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Einleitung 1

1 Einleitung

Die erste WHO (World Health Organisation) Ministerkonferenz zu Demenz (lat. dementia,
,Fehlen des Verstandes® bzw. ,,abnehmender Verstand“) fand am 16./17. Mérz 2015 unter dem
Motto ,,Global Action Against Dementia“ statt. Dadurch wurde weltweit Aufmerksamkeit auf
ein Krankheitsbild mit epidemiologischen Ausmalen gelenkt, fir das bisher keine
Heilungschance besteht. Aktuell sind nach Schatzungen der WHO und ADI (Alzheimer’s
Disease International) ca. 47 Mio. Menschen von einer Demenz betroffen. Auf Deutschland
entfallen darauf etwa 1,5 Mio. erkrankte Menschen’.

Demenz ist der Uberbegriff fiir eine Reihe von Krankheitsbildern, welche meist erst im héheren
Lebensalter auftreten, ber Monate bis Jahre zu chronisch fortschreitenden degenerativen
Veranderungen des Gehirns filhren und mit dem Verlust kognitiver Fahigkeiten einhergehen®
Zu den Symptomen gehéren u. a. allmahlich einsetzende und sich zunehmend verstarkende
Verschlechterung der Gedachtnis- und Denkleistung, Stérung des Urteils- und Lernvermdgens
sowie Verlust der Orientierung. Neben anfanglichen Personlichkeitsverdnderungen und
Beeintrachtigungen des Sozialverhaltens werden im Laufe des Voranschreitens der Erkrankung
alltagliche Dinge ohne Hilfe Dritter nicht mehr bewaéltigt. Durch das im spaten Stadium
zunehmende Schwinden natlrlicher Reflexe, wie z. B. Kauen, Schlucken und Atmen, sowie
einer mangelhaften Abwehrfahigkeit des Immunsystems, fuhren Komorbiditaten, Lungen-
entziindungen bzw. Infektionen letztendlich zum Tod*®.

Mit der weltweit immer alter werdenden Gesellschaft steigt die Haufigkeit, eine Demenz-
erkrankung zu entwickeln, exponentiell an, wobei fur das Jahr 2050 weltweit 115 Mio.
Erkrankte prognostiziert werden’. Aufgrund dieser Tendenz ist die Forderung der WHO, ein
groReres Augenmerk auf Demenzen zu legen und Impulsgeber zur Erforschung

neurodegenerativer Erkrankungen sowie deren Therapie- und Diagnoseansétze zu sein, sinnvoll.

Demenzen werden nach ihren Grunderkrankungen in verschiedene Formen eingeteilt, wobei die
Alzheimersche Erkrankung (Morbus Alzheimer) bei &lteren Menschen die hdufigste
Demenzerkrankung ist, gefolgt von der Vaskuldren Demenz, der Lewy-Kdrper-Demenz
(einschlieBlich Parkinson-Demenz) und der Frontotemporalen Demenz. Haufig sind auch

Mischformen vorzufinden” 8

. Bildgebende Verfahren des Gehirns (Computer-Tomographie
(CT), Kernspin-Tomographie (MRT), Positronen-Emissions-Tomographie (PET), Einzel-
photonen-Emissions-Computer-Tomographie  (SPECT), Elektroenzephalogramm (EEG)),

Messungen von Laborwerten (Biomarker und genetische Veranlagung), Tests zur Uberpriifung
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der Hirnfunktion und des Verhaltens (z. B. Uhrentest, Mini Mental Status Test (MMST), Test
mit Depressionsabgrenzung (TFDD)) ermoglichen in ihrer Gesamtheit eine zuverlassige
Diagnose der Demenz. Die vollstandige Absicherung der Demenzform und der damit zu Grunde
liegenden Krankheit ist jedoch nur nach histopathologischer Untersuchung des Gehirns durch
Biopsie (zu Lebzeiten) oder Autopsie (post mortem) méglich®.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Fokus auf die Alzheimer Demenz (AD) gelegt.

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Etwa zwei Drittel aller Demenzerkrankungen werden dem Morbus Alzheimer zugeordnet, darin
einbezogen sind aber auch Mischformen hauptséchlich aus AD und Vaskulérer Demenz sowie
AD und Lewy-Kdrper-Demenz, welche altersabhangig zwischen 2 — 10 % davon ausmachen® .
Wie generell bei allen Demenzen ist das Alter der grofite Risikofaktor an einer AD zu
erkranken. So steigt z. B. die mittlere Prévalenzrate in Europa von 1,6 % aller 65-
bis 69-Jahrigen auf bis zu ca. 41 % der > 90-Jahrigen exponentiell stark an®. Andere unter-
geordnetere Risikofaktoren sind diesbeziiglich eine positive Familienanamnese, eine
vorangegangene Depression, Schadeltraumata und vaskuldre Schaden als Folge von

Stoffwechselerkrankungen, wie Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und Hypertonie®® **.

Der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer beschrieb in seinem Artikel
,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde* (1907) als erster psychiatrische und
histopathologische Auffélligkeiten einer Demenzerkrankung®?, welche seitdem nach ihm
benannt wird. Diese neurodegenerative Krankheit besitzt histopathologische Merkmale, welche

sich von denen anderer Formen der Demenz unterscheiden™*°.

Abbildung 1: Histopathologische Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung
Atrophie des Gehirns eines Patienten mit AD (links oben) im Vergleich zu einem gesunden Gehirn (links
unten)®,  Amyloid-Plaques und  neurofibrillire  Tau-Proteinablagerungen unter dem  Mikroskop
(Paul-Flechsig-Institut fiir Hirnforschung, Leipzig, Neuroanatomie) (Mitte und rechts)

Neben der massiven Atrophie des Gehirns mit vertieften Windungsfurchen und vergréfRerten

Hirnkammern sind intra- und extrazelluldre Eiweil3ablagerungen auf der gesamten Hirnrinde zu
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finden. Die intrazelluldren Ablagerungen sind neurofibrillare Biindel (neurofibrillary tangles,
NFTs), welche aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein bestehen, die extrazelluléren
Ablagerungen sind Amyloid-Plaques aus aggregiertem 3-Amyloid(AB)-Protein.

Vorgange im Gehirn, die letztendlich zu diesen abnormen Formen der Proteine fihren, sind bei
gesunden Menschen durch entgegensteuernde Prozesse kontrolliert. Normalerweise ist die
Konzentration der Ap-Proteine von einem Gleichgewicht zwischen Ap-Entstehung
(Kapitel 1.1.2), AB-Transport aus dem Gehirn in das Blut (hauptséchlich lipoprotein receptor-
related protein(LRP)-vermittelt) bzw. umgekehrt (hauptsachlich receptor for advanced
glycation endproducts(RAGE)-vermittelt) sowie AB-Abbau (u. a. durch Neprilysin und insulin-

degrading enzyme, IDE) reguliert'® *’

und die Phospho-/Dephosphorylierung des Tau-Proteins
durch Kinasen-Phosphatasen-Gleichgewichte gesteuert'® *°. Endogene und exogene Faktoren
flhren jedoch zu Ungleichgewichten in den physiologischen Abldufen und resultieren in den
0. g. histopathologischen Verdnderungen. Damit einhergehend ist die Fehlfunktion bzw. der
Funktionsverlust dieser Proteine, insbesondere bei der Signallbertragung, der Versorgung und
der Entwicklung der Neuronen, die Folge.

Zunichst findet eine Zerstérung der synaptischen Ubertragungsstellen statt und fihrt
letztendlich zum Untergang der Nervenzellen. Dieser betrifft u. a. cholinerge und glutamaterge
Neuronen, besonders im Nucleus basalis Meynert, welche fur das Gedéchtnis- und
Lernvermdgen maRgeblich sind*. Der Nervenzellverlust fiihrt zu einer neuronalen Dysfunktion
durch die verminderte Konzentration an Acetylcholin (ACh) und extrazellular erhohter
Konzentration an Glutamat. Die einzige bisher zugelassene medikamentése Therapie der AD
setzt dort an und besteht in der Modulation der Neurotransmission, wobei lediglich die
Symptome behandelt werden, nicht aber der Krankheitsverlauf aufgehalten wird. Durch
Erhoéhung der Konzentration des Neurotransmitters ACh soll eine verbesserte Signaliibertragung
erreicht werden. Mit den fur leichte bis mittelgradige AD zugelassenen Wirkstoffen Donepezil
(Aricept®), Rivastigmin (Exelon®) und Galantamin (Reminyl®) wird die Verfiigbarkeit von ACh
im Gehirn erhoht, weil dessen Abbau durch Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE)
unterbunden wird. Tacrin (Cognex®), ein friiherer Vertreter der AChE-Hemmer, wird aufgrund
der Lebertoxizitat nicht mehr eingesetzt. Als einziger bei AD im mittel- bis schwergradigen
Stadium zugelassener Wirkstoff zahlt Memantin (Axura®, Ebixa® Memando®), ein nicht-
kompetitiver N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Antagonist. Die Hyperaktivitdit der NMDA-
Rezeptoren und Uberstimulation dieser durch erhohte Konzentration an Glutamat fithren zu
einer Uberladung der Nervenzellen mit Calciumionen, wodurch eine Calcium-induzierte
Apoptose (Exzitotoxizitat) ausgeldst wird. Memantin blockiert wegen einer spannungs-

abhangigen Affinitét die pathologisch verstarkt aktiven Rezeptoren®.
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Die Vielzahl an Mechanismen, welche bei der Pathogenese der AD eine Rolle spielen, und
deren Verkniipfung sind noch nicht vollstandig geklart. Die Ubersicht nach Anand et al. (2014)
verdeutlicht die Komplexitat der Pathogenese bei der Alzheimer Demenz (Abbildung 2).
Anhand wissenschaftlicher Erkenntnisse, welche (iber die letzten 100 Jahre gesammelt wurden,
ist von einer multifaktoriell bedingten Atiologie auszugehen, in welche genetische und
umweltbedingte Faktoren, aber auch individuelle Verhaltensweisen (Lebensstil) und

individueller Entwicklungsstand einfliel3en.

Neuroinflammation* gestorte Metall-Homoostase* genetische Assoziation
— gestorte Elektronentibertragung
Blockade der Nrf2-Kaskade* abweichender
Cholesterol-
Metabolismus*
Aktivierung der Mikroglia 2 oxidativer Stress* f|——— mitochondrialer
DNA-Schaden
proteosomale bzw. hormonelles
lysosomale Dysfunktion Ungleichgewicht*
Dysregulation der ApoE-Poly- Amyloid-B- ¢ Amyloid-B- ~ gestorter
Autophagie morphismus Aggregation* Produktion mitochondrialer
| Energiestoffwechsel
fortgeschrittene Caspase- < Dysfunktion der abweichender mitochondriale
Glykierungsendprodukte* Aktivierung* Synapsen Kinase- Dysfunktion
Signalweg*
Tau-Aggregation* I Tau-Hyper- gestorte Calcium- gestorter axonaler abweichende
) phosphorylierung* Homdostase* Transport mitochondriale
| ,l\ ,]\ Dynamik
|

Neurotransmitter- neuronaler Tod* I\ gestorte synaptische Plastizitat

Ungleichgewicht*

| : 1
(| neuronale Dysfunktion <

Instabilitat der Mikrotubuli* ~ ————————>  mitotische Dysfunktion ————>  Exzitotoxitat*

Abbildung 2:  Pathogenese der Alzheimer Demenz (nach Anand et al.”, deutsche Ubersetzung DAZ 05/2015%)
Die Abbildung zeigt das Zusammenspiel der vielen verschiedenen Mechanismen, die bei der Pathogenese
der AD eine Rolle spielen. Die wichtigsten sind umrandet, davon durch rote Umrandung hervorgehoben
die Tau-Hyperphosphorylierung, welche im Rahmen dieser Arbeit betrachtet wird. Gegen die mit *
gekennzeichneten Mechanismen werden bereits Wirkstoffe und Therapieoptionen entwickelt.
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Abgeleitet von der Komplexitat der Pathogenese und der Dringlichkeit einer kausalen Therapie
wird eine Vielzahl an Strategien zur Bekampfung der AD verfolgt. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht
tber die Forschungsansitze in praklinischer und klinischer Phase wieder, fur welche
vielversprechende Wirkungen zur Modifizierung der Krankheitsentwicklung diskutiert werden.

Tabelle 1: Therapieoptionen in der Behandlung der Alzheimer Demenz nach Anand et al.®

Modulation der Neurotransmission Tau-basierte Therapien Amyloid-basierte Therapien
- AChE-Inhibitoren - Kinaseinhibitoren - AB-Bildung reduzieren
- NMDA-Antagonist - Stabilisierung der Mikrotubuli - AB-Transport modulieren
- GABA-Antagonisten - Verhinderung der - AB-Aggregation hemmen
- MAO-Inhibitoren Tau-Akkumulation - AB-Aggregate spalten
- SSR-Inhibitoren - Abbau von NFTs - Amyloid-basierte Immuntherapie
- Hs-Rezeptor-Antagonisten - Tau-basierte Immuntherapie
- Adenosina-Inhibitor
Modulation intrazellul&rer Reduzierung des oxidativen Regulation der zelluléren
Signal-Kaskaden Stresses Calcium-Homdostase
- Antioxidantien

- Aktivierung endogener
antioxidativer Mechanismen

- Modulation des mitochondrialen
Stoffwechselsystems

Therapien gegen Multitarget-Therapie andere
neuroinflammatorische Prozesse
- Kombination von Wirkstoffen - Modulation neurotropher Faktoren
- Wirkstoffe mit selektiver - Modulation des Hormonhaushalts
Polypharmakologie im Alter
- Chelatoren

- Epigenetische Modifikation

- Reduktion erhohter
Cholesterol-Konzentration

- NO-Synthase Modulation

- DNA-basierte Therapeutika

1.1.1 Tau-Hypothese

Die in allen eukaryotischen Zellen vorkommenden Mikrotubuli, deren Hauptbestandteile a— und
B-Tubulin darstellen, sind mitverantwortlich fir die Stabilisierung des Zytoskeletts, an der
Weiterleitung von Signalen und an Transportvorgdngen innerhalb der Zelle. Sie stellen keine
starren Zellbestandteile dar, sondern unterliegen von Natur aus stidndigen Auf- und
Abbauprozessen im Zusammenspiel mit anderen Proteinen®”. Das Tau-Protein, ein wichtiges,
hauptséchlich in Neuriten vorkommendes Mikrotubuli-assoziiertes Protein (microtubule-
associated protein), spielt vor allem bei der Polymerisation und Depolymerisation der
Mikrotubuli eine bedeutende Rolle (siehe auch Kapitel 2.1). Die Aktivitit des Proteins wird
durch ein komplexes Gleichgewicht von Phosphorylierung und Dephosphorylierung durch
Kinasen und Phosphatasen reguliert*® %,

Durch tberexprimierte, hyperaktive Kinasen kommt es zu einem Ungleichgewicht. Das Tau-
Protein erfahrt eine Hyperphosphorylierung vor allem an der Mikrotubuli-bindenden-Region

des Proteins und damit erfolgt ein Abdissoziieren vom Mikrotubulus. Durch weitere Bindung
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von Phosphatgruppen kommt es zunéchst zu einem Verlust der Wasserldslichkeit und dann zur
Aggregation in gepaarten helikalen Filamenten (Abbildung 3, PHFs), welche sich zu
neurofibrillaren Bindeln (NFTs) verdichten. Die pathologische Phosphorylierung des
Tau-Proteins hat die Depolymerisation und das Aufreil3en der urspriinglich helikal geformten
Struktur der Mikrotubuli zur Folge. Die Stabilitdt des Zellskeletts, die Versorgung und
Entwicklung der Zelle sowie der axonale Transport von Neurotransmittern sind gestort und

fuhren letztendlich zum Untergang des Neurons® *,

Mikrotubuli-bindende Region
—_— Phosphatgruppe @2 4§
g% f2e o0
N-Terminus 5 N-Terminus qum
-~
) —P>
Tau-Protein
C-Terminus C-Terminus N FT
- /
P-p -
. WN -Terminus
N-Terminus L,S
« P
e—P C-Terminus <P,
P$$ <>
<p= <P
P> 55
P>
/ PHF
B-Tubulin

Mik lus-Bi -Stell
ikrotubulus-Bindungs-Stelle o Tubulin

Abbildung 3: Entstehung der NFTs durch Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins

In der Forschung werden im Rahmen der Tau-Hypothese vielseitige Therapieansatze verfolgt™.
Neben der Stabilisierung der Mikrotubuli durch den in Phase | der Klinischen Studie
befindlichen Wirkstoff BMS-241027 (Epothilone D) und dem Abbau der Tau-Protein-
ablagerung werden die Inhibitoren des Hitzeschockproteins HSP90, welches die Faltung der
Tau-Aggregate vermittelt und diese vor enzymatischer Spaltung schiitzt, untersucht. Hierbei
konnten Curcumin und EC102 in Tierversuchen die Tau-Akkumulation signifikant verringern.
Auch werden im Rahmen der aktiven und passiven Immuntherapie Fortschritte gemacht.
So wurden in transgenen Mé&usen nach passiver Vakzinierung mittels monoklonaler Antikorper
gegen Tau-Oligomere verbesserte kognitive Leistungen beobachtet. Allerdings befinden sich
diese Therapieansatze bisher nur in der praklinischen Phase. Vielversprechender scheint der
Methylenblau-Abkémmling LMTX™ (Tau-Rx Therapeutics). Dieser verhindert pathologische
Ansammlungen von NFTs durch Inhibierung der Tau-Tau-Interaktion. In einer klinischen
Studie wurde (ber einen Zeitraum von 50 Wochen keine Progression der Alzheimer-Krankheit
beobachtet™ *°, Dieser Wirkstoff befindet sich mittlerweile in der Phase I11. Ein weiterer Ansatz
ist die Wiederherstellung des Gleichgewichts zwischen Phosphorylierung und Dephospho-
rylierung von Tau. Mit Ve-015 (Natriumselenit) befindet sich ein Aktivator des Enzyms
Phosphatase 2A in Phase Il der klinischen Studie. Durch dessen Aktivierung werden

hauptséchlich Threonin- und Serinreste des Tau-Proteins, die pathologisch phosphoryliert
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werden, dephosphoryliert. Der groRte Fokus in dem Bereich Tau-basierter Therapien liegt
allerdings in der Erforschung von Inhibitoren AD-relevanter Kinasen (siehe Kapitel 2.3). Neben
der Entwicklung von Wirkstoffen wird damit auch ein wesentlicher Beitrag zum Verstandnis
der Beteiligung dieser Enzyme an der Entstehung bzw. der Progression der AD geleistet.
Hier sind bisher nicht alle Zusammenhénge geklart. Tideglusib (NP031112 oder NP-12) ist ein
irreversibler Inhibitor der Glykogensynthase-Kinase(GSK) 33 und hat in einer klinischen Phase
Il Studie leichte Verbesserung der kognitiven Funktionen und gute Vertréglichkeit bei den
Patienten bewiesen?. In den vorab durchgefiihrten Tierversuchen mit transgenen Méausen
reduzierte NP-12 die Bildung von phosphoryliertem Tau-Protein. In der Pipeline préklinischer

Evaluationen befindet sich hingegen eine Vielzahl an Inhibitoren AD-relevanter Kinasen.

1.1.2 Amyloid-Hypothese

Die fiir eine Alzheimer Demenz charakteristischen senilen Plagues (Amyloid-Plagues) bestehen
aus aggregierten Amyloid-Peptiden. Diese Peptide werden aus dem Amyloid-Precursor-Protein
(APP), einem integralen Membranglykoprotein, durch enzymatische Aktivitdt zweier
Sekretasen, der B- und y-Sekretase, gebildet. Zunéchst spaltet die B-Sekretase vom APP
extrazelluldr ein C-terminales Peptid ab. Es resultiert das losliche, nicht toxische sAPPf
(soluble APPB) und das verkiirzte APP, welches dann als C99-Peptid bezeichnet wird. Dieses
wird in der Membran durch die y-Sekretase gespalten, wobei hauptsachlich neben dem wenig
toxischen AP, die toxische Spezies AP, entsteht®®. Diese neigt sehr stark zur Aggregation und
bildet den Hauptbestandteil der Amyloid-Plaques (Abbildung 4, rechts).

o-Sekretase B-Sekretase Verminderung aktive/passive
Induktoren Inhibitoren Aggregation Immuntherapie
&
<Y
sAPPq SAPPB A7
Amyloid-Plaque
nicht-toxische
p3-Peptide B
A 40 AB4Z
)
extrazellulir
O s<
’Y Sl %M ’Y Zellmembran
i 1
CTF CTF C83 APP C99 CTF CTF intrazellulir
y-Sekretase v-Sekretase

Inhibitoren Inhibitoren

Abbildung 4: Bildung toxischer AB-Fragmente (rechts) aus dem APP und mdégliche Anti-Amyloid-Therapieansétze
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Frihere Zielstrukturen der Anti-Amyloid-Therapie waren Hemmstoffe der y-Sekretase, wobei
bei ersten Wirkstoffkandidaten wegen mangelnder Selektivitdt zwar eine Verminderung der
ApB-Bildung erreicht wurde, jedoch keine Verbesserung der Demenzsymptome. Die y-Sekretase
ist relativ unspezifisch und bevorzugt als Spaltsubstrate allgemein Proteine mit hydrophoben
Aminosduren. So spaltet sie nicht nur das C99-Peptid sondern auch ca. 50 andere Substrate
wichtiger Signalwege, wie Notch-1, ein ebenfalls integrales Membranprotein, welches als
Rezeptor auf Zelloberflachen jedoch eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Nervenzellen
spielt?. Nicht-selektive y-Sekretase-Inhibitoren hemmten sowohl die Spaltung von APP als
auch von Notch und fuhrten zu einer beobachteten Verschlechterung kognitiver Fahigkeiten.
Dies kann mit der Hemmung der Notch-vermittelten Ausbildung funktioneller Synapsen
begriindet werden. Inhibitoren der zweiten Generation mit selektiver, weniger aktiver und nicht
den Notch-Signalweg beeintrachtigender Wirkung, wie BMS-708163 (Avagacestat; Bristol-
Myers Squibb) oder GSI-953 (Begacestat; Wyeth), befinden sich in klinischen Studien der
Phase 11 mit bisher unveroffentlichten Ergebnissen® .

Die B-Sekretase stellt eine weitere Targetstruktur dar. Trotz der Vielzahl an Molekiilen in der
Wirkstoffforschung befinden sich nur sehr wenige Molekiile, die eine bessere Hirngdngigkeit
als die hochpotenten B-Sekretase-Inhibitoren der ersten Generation besitzen, in klinischen
Studien. MK-8931 (Merck) befindet sich aktuell in Phase 1I/1I1 und LY2886721 (Eli Lilly) in
Phase I/Il. Eine Hemmung der B-Sekretase fiihrt letztendlich durch Verhinderung des
B-/y-Spaltweges zu einer verminderten Bildung neurotoxischer AB-Peptide®®*2,

Bei Alzheimer-Patienten ist die a-Sekretase-Aktivitat und damit die Bildung des l6slichen
neuroprotektiven Peptids sAPPa (soluble APPa) reduziert (Abbildung 4, links). In der Folge
wird vermehrt durch Aktivitét von B- und y-Sekretase aus dem APP das toxische A4, gebildet.
Durch Aktivitatssteigerung der a-Sekretase wird weniger der toxischen Ap-Spezies und
vermehrt sAPPa, gebildet. Flr das neuroprotektive sSAPPa wird eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung und Funktionalitdt von Synapsen sowie bei Lern- und Erinnerungsvorgéngen
angenommen® **, Etazolat ist ein Aktivator der a-Sekretase mit guter Vertraglichkeit und ersten
Anzeichen fiir eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten®. Aktuell befindet sich dieser
Wirkstoff in Phase 11 der klinischen Prufung.

Ein weiterer, in Phase Il befindlicher Therapieansatz stellt die Verminderung der
Ap-Aggregation durch das Cyclohexanhexol-Derivat ELNDOO5 (Scyllo-Inositol) dar. In ersten
Studien wurde eine signifikante Abnahme von unléslichem Ap, eine Hemmung des Wachstums
der Amyloid-Plaques sowie eine Verminderung des kognitiven Verfalls beobachtet®.

Eine Beseitigung schwerldslicher AB-Plagues wird durch immuntherapeutische Intervention

versucht. Durch aktive Immuntherapie mit Impfstoffen der zweiten Generation werden statt des
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vollstandigen AB-Peptides (AB142) nur Bruchstiicke bzw. kurzkettige Sequenzen, welche nicht
zwingend identisch mit der natirlichen Sequenz sind, verabreicht, um ApB-spezifische
Antikorper zu bilden®’. Diese filhren zu verminderten Ap-Konzentrationen und weniger
Amyloid-Plaques. CAD106 zeigte in Phase Il sehr gute Vertréglichkeit und eine angemessene
Immunantwort bei 75 % aller Probanden. Affitope AD-02/AD-03 (Affiris) und ACC-001
befinden sich ebenfalls in Phase Il und verdeutlichten in vorangegangen Tierversuchen eine
signifikante Verminderung der Ap-Mengen und verbesserte Kognition. Einen rascheren Effekt
durch schnellere Immunantwort bringt die passive Immuntherapie mit monoklonalen
Antikoérpern. Einige wenige Kandidaten, wie Aducanumab (Biogen), Bapineuzumab,
Solanezumab (Eli-Lilly) und Gantenerumab (Hoffmann-LaRoche) befinden sich in Phase 11 und
11 der klinischen Priifung®. Eine Ap-Clearance mit einer Umverteilung von Ap aus dem Gehirn
in das Blut scheint damit zu gelingen, eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten konnte

trotz vielversprechender praklinischer Daten bisher nicht beobachtet werden®.

Inwiefern die Amyloid-basierte Therapie zukiinftig von Relevanz sein wird, wird sehr
kontrovers diskutiert und kann daher noch nicht abgeschatzt werden. Sobald erste Symptome
einer AD auftreten, scheint der Benefit dieser Therapieansétze fiir den Patienten beztiglich einer
Aufrechterhaltung seiner kognitiven Fahigkeiten und Verlangerung der Uberlebensdauer recht
gering. Mdglicherweise ist die Bildung der toxischen Ap-Spezies und die H&ufung seniler
Plaques doch nicht ursdachlich, sondern nur als Folge der Alzheimerschen Erkrankung
anzusehen®. Verkniipfungsstellen zur Tau-Pathologie bilden u.a. die Glykogensynthase-
Kinase 3 und das Steuerprotein p25. Die hyperaktive GSK-3 wird durch Phosphorylierung von
APP mit der vermehrten AB-Bildung in Verbindung gebracht® *, wobei keine reine
Kontrollfunktion angenommen wird, sondern eine Begunstigung der Substrateigenschaft des
APPs fiir die p-Sekretase®. Ap-Peptide induzieren die Bildung des Steuerproteins p25, welches

durch Uberaktivierung von CDK5 zur Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins fihrt*.,

Nach Betrachtung der Tau- und Amyloid-Hypothese stellen hyperaktive, Uberexprimierte
Kinasen aufgrund ihrer zentralen Beteiligung an der Entstehung der fir die Alzheimersche
Erkrankung charakteristischen Proteinablagerungen attraktive Angriffspunkte einer Therapie
dar und ermdglichen zugleich komplexe pathologische Kreislaufe der Krankheitsentstehung und

-entwicklung besser zu verstehen.
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2 Grundlagen

2.1 Das Tau-Protein

Das Tau-Protein, erstmals 1975 von Weingarten et al. beschrieben*, gehért wie eingangs
erwahnt zur Familie der Mikrotubuli-assoziierten Proteine und ist vor allem in Nervenzellen
sowie unter pathologischen Bedingungen in Gliazellen, welche als Stiitz- und Isolationsgerust
fur Neuronen dienen, aber auch an der Homoostase im Gehirn sowie am Prozess der
Informationsverarbeitung und —speicherung beteiligt sind*®, zu finden. Nicht-neuronale Zellen
in peripheren Geweben von Herz, Niere, Lunge, Muskeln, Bauchspeicheldriise, Hoden und
Fibroblasten weisen nur Spuren der Tau-mRNA bzw. des Proteins selbst auf®.

Tau Ubernimmt eine wichtige Rolle im Zusammenbau/-halt der Mikrotubuli durch
Polymerisation und Depolymerisation der Tubulin-Untereinheiten. Damit werden neben der
Stabilisierung des Zytoskeletts auch daran angekniipfte Funktionen, wie das Wachstum und der
axonale Transport von Vesikeln und Neurotransmittern, aufrecht erhalten. Ebenfalls tragt es
zum Vernetzen der Mikrotubuli mit anderen Zellelementen und Proteinen bei*® *’.

Ein Funktionsverlust des Tau-Proteins fuhrt letztendlich zum Untergang des Neurons und
resultiert in neurologischen Erkrankungen (Tauopathien). Diese fassen alle Leiden zusammen,
die entweder durch Mutation des fur das Tau-Protein codierenden Gens auf Chromosom 17
Genlocus q21* verursacht werden oder durch andere Prozesse zu Tau-Ablagerungen fiihren.
Die héufigste und bekannteste Tauopathie ist die Alzheimersche Erkrankung mit bisher
ungeklarter Pathogenese. Zu den durch Mutationen im Tau-Gen verursachten Krankheiten
zdhlen u.a. die Pick-Krankheit, die progressive supranukledre Blickparese und die

kortikobasale Degeneration®.

Im zentralen Nervensystem (ZNS) konnten 6 Isoformen des Tau-Proteins identifiziert werden,
die durch alternatives SpleiRen der pra-mRNA entstehen. Zwischen 352 und 441 Aminoséuren
lang und mit einem molekularem Gewicht von 60 bis 74 kDa werden die Isoformen in vier
Abschnitte unterteilt: die saure Region (acidic region) im N-terminalen Ende, die Prolin-reiche
Region (proline-rich region), die Region mit Wiederholungsdoménen (repeat domain) und das
C-terminale Ende. Mal3geblich beteiligt an der Tau-Mikrotubuli-Bindung sind der Abschnitt mit
den Wiederholungsdoménen sowie Teile der Prolin-reichen Region, weshalb diese Abschnitte
als Mikrotubuli-bindende Doméne (microtubule-binding domain) bezeichnet werden*® .

Auch wenn exakte Bindungsstellen von Tau an den Mikrotubuli nicht bekannt sind*®, konnten

Untersuchungen zeigen, dass durch Phosphorylierung vorhandener Serin/Threonin-Reste im
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Tau-Protein Bindungsverluste und eine Destabilisierung des Zytoskeletts resultierten®® ">,

Untersuchungen an der Tau-Isoform mit 441 Aminoséuren identifizierten insgesamt 85
Phosphorylierungsstellen (Abbildung 5), welche damit auch die deutliche Mehrheit an
Angriffspunkten fur post-translationale Veranderungen ausmachen. Weitere Modifizierungen
des Proteins erfolgen durch Reaktionen mit Kohlenhydraten ohne Beteiligung von Enzymen
(Glykation, 12 Stellen) bzw. mit Beteiligung von Enzymen (Glykosylierung, 11 Stellen) und
durch Quervernetzungen innerhalb der Proteinstruktur (Polyaminierung durch Trans-
glutaminasen, 8 Stellen)>*. Von den 85 Phosphorylierungsstellen an Serin-, Threonin- und
Tyrosin-Resten wurden 28 nur in AD-Gehirnen (rot), 16 in AD- und gesunden Gehirnen (blau)
sowie 31 nur in gesunden Gehirnen (griin) phosphoryliert vorgefunden. Die restlichen 10

Stellen (schwarz) gelten als mutmaRliche Angriffspunkte fiir mgliche Phosphorylierungen®® **.
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Abbildung 5:  Tau-Protein-Isoform mit 441 Aminosauren (adaptiert nach Martin et al.**)
Die schematische Darstellung zeigt die verschiedenen Abschnitte des Proteins mit den Phosphorylierungs-
stellen. R1 - R4 bezeichnen die hochkonservierten 18 Aminoséure langen Wiederholungsdoménen.

Die Phosphorylierung von Tau wird durch Proteinkinasen vermittelt (Kapitel 2.2) und durch
endogene Phosphatasen mittels Dephosphorylierung in ein physiologisches Gleichgewicht
gebracht. Vor allem die Serin/Threonin-spezifischen Phosphatasen-Proteine(PP) 1, 2A, 2B
(Calcineurin) und 2C wurden diesbeziiglich identifiziert*. \Verminderte Phosphataseaktivitt,
aber wahrscheinlich mehr noch hyperaktive, liberexprimierte Proteinkinasen, flihren zu einem
Ungleichgewicht® *2, Hyperphosphorylierte Tau-Proteine dissoziieren von den Mikrotubuli ab
und verlieren ihre Wasserlgslichkeit, lange bevor sie sich zusatzlich abhéngig von anderen
post-translationalen Modifikationen zu gepaarten helikalen Filamenten (PHFs) zusammenlagern
und zu neurofibrillaren Biindeln (NFTs) verdichten®® " (Abbildung 6).

Dephosphorylierung
(Phosphatasen)

| Tau = Phospho-Tau }

f )|
{ PHF } NFT

Phosphorylierung weitere Modifizierungen
(Kinasen) (Phosphorylierung, Glykation,

Glykosylierung, Oxidation, Nitrierung,
Polyaminierung, Ubiquitinylierung,
SUMOylierung)

Abbildung 6: Vom Tau-Protein zum neurofibrilldren Blndel — post-translationale Modifikationen
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Die Dichte der NFTs korreliert mit dem AusmaR der Demenz® und somit kann die
Verhinderung deren Entstehung, beispielsweise durch Inhibitoren  AD-relevanter
Proteinkinasen, zum Verstdndnis der Pathogenese beitragen und als Therapieansatz zur
Behandlung der Alzheimer-Erkrankung angesehen werden.

2.2 Proteinkinasen

Proteinkinasen gehoren zur Enzymklasse der Transferasen und katalysieren die Ubertragung der
v-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP), seltener von Guanosintriphosphat (GTP),
auf die funktionelle Gruppe der Seitenketten bestimmter Aminosduren. Je nach Substrat-
spezifitat gruppiert man diese ein in Serin/Threonin-Kinasen (Aminosduren mit aliphatischer
Hydroxygruppe), Tyrosinkinasen (Aminosauren mit aromatischer Hydroxygruppe) und die
Kleinere Gruppe, zusammengefasst als ,,weitere Proteinkinasen, welche die Phosphorylierung
der Aminosduren mit geladener Seitenkette (Arginin, Lysin, Histidin, Asparaginsaure und

t**. Die 518 verschiedenen Proteinkinasen, welche im menschlichen

Glutaminsdure) ermdglich
Genom codiert sind und nach Schétzung 30 % aller Proteine modifizieren, belegen den
wichtigen  Status dieser Enzymklasse und die entscheidende Rolle bei der
Protein-Protein-Interaktion®™. Die Phosphorylierung fiihrt durch Ladungsverteilung zur
Konformationsanderung des Substrat-Proteins mit nachfolgenden Effekten, z.B. der
Aktivierung oder Inaktivierung von Enzymen bzw. Transkriptionsfaktoren. Diese steuern
folglich die Regulation zahlreicher zellularer Prozesse, u. a. Transkription, Zellentwicklung und
intrazellulare Signalweiterleitung. Bei intrazellularen Signallibertragungen sind oftmals mehrere
Kinasen hintereinander geschaltet, sogenannte Kinasekaskaden, wobei das Substrat einer
Proteinkinase ebenfalls eine Kinase ist, welche durch Phosphorylierung aktiviert wird und ein
weiteres Protein zu phosphorylieren vermag. Reguliert werden die Kaskaden durch ein
Riickkopplungssignal, welches auf jeder Ebene erfolgen kann. Die Komplexitat solcher
Prozesse wird durch Verschaltung unterschiedlicher Kinasekaskaden untereinander und mit
anderen Signalwegen erweitert™.

Fehlregulationen dieser Enzyme haben wegen ihrer Bedeutung an der Signalweiterleitung und
Regulation zellularer Abléufe fatale Folgen und werden daher in ursachlichen Zusammenhang
mit vielen Erkrankungen, wie Krebs, chronischen Entzindungen, Diabetes und

neurodegenerativen Erkrankungen, zu denen die Alzheimer Demenz zéhlt, gebracht®’.

Bei aller Vielfalt an Aufgaben, welche die verschiedenen Kinasen erfillen, ist, wie oben
erwéhnt, das ATP (seltener GTP) der gemeinsame Faktor. Aufgrund der chemischen Struktur

des Nukleotids ist dessen Bindungsregion nur eingeschrankt variabel. Die ATP-Bindungstasche
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wird folglich als hochkonserviert angesehen. Die groReren strukturellen Unterschiede finden
sich zwischen Vertretern verschiedener Kinase-Familien, wohingegen innerhalb einer Familie

% % Zum besseren

deutlich mehr Ubereinstimmungen der Aminosauresequenz auftreten
Verstandnis wird an dieser Stelle kurz auf die Struktur der ATP-Bindungstasche von
Proteinkinasen eingegangen, wobei in Abbildung 7 die relevanten Regionen schematisch

dargestellt sind.

Adenin-Bindungsregion
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Bindungstasche
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Abbildung 7:  Regionen der ATP-Bindungstasche (adaptiert nach Vulpetti et al.*°)

Die Adenin-Bindungsregion bildet das Zentrum der ATP-Bindungstasche, in der der Purin-Teil
des ATP-Molekiils durch Ausbildung dreier Wasserstoffbriickenbindungen zur flankierenden
hinge(Scharnier)-Region (Verbindungsglied) zwischen N- und C-terminalem loop der Kinase
aufgenommen wird. Dabei entsprechen die Bindungen zwischen dem Stickstoffatom an Pos. 1
des Purin-Grundgerustes bzw. der Aminogruppe zum Enzym klassischen Wasserstoffbriicken-
bindungen. Die Interaktion des Wasserstoffatoms der CH-Bindung mit dem Sauerstoffatom
einer Carbonylgruppe des Protein-Ruckgrates(backbone) gilt hingegen als atypisch, aber
moglich®. Voraussetzung dafirr ist, dass sich die CH-Gruppe eines Heterozyklus in direkter
Nachbarschaft zum Heteroatom befindet. Im weiteren Verlauf schlieBt sich die
Zucker-Bindungsregion an, in welcher der Ribose-Rest des ATP aufgenommen wird, und die
Phosphatbindungsregion fiir den Triphosphat-Teil. Beide gehtren zu dem sogenannten P-loop
der Kinase und zeigen notwendigerweise eine Haufung polarer Aminosdurereste auf. An der
Phosphatgruppen-Ubertragung auf das Substrat ist das Asp(D)-Phe(F)-Gly(G)-Motiv beteiligt.
Diese besteht aus einer hochkonservierten Abfolge der drei Aminosduren Asparaginsaure (Asp),
Phenylalanin (Phe) und Glycin (Gly). Dazu benachbart und angrenzend an die Adenin-
Bindungsregion befindet sich die hydrophobe Tasche mit dort gehduft auftretenden



Grundlagen 14

hydrophoben Aminosduren. Am Eingang dazu befindet sich ausgehend von der
Purin-Bindungsstelle ein Aminosaurerest, welcher die rdumliche Trennung beider Bereiche
unterstreicht. Dieser Rest wird als gatekeeper bzw. gatekeeper-Aminosédure bezeichnet.
Die Losungsmittel-exponierte Region ist der zur Oberflache der ATP-Bindungstasche gerichtete
Bereich, welcher, wie die hydrophobe Region, nicht fur die Bindung des ATP am Enzym in

Anspruch genommen wird.

2.2.1 AD-assoziierte Tau-Proteinkinasen

Als AD-assoziierte Tau-Proteinkinasen werden alle Kinasen zusammengefasst, welche das
Tau-Protein zu phosphorylieren vermdgen und in deren Folge beschriebene Prozesse der
Tau-Hypothese (Kapitel 1.1.1) eingeleitet werden. Die Hyperaktivitait und Uberexpression
dieser Enzyme wurde durch Untersuchungen an Gehirnen Erkrankter nachgewiesen, ebenso
deren Lokalisation in unmittelbarer Nachbarschaft zu den histopathologischen Merkmalen der
AD, vor allem den intrazellularen NFTs' . Den 85 identifizierten Phosphorylierungsstellen
des Tau-Proteins (Kapitel 2.1) konnten etwa 20 Proteinkinasen zugeordnet werden, die sowohl
im Physiologischen als auch Pathophysiologischen Tau phosphorylieren. Dabei konnen
unterschiedliche Kinasen ein und dieselbe Phosphorylierungsstelle adressieren.

Eine Einteilung erfolgt in Tyrosin(Tyr)- und Serin/Threonin(Ser/Thr)-phosphorylierende
Kinasen, wobei in der letzten Gruppe nochmals in Prolin(Pro)- bzw. nicht Prolin-benachbart

(mit bzw. ohne Ser/Thr-Pro-Motiv) unterschieden wird (Tabelle 2)*.

Tabelle 2: Einteilung der AD-assoziierten Tau-Proteinkinasen nach Martin et al.*

PDPK Non-PDPK TPK
(proline-directed protein kinases)  (non-proline-directed protein kinases) (tyrosine protein kinases)
- Glycogen Synthase Kinase-3 - Tau-tubulin kinase 1/2 (TTBK1/2) - Src family kinase (SFK)
(GSK-3) - Casein kinase 1a/1p/1¢€/2 - Src
- Cyclin-dependent protein kinase (CK1a/1B/1€l2) - Lymphocyte-specific protein
5 (CDK5) - Dual specificity tyrosine- tyrosine kinase (Lck)
Mitogen-activated protein kinases phosphorylation-regulated kinase - Spleen tyrosine kinase (Syk)
p38 1A/2 (DYRK1A/2) - Fyn
Extracellular signal-regulated - Microtubule affinity-regulating - c-Abl kinase
kinases 1/2 (ERK1/2) kinases (MARK) - Abl-related gene kinase (Arg)
- ¢-Jun N-terminal kinases - Phosphorylase kinase (PhK)

1/2/3 (INK1/2/3) - Protein kinase A (PKA)
- Protein kinase B/Akt (PKB/Akt)
- Protein kinase C/N (PKC/N)
- Ca*'/calmodulin-dependent protein
Kinase Il (CaMKiIl)

Im Folgenden werden einige wichtige Vertreter in Hinblick auf deren Rolle an der
AD-Pathologie néher betrachtet. Die Relevanz der Kinasen wird aus deren Anzahl an
identifizierten Tau-Phosphorylierungsstellen bei AD-Patienten sowie bei AD-Patienten und

gesunden Personen abgeleitet (Abbildung 8). Dabei gilt, je mehr Bindungsstellen vorhanden
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sind, desto grofer ist die Wechselwirkung des Enzyms mit dem Tau-Protein. Bei Hyperaktivitat
und/oder Uberexpression der Kinasen resultiert unweigerlich eine héhere Gefahr pathologischer
Hyperphosphorylierung mit anschlieBendem Verlust der natiirlichen Funktion des Tau-Proteins.

CDK5
JNK1/2/3
ERK1/2

p38

PKA

GSK3

CK1/2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Abbildung 8: Proteinkinasen mit > 10 identifizierten AD-assoziierten Phosphorylierungsstellen am Tau-Protein'®
Die Lénge der Balken entspricht der Anzahl identifizierter Phosphorylierungsstellen am Tau-Protein durch
die jeweilige Kinase. Die Gesamtanzahl ist griin, die davon sowohl in Gehirnen mit als auch ohne

AD-Pathologie identifizierten Stellen sind orangerot bzw. nur in AD-Gehirnen gefundenen
Phosphorylierungsstellen sind blau dargestellt.

2.2.1.1 Cyclin-abhangige Kinasen (CDK)

Die Cyclin-abhdngigen Kinasen (cyclin-dependent kinases) gehdren den Serin/Threonin-
Kinasen an und bilden Enzymkomplexe mit den Cyclinen (Cyc) bzw. dazu homologen
Proteinen, welche als regulatorische Untereinheiten fungieren. Nur durch diese Verbindung sind
die Enzyme aktiv. Urspringlich wurde den CDKSs nur eine Schliisselrolle an der Regulation des
Zellzyklus zugeschrieben. Nachdem herausgefunden wurde, dass das menschliche Genom fiir
20 CDKs sowie 29 regulatorische, cyclinartige Proteine codiert und in dessen Folge eine
Vielzahl an CDK-Regulatorprotein-Kombinationen maglich sind, zeigten Untersuchungen, dass
diese Kinasen mannigfaltige Funktionen tibernehmen®, So sind die CDK1, 2, 3, 4 und 6 in
Verbindung mit den Cyclinen A, B und E an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, andere
Kombinationen wie CDK7/Cyc H, CDK8/Cyc C, CDK9/Cyc T und CDK11/Cyc L sind als
Transkriptionsfaktoren fiir die Nukleinsiuren-Vervielfaltigung von Bedeutung®®.

Eine besondere Stellung nimmt die CDKS5 ein, weshalb sie auch eine tragende Rolle in der
Phopho-Tau-Pathologie spielt. Aufgrund der sehr hohen Expressionsrate der CDK5 im Gehirn
und da die notwendigen Regulatorproteine p35 und p39 fast ausschliellich im ZNS exprimiert
werden, beschrénkt sich die CDK5-Aktivitat auf die Neuronen® ®. Dort erfiillen die Enzym-
komplexe wichtige Funktionen in der Entwicklung des Nervensystems: Kontrolle des Neuriten-
wachstums, Regulierung der neuronalen Zellskelett-Dynamik, Steuerung von Transport-

vorgingen bzw. synaptischer Funktionen und Férderung der Apoptose™® ®. Die Regulation der
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CDKS5-Aktivitat erfolgt zum einen durch Phosphorylierungen am Enzymkomplex (CDKS5 bzw.
Untereinheit) zum anderen durch proteolytische Spaltung der regulatorischen Untereinheit p35
bzw. p39 mittels Calcium-abhéngiger Calpain-Proteasen zu der p25- bzw. p29-Form.
Die kirzeren Spaltprodukte sind stabilere Proteine und in der Folge entstehen stabile,

19, 23

hyperaktive CDK5-Komplexe . Die aktivste Form, der CDK5/p25-Komplex, wurde in
direkter Nachbarschaft zu NFTs gefunden und ist in der Lage, die Tau-Phosphorylierung und
Neurodegeneration UbermaRig zu induzieren®” ®, Neben der direkten Phosphorylierung an
mutmaRBlich 11 AD-relevanten Stellen des Tau-Proteins hat das durch die CDK5
phosphorylierte  Tau-Protein  verbesserte  Substrateigenschaft  fiir  weitere  extensive
Phosphorylierung durch die GSK-3p. Desweiteren zeigten Untersuchungen eine durch CDK5
induzierte Erhohung der Ap-Level durch APP-Phosphorylierung und damit verbesserter

Substrateigenschaft fir die nachfolgende Spaltung durch die B-Sekretase' .

Andere Cyclin-abhangige Kinasen, vor allem CDK1, 2
M und 4, werden ebenfalls mit der AD-Pathologie in
Zusammenhang gebracht, weil diese ungewdhnlicher-

G, Wweise in Nervenzellen bei Alzheimer Patienten

)
]

gefunden wurden. Normalerweise sind Neuronen
ausdifferenzierte Zellen, welche sich nicht weiter teilen

und daher werden genannte Zellzyklus-regulierende

ABbildung 9: - Wichtige COK/Cyclin-Komplexe Enzyme dort nicht exprimiert. Einmal entstandene
im Zellzyklus Nervenzellen verweilen nach der M-Phase (Mitose) in
der Go-Phase auRerhalb des Kreislaufs der Zellteilung® (Abbildung 9).
Expression und Aktivierung u. a. von CDK4/D fuhrt zum Wiedereintritt in die G;-Phase des
Zellzyklus und durch CDK2/E wird der Ubergang in die S-Phase (DNA-Verdopplung) reguliert.
Nach Ubergang in die G,-Phase, welcher durch CDK2/A kontrolliert wird, vermittelt
abschlieBRend die CDK1/B den Eintritt in die M-Phase. An diesen Ubergangsstellen, den
sogenannten Checkpoints (rot umrandet), kann fur das von Natur aus in seiner Mitose-
Kompetenz eingeschrankte Neuron CDK-beteiligt die Apoptose ausgeldst werden. Dieser
programmierte Zelltod filhrt zum Untergang der Nervenzelle® ™. Pharmakologische Unter-
suchungen konnten zeigen, dass durch Inhibitoren der CDKs deren Aktivitdt vermindert,
neuronale Schaden verhindert und sogar riickgangig gemacht werden konnten®.
Nach Auffassung von Moh et al. bilden sich die AD-typischen Ablagerungen erst dann, wenn
durch chronische oxidative Schéadigung der Nervenzellen im Gehirn der Apoptosesignalweg
verhindert wird und in der Folge sich teilende, entartete, ,,unsterbliche” Neuronen bilden

(dhnlich den Tumorzellen). Nur diese kénnen durch Fehlregulationen von Proteinen bzw.
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Enzymen die histopathologischen Merkmale der Alzheimer-Krankheit (Amyloid-Plagues und
NFTSs) entwickeln™.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten VVerbindungen wurden auf inhibitorische Wirkung
an der CDK1/B, CDK2/E, CDK4/D und CDK5/p25 untersucht, da diese wie oben beschrieben
vielversprechende pharmakologische Zielstrukturen darstellen.

2.2.1.2 Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3)

Die Glykogensynthase-Kinase 3 (glycogen synthase kinase-3) ist eine Prolin-gerichtete
Serin/Threonin-Kinase, d. h. diese phosphoryliert Substrate an Serin- und/oder Threoninresten,
wobei diesen Aminosduren immer ein Prolin folgt. Ihren Namen hat sie ihrem ersten
identifizierten Substrat, der Glykogensynthase, zu verdanken, flir die sie zundchst als

regulierendes Enzym im Glykogen-Metabolismus beschrieben wurde*™.

Heute ist jedoch
bekannt, dass dieses Enzym eine multifunktionale Kinase darstellt, welche viele Funktionen,
u.a. im Rahmen der Zellproliferation, -entwicklung und -apoptose, steuert und dessen
Dysregulation mit Erkrankungen, wie AD, Diabetes Typ Il und Krebs, in Verbindung gebracht
wird". Die beiden Isoformen GSK-3o und GSK-3p besitzen aufgrund von Unterschieden im C-
und N-terminalen Ende zu 85 % die gleiche Aminosduresequenz, wobei die Katalytische
Doméne zu 98 % ibereinstimmt’. Der Hauptunterschied liegt in dem 63 Aminosauren
langeren, glycinreichen N-terminalen Ende bei der GSK-3a’’. Die GSK-3-Isoformen werden in
verschiedenen Geweben exprimiert, wobei sehr hohe Konzentrationen im Gehirn gemessen
wurden’®. Von der GSK-3B existiert eine in der katalytischen Doméane um 13 Aminosduren
verlangerte Isoform, die GSK-3p32. Deren Anteil an Total-GSK-3p betragt 15 % und sie wird als
Neuronen-spezifische Variante beschrieben’. Untersuchungen zeigten auch, dass die GSK-3p2
eine verminderte Aktivitat an der Tau-Phosphorylierung besitzt, jedoch ist ihre Funktion noch
nicht vollstandig geklart®®. Im Vergleich mit anderen Proteinkinasen liegt die GSK-3 in
nicht-stimulierten Zellen permanent in aktivierter Form vor und wird erst durch an Rezeptoren
interagierende externe Stimuli, wie z.B. Insulin oder Wachstumsfaktoren, ausgelGste
Signalkaskaden inaktiviert. Daraufhin werden die Substrate nicht mehr phosphoryliert und
somit der Einfluss an biochemischen Prozessen reguliert. Dies ist fur den Insulin-,
Whnt/B-catenin- und Hedgehog-Signalweg sehr gut belegt™ %,

Damit die GSK-3 ein Substrat effizient phosphorylieren kann, muss dieses durch eine
sogenannte  priming-Kinase (vorgeschaltete Kinase, PK) vorphosphoryliert werden
(Abbildung 10, A). Dies stellt jedoch keine absolute Notwendigkeit dar, denn auch nicht vorab

phosphorylierte  Substrate (nPS) konnen phosphoryliert werden (B). Die genannte
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praphosphorylierte Stelle im Substrat ist vier Aminosduren zur eigentlichen Prolin-gerichteten
GSK-3 adressierten Stelle entfernt und bildet ein Ser/Thr-X-X-X-Ser/Thr-Pro-Motiv (X steht
fur eine beliebige Aminosdure). Die GSK-3-Substratbindungstasche besitzt zwei Interaktions-
bereiche mit einem dem genannten Motiv entsprechenden Abstand. Sie bilden zum einen das
katalytische Zentrum (Katalytische Doméne), an der die GSK-3-vermittelte Phosphorylierung
ablauft, zum anderen die Bindungsdomane (PS-Bindungsdoméne), mit der der pra-
phosphorylierte Substratrest wechselwirkt. Die Regulierung der GSK-3-Aktivitét erfolgt durch
Phosphorylierungsprozesse am Enzym. Eine Phosphorylierung des Serin-Restes 21 (GSK-3a)
bzw. von Ser9 und/oder Ser389 (GSK-3B) flihrt zu einer Inaktivierung. Aufgrund der
Konformationsanderung entsteht ein Pseudosubstrat, welches durch Interaktion mit der eigenen
Bindungsdoméne die eigentliche Substratbindung und dessen Phosphorylierung an der
katalytischen Seite kompetitiv blockiert (C). Im Gegensatz dazu wird durch Phosphorylierung
an Tyr279 (GSK-3a) bzw. an Tyr216 (GSK-3p) eine Aktivierung der Kinase eingeleitet’” 8 &,
Proteinkinasen, welche die GSK-3 Isoenzyme zu phosphorylieren vermdgen, sind u. a.
Proteinkinase A/B/C, p70S6-/p85S6- und p90-ribosomal S6-Kinase. Die letzten beiden werden
als Antwort auf p38 und ERK1/2 vermittelte VVorgange aktiviert™.
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Abbildung 10: Regulierung der GSK-3p-Aktivitat durch Phosphorylierung am Serinrest 9 (nach Doble et al.®)

Die aktive Form der GSK-3p kann sowohl durch vorgeschaltete Kinasen (PK) praphosphorylierte Substrate
(PS) als auch nicht vorab phosphorylierte Substrate (nPS) phosphorylieren (A und B). Die Aminosauren
Arginin (R) 96 und 180 sowie Lysin (K) 205 bilden eine kleine Phosphatgruppe-bindende Tasche, welche
als PS-Bindungsdoméne bezeichnet wird. Eine inaktivierende Kinase (1K) phosphoryliert Serin (S) 9 der
GSK-3B, in dessen Folge eine Konformationsénderung des Proteingertstes eintritt. Die S9-Phosphatgruppe
bindet als Pseudosubstrat an der PS-Bindungsdomaéne, besetzt diese und der restliche N-terminale Teil des
Proteins behindert sterisch die katalytische Doméne. Diese Inaktivierung unterbindet die Phosphorylierung
jeglicher Substrate (C).
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Mit 31 AD-relevanten Phosphorylierungsstellen am Tau-Protein werden durch die GSK-3 die
meisten mit AD-assoziierten Stellen phosphoryliert und damit spielt sie eine zentrale Rolle in
der Tau-Pathologie®. Vor allem die GSK-3p wurde iiberexprimiert und hyperaktiv in Gehirnen
von Alzheimer Patienten und zudem co-lokalisiert zu hyperphosphoryliertem Tau und NFTs
gefunden®" ®. Untersuchungen an Tiermodellen zeigten, dass durch Erhdhung der Aktivitat der
GSK-3B die Tau-Hyperphosphorylierung, Neurodegeneration im Hippocampus, Gedachtnis-
defizite und entziindliche Prozesse verstarkt wurden sowie eine verminderte Acetylcholin-
Synthese resultierte®®. AuBerdem bestatigten Zellversuche eine Beteiligung der GSK-3 an
apoptotischen Vorgangen und es fanden sich Hinweise, dass durch GSK-3p phosphoryliertes
Tau zelltoxisch sein kénnte®”. Toxische AB-Spezies vermdgen auBerdem die Aktivitat der
GSK-3p zu verstdrken, was wiederum zu einer Erhéhung der Ap-Produktion fiihrt®. Diese wird
zum einen durch APP-Phosphorylierung zum anderen durch Aktivierung von Prasenilin-1,
welches ein Bestandteil des y-Sekretase-Komplexes ist, erreicht®>. Die Abbildung 11
veranschaulicht die Verflechtung der GSK-3 mit der AD-Pathologie.

Die synthetisierten Verbindungen wurden auf ihre Hemmwirkung an der GSK-3p Uberpriift.
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Abbildung 11: Glykogensynthase-Kinase 3 in der AD-Pathologie (nach Jope et al.®?)
Schematisch dargestellt sind die Verflechtungen der GSK-3 in der AD-Pathologie, u. a. an der Entstehung
der histopathologischen Merkmale (Amyloid Plaques, NFTs) und der Neurodegeneration. Mit roten Pfeilen
gekennzeichnet sind die GSK-3-Aktivitat verstarkenden Faktoren. Neben den Ap-Peptiden vermdgen auch
Stressoren des Endoplasmatischen Retikulums (ER) die GSK-3B Aktivitat/Expression zu erhdhen sowie
durch fehlerhafte Proteinfaltungen die Neurotoxizitét zu steigern®.

2.2.1.3 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-K)

Die Mitogen-aktivierten  Proteinkinasen  (mitogen-activated protein  kinases) sind
Schllsselenzyme des hochkonservierten MAP-Kinase-Weges, einem aus mindesten drei in
Serie geschalteten Proteinkinasen bestehenden Signalweg. Sie aktivieren letztendlich die

zellulare Antwort auf einen Kaskade-aktivierenden Stimulus (Signal). Die Funktionen dieser
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Enzyme umfassen die vielseitige Regulation wichtiger Entwicklungsprozesse, dazu z&hlen
Zellteilung, -differenzierung und der programmierte Zelltod (Apoptose). Alle MAP-K sind
Serin/Threonin-Kinasen, die durch Phosphorylierung an einem Threonin- und Tyrosinrest mit
einer variablen, dazwischen befindlichen Aminoséure (Thr-X-Tyr-Motiv) aktiviert werden.
Diese Aktivierung erfolgt durch eine MAPK-K, welche wiederum durch eine vorgeschaltete
MAPKK-K aktiviert wird. Resultierend aus unterschiedlichen Stimuli und verschiedenen
beteiligten Kinasen an der Signalkaskade werden Signalwege definiert, welche teilweise

miteinander verkniipft sind® **. Die Abbildung 12 gibt dazu einen vereinfachten Uberblick.
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Abbildung 12: Vereinfachte schematische Darstellung der wichtigsten MAP-K-Kaskaden

Den MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 sind Beteiligungen an der abnormalen
Tau-Phosphorylierung nachgewiesen und auch in diesem Zusammenhang erhdhte
Expressionslevel in den Gehirnen von AD-Patienten gefunden worden®. Zum besseren

Verstandnis deren Rolle werden die genannten Vertreter im Folgenden vorgestellt.

2.2.1.3.1 Extrazellular-signalregulierte Kinase (ERK)

Namensgebend fir die ERK ist ein notwendiges extrazellulares Signal (z. B. Mitogene oder
Wachstumsfaktoren), welches (ber einen Rezeptor in der Zellmembran die
Phosphorylierungskaskade initiiert, in dessen Ergebnis die ERK aktiviert wird. Von den 8
bekannten Isoformen des Enzyms, werden die ERK1 (Aktivierung durch Phosphorylierung an
Threonin 202 und Tyrosin 204; Thr-Glu-Tyr-Motiv) und die ERK2 (Aktivierung durch
Phosphorylierung an Threonin 184 und Tyrosin 186; Thr-Glu-Tyr-Motiv)"® vermehrt in
Neuronen exprimiert®. Die zu 83 % in ihrer Aminoséauresequenz (ibereinstimmenden Isoformen
ERK1/2 werden mit Phosphorylierungen von Neurofilamenten und des Tau-Proteins in
Verbindung gebracht. So phosphoryliert beispielsweise im physiologisch normalen Zustand die

ERK2 in stochiometrischen MaRen die Wiederholungsdoméne (multi-repeat domain)
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mittelgroRer Neurofilamente und sorgt somit fiir ein stabiles Zytoskelett vor allem in den
Axonen® %, Am Tau-Protein werden durch die ERK1/2 16 Phosphorylierungsstellen adressiert,
davon werden 15 in einen Zusammenhang mit der AD gebracht™. Die Bindungsaffinitit des
durch ERK2 phosphorylierten Tau's zu den Mikrotubuli wird um den Faktor 10 vermindert,
woraus eine Verringerung der Stabilitat der Mikrotubuli resultiert®™. Fir eine Fehlregulierung
dieser Kinasen bei der AD und anderen Tauopathien sprechen auf der einen Seite hochregulierte
ERK1/2-Level in Neuronen mit hyperphosphoryliertem Tau bzw. Neurofilamenten®, auf der
anderen Seite Ergebnisse von Studien an transgenen Mausen. Die Untersuchungen an
genmodifizierten Mausen mit einer Stérung des Cholesterol-Metabolismus (Morbus
Niemann-Pick Typ C) und den stark ausgepragten klinischen Symptombildern (Akkumulierung
von NFTs sowie fortschreitender Neurodegeneration) konnten zeigen, dass die Zunahmen
phosphorylierter  AD-relevanter  Phosphorylierungsstellen am  Tau-Protein  mit einer
signifikanten Erhdéhung der aktiven ERKZ1/2-Level Korrelierten. Aktivitaten und
Expressionsraten anderer AD-relevanter Kinasen, wie GSK-3p und CDKS5/p35, waren nicht
erhéht, daher ist von einer mdoglichen Relevanz dieser Kinasen bei der Pathogenese
auszugehen® %, Zellkultur-Studien, in denen Neuronen nach AB-Exposition auf Kinasen-
induzierende Wirkung hin untersucht wurden, zeigten eine signifikante Aktivierung der ERK2
neben der GSK-3p und CDKS5, welche durch Tau-Hyperphosphorylierung letztendlich zum
Untergang der Zellen fiihrte?®. Ebenso aktivieren im Rahmen der Alzheimerschen Erkrankung
auftretende Hypoxien die ERK®.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen wurden auf inhibitorische Wirkung
an der ERK2 untersucht.

