 3)

8-(2-Chlorbenzyloxy)-5-isopropoxy-7-phenylnaphtho[2',1":4,5]furo[2,3-b] pyridin
—

Verbindung: 92

Summenformel: C34H24CINO3

Relative Molmasse [M,]: 493,99 g/mol

Cl
Darstellung:
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100 mg Verbindung 41 (221 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF gel6st und
mit 34,8 mg Kalium-tert-butanolat (310 umol, 1,4 eq.) und 88 pL 2-lodpropan (150,3 mg,

884 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 11 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein braunes, viskoses Ol. Dieses wurde im Anschluss aus
Diethylether umkristallisiert und zweimal mit Methanol gewaschen.Final wurde es als ein hell-

brauner, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 74,8 %

Schmelzbereich:  63-67 °C (aus Diethylether)

Reinheit**: 89,068 % tr: 15,319 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 496,5 (35 % [M+H]*); 495,5 (40 % [M+H]*); 494,5 (100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 494,1521 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C34sH,sCINOs]*: 494,1517

H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [ in ppm]: 8,43 (d, 1H, 3/1/= 7,9 Hz, 1-H); 8,34 (d, 1H,

343 = 8,2 Hz, 4-H); 8,25 (s, 1H, 9-H); 7,72-7,64 (m, 2 H, 2-H, 3-H); 7,64-7,55 (m, 3H, 3'-H,4"-H,
5'-H); 7,52-7,40 (m, 2H, 2"-H,6"-H);7,36 (dd, 1H, *J3/4 = 7,7 Hz, “J3/s = 1,5 Hz, 3"-H); 7,28 (dd, 1H,
3Je/5 = 7,3 Hz, “Jesa = 2,0 Hz, 6"-H); 7,24-7,18 (m, 2H, 4”-H, 5"-H); 6,51 (s, 1H, 6-H); 5,20 (s, 2H,
8-OCH,CeHaCl); 4,23 (h, 1H, *Jenycus/cns) = 6,0 Hz, 5-0-CH(CHs),); 1,15 (d, 6H, Jens/cn = 6,0 Hz,
5-0-CH(CHs)a).

R+-Werte (DC): 0,62 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-6-isopropoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b] pyridin

Verbindung: 93

Summenformel: C27H22CINO3 >\O O

Relative Molmasse [M,]: 443,93 g/mol

Cl

0]

Darstellung: o) N

116 mg Verbindung 42 (289 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gel6st und
mit 45,5 mg Kalium-tert-butanolat (405 umol, 1,4 eq.) und 116 pL 2-lodpropan (196,5 mg,

1,16 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 12 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein gelbes, amorphes Prazipitat. Dieses wurde im
Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und mit Methanol gewaschen. Final wurde es als ein
hellgelber, kristalliner Feststoff gewonnen.
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Ausbeute: 77,9 %
Schmelzbereich:  87-91 °C (aus Diethylether)
Reinheit**: 99,558 % tr: 14,054 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)

MS (m/z (%)): (ESI) 909,08 (100 % [2M+Na]*); 444,70 (56 % [M+H]*); (APCI) 447,1 (5 %
[M+H]*); 446,1 (35 % [M+H]*); 445,1 (30 % [M+H]*); 444,1 (100 % [M+H]")

HR-MS (m/z (%)):  444,1363 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C27H23sCINO;]*: 444,1361

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,36 (s, 1H, 2-H); 7,66-7,55 (m, 6H, 4-C¢Hs,
8-H); 7,43-7,33 (m, 2H, 4'-H, 5'-H); 7,30 (d, 1H, “J2/e = 1,9 Hz, 2"-H); 7,28-7,20 (m,1H, 6'-H);7,09
(dd, 1H, 375 = 9,0 Hz, 4Jjs = 2,7 Hz, 7-H); 6,51 (d,1H, %Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,21 (s, 2H,
3-OCH2CsHaCl); 4,24 (h, 1H, 3Jenjchs/cnz) = 6,1 Hz, 6-0-CH(CHs),); 1,16 (d, 6H, *Jers/cn = 6,1 Hz,
6-0-CH(CHs)s).

R+-Werte (DC): 0,59 (LM 3)

8-(3-Chlorbenzyloxy)-5-isopropoxy-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b] pyridin

Verbindung: 94
Summenformel: C34H24CINO3

Relative Molmasse [M/]: 493,99 g/mol

Darstellung:

103,4 mg Verbindung 43 (229 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF gelost und
mit 35,9 mg Kalium-tert-butanolat (320 umol, 1,4 eq.) und 44 pL 2-lodpropan (155,6 mg,

915 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 12 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein braunes, kristallines Prazipitat. Dieses wurde mit

Methanol gewaschen und als ein hellbrauner, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 74,2 %

Schmelzbereich:  194-197 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 95,432 % tg: 15,300min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 pL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 1010,32 (100 % [2M+Na]*); 494,36 (40 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 494,1518 (100 % [M+H]*) berechnet flir [C3sH2sCINO3]*: 494,1517
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H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm] 8,44 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, 31/, = 8,2 Hz,
1-H); 8,26 (d, 1H, 3Ja3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,77 (ddd, 1 H, )1 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz, *Jo/a = 1,2 Hz, 2-H);
7,67-7,58 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs); 7,54 (dd, 1H, 3Jays = 7,8 Hz, “Jayz = 1,5 Hz, 4'-H); 7,47 (dd, 1H,
35 = 7,7 Hz, Yoy = 1,5 Hz, 6'-H); 7,41-7,33 (m, 2H, 2"-H, 5'-H); 6,44 (s, 1H, 6-H); 5,29 (s, 2H,
8-OCH,CsH4Cl); 4,23 (h, 1H, 3Jerjcus/ers) = 6,0 Hz, 5-0-CH(CHs)2); 1,28 (d, 6H, 3Jers/c = 6,0 Hz,
5-0-CH(CHs)a).

R+-Werte (DC): 0,61 (LM 3)

3-(4-Chlorbenzyloxy)-6-isopropoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 95
Summenformel: C7H2,CINO3

Relative Molmasse [M/]: 443,93 g/mol

Darstellung:

107,3 mg Verbindung 44 (267 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 6 mL DMF gelost und
mit 42 mg Kalium-tert-butanolat (374 umol, 1,4 eq.) und 107 pL 2-lodpropan (181,7 mg,

1,07 mmol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 10 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man saulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein hellgelbes, kristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss mit Methanol gewaschen und als ein weiller, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 78,6 %

Schmelzbereich:  125-127 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit**: 99,123 % tr: 14,091 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 909,13 (100 % [2M+Na]*); 444,61 (50 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 444,1354 (100 % [M+H]*) berechnet fir [C27H23CINO3]*: 444,1361

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,34 (s, 1H, 2-H); 7,63-7,53 (m, 6H, 4-CeHs,
8-H); 7,37 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 2-H, 6'-H); 7,30 (AA'BB’, 2H, 3/ = 8,4 Hz, 3°-H, 5'-H); 7,08 (dd,
1H, 375 = 8,9 Hz, 4J75 = 2,7 Hz, 7-H); 6,49 (d, 1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl);
4,23 (h, 1H, 3Jer/chs/crs) = 6,0 Hz, 6-0-CH(CHs)2); 1,15 (d, 6H, Jcuz/cn = 6,0 Hz, 6-O-CH(CHs)a).

