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A. Neue Indolderivate als FLT3-Inhibitoren
1. Einleitung *
1.1. Krebs

In Deutschland starben 2014 insgesamt 868 356 Menschen (422 225 Manner und 446 131
Frauen), Uber ein Viertel davon (121 766 Manner und 101 992 Frauen) an den Folgen von
Krebs [1]. Krebs ist somit in Deutschland neben den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
haufigste Todesursache (Abbildung 1). Ein entscheidender Einflussfaktor hierfir ist die
Veranderung im Altersaufbau der Bevélkerung (Zunahme des Anteils dlterer Menschen an

der Bevolkerung) [2].

Zurzeit gibt es in Deutschland etwa vier bis funf Millionen Krebskranke, wobei jahrlich ca.
500 000 Menschen neu erkranken. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 69.5 Jahren [2].
Bei Mannern dominieren dabei bdsartige Neubildungen der Verdauungsorgane und
Atmungsorgane, wahrend bei Frauen der Brustdrisenkrebs neben den bdsartigen

Neubildungen der Verdauungsorgane haufigste Todesursache ist [1].

H Verdauungssystem
4.4

H Atmungssystem,
6.7

Abbildung 1 . Haufigste Todesursachen in Deutschland 2014 [1].

Die Prognose fiir 2016 lautet laut Robert-Koch-Institut, dass ca. 498 700 Menschen neu an
Krebs erkranken, davon 13 700 an Leukémie und ein Viertel davon an akuter myeloischer
Leukamie (AML) [2].

1 Dieses Kapitel ist eine akutalisierte und Uberarbeitete Version von Kapitel I.1. der Masterarbeit von B.
Streifinger, 2010 [93].

[ 1
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1.2.  Akute Myeloische Leukamie
1.2.1. Hamatopoese

Das menschliche Blut setzt sich aus einer Vielzahl von Zelltypen zusammen, deren
Aufgaben vom Sauerstofftransport bis hin zur Antikérperbildung und Immunabwehr reichen.
Obwohl die Zellen unterschiedlich in Funktion, Morphologie und Aufbau sind, haben sie
dennoch Gemeinsamkeiten. Zum Beispiel kennzeichnet sie alle eine begrenzte Lebensdauer
und dass sie aus gemeinsamen Vorlaufer-Stammzellen, sogenannten multipotenten
Stammzellen entstehen. Diese bilden die verschiedenen Blutzellen bis zum Tod eines

Menschen in seinem Knochenmark immer wieder neu (Abbildung 2).

X
5 ‘ B- Lymphozyt
/ -

@ —_— —)ﬁ T- Lymphozyt

/ Lymphoide \ 4
: Vorlauferzelle 0‘3 NK-Zelle
N\
@o — @ '
«
C —@®— ‘

Hamatopoetische Multipotente
Stammzelle Vorlauferzelle
Myeloide Vorlauferzelle

Vorlauferzelle d. Erythrozyten

<] VN
l ®_

Monozyt Makrophage

Erythrozyten

Eosinophil

d Neutrophil
Basophil

; Fahigkeit zur Selbsterneuerung
Abbildung 2 . Schematische Darstellung der Hamatopoese in Anlehnung an Referenz [3].

Pluripotente Stammzellen sind unbegrenzt teilungsfahig und entwickeln sich je nach
einwirkendem Differenzierungssignal zu verschiedenen reifen Blutzellen, wobei ihr
Uberleben bzw. ihre Vermehrung sowohl vom Kontakt zur Bindegewebsmatrix im
Knochenmark, als auch vom Einwirken von Wachstumsfaktoren (CSFs, Colony Stimulating
Factors) abhangig ist. Diese Wachstumsfaktoren sind auch fir den Differenzierungsweg der
Vorlauferzellen zustandig und legen so die Laufbahn entweder auf die lymphatische oder
myeloische Linie fest. Aus den lymphatischen Zellen werden im weiteren Reifungsprozess
die T- und B-Lymphozyten, also die Zellen, die fur die Immunabwehr verantwortlich sind. Die

Zellen aus der myeloischen Linie differenzieren sich zu Erythroblasten (Vorlaufer der
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Erythrozyten), Makrophagen und Granulozyten (z. B. Eosinophil, Basophil, Neutrophil).
Normale hamatopoetische Vorlauferzellen adharieren an Zellmatrixproteine oder
immobilisierte Zytokine, um somit im Knochenmark gehalten zu werden, wo ihre Proliferation
und Differenzierung unter exogener Kontrolle steht. Erst die spateren Vorlauferzellen
verlassen das Knochenmark und reifen extramedulléar (auRerhalb des Knochenmarks) weiter
[4-6].

1.2.2. Leukamie

Leukdmien sind Erkrankungen des blutbildenden Systems, die zu genetischen
Veranderungen innerhalb pluripotenter hamatopoetischer Stammzellen flhren [4]. Diese
verlieren ihre Fahigkeit zur Differenzierung in funktionstichtige Granulozyten und
Monozyten, wodurch ihr unkontrolliertes Wachstum zur Verdrangung der normalen
Hamatopoese (Abbildung 3) fuhrt. Bei funktionsfahigen Blutzellen fihrt dieser Mangel zu

Anamie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie [7].

Man unterscheidet generell zwei Arten von Leukamien: Die chronische und die akute
Leukdmie. Nach der WHO (World Health Organization)-Klassifikation [7] ist eine akute
Leukdmie bei einem Blastenanteil von Uber 20% im Knochenmark gegeben [8]. Akute
Leukdmien gelten als besonders aggressive Krebserkrankungen und fihren ohne
Behandlung binnen weniger Wochen zum Tod. Demgegeniiber stehen weniger aggressive

Formen, wie die chronischen Leukdmien, die Gber mehrere Jahre verlaufen kénnen [9].

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist die haufigste Subform akuter Leukamien im
Erwachsenenalter und macht ca. 80-90% aller Falle aus [10]. Die Inzidenz der Erkrankung
liegt bei 3.7/200 000 Einwohner und steigt mit dem Lebensalter kontinuierlich an, wobei das

mediane Alter bei der Diagnose bei 70 Jahren liegt [7].

1.2.3. Risikofaktoren fur AML

Uber die genauen Ursachen der Entstehung von Leukamien herrscht derzeit noch
Ungewissheit. Durch epidemiologische Untersuchungen konnten jedoch verschiedene
Faktoren, die als Ausloser der AML gelten, identifiziert werden. Solche Umweltfaktoren wie
chemische Karzinogene (z. B. Benzol) oder inhalativer Nikotinkonsum sind mit einem
erhohten Risiko der Erkrankung assoziiert. Aber auch die Exposition gegeniuber

ionisierenden Strahlen soll einen wesentlichen Risikofaktor darstellen [7, 11].

Der Uberwiegende Teil der Erkrankung entsteht jedoch durch Noxen (lat. noxa ,Schaden®) im
Leben eines betroffenen Individuums. Lediglich ein kleiner Prozentsatz ist erblich bedingt
[10].
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1.2.4. Pathogenese der AML

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist unter anderem durch eine deregulierte
Proliferation in der Hamatopoese (Abbildung 3) charakterisiert. Dazu gibt es zwei
grundlegende Theorien: 1) Die leukdmische Transformation kann in jeglicher Stufe der
Hamatopoese, also zwischen Stammzelle und myeloischer oder lymphoider Vorlauferzelle
stattfinden [12] bzw. 2) Die AML kann ausschlie3lich aus der multipotenten Stammzelle
entstehen [12].

Durch Mutationen im Tyrosinkinaseweg kommt es zu einer gestdrten Differenzierung und
Proliferation [10], wodurch die damit verbundenen Transformationen zur Entstehung von
Leukamie fuhren. Solche chromosomalen Translokationen wie t(15;17), inv(16) oder t(8;21)
[8] beinhalten Transkriptionsfaktoren fir kodierende Gene. Das fiht zu sogenannten
Fusionsproteinen. Diese storen wiederum die normale Differenzierung der h&matopoetischen

Stammzellen.
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Abbildung 3 . Darstellung der Hamatopoese bei AML in Anlehnung an Deshpande et al. [13].
In der normalen Hamatopoese und somit auch in der Leukdamogenese spielt der FLT3-

Rezeptor (FMS-like tyrosine kinase 3) eine wichtige Rolle, da er hauptsichlich in
myeloischen und lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark, Thymus und den
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Lymphknoten exprimiert wird [14-16]. Mit zunehmender Differenzierung der Zellen in den

verschiedenen hamatopoetischen Linien geht die FLT3-Expression verloren [17].

1.3 Rezeptortyrosinkinase FLT3

FLT3, auch als FLK-2 (fetal liver kinase-2) oder STK-1 (human stem cell kinase-1) bekannt,
wurde 1991 unabhangig voneinander von zwei Arbeitsgruppen kloniert [14, 18]. FLT3 gehort
wie PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor), KIT (Stammzellfaktor Rezeptor) und
FMS (Fibroblast-Macrophage Stimulating Factor) zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen Ill.
Diese zeichnen sich durch gemeinsame Merkmale aus [17]. Sie besitzen eine extrazellulare
Doméne, die aus funf Immunglobulin-dhnlichen Doménen besteht, und eine
Transmembrandomane (TMD), der sich intrazellular die sogenannte Juxtamembrandoméne
(JM) und eine geteilte Tyrosinkinasedomane (TKD) anschlie3en. Der Rezeptor endet mit der
carboxyterminalen Domane. In der N-terminalen Kinasedoméane (TKD1) ist die ATP-
Bindungstasche lokalisiert, wahrend sich in der C-terminalen Kinasedomane (TKD2) die
Aktivierungsschleife befindet (Abbildung 4) [19, 20].

= FLT3-Ligand

Immunglobulindoméne

Transmembrandomane (TMD)
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Juxtamembrandomane (JM)

Tyrosin Kinasedomane 1 (TKD1)
Kinase Insert (KI)

Tyrosin Kinasedoméne 2 (TKD2)
Aktivierungsschleife

C-Terminus

Abbildung 4 . Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors mit gebundenem FLT3-Liganden (FL) in
Anlehnung an Annesley et al. [21].

In der inaktiven Konformation liegt die Aktivierungsschleife zwischen N- und C-terminaler
Kinasedomane (TKD2) und blockiert sowohl die Bindestelle fur ATP als auch die des
Rezeptors fir das Substrat. Nach der Aktivierung des Rezeptors durch Bindung seines

Liganden (FL) nimmt der Rezeptor die offene Konformation ein und erméglicht die Bindung
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von ATP und Substrat (Abbildung 5) [19]. Die daraus resultierende Autophosphorylierung

des Tyrosins-842 stabilisiert diese Konformation.

Die katalytisch aktiven Aminosauren beider Schleifen (loops) kdonnen durch Rotation des ,N-
loops” in Richtung des ,,C-Loops” in der katalytisch aktiven Konformation in rAumliche Nahe
gebracht werden. Zusatzlich ist die Offnung der Aktivierungsschleife durch die JM-Doméane
sterisch blockiert, wodurch diese einen autoinhibitorischen Effekt auf die katalytische Aktivitat
der Kinase ausibt. Eine Rotation der N-terminalen Kinasedoméne in Richtung der C-
terminalen wird somit verhindert, und der Rezeptor bleibt in seiner inaktiven Konformation
[19, 22].

Durch die extrazellulare Bindung des FLT3-Liganden (FL) wird die Aktivierung des Rezeptors
initiiert, was in der JM-Domane zur Dimerisierung des Rezeptors und der
Transphosphorylierung der Tyrosinreste 589 und 591 (Y589, Y591) fihrt. Durch diese
Konformations&nderung verliert die JM-Doméne ihre autoinhibitorische Funktion. Durch
negative Modulation durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen werden die phosphorylierten
Tyrosinreste 589 und 591 wieder dephosphoryliert, und die JM-Domane kann wieder ihre
autoinhibitorische Konformation annehmen. Mutationen in der JM-Doméne kénnen daher
zum Verlust dieser autoinhibitorischen Funktion fuhren, was in einer konstitutiv aktiven

Kinase resultieren kann [22].