2.2.1.3.2 c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK)

Die c-Jun-N-terminale Kinasen, auch Stress-aktivierte Proteinkinasen (stress-activated protein
kinases, SAPK) genannt, werden als letztes Glied der durch Zytokine, UV-Bestrahlung,
Wachstumsfaktoren, Hitze-/Kalteschock, osmotischer/oxidativer Stress oder Xenobiotika
ausgeltsten Signalkaskade aktiviert. Die 10 bekannten Isoformen entstehen durch drei
JNK-codierende Gene und alternatives SpleilRen. So resultieren vier JNK1-, vier JNK2- und
zwei JNK3-Varianten. Von diesen werden die JINK3 hauptséchlich im ZNS und die JINK1/2 im

%2 91 Die Ubereinstimmung der Aminoséuresequenz aller

gesamten Organismus exprimiert
Isoformen liegt bei ca. 70 %, wobei die a- und B-Form des gleichen Gens zu 97% identisch ist.
Allen gemeinsam ist zudem das Aktivierungsmotiv Thr-Pro-Tyr, welches am Threonin- und

Tyrosinrest phosphoryliert werden muss™. Obwohl das c-Jun-Protein, dessen an Serin 63 und
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73 phosphorylierte aktive Form in UbermaRigen Mengen in direkter Nachbarschaft zu NFTs
gefunden wurde und dadurch ebenso mit der Neurodegeneration in Verbindung gebracht wird,
fiir aktivierte JNKs das bevorzugte Substrat darstellt*°, wird ebenfalls die Phosphorylierung des
Tau-Proteins an 12 Aminoséureresten durch die JNK katalysiert. Diese werden alle als
AD-relevant angesehen'®. Vermehrt aktive JNKs wurden in Nervenzellen umgeben von
AB-Ablagerungen co-lokalisiert zu hyperphosphoryliertem Tau gefunden®’, ebenso wie direkt in
den Tau-Aggregaten®. Auch wenn iiberaktivierte JNKs nicht allein fir die Hyper-
phosphorylierung von Tau verantwortlich sind, sondern zusétzliche Phosphorylierungen z. B.
durch die GSK-3p nétig sind®, spielen sie dennoch eine wichtige Rolle in der Tau-Pathologie.
Untersuchungen an der JNK brachten weitere Verknupfungen zur Ap-Pathologie hervor.
Die JNKs konnen die Aktivitat der y-Sekretase erhdhen, wodurch verstarkt AB-Peptide gebildet
werden'®. Durch die Mdglichkeit, dass AB-Peptide die MAP-Kinase-Kaskade auslésen und
somit wiederum JNKs aktivieren konnen®:, kann hier eine Art Teufelskreislauf im amyloiden
APP-Spaltungsweg entstehen.

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Zielstrukturen wurden an der JNK3 getestet, da

diese die ZNS-spezifische Isoform darstellt.

2.2.1.3.3 p38

Die p38 ist eine letzte den MAP-Kinasen zugehorige Enzymgruppe, welche an der
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins beteiligt ist, sowie uberaktiviert und benachbart zu
NFTs in Gehirnen von AD-Patienten gefunden wurde'™. Es sind 4 Isoformen des Enzyms
bekannt, die a-, B-, y- und d-Isoform. lhre Aktivierung erfolgt durch Threonin- und
Tyrosin-Phosphorylierung eines Thr-Gly-Tyr-Motivs nach Durchlaufen einer Kinasekaskade
ausgeldst durch extrazelluldre Stressoren bzw. Zytokine®. Die Aktivierung durch
Autophosphorylierung ist ebenso moglich'®. Eine wichtige Rolle spielen diese Kinasen in der
Regulierung der Apoptose, wobei deren Expression u.a. durch Destabilisierung des
Zytoskeletts (z. B. bei der Tau-Pathologie), Entziindungsmediatoren (Tumor Nekrose Faktor o
(TNFa) sowie Interleukin-1p (IL-1p)) und AB induziert wird". Die p38-Isoformen kénnen
allerdings auch selbst die Zytokin-Expression (TNFa und 1L-1B) steuern®. Da die Pathogenese
der AD in lhrer Vollstdndigkeit ungeklart ist, wird diese auch mit Entziindungsgeschehen in
Zusammenhang gebracht. Hier kann p38 ein Bindeglied darstellen. Untersuchungen an
Gehirnen von AD-Patienten zeigten erhohte TNFao- und IL-1B-Konzentrationen infolge der
durch Ap-Peptide induzierten Aktivierung von p38-o/f in Verbindung mit aktivierten

Gliazellen'®® . Eine bermaRige Erhdhung dieser Wachstumsfaktoren kann letztendlich zur
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Apoptose fuhren. Am besten dokumentiert ist allerdings die Beteiligung der p38-Isoformen o
und P als Regulatoren abnormaler entziindlicher Stimulation nur bei Rheumatoider Arthritis und
Entziindungen der Atemwege'® *®. Fiir p38-y und p38-5 wurde an den Entziindungsgeschehen
bisher keine Beteiligung nachgewiesen®, dafir aber eine entscheidende Rolle bei der
Tau-Mikrotubuli-Wechselwirkung. Studien identifizierten das Tau-Protein als Substrat der p38,
wobei von den 21 zugeordneten Phosphorylierungsstellen 15 mit der Tau-Pathologie assoziiert
werden™. Durch p38-y und p38-8 (Homologie untereinander 70 % bzw. 62 % zu p38a)
phosphoryliertes Tau fihrte zur groften Reduzierung der Tau-Mikrotubuli-Bindung im
Vergleich zu JNK, p38-a oder —B katalysierter Phosphorylierung'®” . Diese Erkenntnis wurde
in Studien an Neuroblastomzellen, in denen p38-y tberexprimiert wurde, nicht aber JINK oder
andere p38-lsoformen, mit ebenfalls signifikant reduzierter Assoziation von Tau mit dem
Zytoskelett bestatigt'®.

Die synthetisierten Verbindungen wurden an der p38-y, wegen der exklusiveren Beteiligung an

der Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, auf ihre Hemmeigenschaften hin untersucht.

2.2.1.4 Casein Kinase (CK)

Die Casein Kinase 1 (CK1) mit ihren 7 Isoformen a, B, v1, y2, v3, & und & sowie die drei
Isoformen der Casein Kinase 2 (CK2) a, o' und B bilden eine Gruppe multifunktionaler Enzyme.
Entscheidend fir die Beteiligung an der AD-Tau-Pathologie ist, dass sie ca. 54 % aller
Phosphorylierungsstellen des Tau-Proteins phosphorylieren, weswegen sie die Mikrotubuli-
Dynamik maRgeblich beeinflussen kénnen. So werden 25 der 46 Stellen eine AD-Relevanz
zugeschrieben®. Untersuchungen an AD-Patienten ergaben generell erhdhte CK1-Raten, wobei

110 v/or allem die CK1-Isoformen

eine Haufung dieser co-lokalisiert zu NFTs beobachtet wurde
a, & und ¢ werden vermehrt im Gehirn exprimiert und tragen somit stdrker an der
pathologischen Tau-Phosphorylierung bei'* ', In Gehirnen von Alzheimer-Patienten wurden
CK18 mRNA-Werte 24-fach und die Aktivitat der Kinase 30-fach erhoht gefunden''?, was
deren Beteiligung an der Krankheitsentwicklung untermauert. Ap-Peptide vermdgen CKs zu
aktivieren, mit der Folge die Tau-Pathologie zu férdern und aulRerdem die AB-Bildung zu
erhéhen® ™2, Bei der Spaltung von APP zu amyloidogenen AB-Peptiden spielt die CK1le als
Aktivitat-regulierendes Enzym der y—Sekretase eine entscheidende Rolle. Entstehende l6sliche
oligomere Ap-Peptide verstdrken die CK2-Aktivitat, was zu einer Stérung des schnellen
axonalen Transportes filhrt'*. Ebenso vermdgen hyperaktive CK2-Isoformen die
Phosphorylierung von ApoE zu fordern, welches abermals CK2 aktivieren kann. Die in vivo

nachgewiesene physiologische Interaktion von ApoE, CK2 und Tau-Protein**> *® kénnte somit
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moglicherweise zu Ungunsten beeinflusst werden. CKs sind auerdem regulierende Enzyme fiir
die Funktion der CDKS5 und stellen Priming-Kinasen fir die GSK-3p, mit bedeutender Rolle im

Insulin- und Wnt/B-Catenin-Signalweg, dar™ .

2.2.1.5 Proteinkinase A (PKA) und dual-spezifische Tyrosinphosphorylierung-
regulierende Kinase 1A (DYRK1A)

Die Proteinkinase A liegt als Heterotetramer, bestehend aus zwei regulatorischen Untereinheiten
mit 4 Isoformen und zwei katalytischen Untereinheiten mit 3 Isoformen, vor. Dadurch ergibt
sich eine Vielzahl an Enzymkomplex-Kombinationen und eine hohe Variabilitdt bei
PKA-regulierten Prozessen™ 8. Dazu zihlen hauptsichlich Energiestoffwechselprozesse aber
auch die Kontrolle von lonenkanélen und Weiterleitung durch Neurotransmitter vermittelte
Signale. Aktiviert wird die PKA durch cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP), einem

second messenger™®

. Dieses wird durch Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors und
der dadurch aktivierten membranstandigen Adenylatcyclase, welche ATP in cAMP umwandelt,
gebildet'®. cAMP bindet an den regulatorischen Untereinheiten und durch Konformations-
&nderungen des Enzymkomplexes werden die beiden katalytischen Untereinheiten abgespalten,
die dann Substrate mithilfe von ATP phosphorylieren kénnen''. Eine Vielzahl an Substraten
der PKA sind bekannt, so werden z. B. andere mit der AD in Verbindung gebrachte Enzyme,
wie PKB, PKC und GSK-3, sowie das Tau-Protein und der Transkriptionsfaktor cAMP
response element binding protein (CREB), welcher an Lern- und Gedéchtnisvorgangen beteiligt
ist'?’, phosphoryliert' 2. Allen Substraten gemeinsam ist ein Arg-Arg-X-Ser-Motiv, welches
adressiert wird'?. Bei Untersuchungen an Gehirnen von AD-Patienten wurden vermehrt aktive
PKAs neben den NFTs gefunden'® sowie 17 der 25 durch die PKA phosphorylierten
Aminoséurereste des Tau-Proteins als AD-relevant identifiziert'. Desweiteren bildet durch
PKA phosphoryliertes Tau ein besseres Substrat fir nachfolgende Phosphorylierung durch die
GSK-3"". Die PKA-vermittelte Hyperphosphorylierung von Tau, dem damit einhergehenden
Funktionsverlust und daraus resultierenden Defizit beim rdumlichen Geddachtnis konnte durch
Forskolin (Diterpen aus dem Harfenstrauch Plectranthus barbatus), einem Aktivator der
Adenylatcyclase, durch Erhéhung von cAMP und nachfolgender PKA-Aktivierung
nachgewiesen werden'?" ***. Ebenfalls wurde ein Einfluss durch die p-Sekretase unabhéngig
vom Vorhandensein von AB-Peptiden am cAMP/PKA/CREB-Signalweg nachgewiesen'®.
Die Inhibierung der PKA erscheint auf den ersten Blick vielversprechend, jedoch wegen
moglichen negativen Konsequenzen fur den Lern- und Gedéchtnisprozess nicht optimal. Diese

bei AD-Patienten beeintrachtigten Funktionen konnten in der Folge verminderter
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Phosphorylierung von CREB noch weiter verstarkt werden und wirden dieshbeziiglich keinen
Benefit darstellen'®’. Dies gilt ebenfalls firr die der Non-PDPK-Gruppe angehdrende DYRKI1A,
deren mRNA-Expression durch Ap-Peptide induziert wird. Sie vermag das Tau-Protein,
getriggert durch die GSK-3pB, pathologisch zu phosphorylieren und ebenso CREB durch
Phosphorylierung zu aktivieren'®,

2.3 Inhibitoren AD-relevanter Proteinkinasen

Seitdem hyperphosphoryliertes Tau-Protein mit der Entstehung und dem Voranschreiten der
Alzheimerschen Erkrankung in Verbindung gebracht wurde, ruckte die Entwicklung geeigneter
Proteinkinase-Inhibitoren immer weiter in den Fokus der Wirkstoffforschung. Der am
intensivsten verfolgte Ansatz ist die Entwicklung niedermolekularer, ATP-kompetitiver
Inhibitoren an der CDKS5, GSK-3f und den mit der AD assoziierten MAP-Kinasen (ERK, JNK
und p38). Da die Struktur der ATP-Bindungstasche hochkonserviert ist (Kapitel 2.2), besteht
hier die Herausforderung durch gezielte Substitutionsmuster selektive Hemmstoffe zu
entwickeln, die nur eine Kinase hemmen, um folglich unerwinschte Wirkungen zu vermeiden.
Als essentiell fur die Aktivitdt eines Wirkstoffes werden Interaktionen im Bereich der
Adenin-Bindungsregion angesehen, wobei die hydrophobe sowie die Ldsungsmittel-exponierte
Region zur Beeinflussung von Affinitat und Selektivitat genutzt werden kann.

Dementsprechend lasst sich in der Literatur eine groBe Anzahl vielfaltig substituierter

19, 62, 127, 129

Grundstrukturen finden , von denen im Folgenden interessante Vertreter vorgestellt

werden. Diese Ausfiihrung erhebt jedoch keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

Die meisten CDK-Inhibitoren, wie z. B. Flavopiridol und Roscovitin, stellen nicht-CDK5-
selektive Vertreter dar und werden aufgrund ihrer dadurch vermehrt aktiven Rolle in der
Regulation des Zellzyklus und damit zytostatischer Aktivitat als mogliche Krebstherapeutika
untersucht. Diese hemmen die CDKs 1, 4 und 9 im submikromolekularen Bereich und mit
schwécherer Potenz zusétzlich die CDKs 2 und 7 (Flavopiridol) bzw. in &hnlicher Potenz die
CDKs 1, 2, 5, 7 und 9 (Roscovitin)*. Das Erreichen der Selektivitat fiir eine einzelne CDK,
z. B. der CDKS5, scheint aufgrund der sehr hohen Sequenzhomologie der ATP-Bindungstasche
innerhalb der CDK-Familie das groRte Hindernis darzustellen. Durchaus leichter zu erreichen
ist jedoch die Selektivitat zu anderen Kinase-Familien, wie z. B. der GSK-3 oder der MAP-K.
So ist beispielsweise die inhibitorische Wirkung von Roscovitin an der CDKS5 (ICsp = 0,28 pM)
dhnlich der an den CDKs 1, 2, 7 und 9, jedoch dort 11-, 14-, 39- und 214-fach aktiver im
Vergleich zu den anderen Tau-Kinasen DYRK1A, CK18/1e, ERK2 und GSK-3"*. Variationen,

z. B. ein 2-Pyridyl-Substituent in Pos. 4 des Benzylaminsubstituenten von Roscovitin, brachten
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zwar eine Verdopplung der Aktivitat an der CDKS5, fiihrten aber auch bei Untersuchungen an
menschlichen Neuroblastomzellen zu einer 32-fachen Toxizitat. Der Anstieg der Potenz geht
auch mit Aktivitatssteigerung an anderen Kinasen, vor allem der CDK2, einher'*. Letztendlich
wurde den Roscovitin-Analoga immer wieder eine verstarkte zytotoxische Wirkung
nachgewiesen, wodurch deren Einsatz als Zytostatikum eher in Frage kommt.

|
HO NN CP-681301
. CP-668863 \Lg
Flavopiridol Roscovitin

Abbildung 13: Inhibitoren der CDKs

Mit CP-681301 und CP-668863 (Pfizer) wurden CDK5-selektive Inhibitoren mit K;-Werten von
2,9 und 13,7 nM*® entwickelt, die zudem die Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier, BBB)
iiberwinden kénnen®. Fiir CP-681301 wurde auBerdem berichtet, dass diese Verbindung bei
induzierter p25-Uberexpression eine Erhéhung der AB-Konzentration verhinderte, indem durch
Unterbinden der CDK5/p25-vermittelten APP-Phosphorylierung dessen Substrateigenschaft fiir

die B-Sekretase vermindert wurde®®,

Lithium wurde als erster GSK-3B selektiver Inhibitor mit einem K;-Wert von 2 mM und

%> Die Wirkung umfasst neben der direkten

136

Blut-Hirn-Schranken-Gangigkeit identifiziert
Interaktion am Enzym — Lithium konkurriert mit Magnesium in der ATP-Bindungstasche
auch die indirekte Beeinflussung durch Akt/PKB-Aktivierung mit nachfolgender
Phosphorylierung der Serinreste 9 (GSK-3p) und 21 (GSK-3a)™" **, infolge dessen die GSK-3
inaktiviert wird. Untersuchungen an Tiermodellen bestatigten eine Verminderung der
Tau-Phosphorylierung und Verhinderung der Tau-Aggregation®. Jedoch konnte bei Studien an
Patienten mit milder AD keine Verbesserung der kognitiven Funktionen nachgewiesen
werden'®. Daher beschrankt sich weiterhin die Zulassung von Lithiumsalzen auf folgende
Indikationen: Behandlung manischer Episoden und akuter Depressionen (Lithiofor®,
Quilonorm®), zusatzlich dazu zur Prophylaxe bipolarer affektiver Storungen (Hypnorex®) und
auRerdem bei anfallsweise bzw. chronisch auftretendem Cluster-Kopfschmerz (Quilonum®)'.

Mit AR-A014418 wurde ein selektiver Inhibitor der GSK-3p (ICsq = 104127 nM) entwickelt,
welcher 960-fach starker die GSK-3p hemmt als die CDKs 2 und 5 und dessen Selektivitat an

einem 26 Kinasen umfassenden Enzymassay iberpriift wurde' '*2. Zellversuche zeigten eine
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signifikante Verminderung der Tau-Phosphorylierung an durch GSK-3p adressierten Stellen im
Tau-Protein. AuflRerdem verhinderte AR-A014418 die durch A induzierte Neurodegeneration

im Hippocampus™**.
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Abbildung 14: GSK-3-selektive Inhibitoren

Im Rahmen der Wirkstoffentwicklung wurden mehrere Leitstrukturen, zu den wichtigsten
gehoren Paullone, Indirubine und Maleimide, identifiziert. Vielversprechende Inhibitoren der
Maleimid-Familie sind die beiden Bisarylmaleimide SB-216763 und SB-415286
(Eli Lilly & Co.) mit 160 - 10.000 facher Aktivitdt an der GSK-3 (mit Praferenz zur Isoform
GSK-3a)" ¥ im Vergleich zu anderen Kinasen, wie den CDKs 2 und 4 und der PKCBII'*.
In tierexperimentellen Studien, bei denen das rdumliche Lernen der Tiere untersucht wurde,
wurden flr beide Verbindungen Verbesserungen beobachtet, jedoch brachte die Anwendung
genannter Substanzen in der Kontrollgruppe ohne AD-pathologische Merkmale nachteilige
Effekte mit sich. Diese auBerten sich durch verstérktes angstliches Verhalten.*.

Unter den Indirubin-Derivaten wurde 6-Bromindirubin-3'-oxim (6-BI10) als sehr potenter,
selektiver Inhibitor der GSK-3p beschrieben (ICso=5nM)™, allerdings mit hohem
zelltoxischen Potential (LDs, = 9 pM)*** **®. Die Modifizierung der Struktur am 3'-Oxim-Rest
fihrte u. a. zum 6-Bromindirubin-3'-(2-bromethyl)-oxim (6-BIBEO). Diese Verbindung wies
eine schwdchere Bindungsaffinitdt auf, wodurch die Neurotoxizitdt bei Zelluntersuchungen
gesenkt werden konnte, und war um den Faktor 333 wirksamer an der GSK-3p (ICsp =140 nM)
im Vergleich zur CDK5", Die Verminderung der Tau-Phosphorylierung konnte in vitro fir das
Indirubin-3'-oxim nachgewiesen werden'**,

Als GSK-3B- und CDK-selektive Inhibitoren gelten die Paullone. Hier erreichten Verbindungen

Hemmeigenschaften an den genannten Kinasen in submikromolaren bis nanomolaren



Grundlagen 28

Konzentrationen an einem 9 Enzyme umfassenden Assay. In diesem wurde fir das
1-Azakenpaullon zudem eine 13-fach hohere Wirksamkeit an der GSK-3p im Vergleich zur
CDK5 nachgewiesenl‘”. Bei Zellversuchen mit einem anderen potenten Wirkstoff, dem
Alsterpaullon als CDK5 und GSK-3B Inhibitor, wurde eine Verminderung sowohl der
Tau-Phosphorylierung an AD-charakteristischen Tau-Protein-Aminosaureresten'® als auch der
AB-Bildung™ beobachtet. Bisher befinden sich Vertreter der vorgestellten Leitstrukturen nur in
der préklinischen Phase der Alzheimer-Arzneistoffentwicklung, da oftmals zytotoxische

Wirkungen festgestellt wurden.
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Abbildung 15: p38-selektive Inhibitoren

Mit SB239063 steht ein nanomolarer Inhibitor der p38 (ICs, = 44 nM) zur Verfugung. Er ist
dort um den Faktor 227 wirksamer als an der ERK und JNK™°, jedoch ist dessen Selektivitat
gegeniiber anderen AD-relevanten Kinasen unzureichend geklart. SB239063 ist in der Lage die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zu reduzieren'®. Diese kénnen u. a. verstérkt die
MAPK-Kaskade und folglich Proteinkinasen aktivieren und letztendlich zur Apoptose von
Zellen flhren (Kapitel 2.2.1.3). Ein weiterer Inhibitor der p38 stellt die Verbindung PD169316
dar, fur welchen in tierexperimentellen Studien Verbesserungen des Lern- und
Orientierungsvermdgens beschrieben wurden™. Hierbei wurde durch AB induziertes,
Uberexprimiertes p38 gehemmt und somit einer Verschlechterung kognitiver Fahigkeiten
entgegengewirkt. Mit MWO01-2-069A wurde ein BBB-lUberwindender, in submikromolaren
Konzentrationen wirksamer p38-a-selektiver Inhibitor identifiziert, fur den eine Verbesserung

der AB-induzierten synaptischen Dysfunktion beobachtet werden konnte®*.

FR180204, ein Pyrazol-[3,4-c]-pyridazin-Derivat, ist aktuell der einzige potente ERK2-selektive
Inhibitor. Diese Verbindung hemmt die ERK1 und ERK2 bei 1Cg =560nM bzw.
ICs0 =330 nM und ist an der ERK2 32-fach stdrker wirksam als an p38 sowie mindestens

100-fach gegeniiber anderen Kinasen'®. Eine Untersuchung der Selektivitdt gegeniiber den
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CDKs und der GSK existiert jedoch nicht. Die Aminofunktion an Pos. 3' ist ausschlaggebend
fur die Wirksamkeit, denn ein Derivat mit einer 3'-OH-Gruppe besitzt keine ERK1/2 Aktivitét
mehr. Desweiteren scheint die verdrehte co-planare Form des Molekilgrundgeristes sehr

vorteilhaft fiir die Interaktion in der ATP-Bindungstasche der ERK2%,
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Abbildung 16: ERK- bzw. JNK-selektive Inhibitoren

Es gibt eine Vielzahl an neuen Leitstrukturen (z. B. Aminopyrimidine'>*, 4-Anilinpyrimidine™*
156

1,9-Dihydro-9-hydroxy-pyrazol-[3,4-b]-chinolin-4-one'™, Piperazinamide™®, Aminopyridin-

157 158, 159

carboxamide™" und Isochinolone ) in der Entwicklung selektiver JINK-Inhibitoren, die dort
im Vergleich zur Aktivitat an der p38 um ein Vielfaches wirksamer sind. In den meisten Fallen
sind jedoch nur unzureichende Selektivitatsuntersuchungen beschrieben. Beispielhaft hierzu das
Isochinolon-Derivat A (Abbildung 16), welches an allen drei JNK-Isoformen (ICso = 30 nM)
aktiv und dort um den Faktor 500 wirksamer ist als an der p38. Diese Wirkstoffgruppe wird
allerdings aktuell nur auf dem Gebiet der Herz-Forschung untersucht™®® **°. SP600125, ein
Anthrapyrazolon-Derivat, ist ein selektiver, in nanomolaren Konzentrationen aktiver
JNK-Inhibitor mit mindestens 100-fach starkerer Wirksamkeit gegeniiber anderen 19
phosphorylierenden Enzymen, wu.a. p38, ERK2 und PKA. Desweiteren ergaben
tierexperimentelle Studien, dass die Substanz oral applizierbar ist und signifikant die
INK-induzierte Zytokin-Expression (TNFa) reduziert'®. Vorteilhaft wirde sich ein
JNK3-Isoform-selektiver Inhibitor erweisen, da diese Isoform als Gehirn-spezifisch gilt. Fur
eine  Reihe von 2-Anilin-4,4'-bipyridin-Derivaten  wurde JNK3-Isoform-Selektivitét
beschrieben, unter ihnen B (Astra-Zeneca). Diese Verbindung ist an der JNK3 (ICso = 7 nM)
55- bzw. 26-fach wirksamer gegeniiber JNK1 und p38'. Damit ist zwar ein guter Ansatz
gegeben, jedoch anhand der geringen Anzahl getesteter Kinasen das Selektivitatsprofil noch

unzureichend belegt.
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Nur fir 2 % aller in der Entwicklung befindlichen Inhibitoren AD-relevanter Kinasen wurde
eine Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke experimentell nachgewiesen. Damit trotzdem
Aussagen getroffen werden konnen, ob eine ,,Arzneistoff-Fahigkeit™ (bzgl. der Aufnahme und
Bioverflgbarkeit) vorliegt, werden die damit assoziierten physikochemischen Eigenschaften
mittels computerbasierter Methoden berechnet. So werden mit hoher Genauigkeit entscheidende
Merkmale, wie z. B. der clogP- (berechneter Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient) und der
PSA-Wert (polar surface area; Summe der rdumlichen Oberflache polarer Atome, z. B. N und
O mit gebundenen Wasserstoffatomen) errechnet und in Verbindung mit dem strukturellen
Molekilaufbau Vorhersagen zur Fahigkeit der Uberwindung der BBB sowie zur systemischen
Verfligbarkeit nach oraler Gabe gemacht. Die Parameter zur Bewertung bzw. Bedingungen
diese Eigenschaft zu erfillen wurden durch groR angelegte Vergleichsanalysen in
Substanzdatenbanken ermittelt. Hierbei werden Ubereinstimmungen und Ahnlichkeiten, z. B.
aus experimentellen  Untersuchungen, zusammengefasst und mit wiederkehrenden
Strukturmerkmalen korreliert, um letztendlich Bedingungen zu definieren.
Mit der Ser-Regel nach Lipinski et al.'®® wurde 1997 die erste Faustregel fir die orale
Bioverfuigbarkeit einer chemischen Verbindung aufgestellt. Bei seinen Untersuchungen stellte
er fest, dass die meisten Arzneistoffe relativ kleine, lipophile Molekiile sind und leitete davon
ab, dass Substanzen eine gute orale Bioverfuigbarkeit besitzen, wenn folgende Bedingungen
erfillt sind: - Molekilmasse < 500 g/mol

- clogP <5

- Anzahl Wasserstoffbriickendonatoren (HBD) im Molekil <5

- Anzahl Wasserstoffbriickenakzeptoren (HBA) im Molekil < 10

Zur besseren Beurteilung, ob eine chemische Struktur eine ,,Arzneistoff-Fahigkeit” aufweist,
wurden und werden diese Regeln immer wieder erweitert'® ***. Durch Vergleichsanalysen der
strukturgebundenen  Molekilmerkmale oral applizierbarer Verbindungen mit denen
ZNS-gangiger Wirkstoffe'® konnten auch hier Uberschneidungen gefunden werden. So konnten
notwendige Bedingungen einer chemischen Struktur zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke

23, 166.

definiert werden - Molekilmasse < 450 g/mol

- clogP <5 (besser: 1 < clogP < 3)**’

- HBD im Molekil < 3

- HBA im Molekil <7

- Anzahl frei-drehbarer Bindungen im Molekiil < 8

- PSA <90 A? (besser: < 70 A%
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Beispielhaft sind in Tabelle 3 einige Vertreter der GSK-3B-Inhibitoren aufgefuhrt. Zusétzlich
sind ebenfalls die Werte des einzigen aktuell in der klinischen Prufung befindlichen

GSK-3B-Inhibitors Tideglusib (oral verfligbar und ZNS-géngig) mit angegeben.

Tabelle 3: Physikochemische Eigenschaften und vorhergesagte Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (clogBB) ausgewéhlter
GSK-3B-Inhibitoren

Struktur clogP”  PSA® M, nON NOHNH clogP - clogBB®
(A% (@/mol)  (HBA)'  (HBD)' nON*
oL T
N N
. H/\©\0,0H3 2,1 120,6 308 8 2 -5,9 -1,33
AR-A014418

. 5,0 60,1 371 4 1 5,0 0,01
H3C/ cl
SB 216763
Br/\/O\ Br
N
r )
O AN 5,7 73,3 463 5 2 0,7 -0,08
H (o]
6-BIBEO
H o]
= N
\N _
t 34 59,2 328 4 2 -0,6 0,22
Br
2,9 74,2 332 5 1 2,1 0,52
Ic
N
ONTP° 2,3 50,0 222 4 0 -1,7 -025
N—S

Tideglusib

“clogP, tPSA berechnet mit ChemDraw Ultra, Version 9.0, ChembridgeSoft; “als PSA-Werte wurden tPSA-Werte™ (fragment-
basierte Methode) verwendet, Korrelationskoeffizient 3D-PSA/tPSA ist 0.99'%; 'Anzahl O und N Atome (Wasserstoffbriicken-
akzeptoren); TAnzahl OH- und NH-Funktionen (Wasserstofforiickendonatoren); Yist clogPp — nON > 0, dann ist clogBB
wahrscheinlich > -1'%"; 2Formel: clogBB = -0,0148 PSA + 0,152 clogP + 0,139'%, clogBB-Werte sollten > -1 (besser > -0,3) sein

Zusammenfassen lasst sich, dass bisher eine groRe Anzahl an mehr oder weniger selektiven
Inhibitoren identifiziert und weiterentwickelt wurden. Einige von ihnen stellen hochpotente
Verbindungen dar, jedoch besitzen gerade diese oftmals ein hohes zelltoxisches Potential.
Vor allem bei den Inhibitoren der MAP-Kinasen sind Untersuchungen, die AD-Pathologie

betreffend, noch unzureichend. AuBerdem ist nur bei den wenigsten Verbindungen eine fur die
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AD-Therapie notwendige Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen worden.
Letztendlich &uRert sich das darin, dass es bisher kein ATP-kompetitiver Inhibitor im Rahmen
der AD-Therapie in die klinische Phase der Prifung geschafft hat. Aufgrund der
multifaktoriellen Pathogenese und den durch verschiedene Kinasen quervernetzten
biochemischen Prozessen scheinen moglicherweise Inhibitoren mit dualem oder gar
multifunktionalem Wirkmechanismus sowie moderater Aktivitat fur den therapeutischen
Einsatz sinnvoller. Dafiir spricht, dass mehrere Kinasen bei der AD Uberexprimiert und/oder
hyperaktiv sind und diese mdglicherweise nur auf ein physiologisches Maly herunterreguliert
werden mussen, damit das Gleichgewicht Phospho-Tau-/Tau-Protein wiederhergestellt wird.
Die Entwicklung monoselektiver, hochpotenter Inhibitoren scheint hingegen eher nétig als

pharmakologisches Werkzeug, um die Beteiligung der Kinasen an Prozessen zu untersuchen.

2.3.1 1-Aza-9-oxafluorene als Inhibitoren AD-relevanter Proteinkinasen

Die ersten 1-Aza-9-oxafluorene 1 (Abbildung 17) unserer Arbeitsgruppe wurden zunéachst als
Sauerstoffanaloga des 1-Azacarbazols, mit der Zielstellung diesen ebenfalls eine

Antitumorwirkung nachweisen zu kénnen, synthetisiert.

HO R
QT/R ]
| J
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1-Aza-9-oxafluorene 1-Azacarbazole

Ia. R:OC2H5 lla R:CZHS
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Abbildung 17: Erste selektive Kinaseinhibitoren mit 1-Aza-9-oxafluoren-Grundstruktur

Eine Reihe an Derivaten war im Antitumor-Screen des NCI (National Cancer Institute, USA) in

einigen Krebszelllinien zytostatisch aktiv'™

und zeigten im untersuchten Konzentrationsbereich
keine zytotoxischen Eigenschaften. Durch Struktur-Wirkungsbeziehungen konnten der
4-Phenylring und die 6-Hydroxyfunktion als fiir die Wirkung erforderliche Strukturmerkmale
abgeleitet werden'. Mithilfe des COMPARE-Algorithmus des NCI wurde eine

Vergleichsanalyse der zytostatischen Hemmeigenschaften mit den NCI-Substanzdatenbanken
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durchgefuhrt. Denn Substanzen, die in gleichen Zelllinien &hnliche Wirkstarken aufweisen,
kénnen einen &hnlichen Wirkmechanismus besitzen. Im Ergebnis daraus wurden
DNA-Bindungseigenschaften oder die Hemmung von Proteinkinasen fir die zytostatische
Wirkung vermutet. Nachfolgende Untersuchungen der aktiven 1-Aza-9-oxafluorene mittels
einem Ethidiumbromid-Verdréangungstest zum Nachweis DNA-interkalierender Eigenschaften
sowie weiteren DNA-Bindungsstudien, die mithilfe von UV-Photometrie und
DNA-Schmelzkurven DNA-Ligand-Interaktionen messbar machen, schlossen jedoch eine
DNA-Bindung aus'’. Ein erster Kinaseinhibitionsassay identifizierte die Verbindungen, u. a. la
(im Rahmen dieser Arbeit als 27 bezeichnet) und Ib, als schwach wirksame CDK-Inhibitoren
mit CDK1-Selektivitdt und minimaler Restaktivitdt an der CDK5/p25'™. Erste Struktur-
variationen z. B. die Einflihrung eines 4-Methoxy-Substituenten im essentiellen 4-Phenylring
flhrten zu einer leichten Steigerung der Wirkung. Mit Einflhrung einer Alkoxy- statt der
Carbonyl-Funktion in Pos.3 des 1-Aza-9-oxafluorens verschob sich allerdings das
Kinasen-Hemmmuster weg von der CDK1/B hin zur CDK5/p25 (ICs, in unteren mikromolaren
Konzentrationen). Desweiteren wurde erstmals auch eine Hemmung der GSK-3p bei &hnlichen

mikromolaren Konzentrationen beobachtet'”

. Die steigende Aktivitdt der Verbindungen
speziell an der CDK5/p25 und der GSK-3B, zwei mit der AD assoziierte Kinasen, riickte
vermehrt die Entwicklung und Evaluierung der 1-Aza-9-oxafluorene als Inhibitor-Leitstrukturen
dieser Kinasen in den Fokus. So zeigte das 3-Benzyloxy-Derivat 11b (im Rahmen dieser Arbeit
als 20 bezeichnet) eine moderate Affinitat zur GSK-3p (K; = 5,8+1,2 uM) ohne eine Hemmung
der CDK5/p25 (K;> 1000 uM)*™. Fiir die Struktur lla wurde bei &hnlicher Konzentration

173

zusétzlich eine inhibitorische Wirkung an der CDK5/p25 gefunden™™. Mit der Einflihrung einer
Carbonylamid-Funktion an Pos. 3 wurde eine nahezu monoselektive GSK-3p-Hemmung
erreicht. Dies veranschaulicht die Verbindung Ic (K; = 1,5+0,2 uM an der GSK-38), welche mit
berechneten SQ-Werten (Selektivitatsindex: Quotient der Ki-Werte der jeweils zu
vergleichenden Kinasen) > 667 gegenuber den CDKs 1/B, 2/E und 5/p25, ebenso gegeniiber den
mitgetesteten PKC-Isoformen und der Tyrosinrezeptor-Kinase EGFR, durch ein
Kinaseinhibitionsassay identifiziert worden war'™. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen
wurde fir die 1-Aza-9-oxafluorene ein  ATP-kompetitiver  Wirkungsmechanismus
nachgewiesen. Mittels dem Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk wurde bei
Auftragung 1/v gegen 1/[S] bei verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen eine Schar von
Geraden mit einem gemeinsamen Schnittpunkt auf der y-Achse des Diagramms erhalten'’.

Dieser ist die notwendige Bedingung fiir einen kompetitiven Hemmmechanismus.
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Fur erste Dockinguntersuchungen wurden 14 Kristallstrukturen der GSK-3f3 in der aktiven
Konformation herangezogen, in deren Ergebnis ein bevorzugter Bindungsmodus aufgezeigt
werden konnte (Abbildung 18).
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Abbildung 18:  Erste Docking-Ergebnisse der 1-Aza-9-oxafluorene an der GSK-3p

Die fir die Interaktion wesentlichen Aminosaurereste sind als ,Ball-Stick-Modell“ und die gedockten

Inhibitoren sind als ,,Stick-Modell* in griin dargestellt. Das kleine Bild (oben links) zeigt die Aufsicht auf die

Adenin-Bindungsregion der GSK-3p.
So bildet der Stickstoff des planaren Ringsystems eine essentielle Wasserstoffbriicke mit dem
Riickgrat-NH von Vall135 aus, wobei der planare 1-Aza-9-oxafluoren-Grundkérper ober- und
unterhalb von Val118 und Leul88 mittels Van-der-Waals-Wechselwirkungen stabilisiert wird
(nicht dargestellt). Eine zweite stabile Wasserstoffbriickenbindung konnte zwischen der
6-Hydroxygruppe und dem  backbone-NH des Cys199 beobachtet  werden.
Die gatekeeper-Aminoséure Leul32 verhindert durch sterische Effekte den Zugang zur
hydrophoben Bindungstasche und fiihrt dazu, dass die 3-Benzyloxyfunktion der Verbindung I1b
(& 20) in Richtung Argl141 im Bereich der Ldsungsmittel-exponierten Region positioniert ist.
Die potentere Hemmwirkung der 3-Amid-substituierten Derivate wurde mit der zusétzlichen
Ausbildung einer weiteren Wasserstoffbriicke tber ein Wassermolekil mit Thr138 und damit

einer stérkeren Interaktion mit der ATP-Bindungstasche begriindet'™.

Der volumindse,
senkrecht zum planaren 1-Aza-9-oxafluoren-Grundgerlst stehende 4-Phenylsubstituent zeigt
von der Adenin-Bindungsregion weg und weist selbst nur ein untergeordnetes

Interaktionspotential am Enzym auf.

Ebenfalls wurden erste Dockinguntersuchungen (vier Kristallstrukturen in aktiver
Konformation) an der CDK5 durchgefiihrt und auch hier ein gemeinsamer Bindungsmodus

gefunden (Abbildung 19). Die Orientierung der Inhibitoren in der ATP-Bindungstasche
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entspricht der Ausrichtung an der GSK-3[3, wobei unterschiedliche Aminoséauren folgendes Bild
ergeben: gatekeeper-Aminosdure = Phe80 (Leul32), essentielle Interaktion an der Adenin-
Bindungsstelle = Cys83 (Val135), Aminoséurerest zur Ausbildung der Wasserstoffbriicke tiber
ein Wassermolekul zur 3-Amidfunktion = Asp86 (Thr138) und Aminoséurerest zur Ausbildung
der Wasserstoffbriicke zur 6-Hydroxygruppe = Alal43 (Cys199) — in Klammern angegeben die
Aminosdurereste der GSK-3B3. Aufgrund der Ausrichtung von Asp86 in Richtung der
Lésungsmittel-exponierten Region (Fehlen von Thr138) und des volumindseren gatekeepers

Phe80 ragen hier die 1-Aza-9-oxafluorene etwas weiter aus der ATP-Bindungstasche heraus.

Id R=CONH,
le R=0OH 249

Alal43
\

Abbildung 19: Docking-L6sung fiir die 1-Aza-9-oxafluorene an der CDKS5 und der GSK-3p (uberlagert)
Die wichtigen Aminosauren der GSK-3B sind grau, die der CDK5 sind cyan gefarbt
(,,Ball-Stick-Modell“). Die gedockten Inhibitoren sind magentafarben (,,Stick-Modell“) dargestellt.
Das Volumen von Phe80 ist tiber die Conollyoberflache dargestellt und verdeutlicht die ,,sterische
Begrenzung®.

Bezug nehmend auf die Problematik, dass den wenigsten Inhibitoren die Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke experimentell nachgewiesen wurde, konnte jedoch fiir einen Grof3teil der
1-Aza-9-oxafluorene unter Beriicksichtigung der in Kapitel 2.3 genannten strukturellen
Bedingungen eine ,,ZNS-Arzneistoff-Fahigkeit™ abgeleitet werden. So erflllt beispielsweise die
potente GSK-3p-selektive Verbindung Ic alle theoretischen Voraussetzungen, die fiir eine orale

Bioverfiigbarkeit und BBB-Uberwindung nétig sind (Tabelle 3, siehe Kapitel 2.3).
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3 Zielstellung der Arbeit

Grundlage der hier vorliegenden Arbeit bildete eine von Hilgeroth et al. beschriebene
Cyclisierungsreaktion, welche beim Versuch der Oxidation symmetrisch mehrfach substituierter
1,4-Dihydropyridine mittels p-Benzochinon zu 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-
oxafluorenen filhrte'” (Abbildung 20).

| 175

Abbildung 20: Synthese der 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene durch Cycloaddition nach Hilgeroth et a

Voigt etablierte daraufhin in unserer Arbeitsgruppe eine ,,Ein-Topf-Reaktion® zur Darstellung
unterschiedlich substituierter 1-Aza-9-oxafluorene. Im Rahmen seiner Untersuchungen wurden
3,4-disubstituierte N-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit einem 1,23-fachen Uberschuss an
p-Benzochinon versetzt, um in einem Reaktionsansatz ohne Isolation der Tetrahydro-
Intermediate zu den vollstindig aromatisierten 3,4-disubstituierten 6-Hydroxy-1-aza-
9-oxafluorenen zu gelangen (Abbildung 21).

Abbildung 21: Synthese der 6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene als ,,Ein-Topf-Reaktion nach Voigt et al.}"

Ein erstes Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Tauglichkeit dieser ,,Ein-Topf-Reaktion*
dahingehend zu Uberpriifen, ob durch Verwendung unterschiedlich substituierter para-Chinone
1-Aza-9-oxafluorene mit Substituenten an Pos. 5, 7 bzw. 8 erhalten werden kdnnen. Damit
sollten Derivate von 27 (CDK-Inhibitor) und 20 (CDK/GSK-3p-Inhibitor) entstehen, welche in
Bezug auf Lipophilie, Polaritdt und GrolRe der Substituenten an den genannten Positionen im

aromatischen Trizyklus variieren. Es sollte neben 2-Methyl-, 2-Methoxy-, 2,6-Dimethoxy-,
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2-Chlor- und 2-Brom-p-benzochinon auch das 1,4-Naphthochinon verwendet werden, um
benzoanellierte 1-Aza-9-oxafluorene (Derivate mit Tetrazyklus) zu erhalten. Weiterhin sollte
unter Verwendung von 5-Methoxy- und 5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinon gepruft werden, ob
sich ebenfalls tber diesen Syntheseweg der tetrazyklische Grundkdrper variieren lasst. All diese
Variationen sollen das Potential des Azaoxafluoren-Grundgeristes zur Ausbildung von
Wasserstoffbruckenbindungen bzw. hydrophoben Wechselwirkungen im Bereich der
Adenin-Bindungsregion und der hydrophoben Bindungstasche der ATP-Bindungsstelle von
Proteinkinasen erhohen.

Da erste 4-Phenyl-substituierte 1-Aza-9-oxafluorene mit Carbonylamid- bzw. Dimethyl-
carbamid-Rest an Pos. 3 als potente und selektive GSK-3B-Inhibitoren identifiziert wurden,
sollten auch hier weiterfiihrende strukturelle Modifizierungen vorgenommen werden. Mit der
Verlangerung der aliphatischen Amidreste (Ethyl- und Propylrest) und der Einfiihrung
volumindser Gruppen (Phenyl-, Benzyl-, Diethyl- und Dipropylrest) sowie einer endstandigen
Aminofunktion nach einem Ethylen-Spacer sollten weitere Interaktionsmdglichkeiten mit der
ATP-Bindungstasche geschaffen werden, um die Selektivitat der Verbindungen zu beeinflussen
und deren inhibitorische Wirkung zu erhdhen.

R =H, OMe R =H, OMe R =Et, Pr, Ph, Bz, EtNH,
R, = H, Me, OMe, Cl, Br R, = H, Me, OMe, Cl, Br R, = H, Et, Pr

5
P 4 3 OM@
0~ CH, O /‘
0 Ny
11 1

R =H, OMe
R, = H, OMe

Abbildung 22: Zielstrukturen des ersten Teils der Arbeit

Im Anschluss sollten die dargestellten Verbindungen in Kooperation mit der ProQinase GmbH
(Freiburg im Breisgau) auf ihre inhibitorischen Eigenschaften an einer Reihe von
AD-assoziierten, speziell an der Tau-Protein-Phosphorylierung beteiligten Kinasen untersucht
werden. Ebenfalls sollten die Interaktionen der synthetisierten Inhibitoren mit den Kinasen

durch Dockingstudien naher charakterisiert werden. Dies wurde in Kooperation mit der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Sippl am Institut fir Pharmazie der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten an ausgewéhlten Strukturen mit tri- und tetrazyklischem
Grundkdrper Feinoptimierungen vorgenommen werden, um Aussagen zum Einfluss von an
Pos. 3 und 6 befindlichen funktionellen Gruppen zu treffen. Insbesondere wurde ein Augenmerk
auf Wasserstoffbriickendonator-Substituenten in Form alkoholischer Reste im Vergleich zu
Wasserstoffbriuckenakzeptor-Funktionen in  Form von Methoxygruppen an genannten
Positionen und in verschiedenen Konstellationen gelegt. Zudem sollte eine Reihe 3-Fluor- und

4-(2-Methoxyphenyl)-substituierter Derivate entstehen, um diese Variationen zu erweitern.

R = OBz, OH, OMe
R, = H, OMe
R, = OH, OMe

R =H, OMe R = OH, OMe
Rl = Me, OMe

Abbildung 23: Zielstrukturen des zweiten Teils der Arbeit

Ebenfalls sollten auch hier wieder ausgewéhlte Verbindungen bei der ProQinase GmbH im
Kinaseassay auf ihre Hemmeigenschaften untersucht und Dockingstudien zum Bindungsmodus
der Derivate durchgefiihrt werden. Abschlielend sollten aus allen synthetisierten Zielstrukturen
interessante Verbindungen ausgewéhlt werden, welche im Rahmen der Kooperation mit der
Arbeitsgruppe um PD Dr. M. Holzer am Paul-Flechsig-Institut fur Hirnforschung der
Universitat Leipzig weiter evaluiert werden sollten. Im Anschluss an diese Arbeit sollten dort
die zelluldre Toxizitat, die Hemmung der Tau-Protein-Phosphorylierung und die Membran-

gangigkeit der Inhibitoren untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese (1)

4.1.1 Synthese der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene

4.1.1.1 Synthesekonzept

Die Darstellung der Zielstrukturen basiert auf einem 2-Stufen-Synthesekonzept ausgehend von
an Pos. 3 substituierten Pyridinderivaten (Abbildung 24).

1) Acetylchlorid

open N
1. pB
subst
P R 2) Grignard-Reagenz (X) 3 R /
1,4.
4Naphl‘ho )
St. b
Pyridinderivat H4C o L4, {w,
\zn
3,4-disubstituiertes

N-Acetyl-1,4-dihydropyridin

1-Aza-11-oxafluoren

Abbildung 24: 2-Stufen-Synthesekonzept zur Darstellung der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene

In der ersten Reaktionsstufe erfolgt die Synthese der 3,4-disubstituierten N-Acetyl-
1,4-dihydropyridine. Diese konnen Uber eine Pyridinring-aktivierende N-Acetylierung mit
anschlielRender regioselektiver Grignard-Addition an Pos. 4 in trockenem Tetrahydrofuran bei
tiefen Temperaturen (-40 °C) dargestellt werden (Kapitel 4.1.1.3).
Comins et al. hatte mit seinen Arbeiten zur regioselektiven Grignard-Addition an Pyridinen die
Grundlage zur Synthese der 3,4-disubstituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridine gelegt. Durch die
Acetylierung am Ring-Stickstoff wird der Pyridinring an Pos. 2, 4 und 6 im gebildeten
Pyridiniumion fiir eine nukleophile Addition von Grignard-Reagenzien derart aktiviert
(Abbildung 25), dass selbst beim Vorhandensein anderer reaktiver Gruppen im Molekdl, wie
R R
o Ao

HsC Ha

o R z.B. von Halogenen, Ketonen und
X =

N - Q/ Estern, bei tiefen  Reaktions-
/go H3c)\, c~  temperaturen (<-20°C) ein quanti-
Abbildung 25: Mesomere Grenzstrukturen des Pyridiniumions tativer Angriff am Pyridinring
erfolgt'’® "

Hg
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Durch die Zugabe katalytischer Mengen an Kupfer-(I)-iodid (Cul) und Temperaturen von
-40 °C erfolgt der nukleophile Angriff des Grignard-Reagenzes nahezu regioselektiv an der
Pos. 4 des Pyridiniumrings'®*®. Durch den Einsatz von Cul-SMe, konnte die Loslichkeit des
Cul und folglich dessen Effektivitat noch weiter gesteigert werden'". In spateren Arbeiten wird
als Katalysator Cul-2LiCl verwendet, welches ohne Geruchsbelé&stigung durch in ersten
Versuchen genutztes Dimethylsulfid als Katalytisch gleichwertig anzusehen st %2
Katalysator und Grignard-Verbindung bilden intermediar organische Kupfermagnesium-
Verbindungen (NORMANT-Reagenzien) mit hoher Reaktivitat.

Die Wahl der Saurechloride hat ebenfalls einen Einfluss auf die Regioselektivitat sowie auf die

176118 ynd ebenso auf die

Ausbeute bei Grignard-Additionen an substituierten Pyridinen
Stabilitdt der entstehenden Verbindungen. In vorangegangenen Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe konnten durch die Verwendung von Chlorameisensédurephenylester als
Pyridinring-aktivierendes Reagenz zwar regioselektiv 4-substituierte, oxidationsunempfindliche
N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine in hohen Ausbeuten (80 - 90 %) synthetisiert werden,
jedoch stellten sich diese als ungeeignet fir den nachfolgenden Reaktionsschritt heraus. Nur aus
3-Chlor- und 3-Brom-substituierten  N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridinen  konnten
1-Aza-9-oxafluorene erhalten werden, andere Derivate waren dariiber nicht zugénglich'”.

Daher wurde an der Verwendung von Acetylchlorid im Rahmen dieser Arbeit festgehalten.

In einem zweiten Reaktionsschritt werden die so gebildeten 3,4-disubstituierten
N-Acetyl-1,4-dihydropyridine bei Raumtemperatur im Dioxan/Perchlorséure-Gemisch mit
einem Uberschuss an verschiedenen para-Chinonen in einer Cycloaddition mit anschlieRender
Oxidation zu den gewtiinschten 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorenen umgesetzt (Kapitel 4.1.1.4).

Die dazu von Voigt et al. etablierte ,,Ein-Topf-Reaktion* verlduft vermutlich zunéchst iiber eine
Sonderform der MICHAEL-Addition zwischen Dihydropyridin und p-Benzochinon. Durch die
Enaminpartialstruktur der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine ist die Elektronendichte an C-3 und
C-5 erhoht (A, Abbildung 26). Aufgrund von Substituenten an Pos. 3 wird dieser mdgliche
Angriffspunkt sterisch gehindert, bzw. dieser Ladungseffekt durch Konjugation mit der
Carbonylgruppe des Ethylester-Substituenten (Verbindung 8) sogar abgeschwacht. Daher ist die
Pos. 5 diesbeziiglich starker aktiviert. Im sauren Reaktionsmilieu liegt das Chinon protoniert
vor, wodurch sich eine mesomeriestabilisierte positive Ladung im Ring formulieren l&sst (B,
beispielhaft p-Benzochinon). Folglich findet der Angriff des partiell negativ geladenen C-5 des
1,4-Dihydropyridins am positiv geladenen Kohlenstoffatom des p-Benzochinons statt. Dieser
Bildung des instabilen MICHAEL-Adduktes schlieBt sich der Ringschluss an. Hierbei erfolgt
der nukleophile Angriff des p-Benzochinon-Sauerstoffs am elektronenarmen C-6 des

1,4-Dihydropyridins und bildet das Cycloadditionsprodukt, das 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-
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tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren. Das im Uberschuss zugegebene p-Benzochinon oxidiert dieses
unter N-Desacetylierung zum 1-Aza-9-oxafluoren.

Ry Ry Ry
R R R
(V" e (T (Y
N N N
A A A

geRs

HO. HO H
o, - X
o o)

B

HsC™ O Hse 0 HC™ Y0
A
R
"H
HO H R
Y -
\/ X + ‘ —_—
o N
@
HC” o
HO

HO
H OH
R . Ry
p-Benzochinon
. = % R +
N SN
O™ °N
OH

H
ch*o

Abbildung 26: Bildung der 1-Aza-9-oxafluorene - vermuteter Reaktionsmechanismus -

Die nach dem beschriebenen 2-Stufen-Synthesekonzept entstehenden 1-Aza-9- bzw.
1-Aza-11-oxafluorene stellen zum einen Zielstrukturen dar, dienen zum anderen aber auch als

Ausgangsverbindungen fur weitere Strukturvariationen (Kapitel 4.1.2.1 und 4.4.1).

4.1.1.2 Synthese der kommerziell nicht verfigbaren Reaktanten

Im Rahmen des synthetischen Teils dieser Arbeit wurden substituierte p-Benzochinone und das
3-Benzyloxypyridin verwendet, welche kommerziell nicht erhaltlich waren und daher zundchst

dargestellt werden mussten. Im Folgenden soll ihre Synthese kurz beschrieben werden.

4.1.1.2.1 Synthese der substituierten p-Benzochinone (1c und 1f)

OH o}
NalO, 1c: R = OCHg
—_—
H,0 1f: R=Br
RT R
OH 1-15h o)

Abbildung 27: Synthese der p-Benzochinone 1c und 1f

Nach literaturbekannter Methode'™ erfolgte die Darstellung von 2-Methoxy- und

2-Brom-p-benzochinon durch Oxidation der analogen Hydrochinone mithilfe von
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Natriumperiodat. Dieses kann zugunsten einer schnellen, quantitativ ablaufenden Reaktion im
Uberschuss verwendet werden, da die entstehenden 1,4-Benzochinone im Vergleich zu
1,2-Benzochinonen, die unter Ringdffnung zu cis,cis-Muconséure-Derivaten weiter reagieren,
gegeniiber dem Oxidationsmittel stabil sind. Zur Umsetzung wurde das jeweilige Hydrochinon
in einer wassrigen Natriumperiodatlosung bei Raumtemperatur fur 1-—1,5 Stunden kréftig
geruhrt und gelegentlich geschittelt. Die resultierenden gelben Ldsungen mit kraftig gelbem
Niederschlag wurden extrahiert und die Verbindungen 1c und 1f nach Umkristallisation aus
Ethanol als gelbe Feststoffe (Ausbeute > 98 %) erhalten. Die Verbindungen sublimieren bei

Raumtemperatur und wurden daher im Kihlschrank unter Argon-Atmosphare aufbewahrt.

4.1.1.2.2 Synthese des 3-Benzyloxypyridins

Benzylchlorid \/@
KOH
‘ X OH (n-Bu)4NBr ‘ X o
—_—
= THF =
N

Ruckfluss

3-Hydroxypyridin 12h 2

Abbildung 28: Synthese des 3-Benzyloxypyridins 2

Zur Synthese der geplanten 3-Benzyloxy-substituierten Azaoxafluoren-Derivate wurde zunéchst
das 3-Benzyloxypyridin (2) hergestellt. Unter Phasentransferbedingungen erfolgte dessen
Darstellung durch Veretherung von 3-Hydroxypyridin mit Benzylchlorid in Tetrahydrofuran,
wobei Kaliumhydroxid als Base und Kkatalytische Mengen Tetrabutylammoniumbromid
verwendet wurden®?, Das Tetrabutylammoniumbromid beschleunigt die Umsetzung in dem es,
in Anlehnung an eine FINKELSTEIN-Reaktion, durch Umhalogenierung das Benzylchlorid in
das reaktivere Benzylbromid Uberfiihrt. Nach Aufarbeitung und séulenchromatographischer

Reinigung wurde 2 als gelb-braunliches Ol in 58%iger Ausbeute erhalten.

4.1.1.3 Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

Ph
R
R | N PhMgCl R
X Acetylchlorid LiCl, Cul
| _ Acetylchlorid NT e 8 R = COOC,Hs
= THF THF N 9 R=OBz
N 40 °C 9y CAO . 40 °C
20 - 30 min 3 1-15h He So

Abbildung 29: Darstellung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine 8 und 9

Die Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine 8 und 9 erfolgte in Anlehnung an eine

Vorschrift von Comins et al.'”® Dazu wurden die an Pos. 3 substituierten Pyridinderivate,
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3-Benzyloxypyridin (2) bzw. Ethylnicotinat, unter Argon-Atmosphére in trockenem THF
geldst, der Ansatz im Kaltebad auf -40 °C heruntergekiihlt und durch langsame Zugabe des
frisch destillierten Acetylchlorids zu den rétlich gefarbten, entsprechenden N-Acetylpyridinium-
verbindungen umgesetzt. Ohne Isolation dieser Zwischenverbindungen wurde in Gegenwart
katalytischer Mengen Cul-2LiCl und unter Aufrechterhaltung der tiefen Reaktionstemperatur
das Grignard-Reagenz Phenylmagnesiumchlorid langsam zugetropft. Hierbei wurde generell bis
zum Verschwinden der Rotfarbung ein leichter Uberschuss bendtigt. Nach Aufarbeitung,
sdulenchromatographischer ~ Auftrennung  der  resultierenden  Produktgemische  und
Kristallisation aus Methanol betrug die Ausbeute der Zielstrukturen 75 % (8) bzw. 52 % (9).

Die dargestellten N-Acetyl-1,4-dihydropyridine sind instabile Molekile und werden bei
Raumtemperatur innerhalb von Stunden bis Tagen zu den Pyridinverbindungen 72 und 70
oxidiert. Am anfalligsten dafiir ist Verbindung 9. Schon bei dessen Aufarbeitung konnte die
Bildung des Oxidationsproduktes mittels DC beobachtet werden. Aufgrund des elektronen-
schiebenden 3-Benzyloxy-Substituenten wird die Elektronendichte im Dihydropyridinring
erhéht und die Oxidationsanfalligkeit steigt. Verbindung 8 neigt vergleichsweise weniger stark
zur Oxidation, da der elektronenziehende 3-Ethylester-Substituent stabilisierend auf die
Dihydropyridinring-Grundstruktur wirkt. Hier besteht die Mdglichkeit zur Erweiterung der
Ladungsverteilung auf das Sauerstoffatom am Carbonyl-C an Pos. 3. Durch Aufbewahrung der
Substanzen im Gefrierschrank unter Argon-Schutzatmosphére war allerdings die Stabilitat Gber
den gesamten Zeitraum der Arbeit gewéhrleistet.

Fur die N-Acetyl-1,4-dihydropyridine 8 und 9 existieren zwei Rotationsisomere (E- und
Z-Form) und aufgrund des Chiralitdtszentrums an Pos. 4, entstanden durch die nicht
stereoselektiv verlaufende Grignard-Addition, liegen diese zusatzlich als R- und S-Enantiomere

im Verhaltnis 1:1 vor.

f R-Enantiomere \ S-Enantiomere
H Ph O H Ph Pho H O BOH
B & o Q {__0Bz
OEt St
Z-Form M @/ M L
N N i N
Hzc/&o ch/&o HSC/&O ch)\o
H Ph [e] H Ph Ph, H o Ph H
5 {__OBz < OBz
OFEt CEt
E-Form M m/ m)‘\ L/
N N o N
- CHy OZ\CHS o)\cH3 o)\CHQ

- J

Abbildung 30: Enantio-/Rotamere der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine 8 und 9

Die Enantiomere sind bei Verwendung der ublichen achiralen Ldsungsmittel im

'H-NMR-Spektrum nicht zu unterscheiden, jedoch konnten Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zur
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Photodimerisierung von N-Alkyl-1,4-dihydropyridinen, welche ebenfalls (ber die oben
beschriebene Grignard-Addition entstanden, die Existenz beider Enantiomere belegen'® .
Die beiden Rotationsisomere entstehen aufgrund der Behinderung der freien Drehbarkeit durch
den partiellen Doppelbindungscharakter der N-C-Bindung im N-Acetylrest des Molekuls und

liegen daher gleichzeitig als E- und Z-Form vor.

LSM

07 CH,
Ph [E/Z]
+6-H[Z]
,_/ -CH3
[E/Z]
4-H [E/Z]
N-Acetyl
-CH2 - (CH3 [E/Z])
Wasser
4 5-H [E/
2-H[E] 6-H [E] (&
| I\
L L s B B LA L R B R B I — I — L — T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm
ar. H [E/Z]
+6-H (7
N-Acetyl
(CH3[E]) o
L ||
N
o)\cH3
N-Acetyl
(CH3[Z])
2-H[E]
6-H [E]
JLZ'H 2 Wasser
T T I — T I — LA B B B ]
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Abbildung 31: Vergleich der *H-NMR-Spektren von 8 und 9

oben: Verbindung 8 in CDCls (500 MHz), vergroRert ist der AB-Teil des ABX3-Systems der Ethylestergruppe;

unten: Verbindung 9 in CDCl, (400 MHz); vergroRert ist der AB-Teil des AB-Systems der Benzyl-CH,-Gruppe
Die Signale der vom Rotamereneffekt betroffenen Protonen im Dihydropyridinring mit der
Ethylestergruppe (8) ergeben im *H-NMR-Spektrum breite, unscharfe Signale (Abbildung 31,
oben). Dies liegt im Vergleich zum 3-Benzyloxy-substituierten Derivat 9 an der vinylogen
Amidpartialstruktur und dem daraus resultierenden schwécheren partiellen Doppelbindungs-
charakter der 0. g. N-C-Bindung. Der Wegfall dieser vinylogen Amidpartialstruktur resultiert in
einer starker reduzierten Drehbarkeit der N-Acetylgruppe und daraus ergeben sich differen-
ziertere Signale im *H-NMR-Spektrum von 9 (Abbildung 31, unten). So sind auch hier gréRten-
teils die Signale der 1,4-Dihydropyridin-Protonen doppelt vorhanden und zusatzlich ergeben die
Protonen der N-Acetylgruppe zwei Singuletts (Tabelle 4). Die Signale kénnen anhand ihrer

Integralh6he den Rotameren zugeordnet werden. Wegen der magnetischen Anisotropie der
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Carbonylgruppe werden der Doppelbindung des N-Acetylrestes zugewandte Protonen
abgeschirmt (hochfeldverschoben) und abgewandte Protonen entschirmt (tieffeldverschoben).