Ri-Werte (DC): 0,54 (LM 3)
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3-Chlor-6-isopropoxy-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 96
Summenformel: C20H16CINO,

Relative Molmasse [M,]: 337,80 g/mol

Darstellung:

72,4 mg Verbindung 48 (245 pumol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 5 mL DMF gel6st und
mit 38,3 mg Kalium-tert-butanolat (343 umol, 1,4 eq.) und 98 pL 2-lodpropan (166,6 mg,

980 umol, 4 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 11 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
Vakuumrotationsverdampfer entstand ein oranges, teilkristallines Prazipitat. Dieses wurde im

Anschluss aus Diethylether umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 82,2 %

Schmelzbereich:  121-123 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

MS (m/z (%)): (APCI) 340,3 (30 % [M+H]*); 339,3 (20 % [M+H]*); 338,3 (30 % [M+H]")
HR-MS (m/z (%)): 338,0937 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C2o0H17,CINO,]*: 338,0942

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,60 (s, 1H, 2-H); 7,69 (d, 1H, /g7 = 9,0 Hz,
8-H) 7,70-7,61 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,57-7,53 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 7,15 (dd, 1H, *J7/s = 9,0 Hz,
4125 = 2,7 Hz, 7-H); 6,32 (d, 1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 4,23 (h, 1H, Jeyicrs/ca) = 6,0 Hz, 6-O-CH(CHa),);
1,15 (d, 6H, *Jcuz/cn = 6,0 Hz, 6-O-CH(CHs)a).

R+-Werte (DC): 0,63 (LM 3)

8-Chlor-5-isopropoxy-7-phenyinaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b] pyridin

Verbindung: 97

Summenformel: C24H1sCINO, >\O O
Relative Molmasse [M,]: 387,86 g/mol O = Cl
Darstellung: 0 |

120,2 mg Verbindung 49 (289 umol, 1 eq.) wurden nach AAV 5 (siehe 6.1) in 9 mL DMF gelost und
mit 45,4 mg Kalium-tert-butanolat (405 umol, 1,4 eq.) und 56 pL 1-lodpropan (98,3 mg,

578 umol, 2 eq.) umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 8 Stunden. Das isolierte Rohprodukt
reinigte man sdulenchromatographisch mit LM6 auf. Bereits beim Entfernen des Laufmittels am
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Vakuumrotationsverdampfer entstand ein braunes, kristallines Prazipitat. Dieses wurde zweimal

mit Methanol gewaschen. Final wurde so ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 76,7 %

Schmelzbereich:  167-169 °C (aus Cyclohexan/Ethylacetat)

Reinheit*: 99,71 % (MeOH/H,0 80:20) tz: 30,508 min (Probenansatz 100 ul Wasser,
60 uL DMSO)
MS (m/z (%)): (APCI) 391,0 (7 % [M+H]*); 390,0 (40 % [M+H]*); 389,0 (30 % [M+H]*); 388,0

(100 % [M+H]*)
HR-MS (m/z (%)): 388,1100 (100 % [M+H]*) berechnet fir [C2sH19CINO,]*: 388,1099

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,61 (s, 1H, 9-H); 8,34 (d, 1H, *J1/2 = 8,2 Hz,
1-H); 8,23 (d, 1H, *Ju/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,76 (ddd, 1 H, 3Jo/1 = 8,2 Hz, 3J5/3 = 6,9 Hz, 2a = 1,2 Hz, 2-H);
7,72-7,64 (m, 4H,3-H, 3"-H, 4"-H, 5'-H); 7,62-7,55 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,09 (s, 1H, 6-H); 4,15 (h, 1H,
3Jensicr/cnz) = 6,0 Hz, 5-0-CH(CHa)2); 1,25 (d, 6H, *Jeus/cn = 6,0 Hz, 5-O-CH(CHs)a).

R+-Werte (DC): 0,64 (LM 3)
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6.2.12Synthese der (2-hydroxyethoxy)-substituierten 1-Aza-9-oxafluoren-
bzw. 10-Aza-11-oxabenzo[a]fluoren-Derivate

3-Benzyloxy-6-(2-hydroxyethoxy)-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 98
Summenformel: C26H21NO4

Relative Molmasse [M,]: 411,46 g/mol

Darstellung:

101,6 mg Verbindung 38 (277 umol, 1 eq.) wurden in 3 mL DMF geldst und nach AAV 6 (siehe 6.1)
mit 29,2 mg Ethylencarbonat (332 umol, 1,2 eq.) und 38,2 mg Kaliumcarbonat (277 umol, 1 eq.)
umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 3 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man saulen-
chromatographisch mit LM1 auf. Beim Einengen der ausgewahlten Produktfraktionen am
Vakuumrotationsverdampfer wurde ein gelbes viskoses Ol erhalten. Dieses wurde im Anschluss

aus Methanol umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 89,3 %

Schmelzbereich:  195-200 °C (aus Methanol)

Reinheit**: 96,796 % tr: 11,982 min
MS (m/z (%)): (APCI) 413,1 (25 % [M+H]*); 412,1 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,37 (s, 1H, 2-H); 7,63 (d, 1H, 3Jg;7 = 9,0 Hz,

8-H); 7,64-7,55 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,35-7,24 (m, 5H, 3-O-CH,CeHs); 7,14 (dd, 1H, 3J7/s = 9,0 Hz,
4425 = 2,7 Hz, 7-H); 6,56 (d, 1H, “Js7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,20 (s, 2H, 3-OCH,CsHs); 4,80 (s br, 1H,
6-0-CH,CH,0H) 3,78 (t, 2H, 3Jcua/crz = 5,0 Hz, 6-0-CH,CH,0H); 3,63 (t, 3H, Jcnzjerz = 5,0 Hz,
6-0-CH,CH,0H).

R+-Werte (DC): 0,22 (LM 3)

8-Benzyloxy-5-(2-hydoxyethoxy)-7-phenylnaphtho[2',1":4,5]furo[2,3-b] pyridin

Verbindung: 99
Summenformel: C30H23NO4

Relative Molmasse [M,]: 461,52 g/mol
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Darstellung:

61,8 mg Verbindung 39 (148 umol, 1 eq.) wurden in 3 mL DMF gel6st und nach AAV 6 (siehe 6.1)
mit 15,6 mg Ethylencarbonat (178 umol, 1,2 eq.) und 20,5 mg Kaliumcarbonat (148 umol, 1 eq.)
umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 3 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man saulen-
chromatographisch mit LM2 auf. Beim Einengen der ausgewahlten Produktfraktionen am
Vakuumrotationsverdampfer wurde ein hellgelbes viskoses Ol erhalten. Dieses wurde im

Anschluss aus Methanol umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff gewonnen.
Ausbeute: 83,1%

Schmelzbereich: ~ 183-185 °C (aus Methanol)

Reinheit**: 98,835 % tr: 13,486 min (Probenansatz 100 pl Wasser, 60 uL. DMSO)
MS (m/z (%)): (ESI) 946,92 (100 % [2M+Na]*); 462,18 (100 % [M+H]*)

HR-MS (m/z (%)): 362,1704 (100 % [M+H]*) berechnet fiir [C24H15CINO,]*: 462,1700

H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,39 (s, 1H, 9-H); 8,36-8,32 (m, 2H, 1-H, 4-H);
7,76 (ddd, 1 H, 351 = 8,1 Hz, *Jo/3 = 6,9 Hz, Jo/s = 1,3 Hz, 2-H); 7,68-7,58 (m, 6H, 3-H, 7-CeHs );
7,40-7,22 (m, 5H, 8-0-CH,CeHs); 6,45 (s, 1H, 6-H); 5,23 (s, 2H, 8-OCH,CsHs); 4,93 (t, 1H,

3Jomycrz = 5,4 Hz, 5-0-CH,CH,0H); 3,78 (m, 4H, 5-0-CH,CH,0H).

