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1 Einleitung 

1.1 Die Alzheimer-Krankheit 

Seit 1906 steht die Alzheimer-Krankheit im Interesse der medizinischen Forschung. In diesem 

Jahr führte der ehemalige deutsche Pathologe ALOIS ALZHEIMER eine Autopsie an dem 

Gehirn seiner Patientin AUGUSTE DETER durch, die im Alter von nur 56 Jahren verstorben 

war. Mit „seltsamen Symptomen des Altersschwachsinns“ wurde die Patientin 1901 in die 

damalige „Anstalt für Irre und Epileptische“ in Frankfurt am Main eingewiesen. Post mortem 

fand ALOIS ALZHEIMER Proteinablagerungen in ihrem Gehirn, die er mit der Pathogenese 

seiner Patientin in Verbindung brachte. Die Alzheimer-Krankheit wurde zum ersten Mal in 

der Literatur beschrieben.[1]  

Bei der Alzheimer-Krankheit, mit weltweit ca. 36 Millionen Betroffenen, handelt es sich um 

eine irreversibel verlaufende Demenz-Erkrankung (Abb. 01).[2] Die stets tödlich verlaufende 

neurodegenerative Erkrankung des Gehirns führt beim Patienten zum vollständigen Verlust 

der kognitiven Leistungsfähigkeit und äußert sich in Symptomen wie Vergesslichkeit, 

Verwirrung sowie Sprach- und Orientierungsstörungen. Auch neuropsychologische 

Symptome wie depressive Verstimmung und Stimmungsschwankungen bis hin zu starken 

Persönlichkeitsänderungen können mit der Alzheimer-Erkrankung einhergehen.[3-5] Mit dem 

Fortschreiten der Krankheit kommt es infolge des Absterbens von Neuronen und der 

Rückbildung von Myelin zu einer Gehirnatrophie, die durch bildgebende Verfahren sichtbar 

gemacht werden kann (Abb. 01).[6, 7]
 

 

Abb. 01: Vergleich der Gehirnquerschnitte eines gesunden Menschen (links) und eines Alzheimer-

Patienten (rechts), mit freundlicher Genehmigung von www.alzheimer-forschung.de. 

Charakteristisch für die Alzheimer-Demenz (AD) sind zwei unterschiedliche 

Proteinablagerungen im Gehirn der Patienten. Dabei handelt es sich um die intrazellulären 

neurofibrillären Bündel (Tangles) und die extrazellulären amyloiden Plaques (Aβ-Plaques), 
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die erst post mortem anhand einer Autopsie im Gehirn der Patienten festgestellt werden 

können und die Basis der Diagnose bilden (Abb. 02).[8-10]  

 

Abb. 02: Gehirnschnitt mit angefärbten Aβ-Plaques und neurofibrillären Bündeln (Farbstoff: 
Thioflavin S, Gewebe: Hippocampus, Patient: männlich, Alter: 86 J, AD, Klinikum Darmstadt), 
Gehirnschnitt: Dr. Roland Heyny-von Hausen, Foto: Dr. Daniel Kieser. 

Bei den neurofibrillären Bündeln handelt es sich um aggregierte Filamente des abnorm 

phosphorylierten Proteins Tau, die sich nach der Tau-Hypothese infolge eines 

Ungleichgewichts verschiedener aktiver Kinasen und Phosphatasen bilden. Das Protein Tau 

ist Bestandteil der Mikrotubuli der Zelle und spielt beim axonalen Transport eine wesentliche 

Rolle. Für die Phosphorylierung sind verschiedene Enzyme wie die Kinasen GSK3β, CDK5 

oder auch ERK2 verantwortlich.[11] Durch die aggregierten Filamente wird die Struktur der 

Mikrotubuli zerstört und schließlich das Absterben von Neuronen ausgelöst. [12, 13]  

Die amyloiden Plaques bestehen aus aggregierten Aβ-Proteinen, die bei der proteolytischen 

Spaltung des Vorläuferproteins APP (amyloid precursor protein) durch die beteiligten 

Aspartylproteasen β- und γ-Sekretase generiert werden.[8-10] Bis zum heutigen Zeitpunkt 

konnte der Zusammenhang der Aβ-Ablagerungen im Gehirn mit der Pathogenese der 

Alzheimer-Demenz nicht eindeutig rekonstruiert werden. Als allgemein anerkannt gilt die 

Amyloid-Hypothese, die als Hauptursache der Alzheimer-Demenz die Aggregation und 

Ablagerung von Aβ im Zentralnervensystem beschreibt.[14]  

1.1.1 Risikofaktoren der Alzheimer-Demenz  

Die Ursache der Alzheimer-Krankheit ist bislang nicht eindeutig aufgeklärt und steht im 

starken Interesse aktueller Forschung. Epidemiologischen Studien zufolge ist das Alter der 

größte bislang bekannte Risikofaktor an der Alzheimer-Demenz zu erkranken. Mit 

zunehmendem Alter steigt die Wahrscheinlichkeit massiv an der Alzheimer-Demenz zu 

erkranken. Zur Risikogruppe gehören Personen ab dem 65. Lebensjahr. Bei den über  

90-Jährigen ist bereits ca. jeder dritte von der Alzheimer-Demenz betroffen. Infolge des 

Fortschritts der modernen Medizin und der stetig steigenden Lebenserwartung ist davon 
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auszugehen, dass die Zahl an Alzheimer-Patienten im Laufe der Jahre immer weiter wachsen 

wird.[2]  

 

Abb. 03: Beispiele diskutierter Einflussfaktoren der Alzheimer-Demenz. 

Von der altersbedingten Form der AD (LOAD, late onset Alzheimer´s disease) ist die seltener 

auftretende Form der EOFAD (early onset familial Alzheimer´s disease) zu differenzieren. 

Die EOFAD tritt vorwiegend vor dem 65. Lebensjahr und bei weniger als 5% der Patienten 

auf. Ursache dieser seltenen Form der Alzheimer-Demenz sind genetische  

Dispositionen.[15, 16] Bislang stehen über 160 Mutationen auf drei Genen im Verdacht, direkt 

mit der Entwicklung von AD in Zusammenhang zu stehen, beispielsweise die Mutationen der 

Gene von Präsenilin-1 und 2 auf Chromosom 14 bzw. 1, sowie von APP auf  

Chromosom 21.[17-19] Des Weiteren ist das ε4-Allel des ApoE-Gens mit einem stark erhöhten 

AD-Risiko assoziiert.[20] Neben dem Alter und genetischen Merkmalen finden sich in der 

Literatur zahlreiche Theorien und Studien, die eine Beziehung zwischen der Pathogenese der 

Alzheimer-Demenz und Umwelteinflüssen, der Lebensweise und auch z.B. der Einnahme 

verschiedener Medikamente herstellen (Abb. 03). Studien zufolge bewirkt die längerfristige 

Einnahme von NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) bei Patienten ein gesenktes 

Risiko an AD zu erkranken.[21] Weitere Untersuchungen ergaben, dass die 

Entzündungshemmer lediglich präventiv, jedoch nicht therapeutisch wirksam waren.[22] 

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Rauchen das Krankheitsrisiko der AD erhöht, 

währenddessen sich mäßiger Alkoholkonsum risikosenkend auswirken soll.[23, 24] Auch der 

Einfluss verschiedener Antioxidantien wie Vitamin C und E, verschiedener Polyphenole aus 

den Inhaltstoffen von grünem Tee, Rotwein oder auch Currypulver wurden bereits auf ihr 

präventives und therapeutisches Potential untersucht. Studien zufolge wird der Verlauf der 

Alzheimer-Demenz durch die Einnahme von Antioxidantien positiv verändert[25] und in  
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AD-Modellen mit transgenen Mäusen konnte für verschiedene Polyphenole eine Aβ-Peptid-

senkende Wirkung beobachtet werden.[26] Die genauen Wirkmechanismen sind bislang nicht 

aufgeklärt. Die zahlreichen in der Literatur beschriebenen Studien vergegenwärtigen nur allzu 

deutlich, dass trotz des enormen weltweiten Forschungsaufwandes viele pathogenetische 

Aspekte der AD weiterhin im Dunkeln liegen. 

1.1.2 Medikamente und Therapieansätze zur Behandlung der AD 

Die medikamentöse Behandlung der Alzheimer-Demenz kann bisher nur auf die 

Symptomatik der Krankheit abzielen. Acetylcholinesterasehemmer (AChE-Hemmer) wie die 

Wirkstoffe Donezepil (1), Galantamin (2) und Rivastigmin (3) sind für die Behandlung von 

leichter bis mittelschwerer Alzheimer-Demenz zugelassen (Abb. 04). Durch das Absterben 

von Neuronen im Falle einer Alzheimer-Erkrankung wird das für die Signalübermittlung 

notwendige Acetylcholin nicht mehr ausreichend im Gehirn hergestellt. Mit der Behandlung 

von AChE-Hemmern können die kognitiven Funktionen bei Alzheimer-Patienten für  

ca. 12-24 Monate verbessert werden, jedoch kann es auch zu starken Nebenwirkungen z.B. im 

Bereich des Gastrointestinaltrakts (Übelkeit, Diarrhöe) kommen.[27]  

 

Abb. 04: Zugelassene Medikamente 1-4 zur symptomatischen Behandlung der Alzheimer-Demenz. 

Memantin (4), ein nichtkompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist, wird zur Behandlung von 

mittlerer bis schwerer Alzheimer-Demenz eingesetzt (Abb. 04). Klinische Studien zeigten 

eine Verbesserung der kognitiven Leistungsfähigkeit und eine Verbesserung der 

neuropsychologischen Symptome bei Patienten, denen Memantin (4) verabreicht wurde.[28] 

Die Gruppe um D. SCHENK von ELAN-Pharmaceuticals konnte mit Immuntherapie-Studien 

an transgenen Mäusen große Erfolge erzielen. PDAPP-transgene Mäuse, die eine Mutante des 

menschlichen APP überexprimieren, wurden mit synthetischem Aβ42-Peptid (AN1792) 

immunisiert. Bei jungen Mäusen, die noch keine neuropathologischen AD-Merkmale  

(Aβ-Plaques) aufwiesen, konnte durch die Impfung eine protektive Wirkung auf die 
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Ausbildung von Aβ-Plaques nachgewiesen werden. Bei den älteren Mäusen, die bereits 

Proteinablagerungen im Gehirn ausgebildet hatten, führte die Immunisierung zu einer starken 

Reduktion der Aβ-Plaques,[29] einhergehend mit einer Verbesserung der kognitiven 

Leistungsfähigkeit.[30, 31] In klinischen Studien wurde der Impfstoff am Menschen als 

Therapeutikum untersucht. Dieser zunächst vielversprechende therapeutische Ansatz musste 

jedoch in Phase II der klinischen Studien aufgrund massiver Nebenwirkungen eingestellt 

werden.[32, 33] Um zukünftig geeignete Therapeutika für die Alzheimer-Demenz entwickeln zu 

können, ist es für die weitere Forschung essentiell, die Auslösemechanismen der Alzheimer-

Demenz detailliert aufzuklären und auf Grundlage eines Kausalzusammenhangs geeignete 

Targets zur Behandlung der AD zu finden. 

1.1.3 Der APP-Metabolismus und die Amyloid-Hypothese 

Eine veränderte Proteolyse von APP, einem Typ-1-Transmembranglycoprotein, wird mit dem 

Auftreten der Alzheimer-Demenz in Verbindung gebracht. Es gibt verschiedenen Spleiß-

Varianten des APP, die alle zu Aβ-Peptiden abgebaut werden können. APP, dessen Gen auf 

Chromosom 21 lokalisiert ist, wird ubiquitär im Körper exprimiert.[34] Es besteht aus einer 

extrazellulären N-terminalen Domäne, einer Transmembrandomäne und einer kleinen 

cytoplasmatischen Domäne, wobei die extrazelluläre Domäne den größten Teil ausmacht. 

Innerhalb der extrazellulären Domäne enthält das Protein eine cysteinreiche Subdomäne in 

der Nähe des N-Terminus.[34, 35] Es gibt Hinweise darauf, dass APP bei der Zelladhäsion eine 

Rolle spielt und als membranverankertes Rezeptormolekül fungiert.[36, 37] APP wird von drei 

verschiedenen Proteasen umgesetzt: der α-, β- und γ-Sekretase.  

Auf dem nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch die α-Sekretase zu den Fragmenten 

sAPPα und C83 prozessiert. Das C-terminale C83-Fragment wird von der γ-Sekretase zu dem 

kurzen P3-Peptid umgesetzt, das vom Körper schnell abgebaut werden kann (Abb. 05).[38, 39] 

Der amyloidogene Weg beschreibt die Umsetzung von APP durch die β-Sekretase zu den 

Fragmenten sAPPβ und C99. Die proteolytische Spaltung von C99 durch die γ-Sekretase 

führt zu Aβ-Peptiden Aβ40 und Aβ42 (Abb. 05).[40] 

Die Spaltung durch die α- und β-Sekretase findet an der extrazellulären 

Transmembrandomäne statt. Die C-terminalen Fragmente C99 und C83 bleiben mit der 

Transmembrandomäne in der Membran verankert (Abb. 05). 
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Abb. 05: Schematische Darstellung des APP-Metabolismus. 

Da die γ-Sekretase C99 an verschiedenen Positionen spaltet, handelt es sich bei dem  

Aβ-Peptid um eine Gruppe von Peptiden, die sich in der Länge ihres C-Terminus 

unterscheiden. Das Hauptprodukt ist das lösliche Aβ40-Peptid (80-90%), während das zur 

Aggregation neigende Aβ42-Peptid zu etwa 5-10% generiert wird. Die restlichen Peptide sind 

kürzer und bestehen aus bis zu 38 Aminosäuren.[41]  

Die Aggregation der Aβ-Peptide hängt mit einer Strukturänderung der Peptide zusammen. 

Die α-helikale Konformation der Aβ-Peptide geht in eine β-Faltblattstruktur über.[34] Zur 

Aggregation zu den unlöslichen Aβ-Plaques neigen vor allem die Aβ42-Peptide, ab einer 

bestimmten Konzentration an amyloiden Plaques lagern sich auch die Aβ40-Peptide an. Die 

Aβ-Plaques bestehen aus Bündeln von β-Faltblatt-Einheiten, die als Protofilamente zu den 

Aβ-Plaques aggregieren. Triebkraft für die Bildung der Aβ-Plaques sind hydrophobe 

Wechselwirkungen sowie π-π-Stapel-Wechselwirkungen der aromatischen Aminosäuren.[42]  

In vitro Experimente zeigen, dass die Aggregation zu Fibrillen sowohl zeit- als auch 

konzentrationsabhängig (bezogen auf Aβ-Peptide) ist.[43] Die Halbwertszeit von Aβ-Peptiden 

bei gesunden Menschen beträgt nur wenige Stunden,[44, 45] da diese proteolytisch abgebaut 

sowie carriervermittelt über die Blut-Hirn-Schranke in die Peripherie transportiert werden.[46, 

47] Hierdurch wird eine Aggregation von Aβ-Plaques effektiv verhindert. 

Die Amyloid-Hypothese sieht als Ursache einer Alzheimer-Erkrankung die Ablagerung von 

Aβ-Plaques im Gehirn. Der genaue toxische Wirkmechanismus konnte noch nicht 

Aβ
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experimentell aufgeklärt werden. Vertreter der Amyloid-Hypothese gehen davon aus, dass die 

Ablagerung der Aβ-Plaques eine pathogene Kaskade bestehend aus Entzündungsreaktionen, 

oxidativem Stress und ionischer Homöostase auslöst, die das Absterben von Neuronen 

verursacht.[48, 49] Studien belegen außerdem, dass schon die frühen Oligomere der Aβ-Peptide 

neurotoxisch wirken.[50, 51] CLEARY et al. konnte in einer in vivo Studie zeigen, dass das 

Verabreichen von humanen Aβ-Dimeren und Aβ-Trimeren direkt in das zentrale 

Nervensystem (intracerebroventrikulär) bei Ratten die kognitive Funktion signifikant stört.[52]  

Anhand des APP-Metabolismus und der darauf aufbauenden Amyloid-Hypothese lassen sich 

verschiedene Therapieansätze zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit ableiten. Um die 

pathogene Spezies der Aβ-Peptide aus dem APP-Metabolismus zu vermeiden, muss die  

β- bzw. γ-Sekretase inhibiert oder aber die α-Sekretase aktiviert werden.  

Aβ-Aggregationshemmer stellen eine weitere Wirkstoffklasse für die Behandlung der 

Alzheimer-Demenz dar. 

1.1.4 Die γ-Sekretase – eine Aspartylprotease 

Die γ-Sekretase gehört zu der Klasse der Aspartylproteasen, welche die Hydrolyse von 

Peptidbindungen katalysieren. Im aktiven Zentrum von Aspartylproteasen befinden sich zwei 

hoch konservierte Aspartate, mit denen verschiedene Substrate gebunden werden können. Die 

Hydrolyse der Substrate erfolgt im aktiven Zentrum über einen Säure-Base-Mechanismus 

(Abb. 06). Durch eine deprotonierte Asparaginsäure aktiviert, greift ein Wassermolekül 

nukleophil die zu spaltende Peptidbindung an (Abb. 06, (a)), während die zweite protonierte 

Asparaginsäure den Stickstoff des Amids protoniert (Abb. 06, (b)). Diesem daraus 

hervorgehenden zwitterionischen Übergangszustand folgt die Hydrolyse der Peptidbindung 

(Abb. 06, (c)).  

 

Abb. 06: Säure-Base-Mechanismus der Hydrolyse von Aspartylproteasen. 
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Die γ-Sekretase ist ein in der Membran verankerter Komplex, bestehend aus vier 

unterschiedlichen integralen Membranproteinen: Präsenilin 1 und 2 (PSEN1, PSEN2), 

Nicastrin (NCSTN), anterior pharynx defective (aph-1) und presenilin enhancer 2 (pen-2). 

Die Stöchiometrie der vier Untereinheiten verhält sich elekronenmikroskopischen Studien und 

Western Blot-Analysen zufolge 1:1:1:1.[53, 54] Bislang ist es nicht gelungen, den γ-Sekretase-

Komplex zu kristallisieren, um die Struktur mittels Röntgenstrukturanalyse aufzuklären. 

PSEN1 und PSEN2 bestehen aus neun Transmembrandomänen und bilden die katalytische 

Untereinheit des γ-Sekretase-Komplexes. Die Klassifizierung als Aspartylprotease gelang 

durch die Mutation zweier Asparaginsäure-Seitenketten, aus der eine vollständige 

Inaktivierung von PSEN1 resultierte.[55] Die Identifizierung von PSEN1 als aktive 

Untereinheit der γ-Sekretase wurde weiterhin durch Photoaffinitätsmarkierungen bestätigt.[56, 

57] Der Gruppe um LI gelang es kürzlich, ein prokaryotisches PSEN1-Homolog zu 

kristallisieren und dessen Struktur aufzuklären. Das PSEN1-Homologe besteht aus neun 

Transmembrandomänen, ist 50 Å lang sowie 40 Å breit und hoch. Die zwei katalytischen 

Asparaginsäure-Seitenketten befinden sich in den Transmembrandomänen 6 und 7 und sind 

6.7 Å voneinander entfernt. Durch die gesamte Transmembrandomäne des Proteins zieht sich 

eine Pore, die den Zugang von Wasser in das aktive Zentrum ermöglicht. Das PSEN-1-

homologe Protein assoziiert zu Tetrameren.[58] Nicastrin ist ein 130 kDa Typ-I-

Transmembranprotein mit einer großen extrazellulären glycosylierten Domäne und spielt bei 

der Erkennung des Substrats eine wesentliche Rolle.[59] Experimentell konnte belegt werden, 

dass die Funktion der γ-Sekretase bei reduzierter Expression von Nicastrin gestört wird und 

Nicastrin für die Stabilisierung des γ-Sekretase-Komplexes essentiell ist.[60] Aph-1 besteht aus 

sieben Transmembrandomänen und bildet mit Nicastrin einen Subkomplex im 

endoplasmatischen Retikulum, während Pen-2 zwei Transmembrandomänen aufweist. Die 

genauen Funktionen von Aph-1 und Pen-2 sind noch nicht genau bekannt. 

Neben APP prozessiert die γ-Sekretase noch weitere Substrate. Zu den bekannten Substraten 

gehören unter anderem die Proteine Notch 1-4, die Notch-Liganden Jagged und Delta, der 

Neurotrophinrezeptor p75, die Rezeptortyrosinkinase ErbB4, der Rezeptor CD44, die 

intrazellulären Adhäsionsmoleküle Nectin 1a sowie E- und N-Cadherine und der Rezeptor 

LDL.[16] Ein besonderes Augenmerk gilt dem Notch-Rezeptor, der unter anderem bei der 

Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle spielt. Nach der Proteolyse der extrazellulären 

Domäne von Notch wird der cytoplasmatische Teil durch das Binden von Ligandenproteinen 

(Delta, Jagged) zur weiteren Proteolyse aktiviert, bei welcher das Fragment NICD  
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(Notch intracellular domain) freigesetzt wird. Dieses Fragment wird in den Zellkern 

transportiert und reguliert als Komplex mit anderen Proteinen die Genexpression.[61] 

1.1.5 γ-Sekretase-Inhibitoren und –Modulatoren  

Aufgrund ihrer in Abschnitt 1.1.4 beschriebenen Fähigkeit zur APP-Prozessierung ist die  

γ-Sekretase ein wichtiges Target bei der Entwicklung von Therapieansätzen von AD. Um die 

Prozessierung von Aβ42-Peptiden durch die γ-Sekretase im APP-Metabolismus einzudämmen, 

ist die Inhibierung bzw. Modulation der Enzymfunktion notwendig (Abb. 05). 

Eine Vielzahl an γ-Sekretase-Inhibitoren ist in der Vergangenheit entwickelt und zum Teil 

auch in klinischen Studien untersucht worden.[62, 63] Zu den ersten beschriebenen γ-Sekretase-

Inhibitoren gehörten die beiden di- bzw. tripeptidischen Aldehyde (5) und (6), die in  

APP-transfektierten Zellen eine schwache inhibitorische Wirkung auf die γ-Sekretase zeigten 

(Abb. 07).[64-66] Der erste Substrat-basierte Inhibitor (7) war MW167 (Abb. 07), ein  

fluorhaltiges peptidomimetisches Keton. WOLFE et al. konnten in einem zellulären Assay eine 

inhibierende Wirkung des Ketons (7) auf die γ-Sekretase (IC50 = 13 µM) zeigen, die zehnfach 

schwächer gegenüber der Inhibition der Calpain-Protease war (Abb. 07).[67] Eine weitere 

Inhibitorklasse sind die Hydroxyethylamine, deren potentester Vertreter (8)  

(L685, 458) eine sehr starke Hemmung der γ-Sekretase-Aktivität (IC50 = 17 nM) verursacht 

(Abb. 07).[68] 

 

Abb. 07: Auswahl an γ-Sekretase-Inhibitoren 5-8 (Beschreibung der Assays zur Bestimmung der  

IC50-Werte siehe Literatur).[67, 68] 
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Der peptidische γ-Sekretase-Inhibitor (9) (DAPT, Abb. 08) wurde in einem high throughput 

screening der Unternehmen ELAN und Eli Lilly 2001 identifiziert (Abb. 08). Der 

Inhibitor (9) zeigte eine gute Aβ-senkende Wirkung (IC50 = 20 nM) in zellulären Assays und 

war die erste Substanz, die in vivo in einer PDAPP-transgenen Maus bei oraler Verabreichung 

wirksam war (EC50 = 100 mg/kg).[69] Die Applikation von DAPT (9) führte zu einer 

Konzentrationssenkung an Aβ im Gehirn, im Plasma und in der Zerebrospinalflüssigkeit.[69] 

Problematisch im Hinblick auf die in vivo Toxizität ist die simultane Hemmung des  

Notch-Signalweges.[70]  

 

Abb. 08: Auswahl an γ-Sekretase-Inhibitoren 9-13 (Beschreibung der Assays zur Bestimmung der 

IC50-Werte siehe Literatur).[69, 71-73] 
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des Notch-Signalwegs (Abb. 08).[74] Der Inhibitor (12) (Semagacestat, LY-450139) wurde in 

klinischen Studien untersucht und scheiterte in Phase III, in welcher 1537 Patienten Dosen 

von 100 mg oder 140 mg des Wirkstoffs verabreicht wurden (Abb. 08). Im Vergleich zur 

Placebo-Kontrollgruppe konnte keine Verbesserung der kognitiven Funktion festgestellt 

werden. Stattdessen kam es zu erheblichen Nebenwirkungen wie gastrointestinalen Störungen 

und Hautkrebs.[75] CHURCHER et al. berichtete von Cyclohexylsulfon-Derivaten, die in Zellen 

die Aβ-Produktion bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich inhibieren konnte.[71] Der 

beste γ-Sekretase-Inhibitor dieser Serie ist das Sulfon (13) (MRK-560, Abb. 08), das auch  

in vivo bei oraler Applikation in tg2576-Ratten das Aβ-Level im Gehirn und der 

Zerebrospinalflüssigkeit senken konnte (EC50 = 6-10 mg/kg).[76] Der Inhibitor (13) hatte im 

Rattenmodell eine lange Halbwertszeit von über 15 Stunden, sodass er als Tages-Einzeldosis 

verabreicht werden konnte.  

Aufgrund der Inhibition des Notch-Signalwegs und der damit verbundenen Toxizität der  

γ-Sekretase-Inhibitoren verschiebt sich das Interesse der Forschung immer mehr zu den 

Modulatoren der γ-Sekretase, bei welchen man zwischen zwei verschiedenen Klassen 

unterscheidet. Unterschieden wird zwischen Substanzen, welche selektiv die γ-Sekretase-

vermittelte Spaltung von APP vollständig inhibieren, währenddessen die Proteolyse von 

Notch nicht gestört wird (auch Notch-sparing Inhibitoren), und Substanzen, die das 

Produktspektrum der APP-Hydrolyse modifizieren. Letztere senken die Produktion an  

Aβ42-Peptiden unter Erhöhung der Aβ38-Konzentration, währenddessen die  

Aβ-Gesamtkonzentration unverändert bleibt. Die Ausschüttung des in Abschnitt 1.1.3 

erwähnten Transkriptionsfaktors NICD wird von den γ-Sekretase-Modulatoren nicht inhibiert, 

sodass es zu keiner Toxizität aufgrund der Inhibition des Notch-Signalwegs kommt.[77]  

 

Abb. 09: Auswahl an Notch-sparing γ-Sekretase-Inhibitoren 14-16 (Beschreibung der Assays zur 

Bestimmung der IC50-Werte siehe Literatur).[78-81]  
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Das Thiophen-haltige Sulfonamid (14) (Begacestat) inhibiert die zelluläre Aβ-Produktion 

(IC50 = 15 nM) mit hoher Selektivität gegenüber Notch (IC50 = 210 nM). Auch im 

Mausmodell konnte eine signifikante Konzentrationsabnahme von Aβ40 und Aβ42 im Gehirn 

gemessen werden (Abb. 09).[80, 82] Das von dem Unternehmen Bristol-Myer Squibb 

entwickelte Diarylsulfon (15) (BMS-299897) zeigte in transgenen Mäusen eine Senkung der  

Aβ-Konzentration im Plasma, Gehirn und in der Rückenmarksflüssigkeit (Abb. 09).[78, 79]  

Der γ-Sekretase-Modulator (15) zeigte in vitro eine selektive Inhibition der  

APP-Prozessierung gegenüber der Notch-Spaltung (IC50 (APP) = 7.1 nM, IC50 (Notch) = 

105.9 nM). Das Verabreichen des Modulators (15) konnte im Mausmodell Defizite des 

Kurzzeit- jedoch nicht des Langzeitgedächtnisses aufheben.[81] Ein weiterer von Bristol-Myer 

Squibb entwickelter γ-Sekretase-Modulator (16) (BMS-708163, Avagacestat) zeigte in Zellen 

eine 190-fach größere Selektivität der Aβ-Produktion gegenüber der Notch-Spaltung 

(Abb. 09).[83] Bei oralen Dosen von 3-100 mg/kg des Modulators (16) im Rattenmodell 

konnte in der Zerebrospinalflüssigkeit eine signifikante Senkung der Aβ40-Konzentration 

gemessen werden. Auch bei Hunden konnte bei oraler Applikation von 2 mg/kg im frontalen 

Cortex und in der Zerebrospinalflüssigkeit eine anhaltende Senkung des Aβ40-Levels 

festgestellt werden.[83] In der klinischen Studie (Phase I) am gesunden Menschen wurde die 

Verträglichkeit des Modulators (16) bei moderaten Nebenwirkungen (Nausea, 

Kopfschmerzen) bei einer Einzeldosis zwischen 0.3-800 mg bestätigt.[84, 85] In Phase II der 

klinischen Studie an 209 Patienten mit leichter bis mittlerer Alzheimer-Demenz wurden 

Einzeldosen zwischen 25 und 125 mg Avagacestat (16) getestet. Bis zu einer Dosierung von 

50 mg wurde der Wirkstoff (16) vergleichsweise gut vertragen, bei höheren Dosen ab 100 mg 

kam es zu Nebenwirkungen wie gastrointestinalen Störungen. Bei hohen Dosen (ab 100 mg) 

konnte eine Verschlechterung der kognitiven Fähigkeiten beobachtet werden. Bei geringer 

Dosierung (25-50 mg) konnte keine statistisch relevante Verbesserung der kognitiven 

Leistung festgestellt werden.[86] Zum Jahresende 2012 gab Bristol-Myer Squibb bekannt, die 

klinischen Untersuchungen von Avagacestat (16) einzustellen. Der antidiabetische Wirkstoff 

NIC5-15 konnte bei einer Verabreichungsdauer von 6 Monaten in Insulin-resistenten tg2576 

Mäusen die Aβ40- und Aβ42-Level im cerebralen Cortex senken.[87] Derzeit befindet sich der 

Modulator NIC5-15 in der klinischen Studie.[88] 

Die erste Klasse der Aβ42-senkenden γ-Sekretase-Modulatoren waren Vertreter der NSAIDs 

(nonsteroidal anti-inflammatory drugs). WEGGEN et al. konnten für Suldinac Sulfid (17), 

Indomethacin (18) und Ibuprofen (19) in verschiedenen Zellen eine Aβ42-senkende und 
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gleichzeitig Aβ38-steigernde Wirkung unabhängig von der COX-Aktivität zeigen 

(Abb. 10).[89] Ibuprofen (19) senkte das Aβ42/Aβ40-Verhältnis um 50% bei einer 

Konzentration zwischen 200-300 µM, Indomethacin (18) dagegen bei einer Konzentration 

von 25-50 µM. In vivo Experimente ergaben, dass das Verabreichen von Ibuprofen (19) über 

einen Zeitraum von sechs Monaten bei tg2576 Mäusen eine Abnahme der Aβ42-Level um 

39% bewirkt.[89]  

Das R-Flurbiprofen (20) zeigt sowohl in vitro als auch in vivo eine Aβ42-senkende Wirkung 

(Abb. 10).[90] Eine weitere Studie an tg2576-Mäusen, denen täglich 10 mg/kg  

R-Flurbiprofen (20) verabreicht wurde, belegt eine Verbesserung der kognitiven Defizite.[91]  

R-Flurbiprofen (20) durchlief klinische Studien am Menschen und scheiterte in Phase III 

aufgrund mangelnder Wirksamkeit.[92] Das Fenofibrat (21) zeigte eine inverse Modulation, 

d.h. die Prozessierung der pathogenen Spezies Aβ42 dominierte gegenüber der Bildung des 

unbedenklichen Aβ38. Bei Aspirin (22) konnte kein Effekt beobachtet werden. 

 

Abb. 10: Auswahl an NSAIDs als γ-Sekretase-Modulatoren 17-20, Fenofibrat 21 und Aspirin 22 ohne 

modulatorische Wirkung (Beschreibung der Assays zur Bestimmung der IC50-Werte siehe  

Literatur).[89, 93] 

Inspiriert durch die Struktur der NSAIDs wurde eine Vielzahl an Substanzen synthetisiert und 

auf eine modulierende Funktion der γ-Sekretase untersucht (Abb. 11).[94] Die  

Arylessigsäure (23) zeigte einen Aβ42-senkenden Effekt (IC50 (Aβ42) = 41 µM), der zu einer 
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wiederherstellt (Abb. 11).[95] Die Lern- und Erinnerungsdefizite in APP-transgenen Mäusen 

konnten nach der Verabreichung des Modulators (23) verbessert werden.[95] Der 

vielversprechende Modulator befindet sich derzeitig in klinischen Studien.[96]  

 

Abb. 11: Auswahl an Aβ42-senkenden γ-Sekretase-Modulatoren 23-25 (Beschreibung der Assays zur 

Bestimmung der IC50-Werte siehe Literatur).[95, 97, 98] 
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Auch die Arbeitsgruppe SCHMIDT et al. hat in der Vergangenheit eine Vielzahl an  

Aβ42-senkenden γ-Sekretase-Modulatoren synthetisiert und publiziert (Abb. 12).[99, 100] 
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Abb. 12: γ-Sekretase-Modulatoren 28-30 von SCHMIDT et al. basierend auf dem Carprofen- 26 und 

Carprofen-Gerüst 27 (Beschreibung der Assays zur Bestimmung der IC50-Werte siehe Literatur).[100]  
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Fenofibrat (21) als inverser GSM).[105] 
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1.2 Akute myeloische Leukämie 

In den Industrieländern gehören Krebserkrankungen neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu 

den häufigsten Todesursachen. Mit 246.700 Neuerkrankungen bei Männern und 223.100 

Neuerkrankungen bei Frauen in 2008 ist die Zahl der jährlich neu auftretenden 

Krebserkrankungen innerhalb der letzten 30 Jahre signifikant angestiegen.[106] In 2008 

erkrankten 6340 Männer und 5080 Frauen an einer Leukämie, davon war ca. ein Viertel von 

einer akuten myeloischen Leukämie (AML) betroffen.[106] Bei der akuten myeloischen 

Leukämie handelt es sich um eine bösartige Erkrankung des blutbildenden Systems im 

Knochenmark. Der Reifungsprozess der sich erneuernden Blutzellen ist bei dieser Erkrankung 

gestört. Durch die Entartung unreifer myeloischer Zellen (Stammzellen der Blutbildung) 

können keine reifen und somit funktionsfähigen Blutzellen gebildet werden. Meist findet eine 

Entartung einer Vorläuferzelle der weißen Blutzellen (Myeloblasten) statt, grundsätzlich ist 

aber die Entartung aller Vorläufer myeloischer Zellen möglich. So kommt es im Falle einer 

Entartung der Myeloblasten zu einer unkontrollierten und schnellen Vermehrung von unreifen 

Leukozyten.[107-109] Dieser Prozess stört die normale Blutbildung und reife Leukozyten, 

Erythrozyten und Thrombozyten können nicht mehr in der benötigten Menge gebildet 

werden. Infolge dessen können Infektionen, Anämie und auch Blutungen auftreten, die 

oftmals erste Anzeichen für eine Erkrankung sind.[108] Es gibt verschiedene Formen der 

akuten myeloischen Leukämie, die sich durch die betroffene entartete Vorläuferzelle sowie 

die unterschiedlichen Reifungsstufen unterscheiden. Die genauen Ursachen der AML sind 

nicht genau aufgeklärt, einige Risikofaktoren der Krankheit sind jedoch bekannt: Radioaktive 

Strahlung und Röntgenstrahlung sowie verschiedene Chemikalien wie z.B. Benzol oder 

bestimmte Chemotherapeutika stehen im Verdacht, das Erkrankungsrisiko von AML zu 

erhöhen.[110] Studien zufolge haben auch Kinder mit bestimmten Chromosomenmutationen 

ein erhöhtes Krankheitsrisiko. Es konnte bei Kindern mit dem Down-Syndrom (Trisomie 21) 

ein 100-fach erhöhtes AML-Risiko festgestellt werden.[109, 111, 112] Die Krankheit verläuft sehr 

aggressiv und führt ohne Therapie in nur wenigen Wochen zum Tod. Die Überlebensrate der 

erkrankten Patienten hängt von der Form der AML ab, jedoch ist sie bei jüngeren Patienten 

(< 60 Jahre) mit 25-70% weitaus höher als bei den älteren Patienten mit einer Überlebensrate 

von 5-15%.[113]
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1.2.1 Therapieansätze der akuten myeloischen Leukämie 

Um Patienten mit einer akuten myeloischen Leukämie zu behandeln, gibt es unterschiedliche 

Therapieansätze. Die Therapie hängt unter anderem mit der Form der Erkrankung und dem 

Alter sowie mit dem Gesundheitszustand des Patienten zusammen. Von zentraler Bedeutung 

ist die Behandlung durch eine Chemotherapie. Dabei werden Zytostatika intravenös oder oral 

appliziert, die die Zellteilung und so das Zellwachstum hemmen (Abb. 13).[114-117]  

 

Abb. 13: Beispiele von Zytostatika 31-33 zur Behandlung der akuten myeloischen Leukämie. 