Tabelle 4: Chemische Verschiebung & (ppm) der 1,4-Dihydropyridin- und N-Acetyl-Protonen in den Rotameren von 8 und 9

2-H 4-H 5-H 6-H N-Acetyl-CH,

Z-Form E-Form Z-Form E-Form Z-Form E-Form Z-Form E-Form Z-Form E-Form

8 7,56 8,12 4,22 5,04 - 4,90 (breit)y 7,06-6,91" 6,35 2,13 2,07
9 6,13 7,01 4,32 4,34 5,18 5,09 7,39-7,23" 6,69 2,19 2,28

fvom Multiplett der aromatischen Protonen iiberlagertes Signal

Durch die Nahe zum Chiralitatszentrum an Pos. 4 wird die magnetische Aquivalenz des
Methylenprotonenpaares der Benzyloxy- und Ethylestergruppe aufgehoben. Hier ergeben sich
weitere Besonderheiten im *H-NMR-Spektrum. Das erwartete Singulett fiir die Methylengruppe
des Benzyloxy-Substituenten der Verbindung 9 erscheint als zwei leicht (berlagerte
AB-Systeme, bei & =4,79 ppm und & = 4,77 ppm, mit unterschiedlicher Breite und geminaler
Kopplungskonstante fur die zugeordneten E- und Z-Rotamere (E-Form: Adas =0,075 ppm,
s =119 Hz; Z-Form: Adag =0,097 ppm, “as=12,3Hz). Im 'H-NMR-Spektrum von
Derivat 8 ergeben die Ethylprotonen Signale vom ABXs-Typ statt als ein Quartett und ein
Triplett aufgelost zu werden. Der AB-Teil erscheint als symmetrisches Multiplett bei
& = 3,83 ppm, bestehend aus einem Quartett von AB-Systemen mit Intensitatsverteilung 1:3:3:1.
Die geminale Kopplung der Methylenprotonen betrégt “Jag = 10,8 Hz, die vicinale Kopplung
mit den Protonen der Methylgruppe *Jcuychs = 7,1 Hz. Der Xs-Teil erscheint bei & = 0,89 ppm

als breites Triplett mit *Jopzcr, = 7,1 Hz.
4.1.1.4 Synthese der Azaoxafluoren-Zielstrukturen

laXx=H Y=H
% lbX=Me Y=H A O
1c X=0OMe Y=H O‘
v X 1d X =OMe Y = OMe
R ) lex=Cl Y=H I
1f X=Br Y=H
| 1
L

lhA=OMeB=H 1lgA=B=H

1i A=OMe B =OMe + R
HsC o (Cycloaddition & Oxidation) _ N
Dioxan/HCIO
Edukt |oxagT 4 Produkt 1 Produkt 2

Abbildung 32: Synthese der 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene mithilfe unterschiedlich substituierter p-Chinone (— Tabelle 5)

Die Darstellung der 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene erfolgte nach der in unserer Arbeitsgruppe
etablierten ,,Ein-Topf-Methode“. Hierbei wird das N-Acetyl-1,4-dihydropyridin, gelost in
Dioxan und 3- bis 5%igen Zusatz an Perchlorsiure, mit einem Uberschuss p-Chinon direkt und

ohne Isolation des Zwischenproduktes zur Zielverbindung (Produkt 1) umgesetzt.
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Das N-Acetyl-1,4-dihydropyridin 8 bzw. 9 (Abbildung 32, Edukt) und das jeweilige p-Chinon
(1a-g) wurden unter Argon-Schutzatmosphére in 1,4-Dioxan geldst. Dort hinein wurde langsam
ein Dioxan/Perchlorséure-Gemisch - das Mischungsverhéltnis ist in den experimentellen Daten
angegeben - zugetropft und anschlieBend wurde der Ansatz bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Reaktionsverldufe wurden bis zur vollstandigen Abreaktion der Edukte und Intermediate
dunnschichtchromatographisch  berwacht. Hilfreich erwies sich hierbei die visuelle
Detektierbarkeit der Edukte, Zwischenprodukte und Produkte unter UV-Licht bei 254 und
366 nm. Die 1,4-Dihydropyridine und Azaoxafluorene besitzen im Gegensatz zu den
fluoreszensloschenden Tetrahydro-Intermediaten sowie Pyridinderivaten eine hellblaue
Eigenfluoreszenz aufgrund der Vielzahl an konjugierten Doppelbindungen im Molekul.

Waren die Reaktionen abgeschlossen, wurden die Ansétze aufgearbeitet und daraufhin in der
Regel Gemische des gewilnschten 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorens (Produktl) und des
4-Phenylpyridins (Produkt 2), welches durch Oxidation des 1,4-Dihydropyridins gebildet
wurde, erhalten. Mittels Saulenchromatographie konnten die Zielverbindungen aus den
Gemischen isoliert und nach Umkristallisation als beige bis schwach bréunliche Feststoffe

gewonnen werden. Die Tabelle 5 stellt die Ergebnisse dieser Reaktionen ubersichtlich dar.

Tabelle 5: Ergebnisse der Umsetzung von 1,4-Dihydropyridin 8/9 mit unterschiedlich substituierten p-Chinonen (— Abbildung 32)

Edukt Chinon  Produkt 1 (Ausbeute) Produkt 2 (Ausbeute) R R1 R, Rs AT
9 la 20 (4,9 %) 70 (56 %) OBz H H H 24 h
9 1b 21 (0,9 %) 70 (56 %) OBz H CH3 H 7d
9 1c 22 (0,9 %) 70 (53 %) OBz H OCHjs H 24 h
9 1d 23 (1 %) 70 (39 %) OBz OCHgz OCHjs H 24 h
9 le — 70 (68 %) OBz H Cl H 24 h
9 1f — 70 (70 %) OBz H Br H 24h
9 1g 24 (5,8 %) 70 (43 %) OBz H -CH=CH-CH=CH- 3d
8 la 27 (9,8 %) 72 (40 %) COOEt H H H 36d
28a (2,1 %) H CHs

8 1b 72 (42 %) COOEt 70d
28b (0,5 %) H H CHs

8 1c — 72 (50 %) COOEt H OMe H 50d

8 1d — 72 (33 %) COOEt H OMe OMe 50d
29a (0,7 %) H Cl H

8 le 72 (59 %) COOEt 120d
29b (1,0 %) H H Cl
30a (0,5 %) H Br H

8 1f 72 (63 %) COOEt 150 d
30b (1,2 %) H Br

8 19 31 (4,8 %) 72 (38 %) COOEt -CH=CH-CH=CH- 32d

8 1h? 32 (4,1 %) 72 (32 %) COOEt -CH=CH-CH=CH- 78d

+ 7-OMe
8 1i° 33 (9,4 %) 72 (36 %) COOEt H -CH=CH-CH=CH- 67 d
+ 7,10-Di-OMe

35-Methoxy-1,4-naphthochinon; *5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinon
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Bei der Umsetzung von 9 mit den verschiedenen Chinonen (1a-g) lberwog die Oxidation zu
dem 4-Phenylpyridin 70 deutlich. Je nach Ansatz wurde das Oxidationsprodukt mit Ausbeuten
von 43-70% aus den Produktgemischen isoliert. Die gewinschten Azaoxafluorene fielen
dabei nur in geringen Mengen zwischen 0,9 und 5,8 % an oder wurden wie bei Verwendung der
Halogen-substituierten p-Benzochinone (1e/f) gar nicht gebildet. Somit stellt die Oxidation,
welche ab Beginn der Reaktion mit der Cycloaddition konkurriert, die primar ablaufende
Reaktion dar. Beim Vergleich des Redoxverhaltens der Chinon/Hydrochinon-Paare, genauer der
Oxidationsstarke der 1,4-Chinone, mit den Ausbeuten der angefallenen 3,4-disubstituierten
Pyridine ist erkennbar, dass bei Verwendung der starksten oxidationsférdernden 1,4-Chinone,
2-Chlor- und 2-Brom-p-benzochinon (le und 1f), auch die héchsten Ausbeuten an
3-Benzyloxy-4-phenylpyridin (70) zu 70 bzw. 68 % im Vergleich zum Ansatz mit dem
schwéchsten verwendeten Oxidationsmittel, dem 2,6-Dimethoxy-p-benzochinon (1d), zu 39 %
resultierten. Die Zielverbindungen 20 und 24 wurden in schlechten Ausbeuten zu 4,9 bzw.
5,8 % isoliert, bei der Umsetzung mit dem 2-Methyl-, dem 2-Methoxy- und dem
2,6-Dimethoxy-p-benzochinon (1b-d) waren die Ausbeuten der Zielverbindungen (ca. 1 %)
noch einmal geringer. Die Reaktionen mit den einfach substituierten p-Benzochinonen
(2-Methyl- bzw. 2-Methoxygruppe) brachten an Pos. 7 substituierte 1-Aza-9-oxafluorene
hervor, da die dem Substituenten abgewandte Seite des 1,4-Chinons fur den nukleophilen

Angriff aus sterischen Grinden und induktiven Effekten vorteilhafter erscheint.

o o o o o o o
Cl Br CHg3 oL el °N
CHs HsC CHg
. S8R \ - CX >
o o o o o o o
le 1f la 1b 1c 19 1d

E° [V] 0,736 0,735 0,711 0,656 0,594 0,576 0,530
Eip V] -0,602 -0,851 -0,928 -1,029 -1,050

Abbildung 33: Reihung der para-Chinone in abnehmender oxidierender Wirkung
E®: Standardelektrodenpotential®” %, E,,: Halbstufenpotential*®®

Bei der Umsetzung des 3-Ethylester-substituierten 1,4-Dihydropyridins 8 mit den 1,4-Chinonen
(1a-1) konnte ein anderes Reaktionsverhalten beobachtet werden, wenngleich auch hier die
Oxidation des N-Acetyl-1,4-dihydropyridins zum 4-Phenylpyridinderivat 72 (berwog.
Im Vergleich zu den Ansdtzen mit dem 3-Benzyloxy-substituierten Edukt (9), bei denen die
Reaktionszeitraume zwischen 1 und 7 Tagen lagen, dauerten die vollstandigen Umsetzungen
von 8 zu den Zielstrukturen mehrere Wochen, Zeitradume zwischen 32 und 150 Tagen, wobei
mehrfach anteilig das Chinon zugegeben werden musste, weil dieses zum korrespondierenden
Hydrochinon abreagiert war bzw. saurekatalysiert polymerisierte. Der 3-Ethylester-Substituent

hat einen elektronenziehenden Effekt mit Einfluss auf die Elektronendichte im
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1,4-Dihydropyridin-Ring. Zum einen ist dadurch die Oxidation zum 4-Phenylpyridinderivat
vermindert, zum anderen die Oxidation des gebildeten Tetrahydro-Azaoxafluorens zum
Azaoxafluoren selbst verlangsamt. Weiterhin ist durch Konjugation mit der Carbonylgruppe
und mesomeren Effekten die Bildung des Nukleophils beeinflusst, wodurch die Reaktivitat fir
die MICHAEL-Addition gemindert wird. Auffallig bei den Umsetzungen des Edukts 8 war
zudem die Bildung einer Vielzahl an Verbindungen mit fluoreszenzldschenden bzw. bléaulich
fluoreszierenden Eigenschaften auf den DC-Folien. Diese konnten jedoch sdulenchromato-
graphisch nicht vollstandig aufgetrennt und folglich deren Identitét nicht aufgeklart werden.
Bemerkenswert war bei der Umsetzung von Edukt 8 mit 2-Methyl-, 2-Chlor- und 2-Brom-
p-benzochinon (1b/e/f) die sdulenchromatographische Isolation der gebildeten 7- und
8-Stellungsisomere neben dem Oxidationsprodukt 72. Allerdings war der tberwiegende Anteil
der Zielstrukturen 28 — 30 nicht vollstandig in die jeweiligen Stellungsisomere auftrennbar
(Gesamtausbeute, siehe Experimenteller Teil). Auch hier war wieder die dem Substituenten
abgewandte Seite des 1,4-Chinons fur die Addition zum Cyclisierungsprodukt bestimmend.
Bei den halogenierten 1-Aza-9-oxafluorenen 29 und 30 lag die Ausbeute der an Pos. 8
substituierten Produkte etwa um 0,6 % hdher als im Vergleich zu den an Pos. 7 substituierten
Verbindungen. Im Fall der Methylderivate war es umgekehrt, hier wurde 28a in 2,1%iger
Ausbeute und 28b zu 0,5 % erhalten. Die Umsetzung mit 2-Methoxy- bzw. 2,6-Dimethoxy-
p-benzochinon (1c/d) fiihrte nicht zu den gewinschten Zielverbindungen, nur das
4-Phenylpyridinderivat konnte in 50- bzw. 33%iger Ausbeute isoliert werden. Die Bildung des
1-Aza-11-oxafluorens 31 bei den 3-Ethylester-substituierten Derivaten war mit 32 Tagen am
schnellsten und resultierte in einem gut zu trennenden Gemisch aus der Zielverbindung mit
einer Ausbeute von 4,8 % und dem 4-Phenylpyridin 72 zu 38 %. Um zu Uberprifen inwiefern
bei gleichem Syntheseweg Reste am anellierten Benzolring mdglich sind, wurde zusétzlich das
1,4-Dihydropyridin 8 unter genannten Reaktionsbedingungen mit 5-Methoxy- (1h) bzw.
5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinon (1i) umgesetzt. Die Reaktionen brachten die gewinschten
Zielstrukturen 32 und 33 zu 4,1- bzw. 9,4%iger Ausbeute hervor.

Die tetrazyklischen 1-Aza-11-oxafluorene, wie auch die Zielstrukturen aus den Umsetzungen

mit unsubstituiertem p-Benzochinon wurden in vergleichsweise héheren Ausbeuten erhalten.

Durch *H-NMR-Spektren konnten die Substitutionsmuster der dargestellten 1-Aza-9-/1-Aza-11-
oxafluorene abgesichert werden. Gegebenenfalls wurden diese Zuordnungen durch zusétzliche
Aufnahmen von 'H,"H-Korrelationsspektren (*H,"H-COSY) bestatigt.

Das Azaoxafluoren-Grundgerist stellt ein vollstdndig aromatisches Ringsystem dar, dessen
entschirmende Wirkung des durch den Ringstrom induzierten Magnetfeldes die Signale der
Protonen 2-H, 5-H, 7-H, 8-H (bei dem Tetrazyklus auch von 9-H sowie 10-H) und der Protonen
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des 4-Phenylsubstituenten im Tieffeld bei h6heren ppm-Werten erscheinen l&sst. Durch die
Substituenten am bzw. Heteroatome im Grundgerist sind fiir die Protonen an Pos. 2, 5, 7 und 8
(sowie 9, 10) charakteristische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster zu erkennen
(Abbildung 34).
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Abbildung 34: *H-NMR-Spektrum von Verbindung 27 in CDCl; (400 MHz)

Von den genannten Protonen erscheint das Resonanzsignal fiir das Proton an Pos. 2 bei grofiten
ppm-Werten, da das Stickstoffatom in Nachbarschaft die entschirmende Wirkung des
aromatischen Systems verstarkt. Fir dieses Proton resultiert im 'H-NMR-Spektrum ein

Singulett, weil kein Kopplungspartner vorhanden ist.

Abbildung 35: Ringstrom-induziertes Magnetfeld
Ringstrommodell am Benzolring'® (links); Abschirmkegel des
4-Phenylsubstituenten, rot dargestellt das 5-H (rechts)
Im 4-Phenylrest wird wegen des magnetischen Kraftflusses durch den Ring ein Ringstrom der
n-Elektronen erzeugt, welcher wiederum ein Gegenfeld induziert. Die Folge ist, dass am
Aromaten gebundene Protonen entschirmt und Protonen unter- und oberhalb der Ringebene
durch Abschwéchung des Bo-Feldes abgeschirmt werden'® (Abbildung 35). Durch die Nahe

zum 4-Phenylsubstituenten, der durch eine frei drehbare C-C-Einfachbindung an dem
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Azaoxafluoren-Grundgeriist gebunden ist, wird das Signal des Protons an Pos.5 bei
Betrachtung aller aromatischen Protonen im "H-NMR-Spektrum am weitesten in das Hochfeld
verschoben. Da aufgrund kleinerer ppm-Werte das 5-H im Abschirmkegel liegt, muss folglich
der 4-Phenylrest senkrecht zur Ebene des planaren Fluoren-Grundgeristes stehen.

Durch Berechnung energieminimierter Modelle der Verbindungen 20, 23 und 27 mithilfe des
Programms Avogadro 1.1.1 (OpenSource, 2013) unter Nutzung der MMFF94-Kraftfeldmethode
wurden Torsionswinkel von 83°, 69° und 94° bestimmt (Abbildung 36) und damit dessen o. g.
Ausrichtung sowie die daraus resultierende Hochfeldverschiebung des 5-H-Signals bestétigt.
Vorangegangene Arbeiten unserer Arbeitsgruppe beschrieben zum einen beim Vergleich der
'H-NMR-Spektren von 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-oxafluorenen mit den korres-
pondierenden 1-Aza-9-oxafluorenen den Einfluss des 4-Phenylringes auf das Proton an Pos. 5,

zum anderen das Ausbleiben der Abschirmung bei Derivaten mit 4-Methylsubstituent'.

Abbildung 36: En(re]rtg;eminimierte Modelle der Verbindungen 27, 20 und 23 - Torsionswinkel: 94°, 83° und 69° (von links nach
rechts

Auch fir die Protonen des 4-Phenylringes hat das durch den Ringstrom im Pyridinring
induzierte Magnetfeld und damit dessen Abschirmkegel einen Einfluss auf die chemische
Verschiebung der Signale. So sind die Protonen an Pos. 2' und 6' als Multiplett weiter im
Hochfeld zu finden als das Multiplett fiir die Protonen an Pos. 3', 4'und 5'.

Das 5-H-Signal der Azaoxafluorene erscheint durch Fernkopplung (long-range-Kopplung) mit
dem Proton 7-H als Dublett mit einer Kopplungskonstante “Js;; = 2,4 — 2,6 Hz. Der Einfluss der
benachbarten 6-OH-Funktion verstarkt hier zusétzlich die beschriebene Hochfeldverschiebung.
Das Signal fur Proton 7-H erfahrt durch leichte abschirmende Wirkung der 6-Hydroxygruppe
im Vergleich zum 8-H-Signal einen schwachen Hochfeld-Drift. Aufgrund der o.g.
Fernkopplung und der vicinalen Kopplung mit dem Proton 8-H ergibt sich folglich ein
Doppeldublett mit “J;5=2,4—2,6 Hz und J;5~8,8 Hz. Das 8-H erscheint im 'H-NMR-
Spektrum wiederum nur als ein Dublett mit %Je7~8,8Hz. Im Gegensatz zu den
'H-NMR-Spektren der 1,4-Dihydropyridine, welche zeitgleich als E- bzw. Z-Konformere
vorliegen, wird fur die Ethylgruppe der 3-Ethylester-Verbindungen statt des ABX;-Systems
erwartungsgemal ein Quartett und ein Triplett, sowie fiir die Methylengruppe der 3-Benzyloxy-

Derivate statt des AB-Systems erwartungsgemall ein Singulett gefunden. Die Lage und
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Aufldsung der Hydroxyprotonen ist abhangig von Temperatur und verwendetem Lésungsmittel.
Bei Messungen in Chloroform (CDCI;) werden breite Singuletts mit Integral <1 gefunden
(schneller Protonen-Deuteronen-Austausch). Messungen in DMSO-d6 ergeben schérfere
Singuletts mit Integral ~1 (langsamer Protonen-Deuteronen-Austausch). Das Signal der
6-OH-Funktion lieR sich durch erneute Messung nach Zugabe von Methanol-d4 bzw. D,O
zuordnen. Hiermit wird der Austausch des Hydroxyprotons gegen Deuterium begunstigt,
woraufhin ein Verschwinden des OH-Kernresonanzsignals im "H-NMR-Spektrum die Folge ist.
Zusétzlich konnten auch durch spatere O-Derivatisierung, wie in Kapitel 4.4.1.4.2 beschrieben,

das Fehlen dieses Signals beobachtet und damit die Zuordnung bestétigt werden.

Die Einfuhrung von Substituenten an Pos. 5, 7 bzw. 8 des 1-Aza-9-oxafluorens hat zur Folge,
dass Signale des unsubstituierten Derivates verschwinden und bei Betrachtung verbleibender
Signale und deren Aufspaltungsmuster auf die Stellung im Molekil geschlossen werden kann
(Tabelle 6). Am Beispiel von 28a und 28b soll die Vorgehensweise kurz erlautert werden.

Im *H-NMR-Spektrum von 28a (Abbildung 37) resultiert fiir das 5-H-Signal ein Singulett bei
d=6,24 ppm, da durch den Methylsubstituenten gebunden an Pos.7 keine Fernkopplung
stattfindet. Das Signal fiir das 8-H erscheint durch seinen unbeeinflussten Charakter als
Aromaten-Proton im Multiplett (6 =7,38—7,35ppm) zusammen mit Protonen des
4-Phenylrings. Das bestétigt der Vergleich der Integrale und der damit ableitbaren Anzahl an
Protonen. Im Gegensatz zum unsubstituierten Derivat 27 findet sich ein zusétzliches Singulett
mit dem Integral 3 bei 6 = 2,34 ppm, welches dem Kernresonanzsignal der Wasserstoffkerne der

Methylgruppe entspricht.
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Abbildung 37: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 28a in CDCl; (400 MHz), 6-OH Signal mit D,O ,,geléscht*
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Im Spektrum von 28b ist hingegen das Signal der Protonen der Methylgruppe weiter im
Tieffeld bei 6 = 2,53 ppm zu finden. Das bestatigt die Substitution an Pos. 8, da anders als beim
7-Methylderivat die abschirmende Wirkung der ortho-Hydroxygruppe fehlt. Gefestigt wird die
Identifizierung dieser Verbindung als 8-Stellungsisomer damit, dass das Multiplett im Bereich
von 6 =7,35-7,33 ppm ein Proton weniger umfasst und dass durch das Auftreten zweier
Dubletts mit gemeinsamer Kopplung iiber 4 Bindungen mit J = 2,5 Hz auf die Anwesenheit des
Protons an Pos. 5 (6=6,11ppm, d, 1 H) und Pos. 7 (6 =6,79 ppm, d, 1 H) im Molekil
geschlossen werden kann (Abbildung 38).
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Abbildung 38: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 28b in CDCl; (400 MHz), 6-OH Signal mit D,0 , geldscht

Der beschriebene Abschirmeffekt des 4-Phenylsubstituenten auf die Pos. 5 im Molekil wurde
auch im Spektrum der 5,7-Dimethoxy-substituierten Verbindung 23 beobachtet. Hier ergeben
sich statt einem Signal fir beide Methoxygruppen zwei Singuletts. Die im Molekil vorhandene
5-Methoxygruppe wird folglich ebenfalls schwach abgeschirmt (6 = 3,88 ppm), die
7-Methoxygruppe hingegen nicht (5 = 3,95 ppm).

Bei den tetrazyklischen Azaoxafluorenen 24 und 31 resultieren fir die Protonen an Pos. 7 und
10 im Bereich von & =8,2—-8,4 ppm jeweils ein Dublett, wobei durch den abschirmenden
Effekt der 6-Hydroxyfunktion das ins Hochfeld verschobene Signal dem 7-H zugeordnet
werden konnte. Die Kopplungskonstanten zu den benachbarten Protonen 8 und 9, deren Signale
teilweise durch die Multipletts der 4-Phenyl-Protonen (iberlagert werden, ergeben Werte von
3326231056 = 8,2 — 8,4 Hz und entsprechen damit literaturbekannten Angaben zu Naphthalen und
-derivaten'®. Das 7,10-Dimethoxy-substituierte Derivat 33 besitzt fiir die 8- und 9-Protonen ein

Signal vom AB-Typ.
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Tabelle 6: Chemische Verschiebung & (ppm) relevanter Signale in den "H-NMR-Spektren von 20 — 23 und 27 — 30b
Verbindung Signale im *H-NMR-Spektrum
Pos. 2 Pos. 5 Pos. 7 Pos. 8 CH3/OCHs
# 6,68 (d) 6,93 (dd) 7,51 (d) i
AL 833(5)  (4,)=26H2)  (Iwe=89Hz Vs=26Hz)  (Jar =89 Hz)
21" 8,24 (s) 6,60 (s) -S- 7,40 (s) 2,19 (s)
22" 8,35 (s) 6,76 (s) -S- 7,47 7,30 (M)’ 3,90 (s)
# 3,95 (s)
23 7,98 (s) -S- -S- 7,14 (s) 388 (5)
+ 6,31 (d) 6,98 (dd) 7,49 (d) i
21 9.08() (43,226 Hz)  (le=88Hz Us=26Hz)  (Jay =88 H2)
28a’ 8,89 (s) 6,24 (s) -S- 7,38 -7,35 (m)’ 2,34 (s)
- 6,11 (d) 6,79 (d) S
28b 9,00 (s) (“Jor = 2.5 H2) (e = 2,5 H2) S 2,53 (s)
29a" 9,12 (s) 6,86 (s) -S- 8,05 (s) -
. 6,21 (d) 7,04 (d) S- .
290 9,07 (s) (Jor = 2.5 Hz) (s = 2.5 Hz) S
30a’ 9,01 (s) 6,53 (s) -S- 7,75 (s) -
30bT 9.05 (5) 6,27 (d) 7,20 (d) s i

(“ds7 = 2,4 Hz)

(“Jzs = 2,4 HZ)

*aufgenommen in DMSO-d6; ‘faufgenommen in CDCls;; “vom Multiplett aromatischer Protonen (iberlagertes Signal;

-S-: gebundener Substituent

4.1.2 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Carbonylamid-Funktion

4.1.2.1 Synthese der 3-Carbonylamid-substituierten Derivate durch Aminolyse

HN” R
Ry
Methanol
2-8°C
27 34 -40
Verbindung Ry R, Ausbeute  Reaktionsdauer

34 H Et 66 % 30d
35 H Pr 33% 50d
36 H EtNH, 19% 90d
37 H Ph - -
38 H Bz 14 % 120d
39 Et Et - -
40 Pr Pr - -

Abbildung 39: Aminolyse des Ethylester-Derivates 27 zu den Zielstrukturen 34 — 40

Die Darstellung der 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Carbonylamid-Funktion erfolgte durch

Aminolyse des Ethylester-Derivates 27. Dazu wurde die Verbindung 27 in Methanol geldst und
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jeweils mit 40%iger wassriger (bei Phasentrennung methanolischer) Aminlésung versetzt.
Verwendet wurden Ethylamin, Propylamin, Ethylendiamin, Anilin, Benzylamin, Diethylamin
und Dipropylamin. Die Ansdtze wurden im Kduhlschrank bei 2-8°C aufbewahrt und
gelegentlich geschittelt. Die Umsetzung konnte aufgrund der hellblauen Eigenfluoreszens von
Edukt und Produkt mittels der DC kontrolliert werden.

Entscheidend fir die Reaktivitat sind neben der Basizitat der Amine, welche durch den +I- bzw.
-I-Effekt und durch die Ausbildung einer Hydrathiille im wassrigen Milieu beeinflusst wird,
auch das molekulare Raumvolumen der Reaktionspartner und den damit verbundenen sterischen
Effekten. In aliphatischen Aminen ist die Elektronendichte aufgrund des +I-Effektes auf das
Stickstoffatom konzentriert, wobei die Basizitdt im Vergleich zum Ammoniak zunimmt und
einen Angriff auf das partiell positiv geladene Kohlenstoffatom des Esters beglinstigt wird.
Hingegen wird die Basizitdt bei aromatischen Aminen durch den -1-Effekt des aromatischen
Ringsystems deutlich vermindert und der sterische Effekt nimmt zu. So war die Umsetzung von
27 mit den primdaren Aminen Ethylamin (zu Zielstruktur 34), Propylamin (zu 35),
Ethylendiamin (zu 36) und Benzylamin (zu 38) erfolgreich realisierbar. Die Verbindung 34
wurde nach 30 Tagen in 66%iger Ausbeute isoliert. Die Umsetzungen zu 35, 36 und 38
erstreckten sich tber mehrere Wochen und ergaben méaRige Ausbeuten von 33 %, 19 % und
14 %. Die Verwendung des Anilins (zu 37) fuhrte aufgrund der erniedrigten Basizitét (-1-Effekt
des Aromaten) und der sterischen Hinderung nicht zum gewinschten 1-Aza-9-oxafluoren-
Derivat. Auch die Umsetzung mit sekundaren Aminen Diethylamin (zu 39) und Dipropylamin
(zu 40) waren wegen der sterischen Hinderung nicht erfolgreich, auch wenn hier die groRte
Basizitat (starker +I-Effekt) zu erwarten war. Diese Reaktionen wurden nach 150 Tagen

abgebrochen, wobei zu > 70 % die Edukte aus den Ansétzen zuriickgewonnen werden konnten.

4.1.2.2 Alternative Syntheseroute zur Darstellung von 3-Carbonylamid-Derivaten

Da nicht alle gewiinschten Carbonylamid-substituierten VVerbindungen durch die Aminolyse der
Ethylesterfunktion der Verbindung 27 zugéanglich waren und zudem die Reaktionszeiten mit
mehreren Wochen unbefriedigend lang waren, wurde versucht das 2-Stufen-Synthesekonzept

(Kapitel 4.1.1.1) ausgehend vom Nicotinsdureamid anzuwenden.
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4.1.2.2.1 Darstellung der Nicotinsaureamide

H
Ry N~ R,
— oH socl, = cl Pyridin = N/Rz
N ‘ Ruckfluss N ‘ Dioxan N ‘ |‘Q1
N 3h N RT N
Nicotinsaure Nicotinsaurechlorid 2h 3-7
Verbindung R, R, Ausbeute

3 H Pr 75 %

4 Ph 61 %

5 H Bz 69 %

6 Et Et 67 %

7 Pr Pr 82 %

Abbildung 40:  Synthese der Nicotinsdureamide 3 - 7

Als Ausgangsstoff fiir eine Vorschrift nach Pochet et al.***

wurde die gunstige, kommerziell
verfligbare Nicotinsdure gewahlt, welche durch Reaktion mit Thionylchlorid in das reaktivere
Nicotinsaurechlorid Uberfiihrt wurde. Das Chloridion stellt im Vergleich zur Hydroxygruppe der
Saurefunktion die bessere Abgangsgruppe dar und durch dessen —I-Effekt wird die positive
Partialladung des Carbonyl-Kohlenstoffatoms verstarkt. Ohne Isolation des gebildeten
Nicotinsaurechlorides wurde dieses mit dem jeweiligen Amin umgesetzt. Hierbei diente
wasserfreies Pyridin als Hilfsbase um bei der Reaktion frei werdende Protonen zu binden.

Die Nicotinsdureamide 3 — 7 konnten Uber diesen Weg in guten Ausbeuten erhalten werden.

Neben den charakteristischen Signalen im *H-NMR-Spektrum fir 3-substituierte
Pyridin-Protonen (Abbildung 41, blau dargestellt) und den austauschbaren NH-Protonen
sekundarer Amide (siehe Protonen-Deuteronen-Austausch der OH-Gruppe, Kapitel 4.1.1.4)

wurden bei den Amidresten, aufgrund eingeschrankter

7,76-8,30 ppm
Rotation der Amid-CN-Bindung durch den partiellen ;47570om H O
4
Doppelbindungscharakter,  stellungsabhéngige  chemische H 5‘ 5 N
|
Verschiebungen beobachtet. Bei den sekundaren Amiden sind o 2 H Rq

die Substituenten zum Carbonyl-Sauerstoff ~ Z-standig °®*®7ePem  * estoiipem

angeordnet'® und durch differenzierte Signale gekennzeichnet. i B
O (Z-sténdig)
Fur die tertiaren Amide 6 und 7 wurden doppelte, unscharfe R,
X N7
Signale fir die Ethyl- bzw. Propylreste erhalten, wobei die | P I\Q
1
Protonen der Z-stdindig angeordneten  Substituenten N (E-standig)

abgeschirmt  (Hochfeldverschiebung), die der E-stdndig Abbildung 41: Nicotinsaureamid - partielle
Doppelbindung
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angeordneten Reste entschirmt (Tieffeldverschiebung) erscheinen (beispielhaft das
'H-NMR-Spektrum von 7, Abbildung 42 oben). Diese magnetische Anisotropie in den Alkyl-
Substituenten ist auch im **C-NMR-Spektrum sichtbar, wobei ebenfalls Doppelsignale der
Kohlenstoffatome resultieren (Abbildung 42 unten).
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Abbildung 42: *H-NMR-Spektrum (500 MHz, oben) und APT-*C-NMR-Spektrum (125 MHz, unten) von Verbindung 7 in
ggﬂssﬁc\)F;Ejr?Spektrum (attached proton test) enthalt Informationen zur Anzahl direkt gebundener Protonen am
signalgebenden Kohlenstoffatom, wobei CHs- und CH-Gruppen mit negativer (nach unten gerichteter),
CH,-Gruppen und quartdre C-Atome mit positiver (nach oben gerichteter) Signalintensitat erscheinen.
Der partielle Doppelbindungscharakter kann ebenso in einem homonuklearen *H,*H-Korre-
lationsspektrum beobachtet werden, welches aufgenommen wird, um Konnektivitaten eines
Molekuils anzuzeigen. Mit dieser lassen sich auch in Spektren hoherer Ordnungen Aussagen
tiber Kopplungen im Molekiil treffen. Bei diesem Experiment resultiert ein zu einer Diagonalen
symmetrisches Diagramm, auf dessen Achsen die *H-chemischen Verschiebungen aufgetragen
sind. Die Diagonalsignale (Abbildung 43, blaue Diagonale) entsprechen den Signalen des
1D-"H-NMR-Spektrums, die Kreuzsignale (gestrichelte Linien in rot, grin und magenta)
beruhen auf der skalaren Spin-Spin-Kopplung. Im Ergebnis erhédlt man fir jede skalare
Kopplung zwischen zwei Kernen 2 Diagonal- und 2 Kreuzsignale, welche durch Verbinden ein
Rechteck ergeben. Somit kann man Kerne, dessen Signale gemeinsam auf einer gestrichelten

Linie liegen, als Kopplungspartner ableiten.
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Beispielhaft ist in Abbildung 43 das ‘H,'H-Korrelationsspektrum von Verbindung 7 dargestellt.
Bunt hervorgehoben wurde die Zuordnung der koppelnden Kerne der Alkylreste (gestrichelte

Linien in rot, griin und magenta).
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\ \
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Abbildung 43: *H,'*H-Korrelationsspektrum von Verbindung 7 in DMSO-d6 (500 MHz)
blau: Diagonalsignale; rot: Kreuzsignal Kopplung der Kerne ab bzw. a'b’; griin: Kreuzsignal Kopplung der Kerne
abc bzw. a'b'c’; magenta: Kreuzsignal Kopplung der Kerne cb bzw. c'b’)

Da Ethylamin im Rahmen dieser Arbeit nur als 70%ige wassrige Losung vorhanden war, wurde
auf dessen Verwendung verzichtet. Eine Reaktion von Sdurechloriden mit Wasser bzw.
wasserhaltigen Reagenzien fiihrt unter heftigen Reaktionen wieder zu Carbonséuren.

Ebenfalls nicht durchgefihrt wurde die Umsetzung mit Ethylendiamin, da hier
N,N'-(Ethan-1,2-diyl)-dinicotinamid als Hauptprodukt erwartet wurde, welches nicht als

Ausgangsverbindung weiterer Synthesen dienen sollte.
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4.1.2.2.2 Darstellung der 1,4-Dihydropyridine mit 3-Carbonylamid-Funktion

? Ph O
O R,
R = N PhMgCl R,
‘ X N~ 2 Acetylchlorid ‘ + I‘ql LiCl, Cul ‘ ‘ 'T‘
| —_— N —_—

~ R, THF THF N
N -40°C /§ o -40°C /g

3.7 20 - 30 min [HC” O i 1-15h HyC o
10-14
Verbindung R, R, Ausbeute
10 H Pr 16 %
11 H Ph 29 %
12 H Bz 35%
13 Et Et 36 %
14 Pr Pr 41 %

Abbildung 44: Darstellung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit 3-Carbonylamidrest (10 — 14) durch Grignard-Addition

Die N-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit 3-Carbonylamid-Funktion 10 — 14 konnten analog zu der
in Kapitel 4.1.1.3 beschriebenen Vorgehensweise synthetisiert werden. Nach N-Acetylierung
am Pyridin-Stickstoff resultierten rétliche Losungen des Pyridinium-lons und daher erfolgte die
Zugabe des Grignard-Reagenzes ebenfalls nach optischer Indikation. Nach Aufarbeitung
wurden die Zielstrukturen mittels Saulenchromatographie aus den Produktgemischen isoliert.
AuBer 14, welches als gelbliches Ol erhalten wurde, resultierten alle Zielverbindungen nach
Kristallisation aus Methanol als weile Feststoffe. Diese waren weniger stark
oxidationsempfindlich als 3-Benzyloxy-substituierte 1,4-Dihydropyridin-Derivate, wurden aber
trotzdem bei tiefen Temperaturen und unter Argon-Atmosphare gelagert.

Zwar konnten alle Zielverbindungen erfolgreich synthetisiert werden, jedoch entstanden bei den
Reaktionen sdulenchromatographisch schwer zu trennende Produktgemische. In der Folge
waren die erzielten Ausbeuten im Vergleich zu anderen Derivaten dieser Verbindungklasse
schlechter. Ein Grund hierfur ist der partielle Doppelbindungscharakter der Amid-CN-Bindung
und die daraus darstellbare positive Ladung am 3-Amid-Stickstoff, an dem das Grignard-
Reagenz zusétzlich angreifen und beispielsweise zu quartdren Verbindungen reagieren kann.
Innerhalb der Synthesereihe selbst wurden ebenso Unterschiede bei den Produkt-Ausbeuten
beobachtet, wobei sich herausstellte, dass das Wasserstoffatom am 3-Amid-Stickstoff der
sekundaren Amide 10-12 den starkeren Einfluss auf das Reaktionsverhalten besitzt.
Das Grignard-Reagenz Phenylmagnesiumchlorid greift hier bevorzugt als Base an, wobei das
NH-Proton abgespalten wird und Benzol entsteht. Das unterstreicht die geringere Ausbeute im
Vergleich zu den tertidren Amiden 13 und 14. Aufgrund der fehlenden sterischen Effekte der

volumindseren Amidreste in 11 — 14 gegeniber dem zweiten reaktiven Zentrum im Molekil
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scheint es nachvollziehbar, dass das Derivat 10 mit geringstem Produkt-Ergebnis (16 %)
erhalten wurde.
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Abbildung 45: *H-NMR-Spektrum von Verbindung 14 in CDCl; (400 MHz)
Dargestellt ist das gleiche Spektrum von 14, einmal wurden die Signale dem E-Rotamer zugeordnet (oben), einmal
dem Z-Rotamer (unten)

In den 'H-NMR-Spektren konnten analog den Spektren der 3-Ethylester- und 3-Benzyloxy-
substituierten 1,4-Dihydropyridine doppelte Signale der vom Rotamereneffekt betroffenen
Protonen gefunden werden. Zwar erscheinen die meisten davon als breite ,,Singuletts” bzw.
undifferenzierte Multipletts, jedoch ist die Zuordnung dieser zu den Rotationsisomeren
(E/Z-Form) durch Vergleich der Integrale moglich. Eine Bestitigung erfolgte durch
'H,'H-COSY-Spektren, Betrachtung der chemischen Verschiebung und der Beriicksichtigung
austauschbarer NH-Protonen bei den sekunddren Amid-Derivaten (10-12). In den
'H-NMR-Spektren der tertidren Amide (13 und 14) konnten die doppelten Signale der vom
Rotamereneffekt betroffenen 1,4-Dihydropyridin-Protonen differenzierter dargestellt werden.
Die vormals in den Spektren der zugehdrigen Nicotinsdureamide (6 und 7) zweifach
vorkommenden Signale der Alkylprotonen (Kapitel 4.1.2.2.1) Uberlagern sich allerdings und

fUhren zu breiten, unscharfen Signalen (Abbildung 45; a,a'-H, b,b'-H, c,c'-H).
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4.1.2.2.3 3-Carbonylamid-Zielstrukturen aus N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen

O
~R2
N
‘ ‘ | p-Benzochinon o
Ry - - R
N Dioxan/HCIO, + X Nigha
A RT J e
HsC o] N 1
Edukt Produkt 1 Produkt 2
Edukt Produkt 1 (Ausbeute) Produkt 2 (Ausbeute) R, R, Reaktionsdauer
10 35 (1,3 %) 73 (62 %) H Pr 7d
11 37 (5,1 %) 74 (45 %) H Ph 10d
12 38 (2,7 %) 75 (43 %) H Bz 14d
13 39 (1 %) 76 (47 %) Et Et 14d
14 40 (3,1 %) 77 (51 %) Pr Pr 14d

Abbildung 46: Darstellung 3-Carbonylamid-substituierter 1-Aza-9-oxafluorene aus N-Acetyl-1,4-dihydropyridinen

Die 3-Carbonylamid-substituierten Zielstrukturen (35, 37 — 40) wurden wie in Kapitel 4.1.1.4
beschrieben mit p-Benzochinon im Perchlorsaure/Dioxan-Gemisch bei Raumtemperatur zu den
entsprechenden 1-Aza-9-oxafluorenen umgesetzt. AuBer bei Verbindung 37 mussten zur
vollstdndigen Oxidation der Tetrahydro-Intermediate jeweils 1/3 der Ausgangsmenge
p-Benzochinon zugegeben werden. Nach 7 bis 14 Tagen wurden die gebildeten Produkt-
gemische aufgearbeitet und saulenchromatographisch isoliert. Bei allen Umsetzungen iberwog
die Oxidation der 1,4-Dihydropyridine, wobei die 4-Phenylderivate 73 — 77 zu 44 % bis 67 %
gewonnen werden konnten. Nur in kleiner Menge (1-5,1%) wurden die gewinschten
Zielverbindungen erhalten. Auf den DCs wurden, &hnlich der Umsetzung von 8 mit
p-Chinonen, mehrere fluoreszenz-léschende und blaulich fluoreszierende spots detektiert, die
aber ebenfalls sdulenchromatographisch nicht vollstdndig auftrennbar waren und folglich in
ihrer Identitat nicht aufgeklart werden konnten. Die durch Aminolyse der 3-Ethylesterfunktion
in Verbindung 27 nicht zugénglichen Zielstrukturen 37, 39 und 40 konnten uber diesen Weg zu
5,1 %, 1 % sowie 3,1 % Ausbeute erhalten werden.

Die Darstellung der 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Carbonylamid-Funktion ist Uber diesen
alternativen Syntheseweg realisierbar, jedoch ist ein Vergleich beider Methoden im Rahmen
dieser Arbeit nur fur die Verbindungen 35 und 38 mdglich. Bei der Betrachtung der
Gesamtausbeuten von ca. 2,4 % (35) und 1 % (38) bei der Aminolyse-Strategie, ausgehend vom
Ethylnicotinat, im Vergleich zu ca. 1,6 % (35) und 0,7 % (38) bei der Synthese in 3 Stufen,
ausgehend von der Nicotinsdure, ist kein bemerkenswerter Unterschied festzustellen. Allerdings
sind die Darstellungen uber die 3-Stufen-Synthese (Netto-Reaktionszeit: ca. 7,5 Tage (35) und
ca. 14,5 Tage (38)) deutlich schneller realisierbar als iber den Aminolyse-Weg (86 Tage (35)
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und 156 Tage (38)) ohne ein Mehr an Arbeitsaufwand. Fir zukiinftige weiterfiihrende Arbeiten
kann diese Alternative genutzt werden, um auch hier durch Verwendung unterschiedlich
substituierter para-Chinone 3-Amid-Derivate mit Substituenten am Grundgerist zu erhalten.

4.1.2.3 Strukturabsicherung der 3-Carbonylamid-Zielverbindungen

Die charakteristischen Signale des Grundgeristes der 4-Phenyl-substituierten 1-Aza-9-
oxafluorene sowie des austauschbaren 6-Hydroxy-Protons wurden auch in den 'H-NMR-
Spektren der 3-Carbonylamid-substituierten Derivate wiedergefunden (Kapitel 4.1.1.4).

In den sekundaren Amiden (34, 35, 36 und 38) ist mit dem NH-Proton ein weiterer
austauschbarer Wasserstoffkern im Molekul vorhanden, welcher mit vicinalen CH-Protonen des
Alkyl- bzw. Benzylrestes koppeln kann. Die Kopplungskonstanten konnten im Bereich
3J=53-6,5Hz bestimmt werden und entsprechen literaturbekannten ~Angaben'®.
Die "H-NMR-Spektren der tertiaren Amide (39 und 40) weisen l6sungsmittelabhéngig weiterhin
breite, teilweise doppelte und wenig differenzierte Signale fiir die Alkylprotonen auf. Die einge-
schrénkte freie Drehbarkeit der N-C-Bindung im 3-Carbonylamid-Rest fiihrt je nach Bindungs-
arm und Orientierung zur Carbonylfunktion zu unterschiedlichem Verhalten im Magnetfeld,
jedoch Ilasst mit steigender Entfernung zur Amid-Gruppe dieser Einfluss nach und die Signale
iiberlagern sich. Die Abbildung 47 zeigt beispielhaft das ‘H-NMR-Spektrum des 1-Aza-9-
oxafluorens 40 mit 3-Dipropylamid-Rest.
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Abbildung 47: *H-NMR-Spektrum von Verbindung 40 in CDCl; (400 MHz)
Die Protonen der Methylengruppe a' des zu C=0 Z-standig angeordneten Propylrestes werden aufgrund der
magnetischen Anisotropie der Carbonylgruppe abgeschirmt (Hochfeldverschiebung des Signals). Die Protonen der
C=0 abgewandten Methylengruppe a (E-standiger Propylrest) sind hingegen entschirmt (Tieffeldverschiebung).
Die geminalen Protonen erfahren ebenfalls verschiedene Beeinflussung, wodurch sich die Signale a-H und a'-H
jeweils noch einmal aufspalten. Je groRer der Abstand zur Carbonylgruppe ist, desto mehr wird dieser Einfluss
vermindert, die Signale Uberlagern sich und fuhren zu undifferenzierten breiten Multipletts (b,b'-H und c,c'-H).



Ergebnisse und Diskussion 62

4.2 Ergebnisse des Kinaseinhibitionsassays (1)

In Zusammenarbeit mit der ProQinase GmbH (Freiburg im Breisgau) wurde ein Grofiteil der
dargestellten ~ Zielverbindungen auf ihre kinaseinhibitorische ~ Wirkung untersucht.
Zur Anwendung kam der dort entwickelte radiometrische **PanQinase® Assay. In diesem kann
die Aktivitdt einer Kinase bestimmt werden, in dem ein Peptidsubstrat mit der zu
untersuchenden Kinase in Anwesenheit von [y-**P]-ATP als Phosphat-Donator inkubiert wird
und mithilfe eines Szintillationszahlers das gebundene radioaktive **P-Phosphat (**P;) im
Substrat quantifiziert wird. Zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivitdt an der Kinase wird
der Assay in Gegenwart der zu untersuchenden Verbindungen durchgefuhrt. Fir jede
Testsubstanz wurden 10 unterschiedliche Konzentrationen im Bereich von 3 nM bis 0,1 mM
und zwei Kontrollwerte - Abwesenheit der zu testenden Verbindung (high control) und ohne
Kinase (low control) - vermessen. Im Anschluss wurde fur jede Konzentration die erfasste

prozentuale Restaktivitat des Enzyms nach Gleichung 1 berechnet.

o Messwert - low control
prozentuale Restaktivitit = — X 100
high control - low control

Gleichung 1: Berechnung der prozentualen Restaktivitat

In einem Diagramm wurden die zehn fur eine Verbindung erhaltenen Restaktivitatswerte gegen
die Konzentration dieser aufgetragen und aus der resultierenden sigmoidalen Kurve mithilfe der
Software Workflow (Quattro Research GmbH) der 1Cso-Wert bestimmt. Der ICso-Wert gibt die
Konzentration einer Substanz an, bei der eine 50%ige Hemmung des Enzyms erreicht wird und
wird als MaR fur die Starke der inhibitorischen Wirkung angesehen.

Die Messungen wurden an den folgenden Kinasen CDK1/B, CDK2/E, CDK4/D, CDK5/p25,
GSK-3B, ERK2, JNK3 und p38-y durchgefiihrt, wobei die Bestimmung der ICs-Werte als
Doppelbestimmung erfolgte.

Da die ICs-Werte stark von den Versuchsbedingungen, wie z.B. der verwendeten
Substratkonzentration und Herkunft der Kinasen, abhdngen und daher keine Absolutwerte
darstellen, ist ein Vergleich der 1Cs-Werte zur Beurteilung der Wirkstarke streng genommen
nur mithilfe von in vitro-Bioassays unter denselben Versuchsbedingungen méglich'™. Da aber
verschiedene Testsysteme mit zumeist unterschiedlichen ATP-Konzentrationen (0,1 — 40 pM)
im Einsatz sind und eine Ubertragung auf in vivo-Daten (ATP-Konzentrationen im unteren mM
Bereich) mdglich sein sollte, wird die Affinitdtskonstante (K;-Wert), eine von der
Substratkonzentration unabhéngige GroRe, zur Beschreibung der inhibitorischen Potenz
verwendet. Anhand der Gleichung 2 wurden aus den ermittelten 1Cso-Werten entsprechende

Ki-Werte berechnet™ '*. Voraussetzung firr die Anwendbarkeit ist ein kompetitiver Hemm-
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mechanismus, welcher fir das 3-Benzyloxy-substituierte 1-Aza-9-oxafluoren 20 bestatigt
wurde'”, und die enzymkinetische Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K.

1
ICso - 5 X [Etotal]

K= [Etoa] ... aktive Enzymkonzentration gesamt
1+ B

K [S] ... Substratkonzentration
Gleichung 2: K;-Wert-Berechnung
Alle angegebenen K;-Werte stellen arithmetische Mittelwerte der bestimmten Einzelwerte einer
Verbindung dar und wurden um die absolute Abweichung vom Mittelwert erganzt.

Im Experimentellen Teil sind die 1Cs-Einzelwerte tabellarisch aufgefiihrt.

Verbindung R, R, R; Verbindung R, Rs

20 H H H 27 H

21 H Me H 28a Me

22 H OMe H 28b H Me

23 OMe OMe H 30b H Br

24 H Benzo-anelliert 31 Benzo-anelliert
32 Benzo-anelliert + 7-OMe
33 Benzo-anelliert + 7,10-DiOMe

Tabelle 7: Ki-Werte der im *PanQinase® Assay untersuchten 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Benzyloxy- bzw. 3-Ethylesterfunktion

Ki-Werte [uM]

CDK1/B CDK2/E CDK4/D CDK5/p25 GSK-3B ERK2 JNK3 p38-y

20 2,3+0,3 6,4+0,2 36,6+8,3 n.a. 5,8+1,2 n.b. n.b. n.b.
21 1,3+0,2 n.b. n.b. 25,3+10,1 5,8+1,2 9,4+0,1 0,31+0,11  11,1+0,2
| 22 1,940,4 n.b. n.b. 13,8+1,4 n.a. 15,4+0,07 0,17+0,02 n.a.
23 0,24+0,04 n.b. n.b. 13,5+7,9 5,4+3,3 2,610,2 0,76+0,27  2,1+0,08
24 0,088+0,01 n.b. n.b. 2,1+0,2 1,60,2 1,5+0,07 0,67+0,06 1,2+0,09
27 n.a. n.a. 44,5+£3,7 14,4+1,2 n.a. 222+48,0 2,5+0,2 8,9+0,3
28a 12,2+0,3 n.a. 67,6x7,1 n.a. n.a. n.a. 6,8+3,0 n.a.
28b 1,8+0,2 9,1+0,2 36,8+4,3 12,8+0,9 n.a 5,9+0,1 0,41+0,07  8,4+0,5
1 30b n.a. n.a. 69,745,5 n.a. n.a. 17,5+0,2 1,8+0,3 n.a.

31 0,6+0,05 9,3+0,9 18,5+2,0 11,2+0,2 4,4+0,1 4,2+0,4 0,48+0,02 4,5+0,4
32 1,7+0,4 11,0+0,2 85,9+56,3 47,6+31,4 4,8+3,5 17,7+7,2 1,2+0,3 70,1+65,1
33 7,6+1,3 11,0+0,7 82,2+17,3 n.a. n.a. 30,8+13,2  0,9+0,03 n.a.

“Werte aus Literatur™™; n.a.: nicht aktiv (K; > 1000 uM); n.b.: nicht bestimmt
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Die Verbindung 20, ein Ry;z-unsubstituiertes Derivat mit 3-Benzyloxyfunktion, besitzt mikro-
molekulare Affinitdt zur CDK1/B, CDK2/E und GSK-33 sowie schwéachere Wirkung an der
CDK4/D. Mit Einfuhrung einer Methylgruppe an Pos. 7 des trizyklischen Grundkorpers (21)
wird eine Hemmung der CDK5/p25 (K= 25,3+10,1 uM) beobachtet, ohne die Affinitat zur
GSK-3B bzw. kaum die Aktivitat an der CDK1/B zu beeinflussen. Wird der Methylrest gegen
eine Methoxygruppe (22) ausgetauscht, steigt die inhibitorische Aktivitdt an der CDK5/p25
leicht an (K;=13,8+1,4 uM) und resultiert im Wirkungsverlust an der GSK-3f. Eine zweite
Methoxy-Funktion im Molekil an Pos. 5 (23) fihrt bei &hnlicher Wirkung an der CDK5/p25 zu
einer Verschiebung der Affinitatskonstante K; fir die CDK1/B in den submikromolaren Bereich
und wiederum zu einer GSK-3B-Hemmung (K; = 5,4+3,3 uM). Die Verbesserung der inhibi-
torischen Wirkung an der CDK1/B und CDK5/p25 kann zum einen aufgrund sterischer Effekte,
zum anderen durch begunstigte hydrophobe Interaktionen mit dem Protein-Rlickgrat der
ATP-Bindungstasche resultieren. Die Verbindung 24 untermauert diese Vermutung, denn das
benzoanellierte Derivat zeigt die starkste Affinitdt zur CDK1/B (K;=0,088+0,01 uM) bei
ebenfalls signifikant verbesserter Wirkung an der CDK5/p25. Diese Struktur-Modifizierung
bewirkt zusatzlich eine verbesserte Hemmung der GSK-3 um den Faktor 3.

Bei den MAP-Kinasen ERK2 und p38-y wird, mit steigendem Substitutionsgrad durch
hydrophobe Substituenten in den Azaoxafluoren-Grundstrukturen, bei den Verbindungen 21, 23
und 24 eine Verbesserung der moderaten inhibitorischen Aktivitat durch Verringerung der
K;-Werte beobachtet. Die Struktur 22 bildet eine Ausnahme, denn hier fiihrt die als Wasserstoff-
briickenakzeptor fungierende Methoxygruppe an Pos. 7 zum Wirkverlust an der p38-y bei
ebenso verminderter Affinitat zur ERK2. Die JNK3 inhibieren alle Verbindungen (21 — 24) in

submikromolaren Konzentrationen, davon Substanz 22 mit K; = 0,17+0,02 pM.

Die Einfuhrung der 3-Ethylesterfunktion in das Molekil flihrt beim Rgs-unsubstituierten
Derivat 27 im Vergleich zu dem analogen 3-Benzyloxy-Derivat 20 zum Wirkverlust an der
CDK1/B, CDK2/E und GSK-3B sowie zu abgeschwéchter Affinitdt zur CDK4/D und
CDK5/p25. Die JNK3 und die p38-y werden im einstellig mikromolaren Konzentrationsbereich
inhibiert. Der in das Molekiil eingebrachte 7-Methylsubstituent (28a) verschiebt das
Hemmmuster weg von der CDK5/p25 hin zur CDK1/B bei &hnlicher Aktivitat an der CDK4/D.
Zudem wird unter den getesteten MAP-Kinasen ausschliellich die JINK3 (K; =6,8+3,0 uM)
gehemmt. Im Vergleich von 21 mit 28a ist das 3-Benzyloxy-substituierte Derivat 21 der
potentere Multikinaseinhibitor, 28a ist dafiir ein JNK3- und CDK1/B-dualselektiver Inhibitor.
Bei dem Stellungsisomer 28b (Methylgruppe an Pos. 8) wird das Hemmmuster, abgesehen von

der Inaktivitdt an der GSK-3B, auf alle getesteten Kinasen erweitert und die inhibitorische
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Wirkung zudem gesteigert. Hieraus ist ableitbar, dass die durch den 8-Methylsubstituenten
vermittelte hydrophobe Wechselwirkung mit dem Protein-Ruckgrat der hinge-Region der CDK-
sowie der MAP-K-Familie starker ausgeprégt ist und eine Verschiebung (28a) oder ein
Ausbleiben (27) dieser Interaktionsmdglichkeit zur Abschwéachung bzw. zum Wirkverlust bei
Mitgliedern dieser Enzymfamilie fiihrt. Der Austausch der Methylgruppe gegen einen
Brom-Substituenten an Pos. 8 (30b) fiihrt zur deutlichen Verringerung der inhibitorischen
Wirkung bis hin zum Aktivitatsverlust an den meisten Kinasen. Nur die JNK3
(Ki=1,8+0,3uM) und ERK2 (K;=17,5+0,2 uM) werden nennenswert gehemmt. Ein
volumindser, potentieller Wasserstoffbriickenakzeptor scheint an dieser Stelle unpassend zu
sein. Mit dem zweiten Vertreter der tetrazyklischen Azaoxafluorene, der Verbindung 31,
resultierte ein potenter Multikinaseinhibitor mit erhéhter Affinitdt zur CDK1/B und JNK3,
deren K;-Werte in htheren nanomolaren Bereichen (K; = 0,6+0,05 uM bzw. K; = 0,48+0,02 uM)
liegen. Von den getesteten Zielverbindungen mit 3-Ethylesterfunktion ist 31 zudem die erste
Substanz mit mikromolarer inhibitorischer Wirkung an der GSK-3f (K; = 4,4+0,1 uM). Das ist
insofern bemerkenswert, da die Derivate mit 7- bzw. 8-Methylsubstituenten (28a bzw. 28b),
welche ebenfalls Potential zum Ausbilden hydrophober Wechselwirkungen besitzen, an der
GSK-3B nicht aktiv sind. Zur Uberpriifung inwiefern weitere Affinitatssteigerungen des
3-Ethylester-substituierten Tetrazyklus moglich sind, wurde ein Wasserstoffbriickenakzeptor in
Form einer Methoxygruppe am anellierten Benzolring an Pos. 7 eingebracht (32), wobei
ahnliche Wirkungen an der CDK2/E und der GSK-3p erzielt werden, wéhrenddessen die
Affinitat zu den anderen Kinasen jedoch sank. Eine zweite Methoxygruppe an Pos. 10 (33)
flhrte im Vergleich zu dem mono-methoxylierten Derivat bei ahnlicher Affinitat an den CDKs
2/E, 4/D sowie an der JNK3 zum Wirkverlust an der CDK5/p25, GSK-3f und p38-y.
Die vorteilhafte hydrophobe Wechselwirkung des anellierten Benzolringes mit den
Aminosduren des Protein-Riickgrats der meisten Kinasen wird anscheinend durch die
Methoxy-Substituenten gestort. Die Gegenuberstellung der Verbindungen 24 und 31 mit den
trizyklischen Derivaten zeigt, dass diese aufgrund des volumingseren Molekilbaus und der
Maoglichkeit intensiver hydrophober Wechselwirkungen mit dem Protein-backbone generell
potentere Inhibitoren mit Kkleineren Ki-Werten an den getesteten Kinasen darstellen.
Der Vergleich von 24 mit 31 zeigt, dass erstere generell affiner an der CDK1/B (7-mal),
CDK5/p25 (5-mal) und GSK-3p (2,5-mal) sowie um den Faktor 2 aktiver an den MAP-K mit
Ausnahme der JNK3 ist. Maoglicherweise erhoht der elektronenschiebende Effekt der
3-Benzyloxyfunktion die Basizitat (Ladungsdichte) im Stickstoffatom und begiinstigt damit die
Ausbildung der essentiellen Wasserstoffbriicke mit dem Rickgrat-NH von Leu83 (CDK1),
Cys83 (CDK5/p25) bzw. Vall35 (GSK-3B). Im Gegensatz dazu hat die 3-Ethylesterfunktion
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elektronenziehende Eigenschaften, wodurch die ausgebildete Bindung zum Protein schwdcher
sein kann. Dieser Effekt wird bei Betrachtung der beiden 7-Methyl-substituierten Derivate 21
und 28a sowie der unsubstituierten Verbindungen 20 und 27 (mit Ausnahme der CDK5/p25 und
der MAP-K (n.b. fur 20)) bestétigt.

Verbindung R
BJ69 H
BJ68 Me

34 Et
35 Pr
36 EtNH,
38 Bz

Tabelle 8: Ki-Werte der im **PanQinase® Assay untersuchten 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Carbonylamid-Funktion

Ki-Werte [uM]
CDK1/B CDK2/E CDK4/D CDK5/p25 GSK-3p ERK2 INK3 p38-y

BJ69’ n.a. n.a. 462+130 293+17,0  4,1+0,4 n.b. n.b. n.b.
BJ68 n.a. n.b. n.b. n.a. 9,0+0,3 n.a. 57,315,6 1,0+0,3

34 2,120,5 n.b. n.b. 17,0£0,8 n.b.t" 16,2+0,5  157+18,2  13,2#8,1

35 1,740,3 n.b. n.b. 14,6+0,4 4,4+03  18,9+4,1  10,3+7,0 7,120,7

36 2,0£0,4 n.b. n.b. 12,9+0,6 4,8+0,2  14,8+0,6 1,4+0,1 9,9+1,2

38 1,520,1 n.a. 56,2+1,1 182+4,9 n.a. 6,6+1,0 0,9+0,03 7,40,3

“Werte aus Literatur'™; n.a.: nicht aktiv (K; > 1000 uM); n.b.: nicht bestimmt/bestimmbar; “**Léslichkeitsprobleme

Eines der ersten 3-Carbonylamid-substituierten 1-Aza-9-oxafluorene (BJ69) wurde in einem
funf Kinasen umfassenden Assay als ein GSK-3B-selektiver Inhibitor (K;=4,1+£0,4 uM) mit
SQ-Werten > 71 gegeniber den CDKs 5/p25 und 4/D identifiziert'. Nun wurden neue
sekunddare Amid-Derivate auf ihre inhibitorische Aktivitat untersucht. Das N-Methylamid
(BJ68) ist in einstellig mikromolaren Konzentrationen an der GSK-3p3 und der p38-y sowie
schwécher an der JNK3 inhibitorisch wirksam. Die Verlangerung des Alkylrestes um ein bzw.
zwei Methylengruppen (34 bzw. 35) bewirkt eine Erweiterung des Wirkspektrums auf alle
getesteten Kinasen, wobei Uberraschend stark eine Hemmung an der CDK1/B (K; = 2,1+0,5 uM
bzw. 1,7£0,3 pM) beobachtet wurde. Mit Ausnahme der JNK3 und der GSK-3p wurden bei den
zwei letztgenannten Verbindungen &hnliche Affinitdtskonstanten an den Kinasen ermittelt.
Ein &hnliches Hemmprofil weist im Vergleich mit 35 das Aminoethylamid 36 auf. Bis auf eine
leichte Verbesserung an der JNK3 (K; = 1,4+0,1 uM) konnte keine Verénderung der Wirkung
beobachtet werden. Diese Verbindung ist insofern interessant, da durch die endstidndige
Aminofunktion die Wasserldslichkeit verbessert wurde, ohne Einschnitte in der Aktivitat zu

bewirken. Das N-Benzylcarbonylamid 38 besitzt unter den Amid-Derivaten mit die beste
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inhibitorische Wirkung an allen drei MAP-Kinasen sowie der CDK1/B (K; = 1,5+0,1 uM) und
bestarkt in diesem Fall die Wichtigkeit sterischer Effekte und hydrophober Interaktionen mit
den Enzymen, vermittelt durch groflere Reste an Pos. 3 der Azaoxafluorene. Allerdings geht
diese Verbesserung mit einer deutlichen Aktivitaitsminderung an der CDKS5/p25
(Kj = 182+4,9 uM) und mit Wirkverlust an der GSK-3p einher.

Schon geringe strukturelle Variationen im Molekul flihren zu Veranderungen im
Selektivitétsprofil, daher sind allgemeine Tendenzen zur Entwicklung der inhibitorischen
Aktivitat gegeniber einzelner Kinasen in Abhédngigkeit vom Substitutionsmuster kaum
ableitbar. Jedoch lassen sich aus den Ergebnissen der ersten Testung einige allgemeine
gruppenspezifische Aussagen zusammenfassen.