1.3.1 Signaltransduktionsweg des FLT3-Rezeptors

Der allgemeine Aktivierungsmechanismus von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) unterteilt sich
in drei Schritte (Abbildung 5):

a) Bindung des Liganden, b) Dimerisierung und c¢) Autophosphorylierung des Rezeptors.

a) Die meisten RTKs liegen in der Plasmamembran unstimuliert als Monomere vor (durch
Autoinhibierung deaktiviert). Erst nach extrazellularer Bindung des Liganden induziert dieser
eine Homo- bzw. Heterodimerisierung des Rezeptors [22] (b). Diese Dimerisierung fuhrt zur
Konformationsénderung der Aktivierungsschleife. Das ermdglicht die Autophosphorylierung
des Rezeptors an spezifischen Tyrosinresten in der JM-Doméane und KD (Kinasedomanen).
c) Aufgrund der Phosphorylierung wird die offene Konformation der Aktivierungsschleife
stabilisiert, sie kann somit ebenfalls als Bindungsstelle fir Effektorproteine dienen. Dies fuhrt

zu einer intrazellularen Signalweiterleitung [17, 19].
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Abbildung 5 . FLT3-Signaltransduktionsweg mittels Ligandenbindung, Dimerisierung und
anschlielender Autophosphorylierung in Anlehnung an Stirewalt et al. [17].

1.3.2 Mutationstypen des FLT3-Rezeptors

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine schwerwiegende Erkrankung, deren Therapie
mit den gegenwartig verfligbaren etablierten Verfahren nur bei einem Teil der Patienten
erfolgreich ist. Ansatzpunkte fur neue Therapien bieten molekulare Aberrationen in AML
Zellen. Mutationen im Gen fur FLT3 (Abbildung 6) gehtren zu den héaufigsten bisher
identifizierten genetischen L&asionen [23, 24].

1. FLT3-ITD-Mutationen in der JM-Doméane wurden erstmals 1996 von Nakao et al. [24]
in 20-25% der Patienten mit AML beobachtet [24, 25]. FLT3-ITDs (Interne Tandem-
Duplikationen) variieren in ihrer Lokalisation und Lange von 3 bis 400 Basenpaaren und
behalten durch die Insertion in der ,head-to-tail* Orientierung den Leserrahmen bei. ITD-

Mutationen verursachen somit eine konstitutive Aktivierung des FLT3-Rezeptors [24, 26, 27].

2. Missense-Punktmutationen in der Aktivierungsschleife der Kinase-Doméane (FLT3-
TKD) treten bei 7% der Patienten mit AML auf [27-30]. Am haufigsten betroffen ist ein
Aspartat (Asp, D) an Position 835, welches meist durch Tyrosin substituiert wird. Daneben
sind auch Substitutionen von D835 zu Histidin (His, H), Valin (Val, V) und Glutamat (Glu, E)
beschrieben [31]. Weitere identifizierte Mutationen in der Aktivierungsschleife sind Y842C
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[32] (Ersatz von Tyrosin durch Cystein), sowie der Verlust oder die Substitution von Isoleucin
an Position 836 (FLT3-1le836del) [32] oder (FLT3-1le836M+R) [33].

Obwohl beide Mutationen (FLT3-ITD [34] und FLT3-TKD (Tyrosinkinasedomane) zur
konstitutiven Autophosphorylierung des Rezeptors, sowie zur Ligand-unabhangigen
Proliferation fiihren, zeigen beide Mutationen Unterschiede im Signalverhalten und ihrem
Transformationspotential [35]. Neben den oben beschriebenen Mutationen (FLT3-ITD und
FLT3-TKD) wurden in einigen AML-Fallen auch Punktmutationen in der JM-Doméane (FLT3-
JM-PM) [36] und auch ITD-Mutationen auf3erhalb der IM-Domane [37] identifiziert.
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Abbildung 6 . Darstellung mdglicher Mutationstypen des FLT3-Rezeptors in Anlehnung an Annesley
et al. [21].

1.4 Behandlungsmethoden

Fir alle Krebsarten zusammengefasst, liegt die Heilungsrate bei Krebs derzeit bei 30-40%
[38]. Es ist bis heute in der Medizin nicht mdglich, Krebszellen wieder in normale Zellen
zurlck zu fuohren. Es bleiben somit nur die Behandlungsmethoden, die das Wachstum der
Krebszellen hemmen oder diese vernichten [39]. Da es jedoch viele verschiedene Arten von
Krebs gibt, sind auch ganz unterschiedliche Herangehensweisen bei der Behandlung
erforderlich. Die drei Saulen der Krebstherapie sind aber nach wie vor Operation,
Bestrahlung und Chemotherapie [39], wobei meistens eine Kombination verschiedener
Therapien zum Einsatz kommt. Auf allen drei Gebieten wurden in den letzten Jahrzehnten
deutliche Fortschritte erzielt, sodass sich auch die Uberlebenschancen der Patienten

verbessert haben.
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Die vollstdndige operative Entfernung des Tumors ist oftmals die Grundlage einer
erfolgreichen Krebstherapie. Meist kommen aber ergénzend weitere Therapien hinzu: 1) Bei
der Strahlentherapie werden meist sehr kurzwellige intensive Gammastrahlen und
Rontgenstrahlen benutzt, um Krebszellen zu zerstéren. Dies kann in Form einer
unterstitzenden (neoadjuvanten) Therapie vor einer Operation zur Verkleinerung des
Tumors erfolgen oder auch nach (adjuvant) einer Operation, um noch verbliebene
Krebszellen abzutdten. 2) Bei einer Chemotherapie werden Zellgifte, sogenannte Zytostatika
verabreicht, die die Zellvermehrung hemmen. Sie werden Uber das Blut im gesamten Kérper
verteilt. Dies ist durchaus erwinscht, um auch eventuell angesiedelte Krebszellen
(Metastasen) zu erreichen. Meist werden heute verschiedene Mittel kombiniert, um eine
Resistenzbildung des Tumors zu verhindern. Da die Zellgifte auch gesunde Zellen
schadigen, besonders solche, die sich haufig teilen, kommt es dabei zu verschiedenen
Nebenwirkungen wie Blutarmut, Haarausfall, Entziindungen der Mundschleimhaut, Ubelkeit
und Erbrechen [40].

1.4.1 Behandlungsmethoden der AML

Behandelt man AML nicht, fiihrt diese aggressive Krebserkrankung binnen weniger Wochen
zum Tod der Patienten [9]. Ziel der AML-Therapie ist eine Eliminierung der malignen
Zellpopulationen und eine maglichst schnelle Wiederherstellung der normalen Hamatopoese.

Verschiedene Therapieansétze sind dabei mdglich und werden im Folgenden diskutiert:

1. Induktionstherapie: In diesem Therapiezyklus soll eine Knochenmarkaplasie und eine
deutliche Reduktion der leukédmischen Zellen erzielt werden [11]. Jedoch wird angenommen,
dass persistierende Zellen ,unentdeckt* bleiben und wieder zu einem Rezidiv
(Wiederauftreten)  fuhren  konnten. Diese sollen darauffolgend in  weiteren

Behandlungsphasen eradiziert (eliminiert) werden [11, 41].

2. Chemotherapie: Die héaufigste Behandlungsmethode bei AML ist hierbei die Gabe von
Cytarabin mit Anthrazyklinen [42]. Die Chemotherapie gliedert sich dabei in mehrere Zyklen,
die durch Intervalle voneinander getrennt sind. In diesen sollen sich gesunde Zellen
regenerieren konnen. Zur Beurteilung des Therapieerfolges wird in regelmafiigen Abstanden

z. B. das Knochenmark untersucht [41].

3. Allogene Stammzelltransplantation: Hierbei soll das erkrankte Knochenmark durch
gesundes ersetzt werden. Dies geschieht mittels eines passenden Spenders, dessen
gereinigte Blutstammzellen dem Patienten eingesetzt werden kdnnen. Diese Therapieform

ist jedoch erst nach Abtotung aller leuk&mischen Zellen und Blasten mdglich [11].
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Trotz intensiver Therapien ist die Prognose bei AML jedoch sehr schlecht. Die 5-Jahres
Uberlebensrate [43] bei Patienten, die jiinger als 60 Jahre sind, ist weniger als 40% und bei
alteren Patienten (> 60 Jahre) nicht mehr als 20% [42].

1.4.2 Behandlung alterer Menschen mit AML

Die AML des alteren Menschen, d.h. in einem Alter von Uber 60 Jahren, weist im Vergleich
zur Erkrankung des jungeren Menschen Besonderheiten auf. Es finden sich haufiger
sekundare Erkrankungen, sowie numerische und Hochrisikoaberrationen. Demgegenuber
treten seltener balancierte Translokationen und Niedrigrisikoaberrationen auf. Des Weiteren
findet man haufig eine Uberexpression des Resistenzgens MDR1 [44]. Dies alles fiihrt zu
einer vermehrten Therapierefraktaritdt und einer hohen Rezidivrate. Zusatzlich liegen oft
Begleiterkrankungen vor, und die therapieassoziierte Mortalitat ist hoher. Eine intensive
Therapie kann also oft nicht oder nur unvollstédndig durchgefiihrt werden. Das verschlechtert
die Prognose der alteren Patienten weiter. Gleichzeitig lassen sich altere Patienten aber
auch insbesondere anhand der Zytogenetik in Risikogruppen einteilen [45], sodass auch fir
diese Patienten ein stratifiziertes therapeutisches Vorgehen diskutiert wird. Es wird
vorgeschlagen, bei Aalteren Niedrig- und Standardrisikopatienten eine konventionelle
Induktionstherapie zu versuchen. Hochrisikopatienten, definiert durch die Zytogenetik, die
MDR1-Expression oder FLT3-Mutationen, sprechen hingegen sehr wahrscheinlich nicht auf
eine solche konventionelle Therapie an und sollten alternativen Therapieverfahren im

Rahmen von Studien zugefihrt werden [46].

1.4.3 Inhibition von FLT3 durch Tyrosinkinaseinhibi toren

Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass aktivierende FLT3-Mutationen, insbesondere vom
ITD-Typ, kausal an der Leukamogenese beteiligt sind und zur Proliferation und Apoptose-
Resistenz leukdmischer Blasten beitragen [47]. Hemmstoffe der Tyrosinkinase-Aktivitat von
FLT3 koénnen deshalb aussichtsreiche neue Wirkstoffe fur die Behandlung der AML sein.
Diesbeziglich wurde bereits eine Anzahl sehr potenter und teilweise auch selektiver FLT3-
Inhibitoren (FLT3i) entwickelt und charakterisiert [24]. Die meisten der potenziellen
Therapeutika, die sich gegenwartig in der Entwicklung befinden, sind direkte Inhibitoren des
FLT3-Rezeptors. Solche sogenannten ,small molecule drugs” werden in Monotherapie oder
in Kombination mit einer Chemotherapie untersucht, und es gibt Anzeichen dafir, dass
Inhibitoren von mutierter FLT3 fir die normale Hamatopoese weniger schadlich sind, als
DNA-interkalierende Chemotherapeutika [24, 48-50]. FLT3-Inhibitoren kdnnen in zwei
Klassen unterteilt werden, die erste und die zweite Generation (Abbildung 7). Die erste
Generation von FLT3i sind z. B. Midostaurin 1 (PKC412), Lestaurtinib (CEP-701) 2,



Einleitung |

Sorafenib (BAY 43-9006) 3, Semaxanib (SU5416) 4 und Sunitinib 5 (SU11248) [24, 49].
Inhibitoren dieser Generation werden auch als sogenannte Multi-Kinase-Inhibitoren
bezeichnet. Sie zeichnen sich durch ihre begrenzte Wirkdauer aus [49, 51, 52]. Die zweite
Generation von TKi gegen FLT3-ITD sollte sich daher in Selektivitat, Spezifitat und
Wirkdauer in der Behandlung von AML auszeichnen. Prominente Vertreter dieser Generation
sind Tandutinib (MLN518) 6 [49, 51], KW-2449 7 [49, 53, 54] und Quizartinib (AC 220) 8 [24,
49, 52].

1.4.4 Ubersicht von FLT3-Inhibitoren in der Einzelt  herapie

* Midostaurin (1): Dieses ,small molecule” hat die Phase 3 der klinischen Testung
erfolgreich abgeschlossen [55]. Midostaruin inhibiert mutiertes FLT3, wobei
Mutationen wie die Interne Tandem-Duplikation (FLT3-ITD) und die Punktmutationen
in der Tyrosinkinasedoméne des Molekils an den Positionen 835 und 836 gehemmt
werden [24]. Midostaurin (1) wurde von der FDA 2017 zur Behandlung von Patienten

mit neu diagnositizierter AML mit Mutationen zugelassen [56].