Zytostatika wirken nicht nur auf die entarteten, sondern auch auf gesunde Zellen, wodurch es 

während der Therapie zu starken Nebenwirkungen kommt. Besonders betroffen sind Zellen, 

die sich schnell und oft teilen: Haarwurzelzellen, Zellen der Mund- und Darmschleimhaut 

sowie Knochenmarkzellen. Infolge dessen kommt es häufig zu Haarausfall, Übelkeit, 

Erbrechen und Diarrhö.[118] In seltenen Fällen, beim Auftreten von Leukämiezellen im 

Zentralnervensystem, wird die Behandlung durch eine therapeutische Bestrahlung des Kopfes 

ergänzt.[109] Bei AML-Rückfallpatienten kann mit Hilfe eines passenden Spenders nach einer 

Hochdosis-Chemotherapie eine Stammzellentransplantation durchgeführt werden.[119]  

Andere Therapieansätze basieren auf dem Prinzip der Immuntherapie. 

Histamindihydrochlorid (Ceplene®) in Kombination mit Interleukin-2 wird therapeutisch bei 

älteren Patienten während der ersten Remission verabreicht.[120] Weiterhin gab es Versuche, 

mit einem CD33-Antikörper therapeutische Erfolge zu erzielen. Das Immunkonjugat 

Gemtuzumab Ozogamicin wurde 2000 von der Food and Drug Administration (FDA) für 

rückfällige AML-Patienten über 60 Jahren zugelassen, bei denen eine andere Therapieform 

nicht in Frage kommt.[121] Die Verabreichung des Antikörpers allein zeigte keinen 

therapeutischen Nutzen, in Kombination mit einer Chemotherapie jedoch sprachen die 

Patienten besser auf die Behandlung an. Die Genehmigung der FDA basierte auf drei Phase II 

Studien an 142 Patienten, bei denen die Therapie mit Gemtuzumab Ozogamicin eine 

Remissionsrate von 15% induzierte.[122] Es zeigte sich in mehreren Phase III Studien eine 
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hohe Toxizität des Wirkstoffs und ein signifikanter Nutzen für den Patienten konnte nicht 

festgestellt werden, weshalb der Wirkstoff 2010 wieder vom Markt genommen wurde.[123-125]  

Eine weitere vielversprechende Wirkstoffklasse zur Behandlung der akuten myeloischen 

Leukämie stellen Proteasom-Inhibitoren dar. Das Proteasom ist eine multikatalytische 

Threonin-Protease, die hauptverantwortlich für den gezielten Abbau von Proteinen in 

Eukaryoten ist.[126] Die Inhibition der Proteasom-Aktivität führt zur Apoptose von 

Tumorzellen und steht daher als Therapieansatz bei Krebserkrankungen stark im Fokus der  

Forschung.[127, 128] Bortezomib (34) ist ein Proteasom-Inhibitor, der für die Behandlung des 

Multiplen Myeloms zugelassen ist (Abb. 14).[129, 130]  

 

Abb. 14: Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib 34. 

In einer Phase I Studie konnte die Verträglichkeit von Bortezomib (34) in Kombination mit 

einer Chemotherapie bestätigt werden.[131] Die folgende Phase II Studie zeigte bei der 

Behandlung mit Bortezomib (34) ohne zusätzliche Chemotherapie bei acht von 13 Patienten 

einen anti-leukämischen Effekt. Als Nebenwirkung trat bei sieben Patienten eine periphere 

Neuropathie auf, weshalb vier von Ihnen die Studie abbrechen mussten.[132] Weitere Studien 

zur Behandlung der akuten myeloischen Leukämie mit Bortezomib (34) in Kombination mit 

Zytostatika sollen folgen.  

Ein besonderes Augenmerk liegt derzeit auf der Klasse der FLT3-Inhibitoren als Therapeutika 

der akuten myeloischen Leukämie.[113, 133, 134] Aus diesem Grund ist dieser Inhibitorklasse ein 

separat folgendes Kapitel gewidmet.  

1.2.2 FLT3 – die FMS-like Tyrosin Kinase  

FLT3 gehört zur Klasse der Typ-III-Rezeptor Tyrosinkinasen. Kinasen gehören zur Klasse 

der Phosphoryltransferasen, das heißt sie katalysieren die Übertragung einer Phosphatgruppe 

von einem an das Enzym gebundenen ATP-Molekül auf ein Substratmolekül. Bei den 

Tyrosinkinasen erfolgt die Übertragung des Phosphats dabei auf die Hydroxygruppe eines 

Tyrosins. Durch die Übertragung des Phosphats wird die biologische Aktivität des Substrats 

N

N
N
H

O
H
N B

OH

OH

34 (Bortezomib)

O



   

   19 

bestimmt, wodurch Kinasen bei einer Vielzahl an Vorgängen in der Zelle eine Rolle 

spielen.[135, 136]  

FLT3 besteht aus einer extrazellulären Domäne, die wiederum aus fünf Immunoglobulin-

ähnlichen Domänen aufgebaut ist und für die Bindung des FLT3-Liganden verantwortlich ist. 

Weiterhin enthält FLT3 eine Transmembrandomäne, eine intrazelluläre Juxtamembran-

Domäne sowie zwei katalytisch aktive intrazelluläre Tyrosinkinasedomänen, die durch eine 

kinase insert-Domäne getrennt sind (Abb. 15). Die activation loop genannte Schleife 

zwischen dem α-helikalen C-terminalen- und β-Faltblatt strukturierten N-terminalen 

Kinaseteil reguliert die Enzymfunktion (Abb. 15). Sie enthält ein DFG-Motiv  

(D-Asparaginsäure, F-Phenylalanin, G-Glycin), das durch Änderung der Konformation als  

DFG-in oder DFG-out Konformation vorliegen kann. Die Seitenkette der Asparaginsäure des 

DFG-Motivs bildet mit einem Lysin eine Salzbrücke. Die ATP-Bindungstasche, die sich in 

der Nähe des DFG-Motivs befindet, enthält ein GxGxxG Motiv (glycine rich loop).[137]  

 

Abb. 15: A: Röntgenkristallstruktur der Kinasedomäne und Juxtamembran-Domäne von FLT3  

(PDB: 1RJB), B: Schematische Darstellung von FLT3, ILD: Immunoglobulin-ähnliche Domäne,  

TMD: Transmembrandomäne, JMD: Juxtamembran-Domäne, KD1/KD2: Kinasedomänen, 

KID: kinase insert Domäne.[137]  

Für die Enzymaktivität von FLT3 ist das Binden des FLT3-Liganden von zentraler 

Bedeutung. Nachdem der FLT3-Ligand (FL) an FLT3 gebunden wurde, kommt es zu einer 

induzierten Aktivitätssteigerung durch Dimerisierung. Das dimerisierte Protein unterliegt der 
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Autophosphorylierung durch ein gebundenes ATP-Molekül. Nach erfolgreicher 

Autophosphorylierung des FLT3-Dimers liegt der activation loop in einer aktivierten 

Konformation vor. Diese ermöglicht Substraten den Zugang zur Kinase, welche über spezielle 

Signalwege essentielle Mechanismen wie Zellproliferation und Zelldifferenzierung 

steuern.[138] 

1.2.3 FLT3 als Target für die Behandlung von akuter myeloischer Leukämie 

FLT3 wird in unreifen hämatopoetischen Zellen exprimiert und kommt weiterhin in der 

Plazenta, den Drüsen sowie im Gehirn vor.[139-141] Auffällig oft und in hohen Konzentrationen 

wird FLT3 in hämatopoetischen Malignomen exprimiert, z.B. im Falle einer akuten 

myeloischen Leukämie, akuten lymphoblastischen Leukämie oder auch chronischer 

myeloischer Leukämie.[142, 143] Zwei verschiedene Mutationen des FLT3-Gens bei  

AML-Patienten sind in der Literatur beschrieben, die mit einer geringen Remissions- und 

somit Überlebensrate korrelieren.[144] NAKAO et al. fanden 1996 erstmals die FLT3-ITD 

Mutation (ITD - internal tandem duplication), bei der ein Genabschnitt von 3-400 

Basenpaaren doppelt im FLT3-Gen enthalten ist.[145] Welcher Genabschnitt in welcher Länge 

dupliziert ist, variiert von Patient zu Patient. Das mutierte FLT3-Gen, das bei ca. 23% aller 

AML-Patienten gefunden wird, führt zur Bildung eines mutierten FLT3-Proteins mit einer 

verlängerten Juxtamembran-Domäne. Das FLT3-ITD-Protein zeigt eine gesteigerte Aktivität 

aufgrund einer resultierenden Liganden-unabhängigen Dimerisierung des Proteins.[138] Neben 

der FLT3-ITD Mutation werden häufig Punktmutationen des FLT3-Gens beobachtet, die zu 

einer Substitution einer einzelnen Aminosäure im exprimierten FLT3-Protein innerhalb des 

activation loop führen (FLT3-TKD).[146, 147] Diese Mutation kommt bei ca. 7% aller  

AML-Patienten vor und führt zu einer veränderten Konformation des Enzyms, welche die 

autoinhibitorische Funktion des Enzyms stört und so aktivierend wirkt. Die gesteigerte 

Aktivität von FLT3 induziert eine gesteigerte Aktivität der FLT3-regulierenden Signalwege 

(z.B. PI3K, Ras, STAT5 und ERK1/2), welche an der Regulation von Signaltransduktion, 

Genexpression und Wachstums- sowie Differenzierungsprozessen von Zellen beteiligt 

sind.[138] Die Therapie mit FLT3-Inhibitoren soll die Proliferation leukämischer Zellen 

stoppen und deren Apoptose induzieren. Die Inhibition von FLT3 erfolgt hierbei ATP-

kompetitiv, d. h. der Inhibitor interagiert mit der ATP-Bindungstasche in Konkurrenz zu 

einem ATP-Molekül. FLT3-Inhibitoren zur Behandlung der akuten myeloischen Leukämie 

befinden sich derzeit in klinischen Studien. Hierbei wird sowohl die Eignung der Wirkstoffe 
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als Monopräparat als auch die Wirkung in Kombination mit einer Chemotherapie untersucht 

(Abb. 16).[113, 133, 134]  

Quizartinib (35) ist ein potenter hochselektiver FLT3-Inhibitor, der in einer Phase 1 Studie 76 

AML-Rückfallpatienten im Durchschnittsalter von 60 Jahren in Dosen von 12-450 mg oral 

verabreicht wurde (Abb. 16).[148, 149] Bei 17 der 76 Patienten lag eine FLT3-ITD Mutation vor, 

bei 22 der Testpatienten war nicht bekannt, ob eine FLT3-ITD Mutation vorliegt. Insgesamt 

sprachen 23 von 76 Patienten auf die Behandlung mit Quizartinib (35) an, davon erreichten 

zehn Patienten die komplette Remission. Die Überlebensrate der Patienten betrug im 

Durchschnitt 14 Wochen. Die maximal tolerierte Dosis des Wirkstoffs lag bei 200 mg/Tag. 

 

Abb. 16: Auswahl an FLT3-Inhibitoren 35-39 in klinischen Studien (Beschreibung der Assays zur 

Bestimmung der IC50-Werte siehe Literatur).[150-153] 

Im Folgenden wurde eine Phase II Studie durchgeführt, deren Patienten in zwei 

unterschiedlichen Gruppen untersucht wurden.[154, 155] In der ersten Gruppe (134 Patienten) 

lag das Durchschnittsalter der Patienten bei über 60 Jahren. Sowohl Patienten mit FLT3-ITD 

Mutation (FLT3-ITD+) als auch ohne (FLT3-ITD-) waren an der Studie beteiligt. 

Quizartinib (35) wurde für 28 Tage mit einer Dosis von 90 mg oder 135 mg oral appliziert. 

Von den 92 FLT3-ITD+-Patienten sprachen 50 Patienten auf die Behandlung an, bei den 41 

FLT3-ITD--Patienten dagegen 13 Patienten. In der zweiten Gruppe (137 Patienten) sprachen 
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von den 99 FLT3-ITD+-Patienten 44 Patienten auf die Behandlung mit Quizartinib (35) an, 

wohingegen nur 13 Patienten von 38 FLT3-ITD--Patienten auf die Therapie reagierten. 

Unabhängig von der Gruppe traten Nebenwirkungen wie Übelkeit, Erbrechen, Diarrhöe, 

Müdigkeit und Anämie auf. Die durchschnittliche Überlebensdauer lag zwischen 19 und 25 

Wochen. Da die bisherigen Ergebnisse das therapeutische Potential bestätigen konnten, 

werden die klinischen Studien aktuell fortgeführt.  

Sunitinib (36) ist ein multi-Kinase-Inhibitor, der in präklinischen Studien eine inhibitorische 

Aktivität gegenüber FLT3, FLT3-ITD und FLT3-TKD in vitro und in vivo zeigte 

(Abb. 16).[156] In zwei Phase I Studien von AML-Rückfallpatienten konnte bei der 

Behandlung mit Sunitinib (36) partielle Remission von kurzer Dauer nachgewiesen 

werden.[157] In Kombination mit einer Hochdosis-Chemotherapie mit Cytarabin (31) sprachen, 

ersten Ergebnissen zufolge, in einer Phase II Studie 59% der Patienten auf die Therapie 

an.[158] 

Der multi-Kinase-Inhibitor Midostaurin (37) wird in klinischen Studien sowohl als 

Einzelpräparat als auch mit ergänzender Chemotherapie untersucht (Abb. 16). In einer 

Phase IIb Studie bei AML-Rückfallpatienten konnte eine signifikante Reduktion der 

peripheren Blasten sowie Knochenmarkblasten bei einer Dosierung von 100-200 mg/Tag 

beobachten werden.[159] Die Blastenreduktion konnte bei Patienten mit Wildtyp FLT3 und 

auch mit FLT3-ITD nachgewiesen werden. Die kombinierte Therapie von Midostaurin (37) 

mit Daunorubicin (32) und Cytarabin (31) lieferte in einer Phase I Studie vielversprechende 

Ergebnisse und wird derzeit in einer Phase III Studie untersucht.[160]  

Die Behandlung mit dem multi-Kinase-Inhibitor Lestaurtinib (38) zeigte in Phase I/II Studien 

beim Patienten eine gute Verträglichkeit (Abb. 16).[161] Bei den 14 AML-Rückfallpatienten 

konnte bei fünf Patienten ein Rückgang der peripheralen Blasten von über 50% festgestellt 

werden. In einer weiteren Studie wurde der Einfluss der zusätzlichen Medikation von 

Lestaurtinib (38) bei einer Chemotherapie untersucht. Bei der kombinierten Therapie 

sprachen die Patienten jedoch nicht besser auf die Behandlung an, durch die zusätzliche 

Verabreichung des Wirkstoffs Lestaurtinib (38) konnte die Überlebensrate der Patienten nicht 

verlängert werden.[162]  

Sorafenib (39) inhibiert eine Reihe von Kinasen, wie die RAF Kinase, VEGFR, c-Kit und 

FLT3 (Abb. 16).[133] Der Inhibitor (39) wirkt aktiver auf FLT3-ITD als auf den Wildtyp 

FLT3, während er gegenüber FLT3-TKD nur eine sehr geringe Aktivität aufweist (Abb. 16). 
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Dies wurde in Phase I Studien bestätigt, in denen die FLT3-ITD+-Patienten auf die Therapie 

mit Sorafenib (39) am besten ansprachen. Die Therapieergebnisse bei den Wildtyp  

FLT3-Patienten bei einer Dosierung von 200-400 mg des Wirkstoffs (39) waren moderat, 

während eine Behandlung mit Sorafenib (39) bei den FLT3-TKD-Patienten ergebnislos 

blieb.[163, 164] Die kombinierte Therapie mit Zytostatika dagegen verläuft vielversprechend. In 

einer Phase I Studie erreichten bei einer kombinierten Therapie von 51 Patienten 38 die 

komplette Remission, darunter 14 von insgesamt 15 Patienten mit einer FLT3-ITD 

Mutation.[165] In einer weiteren Studie mit einer ergänzenden niedrig-dosierten Chemotherapie 

sprachen dagegen nur 10% der Patienten auf die Behandlung an. Weitere Studien sollen 

folgen.[166]  

Auch die Arbeitsgruppe SCHMIDT et al. konnte in der Vergangenheit eine Reihe  

FLT3-Inhibitoren synthetisieren (Abb. 17).[167]  

 

Abb. 17: Auswahl an FLT3-Inhibitoren 40-45 nach SCHMIDT et al., Inhibition: gemessene spezifische 

Aktivität/ spezifische Aktivität der Kontrolle, Kontrolle: multi-Kinase-Inhibitor Staurosporin. 

Die Inhibitoren (40-45) basieren auf dem von Sunitinib (36) bekannten Grundgerüst. Die 

Derivate wurden hierbei durch rationales Wirkstoffdesign mithilfe von computergestütztem 

Protein/Ligand-Docking entwickelt. Die synthetisierten Verbindungen (40-45) zeigen eine 

Inhibition von FLT3 im niederen nanomolaren Bereich und bilden eine gute Ausgangslage für 

die weitere Synthese Indolinon-basierter Verbindungen als potentielle FLT3-Inhibitoren. 
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1.3 Die Metalloproteasen Meprin α und Meprin β 

Meprine sind Zink-abhängige Endopeptidasen und gehören zu der Familie der Astacine und 

übergeordnet zu den Metzincin-Proteasen. Endopeptidasen sind Enzyme, welche die 

Hydrolyse einer Bindung innerhalb einer Peptidkette katalysieren, dabei erfolgt die Spaltung 

oft spezifisch nach einer bestimmten Klasse von Aminosäuren. Meprine spalten unter 

anderem Cytokine, Wachstumsfaktoren, bioaktive Peptide, Hormone und extrazelluläre 

Matrix-Proteine.[168] Oftmals steht die proteolytische Spaltung nur am Anfang einer Kaskade 

von weiteren enzymatischen Vorgängen in der Zelle. Charakteristisch für Meprine ist ein 

konserviertes Zink-bindendes Motiv (HExxHxxGxxHxxxRxDR) und zusätzlich in der 

direkten Nachbarschaft eine sogenannte Methionin-Schleife.[169] Die Meprine bestehen aus 

einem N-terminalen Signalpeptid, einer Prodomäne, einer Proteasedomäne, die das aktive 

Zentrum des Enzyms enthält, einer MAM-Domäne (meprin, A5 protein, receptor protein 

tyrosine phosphatase µ), einer TRAF-Domäne (tumor necrosis factor, receptor associated 

factor), einer EGF-ähnlichen-Domäne (epidermal growth factor), einer 

Transmembrandomäne und einer cytosolischen Domäne (Abb. 18). 

 

Abb. 18: A: Röntgenkristallstruktur von Meprin β (PDB: 4GWN), B: Schematische Darstellung von 

Meprin β, S: Signalpeptid, PrD: Prodomäne, PD: Proteasedomäne, MD: MAM-Domäne, TRD: TRAF-

Domäne, ED: EGF-Domäne, TMD: Transmembrandomäne, CD: cytoplasmatische Domäne.[170] 
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Bei den Meprinen wird das Meprin α und das Meprin β unterschieden, die sich in ihrer 

Aminosäure-Sequenz zu 42% entsprechen. Das Meprin α enthält zusätzlich nach der  

TRAF-Domäne noch eine zusätzliche inserted-Domäne.[168, 170] Die Meprin α und Meprin β 

Untereinheiten bilden Disulfid-verbrückte Homo (αα, ββ)- oder Heterodimere (αβ).[171] Die 

Heterodimere neigen dazu, Tetramere zu bilden, wohingegen die α-Homodimere zu großen 

Multimeren mit Molmassen bis zu 6 MDa assoziieren.[172-174] Erstmals gefunden wurden 

Meprin α und Meprin β in Niere und Darm bei Mensch und Maus.[175, 176] Inzwischen ist 

bekannt, dass Meprin α darüber hinaus in Leukozyten, in der Haut, in der 

Bauchspeicheldrüse, im Hoden, in der fötalen Leber sowie auch in Tumorgewebe exprimiert 

wird.[168, 177-185] Meprin β wurde zusätzlich noch im Gehirn, in Leber und Herz gefunden.[168, 

186] Auch im Zebrafisch-Bärbling konnten Meprin α und Meprin β nachgewiesen werden. Die 

Meprine werden als proteolytisch inaktive Zymogene exprimiert. Durch die Abspaltung der 

N-terminalen Prodomäne durch Trypsin-ähnliche Proteasen wird die katalytisch aktive Form 

der Meprine generiert.[187] Meprin α spaltet Peptide nach kleinen hydrophoben Aminosäuren, 

während Meprin β nach sauren Aminosäuren der Substrate spaltet.[188] Die Gruppe um 

JEFFERSON konnte 2012 mit Hilfe der TAILS-Methode (terminal amine isotopic labeling of 

substrates) 151 Substrate von Meprin α und Meprin β bestimmen.[189] Darunter befinden sich 

Proteasen (z.B. ADAM9, ADAM10, MMP1, MMP7), Protease-Inhibitoren (z.B. Cystatin C, 

Fetuin-A), Wachstumsfaktoren (IGFBP-3, FGF19), extrazelluläre Matrixproteine (Collagen-

α2, Cadherin-2) und andere Substrate.  

1.3.1 Meprin α und β und die Pathogenese verschiedener Erkrankungen 

Meprin α und β werden in verschiedenen Geweben exprimiert und sind daher mit der 

Pathogenese verschiedener Erkrankungen assoziiert.[190] Die Meprin α- und Meprin β-Gene 

(MEP1A und MEP1B) sind Suszeptibilitätsgene, welche die erbliche 

Erkrankungswahrscheinlichkeit an chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

(Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) erhöhen. BANERJEE et al. konnten zeigen, dass MEP1A 

aufgrund von einzelnen Nukleotid-Polymorphismen mit dem Auftreten chronisch 

entzündlicher Darmerkrankungen in Verbindung steht.[191, 192] Studien zufolge werden 

Nierenerkrankungen mit der veränderten Expression von Meprinen assoziiert. Mäuse, die 

ausschließlich Meprin β exprimieren, entwickelten, einer Studie zufolge, eine schwächere 

Form einer Nierenerkrankung als Mäuse mit einem normalen Meprin α-Level. Diese Studie 

gab erste Hinweise darauf, dass eine akute Niereninsuffizienz mit Meprin α 
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zusammenhängt.[193-195] Folgende Studien konnten diese Hinweise bestätigen.[196-199] 

Weiterhin werden Meprin α und Meprin β in humanen Fibroblasten bei einer Fibrose-

Erkrankung verstärkt exprimiert. Es ist außerdem bekannt, dass die Meprine α und β das  

C-Propeptid des fibrillären Procollagens in vitro spalten. Diese Spaltung ist der Auftaktschritt 

bei der Bildung von Collagen-Fibrillen.[179, 200] Verschiedene Studien belegen, dass Meprin α 

bei der Angiogenese eine Rolle spielt. Die Angiogenese ist der physiologische Prozess bei der 

Bildung von Blutgefäßen und somit ein Schlüsselschritt bei der Organentwicklung und 

Homöostase. Einer Studie zufolge entwickelten Meprin α knockdown Zebrafisch-Embryos 

einen Phänotyp, der ein stark reduziertes vaskuläres System aufweist.[201] Meprin α ist 

demnach ein pro-angiogenetisches Enzym, das für die Bildung von Blutgefäßen während der 

Embryogenese essentiell ist. Der molekulare Mechanismus dieser Wirkung könnte die 

proteolytische Aktivierung von pro-angiogenetischen Wachstumsfaktoren, wie VEGF-A oder 

CTGF, sein. Beide Wachstumsfaktoren sind nachweislich Substrate von Meprin α.[189] Ein 

Ungleichgewicht bei der Angiogenese führt zu verschiedenen Erkrankungen, unter anderem 

auch zu Entzündungsprozessen und Krebserkrankungen.[202] Das pro-angiogenetisch aktive 

Meprin α wird in verschiedenen malignen Tumoren (z.B. Brust und Darm) exprimiert.[182, 203] 

Zelluläre in vitro Experimente zeigten eine erhöhte Meprin α-Aktivität im Tumorstroma.[203] 

Die proteolytische Aktivität von Meprin α ist auf extrazelluläre Matrix-Substrate gerichtet 

und zerstört die Struktur des Stromas, sodass es schließlich zur Migration und Proliferation 

der Tumorzellen in das umliegende Gewebe kommt. Diese Ergebnisse unterstützend folgte 

eine zweite Studie, die in einem zellulären in vitro Experiment bei der Zugabe eines  

Meprin α-Inhibitors auf humane Brustkrebs-Zellen eine eingedämmte Verbreitung der 

Krebszellen auf das umliegende Gewebe zeigte.[204] Der proteolytische Abbau von APP, 

einem Substrat von Meprin β, spielt bei der Pathogenese der Alzheimer-Demenz eine 

wesentliche Rolle (Abb. 05). Die dabei gebildeten Aβ-Peptide sind dabei die pathogene 

Spezies. BIEN et al. konnten in vitro die Meprin β-katalysierte Bildung von Aβ-Peptiden 

nachweisen, die sehr ähnlich wie die β-Sekretase aktivierte Proteolyse von APP verläuft.[205] 

Die Überexpression von Meprin β führt zu N-terminal gespaltenen Aβ-Peptiden, wie sie in 

der Zerebrospinalflüssigkeit gefunden werden.[186, 206, 207] Die Überexpression von Meprin β 

im Gehirn bei Alzheimer-Patienten scheint bei der Entwicklung von Aβ-Peptiden von 

entscheidender Bedeutung zu sein. Weiterhin ist bekannt, dass Meprin β ADAM10 durch 

Spaltung des Propeptids zur katalytisch aktiven α-Sekretase umsetzt, die am  
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APP-Metabolismus beteiligt ist und APP über den nicht-amyloidogenen Weg abbaut 

(Abb. 05).[189]
 

1.3.2 Inhibitoren von Meprin α und β 

Trotz der Identifizierung einer Vielzahl neuer Substrate ist über die Funktion von Meprin α 

und β bisher wenig bekannt. Durch die gezielte und selektive Inhibition der zwei Enzyme 

könnten Experimente dazu beitragen, Wirkmechanismen von Meprin α und β aufzuklären 

und sie somit als Target für die Behandlung verschiedener Erkrankungen noch attraktiver zu 

machen. Bislang sind nur wenige Inhibitoren von Meprin α und β bekannt. Die meisten 

Inhibitoren tragen eine Hydroxamsäure-Einheit, die für die Koordination des Zinks im aktiven 

Zentrum von Bedeutung ist. Der bislang potenteste Inhibitor ist das Actinonin (46) 

(IC50(α) = 100 nM, IC50(β) = 400 nM).[188] Weiterhin sind eine Reihe Verbindungen mit 

peptidanaloger Struktur (47-51) auf die inhibitorische Wirkung von Meprin α und β getestet 

worden, die ursprünglich als MMP- und ADAM-Inhibitoren entwickelt worden sind 

(Abb. 19).[208]  

 

Abb. 19: Auswahl an Meprin-Inhibitoren 46-51 (Beschreibung der Assays zur Bestimmung der  

IC50-Werte und Inhibitionskonstanten siehe Literatur).[188, 208]  
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47 (Batimastat)

Ki (Meprin α) = 4.4 µM

Ki (Meprin β) = 18.0 µM

48 (Galardin)

Ki (Meprin α) = 0.1 µM

Ki (Meprin β) = 8.9 µM

49 (NNGH)

Ki (Meprin α) = 0.4 µM

Ki (Meprin β) = 7.4 µM

50 (PLG-NHOH)

Ki (Meprin α) = 0.5 µM

Ki (Meprin β) = 14.0 µM

51 (Ro 32-7315)

Ki (Meprin α) = 1.6 µM

IC50 (Meprin β) = 1.6 mM
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Bisher verliefen jedoch alle Bemühungen, einen hochselektiven Meprin α- oder Meprin β-

Inhibitor zu entwickeln, ergebnislos. Mithilfe der Röntgenkristallstruktur von Meprin β und 

computergestütztem, strukturbasiertem Wirkstoffdesign sollten in naher Zukunft diverse  

Meprin-Inhibitoren entwickelt werden können.  
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2 Zielsetzungen 

a) Die γ-Sekretase ist ein wichtiges Target bei der Entwicklung von Therapieansätzen zur 

Behandlung der Alzheimer-Demenz. Die selektive Inhibition der γ-Sekretase im 

amyloidogenen Weg der APP-Prozessierung bzw. die Modulation des Spaltmusters hin zu 

kleineren Aβ-Peptiden werden bei der Entwicklung von Wirkstoffen angestrebt (Abb. 05). 

Daher ist ein Ziel dieser Arbeit, neue potentielle γ-Sekretase-Modulatoren zu entwickeln und 

auf ihre modulatorische Wirkung bezüglich der γ-Sekretase in geeigneten Assay-Systemen 

untersuchen zu lassen. Anhand der erhaltenen biologischen Daten sollen Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen hergestellt werden. Als Ausgangspunkt der Strukturmotive dienen die bereits im 

Arbeitskreis SCHMIDT etablierten γ-Sekretase-Modulatoren (Abb. 12).  

b) Die Inhibition von FLT3 ist ein vielversprechender Ansatz zur Therapie der akuten 

myeloischen Leukämie. Einige potente FLT3-Inhibitoren befinden sich derzeit in klinischen 

Studien (Abb. 16).[133] Mithilfe der Röntgenkristallstruktur der Kinasedomäne von FLT3 und 

rationalem Wirkstoffdesign durch computergestütztes Protein/Ligand Docking konnten in der 

Vergangenheit diverse FLT3-Inhibitoren im Arbeitskreis SCHMIDT synthetisiert werden 

(Abb. 17).[167] Die Modifikation dieser Strukturen hin zu besser löslichen Verbindungen ist 

wünschenswert. Durch zusätzliche Interaktionen im aktiven Zentrum des Enzyms soll die 

Aktivität der Verbindungen noch weiter gesteigert werden. Weiterhin sollen durch Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen bekannter Inhibitoren neue Strukturmotive für Inhibitoren abgeleitet 

werden und nach erfolgreicher Synthese der Verbindungen soll die inhibitorische Wirkung 

auf FLT3 getestet werden.  

c) Meprin α und Meprin β werden mit der Pathogenese verschiedener Erkrankungen 

assoziiert, daher ist die Inhibition dieser Enzyme bei der Wirkstoffentwicklung von großem 

Interesse. Anhand einer selektiven Inhibition der Enzyme können die genauen Wirkkaskaden 

der Enzyme untersucht werden und mögliche Targets zur Behandlung verschiedener 

Krankheiten gefunden werden. Daher ist ein weiteres Ziel dieser Arbeit, mithilfe der 

Röntgenkristallstruktur von Meprin β, eine Datenbank von bekannten „drug-like molecules“ 

als potentielle Inhibitoren computergestützt in die aktive Tasche des Enzyms zu docken. Auf 

der Grundlage der Ergebnisse des Docking-Algorithmus sollen Rückschlüsse auf 

Strukturmotive möglicher Meprin β-Inhibitoren gezogen werden.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 

a) Den Ausgangspunkt der Synthese von γ-Sekretase-Modulatoren bilden bereits bekannte 

Carbazolverbindungen, die eine modulatorische Wirkung auf die γ-Sekretase zeigen.[100] 

Zunächst sollen weitere Carbazolderivate synthetisiert werden, die durch das Einführen 

weiterer Substituenten zu einer Aktivitätssteigerung der modulierenden Eigenschaft führen 

sollen und so die Grundlage einer Strukturoptimierung bilden. Auf der Suche nach einer 

neuen Strukturklasse werden im Anschluss daran Tocopherol-derivatisierte und -abgeleitete 

Verbindungen sowie Cumarinderivate synthetisiert, die auf eine modulatorische Wirkung der 

γ-Sekretase untersucht werden sollen.  

b) Bei der Entwicklung von FLT3-Inhibitoren soll die Struktur der bereits bekannten 

Indolinon-abgeleiteten Inhibitoren (40) und (41) (Abb. 17) so modifiziert werden, dass die 

Löslichkeit sowie die Aktivität der Verbindungen (40) und (41) gesteigert werden. Weiterhin 

soll ein potentieller Inhibitor synthetisiert werden, der strukturell ein „Hybrid“ aus zwei 

bekannten FLT3-Inhibitoren darstellt.  

c) Grundlage des computergestützten Dockings einer Datenbank von Molekülen in das aktive 

Zentrum von Meprin β bildet zunächst das Docking des bekannten Meprin-Inhibitors 

Actinonin (46). Anhand der Wechselwirkungen des Actinonins (46) mit spezifischen 

Aminosäuren im aktiven Zentrum wird ein „Pharmakophorfilter“ entwickelt, der beim 

folgenden Docken der Datenbank-Moleküle ähnliche Wechselwirkungen im aktiven Zentrum 

„erzwingt“ und Moleküle ohne ähnliche Wechselwirkungen aussortiert.  