Derivate mit 3-Benzyloxyfunktion stellen etwas potentere Inhibitoren dar als die Vertreter mit
3-Ethylester- bzw. 3-Carbonylamid-Rest. AuRBerdem sind alle neuen Verbindungen an der JINK3
in (sub)mikromolaren Konzentrationen wirksam. Die 1-Aza-11-oxafluorene ohne Substituenten

am anellierten Benzolring sind die wirksamsten Multikinaseinhibitoren.

Gruppe der 3-Benzyloxy-Derivate

Die Verbindungen sind alle gute bis sehr gute Inhibitoren der JINK3, mit Ki-Werten zwischen
0,17+£0,02 uM (22) und 0,76£0,27 uM (23) und der CDK1/B, mit K;-Werten zwischen
0,088+0,01 uM (24) und 2,3+0,3 uM (20). Die VergroRerung des Azaoxafluoren-Grundgeristes
durch Substituenten mit steigendem Volumen fuhrt zu einer Verstarkung der inhibitorischen
Wirkung an den getesteten Vertretern der CDK-Familie. Mit Ausnahme der Struktur 22 gilt dies
ebenso fir die GSK-3p, die ERK2 und die p38-y. Die Verbindung mit einer Methoxygruppe an
Pos. 7 (22) ist INK3-selektiv (K; = 0,17+0,02 uM) und das Dimethoxy-substituierte (23) sowie
benzoanellierte Derivat (24) sind die potentesten Multikinaseinhibitoren AD-relevanter Kinasen

mit erhohter CDK1/B-Praferenz (K;-Werten in nanomolaren Konzentrationen).

Gruppe der 3-Ethylester-Derivate

Alle Verbindungen sind gute Inhibitoren der JNK3, mit K;-Werten zwischen 0,41+0,07 uM
(28b) und 6,8+3,0 uM (28a). Mit steigender Grofie des Substituenten am Grundgerlst und der
Lage einer Methylgruppe an Pos. 8 statt 7 kann eine Erh6hung der Hemmwirkung am getesteten
Kinasespektrum beobachtet werden (Ausnahme 30b). Sobald sich zusatzliche Substituenten am
anellierten Benzolring, in Form eines 7-Methoxy- (32) bzw. 7,10-Dimethoxy-Restes (33),
befinden, wverringert sich die Wirksamkeit der Verbindungen. Voraussetzung der
GSK-3B-Hemmung ist ein tetrazyklischer Grundkérper (31) ggf. mit zusétzlicher
7-Methoxy-Funktion (32). Die Verbindungen 28a und 30b sind selektive Inhibitoren der JINK3
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und CDK1/B bzw. der JNK3. Desweiteren wurde mit dem 1-Aza-11-oxafluoren 31 auch in
dieser Gruppe ein potenter Multikinaseinhibitor identifiziert.

Gruppe der 3-Amid-Derivate

Eine Verlangerung bzw. VergroRerung der Amidreste an Pos.3 der neu synthetisierten
1-Aza-9-oxafluorene fuhrt an allen getesteten Kinasen zu einer Steigerung der inhibitorischen
Wirkung. Eine Ausnahme bildet die Verbindung 38 an der CDK5/p25 und an der GSK-3p.
Das Derivat BJ68 konnte als moderater, selektiver Inhibitor der p38-y (K;=1,0+0,3 uM) mit
Selektivitatsindex SQ > 9 gegentiber der GSK-3 und SQ > 57 gegentiber der INK3 identifiziert
werden. Die Verbindung 38 ist ein Hemmer der CDK1/B und JNK3 und das Aminoethylamid
36 stellt sich als potentester Multikinaseinhibitor dieser Gruppe dar.

4.3 Zwischenfazit

Im ersten Teil der Arbeit ist es gelungen mittels der "Ein-Topf-Reaktion" nach Voigt erstmalig
an Pos. 5, 7 bzw. 8 substituierte 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene darzustellen sowie
tetrazyklische Grundkorper zu erhalten. Ebenso konnten Strukturvariationen am anellierten
Benzolring der 1-Aza-11-oxafluorene vorgenommen werden. Dariiber hinaus stellt dieser
Syntheseweg eine interessante Alternativroute dar 3-Carbonylamid-substituierte Derivate zu
gewinnen. Auf der einen Seite konnten damit Zielverbindungen, die durch Aminolyse der
Ethylester-Ausgangsverbindung 27 nicht erfolgreich realisierbar waren, synthetisiert werden.
Auf der anderen Seite erfolgte die Darstellung von 3-Amid-substituierten 1-Aza-9-oxafluorenen
in kiirzeren Reaktionszeiten. Dies kann in zukinftigen Arbeiten auch als Arbeitsgrundlage fiir

weiterfUhrende Strukturvariationen dienen.

In dem *PanQinase® Assay der ProQinase GmbH konnten den Verbindungen
vielversprechende inhibitorische Wirkungen an Alzheimer Demenz assoziierten Kinasen
nachgewiesen werden. Kileinste strukturelle Verdnderungen im Molekdl fihrten zu hoher
Diversitat im Selektivitatsprofil, wobei sich die 3-Benzyloxy-substituierten Verbindungen als
die potenteren Inhibitoren prasentierten. Die 1-Aza-11-oxafluorene ohne Substituenten am
anellierten Benzolring (24 und 31) gehdren zu den am stérksten wirksamen Vertretern.
Demnach stellen vermutlich hydrophobe Interaktionen mit den Aminoséuren des Protein-

Ruckgrats der Kinasen und sterische Effekte wichtige Bindungsmerkmale dar.
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4.4 Synthese (11)

4.4.1 Strukturell variierte 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene

Im zweiten Teil der Arbeit sollten an ausgewahlten Verbindungen mit tri- und tetrazyklischem
Azaoxafluoren-Grundgeriist ~ Strukturoptimierungen vorgenommen werden. Ein Haupt-
augenmerk lag hierbei in der Darstellung von Verbindungen mit zwei Alkoholfunktionen,
jeweils eine in jeder Langsseite des Molekils. AuBerdem sollten die OH-Gruppen in den
3,6-Dihydroxy-substituierten Verbindungen sowie die 6-Hydroxygruppe der 3-Benzyloxy-
Derivate O-methyliert werden. Mit diesen Substitutionsmustern lassen sich die Einfliisse von
Wasserstoffbrickendonator- bzw. Wasserstoffbriickenakzeptor-Funktionen und von sterischen
Effekten auf das Bindungsgeschehen in der ATP-Bindungstasche untersuchen, um auch hier
Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten zu kénnen.

Desweiteren sollten Azaoxafluorene mit 3-Fluor- bzw. 4-(2-Methoxyphenyl)-Substituent
entstehen. Der Fluor-Rest erhoht die Lipophilie der Verbindung und besitzt im Gegensatz zur
Benzyloxygruppe keinen nennenswerten sterischen Effekt. Weiterhin ist in etwa die Grole einer
Hydroxygruppe mit der eines Fluor-Restes vergleichbar. Dieser fungiert jedoch nicht als
Wasserstoffbriickendonator sondern als -akzeptor. AuBerdem lassen sich durch die starke
Elektronegativitat des Fluors und dessen elektronenziehenden Effekt die vermuteten Einfliisse
auf die Basizitat des Ring-Stickstoffs und dessen Relevanz bei der Inhibitor-Kinase-Interaktion
bestétigen. Die 2-Methoxygruppe im 4-Phenylring agiert zum einen als Wasserstoffbriicken-
akzeptor und lasst zum anderen hydrophobe Interaktionen im P-loop der Enzyme zu. Hier galt

es hauptsachlich die mogliche sterische Hinderung zu untersuchen.

4.4.1.1 Synthese der 4-(2-Methoxyphenyl)-substituierten Azaoxafluoren-Derivate

O/CH3
1) Acetylchlorid o p-Benzochinon
OBz 2 2-OMePhMgBr Bz bzw. o CHs
X LiCl, Cul ‘ ‘ 1,4-Naphthochinon
‘ _— —_— OBz
_ THF N Dioxan/HCIO, N
N -40°C /g RT
2 HC™ O N
15 Produkt 1 Produkt 2
Produkt 1 (Ausbeute) Produkt 2 (Ausbeute) R, R, Reaktionsdauer
25 (2,1 %) 71 (62 %) H H 2d
26 (3,7 %) 71 (49 %) -CH=CH-CH=CH- 4d

Abbildung 48: Darstellung 4-(2-Methoxyphenyl)-substituierter 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene
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Zur Darstellung der Verbindungen 25 und 26 wurde zunéchst das 3-Benzyloxypyridin (2), wie
in Kapitel 4.1.1.3 beschrieben, mit 2-Methoxyphenylmagnesiumbromid zum N-Acetyl-
1,4-dihydropyridin 15 in 74%iger Ausbeute umgesetzt. Diese wiederum oxidationsanfallige
Verbindung wurde nachfolgend im Perchlorsédure/Dioxan-Gemisch bei Raumtemperatur sowohl
mit p-Benzochinon als auch mit 1,4-Naphthochinon zu den entsprechenden Azaoxafluorenen
umgesetzt. Beide Reaktionsansétze resultierten als gut sdulenchromatographisch zu trennende
Gemische aus dem Oxidationsprodukt des 1,4-Dihydropyridins (Verbindung 71) und den
gewdlnschten Zielverbindungen. Im Ergebnis wurde 25 nach 2 Tagen in 2,1%iger Ausbeute und
26 nach 4 Tagen, wobei zur vollstandigen Oxidation des Tetrahydro-Intermediates 2 Tage nach
Reaktionsbeginn 1/3 der Ausgangsmenge 1,4-Naphthochinon zugegeben werden musste, in
3,7%iger Ausbeute erhalten. Die Verwendung des schwacheren Oxidationsmittels 1,4-Naphtho-
chinon resultierte in langerer Reaktionsdauer, etwas besserer Ausbeute an Zielprodukt und
verminderter Oxidation des 1,4-Dihydropyridins 15 zu 71 (49 % vs. 62 %).

Waren die Kernresonanzsignale der Protonen des unsubstituierten 4-Phenylrestes im
'H-NMR-Spektrum durch sich iiberlagernde Signale als Multipletts charakterisiert, wurden bei
dem 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest klare Aufspaltungsmuster erkennbar. Beispielhaft wird dies am
'H-NMR-Spektrum der Verbindung 25 verdeutlicht (Abbildung 49).

Chloroform

\_r_l ; ] \ Y J \_‘_J
5 8-H 5 ar. Protonen (3-OBz), LSM-iiberlagert 5 o 7-H
w o L=<}
‘ T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T
7.40 7.30 7.20 7.10 7.00

ppm

Abbildung 49: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 25 in CDCl; (400 MHz)

Die Methoxygruppe, ein Elektronendonator, erhdht im z-System des Aromaten durch mesomere
Effekte die Elektronendichte in ortho- und para-Position, woraus eine Hochfeldverschiebung
der Signale der dort gebundenen Protonen resultiert. Das Signal fur 3'-H (ortho) erscheint bei

& =7,05 ppm, das fur 5'-H (para) bei 6 = 7,10 ppm und damit bei kleineren ppm-Werten als die
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Signale der Protonen in meta-Position (4'-H: & = 7,46 ppm; 6'-H: § = 7,34 ppm). Die Nah- und
Fernkopplungen der Protonen konnten die Zuordnungen der Signale bestatigen. So wurden die
vicinalen Kopplungskonstanten fiir 3/4' = 4'/3' zu ®J = 8,3 Hz, fiir 4/5' = 54" zu ®) = 7,5 Hz und
fur 576'=6/5" zu %) =7,5Hz ermittelt sowie die Fernkopplung 4/6'=6'4' zu “J=1,7 Hz
bestimmt. Die gefundene Fernkopplung firr 5/3' zu “J = 0,9 Hz aus dem Dublett von Tripletts
(dt) bei 6 = 7,10 ppm des 5'-Protons wurde allerdings im Signal des 3'-Protons nicht aufgel@st.
Erwartungsgemal erscheint das Signal der chemisch &quivalenten Methoxy-Wasserstoffkerne
als ein Singulett mit dem Integral 3 bei 6 = 3,69 ppm am weitesten im Hochfeld. Die Resonanz-
signale der restlichen Protonen im Molekil entsprechen in etwa der Verschiebung und dem

Aufspaltungsmuster der analogen Derivate mit 4-Phenylrest.

4.4.1.2 Synthese der 3-Fluor-substituierten Azaoxafluorene

1) Acetylchlorid p-Benzochinon

£ 2)PhMgCl F bzw.
X LiCl, Cul ‘ ‘ 1,4-Naphthochinon
‘ B ————_ e — + E
= THF N Dioxan/HCIO,4 A
N 40 °C /g RT
3-Fluorpyridin HC” "0 N
16 Produkt 1 Produkt 2
Produkt 1 (Ausbeute)  Produkt 2 (Ausbeute) Ry R, Reaktionsdauer
41 (5,6 %) 78 (63 %) H H 10d
42 (2,1 %) 78 (55 %) -CH=CH-CH=CH- 15d

Abbildung 50: Darstellung 3-Fluor-substituierter 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene

Ausgehend von dem kommerziell verfligbaren 3-Fluorpyridin fand auch hier wieder das
2-Stufen-Synthesekonzept Anwendung. Nach N-Acetylierung und anschlieBender Grignard-
Addition, unter Verwendung von Phenylmagnesiumchlorid, wurde das 3-Fluor-substituierte
N-Acetyl-1,4-dihydropyridin 16 in 61%iger Ausbeute erhalten. Ahnlich dem 3-Ethylester-
Derivat 8 ist diese Verbindung stabiler gegentiber Oxidation und bestétigt, dass ein elektronen-
ziehender Substituent stabilisierend auf den 1,4-Dihydropyridin-Ring wirkt.

AnschlieBend wurde Verbindung 16 nach der ,,Ein-Topf-Methode* bei Raumtemperatur im
Perchlorsdure/Dioxan-Gemisch jeweils mit p-Benzochinon und 1,4-Naphthochinon umgesetzt.
Notwendigerweise mussten bei beiden Ansédtzen zur vollstdndigen Umsetzung nach 24 Stunden
und im Fall des 1-Aza-11-oxafluorens 42 nochmals nach 7 Tagen jeweils 1/3 der Ausgangs-
menge des Chinons zugegeben werden. Es resultierten Produktgemische, die sich sdulen-

chromatographisch sehr gut auftrennen lieRen, wobei das Oxidationsprodukt des
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3-Fluor-substituierten 1,4-Dihydropyridins (Verbindung 78) in hoheren Ausbeuten als die
gewdlnschten Zielprodukte 41 bzw. 42 erhalten wurden.

Fluor kommt neben anderen Isotopen als stabiles °F-Isotop mit der Spin-Quantenzahl 7 = % und
einer nattrlichen H&ufigkeit von 100 % vor. Damit erfillt es wesentliche Bedingungen fiir
heteronukleare Spin-Spin-Kopplung in der NMR-Spektroskopie, in diesem Fall speziell die
Kopplung mit Wasserstoffkernen. Beispielsweise wurde im *H-NMR-Spektrum des 3-Fluor-
substituierten 1-Aza-9-oxafluorens 41 firr das Proton an Pos. 2 kein Singulett gefunden, sondern
ein Dublett mit der Kopplungskonstante %J,-=2,3Hz (Abbildung51). Diese entspricht
Literaturwerten fiir Kopplungskonstanten substituierter Fluorpyridine*®*. Durch die Nachbar-
schaft zum Pyridin-Stickstoff, mit seinem elektronegativen Effekt und Einfluss auf die
Ladungsverschiebung im Pyridinring, resultieren kleine J,y--Werte, die deutlich geringer sind

als beispielsweise die %J,-Kopplungskonstante in Fluorbenzen (3Jyye = 9,0 HZ**®

). Im Spektrum
von 42 (berlagern sich die Signale fiir das 2- und 10-H, wodurch diese nur als Multiplett
charakterisiert werden konnten. Das Auftreten der heteronuklearen Kopplung wurde auch in den
'H-NMR-Spektren von 16 (3J,r = 2,7 Hz) sowie 78 (3J,r = 2,6 Hz) beobachtet und lasst sich

ebenso in den 6-Methoxy-substituierten 3-Fluor-Derivaten (Kapitel 4.4.1.4.2) wiederfinden.
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Abbildung 51: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von Verbindung 41 in DMSO-d6 (400 MHz)

4.4.1.3 3-Hydroxymethyl-Derivate durch Reduktion der 3-Ethylesterfunktion

Um aus den Verbindungen 27 und 31 die gewiinschten 3-Hydroxymethyl-substituierten
Derivate zu erhalten, sollte die 3-Ethylesterfunktion reduziert werden. Eine geeignete Methode
dafur ist die Reduktion mittels komplexer Hydride, z. B. Lithiumaluminiumhydrid, bei der auch
kleinste Mengen Edukt unter milden Reaktionsbedingungen zu Produkten in hohen Ausbeuten

umgesetzt werden konnen. Selbst reaktionstrdgere Sé&urecarbonyl-Derivate, wie Ester,
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Carbonsauren und Amide, koénnen so problemlos zu den priméren Alkoholen reduziert
werden'®® (Abbildung 52).

@) komplexe Hydride ~
)k > OH
07 CH, %

Abbildung 52:  Reduktion der Ethylesterfunktion

Die Verbindungen 27 und 31 besitzen jeweils eine phenolische Hydroxygruppe an Pos. 6, wobei
das schwach azide Wasserstoffatom einen bevorzugten Angriffspunkt fir das Reduktionsmittel
darstellt. Folglich kénnten die Reaktionen nicht zu den gewiinschten Zielverbindungen sondern
zu Lithiumaluminiumphenolat-Salzen und molekularem Wasserstoff fiihren. Daher wurden drei

unterschiedliche Strategien (Methode a, b, ¢, Abbildung 53) verfolgt.

Ca(BHy,), x 2 THF §
THF
27, 31 50 °C - Ruickfluss 47, 48
t-BDMSICI
Imidazol THF HF/NaF THF
AgNO3 RT (pH5) RT

/
LiAIH, HsC
THF / O | o OH

-10 °C

43, 44 45, 46

Abbildung 53: Methodeniibersicht zur Reduktion der Ethylester-Derivate 27 und 31
(griin = Methode a, magenta = Methode b, blau = Methode c)

a) Die Reduktionen sollten in trockenem Tetrahydrofuran bei -10 °C mittels Lithium-
aluminiumhydrid durchgefiihrt werden. Damit kann Gberprift werden, ob trotz

Anwesenheit einer Hydroxygruppe im Molekil eine Umsetzung mdglich ist.

b) Die Reduktionen sollten in trockenem Tetrahydrofuran bei 50 °C mittels eines
Calciumborhydrid-THF-Komplexes durchgefiihrt werden. Dieser gilt als milderer und
feuchtigkeitsstabilerer Reaktant. Fir die Reduktion von Methyl-2-Hydroxybenzoat wurde
damit eine 95%ige Ausbeute an 2-Hydroxybenzylalkohol erreicht™®.
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Bei Green & Wuts'®’ sowie Kocienski*®® wird die Vielzahl an unterschiedlichen Schutzgruppen

in der organischen Chemie ausfiihrlich dargestellt, wobei neben deren Einsatzmdglichkeiten
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ebenso die Methoden zur Einfiihrung aber auch zur Entfernung erldutert werden. Am haufigsten
werden Ether-, gefolgt von Ester- und Carbonatverbindungen zum Schutz von Alkohol-
funktionen in das Molekil eingefiihrt. Seit den 1970°er Jahren hat sich in der erstgenannten
Gruppe ein Trend entwickelt, welcher bis heute anhélt: die Verwendung einer Silyl-Ether-
Schutzgruppe in verschiedenen Erscheinungsformen.

Zum Schutz der 6-Hydroxygruppe im Azaoxafluoren bietet sich daher die Bildung eines
Silyl-Ethers, wie z. B. dem Trimethylsilylether (TMS-Ether) bzw. t-Butyldimethylsilylether
(TBDMS-Ether), an. Diese beiden werden als stabil gegeniiber reaktiven Grignard- und
Wittig-Reagenzien sowie als stabil gegeniiber Reduktionen mit Lithiumaluminiumhydrid bei
tiefen Temperaturen beschrieben. Ferner findet das Entschitzen unter milden Reaktions-
bedingungen im schwach Sauren, Fluoridionen-katalysiert statt und fihrt zu Produkten mit
hoher Ausbeute. Da die Bildung des TBDMS-Ethers im Vergleich zu dem TMS-Ether unter

197

schonenderen Reaktionsbedingungen stattfindet und das Entschiitzen ertragreicher ist™', wurde

auf tert-Butyldimethylsilylchlorid als ,,Schutz-Reagenz zuriickgegriffen.

€) Zunéchst sollte die phenolische Hydroxygruppe an Pos. 6 mittels tert-Butyldimethyl-
silylchlorid geschiitzt werden. Die resultierenden 6-(t-Butyldimethylsilyloxy)-Derivate
sollten anschlieBend bei -10 °C in THF mit Lithiumaluminiumhydrid reduziert und
letztendlich bei Raumtemperatur mithilfe eines HF/NaF-Puffers zur urspringlichen

6-Hydroxyfunktion entschiitzt werden.

Umsetzungen nach Methode a

Die Edukte 27 bzw. 31 wurden unter Argon-Atmosphére jeweils in wasserfreiem THF geldst
und im Kéltebad auf -10 °C heruntergekihlt. Dort hinein wurde langsam mithilfe einer Spritze
die Lithiumaluminiumhydrid-Lésung gegeben. Die Ansétze verfarbten sich allméhlich leicht
gelblich und nach 2 Stunden war die Reaktion abgeschlossen. Neben wachsartigen Anhaftungen
am Kolbengrund war diinnschichtchromatographisch in den Uberstanden jeweils nur ein
schwacher, blau fluoreszierender spot zu erkennen mit deutlich kleinerem R¢Wert (Laufhdhe
relativ zur Losungsmittelfront) als der Substanzfleck der Ausgangsverbindung (Differenz 0,55
(bei 27) bzw. 0,73 (bei 31) in Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)). Es wurde im Sauren
aufgearbeitet, wobei sich die Anhaftungen l6sten. Nach Extraktion wurden die Losungen mittels
DC nochmals Gberprift und in beiden fand sich der spot der Ausgangsverbindung wieder.
Durch sdulenchromatographische Aufreinigung und Kristallisation aus Ether wurden die
Zielverbindungen 47 und 48 in 44- bzw. 38%iger Ausbeute erhalten, zusatzlich auch die Edukte
zu 39 % (27) und 51 % (31) zurlickgewonnen. Die wachsartigen Anhaftungen, welche im Zuge

der Zugabe von Lithiumaluminiumhydrid entstanden, waren vermutlich in THF schlecht
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I6sliche Lithiumaluminiumphenolat-Salze, die sich dadurch der Umsetzung entziehen konnten
und welche durch saure Hydrolyse beim Aufarbeiten zu den Eduktmolekiilen, mit wiederum
guter Loslichkeit in organischen Ldsungsmitteln, sowie Lithium- und Aluminiumhydroxid

umgewandelt wurden.

Umsetzungen nach Methode b

Die Verbindungen 27 und 31 wurden jeweils unter Argon-Atmosphdre in trockenem THF geldst
und nach Zugabe von Calciumborhydrid -2 THF bei 50°C gerlhrt. Dinnschicht-
chromatographisch konnte zwar ein Anlaufen der Reaktionen beobachtet werden, jedoch
stoppten die Umsetzungen nach 2 Tagen. Die erneute Zugabe der halben Ausgangsmenge des
Reaktanten brachte keine Synthesefortschritte, woraufhin zur Verkiirzung der Reaktionszeit fur
weitere 2 Tage zum Ruckfluss erhitzt wurde. In der Folge wurde die Bildung weiterer Produkte
detektiert, was dazu fuhrte, dass die Reaktionen abgebrochen und aufgearbeitet wurden.
Hydrolyse und Extraktion der Ansdtze ergaben Produktgemische, die mittels Sdulen-
chromatographie nicht vollstandig zu trennen waren. Die gewinschten Azaoxafluoren-Derivate
konnten nicht in wagbaren Mengen isoliert werden. Als Molpeak im ESI-Spektrum konnte
allerdings deren Entstehung bestatigt werden. Die Edukte wurden schwach verunreinigt zu 64 %
(27) und 70 % (31) zurlickgewonnen.

Umsetzungen nach Methode ¢

Zum Schutzen der 6-Hydroxyfunktion in den Verbindungen 27 bzw. 31 wurden diese jeweils
mit tert-Butyldimethylsilylchlorid und Imidazol (verwendet als Hilfsbase) in THF geldst und
bei Raumtemperatur geriihrt'®®. Nach 2 Tagen waren die Reaktionen abgeschlossen und die
braunlich gefarbten Ansétze wurden aufgearbeitet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
wurden die geschiitzten Verbindungen 43 (zu 73 %) und 44 (zu 81 %) isoliert und aus
Essigester zu weien Feststoffen umkristallisiert. Zur Verbesserung der Ausbeuten wurden bei
der Wiederholung der Reaktionen zusétzlich zu Beginn fein gepulvertes Silbernitrat, welches
partiell in THF l6slich ist und freiwerdende Chloridionen durch Ausfallung als Silberchlorid aus
dem Ansatz entfernt, zugegeben. Dadurch konnte die Dauer beider Reaktionen vermindert und
die Ausbeuten verbessert werden. Hiernach resultierten innerhalb von 12 bzw. 9 Stunden
braunliche Losungen mit weiem Niederschlag (AgCl |) und die Umsetzungen waren nahezu
quantitativ (Ausbeuten > 97 %).

Die t-Butyldimethylsilylether-geschiitzten Derivate 43 und 44 wurden anschlielend, wie in
Methode a beschrieben, mit Lithiumaluminiumhydrid bei — 10 °C innerhalb von 2 Stunden

reduziert. Die ebenfalls leicht gelblich gefarbten Ansétze waren jedoch frei von Niederschlagen.
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Nach Aufarbeitung und Umkristallisation aus Essigester wurden die Verbindungen 45 und 46 in
sehr guten Ausbeuten (> 89 %) als weille Feststoffe erhalten.

AbschlieRend wurden bei Raumtemperatur die TBDMS-Schutzgruppen durch Zugabe eines auf
pH 5 eingestellten wassrigen NaF/HF-Puffers zu den jeweils in THF geldsten Verbindungen 45
und 46 abgespalten'*®. Nach 11 bzw. 12 Stunden war das Entschiitzen abgeschlossen und nach
Extraktion mit Chloroform, anschlieRender sdulenchromatographischer Reinigung und
Umkristallisation wurden die Zielverbindungen 47 als weilles Pulver in 76%iger und 48 als

hellbeiges Pulver in 83%iger Ausbeute gewonnen.

Die Strukturabsicherung erfolgte mittels *H- sowie **C-NMR und bestatigte die Substitutions-
muster der synthetisierten Verbindungen. Abbildung 54 zeigt beispielhaft eine Ubersicht der
'H-NMR-Spektren der Ausgangsverbindung (A), der beiden Zwischenprodukte (B, C) und der
Zielstruktur (D), welche durch Umsetzung des 3-Ethylester-substituierten 1-Aza-11-oxafluorens

31 nach Methode c erhalten wurden.
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Abbildung 54: Vergleich der *H-NMR-Spektren von 31 (A), 44 (B), 46 (C) und 48 (D) in Aceton-d6 (400 MHz, & in ppm)

Die Einfuhrung der TBDMS-Ethergruppe bewirkt ein Verschwinden des Signals der
6-Hydroxygruppe (blaues Oval) und fihrt zu zwei neuen Signalen im Spektrum, fiir die
tert-Butyl- (blauer Pfeil) und fir die Dimethylprotonen (orangener Pfeil). Die 3-Ethylester-
gruppe von 31 (Spektrum A) mit dem Quartett (q) der Methylenprotonen (3J = 7,1 Hz) und dem
Triplett (tr) der Methylprotonen (3J = 7,1 Hz) ist gegeniiber der Reaktion stabil. So wird das
Quartett (g) im Spektrum B (von Verbindung 44) erneut gefunden, jedoch das urspriingliche
Triplett der Methylprotonen durch Uberlagerung mit dem Signal fir die 9 tert-Butyl-Protonen
als Multiplett (m) mit dem Integral 12 (2 12 Protonen) zusammengefasst. Im “*C-NMR-

Spektrum wurden Signale bei &=27,2ppm fir die primdren Kohlenstoffatome der
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tert-Butyl-Gruppe, bei 6 = 19,9 ppm fiir das quartére tert-Butyl-C-Atom und bei 6 = 3,3 ppm fir
die primaren Dimethylprotonen gefunden. Dass es sich bei den 'H-NMR-Signalen fiir die
Schutzgruppe um 2 Singuletts (blauer und orangener Pfeil) handelt und dementsprechend durch
Vorhandensein dieser Signale die Schutzgruppe stabil gegeniiber der Reduktion mit
Lithiumaluminiumhydrid ist, zeigt Spektrum C (von Verbindung 46). Erwartungsgemaf
verschwinden hier die Peaks der Ethyl-Protonen (q + tr) und an gleicher Stelle wie in Spektrum
B sind die Singuletts der genannten Schutzgruppen-Protonen mit Integral 9 (blauer Pfeil) und
Integral 6 (orangener Pfeil) zu finden. Die durch die Reduktion entstandene 3-Hydroxy-
methylgruppe fihrt im *H-NMR-Spektrum fiir die OH-Gruppe zu einem Triplett mit der
Kopplungskonstante *Jowcn, = 5,4 Hz und fiir die Methylenprotonen zu einem Dublett mit
3Jchyon = 5,4 Hz (rotes abgerundetes Rechteck). Nach dem Entschiitzen wird im Spektrum D
(von Verbindung 48) das Singulett fiir die 6-Hydroxygruppe zuriickerhalten (orangenes Oval)
und die Signale der TBDMS-Schutzgruppe verschwinden (ebenfalls im “*C-NMR-Spektrum).
Fur das Proton an Pos. 2 konnte mit Wegfall der entschirmenden Wirkung der Carbonylgruppe
eine auffallige Hochfeldverschiebung (schwarz gepunkteter Pfeil) des Singuletts mit einer
Differenz von -0,44 ppm beobachtet werden, wohingegen die restlichen Signale des
Grundgertstes annahernd gleich blieben. Der Wegfall der Signale fur das Carbonyl-C
(6 =164,3 ppm) und das primare Methyl-C (6 = 15,0 ppm) des Ethylesters sowie das leicht ins
Hochfeld verschobene Signal fir das sekundére Methylen-C (von 6 =62,6 ppm (44) zu
8 = 61,2 ppm (46)) wurden in den **C-NMR-Spektren beobachtet.

Vergleich der Methoden a - ¢

Tabelle 9: Ergebnistibersicht zur Darstellung der Hydroxymethyl-Derivate 47 und 48 durch Reduktion der Ethylesterfunktion

Edukt Methode Zielverbindung Ausbeute (Reaktionsdauer)
27 a 47 44 % (2 h)
27 b a7 ne.
27 c 47 50 % (58 h)® / 66 % (25 h)°
31 a 48 38 % (2 h)
31 b 48 ne.
31 c 48 65 % (56 h)* / 80 % (23 h)®

Ausbeute = Gesamtausbeute (Produkt aller Teilausbeuten); Reaktionsdauer = Summe der Netto-Reaktionszeiten; ‘nicht ermittelbar,
Reaktionsabbruch nach 4 Tagen; 2Schiitzen der phenolischen Hydroxygruppe nach Lit.*®; *nach Lit.**® und Zusatz von AgNO;

Die Tabelle 9 fasst die Ergebnisse der Versuche zur Synthese 3-Hydroxymethyl-substituierter
1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene nach Methoden a —c zusammen. Die direkte Reduktion mit
Lithiumaluminiumhydrid bildet zwar die schnellste Umsetzung, resultierte jedoch nur in

maBigen Ausbeuten (a). Der Austausch des Reduktionsmittels zu einem milderen Reaktanten,
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dem Calciumborhydrid - 2 THF, brachte nicht die gewinschte Verbesserung und fiihrte zu
Produktgemischen, aus denen die Zielverbindungen nicht isoliert werden konnten (b).
Am besten geeignet ist die Reduktion vorab TBDMS-Ether-geschitzter Verbindungen mit
Lithiumaluminiumhydrid, wobei ausgezeichnete Ergebnisse erzielt wurden. Das Einflhren
sowie Abspalten der Schutzgruppe ist unproblematisch und durch Zugabe von fein gepulvertem
Silbernitrat zu den Ansétzen, die zu den geschutzten Derivaten 43 und 44 fuhrten, wurden die
Reaktionszeiten deutlich verkiirzt und nahezu quantitative Umsetzungen erreicht.

4.4.1.4 Strukturvariation durch O-Debenzylierung und/oder O-Methylierung

Durch Variationen an den Verbindungen 20, 24, 25 und 26 sollte ein homogenes Substitutions-
muster entstehen, welches in Bezug auf Lipophilie, Polaritat sowie Grof3e der Substituenten in

Pos. 3, 4 und 6 des Azaoxafluoren-Grundkdrpers Veranderungen aufweist (Abbildung 55).

20 R,=0Bz R,=H R, = OH 24 R;=0Bz R,=H R, = OH
25 R;=0Bz R,=0OMe R;=OH 26 R,=0Bz R,=OMe R;=0H
Verbindung R, R, R; Verbindung R, R, R,
49 OH H OH 50 OH H OH
51 OH OMe OH 52 OH OMe OH
55 OBz H OMe 56 OBz H OMe
57 OBz OMe OMe 58 OBz OMe OMe
61 OH H OMe 62 OH H OMe
63 OH OMe OMe 64 OH OMe OMe
65 OMe H OMe 66 OMe H OMe
67 OMe OMe OMe 68 OMe OMe OMe

Abbildung 55: Strukturvariationen aus 20, 24, 25 und 26

Durch O-Debenzylierung sollten polarere 3,6-Dihydroxy-Derivate entstehen, welche auf beiden
Langsseiten gleichermallen Wasserstoffbriicken ausbilden konnen. Mittels O-Methylierung
kann die Notwendigkeit einer bzw. zweier Wasserstoffbriickendonator-Funktionen
(OH-Gruppen) im Molekil Uberprift werden, ebenso wie die Option, ob auch Kkleinere

hydrophobe Substituenten mit Wasserstoffbriickenakzeptor-Funktion  (Methoxygruppen)
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sterische Wechselwirkungen in der ATP-Bindungstasche der Kinasen besitzen. Je nach
Kombination und Reihenfolge beider Reaktionen sollten 3-Benzyloxy-6-methoxy-, 3-Hydroxy-
6-methoxy-, 3,6-Dihydroxy- und 3,6-Dimethoxy-Derivate dargestellt werden.

Desweiteren sollten die am Benzolring des 1-Aza-9-oxafluorens substituierten Verbindungen 21
und 23 zu den 3,6-Dihydroxy-Derivaten umgewandelt und die Strukturen mit einem
3-Fluor-Substituenten (41 und 42) O-methyliert werden.

R, R, R, R, Ry
21 OBz H OH Me H
23 OBz OMe OH OMe H
41 F H OH H H

42 F H OH -CH=CH-CH=CH-

Verbindung R, R, Rs R, Rs
53 OH H OH Me H
54 OH OMe OH OMe H
59 F H OMe H H
60 F H OMe -CH=CH-CH=CH-

Abbildung 56: Strukturvariationen aus 21, 23, 41 und 42

4.4.1.4.1 O-Debenzylierung

Zur Entfernung des Benzyl-Substituenten, welcher u. a. bei ersten Versuchen notwendigerweise
als OH-Schutzgruppe vor der Grignard-Addition eingefiihrt wurde, wird in der Literatur eine
Vielzahl an Methoden beschrieben'®” %, Die einfachste Variante bildet die hydrogenolytische
O-Debenzylierung mit Wasserstoff an einem Ubergangsmetall-Katalysator, z.B. dem
Palladium-Kohle-Katalysator (Pd/C). Bei dieser Methode werden keine Methylether gespalten,
was fur eine Verwendung im Rahmen dieser Arbeit spricht, da auch Derivate unter

Beibehaltung der Methoxygruppen umgesetzt werden sollten.

H "H [
H,, PdIC \
OR OR

Abbildung 57: Katalytische Hydrogenolyse von Benzyloxyethern'®
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H, (2 bar)
Pd/C
MeOH bzw.
MeOH/THF
RT
Produkt
Edukt Produkt  Ausbeute R, R, Rs R, Rs Reaktionsdauer
20 49 93 % H H OH H H 3h
24 50 91 % H H OH -CH=CH-CH=CH- 2h
25 51 75 % OMe H OH H H 3h
26 52 88 % OMe H OH -CH=CH-CH=CH- 3h
21 53 82% H OH Me H 3h
23 54 86 % H OMe OH OMe H 4h
55 61 95 % H OMe H H 3h
56 62 81 % H H OMe -CH=CH-CH=CH- 3h
57 63 76 % OMe H OMe H H 3h
58 64 86 % OMe H OMe -CH=CH-CH=CH- 5h

Abbildung 58: Darstellung der Zielverbindungen durch O-Debenzylierung

Die verwendeten Edukte wurden jeweils in Methanol bzw. bei unzureichender Loslichkeit in
einem Methanol/THF-Gemisch geldst, mit dem Pd/C-Katalysator versetzt und unter einer 2 bar
Wasserstoffatmosphédre bei Raumtemperatur geschittelt. Der Reaktionsverlauf wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt, bis nach 2 -5 Stunden die Umsetzungen abge-
schlossen waren. Da der sehr fein gepulverte Pd/C-Katalysator nicht vollstdndig durch
Papierfilter zuriickgehalten werden konnte, wurde im Rahmen der Aufarbeitung auf die
Kieselgelfiltration zurtickgegriffen. Nach Entfernung der Losungsmittel und Umkristallisation
wurden alle Zielverbindungen als Feststoffe erhalten. Alle Reaktionen verliefen problemlos und

die Produkte wurden in guten bis sehr guten Ausbeuten erhalten.

Im H-NMR-Spektrum wurden die Zielverbindungen auf das Fehlen der Benzyl-Protonen und
das Hinzukommen eines weiteren Singulett-Signals fir das OH-Proton untersucht. In den
Multipletts der Protonen unsubstituierter Aromaten, speziell im Bereich 6 = 7,40 — 7,20 ppm,
wurde eine Verringerung der Integrale bzw. das Wegfallen von Signalen, welche in den
Ausgangsverbindungen 5 Protonen entsprechen, sowie das Verschwinden der Signale fur die
Methylenprotonen im Bereich & =5,30 — 5,04 ppm beobachtet. Als austauschbares Proton
resultiert fir jede Hydroxygruppe ein relativ breites Singulett, das durch Zugabe von
deuteriertem Methanol bzw. D,0O vollstdndig geldscht werden kann. Die OH-Signale erscheinen
im Spektrum zwischen §=9,72 ppm und &=4,99 ppm (Literatur: &= 13,4 — 4,2 ppm™).

Bei den Zielstrukturen mit zwei Hydroxygruppen wurde versucht die beiden Signale den Pos. 3
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bzw. 6 zuzuordnen, indem diese mit der Verschiebung des einen OH-Signals im Spektrum der

Ausgangsverbindung verglichen wurden.

4.4.1.4.2 O-Methylierung

1) NaH/Paraffin (60 %)

2) Mel
THF
0°C-RT
Edukt Produkt
Edukt Produkt  Ausbeute R, R, R, R, Reaktionsdauer
20 55 92 % OBz H H H 2h
24 56 95 % OBz H -CH=CH-CH=CH- 3h
25 57 75 % OBz OMe H H 4h
26 58 94 % OBz OMe -CH=CH-CH=CH- 4h
41 59 86 % F H H H 3h
42 60 83 % F H -CH=CH-CH=CH- 5h
49 65 54 % OMe H H H 6 ht
50 66 50 % OMe H -CH=CH-CH=CH- 6 ht
51 67 62 % OMe OMe H H 6 ht
52 68 58 % OMe OMe -CH=CH-CH=CH- 6 ht

Abbildung 59: E:gitﬁjllt;ngecrig eZaiketIi\girbindungen durch O-Methylierung
Die WILLIAMSON-Synthese ist in der organischen Chemie ein haufig angewandter
Syntheseweg aliphatische, gemischt aliphatisch-aromatische und aromatische Ether
darzustellen. Dazu werden alkoholische Verbindungen mit Halogenalkanen umgesetzt.
Am besten geeignet erwiesen sich primére lod- oder Bromalkane, da diese als Elektrophil am
reaktivsten sind (I > Br > Cl >F) und bei schneller Umsetzung zum gewiinschten Produkt in
hoher Ausbeute fiihren. Die Ethersynthese verlauft in zwei Schritten. Zunéchst findet die
Bildung der Alkoholat-/Phenolationen statt. Dies geschieht durch Umsetzung des Alkohols mit
elementarem Natrium, Kalium oder deren entsprechenden Hydriden. Alternativ besteht auch die
Madglichkeit NaOH, KOH oder K,CO3; zu verwenden. AnschlieBend wird das Elektrophil
zugegeben und durch eine nukleophile Substitution, wobei das Halogenatom des Halogenalkans
durch das Alkohol-/Phenolat substituiert wird, entsteht der Ether®®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden O-Methylierungen im MikromaRstab durchgefihrt, infolge
dessen auf Natriumhydrid zuriickgegriffen wurde, da dieses bei Verwendung kleinster Mengen

als pulverformige Suspension in Paraffin besser wégbar und stabiler gegeniiber Luftfeuchtigkeit
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ist, zudem Reaktionen bei Raumtemperatur ermdglicht. Die Ausgangsverbindungen wurden
unter Argon-Atmosphére in wasserfreiem THF gel6st, im Eisbad auf 0 °C heruntergekiihlt und
mit Natriumhydrid in Paraffinél (60%ig) versetzt. Nach 15 min Rihren bei 0°C wurde
ebenfalls 15 min bei Raumtemperatur geriihrt (bis zum Ende der Gas-Entwicklung (H, 1)) und
in die grdulichen Suspensionen mittels einer Mikroliterspritze lodmethan zugegeben. In der
Folge verfarbten sich die Ansatze orange bis braun. Nach dinnschichtchromatographischer
Kontrolle liefen alle Reaktionen problemlos innerhalb von 2 — 5 Stunden ab. Die gewtinschten
Zielverbindungen wurden in sehr guter Ausbeute nach Hydrolyse in Eiswasser, Extraktion mit
Chloroform und saulenchromatographischer Reinigung mit anschlieBender Umkristallisation als

beige Feststoffe (57, hellorange) erhalten.

Etwas abweichend verhielten sich die Reaktionen bei gleichzeitiger O-Methylierung zweier
Hydroxyfunktionen ausgehend von den 3,6-Dihydroxy-substituierten Derivaten (49 —52).
Hier wurden aufgrund der zwei Reaktionszentren im Molekil doppelte Mengen an
Natriumhydrid in Paraffin (60%ig) und lodmethan verwendet. Aufféllig bei den Umsetzungen
war die Bildung von Produktgemischen. Auf den DCs konnten 3 Produkte detektiert werden,
woraufhin vermutet wurde, dass es sich neben den gewiinschten Zielverbindungen noch um die
beiden mdglichen mono-O-methylierten Produkte handeln kdnnte. Variationen der Anteile an
Reaktanten und der Reaktionstemperatur fuhrten jedoch zu keiner erkennbaren Verbesserung.
Aus den Produktgemischen wurden in Ausbeuten zwischen 50 und 62 % die Zielverbindungen
mittels préparativer Dunnschichtchromatographie isoliert. Die zwei anderen auf DC tiefer
laufenden Verbindungen, Strukturen mit anndhernd gleichem RgWert, konnten nur als
Gemische gewonnen werden. Beispielsweise zeigte das ESI-Massenspektrum eines solchen
Gemisches, aus Ansatz von 50 zu 66, nur einen Molpeak (m/z = 364,1 [M+Na]* 100 %) mit
Ubereinstimmung der ESI-Masse der mono-O-methylierten Verbindung 60, jedoch konnte die
Identitat im *H-NMR-Spektrum nicht zweifelsfrei geklart werden. Da nur geringe Mengen der
Edukte vorhanden waren und die gewinschten 3,6-Dimethoxy-Derivate als Hauptprodukte

gewonnen werden konnten, wurde diese Aufklarung nicht weiter verfolgt.

Die erfolgreiche einfache O-Methylierung zeigt sich in den *H-NMR-Spektren dadurch, dass die
Singulett-Signale, die in den Spektren der Ausgangsverbindungen nachweislich durch
Protonen-Deuteronen-Austausch den 6-Hydroxy-Protonen zugeordnet werden konnten, nicht
mehr zu finden waren und dafur im Hochfeld bei 6 = 3,80 — 3,63 ppm die Methoxy-Protonen als
Singulett mit dem Integral 3 (& 3 Protonen) erhalten wurden. Im Fall der Verbindungen mit
(2-Methoxyphenyl)-Rest an Pos. 4 wurden zwei Signale fir jeweils 3 Protonen in dem oben

genannten Bereich gefunden.
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Die O-Methylierung an zwei Positionen im Molekil fihrt in den 'H-NMR-Spektren zu zwei
neuen Singulett-Signalen im Bereich & = 3,94 — 3,63 ppm jeweils mit dem Integral 3 und zum
Ausbleiben der Resonanzsignale der 3- und 6-Hydroxyprotonen. Im Fall der Verbindungen 65
und 66 wurde die Zuordnung durch Vergleiche mit den Methoxy-Signalen der dazugehdrigen
3-Benzyloxy-6-methoxy- und 3-Hydroxy-6-methoxy-Derivate vorgenommen (Abbildung 60).
Im Fall der 4-(2-Methoxyphenyl)-substituierten Verbindungen 67 und 68 konnte dies nur
eingeschrankt durchgefiihrt werden, da die Signale der insgesamt drei Methoxygruppen sehr

variabel erscheinen.
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Abbildung 60: Vergleich der *H-NMR-Signale der Methoxy-Protonen der Derivate 55, 61 und 65
aufgenommen in CDCl; (400 MHz, § in ppm)
Dargestellt sind die relevanten Ausschnitte der *H-NMR-Spektren (vollstindige Spektren im Anhang).
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4.5 Ergebnisse des Kinaseinhibitionsassays (11)

Wie auch im ersten Teil dieser Arbeit kam der radiometrische **PanQinase® Assay (Kapitel 4.2)
zur Anwendung um einen GroRteil der variierten Zielverbindungen auf ihre kinaseinhibitorische

Wirkung zu untersuchen.

Verbindung R, R, Rs R, Rs
20 OBz H H H H
24 OBz H H -CH=CH-CH=CH-
25 OBz OMe H H H
26 OBz OMe H -CH=CH-CH=CH-
49 OH H H H H
50 OH H H -CH=CH-CH=CH-
51 OH OMe H H H
52 OH OMe H -CH=CH-CH=CH-
53 OH H Me H
54 OH H OMe OMe H
47 CH,OH H H H H

Tabelle 10: Ki-Werte der im *PanQinase® Assay untersuchten 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene mit 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest
und/oder zwei Hydroxyfunktionen

Ki-Werte [UM]
CDK1/B CDK2/E CDK4/D CDK5/p25 GSK-3pB ERK2 JNKS3 p38-y
20 2,3+0,3 6,4+0,2 36,6+8,3 n.a. 5,8+1,2 n.b. n.b. n.b.
24* 0,088+0,01 n.b. n.b. 2,1+0,2 1,6+0,2 1,5%0,1 0,67+0,06 1,2+0,09
25 n.a. n.b. n.b. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.
26 6,0+0,4 n.b. n.b. n.a. n.a. 19,848,8 n.b. n.b.

49 0,01+3E-4  0,6+0,08 21,5+4,2 0,11+0,04 0,02+2E-4  48,4%6,7 0,02+1E-3 0,05+0,01
50 0,77+0,06  10,8+0,5 26,4+0,5 0,07+0,01 0,02+0,01 2,6£1,1 0,02+1E-4 0,04+0,01

51 2,0+0,5 n.b. n.b. 56,0+8,5 n.a. 9,6+1,1 n.b. n.b.
52 n.a. n.b. n.b. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.
53 16,5+13,9 86,4+1,4 n.a. 164+14,6 5,2+0,1 417278 12,8+0,4 n.a.
54 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 2,8+0,3 n.a.
47 n.a. 15,9+0,5 n.a. n.a. n.a. 29,0+4,8 n.a. 79,8+1,7

“Werte aus Literatur'™; “Werte aus Kapitel 4.2; n.a.: nicht aktiv (K; > 1000 uM); n.b.: nicht bestimmt

Die O-Debenzylierung der Verbindung 20 fiihrte zu dem potenten 3,6-Dihydroxy-substituierten
Derivat 49 und geht mit einer sehr deutlichen Aktivitatssteigerung an der CDK1/B und der
GSK-3pB einher. Hier werden, wie an der JNK3 und p38-y, Affinitdtskonstanten in unteren
nanomolaren Konzentrationen erreicht. Auffallig ist zudem die schlagartig auftretende
inhibitorische Wirkung an der CDK5/p25 (K;=0,11+0,04 uM). Vermutlich ermdglicht die
Ausbildung zweier Hydroxyfunktion-vermittelter Wasserstoffbriickenbindungen an den Langs-

seiten des Molekiils eine intensivere Interaktion mit den Aminosauren der ATP-Bindungstasche.
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Ein Methylen-Spacer zwischen OH-Gruppe und Trizyklus an Pos. 3 (Verbindung 47) fiihrt zum
Verlust der Hemmwirkung mit Ausnahme einer moderaten Restaktivitit an der CDK2/E, ERK2
und p38-y (K;>15,9+0,5 pM). Anzunehmen ist, dass damit die Ausbildung der langsseitigen
Wasserstoffbricken verhindert wird bzw. die ebenfalls an einigen Kinasen tolerierte
hydrophobe Wechselwirkung eines 3-Benzyloxy-Substituenten (20) fiir eine optimale Bindung
am katalytischen Zentrum fehlt. Ein Methylrest in Pos.7 des 3,6-Dihydroxy-1-aza-9-
oxafluorens resultiert ebenso in einer markanten Aktivitdtsminderung. Einzig an der GSK-33
wurde fur die Substanz 53 eine einstellige mikromolare Affinitatskonstante ermittelt
(Ki=5,2+0,1 uM). Das 5,7-Dimethoxy-Derivat 54 ist ein monoselektiver JNK3-Inhibitor
(Ki = 2,8+0,3 uM) mit Inaktivitat an den anderen getesteten Kinasen. Schon kleine hydrophobe
Reste (Methylgruppe, Methoxygruppen) besitzen ausreichende sterische Effekte um die
Bindungsaffinitdt des Inhibitor-Molekils zu den Enzymen entscheidend zu beeinflussen.
Trotz der hohen Ahnlichkeit der ATP-Bindungstaschen wird bei dem Derivat 54 an der JNK3
allerdings ein offenbar einzigartiger Bindungsmodus erreicht. Uberraschenderweise tritt bei
dem benzoanellierten Azaoxafluoren 50 eine Hemmung aller Kinasen auf. Hier resultieren im
Vergleich zu 49 &hnliche K;-Werte an der CDK4/D, CDK5/p25, GSK-383, JNK3 und p38-y,
wobei die letzten vier genannten Kinasen in nanomolaren Konzentrationen inhibiert werden.
An der ERK?2 ist diese Verbindung zwar 19-fach stérker wirksam als Derivat 49, jedoch 77-fach
schwacher gegenuber der CDK1/B. Grofflachige hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
Protein-Ruckgrat der Adenin-Bindungsregion der Kinasen scheinen erneut vorteilhaft zu sein.
Der Austausch des 4-Phenyl- gegen einen 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest hat aufgrund sterischer
Effekte im P-loop ebenfalls Auswirkungen auf die inhibitorische Wirkung. Ist die Verbindung
25 noch an allen getesteten Kinasen inaktiv, wird durch zuséatzliche Benzoanellierung am
Grundgerist (26) eine Hemmung der CDK1/B und ERK2 in mikromolaren Konzentrationen
erreicht. Die O-Debenzylierung des 4-(2-Methoxyphenyl)-substituierten 1-Aza-11-oxafluorens
26 fuhrt zum inaktiven Derivat 52. Interessanterweise ist die analoge trizyklische Struktur 51
erneut ein moderater Hemmer der CDK1/B und ERK2 mit Restaktivitit an der CDK5/p25.

Gruppe der Derivate mit zwei Hydroxygruppen (inkl. Vertreter mit 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest)

Der potenteste nanomolare Multikinaseinhibitor an der CDK1/B, CDK5/p25, GSK-3, JNK3
und p38-y ist die Verbindung 49 und der an der CDK5/p25, GSK-3, JNK3 und p38-y ist die
Verbindung 50. Die VergroRerung des 1-Aza-9-oxafluorens durch Rss-Substituenten (Methyl-

gruppe, Methoxygruppen) flhrt teilweise sehr stark zur Verminderung der Wirksamkeit
und/oder Inaktivitdt. Das Derivat 54 ist jedoch ein monoselektiver JNKS3-Inhibitor
(Ki=2,8£0,3uM) und 53 ist ein moderater GSK-3B-Hemmer (K;=5,2£0,1 uM) mit
schwacherer Aktivitdt an der CDK1/B und JNK3. Der 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest im Molekdl
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ist hauptsachlich Inhibitor-inaktivierend, wobei durch diesen bei einigen wirksamen Vertretern
trotzdem eine gewisse CDK1/B- und ERK2-Selektivitét erreicht wird.

Verbindung R, R, Rs R, Rg
55 OBz H OMe H H
57 OBz OMe OMe H H
61 OH H OMe H H
63 OH OMe OMe H H
64 OH OMe OMe -CH=CH-CH=CH-
65 OMe H OMe H H
66 OMe H OMe -CH=CH-CH=CH-
67 OMe OMe OMe H H
68 OMe OMe OMe -CH=CH-CH=CH-

Tabelle 11:  K;-Werte der im **PanQinase® Assay untersuchten Azaoxafluorene mit 6-Methoxy- bzw. 3,6-Dimethoxy-Funktion

Ki-Werte [uM]

CDK1/B CDK2/E CDK4/D CDK5/p25 GSK-3p ERK2 JNK3 p38-y
55 n.a. n.a. n.a. 26,1+1,9 0,02+2E-4  12,4+3,0 0,05+0,02  0,05+0,01
57 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 384+167 n.a. n.a.
61 n.a. n.a. 137+4,0 n.a. n.a. 10,7+£2,4 n.a. n.a.
63 n.a. n.b. n.b. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.
64 n.a. n.b. n.b. 13,9+0,5 84,1+7,9 17,7+3,6 n.b. n.b.
65 n.a. 143+4,8 n.a. n.a. n.a. 11,440,3 n.a. n.a.
66 1,7+0,2 119+46,6 71,3+2,3 n.a. 4,8+0,1 11,3+1,0 n.a. 6,7+0,1
67 n.a. n.b. n.b. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.
68 n.a. n.b. n.b. n.a. n.a. n.a. n.b. n.b.

n.a.: nicht aktiv (Ki > 1000 uM); n.b.: nicht bestimmt

Der Wegfall der 6-Hydroxyfunktion durch O-Methylierung verandert die Hemmeigenschaften
der Zielstrukturen erheblich. So wird in Verbindung 55 das Kinase-Hemmprofil innerhalb der
CDK-Familie zugunsten der CDK5/p25 verschoben (K;=26,1+1,9 uM). Die im 6-OH-
substituierten Derivat 20 ermittelte inhibitorische Wirkung an den CDKs 1/B, 2/E und 4/D geht
dabei vollstandig verloren. Die Modifizierung bewirkt zudem eine 290-fach verstéarkte Affinitat
zur GSK-3B, wobei die K;-Werte, wie an der JNK3 und der p38-y, im nanomolaren
Konzentrationsbereich liegen. Ein 2-Methoxyphenyl-Rest an Pos.4 im 3-Benzyloxy-
6-methoxy-1-aza-9-oxafluoren fuhrt zu einem unwirksamen Vertreter (Verbindung 57).

Der Austausch des 3-Benzyloxy-Substituenten wvon Struktur 55 und 57 gegen eine
Hydroxyfunktion flhrte zu den 3-Hydroxy-6-methoxy-Derivaten 61 und 63. Die Verbindung 61
besitzt eine moderate Hemmwirkung an der ERK2 mit schwacher Restaktivitat an der CDK4/D,
verliert aber sonst jegliche Affinitdt zu den anderen getesteten Kinasen. Der alternative

4-(2-Methoxyphenyl)-Rest im Azaoxafluoren 63 flhrt zu vollstdndiger Inaktivitat.
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Durch zusatzliche Benzoanellierung am Grundgerust besitzt das 1-Aza-11-oxafluoren 64
wiederum eine moderate bis schwache Aktivitat an der CDK5/p25, GSK-3p und ERK2.

Die O-Methylierung an Pos. 3 flhrt in Verbindung 65 neben &hnlicher inhibitorischer Wirkung
an der ERK2 (wie 61) zu einer Verschiebung der Hemmaktivitat von der CDK4/D auf die
CDK2/E und ist ansonsten nicht weiter aktiv. Das analog substituierte tetrazyklische Derivat 66
besitzt wiederum eine breite, moderate bis schwache Wirksamkeit am Kinasespektrum mit
Ausnahme der CDK5/p25 und JNK3. Aufféllig ist, dass bei diesen Strukturdanderungen zum
ersten Mal auch die CDK1/B (K;=1,7+0,2 uM) adressiert wurde. 3,6-Dimethoxy-substituierte
1-Aza-9- und 1-Aza-11-oxafluorene mit 4-(2-Methoxyphenyl)-Rest (67 und 68) sind hingegen
unwirksam und belegen im vorliegenden Fall den ungunstigen sterischen Effekt der

2'-Methoxygruppe in der ATP-Bindungstasche (Ausnahme: Verbindung 64).

Gruppe der Derivate mit 6-Methoxy- und 3,6-Dimethoxy-Rest

Die Verbindung 55 ist ein in nanomolaren Konzentrationen wirksamer GSK-3(3-selektiver
Inhibitor (K; = 0,02+2E-4 uM und SQ-Werten von 248 (zur ERK2) und 522 (zur CDK5/p25))
mit zusétzlicher potenter Wirkung an der JNK3 und p38-y. Die Derivate 61 und 65 stellen
ERK2-monoselektive Inhibitoren dar (K;=10,7£2,4 uM bzw. K; = 11,4+0,3 uM) und besitzen
schwache Restaktivitdten an der CDK4/D bzw. CDK2/E. Mit Ausnahme der Verbindung 64
sind alle 4-(2-Methoxyphenyl)-substituierten Derivate unwirksam. Ein moderater Multikinase-
Hemmer an der CDK1/B, GSK-3B3, ERK2 und p38-y ist das 3,6-Dimethoxy-1-aza-11-
oxafluoren 66. Bei dem Gros der Verbindungen mit 6-Methoxyrest stellt sich der Wegfall der
3-Benzyloxyfunktion bzw. die Verkleinerung (3-Methoxygruppe) als ungunstig heraus.
Hier wird der sterische Effekt des Inhibitor-Molekiils und die hydrophobe Interaktion in der
ATP-Bindungstasche nachteilig beeinflusst.

Verbindung R, R, Rs
41 OH H H
42 OH -CH=CH-CH=CH-
59 OMe H H
60 OMe -CH=CH-CH=CH-

Tabelle 12:  Ki-Werte der im **PanQinase® Assay untersuchten 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene mit 3-Fluor-Rest

Ki-Werte [uM]
CDK1/B CDK2/E CDK4/D CDK5/p25 GSK-3pB ERK2 JNK3 p38-y
41 1,4+0,2 725+397 258+16,5 n.a. 0,39+0,09 497+48,5 n.a. n.a.
59 n.a. 432+112 n.a. n.a. n.a. 30,2+11,5 n.a. n.a.
42 1,1+0,6 77,8+7,8 47,0+9,6 158+53,7 194+47,9 5,6+0,4 n.a. 2,3+1,1
60 32,3+1,7 n.a. n.a. n.a. 111+6,4 n.a. n.a. 4,6+0,4

n.a.: nicht aktiv (Kj > 1000 pM)
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Der Austausch der 3-Hydroxyfunktion gegen einen Fluor-Substituenten in Verbindung 41
bewirkt trotz &hnlicher MolekiilgroRe wie bei 49 an allen getesteten Kinasen eine
Abschwachung der Wirkung und eine Inaktivitat an der CDK5/p25, JNK3 und p38-y. Es erfolgt
dennoch eine nanomolare GSK-3p- (K; = 0,39+0,09 puM) und mikromolare CDK1/B-Hemmung
(Ki=1,4+0,2 uM). In der Literatur wurde fur das 3-Chlor-substituierte Derivat gar keine
inhibitorische Aktivitéat sowie fur die 3-Brom-Struktur nur leichte inhibitorische Wirkung an der
CDK2/A und CDK4/D nachgewiesen'’?. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich zur
Hemmung der CDK1/B und GSK-3p ein kleinerer Halogensubstituent (F < ClI<Br <) als
sterisch vorteilhaft erweist und ein Wasserstoffbriickenakzeptor an dieser Position sinnvoll ist.
Fluor besitzt die héchste Elektronegativitat (I (2,6) < Br (2,8) < Cl (3,0) < F (4,0)), daher zieht
es am starksten Bindungselektronen zu sich und begunstigt folglich die Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung. Ebenso wird durch diesen starken Elektronenzug eine erniedrigte
Basizitdt des Ring-Stickstoffs des Azaoxafluorens mit dem Effekt einer verminderten
Bindungsstidrke zum Protein-backbone erreicht, welches sich durch hodhere Ki-Werte im
Vergleich zu Verbindung 49 duBert. Die VergroRerung des aromatischen Ringsystems in
Derivat 42 fihrt bei dhnlichen K;-Werten an der CDK1/B zu einer Verbesserung der
inhibitorischen Wirkung, z. B. an der ERK2 (Faktor 88), mit Erweiterung des Wirkspektrums
auf die CDK5/p25 (K = 158,3+53,7 uM) und p38-y (K; = 2,3+1,1 uM). Einzig an der GSK-33
flhrt diese Modifizierung zu einer Verschlechterung der Affinitat um den Faktor 498.

Mit Einflhrung der Methoxy-Funktion an Pos. 6 im Trizyklus (59) wird, wie bei dem
3-Benzyloxy-substituierten Derivat 55, ein Wirkverlust an den CDKs 1/B und 4/D beobachtet,
welcher sich im vorliegenden Fall zusatzlich noch auf die CDK5/p25 und GSK-3p ausdehnt.
Das 3-Fluor-substituierte 6-Methoxy-1-Aza-9-oxafluoren 59 ist jedoch ein moderat wirksamer
selektiver ERK2-Inhibitor (K;=30,2+11,5uM, SQ zur CDK2/E = 14). Abgesehen von der
GSK-3pB bewirkt die O-Methylierung bei dem tetrazyklischen Derivat 60 ebenso eine Affinitéts-

verminderung an den Kinasen, besitzt allerdings ein anderes Hemmprofil als der Trizyklus 59.