» Lestaurtinib (2): Lestaurtinib befindet sich in Phase 1/2 der klinischen Testung. Es
werden dabei Patienten mit rezidiver AML behandelt, wobei Lestaurtinib mutiertes
FLT3 inhibiert. Altere Patienten (> 70 Jahre) mit unbehandelter AML werden in Phase
2 mit Lestaurtinib behandelt. Lestaurtinib inhibiert sowohl FLT3 Wildtyp als auch
mutiertes FLT3 [24, 57, 58].

» Sorafenib (3): Der Tyrosinkinasehemmer Sorafenib befindet sich derzeit in der
klinischen Phase 1. Es werden Patienten mit rezidiver AML behandelt. Die Patienten
zeigen zwar ein Ansprechen, jedoch kann mit einer Monotherapie keine komplette
Remission erreicht werden [24, 59]. Sorafenib (Nexavar®) wurde bereits fir die
Therapie des Leberzellkarzinoms [60, 61] und des Nierenzellkarzinoms [60, 62, 63]

zugelassen.

* Semaxanib (4): Semaxanib hat die Phase 2 bei Patienten mit rezidiver AML oder
MDS (Myelodysplastisches Syndrom) abgeschlossen [64]. Semaxanib inhibiert
sowohl FLT3 Wildtyp als auch mutiertes FLT3 [24, 65].

* Sunitinib (5): Die erwarteten pharmakodynamischen und pharmakokinetischen
Effekte von Sunitinib wurden in einer Monotherapie der Phase 1 Studie in Patienten
mit AML bestétigt [24, 66]. Jedoch waren sowohl die Wirkstarke als auch die
Wirkdauer der Inhibierung der FLT3 Tyrosin-Phosphorylierung von der Dosis und den
Plasmaspiegeln abhéngig. Signifikante und anhaltende Inhibition (>24 h) der
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Phosphorylierung von FLT3-ITD und FLT3-WT konnte nur in Patienten mit einem
Plasmaspiegel >50 - 100 ng/ml beobachtet werden [24]. Sunitinib (Sutent®) wurde im
Juli 2006 in Europa zur Behandlung von Patienten mit Nierenzellkarzinomen [62]

sowie gastrointestinalen Stromatumoren zugelassen [67].

Tandutinib (6): In einer Phase 1 Studie bei AML Patienten mit FLT3-ITD Mutation
zeigte Tandutinib (6) bei 40% einen anti-leuk&mischen Effekt. Jedoch konnte keine
komplette Remission erreicht werden [51]. Eine Phase 2 Studie fur Patienten mit
AML, die fur eine Standard Induktionstherapie nicht geeignet waren, wurde nicht
durchgefiihrt (NCT00297921).

KW-2449 (7): KW-2449 wurde als FLT3-Inhibitor in Phase 1 bei AML Patienten
getestet. Die gewlinschte FLT3-Inhibition konnte bei vielen Patienten in der hdchsten
Dosis nicht erreicht werden. Aus diesem Grund wurde die weitere Entwicklung dieses
Inhibitors fir AML eingestellt [50].

Quizartinib 8 (AC220): Durch Screening einer Substanzbibliothek konnte dieser neue
FLT3-selektive Tyrosinkinaseinhibitor, ein Bisaryl-Harnstoffderivat identifiziert werden
[24, 52]. 8 (AC220) hat die Phase 1 bei Patienten mit rezidiver AML abgeschlossen,
gegenwartig lauft Phase 2 an. 8 (AC220) inhibiert sowohl FLT3-WT als auch
mutiertes FLT3 [24, 49]. Zusatzlich lauft fur 8 (AC220) die Vorbereitung fur die
klinische Phase 3 bei Behandlung von AML in Kombination mit Zytostatika
(NCT02039726). 8 (AC220) ist ein sogenannter Typ Il Tyrosinkinaseinhibitor, da er

die inaktive Konformation des FLT3-Rezeptors stabilisiert [68].

Crenolanib (9): 9 (Crenolanib) wurde urspriinglich als PDGFR Inhibitor entwickelt
[69]. Es zeigt jedoch vielversprechende Ergebnisse bei FLT3-ITD und FLT3-TKD
Mutationen, die gegen den Typ Il Tyrosinkinaseinhibitor 8 (AC220) resistent sind [70-
72]. 9 (Crenolanib) hat bereits die Phase 2 in rezidiver AML mit sekundaren FLT3-
Mutationen abgeschlossen (NCT01522469).
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Abbildung 7 . Ubersicht bekannter FLT3- und Kinase-Inhibitoren.

Trotz 50-90% kompletter Remission nach Primartherapie [73], erleidet der Grof3teil der
Patienten von AML einen Ruckfall. Diese Behandlungsmisserfolge konnen beispielsweise

durch Resistenzen verursacht werden.

Bei der Therapie von FLT3-ITD-positiven Patienten mit 1 (PKC412) [28] oder 8 (AC220) [74]
entstehen bei einem erheblichen Anteil der Patienten sekundéare FLT3-Mutationen, welche

kausal an der Leukdmogenese beteiligt sind [28]. Mutationen der FLT3-ITD in Positionen

13
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D835 und Y842, die sich in der Aktivierungsschleife befinden, im sogenannten ,gatekeeper
residue” F691 [74], oder Mutationen von FLT3 in N676 [75] fihren zu einer Verringerung
oder gar einem Verlust der Sensitivitat gegentiber 8 (AC220) [76]. Sperrige und hydrophobe
Substitutionen am D835 (D — Y / V /I / F) oder an Y842 (Y — C / H) verhindern die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Resten D835 und S838 [76]
(Abbildung 8). Solche Mutationen stabilisieren das Asp-Phe-Gly-[DFG]-Motiv in der aktiven,
so genannten ,DFG-in“-Konformation von FLT3-ITD, was einen Verlust der Empfindlichkeit
fur 8 (AC220) bedingt, da dieses bevorzugt die inaktive, ,DFG-out“-Konformation von FLT3-
ITD bindet. Gatekeeper-Mutationen wie F691L beeintrachtigen ebenfalls die Bindung von 8
(AC220), indem keine m-m Wechselwirkungen zwischen dem Phenylalanin-Ring und dem
zentralen flachen Aromatengerist von 8 (AC220) ausgebildet werden kdnnen [76, 77]. N676
hingegen liegt in der ATP-Bindungsregion und stort durch ihre Mutation N676K die
Autoinhibition von FLT3 [75]. Zur Uberwindung dieser Resistenzen wurden neue
Verbindungen getestet, wie z. B. 9 (Crenolanib) [70, 71, 78], 10 (G-749) [79], 11 (TTT-3002)
[80], sowie duale Kinase-Inhibitoren, z. B. 12 (CCT137690) gegen FLT3 und Aurora-Kinasen
[81].

Abbildung 8 . Rdontgenkristallstruktur von 8 (AC220) in der FLT3-Kinasedoméne. Die Kinase (silber)
und die Aminosauren (orange) in ,Cartoon“-Darstellung, 8 (AC220) (grin) als ,Stick“-Modell
(PDB:4XUF).

Das Benzamidinchinolin 9 (Crenolanib), das urspringlich als PDGFR-Inhibitor [70] entwickelt
wurde, ist zur Zeit der am meisten beschriebene TKi gegen Therapie-assoziierte FLT3-ITD
Mutationen. Verschiedene Arbeitsgruppen haben unabhangig voneinander gezeigt, dass 9
(Crenolanib) Eigenschaften eines Typ | TKi gegeniiber FLT3-ITD und dessen Mutanten
aufweist [70-72], wodurch 9 (Crenolanib) die Fahigkeit hat, die Kinase in ihrer aktiven
Konformation zu hemmen. Auf3erdem zeigt 9 (Crenolanib) einen inhibitorischen Effekt
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gegenuber Wildtyp-FLT3-ITD und FLT3-ITD mit sekundaren TKD-Mutationen an D835 oder
F691 in vitro und in vivo. In Kombination mit 3 (Sorafenib) verringert 9 (Crenolanib) sogar die
Leukamielast und verlangert das Uberleben von leukamischen Mausen [70]. Obwohl Typ |
Inhibitoren oftmals unspezifisch sind [82], hemmt 9 (Crenolanib) FLT3-ITD und dessen KD-
Mutanten etwa 100-fach potenter als c-KIT [72] (vgl. Kapitel C 1.1.4). Letzteres ist wichtig,
weil eine kombinierte Hemmung von FLT3 und c-KIT schadlich far die normale
Hamatopoese ist [72]. So verursacht z. B. eine starke FLT3-Inhibition durch z. B. 8 (AC220)
in Kombination mit einer Hemmung des c¢-KIT eine schwere Myelosuppression in
Leukamiepatienten [71, 72]. Wirkstoffe wie beispielsweise 3 (Sorafenib) hemmen ebenfalls
FLT3 und c-KIT [72].

1.5 Irreversible Tyrosinkinaseinhibitoren

Aufgrund der limitierten Effektivitat bereits bekannter TKi legten Parke-Davis und Wyeth
Ende der 1990er Jahre den Grundstein flr eine neue Art von Inhibitoren, sogenannte
irreversible Inhibitoren [83, 84].

Derzeit sind die meisten Protein-Kinase-Inhibitoren reversible kompetitive ATP-Inhibitoren.
Diese Klasse von Inhibitoren bindet in der Regel in der ATP-Bindungstasche und inhibiert auf
diese Weise die enzymatische Wirkung der Kinase. So wird die damit verbundene

Signaltransduktionskaskade ausgeschaltet [84].

Um sogenannte irreversible Inhibitoren zu erhalten, werden im Allgemeinen bereits aktive
reversible Protein-Kinase-Inhibitoren durch die Einfihrung elektrophiler Gruppen modifiziert
[84]. Die so erhaltenen Inhibitoren kdénnen z. B. mit nukleophilen Thiolgruppen von
Cysteinresten der Protein-Kinase eine kovalente Bindung eingehen. Dazu binden die
Inhibitoren zuerst reversibel in die ATP Bindungstasche, und das Michael-System (in
Abbildung 9 blau) kann anschlieBend mit einem benachbarten Cystein eine kovalente
Bindung eingehen. Vorteil dabei ist der doppelte Bindungsmechanismus [84], der zur
Selektivitatssteigerung fuhrt und somit die katalytische Aktivitat und die damit

einhergehenden nachgeschalteten Signale der Kinase dauerhaft blockiert [85].

Die derzeit bekanntesten irreversiblen Inhibitoren gehéren zur Gruppe der EGFR-Kinase-
Inhibitoren (Epidermal Growth Factor Receptor). Die reversiblen ATP kompetitiven
Inhibitoren 13 (Erlotinib) und 14 (Gefitinib) werden zur Behandlung von NSCLC (non-small-
cell lung carcinoma) eingesetzt. Ihre Effektivitat ist jedoch meist von kurzer Dauer, da mehr
als 50% der Patienten wirkstoffresistente Mutationen des EGFR entwickeln. Aus diesem
Grund wurden diese reversiblen Kinase-Inhibitoren durch Michael-Akzeptoren mit

elekrophilen Gruppen modifiziert [84]. Durch Modifikationen des Grundkérpers 13 (Erlotinib)
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durch Anfligen von elektrophilen Substituenten konnten Strukturen wie 15 (PD-168393) [83]
oder 16 (CL-387, 785) erhalten werden. Den Grundkdrper von 14 (Gefitinib) modifizierte man
mit dem Michael-Akzeptor Acrylamid oder einer substituierten Acrylamid-Struktur, um 18
(Canertinib, CI-1033) [83, 86] und 17 (Afatinib, BIBW-2992) [84, 87] zu erhalten (Abbildung
9). 17 wurde bereits von der FDA (US Food and Drug Administration) unter den

Makennamen Gilotrif® zur Behandlung von NSCLC zugelassen [88].
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Abbildung 9 . Darstellung von reversiblen und ihren entsprechenden irreversiblen Inhibitoren.
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2. Chemischer Teil |

2.1 Bis(1 H-indol-2-yl)ymethanon als Leitstruktur — friihere Arb eiten

Eine Substanzklasse potenter Hemmstoffe der PDGF-Rezeptortyrosinkinasen (Platelet-
derived growth factor) stellen die Bis(1H-indol-2-yl)methanone dar, welche in der
Arbeitsgruppe Mahboobi entwickelt wurden [89]. Wahrend FLT3 fur die Proliferation und
Differenzierung der normalen Hamatopoese verantwortlich ist, ist PDGFR unter anderem an
der Wundheilung und der Regulation der Hamatopoese im Bindegewebe beteiligt. Eine
Uberexpression von PDGF-Rezeptors wird neben malignen Erkrankungen mit erhéhtem
Zellwachstum auch bei Arteriosklerose und Fibrose beobachtet [90]. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der Bindungstaschen von FLT3- und PDGF-Rezeptoren [90] fur
potentielle Inhibitoren wurden Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu deren Selektivitat fur FLT3
gegenuber PDGF untersucht. Da beide Kinasen zur Klasse Il der Rezeptortyrosinkinasen
gehdren, konnte fur die Substanzklasse der Bis(1H-indol-2-yl)methanone (Abbildung 10)
auch fur FLT3 eine hohe Affinitdt festgestellt werden. Mit gezielten chemischen
Modifikationen am Bisindol-Grundgerist von 19 versuchte man daraufhin, Wirkung und
Selektivitat gegentber FLT3 bzw. PDGF zu optimieren (Tabelle 1) [91].