R+-Werte (DC): 0,28 (LM 3)

3-Chlor-6-(2-hydroxyethoxy)-4-Phenylbenzofuro[2,3-b]pyridin

Verbindung: 100
Summenformel: C19H14CINO3

Relative Molmasse [M/]: 339,78 g/mol

Darstellung:

78 mg Verbindung 48 (264 umol, 1 eq.) wurden in 4 mL DMF gel6st und nach AAV 6 (siehe 6.1)
mit 29,2 mg Ethylencarbonat (332 umol, 1,2 eq.) und 38,2 mg Kaliumcarbonat (277 umol, 1 eq.)
umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 3 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man saulen-
chromatographisch mit LM1 auf. Beim Einengen der ausgewahlten Produktfraktionen am
Vakuumrotationsverdampfer wurde ein blassgelbes Ol erhalten. Dieses wurde im Anschluss aus

Ethylacetat umkristallisiert und als ein weilSer, kristalliner Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 86,5%
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Schmelzbereich:  127-129 °C (aus Ethylacetat)

Reinheit*: 98,146 % tz: 11,379 min
MS (m/z (%)): (APCI) 342,0 (38 % [M+H]*); 341,0 (25 % [M+H]*); 340,0 (100 % [M+H]*)
H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,60 (s, 1H, 2-H); 7,70 (d, 1H, 3Js/7 = 9,0 Hz,

8-H) 7,69-7,60 (m, 3H, 3'-H, 4"-H, 5'-H); 7,58-7,53 (m, 2H, 2"-H, 6'-H); 7,18 (dd, 1H, *J7/s = 9,0 Hz,
4425 = 2,7 Hz, 7-H); 6,35 (d, 1H, “Js/7 = 2,7 Hz, 5-H); 4,80 (t, 1H, *Jou/crz = 5,4 Hz, 6-0-CH,CH,OH)
3,75 (t, 2H, 3Jcra/cnz = 4,7 Hz, 6-0-CH,CH,0H); 3,63 (dt, 3H, Jcuzon = 5,4 Hz, 3erasenz = 4,7 Hz,
6-0-CH,CH,0H).

R+-Werte (DC): 0,22 (LM 3)

8-Chlor-5-(2-hydroxyethoxy)-7-phenylnaphtho(2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 101
Summenformel: C23H16CINO3

Relative Molmasse [M]: 389,84 g/mol

Darstellung:

75,1 mg Verbindung 49 (217 umol, 1 eq.) wurden in 4 mL DMF gel6st und nach AAV 6 (siehe 6.1)
mit 23 mg Ethylencarbonat (261 umol, 1,2 eq.) und 30 mg Kaliumcarbonat (217 umol, 1 eq.)
umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 2,5 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man
saulenchromatographisch mit LM1 auf. Beim Einengen der ausgewahlten Produktfraktionen am
Vakuumrotationsverdampfer wurde ein sandfarbenes amorphes Prazipitat erhalten. Dieses
wurde im Anschluss aus Methanol umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff

gewonnen.
Ausbeute: 84,6 %

Schmelzbereich:  177-178 °C (aus Methanol)

Reinheit**: 97,199 % tg: 13,137 min
MS (m/z (%)): (ESI) 413,35(73 % [M+Na]*); 390,53 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,61 (s, 1H, 9-H); 8,35 (d, 1H, 3/1/> = 8,4 Hz,

1-H); 8,34 (d, 1H, 3J4/3 = 8,5 Hz, 4-H); 7,78 (ddd, 1 H, 3Jx1 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz, “Jo/s = 1,2 Hz, 2-H);
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7,72-7,65 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5’-H); 7,63-7,60 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,20 (s, 1H, 6-H); 4,94 (s br,
1H, 5-0-CH,CH,0H); 3,76-3,71 (m, 4H, 5-O-CH,CH,0OH).

R-Werte (DC): 0,26 (LM 3)

8-Brom-5-(2-hydroxyethoxy)-7-phenylnaphtho([2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 102
Summenformel: C23H16BrNO3

Relative Molmasse [M]: 389,84 g/mol

Darstellung:

96 mg Verbindung 51 (246 umol, 1 eq.) wurden in 5 mL DMF gel6st und nach AAV 6 (siehe 6.1)
mit 26 mg Ethylencarbonat (295 umol, 1,2 eq.) und 34 mg Kaliumcarbonat (246 umol, 1 eq.)
umgesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 3 Stunden. Das isolierte Rohprodukt reinigte man saulen-
chromatographisch mit LM2 auf. Beim Einengen der ausgewahlten Produktfraktionen am
Vakuumrotationsverdampfer wurde ein sandfarbenes amorphes Prazipitat erhalten. Dieses
wurde im Anschluss aus Ethylacetat umkristallisiert und als ein beiger, kristalliner Feststoff

gewonnen.
Ausbeute: 83,4%

Schmelzbereich:  119-120 °C (aus Ethylacetat)

Reinheit**: 98,189 % tr: 12,199 min
MS (m/z (%)): (ESI) 413,35(73 % [M+Na]*); 390,53 (100 % [M+H]*)
'H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,72 (s, 1H, 9-H); 8,37 (d, 1H, 3J1/» = 8,3 Hz,

1-H); 8,34 (d, 1H, 3J43 = 8,5 Hz, 4-H); 7,78 (ddd, 1 H, 351 = 8,2 Hz, 353 = 6,9 Hz, “Jo/s = 1,2 Hz, 2-H);
7,74-7,64 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,61-7,57 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,13 (s, 1H, 6-H); 4,93 (s br,
1H, 5-0-CH,CH,0H); 3,77-3,70 (m, 4H, 5-O-CH,CH,OH).

Ri-Werte (DC): 0,35 (LM 3)
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6.2.13 Nebenprodukte

Biphenyl

Verbindung: 103

Summenformel: Ci2H1o O
Relative Molmasse [M,]: 154,21 g/mol O

Darstellung:

Diese Verbindung entstand als Nebenprodukt bei allen Synthesen von 3,4-disubstituierten
1,4-Dihydropyridinen durch Reaktion von 2 Phenylmagnesiumchlorid-Molekiilen miteinander.
Dieses wird ebenfalls iber das komplexierte Kupfer katalysiert. Die Ausbeute variierte stark
abhingig von der Zahl der Aquivalente des eingesetzten Phenylmagnesiumchlorids und des
Substituenten an Position 3 des umzuzusetzenden Pyridins. Am geringsten war die Ausbeute bei
3-Halogen-substituierten Pyridinen als Edukten und am hochsten bei sterisch anspruchsvollen
3-Benzyloxy-substituierten Pyridinen. Zur Analyse wurde das Nebenprodukt bei der
Saulenchromatographie abgetrennt und nach dem Entfernen des Laufmittels aus Diethylether

umkristallisiert. Es wurde in Form eines hellgelben kristallinen Feststoffes gewonnen
Ausbeute: 7-40 %

Schmelzpunkt: 89 °C (aus Diethylether)

MS (m/z (%)): (APCI) 167,0 (100 % [M+Na]*); 154,0 (50 % [M+H]*)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 7,66-7,63 (m, 4H,2-H, 6-H,2’-H, 6'-H);
7,47-7,43 (m, 4H,3-H, S_H;?’I'H, 5’-H); 7,35 (tt, 2H, 3_/4/(3/5) - 3141/(31/5’) =73 Hz,
Yasre) = Jasse) = 1,2 Hz,4-H, 4"-H).