In diesem Kapitel wird zunächst abschnittsweise auf die geplanten Zielstrukturen 

eingegangen. Darauf folgt eine retrosynthetische Betrachtung der Syntheseplanung und im 

Anschluss daran die genaue Beschreibung der Synthesen. Abschließend werden die 

Ergebnisse der biologischen Daten dargestellt und diskutiert.  
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3.1 Carbazolderivate als γ-Sekretase-Modulatoren 

Motiviert durch die Publikation verschiedener NSAIDs als γ-Sekretase-Modulatoren,[89] 

wurde in der Arbeitsgruppe SCHMIDT in der Vergangenheit eine Vielzahl an  

NSAID-abgeleiteten Verbindungen hergestellt, die auf eine modulatorische Wirkung der  

γ-Sekretase untersucht wurden. Basierend auf der Vorarbeit von R. NARLAWAR,[100] der die in 

Abb. 12 aufgeführten Carprofen- und Carbazolderivate als γ-Sekretase-Modulatoren 

nachweisen konnte, sollen weitere Carbazolderivate mit verschiedenen Substituenten 

synthetisiert werden, die als γ-Sekretase-Modulatoren in Frage kommen. Die bislang 

hergestellten Modulatoren weisen zum einen eine Carbonsäurefunktionalität und zum anderen 

einen lipophilen Alkylrest innerhalb der Struktur auf. Es wird vermutet, dass der Alkylrest 

sich als „Anker“ in die Membran orientiert, während die Säurefunktionalität mit Lys624 von 

C99 interagieren könnte (Abb. 20).[101] 

 

Abb. 20: Hypothese zum Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren nach SCHMIDT et al. in der 

Membran am Beispiel von Carbazol 30.  

Durch eine Variation der Substituenten soll die Aktivität der γ-Sekretase-modulierenden 

Eigenschaft der Carbazolstrukturen erhöht werden. Geplant ist das Einführen einer Aldehyd-

Funktionalität in para-Stellung zum alkylierten Stickstoff sowie ortho-Stellung zum Säurerest 

des Carbazols (Abb. 21). Die Aldehydfunktionalität in der direkten Nachbarschaft zur 

Carbonsäure könnte, gemäß dem vermuteten Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren, 

eine zusätzliche Wechselwirkung mit einer Aminosäure von C99 eingehen und somit die 

modulierende Wirkung der γ-Sekretase erhöhen. Weiterhin soll der Alkylrest des 

Modulators (30) um eine C2-Einheit verkürzt werden, um somit eine geringere Lipophilie des 

Modulators (52) zu erreichen (Abb. 21). Ausgehend von Carbazol (52) sind viele neue 

Derivate durch einfache Synthesen zugänglich. So soll das Carbazol (52) über eine Wittig-

Reaktion mit anschließender Hydrierung der Doppelbindung um eine C2-Einheit zur  

Disäure (53) verlängert werden (Abb. 21). Schließlich soll im Anschluss der Alkohol (54) 
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durch eine Reduktion der Aldehydfunktionalität des Carbazols (52) hergestellt werden 

(Abb. 21).  

 

Abb. 21: Geplante Modifikation des Carbazols 30 zu Carbazol 52 und Derivatisierungsprodukte 53  

und 54.  

Des Weiteren soll ein invers substituiertes Carbazolderivat (55) synthetisiert werden, bei 

welchem die Säurefunktionalität und der lipophile Alkylrest an den beiden Heteroatomen 

vertauscht sind (Abb. 22). Hierbei soll untersucht werden, ob der Austausch der 

Säurefunktionalität und des lipophilen Alkylrestes an den beiden Heteroatomen einen Einfluss 

auf die modulierende Wirkung der γ-Sekretase ausübt.  

 

Abb. 22: Zielverbindung 55 als potentieller γ-Sekretase-Modulator. 

Nach erfolgreicher Synthese und Messung der biologischen Aktivität der 

Carbazolderivate (52-55) auf die γ-Sekretase sollen Aussagen über die Struktur-Aktivitäts-

Beziehungen dieser Verbindungen getroffen werden. 
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3.1.1 Synthese von Carbazol (52) – das Einführen der Aldehydfunktionalität 

Zunächst wird der vor Beginn der präparativen Arbeiten erstellte Syntheseplan beschrieben, 

während im Folgenden über die realisierten Schritte auf dem Weg der Zielverbindung (52) 

berichtet wird (Abb. 23). Die Säure (52) kann aus dem Ester-geschützten Carbazol (56) 

generiert werden. Die Aldehyd-Funktionalität von Carbazol (56) soll über eine Vielsmeier-

Reaktion aus dem entsprechenden Carbazol (57) eingeführt werden, welches ausgehend von 

dem N-alkylierten Carbazol (59) durch eine nukleophile Substitution mit 

Bromessigsäuremethylester (60) erhalten werden kann. Das Carbazol (59) ist über eine 

nukleophile Substitution von 2-Hydroxycarbazol (61) mit Octyliodid (62) zugänglich. 

 

Abb. 23: Retrosynthetische Analyse von Carbazolderivat 52. 

Zunächst wurde das Stickstoffatom des 2-Hydroxycarbazol (61) mit Octyliodid (62) über eine 

nukleophile Substitution alkyliert (Abb. 24). Die Synthese erfolgte bei -70°C unter Argon-

Atmosphäre in Gegenwart von NaH in abs. THF über das Dianion des  

2-Hydroxycarbazols (61). In beiden Synthesen kam es zur Dialkylierung sowie zur 

Sauerstoff-Alkylierung als Nebenreaktion. Die Nebenprodukte wurden säulen-

chromatographisch abgetrennt und das N-alkylierte Carbazol (59) konnte mit einer Ausbeute 

von 53% isoliert werden. Anschließend wurde die Hydroxygruppe des N-alkylierten 

Carbazols (59) für die weiteren Syntheseschritte durch das Einführen eines Esters geschützt, 

sodass im letzten Syntheseschritt die gewünschte Säurefunktionalität durch Hydrolysieren des 

Esters freigesetzt werden konnte (Abb. 24). Carbazol (59) wurde über eine nukleophile 

Substitution mit Bromessigsäuremethylester (60) in Aceton unter Zugabe von K2CO3 als Base 

umgesetzt (Abb. 24) und lieferte den Carbazolether (57) nahezu quantitativ (99 %). 
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Der Aldehyd wurde durch eine Vielsmeier-Formylierung eingeführt. Die Problematik der 

Synthese bestand darin, dass die elektronische Situation des Carbazols (57) die Formylierung 

in ortho-Stellung zwischen Stickstoffatom und Ester gegenüber der Formylierung in der 

gewünschten para-Position bevorzugen würde. Aus diesem Grund wurde das Vielsmeier-

Reagenz nicht aus N, N-Dimethylformamid und POCl3 sondern aus dem sterisch 

anspruchsvolleren N, N-Diisopropylformamid und POCl3 hergestellt. Da das daraus 

entstehende Vielsmeier-Reagenz durch die zwei iPr-Gruppen mehr Raum einnimmt als das 

klassische Vielsmeier-Reagenz, kommt es zu einer größeren Wechselwirkung mit dem 

Octylrest sowie mit dem Ester des Carbazols (57) und das sterisch anspruchsvolle Vielsmeier-

Reagenz greift bevorzugt in der gewünschten para-Position an, um die Abstoßung mit den 

beiden Resten zu vermeiden.  

Bei der Formylierungsreaktion wurden zwei verschiedene Varianten getestet. Zum einen 

wurde Carbazol (57) in Dichlorethan vorgelegt und anschließend die Vielsmeier-Reagenzien 

einzeln zugegeben. Nach wässriger Aufarbeitung wurde Carbazol (56) mit einer mäßigen 

Ausbeute von 66% erhalten. Zum anderen wurde zunächst das Vielsmeier-Reagenz (58) 

hergestellt und anschließend Carbazol (57) in Dichlorethan zugegeben (Abb. 24).[209] Hier 

wurde nach wässriger Aufarbeitung Carbazol (56) mit einer weitaus besseren Ausbeute von 

97% erhalten. Im letzten Syntheseschritt wurde das Carbazol (56) durch basische 

Esterhydrolyse zu Carbazol (52) umgesetzt (Abb. 24). Nach Umkristallisation aus EE konnte 

der Aldehyd (52) mit einer mäßigen Ausbeute von 35% isoliert werden. 
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Abb. 24: Synthese von Carbazolderivat 52. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH (5 Äq), DMF, 

THF, -70°C, 12 h, 53%, (b) K2CO3, Aceton, 60°C, 20 h, 99%, (c) DCE, 60-80°C, 48 h, 97%, (d) KOH, 

MeOH, RT, 24 h, 35%. 

3.1.2 Synthese von Carbazol (53)  

Nach der erfolgreichen Synthese von Carbazol (52) sollten weitere Carbazolderivate 

hergestellt werden. Der eingeführte Aldehyd bietet eine große Vielfalt an möglichen 

Folgereaktionen. Zunächst sollte die Carbazolstruktur (52) über eine Wittig-Reaktion um ein 

C2-Fragment vergrößert werden (Abb. 21). Nach der retrosynthetischen Methodenplanung 

kann die Disäure (53) aus dem entsprechenden Diester (63) generiert werden (Abb. 25). Der 

Diester (63) ist ausgehend von Olefin (64) zugänglich, welches über eine Wittig-Reaktion aus 

dem Aldehyd (56) aufgebaut werden soll. Die Synthese des Aldehyds (56) erfolgt in der in 

Kapitel 3.1.1 beschriebenen Weise (Abb. 24). 
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Abb. 25: Retrosynthetische Analyse von Carbazolderivat 53. 

Die Beschreibung der Disäure-Synthese (53) erfolgt ausgehend von Aldehyd (56). 

Carbazol (56) wurde mit dem Wittig-Salz (65) in abs. EtOH und NaOEt zu Zimtester (66) 

umgesetzt.[210] Während der Reaktion kam es zu einer „Umesterung“ durch die Anwesenheit 

von EtOH als Lösungsmittel zu dem Carbazolethylester (66) (Abb. 26). Dagegen konnte bei 

einer Synthese über eine Eintopfreaktion, bei der das Phosphoniumsalz (65) in situ in der 

Wittig-Reaktionslösung generiert wurde, kein Produkt isoliert werden.[211] Bei der Wittig-

Synthese kommt es zu einem Selektivitätsproblem bezüglich des Produkts (66), da sowohl 

das E- als auch das Z-Olefin gebildet werden. Um dieses Selektivitätsproblem zu umgehen, 

wurde das Rohprodukt (66) mit Pd/C/H2 in EtOH zu Carbazol (67) hydriert (Abb. 26). Nach 

der Aufarbeitung wurde Carbazol (67) mit einer Ausbeute von 31% erhalten (Abb. 26). 

Zuletzt sollte die Säure von Carbazol (67) freigesetzt werden. Durch basische Esterhydrolyse 

in methanolischer KOH-Lösung bei 64°C und anschließender wässriger Aufarbeitung wurde 

die Disäure (53) mit einer Ausbeute von 63% isoliert (Abb. 26). Das Carbazolderivat (53) 

enthält neben der Alkylkette am Stickstoffatom innerhalb des Moleküls zwei 

Säurefunktionalitäten. Zu beobachten ist, ob die zusätzliche Säurefunktionalität an der 
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Carbazolstruktur einen Einfluss auf die modulierende Wirkung der γ-Sekretase ausübt. Die 

zweite Carbonsäurefunktionalität in der direkten Nachbarschaft könnte ebenfalls mit einer 

basischen Aminosäure von C99 interagieren und die modulierende Wirkung erhöhen.  

 

Abb. 26: Synthese von Carbazolderivat 53. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaOEt, EtOH, 80°C, 

12 h, (b) Pd/C/H2, EtOH, HCl, RT, 12 h, 31%, (c) KOH, MeOH, RT/ 64°C, 24 h, 63%. 

3.1.3 Synthese von Carbazol (54)  

Weiterhin sollte die Aldehydfunktionalität von Carbazol (52) zum Alkohol (54) reduziert 

werden (Abb. 21). Aus der retrosynthetischen Methodenplanung in der Abbildung 27 geht 

hervor, dass der Alkohol (54) aus dem entsprechenden Ester (68) gewonnen werden kann. Der 

Ester (68) ist durch Reduktion des Aldehyds (56) zu generieren. Die Synthese des 

Aldehyds (56) erfolgt in der in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Weise.  
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Abb. 27: Retrosynthetische Analyse von Carbazolderivat 54. 

Die Beschreibung der Synthese von Alkohol (54) erfolgt ausgehend von Aldehyd (56). 

Carbazol (56) wurde in ethanolischer Lösung mit NaBH4 umgesetzt (Abb. 28). Nach 

vollständigem Umsatz an Carbazol (56) gelang es nicht, das gebildete Hauptprodukt nach der 

wässrigen Aufarbeitung zu isolieren. Deshalb wurden die Komponenten der Reaktionslösung 

nach dem Entfernen des Lösungsmittels direkt durch Säulenchromatographie aufgetrennt. Als 

Hauptprodukt konnte ein farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von 35% isoliert werden. Die 

Analytik durch NMR und MS ergab, dass es sich bei dem gebildeten Hauptprodukt nicht um 

das gewünschte Carbazol (68) handelt. Neben der Aldehydfunktionalität wurde auch die 

benachbarte Estergruppe bis zum Alkohol (69) reduziert (Abb. 28). Als alternatives 

Reduktionsmittel wurde DIBAH eingesetzt, da es durch die beiden i-Butylgruppen sterisch 

sehr anspruchsvoll ist und dies zu einer größeren Abstoßung mit dem benachbarten Esterrest 

führen sollte und dieser so nicht reduziert werden sollte. Dazu wurde Carbazol (56) in DCM 

mit DIBAH umgesetzt. Nach säulenchromatographischer Trennung der verschiedenen 

Komponenten der Reaktionslösung konnte auch hier die Zielverbindung (68) nicht isoliert 

werden (Abb. 28). Das synthetisierte Carbazolderivat (69) soll alternativ als möglicher  

γ-Sekretase-Modulator getestet werden. Zu beobachten ist, ob die Funktionalität des Alkohols 

im Vergleich zur Säure einen unterschiedlichen Einfluss auf die modulierenden Eigenschaften 
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der γ-Sekretase hat. Nach dem vermuteten Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren nach 

SCHMIDT et al. würde der Verlust der Säurefunktionalität die Interaktion mit Lys624 von C99 

ausschalten und dazu führen, dass die modulierende Wirkung der γ-Sekretase verloren geht.  

 

Abb. 28: Synthese von Carbazolderivat 69. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaBH4, EtOH, 80°C, 

12 h, 35%, (b) NaBH4, EtOH, 80°C, 12 h, (c) DIBAH, DCM, 0°C/ RT, 12 h. 

3.1.4 Synthese von Carbazol (55)  

Schließlich sollte das invers substituierte Carbazol (55) hergestellt werden, bei dem die 

Säurefunktionalität und der lipophile Alkylrest an den beiden Heteroatomen vertauscht sind. 

Die retrosynthetische Methodenplanung von Carbazol (55) sieht vor das Carbazol (55) aus 

dem geschützten Ester (70) zu generieren. Der Ester (70) ist durch eine nukleophile 

Substitution aus dem Sauerstoff-alkylierten Carbazol (71) zugänglich, welches ausgehend von  

2-Hydroxycarbazol (61) und Octyliodid (62) generiert werden kann (Abb. 29).  

 

Abb. 29: Retrosynthetische Analyse von Carbazolderivat 55. 

Das 2-Hydroxycarbazol (61) wurde mit Octyliodid (62) durch eine nukleophile Substitution 

bei -70°C in THF/DMF zu Carbazol (71) umgesetzt. Nach der Aufarbeitung konnte das 

Carbazol (71) mit einer Ausbeute von 25% isoliert werden (Abb. 30). Das 

Carbazolderivat (71) reagierte mit Bromessigsäuremethylester (60) in Aceton unter Zugabe 
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von K2CO3 zu Ester (70) mit einer sehr guten Ausbeute von 97% (Abb. 30). Im letzten Schritt 

konnte die Säure (55) durch KOH in methanolischer Lösung mit einer guten Ausbeute von 

80% freigesetzt werden (Abb. 30). 

 

Abb. 30: Synthese von Carbazolderivat 55. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH (1.3 Äq.), DMF, 

THF, -70°C, 12 h, 25% (b) K2CO3, Aceton, 60°C, 20 h, 97%, (c) KOH, MeOH, RT, 24 h, 80%. 
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3.1.5 Zusammenfassung der Carbazolderivate 

Die Abbildung 31 zeigt die während dieser Arbeit synthetisierten Carbazolderivate, die 

in vitro auf ihre Wirkung bezüglich der γ-Sekretase untersucht wurden. Daneben stellt 

Tabelle 1 die Ausbeute, Reinheit (HPLC), die clogP-Werte sowie die tPSA-Werte der 

synthetisierten Carbazolverbindungen dar.  

 

Abb. 31: Synthetisierte Carbazolderivate 57, 56, 52, 53, 69 und 55 als potentielle γ-Sekretase-

Modulatoren. 

Mithilfe der berechneten clogP- und tPSA-Werte lassen sich Aussagen über die 

pharmakologischen Eigenschaften der Verbindungen treffen. Der clogP-Wert ist ein 

Verteilungskoeffizient, der das Verhältnis einer Substanz in einem Oktanol/Wasser-Gemisch 

angibt. Der tPSA-Wert (topological polar surface area) gibt die Summe der polaren 

Oberflächen eines Moleküls an. Beide Größen erlauben eine Einschätzung der oralen 

Verfügbarkeit und Hirngängigkeit einer Substanz. Studien zufolge liegt der tPSA-Wert von 

hirngängigen Pharmaka bei unter 70 Å2
 bei anderen Medikamenten bei unter 120 Å2. Der 

clogP-Wert dagegen sollte unter 5 liegen.[212-214] Demnach sind die synthetisierten 

Carbazolverbindungen wahrscheinlich zu lipophil, um die Blut-Hirn-Schranke zu passieren, 

dennoch liegen sie in einem „akzeptablen“ Bereich (Tab. 1).  
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Tab. 1: Ausbeute, HPLC-Reinheit, clogP- und tPSA-Werte der hergestellten Carbazolderivate 57, 56, 

52, 53, 69 und 55. 

Verbindung BSc-Nummer Ausbeute [%]a HPLC-Reinheit [%] clogPb tPSAb 

57 4028 99 99          7.4 38.8 

56 4038 97 98          6.9 55.8 

52 4041 35 98          6.7 66.8 

53 4050 63 93          6.8 87.1 

69 4048 35 87          5.8 52.9 

55 4037 80 97          7.1 49.8 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Stufe 

b clogP- und tPSA-Werte berechnet mit ChemDraw 10.0 

3.1.6 Biologische Aktivität der Carbazolderivate  

Die Carbazolverbindungen (Abb. 31) wurden bei Hoffmann La Roche in der Arbeitsgruppe 

von DR. KARLHEINZ BAUMANN in einem zellulären Aβ-Assay untersucht. Es wurde eine aus 

menschlichen H4-Zellen APP-überexprimierende Zelllinie verwendet. Mithilfe eines LPECL-

Assays (liquid phase electrochemoluminescence) wurden die verschiedenen Aβ-Isoformen 

Aβ38, Aβ40 und Aβ42 bestimmt.[215] Aus Wettbewerbsgründen können in dieser Arbeit nur die 

IC50-Werte von Aβ42 gezeigt werden (Tab. 2).  

Tab. 2: Biologische Aktivität der Carbazolderivate 57, 56, 52, 53, 69 und 55 auf die γ-Sekretase. 

Verbindung BSc-Nummer Zelltoxizität [µM]a IC50 (Aβ42) [µM] Eigenschaft 

57 4028 >80 27 Modulator 

56 4038 >80 89 Inhibitor 

52 4041 80 32 Modulator 

53 4050 >80 >80 nicht aktiv 

69 4048 >80 80 nicht aktiv 

55 4037 80 28 Modulator 

a Konzentration mit signifikanter Zelltoxizität 
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Ester (57) (IC50(Aβ42) = 27 µM) und das inverse Carbazol (55) (IC50(Aβ42) = 28 µM) sind  

recht potente γ-Sekretase-Modulatoren. Die Aktivität der zu modifizierenden 

Ausgangsverbindung (30) (Abb. 12) jedoch konnte nicht gesteigert werden  

(IC50(Aβ42) = 11 µM), sodass durch den Austausch der beiden Reste (Alkylrest, 

Säurefunktionalität) zwischen den Heteroatomen am Carbazol keine Verbesserung der 

modulierenden Wirkung erreicht werden konnte. Allerdings scheint der Austausch der 

Funktionalitäten an den beiden Heteroatomen die modulierende Eigenschaft der γ-Sekretase 

nicht auszuschalten. Die Hypothese zum Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren nach 

SCHMIDT et al. lässt sich auch auf das inverse Carbazol (55) übertragen. Auch hier könnte der 

lipophile Alkylrest zur Orientierung in der Membran beitragen, während die 

Säurefunktionalität mit Lys624 interagiert (Abb. 32). Das Carbazolgerüst wäre im Vergleich 

zu dem ursprünglich betrachteten Carbazol (30) um 90° gedreht. 

 

Abb. 32: Hypothese zum Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren nach SCHMIDT et al. in der 

Membran am Beispiel des inversen Carbazols 55. 

Zu überprüfen wäre, ob die modulierende Wirkung durch das Einführen weiterer 

Substituenten auf das inverse Carbazol (55) optimiert werden kann. Das Einführen einer 

Aldehydfunktionalität auf das Carbazolgerüst führt nicht zu einer Verbesserung der 

modulierenden Eigenschaft. Der Aldehyd (52) (IC50(Aβ42) = 32 µM) ist nur noch ein 

schwacher γ-Sekretase-Modulator und scheint keine zusätzliche Interaktion mit einer 

Aminosäure von C99 eingehen zu können, die zu einer besseren modulierenden Eigenschaft 

führt. Die weitere Derivatisierung von Carbazol (52) und das Einführen einer weiteren 

Säurefunktionalität zu Carbazol (53) führt zum Verlust der modulierenden Eigenschaft. Die 

zweite Säurefunktionalität scheint keine Wechselwirkung mit dem γ-Sekretase-Komplex 

ausbilden zu können, wie erhofft wurde. Durch die Reduktion von Carbazol (52) zu dem 

Alkohol (69) geht die modulierende Eigenschaft des Carbazols (52) verloren, was die 

Vermutung weiter bestätigt, dass eine Säurefunktionalität innerhalb des Moleküls für die 
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Modulation der γ-Sekretase wichtig zu sein scheint. Insgesamt unterstützen die Assay-

Ergebnisse die aufgestellte Hypothese zum Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren 

nach SCHMIDT et al. Es konnte gezeigt werden, dass eine Säurefunktionalität in Verbindung 

mit einem lipophilen Alkylrest für die modulierende Wirkung der γ-Sekretase essentiell ist. 

Dies wird untermauert durch die modulierende Wirkung des inversen Carbazols (55) und dem 

Verlust der modulierenden Eigenschaft von Alkohol (69). Die modulierende Wirkung von 

Ester (57) wird auf einen pro-drug-Mechanismus zurückgeführt. Es wird angenommen, dass 

der Ester (57) im zellulären Assay-Experiment zur entsprechenden Carbonsäure freigesetzt 

wird und so die modulierende Eigenschaft zustande kommt. Diese Vermutung müsste im 

Folgenden durch weitere Experimente überprüft werden. Die Aldehydfunktionalität von 

Carbazol (52) könnte eine starke Wechselwirkung mit einer Aminosäure von C99 ausbilden, 

die möglicherweise die Interaktion der Carbonsäure mit Lys624 und so die modulierende 

Eigenschaft der γ-Sekretase schwächt. Die Wechselwirkungen der zweiten Säurefunktionalität 

innerhalb der Membran von der Disäure (53) führen scheinbar dazu, die Interaktion der 

Carbonsäure mit Lys624 vollständig zu verhindern und so die modulierende Eigenschaft der 

γ-Sekretase auszuschalten. 

3.1.7 Zusammenfassung und Ausblick  

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, verschiedene Carbazolderivate zu synthetisieren und auf 

ihre modulierende Wirkung gegenüber der γ-Sekretase testen zu lassen. Einige zeigten in vitro 

eine Modulation der γ-Sekretase. Dennoch konnten keine neuen Verbindungen hergestellt 

werden, die die Aktivität im Vergleich zu den bekannten γ-Sekretase-Modulatoren der 

Arbeitsgruppe SCHMIDT optimieren konnten (Abb. 12). Die Derivatisierung des Benzenrings 

in ortho-Stellung zur Hydroxygruppe des 2-Hydroxycarbazols (61) scheint also die 

modulierende Wirkung der γ-Sekretase nicht zu verbessern. Es wird vermutet, dass die 

mögliche Interaktion der Carbonsäurefunktionalität mit Lys624 durch das Einführen weiterer 

Substituenten in der direkten Nachbarschaft gestört wird. Das Einführen von verschiedenen 

Substituenten an der gegenüberliegenden Seite des Carbazol-Gerüsts könnte eine weitere 

Strategie sein, die Aktivität der Carbazolderivate zu optimieren (Abb. 33). Sinnvoll wäre es, 

polare Substituenten einzuführen, die auch die clogP- und tPSA-Werte senken würden, um 

weiterhin die pharmakologischen Eigenschaften der Verbindungen zu verbessern. Auch das 

inverse Carbazol (55) ist ein aussichtreicher γ-Sekretase-Modulator, der durch Derivatisierung 

durch das Einführen polarer Substituenten optimiert werden könnte (Abb. 33). 

Möglicherweise kommt es bei diesen Carbazolderivaten zu Wechselwirkungen zwischen den 
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neu eingeführten Substituenten und der Membran, welche die vermutete Interaktion der 

Carbonsäurefunktionalität mit Lys624 nicht stören oder sogar zusätzlich verstärken und somit 

die modulierende Eigenschaft der γ-Sekretase verbessern. 

 

Abb. 33: Mögliche Derivatisierung des Carbazol-Gerüsts, S1 und S2: polare Substituenten. 
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3.2 Tocopherol-derivatisierte und –abgeleitete γ-Sekretase-Modulatoren 

Tocopherol (Vitamin E) gehört zu den lipophilen Vitaminen und ist im Menschen in allen 

Zellmembranen enthalten.[216] Es gibt acht natürlich vorkommende Tocopherole, die unter 

anderem in pflanzlichen Ölen, Gemüse oder auch Nüssen enthalten sind und somit über die 

Nahrung aufgenommen werden. Tocopherol ist ein Antioxidans und kann im zellulären Assay 

Zellmembranen vor oxidativem Schaden durch freie Radikale schützen.[216] Es gibt Hinweise 

darauf, dass oxidativer Stress beim Auftreten einer Alzheimer-Erkrankung eine Rolle 

spielt.[217] Nach dieser Hypothese soll die Alzheimer-Erkrankung die Folge eines 

beschleunigten Alterungsprozesses in bestimmten Hirnregionen sein, der durch oxidativen 

Stress verursacht wird. Nach dieser Theorie liegt es nahe, Antioxidantien wie Tocopherol als 

Therapeutika von AD oder auch als Präventivmaßnahme zu untersuchen. In der 

Vergangenheit wurde diesbezüglich eine Vielzahl an Studien durchgeführt.[216, 218, 219] Studien 

zeigten, dass das LPO-Level (Lactoperoxidase), ein Marker für oxidativen Stress, bei AD-

Patienten signifikant erhöht ist.[220] Weiterhin unterstützten verschiedene Studien die Theorie, 

dass der Tocopherol-Spiegel im Blut und in der Zerebrospinalflüssigkeit von AD-Patienten 

niedriger ist als im gesunden Menschen.[221, 222] Andere Studien konnten keinen 

Zusammenhang zwischen dem Tocopherol-Level und einer Alzheimer-Erkrankung 

nachweisen.[223] Eine Vielzahl an Langzeitstudien wurde getätigt, in welchen der Einfluss auf 

die kognitive Funktion bei der Verabreichung von Tocopherol über mehrere Jahre untersucht 

wurde. Auch hier kamen verschiedene Studien zu keinem konsistenten Ergebnis. Zum Teil 

zeigten Studien bei der Therapie mit Tocopherol eine Verbesserung der kognitiven 

Funktionen, andere Studien wiederum konnten keinen Effekt beobachten.[216, 218, 224]  

R, R, R-α-Tocopherol (74a) (Abb. 34) ist das in allen Geweben am häufigsten vorkommende 

Vitamin E-Isomer, dessen hydrophobe Eigenschaft die Absorption und den Transport im 

wässrigen Medium erschwert. Daher wird es als Assoziat mit verschiedenen Lipoproteinen 

durch den Blutkreislauf transportiert.[225] EPR- und Fluoreszenz-Experimenten zufolge 

verankert sich der Alkylrest des R, R, R-α-Tocopherols (74a) in der Zellmembran innerhalb 

der Phospholipiddoppelschicht, während der Chromanteil mit der enthaltenen Hydroxygruppe 

sich in Richtung der Lipid/Wasser-Grenzfläche orientiert.[226-229] Innerhalb der Zellmembran 

kann R, R, R-α-Tocopherol (74a) durch die Bildung von Assoziaten mit destabilisierenden 

Membrankomponenten (freie Fettsäuren, Lysophospholipide) zu einer Stabilisierung der 

Membran beitragen.[230, 231] Natürlich vorkommendes R, R, R-α-Tocopherol (74a) und 

synthetisches all-rac-α-Tocopherol (74b) sind nicht toxische und verfügbare Substanzen, die 

sich aufgrund dessen als Therapeutika anbieten (Abb. 34). Die Struktur der  
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α-Tocopherole (74a-b) mit dem lipophilen Alkylrest und der Benzengrundstruktur erinnern 

entfernt an die in Kapitel 3.1 beschriebenen Carbazole, die eine γ-Sekretase modulierende 

Wirkung zeigten (Abb. 34, Abb. 31). Ziel dieser Arbeit ist es, Tocopherol-derivatisierte und 

strukturell abgeleitete Verbindungen herzustellen, die als γ-Sekretase-Modulatoren in Frage 

kommen. Als Ausgangsverbindungen dienen hierbei das R, R, R-α-Tocopherol (74a) und das 

synthetische all-rac-α-Tocopherol (74b) sowie ein strukturell verwandtes Chroman (75) 

(Abb. 34). 

 

Abb. 34: Zu derivatisierende Ausgangsverbindungen als potentielle γ-Sekretase-Modulatoren. 

3.2.1 Synthese der Tocopherolderivate (76a-b) als γ-Sekretase Modulatoren  

Die Strukturmotive der α-Tocopherole (74a-b) stellen gute Ausgangsverbindungen für 

potentielle γ-Sekretase-Modulatoren dar. Im Falle der α-Tocopherole (74a-b) ist bekannt, 

dass der lipophile Alkylrest zu einer Verankerung in der Membran beiträgt,[228] wie es auch 

für den Bindungsmodus der γ-Sekretase-Modulatoren nach SCHMIDT et al. vermutet wird 

(Abb. 20). Die zur Modulation der γ-Sekretase benötigte Säurefunktionalität dagegen ist „von 

Natur aus“ nicht gegeben und soll im Folgenden auf die α-Tocopherole (74a-b) eingeführt 

werden. Es sollen zunächst die Säurederivate (76a-b) hergestellt werden und auf ihre 

modulatorische Wirkung gegenüber der γ-Sekretase getestet werden (Abb. 35). 

 

Abb. 35: Zielstrukturen 76a-b der zu derivatisierenden α-Tocopherole 74a-b. 

Die retrosynthetische Analyse der Tocopherolderivate (76a-b) zeigt, dass die  

α-Tocopherolderivate (76a-b) leicht über aus den entsprechenden Estern (77a-b) gewonnen 
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werden können, die über eine nukleophile Substitution am phenolischen Sauerstoff aus den  

α-Tocopherolen (74a-b) zugänglich sind (Abb. 36, Tab. 3). 

 

Abb. 36: Retrosynthetische Analyse der Tocopherolderivate 76a-b, R1 definiert in Tabelle 3. 

Tab. 3: Definition der Substituenten R1. 

Verbindung R Substituent 

76a, 77a, 74a R1 
 

76b, 77b, 74b R1 
 

 

Zunächst erfolgte die Umsetzung von (74a-b) mit Bromessigsäuremethylester (60) unter 

Zugabe von NaH im stark basischen Milieu bei RT (Abb. 37). Nach wässriger Aufarbeitung 

und säulenchromatographischer Reinigung konnten die Ester (77a-b) in sehr guten Ausbeuten 

(94%) als farblose Öle isoliert werden. Im Anschluss wurden die Ester (77a-b) durch basische 

Esterhydrolyse in Dioxan/Wasser bei 75°C zu den Zielverbindungen (76a-b) umgesetzt 

(Abb. 37). Auch hierbei konnten sehr gute Ausbeuten von 94-95% erzielt werden.  

 

Abb. 37: Synthese der Tocopherolderivate 76a-b, Definition des Restes R1 siehe Tabelle 3. 

Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH, DMF, RT, 8 h, 94%, (b) KOH, Dioxan/Wasser, 75°C, 2-12 h,  

94-95%. 
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Die hergestellten Tocopherolderivate (76a-b) sollen auf die Wirkung gegenüber der  

γ-Sekretase untersucht werden. Bei den Verbindungen (76a-b) soll vor allem der Einfluss der 

unterschiedlich konfigurierten Methylgruppen auf die modulatorische Wirkung der  

γ-Sekretase hin beobachtet werden.  

3.2.2 Synthese der Chromanverbindungen (78a-e) und (79a-e) 

Die Chromanstruktur (75) (Abb. 34) weist eine Tocopherol-ähnliche Struktur auf. Auch hier 

sollen durch verschiedene Derivatisierungen der Chromanstruktur (75) potentielle  

γ-Sekretase-Modulatoren synthetisiert werden. Zum einen sollen auf den phenolischen 

Sauerstoff der Chromanstruktur (75) verschiedene Alkylsubstituenten eingeführt werden 

(Abb. 38), sodass die Chromanderivate (78a-e) auch wiederum das „spezifische Muster“ der 

Säure- sowie Alkylfunktionalität aufweisen, das bei, bisher im Arbeitskreis SCHMIDT 

bekannten, γ-Sekretase-Modulatoren auftritt. 

 

Abb. 38: Geplante Derivatisierungen an Chroman 75 zu den Derivaten 78a-e und 79a-e. 

Des Weiteren soll eine zweite Derivateserie (79a-e) hergestellt werden, bei welcher die Säure- 

bzw. Alkylfunktionalität innerhalb des Moleküls gegenüber der ersten Derivateserie (78a-e) 

vertauscht ist (Abb. 38). Hierbei soll untersucht werden, ob der Austausch der funktionellen 

Gruppen innerhalb der Chromanstruktur die modulierende Eigenschaft der γ-Sekretase 

beeinflusst. Die eingeführten Reste R2 sind in der folgenden Tabelle 4 dargestellt. Neben 

unverzweigten Alkylresten von C8-C14 sollen auch terpenartige verzweigte Alkylreste 

eingeführt werden.  
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Tab. 4: Definition der Substituenten R2. 

Verbindunga R Substituent 

-a R2  

-b R2  

-c R2  

-d R2 
 

-e R2 
 

a Die Substituenten beziehen sich auf alle Verbindungen in Kapitel 3.2 mit den entsprechenden 

Indices a-e 

Im Folgenden wird zunächst die Synthese der Derivateserie (78a-e) erläutert. Aus der 

retrosynthetischen Betrachtung der Derivateserie (78a-e) ergibt sich, dass die 

Chromanderivate (78a-e) durch eine einfache O-Alkylierung hergestellt werden können, 

wobei die Säurefunktionalität von Chroman (75) während der Synthese als Ester zu schützen 

ist (Abb. 39). 

 

Abb. 39: Retrosynthetische Analyse der Derivateserie 78a-e, R2 definiert in Tabelle 4. 