Gruppe der Derivate mit 3-Fluor-Rest
Das 3-Fluor-substituierte 1-Aza-9-oxafluoren 41 besitzt CDK1/B- und GSK-3pB-dualselektive

Eigenschaften (SQ > 184 gegentber anderen Kinasen), wobei durch Benzoanellierung ein
Multikinaseinhibitor an der CDK1/B, ERK2 und p38-y entsteht. Die O-Methylierung der
6-Hydroxyfunktion fuhrt groftenteils zur Abschwéchung der Wirkung, abgesehen wvon
Verbindung 59 an der ERK/2 und 60 an der GSK-3B. Struktur 59 ist ein moderater
ERK2-selektiver Inhibitor und 60 ist ein selektiver Hemmer der p38-y (K;=4,6+0,4 uM,
SQ =7 zur CDK1/B). Alle 3-Fluor-Derivate waren an der JNK3 inaktiv.
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4.6 Dockinguntersuchungen

Um die Interaktionen der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Substanzen mit dem aktiven
Zentrum der betreffenden Kinasen naher zu untersuchen, sollten Dockinguntersuchungen
durchgefuhrt werden. Durch diese kdnnen Erkenntnisse tber den mdglichen Bindungsmodus
gewonnen werden, um die unterschiedliche inhibitorische Wirksamkeit der Verbindungen zu
erklaren, und Vorschlage flir weitere Strukturoptimierungen erarbeitet werden.

Die Dockinguntersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Sippl am Institut fur
Pharmazie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefihrt. Fir die Unter-
suchungen wurden ausgewdahlte Verbindungen an den Roéntgenkristallstrukturen der CDK2,
CDK5/p25 bzw. GSK-3B gedockt. Hierbei diente die CDK2-Rontgenkristallstruktur aufgrund
ihrer sehr nahen Verwandtschaft zur CDK1 als homologes Modell dieser®®*
von 2FVD*? (CDK2 im Komplex mit einem Diaminopyrimidin-Inhibitor), 1UNL**®

(CDK5/p25 im Komplex mit R-Roscovitin) und 3GB2** (GSK-3p im Komplex mit einem

. Unter Verwendung

1,3,4-Oxadiazol-Inhibitor) in aktiver Konformation erfolgte die Entnahme der Kristallstrukturen
aus der Protein-Datenbank. Fir das Docking wurden die co-kristallisierten Liganden aus den
Kristallstrukturen entfernt, Wasserstoffatome hinzugefiigt, da diese bei der Roéntgenstruktur-
analyse aufgrund der geringen Elektronendichte nicht erkennbar sind, und die
Konformationsenergie der Kristallstrukturen mit dem Programm MOE2010.10 (Chemical
Computing Group, Inc.: Montreal, Kanada, 2010) unter Nutzung der MMFF94-
Kraftfeldmethode minimiert. Das Programm ermdglichte ebenso energieminimierte Strukturen
der Verbindungen zu erstellen und anschlieBend diese mithilfe des Programms GOLD 5.0
(Cambridge Crystallographic Data Centre: Cambridge, UK, 2011) in das aktive Zentrum der
drei Kinasen zu docken. Als zentrale Bindungsstelle wurde die in der Scharnier(hinge)-Region
befindliche Aminoséure Leu83 (CDK1), Cys83 (CDK5/p25) bzw. Val135 (GSK-3p3) definiert.

Die Ergebnisse wurden erneut mit dem Programm MOE auf verschiedene Weisen visualisiert.

Wurde bei ersten Dockinguntersuchungen der
1-Aza-9-oxafluorene (Kapitel 2.3.1) die Ausrichtung
der 6-Hydroxyfunktion in Richtung der hydro-
phoben Bindungstasche (Abbildung 61, rechter
Abschnitt der Kavitat) und die Ausrichtung des

Restes an Pos. 3 in Richtung der Losungsmittel-

exponierten Region angenommen (linker Abschnitt ™

der Kavitat), verdichteten sich in der Arbeit von #APbildung61: Aufsichtauf die GSK-3-
Adenin-Bindungsregion mit gedockten

1-Aza-9-oxafluorenen



Ergebnisse und Diskussion 90

Krug erste Hinweise, dass eine zusétzliche Orientierung, bei dem der Grundkérper um 180°
langsseitig gedreht war, moglich ist. Diese zweite Ausrichtung konnte beim Docking von
1-Aza-9-oxafluorenen in der ATP-Bindungstasche des EGFR (epidermal growth factor
receptor) beobachtet werden®®.

Die Einflihrung von Resten (Methyl-, Methoxygruppe) in Pos. 7 des 3-Benzyloxy-substituierten
1-Aza-9-oxafluorens 20 fuhrte zur Aktivitdt an der CDK5/p25 und zur Verbesserung der
inhibitorischen Wirkung an der CDK1/B. Fir den von Voigt angenommenen Bindungsmodus ist
durch die gatekeeper-Aminosaure Phe80 am Eingang zum hydrophoben Bereich der
ATP-Bindungstasche in der CDK5/p25 wie auch in der CDK1 ein raumfordernder Substituent
nicht in der Lage die Affinitat der Verbindung zum Enzym zu erhéhen. Limitiert durch sterische
Hinderung ist demnach ein ausreichendes Vordringen des Molekiils an die Adenin-
Bindungsregion nicht mdglich. Entgegengesetzt dieser Erwartung und zudem durch Verbindung
24, einem Derivat mit ausladendem benzoanellierten 1-Aza-9-oxafluoren-Grundgeriist mit
nanomolarer Aktivitat an der CDK1/B sowie verbesserter Affinitat zur CDK5/p25 und GSK-3p,
bestétigt, ist von einer anderen Orientierung der Zielstrukturen als dem zunéchst fir 20
angenommenen Bindungsmodus in der ATP-Bindungstasche auszugehen.

Eine genauere Analyse des Bindungsmodus des 1-Aza-11-oxafluorens 24 an der CDK1 und
CDK5/p25 ermoglicht Abbildung 62, die einen Einblick auf die ATP-Bindungstaschen aus
Richtung der Losungsmittel-exponierten Region zeigt. Bemerkenswerterweise handelt es sich
im Vergleich zu der fur das Derivat 20 postulierten Orientierung um eine inverse Ausrichtung
des Inhibitor-Molekdils.

Abbildung 62: Bindungsmodus des benzoanellierten Derivates 24 an der CDK1 (links) und an der CDK5/p25 (rechts)
Das Peptid-Rickgrat des Proteins ist als gelbes Band, die fur die Interaktion wesentlichen Aminoséurereste sind
tirkis und der Inhibitor ist magenta dargestellt. Die gestrichelten Linien verdeutlichen Wasserstoffbriicken-
bindungen, welche wéhrend der Simulation der Molekildynamik fiir 20 ns stabil waren.

Zu erkennen ist, dass an beiden Kinasen das Stickstoffatom des Grundgeristes eine
Wasserstoffbriickenbindung zum NH-Atom von Leu83 (CDK1) bzw. Cys83 (CDK5/p25) in der
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hinge-Region ausbildet. Im Fall der GSK-3p entsteht hier eine Wasserstoffbriicke zu Vall135.

23.60.201 \1nd wird

Diese Bindung ist von essentieller Bedeutung fur eine Hemmung der Kinasen
im Fall der Azaoxafluorene in beiden Orientierungsrichtungen des Molekils ausnahmslos
ausgebildet. Sie kann damit als Dreh- und Angelpunkt fiir den Ubergang von einer Orientierung
zur anderen angesehen werden. Aus der Abbildung 62 lasst sich aulerdem entnehmen, dass sich
der 3-Benzyloxy-Substituent im Bereich der hydrophoben Bindungsregion befindet und mit
dem Phenylring der gatekeeper-Aminosaure Phe80 hydrophobe Wechselwirkungen eingehen
kann, was die Orientierung des Inhibitors bestarkt. Auch wenn an der GSK-33 kein so
volumindser gatekeeper zur Verfugung steht, sind ebenso durch den Alkanrest von Leul32
ahnliche hydrophobe Interaktionen méglich, welches sich in vermindernder Affinitatskonstante
an dieser Kinase bei Verbindung 24 im Enzymassay wiederspiegelt (Kapitel 4.2).

Die Ausbildung einer zweiten nach Molekildynamik-Simulation stabilen Wasserstoffbriicke
zwischen dem H-Atom der 6-Hydroxyfunktion und dem Sauerstoffatom der Carbonylgruppe
von lle10 flhrt zu einer Interaktion mit dem P-loop. Dieser Peptid-Abschnitt, zu welcher 1le10
(CDK1 und CDK5/p25) bzw. lle62 (GSK-3B) gehoren, ist verantwortlich fur die
Phosphatbindung des ATPs und fiir die Phosphatgruppen-Ubertragung (Asp-Phe-Gly- oder
DFG-Motiv) auf das Substrat. Der Substituent an Pos. 4 des Azaoxafluorens wechselwirkt
ebenso mit dem P-loop wodurch Verdnderungen an dieser Stelle zu unterschiedlichen
biologischen Aktivitaten filhren kdnnen. Geht man von einem eingeschrankten raumlichen
Platzverhdltnis in dieser Region aus, wird durch zusatzliche Substituenten an dem 4-Phenylring,
z. B. einer Methoxygruppe, eine negative Auswirkung auf die Affinitdt wegen sterischer
Hinderung messbar. Das kann die groRtenteils an der CDK1, CDK5/p25 und GSK-3f inaktiven
4-(2-Methoxyphenyl)-substituierten Zielverbindungen erkléren.

Eine Stabilisierung des planaren Azaoxafluoren-Grundkdorpers erfolgt ober- und unterhalb durch
Van-der-Waals-Wechselwirkungen (z. B. durch Valll8 und Leul88 der GSK-3B (nicht
dargestellt)) und indem der anellierte Benzolring am 1-Aza-9-oxafluoren in Richtung der
Losungsmittel-exponierten Region von Asp86 (CDK1 und CDKS5/p25) bzw. Thr138 (GSK-3p3)

eingerahmt wird.

Entgegengesetzt der Auffassung, dass eine Hydroxyfunktion an Pos. 6 und ein 3-Benzyloxyrest
essentiell fur potente inhibitorische Aktivitdt der Azaoxafluorene sind, wurden nach
Strukturmodifikationen die 3,6-Dihydroxy-Derivate 49 und 50 sowie das 6-Methoxy-Derivat 55
erhalten, welche im Kinaseinhibitionsassay als deutlich potentere Inhibitoren identifiziert
worden sind. Ein weiterer Gegenstand der Dockingstudien war daher die Untersuchung deren
Bindungsmodi, wobei im Folgenden zunéchst der Austausch der 6-Hydroxyfunktion gegen eine
Methoxygruppe betrachtet wird (Abbildung 63).
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Hierbei wird die gleiche oben erlduterte Orientierung des Inhibitors, wie auch die essentielle
Wasserstoffbriicke mit der Aminosaure der hinge-Region und die hydrophobe Interaktion des
3-Benzyloxyrestes mit dem gatekeeper zur hydrophoben Bindungstasche hin beobachtet.
Jedoch entfallt aufgrund der O-Methylierung die Mdglichkeit zur Ausbildung der
stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylfunktion von Ilel0 (CDK1 und
CDK5/p25) bzw. 1le62 (GSK-3p). Dies kann das deutliche Absinken der Affinitit an der CDK1
und CDK5/p25 fur das 6-Methoxy-Derivat 55 untermauern. Interessanterweise konnte furr den
gleichen Inhibitor im Kinaseinhibitionsassay ein starker Anstieg der Affinitat zur GSK-3p
(Ki =0,02+2E-4 uM) ermittelt werden, wobei die Ausbildung einer stabilen Wasserstoffbriicke
zwischen der NH-Funktion von Argl41 und der 6-Methoxygruppe eine tragende Rolle spielt.
Fur das analog substituierte tetrazyklische Derivat 56 konnte diese Wechselwirkung nicht
beobachtet werden. Vermutlich ist dafur ein leichtes Eindrehen des Molekils notwendig,
welches aber im Bereich von Thr138 durch den volumindseren anellierten Benzolring am

1-Aza-9-oxafluoren sterisch verhindert wird.

Abbildung 63: Bindungsmodus der Verbindung 55 an der GSK-3p
Das Peptid-Rickgrat des Proteins ist als gelbes Band dargestellt. Die fur die Interaktion wesentlichen
Aminosdurereste sind tirkis und der Inhibitor ist magenta hervorgehoben. Die gestrichelten Linien
verdeutlichen Wasserstoffbriickenbindungen, welche wahrend der Molekildynamik-Simulation fur 20 ns
stabil waren.
Im Nachfolgenden wird der Bindungsmodus des potentesten Multikinaseinhibitors, dem
3,6-Dihydroxy-Derivat 49, in der ATP-Bindungstasche der GSK-3p betrachtet (Abbildung 64).
Das Docking flhrte auch hier zur vormals genannten Ausrichtung des Inhibitors, wobei der
3-Hydroxy-Substituent in Richtung der hydrophoben Bindungsregion zeigt. Ebenfalls ist die
essentielle Wasserstoffbriicke vom Ring-Stickstoff des 1-Aza-9-oxafluorens zum NH-Atom von
Vall35 zu finden. Einen signifikanten Beitrag zur hohen Bindungsaffinitat an der GSK-3p

(Ki =0,02£2E-4 uM) leistet zum einen die direkte Interaktion der 6-Hydroxygruppe mit der
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NH-Funktion von Argl141, zum anderen eine Wasserstoffbriicke von der 3-Hydroxygruppe tber
ein inkorporiertes Wassermolekil (rote Kugel) zu Asp200 im hinteren Teil der
ATP-Bindungstasche. Erstmals konnten im vorliegenden Fall drei stabile Wasserstoffbriicken
identifiziert werden, in deren Folge ein optimales Vordringen des Inhibitors an die
Adenin-Bindungsregion dirigiert wird.

L

Abbildung 64: Bindungsmodus der Verbindung 49 an der GSK-3
Das Peptid-Rickgrat des Proteins ist als griines Band, die fir die Interaktion wesentlichen Aminoséurereste
sind als ,,Ball-Stick-Modell* und der Inhibitor ist gelb dargestellt. Die gestrichelten Linien verdeutlichen
Wasserstoffbriickenbindungen, die nach Molekuldynamik-Simulation fiir 20 ns stabil waren.

Wird die Alkoholfunktion an Pos. 3 durch einen etwa &hnlich volumindsen Fluor-Rest
ausgetauscht, sinkt die Affinitat der resultierenden Verbindung 41 zur GSK-33 um den
Faktor 20 (Faktor 140 an der CDK1 bzw. Inaktivitdt an der CDK5/p25). Bei Annahme der
gleichen Ausrichtung des Inhibitors in der ATP-Bindungstasche spielen daher weniger sterische
Effekte als die durch die hohe Elektronegativitat des Fluors vermittelten Einflisse auf das
Inhibitor-Molekiil eine Rolle. Zum einen ist der Fluor-Substituent ein Wasserstoffbriicken-
akzeptor, zum anderen kann dessen starker Elektronenzug die Basizitat (Ladungsdichte) des
Ring-Stickstoffs vermindern und die essentielle Wasserstoffbriicke mit dem Riickgrat-NH von
Vall35 (Leu83 (CDK1)) instabil werden lassen (ggf. gar keine Ausbildung im Fall der
CDK5/p25). Dies kann als attraktiver Anhaltspunkt einer Dockinguntersuchung angesehen
werden, ebenso wie Studien an den 4-(2-Methoxyphenyl)-Derivaten, welche im Vergleich zu
analog substituierten 4-Phenyl-Azaoxafluorenen in der Regel ohne nennenswerte Affinitat zur
GSK-3p, CDK1/B und CDK5/p25 sind. Damit kann mdgliches Interaktionspotential im Bereich
des P-loops néher betrachtet werden, um daraus Vorschldge zu alternativen Substituenten,

beispielsweise in Form von Heterozyklen, zu erarbeiten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Tau-Proteinkinasen stellen aufgrund ihrer Schllsselfunktionen bei physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen in Nervenzellen attraktive pharmakologische Zielstrukturen
dar. Nach der Tau-Hypothese sind diese aufgrund von Deregulierungen an der Entstehung von
hyperphosphoryliertem Tau beteiligt, in dessen Folge NFTs entstehen und zeitlich versetzt der
Untergang des Neurons resultiert. Die NFTs gelten als histopathologisches Merkmal der
Alzheimer Demenz und deren Haufung korreliert mit dem Stadium der AD. Folglich sind
Tau-Proteinkinasen an der Entwicklung der Alzheimer Demenz beteiligt und gelten als
potentielle Angriffspunkte fir innovative Therapieoptionen, mindestens aber als Ansétze, das
Verstandnis der Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung zu verbessern. Neben den
anfanglich mit der Tau-Hyperphosphorylierung assoziierten Kinasen CDK5 und GSK-38,
werden heute ebenso die an der Kontrolle des Zellzyklus mitwirkenden CDKs 1, 2 und 4 sowie
die MAP-Kinasen ERK2, JNK3 und p38-y, die in Folge externer Stimuli aktiviert werden, als

relevant erachtet.

Trotz der Identifikation von einer breiten Vielzahl an Verbindungen als Inhibitoren genannter
Kinasen, befindet sich keiner im therapeutischen Einsatz bei der AD. Obwohl sich erste
Vertreter in klinischen Studien befinden, sind, bei dem Hintergrund der multifaktoriellen
Zusammenhé&nge, der benotigte Grad an Wirkstérke und die optimale Kinasen-Selektivitét eines
Wirkstoffkandidaten noch ungeklart. Dies spiegeln auch die Forschungsergebnisse gescheiterter
Verbindungen wider, bei denen in Studien zur Sicherheit der Wirkstoffe verstérkt auftretende
unerwiinschte Wirkungen beobachtet wurden. Aufgrund dessen sind einige hochpotente,
monoselektive Inhibitoren fiir eine mogliche AD-Therapie bereits ausgeschieden. Angesichts
dieser Situation sind Erweiterungen des Spektrums an Leitstrukturen mit unterschiedlichen

Wirkstarken und Selektivitatsprofilen zwingend erforderlich.

Die 1-Aza-9-oxafluorene stellen solch eine neue, interessante Inhibitor-Leitstruktur dar.
Erste Vertreter hemmten die AD-assoziierten Kinasen CDK5/p25 und GSK-3f sowie die
CDK1/B in unteren mikromolaren bzw. oberen nanomolaren Konzentrationen ohne dabei

zytotoxische Eigenschaften zu besitzen.

Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit sollten zundchst neuartig substituierte 6-Hydroxy-4-
phenyl-1-aza-9-oxafluorene unter Beibehaltung des 3-Benzyloxy- und des 3-Ethylester-Restes,
welche in Vorarbeiten als bedeutende Strukturmerkmale selektiver biologischer Wirksamkeit

definiert wurden, entstehen. Die Grundlage hierfir bildete die in unserer Arbeitsgruppe
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etablierte 2-Stufen-Synthese. Ausgehend von 3-substituierten Pyridinen konnten durch die
regioselektive Grignard-Reaktion nach Comins unsymmetrisch 3,4-disubstituierte N-Acetyl-
1,4-dihydropyridine erhalten werden, die als Edukte zur Synthese der 1-Aza-9-oxafluorene
bendtigt wurden. Diese wurden mit unterschiedlich substituierten p-Benzochinonen in einer
"Ein-Topf-Reaktion" nach Voigt durch Cycloaddition mit anschlieBender Oxidation zu einer
Serie 5-, 7- bzw. 8-(di)substituierter trizyklischer 1-Aza-9-oxafluorene umgesetzt. Die Ver-
wendung von 1,4-Naphthochinon und -derivaten brachte hierbei erstmalig tetrazyklische
Vertreter, die 1-Aza-11-oxafluorene, hervor. Eine Erweiterung der Substanzbibliothek bzgl.
3-Carbonylamid-substituierter ~ 6-Hydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluorene ~ wurde  mittels
Aminolyse der 3-Ethylester-Ausgangsverbindung 27 realisiert. Zusatzlich konnte aufgezeigt
werden, dass die 2-Stufen-Synthese als zeitsparende Alternativroute zur Darstellung von

3-Carbonylamid-Derivaten dienen kann.

Die Testung der neuen Verbindungen im **PanQinase® Assay (getestete Kinasen: CDK1/B,
CDKZ2/E, CDK4/D, CDK5/p25, GSK-3p, ERK2, JNK3 und p38-y) zeigte, dass nahezu alle
Vertreter die untersuchten Kinasen im unteren mikromolaren, einige im submikromolaren
Konzentrationsbereich hemmen. Das Selektivitatsprofil sowie die Stdrke der Kinaseinhibition
werden einerseits durch die GrofRe der Substituenten an Pos.5, 7 bzw. 8 des planaren
1-Aza-9-oxafluoren-Grundgeristes, andererseits durch den Substituenten an Pos. 3 beeinflusst,
wobei sich die 3-Benzyloxy-Derivate als die potenteren Inhibitoren etablierten. Mit Ausnahme
der JNK3 gilt sowohl fir die 3-Benzyloxy-, als auch fir die 3-Ethylester-Zielstrukturen, dass
eine Verbindung an allen getesteten Kinasen umso wirksamer ist, je volumingser der Rest am
ankondensierten Benzolring des 1-Aza-9-oxafluorens ist. Somit stellen die tetrazyklischen
Derivate 24 und 31 die potentesten Multikinaseinhibitoren des ersten Teils dar, wobei die
Verbindung 24 eine gewisse nanomolare CDK1/B-Selektivitat besitzt. Zusatzliche Substi-

tuenten am Tetrazyklus flihren wiederum zur Verminderung der Aktivitéat.

Im zweiten Teil der Arbeit ist es gelungen weitere variierte Zielstrukturen zu synthetisieren.
Ausgehend von den potenten 3-Benzyloxy-substituierten Inhibitoren 20 (Trizyklus) und 24
(Tetrazyklus), entstanden durch O-Methylierung und/oder O-Debenzylierung 6-Methoxy-,
3,6-Dihydroxy-, 3-Hydroxy-6-methoxy- und 3,6-Dimethoxy-Derivate, um die Auswirkung
verénderter MolekiilgréRe bzw. den Einfluss von verénderten Mdglichkeiten zur Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen zu untersuchen. Desweiteren wurde im 4-Phenylring eine
2-Methoxygruppe eingefugt und analog der zuvor genannten Schritte diese als trizyklische bzw.
tetrazyklische Vertreter variiert. Damit konnte der Einfluss des Substituenten an Pos. 4 bewertet
werden. Im weiteren Verlauf entstanden 3-Fluor-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene,

womit ein starker elektronischer Einfluss auf das Ringsystem bei kleinerem Molekiilrest an
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Pos. 3 untersucht werden konnte. Fiir die Darstellung der 3-Hydroxymethyl-Derivate 47 und 48
konnten durch Optimierung des Reaktionsschrittes zum Silylether-geschitzten Intermediat
beschleunigte Umsetzungen in hoheren Ausbeuten erfolgreich realisiert werden.

Die Testung (**PanQinase® Assay) einer breiten Auswahl der im zweiten Teil synthetisierten
Verbindungen verdeutlichte, dass kleinste Veranderungen im Substitutionsmuster zu starken
Verénderungen der Wirkstérke und des Selektivitatsprofils fiihren. Es wurde ein uneinheitliches
Wirkprofil vorgefunden, welches kaum allgemeingiltige Aussagen zur Struktur-Wirkungs-
beziehung zulasst. Trotzdem lieferte auch diese Untersuchung interessante Ergebnisse.

So bewirkte eine Methoxygruppe an Pos. 6 bei 55 eine Verschiebung des Hemmmusters zu
Gunsten der GSK-33, JNK3 und p38-y mit K;-Werten in unteren nanomolaren Konzentrationen.
Die Kombination aus 3-Hydroxy- und 6-Methoxy-Funktion stellte sich hingegen als unglinstig
heraus, da nur schwach- bis unwirksame Verbindungen entstanden. Ebenso wurde mit den
3,6-Dimethoxy-substituierten Derivaten keine Verbesserung der Hemmeigenschaften erreicht,
obgleich 65 ein moderat wirksamer monoselektiver ERK2-Inhibitor ist. Als potenteste
Multikinaseinhibitoren konnten die 3,6-Dihydroxy-4-phenyl-Derivate 49 und 50 (Tri- bzw.
Tetrazyklus) identifiziert werden. Bei den 3,6-Diolen wurde zusétzlich beobachtet, dass kleinere
Substituenten am ankondensierten Benzolring des 1-Aza-9-oxafluorens die Wirksamkeit
verschlechtern. Bemerkenswert ist allerdings, dass sich hier das 5,7-Dimethoxy-Derivat 54 als
ein JNK3-monoselektiver Inhibitor darstellt. Ein Methylen-Spacer zwischen Trizyklus und
Hydroxyfunktion an Pos. 3 fiihrte zum Verlust der Hemmaktivitat an wichtigen AD-assoziierten
Kinasen (CDK1/B, CDK5/p25 und GSK-3B). Ebenso wurden fir die Verbindungen mit
elektronenziehenden Fluor-Rest verminderte Affinitaten zu den Kinasen festgestellt, wobei
trotzdem das 3-Fluor-1-Aza-9-oxafluoren 41 ein dualer Inhibitor der CDK1/B und GSK-3p ist.
Eine Methoxygruppe in Pos.2' fuhrt in der Regel zu wenig wirksamen bis inaktiven
Verbindungen und wird daher als unglnstig angesehen. Lediglich im trizyklischen
3,6-Dihydroxy-Derivat 51 und im 6-Methoxy-1-aza-11-oxafluoren 26 wird dieser toleriert und
resultiert in CDK1/B-selektiven Verbindungen mit schécherer Wirksamkeit an der ERK2.

Durch Dockinguntersuchungen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W. Sippl
am Institut fir Pharmazie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg konnten
Informationen zum Bindungsmodus des potenten Kinaseinhibitors 24 gewonnen werden.
Hier wurde ein zu ersten Dockingstudien inverser Bindungsmodus gefunden, der die kinase-
inhibitorische Wirkung dieser Verbindung unterstreicht. Bestétigt wurde diese Orientierung

durch Dockingexperimente mit dem 3,6-Dihydroxy-Derivat 49 und dem 6-Methoxy-Derivat 55.
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Abbildung 65: Ausgewahlte Verbindungen fiir bioanalytische Untersuchungen
Die angegebenen Kinasen stellen die bevorzugten Targets der Inhibitoren dar (abgeleitet aus dem
Kinaseinhibitionsassay). An den unterstrichenen Kinasen wurden jeweils die hdchsten Affinitaten beobachtet,
wobei im Fall mehrerer Enzyme an diesen annéhernd gleiche Ki-Werte ermittelt wurden.

Sechs interessante Multikinaseinhibitoren (Abbildung 65), welche durch den Kinaseinhibitions-
assay identifiziert wurden, werden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. M. Holzer
am Paul-Flechsig-Institut fur Hirnforschung der Universitat Leipzig hinsichtlich der
Zelltoxizitdit und Membrangédngigkeit sowie der Hemmung der Tau-Phosphorylierung in
transfizierten murinen N2A Neuroblastomzellen, welche das humane Tau-Protein exprimieren,
untersucht. Zur Bestimmung mdglicher toxischer Eigenschaften der Inhibitoren kommt zum
einen der MTT-Test zur Uberpriifung der mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitat und zum
anderen ein Lactatdehydrogenaseassay zur Feststellung der Zellmembranintegritat zum Einsatz.
Fur die Membrangéangigkeit und Ermittlung der effektiven wirksamen Konzentration nach
Inkubation mit dem Inhibitor dient anschliefend die Western-Blot-Analyse der
Tau-Phosphorylierung mithilfe phosphorylierungsabhéngiger Antikorper.

In naher Zukunft sollen die Wirksamkeit und die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke der
Substanzen in tierexperimentellen Studien mit transgenen Mausen mittels Verhaltenstestung der
sensomotorischen Fahigkeiten sowie biochemischen und histologischen Untersuchungen des

Gehirns bestéatigt werden.

Ausgehend der in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen sollten in zukinftigen fortfiihrenden
Arbeiten weitere variierte Zielstrukturen mit 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluoren-Grundgerist
entstehen, um wirksame Derivate mit definierterem Selektivitatsprofil zu erhalten und weitere
Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten zu kdnnen.

Die Einfiihrung eines Heterozyklus mit vergleichbarem Raumvolumen eines Phenylringes an

Pos. 4 stellt einen interessanten Ansatz dar, um damit die Ausbildung von Wasserstoffbriicken
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zum P-loop der Kinasen zu untersuchen. Beispielhaft kdnnten hier Azine mit verschiedener
Anzahl an Stickstoffatomen und unterschiedlicher Positionierung dieser die Substanzbibliothek
sinnvoll erweitern. Durch Halogen-Metall-Austausch nach Knochel®® kénnte ein lod-
substituiertes Azin mithilfe von Isopropylmagnesiumchlorid als ein insitu hergestelltes
Grignard-Reagenz bei der Darstellung von 1,4-Dihydropyridinen zum Einsatz kommen, die im
Anschluss zu den 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluoren umgesetzt werden.

Zur Uberpriifung, ob eine zweite stabile Wasserstofforiicke an der Adenin-Bindungsregion der
ATP-Bindungstasche ausgebildet werden kann, um damit die Affinitat der Inhibitoren zu den
Kinasen zu erhdhen, wiirde eine Hydroxygruppe an Pos. 7 bzw. 8 im 1-Aza-9-oxafluoren eine
geeignete Variation darstellen. Ahnlich der Aminofunktion im Adenin-Teil des ATP konnte
eine OH-Gruppe eine zweite klassische Wasserstoffbriicke mit einem Sauerstoffatom einer
Carbonylfunktion des Protein-Rickgrats eingehen. Die Zuganglichkeit wére ebenso Uber die
2-Stufen-Synthese mdglich, indem das 2-Benzyloxy-p-Benzochinon verwendet werden wiirde
und abschlief3end das entstehende 1-Aza-9-oxafluoren O-debenzyliert wird.

Ein weiterer attraktiver Ansatz ist die Modifikation an Pos. 6. Die O-Methylierung fiihrte bereits
bei Verbindung 55 zu einem hochpotenten Multikinaseinhibitor an der GSK-3f-, JNK3- und
p38-y. Diesbezlglich sollte geprift werden inwieweit durch gréRere Alkoxy-Reste eine weitere
Steigerung der Wirksamkeit bzw. Selektivititsbeeinflussung moglich ist. Andere Derivati-
sierungen der 6-Hydroxyfunktion in Form von Acyl- oder Sulfoxyl-Gruppen bieten ebenfalls
Spielraum fur neue Variationen. Da die benzoanellierten 1-Aza-9-oxafluorene in der Regel als
die stérker wirksamen Verbindungen identifiziert wurden, sollte versucht werden am
Grundgerist des 1-Aza-11-oxafluorens in Pos. 8 und/oder 9 Substituenten einzufligen bzw.
beispielsweise bei Verwendung von Phenanthren-1,4-dion die Darstellung eines um einen
weiteren Benzolring vergroRerten Pentazyklus zu realisieren.

Dariiber hinaus sollten weiterhin Dockinguntersuchungen und molekulares Modellieren
herangezogen werden, um durch computergestitzte Methoden die vielversprechenden

Leitstrukturen zu optimieren und Einblicke in die Struktur-Wirkungsbeziehungen zu vertiefen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Synthese und Charakterisierung der Verbindungen

6.1.1 Methoden, Geréate und Chemikalien

6.1.1.1 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzpunkte/-bereiche erfolgte an einem Boetius-Heiztischmikroskop
(VEB Waégetechnik Rapido Radebeul/VEB Kombinat NAGEMA). Es handelt sich um nicht
korrigierte Werte.

6.1.1.2 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren fir *H-NMR mit 400 MHz Arbeitsfrequenz und *C-NMR mit 100 MHz
wurden an einem Gemini 2000 (Varian) teilweise an einem VNMRS 400 (Agilent Technologies)
aufgenommen. Die Aufnahmen der 'H-NMR-Spektren mit 500 MHz Arbeitsfrequenz und
BC-NMR mit 125 MHz erfolgten an einem Inova Unity 500 (Varian). Als innerer Standard
diente das Restresonanzsignal des verwendeten deuterierten Losungsmittels. Die Auswertung
und Interpretation der NMR-Spektren erfolgte mit dem Programm Mestrec 4.9.9.9 (Mestrelab
Research, 2006) und dem Spektrensimulationstool des Programms ChemDraw Ultra 9.0
(CambridgeSoft, Cambridge, USA, 2004). Gegebenenfalls wurde die Zuordnung der Signale
durch die Aufnahme von 2D-Spektren (*H,"H-COSY) abgesichert.

Als Losungsmittel dienten Aceton-d6, CDCl; bzw. DMSO-d6. Das Ldschen (Quenchen) von
Resonanzsignalen austauschbarer Protonen (Protonen-Deuteronen-Austausch) erfolgte durch

Zugabe kleiner Volumina D,O oder Methanol-d4.
'H-NMR

Es sind zunéchst die Arbeitsfrequenz und das verwendete deuterierte Losungsmittel angegeben.
Zu jedem Signal ist die chemische Verschiebung & in ppm (parts per million) sowie in
Klammern die Multiplizitét, die integrierte Protonenanzahl, die Kopplungskonstante J in Hz und
die chemische Zuordnung angegeben. Dabei gelten fiir die Multiplizitditen folgende
Abkiirzungen: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), m (Multiplett) und br (breites
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Signal). Gegebenenfalls werden Kombinationen von Multiplizitaten, z. B. dd (Doppeldublett),

verwendet und unscharfe Signale mit Anfiihrungszeichen gekennzeichnet.
“C-NMR

Es sind zuné&chst die Arbeitsfrequenz und das verwendete deuterierte Losungsmittel angegeben.
Zu jedem Signal ist die chemische Verschiebung & in ppm (parts per million) sowie in
Klammern die chemische Zuordnung angegeben.

6.1.1.3 Massenspektrometrie

Die EIl-Massenspektren wurden an einem AMD 402 (AMD Intectra GmbH) mit einer
lonisierungsenergie von 70 eV aufgenommen. Nach der Massenzahl wird die Mengenverteilung
der Massensignale relativ zum groBten Signal in Prozent und die chemische Interpretation
angegeben.

Die ESI-Massenspektren wurden an einem Finnigan LCQ Classic (Thermo Electron)
aufgenommen, wobei die lonisierung in einem Elektronenspray bei 4,5 kV positiv und negativ

erfolgte.

6.1.1.4 IR-Spektroskopie

Die ATR-Spektren wurden an einem FT-IR-Spektrometer IFS 28 (Bruker Optik), die
KBr-Spektren an einem FT-IR-Spektrometer Spectrum BX (Perkin-Elmer) gemessen. Fir jedes
Signal ist die Wellenzahl ¥ in cm™, die Intensitat und in Klammern die chemische Interpretation
angegeben. Die Abkirzungen bedeuten dabei: s = strong (stark), m = medium (mittel),
w = weak (schwach), br = broad (breit) und sh = shoulder (Schulter). Bei der chemischen

Interpretation steht C=C zusammenfassend fur die Gerustschwingung aromatischer Ringe.

6.1.1.5 Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden an einem CHNS-932 Analyseautomaten (LECO-Corporation)
durchgefuhrt, wobei der Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffgehalt im automatischen

Mikroverfahren gemessen wurde.
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6.1.1.6 Chromatographie

6.1.1.6.1 DUnnschichtchromatographie

Die Dinnschichtchromatographie wurde verwendet um Reaktionsverldufe zu berwachen und
erste Bewertungen zur ldentitdt und Reinheit isolierter Zwischen-, Neben- und Endprodukte
abgeben zu koénnen. Dafiur standen Aluminiumfolien der Firma Merck KGaA zur Verfligung,
welche mit Kieselgel 60 und dem Fluoreszenzindikator F,s; beschichtet sind. Die zu
untersuchenden Substanzen/Substanzgemische wurden in einem geeigneten Lésungsmittel
gel6st und mittels feiner Glaskapillaren aufgetragen. Als mobile Phase kamen Ldsungsmittel-
gemische zum Einsatz, die in den jeweiligen Substanz-Charakterisierungen angegeben sind.
Die Entwicklung erfolgte in  Chromatographiekammern unter Kammersattigung.
Nach Trocknung der Folien erfolgte die Detektion durch Bestrahlung mit UV-Licht der
Wellenldngen 254 nm und 366 nm. Hier wurden die Eigenfluoreszenzen bzw. die
fluoreszenzléschenden Eigenschaften der Verbindungen ausgenutzt. Angegeben sind die
R+Werte (Laufhohe relativ zur Lésungsmittelfront).

6.1.1.6.2 Praparative Dunnschichtchromatographie

Zum Teil wurden zur Trennung und Aufreinigung kleiner Substanzmengen (< 50 mg)
PSC-Glasplatten der Firma Merck KGaA (Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator Fs,,

Schichtdicke 0,5 bzw. 1 mm, 20x20 cm) verwendet.

6.1.1.6.3 Sadulenchromatographie

Die Saulenchromatographie diente zur Trennung und Aufreinigung der Zwischen-, Neben- und
Endprodukte und wurde bei Normaldruck an Kieselgel 60 Fu4 der Firma Merck KGaA mit
einem KorngréRenbereich von 63-200 um durchgefihrt. Die verwendeten Elutionsmittel sind in

den jeweiligen Substanzbeschreibungen angegeben.

6.1.1.7 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

LGsungsmittel

Die verwendeten Lésungsmittel wurden nach literaturbekannten Methoden™® getrocknet und

frisch destilliert.
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Chemikalien

Zur Synthese der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Verbindungen wurden folgende
Chemikalien verwendet. Diese wurden entweder aus den Bestanden des Instituts fir Pharmazie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg bezogen oder kommerziell erworben
(Bezugsquellen in Klammern).

1,4-Naphthochinon (Sigma-Aldrich)
2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (Sigma-Aldrich)
2-Bromhydrochinon (Sigma-Aldrich)
2-Chlor-1,4-benzochinon (Sigma-Aldrich)
2-Methoxyhydrochinon (Sigma-Aldrich)
2-Methoxyphenylmagnesiumbromid 1 M in THF (Sigma-Aldrich)
2-Methyl-1,4-benzochinon (Sigma-Aldrich)
3-Fluorpyridin (Sigma-Aldrich)
3-Hydroxypyridin (Sigma-Aldrich)

Aceton

Aceton-D6 (Euriso-Top)

Acetylchlorid (Acros Organics)
Ammoniak 32 % (Grussing)
Ammoniumchlorid (Grissing)

Anilin

Benzylamin

Benzylchlorid

CDCl; (Euriso-Top)

Chloroform

Cyclohexan (Griissing)

Dichlormethan (Carl Roth)

Diethylamin (Sigma-Aldrich)

Diethylether

Dioxan (Carl Roth)

Dipropylamin (Sigma-Aldrich)

DMSO-d6 (Euriso-Top)

D,0O (Euriso-Top)

Essigsédureethylester (Carl Roth)

Ethanol

Ethylamin 70 % (Sigma-Aldrich)
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Ethylendiamin (Sigma-Aldrich)

Ethylnicotinat (Lancaster)
Fluorwasserstoffsaure 40 % (Sigma-Aldrich)
Imidazol (Sigma-Aldrich)

lodmethan

Kaliumhydroxid

Kupfer-(I)-iodid

Lithiumaluminiumhydrid 1 M in THF (Sigma-Aldrich)
Lithiumchlorid

Magnesiumsulfat, wasserfrei

Methanol

Methanol-d4 (Sigma-Aldrich)

Natrium (Riedel-de Haén)

Natriumchlorid (Grussing)

Natriumhydrid 60%ige Suspension in Paraffindl
Natriumhydroxid (Griissing)

Natriumsulfat, wasserfrei (Grissing)

Palladium an Aktivkohle 10 % (Sigma-Aldrich)
p-Benzochinon (Sigma-Aldrich)

Perchlorsdure 70 %

Petroleumbenzin 30/80 (Grissing)
Phenylmagnesiumchlorid 2 M in THF (Sigma-Aldrich)
Propylamin (Sigma-Aldrich)

Pyridin

Salzsaure 37 % (Griissing)

Seesand (VK Labor- und Feinchemikalien)
Silbernitrat

tert-Butyldimethylsilylchlorid (Sigma-Aldrich)
Tetrabutylammoniumbromid (Acros Organics)
Tetrahydrofuran (Grissing / Sigma-Aldrich)
Thionylchlorid (Acros Organics)

Toluol
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6.1.2 Beschreibung der Verbindungen

6.1.2.1 Allgemeine Angaben

Alle feuchtigkeits- und/oder luftempfindlichen Reaktionen wurden unter Argon-Atmosphére in

unter Vakuum ausgeheizten Apparaturen durchgefiihrt.

6.1.2.2 Allgemeine Arbeitsanweisungen

AAV 1

Darstellung der Nicotinsaureamide (Aminolyse von Carbonsdurechloriden)

6,16 g (50 mmol, 1eq.) Nicotinsdure wurden mit 36,3 ml (0,5 mol, 10 eq.) Thionylchlorid
versetzt und fir 3 h unter Argon-Atmosphédre zum Ruckfluss erhitzt. Die zunéachst weille
Suspension veranderte sich zu einer gelblichen Lésung. Der Uberschuss an Thionylchlorid
wurde auf dem Wasserbad abdestilliert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden letzte
Reste an Thionylchlorid durch Zugabe von 30 ml trockenem Toluol und anschlieRender
vollstandigen Entfernung der Losungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.) entfernt. Dieser
Schritt wurde 2-mal wiederholt. Der weil3-graue Rickstand im Kolben wurde in 30 ml
trockenem Dioxan suspendiert und nachfolgend mittels eines Tropftrichters langsam ein
Gemisch aus 30 ml trockenem Dioxan, 4,5 ml (55 mmol, 1,1 eq.) wasserfreiem Pyridin und
55 mmol (1,1 eq.) des primaren bzw. sekundaren Amins zugetropft. Der Ansatz wurde flr 2 h
bei Raumtemperatur gerlihrt. Bei nahezu allen verwendeten Aminen tritt eine Farbverdnderung
der Suspension im Reaktionsverlauf von weill-grau zu gelb auf. Lediglich im Falle des Anilins
wurde eine Veranderung der Farbung von gelb-grau zu orange beobachtet. Nach Abschluss der
Reaktion wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer (i.v.) eingeengt und der verbliebene
Riickstand in 100 ml Chloroform geldst. Nach dem Uberfiihren in einen Scheidetrichter wurde
2-mal mit jeweils 50ml 0,1 M HCI und einmal mit 50 ml Aqua dest. gewaschen.
Die organische Phase wurde (ber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und i. v.
zur Trockene eingeengt. Die sekunddren Amide 3, 4 und 5 kristallisierten im Kolben aus und
wurden umkristallisiert. Die tertidren Amide 6 und 7 wurden als 06lige Rohprodukte
séulenchromatographisch aufgereinigt. Die verwendeten Lésungsmittel bzw. Eluenten sind in

den Substanzbeschreibungen aufgefuhrt.
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AAV 2
Darstellung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine (Grignard-Addition)

1 eq. des entsprechenden an Pos. 3 substituierten Pyridins, 0,1 eq. Kupfer-(I)-iodid und 0,2 eq.
Lithiumchlorid wurden bei Raumtemperatur in 150 ml frisch destilliertem, trockenem THF
unter Argon-Atmosphare gelost. Abhéngig vom eingesetzten Pyridinderivat resultierten klare,
gelbliche bis gelbe Losungen. Im Anschluss wurde der Kolben in einem
Methanol/Isopropanol-Kéltebad mithilfe von Trockeneis auf -40°C heruntergekdhlt.
Diese Temperatur wurde wahrend der néchsten Schritte konstant gehalten. Es wurde mittels
einer Spritze langsam 1eq. frisch destilliertes Acetylchlorid zugetropft. Die Ldsungen
verfarbten sich dabei intensiv dunkelrot. Zur vollstandigen Bildung der N-Acetylpyridinium-
Zwischenverbindung wurde fiir 15 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurde langsam, ebenfalls
mit einer Spritze, leq. des entsprechenden  Grignard-Reagenzes zugetropft.
Gegebenenfalls wurde bis zum vollstandigen Verschwinden der Rotfarbung ein leichter
Uberschuss benétigt. Nach weiteren 15 Minuten wurde der Kolben aus dem Kaéltebad
genommen und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Unabhéngig vom eingesetzten
Pyridinderivat resultierte immer eine gelbe Lésung. Der Ansatz wurde in einen Scheidetrichter
uberfiihrt und mit 100 ml wassriger Ammoniumchloridlésung 20 % (m/v) hydrolysiert und
nachfolgend 3-mal mit Ether (100/100/50 ml) extrahiert. Im Anschluss wurden die vereinten
organischen Phasen mit jeweils 100 ml ammoniakalischer Ammoniumchloridldsung (500 ml
Ammoniumchlorididsung 20 % (m/v) und 500 ml konz. Ammoniak), Aqua dest., 10%iger
Salzsdure (2-mal), Aqua dest. und einer gesattigten waéssrigen Natriumchloridldsung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und die Losungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.) entfernt. Der 6lige Rickstand wurde
séulenchromatographisch aufgereinigt. Die dazu verwendeten Elutionsmittel sind in den
Substanzbeschreibungen aufgefiihrt. Nahezu alle N-Acetyl-1,4-dihydropyridine, mit Ausnahme

von 14, konnten aus absolutem Methanol kristallisiert werden.
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AAV 3
Darstellung der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene (Cycloaddition und Oxidation)

1eq. des entsprechenden 1,4-Dihydropyridins wurde in einem méglichst geringen Volumen
frisch destilliertem, trockenem Dioxan unter Argon-Atmosphére geldst. Nach Zugabe von
1,23 eq. des entsprechenden 1,4-Benzo-/1,4-Naphthochinons wurde mittels eines Tropftrichters
langsam ein Gemisch aus Dioxan und Perchlorsdure (70 %) zugetropft. Das Mischungs-
verhdltnis und das Gesamtvolumen sind in den Substanzbeschreibungen angegeben.
Charakteristisch fur alle Umsetzungen war die Verfarbung der Reaktionsansétze innerhalb der
ersten 24 Stunden zu weinroten Losungen und im weiteren Verlauf der Reaktionen eine
Farbverdnderung zu braun-schwarz. Erste dunnschichtchromatographische Kontrollen nach
1-2Tagen ergaben im Fall der leicht oxidierbaren 1,4-Dihydropyridine mit
3-Benzyloxyfunktion in der Regel 2 Hauptprodukte: ein hoher laufender blau fluoreszierender
spot (1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluoren) und ein tiefer laufender fluoreszenzléschender spot
(3,4-disubstituiertes Pyridin). Daraufhin wurde der Ansatz aufgearbeitet. Waren neben den
genannten spots noch Eduktspuren oder eine weitere etwa auf Héhe des Eduktes laufende
fluoreszenzldéschende Verbindung (1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren bzw. 1,4,4a,11a-
Tetrahydro-1-aza-11-oxafluoren) detektierbar, wurde, in Abhangigkeit vom Vorhandensein des
Chinons auf der DC-Folie, 1/3 der Ausgangsmenge des 1,4-Benzo-/1,4-Naphthochinons
hinzugegeben. Im Fall der 1,4-Dihydropyridine mit 3-Fluor- und 3-Carbonylfunktion wurde
dieser Schritt ggf. mehrmals wiederholt, bis nach DC-Kontrolle die Reaktion abgebrochen

werden konnte.

Zur Aufarbeitung wurde der Reaktionsansatz mit 20 ml Aqua dest. je 50 ml Dioxan versetzt, mit
1 M NaOH auf pH 8 — 9 eingestellt und in einen Scheidetrichter Gberfiihrt. Anschlielend wurde
3-mal mit dem halben Volumen Chloroform extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Entfernen der Losungsmittel am
Rotationsverdampfer (i. v.) wurde der verbleibende braun-schwarze, 6lige Rickstand mittels
Sdulenchromatographie aufgetrennt und soweit moglich die Produkte auskristallisiert.

Die verwendeten Eluenten bzw. Lésungsmittel sind in den Substanzbeschreibungen angegeben.
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AAV 4

Darstellung der 1-Aza-9-oxafluorene mit 3-Carbonsdureamidfunktion (Aminolyse von
Carbonsaureethylestern)

50 mg (0,15 mmol, 1 eq.) der Verbindung 27 wurden in 10 ml Methanol gelést und mit 20 ml
40%iger Losung des entsprechenden Amins versetzt. Im Fall von Ethylamin, Propylamin,
Ethylendiamin, Benzylamin und Diethylamin wurden wassrige Aminldsungen, im Fall von
Anilin und Dipropylamin wurden methanolische Aminlésungen verwendet. Bis auf den
Anilin-Versuch, welcher dunkelrot gefarbt war, waren alle Ansétze klare, gelbe Ldsungen.
Die Ansatze wurden im Kihlschrank bei 5°C aufbewahrt, gelegentlich umgeschdittelt und
regelmaRig dinnschichtchromatographisch tberprift. War das Edukt nicht mehr detektierbar,
wurde aufgearbeitet. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 0,5 M HCI neutralisiert, in einen
Scheidetrichter Uberfiihrt und 3-mal mit jeweils 30 ml Essigsaureethylester extrahiert.
Die vereinte organische Phase wurde Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Nach Entfernen der Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.) wurde der verbleibende
Rickstand  umkristallisiert oder mittels  S&ulenchromatographie  aufgereinigt  und
auskristallisiert. Die verwendeten Eluenten bzw. Ldsungsmittel sind in den Substanz-

beschreibungen aufgefiihrt.

AAV 5

Darstellung der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene mit 6-Methoxy- bzw. 3,6-Dimethoxy-
Funktion(en) (WILLIAMSON-Ethersynthese bzw. O-Methylierung)

leq. des entsprechenden 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorens wurde in 2—-5ml frisch
destilliertem, trockenem THF bei Raumtemperatur unter Argon-Atmosphdre gelst. Danach
wurde der Kolben in einem Eisbad auf 0 °C heruntergekiihlt und unter Ruhren ein 7-molarer
Uberschuss je Hydroxyfunktion an Natriumhydrid in Paraffin6l (60%ig) zugegeben. Der Ansatz
wurde 15 Minuten bei 0 °C und 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, bis keine Gasbildung
mehr erkennbar war (H; 7). Im Anschluss wurde mittels einer Mikroliter-Spritze ein 3-molarer
Uberschuss je Hydroxyfunktion an lodmethan zugegeben. Nach 2 —6 Stunden Riihren bei
Raumtemperatur war die Umsetzung abgeschlossen und zum Ansatz wurden 10 ml Eiswasser
gegeben. Nach Uberfiihrung in einen Scheidetrichter wurde 3-mal mit Chloroform (10/10/5 ml)
extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit 15 ml Aqua dest. gewaschen und Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurden die Losungsmittel am

Rotationsverdampfer (i.v.) entfernt. Der brdunliche, wachsartige Rickstand wurde
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sédulenchromatographisch aufgereinigt und auskristallisiert. Die verwendeten Eluenten bzw.
Losungsmittel sind in den Substanzbeschreibungen angegeben.

AAV 6

Darstellung der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene mit 3-Hydroxy- bzw. 3,6-Dihydroxy-
funktion(en) (O-Debenzylierung)

leq. des entsprechenden 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorens wurde in 20 ml frisch
destilliertem, trockenem Methanol bei Raumtemperatur gelost. Gegebenenfalls wurde bei
schlechter Loslichkeit der Edukte bis zur vollstandigen Auflésung schrittweise 1 ml THF
zugegeben. Die Losung wurde in ein Uberdruck-geeignetes Hydriergefal tiberfiihrt und mit
0,3eqg. Palladium auf Kohle (10%) versetzt. Der Ansatz wurde unter einer 2 bar
Wasserstoff-Atmosphare auf einem Laborschiittler kontinuierlich bewegt, bis nach
2 -5 Stunden die Umsetzung abgeschlossen war. Das Reaktionsgemisch wurde zunachst
mithilfe eines Papierfilters grob vom Pd/C-Katalysator getrennt und im Anschluss daran durch
Kieselgelfiltration (5 cm Fullhohe) vollstdndig davon befreit. Die Ldsungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer (i. v.) entfernt und das Produkt auskristallisiert. Ggf. erfolgte zuvor die
sdulenchromatographische Auftrennung. Die verwendeten Losungsmittel bzw. Eluenten sind in

den Substanzbeschreibungen aufgefihrt.

AAV 7

Darstellung der 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorene mit 3-Hydroxymethylfunktion (Reduktion

mit Lithiumaluminiumhydrid)

1eq. des entsprechenden (,geschiitzten) 1-Aza-9- bzw. 1-Aza-11-oxafluorens wurde unter
Argon-Atmosphére in 10 ml frisch destilliertem, trockenem THF geldst. Der Kolben wurde im
Methanol/Isopropanol-Kaltebad auf -10 °C heruntergekiihlt. Im Anschluss wurden mit einer
Spritze langsam 3 eq. Lithiumaluminiumhydrid-Lésung (1 M in THF) zugetropft. Der Ansatz
wurde bei -10 °C fur 2 h gerthrt, wobei sich in allen Féllen die Farbe der Losung allméhlich
von gelblich zu gelb-orange verénderte. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 30 ml
Eiswasser versetzt und nach Erwarmen auf Raumtemperatur in einen Scheidetrichter tberfuhrt.
Im Anschluss erfolgte 3-mal die Extraktion mit jeweils 20 ml Chloroform. Die vereinte
organische Phase wurde tber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurden
die Losungsmittel am Rotationsverdampfer (i. v.) entfernt. Der verbleibende beige, wachsartige
Riickstand wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt und das resultierende Produkt
auskristallisiert. Die verwendeten Eluenten bzw. LOsungsmittel sind in den Substanz-

beschreibungen angegeben.
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6.1.2.3 Synthese kommerziell nicht erhaltlicher 1,4-Benzo-/1,4-Naphthochinone

2-Methoxy-1,4-benzochinon

Verbindung: 1c o]
Summenformel: C;H¢O3

. /CH3
Molgewicht: 138,12 g/mol 0
Darstellung: ©

39 (21,4mmol, leq.) 2-Methoxy-1,4-hydrochinon wurden zu 300 ml einer wassrigen
Natriumperiodatlésung (15,1 g, 70,6 mmol, 3,3 eq.) gegeben und bei Raumtemperatur kraftig
geschiittelt. Nach 1 Stunde war die Oxidation abgeschlossen. Das Reaktionsgemisch, eine gelbe
Losung mit gelbem Niederschlag, wurde in einen Scheidetrichter Gberfiihrt und 3-mal mit
jeweils 75 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit 100 ml einer
geséttigten, wassrigen Natriumchloridlésung gewaschen und (ber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet. Nach Filtration wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.) entfernt
und der kristalliene Riickstand aus Ethanol umkristallisiert. 1c resultierte als gelber Feststoff.®*
Die Aufbewahrung erfolgte im Kuhlschrank unter Argon-Atmosphare, da die Verbindung bei

RT langsam sublimiert.

Ausbeute: 99,4 %
Schmelzbereich: 143 —145°C  [Lit.: 142 — 146 °C]"®
MS (EI): m/z = 138 [57, M"]; 123 [15, C¢H305']; 110 [56, M*-CO]; 108 [56, M*-OCH];

95 [35, CsH30,']; 82 [36, CsHsO']; 69 [100, C,HsO']; 54 [43, CaHs']

IR: KBr [#incm™]: 3068 m, 3055w (aromat. CH st); 2982 w, 2947 w, 2852 w
(aliph. CH st); 1677 s (C=0st); 1646s (C=0st); 1618w, 1590s (C=C st);
1460 w, 1377 w, 1358 m, 1314 m (CH §); 1240 m, 1210 w (C-O-C st, aromat.
Ether)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 6,75 -6,68 (m, 2 H, 5,6-H); 5,95 (s, 1 H, 3-H);
3,84 (s, 3 H, 2-OCHj)

400 MHz, DMSO-d6 [5 in ppm]: 6,80 (d, 1 H, *Jgs = 10,1 Hz, 6-H); 6,75 (dd,
1 H, g6 = 10,1 Hz, Y55 = 2,2 Hz, 5-H); 6,11 (d, 1 H, “Jg5 = 2,2 Hz, 3-H); 3,78
(s, 3 H, 2-OCHj)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d6 [§ in ppm]: 187,3 (4-C); 181,2 (1-C); 158,2 (2-C); 136,5
(5-C); 134,4 (6-C); 107,3 (3-C); 56,1 (OCH})

Ry+Werte: 0,63  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,37  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
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2-Brom-1,4-benzochinon

Verbindung: 1f O
Summenformel: CeH3BroO,

Molgewicht: 186,99 g/mol Br
Darstellung: ©

39 (159mmol, 1leq.) 2-Brom-1,4-hydrochinon wurden zu 300 ml einer wassrigen
Natriumperiodatlosung (11,2 g, 52,5 mmol, 3,3 eq.) gegeben und bei Raumtemperatur kraftig
geschuttelt. Nach 1,5 Stunden war die Oxidation abgeschlossen. Das Reaktionsgemisch, eine
braunliche Ldsung mit gelbem Niederschlag, wurde in einen Scheidetrichter berfuhrt und
3-mal mit jeweils 75 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit
100 ml einer geséttigten, wassrigen Natriumchloridlésung gewaschen und Uber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
(i. v.) entfernt und der kristalline Riickstand aus Ethanol umkristallisiert. 1f resultierte als gelber
Feststoff. Die Aufbewahrung erfolgte im Kuhlschrank unter Argon-Atmosphdre, da die

Verbindung bei RT langsam sublimiert (nach Lagervorschrift der Syntechem Co., Ltd.?").

Ausbeute: 98,2 %
Schmelzbereich: 54 — 55 °C [Lit.: 55 — 56 °C]*®

MS (E): m/z = 188 [53, M" (*'Br)]; 186 [49, M" (Br)]; 160 [18, M*-CO (*'Br)]; 158
[17, M*CO(™Br)]; 134 [11, M"-CH, -CO(*Br]; 132 [13,
M*-C,H,, -CO ("Br)]; 107 [15, M*-Br (*'Br)]; 106 [14, M*-HBr (*'Br, "Br)];
105 [15, M*-Br (”Br)]; 81 [46, (*'Br)']; 79 [96, ("°Br)]; 54 [74, C4Hs']; 53
[100, C,Hs"]; 51 [39, C4H5']

IR: KBr [¥incm™]: 3054w, 3043w (aromat. CHst); 1661s (C=Ost, mit
a-Brom); 1641 w/sh (C=0st); 1580s, 1494w (C=Cst); 1451w, 1326w,
1310 w (CH 0); 972 m (C-Br 6)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO0-d6 [ in ppm]: 7,53 (d, 1 H, “J35 = 2,4 Hz, 3-H); 7,08 (d, 1 H,
%365 = 10,1 Hz, 6-H); 6,93 (dd, 1 H, *Js;3 = 2,4 Hz, *J5 = 10,1 Hz, 5-H)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO0-d6 [5 in ppm]: 184,8 (4-C); 179,1 (1-C); 137,7 (3-C); 136,3
(2-C); 136,2 (6-C); 135,7 (5-C)

R¢+Werte: 0,85  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,68 Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
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5-Methoxy-1,4-naphthochinon

Verbindung: 1h HsC .

O (@]
Summenformel: C11HgO3
Molgewicht: 188,18 g/mol “
Darstellung: nach einerVorschrift von Wurm et al 2% o

1g (5,75 mmol, 1eq.) 5-Hydroxy-1,4-naphthochinon wurde in 25 ml Dichlormethan mit 3 ml
lodmethan und 1 g Ag,O fiir 2 h zum Sieden erhitzt. Danach erfolgte eine erneute Zugabe von
2 ml lodmethan und 0,59 Ag,0, nach 1h weitere 1 ml lodmethan und 0,25 g Ag,O. Nach
insgesamt 4 h war die Reaktion abgeschlossen. Das Ag,O wurde abfiltriert. Beim Einengen der
Losung kristallisierte 1h zu gelben Nadeln aus. Die ermittelten Eigenschaften entsprachen den

in der Literatur angegebenen und wurden nicht weiter charakterisiert.*°

Dieser Reaktant war in der Arbeitsgruppe im Substanzfundus vorhanden.

5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinon

Verbindung: 1i HBC\O o)
Summenformel: C12H1004 “
Molgewicht: 218,21 g/mol

Darstellung: nach einerVorschrift von Wurm et al.** ch/o ©

19 (5,26 mmol, 1eq.) 5,8-Dihydroxy-1,4-naphthochinon wurde in 25 ml Dichlormethan mit
3 ml lodmethan und 1 g Ag,O fir 2 h zum Sieden erhitzt. Danach erfolgte eine erneute Zugabe
von 2 ml lodmethan und 0,5 g Ag,0O, nach 1 h weitere 1 ml lodmethan und 0,25 g Ag,0. Nach
insgesamt 4 h ist die Reaktion abgeschlossen. Das Ag,O wurde abfiltriert. Beim Einengen der
Losung kristallisiert 1i zu orangenen Nadeln aus. Die ermittelten Eigenschaften entsprachen den

in der Literatur angegebenen und wurden nicht weiter charakterisiert.*°

Dieser Reaktant war in der Arbeitsgruppe im Substanzfundus vorhanden.
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6.1.2.4 Synthese 3-substituierter Pyridine

3-Benzyloxypyridin

Verbindung: 2 v@
Summenformel: C1,Hi;NO O

Molgewicht: 185,22 g/mol N/

Darstellung:

59 (525 mmol, 1leq.) 3-Hydroxypyridin, 59g (110 mmol, 2,1eq.) pulverisiertes
Kaliumhydroxid und 0,85g (2,6 mmol, 0,05eq.) Tetrabutylammoniumbromid wurden in
150 ml trockenem THF suspendiert. Nach Zugabe von 9,7 ml (84 mmol, 1,6 eq.) Benzylchlorid
wurde der Reaktionsansatz unter Riickfluss fiir 12 h im Olbad erhitzt. Nach Abschluss der
Reaktion, welche dinnschichtchromatographisch verfolgt wurde, wurden 200 ml Aqua dest.
zugegeben und zweimal mit 100 ml wassriger Salzsdure (10 %) extrahiert. Die vereinte
wassrige Phase wurden mit Natronlauge (10 M) auf pH 9-10 eingestellt und 3-mal mit je 200 ml
Chloroform extrahiert. Die vereinte organische Phase wurden ber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und nachfolgend das Losungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer (i. v.)
entfernt. Der Rickstand, ein schwarz-braunes Ol, wurde sé&ulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt. 2 resultierte als

gelb-braunliches Ol.

Ausbeute: 57,9 %

MS (ESI-positiv): m/z = 186,31 [M+H]" 100 %

MS (EI): m/z = 185 [92, M"]; 91 [100, C;H;']; 65 [20, CsH5']

IR: KBr [#incm™]: 3061w (aromat. CHst); 2931w, 2872w (aliph. CH st);

1573s, 1474 m, 1453 s (C=Cst); 1423 m, 1378 w (CH 8); 12585, 1226 s,
1048 m (C-O-C st aromat. Ether); 735 w, 694 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,38 (d, 1 H, “J,s = 2,7 Hz, 2-H); 8,21 (dd, 1 H,
o5 = 4,7 Hz, Y4 =13 Hz, 6-H); 7,41-7,30 (m, 5H, 3-OCH,C¢Hs); 7,21
(ddd, 1 H, %Jy5=84Hz, 4, =27Hz, ye=13Hz, 4-H); 7,16 (dd, 1H,
3354 = 8,4 Hz, )56 = 4,7 Hz, 5-H); 5,06 (5, 2 H, 3-OCH,CgHs)

BC-NMR: 125 MHz, CDClI; [§in ppm]: 154,9 (3-C); 142,3 (6-C); 138,4 (2-C); 136,2
(1*-C); 128,7 (3*-C & 5°-C); 128,2 (4"-C); 127,5 (2*-C & 6°-C); 123,8 (5-C);
121,4 (4-C); 70,2 (CH,)

Ry+Werte: 0,42  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,46  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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N-Propylnicotinamid

Verbindung: 3 @)
Summenformel: CoH1,N,O X H/\/CHg
Molgewicht: 164,20 g/mol N/

Darstellung: nach AAV 1

6,16 g (50 mmol) Nicotinsdure wurden gemaf AAV 1 mit 4,5ml (55 mmol) Propylamin
umgesetzt. Das Produkt wurde nach dem Aufarbeiten aus Ether umkristallisiert. 3 resultierte als
ein weiler Feststoff.