R+-Werte (DC): 0,66 (LM 3)

Acetophenon
Verbindung: 104

0]
Summenformel: CgHsO

Relative Molmasse [M,]: 120,15 g/mol

Darstellung:
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Diese Verbindung entstand als Nebenprodukt bei allen Synthesen von 3,4-disubstituierten
1,4-Dihydropyridinen durch Reaktion von Phenylmagnesiumchlorid-mit Acetylchlorid. Die
Ausbeute variierte stark abhangig von der Zahl der Aquivalente des eingesetzten
Phenylmagnesiumchlorids und des eingesetzten Acetylchlorids und des Substituenten an Position
3 des umzuzusetzenden Pyridins. Am geringsten war die Ausbeute bei 3-Halogen-substituierten
Pyridinen als Edukten und am hochsten bei sterisch anspruchsvollen 3-Benzyloxy-substituierten
Pyridinen. Zur Analyse wurde das Nebenprodukt bei der Sdulenchromatographie abgetrennt und

nach dem Entfernen des Laufmittels als leicht gelbliches Ol gewonnen.
Ausbeute: 2-11%

1H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [ in ppm]: 8,00-7,93 (m, 2H,2-H, 6-H); 7,57-7,43 (tt, 1H,
3as3ss) = 7,2 Hz, “ajase) = 1,2 Hz, 4-H ); 7,51-7,42 (m, 2H,3-H, 5-H); 2,61 (s, 3H, 1-CO-CHs).

R+-Werte (DC): 0,52 (LM 3)

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-propoxy-6-phenyl-1,6-dihydropyridin

Verbindung: 105
Summenformel: CisH17NO;

Relative Molmasse [M,]: 257,33 g/mol

Darstellung:

Diese Verbindung fiel als Nebenprodukt bei der Synthese von Verbindung 15 an. Es wurde bei der
Saulenchromatographie isoliert und nach dem Entfernen des Laufmittels am Vakuumrotations-

verdampfer als gelbes Ol gewonnen.

Ausbeute: 3,3%
MS (m/z (%)): (APCI) 260,1 (3 % [M+H]*); 259,1 (20 % [M+H]*); 258,1 (100 % [M+H]*)
IH-NMR: 400 MHz, CDCl; [§ in ppm]: 7,61-7,56 (m, 2H, 2"-H, 6'-H [Z]); 7,42-7,36 (m, 2H,

2'-H, 6'-H [E]) 7,35-7,20 (m, 6H, 3'-H, 4'-H, 5'-H [E/Z]); 7,04 (d, 1H, 3Je/s = 7,4 Hz, 6-H [Z]); 6,24 (dd,
1H, %Je/s = 7,4 Hz, Yeia = 0,9 Hz, 6-H [E]); 6,15 (s, 1H, 2-H [E]); 5,89 (s, 1H, 2-H [Z]); 5,43 (dd, 1H,
3Jss6 = 7,3 Hz, 3Jsa = 6,4 Hz, 5-H [Z]); 5,40 (dd, 1H, /56 = 7,3 Hz, *Js/4 = 6,4 Hz, 5-H [E]); 5,16 (dd, 1H,
3Jass = 6,4 Hz, 4-H [E]); 5,00 (dd, 1H, *Jajs = 6,4 Hz, 4-H [Z]); 3,78-3,61 (m, 2H, 3-O-CH,CH,CHs [E]);
3,67-3,60 (M, 2H, 3-0-CH,CH,CH3 [Z]); 2,17 (s, 3H, N-COCHs [E]); 2,10 (s, 3H, N-COCHs [Z]);
1,72-1,61 (m,4H, 3-0-CH,CH,CHs [E/Z]); 1,11-0,84 (d, 6H, *Jeus/cn = 6,1 Hz, 3-O-CH,CH,CHs [E/Z]).

Ri-Werte (DC): 0,45 (LM 3)

211



Synthese der Verbindungen

(EZ,RS)-1-Acetyl-3-isopropoxy-6-phenyl-1,6-dihydropyridin

Verbindung: 106
Summenformel: CisH17NO;

Relative Molmasse [M,]: 257,33 g/mol

Darstellung:

Diese Verbindung fiel als Nebenprodukt bei der Synthese von Verbindung 16 an. Es wurde bei der
Saulenchromatographie isoliert und nach dem Entfernen des Laufmittels am Vakuumrotations-

verdampfer als gelbes Ol gewonnen.
Ausbeute: 59%

MS (m/z (%)): (APCI) 260,4 (3 % [M+H]"); 259,4 (20 % [M+H]*); 258,3 (100 % [M+H]*); 215,3
(10 % [M+H - COCH3]*); 214,3 (65 % [M+H - COCH3]")

H-NMR: 400 MHz, CDCl5 [ in ppm]: 7,60-7,54 (m, 2H, 2'-H, 6'-H [Z]); 7,43-7,36 (m, 2H,
2"-H, 6"-H [E]) 7,31-7,20 (m, 6H, 3'-H, 4'-H, 5'-H [E/Z]); 7,00 (d, 1H, *J¢s = 7,3 Hz, 6-H [Z]); 6,20 (dd,
1H, /s = 7,3 Hz, Yera = 1,0 Hz, 6-H [E]); 6,10 (s, 1H, 2-H [E]); 5,43 (dd, 1H, 3Js6 = 7,3 Hz,

354 = 6,3 Hz, 5-H [Z]); 5,39 (dd, 1H, *Jss6 = 7,3 Hz, 3Jsa = 6,3 Hz, 5-H [E]); 5,32 (s, 1H, 2-H [Z]); 5,16
(dd, 1H, *Juss = 6,3 Hz, 4-H [E]); 4,97 (dd, 1H, /45 = 6,3 Hz, 4-H [Z]); 4,39-4,25 (m, 1H, 3-O-CH(CHs),
[E]); 4,08-4,00 (m, 1H, 3-O-CH(CHs)2[Z]); 2,17 (s, 3H, N-COCHs [E]); 2,10 (s, 3H, N-COCHs [Z]); 1,26
(d, 6H, 3Jers/cn = 6,1 Hz, 3-O-CH(CHs)2 [E]); 1,16 (d, 6H, 3Jeus/cn = 6,1 Hz, 3-O-CH(CHs)2 [Z]).