Das Chroman (75) wurde unter Zugabe von K2CO3 mit MeI (83) bei RT umgesetzt und 

Chroman (81) konnte mit einer sehr guten Ausbeute von 95% als farbloser Feststoff 

gewonnen werden (Abb. 40). Im Anschluss erfolgte die Alkylierung des phenolischen 

Sauerstoffs mit den entsprechenden Alkylbromiden (82a-e). Die Substitution fand in 

basischer Lösung bei einer Reaktionstemperatur von 100°C statt und nach wässriger 
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Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung konnten die entsprechenden 

Chromanmethylester (80a-e) in unterschiedlichen Ausbeuten von 37-94% isoliert werden 

(Abb. 40). Bei dieser Reaktionsstufe fiel auf, dass die Alkylierung des Chromans (81) mit den 

verzweigten Alkylbromiden (82d-e) weitaus schlechtere Ausbeuten lieferte als die mit den 

unverzweigten Alkylbromiden (82a-c). Bei der Umsetzung mit den verzweigten 

Alkylbromiden (82d-e) entstand jeweils ein Nebenprodukt, das säulenchromatographisch 

abgetrennt wurde aber dessen Struktur nicht bestimmt wurde. Die Alkylbromide (82a-c) 

wurden kommerziell erworben, währenddessen die verzweigten Alkylbromide (82d-e) durch 

eine Bromierung mit PBr3 bei 0°C in Hexan/Pyridin aus den Alkoholen (84d-e) mit sehr 

guten Ausbeuten von 90-95% generiert wurden (Abb. 40). Im letzten Schritt wurden die 

Ester (80a-e) mit KOH in Dioxan/Wasser zu den Säuren (78a-e) umgesetzt. 

 

Abb. 40: Synthese der Chromane 78a-e. Reagenzien und Bedingungen: (a) K2CO3, DMF, RT,  

30 min., 95%, (b) Cs2CO3, DMF, 100°C, 6 h, 37-94%, (c) KOH, Dioxan/Wasser, 75°C, 4 h, 33-88%, 

(d) PBr3, Hexan, Pyridin, 0°C, 3 h, 90-95%, R2 definiert in Tabelle 4. 

Im nächsten Abschnitt wird die Syntheseplanung und -durchführung der zweiten Serie an 

Chromanderivaten (79a-e) beschrieben. Die retrosynthetische Analyse zeigt, dass die 

Chromanderivate (79a-e) auch über eine Alkylierung aus den Estern (86a-e) hergestellt 

werden können, die wiederum aus Chroman (75) zugänglich sind (Abb. 41). Bei dieser 
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Derivateserie (79a-e) sollen dieselben lipophilen Alkylsubstituenten eingeführt werden wie 

bei der Derivateserie (78a-e) (Tab. 4). 

 

Abb. 41: Retrosynthetische Analyse der zweiten Derivateserie 79a-e, R2 definiert in Tabelle 4. 

Zunächst wurde das Chroman (75) mit den entsprechenden Alkylbromiden (82a-e) zu den 

Estern (86a-e) umgesetzt. Die Reaktion erfolgte unter Zugabe von K2CO3 bei RT und die 

Ester (86a-e) konnten in sehr guten Ausbeuten (91-97%) direkt nach der wässrigen 

Aufarbeitung isoliert werden (Abb. 42). Anschließend erfolgte die Substitution des 

phenolischen Sauerstoffs mit Bromessigsäure (85) zu den Chromanderivaten (79a-e) bei RT 

unter Zugabe von NaH. Die Chromanderivate (79a-e) konnten in moderaten bis guten 

Ausbeuten (53-87%) gewonnen werden (Abb. 42). 

 

Abb. 42: Synthese der Chromane 79a-e. Reagenzien und Bedingungen: (a) K2CO3, DMF, RT, 8 h,  

91-97%, (b) NaH, THF, RT, 12 h, 53-87%, (c) PBr3, Pyridin, Hexan, 0°C, 3 h, 90-95%, R2 definiert in 

Tabelle 4. 

3.2.3 Zusammenfassung der Tocopherolderivate und Chromanderivate 

In den folgenden Abbildungen 43a-b sind alle während dieser Arbeit hergestellten 

Tocopherolderivate und Chromanderivate dargestellt, die auf ihre γ-Sekretase-modulatorische 

Wirkung getestet wurden. 
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Abb. 43a: Synthetisierte Tocopherolderivate 74b, 77b, 76a-b und Chromanderivate 78a-e als 

potentielle γ-Sekretase-Modulatoren. 
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Abb. 43b: Synthetisierte Chromanderivate 79a-e als potentielle γ-Sekretase-Modulatoren. 
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Tabelle 5 zeigt die Ausbeute, clogP-Werte sowie die tPSA-Werte der synthetisierten 

Tocopherol- und Chromanderivate.  

Tab. 5: Ausbeute, HPLC-Reinheit, clogP- und tPSA-Werte der Tocopherolderivate 74b, 77b, 76a-b 

und Chromanderivate 78a-e und 79a-e. 

Verbindung BSc-Nummer Ausbeute [%]a HPLC-Reinheit [%] clogPb tPSAb 

74b 4707  n.b.      12.1 29.46 

77b 4708 94 n.b.      12.3 44.8 

76a 4732 94 n.b.      12.0 55.8 

76b 4558 95 n.b.      12.0 55.8 

78a 4898 51 n.b.      7.5 55.8 

78b 4902 62 n.b.      9.1 55.8 

78c 4901 83 n.b.      10.6 55.8 

78d 4899 33 n.b.      13.0 55.8 

78e 4922 77 n.b.      9.5 55.8 

79a 4881 65 n.b.      8.8 82.1 

79b 4916 53 n.b.      7.2 82.1 

79c 4917 60 n.b.      10.3 82.1 

79d 4918 77 n.b.      12.5 82.1 

79e 4923 87 n.b.       9.2 82.1 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Stufe 

b n.b. = nicht bestimmt, Substanzen nicht UV-aktiv bei λ = 254 nm 

c clogP- und tPSA-Werte berechnet mit ChemDraw 10.0 

Die hergestellten Substanzen weisen eine sehr hohe Lipophilie auf mit clogP-Werten zum 

Teil >10. Aufgrund der Säurefunktionalität innerhalb des Moleküls einerseits und den 

längerkettigen Alkylresten andererseits neigen die Tocopherol- und Chromanderivate zur 

Mizellbildung. Daher wurde mithilfe von Lichtstreuungsexperimenten untersucht, ob die 

hergestellten Verbindungen im relevanten Konzentrationsbereich des γ-Sekretase-Assays  

(5-100 µM) Mizellen ausbilden, welche die biophysikalische Messung beeinflussen könnten. 

Durch die Anlagerung von größeren Lipid-artigen Aggregaten an die Zellmembran, kann 
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diese in ihrer Funktion massiv gestört werden. Daher muss die Mizellbildung der 

hergestellten Substanzen im γ-Sekretase-Assay relevanten Bereich ausgeschlossen werden. Im 

Falle einer Mizellbildung der Substanz kann nicht ausgeschlossen werden, dass die zellulären 

in vitro Assay-Messungen Artefakte liefern, da es sich bei der γ-Sekretase um ein 

Transmembranenzym handelt und sich die biochemischen Vorgänge an der Zellmembran 

abspielen.  

3.2.4 Experimente zur dynamischen Lichtstreuung  

Amphiphile Moleküle bilden ab einer bestimmten Konzentration in Lösung Aggregate, 

sogenannte Mizellen. Tenside sind hierfür das prominenteste Beispiel. Die Konzentration, ab 

welcher Substanzen Mizellen ausbilden, ist die kritische Mizellbildungskonzentration, die 

experimentell über eine Vielzahl an Methoden bestimmt werden kann.[232] Dazu gehören unter 

anderem die UV-Absorptions-Spektroskopie, die Fluoreszenz-Spektroskopie, die Messung 

der Oberflächenspannung, bei ionischen Verbindungen die Messung der Leitfähigkeit und die 

Messung der dynamischen Lichtstreuung.[232-234]  

Die hergestellten Tocopherolderivate und Chromanderivate (Abb. 43a-b) wurden auf die 

Bildung von Mizellen im Konzentrationsbereich von 5-100 µM untersucht. Als Methode 

wurden Experimente zur dynamischen Lichtstreuung gewählt. Bei diesem Verfahren wird das 

Streulicht eines Lasers an einer gelösten Probe untersucht. Im Falle kleiner Partikel in 

Lösung, also beim Auftreten von Mizellen, wird das Licht an der Mizelle gestreut. Die 

Experimente wurden an einem Zetasizer Nano ZS (Malvern) mit einer Laserwellenlänge von 

514 nm durchgeführt. Der vereinfachte Aufbau des Gerätes ist in der folgenden Abbildung 44 

schematisch dargestellt: 

 

Abb. 44: Vereinfachte Darstellung des Zetasizers Nano ZS zur Messung der dynamischen 

Lichtstreuung, APD: Avalanche Photodiode, K: Korrelator, PC: Computer mit Zetasizer Software. 
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Als Lichtquelle dient ein Laser, der über zwei Spiegel mit einem Streuwinkel von insgesamt 

173° abgelenkt wird, bevor er durch eine Linse auf die Küvette mit der zu messenden, genau 

temperierten Probenlösung trifft. Der Strahl wird an vorhandenen Partikeln gestreut und das 

Streulicht (in Abb. 44 in grün dargestellt) trifft auf den Detektor (Photodiode), der das 

elektrische Signal an den Korrelator weitergibt. Über den PC wird mit der Malvern Zetasizer 

Software direkt die Partikelgröße der vorhandenen Aggregate berechnet.[235] Alle Messungen 

wurden dreimal bei einer Temperatur von 20°C durchgeführt. Der variable Messpunkt 

(4.65 mm) war bei jeder Messung konstant. 

Es wurden Verdünnungsreihen der Verbindungen (74b), (77b), (76a-b), (78a-e) und (79a-e) 

(von 50 mM DMSO-Lösungen) in dem Konzentrationsbereich von 5-100 µM angesetzt. 

Angelehnt an die γ-Sekretase-Assay-Bedingungen bestand das Solvens der gelösten Proben 

aus 2% DMSO und einer wässrigen Salzlösung aus: 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgSO4, 5.3 mM 

KCl, 44.1 mM NaHCO3, 110.3 mM NaCl, 0.9 mM NaH2PO4 (Assay-Puffer).  

Um die Methode zu evaluieren, wurde Pluronic F68 (Copolymer aus Ethylenoxid und 

Propylenoxid, M = 8400 g/mol, etwa 80% Ethylenoxid) als Kontrolle verwendet. Die 

literaturbekannte kritische Mizellbildungskonzentration von Pluronic F68 (40 µM) konnte mit 

der beschriebenen Messmethode reproduziert werden (Abb. 45).[236] 

 

Abb. 45: Kritische Mizellbildungskonzentration von Pluronic F68 bei 40 µM. 

Die Tocopherolderivate (74b), (77b), (76a-b) und die Chromanderivate (78a-e) und (79a-e) 

wurden mit der beschriebenen Methode im Konzentrationsbereich von 5-100 µM vermessen. 

Die Bildung von Mizellen in diesem Konzentrationsbereich konnte nicht beobachtet werden, 
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mit einer Ausnahme: Chromanverbindung (78b) bildet bei einer Konzentration von 100 µM 

Mizellen (Abb. 46). 

 

Abb. 46: Kritische Mizellbildungskonzentration von Chromanderivat 78b bei 100 µM. 

Bei einer Modulation der γ-Sekretase ab einer Konzentration von 100 µM wird die Substanz 

als inaktiv betrachtet. Daher wurde die Mizellbildung nur bis zu einer Konzentration von 

100 µM getestet. Die Mizellbildung bei höheren Konzentrationen (>100 µM) spielt bei den 

durchgeführten zellulären in vitro Assay-Messungen keine Rolle mehr. Da die hergestellten 

Tocopherolderivate (74b), (77b), (76a-b) und Chromanderivate (78a-e) und (79a-e) bis zu 

einer Konzentration von 100 µM keine Mizellen ausbildeten, wurde im Folgenden die 

Wirkung der Substanzen auf die γ-Sekretase untersucht.  

3.2.5 Biologische Aktivität der Tocopherolderivate und Chromanderivate 

Die Tocopherolderivate (74b), (77b), (76a-b) und Chromanderivate (78a-e) und (79a-e) 

wurden an der Heinrich Heine-Universität Düsseldorf in der Arbeitsgruppe von  

PROF. DR. SASCHA WEGGEN in einem zellulären Aβ-Assay auf ihre γ-Sekretase-

modulatorische Wirkung hin untersucht. Dabei wurden CHO-Zellen verwendet, die humanes 

APP sowie humanes Präsenilin-1 überexprimieren. Mithilfe eines Antikörper-basierten 

ELISA-Assays (enzyme-linked immunosorbent assay) wurden die verschiedenen  

Aβ-Isoformen Aβ38, Aβ40 und Aβ42 bestimmt (Tab. 6).[237] 
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Tab. 6: Biologische Aktivität der Tocopherolderivate 74b, 77b, 76a-b, und Chromanderivate 78a-e und 

79a-e auf die γ-Sekretase. 

Verbindung BSc-Nummer EC50 Aβ38 [µM] IC50 Aβ40  [µM] IC50 Aβ42 [µM] Eigenschaft 

74b 4707 >100 >100 >100 nicht aktiv 

77b 4708 >100 >100 >100 nicht aktiv 

76a 4732 6  24  11  Modulator 

76b 4558 4  26  12  Modulator 

78a 4898 >50 >50 57  Modulator 

78b 4902 10  >50 28  Modulator 

78c 4901 9  29  14  Modulator 

78d 4899 10  42  26  Modulator 

78e 4922 8  39  28  Modulator 

79a 4881 11  42  35  Modulator 

79b 4916 5  23  12  Modulator 

79c 4917 6  34  22  Modulator 

79d 4918 13  36  24  Modulator 

79e 4923 1  25  27  Modulator 

 

Die experimentellen Daten bestätigten die anfangs aufgestellte Hypothese: Alle 

Tocopherolderivate, die eine Säurefunktionalität und einen lipophilen Alkylanker tragen 

(Abb. 43a-b), haben eine modulierende Wirkung auf die γ-Sekretase und senken die  

Aβ42-Produktion und steigern dagegen die Aβ38-Produktion (Tab. 6). Keine anderen 

Wirkmechanismen wie inverse Modulation oder Inhibition konnten bei den 

Tocopherolderivaten (76a-b) beobachtet werden. Das α-Tocopherol (74b) selbst und der 

Ester (77b) zeigen keine Aktivität auf die γ-Sekretase, währenddessen das 

Tocopherolderivat (76a) mit der Säurefunktionalität ein potenter γ-Sekretase-Modulator ist. 

Die Stereoisomere (76a) und (76b) zeigen equipotente Aktivitäten auf die γ-Sekretase, die 

Konfiguration der chiralen Kohlenstoffatome in den Tocopherolderivaten (76a-b) scheint 

daher keinen Einfluss auf die γ-Sekretase-modulatorische Wirkung zu haben (Tab. 6). Auch 
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die Chromanderivate modulieren die γ-Sekretase auf potente Weise, mit Ausnahme der 

Chromanderivate (78a) und (79a), welche mit IC50(Aβ42)-Werten von 58 µM und 35 µM nur 

eine schwach modulierende Wirkung aufweisen (Tab. 6). Diese Chromanderivate (78a-b) 

haben als lipophilen Alkylrest eine C8-Alkylkette, welche für die Interaktion mit der 

Membran zu kurz zu sein scheint. Mit der Verlängerung des Alkylrestes von C8 zu C16 zeigt 

die modulierende Wirkung der Chromanderivate eine biphasische Korrelation (Abb. 47). 

Zunächst wird die modulierende Wirkung mit der Länge der Alkylkette (und somit mit 

steigender Molmasse) stärker, ab einer gewissen Länge nimmt die modulierende Wirkung 

jedoch wieder ab (Abb. 47).  

 

Abb. 47: Auftragung der Molmasse der Tocopherolderivate 76a-b und Chromanderivate 78a-e und 

79a-e gegen den IC50(Aβ42). 

Auch die Verzweigung der ungesättigten Alkylreste, die in den Chromanderivaten (78d-e) 

und (79d-e) vorliegen, scheint zu einer Verschlechterung der γ-Sekretase-modulierenden 

Wirkung zu führen. Möglicherweise stört die durch die Doppelbindungen hervorgerufene 

Rigidität der Chromanderivate (78d-e) und (79d-e) die Interaktion der lipophilen Alkylreste 

mit der Membran. Es wurde eine zweite Serie an Chromanderivaten (79a-e) hergestellt, bei 

welcher die Säure- bzw. Alkylfunktionalität innerhalb des Moleküls gegenüber der ersten 

Derivateserie (78a-e) vertauscht wurden (Abb. 43b). Hierbei sollte untersucht werden, ob der 

Austausch der funktionellen Gruppen innerhalb der Chromanstruktur die modulierende 

Eigenschaft der γ-Sekretase beeinflusst. Anhand der experimentellen Daten kann ein solcher 

Einfluss jedoch nicht beobachtet werden (Tab. 6). 
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3.2.6 Zusammenfassung und Ausblick  

Es gelang die Synthese von verschiedenen Tocopherolderivaten (76a-b) und 

Chromanderivaten (78a-e) und (79a-e). Alle hergestellten Verbindungen konnten in einem 

zellulären Aβ-Assay als γ-Sekretase-Modulatoren identifiziert werden, die die  

Aβ42-Produktion senken und die Aβ38-Produktion steigern. Weiterhin wurde in Experimenten 

zur dynamischen Lichtstreuung eine Mizellbildung der Tocopherolderivate (76a-b) und 

Chromanderivate (78a-e) und (79a-e) in dem für das Assay relevanten Konzentrationsbereich 

ausgeschlossen. Auch im Falle von Chromanderivat (78b) spielt die Mizellbildung bei 

100 µM keine Rolle, da die modulatorische Wirkung der Verbindung (78b) bereits bei einer 

Konzentration von 14 µM auftritt. Die biologischen Daten der Tocopherolderivate (76a-b) 

und der Chromanderivate (78a-e) und (79a-e) im Vergleich zu dem α-Tocopherol (74b) 

geben erneut den „proof of concept“, dass sowohl ein lipophiler Anker als auch eine 

Carbonsäurefunktionalität für die modulatorische Wirkung auf die γ-Sekretase essentiell sind. 

Auffallend ist, dass die Chromanderivate (78a-e) der Cumaringrundstruktur sehr ähnlich sind 

(Abb. 48). Daher sollen im Folgenden Cumarinderivate hergestellt werden, die aufgrund ihrer 

strukturellen Ähnlichkeit zu den in Kapitel 3.2 beschriebenen Verbindungen potentielle  

γ-Sekretase-Modulatoren sind. Im Falle einer γ-Sekretase modulierenden Eigenschaft könnte 

die fluoreszente Eigenschaft der Cumarinderivate für ergänzende Zellexperimente ausgenutzt 

werden. Entwickelt werden sollte ein Experiment, das den „Wirkungsort“ der γ-Sekretase-

Modulatoren an der Zellmembran auf mikroskopischer Ebene markiert und so die Ergebnisse 

des zellulären Aβ-Assays unterstützt.  

 

Abb. 48: Strukturelle Ähnlichkeit der Chromanderivate 78a-e und des herzustellenden Cumarins 87,  

R3 = lipophiler Rest. 
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3.3 Cumarinderivate als γ-Sekretase-Modulatoren  

3.3.1 Synthese der Cumarinderivate (87a-d) 

Motiviert durch die γ-Sekretase modulierende Eigenschaft der in Kapitel 3.2 beschriebenen 

Verbindungen, werden im Folgenden eine Reihe an Cumarinderivaten hergestellt, die mit den 

γ-Sekretase-Modulatoren aus Kapitel 3.2 strukturell verwandt sind (Abb. 48, Abb. 49) und 

daher als γ-Sekretase-Modulatoren in Frage kommen.  

 

Abb. 49: Geplante Synthese der Cumarinderivate 87a-d. 

Auch an dieser Stelle sollen die Cumarine (87a-d) sowohl längerkettige Alkylketten als auch 

eine zur Modulation notwendige Säurefunktionalität enthalten. Die einzuführenden Alkylreste 

sind in der folgenden Tabelle 7 dargestellt.  

Tab. 7: Definition der Substituenten R3. 

Verbindung R Substituent 

87a, 88a, 82b R3  

87b, 88b, 82c R3  

        87c, 88c, 82d, 84d R3 
 

        87d, 88d, 82e, 84d R3 
 

 

Nach der retrosynthetischen Methodenplanung können die Cumarine (87a-d) aus den 

entsprechenden Estern (88a-e) leicht hydrolisiert werden. Die Cumarine (88a-d) können 

anhand einer nukleophilen Substitution am phenolischen Sauerstoff von Cumarin (89) 

generiert werden. Die Cumarinstruktur (89) kann schließlich über eine Knoevenagel-

Kondensation aus 2, 4-Dihydroxybenzaldehyd (90) und Malonsäurediethylester (91) 

aufgebaut werden (Abb. 50). 
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Abb. 50: Retrosynthetische Analyse der Cumarinderivate 87a-d, R3 definiert in Tabelle 7. 

2, 4-Hydroxybenzaldehyd (90) und Malonsäurediethylester (91) wurden unter katalytischer 

Zugabe von Piperidin und AcOH bei 100°C zu Cumarin (89) umgesetzt. Nach der wässrigen 

Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung konnte das Cumarin (89) mit einer 

guten Ausbeute von 88% als gelber Feststoff gewonnen werden (Abb. 51). Anschließend 

wurden die unterschiedlichen lipophilen Reste (R3) auf den phenolischen Sauerstoff 

eingeführt (Tab. 7). Dazu wurde Cumarin (89) in basischer Lösung mit den 

Alkylbromiden (82b-e) bei 120°C umgesetzt (Abb. 51). Nach der wässrigen Aufarbeitung 

und säulenchromatographischer Reinigung wurden die Cumarine (88a-d) in moderaten bis 

guten Ausbeuten generiert (31-86%). Über eine basische Esterhydrolyse der  

Cumarine (88a-d) konnten die Cumarine (87a-d) in moderaten bis sehr guten Ausbeuten  

(59-96%) isoliert werden (Abb. 51). Die Synthese der verzweigten Alkylbromide (82d-e) 

erfolgte über eine Bromierung mit PBr3 bei 0°C in Hexan/Pyridin aus den entsprechenden 

Alkoholen (84d-e) mit sehr guten Ausbeuten von 90-95% (Abb. 51). 

O O

OH

O

O O O

O

O

O O O

O

O

HO

O

HO
O O

O

O

+

87a-d 88a-d 89

90 91

OH

R3
R3

Br
R3

+

82b-e



 

64 

 

Abb. 51: Synthese der Cumarinderivate 87a-d. Reagenzien und Bedingungen: (a) Piperidin, AcOH, 

DMF, 100°C, 1 h, 88%, (b) Cs2CO3, DMF, 120°C, 2 h, 31-86%, (c) KOH, Dioxan/Wasser, 75°C, 2 h, 

59-96%, (d) PBr3, Pyridin, Hexan, 0°C, 3 h, 90-95%, R3 definiert in Tabelle 7. 

3.3.2 Zusammenfassung der Cumarinderivate 

In der folgenden Abbildung 52 sind alle während dieser Arbeit hergestellten Cumarinderivate 

(87a-d) dargestellt, die auf ihre Wirkung gegenüber der γ-Sekretase getestet wurden.  

 

Abb. 52: Synthetisierte Cumarinderivate 87a-d als potentielle γ-Sekretase-Modulatoren. 
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Tabelle 8 zeigt die Ausbeute, Reinheit, clogP-Werte sowie die tPSA-Werte der synthetisierten 

Cumarinderivate (87a-d). 

Tab. 8: Ausbeute, HPLC-Reinheit, clogP- und tPSA-Werte der hergestellten Cumarinderivate 87a-d. 

Verbindung BSc-Nummer Ausbeute [%]a HPLC-Reinheit [%] clogPb tPSAb 

87a 5065 84 99 6.8 72.8 

87b 5066 96 98 8.4 72.8 

87c 5067 95 96 10.8 72.8 

87d 5068 59 96 7.3 72.8 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Stufe 

b clogP- und tPSA-Werte berechnet mit ChemDraw 10.0 

Die Cumarinderivate (87a-d) weisen eine sehr hohe Lipophilie auf und sind mit hohen  

clogP-Werten zwischen 6.8-10.8 als Wirkstoffe eher ungeeignet. Im Falle einer γ-Sekretase 

Modulation soll die fluoreszente Eigenschaft der Cumarine (87a-d) für in vivo Experimente 

am Zebrafischembryo ausgenutzt werden.  

3.3.3 Biologische Aktivität der Cumarinderivate  

Die Cumarinderivate (87a-d) wurden an der Heinrich Heine-Universität in der Arbeitsgruppe 

von PROF. DR. SASCHA WEGGEN in einem zellulären Aβ-Assay auf ihre γ-Sekretase-

modulatorische Wirkung getestet (vgl. Kapitel 3.2.5), die Ergebnisse sind in der folgenden 

Tabelle 9 aufgezeigt.[237]
 

Tab. 9: Biologische Aktivität der Cumarinderivate 87a-d auf die γ-Sekretase. 

Verbindung BSc-Nummer IC50 Aβ38 [µM]a IC50 Aβ40 [µM] IC50 Aβ42 [µM] Eigenschaft 

87a 5065 >80 >80 >80 nicht aktiv 

87b 5066 >60 40 51 Inhibitor 

87c 5067 59 32 38 Inhibitor 

87d 5068 >80 >80 >80 nicht aktiv 

 

Aus den biologischen Daten der Cumarinderivate (87a-d) ist ersichtlich, dass keines der 

Cumarinderivate (87a-d) eine modulierende Wirkung auf die γ-Sekretase ausübt (Tab. 8). Die 

Cumarine (87b) und (87c) inhibieren die γ-Sekretase, während die Cumarine (87a) und (87d) 
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keinen Effekt auf die γ-Sekretase zeigen. Die strukturelle Veränderung von den in Kapitel 3.2 

beschriebenen Strukturen hin zu der Cumarinstruktur führt zu einer veränderten Wirkung auf 

die γ-Sekretase und die modulierende Wirkung geht verloren. Deshalb ist ein in vivo 

Experiment nicht mehr geboten. Die Inhibition der γ-Sekretase kann indirekt erfolgen, 

deshalb ist ein in vivo Experiment mit den fluoreszenten Cumarinen nicht hinreichend 

aussagefähig. 

3.3.4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier Cumarinderivate (87a-d) synthetisiert werden, die auf 

ihre γ-Sekretase-Aktivität in einem zellulären Aβ-Assay getestet wurden. Aufgrund der 

enttäuschenden Assay-Ergebnisse, die keine modulierende Eigenschaft der Substanzen  

(87a-d) auf die γ-Sekretase zeigten, wurden keine anschließenden Markierungsexperimente 

mit den Cumarinen (87a-d) entwickelt. Die weitere Synthese von amphiphilen Verbindungen 

als potentielle γ-Sekretase-Modulatoren erscheint nicht sinnvoll, da derartige Verbindungen 

aufgrund ihrer längerkettigen Alkylreste zu lipophil sind, um als Wirkstoffe in Frage zu 

kommen.  
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3.4 Indolinonderivate als FLT3-Inhibitoren 

Verschiedene Indolinone sind in der Literatur als FLT3-Inhibitoren beschrieben, unter 

anderem auch das Indolinon Sunitinib (36), das aktuell klinische Studien als Therapeutikum 

für die die Behandlung der akuten myeloischen Leukämie durchläuft (Abb. 16).[157, 158] Auch 

in der Arbeitsgruppe SCHMIDT konnten eine Reihe von Indolinonderivaten synthetisiert 

werden, die eine inhibitorische Wirkung auf FLT3 im nanomolaren Bereich zeigen 

(Abb. 17).[167] Motiviert von diesen Ergebnissen war es ein Ziel dieser Arbeit, weitere 

Indolinonderivate als potentielle FLT3-Inhibitoren herzustellen (Abb. 53). Die neuen 

Indolinonderivate sollten dabei Strukturmotive enthalten, welche die Löslichkeit der 

Verbindungen verbessern (Tab. 10). Dabei sollte zum einen der aromatische Ring des 

Indolinongerüstes durch eine Pyridineinheit substituiert werden, zum anderen sollte der 

Chlorsubstituent des aromatischen Systems gegen eine Methoxygruppe ausgetauscht werden 

(Abb. 53, in rot dargestellt).  

 

Abb. 53: FLT3-Inhibitoren 40 und 41 nach SCHMIDT et al. und geplante Indolinonderivate 92, 93a-b. 

Anhand der clogP- und tPSA-Werte aus Tabelle 10 ist ersichtlich, dass die Indolinonderivate 

(92) und (93a-b) im Vergleich zu den Indolinonderivaten (40) und (41) einen polareren 

Charakter aufweisen und diese somit die Löslichkeit der Verbindungen (92) und (93a-b) in 

polaren Lösungsmitteln verbessern sollten. 
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Tab. 10: Vergleich der clogP- und tPSA-Werte der Indolinonderivate 40, 41, 92 und 93a-b. 

Verbindung clogPa tPSAa 

40 5.3 41.6 

41 5.0 50.8 

92 3.6 53.9 

93a 4.5 60.0 

93b 4.1 60.0 

a clogP- und tPSA-Werte berechnet mit ChemDraw10.0 

Um die Syntheseidee auf Plausibilität zu überprüfen und mögliche Wechselwirkungen der 

Indolinonderivate (92) und (93a-b) mit dem Protein im aktiven Zentrum vorherzusagen, 

wurde zunächst ein computergestütztes Protein/Ligand-Docking der Indolinonderivate (92) 

und (93a-b) durchgeführt. Hierzu wurde die Röntgenkristallstruktur (PDB: 1RJB) von FLT3 

verwendet, welche die kristallisierte Kinasedomäne und Juxtamembran-Domäne von FLT3 

ohne kokristallisierten Inhibitor enthält. Das Docking wurde in Anlehnung an SMITH et al. 

durchgeführt, die, anhand eines Dockings von Quizartinib (35) in die ATP-Tasche von FLT3, 

π-Wechselwirkungen von Phe691 und Phe830 mit den aromatischen Systemen des 

Quizartinib (35) publizierten.[238] Das Docking wurde mit MOE2012.10 durchgeführt.[239] Es 

gliedert sich in folgende Schritte: (1) Konformationsgenerierung, (2) Platzierung des 

Liganden, (3) Berechnung der Energie, (4) Energieminimierung der besten Konformation und 

(5) erneute Berechnung der Energie. Die Konformationsgenerierung in MOE erfolgt mit einer 

systematischen Suche durch Drehung aller rotierbaren Bindungen und bei größeren 

Molekülen (mit mehr als 5000 möglichen Konformationen) durch einen stochastischen 

Algorithmus. Für die Orientierung im aktiven Zentrum wurde eine pharmakophorbasierte 

Methode gewählt, welche, in Anlehnung an die Ergebnisse von SMITH et al., zwei 

aromatische Systeme in der Umgebung von Phe691 und Phe830 erzwingt. Die generierten 

Konformationen wurden mit der Funktion London dG bewertet, die folgende fünf Werte als 

Beiträge zur Bindungsenergie erfasst: c (Beiträge zur Rotations- und Translationsentropie), 

Eflex (Beiträge durch Verlust von Flexibilität), EH-Bond (Beiträge durch Wasserstoffbrücken), 

EM-Lig (Beiträge durch Metall-Komplexierung) und Datom (Desolvatationsenergie der Atome). 

Die 30 Konformationen mit der besten Bewertung wurden durch Energieminimierung 

optimiert. Hierbei wurden die Seitenketten des aktiven Zentrums flexibel gelassen und das 

Kraftfeld Amber12:EHT benutzt, das sowohl für Proteine als auch für kleine Moleküle 
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parametrisiert ist. Die optimierten Konformationen wurden durch die Kraftfeld-basierte 

scoring Funktion GBVI/WSA dG bewertet und in die Ergebnisdatenbank geschrieben. Um 

die Docking-Methode zu validieren, wurde zunächst Quizartinib (35) in Anlehnung an die 

Literatur gedockt (Abb. 54A) und das Ergebnis mit dem von SMITH et al. verglichen.[238] 

Abbildung 54A zeigt die ermittelte Konformation von Quizartinib (35) im aktiven Zentrum 

von FLT3, sowie den eingesetzten Pharmakophorfilter in orange. Im Anschluss wurden die 

Indolinone (40-41), (92) sowie (93a-b) gedockt (jeweils das E- und das Z-Isomer) und die 

Energiewerte (scores) in Bezug auf die Affinität zum aktiven Zentrum berechnet (Tab. 11). 

Dabei wurden die E-Isomere weitaus schlechter bewertet als die entsprechenden Z-Isomere 

der Indolinonderivate (40-41), (92) und (93a-b) und bleiben deshalb nachfolgend 

unberücksichtigt. Da auch der bekannte FLT3-Inhibitor Sunitinib (36) als Z-Isomer aktiv 

ist,[156] erscheinen die Ergebnisse des Dockings plausibel. 

Tab. 11: Vergleich der durch die scoring Funktion GBVI/WSA dG berechneten Bindungsenthalpien. 

Verbindung score [kcal/mol] 

35 -14.57 

40 -11.22 

41 -12.52 

92 -11.45 

93a -13.48 

93b -13.02 
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Abb. 54: A: Docking von Quizartinib 35, B: Docking der Indolinonderivate 40-41, 92 und 93a-b,  

C: Docking des Indolinonderivats 93a, D: Wechselwirkungen des Indolinonderivats 93a mit dem 

aktiven Zentrum des Proteins. 

In der Abbildung 54B ist die jeweils beste Konformation der Indolinonderivate (40-41), (92) 

und (93a-b) zusammen dargestellt. Offensichtlich liegen die Indolinonderivate (40-41), (92) 

und (93a-b) sehr ähnlich im aktiven Zentrum der Kinasedomäne von FLT3 (Abb. 54B). Das 

Indolinonderivat (93a) mit dem besten berechneten score (Tab. 11) ist der Abbildung 54C zu 

entnehmen, die genauen Wechselwirkungen des Indolinonderivats (93a) mit dem aktiven 

Zentrum des Proteins der Abbildung 54D. Das Amin der phenolischen Seitenkette des 

Indolinonderivats (93a) geht eine Wechselwirkung mit dem Rückgrat von Leu576 ein, 

außerdem eine hydrophobe Wechselwirkung mit Met664. Phe691 geht  

π-π-Wechselwirkungen mit dem Aromaten von Indolinonderivat (93a) ein, außerdem kommt 

es zu einer kationischen σ-π-Wechselwirkung mit Lys644. Das Protein/Ligand-Docking und 

die daraus resultierenden scores sowie die Betrachtung der Wechselwirkungen der 

Indolinonderivate (92) und (93a-b) mit dem aktiven Zentrum des Proteins motivieren zu der 

Synthese der vorgeschlagenen Indolinonderivate (92) und (93a-b). Nach der erfolgreichen 
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Synthese sollen die Indolinonderivate (92) und (93a-b) auf ihre FLT3-inhibitorische Wirkung 

getestet werden.  