Abbildung 10 . Grundkdrper Bis(1H-indol-2-yl)methanon (19) [91].

Verbindung R R’ [uMI]CSO PDS;;C5O Se'i:(':’:rats'
19 H H 4.60 1.00 4.6
20 OCHs 6-F 7.6 0.84 9.1
21 OCHs H 3.20 0.30 10.6
22 OCHs 6"- Cl 9.40 0.20 47
23 OH 4’- CHs 0.06 0.96
24 OH 5- OH 0.04 0.30

Tabelle 1. FLT3- und PDGF-Rezeptor Inhibitoren aus der Klasse der Bisindolylmethanone [91].

Durch Derivatisierung von 19 mit polaren Gruppen konnte nicht nur die Selektivitat, sondern

auch die Wirksamkeit deutlich gesteigert werden. Wurde beispielsweise eine Methoxygruppe
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in Position 5 (20-22) eingefuhrt, fihrte dies zu einer Selektivitatssteigerung (9 bis 47)
bezlglich des PDGF-Rezeptors, wohingegen die Modifikation mit einer Hydroxygruppe in
Position 5 (23 und 24) die Wirkung und Selektivitdt um den Faktor 7.5 bis 16 zugunsten der
FLT3-Kinase erhohte [91].

2.1.1. Leitstrukturoptimierung

Von den entwickelten Strukturen aus Tabelle 1 zeigen die Verbindungen 23 und 24 die
grofite inhibitorische Wirkung bezlglich der FLT3-Kinase. Ein grof3es Problem dieser
Bisindole ist jedoch ihre geringe Bioverfligbarkeit, die bereits in in vitro Tests aufgrund ihrer

zu geringen Loéslichkeit auffallen.

Diese Verbindungen sollten als ,Leitstrukturen® dienen, um gezielte chemische
Modifikationen durchzufihren. Es sollten dadurch kritische Eigenschaften wie z. B. hdhere
Selektivitat, verbesserte Bioverfligbarkeit oder auch potentere Wirkung erzielt werden. Um
chemisch aquivalente Modifikationen durchzufihren, kann man den sogenannten
Grimmschen Hydridverschiebungssatz anwenden. Dieser besagt, dass: ,Atome durch die
Aufnahme von n-Wasserstoff-Atomen (n = 1, 2, 3 oder 4) die Eigenschaften der im
Periodensystem um n-Ordnungszahlen héheren Atome annehmen.” Daraus ergibt sich, dass
z. B. ein Stickstoffatom einer CH- (,aza-Analogie“) oder ein Sauerstoffatom einer NH-Einheit
entspricht [92]. Aufgrund dessen muissten z. B. ,Azaindole” durch erhdhte Polaritat bezogen

auf Indol Uber eine verbesserte Ldslichkeit und damit verbesserte Bioverfligbarkeit verfigen.

Zur weiteren Optimierung der oben genannten Leitstrukturen 23 und 24 wurde auRerdem der
vielversprechende Wirkstoffkandidat fur FLT3-ITD, 8 (AC220) (siehe Seite 12, 19),

herangezogen.

Die haufigste Mutation bei der AML Erkrankung liegt in der Kinasedomane des FLT3-
Rezeptors, weshalb die meisten der potenziellen Therapeutika, die aktuell in der Entwicklung

sind, direkte Inhibitoren dieser Kinase sind [32, 49].

Aufgrund seiner gunstigen Pharmakokinetik in vivo, sowie seiner Fahigkeit, spezifisch und
sehr potent FLT3-ITD in nanomolaren Konzentrationen in vitro zu hemmen, ist 8 (AC220) der
zur Zeit am meisten untersuchte Tyrosinkinaseinhibitor gegen FLT3-ITD-positive AML [93]. 8
(AC220) befindet sich gegenwartig in der Vorbereitung zur Phase 3 fir die klinische Studie
(NCT02039726, NCT02272478).



Chemischer Teil |

O\/\N/\\

Lo
N
Ioal
=S 0} N
o - N

N
H H
8 (AC220)

Abbildung 11 . Chemische Struktur von 8 (AC220).

Aufbauend auf den Ergebnissen von Mahboobi et al. [89, 91] und den vielversprechenden
Eigenschaften von 8 (AC220) wurde in Vorarbeiten das Bis(1H-indol-2-yl)methanon 23
(siehe Seite 17) mit dem tert-Butylisoxazolyl-Harnstoff Strukturelement von 8 (AC220) (blau
in Abbildung 11) modifiziert (Tabelle 2) [94]. Dieses Strukturelement wurde basierend auf
Studien zur RoOntgenkristallstruktur von 8 (AC220) im Komplex mit dem FLT3-Rezeptor
gewahlt (Abbildung 12) [68]. Hierbei wurde gezeigt, dass der Inhibitor 8 (AC220) mit
besagtem tert-Butylisoxazolrest die ATP-Bindungstasche durchdringt, in das aktive Zentrum
der Kinase eintaucht und Wasserstoffbriickenbindungen mit Cys-828 und Glu-661 ausbildet

(Abbbildung 12) [68].
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Abbildung 12 . Die Struktur der FLT3-Kinasedomane als ,Cartoon“-Darstellung mit dem gebundenen
FLT3i 8 (AC220) als ,Bulk“-Darstellung (links) und eine vergroRerte Darstellung des aktiven Zentrums
der Kinase (rechts). 8 (AC220) und die Aminosauren als ,Stick“-Darstellung, Phe-830 (rot), Glu-661
(blau). Abbildung mit Genehmigung nach Zorn et al. [68].

Zur Aufklarung der Struktur-Wirkungs-Beziehung wurden daher die Positionen 4-7 des
Bis(1H-indol-2-yl)methanons 23 mit dem tert-Butylisoxazolyl-Harnstoffrest von 8 (AC220)
modifiziert. Die 4"-Methylindoleinheit aus 23 wurde in diesem Versuch nicht modifiziert, um
einzig die Auswirkungen des tert-Butylisoxazolyl-Harnstoffes an den verschiedenen

Positionen des Indolrings zu analysieren. Die Inhibierung der FLT3-Kinase durch die neu
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dargestellten Verbindungen 25-28 wurde daraufhin an einer humanen AML Zellline (MV-4-
11) untersucht (Tabelle 2) [94].

2528
Verbindung Position im Ring Signal d. Inhibition
25 4 82% [1 UM]
26 5
27 6 >1 uM
28 7 52% [1 uM]

Tabelle 2. Ubersicht der modifizierten Bis(1H-indol-2-yl)methanone 25-28 [94].

Die biologischen Untersuchungen zeigten, dass die neu synthetisierten Verbindungen 25-28
im Allgemeinen eine gute inhibitorische Wirkung gegeniber FLT3 aufwiesen. Ferner liel3 sich
ein Zusammenhang zwischen der Position des Isoxazolylharnstoffrestes im Indolring und der
Wirksamkeit der Derivate feststellen. Das Derivat mit Substitution in Position 5 (26) zeigte
dabei die grof3te Wirksamkeit mit 58% Hemmsignal bei einer Konzentration von 0.1 pM. Im
Vergleich dazu wiesen die anderen Verbindungen mit dem Isoxazolylharnstoffrest an den
restlichen Positionen des Indolrings eine wesentlich schlechtere (um den Faktor 10)
inhibitorische Wirkung auf [94]. PDGFR wurde aufgrund der zuvor angenommen Selektivitat

nicht weiter untersucht (vgl. Tabelle 1, S.17).
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2.2 Zielsetzung

Basierend auf oben genannten Ergebnissen (Tabelle 2) [94] sowie aus friiheren Studien (vgl.
Tabelle 1, S. 17) [89-91] konnte eine neue Leitstruktur definiert werden. Diese sollte neben
dem Bis(1H-indol-2-yl)methanon Grundgerust (19) eine Kombination aus 23 bzw. 24
(Hydroxygruppe in Position 57), und dem Isoxazolylharnstoff aus 8 (AC220) in Position 5

vereinen.
O\/\NA\ R’
\\/O //‘
N NS
[ ) HO N
— o) N N
O\N/ PS N 0
N™ N N 23: R’ =4-CHs
H H 8 (AC220) 24: R =5-OH
OH

29

Abbildung 13 . Neue Leitstruktur 29.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es somit, aufgrund dieser Uberlegungen eine neue
Generation von potenten FLT3-Inhibitoren (Tabelle 3) zu synthetisieren und Struktur-
Wirkungs-Beziehungen basierend auf den dadurch erhaltenen Ergebnissen zu
entschlisseln. Hierbei wurden sowohl der Grundkérper der Bisindole (z. B. Azaindole,
Benzofurane, Acylindole, 5-Ringheterozyklen) als auch die Isoxazolseitenkette

(unterschiedliche 5-Ringheterozyklen) modifiziert.

Darlber hinaus sollten diese neu synthetisierten Verbindungen im Zellsystem auf Aktivitat
und Selektivitdt gegeniber anderen Rezeptortyrosinkinasen getestet werden. Es sollte
festgestellt werden, ob diese potentiellen Wirkstoffe Wechselwirkungen mit der
Tyrosinkinase eingehen kénnen oder sogar in der Lage sind, resistente Mutationen zu
inhibieren. Zusatzlich sollten auch irreversible Inhibitoren (vgl. Kapitel A.2.5) auf dem Gebiet

der FLT3-Inhibtoren synthetisiert und in den entsprechenden Zellsystemen getestet werden.
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Verb. R
29 BlIZ
30 MIZ
31 BIT
32 BTD
R
R,HTH N Vv
o XZTA 0
Verb X Z A Y R R
33 N CH NH NH OH BlIZ
34 CH N NH NH OH BIZ
35 CH N NH OH BIZ
36 CH CH NH OH BIZ
37 CH CH @) NH OH BIZ
38 CH CH @) S H BIZ
39 CH CH @) NH OH MIZ
40 CH CH @) NH OH BIT
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H H \\
R,N\n/N \ Y
o o o
Verb. Y R
41 NH BIZ
42 O BIZ
43 S BIZ
R
R O I O
I
Verb. R R
44 H NH-CO-NH-BIZ
45 NH-CO-NH-BIZ OCHs
46 NH-CO-NH-BIZ OH

Tabelle 3. Ubersicht der synthetisierten FLT3-Inhbitoren.34

3 Zum Zwecke der Ubersichtlichkeit wurden die vier heterozyklischen Seitenketten mit
3-Buchstabencodes (BlZ = 5-tert-Butyl-isoxazol, MIZ = 5-Methyl-isoxazol, BIT = 5-tert-Butyl-
isothiazol, BTD = 2-tert-Butyl-1,3,4-thiadiazol) abgekirzt. Diese Nomenklatur wird im Folgenden

verwendet.
4 Die synthetisierten potentiellen irreversiblen Inhibitoren (153-155) werden im Kapitel A.2.5 (ab S. 40)

beschrieben.
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2.3 Synthese der Ausgangssubstanzen

Als reprasentatives Beispiel der Synthese neuer FLT3-Inibitoren wird die Retrosynthese der

Leitstruktur 29 in Schema 1 veranschaulicht.

zZ

47
BocHN
N
H
50

\
4g SOPh
— + — +
Bn Bn
e
\
50,Ph
49 51

Schema 1. Retrosynthese von 29 ausgehend von Indolin (50) und 5-Benzyloxyindol (51).