R+-Werte (DC): 0,48 (LM 3)

3-Benzyloxy-4-phenylpyridin

Verbindung: 107
Summenformel: CisH1sNO \/@
Relative Molmasse [M,]: 261,32 g/mol = o
|
Darstellung: N

Diese Verbindung wurde als Nebenprodukt bei der Synthese der Verbindungen 16, 38 und 39
gebildet. Es wurde bei der Sdulenchromatographie isoliert und nach dem Entfernen des Lauf-
mittels am Vakuumrotationsverdampfer als gelb-oranges Ol gewonnen. Dieses wurde aus

Methanol umkristallisiert. Final wurde so ein gelber, kristalliner Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 29,8 % (bei Verbindung 16 bei -40 °C); 37,8 % (bei Verbindung 16 bei -20 °C);
51,4 % (bei Verbindung 38); 47,6 % (bei Verbindung 39)

Schmelzbereich:  71-73°C (aus Methanol)
MS (m/z (%)): (ESI) 262,60 (100 % [M+H]*); 263,81 (24 % [M+H]*); 264,63 (11 % [M+H]*)

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [5 in ppm]: 8,51 (s, 1H, 2-H); 8,27 (d, 1H, 3J¢/s = 4,8 Hz,
6-H); 7,63-7,59 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 7,40-7,26 (m, 2 H, 2"'-H, 6"-H); 7,40-7,26 (m, 7H, 5-H,3"-H, 4'-H,
5'-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H); 5,12 (s, 2H, 3-OCH,CsHs).

R-Werte (DC): 0,19 (LM 3)

3-(2-Chlorbenzyloxy)-4-phenylpyridin

Verbindung: 108
Summenformel: CisH14CINO
Relative Molmasse [M,]: 295,77 g/mol = ©
N Cl
Darstellung: N

Diese Verbindung wurde als Nebenprodukt bei der Synthese der Verbindungen 20, 40 und 41
gebildet. Es wurde bei der Sdulenchromatographie isoliert und nach dem Entfernen des Lauf-
mittels am Vakuumrotationsverdampfer als gelbes Ol gewonnen. Dieses wurde aus Methanol

umkristallisiert. Final wurde so ein gelber, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 27,4 % (bei Verbindung 20 bei -40 °C); 35,7 % ( bei Verbindung 20 bei -20 °C);
53,5 % (bei Verbindung 40); 49,1 % (bei Verbindung 41)

Schmelzbereich:  77-81°C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 298,2 (25 % [M+H]*); 297,3 (20 % [M+H]*); 296,2 (100 % [M+H]*);
222,1 (15 % [M+H - Ph]*); 221,1 (10 % [M+H - Ph]*); 220,1 (55 % [M+H - Ph]*)

1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8,55 (s, 1H, 2-H); 8,30 (d, 1H, 3J¢/s = 4,8 Hz,
6-H); 7,64-7,58 (m, 2H, 2'-H, 6"-H); 7,48 (dd, 2H, s~ =*Jej5-= 9,1 Hz, “J35+ = “Jgrja = 1,7 Hz, 3"-H,
6"-H); 7,46-7,29 (m, 6H, 5-H,3"-H, 4'-H, 5'-H, 4"-H, 5"-H); 5,29 (s, 2H, 3-OCH,CsH4Cl).

R+-Werte (DC): 0,32 (LM 3)

3-(3-Chlorbenzyloxy)-4-phenylpyridin
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Verbindung: 109

Cl
Summenformel: CisH14CINO
Relative Molmasse [M,]: 295,77 g/mol Z O
Darstellung: \N

Diese Verbindung wurde als Nebenprodukt bei der Synthese der Verbindungen 21, 42 und 43
gebildet. Es wurde bei der Sdulenchromatographie isoliert und nach dem Entfernen des Lauf-
mittels am Vakuumrotationsverdampfer als gelbes Ol gewonnen. Dieses wurde aus Methanol

umkristallisiert. Final wurde so ein gelber, kristalliner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 29,0 % (bei Verbindung 20 bei -40 °C); 34,7 % ( bei Verbindung 20 bei -20 °C);
50,4 % (bei Verbindung 40 ); 48,2 % (bei Verbindung 41 )

Schmelzbereich:  72-74°C (aus Methanol)

MS (m/z (%)): (APCI) 298,2 (30 % [M+H]"); 297,3 (20 % [M+H]*); 296,2 (100 % [M+H]*);
222,1 (20 % [M+H - Ph]*); 221,1 (10 % [M+H - Ph]*); 220,1 (60 % [M+H - Ph]*)

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [ in ppm]: 8,51 (s, 1H, 2-H); 8,28 (d, 1H, 3Jes = 4,8 Hz,
6-H); 7,64-7,58 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 7,50-7,39 (m, 4H, 5-H,3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,39-7,34 (m, 2H, 4"-H,
5"-H); 7,36 (s, 1H, 2"-H); 7,32 (dt, 2H, *Jess+ = 7,0 Hz, “Jgrj2- =*ersar = 1,8 Hz, 6"-H); 5,27 (s, 2H,
3-OCH,CsHaCl).

R+-Werte (DC): 0,20 (LM 3)

8-Chlor-5-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 110
Summenformel: CasH20CINO,

Relative Molmasse [M,]: 433,89 g/mol

Darstellung:

Diese Verbindung wurde als Nebenprodukt bei der Darstellung von Verbindung 101 gebildet. Die
Ausbeute war abhangig von der eingesetzten Menge an Ethylencarbonat. Die Verbindung konnte
bei der Saulenchromatographie isoliert werden. Eine Umkristallisierung war nicht erfolgreich und

so resultierte die Verbindung als gelbbrauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 61,3 % (bei Verwendung von 2 eq. Ethylencarbonat)
6,0 % (bei Verwendung von 1,2 eq. Ethylencarbonat)
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MS (m/z (%)): (ESI) 456,44 (100 % [M+Na]*); 434,62 (75 % [M+H]")

H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [6 in ppm]: 8.63 (s, 1H, 9-H); 8.38 (d, 1H, 3/1, = 8.1 Hz,
1-H); 8.27 (d, 1H, 3Jass = 8.4 Hz, 4-H); 7.78 (ddd, 1 H, 3J21 = 8.1 Hz, 353 = 6.9 Hz, “Jos = 1.3 Hz, 2-H);
7.74-7.65 (m, 4H,3-H, 3"-H, 4"-H, 5'-H); 7.65-7.61 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6.24 (s, 1H, 6-H); 4.38 (s br,
1H, 5- 0-CH,CH,-0-CH,CH,OH); 3.87 (t, 2H, 3Jcra/cnz = 4.4 Hz, 5- 0-CH,CH,-0O-CH,CH,0H); 3.78 (t,
2H, 3Jcnzjerz = 4.4 Hz, 5- 0-CH,CH,-0-CH,CH,0H).3.47-3.24 (m, 4H, 5- O-CH,CH,-0-CH,CH,0H).