3.4.1 Synthese der Indolinonderivate (92) und (93a-b) als FLT3-Inhibitoren 

Zunächst wird der erstellte Syntheseplan beschrieben, während im Anschluss daran die 

Synthese der Indolinonderivate (92) und (93a-b) genau erläutert wird. Nach der 

retrosynthetischen Analyse kann das 6-Azaindolinonderivat (92) aus einer Knoevenagel-

Kondensation aus dem 6-Azaindolinon (94) und dem Aldehyd (95) generiert werden 

(Abb. 55). Der Aldehyd (95) ist leicht über eine nukleophile Substitution aus  

4-Hydroxybenzaldehyd (96) und Chlorid (97) zugänglich (Abb. 55). Das 6-Azaindolinon (94) 

dagegen kann über eine Cyclisierungsreaktion aus Amin (98) aufgebaut werden, das durch 

eine Hydrierung von Nitropyridin (99) gewonnen werden kann (Abb. 55). Nitropyridin (99) 

kann aus der Verbindung (100) hergestellt werden, die über eine nukleophile aromatische 

Substitution aus 4-Chloro-3-nitropyridin (101) und Malonsäurediethylester (91) aufgebaut 

werden kann (Abb. 55). 

 

Abb. 55: Retrosynthetische Analyse des 6-Azaindolinonderivats 92. 
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4-Chloro-3-nitropyridin (101) und Malonsäurediethylester (91) hergestellt (Abb. 56).[240] 

Dazu wurden 4-Chloro-3-nitropyridin (101) und Malonsäurediethylester (91) unter 

vorsichtiger Zugabe von NaH zu Nitropyridin (100) umgesetzt, das nach 

säulenchromatographischer Reinigung mit einer guten Ausbeute von 85% isoliert werden 

konnte (Abb. 56). Das Nitropyridin (100) reagierte mit LiCl in DMSO/H2O bei einer 

Temperatur von 100°C und bei einer Reaktionsdauer von 24 h zu Verbindung (99), die mit 

einer guten Ausbeute von 85% erhalten wurde (Abb. 56). Nach der Hydrierung von 

Nitropyridin (99) mit Pd/C/H2 konnte das Amin (98) mit einer guten Ausbeute von 80% 

isoliert werden. Schließlich erfolgte die säurekatalysierte Cyclisierungsreaktion von 

Amin (98) zu 6-Azaindolinon (94) bei 90°C in wässriger Lösung und das 6-Azaindolinon (94) 

konnte mit einer sehr guten Ausbeute von 91% gewonnen werden (Abb. 56). 

 

Abb. 56: Synthese des 6-Azaindolinons 94. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaH, THF, 100°C,  

20 min., 85%, (b) LiCl, DMSO/H2O, 100°C, 24 h, 85%, (c) Pd/C/H2, EtOH, RT, 6 h, 80%, (d) 3M HCl, 

90°C, 1 h, 91%. 

Der für die Knoevenagel-Kondensation benötigte Aldehyd (95) wurde aus 4-Hydroxy-

benzaldehyd (96) und Chlorid (97) über eine nukleophile Substitution unter der Zugabe von 

K2CO3 in Aceton bei 70°C generiert. Nach wässriger Aufarbeitung und 

säulenchromatographischer Reinigung konnte der Aldehyd (95) mit einer guten Ausbeute von 

84% isoliert werden (Abb. 57).  

Aldehyd (95) und 6-Azaindolinon (94) wurden schließlich in einer Mikrowellenreaktion in 

methanolischer Lösung und unter katalytischer Zugabe von Piperidin zu dem 
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graphischer Reinigung wurde das 6-Azaindolinonderivat (92) (als E/Z-Isomerenmischung) in 

einer moderaten Ausbeute von 41% erhalten (Abb. 57). 

 

Abb. 57: Synthese des 6-Azaindolinonderivats 92. Reagenzien und Bedingungen: (a) Piperidin, 

MeOH, 100°C, 30 min., 41%, (b) Aceton, 70°C, 12 h, 84%. 

Im Folgenden wird die retrosynthetische Methodenplanung der beiden 

Methoxyindolinonderivate (93a-b) beschrieben. Die Methoxyindolinonderivate (93a-b) 

können auch über eine Knoevenagel-Kondensation aus dem Methoxyindolinon (102) und den 

Aldehyden (103a-b) generiert werden (Abb. 58). Die Aldehyde (103a-b) können über eine 

nukleophile Substitution aus den entsprechenden Aldehyden (104a-b) und Chlorid (97) 

hergestellt werden, während das Indolinon (102) aus Isatin (105) über eine Wolff-Kishner-

Reduktion erhalten werden kann (Abb. 58).  

 

Abb. 58: Retrosynthetische Analyse der Methoxyindolinonderivate 93a-b, R4 und R5 definiert in 

Tabelle 12. 
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Tab. 12: Definition der Reste R4 und R5 aus Abbildung 58. 

Verbindunga R4 R5 

-a -OCH3 -H 

-b -H -OCH3 

a Die Substituenten beziehen sich auf alle Verbindungen in Kapitel 3.4 mit den entsprechenden 

Indices a-b 

Isatin (105) reagierte unter Zugabe von Hydrazinmonohydrat und KOH in Ethylenglycol in 

einer Mikrowellenreaktion bei 140°C zu Methoxyindolinon (102), das nach der wässriger 

Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung mit einer moderaten Ausbeute von 

64% gewonnen werden konnte (Abb. 59). Die Aldehyde (104a-b) wurden mit Chlorid (97) in 

basischer Suspension bei 70°C zu den Aldehyden (103a-b) umgesetzt (Abb. 59).  

Über eine Knoevenagel-Kondensation in der Mikrowelle konnten die Methoxy-

indolinonderivate (93a-b) aus Methoxyindolinon (102) und den Aldehyden (103a-b) 

synthetisiert werden (Abb. 59).[240] Nach der wässrigen Aufarbeitung und 

säulenchromatographischer Reinigung konnten die Methoxyindolinonderivate (93a-b)  

(als E/Z-Isomerenmischung) in moderaten bis guten Ausbeuten (41 bzw. 75%) isoliert werden 

(Abb. 59). 

 

Abb. 59: Synthese der Indolinonderivate 93a-b. Reagenzien und Bedingungen:  

(a) Hydrazinmonohydrat, KOH, Ethylenglycol, 140°C, 5 min., 75%, (b) MeOH, 100°C, 30 min.,  

41-75%, (c) DMF/Aceton, 56-70°C, 12 h, 84-85%, R4 und R5 definiert in Tabelle 12. 
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3.4.2 Zusammenfassung der Indolinonderivate 

In der folgenden Abbildung 60 sind die während dieser Arbeit hergestellten  

Indolinonderivate (92) und (93a-b) zusammengefasst, die auf ihre FLT3-inhibitorische 

Wirkung hin untersucht wurden. 

 

Abb. 60: Synthetisierte Indolinonderivate 92 und 93a-b als potentielle FLT3-Inhibitoren. 

3.4.3 Biologische Aktivität der Indolinonderivate  

Die Indolinonderivate (92) und (93a-b) wurden in einem zellulären FRET (fluorescence 

resonance energy transfer) Kinase-Assay der Firma Cerep auf eine FLT3-inhibitorische 

Wirkung hin untersucht.[241] Dabei wird die Inhibition von FLT3 in Prozent als Quotient der 

spezifischen Aktivität des Inhibitors und der spezifischen Aktivität einer Kontrollsubstanz 

(Staurosporin) bei einer spezifischen Konzentration angegeben. Die synthetisierten 

Indolinonderivate wurden bei einer Konzentration von 100 nM vermessen und die Ergebnisse 

sind in der folgenden Tabelle 13 dargestellt. 

Tab. 13: Biologische Aktivität der Indolinonderivate 92 und 93a-b auf FLT3 im Vergleich zu den 

Referenzverbindungen 40 und 41. 

Verbindung BSc-Nummer Inhibition von FLT3 [%] 

92 5122 0a 

93a 5112 39a 

93b 

40 

41 

5111 

4657 

4654 

3a 

86a 

98b 

a (spezifische Aktivität Probe/ spezifische Aktivität Staurosporin) *100, bei 100 nM 

b
 (spezifische Aktivität Probe/ spezifische Aktivität Staurosporin) *100, bei 10 µM 

Die Methoxyindolinonderivate (93a-b) zeigen eine FLT3-inhibitorische Wirkung bei einer 

gemessenen Konzentration von 100 nM (39 bzw. 3%), während das 6-Azaindo-
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linonderivat (92) dagegen keine Inhibition von FLT3 bei einer Konzentration von 100 nM 

aufzeigt. Die Aktivität der Ausgangsverbindung (40) zeigte eine Inhibition von 86% bei einer 

Konzentration von 100 nM mit einem IC50-Wert von 4 nM. Anhand der Assay-Ergebnisse in 

Tabelle 14 ist ersichtlich, dass die Aktivität der Ausgangsverbindung (40) nicht verbessert 

werden konnte. Die Indolinonderivate (93a-b) zeigen eine weitaus schwächere inhibitorische 

Wirkung auf FLT3 als die Ausgangsverbindung (40). Der Chlorsubstituent am Aromaten von 

Indolinonderivat (40) scheint also für die FLT3-inhibitorische Wirkung eine notwendige 

Rolle zu spielen. Die Substitution des Chloratoms gegen eine löslichkeitsverbessernde 

Methoxygruppe schwächt die Inhibition von FLT3, während bei der Substitution des 

aromatischen Systems (Benzen) gegen eine Pyridineinheit die inhibitorische Wirkung von 

FLT3 vollständig verloren geht.  

3.4.4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit gelang die Synthese eines synthetisch aufwendigen  

6-Azaindolinonderivats (92) sowie zweier Methoxyindolinonderivate (93a-b). Die 

hergestellten Substanzen (92) und (93a-b) wurden auf ihre FLT3-inhibitorischen 

Eigenschaften hin untersucht und für die beiden Methoxyindolinonderivate (93a-b) konnte 

eine inhibitorische Wirkung auf FLT3 nachgewiesen werden. Die Aktivität der 

Ausgangsverbindungen (Tab. 13) konnte jedoch nicht gesteigert werden. Daher sollten im 

Folgenden andere Strukturklassen als FLT3-Inhibitoren etabliert werden, die zu einer 

Verbesserung der inhibitorischen Wirkung auf FLT3 führen sollen. 
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3.5 Ein Harnstoffderivat als FLT3-Inhibitor 

FLT3-Inhibitoren  mit einer Vielzahl an unterschiedlichen Strukturmotiven sind in der 

Literatur beschrieben, unter anderem Chinoxaline, die von der Gruppe um GAZIT als potente 

FLT3-Inhibitoren publiziert wurden (Abb. 61).[242]  

 

Abb. 61: Chinoxaline als FLT3-Inhibitoren nach GAZIT et al.. 

Die Chinoxaline (106-107) inhibieren neben FLT3 andere Typ-III-Tyrosinkinasen wie die 

PDGFR-Kinase oder auch die Kit-Kinase. Die inhibitorische Wirkung auf FLT3 liegt im 

unteren mikromolaren Bereich (IC50 = 1-3 µM).[242] Die Chinoxaline (108-109) sind mit  

IC50-Werten zwischen 0.4-0.8 µM etwas potenter. Um die Verbindungen als Wirkstoffe für 

klinische Studien attraktiv zu machen, müsste die Struktur der Verbindungen so modifiziert 

werden, dass die inhibitorische Wirkung auf FLT3 in den nanomolaren Bereich erniedrigt 

wird. Aus einer Strukturanalyse bekannter FLT3-Inhibitoren resultiert die Idee, ein 

Teilstrukturmotiv des Inhibitors Quizartinib (35) mit dem Strukturtyp des Chinoxalins (108) 

zu kombinieren (Abb. 62) und somit einen „Hybrid“ der beiden Strukturklassen herzustellen. 

 

Abb. 62: Syntheseidee: „Hybrid“ 110 aus Quizartinib 35 und Chinoxalin 108. 

Dabei soll das Isoxazol-haltige Harnstoffmotiv des Quizartinib (35) beibehalten und durch das 

synthetisch einfach zugängige Chinoxalinmotiv (108) ergänzt werden (Abb. 62). Das 

Protein/Ligand-Docking der Verbindungen (35), (108) und (110) (durchgeführt nach der in 
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Abschnitt 3.4 beschriebenen Methode) zeigt einen plausiblen Bindungsmodus für den 

Harnstoff (110) mit einem vielversprechenden score von -13.07 kcal/mol (Tab. 14). 

Tab. 14: Vergleich der durch die scoring Funktion GBVI/WSA dG berechneten Bindungsenthalpien. 

Verbindung score [kcal/mol] 

35 -14.57 

108 -9.40 

110 -13.07 

 

Abbildung 63A zeigt die beste berechnete Konformation des Harnstoff (110) im aktiven 

Zentrum der Kinase-Domäne von FLT3, die Abbildung 63B die Wechselwirkungen des 

Harnstoffs (110) mit dem Protein. Der Harnstoff (110) bildet eine Wasserstoffbrücke mit 

Met664. 

 

Abb. 63: A: Docking des Harnstoffs 110, B: Wechselwirkungen des Harnstoffs 110 mit dem aktiven 

Zentrum des Proteins. 

3.5.1 Synthese des Harnstoffs (110) 

Zunächst wird die vor Beginn der präparativen Arbeiten erstellte Methodenplanung der 

Synthese vorgestellt, während anschließend die realisierten Schritte der Synthese von 

Zielverbindung (110) erläutert werden (Abb. 64). Der Harnstoff (110) kann aus Amin (111) 

und dem Isocyanat (112) aufgebaut werden, welches wiederum aus Triphosgen (114) und 

Amin (113) hergestellt werden kann (Abb. 64). Das Amin (111) kann über eine Hydrierung 

aus dem entsprechenden Nitrochinoxalin (115) gewonnen werden, welches aus  

A B



   

   79 

α-Ketoaldehyd (116) und Diamin (117) aufgebaut werden kann (Abb. 64). Das  

α-Ketoaldehyd (116) kann aus dem Diiodalkohol (118) generiert werden, der durch eine 

reduktive Alkylierung von 4-Nitrobenzaldehyd (120) mit CHI3 (121) und iPrMgCl (119) 

zugänglich ist (Abb. 64). 

 

Abb. 64: Retrosynthetische Analyse des Harnstoffs 110. 

Zunächst folgt die Beschreibung der Synthese des Chinoxalins (111), bevor über die 

Harnstoffsynthese von Zielverbindung (110) berichtet wird. 4-Nitrobenzaldehyd (120) wurde 

mit CHI3 (121) und iPrMgCl (119) in abs. THF zu dem Diiodalkohol (118) umgesetzt 

(Abb. 65).[243] Die Synthese erfolgte unter Argon-Atmosphäre und Wasserausschluss bei  

-78°C und nach wässriger Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung konnte 

der Diiodalkohol (118) mit einer Ausbeute von 71% isoliert werden. Im Anschluss wurde der 

Diiodalkohol (118) mit IBX in DMSO bei RT (über die Zwischenstufe des Diiodketons) zum 

α-Ketoaldehyd (116) oxidiert, das in situ mit 2, 4-Dimethyl-2-aminoanilin (117) bei 90°C 

unter Zugabe von AcOH zu Chinoxalin (115) reagierte (Abb. 65).[243] Nach der säulen-

chromatographischen Reinigung konnte das Chinoxalin (115) mit einer guten Ausbeute von 
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80% gewonnen werden. Schließlich folgte die Hydrierung der Nitrogruppe von 

Verbindung (115) mit Fe/FeCl3/AcOH in EtOH zu Chinoxalin (111), das mit einer guten 

Ausbeute von 77% erhalten werden konnte (Abb. 65).[244] Ein alternativer Syntheseversuch, 

die Reduktion von Verbindung (115) mit Pd/C/H2 durchzuführen, blieb erfolglos.  

 

Abb. 65: Synthese von Amin 111. Reagenzien und Bedingungen: (a) THF, -78°C, 1 h, 71%,  

(b, c) in situ, IBX, DMSO, RT-50°C, 20 h, AcOH, EtOH, 90°C, 1h, 80% (d) Fe, FeCl3, EtOH, AcOH, 

80°C, 1 h, 77%. 

Die Synthese von Harnstoff (110) erfolgte in Toluol bei 110°C ausgehend von 

Chinoxalin (111) und Amin (113), das in situ zu Beginn der Synthese bei -10°C mit 

Triphosgen (114) zu Isocyanat (112) umgesetzt wurde (Abb. 66).[151] Nach der wässrigen 

Aufarbeitung und Umkristallisation aus EtOH wurde der Harnstoff (110) mit einer Ausbeute 

von 77% als gelber Feststoff isoliert (Abb. 66). 

 

Abb. 66: Synthese von Harnstoff 110. Reagenzien und Bedingungen: (a, b) in situ, Toluol, -10°C, 1h, 

110°C,15 h, 77%. 
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In der folgenden Tabelle 15 sind die Ausbeute, Reinheit, der clogP- sowie der tPSA-Wert des 

Harnstoffs (110) dargestellt. 

Tab. 15: Ausbeute, HPLC-Reinheit, clogP- und tPSA-Wert des Harnstoffs 110. 

Verbindung BSc-Nummer Ausbeute [%]a HPLC-Reinheit [%] clogPb        tPSAb 

110 5110 77 95 5.7 87.4 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Stufe 

b clogP- und tPSA-Wert berechnet mit ChemDraw10.0 

Der Harnstoff (110) liegt mit einem clogP-Wert von 5.7 und einem tPSA-Wert von 87.4 in 

einem für Wirkstoffe angemessenen Bereich. 

3.5.2 Biologische Aktivität des Harnstoffs (110)  

Der Harnstoff (110) wurde in einem zellulären FRET (fluorescence resonance energy 

transfer) Kinase-Assay der Firma Cerep auf die FLT3-inhibitorische Wirkung untersucht.[241] 

Dabei wird die Inhibition von FLT3 in Prozent als Quotient der spezifischen Aktivität des 

Inhibitors und der spezifischen Aktivität einer Kontrollsubstanz (Staurosporin) bei einer 

spezifischen Konzentration angegeben. Der Harnstoff (110) wurde bei einer Konzentration 

von 100 nM vermessen (Tab. 16). 

Tab. 16: Biologische Aktivität des Harnstoffs 110 auf FLT3. 

Verbindung BSc-Nummer Inhibition FLT3 [%] 

110 5110 66 

a (spezifische Aktivität Probe/ spezifische Aktivität Staurosporin) *100, bei 100 nM 

Mit einer Inhibition von 66% bei einer Konzentration von 100 nM ist der Harnstoff (110) ein 

recht potenter FLT3-Inhibitor und inhibiert im unteren nanomolaren Bereich. Er stellt daher 

strukturell eine gute Ausgangsverbindung weiterer FLT3-Inhibitoren dar. Es ist daher 

sinnvoll, weitere Harnstoffderivate herzustellen und auf ihre FLT3-inhibitorische Wirkung 

testen zu lassen. 

3.5.3 Zusammenfassung und Ausblick 

Während dieser Arbeit gelang die Synthese des Harnstoffs (110), der die Strukturmotive des 

Harnstoffs und des Chinoxalins der beiden FLT3-Inhibitoren (35) und (108) zu einer neuen 

Verbindung (110) zusammenführt. Der Harnstoff (110) wurde in einem zellulären  

FLT3-Assay auf eine inhibitorische Wirkung getestet und eine Inhibition von 66% bei einer 
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Konzentration von 100 nM motiviert zu neuen Synthesen. Die neu gefundene Strukturklasse 

bietet vielfältige Möglichkeiten der Derivatisierung. So ist es eine Möglichkeit, verschiedene 

Substituenten auf das Chinoxalingerüst einzuführen, die zum einen zusätzlich die Löslichkeit 

der Verbindungen erhöhen und zum anderen zusätzliche Wechselwirkungen im aktiven 

Zentrum von FLT3 eingehen sollten (Abb. 67). Dabei sollten die Substituenten eher klein 

gewählt werden, damit die Molmasse der resultierenden Verbindungen nicht zu groß wird.  

 

Abb. 67: Derivatisierungsmöglichkeiten des Harnstoffs 110, S3 und S4: verschiedene Substituenten,  

X: Heteroatom oder Kohlenstoff. 

Eine weitere Möglichkeit der Derivatisierung sieht vor, das aromatische System des 

Harnstoffs (110) durch diverse Heteroaromaten auszutauschen (Abb. 67). Die Wahl der 

Derivatisierung sollte anhand der Ergebnisse eines computergestützten Protein/Ligand-

Dockings getroffen werden, welches exemplarisch für die folgenden Harnstoffderivate  

(122a-b) und (123a-d) durchgeführt wurde (Abb. 68): 

 

Abb. 68: Harnstoffderivate 122a-b und 123a-d als potentielle FLT3-Inhibitoren. 
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Das Protein/Ligand-Docking der Harnstoffderivate (122a-b) und (123a-d) (durchgeführt nach 

der in Abschnitt 3.4 beschriebenen Methode) zeigt plausible Bindungsmodi der 

Harnstoffderivate (122a-b) und (123a-d) und sehr vielversprechende scores, die in der 

folgenden Tabelle 17 aufgeführt sind: 

Tab. 17: Vergleich der durch die scoring Funktion GBVI/WSA dG berechneten Bindungsenthalpien. 

Verbindung score [kcal/mol] 

122a -14.01 

122b -13.61 

123a -12.98 

123b -12.96 

123c -11.96 

123d -13.02 

 

Mit Ausnahme von Harnstoff (123c) liegen die scores der Harnstoffderivate alle in dem sehr 

guten Bereich der Ausgangsverbindung (110) und kommen als potentielle FLT3-Inhibitoren 

in Frage. Am Beispiel von Harnstoff (123a) ist noch einmal die am besten bewertete 

Konformation mit dem aktiven Zentrum der Kinase-Domäne von FLT3 dargestellt (Abb. 69). 

 

Abb. 69: A: Docking des Harnstoffs 123a, B: Wechselwirkungen des Harnstoffs 123a mit dem aktiven 

Zentrum des Proteins. 
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Neben einer Wasserstoffbrücke des Harnstoffs zu Met664 kommt es bei 

Harnstoffderivat (123a) zu einer Wechselwirkung des Stickstoffs des neu eingeführten 

Pyridins mit Asp829. Aufgrund der Ergebnisse des Protein/Ligand-Dockings erscheinen die 

Harnstoffderivate (122a-b) und (123a-d) sehr aussichtsreiche FLT3-Inhibitoren zu sein und 

motivieren zu der Synthese weiterer Harnstoffderivate.  
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3.6 Computergestütztes Wirkstoffdesign am Beispiel von Meprin β-Inhibitoren 

Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen steht der Forschung heutzutage auch das 

computergestützte rationale Wirkstoffdesign zur Verfügung. Konnte die Tertiärstruktur eines 

Enzyms durch Röntgenkristallstrukturanalyse aufgeklärt werden, können im Folgenden 

Inhibitorstrukturen als potentielle Wirkstoffe durch computergestütztes Protein/Ligand-

Docking gefunden werden. Bei einem Protein/Ligand-Docking wird zunächst die 

Konformation des Proteins generiert, im Anschluss daran wird der Ligand in verschiedenen 

Konformationen im aktiven Zentrum des Proteins platziert und die verschiedenen 

Konformationen, anhand der berechneten freien Bindungsenthalpien des Liganden, bewertet. 

Anhand der Bindungsmodi und der berechneten Bindungsenthalpien können Aussagen über 

die Eignung des Liganden als potentieller Wirkstoff getroffen werden. Für ein 

Protein/Ligand-Docking stehen auch diverse Datenbanken mit Liganden als potentielle 

Wirkstoffe zur Verfügung. Mit solchen Datenbanken können sogenannte screenings 

durchgeführt werden, bei welchen eine Vielzahl an Liganden in das aktive Zentrum eines 

Targets gedockt werden, um neue Wirkstoffklassen zu finden.  

Wie in Abschnitt 1.3 ausführlich beschrieben, ist Meprin β mit der Pathogenese verschiedener 

Erkrankungen assoziiert und steht daher als Target für potentielle Wirkstoffe im Interesse 

aktueller Forschung. Die Proteolyse von APP, einem Meprin β Substrat, zu den Aβ-Peptiden 

und die Ablagerung der Aβ-Peptide im Zentralnervensystem gilt nach der Amyloid-

Hypothese als Hauptursache der Alzheimer-Demenz (Abb. 05, Abschnitt 1.1.3). Die 

Arbeitsgruppe um BIEN konnte in verschiedenen in vitro Experimenten eine Meprin β 

katalysierte Bildung von Aβ-Peptiden zeigen, die ähnlich dem β-Sekretase katalysierten 

Abbau von APP zu den Aβ-Peptiden verläuft.[205] Demnach könnte die Inhibition von 

Meprin β ein therapeutischer Ansatz zur Behandlung der Alzheimer-Demenz sein. 

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit ein dockingbasiertes virtuelles screening einer 

Datenbank mit 294.343 Verbindungen durchgeführt werden, um mögliche Strukturmotive der 

Meprin β-Inhibitoren zu erschließen. Aussichtsreiche Verbindungen des virtuellen screenigs, 

sogenannte hits, sollten hergestellt und in einem Assay auf ihre inhibitorischen Eigenschaften 

bezüglich Meprin β getestet werden.  
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Da von Meprin β bisher keine Röntgenstrukturanalysen kokristallisierter Inhibitoren in der 

Proteindatenbank PDB veröffentlicht wurden,[245] musste zunächst ein plausibler 

Bindungsmodus postuliert werden. Hierzu wurde zunächst Actinonin (46), ein bekannter 

Meprin-Inhibitor, in das aktive Zentrum von Meprin β gedockt und ein geeignetes 

Pharmakophormodell evaluiert (Abb. 70). Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen 

Schritte des Dockings sowie die Ergebnisse genau erläutert, bevor die Synthese potentieller 

Meprin β-Inhibitoren beschrieben wird. 

 

Abb. 70: Der Meprin-Inhibitor Actinonin 46. 

3.6.1 Beschreibung des durchgeführten Dockings 

Die Struktur von Meprin β konnte 2012 durch Röntgenkristallstrukturanalyse von der Gruppe 

um AROLAS aufgeklärt werden.[170] Die resultierende Röntgenkristallstruktur (PDB: 4GWN) 

von Meprin β ohne einen kokristallisierten Inhibitor wurde in dem durchgeführten Docking 

verwendet. Zunächst erfolgte die Analyse des aktiven Zentrums von Meprin β, um essentielle 

Interaktionen mit potentiellen Inhibitoren zu postulieren. Anhand des Zinkions, das bei 

Meprin β als Metalloprotease im aktiven Zentrum enthalten ist, wurde das aktive Zentrum 

lokalisiert. Betrachtet man den Meprin-Inhibitor Actinonin (46), so fallen primär seine 

chelatisierende Hydroxamsäurefunktion sowie ein hydrophober Alkylrest auf. Für diese 

beiden Strukturmotive wurden daraufhin komplementäre Proteinstrukturen identifiziert. Es 

wurde als plausibel angenommen, dass die Hydroxamsäure von Actinonin (46) mit dem 

Zinkion des aktiven Zentrums interagiert (die Carbonylgruppe als Akzeptor und die 

Hydroxygruppe als Donor), während der Pentylrest des Actinonins (46) in eine hydrophobe 

Region des aktiven Zentrums von Meprin β orientiert ist (Abb. 71). Das Docking wurde mit 

MOE2012.10 durchgeführt (zur generellen Methodik siehe Abschnitt 3.5).[239]  
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Die plausibelste Konformation von Actinonin (46) im aktiven Zentrum von Meprin β ist in 

der Abbildung 71A dargestellt, die genauen Wechselwirkungen des Actinonins (46) mit dem 

aktiven Zentrum von Meprin β in Abbildung 71B:  

 

Abb. 71: A: Docking von Actinonin 46, weiß dargestellt: hydrophobe Region, grüner, blauer und lila 

Pharmakophorfilter: hydrophobe Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, B: Wechselwirkungen 

des Actinonins 46 mit dem aktiven Zentrum von Meprin β.  

Tyr211 bildet eine Wasserstoffbrücke mit der Carbonylgruppe der Hydroxamsäure von 

Actinonin (46), die außerdem von dem Zinkion im aktiven Zentrum komplexiert wird 

(Abb. 71B). Das Amid der Hydroxamsäure von Actinonin (46) bildet eine Wechselwirkung 

mit dem Rückgrat von Cys124, während die Hydroxygruppe der Hydroxamsäure mit Glu153 

interagiert (Abb. 71B). Eine weitere Hydroxygruppe von Actinonin (46) bildet eine 

Wasserstoffbrücke mit dem Rückgrat von Ser212 (Abb. 71B). 

Die Histidine His162, His156 und His152 bilden mit der Hydroxamsäurefunktionalität des 

Actinonins (46) und dem Zinkion im Zentrum eine quadratisch pyramidale Geometrie aus 

(Abb. 72). Die Carbonylgruppe der Hydroxamsäure (Akzeptor) wird durch Tyr211 in Position 

gehalten, während das Amid und die Hydroxygruppe (Donor) der Hydroxamsäure durch 

Wechselwirkungen mit Glu153 und Cys124 stabilisiert werden (Abb. 72). 
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Abb. 72: Schematische Darstellung der plausibelsten Konformation von Actinonin 46 im aktiven 

Zentrum von Meprin β. 

Die Analyse des Bindungsmodus von Actinonin (46) im aktiven Zentrum von Meprin β sowie 

die Analyse der Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum erschienen plausibel. Auf 

diesen Ergebnissen aufbauend wurde das virtuelle screening der Datenbank durchgeführt. Die 

genutzte MOE Conformer Datenbank enthält kommerzielle Moleküle verschiedener Anbieter, 

die aufgrund ihrer Molmassen, clogP- sowie tPSA-Werten als potentielle Leitstrukturen 

geeignet sind. Die 294.343 Liganden der genutzten Datenbank wurden in das aktive Zentrum 

von Meprin β gedockt. Dabei wurde die pharmakophorbasierte Methode in Anlehnung an das 

Docking von Actinonin (46) gewählt, die vorsah, den hydrophoben Rest eines Liganden in die 

hydrophobe Tasche des aktiven Zentrums zu orientieren und die Kopfgruppe eines Liganden 

mit Akzeptor/Donor-Motiv in entsprechend quadratisch pyramidaler Geometrie mit den 

Histidinen His162, His156, His152 und dem Zinkion im Zentrum zu orientieren. Die 1000 

generierten Konformationen jeder Verbindung wurden mit der Funktion London dG bewertet. 

Die Konformationen mit einer Bindungsenthalpie (score) < -10 kcal/mol wurden erneut mit 

der beschriebenen pharmakophorbasierten Methode gedockt. Dabei wurden 1000 

Konformationen pro Verbindung gedockt, die zunächst wieder mit der Funktion London dG 

bewertet wurden. Im Anschluss wurden die besten 30 Konformationen jeder Verbindung mit 

dem Kraftfeld Amber12:EHT energieminimiert, wobei die Seitenketten der Aminosäuren im 

aktiven Zentrum flexibel waren. Die generierten Konformationen wurden mit der Funktion 

GBVI/ WSA dG bewertet. 

Im Anschluss an das zweite Docking erfolgte eine Bewertung der Bindungsmodi der 

Dockingergebnisse. Zunächst erfolgte die Bewertung der Verbindungen, welche die besten 

Bindungsenthalpien (scores) lieferten. Schnell wurde ersichtlich, dass die sehr großen 

Verbindungen ausschließlich unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen mit dem aktiven 

Zentrum eingehen.  
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Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse des Dockings im Anschluss nach der Liganden-

Effizienz, anstelle der Bindungsenthalpie, sortiert. Die Liganden-Effizienz gibt den 

Quotienten aus der berechneten freien Bindungsenthalpie (Score) und der Anzahl der Nicht-

Wasserstoffatome an (S/n, bei S = Score, n = Anzahl der Nicht-Wasserstoffatome). Auch hier 

erfolgte die Bewertung der Bindungsmodi der Konformationen mit der besten Liganden-

Effizienz. Hierbei zeigten sich plausible Wechselwirkungen der Verbindungen mit dem 

aktiven Zentrum von Meprin β. In der folgenden Abbildung sind die Verbindungen mit den 

zehn besten Dockingergebnissen in Bezug auf die Liganden-Effizienz dargestellt (Abb. 73): 

 

Abb. 73: Die Verbindungen der zehn besten Dockingergebnisse in Bezug auf die Liganden-Effizienz. 

Dabei fiel auf, dass unter den besten zehn Ergebnissen (in Bezug auf die Liganden-Effizienz) 

die Verbindung (126) mit zwei nahezu identischen Konformationen enthalten ist. Die 

Strukturen enthalten alle als Donor/Akzeptor-Motiv eine Carbonsäure und als hydrophoben 

Rest ein aromatisches System.  
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Die berechnete Liganden-Effizienz sowie die freie Bindungsenthalpie der Verbindungen aus 

Abb. 73 sind in der folgenden Tabelle 18 dargestellt: 

Tab. 18: Liganden-Effizienz und Bewertung der freien Bindungsenthalpie durch die scoring Funktion 

GBVI/WSA dG für die zehn besten Konformationen des Dockings in Bezug auf die Liganden-Effizienz. 

Verbindung Liganden-Effizienz [kcal/mol] score [kcal/mol] 

46 

124 

-0.29 

-0.58 

-7.95 

-8.09 

125 -0.55 -9.39 

126 -0,53 -7.35 

127 -0.51 -8.16 

126 -0.49 -6.90 

128 -0.48 -6.78 

129 -0.48 -7.65 

130 -0.47 -8.47 

131 -0.47 -7.99 

132 -0.47 -7.00 
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Die plausiblen Bindungsmodi der Verbindungen (124-126) werden im Folgenden 

exemplarisch erläutert. Die besten Konformationen der Verbindungen (124-125) sind in der 

folgenden Abbildung 74 dargestellt. 

 

Abb. 74: A: Docking der Verbindung 124, grüner, blauer und lila Pharmakophorfilter: hydrophobe 

Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, B: Wechselwirkung der Verbindung 124 mit dem aktiven 

Zentrum des Proteins, C: Docking von Verbindung 125, grüner, blauer und lila Pharmakophorfilter: 

hydrophobe Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, D: Wechselwirkung der Verbindung 125 mit 

dem aktiven Zentrum des Proteins. 

Aus den Abbildungen 74B und 74D ist ersichtlich, dass die Verbindungen (124) und (125) die 

gleichen Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum eingehen. Es kommt zu  

π-π-Wechselwirkungen der aromatischen Systeme der Verbindungen (124) und (125) mit 

His152, außerdem koordiniert die Säurefunktionalität der Verbindungen (124) und (125) an 

das Zinkion im aktiven Zentrum.  
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Bei der Verbindung (126) kommt es zu zusätzlichen Wechselwirkungen, die in der folgenden 

Abbildung 75 aufgezeigt sind: 

 

Abb. 75: A: Docking der Verbindung 126, grüner, blauer und lila Pharmakophorfilter: hydrophobe 

Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, B: Wechselwirkungen der Verbindung 126 mit dem 

aktiven Zentrum des Proteins. 

Auch bei Verbindung (126) kommt es zu einer π-Wechselwirkung mit His152 und zu einer 

Komplexierung der Säurefunktionalität von Verbindung (126) an das Zinkion im aktiven 

Zentrum. Zusätzlich bildet Tyr211 eine Wasserstoffbrücke mit dem Schwefel der 

Verbindung (126) aus.  