Ausbeute: 75,2 %

Schmelzbereich: 93-94°C  [Lit. 89 -92 °C]**

MS (ESI-positiv): m/z = 165,08 [M+H]" 100 %

IR: ATR [ incm™]: 3302 m (NH st); 3066 w (aromat. CH st); 2964 m, 2933 w,

2874 w (aliph. CHst); 1640s (C=0st); 1591 m (C=Cst); 1544s (NH d);
1473 w, 1441 w (C=C st); 1417 w, 1383 w (CH 5); 1311 m (C-N st)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [5 in ppm]: 8,99 (s, 1 H, 2-H); 8,69 (d, 1 H, *Jgs = 4,8 Hz,
6-H); 8,63 (s br, 1 H, 3-CONHCH,CH,CH); 8,17 (d, 1 H, )45 = 7,9 Hz, 4-H);
749 (dd, 1H, %54=79Hz, “J55=4,8Hz, 5-H); 327-320 (m, 2H,
3-CONHCH,CH,CHs); 1,60-1,47 (m, 2 H, 3-CONHCH,CH,CH3); 0,90 (t,
3 H, *Jcnycn, = 7,4 Hz, 3-CONHCH,CH,CHj)

BC-.NMR: 100 MHz, DMSO-d6 [3 in ppm]: 164,5 (CONHCH,CH,CHs); 151,5 (2-C);
148,2 (6-C); 134,7 (4-C); 130,0 (3-C); 123,3 (5-C); 40,9 (CONHCH,CH,CHj);
22,2 (CONHCH,CH,CH); 11,3 (CONHCH,CH,CH)

Rq+Werte: 0,06  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,16  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N-Phenylnicoti

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:
Darstellung:

6,16 g (50 mmo

namid

4 L)
C12H1oN2O X

N
H
198,22 g/mol N/

nach AAV 1

I) Nicotinsédure wurden gemalt AAV 1 mit 5,0 ml (55 mmol) Anilin umgesetzt.

Das Produkt wurde nach dem Aufarbeiten aus Hexan/Ether umkristallisiert. 4 resultierte als ein

hellbeiger Feststoff.

Ausbeute:

Schmelzbereich

61,2 %

; 118-120°C  [Lit. 119 — 120 °C]**

MS (ESI-positiv): m/z = 199,26 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 197,33 [M-H] 100 %

IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

R~Werte:

ATR [¥incm™]: 3348 m (NH st); 3054 w, 3042w (aromat. CH st); 1653 s
(C=0 st); 1600 m (C=C st); 1526 m (NH 3); 1443 m (C=C st); 1325 m (C-N st);
751 m, 702 m (CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, DMSO-d6 [8 in ppm]: 10,43 (s, 1 H, 3-CONHC¢Hs); 9,11 (d, 1 H,
Y354 = 2,1 Hz, 2-H); 8,76 (dd, 1 H, 3Jgs5 = 4,8 Hz, “J¢u = 1,6 Hz, 6-H); 8,30 (dt,
1H, ¥s=79Hz, Up=19Hz, Yys=19Hz, 4-H); 7,80-7,75 (m, 2H,
2" 6"-H); 7,57 (dd, 1 H, g4 = 7,9 Hz, *Js6 = 4,8 Hz, 5-H); 7,40 - 7,34 (m, 2 H,
3 ,5%-H); 7,16 - 7,10 (m, 1 H, 4"-H)

400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 9,11 (d, 1 H, 3,4 = 1,9 Hz, 2-H); 8,78 (dd, 1 H,
g5 = 4,8 Hz, “Jgs = 1,6 Hz, 6-H); 8,25-8,19 (m, 1 H, 4-H); 7,91 (sbr, 1 H,
3-CONHCgHs); 7,67 -7,62 (m, 2 H, 2*,6"-H); 7,45 (ddd, 1 H, 3Js, = 7,9 Hz,
%56 = 4,8 Hz, °Js, = 0,5 Hz, 5-H); 7,42 - 7,37 (m, 2 H, 3" 5"-H); 7,22 - 7,16 (m,
1H, 4-H)

100 MHz, DMSO-d6 [8 in ppm]: 163,9 (CONHCgHs); 151,9 (2-C); 148,5 (6-C);
138,7 (1*-C); 135,4 (4-C); 130,5 (3-C); 128,6 (3°-C & 5"-C); 123,9 (5-C); 123,4
(4*-C); 120,3 (2°-C & 6"-C)

0,04  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,11  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N-Benzylnicotinamid

Verbindung: 5 o]
Summenformel: CyisHN,0 X H@
Molgewicht: 212,25 g/mol N/

Darstellung: nach AAV 1

6,16 g (50 mmol) Nicotinsdure wurden gemal AAV 1 mit 6,0 ml (55 mmol) Benzylamin
umgesetzt. Das Produkt wurde nach dem Aufarbeiten aus Hexan/Ether umkristallisiert.
5 resultierte als ein weil3er Feststoff.

Ausbeute: 68,6 %

Schmelzbereich: 73-74°C [Lit. 72 — 73 °C]*"

MS (ESI-positiv): m/z = 213,28 [M+H]" 100 %

IR: ATR [ incm™]: 3397 m (NH st); 3062 w, 3031w (aromat. CH st); 2924 w

(aliph. CH st); 1641 s (C=0st); 1591 m (C=Cst); 1539 m (NH 3); 1475 m
(C=Cst); 1454w, 1417 m, 1362w (CH d); 1301 m (C-Nst); 733w, 699 m
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [éinppm]: 9,23 (tbr, 1H, 3JNH,CHZ =5,5Hz,
3-CONHCH,CgHs); 9,05 (dd, 1 H, “Jz4 = 2,2 Hz, *Jo5 = 0,5 Hz, 2-H); 8,71 (dd,
1H, %es=48Hz, “Jeu=16Hz, 6-H); 823 (dt, 1H, 3J,5=8,0Hz
“Jup = 2,0 Hz, 246 = 2,0 Hz, 4-H); 7,51 (ddd, 1 H, %J5, = 8,0 Hz, *Js6 = 4,8 Hz,
*Js, = 0,5 Hz, 5-H); 7,34 (d, 4 H, J = 4,4 Hz, 2" 3" 5" 6°-H); 7,28 - 7,22 (m, 1 H,
4*-H); 4,51 (d, 2 H, *Jcpnn = 5,9 Hz, 3-CONHCH,CgHs)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d6 [§ in ppm]: 164,7 (CONHCH,C¢Hs); 151,8 (2-C); 148,3
(6-C); 139,2 (1*-C); 1349 (4-C); 129,7 (3-C); 128,2 (3"-C &5%-C); 127,1
(2*-C & 6"-C); 126,7 (5-C); 123,3 (4"-C); 42,5 (CONHCH,C4Hs)

R¢Werte: 0,06 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,19  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N,N-Diethylnic
Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

otinamid
6 (0]
CioHuN,0 N7 ONT CH,
178,23 g/mol N kCH3
nach AAV 1

6,16 g (50 mmol) Nicotinsdure wurden gemal AAV 1 mit 58 ml (55 mmol) Diethylamin

umgesetzt. Das Produkt wurde nach dem Aufarbeiten sdulenchromatographisch mit

Chloroform/Ess

igester/Methanol 85:15:5 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt. 6 resultierte als eine

gelbliche Flissigkeit.

Ausbeute:

66,9 %

MS (ESI-positiv): m/z = 179,24 [M+H]* 100 %

IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

R+Werte:

ATR [#incm™: 3031w (aromat. CHst); 2974m, 2935w, 2876w
(aliph. CH st); 1622s (C=Ost); 1588 m, 1482w, 1457w (C=C-Valenz);
1428 m, 1410 m, 1382 w (CH §); 1286 m (C-N st)

400 MHz, CDCl; [6inppm]: 859 (m, 2H, 2-H, 6-H); 7,66 (td, 1H,
335 = 7,8 Hz, “Jue = 1,5 Hz, Y4, = 1,5 Hz, 4-H); 7,29 (dd, 1 H, %5, = 7,8 Hz,
%Js/s = 4,7 Hz, 5-H); 3,51 (sbr, 2 H, 3-CON(CH,CHs), [E]); 3,22 (sb, 2 H,
3-CON(CH,CHs), [Z]); 1,20 (s br, 3 H, 3-CON(CH,CH,), [E]); 1,09 (s br, 3 H,
3-CON(CH,CHs), [Z]);

500 MHz, DMSO-d6 [5in ppm]: 8,63 (dd, 1 H, *Jgs=4,9 Hz, “Jgu = 1,7 Hz,
6-H): 8,56 (dd, 1 H, “Jy,=2,1 Hz, °Jy5=0,8 Hz, 2-H); 7,83-7,76 (m, 1 H,
4-H); 7,46 (ddd, 1H, %Js4=78Hz, 3J56=49Hz, °J5,=0,8Hz, 5-H);
351-3,39 (m, 2H, 3-CON(CH,CH,),[E]); 3,24-310 (m, 2H,
3-CON(CH,CHs), [Z]); 1,25 - 1,10 (m, 3 H, 3-CON(CH,CH,), [E]); 1,10 - 0,96
(m, 3 H, 3-CON(CH,CHs), [Z])

100 MHz, DMSO-d6 [6 in ppm]: 167,5 (CON(CH,CHa),); 149,9 (2-C); 146,6
(6-C); 133,8 (4-C); 132,9 (3-C); 1234 (5-C); 42,8 (CON(CH,CHy3); [E]); 40,1
(CON(CH,CHj3), [2]); 13,9 (CON(CH,CHj), [E]); 12,6 (CON(CH,CH3). [Z])

0,07  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,31  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N,N-Dipropylnicotinamid

Verbindung: 7 o)
Summenformel: C12H1sN,0 (j)‘\N/\/CHB
Molgewicht: 206,28 g/mol NT H
Darstellung: nach AAV 1 CHs

6,16 g (50 mmol) Nicotinsaure wurden gemal AAV 1 mit 7,5 ml (55 mmol) Dipropylamin
umgesetzt. Das Produkt wurde nach dem Aufarbeiten sdulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt. 7 resultierte als eine
gelbliche Flissigkeit.

Ausbeute: 82,1 %
MS (ESI-positiv): m/z = 207,28 [M+H]" 100 %

IR: ATR [V incm™]: 3031w (aromat. CH st); 2963 m, 2933w, 2875w (aliph.
CH st); 1626 s (C=0 st); 1588 m, 1481 w, 1460 w (C=C st); 1426 m, 1410 m,
1381 w (CH 3); 1260 m (C-N st)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d6 [5in ppm]: 8,62 (dd, 1 H, *Jgs=4,9 Hz, “Jgu = 1,6 Hz,
6-H); 854 (d, 1H, “ys=21Hz, 2-H); 7,77 (dt, 1H, 3J4s=78Hz
“Jup = 1,9 Hz, “Jue = 1,9 Hz, 4-H); 7,46 (dd, 1 H, *Js, = 7,8 Hz, *J55= 4,9 Hz,
5-H); 3,42-3,34 (m, 2 H, 3-CON(CH,CH,CH,), [E]); 3,14-3,07 (m, 2 H,
3-CON(CH,CH,CH3) [Z]); 1,65-1,56 (m, 2 H, 3-CON(CH,CH,CH3), [E]);
151-1,42 (m, 2H, 3-CON(CH,CH,CH,),[Z]); 0,95-0,87 (m, 3H,
3-CON(CH,CH,CHz); [E]); 0,71 - 0,62 (m, 3 H, 3-CON(CH,CH,CH), [Z]);

BC-NMR: 125 MHz, DMSO-d6 [§ in ppm]: 168,0 (3-CON(CH,CH.),); 149,8 (2-C); 146,8
(6-C); 133,9 (4-C); 133,0 (3-C); 123,4 (5-C); 50,0 (CON(CH,CH,CH), [E]);
458 (CON(CH,CH,CHa3),[Z]); 21,3 (CON(CH,CH.,CHa),[E]); 20,2
(CON(CH,CH,CH3), [2]); 13,9 (CON(CH,CH,CHj), [E]); 12,6
(CON(CH:CH,CH3), [Z])

R¢+Werte: 0,09 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,35  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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6.1.2.5 Synthese N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

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

Verbindung: 8
Summenformel: CisH17NO3 o
Molgewicht: 271,31 g/mol | | O/\CHg
Darstellung: nach AAV 2
N
39 (19,8 mmol) Ethylnicotinat wurden gemal AAV 2 mit 10,9 ml O)\CH
3

(21,8 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF) umgesetzt. Das
Produkt wurde s&ulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent
aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 8 resultierte als ein weifler Feststoff.

Ausbeute: 75,2 %

Schmelzbereich: 56 - 57 °C

MS (EI) m/z =271 [48, M™]; 242 [43, M"-C,Hs]; 228 [15, M*-COCH,]; 200 [50,
M*-COCHj3,-C,H,]; 194 [61, M*-CgHs]; 152 [100, M*-CgHs,-COCH;]; 78 [12,
CeHs']

IR: KBr [#incm™: 3024w (aromat. CHst); 2982w, 2929w, 2874w

(aliph. CH st); 1692s (C=Ost, 3-CONHCH,CH,CHs); 1672s (C=0 st,
NCOCHj3); 1607 s 1491 w, 1453 w, 1440 w (C=C st); 1396 m, 1371 m, 1324 m
(CH9); 1279 m (C-O st, Ester); 1225s (C-N st, NCOCHj3); 1167 m (C-O st
Ester); 755 m, 705 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDClI; [8inppm]: 8,12 (s, 1 H, 2-H [E]); 7,56 (s, 1 H, 2-H [Z]);
7,06-6,91 (m, 11H, 4-CeHs [E/Z], 6-H [Z]); 6,35 (,.s<br, 1H, 6-H [E]);
5,04 -4,90 (m, 2 H, 5-H [E/Z]); 4,22 (d, 2 H, *Jys = 4,4 Hz, 4-H [E/Z]); 3,83
(ABXs-System:  AB-Teil, 4H,  Adxz=0,061ppm,  2Jag=10,8 Hz,
$Jotpions = 7,1 Hz, 3-COOCH,CH; [E/Z]); 2,13 (s, 3 H, N-COCH; [Z]); 2,07 (s,
3 H, N-COCH; [E]); 0,89 (ABX5-System: Xz-Teil, tr br, 6 H, *Jcpycr, = 7,1 Hz,
3-COOCH,CH; [E/Z])

R¢Werte: 0,55  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,78  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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(EZ,RS)-1-(3-Benzyloxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon

Verbindung: 9
Summenformel: CyoH19NO, Q
Molgewicht: 305,37 g/mol O
Darstellung: nach AAV 2 | N |

PN

2,78 g (15 mmol) der Verbindung 2 wurden gemall AAV 2 mit
8,3ml (16,5mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2M in THF)
umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)

CH;

als Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 9 resultierte als ein weil3er Feststoff.

Ausbeute: 52,1 %
Schmelzbereich: 78 -80°C
MS (EI) m/z = 305 [24, M']; 262 [31, M"-C,H30]; 214 [32, M*-CH,C¢Hs]; 186 [18,

M*-COCHa,-CsHs]; 172 [100, M*-C;Hs,-COCHS]; 91 [76, C:H;']

IR: KBr [#incm™]: 3062w, 3030 m (aromat. CH st); 2953 w, 2935w, 2871w
(aliph. CH st); 1672 s (C=0 st, NCOCHys); 1634s 1595 m, 1482 w, 1448 w
(C=Cst); 1391 m, 1365w, 1319 m (CH d); 1261 s (C-O-C st aromat. Ether);
1215s (C-Nst, NCOCH,); 1038 m (C-O-C st aromat. Ether); 754 m, 702 m
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [dinppm]: 7,39-7,23 (m, 17H, 3.4'5-H[E/Z],
3-OCH,C¢Hs [E/Z], 6-H [Z]); 7,17 - 7,12 (m, 4 H, 2'6'-H [E/Z]); 7,01 (s, 1 H,
2-H [E]); 6,69 (dd, 1 H, *Jes = 8,2 Hz, “Jeu = 1,1 Hz, 6-H [E]); 6,13 (s, 1 H,
2-H [Z]); 5,18 (dd, 1 H, 3Js = 8,2 Hz, 3Js4 = 4,2 Hz, 5-H [Z]); 5,09 (dd, 1 H,
56=82Hz, *Jsu=42Hz, 5-H[E]); 479 (AB-System: g, 2H,
Adpg =0,075 ppm, 2Jap = 11,9 Hz, 3-OCH,C¢Hs [E]); 4,77 (AB-System: q,
2H, Adas=0,097 ppm, %Jae=12,3 Hz, 3-OCH,CeHs[Z]); 4,34 (d, 1H,
Slys=4,2Hz, 4-H[E]); 4,32 (d, 1H, %y =4,2Hz, 4-H[Z]); 2,28 (s, 3H,
N-COCH; [E]); 2,19 (s, 3 H, N-COCH; [Z])

R¢Werte: 0,55  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,62  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-4-phenyl-N-propyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 10
Summenformel: C17H50N,0O, 0
Molgewicht: 284,35 g/mol N/\/CHs
H
Darstellung: nach AAV 2 | |
N
1,15 g (7 mmol) der Verbindung 3 wurden gemalt AAV 2 mit H C/&O
3

3,8ml (7,7 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF)
umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
als Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 10 resultierte als ein weiler Feststoff.

Ausbeute: 16,3 %

Schmelzbereich: 151 -152 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 285,18 [M+H]" 100 %; m/z = 307,14 [M+Na]* 81 %

IR: ATR [¥incm™]: 3328 m (NH st); 3079 w, 3024 w (aromat. CH st); 2963 m,

2932 w, 2873 w (aliph. CH st); 1704 m (C=0 st, 3-CONHCH,CH,CH,); 1678 s
(C=0st, NCOCHg); 1598 m (C=Cst); 1539 m (NH); 1491w, 1455w,
1440 m (C=Cst); 1399m, 1370m, 1334w (CHJ); 1308 m (C-N st,
3-CONHCH,CgHs); 1259s (C-Nst, NCOCHj); 763m, 708 m (CHS$
monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [§inppm]: 8,11 (s, 1 H, 2-H [E]); 7,98 (s, 1 H, 2-H [Z]);
7,43 -7,22 (m, 10 H, 4-C¢Hs [E/Z]); 7,18 (d, 1 H, *Jgs = 8,2 Hz, 6-H [Z]); 6,61
.s“br, 1H, 6-H[E]); 5,44 (sbr, 1 H, 3-CONHCH,CH,CHj [E]); 5,31 (s br,
1 H, 3-CONHCH,CH,CH; [2]); 5,18 (,,s* br, 2 H, 5-H [E/Z]); 4,54 (,,s“ br, 1 H,
4-H[E]); 4538 (.s“br, 1H, 4HI[Z]); 323-312 (m, 2H,
3-CONHCH,CH,CH; [Z]); 3,12-2,96 (m, 2H, 3-CONHCH,CH,CH; [E]);
2,41 (s, 3 H, N-COCH; [Z]); 2,31 (s, 3 H, N-COCH; [E]); 1,37 - 1,16 (m, 4 H,
3-CONHCH,CH,CHj; [E/Z]); 0,74 - 0,54 (m, 6 H, 3-CONHCH,CH,CH; [E/Z])

R¢+Werte: 0,16  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,20  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N,4-diphenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 11
Summenformel: CyoH15N,0O, 0
Molgewicht: 318,37 g/mol N/@
Darstellung: nach AAV 2 | N | "

A

59 (25 mmol) der Verbindung 4 wurden gemal AAV 2 mit
13,8 ml (27,5 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF)
umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)

H,c™ SO

als Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 11 resultierte als ein schwach gelber
Feststoff.

Ausbeute: 29,2 %

Schmelzbereich: 176 — 179 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 341,12 [M+Na]" 100 %; m/z = 319,18 [M+H]" 39 %

IR: ATR [V incm™]: 3315 m (NH st); 3060 w, 3025w (aromat. CH st); 2928 w,

2853w (aliph. CHst); 1701w (C=0Ost, NCOCH,); 1671s (C=0Ost,
3-CONHCgHs); 1598 m (C=C st); 1530 m (NH 3); 1498 m, 1441 m, 1402 w
(C=Cst); 1373 m, 1336 w (CH 3); 1305 m (C-N st, 3-CONHC¢Hs); 1241 m
(C-N st, NCOCHs5); 749 m, 696 w (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [§ in ppm]: 8,27 (s, 1 H, 2-H [E]); 8,05 (s, 1 H, 2-H [Z]);
7,53-7,08 (m, 21 H, 3-CONHCgHs [E/Z], 4-CsHs [E/Z], 2¥,3" 5%,6°-H [E/Z],
6-H [Z]); 7,07-7,00 (m, 2 H, 4°-H [E/Z]); 6,63 (,s*br, 1H, 6-H[E]); 5,23
s br, 2 H, 5-H [E/Z]); 4,65 (,,s br, 1 H, 4-H [E]); 4,54 (,,s* br, 1 H, 4-H [Z]);
2,41 (s, 3 H, N-COCH; [Z]); 2,33 (s, 3 H, N-COCH; [E])

R+Werte: 0,50 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,43  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N-benzyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 12

Summenformel: Cy1Hy0N,0O, 0

Molgewicht: 332,40 g/mol N

Darstellung: nach AAV 2 | N | H@
PN

2,1 g (10 mmol) der Verbindung 5 wurden gemaR AAV 2 mit G o
55ml (11 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF) °
umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)

als Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 12 resultierte als ein weiller Feststoff.

Ausbeute: 34,9 %

Schmelzbereich: 131-132°C

MS (ESl-positiv): m/z = 355,19 [M+Na]" 100 %; m/z = 333,20 [M+H]" 36 %

IR: ATR [#incm™]: 3263 m (NH st); 3070 w, 3030 w (aromat. CH st); 2908 w

(aliph. CHst);  1681s  (C=Ost, NCOCH;); 1638m  (C=Ost,
3-CONHCH,C¢Hs); 1603 m (C=C st); 1545 m (NH §); 1496 w, 1452 m, 1420 w
(C=C st); 1394 m, 1371 m (CH 3); 1327 m (C-N st, 3-CONHCH,C¢Hs); 1272 s
(C-N st, NCOCHs,); 752 w, 697 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [§ inppm]: 8,13 (s, 1 H, 2-H [E]); 8,01 (s, 1 H, 2-H [Z]);
7,37-7,15 (m, 17 H, 4-C¢Hs [E/Z], 374" 5"-H [E/Z], 6-H [Z]); 6,98 - 6,74 (m,
4H, 2"6"-HI[E/Z]); 6,61 (,s“br, 1H, 6-H[E]); 576 (.,s<br, 1H,
3-CONHCH,C¢Hs [E]); 5,64 (.5« br, 1 H, 3-CONHCH,C¢Hs [Z]); 5,19 (,.s“ br,
2H, 5-H[E/Z]); 4,58 (,s“br, 1H, 4-H[E]); 446-421 (m, 5H, 4-H[Z],
3-CONHCH,CeHs [E/Z]); 2,41 (s, 3H, N-COCHs[Z]); 231 (s, 3H,
N-COCH; [E])

R¢Werte: 0,16  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,12  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N,N-diethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 13
Summenformel: CisH2,N,0, o
Molgewicht: 298,38 g/mol
g J ) N~ “CH,
Darstellung: nach AAV 2 k
N CH,

2,79 (15 mmol) der Verbindung 6 wurden gemal AAV 2 mit /g

8,3ml (16,5 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2M in THF) MaC

umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
als Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 13 resultierte als ein weiler Feststoff.

Ausbeute: 35,9 %

Schmelzbereich: 68-71°C

MS (ESl-positiv): m/z = 321,21 [M+Na]" 100 %; m/z = 299,20 [M+H]" 49 %

IR: ATR [ incm™]: 3064 w, 3039 w (aromat. CH st); 2964 m, 2929 w, 2871w

(aliph. CHst);  1721s  (C=Ost, NCOCH;); 1648m  (C=Ost,
3-CON(CH,CHjy),); 1588 m, 1493w, 1455w, 1433w (C=C st); 1406 m,
1368w (CH3); 1319s (C-Nst, 3-CONHCH,CgHs); 1271 m (C-N st,
NCOCHs,); 737 m, 689 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [5 in ppm]: 7,39 (d, 1 H, ®Jgs = 8,4 Hz, 6-H [Z]); 7,34 - 7,19
(m, 11 H, 4-C¢Hs [E/Z], 2-H [E]); 6,79 (d, 1 H, *J¢5 = 8,4 Hz, 6-H [E]); 6,62 (s,
1H, 2-H[Z]); 5,23 (dd, 1 H, *Jgs = 8,4 Hz, “J54 = 3,7 Hz, 5-H [Z]); 5,15 (dd,
1 H, %Jsi6 = 8,4 Hz, ‘350 = 3,7 Hz, 5-H [E]); 4,69 (d, 1 H, *Ju5 = 3,7 Hz, 4-H [E]);
4,66 (,5“br, 1H, 4-H[Z]); 3,33-3,14 (m, 4 H, 3-CON(CH,CHs), [E/Z]):
3,12 - 2,92 (m, 4 H, 3-CON(CH,CHz), [E/Z]); 2,32 (s, 3 H, NCOCH; [E]); 2,26
(s, 3 H, NCOCHjs [Z]); 0,94 - 0,82 (m, 12 H, 3-CON(CH,CHs), [E/Z])

R¢Werte: 0,18 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,51  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-N,N-dipropyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid

Verbindung: 14
Summenformel: CyoH2sN,0, o
Molgewicht: 326,43 g/mol N/\/CH3
Darstellung: nach AAV 2 | | H
N
4,1 g (20 mmol) der Verbindung 7 wurden gemal AAV 2 mit H C/&O CHs,
3

11 ml (22 mmol) Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF)

umgesetzt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
als Eluent aufgereinigt, konnte jedoch nicht auskristallisiert werden.

14 resultierte als gelbliches Ol.

Ausbeute: 40,5 %
MS (ESI-positiv): m/z = 349,31 [M+Na]" 100 %; m/z = 327,29 [M+H]" 31 %
IR: ATR [¥incm™]: 3061w, 3029 w (aromat. CH st); 2964 m, 2934 w, 2875w

(aliph. CHst);  1673m  (C=Ost, NCOCH,); 1620s (C=Ost,
3-CON(CH,CH,CHa),); 1544 m, 1454 w, 1429 m (C=C st); 1399 w, 1372 m,
1331w (CH3); 1296 m (C-Nst, 3-CONHCH,Cg¢Hs); 1246 m (C-N st,
NCOCHS3); 731 m, 699 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [5 in ppm]: 7,36 (d, 1 H, ®Jgs = 8,4 Hz, 6-H [Z]); 7,33 - 7,17
(m, 11 H, 4-C¢Hs [E/Z], 2-H [E]); 6,74 (d, 1 H, *J¢s = 8,3 Hz, 6-H [E]); 6,60 (s,
1H, 2-H [Z]); 5,21 (dd, 1 H, %Jgs = 8,4 Hz, “Jss = 3,7 Hz, 5-H [Z]); 5,13 (dd,
1 H, *Jsi6 = 8,3 Hz, “J5 = 3,6 Hz, 5-H [E]); 4,67 (d, 1 H, *Ju5 = 3,6 Hz, 4-H [E]);
4,62 (sbr, 1H, 4-H[Z]); 3,18-2,84 (m, 4 H, 3-CON(CH,CH,CHs), [E/Z]):
2,30 (s, 3 H, NCOCH; [E]); 2,23 (s, 3H, NCOCH; [Z]); 1,43-1,13 (m, 4 H,
3-CON(CH,CH,CH;), [E/Z]); 0,77 - 0,58 (m, 12 H, 3-CON(CH,CH,), [E/Z])

R¢Werte: 0,31  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,58  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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(EZ,RS)-1-(3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-yl)ethanon

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

15

_CH
C21H21NO3 o 3
335,40 g/mol (0]
nach AAV 2 | N |

2,49 (13 mmol) der Verbindung 2 wurden gemal AAV 2 mit
14,3 ml (14,3 mmol) 2-Methoxyphenylmagnesiumbromid (1 M in

H,c~ SO

THF) umgesetzt. Das Produkt wurde séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester

60:40 (v/v) als

Eluent aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 15 resultierte als ein

weiler Feststoff.

Ausbeute: 73,6 %

Schmelzbereich: 109 - 111 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 358,04 [M+Na]" 100 %; m/z = 692,82 [2M+Na]" 47 %

MS (EI): m/z =335 [38, M']; 292 [5, M*-COCH;]; 244 [98, M*-CH,CgHs]; 202 [100,
M*-CH,Cg¢Hs,-OC,H,]; 187 [25, M'-CH,CgHs,-OC,H,,-CH3]; 170 [78,
M+'CH2C5H5,'C2H30,'OCH3]; 91 [85, C7H7+]; 77 [8, C5H5+]; 65 [12, C5H5+]

IR: KBr [#incm™]: 3071w, 3018 w (aromat. CH st); 2940 w, 2913 m, 2871w
(aliph. CH st); 1675s (C=0 st, NCOCHjy); 1635s 1596 m, 1489 m, 1442 w
(C=C st); 1408 m, 1373 m, 1335 m, 1313 m (CH §); 1256 m, 1244 m (C-O-C st
aromat. Ether); 1218 m (C-N st, NCOCHjs); 1039 m, 1026 m (C-O-C st aromat.
Ether); 751 m, 701 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [ inppm]: 7,34-7,22 (m, 11 H, 3-OCH,C¢Hs [E,Z],

6-H[Z]); 7,19 (ddd, 2H, *Jys=82Hz, *J45=75Hz, “Jye=18Hz,
4'-H [E/Z]); 7,16 (dd, 2 H, %Jgs = 7,5 Hz, “Jgs = 1,8 Hz, 6'-H [E/Z]); 7,10 (s,
1 H, 2-H [E]); 6,97 (dd, 2 H, *J3, = 8,2 Hz, “J3;5 = 1,0 Hz, 3'-H [E/Z]); 6,92 (dt,
2H, %55 =gy =75Hz, “s3=10Hz, 5-H[E/Z]); 6,79 (td, 1H,
*Jg55 = 8,2 Hz, Vo= 1,3 Hz, 6-H [E]); 6,64 (s, 1 H, 2-H [Z]); 5,13 (dd, 1 H,
%J55=82Hz, %s4=43Hz, 5-H[Z]); 503 (dd, 1H, 3J56=82Hz,
%Jsu=4,3Hz, 5-H[E]); 4,90 (AB-System: g, 2H, Adas=0,076 ppm,
2Jne = 11,8 Hz, 3-OCH,CsHs [Z]); 4,85 (AB-System: g, 2 H, Adas =0,073 ppm,
2Jae = 11,6 Hz, 3-OCH,CgHs [E]); 4,81 (dd, 2 H, %45 = 4,3 Hz, “Jy6=1,3 Hz,
5-H [E/Z]); 3,84 (s, 6 H, 2'-OCHjs [E/Z]); 2,24 (s, 3 H, N-COCH3; [Z]); 2,23 (s,
3 H, N-COCH; [E])

500 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 7,33 - 7,14 (m, 15 H, 3-OCH,C¢Hs [E,Z], 6-H [Z],
4'6-H[E/Z]); 7,11 (s, 1H, 2-H[E]); 6,98-6,91 (m, 2H, 5-H[E/Z]);
6,90 - 6,85 (m, 2 H, 3-H [E/Z]); 6,58 (d, 1 H, *Jgs = 8,2 Hz, 6-H [E]); 6,26 (s,
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1H, 2-H[Z]); 5,17 (dd, 1 H, *Js = 8,2 Hz, *Js = 4,3 Hz, 5-H [Z]); 5,13 (dd,
1H, %J55=8,2Hz, *J5y=4,3Hz, 5-H[E]); 490-4,72 (m, 6H, 4-H[E/Z],
3-OCH,CqHs [E/Z]); 3,83 (s, 6 H, 2'-OCHj3 [E/Z]); 2,24 (s, 3 H, N-COCH; [E]);
2,23 (s, 3 H, N-COCHj5 [2])

R¢+Werte: 0,54  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,70  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)

(EZ,RS)-1-(3-Fluor-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon

Verbindung: 16

Summenformel: Ci3H1,FNO

Molgewicht: 217,24 g/mol F
Darstellung: nach AAV 2 | |

1,5 g (15,4 mmol) 3-Fluorpyridin wurden gema AAV 2 mit 8,5 ml (16,9 mmol) O)\
Phenylmagnesiumchlorid (2 M in THF) umgesetzt. Das Produkt wurde

CHj

séulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v) als Eluent

aufgereinigt und aus Methanol umkristallisiert. 16 resultierte als ein weiler Feststoff.

Ausbeute: 61,2 %
Schmelzbereich: 69 —70 °C
MS (EI) m/z =217 [57, M']; 174 [67, M'-COCHs]; 140 [62, M'-C¢Hs]; 98 [100,

M*-C¢Hs,-COCH3]; 77 [55, CeHs']

IR: KBr [¥ in cm™]: 3097 w, 3062 w (aromat. CH st); 2853 w (aliph. CH st); 1674 s
(C=0Ost, NCOCHz); 1638s, 1553w, 1495w, 1454w, (C=Cst); 1408 m,
1375 m, 1327 m (CH 3); 1261 m (C-N st, NCOCHjs); 1186 w (C-O st Ester);
1167 m (aromat. C-F st); 768 m, 701 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8inppm]: 7,32 (dd, 1H, *Jyr=2,7Hz, “Ju=1,2Hz,
2-H [E]); 7,35 (dd, 1 H, 3y = 2,7 Hz, “Ju = 1,2 Hz, 2-H [Z]); 7,34 - 7,22 (m,
10 H, 4-C¢Hs [E,Z]); 6,69 (dd, 1 H, *Jgs = 8,2 Hz, *Jss = 1,6 Hz, 6-H [Z]); 6,62
(dd, 1 H, %55 =8,2 Hz, “Jeu = 1,6 Hz, 6-H [Z]); 5,18-5,11 (m, 1 H, 5[Z]);
509-502 (m, 1H, 5[E]); 444 (sbr, 2H, 4-H[E/Z]); 2,25 (s, 3 H,
N-COCH; [E]); 2,21 (s, 3 H, N-COCH; [Z])

R¢Werte: 0,55  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,69  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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6.1.2.6 Synthese 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

6.1.2.6.1 3-Benzyloxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3-Benzyloxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 20
Summenformel: C,4H17NO;3 HO O
Molgewicht: 367,40 g/mol O N OM@
Darstellung: AAV 3 | =
g o N

1 g (3,3 mmol) der Verbindung 9 wurde geméR AAV 3 mit 440 mg (4,1 mmol) p-Benzochinon
in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml Perchlorséure (70 %))
unter Argon-Atmosphare gerihrt. Nach 24 h konnte diinnschichtchromatographisch weder 9
noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde saulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 60:40
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 20 resultierte als ein feines, beiges

Pulver.

Ausbeute: 49 %

Schmelzbereich:

Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

220-222°C

ber.: C 78,46; H 4,66; N 3,81
gef.: C 78,31; H 4,75; N 3,73

m/z = 368,48 [M+H]" 100 %

IR: KBr [# incm™]: 3401 ,br” (OH st) 3066 m, 3033 m (aromat. CH st); 2956 s,
2925 s (aliph. CHst); 1610 m, 1591 m (C=Cst); 1430w, 1401 m, 1359 m
(CH o), 1285s (aromat. C-OH st); 1254 m, 1217 w (C-O-C st aromat. Ether);
1183 s (C-O-Cst cycl. Ether); 1081w, 1026 m (C-O-C st aromat. Ether);
759 w, 696 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [ ppm]: 9,36 (sbr, 1 H, 6-OH); 8,33 (s, 1 H, 2-H);
7,62 -7,55 (m, 5 H, 4-CgHs); 7,51 (d, 1 H, 3Jg7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,34 - 7,26 (m,
5 H, 3-OCH,CgHs); 6,93 (dd, 1 H, *J;s = 8,9 Hz, “J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,53 (d,

1 H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2 H, 3-CH,CgHs)

400 MHz, CDClIj; [3 ppm]: 8,20 (s, 1 H, 2-H); 7,58-7,53 (m, 5 H, 4-CsHs); 7,44
(d, 1 H, *Jg; = 8,8 Hz, 8-H); 7,38 - 7,35 (m, 5 H, 3-OCH,CsHs); 6,97 (dd, 1 H,
%325 = 8,8 Hz, *J75=2,6 Hz, 7-H); 6,68 (d, 1 H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 5,04 (s ,
2 H, 3-CH,C4Hs); 5,01 (s br, 1 H, 6-OH)
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R¢Werte: 0,62  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,45  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

3-Benzyloxy-7-methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 21 O
Summenformel: Cy5H1gNO3 HO
Molgewicht: 381,42 g/mol HyC O | X Ov©
Darstellung: nach AAV 3 o =
N

1g (3,3 mmol) der Verbindung 9 wurde gemall AAV 3 mit 500 mg (4,1 mmol) 2-Methyl-p-
benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphdre geriihrt. Nach 7 Tagen konnte diinnschicht-
chromatographisch weder 9 noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden
und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether Kkristallisiert.
21 resultierte als ein feines, hellorangenes Pulver.

Ausbeute: 0,9 %
Schmelzbereich: 200 -205 °C

Elementaranalyse: ber.: C 78,72; H5,02; N 3,67
gef.: C 78,43; H 4,77; N 3,32

MS (ESI-positiv): m/z = 382,30 [M+H]" 100 %

IR: KBr [ in cm™]: 3169 ,,br (OH st); 3061 m, (aromat. CH st); 2929 m, 2876 m,
2769 w (aliph. CH st); 1593 m, 1583 m, 1452 w (C=C st); 1391 m, 1375 m,
1358 m (CH 3); 1284 m (C-O-C st aromat. Ether); 1265 m (aromat. C-OH st);
1172 m (C-O-C st cycl. Ether); 1054 m (C-O-C st aromat. Ether); 751 m, 698 w
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [5inppm]: 9,24 (s, 1H, 6-OH); 824 (s, 1 H, 2-H);
7,56-7,52 (M, 5H, 4-CeHs); 7,40 (s, 1H, 8H); 7,29-7,23 (m, 5H,
3-OCH,CgHs); 6,60 (5, 1 H, 5-H); 5,12 (s, 2 H, 3-OCH,CeHs); 2,19 (s, 3 H,
7-CH,)

R¢+Werte: 0,80  Cyclohexan/Essigester 50:50 (v/v)
0,68 Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,33  Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v)
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3-Benzyloxy-7-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 22 O

Summenformel: CasH1gNOy HO

Molgewicht: 397,42 g/mol © O g OQ
HsC |

Darstellung: nach AAV 3 o N/

1 g (3,3 mmol) der Verbindung 9 wurde gemal AAV 3 mit 562 mg (4,1 mmol) 2-Methoxy-p-
in 75ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphare gerithrt. Nach 24 Stunden konnte diinnschicht-

benzochinon Dioxan-Perchlorséure-Gemisch (71,8 ml  Dioxan und 3,2 ml
chromatographisch weder 9 noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden
und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether Kkristallisiert.

22 resultierte als ein feines, beiges Pulver.

Ausbeute: 0,9 %

Schmelzbereich:

Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

215-220°C

ber.: C 75,55; H 4,82; N 3,52
gef.: C 75,18; H 4,65; N 3,16

m/z = 398,58 [M+H]* 100 %

IR: KBr [ in cm™]: 3175 ,,br* (OH st); 3056 w, (aromat. CH st); 3004 m, 2985 w,
2849 w (aliph. CH st); 1629 m, 1594 w, 1573w (C=C st); 13855, 1362 m,
1351 w (CH 9); 1260 s (C-O-C st aromat. Ether); 1253 m (aromat. C-OH st);
1224 m (C-O-C st cycl. Ether); 1052 m (C-O-C st aromat. Ether); 757 m, 700 m
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [8 in ppm]: 9,13 (s, 1 H, 6-OH); 8,35 (s, 1 H, 2-H); 7,96
(d, 2H, *Jpy3=3g5=8,1Hz, 2'6-H); 7,47-7,30 (m, 9H, 8-H, 34 5-H,
3-OCH,CgHs); 6,76 (s, 1 H, 5-H); 5,28 (s, 2 H, 3-OCH,C¢Hs); 3,90 (s, 3 H,
7-OCHj,)

R¢+Werte: 0,66  Cyclohexan/Essigester 50:50 (v/v)

0,52  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,18 Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v)
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3-Benzyloxy-5,7-dimethoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 23
Summenformel: CysH,1NOsg
Molgewicht: 427,45 g/mol
Darstellung: nach AAV 3

1 g (3,3 mmol) der Verbindung 9 wurde gemal AAV 3 mit 688 mg (4,1 mmol) 2,6-Dimethoxy-
p-benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphére gerithrt. Nach 24 Stunden konnte diinnschicht-
chromatographisch weder 9 noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden
und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether Kkristallisiert.

23 resultierte als ein feines, weifles Pulver.
Ausbeute: 1,0 %
Schmelzbereich: 132 -135°C

Elementaranalyse: ber.: C 73,06; H 4,96; N 3,28
gef.: C 72,82; H 4,85; N 2,95

MS (ESI-positiv): m/z = 428,26 [M+H]" 100 %

IR: KBr [# in cm™]: 3535 ,,br* (OH st); 3052 w 3037 w, (aromat. CH st); 2971 w,
2943 w, 2870w (aliph. CH st); 1636 m, 1598 m, 1542w (C=C st); 13855,
1362 m (CH §); 1265 m (C-O-C st aromat. Ether); 1258 sh (aromat. C-OH st);
1234 s (C-O-C st cycl. Ether); 1034 w (C-O-C st aromat. Ether); 750 w, 697 w
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [3 in ppm]: 8,66 (s, 1 H, 6-OH); 7,98 (s, 1 H, 2-H); 7,94
d, 2H, 3oz =¥es=7,1Hz, 2\6-H); 7,45-7,34 (m, 5H, 3-OCH,CsHs);
7,30-7,27 (m, 3 H, 3'4'5-H); 7,14 (s, 1 H, 8-H); 5,30 (s, 2 H, 3-OCH,CqHs);
3,95 (s, 3 H, 7-OCHy); 3,88 (s, 3 H, 5-OCH3)

R¢+Werte: 0,65 Cyclohexan/Essigester 50:50 (v/v)
0,51  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,17  Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v)
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3-Benzyloxy-4-phenylnaphtho[1',2':4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 24

Summenformel: CysH1gNO3 HO O

Molgewicht: 417,46 g/mol O N OQ
Darstellung: nach AAV 3 Q o | N/

1g (3,27 mmol) der Verbindung 9 wurde gemdl AAV 3 mit 636 mg (4,02 mmol)
1,4-Naphthochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphdre gerihrt. Nach 3 Tagen konnte diinnschicht-
chromatographisch weder 9 noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden
und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.
Die Verbindung 24 resultierte als ein feiner, beiger Feststoff.

Ausbeute: 5,8 %
Schmelzbereich: 219-222 °C

Elementaranalyse: ber.: C 80,56; H 4,59; N 3,36
gef.: C 80,13; H 4,35; N 3,25

MS (ESI-positiv): m/z = 418,27 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 416,18 [M-H] 100 %

IR: ATR [¥incm™]: 3176 ,,br” (OH st) 3062 w, 3032 w (aromat. CH st); 2954 w,
2920s, 2851w (aliph. CH st); 1598 m, 1582w, 1498 w (C=C st); 1444 m,
1414 m 1377 m, 1347 m (CH §); 1261 m (C-O-C st aromat. Ether); 1246 w
(aromat. C-OH st); 1179 m (C-O-C st cycl. Ether); 1072 m (C-O-C st aromat.
Ether); 759 m, 696 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [8 in ppm]: 10,10 (s, 1 H, 6-OH); 8,37 (s, 1 H, 2-H); 8,32
(d, 1 H, 31006 = 8,2 Hz, 10-H); 8,23 (d, 1 H, %J;5 = 8,4 Hz, 7-H); 7,72 (,.t*, 1 H,
%)=75Hz, 9-H); 7,66-7,57 (m, 6H, 4-CsHs, 8-H); 7,38-7,25 (m, 5H,
3-OCH,C¢Hs): 6,64 (s, 1 H, 5-H); 5,20 (s, 2 H, 3-OCH,CgHs)

R¢Werte: 0,70  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,38  Cyclohexan/Essigester 80:20 (v/v)
0,62  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 25
Summenformel: CysH1gNO, o s
Molgewicht: 397,42 g/mol O N OM@

Darstellung: nach AAV 3 o

1 g (3 mmol) der Verbindung 15 wurde gemal AAV 3 mit 400 mg (3,7 mmol) p-Benzochinon
in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml Perchlorséure (70 %))
unter Argon-Atmosphdre gertihrt. Nach 2 Tagen konnte dinnschichtchromatographisch weder
15 noch das Zwischenprodukt der Cycloaddition nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 25 resultierte als ein feines, hellbeiges

Pulver.
Ausbeute: 2,1%
Schmelzbereich: 181 -183 °C

Elementaranalyse: ber.: C 75,55; H 4,82; N 3,52
gef.: C 75,72; H 4,96; N 3,45

MS (ESI-positiv): m/z = 398,13 [M+H]" 100 %; 816,68 [2M+Na]* 38 %
MS (ESI-negativ):  m/z = 396,09 [M-H]* 100 %

IR: KBr [#incm™]: 3175 ,,br” (OH st) 3062 w, 3030 w (aromat. CH st); 2956 w,
2932 m, 2833w (aliph. CH st); 1605 m, 1505w, 1462 s (C=Cst); 1434 w,
1404 m 1376 w, 1359 m (CH 3); 1268 m (C-O-C st aromat. Ether); 1245 m
(aromat. C-OH st); 1213 w (C-O-C st aromat. Ether); 1180s (C-O-C st cycl.
Ether); 1084 m, 1024 m (C-O-C st aromat. Ether); 752w (CH 6 monosubst.
Aromat); 731 w (CH 6 1,2-disubst. Aromat); 694 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,15 (s, 1 H, 2-H); 7,46 (ddd, 1 H, 3J45 = 8,3 Hz,
3345 = 7,5 Hz, “uye = 1,7 Hz, 4-H); 7,42 (d, 1 H, *Jg7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,34 (dd,
1H, Y5 =75Hz, e =1,7Hz, 6-H); 7,30-7,24 (m, 3H, 3°4"5-H der
3-Benzyloxygruppe); 7,22-7,17 (m, 2H, 2°6°-H der 3-Benzyloxygruppe);
7,10 (dt, 1 H, %56 = 7,5 Hz, *Jss = 7,5 Hz, Y55 = 0,9 Hz, 5'-H); 7,05 (d, 1 H,
%)y = 8,3 Hz, 3'-H); 6,95 (dd, 1 H, %75 = 8,8 Hz, “J;5 = 2,6 Hz, 7-H); 6,54 (d,
1 H, Y57 = 2,6 Hz, 5-H); 5,06 (s, 2 H, 3-OCH,C4Hs); 5,00 (s br, 1 H, 6-OH);
3,69 (s, 3 H, 2'-OCHy)

R¢Werte: 0,56  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,43  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)



Experimenteller Teil 133

3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-naphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 26
. HO
Summenformel: CyH2NO, O O/CHs
Molgewicht: 447,48 g/mol QO X OM@
Darstellung: nach AAV 3 o | =
N

1g (3mmol) der Verbindung 15 wurde gemdl AAV 3 mit 588 mg (3,7 mmol)
1,4-Naphthochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphére geriihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 2 Tagen einmalig 196 mg 1,4-Naphthochinon
zugegeben. Nach weiteren 2 Tagen konnte das Zwischenprodukt der Cycloaddition
dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde s&ulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester 85:15
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 25 resultierte als ein hellbeiges Pulver.

Ausbeute: 3, 7%
Schmelzbereich: 232 -235°C

Elementaranalyse: ber.: C77,84;: H4,73; N 3,13
gef.: C 77,69; H 4,87; N 3,08

MS (ESI-positiv): m/z = 448,13 [M+H]" 100 %; m/z = 916,51 [2M+Na]" 38 %
MS (ESI-negativ): m/z = 446,13 [M-H] 100 %

IR: ATR [#in cm™]: 3180 ,,br” (OH st) 3064 w, 3032 w (aromat. CH st); 2957 w,
2927 m, 2855w (aliph. CH st); 1601 m, 1582 w, 1503 m, 1480 w (C=C st);
1445 m, 1413w 1377 m, 1369 m (CH 3); 1261 s (C-O-C st aromat. Ether);
1246 m (aromat. C-OH st); 1177 w (C-O-C st aromat. Ether); 1158 w (C-O-C st
cycl. Ether); 1073 m, 1028w (C-O-Cst aromat. Ether); 755w (CH 6
monosubst. Aromat); 741w (CHJ 1,2-disubst. Aromat); 696 m (CH 6
monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [&inppm]: 9,07 (s, 1H; 6-OH), 837 (d, 1H,
%3100 = 8,2 Hz, 10-H); 8,33 (d, 1 H, %J;5=8,4 Hz, 7-H); 8,29 (s, 1 H, 2-H);
7,75-7,70 (m, 1H, 9-H); 7,64-7,56 (m, 2H, 4-H, 8-H); 7,46 (dd, 1 H,
i = 7,4 Hz, “Jgys = 1,6 Hz, 6'-H); 7,35-7,23 (m, 6 H, 3'-H, 3-OCH,C¢Hs):
7,18 (dt, 1 H, *Jss = Jsi = 7,4 Hz, 515 = 0,8 Hz, 5'-H); 6,59 (s, 1 H, 5-H);
5,20 (AB-System @, 2 H, Adap =0,034, 2Jpp = 12,0 Hz, 3-OCH,C¢Hs); 3,72 (s,
3 H, 2-OCHs)

Ry+Werte: 0,38  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,60  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.6.2 3-Ethylester-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsdureethylester

Verbindung: 27
Summenformel: CyoH15NO,
Molgewicht: 333,34 g/mol
Darstellung: nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemal AAV 3 mit 367 mg (3,39 mmol)
p-Benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml
Perchlorsdure (70 %)) unter Argon-Atmosphére geruhrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nachfolgend alle 7 Tage jeweils 122 mg
(1,23 mmol) p-Benzochinon zugegeben. Nach 36 Tagen konnte das Zwischenprodukt der
Cycloaddition dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz
wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester
60:40 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 27 resultierte als ein feiner,

schwach beiger Feststoff.
Ausbeute: 9,8 %
Schmelzbereich: 200 - 203 °C

Elementaranalyse: ber.: C 72,06; H 4,54; N 4,20
gef.: C72,34; H4,59; N 4,14

MS (ESI-positiv): m/z = 334,26 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 332,34 [M-H] 100 %

IR: KBr [¥ in cm™]: 3140 ,,br” (OH st) 3060 w (aromat. CH st); 2963 m, 2925 m,
2855w (aliph. CH st); 1717 s (C=0O st); 1606 w, 1591 m, 1567 w, 1510w,
1469 s (C=C st); 1443 m, 1391 m, 1359 m, 1311 m (CH 3); 1292 m (aromat.
C-OH st); 1248 m (C-O st Ester); 1180s (C-O-Cst cycl. Ether); 1168 m,
(C-O st Ester); 760 m, 697 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDClI; [3 in ppm]: 9,03 (s, 1 H, 2-H); 7,57 - 7,52 (m, 3 H, 3',4'5'-H);
7,49 (d, 1 H, %Jg7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,40 - 7,36 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,98 (dd, 1 H,
%J25 = 8,8 Hz, “J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,31 (d, 1 H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 4,84 (s br,
1H, 6-OH); 4,14 (9, 2 H, ¥Jchycns = 7,1 Hz, 3-COOCH,CH;); 1,05 (t, 3 H,
*Jcngien, = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs)

400 MHz, Aceton-d6 [o in ppm]: 8,92 (s, 1 H, 2-H); 8,42 (sbr, 1 H, 6-OH);
7,63 -7,58 (m, 3H, 3,4'5-H); 7,54 (d, 1 H, %Jgr7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,49 - 7,43 (m,
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BC-NMR;:

R+Werte:

2H, 2',6'-H); 7,06 (dd, 1 H, 3325 = 8,9 Hz, “J75= 2,6 Hz, 7-H); 6,41 (d, 1 H,
4\]5/7 = 2,6 Hz, 5-H), 4,09 (q, 2 H, 3\]CH2/CH3 =7,1Hz, 3'COOCH2CH3), 1,00 (t,
3 H, *Jcugcn, = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs)

400 MHz, DMSO-d6 [ inppm]: 9,46 (s, 1 H, 6-OH); 8,87 (s, 1 H, 2-H);
7,62 -7,57 (m, 4 H, 3'4' 5'-H, 8-H); 7,45 - 7,41 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,98 (dd, 1 H,
35 =8,9 Hz, Y5 =1,9 Hz, 7-H); 6,28 (d, 1 H, *Js7 = 1,9 Hz, 5-H); 4,04 (q,
2H, 3chycns =71 Hz, 3-COOCH,CHs); 0,93 (t, 3H, *Jcngcr, = 7,1 Hz,
3-COOCH,CHs)

125 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 166,0 (COOCH,CHy); 164,7 (6-C); 152,0 (8a-C);
149,7 (4-C); 149,0 (2-C); 147,5 (9a-C); 136,6 (1'-C); 128,6 (3',4'5'-C); 127,6
(2',6'-C); 122,8 (4b-C); 122,4 (3-C); 117,0 (7-C); 116,1 (4a-C); 112,7 (8-C);
108,3 (5-C); 61,2 (COOCH,CHy); 13,7 (COOCH,CH5)

0,49  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,61 Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

6-Hydroxy-7-methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

28a
C21H17N04
347,36 g/mol

nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemaf AAV 3 mit 415 mg (3,39 mmol)

2-Methyl-p-benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml

Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphare gertihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des

Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nachfolgend alle 14 Tage jeweils

138 mg (1,13 mmol) 2-Methyl-p-benzochinon zugegeben. Nach 70 Tagen konnte das

Zwischenprodukt der Cycloaddition diinnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen

werden und der

Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit

Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.

28a resultierte als ein feiner, braunlicher Feststoff.

Ausbeute:

Schmelzbereich

2,1%

; 196 — 203 °C

Elementaranalyse: ber.: C 72,61; H 4,93; N 4,03

gef.: C 72,55; H 4,85; N 3,88
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MS (ESI-positiv): m/z = 348,3 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 346,3 [M-H] 100 %

IR: KBr [#in cm™]: 3173 ,,br” (OH st) 3066 w, 3026 w (aromat. CH st); 2956 w,
2923 m, 2853w (aliph. CHst); 1712s (C=0 st); 1605w, 1590 m, 1505 w,
1458 m (C=C st); 1425 m, 1374 m, 1357 m (CH 9); 1292 m (aromat. C-OH st);
1248 m (C-O st Ester); 1180 s (C-O-C st cycl. Ether); 1157 m, (C-O st Ester);
761 w, 699 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR;: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 8,89 (s, 1 H, 2-H); 7,53 - 7,51 (m, 3 H, 3'4'5'-H);
7,38-7,35 (m, 4H, 6-OH, 2,6'8-H); 6,24 (s, 1H, 5-H); 4,12 (g, 2 H,
3JcHgcns = 7,0 Hz, 3-COOCH,CHs); 2,34 (s, 3H, 7-CHs); 1,00 (tr, 3 H,
$JchaicHp = 7,0 Hz, 3-COOCH,CHs,)

400 MHz, DMSO-d6 [6 in ppm]: 9,33 (sbr, 1 H, 6-OH); 8,77 (s, 1 H, 2-H);
7,56 - 7,54 (m, 3 H, 3',4'5'-H); 7,49 (s, 1 H, 8-H); 7,39 - 7,37 (m, 2 H, 2',6'-H);
6,40 (s, 1 H, 5-H); 3,99 (q, 2 H, *Jchychs = 7,0 Hz, 3-COOCH,CH3); 2,20 (s,
3 H, 7-CHs); 0,89 (t, 3 H, *Jcnaichp = 7,0 Hz, 3-COOCH,CHy5)

R+Werte: 0,58 Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,76  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

6-Hydroxy-8-methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung: 28b
Summenformel: C,H17NO,
Molgewicht: 347,36 g/mol
Darstellung: nach AAV 3

Bei der Umsetzung von 8 mit 2-Methyl-p-benzochinon wurde das Stellungsisomer von 28a
gebildet. Dieses wurde ebenfalls bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung mit
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent isoliert und aus Ether kristallisiert. 28b resultierte

als ein feiner, braunlicher Feststoff.

Ausbeute: 0,5%

Schmelzbereich: 134 - 137 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 348,7 [M+H]" 100 %

IR: KBr [#in cm™]: 3347 ,br” (OH st) 3056 w, 3019 w (aromat. CH st); 2954 w,

2924 m, 2853 w (aliph. CH st); 1708 m (C=0 st); 1607 w, 1589 m, 1494 w,
1462 m (C=C st); 1414 w, 1372 m, 1329 w (CH 6); 1291 m (aromat. C-OH st);



Experimenteller Teil 137

1258 m (C-O st Ester); 1174 s (C-O-C st cycl. Ether); 1133 m, (C-O st Ester);
760 w, 701 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDClI; [3 in ppm]: 9,00 (s, 1 H, 2-H); 7,52 - 7,50 (m, 3 H, 3',4',5'-H);
7,35-7,33 (m, 3H, 6-OH, 2',6-H); 6,79 (d, 1 H, “J;5s = 2,5 Hz, 7-H); 6,11 (d,
1 H, Y57 = 2,5 Hz, 5-H); 4,11 (q, 2 H, *Jchyicns = 7,0 Hz, 3-COOCH,CH3); 2,53
(s, 3 H, 8-CH3); 1,03 (t, 3 H, *Jchycn, = 7,0 Hz, 3-COOCH,CH5)

R¢Werte: 0,52  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,71  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

Die Gesamtausbeute von 28a und 28b betragt in der Summe 8,9 %. In dieser wurden sowohl
die isolierten Stellungsisomere als auch das mittels Sdulenchromatographie nicht zu trennende

Gemisch beider Verbindungen beriicksichtigt.

7-Chlor-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung: 29a
Summenformel: CyoH14CINO,
Molgewicht: 369,33 g/mol (¥Cl)

367,33 g/mol (*Cl)

Darstellung: nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemal AAV 3 mit 483 mg (3,39 mmol)
2-Chlor-p-benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml
Perchlorsdure (70 %)) unter Argon-Atmosphére geriihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nachfolgend alle 40 Tage jeweils
161,1 mg (1,13 mmol) 2-Chlor-p-benzochinon zugegeben. Nach 120 Tagen konnte das
Zwischenprodukt der Cycloaddition diinnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen
werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde séulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.

29a resultierte als ein schwach braunlicher, feiner Feststoff.
Ausbeute: 0,7%

Schmelzbereich: 219-222 °C
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MS (ESI-negativ): m/z = 368,33 [M(*’CI)-H] 26 %; m/z = 366,37 [M(**Cl)-H]  100%

IR:

'H-NMR:

R+Werte:

ATR [#incm™]: 3182 ,,br” (OH st) 3062 w (aromat. CH st); 2981 w, 2926 m,
2853 w (aliph. CHst); 1714s (C=0Ost); 1605w, 1586 m, 1502w, 1471w
(C=C st); 1443 w, 1421 m, 1369 m (CH 5); 1291 m (aromat. C-OH st); 1260 m
(C-O st Ester); 1176 s (C-O-C st cycl. Ether); 1123 w, (C-O st Ester); 1065 m
(aromat. C-Cl st); 761 w, 701 m (CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl [8 in ppm]: 9,12 (s, 1 H, 2-H); 8,05 (s, 1 H, 8-H); 7,64 - 7,60
(m, 3 H, 3'4'5"-H); 7,45 - 7,40 (m, 2 H, 2',6"-H); 6,86 (s, 1 H, 5-H); 5,54 (s br,
1H, 6-OH); 4,17 (0, 2 H, ¥Jcycns = 7,1 Hz, 3-COOCH,CH;); 1,08 (tr, 3 H,
3Jchgicr = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHa)

0,62  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,79  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

8-Chlor-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung:
Summenformel:

Molgewicht:

Darstellung:

29b
C2H1,CINO,

369,33 g/mol (¥Cl)
367,33 g/mol (*Cl)

nach AAV 3

Bei der Umsetzung von 8 mit 2-Chlor-p-benzochinon wurde das Stellungsisomer von 29a

gebildet. Dieses wurde ebenfalls bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung mit

Cyclohexan/Ess

als ein schwach

igester 60:40 (v/v) als Eluent isoliert und aus Ether kristallisiert. 29b resultierte

braunlicher, feiner Feststoff.

Ausbeute: 1,0%
Schmelzbereich: 208 - 211 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 370,18 [M(¥’Cl)+H]" 28 %; m/z = 368,15 [M(*CI)+H]" 100%

MS (ESI-negativ): m/z = 368,28 [M(¥’Cl)-H]" 23 %; m/z = 366,25 [M(**CI)-H] 100%

IR:

'H-NMR:

ATR [# incm™]: 3165 ,,br” (OH st) 3061 w (aromat. CH st); 2982 w, 2917 m,
2850 w (aliph. CH st); 1709 s (C=0 st); 1587 m, 1564 w, 1500 w, 1470 m
(C=C st); 1440 w, 1422 w, 1373 m (CH §); 1290 m (aromat. C-OH st); 1256 m
(C-O st Ester); 1177 m (C-O-C st cycl. Ether); 1121 w, (C-O st Ester); 1064 m
(aromat. C-Cl st); 759 w, 700 m (CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl; [5 in ppm]: 9,07 (s, 1 H, 2-H); 7,55 - 7,51 (m, 3 H, 3',4',5"-H);
7,38-7,35 (m, 2H, 2'6-H); 7,04 (d, 1 H, 475=2,5Hz, 7-H); 6,21 (d, 1 H,
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‘357 = 2,5 Hz, 5-H); 5,15 (sbr, 1H, 6-OH); 4,15 (q, 2 H, *Jcnycns = 7,1 Hz,
3'COOCH2CH3), 1,05 (tr, 3 H, 3‘JCH3/CH2 =7,1Hz, 3'COOCH2CH3)

R¢+Werte: 0,57  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,76  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

Die Gesamtausbeute von 29a und 29b betragt in der Summe 4,6 %. In dieser wurden sowohl
die isolierten Stellungsisomere als auch das mittels Saulenchromatographie nicht zu trennende

Gemisch beider Verbindungen beriicksichtigt.

7-Brom-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsdureethylester

Verbindung: 30a
Summenformel: C,oH14BrNO,
Molgewicht: 413,2 g/mol (*'Br)

411,2 g/mol ("°Br)

Darstellung: nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemal AAV 3 mit 634 mg (3,39 mmol)
2-Brom-p-benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphare geriihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nachfolgend alle 2 Monate jeweils
211,3mg (1,13 mmol) 2-Brom-p-benzochinon zugegeben. Nach 150 Tagen konnte das
Zwischenprodukt der Cycloaddition diinnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen
werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde saulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester 85:15 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether Kkristallisiert.

30a resultierte als ein feiner, rotbraunlicher Feststoff.