R-Werte (DC): 0,11 (LM 3)

8-Chlor-5-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)-7-phenylnaphtho[2',1':4,5]furo
[2,3-b]pyridin

Verbindung: 111
Summenformel: C27H24CINOs

Relative Molmasse [M,]: 477,94 g/mol HO\\\

Darstellung:

Diese Verbindung wurde als Nebenprodukt bei der Darstellung von Verbindung 101 gebildet. Sie
entstand nur beim Einnsatz von 2 Aquivalenten Ethylencarbonat bei der Umsetzung. Die
Verbindung konnte bei der Sdulenchromatographie isoliert werden. Eine Umkristallisierung war

nicht erfolgreich und so resultierte die Verbindung als brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 3,4%
MS (m/z (%)): (ESI) 500,62 (100 % [M+Na]*); 478,76 (61 % [M+H]*)
1H-NMR: 400 MHz, DMSO-ds [8 in ppm]: 8,63 (s, 1H, 9-H); 8,37 (d, 1H, /1, = 8,0 Hz,

1-H); 8,27 (d, 1H, *Ju/3 = 8,4 Hz, 4-H); 7,80 (ddd, 1 H, 3J2/1 = 8,0 Hz, 353 = 7,0 Hz, “Joa = 1,2 Hz, 2-H);
7,74-7,66 (m, 4H,3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H); 7,65-7,61 (m, 2H, 2'-H, 6'-H); 6,25 (s, 1H, 6-H); 4,54 (t, 1H,
3Jomscz = 5,3 Hz, 5- O-(CH2CH,-0)sH); 3,87 (,t*, 2H, Jcuasera = 4,7 Hz, 5- O-CH2CH,-0-(CH,CH,0);H);
3,78 (,t“, 2H, *Jenzserz = 4,8 Hz, 5- O-CH,CH,-0-(CH,CH,0);H);3,63-3,59 (m, 2H,
5-0-(CHs),-0-CH,CH,-0-(CH),-OH); 3,55-3,49 (m, 2H, 5-0-(CH,),-0-CH,CH,-0-(CH,),-OH);
3,48-3,43 (m, 4H, 5- O-(CH,CH,-0),-CH,CH,0H); 3,42-3,39 (m, 4H, 5- O-(CH2CH2-0),-CH2CH,0H).

R+-Werte (DC): 0,06 (LM 3)
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7 Biochemische Testverfahren

7.1 Bestimmung von ICso-Werten mittels des 33PanQinase®-Assays
der PROQINASE GmbH

Das ¥PanQinase®-Assay ist ein automatisiertes Verfahren der Firma PROQINASE GmbH zur
Bestimmungen von verschiedenen inhibitorischen Kennzahlen von niedermolekularen
Verbindungen an Kinasen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden ICso-Werte von ausgewahlten
Verbindungen an CDK1/B, Fyn wt, GSK3B, ERK2 und JNK3 bestimmt. Die Kinasen CDK1/B, Fyn wt
und GSK3B, die in diesem Verfahren verwendet wurden, konnten durch die Anwendung eines
Baculovirus-Expressionssystems in Sf9-Insektenzellen als humane rekombinante, His-markierte
Proteine oder GST-Fusionsproteine gewonnen werden. ERK2 und JNK3 wurden durch Expression
in Escherichia Coli als unmarkierte, human rekombinante Proteine hergestellt. In allen
Expressionssystemen wurde menschliche cDNA als Vektor verwendet. Die Aufreinigung der
Kinasen wurde dann mittels Affinitdtschromatographie an GSH-Agarose (SIGMA ALDRICH) oder
Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) durchgefihrt. Die Reinheit und Identitat
der Kinasen wurde mittels SDS-PAGE gefolgt von einer Coomassie-Farbung und
massenspektrometrischer Uberpriifung (LC-ESI-MS-MS) festgestellt. Als Substrate fiir die
Proteinkinasen wurden verschiedene synthetische Peptide eingesetzt (siehe Tabelle 15): RB-CTF
bei CDK1/B, Poly(Glu:Tyr)s1 (SIGMA ALDRICH) bei Fyn wt, RBER-IRStide bei GSK3B, RBER-CHKtide
bei ERK2 und ATF2 bei JNK3.398-402

Die Firma PROQINASE GmbH erhielt von jeder zu testenden Verbindung je 2 mg Probensubstanz in
kristalliner Form. Aus dieser Substanzmenge wurde durch Lésen in DMSO fiir jede Verbindung
eine Stammlosung mit einer Konzentration von 10mMm erstellt. Durch halblogarithmische
Serienverdiinnung der Stammldsungen mit reinem DMSO wurden jeweils 10 Lésungen mit einer
Konzentration zwischen 0,3 uMm und 10 mm erstellt. Von diesen Losungen wurden jeweils 10 pL
mit je 90 uL Wasser versetzt. So wurden Probeldsungen mit einer Konzentration zwischen 30 nm
und 1 mM in 10% DMSO in Wasser erhalten. Dies geschah nur wenige Minuten vor der
Uberfiihrung der Probeldsungen in das Assay um eine Ausfillung der eingesetzten Verbindungen
moglichst zu verhindern Zu beachten ist hierbei jedoch, dass bei den meisten Verbindungen in
der hochstkonzentrierten Probenlosung trotzdem eine sichtbare Ausfadllung beobachtet werden

konnte.

Fiir alle durchgefiihrten Assays wurde ein BECKMAN-COULTER SAGIAN-Automatiksystem verwendet.
Die Assays wurden auf 96-Well-FlashPlates™ (PERKIN ELMER)mit je 50 uL Reaktionsvolumen pro
Well durchgefihrt. Dazu wurden 5puL der jeweiligen Probelosung zusammen mit
20 Standardpuffer, 20 uL Substrat-Enzym-Losung und 5 plL wassrige ATP-Losung in ein Well
pipettiert. Jedes Well enthielt folglich: HEPES-NaOH (70 mm, pH 7,5) MgCl; (3 mm) MnCl, (3mm),
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Na3VOs (3 um), DTT (1,2 mm), PEG20.000 (50 mg/mL), DMSO (0,5 pL) und [y->3P]-ATP (0,3 um (bei
ERK2, Fyn wt GSK-3B, JNK3) oder 1 um (bei CDK1/B) entsprechend 3-10° cpm bzw. 9:10° cpm,
Gehalt abhangig von der ATP-K,, der jeweiligen Kinase). Zur vollstandigen Durchmischung aller
Bestandteile wurde die Platte auf einen Schiittler verbracht.

Tabelle 15: Parameter der durch die PROQINASE GmbH durchgefiihrten Proteinkinaseninhibitons-Assays. Die

Kinasen-Konzentration in nM gibt die maximale molare Konzentration an Kinase im Assay an die Pramisse vorausgesetzt,
dass 100 % der eingewogenen Enzym-Zubereitung ausschlieBlich aktives Enzym enthalten.

Kinase Kinase- Kinase- ATP-K., | Substrat Substrat- ATP-
Konzentration Konzentration [um] Konzentration Konzentration
[ng/50 pL] [nm] [ng/50 pL] [um]

CDK1/B 50 7,0 0,8 RBER-CHKtide 2 1

ERK2 10 4,8 1,7 RBER-CHKtide 2 0,3

Fyn wt 10 2,2 2,4 Poly(Glu,Tyr)aax | 0,125 0,3

GSK-3B 50 13,1 0,7 RBER-CHKtide 1 0,3

INK3 5 2,1 0,39 ATF2 2 0,3

Das 96-Well-FlashPlates™ wurde fiir 60 Min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von 50puL 2 %-iger Phosphorsdure (V/V) abgebrochen. Die
Losungsriickstande wurden mit einer Pipette abgesaugt und die verwendeten Wells dreimal mit
je 200 uL 0,9 %-iger Natriumchloridlésung (m/V) gewaschen. Danach wurde die Platte
getrocknet. Die Aufnahme von *P; in das Substrat wurde mittels eines
Microplate-Szintillationszahlers (MicroBeta®, WALLAC) bestimmt. Hiermit konnte die prozentuale
Restaktivitat der jeweiligen Kinase mittels Gleichung 3 fiir die entsprechende Konzentration an
Zielverbindung bestimmt werden. Zur Berechnung der ICso-Werte aus den erhaltenen,
prozentualen Restaktivititen wurde das Programm QUATTRO WORKFLOW V3.1.1 von

QUATTRO RESEARCH GmbH genutzt. Die ICso-Wert-Ermittlung erfolgte als Doppelbestimmung.