Zusammenfassend ergibt sich aus der Analyse der Bindungsmodi, dass Verbindung (126) ein 

aussichtsreicher potentieller Meprin β-Inhibitor zu sein scheint. Die Säurefunktionalität als 

Donor/Akzeptor-Motiv zur Koordination des Zinkions sowie ein hydrophobes, aromatisches 

System zur Orientierung in die hydrophobe Tasche des aktiven Zentrums sind gegeben. Auch 

die zusätzliche Wechselwirkung des Schwefels mit Tyr211 ist plausibel.  

Es resultierte die Idee, die Säurefunktionalität der Verbindung (126) durch eine 

Hydroxamsäure zu ersetzen, die neue Verbindung (133) erneut zu docken und die Ergebnisse 

mit dem Docking von Verbindung (126) zu vergleichen (Abb. 76). Die Hydroxamsäure ist ein 

gängiges Motiv zur Metallkomplexierung und ist auch in dem Meprin-Inhibitor 

Actinonin (46) enthalten.  
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Abb. 76: Schwefelhaltige Hydroxamsäure 133. 

Die Ergebnisse des Dockings für die beste berechnete Konformation der Verbindung (133) 

sind in der folgenden Tabelle 19 dargestellt: 

Tab. 19: Liganden-Effizienz und Bewertung der freien Bindungsenthalpie durch die scoring Funktion 

GBVI/WSA dG für die beste Konformation von Verbindung 133. 

Verbindung Liganden-Effizienz [kcal/mol] score [kcal/mol] 

133 -0.75 -11.19 

 

Die Verbindung (133) zeigt einen sehr vielversprechenden score von -11.10 kcal/mol bei 

einer sehr hohen Liganden-Effizienz von 0.75 kcal/mol. Der Bindungsmodus und die 

Wechselwirkungen der Verbindung (133) mit dem aktiven Zentrum sind der folgenden 

Abbildung 77 zu entnehmen: 

 

Abb. 77: A: Docking von Verbindung 133, grüner, blauer und lila Pharmakophorfilter: hydrophobe 

Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, B: Wechselwirkungen der Verbindung 133 mit dem 

aktiven Zentrum des Proteins. 

Bei der Verbindung (133) kommt zu einer σ-π-Wechselwirkung mit His152, während die 

Carbonylgruppe der Hydroxamsäure von Verbindung (133) koordinativ an das Zinkion bindet 
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und eine Wechselwirkung mit Tyr211 eingeht. Das Amid bildet zusätzlich eine 

Wasserstoffbrücke mit dem Rückgrat von Cys124. Bei der Verbindung (133) zeigen sich im 

Vergleich zu der Ausgangsverbindung (126) noch zusätzliche Wechselwirkungen mit dem 

aktiven Zentrum des Proteins (Abb. 77B). Daraus ergibt sich die bessere Bewertung mit 

einem score von -11.19 kcal/mol bei Verbindung (133) im Vergleich zu -7.35 kcal/mol bei 

Verbindung (126).  

Beide Verbindungen kommen als potentielle Meprin β-Inhibitoren in Frage und sind 

synthetisch leicht zugänglich. Die Verbindungen (126) und (133) sollten im Folgenden 

hergestellt werden, um sie in einem geeigneten Assay-System auf ihre inhibitorischen 

Eigenschaften bezüglich Meprin β zu untersuchen und die Ergebnisse mit dem 

durchgeführten Docking zu vergleichen.  

Die Imine (124) und (125) (Abb. 73) sind als Meprin β-Inhibitoren zu nukleophil und sollen 

daher im Folgenden nicht synthetisiert und auf eine inhibitorische Wirkung getestet werden. 

Allerdings inspirierten die Ergebnisse des Dockings der Imine (124) und (125) zu einem 

weiteren Protein/Ligand-Docking der Harnstoffe (134) und (135) (Abb. 78). Als aromatische 

Reste wurden die Reste der Schwefelverbindungen (126) und (133) gewählt. Auch die beiden 

Harnstoffe (134) und (135) sollten als Zink-koordinierende Einheit ein Säure- bzw. 

Hydroxamsäuremotiv enthalten (Abb. 78). 

 

Abb. 78: Harnstoffderivate 134 und 135. 

Durch das Einführen einer Harnstofffunktionalität mit einer aliphatischen Seitenkette sollten 

zusätzliche Wechselwirkungen im aktiven Zentrum von Meprin β anhand des Dockings 

abgeleitet werden können. Die Selektivität der Harnstoffe (134) und (135) bezüglich der 

Inhibition von Meprin β gegenüber anderen Metalloproteasen sollte durch die zusätzlichen 

Wechselwirkungen der aliphatischen Seitenkette im aktiven Zentrum, im Vergleich zu den 

Schwefelverbindungen (126) und (133), verbessert werden. 
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Die Ergebnisse des Dockings für die am besten bewertete Konformation der Harnstoffe (134) 

und (135) sind der folgenden Tabelle 20 zu entnehmen: 

 

Tab. 20: Liganden-Effizienz und Bewertung der freien Bindungsenthalpie durch die scoring Funktion 

GBVI/WSA dG für die besten Konformationen der Harnstoffe 134 und 135. 

Verbindung Liganden-Effizienz [kcal/mol] score [kcal/mol] 

134 

135 

-0.75 

-0.59 

-15.04 

-12.49 

 

Die Harnstoffe (134) und (135) weisen beide sehr hohe Liganden-Effizienzen auf und zeigen 

sehr vielversprechende scores (Tab. 20). Auffällig ist hier, dass der Harnstoff (134) mit der 

Carbonsäurefunktionalität im Vergleich zu Harnstoff (135) mit der Hydroxam-

säurefunktionalität durch die scoring Funktion besser bewertet wird.  
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Die Bindungsmodi der am besten bewerteten Konformationen der Harnstoffe (134) und (135) 

sind der folgenden Abbildung 79 zu entnehmen: 

 

Abb. 79: A: Docking des Harnstoffs 134, grüner, blauer und lila Pharmakophorfilter: hydrophobe 

Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, B: Wechselwirkungen des Harnstoffs 134 mit dem 

aktiven Zentrum des Proteins, C: Docking des Harnstoffs 135, grüner, blauer und lila 

Pharmakophorfilter: hydrophobe Wechselwirkung, Akzeptor- und Donormotiv, D: Wechselwirkungen 

des Harnstoffs 135 mit dem aktiven Zentrum des Proteins. 

Die Säurefunktionalität des Harnstoffs (134) koordiniert an das Zinkion im aktiven Zentrum 

und auch eine Seitenkette von Tyr211 geht eine Wechselwirkung mit der Säurefunktionalität 

ein. Zusätzlich kommt es zu einer Interaktion zwischen der Carbonylfunktionalität des 

Harnstoffs mit einer Seitenkette von Arg238. Die Carbonylfunktionalität des Harnstoffs (135) 
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geht eine Wechselwirkung mit der Seitenkette von Cys124 ein, während das Amid der 

Hydroxamsäure eine Wasserstoffbrücke mit Cys124 bildet. Das Zinkion interagiert mit der 

Carbonylfunktionalität der Hydroxamsäure. 

Die beiden Harnstoffe (134) und (135) sind sehr aussichtsreiche potentielle  

Meprin β-Inhibitoren und sollen folglich hergestellt und in vitro auf ihre inhibitorische 

Wirkung getestet werden.  

Zusammenfassend sind in der folgenden Abbildung 80 noch einmal alle Verbindungen 

dargestellt, die aufgrund ihrer vielversprechenden Dockingergebnisse synthetisiert und auf 

ihre inhibitorische Wirkung bezüglich Meprin β untersucht werden sollen: 

 

Abb. 80: Schwefelverbindungen 126 und 133 sowie Harnstoffe 134 und 135 als potentielle  

Meprin-β-Inhibitoren. 
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3.6.2 Synthese der potentiellen Meprin β-Inhibitoren   

Zunächst wird die Methodenplanung der Synthese der Schwefelverbindungen (126) und (133) 

erläutert, bevor im Folgenden die Synthese der Verbindungen (126) und (133) beschrieben 

wird. Die Hydroxamsäure (133) kann aus der Säure (126) gewonnen werden, die aus dem 

entsprechenden Ester (136) durch eine nukleophile Substitution aus Thiol (137) und 

Bromid (138) erhalten werden kann (Abb. 81). 

 

Abb. 81: Retrosynthetische Analyse der Verbindungen 133 und 126. 

Zunächst wurden Bromid (138) und Thiol (137) in basischer Lösung bei 80°C zu dem 

Ester (136) umgesetzt, der im Folgenden durch basische Esterhydrolyse mit KOH in 

wässriger Dioxan-Lösung zu der Säure (126) freigesetzt wurde. Nach der wässrigen 

Aufarbeitung konnte die Säure (126) mit einer guten Ausbeute von 83% isoliert werden 

(Abb. 82). Die Säure (126) reagierte durch Aktivierung mit PyBOP in basischer Lösung mit 

Hydroxylaminhydrochlorid (139) zu der Hydroxamsäure (133), die nach säulenchromato-

graphischer Reinigung mit einer Ausbeute von 84% gewonnen werden konnte (Abb. 82). 

 

Abb. 82: Synthese der Verbindungen 126 und 133, Reagenzien und Bedingungen: (a) TEA, MeCN, 

80°C, 1 h, 90%, (b) KOH, Dioxan/Wasser, 75°C, 12 h, 84%, (c) PyBOP, TEA, DCM, RT, 48 h, 83%. 
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Im Folgenden wird die Methodenplanung der Synthese der Harnstoffe (134) und (135) 

beschrieben, bevor die Synthese der Verbindungen erläutert wird (Abb. 83). Die 

Hydroxamsäure (135) kann aus der Carbonsäure (134) generiert werden, die aus dem 

entsprechenden Ester (140) gewonnen werden kann (Abb. 83). Das Harnstoffmotiv von 

Ester (140) ist aus Amin (141) und Isocyanat (142) zugänglich (Abb. 83). Das Amin (141) 

kann aus 3, 5-Dimethylbenzaldehyd (144) und Glycin-tert.-Butylesterhydrochlorid (143) 

hergestellt werden (Abb. 83). 

 

Abb. 83: Retrosynthetische Analyse der Harnstoffe 134 und 135. 

Zunächst wird 3, 5-Dimethylbenzaldehyd (144) mit Glycin-tert.-Butylesterhydrochlorid (143) 

unter Zugabe von NaOAc und NaCNBH3 bei RT zu Amin (141) umgesetzt. Nach wässriger 

Aufarbeitung und säulenchromatographischer Reinigung konnte das Amin (141) mit einer 

Ausbeute von 55% als farbloses Öl isoliert werden (Abb. 84). Bei der folgenden 

Harnstoffsynthese mit Amin (141) und Isocyanat (142) cyclisierte der zu synthetisierende 

Harnstoff (140) allerdings in situ zu der Verbindung (145), die nach 

säulenchromatographischer Reinigung mit NMR und Massenspektrometrie charakterisiert 

wurde (Abb. 84). 
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Abb. 84: Synthese der Verbindung 145, Reagenzien und Bedingungen: (a) NaOAc, NaCNBH3, 

MeOH, RT, 2 h, 55%, (b) Cs2CO3, DMF, RT, 4 h, 52%. 

Die Synthese der Harnstoffe (134) und (135) scheiterte aufgrund der in Abbildung 84 

dargestellten Cyclisierungsreaktion und die Harnstoffe (134) und (135) konnten im Folgenden 

nicht hergestellt werden. 

In der folgenden Tabelle 21 sind die Ausbeute, Reinheit, der clogP- sowie der tPSA-Wert der 

synthetisierten Schwefelverbindungen (126) und (133) dargestellt: 

Tab. 21: Ausbeute, HPLC-Reinheit, clogP- und tPSA-Werte der Verbindungen 126 und 133. 

Verbindung BSc-Nummer Ausbeute [%]a HPLC-Reinheit [%] clogPb tPSAb 

126 5113 84 98 3.1 37.3 

133 5116 83 98 2.0 49.3 

a Ausbeute bezogen auf die letzte Stufe 

b clogP- und tPSA-Werte berechnete mit ChemDraw10.0 

Die Verbindungen (126) und (133) weisen einen sehr polaren Charakter auf und kommen als 

potentielle Wirkstoffe mit clogP-Werten von 2.0 und 3.1 sowie tPSA-Werten von 37.3 und 

49.3 in Frage. 
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3.6.3 Biologische Aktivität der Verbindungen (126) und (133) 

Die Verbindungen (126) und (133) werden in einem zellulären in vitro Meprin β-Assay in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Pietrzik an der Johannes Gutenberg-Universität in Mainz auf ihre 

inhibitorische Wirkung getestet.[205] Als Zelllinie dienen transfizierte HEK293T-Zellen, die 

APP und Meprin β überexprimieren. Die Auswertung des Assays erfolgt über eine 

Expressionsanalyse mittels Western Blotting der Proteine APP, Tubulin, Meprin β und Aβ. 

Die Messungen sind zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vollständig abgeschlossen, die ersten 

Ergebnisse werden im Folgenden erläutert. Abbildung 85 zeigt die verfügbaren Western Blots 

von Aβ, APP, Tubulin und Meprin β des Assays von Verbindung (126) bei verschiedenen 

Konzentrationen sowie die Negativkontrolle (DMSO) und die Positivkontrolle 

(Actinonin (46), Inhibitorkonzentration 10 µM):  

 

Abb. 85: Western Blots von Aβ, APP, Tubulin und Meprin β des Assays von Verbindung 126.  

Die Western Blots von APP, Tubulin und Meprin β dienen ausschließlich der 

Expressionskontrolle und zeigen eine konstante Proteinexpression. Im Falle einer Inhibition 

von Meprin β sollte eine Reduktion von Aβ aufgrund der Inhibition der APP-Prozessierung 

zu erkennen sein. Aus den Western Blots der Negativ- (DMSO) und Positivkontrolle 

(Actinonin (46) 10 µM) kann dieser Effekt beobachtet werden. Im Falle der Verbindung (126) 

kann aus den Western Blots keine eindeutige Aussage über eine inhibitorische Wirkung von 

Meprin β getroffen werden. Die Aβ-Banden der Verbindung (126) erscheinen im Vergleich 

zur DMSO-Kontrolle schwächer, was für eine Inhibition von Meprin β spricht; allerdings ist 

keine Konzentrationsabhängigkeit des potentiellen Inhibitors (126) erkennbar.  
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Um eine konkrete Aussage über die inhibitorische Wirkung von Verbindung (126) treffen zu 

können, wird das Meprin β-Assay der Verbindung (126) aktuell wiederholt. 

Die folgende Abbildung 86 zeigt die Western Blots von Aβ, APP, Tubulin und Meprin β des 

Assays von Verbindung (133) bei verschiedenen Konzentrationen sowie die Negativkontrolle 

(DMSO) und die Positivkontrolle (Actinonin (46), Inhibitorkonzentration 10 µM): 

 

Abb. 86: Western Blots von Aβ, APP, Tubulin und Meprin β des Assays von Verbindung 133. 

Auch hier zeigen die Western Blots von APP, Tubulin und Meprin β eine konstante 

Proteinexpression. Für die Verbindung (133) scheint die Bildung von Aβ mit steigender 

Konzentration gehemmt zu werden, was für eine Meprin β inhibitorische Wirkung der 

Verbindung (133) spricht. Allerdings scheint auch hier der Inhibitor Actinonin (46) die 

bessere Wirkung zu zeigen.  

Aktuell werden die durchgeführten Western Blots der Meprin β Assays von den 

Verbindungen (126) und (133) in unabhängigen Experimenten wiederholt, um eine endgültige 

Aussage über ihre inhibitorische Eigenschaft gegenüber Meprin β treffen zu können. Im 

Anschluss daran soll eine quantitative Auswertung folgen.  
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3.6.4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Protein/Ligand-Docking mit dem Meprin-Inhibitor 

Actinonin (46) und dem Protein Meprin β mithilfe einer selbst entwickelten 

pharmakophorbasierten Methode durchgeführt werden. Anhand der pharmakophorbasierten 

Methode konnte im Anschluss ein dockingbasiertes virtuelles screening durchgeführt werden. 

Nach der Analyse der Bindungsmodi der einzelnen Docking-Ergebnisse konnte die 

Leitstruktur (126) als potentieller Meprin β-Inhibitor abgeleitet werden. Entsprechend der 

Leitstruktur (126) wurden die Verbindungen (126) und (133) hergestellt, die in einem 

Meprin β-Assay auf die inhibitorische Wirkung untersucht werden. Die ersten Assay-

Ergebnisse der Verbindungen (126) und (133) sind vielversprechend, die Substanzen geben 

Hinweise darauf, eine Meprin β inhibitorische Wirkung zu haben. Die aktuell durchgeführten 

Messungen der Meprin β Assays der Verbindungen (126) und (133) bleiben abzuwarten. Die 

Synthese der Harnstoffe (134) und (135) sollte aufgrund der aussichtsreichen Assay-

Ergebnisse der Schwefelverbindungen (126) und (133) wiederholt werden. Um eine 

Cyclisierungsreaktion (Abb. 84) zu vermeiden, wird die folgende Synthesemethode 

vorgeschlagen: 

 

Abb. 87: Neuer Synthesevorschlag zur Herstellung der Harnstoffe 145 und 135. 

Demnach könnte die Hydroxamsäure (135) aus der entsprechenden Säure (134) generiert 

werden, die direkt aus dem Carboxylat (146) und dem Isocyanat (142) hergestellt werden 

kann. Das Carboxylat (146) kann hydrolytisch aus dem Ester (141) gewonnen werden, der 

ausgehend von Aldehyd (144) und Amin (143) über eine reduktive Aminierung zugänglich ist 

(Abb. 87). Durch die vorzeitige Hydrolyse des Esters (141) zu Carboxylat (146) sollte eine 

Cyclisierungsreaktion (vgl. Abb. 84) während der anschließenden Harnstoffsynthese aufgrund 

der geringen Elektrophilie des Carboxylatkohlenstoffs der Aminosäure (146) auszuschließen 
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sein. Nach der erfolgreichen Synthese der Harnstoffe (134) und (135) sollten diese in dem 

Meprin β-Assay auf ihre inhibitorische Wirkung untersucht werden.  

Sollten die folgenden Assay-Messungen der hergestellten Substanzen eine Inhibition von 

Meprin β bestätigen, könnten virtuelle screenings umfangreicher Datenbanken mithilfe der 

entwickelten pharmakophorbasierten Methode durchgeführt werden, um neue Leitmotive als 

Meprin β-Inhibitoren zu finden.  
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

a) Es konnte eine Reihe Verbindungen verschiedener Strukturklassen hergestellt werden, die 

in vitro auf eine modulatorische Wirkung der γ-Sekretase getestet wurden. Darunter befanden 

sich Carbazolderivate, Tocopherolderivate, Chromanderivate sowie Cumarinderivate. Viele 

Verbindungen zeigten eine Modulation der γ-Sekretase im unteren mikromolaren Bereich. 

Die Assay-Ergebnisse trugen dazu bei, die Hypothese zum Bindungsmodus der γ-Sekretase-

Modulatoren nach SCHMIDT et al. (Abb. 20) zu unterstützen. Ein hydrophober Alkylrest in 

Kombination mit einer Carbonsäurefunktionalität scheint einen Einfluss auf die Aktivität der 

γ-Sekretase auszuüben. Da bislang keine Röntgenkristallstruktur der γ-Sekretase publiziert 

werden konnte und der Wirkmechanismus der Modulatoren nicht eindeutig geklärt werden 

konnte, ist die Suche nach neuen und potenteren Strukturmotiven schwierig. Daher erscheint 

die weitere Synthese potentieller γ-Sekretase-Modulatoren nicht geboten.  

b) Weiterhin konnten verschiedene Indolinonderivate synthetisiert werden, die in vitro auf 

eine inhibitorische Wirkung der Kinase FLT3 untersucht wurden. Einige zeigten eine 

Inhibition von FLT3 im nanomolaren Bereich. Allerdings konnten die Aktivitäten der zuvor 

schon im Arbeitskreis SCHMIDT hergestellten Indolinonderivate nicht gesteigert werden, 

weshalb im Folgenden von der Synthese weiterer Indolinonderivate abgesehen werden soll. 

Die Synthese eines Harnstoffderivats mit einem enthaltenen Chinoxalinmotiv als potentieller 

FLT3-Inhibitor dagegen verlief vielversprechend. Das Harnstoffderivat (110) zeigte eine 

inhibitorische Wirkung auf FLT3 im unteren nanomolaren Bereich. Das Docking weiterer 

möglicher Derivate motiviert dazu, weitere Harnstoffderivate mit Chinoxalinmotiven zu 

synthetisieren und auf die Inhibition von FLT3 zu untersuchen.  

c) Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, ausgehend von der Röntgenkristallstruktur von 

Meprin β, ein plausibles Protein/Ligand Docking des Meprin-Inhibitors Actinonin (46) in das 

aktive Zentrum der Metalloprotease durchzuführen. Anhand der Analyse der Interaktionen 

von Actinonin (46) mit dem aktiven Zentrum konnte ein Pharmakophormodell für ein 

folgendes dockingbasiertes virtuelles screening entwickelt werden. Aus den Ergebnissen des 

virtuellen screenings konnte eine interessante Leitstruktur (126) als potentieller Meprin β-

Inhibitor abgeleitet werden. Die Säure (126) und davon abgeleitet die Hydroxamsäure (133) 

wurden hergestellt und werden aktuell in vitro auf eine inhibitorische Wirkung der 

Metalloprotease Meprin β untersucht.  
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5 Experimenteller Teil 

5.1 Allgemeine Anmerkungen 

Alle Lösungsmittel, Edukte und die Reagenzien wurden bei verschiedenen Anbietern (ABCR, 

Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka, Lancaster, Merck, Sigma Aldrich, VWR) in hoher 

Reinheit erworben und direkt eingesetzt. 

Dünnschichtchromatographie: 

Für die Dünnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 F254 der 

Firma Merck verwendet. Die Auswertung der Dünnschichtchromatographie erfolgte mittels 

Fluoreszenzdetektion bei λ = 254 nm, sowie zum Teil durch Anfärben und anschließende 

Wärmebehandlung mit Vanillinlösung (0.5 g Vanillin, 85 mL MeOH, 10 mL AcOH, 5 mL 

konz. H2SO4). 

HPLC: 

Die HPLC-Messungen wurden an einem Agilent 1100 durchgeführt. Es wurde folgende Säule 

verwendet: reversed-phase, Zorbax Eclipse XDB-C8, 4.6 x 150 nm. Die 

Wellenlängendetektion erfolgte bei 254 nm. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus 

Acetonitril und Wasser in verschiedenen Gradientenmischungen. Die Messzeit betrug 12-15 

min. 

Kernresonanzspektroskopie: 

Alle NMR-Spektren wurden mit den Spektrometern DRX 300 sowie DRX 500 der Firma 

Bruker Biospin GmbH gemessen. Lösungsmittel und Messfrequenzen sind den 

spektroskopischen Daten der jeweiligen Substanzen zu entnehmen. Die chemische 

Verschiebung δ ist in ppm angegeben. Als interner Standard wurde Tetramethylsilan 

verwendet. Zur Bestimmung der Protonensignale werden folgende Abkürzungen verwendet: 

s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), p (Pentett), m (Multiplett).  

Die Kopplungskonstanten werden in Hertz (Hz) angegeben. 

Massenspektrometrie 

ESI-MS-Spektren wurden mit einem Bruker-Franzen Esquire LC Massenspektrometer 

aufgenommen. Für die Aufnahme der EI-MS-Spektren wurde ein doppelt fokussierender 

Massenspektrometer MAT 95 verwendet. Die detektierten Ionenmassen m/z werden in u 

angegeben, die relativen Intensitäten in Bezug auf die Intensität des stärksten Signals in 

Prozent. 
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Infrarotspektroskopie 

IR-Spektren wurden an einem Perkin Elmer FT-IR Spektrometer Paragon 1000 PC 

aufgenommen. 

Säulenchromatographie 

Als stationäre Phase wurde Kieselgel 60 (Korngröße 15-40 µm) der Firma Merck verwendet. 

Die Trennung erfolgte bei Raumtemperatur. 

5.2 Beschreibung der Synthesen 

5.2.1 Synthese der Carbazolderivate 

9-Octyl-9H-carbazol-2-ol (59) 

 

NaH (989 mg, 40.95 mmol) wird unter Argon-Atmosphäre in tr. THF (10 mL) suspendiert 

und auf -78°C gekühlt, zu der Suspension wird eine Lösung aus 2-Hydroxycarbazol (61) 

(1500 mg, 8.19 mmol) in tr. DMF (10 mL) zugetropft. Nach 30 min. Rühren wird 

Octyliodid (62) (1970 mg, 8.19 mmol) zugegeben. Die Reaktionslösung wird 12 h gerührt, 

mit Wasser (30 mL) versetzt und mit DCM (3x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase wird 

mit ges. NaCl-Lösung (3x 100 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird mittels Säulenchromatographie (CH, 

CH/DCM (2:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 1275 mg (53%) von (59) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.24 min., 97%. 
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Methyl-2-(9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-acetat (57) 

 

Zu einer Lösung aus 9-Octyl-9H-carbazol-3-ol (59) (300 mg, 1.02 mmol) in Aceton (4 mL) 

wird K2CO3 (447 mg, 3.30 mmol) zugegeben. Zu der Suspension wird 

Bromessigsäuremethylester (60) (234 mg, 3.30 mmol) zugetropft und die Reaktionslösung  

20 h bei 60°C gerührt. Die Reaktionslösung wird filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt.  

Ausbeute: 371 mg (99%) von (57) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 10.05 min., 99%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300K): δ = 6.72-7.92 (m, 7H), 4.78 (s, 2H), 4.11 (t, 3J = 6 Hz, 

2H), 3.74 (s, 3H), 1.74 (p, 3
J = 7 Hz, 2H), 1.16-1.24 (m, 10H), 0.78 (t, 3

J = 6 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300K): δ = 168.6, 156.0, 140.6, 139.7, 123.7, 121.8, 120.1, 

118.6, 117.9, 116.8, 107.5, 105.7, 94.0, 65.1, 51.2, 42.1, 30.8, 28.4, 27.8, 28.2, 26.3, 21.6, 

13.0 ppm.  

EI-MS: m/z = 367 [M+]. 
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Methyl-2-(3-formyl-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-acetat (56)[209] 

 

N, N-Diisopropylformamid (70 mg, 0.54 mmol) wird versetzt mit POCl3 (342 mg, 

2.16 mmol). Zu dieser Lösung wird eine auf 0°C gekühlte Lösung aus Methyl-2-(9-octyl-9H-

carbazol-2-yloxy)-acetat (57) (133 mg, 0.36 mmol) in DCE (4 mL) zugetropft. Die 

Reaktionslösung wird 48 h bei 90°C gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM 

(3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser (2x 50 mL) 

und ges. NaHCO3-Lösung (2x 50 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 139 mg (97%) von (56) als roter Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.78 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300K): δ = 10.49 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 7.16-7.97 (m, 4H), 6.59 

(s, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.13 (t, 3
J = 9 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H), 1.76 (p, 3J = 7 Hz, 2H), 1.17-1.26 

(m, 10H), 0.78 (t, 3J = 9 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300K): δ = 189.1, 168.8, 159.7, 145.2, 141.3, 125.9, 123.3, 

121.7, 120.5, 120.3, 118.8, 118.0, 109.1, 91.8, 66.3, 52.4, 43.3, 31.8, 29.3, 29.1, 28.7, 27.5, 

22.6, 14.0 ppm.  

ESI-MS: m/z = 395 [M+Na]+.  

IR: 1736 cm-1 
ν(C-O) (Aldehyd). 
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2-(3-Formyl-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-essigsäure (52) 

 

Eine Lösung aus Methyl-2-(3-formyl-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-acetat (56) in MeOH 

(2 mL) wird mit KOH (22 mg, 0.39 mmol) versetzt und 24 h bei RT gerührt. Die 

Reaktionslösung wird mit 2N HCl auf pH 2 gebracht und mit DCM (2x 10 mL) extrahiert. 

Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird aus EE umkristallisiert.  

Ausbeute: 17 mg (35%) von (52) als grüner Feststoff.  

HPLC: Rt = 8.71 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300K): δ = 10.09 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.35-7.19 (m, 4H), 6.71 

(s, 1H), 4.80 (s, 2H), 4.18 (t, 3J = 8 Hz, 2H), 1.79 (p, 3J = 7 Hz, 2H), 1.17-1.31 (m, 10H), 0.78 

(t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300K): δ = 189.8, 168.8, 157.0, 144.0, 140.3, 126.3, 125.3, 

121.9, 119.9, 119.2, 117.4, 117.2, 108.4, 93.2, 66.5, 42.6, 30.7, 28.3, 28.1, 27.7, 26.2, 21.6, 

13.0 ppm.  

ESI-MS: m/z = 404 [M+Na]+. 
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2-(3-(Hydroxymethyl)-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-ethanol (69) 

 

Zu einer Lösung aus Methyl-2-(3-formyl-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-acetat (56) (100 mg, 

0.25 mmol) in EtOH (2 mL) wird unter Argon-Atmosphäre eine Lösung aus NaBH4 (19 mg, 

0.50 mmol) in EtOH (1 mL) zugetropft und die Reaktionslösung wird 12 h bei 80°C gerührt. 

Das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rückstand mittels 

Säulenchromatographie (CHCl3, CHCl3/MeOH (100:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 32 mg (35%) von (69) als grüner Feststoff.  

HPLC: Rt = 8.35 min., 87%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300K): δ = 7.88 (d, 3

J = 9 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.08-7.32 (m, 

3H), 6.67 (s, 1H), 4.14 (t, 3J = 3 Hz, 2H), 4.03 (t, 3J = 6 Hz, 2H), 3.89 (t, 3J = 6 Hz, 2H), 1.68 

(p, 3J = 7 Hz, 2H), 1.21-1.15 (m, 12H), 0.77 (t, 3J = 6 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300K): δ = 155.8, 140.3, 139.4, 123.3, 122.0, 120.6, 120.6, 

118.5, 118.0, 115.1, 107.5, 92.0, 69.8, 61.5, 60.1, 42.0, 30.8, 28.1, 28.1, 27.8, 26.2, 21.6, 13.0 

ppm.  

ESI-MS: m/z = 392 [M+Na]+. 
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(2-Methoxy-2-oxoethyl)-triphenylphosphoniumbromid (65) 

 

Triphenylphosphin (942 mg, 3.60 mmol) wird in THF (3 mL) gelöst und mit 

Bromessigsäuremethylester (60) (500 mg, 3.27 mmol) versetzt. Die Reaktionslösung wird 3 h 

bei RT gerührt, der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert, mit THF gewaschen und im 

Vakuum getrocknet.  

Ausbeute: 1200 mg (99%) von (65) als farbloser Feststoff. 

Ethyl-3-(2-(2-methoxy-2-oxoethoxy)-9-octyl-9H-carbazol-3-yl)-acrylat (66)[211] 

 

Zu einer Lösung aus Triphenylphosphoniumbromid (65) (105 mg, 0.25 mmol) und  

Methyl-2-(3-formyl-9-octyl-9H-carbazol-2-yloxy)-acetat (56) (100 mg, 0.25 mmol) in EtOH 

(2 mL) wird unter Argon-Atmosphäre eine Lösung aus NaOEt (26 mg, 0.38 mmol) in EtOH 

(1 mL) zugetropft. Die Reaktionslösung wird 12 h bei 80°C gerührt und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Der Rückstand wird in DCM (20 mL) gelöst, mit Wasser (2x 20 mL) und 

ges. NaCl-Lösung (2x 20 mL) gewaschen, die organische Phase wird über MgSO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird ohne Reinigung in der 

nächsten Stufe eingesetzt.  

Ausbeute: 90 mg (75%) von (66) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 10.50 min., 65%. 
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Ethyl-3-(2-(2-ethoxy-2-oxoethoxy)-9-octyl-9H-carbazol-3-yl)-propanoat (67) 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-3-(2-(2-methoxy-2-oxoethoxy)-9-octyl-9H-carbazol-3-yl)-

acrylat (66) (90 mg, 0.19 mmol) in EtOH (4 mL) wird unter Argon-Atmosphäre Pd/C (9 mg) 

gegeben. Die Reaktionslösung wird unter H2-Atmosphäre 12 h bei RT gerührt. Die 

Reaktionslösung wird über Celite filtriert, das Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und 

der Rückstand mittels Säulenchromatographie (DCM/CH (3:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 28 mg (31%) von (67) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 10.66 min., 87%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300K): δ = 7.88 (d, 3

J = 9 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.08-7.32 (m, 

3H), 6.62 (s, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.19 (q, 3
J = 9 Hz, 3H), 4.10 (t, 3

J = 6 Hz, 2H), 4.04 (q, 
3
J = 9 Hz, 3H), 3.09 (t, 3

J = 6 Hz, 2H), 2.68 (t, 3
J = 6 Hz, 2H), 1.74 (p, 3

J = 7 Hz, 2H), 1.13-

1.24 (m, 14H), 0.79 (t, 3J = 10 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300K): δ = 172.6, 168.0, 154.3, 139.4, 139.1, 123.3, 121.8, 

120.7, 120.4, 118.5, 117.8, 115.7, 107.4, 90.9, 65.1, 60.3, 59.2, 42.1, 33.9, 30.8, 28.4, 27.9, 

28.2, 25.9, 25.7, 21.6, 13.3, 13.2, 13.0 ppm.  

ESI-MS: m/z = 392 [M+Na]+. 
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3-(2-(Carboxymethoxy)-9-octyl-9H-carbazol-3-yl)-propansäure (53) 

 

Eine Lösung aus Ethyl-3-(2-(2-ethoxy-2oxoethoxy)-9-octyl-9H-carbazol-3-yl)-propanoat (67) 

(28 mg, 0.06 mmol) in MeOH (2 mL) wird mit KOH (20 mg, 0.35 mmol) versetzt und 24 h 

bei RT gerührt. Die Reaktionslösung wird mit 2N HCl auf pH 2 gebracht und mit DCM  

(2x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird aus EE/CH umkristallisiert.  

Ausbeute: 18 mg (63%) von (53) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 8.21 min., 93%.  

1
H-NMR (CDCl3/MeOD 11:1, 500 MHz, 300K): δ = 7.91 (d, 3

J = 8 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H), 

7.09-7.32 (m, 3H), 6.67 (s, 1H), 4.69 (s, 2H), 4.16 (t, 3
J = 7 Hz, 2H), 2.71 (t, 3

J = 8 Hz, 2H), 

1.26 (p, 3J = 7 Hz, 2H), 1.17-1.26 (m, 12H), 0.79 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3/MeOD 11:1, 125 MHz, 300K): δ = 175.3, 170.3, 154.2, 139.5, 139.2, 

123.9, 121.7, 120.7, 120.3, 118.5, 117.8, 115.8, 107.5, 91.1, 64.8, 42.1, 33.9, 30.8, 28.4, 28.2, 

28.0, 26.3, 25.6, 21.6, 13.0 ppm.  