Ausbeute: 0,5%
Schmelzbereich: 207 - 209 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 414,15 [M(*'Br)+H]"* 100 %; m/z = 412,17 [M("Br)+H]* 82 %

MS (ESI-negativ): m/z = 412,19 [M(®'Br)-H] 90%; m/z = 410,19 [M("Br)-H] 100%

IR: ATR [7 incm™]: 3204 ,,br” (OH st) 3062 w (aromat. CH st); 2981 w, 2924 m,
2852w (aliph. CHst); 1713 s (C=0st); 1605w, 1581 m, 1500 w, 1467 m
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'H-NMR;:

R+Werte:

(C=C st); 1443 w, 1415 m, 1367 m (CH 8); 1292 m (aromat. C-OH st); 1258 m
(C-O st Ester); 1176 s (C-O-C st cycl. Ether); 1122 w, (C-O st Ester); 1058 m
(aromat. C-Br st); 761 w, 700 m (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, CDClI; [ in ppm]: 9,01 (s, 1 H, 2-H); 7,75 (s, 1 H, 8-H); 7,53 - 7,51
(m, 3H, 3,4'5-H); 7,34 - 7,32 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,53 (s, 1 H, 5-H); 5,40 (s br,
1H, 6-OH); 4,12 (q, 2 H, *Jchychs = 7,0 Hz, 3-COOCH,CH3); 1,03 (tr, 3 H,
$Jchgion, = 7,0 Hz, 3-COOCH,CHs)

0,76  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,89  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

8-Brom-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsiureethylester

Verbindung:
Summenformel:

Molgewicht:

Darstellung:

30b
Con 14BrN 04

413,2 g/mol (*'Br)
411,2 g/mol (“Br)

nach AAV 3

Bei der Umsetzung von 8 mit 2-Brom-p-benzochinon wurde das Stellungsisomer von 30a

gebildet. Dieses wurde ebenfalls bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung mit

Chloroform/Ess

igester 85:15 (v/v) als Eluent isoliert und aus Ether kristallisiert. 30b resultierte

als ein feiner, rotbraunlicher Feststoff.

Ausbeute: 12 %
Schmelzbereich: 203 - 207 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 414,20 [M(®'Br)+H]* 100%; m/z = 412,20 [M("°Br)+H]* 98%

MS (ESI-negativ): m/z = 412,24 [M(*'Br)-H] 98 %; m/z = 410,25 [M("°Br)-H] 100%

IR:

'H-NMR:

ATR [7 incm™]: 3201 ,,br” (OH st) 3082 w (aromat. CH st); 2982 w, 2923 m,
2851w (aliph. CHst); 1713 s (C=0st); 1605w, 1580 m, 1500 w, 1466 m
(C=C st); 1444 w, 1415 m, 1368 m (CH &); 1289 m (aromat. C-OH st); 1257 m
(C-O st Ester); 1176 s (C-O-C st cycl. Ether); 1122 w, (C-O st Ester); 1056 m
(aromat. C-Br st); 761 w, 700 m (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 9,05 (s, 1 H, 2-H); 7,53 - 7,49 (m, 3 H, 3'4'5-H);
7,37-7,34 (m, 2H, 2',6-H); 7,20 (d, 1 H, “J;5=2,4 Hz, 7-H); 6,27 (d, 1 H,
‘357 = 2,4 Hz, 5-H); 5,53 (sbr, 1H, 6-OH); 4,14 (q, 2 H, *Jcnycns = 7,1 Hz,
3-COOCH,CHs); 1,05 (tr, 3 H, *Jchzcr, = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs)
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R¢Werte: 0,71  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,84  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

Die Gesamtausbeute von 30a und 30b betragt in der Summe 3,7 %. In dieser wurden sowohl
die isolierten Stellungsisomere als auch das mittels Sdulenchromatographie nicht zu trennende
Gemisch beider VVerbindungen beriicksichtigt.

6-Hydroxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsdureethylester

Verbindung: 31

Summenformel: Ca4H17NO, O Q 0
Molgewicht: 383,12 g/mol QO XN O/\CH3
Darstellung: nach AAV 3 o | N/

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemal AAV 3 mit 536 mg (3,39 mmol)
1,4-Naphthochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml
Perchlorsdure (70 %)) unter Argon-Atmosphére geruhrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nachfolgend alle 7 Tage jeweils 179 mg
(1,13 mmol) 1,4-Naphthochinon zugegeben. Nach 32 Tagen konnte das Zwischenprodukt der
Cycloaddition dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz
wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester
60:40 (VIv) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.

31 resultierte als ein feiner, schwach gelblicher Feststoff.
Ausbeute: 4.8 %
Schmelzbereich: 222 - 226 °C

Elementaranalyse: ber.: C 75,19; H 4,47; N 3,65
gef.: C 74,88; H 4,38; N 3,60

MS (ESI-positiv): m/z = 384,13 [M+H]" 100 %
MS (ESl-negativ):  m/z = 382,25 [M-H] 100 %

IR: KBr [# in cm™]: 3140 ,,br” (OH st) 3066 w (aromat. CH st); 2978 m, 2934 w,
2871w (aliph. CHst); 1710s (C=Ost); 1592 m, 1568 w, 1501w, 1477 w
(C=C st); 1444 m, 1411 m, 1365w, 1312 w (CH 3); 1290 s (aromat. C-OH st);
1260 m (C-O st Ester); 1184 s (C-O-C st cycl. Ether); 1161 m, (C-O st Ester);
758 m, 704 m (CH & monosubst. Aromat)
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'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8in ppm]: 9,02 (s, 1 H, 2-H); 8,41 (d, 1 H, )10 = 8,3 Hz,
10-H); 8,24 (d, 1H, %,5=83Hz, 7-H); 7,68 (tr, 1H, 3Jgu =83 Hz,
%Jgis = 8,3 Hz, 9-H); 7,59 (tr, 1 H, 3Jg5 = 8,3 Hz, *Jg7 = 8,3 Hz, 8-H): 7,55 - 7,50
(m, 4 H, 6-OH, 3'4'5'-H); 7,42 - 7,40 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,20 (s, 1 H, 5-H); 4,14
(@, 2 H, *Jonychs = 7,0 Hz, 3-COOCH,CH3); 1,05 (t, 3 H, *Jchacr, = 7,0 Hz,
3-COOCH,CHs)

400 MHz, Aceton-d6 [6 in ppm]: 9,18 (s, 1 H, 6-OH); 8,92 (s, 1 H, 2-H); 8,39
(d, 1 H, 310 = 8,1 Hz, 10-H); 8,34 (d, 1 H, 3J;5 = 8,4 Hz, 7-H); 7,79 - 7,73 (m,
1H, 9-H); 7,68-7,58 (m, 4H, 3'4'5-H, 8-H); 7,53 -7,47 (m, 2H, 2',6'-H);
6,43 (s, 1 H, 5-H); 4,10 (q, 2 H, *Jchychs = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs); 1,01 (t,
3 H, *Jcugien, = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs)

BC-NMR: 100 MHz, Aceton-d6 [3 in ppm]: 167,7 (3-COOCH,CHs); 165,7 (6-C); 151,7
(4-C); 149,1 (2-C); 1482 (11a-C); 147,2 (10b-C); 1386 (1-C); 130,3
(3,4'5-C); 130,0 (2,6-C); 129,4 (10-C); 128,2 (7-C); 127,4 (4b-C); 1253
(9-C); 125,1 (10a-C); 123,2 (6a-C); 122,4 (8-C); 119,2 (3-C); 118,4 (4a-C);
102,2 (5-C); 62,6 (COOCH,CHy); 15,0 (COOCH,CHs)

R¢+Werte: 0,58 Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,81  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

6-Hydroxy-7-methoxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-

carbonsaureethylester

Verbindung: 32
Summenformel: Cu5H1gNOs
Molgewicht: 413,42 g/mol
Darstellung_ nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 wurden gemal AAV 3 mit 638 mg (3,39 mmol)
5-Methoxy-1,4-naphthochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsédure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und
5,4 ml Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphére gerihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 5Tagen und nach 30 Tagen jeweils 212,6 mg
(1,23 mmol)  5-Methoxy-1,4-naphthochinon  zugegeben. Nach 78 Tagen konnte das
Zwischenprodukt der Cycloaddition diinnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen
werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde saulenchromatographisch mit
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.

32 resultierte als ein feiner, hell-gelber Feststoff.

Ausbeute: 41 %
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Schmelzbereich: 280-283°C

Elementaranalyse: ber.: C 72,63; H 4,63; N 3,39

gef.: C 72,65; H 4,60; N 2,99

MS (ESI-negativ):  m/z = 412,23 [M-H] 100 %

IR:

'H-NMR:

R+-Werte:

ATR [¥ in cm™]: 3152 ,,br” (OH st) 3053 w (aromat. CH st); 2955 w, 2917 s,
2850 m (aliph. CHst); 1715s (C=0Ost); 1631w, 1583 m, 1526 w, 1456 w
(C=C st); 1440 w, 1402 m, 1361 m (CH 3); 1288 w (aromat. C-OH st); 1263 m
(C-O st Ester); 1214w (C-O-C st aromat. Ether); 1193w, (C-O st Ester);
1182 m (C-O-C st cycl. Ether); 1046 m, 1005w (C-O-C st aromat. Ether);
757 w, 702 m (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 9,06 (s, 1 H, 2-H); 7,83 (d, 1 H, %J10s = 8,2 Hz,
10-H); 7,60-7,55 (m, 3 H, 3'4'5-H); 7,54 (,.tr, 1 H, 3Jgg = *Jgs0 = 8,1 Hz,
9-H); 7,45-7,42 (m, 2 H, 2',6-H); 7,07 (d, 1 H, 3Jg = 7,9 Hz, 8-H); 6,22 (s,
1H, 5-H); 511 (sbr, 1H, 6-OH); 417 (q, 2H, *Jonycrs =72 Hz,
3-COOCH,CHs); 4,16 (s, 3H, 7-OCHj); 1,07 (t, 3H, *Jcuycr, = 7,2 Hz,
3-COOCH,CHs)

400 MHz, Aceton-d6 [& in ppm]: 9,16 (s br, 1 H, 6-OH); 8,93 (s, 1 H, 2-H);
7,91 (d, 1 H, %3100 = 7,7 Hz, 10-H); 7,64 - 7,59 (m, 3 H, 3'4'5-H); 7,54 (,.tr*,
1H, %Jgg=g10=8,1Hz, 9-H); 7,52-7,47 (m, 2H, 2'6-H); 7,22 (d, 1 H,
%Jgi0 = 7,9 Hz, 8-H); 6,47 (s, 1 H, 5-H); 4,16 (s, 3 H, 7-OCHs); 4,10 (g, 2 H,
Schgens = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs); 1,01 (t, 3H, *Jcnyen,=7.1Hz,
3-COOCH,CHy)

0,27  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,70  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

6-Hydroxy-7,10-dimethoxy-4-phenylnaphtho[1',2*:4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-
carbonsaureethylester

Verbindung: 33

Summenformel: Cy6H21NOg

Molgewicht: 443,45 g/mol

Darstellung: nach AAV 3

750 mg (2,76 mmol) der Verbindung 8 H3C/

wurden gemaR

AAV 3 mit 740 mg (3,39 mmol) 5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochinon in 75 ml

Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (69,6 ml Dioxan und 5,4 ml Perchlorsdure (70 %)) unter

Argon-Atmosphare gerihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des Tetrahydro-Intermediates wurden
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nach 3Tagen und nach 17 Tagen jeweils 246,6 mg (1,13 mmol) 5,8-Dimethoxy-
1,4-naphthochinon zugegeben. Nach 67 Tagen konnte das Zwischenprodukt der Cycloaddition
dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 70:30
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 33 resultierte als ein feiner, rot-brauner
Feststoff.

Ausbeute: 9,4 %
Schmelzbereich: 241 — 245 °C

Elementaranalyse: ber.: C 70,42; H 4,77; N 3,16
gef.: C 70,25; H 4,74; N 2,93

MS (ESl-positiv): m/z = 444,14 [M+H]" 100 %

IR: ATR [¥ in cm™]: 3369 ,,br” (OH st) 3058 w (aromat. CH st); 2956 w, 2919 m,
2851w (aliph. CHst); 1723 s (C=0st); 1613 m, 1587 m, 1533 m, 1503 w,
1455 m (C=C st); 1398's, 1353 m (CH 8); 1290 w (aromat. C-OH st); 1261 m
(C-O st Ester); 1226 w (C-O-C st aromat. Ether); 1178 m (C-O-C st cycl.
Ether); 1144 w, (C-O st Ester); 1043 m, 1017 w (C-O-C st aromat. Ether);
758 m, 701 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 9,04 (s, 1 H, 2-H); 7,60 - 7,56 (m, 3 H, 3',4'5"-H);
744-741 (m, 2H, 2',6'-H); 6,89 (AB-System: q, 2 H, Adap =0,018 ppm,
%Jae = 9,1 Hz, 8,9-H): 6,37 (s, 1 H, 5-H); 5,21 (s br, 1 H, 6-OH); 4,14 (q, 2 H,
3JCH2,CH3 =7,1 Hz, 3-COOCH,CHy); 4,10 (s, 3 H, OCHy); 4,04 (s, 3 H, OCHy);
1,05 (t, 3 H, ¥chzcr, = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHs)

400 MHz, Aceton-d6 [8 in ppm]: 9,59 (s br, 1 H, 6-OH); 8,97 (s, 1 H, 2-H);
7,64-7,62 (m, 3H, 3'4'5-H); 7,52 -7,49 (m, 2 H, 2',6'-H); 7,12 (AB-System:
0, 2 H, A8 =0,019 ppm, *Jag = 8,7 Hz, 8,9-H); 6,27 (s, 1 H, 5-H); 4,13 (s,
3H, OCHs); 4,11 (q, 2 H, *Jchycns = 7,1 Hz, 3-COOCH,CH;); 4,09 (s, 3 H,
OCHs); 1,02 (t, 3 H, *Jcgcn, = 7,0 Hz, 3-COOCH,CHs)

R¢Werte: 0,21  Cyclohexan/Essigester 70:30 (v/v)
0,72  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)



Experimenteller Teil 145

6.1.2.6.3 3-Carbonsaureamid-substituierte 1-Aza-9-oxafluorene

N-Ethyl-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 34
Summenformel: CyoH16N2O5
Molgewicht: 332,35 g/mol
Darstellung: nach AAV 4

50 mg (0,15 mmol) 27, geltst in 10 ml Methanol, wurden gemal AAV 4 mit 20 ml 40%iger
wassriger Ethylaminlésung umgesetzt Nach 30 Tagen war das Edukt verbraucht und der
Reaktionsansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde s&ulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:10 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem
Ether kristallisiert. 34 resultierte als ein ocker-gelbes Pulver.

Ausbeute: 66 %
Schmelzbereich: 265 — 268 °C

Elementaranalyse: ber.: C 72,28; H 4,85; N 8,43
gef.: C71,93; H 4,62; N 8,38

MS (ESI-negativ): m/z = 331,5 [M-H] 100 %

IR: KBr, [#incm™]: 3338 m (NHst); 3159 m,br“ (OH st); 3056w (aromat.
CH st); 2983 m, 2939w, 2873w (aliph. CH st); 1642s (C=0st); 1586 m
(C=C st); 1545 m (NH §); 1496 w, 1462 w, 1446 m (C=C st); 1382 m (C-N st);
1312 w, 1296 w, 1280 w, 1262 m (CH 3); 1251 m (C-OH st); 1180 s (C-O-C st
cycl. Ether); 754 w, 699 w (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [d in ppm]: 9,44 (sbr, 1 H, 6-OH); 8,44 (s, 1 H, 2-H);
8,22 (tbr, 1H, *J\wcn, = 5,3 Hz, 3-CONHCH,CH,); 7,60-7,56 (m, 4H,
3'4'5-H, 8-H); 7,51-7,47 (m, 2H, 2',6-H); 6,96 (dd, 1 H, 3J;s=8,8 Hz,
“J25=25Hz, 7-H); 6,50 (d, 1 H, “Js7=2,5Hz, 5-H); 3,10-3,02 (m, 2 H,
3-CONHCH,CHz); 0,84 (t, 3 H, 3JCH3,CH2 =7,2 Hz, 3-CONHCH,CHy)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO-d6 [5 in ppm]: 165,6 (3-CONHCH,CH); 162,5 (6-C); 153,3
(2-C); 147,7 (8a-C); 144,4 (4-C); 143,6 (9a-C); 131,6 (1'-C); 129,7 (3-C); 128,7
(4'-C); 128,3 (3',5'-C); 128,1 (2',6'-C); 121,9 (4b-C); 116,9 (7-C); 114,2 (4a-C);
112,3 (8-C); 107,2 (5-C); 33,6 (3-CONHCH,CHs); 14,1 (3-CONHCH,CH3)

R¢+Werte: 0,13  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,56  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:10 (v/v/v)
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6-Hydroxy-4-phenyl-N-propylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 35
Summenformel: Cy1H1gN,O5
Molgewicht: 346,38 g/mol
Darstellung: a) nach AAV 4
b) nach AAV 3
a) 50 mg (0,15 mmol) der Verbindung 27, geldst in 10 ml Methanol, wurden geméall AAV 4 mit

b)

20 ml 40%iger wassriger Propylaminlosung umgesetzt. Nach 50 Tagen war das Edukt
verbraucht und der Reaktionsansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde
séulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:10 (v/v/v) als Eluent

aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 35 resultierte als ein beiges Pulver.

500 mg (1,76 mmol) der Verbindung 10 wurden gemadll AAV 3 mit 233 mg (2,16 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (48,6 ml Dioxan und 1,4 ml
Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphére gerihrt. Zur vollstandigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden einmalig 78 mg (0,72 mmol)
p-Benzochinon zugegeben. Nach 7 Tagen konnte das Zwischenprodukt der Cycloaddition
dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester
40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 35 resultierte als

ein beiges Pulver.

Ausbeute: nach AAV 4: 33 %

nach AAV 3: 1,3 %

Schmelzbereich: 226 — 228 °C

Elementaranalyse: ber.: C 72,82; H5,24; N 8,09

gef.: C 72,74; H 5,38; N 8,02

MS (ESI-negativ): m/z = 345,4 [M-H] 100 %

IR:

KBr [¥incm™]: 3244 m ,br“ (NHst& OH st); 3063w (aromat. CH st);
2964 m, 2934 w, 2878 w (aliph. CH st); 1644 s (C=0 st); 1587 m (C=C st);
1540 m (NH 8); 1502 w, 1467 w, 1446 m (C=C st); 1379 m (C-N st); 1316 w,
1300 w, 1283w (CH d); 1258 m (C-OH st); 1176 (C-O-C st cycl. Ether);
758 w, 699 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [5 in ppm]: 9,43 (sbr, 1 H, 6-OH); 8,44 (s, 1 H, 2-H);

8,24 (t br, 1H, 3‘JNH/CH2 = 5,6 Hz, 3'CONHCH2CH2CH3), 7,58 - 7,56 (m, 4 H,
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3'4'5-H, 8-H); 7,51-7,48 (m, 2H, 2,6-H); 6,97 (dd, 1H, 3J;5=8,9 Hz,
Y5 =25Hz, 7-H); 6,49 (d, 1H, “Js7=25Hz, 5-H); 3,04-2,98 (m, 2 H,
3-CONHCH,CH,CH); 1,30-1,20 (m, 2 H, 3-CONHCH,CH,CHs); 0,69 (t,
3 H, *Jcugien, = 7,4 Hz, 3-CONHCH,CH,CH)

BC-NMR: 100 MHz, DMSO0-d6 [5 in ppm]: 165,8 (3-CONHCH,CH,CHs); 162,5 (6-C);
153,3 (2-C); 147,7 (8a-C); 144,4 (4-C); 143,5 (9a-C); 134,8 (1'-C); 129,8 (3-C);
128,7 (4-C); 128,3 (3'5-C); 128,1 (2',6'-C); 121,9 (4b-C); 116,9 (7-C); 114,2
(4a-C); 112,3 (8-C); 107,2 (5-C); 40,6 (3-CONHCH,CH,CH;); 21,9
(3-CONHCH,CH,CHs); 11,1 (3-CONHCH,CH,CHs)

R¢Werte: 0,21  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,65 Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:10 (v/v/v)

N-(2-Aminoethyl)-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 36
Summenformel: CyoH17N305
Molgewicht: 347,37 g/mol
Darstellung: nach AAV 4

50 mg (0,15 mmol) 27, geldst in 10 ml Methanol, wurden gemal AAV 4 mit 20 ml 40%iger
wassriger Ethylendiaminldsung umgesetzt Nach 90 Tagen war das Edukt verbraucht und der
Reaktionsansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:20 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem

Ether kristallisiert. 36 resultierte als ein gelbbraunes Pulver.

Ausbeute: 19%

Schmelzbereich: 248 — 253 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 348,2 [M+H]*

IR: KBr [#incm™]: 3281 m,br* (NHst& OHst); 3067w (aromat. CH st);

2958 w, 2928 m, 2856 w (aliph. CH st); 1647 s (C=0 st); 1585w (C=C st);
1550 m (NH 8); 1501 w, 1468 m, 1448 w (C=C st); 1381 m (C-N st); 1299 w,
1287w (CH 8); 1254 m (C-OH st); 1182 m (C-O-C st cycl. Ether); 1072 w
(C-N st primares Amin); 762 w, 703 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [d in ppm]: 8,54 (s, 1 H, 2-H); 8,11 (s br, 1 H, 6-OH);
761-752 (m, 6H,2,345,6-H, 3-CONHCH,CH,NH,); 7,49 (d, 1H,
%375 = 8,8 Hz, 8-H); 7,03 (dd, 1 H, %Jys = 8,8 Hz, “J;;s = 2,5 Hz, 7-H); 6,58 (d,
1H, “s7=25Hz, 5-H); 3,40-3,33 (m, 2H, 3-CONHCH,CH,NH,);
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3,28-3,22 (M, 2 H, 3-CONHCH,CH,NH,); 3,01 (t, 2 H, e, = 6,5 Hz,
3-CONHCH,CH,NH,)

R¢+Werte: 0,02  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,12  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:20 (v/v/v)

6-Hydroxy-N,4-diphenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 37
Summenformel: CosH16N,O5
Molgewicht: 380,40 g/mol
Darstellung: nach AAV 3

1g (3,1 mmol) der Verbindung 11 wurde gemal AAV 3 mit 411 mg (3,81 mmol)
p-Benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsédure-Gemisch (72,9 ml Dioxan und 2,1 ml Perchlor-
séure (70 %)) unter Argon-Atmosphare geriihrt. Nach 10 Tagen konnte das Zwischenprodukt
der Cycloaddition nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet.
Das Produkt wurde saulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent

aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 37 resultierte als ein hellbeiges Pulver.
Ausbeute: 51%
Schmelzbereich: 262 — 265 °C

Elementaranalyse: ber.: C 75,78; H 4,24; N 7,36
gef.: C 75,66; H 4,29; N 7,31

MS (ESl-positiv): m/z = 381,31 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 379,33 [M-H] 100 %

IR: ATR [#incm™]: 3379 m (NH st); 3190 m (OH st); 3065 m (aromat. CH st);
1650 s (C=0st); 1598 s (C=Cst); 1558 m (NH 38); 1500 w, 1470 w, 1444 s
(C=C st); 1393 m (C-N st); 1258 m (aromat. C-OH st); 1188 s (C-O-C st cycl.
Ether); 752 w, 704 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [3 in ppm]: 10,37 (s, 1 H, 3-CONHC;Hs);9,46 (s, 1 H,
6-OH); 8,65 (s, 1 H, 2-H); 7,61 (d, 1 H, *Jg; = 8,9 Hz, 8-H); 7,58 - 7,53 (m, 5 H,
3-CONHCHs); 7,51-7,47 (m, 2H, 2",6"H); 7,30-7,25 (m, 2H, 3"5%H);
7,05 (tr, 1H, *Juus = uwse = 7,4 Hz, 4"-H); 6,99 (dd, 1H, 3]s =89 Hz,
‘35 = 2,5 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1 H, “Js; = 2,5 Hz, 5-H)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [ in ppm]: 9,19 (s br, 1 H, 3-CONHC4Hs); 8,70 (s, 1 H,
2-H); 8,44 (s ,br*, 1 H, 6-OH); 7,65 -7,57 (m, 5H, 3-CONHC4Hs); 7,55 (d,
1H, %g7=89Hz, 8-H); 7,54-750 (m, 2H, 2*6"H); 7,30-7,24 (m, 2 H,
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3*5"-H); 7,08 (dd, 1H, %J,5=89Hz, “J;5=2,6Hz, 7-H); 7,05 (tr, 1H,
3\]4#/3# = 3\]4#/5# =7,4Hz, 4#‘H); 6,65 (d, 1 H, 4\]5/7 =2,6 Hz, 5-H)

R¢Werte: 0,43  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)

0,24  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,47  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:2 (v/v/v)

N-Benzyl-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 38
Summenformel: CysH15N,0O5
Molgewicht: 394,42 g/mol
Darstellung: a) nach AAV 4
b) nach AAV 3
a) 50 mg (0,15 mmol) der Verbindung 27, geldst in 10 ml Methanol, wurden gemall AAV 4 mit

b)

20 ml 40%iger wassriger Benzylaminlésung umgesetzt Nach 120 Tagen war das Edukt
verbraucht und der Reaktionsansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulen-
chromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus

Chloroform/Petrolether kristallisiert. 38 resultierte als ein feines, weilles Pulver.

1g (3mmol) der Verbindung 12 wurde gemal AAV 3 mit 399 mg (3,69 mmol)
p-Benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (72,9 ml Dioxan und 2,1 ml
Perchlorsédure (70 %)) unter Argon-Atmosphére gerihrt. Zur vollstandigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 7 Tagen einmalig 133mg (1,23 mmol)
p-Benzochinon zugegeben. Nach 14 Tagen konnte das Zwischenprodukt der Cycloaddition
dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester
40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Chloroform/Petrolether kristallisiert.

38 resultierte als ein feines, weiles Pulver.

Ausbeute: nach AAV 4: 13,7 %

nach AAV 3: 2,7 %

Schmelzbereich: 122 - 126 °C

Elementaranalyse: ber.: C 76,13; H 4,60; N 7,10

gef.: C 76,28; H 4,67; N 7,07

MS (ESI-positiv): m/z = 413,12 [M+NH,]" 100 %; m/z = 395,22 [M+H]" 20 %
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IR:

'H-NMR:

R¢+Werte:

KBr [#incm™]: 3274 m,br“ (NHst & OHst); 3061w, 3032w (aromat.
CH st); 2925w, 2875w (aliph. CH st); 1640s (C=0 st); 1587 m (C=C st);
1545 m (NH §); 1496 w, 1467 w, 1448 m (C=C st); 1372 m (C-N st); 1317 w,
1298 w, 1287 w (CH 38); 1249 m (ar C-OH st); 1180 m (C-O-C st cycl. Ether);
759 w, 698 m (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, Aceton-d6 [d in ppm]: 8,48 (s, 1 H, 2-H); 8,33 (s br, 1 H, 6-OH);
7,54 - 7,44 (m, 6 H, 4-CeHs, 3-CONHCH,CsHs (Inw crp = 5,9 Hz)); 7,42 (d,
1H, %g7=8,6Hz, 8H); 7,17-7,08 (m, 3H, 3 4°5H); 6,95 (dd, 1H,
%35 = 8,6 Hz, “J;5=2,7 Hz, 7-H); 6,94 -6,92 (m, 2 H, 2*,6"-H); 6,49 (d, 1 H,
357 = 2,7 Hz, 5-H); 4,30 (d, 2 H, Jcpynn = 5,9 Hz, 3-CONHCH,CgHs)

0,32  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,11  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

N,N-Diethyl-6-hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:
Darstellung:

1g (3,35 mmo
p-Benzochinon
séure (70 %)) u

39
C22H20N203
360,41 g/mol

aus AAV 3

) der Verbindung 13 wurde gemdl AAV 3 mit 445mg (4,12 mmol)
in 75 ml Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (72,9 ml Dioxan und 2,1 ml Perchlor-

nter Argon-Atmosphare gerlhrt. Zur vollstdndigen Oxidation des Tetrahydro-

Intermediates wurden nach 3 Tagen einmalig 148 mg (1,37 mmol) p-Benzochinon zugegeben.

Nach 14 Tagen

nicht mehr nac

konnte das Zwischenprodukt der Cycloaddition diinnschichtchromatographisch

hgewiesen werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde

séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus

trockenem Ether kristallisiert. 39 resultierte als ein beiges Pulver.

Ausbeute: 1,0 %
Schmelzbereich: 208 — 211 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 743,93 [2M+Na]" 100 %; m/z = 361,24 [M+H]" 60 %

MS (ESI-negativ): m/z = 359,44 [M-H] 100 %

IR:

ATR [¥incm™]: 3140 m,br“ (OHst); 3062w (aromat. CH st); 2999 w,
2982 m, 2940w, 2875w (aliph. CH st); 1578 s (C=0 st); 1485 m, 1443w,
1434 m (C=C st); 1391 m (C-N st); 1315w, 1298 w, 1278 m (CH §); 1254 m
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(ar C-OH st); 1133 s (C-O-C st cycl. Ether); 759 w, 696 w (CH & monosubst.
Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCls [8 in ppm]: 8,39 (s, 1 H, 2-H); 7,49 - 7,43 (m, 5 H, 4-C¢Hs):
7,37 (d, 1 H, %Jg7 = 8,8 Hz, 8-H); 6,89 (dd, 1 H, %J;5=8,8 Hz, 5 = 2,2 Hz,
7-H); 6,64 (d, 1 H, “Js7 = 2,2 Hz, 5-H); 6,24 (s br, 1 H, 6-OH); 3,86 (qd, 1 H,
2Jne = 14,0Hz, *cpycns = 7,0 Hz, 3-CONCH,CHs), [E]); 3,21 (qd, 1H,
Jwe = 14,0 Hz, *Jopyons = 7.0 Hz, 3-CONCH,CHy), [E]); 2,99 (qd, 1H,
2dne =144 Hz, *Joppcns = 7,2 Hz, 3-CONCH,CHg), [Z]); 2,74 (qd, 1H,
e =144 Hz, Joppens = 7,2 Hz, 3-CONCH,CHs), [Z]); 1,13 (t, 3H,
$Jchaicn = 7,0 Hz, 3-CON(CH,CH3), [E]); 0,72 (t, 3H, *Jcnycr, = 7,2 Hz,
3-CON(CH,CHs), [Z])

R¢Werte: 0,28  Cyclohexan/Essigester 40/60 (v/v)
0,25  Chloroform/Essigester 85/15 (v/v)

6-Hydroxy-4-phenyl-N,N-dipropylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbamid

Verbindung: 40

Summenformel: Co4H24N,05

Molgewicht: 388,46 g/mol N/\/CHs
Darstellung: nach AAV 3 H

1g (3,06 mmol) der Verbindung 14 wurde gemaR CHj

AAV 3 mit 406 mg (3,76 mmol) p-Benzochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch
(72,9 ml Dioxan und 2,1 ml Perchlorséure (70 %)) unter Argon-Atmosphére gerthrt. Zur voll-
stdndigen Oxidation des Tetrahydro-Intermediates wurden nach 3 Tagen einmalig 135 mg
(1,25 mmol) p-Benzochinon zugegeben. Nach 14 Tagen konnte das Zwischenprodukt der
Cycloaddition dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz
wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester
40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 40 resultierte als ein

beiges Pulver.
Ausbeute: 3,1 %
Schmelzbereich: 201 -203 °C

Elementaranalyse: ber.: C74,21; H6,23; N 7,21
gef.: C 73,87; H6,35; N 7,13

MS (ESI-positiv): m/z = 389,33 [M+H]" 100 %; m/z = 798,97 [2M+Na]* 72 %
MS (ESI-negativ):  m/z = 387,46 [M-H] 100 %
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IR:

'H-NMR:

R¢+Werte:

ATR [Vincm™]: 3189 m , br“ (OHst); 3089w, 3070w (aromat. CH st);
2968 m, 2959 w, 2937 w, 2874 w (aliph. CH st); 1660s (C=0 st); 1577 m,
1495 m, 1460 w, 1446 m (C=C st); 1373 m (C-N st); 1314 w, 1300 w, 1282 m
(CH 5); 1262 m (C-OH st); 1178 m (C-O-C st cycl. Ether); 756 w, 701 m (CH 6
monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCls [3 in ppm]: 8,32 (s, 1 H, 2-H); 7,56 - 7,35 (m, 6 H, 4-C¢Hs,
8-H); 6,88 (d, 1H, %J;5=7,4 Hz, 7-H); 6,57 (s, 1H, 5-H); 6,01 (sbr, 1 H,
6-OH); 3,78 -3,40 (m, 2 H, 3-CON(CH,CH,CH,), [E]); 2,88 - 2,57 (m, 2 H,
3-CON(CH,CH,CH), [Z]); 1,33 - 1,18 (m, 4 H, 3-CON(CH,CH,CHs), [E/Z]);
0,73 - 0,60 (m, 6 H, 3-CON(CH,CH,CHb), [E/Z])

400 MHz, Aceton-d6 [& in ppm]: 8,41 (sbr, 1 H, 6-OH); 8,33 (s, 1 H, 2-H);
7,72 -7,57 (m, 5H, 4-CsHs); 7,54 (d, 1 H, *Jg7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,06 (dd, 1 H,
%J25 = 8,9 Hz, *J75 = 2,6 Hz, 7-H); 6,72 (d, 1 H, “J57 = 2,6 Hz, 5-H); 3,77 - 3,32
(m, 2 H, 3-CON(CH,CH,CH,), [E]); 3,16 - 2,88 (m, 2 H,
3-CON(CH,CH,CHs), [Z]); 1,40 - 1,23 (m, 4 H, 3-CON(CH,CH,CHs), [E/Z]);
0,67 (t, 3H, *Jcugcn, = 7,4 Hz, 3-CON(CH,CH,CHs), [E]); 0,65 (t, 3 H,
3\]CH3/CH2 =7,4 Hz, 3-CON(CH,CH,CHs3), [Z])

0,19  Cyclohexan/Essigester 60/40 (v/v)
0,18 Chloroform/Essigester 85/15 (v/v)
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6.1.2.6.4 3-Fluor-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3-Fluor-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3b]pyridin-6-ol

Verbindung: 41 O
HO
Summenformel: Ci7H1oFNO,
Molgewicht: 279,27 g/mol O o F
. | /
Darstellung: nach AAV 3 o N

1 g (4,6 mmol) der Verbindung 16 wurde gemalt AAV 3 mit 616 mg (5,7 mmol) p-Benzochinon
in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml Perchlorséure (70 %))
unter Argon-Atmosphdre gertihrt. Zur vollstdndigen Oxidation des Tetrahydro-Intermediates
wurden nach 24 Stunden 205 mg (1,9 mmol) p-Benzochinon zugegeben. Nach 10 Tagen konnte
das Zwischenprodukt der Cycloaddition dlnnschichtchromatographisch nicht mehr
nachgewiesen werden und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde
sdulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v) als Eluent

aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 41 resultierte als ein feiner, weilRer Feststoff.
Ausbeute: 5,6 %
Schmelzbereich: 266 — 274 °C

Elementaranalyse: ber.: C 73,11; H 3,61; N 5,02
gef.: C 72,97; H 3,69; N 4,97

MS (ESI-positiv): m/z = 280,27 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 278,40 [M-H] 100 %

IR: KBr [¥ in cm™]: 3162 ,,br” (OH st); 3065 w (aromat. CH st); 1624 w, 1599 w,
1492 w, 1471 s (C=C st); 1394 w, 1366 m (CH 38); 1291 m (aromat. C-OH st);
1215 m (OH §); 1185 s (C-O-C st cycl. Ether); 1136 w (aromat. C-F st); 754 m,
702 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [6inppm]: 9,48 ( sbr, 1H, 6-OH); 851 (d, 1H,
%y = 2,3 Hz, 2-H); 7,68-7,66 (M, 5 H, 4-CgHs); 7,59 (d, 1 H, 3Jg = 8,9 Hz,
8-H); 7,00 (dd, 1H, %,5=89Hz, “J,5=26Hz, 7-H); 6,70 (d, 1H,
“Js7 = 2,6 Hz, 5-H)

R¢+Werte: 0,63  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,59  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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3-Fluor-4-phenylnaphtho[1*,2':4,5]furo[2,3b]pyridin-6-ol

Verbindung: 42 O
HO
Summenformel: Cy1H1,FNO,
Molgewicht: 329,32 g/mol QO N F
. | /
Darstellung: nach AAV 3 o N

1g (4,6 mmol) der Verbindung 16 wurde gemal AAV 3 mit 902mg (5,7 mmol)
1,4-Naphthochinon in 75 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemisch (71,8 ml Dioxan und 3,2 ml
Perchlorsdure (70 %)) unter Argon-Atmosphére geruhrt. Zur vollstdndigen Oxidation des
Tetrahydro-Intermediates wurden nach 24 Stunden und nach 7 Tagen jeweils 301 mg
(1,9 mmol) 1,4-Naphthochinon zugegeben. Nach 15 Tagen konnte das Zwischenprodukt der
Cycloaddition dunnschichtchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden und der Ansatz
wurde aufgearbeitet. Das Produkt wurde saulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether
kristallisiert. 42 resultierte als ein feiner schwach gelblicher Feststoff.

Ausbeute: 2,1%
Schmelzbereich: 246 — 248 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 330,32 [M+H]" 100 %

MS (ESI-negativ): m/z = 328,45 [M-H] 100 %

IR: KBr [¥ in cm™]: 3140 ,,br” (OH st); 3061 w (aromat. CH st); 1598 m, 1584 w,
1566 w, 1479 w (C=Cst); 1443s, 1411 m, 1379w, 1333w (CH 3); 1261w
(aromat. C-OH st); 1238s (OH §); 1178 m (C-O-C st cycl. Ether); 1153 w
(aromat. C-F st); 761 m, 704 w (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, DMSO-d6 [ in ppm]: 9,63 (s, 1 H, 6-OH); 8,87 - 8,82 (m, 2 H, 2-H,
10-H); 8,80 (d, 1 H, ®J;5 = 8,4 Hz, 7-H); 8,23 - 8,08 (M, 7 H, 4-C¢Hs, 8-H, 9-H);
7,27 (s, L H, 5-H)

R¢Werte: 0,56  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,70  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,75  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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6.1.2.6.5 6-TBDMS-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

6-(TBDMS)-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung: 43 Hyc  CHs
Summenformel: CysH2gNO,SI H3C+ S\i\o O

H,C CHs O
Molgewicht: 447,60 g/mol O S o/\CH3
Darstellung: o | N/

50 mg (150 umol, 1eq.) der Verbindung 27 wurden in 5ml trockenem THF gel6st. Nach
Zugabe von 40,7 mg (270 umol, 1,8 eq.) tert-Butyldimethylsilylchlorid, 25,5 mg (375 pumol,
2,5 eq.) Imidazol und 45,9 mg (270 umol, 1,8 eq.) Silbernitrat wurde der Ansatz fiir 12 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Im Anschluss wurde die schwach braunliche Suspension mit 20 ml
wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung (5 %) versetzt, in einen Scheidetrichter Gberfiihrt
und 3-mal mit jeweils 10 ml Chloroform extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
tiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurden die Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer (i. v.) entfernt. Der verbleibende hellgraue wachsartige Rlckstand wurde
sdulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester 85:15 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus

Essigester umkristallisiert. 43 resultierte als ein weil3er, feiner Feststoff.

Ausbeute: 97,5 %

Schmelzbereich: 141 -143°C

MS (ESI-positiv): m/z = 448,18 [M+H]" 100 %

IR: KBr [#incm™]: 3060w, 3025w (aromat. CH st); 2955w, 2925s, 2854 m

(aliph. CH st); 1741 s (C=0 st); 1631w, 1596 m, 1491 m, 1462 m (C=C st);
1418 w, 1389w, 1375w, 1361w (CHJ); 1275w (C-Ost Ester), 1252 m
(Si-CHj3 9); 1176 m (C-O-C st cycl. Ether); 1163 w, (C-O st Ester); 1069 m,
837 m (Si-O-C st); 759 m, 698 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 9,05 (s, 1 H, 2-H); 7,57 - 7,52 (m, 3 H, 3'4'5'-H);
7,46 (d, 1 H, %Jg7 = 8,8 Hz, 8-H): 7,39 -7,36 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,96 (dd, 1 H,
%35 = 8,8 Hz, Y75 =26 Hz, 7-H); 6,28 (d, 1 H, *Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 4,15 (q,
2H, 3chycns = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHg); 1,06 (t, 3H, *Jchgcr, = 7,1 Hz,
3-COOCH,CHs); 0,90 (s, 9H, 6-0-Si(CHs),-C(CHs)s); 0,02 (s, 6H,
6-0-Si(CHs),-C(CHa)s)

R¢Werte: 0,63  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,82  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6-(TBDMS)-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester

Verbindung: 44
Summenformel: C3oH31NO,SI
Molgewicht: 497,66 g/mol
Darstellung:

50 mg (130 pmol, 1 eq.) der Verbindung 31 wurden in 5 ml trockenem THF gel6st. Nach der
Zugabe von 35,4 mg (235 pmol, 1,8 eq.) tert-Butyldimethylsilylchlorid, 22,1 mg (325 pumol,
2,5eq.) Imidazol und 39,9 mg (235 umol, 1,8 eq.) Silbernitrat wurde der Ansatz fur 9 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Im Anschluss wurde die schwach brdunliche Suspension mit 20 ml
wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung (5 %) versetzt, in einen Scheidetrichter Gberfiihrt
und 3-mal mit jeweils 10 ml Chloroform extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurden die Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer (i. v.) entfernt. Der verbleibende hellgelbe wachsartige Riickstand wurde
séulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester 85:15 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus
Essigester umkristallisiert. 44 resultierte als ein weier, nadelférmiger Feststoff.

Ausbeute: 99,2 %

Schmelzbereich: 145 - 147 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 498,23 [M+H]" 100 %

IR: KBr [¥incm™]: 3019w (aromat. CH st); 2958 w, 2916 m, 2849 m (aliph.

CH st); 1726 s (C=0 st); 1596 w, 1589 m, 1471 w, 1463 w (C=C st); 1443 m,
1414 m, 1370 w (CH §); 1262 m (C-O st Ester), 1214 s (Si-CH33); 1164 m
(C-O-C st cycl. Ether); 1144 m, (C-O st Ester); 1085 m, 877 m (Si-O-C st);
749 m, 695 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDClI; [ in ppm]: 9,07 (s, 1 H, 2-H); 8,43 (d, 1 H, %10 = 8,0 Hz,
10-H); 8,23 (d, 1 H, )75 = 8,4 Hz, 7-H); 7,70 - 7,65 (m, 1 H, 9-H); 7,61 - 7,55
(m, 4H, 3,4 5"-H, 8-H); 7,46 - 7,41 (m, 2 H, 2',6-H); 6,26 (s, 1 H, 5-H); 4,17
(@, 2 H, *Jonpics = 7,2 Hz, 3-COOCH,CH3); 1,07 (t, 3 H, *Jchacr, = 7,2 Hz,
3-COOCH,CHs); 1,01 (s, 9H, 6-O-Si(CHs),-C(CH3)s); 0,06 (s, 6H,
6-0-Si(CH3),-C(CHs)s)

400 MHz, Aceton-d6 [dinppm]: 895 (s, 1H, 2-H); 838 (d, 1H,
%3100 = 8,2 Hz, 10-H); 8,26 (d, 1 H, )5 =8,4 Hz, 7-H); 7,78 -7,73 (m, 1 H,
9-H); 7,70 - 7,62 (m, 4 H, 3'4'5'-H, 8-H); 7,53 - 7,49 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,32 (s,
1H, 5-H); 4,11 (g, 2 H, 3JcH2/cH3: 7,1 Hz, 3-COOCH,CHa); 1,07 -0,99 (m,
12 H, 3-COOCH,CHs, 6-O-Si(CHs),-C(CH3)3); 0,11 (s, 6 H,
6-O-Si(CHj3),-C(CHz)3)
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BC.NMR: 100 MHz, Aceton-d6 [5 in ppm]: 167,4 (3-COOCH,CHs): 165,7 (6-C); 150,0
(4-C); 1495 (2-C); 1483 (11a-C): 147,9 (10b-C); 1389 (1-C): 1305
(3-C & 5-C); 1304 (4-C); 129,9 (2-C & 6'-C); 129,8 (4b-C); 129,5 (10-C);
128,6 (7-C): 1254 (9-C); 124,8 (10a-C); 123.4 (6a-C); 122,6 (8-C); 118.9
(3-C); 1184 (4aC); 1067 (5-C); 626 (3-COOCH,CHy); 27.2
(6-OSi(CHs),-C(CH3)s); 19,9 (6-0Si(CHz)2-C(CHs)s); 15,0 (COOCH,CH); 3,3
(6-OSi(CH3),-C(CHa)3)

R¢Werte: 0,67  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,85  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

(6-(TBDMS)-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanol

Verbindung: 45 HaC /CH3
. Si~

Summenformel: C,4H»7NO;Si H3Cﬁ/ =0

H3C CH3
Molgewicht: 405,56 g/mol

’ ’ O N on
Darstellung: nach AAV 7 o =
N

50 mg (112 pumol, 1 eq.) der Verbindung 43 wurden gemafls der AAV 7 bei -10 °C mit 0,34 ml
(336 pumol, 3 eq.) Lithiumaluminiumhydrid-Lésung (1 M in THF) umgesetzt. Nach 2 h war das
Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Der resultierende gelbliche, wachsartige
Ruckstand wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent

aufgereinigt und aus Essigester umkristallisiert. 45 resultierte als ein weiler, feiner Feststoff.

Ausbeute: 89,2 %

Schmelzbereich: 175-177°C

MS (ESI-positiv): m/z = 406,26 [M+H]" 100 %

IR: KBr [¥ incm™]: 3301 ,,br” (OH st) 3024 w (aromat. CH st); 2956 w, 2915,

2848 m (aliph. CH st); 1588 m, 1492 w, 1472 w, 1463 m (C=C st); 1439 w,
1408 w, 1378 m (CHJ); 1260 m (Si-CH30); 1215m (C-OHst); 1183 m
(C-O-C st cycl. Ether); 1090 m (Si-O-Cst); 1017 m (CH,-OH st); 868 m
(Si-O-C st); 751 m, 699 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [3 in ppm]: 8,60 (t, 1 H, *Jyc, = 0,5 Hz, 2-H); 7,69 - 7,60
(m, 3H, 3.4'5-H); 757-751 (m, 3H, 2'6-H, 8-H); 7,02 (dd, 1H,
%326 = 8,8 Hz, “J;5 = 2,6 Hz, 7-H); 6,41 (d, 1 H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H); 4,63 (dd,
2H, chyon=54Hz, “enp=05Hz, 3-CH,OH); 4,28 (t, 1H,
$Jomich, = 5,4 Hz, 3-CH,OH); 0,92 (s, 9 H, 6-O-Si(CH3),-C(CHs)s); 0,06 (s,
6 H, 6-0-Si(CH53),-C(CHs)3)
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R¢Werte: 0,17  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,14  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

(6-(TBDMS)-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanol

Verbindung: 46 HyC /CH3
. Si~
Summenformel: CasHogNO3Si HsC \I Q
H,C CHa
Molgewicht: 455,62 g/mol
OH
Darstellung: nach AAV 7

50 mg (100 umol, 1 eq.) der Verbindung 44 wurden gemal der AAV 7 bei -10 °C mit 0,3 ml
(300 pmol, 3 eq.) Lithiumaluminiumhydrid-Lésung (1 M in THF) umgesetzt. Nach 2 h war das
Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Der resultierende beige, wachsartige
Ruckstand wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent
aufgereinigt und aus Essigester umkristallisiert. 46 resultierte als ein weiler, feiner Feststoff.

Ausbeute: 96,9 %

Schmelzbereich: 179-182 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 456,41 [M+H]" 100 %

IR: ATR [¥incm™]: 3325 ,,br” (OH st) 3056 w (aromat. CH st); 2955 w, 2927 s,

2855 m (aliph. CH st); 1595 m, 1497 w, 1471w, 1462w (C=C st); 1442 m,
1412 m, 1378 m (CH&); 1257m (Si-CH;3); 1231w (C-OHst); 1171 m
(C-O-C st cycl. Ether); 1087 m (Si-O-Cst); 1050 m (CH»-OH st); 879 m
(Si-O-C st); 754 w, 703 w (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [dinppm]: 8,63 (s, 1H, 2-H); 840 (d, 1H,
%J100 = 8,2 Hz, 10-H); 8,27 (d, 1 H, %Jy5=8,4 Hz, 7-H); 7,78-7,58 (m, 7 H,
2'34'5'6'-H, 89-H); 6,42 (s, 1H, 5-H); 4,66 (d, 2 H, 3JCH2,OH=5,4 Hz,
3-CH,OH); 4,30 (t, 1H, *Jowch,=5/4Hz, 3-CH,OH); 1,02 (s, 9H;
6-0-Si(CHs),-C(CHj3)3); 0,11 (s, 6 H, 6-O-Si(CHj3),-C(CHs)s)

BC-NMR: 100 MHz, Aceton-d6 [ in ppm]: 164,3 (6-C); 149,6 (4-C); 150,0 (2-C); 147,5
(11a-C); 146,1 (10b-C); 137,6 (1'-C); 132,9 (3-C); 130,8 (3'-C & 5'-C); 130,7
(2-C & 6'-C); 130,6 (4'-C); 129,5 (4b-C); 129,3 (10-C); 128,2 (7-C); 125,4
(9-C); 123,6 (6a-C); 122,6 (8-C); 119,1 (10a-C); 117,4 (4a-C); 106,9 (5-C);
61,2 (3-CH,OH); 27,2 (6-OSi(CHj3),-C(CHa)s); 20,0 (6-OSi(CHs),-C(CHa)s);
3,3 (6-0Si(CH3),-C(CHs)s)

R¢+Werte: 0,33  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,14  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.6.6 3-Hydroxymethyl-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3-Hydroxymethyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 47 O

Summenformel: CisH13NO3 HO

Molgewicht: 291,30 g/mol O | AN OH
' =

Darstellung: a) o N

a)

b)

b) nach AAV 7

30 mg (74 umol, 1 eq.) der Verbindung 45 wurden in 10 ml THF gel6st, zu 5 ml eines auf
pH 5 eingestellten wassrigen NaF/HF-Puffers gegeben und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 11 Stunden war das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Die triibe
Lésung wurde in einen Scheidetrichter berfiihrt und 3-mal mit jeweils 10 ml Chloroform
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit jeweils 10 ml Auga dest. und
gesétigter, wassriger Natriumchloridlésung gewaschen und Gber Natriumsulfat getrocknet.
Nach Filtration wurden die organischen Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.)
entfernt. Der verbleibende weille, wachsartige Riickstand wurde sdulenchromatographisch
mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem Ether

kristallisiert. 47 resultierte als ein weilier, feiner Feststoff.

25 mg (75 umol, 1 eq.) der Verbindung 27 wurden geméal der AAV 7 bei -10 °C mit 0,23 ml
(225 pmol, 3 eq.) Lithiumaluminiumhydrid-Lésung (1 M in THF) umgesetzt. Nach 2 h war
das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Der resultierende gelbliche,
wachsartige Rickstand wurde séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 45 resultierte als ein

weiller, feiner Feststoff.

Ausbeute: nach a): 76,2 %

nach b): 44,3 %

Schmelzbereich: 251 -253°C

Elementaranalyse: ber.: C 74,22; H4,50; N 4,81

gef.: C 74,01; H 4,42; N 4,77

MS (ESI-positiv): m/z = 292,27 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 290,29 [M-H] 100 %

IR:

KBr [# in cm™]: 3250 ,,br* (OH st); 3063 w (aromat. CH st); 2960 w, 2916 s,
2848 w (aliph. CH st); 1599 m, 1503 w, 1472w, 1462 m (C=C st); 1378 m,
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1285w (CH 8); 1259 m (aromat. C-OH st); 1176 m (C-O-C st cycl. Ether);
1013 m (CH,-OH st); 752 m, 704 w (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [6inppm]: 8,58 (s, 1 H, 2-H); 8,32 (s, 1 H, 6-OH);
7,65-7,60 (m, 3H, 3,4'5-H); 7,56-7,52 (m, 2H, 2,6-H); 7,48 (d, 1H,
“Jg7 = 8,8 Hz, 8-H); 7,00 (dd, 1 H, *J;5 = 8,8 Hz, “J;5 = 2,6 Hz, 7-H); 6,45 (d,
1 H, “s7=2,6 Hz, 5-H); 4,60 (d, 2 H, *Jcyon = 5,4 Hz, 3-CH,OH); 4,26 (t,
1 H, *Jonicr, = 5,4 Hz, 3-CH,0H)

BC-NMR: 100 MHz, Aceton-d6 [3 in ppm]: 165,0 (6-C); 155,3 (8a-C); 150,7 (4-C); 148,8
(2-C); 146,8 (9a-C); 137,5 (1'-C); 132,5 (4b-C); 130,7 (3'5'-C); 130,6 (4'-C);
130,5 (2',6-C); 124,9 (3-C); 118,3 (7-C); 116,5 (4a-C); 114,0 (8-C); 109,5
(5-C); 61,2 (COOCH,OH)

R¢+Werte: 0,17  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,06  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)

3-Hydroxymethyl-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol

Verbindung: 48
Summenformel: CyH15sNO3 HO O
Mol icht: 341,36 g/mol
olgewic ,36 g/mo QO | AN OH
Darstellung: a =
g ) 0 N

b) nach AAV 7

a) 30 mg (69 umol, 1 eq.) der Verbindung 46 wurden in 10 ml THF gel6st, zu 5 ml eines auf
pH 5 eingestellten wassrigen NaF/HF-Puffers gegeben und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 12 Stunden war das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Die triibe
Ldsung wurde in einen Scheidetrichter berfiihrt und 3-mal mit jeweils 10 ml Chloroform
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit jeweils 10 ml Auga dest. und
gesétigter, wassriger Natriumchloridlésung gewaschen und Gber Natriumsulfat getrocknet.
Nach Filtration wurden die organischen Lgsungsmittel am Rotationsverdampfer (i.v.)
entfernt. Der verbleibende beige, wachsartige Ruckstand wurde saulenchromatographisch
mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert.

48 resultierte als ein hellbeiger, feiner Feststoff.

b) 25 mg (65 umol, 1 eq.) der Verbindung 31 wurden gemaR der AAV 7 bei -10 °C mit 0,2 ml
(195 pmol, 3 eq.) Lithiumaluminiumhydrid-Lésung (1 M in THF) umgesetzt. Nach 2 h war
das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde aufgearbeitet. Der resultierende graue,

wachsartige Rickstand wurde séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60
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(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus trockenem Ether kristallisiert. 48 resultierte als ein

hellbeiger, feiner Feststoff.

Ausbeute: nach a): 83,1 %
nach b): 37,8 %
Schmelzbereich: 264 — 266 °C

Elementaranalyse: ber.: C 77,41, H 4,43; N 4,10

gef.: C 77,27, H4,49; N 4,11

MS (ESI-positiv): m/z = 342,38 [M+H]" 100 %; m/z = 704,79 [2M+Na]"* 55 %
MS (ESI-negativ): m/z = 340,36 [M-H] 100 %

IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

R+-Werte:

ATR [V in cm™]: 3254 ,,br* (OH st); 3062 w (aromat. CH st); 2954 w, 2918s,
2850 m (aliph. CH st); 1597 m, 1526 w, 1496 w (C=C st); 1443s, 1412 m,
1375 m, 1312w (CH §); 1242 m (aromat. C-OH st); 1169 m (C-O-C st cycl.
Ether); 1050 m (CH,-OH st); 763 m, 703 w (CH 6 monosubst. Aromat)

400 MHz, Aceton-d6 [8 in ppm]: 9,06 (s, 1 H, 6-OH); 8,61 (s, 1 H, 2-H); 8,38
(,,d“ br, 1 H, 310 = 8,2 Hz, 10-H); 8,33 (,,d“ br, 1 H, *J;5 = 8,4 Hz, 7-H); 7,73
(ddd, 1H, %Jg10=8,2Hz, %Jg5=6,9 Hz, o7 =1,2Hz, 9-H); 7,66 -7,56 (m,
6 H, 2,3,4'5,6-H, 8-H); 6,48 (s, 1 H, 5-H); 4,63 (d, 2 H, Jcimon = 5,4 Hz,
3-CH,0H); 4,27 (t, 1 H, 3Jowcn, = 5,4 Hz, 3-CH,OH)

100 MHz, Aceton-d6 [ in ppm]: 164,3 (6-C); 151,3 (4-C); 147,9 (2-C); 146,7
(11a-C); 146,1 (10b-C); 137,5 (1'-C); 132,7 (3-C); 130,8 (3'-C & 5'-C); 130,6
(2-C & 6'-C); 130,5 (4'-C); 129,2 (10-C); 127,7 (7-C); 127,1 (4b-C); 125,2
(9-C); 1234 (6a-C); 122,4 (8-C); 119,4 (10a-C); 117,3 (4a-C); 102,3 (5-C);
61,3 (3-CH,0H)

0,20  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,08  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.6.7 3,6-Dihydroxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

4-Phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 49

Summenformel: C17H1NO; 3 O
Molgewicht: 277,28 g/mol O - OH
Darstellung: nach AAV 6 o) | =

25 mg (68 umol) der Verbindung 20 wurden in 20 ml trockenem Methanol gelést, mit 20 mg
Palladium auf Kohle (109%) versetzt und bei Raumtemperatur unter einer 2 bar
Wasserstoff-Atmosphére geschiittelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde
filtriert (Papierfilter, Kieselgelfiltration (Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)). Nach Entfernung
der Losungsmittel (i. v.) wurde 49 aus Ether zu einem hellbeigen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 92,6 %

Schmelzbereich:

Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):
MS (ESI-negativ):

214 - 217 °C

ber.: C 73,64; H 4,00; N 5,05
gef.: C 73,38; H 3,85; N 4,99

m/z = 278,25 [M+H]* 100 %
m/z = 276,38 [M-H] 100 %

IR: KBr [¥ in cm™]: 3350 ,,br (OH st); 3061 w (aromat. CH st); 1595 w, 1495 w,
1466 m (C=C st); 1377 m, 1277 w (CH §); 1250 m (aromat. C-OH st); 1183 m
(C-O-C st cycl. Ether); 754 m, 702 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, DMSO-d6 [ in ppm]: 9,72 (s br, 1 H, 3-OH); 9,29 (s br, 1 H, 6-OH);
8,07 (s, 1 H, 2-H); 7,61-7,51 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,46 (d, 1 H, 3Jg7 = 8,9 Hz,
8-H); 6,89 (dd, 1H, %,5=89Hz, “J;5=26Hz, 7-H); 654 (d, 1H,
“Js7 = 2,6 Hz, 5-H)

R¢Werte: 0,30  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)

0,25  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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4-Phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 50 O
HO
Summenformel: Cy1H13NO;3
Molgewicht: 327,33 g/mol QO -OH
| L
Darstellung: nach AAV 6 o N

60 mg (114 umol) der Verbindung 24 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 2 ml
trockenem THF geldst, mit 36 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und Dbei
Raumtemperatur unter einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphére geschittelt. Nach 2 h war das Edukt
verbraucht und der Ansatz wurde filtriert  (Papierfilter,  Kieselgelfiltration
(Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)). Nach Entfernung der Losungsmittel (i. v.) wurde 50 aus
Ether zu einem beigen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 91,4 %
Schmelzbereich: 252 — 255 °C

Elementaranalyse: ber.: C 77,05; H 4,00; N 4,28
gef.: C 76,79; H 4,12; N 4,21

MS (ESI-positiv): m/z = 328,39 [M+H]" 100 %; m/z = 350,01 [M+Na]" 26 %
MS (ESI-negativ): m/z = 326,48 [M-H] 100 %

IR: KBr [¥ in cm™]: 3337 ,,br* (OH st); 3047 w (aromat. CH st); 1599 m, 1487 w,
1473 w (C=C st); 1444 m, 1414 m 1369 s (CH 9); 1256 s (aromat. C-OH st);
1172 m (C-O-C st cycl. Ether); 753 m, 691 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, Aceton-d6 [d in ppm]: 9,04 (s, 1 H, 6-OH); 8,49 (s, 1 H, 3-OH); 8,36
(d, 1 H, %10 = 8,3 Hz, 10-H); 8,33 (d, 1 H, %J;5 = 8,3 Hz, 7-H); 8,16 (s, 1 H, 2-
H); 7,74-7,70 (m, 1 H, 9-H); 7,67 - 7,57 (m, 6 H, 4-CsHs, 8-H); 6,71 (s, 1 H,
5-H)

BC-NMR: 125 MHz, Aceton-d6 [3 in ppm]: 159,4 (6-C); 150,9 (11a-C); 150,8 (3-C);
149,7 (10b-C); 1355 (2-C); 135,4 (1'-C); 133,3 (4-C); 131,7 (3'-C & 5'-C);
130,4 (2-C & 6'-C); 130,3 (4-C); 129,1 (10-C); 127,7 (7-C); 127,1 (4b-C);
125,2 (9-C); 123,5 (6a-C); 122,4 (8-C); 119,5 (10a-C); 117,8 (4a-C); 102,5
(5-C)

R¢+Werte: 0,22  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,23  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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4-(2-Methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 51
Summenformel: CisH13NO,
Molgewicht: 307,30 g/mol
Darstellung: nach AAV 6

28 mg (70 umol) der Verbindung 25 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 4 ml trockenem
THF gelost, mit 22 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschuttelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde filtriert. Nach Entfernung der Losungsmittel (i.v.) wurde der Rickstand
séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) aufgereinigt und 51 aus Ether
zu einem hellbeigen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 75,1 %
Schmelzbereich: 125 -127 °C

Elementaranalyse: ber.: C 70,35; H 4,26; N 4,56
gef.: C 70,60; H 4,38; N 4,51

MS (ESI-positiv): m/z = 308,28 [M+H]" 100 %; m/z = 636,87 [2M+Na]"* 16 %
MS (ESI-negativ): m/z = 306,17 [M-H] 100 %

IR: ATR [ in cm™]: 3305 ,,br* (OH st); 3076 w (aromat. CH st); 2921 m, 2851 w
(aliph. CH st); 1598 m, 1490 w, 1463 m (C=C st); 1436 w, 1376 m, 1275w
(CH9); 1247 m (aromat. C-OH st); 1180 m (C-O-Cst cycl. Ether); 753 m
(CH & 1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,21 (s, 1 H, 2-H); 7,57 (ddd, 1 H, )43 = 8,4 Hz,
85 = 7,5 Hz, “4e = 1,7 Hz, 4-H); 7,51 (dd, 1 H, *Jgss = 7,5 Hz, “Jgya = 1,7 Hz,
6-H); 7,44 (d, 1H, *Jg,=88Hz, 8-H); 7,21 (dt, 1H, g =75Hz,
s = 7,5 Hz, Y53 = 1,0 Hz, 5'-H); 7,19 (d br, 1 H, %J3,4 = 8,4 Hz, 3'-H); 6,95
(dd, 1 H, 375 =8,8 Hz, 45 = 2,6 Hz, 7-H); 6,66 (d, 1 H, “Js7 = 2,6 Hz, 5-H);
5,59 (s br, 1 H, 3-OH); 4,96 (s br, 1 H, 6-OH); 3,89 (s, 3 H, 2'-OCH;)

R¢+Werte: 0,33  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,14  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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4-(2-Methoxyphenyl)-naphtho[1',2':4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 52

. HO
Summenformel: CyHisNO, O O/CHs
Molgewicht: 357,36 g/mol QO O
Darstellung: nach AAV 6 | =

41 mg (92 umol) der Verbindung 26 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 4 ml trockenem
THF gelost, mit 29 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschiittelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde filtriert (Papierfilter, Kieselgelfiltration (Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)).
Nach Entfernung der Losungsmittel (i.v.) wurde 52 aus Ether zu einem beigen Feststoff

kristallisiert.
Ausbeute: 88,3 %
Schmelzbereich: 238 — 240 °C

Elementaranalyse:

MS (ESI-negativ):

ber.: C 73,94; H 4,23; N 3,92
gef.: C 73,58; H 4,33; N 3,89

m/z = 356,18 [M-H]" 100 %

IR: ATR [# in cm™]: 3203 ,,br* (OH st); 3068 w, (aromat. CH st); 2964 m, 2837 w
(aliph. CH st); 1599 m, 1490 w, 1444 m (C=Cst); 1413 m, 1375 m, 1275w
(CH9); 1244 m (aromat. C-OH st); 1173 m (C-O-Cst cycl. Ether); 756 m
(CH & 1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [8inppm]: 9,00 (s, 1H, 6-OH); 836 (d, 1H,
%310 = 8,2 Hz, 10-H); 8,32 (d, 1 H, %J;5=8,4 Hz, 7-H); 8,17 (s, 1 H, 3-OH);
8,13 (s, 1 H, 2-H); 7,71 (ddd, 1 H, %Jg10 = 8,2 Hz, *Jgis = 7,0 Hz, “Jor, = 1,1 Hz,
9-H); 7,62-755 (m, 2H, 4-H, 8-H); 7,49 (dd, 1H, Jgs =75 Hz,
e =1,7Hz, 6-H); 7,26 (,,d“br, 1 H, *Jas =83 Hz, 3-H); 7,17 (dt, 1 H,
56 = 35y = 7,5 Hz, “Jsy3 = 1,0 Hz, 5'-H); 6,57 (s, 1 H, 5-H); 3,74 (s, 3 H,
2'-OCH3)

R¢+Werte: 0,39  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)

0,24  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,32  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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7-Methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 53

Summenformel: CisH13sNO3 0 O
Molgewicht: 291,30 g/mol HsC O - OH
Darstellung: nach AAV 6 o) | N/

11 mg (29 umol) der Verbindung 21 wurden in 20 ml trockenem Methanol geldst, mit 9 mg
Palladium auf Kohle (109%) versetzt und bei Raumtemperatur unter einer 2 bar
Wasserstoff-Atmosphare geschdittelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde
filtriert (Papierfilter, Kieselgelfiltration (Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)).
Nach Entfernung der Losungsmittel (i. v.) wurde 53 aus Chloroform zu einem beigen Feststoff

kristallisiert.