7.1.1 Testergebnisse

Tabelle 16: Auflistung der durch die ProQinase GmbH in Doppelbestimmung ermittelten ICso-Werte. TS = Testsubstanz.
n.b. = nicht bestimmt.

ICso CDK1/B [pum] ICso ERK2 [um] ICso Fyn wt [um] ICso GSK3PB [am] ICs0 JNK3 [pm]

TS (1 2 [0} 1 2 [0} 1 2 (0] 1 2 @ 1 2 @

40 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b. | 72,0 | 60,3 | 66,2 | 97,5 | 76,0 | 86,8 | 39,5 | 27,5 | 33,5

41 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b. | 4,07 | 4,47 | 4,27 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b.

43 | 538 | 78,7 | 663|953 | 30,2 | 62,8 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b.

67 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b. | 1,94 | 2,70 | 2,32 | >100 | >100 | n.b. | >100 | >100 | n.b.
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7.2 Bestimmungen der Inhibitionen der Verbindungen durch den
Arbeitskreis von V.KRYSTOF

Die vollstindige Testung aller relevanten Zielverbindungen an CDK1/B, CDK2/E, Fyn wt und
GSK3B erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Dr. V.KRYSTOF an der Palacky

Universitat Olomouc (Tschechische Republik) durchgefihrt.

Die verwendeten Kinasen bei der PROQINASE GmbH erworben. Dort wurden sie nach dem in
Abschnitt 7.1 beschriebenen Verfahren synthetisiert, aufgereinigt und analysiert.3%-400403 Als
Substrat wurde bei Fyn wt Poly(Glu:Tyr)s: (SIGMA ALDRICH), bei GSK3B GSM-Peptid (MERCK
CHEMICALS) in Anwesenheit von 1 uMm ATP und 0,05 uCi [y->3P]-ATP angewendet. Bei CDK1/B und
CDK2/E wurde Histon H1 und 15 um ATP und 0,05 uCi [y-33P]-ATP verwendet. Genauere Angaben
zu den Assay-Parametern sind Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17: Parameter der durch den Arbeitskreis von V.KRYsTOF durchgefiihrten Proteinkinaseninhibitons-Assays. Die

Kinasen-Konzentration in nM gibt die maximale molare Konzentration an Kinase im Assay an die Pramisse vorausgesetzt,
dass 100 % der eingewogenen Enzym-Zubereitung ausschlieBlich aktives Enzym enthalten.

Kinase Kinase- Kinase- ATP-K», | Substrat Substrat- ATP-
Konzentration Konzentration [um] Konzentration Konzentration
[ng/mL] [nm] [mg/mL] [um]

CDK1/B 1 7,00 0,8 Histon H1 1 15

CDK2/E 1 7,56 2,9 Histon H1 1 15

Fyn wt 1,4 15,49 2,4 Poly(Glu,Tyr)s1 | 0,1 1

GSK-3B 9 117,94 0,7 GSM Peptid 0,01 1

Das Assay wurde in einem Reaktionsvolumen von 10 pL mit einem DMSO-Anteil von maximal
0,02 % in einem 96-Well-Plate durchgefiihrt. Die Ansdtze wurden alle mit einem Standardpuffer
hergestellt, so dass sich folgende Konzentrationen fir die folgenden, enthaltenen Komponenten
ergaben: HEPES-NaOH (60 mm, pH 7,5) MgCl, (3 mm) MnCl; (3mm), NasVOg4 (3 um), DTT (1,2 mm)
und PEG0000 (2,5 mg/50 mL). Die Ansdtze wurden fir jeweils 60 Min bei 30 °C in einem
EPPENDORF-Thermomischer (350 UpM) inkubiert. Die Reaktion wurde im Anschluss durch Zugabe
von 5yl 3 prozentiger Phosphorsdure (V/V) gestoppt. Das Reaktionsvolumen wurde auf
P-81-Phosphocellulose (WHATMAN) (bertragen und die verwendeten Wells dreimal mit

0,5 prozentiger Phosphorsaure (V/V) gewaschen. Das 96-Well-Plate wurde luftgetrocknet.

Die Quantifizierung der Kinaseinhibition wurde mit einem digitalen Bildanalysators FLA-7000
(FuliFiLm) vorgenommen. Die Restaktivitdten wurden fiir eine Konzentration der Testsubstanzen
von 10 um bestimmt. Wenn die Restaktivitdt der jeweiligen Kinase im ersten Durchlauf geringer
als 58 % war wurde fiir diese Substanz eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Im Anschluss
wurde aus den erhaltenen Dosis-Wirkungskurven die Konzentration der 50 prozentigen

Hemmung ermittelt und als ICsp-Wert fiur die jeweilige Verbindung angegeben.
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7.2.1 Testergebnisse

Tabelle 18: Strukturiibersicht flr die durch den Arbeitskreis von V. KRYSTOF getesteten Verbindungen. GS=Grundstruktur.

Grundstrukturen:

Verbindung | GS | RestR; Rest R; Verbindung | GS Rest R; Rest R,

30 2 H OCH,CH;3 69 1 CH,CH3 OCH,CgHa(2-Cl)
31 2 H OCH,CH,CHj3 69 2 CH,CH3 OCH,CgHa(2-Cl)
32 1 H OCH(CH3), 70 1 CH,CH3 OCH,CgHa(3-Cl)
33 2 H OCH(CH3), 71 2 CH,CH3 OCH,CgHa(3-Cl)
38 1 H OCH,C¢Hs 72 1 CH,CH3 OCH,CgHa(4-Cl)
40 1 H OCH,CgHa(2-Cl) 76 1 CH,CH3 Br

41 2 H OCH,CgHa(2-Cl) 78 1 CH,CH,CH3 OCH,CeHs

43 2 H OCH,CgHa(3-Cl) 79 2 CH,CH,CH3 OCH,CeHs

45 2 H OCH,CgHa(4-Cl) 80 1 CH,CH,CH;3 OCH,CgHa(2-Cl)
46 1 H OCH,C6H4(3-OCHs) | 82 1 CH,CH,CH3 OCH,C6Ha(3-Cl)
47 2 H OCH,C6Ha4(3-OCH;s) | 84 1 CH,CH,CH;3 OCH,CgHa(4-Cl)
51 2 H Br 85 2 CH,CH,CH3 OCH,CgHa(4-Cl)
52 1 H H 89 1 CH(CH3s), OCH,CeHs

53 2 H H 90 2 CH(CH3s), OCH,CeHs

55 1 CHs H 91 1 CH(CH3s), OCH,CgHa(2-Cl)
56 2 CHs H 93 1 CH(CH3s), OCH,CgHa(3-Cl)
57 1 CHs OCH,CgHa(2-Cl) 94 2 CH(CH3s), OCH,CgHa(3-Cl)
58 2 CHs OCH,CsHa(2-Cl) 95 1 CH(CHs)2 OCH,CgH4(4-Cl)
59 1 CHs OCH,C6Ha(3-Cl) 98 1 CH,CH,OH OCH,CeHs

60 1 CHs OCH,CsHa(4-Cl) 99 2 CH,CH,OH OCH,CeHs

61 2 CH3 OCH,C6Ha(4-Cl) 100 1 CH,CH,OH cl

65 2 CHs Br 101 2 CH,CH,0OH Cl

66 1 CH,CH3 OCH,C¢Hs 102 2 CH,CH,0OH Br

67 2 CH,CH;3 OCH,C¢Hs
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Tabelle 19: Auflistung der durch den Arbeitskreis von V.KRYSTOF ermittelten, prozentualen Restaktivitdten der untersuchten
Proteinkinasen bei einer Inhibitor-Konzentration von 10 um. MW = Mittelwert; TS = Testsubstanzen.