ESI-MS: m/z = 348 [M+Na]. 
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2-(Octyloxy)-9H-carbazol (71) 

 

NaH (346 mg, 14.40 mmol) wird unter Argon-Atmosphäre in tr. THF (10 mL) suspendiert 

und auf -78°C gekühlt, zu der Suspension wird eine Lösung aus 2-Hydroxycarbazol (61) 

(2000 mg, 10.92 mmol) in tr. DMF (10 mL) zugetropft. Nach 30 min. Rühren wird 

Octyliodid (62) (2620 mg, 10.92 mmol) zugegeben. Die Reaktionslösung wird 12 h gerührt, 

mit Wasser (30 mL) versetzt und mit DCM (3x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase wird 

mit ges. NaCl-Lösung (3x 100 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird mittels Säulenchromatographie (CH, 

CH/DCM (2:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 808 mg (25%) von (71) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.94 min., 99%.  

1
H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz, 300 K): δ = 10.23 (s, N-H), 7.91-7.97 (m, 2H), 7.40 (d, 3

J = 

9 Hz, 1H), 7.27 (t, 3
J = 7 Hz, 1H), 7.09 (t, 3

J = 7 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.73 (d, 3
J = 7 Hz, 

1H), 4.01 (t, 3
J = 8 Hz, 2H), 1.74 (p, 3J = 8 Hz, 2H), 1.26-1.43 (m, 10H), 0.86 (t, 3J = 8 Hz, 

3H) ppm.  

13
C-NMR (DMSO-d6, 75 MHz, 300 K): δ = 157.9, 141.1, 139.7, 124.0, 122.7, 121.7, 120.1, 

118.4, 116.1, 108.1, 110.5, 95.1, 67.6, 31.2, 28.8, 28.7, 28.5, 25.6, 22.1, 13.9 ppm. 

Methyl-2-(2-(octyloxy)-9H-carbazol-9-yl)-acetat (70) 

 

Zu einer Lösung aus 2-(Octyloxy)-9H-carbazol (71) (100 mg, 0.34 mmol) in Aceton (5 mL) 

wird K2CO3 (141 mg, 1.02 mmol) zugegeben. Zu der Suspension wird 

Bromessigsäuremethylester (60) (33 mg, 0.34 mg) zugetropft und die Reaktionslösung 20 h 
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bei 60°C gerührt. Die Reaktionslösung wird filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt.  

Ausbeute: 120 mg (97%) von (70) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 10.15 min., 99%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 6.69-7.91 (m, 7H), 4.85 (s, 2H), 3.97 (t, 3

J = 7 Hz, 

2H), 3.63 (s, 3H), 1.76 (p, 3
J = 7 Hz, 2H), 1.17-1.27 (m, 10H), 0.82 (t, 3

J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 169.1, 158.9, 141.9, 140.6, 124.6, 123.5, 121.2, 

119.6, 119.8, 116.9, 108.1, 108.4, 93.8, 68.5, 52.5, 44.6, 31.9, 29.3, 29.4, 26.2, 25.2, 22.7, 

14.1 ppm. 

2-(2-(Octyloxy)-9H-carbazol-9-yl)-essigsäure (55) 

 

Eine Lösung aus Methyl-2-(2-(octyloxy)-9H-carbazol-9-yl)-acetat (70) (120 mg, 0.34 mmol) 

in MeOH (2 mL) wird mit KOH (57 mg, 1.02 mmol) versetzt und 24 h bei RT gerührt. Die 

Reaktionslösung wird mit 2N HCl auf pH 2 gebracht und mit DCM (2x 10 mL) extrahiert. 

Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 97 mg (80%) von (55) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.17 min., 97%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 6.64-7.88 (m, 7H), 4.80 (s, 2H), 3.94 (t, 3

J = 7 Hz, 

2H), 1.74 (p, 3J = 7 Hz, 2H), 1.18-1.27 (m, 10H), 0.82 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 173.4, 157.9, 140.7, 139.4, 123.6, 122.5, 120.2, 

118.6, 118.9, 115.9, 106.9, 107.4, 92.7, 67.5, 43.1, 30.8, 28.2, 28.4, 26.2, 25.1, 21.7, 13.1 

ppm.  

ESI-MS: m/z = 353 [M+Na]+. 
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5.2.2 Synthese der Tocopherolderivate 

7R, 11R, E-1-bromo-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-en (82d)[246]
 

 

Eine Lösung aus Phytol (84d) (350 mg, 1.18 mmol) in Hexan (0.70 mL) wird mit Pyridin 

(48 µL) versetzt und auf 0°C gekühlt. Unter Argon-Atmosphäre wird eine Lösung aus PBr3 

(640 mg, 2.26 mmol) in Hexan (0.24 mL) zugetropft. Die Reaktionslösung wird 3 h bei RT 

gerührt, mit Eiswasser versetzt und mit DCM (3x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen werden mit 1N HCl-Lösung (50 mL) und ges. NaHCO3-Lösung (50 mL) 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 399 mg (95%) von (82d) als farbloses Öl.  

HPLC: Rt = 12.09 min., 91%. 

2E, 6E-1-bromo-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-trien (82e)[246] 

 

Eine Lösung aus Farnesol (84e) (350 mg, 1.57 mmol) in Hexan (0.70 mL) wird mit Pyridin 

(48 µL) versetzt und auf 0°C gekühlt. Unter Argon-Atmosphäre wird eine Lösung aus PBr3 

(803 mg, 2.97 mmol) in Hexan (0.24 mL) zugetropft. Die Reaktionslösung wird 3 h bei RT 

gerührt, mit Eiswasser versetzt und mit DCM (3x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen werden mit 1N HCl-Lösung (50 mL) und ges. NaHCO3-Lösung (50 mL) 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 400 mg (90%) von (82e) als braunes Öl. 

Methyl-2-(2, 5, 7, 8-tetramethyl-2-((4R, 8R)-4, 8, 12-trimethyltridecyl)-chroman-6-

yloxy)-acetat (77a)[247] 

 

Zu einer Suspension NaH (37 mg, 1.52 mmol) in DMF (2 mL) wird eine Lösung aus  

+-Tocopherol (74a) (298 mg, 0.69 mmol) in DMF (5 mL) zugetropft. Die Suspension wird 

unter Argon-Atmosphäre bei RT gerührt für 30 min. Zu der Suspension wird eine Lösung aus 
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Bromessigsäuremethylester (60) (127 mg, 0.83 mmol) in DMF (1 mL) zugetropft. Die 

Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM  

(3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 45 mg (94%) von (77a) als farbloses Öl. 

Methyl-2-(2, 5, 7, 8-tetramethyl-2-(4, 8, 12-trimethyltridecyl)-chroman-6-yloxy)-
acetat (77b)[247] 

 

Zu einer Suspension NaH (43 mg, 1.79 mmol) in DMF (2 mL) wird eine Lösung aus  

all-rac-α-Tocopherol (74b) (350 mg, 0.81 mmol) in DMF (5 mL) zugetropft. Die Suspension 

wird unter Argon-Atmosphäre bei RT gerührt für 30 min. Zu der Suspension wird eine 

Lösung aus Bromessigsäuremethylester (60) (149 mg, 0.98 mmol) in DMF (1 mL) zugetropft. 

Die Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM  

(3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels 

Säulenchromatographie (DCM) gereinigt.  

Ausbeute: 45 mg (94%) von (77b) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 4.33 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 2.60 (t, 3

J = 7 Hz, 2H), 

2.21 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 1.87-1.75 (m, 2H), 1.61-1.52 (m, 3H), 1.48-1.22 (m, 

12H), 1.19-1.06 (m, 7H), 0.92-0.86 (m, 14H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 170.2, 148.3, 147.7, 127.5, 125.6, 123.0, 117.7, 

75.0, 69.9, 52.0, 40.1, 39.4, 37.5, 37.5, 37.4, 37.3, 32.8, 32.7, 31.3, 28.0, 24.8, 24.4, 23.9, 

22.7, 22.6, 21.0, 20.6, 19.8, 19.7, 12.7, 11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 502 [M]+. 
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2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-((4R, 8R)-4, 8, 12-trimethyltridecyl)-chroman-6-yloxy)-
essigsäure (76a)[247] 

 

Zu einer Lösung (77a) (50 mg, 0.01 mmol) in Dioxan/Wasser (3 mL/1 mL) wird KOH 

(56 mg, 0.99 mmol) zugegeben. Die Reaktionslösung wird 2 h bei 75°C gerührt, mit 2 N HCl 

angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 45 mg (94%) von (76a) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 4.38 (s, 2H), 2.61 (t, 3

J = 7 Hz, 2H), 2.21 (s, 3H), 

2.17 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 1.88-1.75 (m, 2H), 1.60-1.52 (m, 3H), 1.47-1.24 (m, 12H), 1.20-

1.06 (m, 7H), 0.92-0.86 (m, 14H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 172.8, 148.6, 147.0, 127.3, 125.5, 123.4, 117.8, 

75.0, 69.2, 40.1, 39.4, 37.5, 37.5, 37.4, 37.3, 32.8, 32.7, 31.2, 28.0, 24.8, 24.4, 23.8, 22.7, 

22.6, 21.0, 20.7, 19.8, 19.7, 12.7, 11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 488 [M]+. 

2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(4, 8, 12-trimethyltridecyl)-chroman-6-yloxy)-
essigsäure (76b)[247] 

 

Zu einer Lösung (77b) (380 mg, 0.76 mmol) in Dioxan/Wasser (5 mL/1 mL) wird KOH 

(424 mg, 7.57 mmol) zugegeben. Die Reaktionslösung wird 12 h bei 75°C gerührt, mit 

2 N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen 

werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 350 mg (95%) von (76b) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 4.38 (s, 2H), 2.61 (t, 3

J = 7 Hz, 2H), 2.20 (s, 3H), 

2.16 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 1.88-1.76 (m, 2H), 1.63-1.50 (m, 3H), 1.45-1.23 (m, 12H), 1.19-

1.07 (m, 7H), 0.93-0.86 (m, 14H) ppm.  
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13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 172.5, 148.5, 146.9, 127.4, 125.4, 123.4, 117.9, 

75.1, 69.2, 40.0, 39.4, 37.5, 37.3, 32.8, 31.2, 28.1, 24.8, 24.4, 23.9, 22.7, 22.6, 21.0, 20.6, 

19.8, 19.7, 19.6, 19.6, 19.6, 12.7, 11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 488 [M]+. 

5.2.3 Synthese der Chromanderivate  

Methyl-6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylat (81)[247]
 

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) (300 mg, 

1.20 mmol) in DMF (3 mL) wird K2CO3 (330 mg, 2.40 mmol) gegeben. Die Suspension wird 

30 min. bei RT gerührt, MeI (83) (170 mg, 1.20 mmol) wird zugetropft. Die Reaktionslösung 

wird 2 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL), mit DCM (3x 20 mL) extrahiert, die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 301 mg (95%) von (81) als farbloser Feststoff. 

Methyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-6-(octyloxy)-chroman-2-carboxylat (80a) 

 

Zu einer Suspension von Cs2CO3 (247 mg, 0.76 mmol) in DMF (3 mL) wird (81) (100 mg, 

0.38 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 30 min. gerührt, mit Octylbromid (82a) (73 mg, 

0.38 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt 

(10 mL), mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 105 mg (74%) von (80a) als gelbes Öl. 
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Methyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-6-(undecyloxy)-chroman-2-carboxylat (80b) 

 

Zu einer Suspension von Cs2CO3 (136 mg, 0.42 mmol) in DMF (4 mL) wird (81) 

(100 mg, 0.38 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 30 min. gerührt, mit  

1-Bromundecan (82b) (89 mg, 0.38 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerührt. Die 

Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt (10 mL), mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, über 

MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 150 mg (94%) von (80b) als farbloses Öl. 

Methyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-6-(tetradecyloxy)-chroman-2-carboxylat (80c) 

 

Zu einer Suspension von Cs2CO3 (123 mg, 0.38 mmol) in DMF (2 mL) wird (81) (50 mg, 

0.19 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 30 min. gerührt, mit 1-Bromtetradecan (82c) 

(52 mg, 0.19 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CH/EE (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 40 mg (46%) von (80c) als farbloser Feststoff. 

Methyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-6-((7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-
enyloxy)-chroman-2-carboxylat (80d) 

 

Zu einer Suspension von Cs2CO3 (68 mg, 0.21 mmol) in DMF (2 mL) wird (81) (50 mg, 

0.19 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 30 min. gerührt, mit Phytylbromid (82d) 

(59 mg, 0.19 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 
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(CH/EE (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 38 mg (37%) von (80d) als farbloser Feststoff. 

Methyl-2, 5, 7, 8-tetramethyl-6-((2E, 6E)-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-
trienyloxy)-chroman-2-carboxylat (80e) 

 

Zu einer Suspension von Cs2CO3 (68 mg, 0.21 mmol) in DMF (3 mL) wird (81) (50 mg,  

0.19 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 30 min. gerührt, mit Farnesylbromid (82e)  

(54 mg, 0.19 mmol) versetzt und 6 h bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CH/EE (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 45 mg (51%) von (80e) als farbloser Feststoff. 

2, 5, 7, 8-Tetramethyl-6-(octyloxy)-chroman-2-carbonsäure (78a) 

 

Zu einer Lösung aus (80a) (23 mg, 0.06 mmol) in Dioxan/Wasser (2 mL/ 0.5 mL) wird KOH 

zugegeben (92 mg, 1.65 mmol). Die Reaktionslösung wird 4 h bei 75°C gerührt, mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 45 mg (51%) von (78a) als farbloser Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 3.65 (t, 3J = 7 Hz, 2H), 2.70-2.56 (m, 2H), 2.44-2.38 

(m, 1H), 2.20 (s, 3H), 2.17 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 1.97-1.90 (m, 1H), 1.81 (p, 3
J = 7 Hz, 2H), 

1.65 (s, 3H), 1.51 (p, 3
J = 7 Hz, 2H), 1.41-1.26 (m, 8H), 0.93 (t, 3

J = 7 Hz, 3H) ppm. 

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 178.5, 149.5, 146.9, 128.5, 126.1, 122.7, 117.1, 

76.9, 73.1, 31.9, 30.3, 30.0, 29.4, 29.3, 26.2, 24.9, 22.7, 20.6, 14.1, 12.8, 11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 362 [M]+. 
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2, 5, 7, 8-Tetramethyl-6-(undecyloxy)-chroman-2-carbonsäure (78b) 

 

Zu einer Lösung aus (80b) (150 mg, 0.34 mmol) in Dioxan/Wasser (5 mL/ 1 mL) wird KOH 

zugegeben (402 mg, 7.17 mmol). Die Reaktionslösung wird 4h bei 75°C gerührt, mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 85 mg (62%) von (78b) als farbloser Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 3.54 (t, 3J = 7 Hz, 2H), 2.58-2.45 (m, 2H), 2.32-2.27 

(m, 1H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.87-1.81 (m, 1H), 1.73-1.68 (m, 2H), 1.54 

(s, 3H), 1.43-1.39 (m, 2H), 1.30-1.15 (m, 14H), 0.80 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 178.2, 149.6, 146.8, 128.5, 126.1, 122.7, 117.2, 

77.0, 73.1, 31.9, 30.3, 30.0, 29.8, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 26.2, 24.7, 22.7, 20.5, 14.2, 12.8, 

11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 404 [M]+. 

2, 5, 7, 8-Tetramethyl-6-(tetradecyloxy)-chroman-2-carbonsäure (78c) 

 

Zu einer Lösung aus (80c) (38 mg, 0.08 mmol) in Dioxan/Wasser (2 mL/ 0.5 mL) wird KOH 

zugegeben (92 mg, 1.65 mmol). Die Reaktionslösung wird 4 h bei 75°C gerührt, mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 30 mg (83%) von (78c) als farbloser Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 3.56 (m, 2H), 2.56-2.49 (m, 2H), 2.32-2.27 (m, 1H), 

2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.87-1.81 (m, 1H), 1.73-1.68 (m, 2H), 1.54 (s, 3H), 

1.41-1.39 (2H), 1.30-1.10 (m, 20H), 0.80 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  
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13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 178.0, 149.6, 146.8, 128.5, 126.1, 122.7, 117.2, 

77.0, 73.1, 32.7, 31.9, 30.3, 30.0, 29.8, 29.7, 29.7, 29.5, 29.5, 29.4, 26.2, 26.7, 24.7, 22.7, 

20.5, 14.2, 12.8, 11.9, 11.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 446 [M]+. 

2, 5, 7, 8-Tetramethyl-6-((7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-enyloxy)-
chroman-2-carbonsäure (78d) 

 

Zu einer Lösung aus (80d) (38 mg, 0.07 mmol) in Dioxan/Wasser (1 mL/ 0.2 mL) wird KOH 

zugegeben (79 mg, 1.40 mmol). Die Reaktionslösung wird 4 h bei 75°C gerührt, mit Wasser 

versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 13 mg (33%) von (78d) als farbloser Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 8.05 (s, 1H), 5.50 (t, 3

J = 7 Hz, 1H), 4.11 (d, 3J = 7 

Hz, 1H),  4.09 (d, 3J = 7 Hz, 1H), 2.57-2.47 (m, 2H), 2.31-2.28 (m, 1H), 2.13 (s, 3H), 2.08 (s, 

3H), 2.06 (s, 3H), 2.11 (m, 3H), 1.62 (s, 3H), 1.60-1.51 (m, 2H), 1.48-1.23 (m, 14H), 1.20-

1.07 (m, 6H), 0.94-0.78 (m, 12H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 176.7, 149.7, 146.4, 141.3, 140.9, 128.8, 126.5, 

122.6, 121.0, 120.1, 117.4, 77.2, 69.8, 69.5, 39.9, 39.4, 37.4, 37.3, 37.1, 37.0, 36.9, 36.8, 32.8, 

32.7, 32.5, 29.8, 29.7, 28.0, 25.7, 25.1, 24.8, 24.5, 24.4, 23.5, 22.8, 22.7, 20.4, 19.7, 19.6, 

16.4, 13.0, 12.1, 11.9 ppm.  

EI-MS: m/z = 528 [M]+. 

2, 5, 7, 8-Tetramethyl-6-((2E, 6E)-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-trienyloxy)-
chroman-2-carbonsäure (78e) 

 

Zu einer Lösung aus (80e) (45 mg, 0.10 mmol) in Dioxan/Wasser (1 mL/ 0.2 mL) wird KOH 

zugegeben (101 mg, 1.80 mmol). Die Reaktionslösung wird 4 h bei 75°C gerührt, mit Wasser 
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versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 35 mg (77%) von (78e) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 5.52 (t, 3

J = 7 Hz, 1H), 5.08-5.01 (m, 2H), 4.10 (d, 

3
J = 7 Hz, 2H), 2.53-2.45 (m, 2H), 2.25-2.23 (m, 1H), 2.24-2.21 (s, breit, 3H), 2.20-2.17 (m, 

2H), 2.17-2.13 (m, 8H), 2.13-2.09 (m, 3H), 2.05-2.01 (m, 2H), 1.72 (s, 6H), 1.66-1.63 (m, 

6H), 1.61-1.55 (m, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 179.0, 149.4, 147.1, 140.3, 135.4, 131.3, 128.5, 

126.1, 124.4, 123.9, 122.8, 120.5, 117.2, 77.0, 69.8, 39.7, 39.7, 34.3, 30.0, 26.8, 25.7, 24.8, 

20.6, 17.7, 16.5, 16.0, 12.9, 12.0, 11.9 ppm.  

ESI-MS: m/z = 477 [M+Na]+. 

Octyl-6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylat (86a) 

O

OH

O

O

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) (50 mg, 

0.20 mmol) in DMF (2 mL) wird K2CO3 (55 mg, 0.40 mmol) gegeben. Die Suspension wird 

30 min. gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Octylbromid (82a) (39 mg, 

0.20 mmol) in DMF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt, mit 

Wasser versetzt (10 mL) und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 68 mg (94%) von (86a) als farbloser Feststoff. 

Undecyl-6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylat (86b) 

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) (100 mg, 

0.40 mmol) in DMF (4 mL) wird K2CO3 (110 mg, 0.80 mmol) gegeben. Die Suspension wird 
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30 min. gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus 1-Bromundecan (82b) (94 mg, 

0.40 mmol) in DMF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt, mit 

Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 147 mg (91%) von (86b) als farbloser Feststoff. 

Tetradecyl-6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylat (86c) 

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) (68 mg, 

0.27 mmol) in DMF (2 mL) wird K2CO3 (75 mg, 0.54 mmol) gegeben. Die Suspension wird 

30 min. gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus 1-Bromtetradecan (82c) (75 mg, 

0.27 mmol) in DMF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 8 h bei RT gerührt, mit 

Wasser versetzt (10 mL) und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 116 mg (97%) von (86c) als farbloser Feststoff. 

(7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-Tetramethylhexadec-2-enyl 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-
tetramethyl-chroman-2-carboxylat (86d) 

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) 

(100 mg, 0.40 mmol) in DMF (3 mL) wird K2CO3 (110 mg, 0.80 mmol) gegeben. Die 

Suspension wird 30 min. gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus 

Phytylbromid (82d) (119 mg, 0.40 mmol) in DMF (2 mL) zugetropft, die Reaktionslösung 

wird 8 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM (3x 20 mL) extrahiert. 

Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 62 mg (30%) von (86d) als gelbes Öl. 
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(2E, 6E)-3, 7, 11-Trimethyldodeca-2, 6, 10-trienyl-6-hydroxy-2, 5, 7, 8-
tetramethyl-chroman-2-carboxylat (86e) 

 

Zu einer Lösung aus 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsäure (75) 

(100 mg, 0.40 mmol) in DMF (3 mL) wird K2CO3 (110 mg, 0.80 mmol) gegeben. Die 

Suspension wird 30 min. gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus 

Farnesylbromid (82e) (114 mg, 0.40 mmol) in DMF (2 mL) zugetropft, die Reaktionslösung 

wird 8 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt (20 mL) und mit DCM (3x 20 mL) extrahiert. 

Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 172 mg (95%) von (86e) als gelbes Öl. 

2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(octyloxycarbonyl)-chroman-6-yloxy)-essigsäure 
(79a) 

 

Zu einer Suspension aus NaH (9 mg, 0.37 mmol) in THF (4 mL) wird eine Lösung aus 

Ester (86a) (61 mg, 0.17 mmol) in THF (1 mL) gegeben. Die Suspension wird für 30 min. 

gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Bromessigsäure (85) (23 mg, 0.17 mmol) in 

THF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 12 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt 

(10 mL) und mit 2N HCl angesäuert. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) 

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CH/EE (1:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 46 mg (65%) von (79a) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 4.26 (s, 2H), 4.03-3.93 (m, 2H), 2.57-2.51 (m, 1H), 

2.44-2.35 (m, 2H), 2.11 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.82-1.75 (m, 1H), 1.54 (s, 3H), 

1.48-1.41 (m, 2H), 1.26-1.09 (m, 10 H), 0.81 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  
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13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 172.8, 171.4, 147.7, 146.6, 126.6, 124.4, 122.3, 

116.5, 68.1, 64.2, 30.8, 29.4, 28.7, 28.2, 28.1, 27.5, 24.6, 24.4, 21.6, 19.9, 13.1, 11.7,  

10.8 ppm. 

EI-MS: m/z = 420 [M]+. 

2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(undecyloxycarbonyl)-chroman-6-yloxy)-essigsäure 
(79b) 

 

Zu einer Suspension aus NaH (25 mg, 1.05 mmol) in THF (5 mL) wird eine Lösung aus 

Ester (86b) (193 mg, 0.48 mmol) in THF (2 mL) gegeben. Die Suspension wird für 30 min. 

gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Bromessigsäure (85) (67 mg, 0.48 mmol) in 

THF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 12 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt 

(10 mL) und mit 2N HCl angesäuert. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) 

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 118 mg (53%) von (79b) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 3.95 (s (breit), 2H), 2.94-2.65 (m, 2H), 2.61-2.20 

(m, 3H), 2.18-1.75 (m, 8H), 1.72-1.42 (m, 5H), 1.42-1.04 (m, 18H), 0.89 (t, 3
J = 6 Hz, 3H) 

ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 173.7, 162.7, 147.9, 147.8, 127.9, 125.7, 122.6, 

116.9, 77.0, 65.1, 36.5, 31.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 28.5, 25.7, 25.2, 22.7, 20.7, 

14.1, 12.6, 11.7 ppm.  

EI-MS: m/z = 462 [M]+. 
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2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(tetradecyloxycarbonyl)-chroman-6-yloxy)-essig-
säure (79c) 

 

Zu einer Suspension aus NaH (22 mg, 0.92 mmol) in THF (5 mL) wird eine Lösung aus 

Ester (86c) (188 mg, 0.42 mmol) in THF (2 mL) gegeben. Die Suspension wird für 30 min. 

gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Bromessigsäure (85) (59 mg, 0.42 mmol) in 

THF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 12 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt 

(10 mL) und mit 2N HCl angesäuert. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) 

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 126 mg (60%) von (79c) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 3.95 (s (breit), 2H), 2.69-2.25 (m, 3H), 2.22-1.78 

(m, 8H), 1.70-1.42 (m, 5H), 1.38-1.11 (m, 26H), 0.95-0.86 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 174.7, 173.7, 148.2, 147.9, 127.9, 125.6, 122.7, 

116.9, 77.0, 65.1, 63.0, 32.7, 31.9, 30.3, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 19.2, 28.5, 28.2, 25.7, 

25.2, 22.7, 20.7, 14.1, 12.6, 11.8, 11.7 ppm.  

EI-MS: m/z = 504 [M]+. 

2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(((7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-
enyloxy)-carbonyl)-chroman-6-yloxy)-essigsäure (79d) 

O

O

O

O OH

O  

Zu einer Suspension aus NaH (22 mg, 0.92 mmol) in THF (5 mL) wird eine Lösung aus 

Ester (86d) (252 mg, 0.42 mmol) in THF (3 mL) gegeben. Die Suspension wird für 30 min. 

gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Bromessigsäure (85) (59 mg, 0.42 mmol) in 

THF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 12 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt 
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(10 mL) und mit 2N HCl angesäuert. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) 

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 190 mg (77%) von (79d) als farbloses Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 5.20-5.16 (m, 1H), 4.48 (m, 2H), 4.02 (s, 2H), 2.67-

2.37 (m, 3H), 2.19-1.93 (m, 12H), 1.65-1.57 (m, 5H), 1.34-1.21 (m, 12H), 1.18-1.05 (m, 4H), 

0.94-0.84 (m, 16H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 173.7, 173.5, 148.2, 148.0, 143.4, 127.7, 125.5, 

123.0, 118.5, 117.7, 117.3, 77.1, 69.8, 61.9, 61.6, 39.9, 39.5, 37.4, 37.3, 36.9, 36.7, 36.6, 32.8, 

32.7, 32.3, 30.3, 29.7, 28.0, 25.6, 25.1, 24.8, 24.5, 23.4, 22.7, 22.6, 20.8, 19.7, 19.6, 16.3, 

12.7, 11.8, 11.7 ppm.  

EI-MS: m/z = 586 [M]+. 

2-(2, 5, 7, 8-Tetramethyl-2-(((2E, 6E)-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-trienyloxy)-
carbonyl)-chroman-6-yloxy)-essigsäure (79e) 

 

Zu einer Suspension aus NaH (20 mg, 0.82 mmol) in THF (5 mL) wird eine Lösung aus 

Ester (86e) (170 mg, 0.37 mmol) in THF (3 mL) gegeben. Die Suspension wird für 30 min. 

gerührt. Zu der Suspension wird eine Lösung aus Bromessigsäure (85) (51 mg, 0.37 mmol) in 

THF (1 mL) zugetropft, die Reaktionslösung wird 12 h bei RT gerührt, mit Wasser versetzt 

(10 mL) und mit 2N HCl angesäuert. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) 

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 126 mg (87%) von (79e) als gelbes Öl.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 5.21 (t, 3J = 7 Hz, 1H), 5.02 (m, 2H), 4.47 (d, 3J = 6 

Hz, 2H), 3.94 (s, (breit), 2H), 2.62-2.35 (m, 2H), 2.20-1.95 (m, 16H), 1.88-1.76 (m, 1H), 

1.72-1.67 (m, 3H), 1.66-1.54 (m, 12H), 1.34-1.24 (m, 2H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 174.2, 173.5, 148.2, 142.9, 135.4, 131.3, 127.8, 
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125.5, 125.4, 124.3, 123.6, 123.0, 118.0, 117.2, 77.1, 69.7, 61.8, 39.7, 39.5, 30.4, 26.7, 26.3, 

25.7, 25.1, 20.8, 17.7, 16.4, 16.0, 12.6, 11.8, 11.7 ppm.  

ESI-MS: m/z = 535 [M+Na]+. EI-MS: m/z = 512 [M]+. 

5.2.4 Synthese der Cumarinderivate 

Ethyl-7-hydroxy-2-oxo-2H-chroman-3-carboxylat (89) 

 

2, 4-Dihydroxybenzaldehyd (90) (250 mg, 1.81 mmol) und Malonsäurediethylester (91) 

(301 mg, 1.81 mmol) werden in DMF (1 mL) gelöst, mit Piperidin (15 mg, 0.18 mmol) und 

AcOH (11 mg, 0.18 mol) versetzt und 1 h bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit 

10 mL Wasser versetzt, mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen 

werden mit ges. NaCl-Lösung (2x 20 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie 

(CH/EE (1:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 374 mg (88%) von (89) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 3.45 min., 94%.  

EI-MS: m/z = 234 [M]+. 

Ethyl-2-oxo-7-(undecyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88a) 

 

Ethyl-7-hydroxy-2-oxo-2H-chroman-3-carboxylat (89) (21 mg, 0.09 mmol) wird in DMF 

(200 µL) gelöst und mit Cs2CO3 (59 mg, 0.18 mmol) versetzt. Die Suspension wird 10 min. 

gerührt, Undecanbromid (82b) (106 mg, 0.49 mmol) wird zugetropft und die Reaktionslösung 

2 h bei 120°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser (10 mL) versetzt, mit DCM  

(3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 30 mg (86%) von (88a) als gelbes Öl.  
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HPLC: Rt = 10.13 min., 99%.  

EI-MS: m/z = 388 [M]+. 

Ethyl-2-oxo-7-(tetradecyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88b) 

 

Ethyl-7-hydroxy-2-oxo-2H-chroman-3-carboxylat (89) (100 mg, 0.43 mmol) wird in DMF 

(1 mL) gelöst und mit Cs2CO3 (279 mg, 0.85 mmol) versetzt. Die Suspension wird 10 min. 

gerührt, Tetradecanbromid (82c) (355 mg, 1.29 mmol) wird zugetropft und die 

Reaktionslösung 2 h bei 120°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser (10 mL) 

versetzt, mit DCM (3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit  

ges. NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (4:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 106 mg (58%) von (88b) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 11.04 min., 98%.  

EI-MS: m/z = 430 [M]+. 

Ethyl-2-oxo-7-((7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-enyloxy)-2H-

chroman-3-carboxylat (88c) 

 

 

Ethyl-7-hydroxy-2-oxo-2H-chroman-3-carboxylat (89) (100 mg, 0.43 mmol) wird in DMF 

(1 mL) gelöst und mit Cs2CO3 (279 mg, 0.85 mmol) versetzt. Die Suspension wird 10 min. 

gerührt, Phytylbromid (82d) (770 mg, 2.14 mmol) wird zugetropft und die Reaktionslösung  

2 h bei 120°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser (10 mL) versetzt, mit DCM  

(3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (3:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 66 mg (31%) von (88c) als farbloser Feststoff.  
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HPLC: Rt = 12.13 min., 98%.  

EI-MS: m/z = 512 [M]+. 

Ethyl-2-oxo-7-((2E, 6E)-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-trienyloxy)-2H-

chroman-3-carboxylat (88d) 

 

Ethyl-7-hydroxy-2-oxo-2H-chroman-3-carboxylat (89) (94 mg, 0.40 mmol) wird in DMF 

(1 mL) gelöst und mit Cs2CO3 (262 mg, 0.80 mmol) versetzt. Die Suspension wird 10 min. 

gerührt, Farnesylbromid (82e) (572 mg, 2.01 mmol) wird zugetropft und die Reaktionslösung 

2 h bei 120°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser (10 mL) versetzt, mit DCM  

(3x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (4:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 92 mg (52%) von (88d) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 10.14 min., 98%.  

EI-MS: m/z = 438 [M]+. 

2-Oxo-7-(undecyloxy)-2H-chroman-3-carbonsäure (87a) 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-2-oxo-7-(undecyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88a) (36 mg, 

0.09 mmol) in Dioxan/Wasser (1 mL/ 0.2 mL) wird KOH zugegeben (52 mg, 0.93 mmol). 

Die Reaktionslösung wird 2 h bei 75°C gerührt, mit Wasser versetzt (10 mL), mit 2N HCl 

angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird 

mittels Säulenchromatographie (CH/EE (1:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 27 mg (84%) von (87a) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.54 min., 99%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 8.87 (s, 1H), 7.65 (d, 3J = 9 Hz, 1H), 7.02 (d, 3J = 9 

Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 4.11 (t, 3
J = 7 Hz, 2H), 1.87 (p, 3

J = 7 Hz, 2H), 1.50 (m, 2H), 1.55-
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1.23 (m, 14H), 0.90 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 165.9, 164.7, 163.1, 157.2, 151.2, 131.6, 115.5, 

112.2, 110.7, 101.2, 69.4, 31.9, 29.6, 29.5, 29.5, 29.3, 29.3, 28.8, 25.9, 22.7, 14.0 ppm.  

EI-MS: m/z = 360 [M]+. 

2-Oxo-7-(tetradecyloxy)-2H-chroman-3-carbonsäure (87b) 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-2-oxo-7-(tetradecyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88b) (56 mg, 

0.13 mmol) in Dioxan/Wasser (1 mL/ 0.2 mL) wird KOH zugegeben (73 mg, 1.30 mmol). 

Die Reaktionslösung wird 2 h bei 75°C gerührt, mit Wasser versetzt (10 mL), mit 2N HCl 

angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 50 mg (96%) von (87b) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 10.51 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 12.16 (s, breit 1H), 8.90 (s, 1H), 7.65 (d, 3J = 9 Hz, 

1H), 7.03 (d, 3
J = 9 Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 4.12 (t, 3

J = 7 Hz, 2H), 1.87 (p, 3
J = 7 Hz, 2H), 

1.55-1.23 (m, 22H), 0.90 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 165.9, 164.6, 163.1, 157.2, 151.2, 131.6, 115.5, 

111.2, 109.7, 101.3, 69.4, 31.9, 29.6 (3x C), 29.5 (2x C), 29.3 (2x C), 28.8 (2x C), 25.9, 22.7, 

14.2 ppm.  

EI-MS: m/z = 402 [M]+. 