Mit den zwei orthogonal geschitzten und entsprechend aktivierten Indolbausteinen 48 und
49 kann eine C-C Knipfung zu einem Bis(1H-indol-2-yl)methanon 47 durchgefuhrt werden.
Die beiden Bausteine 48 und 49 basieren auf den kommerziell erhéltlichen Chemikalien
Indolin (50) und 5-Benzyloxyindol (51). Nach Abspaltung der verschiedenen Schutzgruppen
und Modifikation mit tert-(Butyl)-3-isocyanatoisoxazol (140) [95] resultiert 1-(5-(tert-
Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)-1H-indol-5-yl)harnstoff ~ 29 als
Produkt. Das Bisindolderivat 29 wurde in insgesamt 17 synthetischen Stufen (12 lineare

Stufen als langste Sequenz) dargestellt.
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2.3.1. Exemplarische Strukturaufklarung der Leitver  bindung 29

Die detaillierte Strukturaufklarung zur eindeutigen Charakterisierung der hier dargestellten
Verbindungen wurde lberwiegend mit 1- und 2-dimensionalen NMR-spektroskopischen
Methoden realisiert. Zur Verdeutlichung der verwendeten Methoden wird im Folgenden die

Strukturaufklarung der Leitverbindung 29 exemplarisch beschrieben.

Die Analyse von Integralen, chemischen Verschiebungen, Multiplettaufspaltungen und
Kopplungskonstanten der Signale aus dem !H-NMR Spektrum liefert bereits zahlreiche
hilfreiche Informationen fir die Zuordnung der Signale zu den zugehdrigen H-Atomen. Auch
die Analyse der 1-dimensionalen *C-NMR Spektren und der verwandten DEPT135 bzw.
DEPT90 (engl. distortionless enhancement by polarization transfer) Spektren liefert viele
wichtige Informationen fur die Strukturaufklarung (z. B. chemische Verschiebung und

Zuordnung der Wertigkeit von C-Atomen).

Die einzigen vicinalen Protonen mit einer homonuklearen 3Juy Kopplung befinden sich in den
beiden 6-Ringen der beiden Indolsysteme (Positionen 6, 7, 6° und 7). Diese Protonen
konnten bereits anhand ihrer Multiplettaufspaltung (2 xd, J ~9Hz & 2 xdd, J ~ 9 Hz, 2 Hz)
aus dem !H-Spektrum identifiziert werden. Aufgrund der geringen Anzahl von vicinalen
Protonen in 29, ist die COSY (engl. correlation spectroscopy) Methode hier nur begrenzt
einsetzbar. Eine Besonderheit in diesem System ist das Auftreten von COSY Kreuzsignalen
zwischen den Indol-NH-Protonen und Protonen am Indolring (*Jun und 3Jun). Jedoch ist
bekannt, dass Indol-NH-Protonen aufgrund der giinstigen Geometrie Uber Spinbarrieren
hinweg mit anderen H-Atomen interagieren kénnen, was auch die Dublettaufspaltung der
beiden Indol-NH Signale aus dem !H-NMR Spektrum beweist (J = 1.6 Hz) [96-98].
Detektierte COSY Kreuzsignale in 29 sind in Abbildung 14 als graue Pfeile dargestellt.

Eine eindeutige Zuordnung von Kohlenstoffen zu ihren entsprechenden Protonen-Signalen
kann mittels HSQC (engl. heteronuclear single guantum correlation) leicht bestimmt werden.
Hierbei werden nur die direkt gebundenen Protonen an ihre C-Atome tber die *Jcy Kopplung
identifiziert. Die neun aromatischen CH Signale von 29 konnten somit eindeutig den an ihnen

gebundenen C-Atomen zugeordnet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14 . Ausschnitt aus dem Aromatenbereich des HSQC Spektrums von 29. Das zugehdrige
1H-Spektrum (grin) und das entsprechende 13C-Spektrum (blau) wurden zur besseren
Anschaulichkeit hinzugefligt. Die Kreuzsignale wurden mit den jeweiligen Koordinaten markiert (*H
grun; 3C blau). Die Strukturformel von 29 im linken oberen Teil der Abbildung zeigt die wichtigsten
Wechselwirkungen aus anderen 2D NMR Methoden, welche zur vollstandigen Strukturaufklarung von
29 verwendet wurden (HMBC schwarz; COSY grau; NOESY orange).

Die vermutlich wichtigste Methode fir die vollstdndige Charakterisierung von 29 ist die
HMBC (engl. bond Methode,

Weitbereichskopplungen zwischen H- und C-Atomen Uber zwei bis finf Bindungen

heteronuclear multiple correlation) mit  welcher
beobachtet werden kénnen. Dies ist vor allem fir die eindeutige Identifizierung von
quarternaren Kohlenstoffatomen essentiell, da diese mit anderen Standardtechniken nicht
erfasst werden konnen [96]. Die dominantesten Signale im HMBC Spektrum von 29 sind 3Juc

Interaktionen. Die wichtigsten sind in Abbildung 14 als schwarze Pfeile dargestellt.

Daruiber hinaus ist auch die NOESY (engl. nuclear Overhauser effect spectroscopy) Technik
durchaus hilfreich fir die Strukturaufklarung von organischen Molekuilen. Hierbei werden
homonukleare Kopplungen durch den Raum (nicht durch Bindungen wie zuvor) detektiert, so
konnen Aussagen uber die rdumliche Nahe von Wasserstoffatomen getroffen werden.
Entsprechende Interaktionen im Bisindol 29 sind in Abbildung 14 als orangefarbene Pfeile

gezeigt.
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2.3.2. Schitzung des Indol-Stickstoffes

Indole sind Aromaten und zugleich heterozyklische Verbindungen. Elektronenreiche
Aromaten zeigen generell eine erhdhte Reaktivitat fir elektrophile Substitutionen auf, wobei
die bevorzugte Position der elektrophilen aromatischen Substitution C-3 ist. Das
Carbokation, das durch Angriff am C-3 gebildet wird, ist aufgrund der Delokalisation der
positiven Ladung stabilisiert, ohne dass der benzoide Teil des Molekils einbezogen wird. Im
Gegensatz dazu ist das Kation, das durch einen Angriff an der benzylischen C-2 Position

gebildet wird, weniger stabilisiert (Schema 2) [94, 99].

©) 3
H
H H
52

53

Schema 2. Elektrophiler Angriff am Indolsystem an C-2 bzw. C-3.

Zur Synthese der Zielverbindungen ist jedoch eine Substitution an Position C-2 erforderlich.
Diese kann mit Hilfe einer dirigierenden Schutzgruppe am Indol-Stickstoff verwirklicht
werden. Sogenannte DoM-Schutzgruppen (engl. Directed ortho-Metalation) ermdéglichen es,
einen Substituenten gezielt an Position C-2 des Indols einzufihren [100]. Zu diesen DoM-
Gruppen gehoren unter anderem die Phenylsulfonyl- oder Boc-Schutzgruppe. Diese kdnnen
durch Koordination mit dem Carbonylsauerstoff die Lithiierung in der gewinschten 2-Position
stabilisieren (Schema 3) [99].

Schema 3. Einfuhrung der Boc-Schutzgruppe und Stabilsierung der lithiierten Spezies. (a) 1.2 equiv.
Boc20, THF, kat. DMAP, (b) 1.1 equiv. n-BuLi bzw. 2.2 equiv. t-BuLi, THF.

Zusétzlicher Vorteil der Schiitzung des Indolstickstoffes ist es, dass durch Butyllithium eben
dieser nicht deprotoniert werden kann. In diesem Kontext fiel die Wahl jedoch auf die
Phenylsulfonyl-Schutzgruppe, da aufgrund der geplanten Syntheseroute orthogonale

Schutzgruppen verwendet werden mussten.

Die Schiitzung der Indole erfolgte mittels Natriumhydrid und Phenylsulfonsaurechlorid analog

Mahboobi et al. [91] in generell guten Ausbeuten (Schema 4).
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SO,Ph
53 57

Schema 4. Phenylsulfonierung des Indol-Stickstoffes. (a) 0 °C, 1.1 equiv. NaH (60% in Mineraldl),
THF, (b) PhSO:CI, THF.

2.3.3. Synthese von tert-Butyl (1-(phenylsulfonyl)-1 H-indol-5-yl)carbamat (71) und
tert-Butyl (1-(phenylsulfonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-5-yl)carbamat (72)

Um ein Bisindolylmethanon mit einer 5-Aminoindolylstruktur zu synthetisieren, wurde eine
Route ausgehend vom entsprechenden Indolin 50 bzw. 59 gewahlt. Mit dem in Schema 5

gezeigten Syntheseweg konnten die geschiitzten (Aza)indole 71 und 72 fir die

anschliel3ende Kopplung der beiden Indolbausteine dargestellt werden.
m m;» CIY

N SN N

59 c 60 /=0
O,N ON ON

@D&zm 0D -2

N Sx” N Sx TN X

H /go

T

Iz _
l...
o
N
pd
7N\
Z -

X \
SO,Ph
50 61: X=CH 63: X=CH 65: X =CH 67:X=CH
62: X=N 64: X=N 66: X=N 68: X=N
HoN BocHN
=
TGN O
SO,Ph SO,Ph
69: X=CH 71: X=CH
70: X=N 72: X=N

Schema 5. Synthese von 71 und 72. (a) Ra-Ni, Hz (70 bar), EtOH, 95 °C, (b) Ac20, HOAc, (¢) HNOs
(rauchend), 0 °C, (d) HCI (37%) (ag.), Ruckfluss, (e) 7.5 equiv. MnO2, THF, Ruckfluss, (f) 0 °C, 1.1
equiv. NaH (60% in Mineraldl), 1.1 equiv. PhSO2CI, THF, (g) MeOH, 3 M HCI (aqg.), Zn-Staub, CuSOa4,
(h) 0 °C, 1.2 equiv. Boc20, THF.

Zentraler Schritt dieser Syntheseroute war die Einfuhrung eines Nitrosubstituenten in 5-
Position als maskierte Aminogruppe. Da bei elekrophilen aromatischen Reaktionen am Indol
bevorzugt Substitution in Position 3 stattfindet, wurde der 5-Ring bei 58 mittels Raney Nickel
unter Ho-Atmosphare reduziert [101]. Das entstandene 7-Azaindolin (59) und Indolin (50)
wurden zuerst mittels Acetylierung (Modifikation in Anlehnung an Terent’lev et al. [102]) am
Indolin Stickstoff geschitzt, um so die Nitrierung in die gewinschte Position 5 zu lenken.
Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppe im Sauren [102] konnte man mit Braunstein

(MnO.) das aromatische Indolsystem wiederherstellen (65, 66) [101]. Das entsprechende
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Nitroindol wurde unter Verwendung von Phenylsulfonylchlorid [89, 91] geschiitzt und die
Nitrogruppe mittels Zink-Staub im Sauren zur Aminogruppe reduziert (Modifikation in
Anlehnung an Russell et al. [103]), welche abschlieRend mit Hilfe von di-tert-Butyldicarbonat
(Boc20) geschitzt wurde (71, 72) [91].

2.3.4. Synthese von tert-Butyl-(1-(phenylsulfonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-
yhcarbamat (79) nach Leimgruber-Batcho

Das geschitzte 6-Azaindol (79) konnte aus 2-Amino-4-methyl-5-nitropyridin (73) synthetisiert
werden, welches als Ausgangsverbindung zur Synthese nach Leimgruber-Batcho [104]
diente. Der dort [104] postulierte Reaktionsmechanismus fir die Darstellung von 6-

Azaindolderivat 79 ist im Folgenden beschrieben (Schema 6).