Ausbeute: 81,7 %

Schmelzbereich: 233-235°C

MS (ESI-positiv): m/z = 292,30 [M+H]" 100 %

MS (ESl-negativ):  m/z = 290,39 [M-H] 100 %

IR: ATR [¥ in cm™]: 3305 ,,br (OH st); 3069 w, (aromat. CH st); 2955 w, 2924 m,
2854 w (aliph. CH st); 1597 m, 1462 w, 1433 w (C=C st); 1386 w, 1369 m,
1297 w (CH 8); 1267 m (aromat. C-OH st); 1181 m (C-O-C st cycl. Ether);
757 m, 700 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [d in ppm]: 8,39 (s, 1 H, OH); 8,25 (s, 1 H, OH); 8,08 (s,
1H, 2-H); 7,61 - 7,53 (m, 5 H, 4-C¢Hs); 7,36 (s, 1 H, 8-H); 6,71 (s, 1 H, 5-H);
2,32 (s, 3 H, 7-CHy,)

R+Werte: 0,24  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,17  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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5,7-Dimethoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol

Verbindung: 54
Summenformel: Ci9H15NOsg
Molgewicht: 337,33 g/mol
HsC
Darstellung: nach AAV 6

15 mg (35 umol) der Verbindung 23 wurden in 20 ml trockenem Methanol geldst, mit 11 mg
Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter einer 2 bar Wasserstoff-
Atmosphdre geschuttelt. Nach 4 h war das Edukt verbraucht und der Ansatz wurde filtriert
(Papierfilter, Kieselgelfiltration (Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)). Nach Entfernung der
Losungsmittel (i. v.) wurde 54 aus Ether zu einem graulichen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 86,2 %
Schmelzbereich: 204 — 207 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 338,18 [M+H]" 100 %

MS (ESI-negativ): m/z = 336,17 [M-H] 100 %

IR: KBr [ in cm™]: 3403 ,.br* (OH st); 3061 w, (aromat. CH st); 2955 w, 2921 s,
2849 m (aliph. CHst); 1601 m, 1475 m, 1437 m (C=Cst); 1375w, 1318 m
(CH9); 1227 m (aromat. C-OH st); 1190 m (C-O-C st cycl. Ether); 748 m,
694 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDClI3 [3 in ppm]: 7,90 (s, 1 H, 2-H); 7,87 -7,84 (m, 2 H, 2',6"-H);
7,56-7,51(m, 2H, 3,5-H); 7,47 - 7,42 (m, 1 H, 4-H); 6,91 (s, 1 H, 8-H); 5,48
(s, 1 H, 3-OH); 5,36 (s, 1 H, 6-OH); 4,16 (s, 3H, 5-OCHj3); 4,01 (s, 3 H,
7-OCHj,)

Rq+Werte: 0,32  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,27  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15 (v/v)



Experimenteller Teil 168

6.1.2.6.8 3-Benzyloxy-6-methoxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 55

Summenformel; CasHisNO; HsC=0 O

Molgewicht: 381,42 g/mol O X OM@
Darstellung: nach AAV 5 o | N/

30 mg (82 umol) der Verbindung 20 wurden gemaR AAV 5 mit 15 pl (0,25 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 2h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 60:40
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether/Petrolether kristallisiert. 55 resultierte als ein beiger,
feiner Feststoff.

Ausbeute: 915%
Schmelzbereich: 112 - 113 °C

Elementaranalyse: ber.: C 78,72; H 5,02; N 3,67
gef.: C 78,55; H 4,95; N 3,58

MS (ESI-positiv): m/z = 382,23 [M+H]" 100 %

IR: KBr [#incm™]: 3053w, 3003w (aromat. CH st); 2923 m, 2851w (aliph.
CH st); 1623 w, 1587 m, 1471s (C=Cst); 1440 m, 1358 m, 1337 w (CH 9d);
1274 s, 1224 m (C-O-C st aromat. Ether); 1194 s (C-O-C st cycl. Ether); 1092 s,
1025 s (C-O-C st aromat. Ether); 758 m, 698 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [6 ppm]: 8,33 (s, 1 H, 2-H); 7,66 - 7,57 (m, 5 H, 4-CsH);
7,54 (d, 1 H, *Jg7 = 9,0 Hz, 8-H); 7,34 - 7,28 (m, 5 H, 3-OCH,C¢Hs); 7,11 (dd,
1H, %5=9,0Hz, “J;5=27Hz, 7-H); 6,69 (d, 1 H, “Js;7 = 2,7 Hz, 5-H); 5,20
(s, 2 H, 3-CH,CgHs); 3,63 (s, 3 H, 6-OCHs)

BC-NMR: 100 MHz, CDCl; [ ppm]: 160,8 (6-C); 157,5 (3-C); 152,0 (8a-C); 151,0
(9a-C); 138,9 (1*-C); 137,6 (1'-C); 136,1 (2-C); 135,2 (4b-C); 1315 (3-C &
5'-C); 130,7 (4-C); 130,4 (3"-C & 5"-C); 130,2 (2-C & 6'-C); 129,7 (4"-C);
129,3 (2*-C & 6"-C); 124,8 (4-C); 117,8 (7-C); 117,3 (4a-C); 114,2 (8-C); 107,7
(5-C); 74,4 (CH,); 56,8 (6-OCHs)

R¢+Werte: 0,70  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,79  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 56
Summenformel: Cy9H,51NO3
Molgewicht: 431,48 g/mol
Darstellung: nach AAV 5

20 mg (48 umol) der Verbindung 24 wurden gema AAV 5 mit 9 ul (0,14 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 3 h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester 85:15
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 56 resultierte als ein hellbeiger, feiner
Feststoff.

Ausbeute: 95,3 %
Schmelzbereich: 173 -176 °C
MS (ESI-positiv): m/z = 432,28 [M+H]" 100 %; m/z = 454,03 [M+Na]" 49 %;

m/z = 885,91 [2M+Na]" 47 %

IR: KBr [#incm™]: 3052w, 3010 w (aromat. CH st); 2961 m, 2923 w, 2853 w
(aliph. CH st); 1599 m, 1580 w, 1458 w (C=C st); 1444 m, 1414 m 1381 m,
1373w (CH d); 1259, 1231 w (C-O-C st aromat. Ether); 1189 m (C-O-C st
cycl. Ether); 1089 s, 1023 m (C-O-C st aromat. Ether); 760 m, 691 m (CH 8
monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [3 in ppm]: 8,42 (d, 1 H, *Ji0 = 8,2 Hz, 10-H); 8,29 (d, 1 H,
33,8 = 8,4 Hz, 7-H); 8,23 (s, 1 H, 2-H); 7,69 - 7,54 (m, 7 H, 4-CsHs, 8-H, 9-H):
734-722 (m, 5H, 3-OCH,CeHs); 6,53 (s, 1H, 5-H); 509 (s, 2H,
3-OCH,CgHs); 3,74 (s, 3 H, 6-OCHs)

R+Werte: 0,72  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,84  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3-Benzyloxy-6-methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 57

Summenformel: CyH,:NO, HC=0 O O/CHs
Molgewicht: 411,45 g/mol O N OM@
Darstellung: nach AAV 5 o | N/

30 mg (75 pmol) der Verbindung 25 wurden gemaR AAV 5 mit 14 pl (0,23 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 4h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde séulenchromatographisch mit
Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether
kristallisiert. 57 resultierte als ein beiger, feiner Feststoff.

Ausbeute: 74,8 %

Schmelzbereich: 123-125°C

MS (ESI-positiv): m/z = 412,17 [M+H]" 100 %

IR: ATR [¥incm™]: 3063w, 3031w (aromat. CH st); 2991 m, 2934 w, 2833 m

(aliph. CH st); 1586 m, 1502 w, 1477 s (C=Cst); 1443 w, 1435m 1376 w,
1359s (CH); 1270 m, 1246 m, 1219w (C-O-C st aromat. Ether); 1183 s
(C-O-C st cycl. Ether); 1072 m, 1046 w, 1027 m (C-O-C st aromat. Ether);
754 m (CH & monosubst. Aromat); 734 w (CH 6 1,2-disubst. Aromat); 697 m
(CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDClI; [5 in ppm]: 8,18 (s, 1 H, 2-H); 7,52 (,,dt”, 1 H, 3]s = 8,4 Hz,
Upe=17Hz, 4-H); 7,46 (d, 1H, %7=9,0Hz, 8H); 7,38 (dd, 1H,
e = 75Hz, Vgp=1,7Hz, 6-H); 7,32-7,25 (m, 3H, 3"4"5"-H der
3-Benzyloxygruppe); 7,24-7,19 (m, 2 H, 2",6"-H der 3-Benzyloxygruppe);
7,15 (dt, 1 H, 3Jsis = 7,5 Hz, 3Jgy4 = 7,5 Hz, *Jsy3 = 0,8 Hz, 5-H); 7,11 (d br,
1 H, %34 = 8,4 Hz, 3-H); 7,00 (dd, 1 H, %J75 = 9,0 Hz, “J;5 = 2,7 Hz, 7-H); 6,55
(d, 1 H, s = 2,7 Hz, 5-H); 5,08 (s, 2 H, 3-OCH,C¢Hs); 3,70 (s, 3 H, 6-OCHy);
3,63 (s, 3 H, 2-OCHs)

R¢+Werte: 0,61 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,76  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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3-Benzyloxy-6-methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-naphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 58
Summenformel: C3oH23NO,
Molgewicht: 461,51 g/mol
Darstellung: nach AAV 5

18 mg (40 pmol) der Verbindung 26 wurden gemal AAV 5 mit 8 ul (0,12 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 4h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde
aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60
(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 58 resultierte als ein hellorangener,
feiner Feststoff.

Ausbeute: 93,6 %

Schmelzbereich: 181-183°C

MS (ESI-positiv): m/z = 462,19 [M+H]" 100 %

IR: ATR [# incm™]: 3064 w, 3030 w (aromat. CH st); 2931 m, 2852 w, 2835w

(aliph. CH st); 1601 m, 1582 w, 1503 m, 1480 w (C=C st); 1456 m, 1438 m,
1412 w, 1379s, 1345w (CH §); 1271w, 12595, 1225w (C-O-C st aromat.
Ether); 1182 m (C-O-C st cycl. Ether); 1093w, 1071 m, 1027 m (C-O-C st
aromat. Ether); 756 m (CH & monosubst. Aromat); 742w (CH & 1,2-disubst.
Aromat); 696 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [3 in ppm]: 8,38 (ddd, 1 H, )10 = 8,3 Hz, “J105s = 1,3 Hz,
SJir7 = 0,7 Hz, 10-H); 8,32 (s, 1 H, 2-H); 8,29 (,,d“ br, 1 H, %J;5 = 8,5 Hz, 7-H);
7,75 (ddd, 1 H, %Jg10=8,3 Hz, 3Jo5=6,9 Hz, ‘g7 =1,2 Hz, 9-H); 7,66 - 7,59
(m, 2H, 4-H, 8-H); 7,52 (dd, 1H, %Jgs =7,5Hz, ge=1,7 Hz, 6-H);
7,37-7,28 (m, 6 H, 3-H, 3-OCH,C¢Hs); 7,23 (dt, 1 H, *Jgse = *Jgu = 7,5 Hz,
‘3515 = 1,0 Hz, 5-H); 6,43 (s, 1 H, 5-H); 5,24 (AB-System @, 2 H, A8 =0,031,
2Jne = 12,0 Hz, 3-OCH,CgHs); 3,75 (s, 3 H, OCHy); 3,74 (s, 3 H, OCH5)

R¢+Werte: 0,70  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,75  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.6.9 3-Fluor-6-methoxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3-Fluor-6-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3b]pyridin

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

59

CisH1.FNO, H=Q O
293,29 g/mol O o F
nach AAV 5 o | N

20 mg (72 pmol) der Verbindung 41 wurden geméa AAV 5 mit 14 pl (0,22 mmol) lodmethan

umgesetzt.

Nach 3h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde

aufgearbeitet. Das Produkt wurde s&ulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester 85:15

(v/v) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 59 resultierte als ein weiler,

nadelférmiger Feststoff.

Ausbeute:

85,8 %

Schmelzbereich:

Elementaranalyse:

MS (ESI-positiv):

108 - 111 °C

ber..C73,71; H4,12; N 4,78
gef.: C 73,48; H 4,20; N 4,76

m/z = 294,30 [M+H]* 100 %

IR:

'H-NMR:

R+Werte:

KBr [#incm™]: 3056w (aromat. CH st); 2956 w, 2918 m, 2850 w (aliph.
CH st); 1623 w, 1590 m, 1505w, 1478 s (C=C st); 1436 w, 1357 s, 1336 w
(CH9®); 1248 m (C-O-Cst aromat. Ether); 1192s (C-O-Cst cycl. Ether);
1137w (aromat. C-Fst); 1030 m (C-O-C st aromat. Ether); 759 m, 700 m
(CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCI; [6 in ppm]: 8,35 (d, 1 H, J,r=1,9 Hz, 2-H); 7,67 - 7,56 (m,
5H, 4-CgHs); 7,52 (d, 1 H, *Jg7 = 9,0 Hz, 8-H); 7,07 (dd, 1 H, 3J;5 = 9,0 Hz,
35 = 2,6 Hz, 7-H); 6,88 (d, 1 H, “Js;7 = 2,6 Hz, 5-H); 3,67 (s, 3 H, 6-OCHs)

0,73
0,71

Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3-Fluor-6-methoxy-4-phenylnaphtho[1,2":4,5]furo[2,3b]pyridin

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

60

HaC—
CoHLENO, 3-=Q

343,35 g/mol

nach AAV 5 o

20 mg (61 pmol) der Verbindung 42 wurden gemalt AAV 5 mit 11 ul (0,18 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 5h war die O-Methylierung abgeschlossen und der Ansatz wurde

aufgearbeitet. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60

(v/iv) als Eluent aufgereinigt und aus Ether kristallisiert. 60 resultierte als ein weiler,

nadelférmiger Feststoff.

Ausbeute:

Schmelzbereich

83,2 %

: 192 -194 °C

Elementaranalyse: ber.: C 76,96; H 4,11; N 4,08

gef.: C 76,71, H 4,25; N 4,02

MS (ESI-positiv): m/z = 344,20 [M+H]" 100 %

IR:

'H-NMR:

R+Werte:

ATR [V incm™]: 3058 w (aromat. CH st); 2962 m, 2917 m, 2849 w (aliph.
CH st); 1633 w, 1582 m, 1506 w, 1456 m (C=C st); 1410 m, 1379 m, 1362 m,
1341w (CH$); 1258s (C-O-Cst aromat. Ether); 1185 m (C-O-Cst cycl.
Ether); 1162 w (aromat. C-F st); 1016 s (C-O-C st aromat. Ether); 755 m, 703 w
(CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, Aceton-d6 [5 in ppm]: 8,43 (d, 1 H, J,r = 2,3 Hz, 2-H); 8,40 (d, 1 H,
3J10,g =8,2 Hz, 10-H); 8,32 (d, 1 H, 3.]7,8 =8,4Hz, 7-H); 7,82-7,72 (m, 5H,
3'4'5"-H, 9-H, 8-H); 7,71-7,65 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,71 (s, 1 H, 5-H); 3,80 (s,
3 H, 6-OCHy)

0,74  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,77  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v/v)
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6.1.2.6.10 3-Hydroxy-6-methoxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

6-Methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ol

Verbindung: 61
Summenformel: CisH13NO3
Molgewicht: 291,30 g/mol
Darstellung: nach AAV 6

Zu 15 mg (39 pumol) Verbindung 55, gelést in 10 ml trockenem Methanol, wurden 12 mg
Palladium auf Kohle (10 %) gegeben. Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschuttelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde filtriert (Papierfilter, Kieselgelfiltration (Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)).
Nach Entfernung der Losungsmittel (i.v.) wurde 61 aus trockenem Ether zu einem beigen,
feinen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 94,6 %

Schmelzbereich: 210-212°C

MS (ESI-positiv): m/z = 292,23 [M+H]" 100 %

IR: ATR [# in cm™]: 3198 ,,br* (OH st); 3052 w (aromat. CH st); 2954 w 2917 m,

2849 w (aliph. CH st); 1594 m, 1476 w, 1449 m (C=C st); 1436 m, 1330 w,
1295w (CH 38); 1269 m (aromat. C-OH st); 1192 m (C-O-C st cycl. Ether);
759 w, 701 m (CH 6 monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDCl; [5 in ppm]: 8,19 (s, 1 H, 2-H); 7,66 - 7,63 (m, 2 H, 2',6'-H);
7,60 - 7,56 (m, 3 H, 3,4'5-H); 7,46 (d, 1 H, *Jg7 = 9,0 Hz, 8-H); 7,00 (dd, 1 H,
)25 = 9,0 Hz, 9375 = 2,7 Hz, 7-H); 6,63 (d, 1 H, “Js = 2,7 Hz, 5-H); 4,99 (s br,
1-H, 3-OH); 3,62 (s, 3 H, 6-OCHy)

R¢Werte: 0,27  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,29  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
0,36  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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6-Methoxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ol

Verbindung: 62
Summenformel: CyH15sNO3
Molgewicht: 341,36 g/mol
Darstellung: nach AAV 6

15 mg (35 pumol) der Verbindung 56 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 2 ml trockenem
THF gelost, mit 13 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschuttelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde zundchst filtriert. Nach Entfernung der Lésungsmittel (i. v.) wurde der Riickstand
séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v) aufgereinigt und 62 aus Ether
zu einem weilen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 80,9 %

Schmelzbereich: 242 —245°C

MS (ESI-positiv): m/z = 342,26 [M+H]" 100 %

IR: KBr [# in cm™]: 3180 ,.br (OH st); 3059 w (aromat. CH st); 2960 m, 2923 m,

2853 w (aliph. CH st); 1582 m, 1568 w, 1456 m (C=Cst); 1435 m, 1379s,
1299w (CH §); 1258 s (aromat. C-OH st); 1184 m (C-O-C st cycl. Ether);
752 m, 694 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCls [3 in ppm]: 8,42 (d, 1 H, *Ji06 = 8,2 Hz, 10-H); 8,29 (d, 1 H,
%J.5 = 8,4 Hz, 7-H); 8,23 (s, 1 H, 2-H); 7,70 - 7,62 (m, 6 H, 4-C¢Hs, 9-H); 7,57
(ddd, 1 H, %Jg7 = 8,4 Hz, ®Jg = 6,9 Hz, “Jgn0 = 1,3 Hz, 8-H); 6,45 (s, 1 H, 5-H);
5,11 (s br, 1 H, 3-OH); 3,73 (s, 3 H, 6-OCHy)

R+Werte: 0,25  Cyclohexan/Essigester 60/40 (v/v)
0,29  Chloroform/Essigester 85/15 (v/v)
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6-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ol

Verbindung: 63

Summenformel: C1oH15NO, HC=0 O/CH3
Molgewicht: 321,33 g/mol OH
Darstellung: nach AAV 6 o

20 mg (49 umol) der Verbindung 57 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 4 ml trockenem
THF gelost, mit 17 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschuttelt. Nach 3 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde zundchst filtriert. Nach Entfernung der Lésungsmittel (i. v.) wurde der Riickstand
séulenchromatographisch mit Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v) aufgereinigt und 63 aus
Ether/Petrolether zu einem hellbeigen Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 76,1 %
Schmelzbereich: 201 -203 °C

Elementaranalyse: ber.: C 71,02; H4,71; N 4,36
gef.: C 70,71; H 4,82; N 4,29

MS (ESI-positiv): m/z = 322,23 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 320,10 [M-H]" 100 %

IR: ATR [ incm™]: 3216 ,,br* (OH st); 3072 w (aromat. CH st); 2932 m, 2835 w
(aliph. CHst); 1597 m, 1478 s (C=Cst); 1436 m, 1359 m, 1268 m (CH 3);
1246 s (aromat. C-OHst); 1183s (C-O-Cst cycl. Ether); 755m (CH &
1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR;: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,23 (s, 1 H, 2-H); 7,59 (ddd, 1 H, *J4/5 = 8,2 Hz,
s = 7,4 Hz, “J4e = 1,8 Hz, 4'-H); 7,55 (dd, 1 H, *Jgss = 7,4 Hz, *Jgya = 1,8 Hz,
6-H); 748 (d, 1H, *Jg7=9,0Hz, 8-H); 7,23 (dt, 1H, g =7,4Hz,
s = 7,4 Hz, Y513 = 1,0 Hz 5'-H); 7,21 (d br, 1 H, *Jas = 8,2 Hz, 3'-H); 7,02
(dd, 1 H, 35 =9,0 Hz, 45 = 2,7 Hz, 7-H); 6,69 (d, 1 H, “Js57 = 2,7 Hz, 5-H);
5,66 (s br, 1 H, 3-OH); 3,90 (s, 3 H, 6-OCH3); 3,66 (s, 3 H, 2'-OCH)

R¢+Werte: 0,42  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,29  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-naphtho[1',2':4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ol

Verbindung: 64

Summenformel: C,3H17NO, HsC=0 O/CHs
Molgewicht: 371,39 g/mol OH
Darstellung: nach AAV 6 o

16 mg (35 umol) der Verbindung 58 wurden in 20 ml trockenem Methanol und 4 ml trockenem
THF gelost, mit 13 mg Palladium auf Kohle (10 %) versetzt und bei Raumtemperatur unter
einer 2 bar Wasserstoff-Atmosphdre geschuttelt. Nach 5 h war das Edukt verbraucht und der
Ansatz wurde zundchst filtriert. Nach Entfernung der Lésungsmittel (i. v.) wurde der Riickstand
séulenchromatographisch mit Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v) aufgereinigt und
64 aus Ether zu einem schwach gelben Feststoff kristallisiert.

Ausbeute: 86,2 %

Schmelzbereich: 191-193°C

MS (ESI-positiv): m/z = 372,24 [M+H]" 100 %

IR: ATR [# in cm™]: 3332 ,,br* (OH st); 3076 w, 3035 w (aromat. CH st); 2952 m,

2920 m, 2851w (aliph. CH st); 1584 m, 1491 w, 1460 m (C=C st); 1436 w,
1379 m, 1276 w (CH §); 1247 m (aromat. C-OH st); 1181 m (C-O-C st cycl.
Ether); 765 m (CH & 1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6 [5 in ppm]: 8,37 (d, 1 H, *Ji0 = 8,3 Hz, 10-H); 8,30 - 8,26
(m, 2 H, 7-H, 3-OH); 8,16 (s, 1 H, 2-H); 7,76 - 7,72 (m, 1 H, 9-H); 7,64 - 7,58
(m, 2 H, 4-H, 8-H); 7,51 (dd, 1 H, %gs = 7,5 Hz, ‘g4 = 1,7 Hz, 6-H); 7,32
(.d“br, 1H, %3,=85Hz, 3-H); 7,22 (dt, 1H, Jse =5 =75Hz,
“Jsi3 = 0,9 Hz, 5'-H); 6,42 (s, 1 H, 5-H); 3,77 (s, 3H, OCH); 3,74 (s, 3 H,
OCH,)

R¢Werte: 0,42  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,27  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.6.11 3,6-Dimethoxy-substituierte 1-Aza-9-/1-Aza-11-oxafluorene

3,6-Dimethoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 65
H3C\O
Summenformel: Ci9H15NO3
- . O\
Molgewicht: 305,33 g/mol O | AN CH,
Darstellung: nach AAV 5 o Z

10 mg (36 umol) der Verbindung 49 wurden gemall AAV 5 mit 14 ul (0,22 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 6 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen und der Ansatz aufgearbeitet.
Das Produkt wurde mittels préparativer Dunnschichtchromatographie (Laufmittel:
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)) isoliert und nachfolgend aus trockenem Ether kristallisiert.

65 resultierte als ein beiger, feiner Feststoff.

Ausbeute:
Schmelzbereich:

MS (ESI-positiv):

53,6 %
143-145°C

m/z = 306,24 [M+H]" 100 %

IR: KBr [#incm™]: 3057 w, 3000 w (aromat. CH st); 2952 w, 2927 m, 2836 w
(aliph. CH st); 1587 w, 1504 w, 1477 s (C=Cst); 1436 w, 1363 m, 1339w
(CH9®); 1272s, 1249w (C-O-Cst aromat. Ether); 1189s (C-O-Cst cycl.
Ether); 1089 m, 1033 m (C-O-Cst aromat. Ether); 759 m, 701 m (CH?d
monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDClI; [6 in ppm]: 8,17 (s, 1 H, 2-H); 7,59 - 7,51 (m, 5 H, 4-C¢H:);
7,47 (d, 1 H, %Jg7 =9,0 Hz, 8-H); 7,02 (dd, 1 H, %J;5=9,0 Hz, *J;5 = 2,7 Hz,
7-H); 6,68 (d, 1 H, “Js7=2,7 Hz, 5-H); 3,88 (s, 3 H, 3-OCHy); 3,63 (s, 3 H,
6-OCHj,)

R¢+Werte: 0,40  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)

0,58 Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3,6-Dimethoxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 66
H.C—
Summenformel: C,3H1sNO; 3€=0
Molgewicht: 355,39 g/mol O.
CHs
Darstellung: nach AAV 5

15 mg (46 umol) der Verbindung 50 wurden geméall AAV 5 mit 18 ul (0,28 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 6 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen und der Ansatz aufgearbeitet.
Das Produkt wurde mittels préparativer Dunnschichtchromatographie (Laufmittel:
Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)) isoliert und nachfolgend aus trockenem Ether kristallisiert.
66 resultierte als ein hellbeiger, feiner Feststoff.

Ausbeute: 50,4 %

Schmelzbereich: 159 -161°C

MS (ESI-positiv): m/z = 356,26 [M+H]" 100 %

IR: KBr [ incm™]: 3062w, 3010 w (aromat. CH st); 2957 w, 2916, 2848 m

(aliph. CH st); 1599 w, 1582 w, 1472 m, 1462 m (C=C st); 1438 m, 1413 m
1380 w (CH 6); 1260 m, 1215w (C-O-C st aromat. Ether); 1188 m (C-O-C st
cycl. Ether); 1088 m, 1023 w (C-O-C st aromat. Ether); 753 m, 700 m (CH &
monosubst. Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,42 (d, 1 H, 3J,06 = 8,2 Hz, 10-H); 8,29 (d, 1 H,
%)s=8,4Hz, 7-H); 819 (s, 1H, 2-H); 7,67 (ddd, 1H, 3Jg =82 Hz,
$Jgs = 7,0 Hz, “Jo7 = 1,2 Hz, 9-H); 7,64 - 7,55 (m, 6 H, 4-CsHs, 8-H); 6,49 (s,
1 H, 5-H); 3,92 (s, 3 H, 3-OCHs); 3,73 (s, 3 H, 6-OCHs)

Rq+Werte: 0,43  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,65 Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3,6-Dimethoxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 67
H;C~
Summenformel: CyoH17NO, 3270 O O/CHs
. o
Molgewicht: 335,35 g/mol O | X CH,
Darstellung: nach AAV 5 o =
N

15 mg (49 umol) der Verbindung 51 wurden geméals AAV 5 mit 20 ul (0,33 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 6 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen und der Ansatz aufgearbeitet.
Das Produkt wurde mittels préparativer Dunnschichtchromatographie (Laufmittel:
Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)) isoliert und nachfolgend aus trockenem Ether kristallisiert.

67 resultierte als ein hellbeiger, feiner Feststoff.

Ausbeute:
Schmelzbereich:

MS (ESI-positiv):

62,0 %
125-128 °C

m/z = 336,24 [M+H]* 100 %

IR: ATR [V incm™]: 3072w (aromat. CH st); 2956 w, 2924 m, 2855w (aliph.
CH st); 1601 w, 1581 w, 1481 w, 1462 m (C=C st); 1436 w, 1393 w 1362 m
(CH); 1270s, 1248 w, 1209 w (C-O-C st aromat. Ether); 1185 m (C-O-C st
cycl. Ether); 1120 m, 1078 m, 1030 m (C-O-C st aromat. Ether); 742 m (CH &
1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR;: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,17 (s, 1 H, 2-H); 7,51 (ddd, 1 H, *J4/5 = 8,2 Hz,
s = 7,4 Hz, “Jase = 1,8 Hz, 4'-H); 7,45 (d, 1 H, %Jg, = 9,0 Hz, 8-H); 7,35 (dd,
1H, g5 =74Hz, g0 =18Hz, 6-H); 7,16-7,10 (m, 2 H, *Jas = 8,2 Hz,
se =74 Hz, %Js0=74Hz, “53=10Hz, 5,3-H); 7,00 (dd, 1H,
326 = 9,0 Hz, 975 =2,7 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1 H, “Js7 = 2,7 Hz, 5-H); 3,89 (s,

3 H, OCHy); 3,73 (s, 3 H, OCH3); 3,63 (s, 3 H, 2-OCH})

R¢Werte: 0,55  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,56  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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3,6-Dimethoxy-4-(2-methoxyphenyl)-naphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin

Verbindung: 68

Summenformel: C,H1gNO, HsC=0 O O/CHs
Molgewicht: 385,41 g/mol QO S O\CHB
Darstellung: nach AAV 5 o | N/

10 mg (28 umol) der Verbindung 52 wurden gemall AAV 5 mit 11 ul (0,17 mmol) lodmethan
umgesetzt. Nach 6 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen und der Ansatz aufgearbeitet.
Das Produkt wurde mittels préparativer Diinnschichtchromatographie (Laufmittel:
Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)) isoliert und nachfolgend aus trockenem Ether kristallisiert.
68 resultierte als ein hellbeiger, feiner Feststoff.

Ausbeute: 58,4 %

Schmelzbereich: 159 -161°C

MS (ESI-positiv): m/z = 386,24 [M+H]" 100 %

IR: ATR [#incm™: 3067 w (aromat. CH st); 2955w, 2925s, 2854 w (aliph.

CH st); 1602 m, 1582 w, 1480 m, 1457 m (C=C st); 1436 m, 1413 w 1378 m
(CH d); 1259, 1244 w, 1226 w (C-O-C st aromat. Ether); 1184 m (C-O-C st
cycl. Ether); 1116 w, 1076 m, 1023 m (C-O-C st aromat. Ether); 754 m (CH &
1,2-disubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-dg [5 in ppm]: 8,38 (d, 1 H, *J,0 = 8,2 Hz, 10-H); 8,31 - 8,27
(m, 2H, 2-H, 7-H); 7,77 -7,72 (m, 1 H, 9-H); 7,65 - 7,57 (m, 2 H, 4'-H, 8-H);
746 (dd, 1H, 3gs=74Hz, Ve =17Hz, 6-H); 7,32 (,d“br, 1H,
Jge = 8,3 Hz, 3-H); 7,21 (dt, 1 H, *Js6 = *Jsya = 7,4 Hz, “Jsy = 0,8 Hz, 5'-H);
6,40 (s, 1 H, 5-H); 3,94 (s, 3H, OCHjy); 3,74 (s, 3H, OCHs); 3,73 (s, 3 H,
OCH,)

R¢Werte: 0,57  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,61  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.1.2.7 3,4-disubstituierte Pyridine

3-Benzyloxy-4-phenylpyridin

Verbindung: 70

Summenformel: CisHisNO

Molgewicht: 261,32 g/mol S Ov@
Darstellung: | =

N
70 entstand als Nebenprodukt aus den Umsetzungen von Verbindung 9 mit diversen
1,4-Benzochinonen  bzw. 1,4-Naphthochinon (nach AAV 3) und wurde mittels
Saulenchromatographie isoliert. Die Kristallisierung zu einem gelb-braunen Feststoff gelang aus
trockenem Ether.

Ausbeute: (1,4-Benzochinone/1,4-Naphthochinon (1) nach Kapitel 4.1.1.4)
56,2 % aus der Umsetzung 9 mit 1a
55,9 % aus der Umsetzung 9 mit 1b
52,6 % aus der Umsetzung 9 mit 1c
38,7 % aus der Umsetzung 9 mit 1d
68,0 % aus der Umsetzung 9 mit 1e
70,1 % aus der Umsetzung 9 mit 1f
42,7 % aus der Umsetzung 9 mit 1g

Schmelzbereich: 67 —70°C
MS (ESI-positiv): m/z = 262,21 [M+H]" 100 %
IR: KBr [ incm™]: 3063w (aromat. CH st); 2958 w, 2911 m, 2851w (aliph.

CH st); 1607 m, 1582 m, 1490 w (C=C st); 1432 m, 1410 w (CH d); 1248 m,
1040 m (C-O-C st aromat. Ether); 757 w, 698 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,42 (s, 1 H, 2-H); 8,33 (d, 1 H, %Js5=4,9 Hz,
6-H); 7,65-7,62 (m, 2H, 2'6-H); 7,50-7,40 (m, 9H, 5-H, 3'4'5-H,
3-OCH,CgHs); 5,16 (s, 2 H, 3-OCH,CgHs)

R¢Werte: 0,42  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,38  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v/v)
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3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-pyridin

Verbindung:
Summenformel:
Molgewicht:

Darstellung:

71

CisHi7NO, o Cha
291,34 g/mol O

71 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 15 mit p-Benzochinon bzw.

1,4-Naphthochinon (nach AAV 3) und wurde mittels S&ulenchromatographie isoliert.

Die resultierende 6lige, gelbliche Substanz konnte nicht auskristallisiert werden.

Ausbeute:

62,1 % aus der Umsetzung 15 mit p-Benzochinon
48,7 % aus der Umsetzung 15 mit 1,4-Naphthochinon

MS (ESI-positiv): m/z = 292,17 [M+H]* 100 %

IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

R~Werte:

KBr [# incm™]: 3063w, 3032w (aromat. CH st); 2954 w, 2915 m, 2848 m
(aliph. CH st); 1603 m, 1586 w, 1481 m (C=Cst); 1454 m, 1415 m (CH 5);
1273 m, 1242 m, 1063w, 1026 m (C-O-C st aromat. Ether); 752w (CH &
monosubst. Aromat); 737w (CHJ 1,2-disubst. Aromat); 696 m (CH 6
monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,26 (s, 1 H, 2-H); 8,18 (d, 1 H, %55 = 4,8 Hz,
6-H); 7,28 (ddd, 1H, %43 =83Hz, 3J45=75Hz, “Jye=18Hz, 4-H);
721-711 (m, 7H, CgHs, 5-H, 6-H); 693 (dt, 1H, 3Jsu=75Hz,
356 = 7,4 Hz, “Jsy5 = 0,9 Hz, 5'-H); 6,87 (d, 1 H, %5, = 8,3 Hz, 3'-H); 5,01 (s,
2 H, 3-OCH,C¢Hs); 3,63 (s, 3 H, 2-OCHy)

100 MHz, CDCl; [ in ppm]: 156,6 (2-C); 152,5 (3-C); 142,4 (6-C); 136,6
(1%-C); 136,5 (1'-C); 135,9 (2-C); 130,8 (4'-C); 129,7 (6'-C); 128,3 (3*-C &
5*-C); 127,7 (4*-C); 126,7 (2"-C & 6%-C); 125,8 (5-C); 124,9 (4-C); 120,3
(5-C); 110,8 (3--C); 70,9 (CH,); 55,4 (2'-OCHs)

0,19  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,26  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
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Ethyl-4-phenylnicotinat

Verbindung: 72

Summenformel: C14sH13NO, o
Molgewicht: 227,26 g/mol X O/\CHg
Darstellung: | =

72 entstand als Nebenprodukt aus den Umsetzungen von Verbindung 8 mit diversen
1,4-Benzochinonen  bzw. 1,4-Naphthochinonen (nach AAV 3) und wurde mittels
Séulenchromatographie isoliert. Die resultierende 06lige, gelbe Substanz konnte nicht

auskristallisiert werden.

Ausbeute: (1,4-Benzochinone/1,4-Naphthochinone (1) nach Kapitel 4.1.1.4)
39,8 % aus der Umsetzung 8 mit 1a
42,1 % aus der Umsetzung 8 mit 1b
49,9 % aus der Umsetzung 8 mit 1c
33,4 % aus der Umsetzung 8 mit 1d
59,3 % aus der Umsetzung 8 mit le
62,8 % aus der Umsetzung 8 mit 1f
38,1 % aus der Umsetzung 8 mit 1g
31,7 % aus der Umsetzung 8 mit 1h
35.9 % aus der Umsetzung 8 mit 1i

MS (ESl-positiv): m/z = 228,11 [M+H]" 100 %

IR: ATR [V incm™]: 3056 w (aromat. CH st); 2980 w, 2927 m, 2854 w (aliph.
CH st); 1713 s (C=0 st); 1586 m, 1543 w, 1476 w (C=C st); 1445w, 1404 m,
1366 m, 1306 m (CH 3); 1256 m (C-O st Ester); 1176 s (C-O-C st cycl. Ether);
1106 m, (C-O st Ester); 755 m, 693 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [5in ppm]: 9,01 (s, 1 H, 2-H); 8,70 (d, 1 H, %Jg5=5,1 Hz,
6-H); 7,43-7,39 (m, 3 H, 34" 5"-H); 7,33 - 7,27 (m, 3 H, 2',6-H, 5-H); 4,14 (q,
2H, *Jchycns = 7,1 Hz, 3-COOCH,CHg); 1,04 (t, 3H, *Jchgcr, = 7,1 Hz,
3-COOCH,CHs)

BC-NMR: 100 MHz, CDCl, [3 in ppm]: 166,8 (COOCH,CHy); 151,7 (6-C); 150,7 (2-C);
1499 (4-C); 138,55 (1-C); 1283 (4'C); 1282 (3-C&5-C); 1279
(2-C & 6-C); 126,7 (3-C); 1247 (5-C); 61,2 (COOCH,CH;); 136
(COOCH,CH;)

R¢Werte: 0,35 Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,40  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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4-Phenyl-N-propylnicotinamid

Verbindung: 73

Summenformel: CisH1sN,O o

Molgewicht: 240,30 g/mol N N/\/CHs
Darstellung: | = :

N
73 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 10 mit p-Benzochinon (hach

AAV 3) und wurde mittels Sdulenchromatographie isoliert. Die resultierende 6lige, gelbliche
Substanz konnte nicht auskristallisiert werden.

Ausbeute: 62,0 %

MS (ESI-positiv): m/z = 241,31 [M+H]* 100 %
MS (ESI-negativ):  m/z = 239,24 [M-H] 100 %

IR: ATR [7incm™]: 3259 m (NH st); 3056 m (aromat. CH st); 2926 m, 2931 w,
2873 w (aliph. CH st); 1636s (C=0Ost); 1587 m (C=C st); 1550 m (NH 9d);
1475 m, 1443 w (C=C st); 1403 m, 1382w (CH 9); 1320 m (C-N st); 749 m,
697 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8in ppm]: 8,87 (s, 1 H, 2-H); 8,66 (d, 1 H, *Jgs = 5,1 Hz,
6-H); 7,47 - 7,43 (m, 5 H, 4-C¢Hs); 7,28 (d, 1 H, %55 = 5,1 Hz, 5-H); 5,37 (s br,
1H, 3-CONHCH,CH,CH;); 3,20-3,14 (m, 2H, 3-CONHCH,CH,CH);
1,33-1,23 (m, 2 H, 3-CONHCH,CH,CH3); 0,69 (t, 3H, *Jchacr, = 7,4 Hz,
3-CONHCH,CH,CHs)

BC-NMR: 100 MHz, CDClI; [8 in ppm]: 167,1 (CONHCH,CH,CH3); 150,8 (2-C); 149,8
(6-C); 146,9 (4-C); 137,4 (1'-C); 131,2 (3-C); 129,1 (4'-C); 128,9 (3'-C & 5'-C);
1283 (2-C&6-C); 1241 (5-C); 41,7 (CONHCH,CH,CHs); 222
(CONHCH,CH,CHs); 11,1 (CONHCH,CH,CHs)

R¢Werte: 0,05 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,11  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N,4-Diphenylnicotinamid

Verbindung: 74

Summenformel: CisH14N,O o
Molgewicht: 274,32 g/mol AN N /@
Darstellung: | N/ "

74 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 11 mit p-Benzochinon (hach
AAV 3) und wurde mittels Sdulenchromatographie isoliert. Die Kiristallisierung zu einem
braunlichen Feststoff gelang aus trockenem Methanol.

Ausbeute: 45,4 %
Schmelzbereich: 141 - 143 °C

Elementaranalyse: ber.: C 78,81; H 5,14; N 10,21
gef.: C 78,54; H5,24; N 10,18

MS (ESI-positiv): m/z = 275,24 [M+H]" 100 %
MS (ESI-negativ): m/z = 273,27 [M-H] 100 %

IR: ATR [#incm™]: 3251 m (NH st); 3057 w, 3032w (aromat. CH st); 1652s
(C=0 st); 1595 s (C=C st); 1540 m (NH 6); 1498 m, 1441 m (C=C st); 1326 m
(C-N st); 750 m, 696 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,96 (s, 1 H, 2-H); 8,68 (d, 1 H, %Js5=5,1 Hz,
6-H); 7,55 (sbr, 1H, 3-CONHCgHs); 7,53 -7,49 (m, 5H, 4-C¢Hs); 7,36 (d,
1 H, %Js6=5,1Hz, 5-H); 7,31 - 7,23 (m, 4 H, 2% 3" 5" 6"-H); 7,16 - 7,10 (m, 1 H,
4*-H)

BC-NMR: 100 MHz, CDClI; [3 in ppm]: 165,0 (CONHC¢Hs); 151,0 (2-C); 149,9 (6-C);
147,2 (4-C); 137,2 (1'-C); 137,0 (1*-C); 130,8 (3-C); 129,3 (4'-C); 129,2 (3-C &
5'-C); 128,9 (3"-C & 5'-C); 128,4 (2'-C & 6'-C); 124,8 (4"-C); 124,3 (5-C);
120,1 (2°-C & 6*-C)

R¢+Werte: 0,15  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,31  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)



Experimenteller Teil 187

N-Benzyl-4-phenylnicotinamid

Verbindung: 75

Summenformel: Ci9H1sN,O o

Molgewicht: 288,34 g/mol = N
H
Darstellung: Sy | @

75 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 12 mit p-Benzochinon (hach
AAV 3) und wurde mittels Sdulenchromatographie isoliert. Die Kiristallisierung zu einem
gelblichen Feststoff gelang aus trockenem Methanol.

Ausbeute: 42,7 %
Schmelzbereich: 165 - 167 °C

Elementaranalyse: ber.: C 79,14; H5,59; N 9,72
gef.: C 78,87; H5,69; N 9,66

MS (ESI-positiv): m/z = 289,29 [M+H]" 100 %

IR: ATR [V incm™]: 3260s (NH st); 3057 w, 3026 w (aromat. CH st); 2926 w,
2872 w (aliph. CH st); 1632s (C=0 st); 1589 m (C=C st); 1557 m (NH 5);
1496 m, 1476 m, 1447 m (C=C st); 1406 m, 1363 m (CH &); 1329 m (C-N st);
749 m, 695 m (CH & monosubst. Aromat)

'H-NMR: 400 MHz, CDCl; [6 in ppm]: 8,89 (s, 1 H, 2-H); 8,69 (d, 1 H, %Jeis = 5,1 Hz,
6-H); 7,44 - 7,38 (m, 5 H, 4-Cg¢Hs); 7,28 (d, 1 H, *Jg6 = 5,1 Hz, 5-H); 7,24 - 7,20
(m, 3H, 3*4°5H); 697-692 (m, 2H, 2°6"H); 566-559 (m, 1H,
3-CONHCH,CgHs); 4,39 (d, 1 H, *Jcynn = 5,6 Hz, 3-CONHCH,CgHs)

BC-NMR: 100 MHz, CDClI; [5in ppm]: 167,0 (CONHCH,C¢Hs); 151,0 (2-C); 149,7
(6-C); 147,0 (4-C); 137,3 (1'-C); 137,1 (1°-C); 130,9 (3-C); 129,0 (4'-C); 129,0
(3-C & 5-C); 128,6 (3*-C & 5"-C); 128,3 (2-C & 6'-C); 127,7 (2"-C & 6°-C);
127,6 (4*-C); 124,2 (5-C); 44,2 (CONHCH,C4Hs)

R¢Werte: 0,07  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,06  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
0,26  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:5 (v/v/v)
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N,N-Diethyl-4-phenylnicotinamid

Verbindung: 76

Summenformel: CisH1sN,O 0
Molgewicht: 254,33 g/mol AN N /\CH3
Darstellung: = k

N CH,
76 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 13 mit p-Benzochinon (hach

AAV 3) und wurde mittels Sdulenchromatographie isoliert. Die resultierende 6lige, gelbliche
Substanz konnte nicht auskristallisiert werden.

Ausbeute: 47,2 %
MS (ESI-positiv): m/z = 255,28 [M+H]" 100 %

IR: ATR [¥incm™]: 3054 w, 3029 w (aromat. CH st); 2972 m, 2933 w, 2873 w
(aliph. CH st); 1623 s (C=0st); 1585 m, 1479 w, 1458 w (C=C st); 1430 m,
1399 m, 1364w (CH d); 1261 m (C-Nst); 754 m, 697 m (CH & monosubst.
Aromat)

'H-NMR: 500 MHz, CDCl; [8 in ppm]: 8,66 (d, 1 H, %Jgs = 4,9 Hz, 6-H); 8,61 (s, 1 H,
2-H); 7,53-7,49 (m, 2 H, 2',6"-H); 7,45 - 7,39 (m, 3 H, 3'4'5'-H); 7,34 (d, 1 H,
3Jsi6 = 5,0 Hz, 5-H); 3,83 - 3,63 (M, 1 H, 3-CON(CH,CHb), [E]); 3,13 - 3,01 (m,
1H, 3-CON(CH,CHy), [E]); 2,95-2,82 (m, 1H, 3-CON(CH,CHs); [Z]);
2,77-2,61 (m, 1H, 3-CON(CH,CHa), [Z]); 0,96 (t, 3 H, *Jcnycr, = 7,1 Hz,
3-CON(CH,CH), [E]); 0,75 (t, 3 H, Jcngcr, = 7,1 Hz, 3-CON(CH,CH3), [Z])

BC-NMR: 125 MHz, CDCl; [6inppm]: 168,0 (CON(CH,CHz),); 150,1 (2-C); 148,0
(6-C); 145,8 (4-C); 137,2 (1'-C); 131,9 (3-C); 129,0 (4'-C); 128,7 (3'-C & 5'-C);
12855 (2-C&6'-C); 1234 (5-C); 424 (CON(CH.CH3),[E]; 38,7
(CON(CH,CHg), [Z]); 13,4 (CON(CH,CHj), [E]); 12,0 (CON(CH,CH), [Z])

R¢Werte: 0,08 Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,18  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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4-Phenyl-N,N-dipropylnicotinamid

Verbindung: 77

Summenformel: CisH2N,O o

Molgewicht: 282,38 g/mol N N/\/CHs
' =

Darstellung: N H

77 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung CHj

14 mit p-Benzochinon (nach AAV 3) und wurde mittels S&ulenchromatographie isoliert.

Die resultierend

Ausbeute:

e 6lige, gelbliche Substanz konnte nicht auskristallisiert werden.

51,3 %

MS (ESl-positiv):  m/z = 283,32 [M+H]" 100 %

IR:

'H-NMR;:

BC-NMR:

R+Werte:

ATR [#incm™]: 3054 w, 3029 w (aromat. CH st); 2963 m, 2932 w, 2874 w
(aliph. CH st); 1627 s (C=0 st); 1586 m, 1501 w, 1463 m (C=C st); 1424 w,
1399 m, 1382w, 1301w (CHJ3); 1251 m (C-Nst); 756 m, 700m (CH 6
monosubst. Aromat)

400 MHz, CDCl; [8in ppm]: 8,64 (d, 1 H, %Jg5=4,9 Hz, 6-H); 8,59 (s, 1 H,
2-H); 7,52 - 7,46 (m, 2 H, 2',6'-H); 7,44 - 7,38 (m, 3 H, 3'4'5-H); 7,31 (d, 1 H,
%356 = 5,0 Hz, 5-H); 3,77 - 3,50 (m, 1 H, 3-CON(CH,CH,CH), [E]); 3,00 - 2,83
(m, 1H, 3-CON(CH,CH,CH,), [E]); 2,82 - 2,67 (m, 1H,
3-CON(CH,CH,CH:), [Z]); 2,63-2,45 (m, 1H, 3-CON(CH,CH,CH>), [Z]);
1,50 -1,15 (m, 3H, 3-CON(CH,CH,CHs), [2xE/Z]); 1,13-1,00 (m, 1H,
3-CON(CH,CH,CH), [Z]); 0,74 (t, 3H, $Jchaicr, = 7,4 Hz,
3-CON(CH,CH,CH,), [E]): 0,58 (t, 3H, $Jchgicn, = 7,4 Hz,
3-CON(CH,CH,CHs), [Z])

100 MHz, CDCls [5 in ppm]: 168.4 (CON(CH,CH,CHs),): 149.9 (2-C); 148,2
(6-C); 145,8 (4-C): 137,2 (1'-C): 132,0 (3-C); 129,0 (4-C); 1287 (3-C & 5'-C);
1284 (2-C&6-C); 1234 (5-C); 49,9 (CON(CH,CH,CHs), [E]); 46,1
(CON(CH,CH,CH3), [2]); 21,2 (CON(CH,CH,CHs), [E]); 19,9
(CON(CH,CH,CHy), [Z]); 113 (CON(CHCH:CH,), [E]); 10,9
(CON(CH2CH,CHy), [Z])

0,06  Cyclohexan/Essigester 60:40 (v/v)
0,20  Chloroform/Essigester/Methanol 85:15:1 (v/v/v)
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3-Fluor-4-phenylpyridin

Verbindung:

Summenformel:

Molgewicht:

Darstellung:

78

CuHgFN

173,19 g/mol N h
N/

78 entstand als Nebenprodukt aus der Umsetzung von Verbindung 16 mit p-Benzochinon bzw.

1,4-Naphthochinon (nach AAV 3) und wurde mittels S&ulenchromatographie isoliert.

Die Kristallisierung zu einem weil3en Feststoff gelang aus trockenem Methanol.

Ausbeute: 63,4 % aus der Umsetzung 16 mit p-Benzochinon
54,8 % aus der Umsetzung 16 mit 1,4-Naphthochinon
Schmelzbereich: 49 -52 °C

MS (ESI-positiv): m/z = 174,21 [M+H]* 100 %

IR:

'H-NMR:

BC-NMR:

R+-Werte:

KBr [¥ in cm™]: 3061 w, 3036 w (aromat. CH st); 1609 m, 1548 w, 1510 m,
1478 s (C=Cst); 14145, 1358w (CH 6); 1207 m (aromat. C-Fst); 772 m,
696 m (CH & monosubst. Aromat)

400 MHz, CDClI; [ in ppm]: 8,54 (d, 1 H, Jyr=2,6 Hz, 2-H); 8,47 (dd, 1 H,
%Jei5 = 5,0 Hz, *Jgr = 0,7 Hz, 6-H); 7,64 - 7,59 (m, 2 H, 2',6-H); 7,53 - 7,44 (m,
3 H, 3,4'5-H); 7,41 (dd, 1 H, Js¢ = 6,6 Hz, *Js6 = 5,0 Hz, 5-H)

125 MHz, CDCl; [8inppm]: 156,7 (d, “ae=257,2 Hz, 3-C); 146,0 (d,
“Jor =5,2 Hz, 6-C); 139,0 (d, 2y = 25,8 Hz, 2-C); 136,1 (d, 2J4e = 10,7 Hz,
4-C); 132,9 (1'-C); 129,2 (2',6'-C):; 128,8 (3',4' 5'-C); 124,2 (5-C)

0,44  Cyclohexan/Essigester 40:60 (v/v)
0,41  Chloroform/Essigester 85:15 (v/v)
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6.2 Biochemische Untersuchung - **PanQinase® Assay

Der ¥*PanQinase® Assay wurde in einem automatisierten Verfahren der ProQinase GmbH
(Freiburg im Breisgau) durchgefuhrt. Alle in dem Assay verwendeten Proteinkinasen wurden
entweder in Escherichia coli (E. coli) als unmarkierte, humane, rekombinante Proteine (ERK2,
JNK3 und p38-y) oder (ber ein Baculovirus-Expressionssystem als humane rekombinante
GST-Fusionsproteine oder HIS-markierte Proteine in  Sf9-Insektenzellen exprimiert.
Die Reinigung erfolgte durch Affinitdtschromatographie an GSH-Agarose (Sigma) bzw. durch
Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie ~ (fir ~ JNK3). SDS-PAGE  mit
anschlieBender Coomassie-Farbung, Massenspektrometrie (LC-ESI MS/MS) und im Fall der
CDK5/p25 eine zusétzliche Westernblot-Analyse mit spezifischen Antikorpern dienten zur
Uberpriifung der Identitdt und Reinheit der Kinasen. Als Kinasensubstrate wurden die
synthetischen Peptide RBER-CHKTtide (fir alle CDKs, GSK-33, ERK2, p38-y) und ATF2 (flr
JNK3) verwendet.

Von jeder der zu untersuchenden Verbindungen wurde ausgehend von einer 10 mM
Stammlésung in DMSO durch serielles halblogarithmisches Verdiinnen mit DMSO eine Reihe
von zehn Ldsungen im Konzentrationsbereich von 0,3 uM bis 10 mM hergestellt. 5 pl dieser
Losungen wurden mit jeweils 45 pl H,O verdiinnt, so dass eine Verdinnungsreihe mit 10
verschiedenen Konzentrationen von 30 nM bis 1 mM (in 10%iger wassriger DMSO-L&sung)
resultierte (2 Testverbindungslésungen).

Die Ausfiihrung der Assays wurde in 96-Well-FlashPlates™ (Perkin Elmer) mit
Reaktionsvolumina von 50 pl/Well realisiert. Dazu wurden jeweils 5pul einer
Testverbindungslosung, 20 ul  Standardpuffer, 20ul Substrat/Enzym-Ldsung und 5l
ATP-Losung (in H,0) in die Wells pipettiert. Die Reaktionsgemische enthielten fir alle
Enzyme HEPES-NaOH (70 mM, pH 7,5), MgCl, (3 mM), MnCl, (3 mM), Natriumorthovanadat
(3uM), DTT (1,2mM), PEGuo0n (50 mg/ml) und [y-**P]-ATP (1 uM oder 15 pM, ca.
7-8x10° cpm bzw. 1,05-1,2x10°cpm) pro Vertiefung. Die DMSO-Endkonzentration im
Reaktionsgemisch betrug 1 %. Die Vermischung der Bestandteile wurde durch Bewegung der
96-Well-FlashPlates™ auf dem Schittler gewéhrleistet. Die Lésungen wurden fiir 60 min bei
30 °C inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von H3;PO, (50 pl, 2 % (v/v)) gestoppt.
Nach Absaugen der Lésung wurde 3-mal mit 200 pl NaCl-Lésung (0,9 % (v/v)) gewaschen und
die Platte getrocknet. Die Aufnahme von ®¥p. in das Substrat wurde mit einem
Microplate-Szintillationszahler (MicroBeta, Wallac) bestimmt. Alle Assays wurden in einem

BeckmanCoulter/Sagian-Automatiksystem ausgefuhrt. Aus den prozentualen Restaktivitaten,
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die fur jede Konzentration erhalten wurden, wurden die 1Cs-Werte mithilfe der Software

Quattro Workflow V3.1.0 (Quattro Research GmbH, Munchen, Deutschland) berechnet.

Ergebnisse des Kinaseinhibitionsassays |
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Anhang



Spektren ausgewahlter Verbindungen

(EZ,RS)-1-(3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-yl)ethanon (15)

Tell
vr-23
Sp.Nr.5757

Sample Name:

Data Collected on
lampe-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul
Solvent: acetone
Data collected on: Jul 1 2011

Temp. 27.0 C / 300.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Width 6410.3 Nz

16 repetitions
OBSERVE 1, 399.9618332 Muz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time O min 57 sec
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(EZ,RS)-1-Acetyl-4-phenyl-N-propyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid (10)

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 5.112 sec
Width 6410.3 Hz

16 repetitions
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3-Fluor-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3b]pyridin-6-ol (41)

Tell
vr-28
Sp.Nr.6808
Sample Name: HO
Data Collected on:

lampe-vnmes400
Archive directory:

/

Sample directory:

\

FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 12 2011

Temp. 27.0 C / 300.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.556 sec
Width 6410.3 Hz

16 repetitions ~
OBSERVE H1, 399.9616480 MHz

DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 0 min 57 sec
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6-Hydroxy-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsdureethylester (31)

Zjw

PULSE SEQUENCE
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 5.112 sec
Width 6410.3 Hz
16 repetitions
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4-Phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol (49)

Z/w
008

Tell
vI-10
Nr. 8346

Pulse Sequence:
solvent: DMSO
Temp. 27.0 C / 300.1 K
sample #2, user vnmrl
INOVA-500" “max2"

szpul

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 40.6 degrees

Acq. time 3.277 sec

Vidth 10000.0 Hz

16 _repetitions

H1, 499.7633268 MHz

FT size 13
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vii

3-Benzyloxy-6-methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin (55)

Tell 2519-21
vT-16

Sample Name:
Tell 2519-21
Data Collected on:
lampe-vnmrsd00
Archive directory:
/home/vnmrl/data/03_2012
sample directory:
Tell 2519-21

r

FidFile: Tell 2519-21 PROTON_07Mar2012_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: acetone

Data collected on: Mar 7 2012

Temp. 27.0 C / 300.1 K
sample #34, Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

width 6410.3 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 399.9618288 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 65536

Total time 0 min 57 sec
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6-Methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ol (61)

Sp.Nr.653

H:C~0

Sample Name:

Data Collected on: OH :
max2-inova500 N sk
Archive directory:
=
Sample directory:

1.572
7.563
474

2
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7.240

3.623

FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 9 2011

Temp. 27.0 C / 300.1 K
Sample #5, Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 4.094 sec
Width 8000.0 Hz
16 repetitions

OBSERVE  HI, 499.7609625 MHz

DATA PROCESSING

FT size 131072

Total time I min 22 sec
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3,6-Dimethoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin (65)

Tell
vr-19
Nr. 218
H;C~0
Sample Name: i
Data Collected on:
max2-inova500 AN O\
Archive directory: CHg
Sample directory: o Pz
N
FidFile: PROTON
Pulse Sequence: PROTON (s2pul) - '
Solvent: ecdel3 o
Data collected on: May 17 2011
Temp. 27.0 C / 300.1 K LA
Sample #5, Operator: vnmrl (\
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees r
Acqg. time 4.094 sec
Width 8000.0 Hz F
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3-Benzyloxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (25)

Data Collected on:
lampe-vamrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 14 2011

Temp. 27.0 C / 300.1 K '
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Width 6410.3 Hz

16 repetitions

OBSERVE K1, 399.9597603 Miz
DATA PROCESSING |
FT size 65536

Total time 0 min 57 sec
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6-(TBDMS)-4-phenylnaphtho[1',2":4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethylester (44)

.01 0.0

2.05 0.01

PULSE SEQUENCE

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr:
Acq. time 5.112 &
Width 6410.3 ¥z
16 repetitions
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399.9618288 DATA PROCESSING
Line broadening 0.1 Hz
FT size 131072

Total time 1 minutes

OBSERVE  H1, Tell 8647-48

vr-12

Solvent:
Temp. 27.0 C / 300.1 K
Sample #5, Operator
File: Tell 8647-48
VIMRS-400 “lampe”
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Ethyl-4-phenylnicotinat (72)

X 4 s AN N
0~ CHs
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9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
0.01 0.05 0.02 414 0.13 13.5¢ 0.11 0.14 0.15 0.04
6.27 6.63 0.11 0.22 0.10 0.09 0.01 0.44 30.52
PULSE SEQUENCE OBSERVE H1, 399.9597531 DATA PROCESSING Tell 9042-44
Relax. delay 1.000 sec Line broadening 0.1 Hz T4-0X
Pul: FT size 131072
Acq Total time 1 minutes Solvent: edeld

Temp. 27.0 C / 300.1 K
Sample #18, Operator: vamrl

File: Tell 9042-44_PROTON 14Dec201i
VIMRS-400 “lampe”
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4-Phenyl-N,N-dipropylnicotinamid (77)

O |}

AN N/\/CHs |

_ |
N

CHs

ﬁ‘_,‘
\

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
0.05 0.04 23.92 0.03 0.03 0.06 4.37 0.23 0.19 39.94 0.03
7.08 0.05 0.23 0.03 0.05 0.24 0.19 11.57 0.40 1.21 0.06
PULSE SEQUENCE OBSERVE H1, 399.9597531 DATA PROCESSING Tell 9295-96
Relax. delay 1.000 sec Line broadening 0.1 Hz VT-AT-ox
Pulse 45.0 degrees FT size 131072
Acq. time 5.112 sec Total time 1 minutes Solvent: cdecl3
Width 6410.3 Hz Temp. 27.0C / 300.1 K
16 repetitions Sample #1, Operator: vnmrl
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