E-2-Oxo-7-((7R, 11R)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-enyloxy)-2H-chroman-3-

carbonsäure (87c) 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-2-oxo-7-((7R, 11R, E)-3, 7, 11, 15-tetramethylhexadec-2-

enyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88c) (66 mg, 0.13 mmol) in Dioxan/Wasser  

(1 mL/ 0.2 mL) wird KOH zugegeben (72 mg, 1.29 mmol). Die Reaktionslösung wird 2 h bei 

75°C gerührt, mit Wasser versetzt (10 mL), mit 2N HCl angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) 
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extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 60 mg (95%) von (87c) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 11.49 min., 96%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 8.27 (s, 1H), 6.78 (d, 3J = 9 Hz, 1H), 6.77 (d, 3J = 9 

Hz, 1H), 6.58 (t, 3J = 9 Hz, 1H), 6.47 (s, 1H), 6.46 (s, 1H), 5.43-5.37 (m, 2H), 4.29 (d, 3J = 7 

Hz, 2H), 4.24 (d, 3
J = 7 Hz, 2H), 2.04-1.96 (m, 2H), 1.60-1.55 (s, 3H), 1.39-1.31 (m, 8H), 

1.24-1.10 (m, 8H), 0.99-0.91 (m, 15H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 164.7, 164.1, 161.9, 156.6, 149.6, 143.1, 142.5, 

131.0, 128.5, 128.3, 127.6, 127.4, 124.7, 124.5, 118.8, 118.0, 114.7, 112.1, 111.3, 100.6, 65.6, 

65.2, 39.7, 39.5, 37.6, 37.5 (2x C), 37.4, 32.9, 32.8, 32.4, 28.0, 25.4, 25.0, 24.9, 24.6, 22.9, 

22.5, 22.4, 20.5, 20.3, 20.2, 20.0, 19.9, 19.7, 19.6, 19.5, 19.4, 16.1 ppm.  

ESI-MS: m/z = 483[M-H]+. 

2-Oxo-7-((2E, 6E)-3, 7, 11-trimethyldodeca-2, 6, 10-trienyloxy)-2H-chroman-3-

carbonsäure (87d) 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-2-oxo-7-(undecyloxy)-2H-chroman-3-carboxylat (88d) (92 mg, 

0.21 mmol) in Dioxan/Wasser (1 mL/ 0.2 mL) wird KOH zugegeben (118 mg, 2.10 mmol). 

Die Reaktionslösung wird 2h bei 75°C gerührt, mit Wasser versetzt (10 mL), mit 2N HCl 

angesäuert und mit DCM (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird 

mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 50 mg (59%) von (87d) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 9.57 min., 96%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 8.86 (s, 1H), 7.65 (d, 3J = 9 Hz, 1H), 7.03 (d, 3J = 9 

Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 5.48 (t, 3
J = 6 Hz, 1H), 5.12-5.05 (m, 2H), 4.71 (d, 3

J = 7 Hz, 2H), 

2.20-2.11 (m, 3H), 1.99-1.94 (m, 5H), 1.80 (s, 3H), 1.69 (s, 3H), 1.63-1.58 (m, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 165.7, 164.6, 163.2, 157.1, 151.2, 143.3 135.7, 

131.6, 131.3, 124.2, 123.9, 117.7, 115.7, 112.2, 110.7, 101.3, 69.4, 31.9, 29.6, 29.5, 29.3, 
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28.8, 25.9, 22.7, 14.2 ppm.  

ESI-MS: m/z = 433 [M+Na]+. 

5.2.5 Synthese der Indolinonderivate 

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-3-methoxybenzaldehyd (103b) 

 

K2CO3 (522 mg, 3.78 mmol) und 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (104b) (250 mg, 

1.64 mmol) werden in Aceton (3 mL) suspendiert. Nach Zugabe von 2-Chloro-ethan-amin-

hydrochlorid (97) (283 mg, 1.64 mmol) wird die Suspension 12 h bei 56°C gerührt. Die 

Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt (20 mL), mit DCM extrahiert (3x 20 mL), die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH 

(15:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 353 mg (85%) von (103b) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 1.05 min., 99%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 9.77 (s, 1H), 7.37 (d, 3

J = 8 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H) 

6.93 (d, 3
J = 8 Hz, 1H), 4.10 (t, 3

J = 7 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 2.88 (t, 3
J = 7 Hz, 2H), 2.57 (q, 

3
J = 7 Hz, 4H), 1.01 (t, 3J = 7 Hz, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 190.8, 153.9, 149.9, 130.1, 126.7, 111.6, 109.3, 

67.7, 55.9, 51.4, 47.9 (2x C), 11.9 (2x C) ppm.  

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-2-methoxybenzaldehyd (103a) 

 

K2CO3 (418 mg, 3.02 mmol) und 4-Hydroxy-2-methoxybenzaldehyd (104a) (200 mg, 

1.31 mmol) werden in DMF (2 mL) suspendiert. Nach Zugabe von 2-Chloro-ethan-amin-

hydrochlorid (97) (226 mg, 1.31 mmol) wird die Suspension 12 h bei 70°C gerührt.  
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Die Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt (20 mL), mit DCM extrahiert (3x 20 mL), die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH 

(15:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 275 mg (84%) von (103a) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 1.42 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 10.29 (s, 1H), 7.72 (d, 3

J = 8 Hz, 1H), 6.47 (d, 3
J = 

8 Hz, 1H), 6.39 (s, 1H), 4.05 (t, 3
J = 6 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 2.81 (t, 3

J = 6 Hz, 2H), 2.57 (q, 
3
J = 7 Hz, 4H), 1.02 (t, 3J = 7 Hz, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 188.3, 165.5, 130.7, 119.1, 108.8, 106.4, 98.4, 

67.0, 55.6, 51.6, 47.9 (2x C), 11.8 (2x C) ppm.  

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-benzaldehyd (95) 

 

K2CO3 (1302 mg, 9.42 mmol) und 4-Hydroxybenzaldehyd (96) (500 mg, 4.09 mmol) werden 

in Aceton (5 mL) suspendiert. Nach Zugabe von 2-Chloro-ethan-amin-hydrochlorid (97) 

(705 mg, 4.09 mmol) wird die Suspension 12 h bei 56°C gerührt. Die Reaktionslösung wird 

mit Wasser versetzt (30 mL), mit DCM extrahiert (3x 30 mL), die vereinigten organischen 

Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH (15:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 870 mg (84%) von (95) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 1.20 min., 96%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 9.80 (s, 1H), 7.75 (d, 3

J = 8 Hz, 2H), 6.94 (d, 3
J = 

8 Hz, 2H), 4.07 (t, 3J = 6 Hz, 2H), 2.84 (t, 3J = 6 Hz, 2H), 2.57 (q, 3J = 7 Hz, 4H), 1.02 (t, 3J = 

7 Hz, 6H) ppm.   

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 190.7, 163.9, 131.9 (2x C), 129.9, 116.3 (2x C), 

67.1, 51.6, 47.9 (2x C), 11.8 (2xC) ppm.  
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5-Methoxyindolin-2-on (102)[248] 

 

Zu einer Suspension aus 5-Methoxyindolin-2, 3-dion (105) (250 mg, 1.41 mmol) in 

Ethylenglycol (1 mL) wird Hydrazinhydrat (140 µL) und KOH (79 mg, 1.41 mmol) 

zugegeben. Die Reaktionslösung wird in der Mikrowelle 5 min. bei 140°C gerührt, mit 

Wasser (10 mL) versetzt und mit EE (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (1:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 146 mg (64%) von (102) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 1.81 min., 98%.  

1
H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz, 300 K): δ = 10.14 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.74-6.70 (m, 2H), 

3.69 (s, 3H), 3.43 (s, 2H) ppm.  

13
C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz, 300 K): δ = 176.1, 154.6, 137.0, 127.0, 112.2, 111.5, 109.3, 

55.4, 36.2 ppm. 

Diethyl-2-(3-nitropyridin-4-yl)-malonat (100)[240] 

 

Zu einer Suspension von NaH (32 mg, 0.72 mmol) in tr. THF (1 mL) wird unter Argon-

Atmosphäre Malonsäurediethylester (91) (116 mg, 0.72 mmol) zugegeben. Nach 30 min. 

Rühren bei RT wird 4-Chloro-3-nitropyridin (101) (50 mg, 0.31 mmol) zugegeben und die 

Reaktionslösung 20 min. bei 100°C gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser (10 mL) 

versetzt, mit EE (4x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden über 

MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels 

Säulenchromatographie (CH/EE (1:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 74 mg (85%) von (100) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 5.50 min., 99%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 9.20 (s, 1H), 8.77 (d, 3

J = 5 Hz, 1H), 7.45 (d,  

N
H

O

O

N
NO2

O

O

O O



   

   139 

3
J = 5 Hz, 1H), 5.30 (s, 1H), 4.21 (q, 3J = 7 Hz, 4H), 1.22 (t, 3J = 7 Hz, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 165.9 (2x C), 153.8, 146.3, 144.8, 136.9, 125.2, 

62.7, 53.9 (2x C), 13.9 (2x C) ppm. 

Ethyl-2-(3-nitropyridin-4-yl)-acetat (99)[240] 

 

Zu einer Lösung aus Diethyl-2-(3-nitropyridin-4-yl)-malonat (100) (74 mg, 0.26 mmol) in 

DMSO/H2O (3 mL/1 mL) wird LiCl (28 mg, 0.66 mmol) zugegeben. Die Suspension wird 

24 h bei 100°C gerührt, mit Wasser versetzt (10 mL) und mit EE (4x 10 mL) extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im 

Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (2:1)) 

gereinigt.  

Ausbeute: 46 mg (85%) von (99) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 3.93 min., 95%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 9.22 (s, 1H), 8.71 (d, 3J = 5 Hz, 1H), 7.26 (d, 3J = 5 

Hz, 1H), 4.12 (q, 3J = 7 Hz, 2H), 3.99 (s, 2H), 1.20 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.   

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 168.3, 153.7, 146.3, 145.2, 138.7, 127.2, 61.8, 

39.0, 14.0 ppm. 

Ethyl-2-(3-aminopyridin-4-yl)-acetat (98)[240] 

 

Zu einer Lösung aus Ethyl-2-(3-nitropyridin-4-yl)-acetat (99) (46 mg, 0.22 mmol) in EtOH 

(2 mL) wird unter Argon-Atmosphäre Pd/C (9 mg) zugegeben. Die Suspension wird unter H2-

Atmosphäre 6 h bei RT gerührt, über Celite filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum 

entfernt.  

Ausbeute: 32 mg (80%) von (98) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 0.81 min., 96%.  

EI-MS: m/z = 180 [M]+. 
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1H-Pyrrolo-[2,3-c]-pyridin-2(3H)-on (94)[240] 

 

Eine Lösung aus Ethyl-2-(3-aminopyridin-4-yl)-acetat (98) (32 mg, 0.18 mmol) in 3M HCl-

Lösung (1 mL) wird 1 h bei 90°C gerührt. Die Reaktionslösung wird im Vakuum vom 

Lösungsmittel befreit.  

Ausbeute: 21 mg (91%) von (94) als roter Feststoff.  

HPLC: Rt = 0.71 min. 95%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 8.33 (s, 1H), 7.86 (d, 3J = 5 Hz, 1H), 7.52 (d, 3J = 5 

Hz, 1H), 3.22 (s, 2H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 164.6, 141.8, 129.9, 128.4, 124.1, 122.5, 62.9 ppm.  

EI-MS: m/z = 134 [M]+. 

3-(4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-2-methoxybenzyliden)-5-methoxyindolin-2-on 

(93a)[240] 

 

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-2-methoxybenzaldehyd (103a) (82 mg, 0.33 mmol) und  

5-Methoxyindolin-2-on (102) (51 mg, 0.33 mmol) werden in MeOH (1 mL) gelöst und mit 

einem Tropfen Piperidin versetzt. Die Reaktionslösung wird in der Mikrowelle 30 min. bei 

100°C gerührt und nach dem Abkühlen wird das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 98 mg (75%) von (93b) als roter Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 8.67 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.65 (d, 3

J = 8 Hz, 1H), 

7.20 (s, 1H), 6.71-6.64 (m, 2H), 6.50-6.44 (m, 1H), 4.11 (t, 3J = 6 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.62 

(s, 3H), 2.90 (t, 3
J = 6 Hz, 2H), 2.65 (q, 3

J = 7 Hz, 4H), 1.08 (t, 3
J = 7 Hz, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 170.7, 162.2, 159.9, 154.9, 135.2, 134.2, 130.9, 

125.8, 123.2, 116.5, 114.2, 110.2, 109.4, 105.2, 98.8, 66.5, 55.8, 55.6, 51.6, 47.8 (2x C), 11.5 
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(2x C) ppm.  

EI-MS: m/z = 396 [M]+. 

3-(4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-3-methoxybenzyliden)-5-methoxyindolin-2-on 

(93b)[240] 

 

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-3-methoxybenzaldehyd (103b) (77 mg, 0.31 mmol) und  

5-Methoxyindolin-2-on (102) (50 mg, 0.31 mmol) werden in MeOH (1 mL) gelöst und mit 

einem Tropfen Piperidin versetzt. Die Reaktionslösung wird in der Mikrowelle 30 min. bei 

100°C gerührt und nach dem Abkühlen wird das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 50 mg (41%) von (93b) als roter Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 9.03 (s, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.22-7.20 

(m, 1H), 7.14 (s, 1H), 6.92 (d, 3J = 8 Hz, 1H), 6.69-6.67 (m, 1H), 4.11 (t, 3J = 7 Hz, 2H), 3.83 

(s, 3H), 3.65 (s, 3H), 2.90 (t, 3
J = 7 Hz, 2H), 2.62 (q, 3

J = 7 Hz, 4H), 1.01 (t, 3
J = 7 Hz, 6H) 

ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 170.9, 155.0, 149.9, 149.2, 137.9, 135.6, 127.7, 

126.8, 123.4, 122.9, 115.9, 112.9, 112.6, 110.4, 109.9, 67.6, 56.1, 55.9, 51.6, 47.9 (2x C), 

11.7 (2x C) ppm.  

EI-MS: m/z = 396 [M]+. 
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3-(4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-benzyliden)-1H-pyrrolo-[2,3-c]-pyridin-2(3H)-on 

(92)[240] 

 

4-(2-(Diethylamino)-ethoxy)-benzaldehyd (95) (40 mg, 0.16 mmol) und 1H-Pyrrolo-[2,3-c]-

pyridin-2(3H)-on (94) (21 mg, 0.16 mmol) werden in MeOH (1 mL) gelöst und mit einem 

Tropfen Piperidin versetzt. Die Reaktionslösung wird in der Mikrowelle 30 min. bei 100°C 

gerührt und nach dem Abkühlen wird das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das 

Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CHCl3/MeOH (10:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 50 mg (40%) von (92) als roter Feststoff.  

1
H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz, 300 K): δ = 8.58 (s, 1H), 8.27-8.19 (m, 3H), 7.86-7.50 (m, 

2H), 7.17-7.10 (m, 2H), 4.28 (s (breit), 2H), 3.19-2.98 (m, 4H), 2.81 (s (breit), 2H), 1.24-

1.06 (m, 6H) ppm.  

13
C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz, 300 K): δ = 168.2, 161.1, 143.2, 142.7, 141.8, 141.7, 138.3, 

136.4, 135.4, 132.4, 127.9, 126.7, 122.1, 115.8, 56.0, 47.0 (2x C), 43.6, 10.6 (2x C) ppm.  

5.2.6 Synthese des Harnstoffs 

2,2-Diiodo-1-(4-nitrophenyl)-ethanol (118)[243] 

 

Eine wasserfreie Lösung aus Iodoform (121) (1181 mg, 3.00 mmol) in THF (3 mL) wird auf  

-78°C gekühlt. Zu der Lösung wird unter Argon eine Lösung aus iPrMgCl (119) in THF 

(1.5 mL, 3.00 mmol) zugegeben. Nach 10 min Rühren bei -78°C wird eine Lösung aus  

4-Nitrobenzaldehyd (120) (151 mg, 1.00 mmol) in THF (2 mL) langsam zugetropft. Die 

Reaktionslösung wird 1 h bei -78°C gerührt, mit NH4Cl-Lösung versetzt und mit DCM 

extrahiert (4x 20 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels 

Säulenchromatographie (CHCl3) gereinigt.  
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Ausbeute: 297 mg (71%) von (118) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 6.74 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 8.18-8.14 (m, 2H), 7.57-7.54 (m, 2H), 5.28 (d, 3

J = 

4 Hz, 1H), 4.76 (d, 3J = 4 Hz, 1H), ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 147.9, 145.8, 127.7 (2x C), 123.7 (2x C), 78.6, 

 -14.2 ppm.  

EI-MS: m/z = 419 [M]+. 

6, 7-Dimethyl-2-(4-nitrophenyl)-chinoxalin (115)[243] 

 

Zu einer Lösung aus 2, 2-Diiodo-1-(4-nitrophenyl)-ethanol (118) (297 mg, 0.71 mmol) in 

DMSO (5 mL) wird IBX (297 mg, 1.06 mmol) gegeben. Die Reaktionslösung wird 20 h bei 

RT gerührt und anschließend 24 h bei 50°C. Nach der Zugabe von AcOH (0.3 mL) wird eine 

Lösung von 2,4-Dimethyl-2-aminoanilin (117) (97 mg, 0.71 mmol) in EtOH (1 mL) 

zugetropft. Die Reaktionslösung wird 1h bei 90°C gerührt, mit Wasser (20 mL) versetzt und 

mit DCM (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 

getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels 

Säulenchromatographie (CHCl3) gereinigt.  

Ausbeute: 158 mg (80%) von (115) als brauner Feststoff.  

HPLC: Rt = 7.18 min., 97%.  

EI-MS: m/z = 279 [M]+. 

4-(6, 7-Dimethylchinoxalin-2-yl)-anilin (111)[244] 

 

Zu einer Lösung aus 6, 7-Dimethyl-2-(4-nitrophenyl)-chinoxalin (115) (86 mg, 0.31 mmol) in 

EtOH (5 mL) wird AcOH (0.7 mL), Fe (103 mg, 1.85 mmol) und FeCl3 (50 mg, 0.31 mmol) 

zugegeben. Die Reaktionslösung wird 1 h bei 80°C gerührt, über Celite filtriert und mit EE  

(3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet 
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und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromato-

graphie (CHCl3/MeOH (15:1)) gereinigt.  

Ausbeute: 29 mg (77%) von (111) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 3.62 min., 95%.  

ESI-MS: m/z = 250 [M+H]+. 

1-(5-tert-Butylisoxazol-3-yl)-3-(4-(6, 7-dimethylchinoxalin-2-yl)-phenyl)-

harnstoff (110)[151]
 

 

Eine Lösung aus 3-Amino-tert-Butylisoxazol (113) (16 mg, 0.12 mmol) in Toluol (4 mL) 

wird auf -10°C abgekühlt und mit Triphosgen (114) (10 mg, 0.03 mmol) versetzt. Eine 

Lösung aus Triethylamin (12 mg, 0.12 mmol) in Toluol (1 mL) wird zugetropft und die 

Reaktionslösung 1 h bei RT gerührt. Zu dieser Reaktionslösung wird eine Lösung aus 4-(6, 7-

Dimethylchinoxalin-2-yl)-anilin (111) (29 mg, 0.12 mmol) in Toluol (2 mL) zugegeben. Die 

Reaktionslösung wird 15 h bei 110°C gerührt, mit Wasser (10 mL) versetzt und mit DCM  

(3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaHCO3-Lösung 

(3x 20 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Das Rohprodukt wird aus EtOH umkristallisiert.  

Ausbeute: 29 mg (77%) von (110) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 8.10 min., 95%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 9.60 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 9.09 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 

8.27 (s, 1H), 7.88 (m, 2H), 7.68 (m, 2H), 6.55 (s, 1H), 2.51 (s, 6H), 1.32 (s, 9H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 158.3, 151.2, 151.1, 140.9, 140.7, 140.4, 140.2, 

139.8, 130.3, 127.9 (4 x C), 127.7 (2x C), 118.6 (2x C), 118.4, 92.5, 19.8 (3x C), 19.7 (2x C) 

ppm.  

ESI-MS: m/z = 438 [M+Na]+. 

  

ON
HN

HN
O

N

N



   

   145 

5.2.7 Synthese der potentiellen Meprin-Inhibitoren 

Methyl-2-(3, 5-dimethylbenzylthio)-acetat (136) 

 

Methylmercaptoacetat (137) (54 mg, 0.51 mmol) und Triethylamin (102 mg, 1.01 mmol) 

werden in MeCN (2 mL) gelöst und mit einer Lösung aus 3, 5-Dimethylbenzylbromid (138) 

(100 mg, 0.51 mmol) versetzt. Die Reaktionslösung wird 1 h bei 80°C gerührt, mit Wasser 

(10 mL) versetzt und mit EE (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen  Phasen 

werden über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 103 mg (90%) von (136) als gelbes Öl.  

HPLC: Rt = 7.31 min., 95%. 

2-(3, 5-Dimethylbenzylthio)-essigsäure (126) 

 

Methyl-2-(3, 5-dimethylbenzylthio)-acetat (136) (103 mg, 0.46 mmol) wird in Dioxan/ 

Wasser (3 mL/1 mL) gelöst und mit KOH (257 mg, 4.60 mmol) versetzt. Die 

Reaktionslösung wird 12 h bei 75°C gerührt, mit Wasser (10 mL) versetzt und mit 2N HCl 

auf pH = 2 gebracht. Die wässrige Phase wird mit DCM (3x 20 mL) extrahiert, über MgSO4 

getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt.  

Ausbeute: 81 mg (84%) von (126) als gelber Feststoff.  

HPLC: Rt = 5.69 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 10.81 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 6.79 (s, 

1H), 3.63 (s, 2H), 3.03 (s, 2H), 2.33 (s, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 176.8, 138.2 (2x C), 136.7, 129.1, 127.2, 127.0, 

36.4, 32.2, 21.2, 20.8 ppm.  

EI-MS: m/z = 210 [M]+. 
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2-(3, 5-Dimethylbenzylthio)-N-hydroxyacetamid (133) 

 

Zu einer Lösung aus 2-(3, 5-Dimethylbenzylthio)-essigsäure (126) (204 mg, 0.97 mmol), 

PyBOP (505 mg, 0.97 mmol) und TEA (294 mg, 2.91 mmol) in DCM (10 mL) wird 

Hydroxylaminhydrochlorid (139) (70 mg, 1.00 mmol) zugegeben und 48 h bei RT gerührt. 

Die Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt (20 mL) und mit EE extrahiert (3x 20 mL). Die 

vereinigten organischen Phasen werden mit 0.1M HCl-Lösung (3x 50 mL) und  

ges. NaCl-Lösung (3x 50 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird gereinigt durch eine reversed phase 

Chromatographie. 

Ausbeute: 181 mg (83%) von (133) als farbloser Feststoff.  

HPLC: Rt = 3.69 min., 98%.  

1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz, 300 K): δ = 6.90-6.86 (m, 3H), 3.70 (s, 2H), 3.12 (s, 2H), 2.29 

(s, 6H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 75 MHz, 300 K): δ = 168.2, 138.7 (2x C), 136.8, 129.1, 127.2 (2x C), 

36.7, 32.5, 21.0 (2x C) ppm.  

ESI-MS: m/z = 248 [M+Na]+. 

tert-Butyl-2-(3, 5-dimethylbenzylamino)-acetat (141) 

 

Glycin-tert-Butylesterhydrochlorid (143) (106 mg, 0.63 mmol) und 3, 5-

Dimethylbenzaldehyd (144) (50 mg, 0.37 mmol) werden in abs. MeOH gelöst und mit 

NaOAc (52 mg, 0.63 mmol) versetzt. Zu der Lösung wird Molsieb gegeben und 15 min. 

geschüttelt. Zu der Lösung wird NaCNBH3 (40 mg, 0.63 mmol) portionsweise über einen 

Zeitraum von 2 h zugegeben und die Reaktionslösung bei RT geschüttelt. Das Molsieb wird 

filtriert, die Reaktionslösung mit Wasser vesetzt (10 mL) und mit EE (3x 10 mL) extrahiert, 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird 

mittels Säulenchromatographie (CH/EE (3:1)) gereinigt. 

Ausbeute: 51 mg (55%) von (141) als farbloses Öl.  
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HPLC: Rt = 2.59 min., 78%.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 6.87 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 3.65 (s, 2H), 

3.23 (s, 2H), 2.23 (s, 6H), 1.40 (s, 9H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 166.9, 139.0, 138.0, 128.8 (2x C), 126.2 (2x C), 

81.2, 53.4, 50.8, 28.4 (3x C), 21.2 (2x C) ppm.  

1-(3, 5-Dimethylbenzyl)-3-propylimidazolidin-2,4-dion (145) 

 

Amin (141) (49 mg, 0.20 mmol) wird in abs. DMF gelöst und mit Cs2CO3 (71 mg, 

0.22 mmol) versetzt. Nach 10 min. Rühren wird zu der Suspension eine Lösung aus 

Propylisocyanat (142) (17 mg, 0.20 mmol) in abs. DMF zugetropft und die Reaktionslösung 

4 h bei RT gerührt. Die Reaktionslösung wird mit Wasser versetzt (10 mL) und mit EE  

(3x 10 mL) extrahiert, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Das Rohprodukt wird mittels Säulenchromatographie (CH/EE (1:1)) gereinigt. 

Ausbeute: 27 mg (52%) von (145) als farbloser Feststoff.  

1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K): δ = 6.96 (s, 1H), 6.87 (s, 2H), 4.50 (s, 2H), 3.73 (s, 2H), 

3.53 (t, 3J = 5 Hz, 2H), 2.32 (s, 6H), 1.70 (m, 2H), 0.96 (t, 3J = 7 Hz, 3H) ppm.  

13
C-NMR (CDCl3, 125 MHz, 300 K): δ = 170.1, 156.9, 138.7, 135.4, 129.8 (2x C), 125.9 

(2x C), 49.0, 46.6, 40.7, 21.4 (2x C), 21.2, 11.2 ppm.  

EI-MS: m/z = 260 [M]+. 
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5.3 Beschreibung der Assays 

γ-Sekretase-Assays 

Die γ-Sekretase-Aktivität der Substanzen wurde anhand eines zellulären LPECL-Assays 

bestimmt. Als Zelllinie dienten tranfizierte humane Neuroglioma-H4-Zellen, die humanen 

Wildtyp-APP überexprimieren. Die biotinylierten Aβ spezifischen Antikörper 6E10 oder 4G8 

(Signet Laboratories) werden als Capture-Antikörper für die N-terminale Sequenz verwendet. 

Für die C-terminale Sequenz werden die spezifischen Antikörper BAP15, BAP24 und BAP29 

verwendet, die elektrochemiluminiszent markiert sind. Die zu testenden Substanzen werden in 

DMSO gelöst und mit Zellkulturmedium zu der gewünschten Konzentration verdünnt. 100 µL 

dieser Lösung werden zu den Zellen gegeben, die 20-24 h bei 37°C inkubiert werden. M-280 

paramagnetische Eisenkügelchen werden mit der Assay-Pufferlösung verdünnt (50 mM Tris, 

60 mM NaCl, 0.5% BSA und 1% Tween-20, pH 7.4). 50 µL des aufbereiteten 

Zellkulturmediums werden mit 50 µL der M-280 enthaltenden Pufferlösung und 25 µL der 

Antikörper-Lösung versetzt. Dabei werden die folgenden Antikörper verwendet: 6E10-bio 

und BAP29-TAG zur Detektion von Aβ38, 6E10-bio und BAP24-TAG zur Detektion von 

Aβ40, 6E10-bio und BAP15-TAG zur Detektion von Aβ42 und 4G8-bio und 6E10-TAG zur 

Detektion von Aβ gesamt. Die Lösung wird auf ein Volumen von 250 µL aufgefüllt und 3 h 

bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert. Um standardisierte Kurven zu generieren, werden 

synthetische Aβ38, Aβ40 und Aβ42-Peptide verwendet (Bachem). Die Aβ-Peptide werden in 

DMSO (1mg/mL) gelöst und die Aliquots bei -80°C gelagert. Unmittelbar vor der 

Verwendung werden sie in Zellkulturmedium (16-2000 pg/mL) verdünnt. Die 

Elektrochemilumineszenz wird mit einem M8-Analyzer (Bioversis) gemessen. IC50/EC50-

Werte werden mit Hilfe der Software GraphPad Prism bestimmt. 

Die γ-Sekretase-Aktivität der Substanzen wurde anhand eines zellulären ELISA-Assays 

bestimmt. Als Zelllinie dienten CHO-Zellen, die humanen Wildtyp-APP und PSEN1 

überexprimieren (in DMEM mit Zusatz von 10% FBS). Die Zellen werden in einer 

Mikrotiterplatte mit 96 wells mit verschiedenen Konzentrationen des potentiellen GSM bzw. 

DMSO als Kontrolle versetzt (jeweils als Triplikat). Die Mikrotiterplatte mit den enthaltenen 

behandelten Zellen wird 24 h inkubiert und die Zellkulturüberstände im Anschluss via ELISA 

analysiert. Der monoklonale Antikörper IC16 (1:250 in PBS, pH 7.2) dient als Capture-

Antikörper. Um standardisierte Kurven zu generieren, werden synthetische Aβ38, Aβ40 und 

Aβ42-Peptide verwendet (JPT Peptide Technologies). Die Aβ-Peptide werden in DMSO 

(1mg/mL) gelöst und die Aliquots bei -80°C gelagert. Eine Mikrotiterplatte mit 96 wells wird 
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mit dem Capture-Antikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Entfernen von 

überschüssigem Antikörper werden die aufbereiteten Proben (20 µL für die Detektion von 

Aβ40, 120 µL für die Detektion von Aβ42, 70 µL für die Detektion von Aβ38) sowie die frisch 

gelösten Aβ-Peptid-Standards (125-6000 pg/mL in PBS mit Zusatz von 0.05% Tween-20 und 

1% BSA) zugegeben. Im Anschluss werden die spezifischen Sekundärantikörper für Aβ38, 

Aβ40 und Aβ42 (markiert mit Meerretichperoxidase (HRP), Pierce EZ-LinkTM Plus Activated 

Peroxidase Kit, Thermo Fisher Scientific) für die C-terminale Detektion in PBS (0.05% 

Tween-20, 1% BSA) gelöst und zu jedem well hinzugefügt und über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Die Platten werden dreimal mit PBS (0.05% Tween-20, 1% BSA) und anschließend einmal 

mit reinem PBS gewaschen. Nach der Zugabe von 50 µL TMB (Thermo Fisher Scientific) zur 

HRP-Detektion wird erneut 1-10 min. bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wird durch 

die Zugabe von 50 µL 2 M H2SO4 gestoppt und die Absorption mit einem Paradigm 

Mikroplatten-Reader (Beckman Coulter) bei 450 nm gemessen. Der Durchschnitt der 

Triplikat-Messungen jeder Substanz-konzentration wird bestimmt. Die IC50/EC50-Werte 

werden durch eine nicht-lineare Kurvenanpassung aus sechs bis acht verschiedenen 

Konzentrationen der Substanz aus zwei bis drei unabhängigen Experimenten bestimmt. Die 

statistische Analyse erfolgt mit dem Programm GraphPad Prism. 

FLT3-Assay 

Die Aktivität auf die Kinase FLT3 wird bei der Firma Cerep gemessen. Die Quantifizierung 

erfolgt über die Phosphorylierung des Substrats Ulight-CAGAGAIETDKEYYTVKD (JAK1) 

mit der Detektionsmethode LANCE. Als Referenzverbindung wird der multi-Kinase-Inhibitor 

Staurosporin verwendet. Es wird ein humanes rekombinantes Enzym benutzt, das in 

Insektenzellen exprimiert wird. Die Testsubstanz, die Referenzverbindung oder Wasser (als 

Kontrolle) werden zu dem Enzym (0.252 ng) gegeben in eine Pufferlösung bestehend aus: 

40 mM Hepes/Tris (pH 7.4), 0.8 mM EGTA/Tris, 8 mM MgCl2, 1.6 mM DTT und 

0.008% Tween-20. Im Anschluss wird die Reaktion durch die Zugabe von 100 nM des 

Substrats JAK1 und 200 nM ATP gestartet und für 90 min. bei RT inkubiert. Anschließend 

wird die Reaktion durch die Zugabe von 13 mM EDTA gestoppt. Nach 5 min. wird der 

Antikörper anti-phospho-PT66 (markiert mit Europium) zugegeben. Nach weiteren 

60 Minuten wird der Fluoreszenztransfer (λex = 337 nm, λem = 620 nm, λem = 665 nm) mit 

einem Mikrotiterplatten Reader (Envision, Perkin Elmer) bestimmt. Das Ergebnis wird 

prozentual in Bezug auf die Referenzverbindung Staurosporin angegeben.  
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Meprin β-Assay 

HEK293T-Zellen (in DMEM mit Zusatz von 10% FBS, 1 mM Natriumpyruvat, 

100 Einheiten/mL Penicillin und 100 µg/mL Streptomycin, Invitrogen) mit stabiler APP695 

Expression wurden mittels Calcium-Phosphat Transfektion mit Meprin β-pLHCX transfiziert 

(bei 37°C, 5% CO2). Die Zellen werden mit den Testsubstanzen in verschiedenen 

Konzentrationen in frischem Zellkulturmedium (DMSO als Kontrolle) über Nacht inkubiert. 

Die Auswertung des Assays erfolgt über Western Blotting. Dabei wird die Expression von 

APP, Meprin-β, der Aβ-Peptide und Tubulin zur Kontrolle untersucht. Für die Analyse von 

APP und Meprin β werden Zelllysate, für die Analyse von Aβ der Zellüberstand verwendet. 

Die Auftrennung der Proteine erfolgt über SDS-PAGE. Die hierbei verwendete Pufferlösung 

besteht aus: 1 M (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure, 1 M Tris, 69.3 mM 

Natriumlaurylsulfat, 20.5 mM EDTA und Wasser. Als Trenngel wird ein selbst hergestelltes 

Gel auf Polyacrylamid-Basis (30% Acrylamid, 1.6 M Bis Tris, Wasser, 10% APS, TEMED) 

verwendet. Für die Aufrennung von APP und Meprin β wird ein 10%iges Acrylamid-Gel, für 

die Auftrennung von Aβ ein 14%iges Acrylamid-Gel verwendet. Im Anschluss werden die 

Proteine auf eine Nitrocellulosemembran bzw. für Aβ auf eine PVDF-Membran 

(Transferpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris-Base, 20% Methanol, Wasser) über einen 

Zeitraum von 1.5 h bei 70 V mit einem Mini-Trans-Blot Elektrophorese Transfer Zellsystem 

(BioRad) transferiert. Anschließend wird die Membran mit TBST (5% Milchpulver) 

60 Minuten bei RT behandelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Zur 

Immunodetektion werden die Blots in einer entsprechend verdünnten Lösung des 

Primärantikörpers (PAK) in TBST (5% Milchpulver) bei 4°C über Nacht inkubiert. Die 

Membran wird dreimal für zehn Minuten mit TBST gewaschen und im Anschluss mit einer 

Lösung des Sekundärantikörpers (SAK) in TBST (5% Milchpulver) behandelt und 1 h 

inkubiert. Nach dem erneuten Waschen mit TBST werden die Sekundärantikörper via 

Chemilumineszenz mit dem Substrat Immobilon (Millipore) mit einem Fuji LAS-3000 

(Fujifilm) detektiert. Folgende Antikörper wurden verwendet: Meprin β: Mep1b (1:2000 in 

5% Milchpulver/TBST, R&D Systems), donkey-anti-goat (1:3000 in 5% Milchpulver/TBST, 

Sigma-Aldrich), APP: 9E10 (1:300 in TBST, aus Hybridoma-Zelllinie), donkey-anti-mouse 

(1:3000 in 5% Milchpulver/TBST, Sigma-Aldrich), Tubulin: Tubulin (1:5000 in TBST, 

Sigma-Aldrich), donkey-anti-mouse (1:3000 in 5% Milchpulver/TBST), Aβ: 6E10 (1:1000 in 

TBS, Covance), donkey-anti-mouse (1:3000 in 5% Milchpulver/TBST). 
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