Durch Abspaltung von Methanol und Anlagerung von Pyrrolidin an N,N-Dimethylformamid-
Dimethylacetal (DMFDMA) entsteht eine protonierte Verbindung, welche im Gleichgewicht
mit seinem Tautomer steht. Durch Eliminierung koénnen daraus zwei verschiedene
Iminiumionen 76a und 76b gebildet werden. In der Regel werden Mechnismen der
Leimgruber-Batcho Reaktion (ber eine Pyrrolidin-substituierte Zwischenverbindung
ausgehend von Iminiumion 76b (grau in Schema 6) postuliert [104]. Jedoch konnte
experimentell bestimmt werden (*H-NMR der isolierten, aber nicht gereinigten
Zwischenverbindung 77), dass sich die Dimethylamin-substituierte Verbindung 77 bildet und

es somit nahe liegt, dass die Reaktion Uber das Iminiumion 76a ablauft.

Das deprotonierte Nitropyridinderivat 75 reagiert mit dem Iminiumion 76 zu dem
gewilnschten Enamin-Intermediat 77, welches durch reduktive Zyklisierung Palladium-
katalysiert unter Wasserstoffatmosphare in das gewiinschte ,Azaindol* 78 tberfihrt werden
konnte. Nach Einfihrung der Phenylsulfonyl-Schutzgruppe erhielt man das Azaindolderviat
79 (Schema 6).
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Schema 6. Synthese von tert-Butyl(1-(phenylsulfonyl)-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridin-5-yl)carbamat (79)
nach Leimgruber Batcho. (a) 1.5 equiv. NaH (60% in Mineraldl), 0 °C, 1.1 equiv. Boc20, THF:DMF 2:1,
(b) DMFDMA, Pyrrolidin, DMF, Methanol, (c) 10% Pd/C, Hz (30 bar), 70 °C, THF, MeOH (2:1), (d) 1.1
equiv. NaH (60% in Mineraldl), 0 °C, 1.1 equiv. PhSO2CI, THF.

2.3.5 Synthese von 5-Benzyloxybenzo[ b]furan-2-carbonséure (84)

5-Benzyloxybenzol[b]furan-2-carbonséure  (84) konnte aus  5-Hydroxy-2-methoxy-
benzaldehyd (80) nach Mahboobi et al. [90] synthetisiert werden: Der Ringschluss mittels
Bromessigsaureethylester mit Kaliumcarbonat fihrte zum 5-Methoxybenzo[b]furan-2-
carbonsaureethylester (81). Die Methoxygruppe konnte mit Bortribromid demethyliert
werden. Benzylierung des Phenol-Intermediats 82 fiihrte zu 83 und nach alkalischer

Spaltung des Ethylesters erhielt man die gewiinschte Carbonséaure 84 (Schema 7) [90].

30
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83 84

Schema 7. Synthese von 5-Benzyloxybenzo[b]furan-2-carbonsdure (84). (a) 1.0 equiv.
Bromessigsaureethylester, 1.0 equiv. K2COs3, DMF, 80 °C, (b) 0 °C, 2.5 equiv. BBr3, DCM, (c) 1.2
equiv. Benzylbromid, 4.0 equiv. K2COs, Aceton, Ruckfluss, (d) 1.2 equiv. LiOH, THF:MeOH:H20
(2.5:1:1).

2.3.6. Darstellung der Saurechloride

Um eine C-C Knupfung zu den gewiinschten Bisindolen durchfiihren zu kénnen, musste eine
Indolkomponente in ihr entsprechendes Carbonsaurechlorid tGberfuhrt werden. Dazu wurde
das Indol mit n-Butyllithium in C2-Position metalliert. Durch Zugabe von festem
Kohlenstoffdioxid (Trockeneis) und anschlieBender saurer Aufarbeitung erhielt man 86. 84
und 86 konnten mittels Thionylchlorid in ihr jeweiliges Carbonséurechlorid (49, 87) tberflhrt
werden (Schema 8) [91, 94].

BnO BnO.
A Y 0 Y o

b1
85: Y = N-SO,Ph 86: Y = N-SO,Ph —>b2 49: Y = N-SO,Ph
84:Y=0 —_— 87:Y=0

Z

Schema 8. Synthese der Séaurechloride 49, 87. (a) 1.1 equiv. n-BuLi, THF, CO2 (s), (bl) SOCI;,
Ruckfluss, (b2) 1.1 equiv. Pyridin, 1.05 equiv. SOClz, DCM, 30 min.

2.4 Kopplung und Entschiitzung der Bisindole

Die geplanten Bisindole wurden durch die Kopplung eines 2-Indolyl-carbonsaurechlorids mit
seinem entsprechenden Indol erhalten. Dazu wurde das entsprechende Indol bei -78 °C mit
tert-Butyllithium lithiiert. Nach Metallierung an C2 konnte durch anschlielende Zugabe des
Carbonsaurechlorides an der gewtinschten Position eine C-C Bindung geknupft werden [89,
90, 94]. Die so entstandenen Bisindole wurden ohne weitere Reinigung zur Abspaltung der
Phenylsulfonyl-Gruppe  eingesetzt. Diese erfolgte mittels  wassriger  10%-iger

Natriumhydroxidldsung in THF und Methanol [90]. 88 wurde exemplarisch zur Bestimmung
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der Konstitution des Intermediats vor der Schutzgruppenabspaltung gereinigt und vollstandig

charakterisiert (Schema 9).

OBn
BocHN BnO Cl BocHN \ Y
DN T e
Z\X/ N\ Y o) Z\X/ H 0
SoPh T T

71: X=CH,Z=CH 49:Y = N-SO,Ph 47: X=CH,Z=CH, Y =NH
72:X=N, Z=CH 87:Y=0 89:X=N, Z=CH,Y=NH
79:X=CH,Z=N 90: X=CH,Z=N, Y=NH

91:X=CH,Z=CH, Y=0
92:.X=CH,Z=N, Y=0

Schema 9. Allgemeines Schema der Kopplungsreaktion mit anschlieRender Phenylsulfonyl-
Abspaltung. (a) 2.2 equiv. t-BulLi, -78 °C, THF, (b) NaOH (aq., 10%), MeOH, THF (1:1:1), Rickfluss.

Um weitere Erkenntnisse beziglich der Struktur-Wirkungs-Beziehung zu gewinnen, wurden
neben den Bisindolen und deren Derivaten (47, 89-92) auch Acylindole 44-46 dargestellt
(Schema 19) und auf ihre Eigenschaften hin untersucht (vgl. Kapitel C.1.1).

Die bendtigten Acylindole 97-98, 102 (als Vorstufen fur 44-46) konnten in Anlehnung an
Mahboobi et al. [105] durch Kopplung eines Phenylsulfonylgeschitzten Indols mit 4-
Nitrobenzoylchlorid (94) unter Verwendung von n-Butyllithium als Metallierungsreagenz
erhalten werden (Schema 10 und 11). 93 wurde aus 5-Methoxy-1H-indol analog Schema 4
dargestellt. 4-Nitrobenzoylchlorid wurde ausgehend von 4-Nitrobenzoesaure, wie analog in
Schema 8 (b1) gezeigt, synthetisiert. Nach Abspaltung der Schutzgruppe am Indol-Stickstoff
mittels tetra-n-Butylammoniumfluorid (TBAF) erhielt man 97-98 als Produkte [91].

R R
: o 0 | ey
o oL |
N a N N
H
o

\ \

SO,Ph O  SO,Ph
85: R =0Bn - 95: R = OBn - 97: R=0Bn
93: R =OMe 96: R = OMe 98: R =OMe

Schema 10. Schema fur die Synthese von Acylindolen 97 und 98. (a) 1.0 equiv. n-BulLi, -78 °C, THF,
(b) 1.5 equiv. TBAF, THF, Ruckfluss.

Zur Synthese der am Indolgerist derivatisierten Verbindung wurde die folgende Sequenz
gewahlt: Benzoesaurechorid (99) (in Analogie zu Schema 8 aus Benzoeséaure dargestellt)
bildete mit 71 mittels n-Butyllithium eine C-C Knupfung. Nach Entfernen der Phenylsulfonyl-
Gruppe und abschlieRender Spaltung der Boc-Gruppe in reiner Trifluoressigsaure erhielt

man 102 als Phenyl-substituiertes Derivat.
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Schema 11. Synthesesequenz fiir die Synthese von 102. (a) 2.2 equiv. n-BulLi, -78 °C, THF, (b) 1.5
equiv. TBAF, THF, Rickfluss, (c) Trifluoressigsaure.

2.4.1. Alternatives Kopplungsverfahren

5-Benzyloxyindol (51) wurde als Edukt fir ein alternatives Kopplungsverfahren in Anlehnung
an Mahboobi et al. eingesetzt [105] (Schema 12), um Arylmethanon Derivate, wie z. B. 37
(BS228) zu erhalten. Nach Einfihrung der Phenylsulfonylgruppe als Schutzgruppe am 5-
Benzyloxyindol (51) erhielt man 85, das nach Acetylierung (104) in Anlehnung an Jiang et al.
[106] und Bromierung (106) nach Wagle et al. [107] als Edukt fur die anschlielende
Kopplung diente. Benzo[b]thiophen (103) konnte in Anlehnung an Debray et al. [108]
ebenfalls bromiert werden (107). Die Umsetzung von 106 bzw. 107 mit 2-Hydroxy-5-
nitrobenzaldehyd (108) fuhrte hierbei unter basischen Bedingungen zunéchst zur Alkylierung
an der phenolischen OH-Gruppe und nach anschlieBender Aldolkondensation unter
Wasserabspaltung und Aromatisierung zu den gewtinschten Produkten 109 bzw. 110. Das
zuvor geschitzte Indol 109 musste final noch entschiitzt werden um 111 als Edukt fir 37
(BS228) zu erhalten (Schema 15 und 19).
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85: R = OBn,Y = N-SO,Ph 104: R = OBn, Y = N-SO,Ph (a1) 106: R = OBn, Y = N-SO,Ph (b1)
103:R=H, Y=S 106:R=H, Y=S(a2) 107:R=H, Y=S(b2)
R R

O.N \C[CHO
OH

108 O,N

A\ A
o] 0]

109: R = OBn, Y = N-SO,Ph 109 —111:R=0Bn, Y =NH
1M0:R=H, Y=S

Schema 12. Schema fir eine alternative Kopplungsreaktion. (al) 1.1 equiv. n-Buli, -78 °C, THF, 11.0
equiv. Ac20, (a2) 1.5 equiv. n-BuLi, -78 °C, Et20, 1 h Rickfluss, 1.05 equiv. DMA, 2 h Rickfluss. (b1)
2.0 equiv. CuBrz, EtOAc, kat. HBr, 104 in CHCIs, (b2) 1.2 equiv. Triphenylmethyltribromid, EtOAc,
50°C, (c) 1.0 equiv. K2COs, 2-Butanon, 1.0 equiv. 108, 80 °C, (d) NaOH (ag., 10%), MeOH, THF
(1:1:1), Ruckfluss.

Weitere nach dieser Methode zugéngliche Kopplungsprodukte waren 119-121. Diese konnte
man analog zu Schema 12 synthetisieren. Die Ausgangsstoffe hierfir waren bereits
acetylierte Heterozyklen wie 112-114, die mittels verschiedener Methoden bromiert werden
konnten [107, 109, 110]. Die erhaltenen Produkte 116-118 konnten in der darauffolgenden

Kopplung mit 108 umgesetzt werden.

/|
N

PhO,S O ~
V( 115 &\
a /3
N N Br O,N CHO
o) PhO,S O X
112 116 108 OH O,N \ v
4 e >
a c | e, (f) J B
O O Br
o) o] 119:Y = NH (e,f)
113 17 120:Y=0 (e)
d 121:Y=S (e)
/| - /]
S S Br
114 © 118 O _J

Schema 13. (a) 0 °C, 1.1 equiv. NaH (60% in Mineraldl), 1.1 equiv. PhSO2CI, THF, (b) 2.0 equiv.
CuBr2, EtOAc, kat. HBr , 115 in CHCIs, (c) 1.1 equiv. Brz, CHCIs, (d) 2.0 equiv. CuBrz, EtOAc,
Ruckfluss, (e) 1.0 equiv. K2COs, 2-Butanon, 1.0 equiv. 108, 80 °C, (f) NaOH (ag., 10%), MeOH, THF
(1:1:1), Ruckfluss.