Restaktivitat bei einer Substanzkonzentration von 10 um [%]
CDK1/B CDK2/E Fyn wt GSK3p
TS 1 2 MwW 1 2 MwW 1 2 Mw 1 2 MW
30 69,1 72,4 70,8 66,5 n.b. 66,5 73,4 n.b. 73,4 92,2 n.b. 92,2
31 81,1 n.b. 81,1 96,6 n.b. 96,6 77,3 n.b. 77,3 92,2 n.b. 92,2
32 22,3 33,2 27,8 10,1 20,3 15,2 100,0 63,5 81,8 42,8 n.b. 42,8
33 64,9 n.b. 64,9 76,6 n.b. 76,6 96,9 81,6 89,3 102,0 n.b. 102,0
40 52,9 63,8 58,4 70,1 n.b. 70,1 52,9 63,8 58,4 59,9 57,2 58,6
41 76,6 n.b. 76,6 95,5 n.b. 95,5 67,0 n.b. 67,0 89,4 n.b. 89,4
43 71,9 n.b. 71,9 84,8 n.b. 84,8 71,6 n.b. 71,6 86,2 n.b. 86,2
45 78,7 n.b. 78,7 96,6 n.b. 96,6 101,8 60,7 81,3 84,5 n.b. 84,5
46 52,2 54,0 53,1 55,6 67,5 61,6 75,3 n.b. 75,3 61,1 47,4 54,3
47 80,9 n.b. 80,9 88,8 n.b. 88,8 106,4 87,9 97,2 103,5 n.b. 103,5
51 85,3 n.b. 85,3 72,4 n.b. 72,4 128,2 52,1 90,2 101,1 n.b. 101,1
52 78,0 73,6 75,8 82,6 84,1 83,4 97,5 n.b. 97,5 81,1 n.b. 81,1
53 41,5 47,4 44,4 27,5 38,0 32,8 84,0 n.b. 84,0 37,5 n.b. 37,5
55 41,8 45,6 43,7 40,9 42,1 41,5 73,7 n.b. 73,7 25,3 n.b. 25,3
56 86,1 n.b. 86,1 87,1 n.b. 87,1 78,7 n.b. 78,7 126,2 112,3 119,3
57 84,9 n.b. 84,9 93,1 n.b. 93,1 83,4 n.b. 83,4 94,5 n.b. 94,5
58 91,2 n.b. 91,2 95,2 n.b. 95,2 110,7 108,2 109,5 98,7 n.b. 98,7
59 87,3 n.b. 87,3 75,6 n.b. 75,6 87,0 n.b. 87,0 108,7 89,8 99,2
60 89,4 n.b. 89,4 88,8 n.b. 88,8 78,0 76,8 77,4 99,0 n.b. 99,0
61 97,8 n.b. 97,8 98,9 n.b. 98,9 82,9 n.b. 82,9 65,4 n.b. 65,4
65 76,7 n.b. 76,7 95,9 n.b. 95,9 113,4 97,7 105,6 96,5 75,3 85,9
66 75,9 n.b. 75,9 104,0 n.b. 104,0 50,4 91,9 71,2 92,3 96,4 94,4
67 100,9 n.b. 100,9 99,8 n.b. 99,8 60,7 n.b. 60,7 89,5 n.b. 89,5
68 90,8 n.b. 90,8 97,8 n.b. 97,8 59,6 3,4 31,5 90,6 136,0 113,3
69 93,1 n.b. 93,1 100,1 n.b. 1001 96,3 n.b. 96,3 90,2 n.b. 90,2
70 80,1 n.b. 80,1 88,0 n.b. 88,0 63,4 n.b. 63,4 99,2 n.b. 99,2
71 85,0 n.b. 85,0 95,6 n.b. 95,6 116,0 77,2 96,6 102,6 n.b. 102,6
72 91,5 n.b. 91,5 94,8 n.b. 94,8 89,9 n.b. 89,9 84,5 n.b. 84,5
71 95,0 n.b. 95,0 79,4 n.b. 79,4 70,4 n.b. 70,4 94,2 n.b. 94,2
76 68,0 n.b. 68,0 89,9 n.b. 89,9 115,7 65,2 90,5 99,5 67,0 83,3
78 90,6 n.b. 90,6 86,9 n.b. 86,9 66,1 n.b. 66,1 91,7 n.b. 91,7
79 93,0 n.b. 93,0 76,9 n.b. 76,9 62,6 n.b. 62,6 94,9 n.b. 94,9
80 73,0 n.b. 73,0 85,7 n.b. 85,7 107,8 73,7 90,5 100,7 80,9 90,8
82 68,0 n.b. 68,0 80,3 n.b. 80,3 63,1 n.b. 63,1 67,9 76,4 72,2
84 81,2 n.b. 81,2 93,1 n.b. 93,1 69,5 n.b. 69,5 98,6 88,1 93,4
85 99,5 n.b. 99,5 95,4 n.b. 95,4 80,0 n.b. 80,0 92,7 68,4 80,6
89 84,2 n.b. 84,2 89,3 n.b. 89,3 67,5 n.b. 67,5 102,7 n.b. 102,7
920 90,0 n.b. 90,0 90,0 n.b. 90,0 122,3 115,1 118,7 103,7 n.b. 103,7
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Restaktivitdt bei einer Substanzkonzentration von 10 um [%]

CDK1/B CDK2/E Fyn wt GSK3B
TS 1 2 MW 1 2 MW 1 2 MW 1 2 MW
91 74,8 n.b. 74,8 86,3 n.b. 86,3 68,7 n.b. 68,7 92,3 94,5 93,4
93 78,0 n.b. 78,0 86,8 n.b. 86,8 89,4 n.b. 89,4 1002 | 96,9 98,6
9 92,6 n.b. 92,6 96,3 n.b. 96,3 117,1  |77.4 97,3 1002 | 96,9 98,6
95 68,5 n.b. 68,5 91,7 n.b. 91,7 100,7 |80,6 90,7 97,3 75,3 86,3
98 55,3 6,8 31,1 51,3 66,0 58,7 63,0 n.b. 63,0 89,7 99,4 9,6
99 89,8 n.b. 89,8 90,8 n.b. 90,8 1116 1154 [1135 |888 n.b. 88,8
100 57,1 60,3 58,7 45,7 62,7 54,2 1450 |82,4 1137 |75,7 1052 |90,5
101 62,1 n.b. 62,1 72,1 n.b. 72,1 91,2 n.b. 91,2 99,5 67,0 83,3
102 62,0 n.b. 62,0 71,8 n.b. 71,8 63,3 64,9 64,1 76,0 n.b. 76,0
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Tabelle 20: Auflistung der durch den Arbeitskreis von V.Krystof kalkulierten ICso-Werte fiir die untersuchten Verbindungen.
MW = Mittelwert; SD = standard deviation (Standardabweichung); TS = Testsubstanzen; n.b. = nicht bestimmt.
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