34
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2.4.2. Entschitzungsreaktionen

Die Schutzgruppen fur die Amino- und Hydroxylfunktion kdnnen nach Erhalt der
gewunschten Kopplungsprodukte (Schema 9) wieder abgespalten werden. Die Boc-
Schutzgruppe der Aminofunktion wird im Sauren mittels Trifluoressigsaure gespalten,
wahrend die  Benzyl-Schutzgruppe der  Hydoxylfunktion  hydrogenolytisch  mit
Ammoniumformiat als Wasserstoffquelle und Pd/C als Katalysator abgespalten wird
(Schema 14) [90, 91]. Um zu testen ob die Reihenfolge der Reaktion essentiell fur den Erfolg
der Reaktion ist, wurde bei 47 die Synthesesequenz variiert. Da die Ausbeuten von 128 tber
die Zwischenstufe 122 im Vergleich Uber die Zwischenstufe 124 wesentlich schlechter waren

wurden fur die weiteren Verbindungen Weg A in der Syntheseroute gewahlt.

OBn

A\

N

H
=CHY 123: X=CH,Z=N, Y=0 127:X=CH,Z=N, Y=0
: ,Z=N, Y=NH 124: X=CH,Z=CH,Y=NH 128 X=CH,Z=CH,Y =NH
91: X=CH,Z=CH, Y=0 125: X=CH,Z=N, Y=NH 129: X=CH,Z=N, Y=NH
92: X=CH,Z=N, Y=0 126: X=CH,Z=CH,Y=0 130:X=CH,Z=CH, Y=0

OBn

47—122: X=CH,Z=CH, Y =NH

Schema 14 . Entschitzungsreaktionen zur Synthese von 127-130. (a) Pd/C (10%), 4.0 equiv.
NH4HCOO, MeOH, THF (1:1), 80 °C, (b) Trifluoressigséaure.

Die Kopplungsprodukte 97 und 111, die wie in den Schemata 10 und 12 gezeigt dargestellt
wurden, waren neben der Nitrogruppe auch mit der Benzyloxygruppe in Position 5
substituiert. In diesem Fall konnte man gleichzeitig hydrogenolytisch sowohl die
Schutzgruppe (Benzylether) abspalten als auch die Nitrogruppe zur Aminogruppe reduzieren
(Schema 15). Die Nitrogruppe der Verbindungen 98, 110 und 119-121 (Schema 10, 12 und

13) konnten unter denselben Bedingungen reduziert werden.
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Schema 15. Darstellung von 131-137 aus 97-98, 110-111 und 119-121. (a) Pd/C (10%), 4.0 equiv.
NHsHCOO, MeOH, THF (1:1), 80 °C.

2.4.3. Modifikation der Aminogruppe
2.4.3.1. Einflhrung einer Isoxazol-Gruppe

Zur Synthese von 5-tert-Butyl-3-isocyanatoisoxazol 140 (BIZ-NCO) wurde 5-tert-
Butylisoxazol-3-amin 138 bei 0 °C in DCM mit Phosgen und Pyridin umgesetzt [111].

a - HCI
// NH, — _— e =
O-N - HCI 5 P 0 / N\\

NH
N ) N ¢

0 o
138 139 140

Schema 16 . Synthese von 5-tert-Butyl-3-isocyanatoisoxazol 140 (BIZ-NCO). (a) 0 °C, 0.1 equiv.
Phosgen (20% in Toluol), kat. Pyridin, DCM.

Isocyanat 140 wurde als eine 0.1 M Lésung in THF isoliert und direkt im n&chsten Schritt
eingesetzt, um die Additionsreaktion in Anlehnung an Chao et al. [52] mit der freien
Aminogruppe der verschiedenen Bisindol-Derivate zum gewinschten Harnstoff einzugehen
(Schema 17, analog [94]).
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HyN
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H
127:X=CH,Z=N, Y=0 36:X=CH,Z=N, Y=0
128 X=CH,Z=CH,Y=NH 29:X=CH,Z=CH,Y=NH
129:X=CH,Z=N, Y=NH 34:X=CH,Z=N, Y=NH
130:X=CH,Z=CH, Y=0 36:X=CH,Z=CH, Y=0

Schema 17. Funktionalisierung der Kopplungsprodukte 127-130. (a) 0.1 M Ldsung 5-(tert-Butyl)-3-
isocyanatoisoxazol (140) in THF, THF, kat. Pyridin.

Als Alternative zum etablierten Syntheseweg wurde zur Einfihrung von 140 (BIZ-NCO) eine
andere Reaktionsreihenfolge untersucht (Schema 18). Hierbei wurde bereits nach
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 141 mit 140 (BIZ-NCO) modifiziert um 142 zu erhalten.
Durch die Abspaltung der Benzylgruppe konnte 33 erhalten werden. Die hydrogenolytische
Spaltung von 142 stellte sich jedoch als schwierig heraus, da vermutlich auch die
Carbonylgruppe unter diesen Bedinungungen zum Alkohol reduziert werden konnte. Deshalb

wurde an der Synthesesequenz von Schema 17 festgehalten.

OBn OBn
MNCO
l
0-N
\ . < 140
BocHN AN NH H2N NH
| TN b
~
NN O N
H
89 141
OBn OH
H \ c NN \
N_ N NH NN NH
T T T X T TL
o-N O P o- “~N 0
N H ) NT N
142 33

Schema 18. Funktionalisierung des Kopplungsproduktes 89. (a) Trifluoressigséaure, (b) 0.1 M Lésung
5-(tert-Butyl)-3-isocyanatoisoxazol (140) in THF, THF, kat. Pyridin, (c) Pd/C (10%), 4.0 equiv.
NHsHCOO, MeOH, THF (1:1), 80 °C.

Neben den in Schema 17 und 18 erhaltenen Verbindungen wurden auch die Verbindungen
aus Schema 15 mit 140 (BIZ-NCO) modifiziert, um zu den gewunschten tert-

Butylisoxazolharnstoff-Derivaten zu gelangen (Schema 19).
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Schema 19. Kopplungsprodukte 37-38, 41-46. (a) 0.1 M Lésung 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatoisoxazol
(140) in THF, THF, kat. Pyridin.

Um weitere Aussagen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung treffen zu kénnen, wurden neben
den Modifikationen am Grundgerist des Bis(1H-indol-2-yl)methanons auch Variationen am
tert-Butyl-Isoxazolharnstoff-Pharmakophor vorgenommen. So wurden zum Beispiel die tert-
Butylgruppe gegen eine Methylgruppe ausgetauscht, oder die Heteroatome im Isoxazol Ring

wurden variiert (Schema 22).
2.4.3.2. Synthese von 3-Amino-5- tert-butyl-thiazol (147)

Schema 20 veranschaulicht die Synthese von 3-Amino-5-tert-butyl-isothiazol (147). 147
wurde in Anlehnung an Hackler et al. [112] synthetisiert. Dabei wurde Z-3-Chlor-4,4-
dimethyl-2-pentennitril (144) in einer Ein-Topf-Reaktion aus Pinakolon 143 gewonnen. Nach
Behandlung von 144 mit Natriumhydrogensulfid wurde 145 in situ durch Zugabe von
Chloramin (erhalten aus Ammoniak (ag.) und Natriumhypochlorit-Losung) zu 3-Amino-5-tert-

butyl-isothiazol 147 zyklisiert.
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Cl

SH
143 144 145
_° . >|\/\CN MNHZ
SNH, 5-N
146 147

Schema 20 . Synthese von 3-Amino-5-tert-butyl-isothiazol (147). (a) POCIls, DCE, (Hs3NOH)2SO4, DMF,

85 °C, (b) NaHS,1 M HCI (aq.), EtOH, (c) NHz (aq.), 0.1 M NaCIO.

3-Amino-5-tert-butyl-isothiazol (147), Methylisoxazol-3-amin (149) und 5-tert-Butyl-1,3,4-

thiadiazol-2-amin (151) bildeten bei 0 °C in THF mit Diphosgen

die entsprechenden

Isocyanate 148 (BIT-NCO), 150 (MIZ-NCO) und 152 (BTD-NCO) (Schema 21). Diese

konnten anschlieend mit dem Bisindolylmethanon 128 und dessen Derivat 134 zu den

gewunschten Harnstoff-Derivaten 30-32 und 39-40 umgesetzt werden (Schema 22) [113)].

NH
AN, ~NH, 2 9\(3 NH
M —r Cor e
S—N o-N N—N

147 149 151
|° |2 |
NCO s
NCO N
Fopymeo N0 s o
S-N o-N N-N
148 150 152

Schema 21. Synthese von 148, 150 und 152. (a) 1.1 equiv. Diphosgen, THF, 0 °C.
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HoN \NH
S
A (¢}

128: A=NH
134:A=0

32

Schema 22. Funktionalisierung des Grundgeristes (128 und 134) mit unterschiedlichen
heterozyklischen Isocyanaten 148, 150 und 152. (a) THF, 50 °C.

2.5 Potentielle irreversible Inhibitoren

Wie zuvor diskutiert, wurde das Konzept der irreversiblen Inhibitoren auf dem Gebiet der
TKis aufgrund deren mangelnder Effektivitdt bei Parke-Davis und Wyeth Ende der 1990er
Jahre eingefihrt [83, 84].

Um irreversible Inhibitoren zu erhalten, werden bereits aktive reversible Protein-Kinase-
Inhibitoren durch die Einfuhrung elektrophiler Gruppen (Michael System) modifiziert. Diese
Art von Inhibitoren Uben dadurch einen doppelten Bindungsmechanismus aus, indem sie
zuerst reversibel in die ATP-Bindungstasche ,eintauchen* und erst dann mit dem Michael-
System eine kovalente Bindung mit z. B. einem benachbarten Cystein (Abbildung 15, 16)
ausbilden [84].

Trotz der Schwierigkeiten, die oftmals mit einer kovalenten Wirkstoffbindung assoziiert
werden, werden solche Kinase-Inhibitoren als vielversprechende Wirkstoffkandidaten
angesehen. Diese sollen durch eine dauerhafte Blockierung des katalytischen Zentrums der
Kinase das physiologische Gleichgewicht kontinuierlich zwischen ATP und der ,Target-
Kinase" verschieben. Dadurch kommt es zu einer Inhibierung der ATP-Bindung und der
katalytischen Aktivitat, und die damit einhergehenden nachgeschalteten Signale der Kinase

werden ,downreguliert” [85].
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Diese Art von irreversiblen Inhibitoren ist bereits bei verschiedenen Protein-Kinasen wie z. B.
EGFR im Einsatz [114]. Fur FLT3 ist sie jedoch bis jetzt noch nicht beschrieben. Daher
wurde mit Hilfe der Kristallstruktur von 8 (AC220) in der FLT3-Kinase analysiert [68], ob sich
potentiell freie Cysteine, die fur eine kovalente Bindung ausschlaggebend waren, in
raumlicher Nahe des Inhibitors befinden. Wahrend Cys-828 bereits mit dem
Carbonylsauerstoffatom der Harnstofffunktion von 8 (AC220) Wasserstoffbriicken-
Interaktionen ausbildet (vgl. Abbildung 12, S.19), befinden sich Cys-694 und Cys-695 in
raumlicher Nahe des peripheren Teils des Inhibitors und kénnten somit fur eine potentielle

kovalente Bindung des Inhibitors zur Verfigung stehen (Abbildung 15 und 16) [68].

~ #
TR
I\ b AL
s e isa
E v
/

Abbildung 15 . FLT3-Kinasedoméne als Gitterdarstellung (silber) mit dem gebundenen FLT3i 8
(AC220) als ,Stick“-Darstellung (dunkelgrau), Cysteinreste Cys-694, Cys-695 und Cys-828 als ,Stick"-
Darstellung (magenta) (PDB:4XUF).

[ a1
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Cys-828

l

Abbildung 16 . FLT3-Kinasedomane als ,Cartoon“-Darstellung (silber) mit dem gebundenen FLT3i 8
(AC220) als ,Stick“-Darstellung (dunkelgrau), Cysteinreste Cys-694, Cys-695 und Cys-828 als
»otick“-Darstellung (magenta) (PDB:4XUF).

Aufgrund dieser Erkentnisse wurde in dieser Arbeit versucht, potentielle irreversible FLT3-
Inhibitoren zu synthetisieren. Hierzu wurde der sehr potente reversible FLT3-Inhibitor 29 (S.
21, 66) mit verschiedenen Michael-Systemen modifiziert (blau in Schema 23).

OH 0/\/ H@

H H \ H H rHJ N N/
ams /" N__N \ NH DO
roI Znénat \ rrrro 153
o- N o o-N O x_COOH

N O
N N WO(V
29 153-155 154
r’-rr\n/\
REVERSIBLER INHIBTOR IRREVERSIBLER INHIBITOR o)

Schema 23. Retrosynthetische Darstellung der potentiellen irreversiblen Inhibitoren 153-155.

[ a2
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Im Folgenden wird die Synthese solcher potentieller irreversibler Inhibitoren erlautert.

Da eine direkte Funktionalisierung der phenolischen Hydroxylgruppe in 5-Position von 29
strategisch ungunstig zu sein schien (strukturelle Abschatzung der Molekildimensionen aus
der Rontgenstruktur), wurde ein Platzhalter (Spacer) mit einer Kettenlange von 2 C-Atomen
(N-Boc geschiitztes Ethanolamin) mit Hilfe der Mitsunobu Reaktion eingefuihrt (Schema 25)
[115]. Die Mitsunobu Reaktion ermdglicht die Transformation eines Alkohols in einen Ether.
Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erhielt man die freie Aminogruppe, welche nun fur

weitere Reaktionen zugéanglich war (Schema 24).

N
o- N
N o
29 o NH: 157
H H
b \
N_ N NH
e N
oN O N 0

158
Schema 24 . Synthese von 158. (a) 1.2 equiv. tert-Butyl-(2-hydroxyethyl)carbamat (156), 1.5 equiv.
PPhs, 1.5 equiv. DIAD, THF, 50 °C, (b) 4 M HCI in Dioxan, Dioxan, 40 °C.

Im einleitenden Schritt bildet Triphenylphosphin mit DIAD (Diisopropylazodicarboxylat) (159)
ein Betain 160 als Zwischenstufe, welches anschlielend 29 deprotoniert. Die freie OH-
Gruppe von tert-Butyl-(2-hydroxyethyl)carbamat (156) greift nun diese Zwischenstufe an und
es entsteht 161. 29 kann nun wiederum als Nukleophil eine Sy2 Reaktion eingehen, wobei
DIAD zu einem Hydrazinderivat reduziert wird und Triphenylphosphinoxid als gute

Abgangsgruppe das System verlasst (Schema 25).
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o] PhsR of
PPh N=N —_— N- ®
oa/ov o:<o © H (29)
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DIAD (159) 160 _(
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>|\ L OH PhsP o — H ey O>—
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H ‘\ 3 H@
o__N o )
o © ON-NH - iPrOC(O)NHNH(O)COiPr
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Schema 25. Darstellung von 157 mittels einer Mitsunobu Reaktion.

An 158 wurden anschlieBend mit Hilfe von Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)-
phosphonium-hexafluorophosphat (BOP) (E)-4-(Dimethylamino)but-2-ensaure 162 (in
Anlehnung an Kobus et al. [116]), Maleinsaureanhydrid 163 (in Anlehnung an Smaill et al.
[85]) oder Acrylsdure 164 eingefihrt. Dadurch konnten Michael-Systeme in den
Zielmolekilen 153-155 etabiliert werden (Schema 26).
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155

N
H

Schema 26. Derivatisierung von 158. (a) 1.1 equiv. 162 ((E)-4-(Dimethylamino)but-2-ensaure), 3.5
equiv. NEts, 1.2 equiv. BOP, DMF, (b) 1.1. equiv. 163 (Maleinsaureanhydrid), DMF, 70°C, (c) 1.1
equiv. 164 (Acrylsaure), 3.5 equiv. NEtsz, 1.2 equiv. BOP, DMF.
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B. Neue Indolderivate als chiméare Verbindungen

1. Einleitung

1.1 Chromatinstruktur

Die strukturelle Organisationsform der DNA in eukaryotischen Zellen in eine hdhere
Strukturordnung, das Chromatin, ist ein wichtiger Regulationspunkt in der Kontrolle der
Genexpression. Das Chromatin befindet sich im Zellkern und setzt sich aus den
Einzelkomponenten DNA, Histonen und nicht-Histonproteinen zusammen. Es besteht aus
einer sich wiederholenden Basiseinheit, die als Nukleosom bezeichnet wird. Dieser
hochkonservierte Nukleoproteinkomplex besteht aus einem so genannten Nukleosomenkern
(Core), geformt aus 146 Basenpaaren der DNA [117], der in 1.65 Windungen [118] einer
linksgangigen Helix um ein Histonoktamer gewunden ist. Ein solches Oktamer wird aus
einem (H3-H4), Tetramer und zwei H2A-H2B Dimeren gebildet. Diese Heterodimerisierung
von H3 und H4 mit anschlieRender Dimerisierung zum (H3-H4).-Tetramer sowie die Bildung
des H2A-H2B-Dimers sind fur die Stabilitit des Nukleosomenkerns verantwortlich und
ermdglichen somit die kompakte Packung der DNA (Abbildung 17) [117, 119, 120].

H3 H4 H3-H4 Dimer {H3-H4), Tetramer ™

H2A H2B H2A-H2B Dimer - Histon-Oktamer

Abbildung 17 . Schematische Darstellung des stufenweisen Aufbaus eines Nukleosoms durch
Histonproteine. Die DNA ist um ein (H3-H4)2Tetramer und zwei H2A-H2B-Dimere gewickelt, um einen
Nukleosom-Core-Partikel zu bilden in Anlehnung an Das et al. [121].

Dieser Nukleosom-Core-Partikel wird zusammen mit einem so genannten Linker-Histon H1
mit weiteren solcher Nukleosom-Core-Partikeln verknupft. Hierdurch entsteht eine hdhere
Strukturordnung, und das fuhrt zur Stabilisierung des Chromatins. Auf diese Weise kann die
lineare DNA etwa um den Faktor 30-40 verdichtet werden [118]. Die H1-Linker-Histone sind
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aber im Gegensatz zu den Histonproteinen des Nukleosomen-Cores keine essentiellen
Bestandteile des Chromatins [122]. Unter physiologischen Bedingungen ist die Assoziation

von H1 mit dem Chromatin weniger stabil als die des Nukleosomen-Cores [119].

Die N-terminalen Enden der vier Core-Histone kdnnen posttranslational durch Acetylierung,
Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinylierung oder Sumoylierung modifiziert werden
[123-125]. Die daraus resultierenden Veranderungen der Chromatinstruktur sind an der

Kontrolle transkriptioneller Prozesse beteiligt [124, 125].

1.2 Posttranslationale Veranderung der Chromatinst  ruktur

Aus dem Nukleosom ragt an der Oberflache der lysinreiche N-Terminus der Proteinkette
heraus. Diese lysinreiche Sequenz kann durch bestimmte Enzyme posttranslational
modifiziert werden. Zu diesen Enzymen gehéren z. B. die Histon-Acetyltransferasen (HATS),
die fir die Acetylierung spezifischer Lysinseitenketten zustdndig sind. Die Histon-
Methyltransferasen (HMTs) methylieren Lysin- und Argininreste, wahrend die Histon-Kinasen
fur die Phosphorylierung von spezifischen Serinresten verantwortlich sind. Dartber hinaus
fuhren die fur die Ubiquitinylierung und Sumoylierung verantwortlichen Enzyme zur
Anheftung des Proteins Ubiquitin bzw. einer SUMO-Protein Einheit (small ubiquitin-related
modifier) [126]. Als Gegenspieler hierzu dienen Histon-Deacetylasen (HDACSs), Methylasen,
Phosphatasen und Ubiquitin-Proteasen, welche das Gleichgewicht solcher Modifikationen
steuern [117]. Diese Aktivierungs- bzw. Inaktivierungskaskaden durch hochselektive
chemische Histonmodifikationen dienen somit der Informationssteuerung im Organismus
(Entwicklung der DNA und somit das Ablesen dieser durch DNA-bindende

Enzyme/Transkriptionsfaktoren).

1.3 Histon-Acetyltransferasen und Histon-Deacetyla  sen

Die bei weitem am haufigsten vorkommenden und am besten charakterisierten
posttranslationalen Veranderungen an Histonproteinen sind Acetylierungen bzw.
Deacetylierungen [126]. Dabei werden N-terminal positionierte Lysinreste der Histone
acetyliert bzw. deacetyliert. Die Einstellung des dynamischen Gleichgewichts zwischen
diesen beiden Reaktionen wird von zwei kompetitiven Enzymfamilien, den Histon-
Acetyltransferasen (HATs) und den Histon-Deacetylasen (HDACS), reguliert. Histon-
Deacetylasen katalysieren dabei die reversible Deacetylierung von Lysinresten an Histonen,
wahrend die Histon-Acetyltansferasen dafiur verantwortlich sind, dass an Histonproteinen die

positiv geladenen  Aminogruppen (Lysinreste) reversibel durch ladungsneutrale
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Acetylaminoreste ersetzt werden [63, 94, 126, 127]. Durch den Verlust der positiven Ladung
der Lysinseitenketten kommt es zu einer geschwachten Interaktion mit der negativ
geladenen DNA, wodurch die Chromatinstruktur gelockert wird (Abbildung 18b) [128]. Die
Deacetylierung von Histonproteinen ist daher vor allem fir die Stabilisierung der
Chromatinstruktur und das damit verbundene Ruhen transkriptioneller Aktivitat d.h. die Gen

Stilllegung (gene-silencing) verantwortlich [94, 128].

Die Modifikationsmuster an den Histonproteinen (Histon-Code) bestimmen also den
Packungsgrad der DNA, wodurch die Zuganglichkeit verschiedener Genabschnitte

gegenuber der Trankriptionsmaschinerie reguliert werden kann [94, 126].

Fehlregulationen von transkriptionellen Prozessen kénnen zu Defekten im Proteom (dem
Expressionsmuster der Zelle) und unter Umsténden zu malignen Erkrankungen fihren. Eine
gezielte Beeinflussung durch so genannte ,small molecule drugs" an solchen Enzymen z. B.
durch (nicht)-kovalente Modulation, die fir diese Modifikationen des Chromatins
verantwortlich sind, kann zu Veranderungen der Genexpression fihren. Solche ,small
molecule drugs” kénnen in der Tumortherapie zu Veranderungen, wie z. B. Zellzyklusarrest,

Differenzierung oder Apoptoseinduktion fuhren [129, 130].

a)
Histon Modifikation
Histon-Methylierung z.B. Acetylierung, Demethylierung,
Histon-Deacetylierung Phosphorylierung
b)
B Ac
Ac
Ac P Ac
Ac

Abbildung 18 . Nukleosomen aus DNA bestehend (schwarze Linie), um das Histonoktamer gebunden
(violett). Posttranslationale Modifikationen von Histon-Tails via Methylierung (Me), Phosphorylierung
(P) oder Acetylierung (Ac) beeinflussen die héhere Ordnung der Nukleosomenstruktur, welche ATP-
abhangig reguliert werden kann. Darstellung gegensétzlicher Aktionen von HDAC und HAT. a) Histon-
Methylierung und Histon-Deacetylierung induzieren eine enge Chromatin-Konformation und
translationale Repression. b) Histon-Acetylierung und Demethylierung fihren zur Lockerung des
Chromatins und somit zur translationalen Aktivierung in Anlehnung an Bolden et al. [129].
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1.4 Histon-Deacetylasen

Die erste Deacetylase Aktivitat wurde 1969 identifiziert, bald nach der Entdeckung der
Histon-Acetylierung 1964 [131]. Jedoch gelang die Isolierung und Identifizierung von
humanen HDACs [132] [133] erst in den 1990er Jahren. Bis heute wurden 18 solcher Histon-
Deacetylasen kloniert und teilweise ndher charakterisiert. Die Einteilung der humanen

HDACSs erfolgt aufgrund ihrer Sequenzhomologie in 4 Hauptklassen [126, 133, 134].

* Klasse I-HDACs
Sie besitzen eine hohe Sequenzhomologie mit dem Transkriptionsregulator Rpd3 (reduced
potassium dependency 3) der Hefe. Die Klasse | umfasst dabei die HDACs 1, 2, 3, und 8.
Bis auf HDAC 3 sind die Enzyme dieser Klasse vornehmlich im Zellkern lokalisiert [117, 126,
135, 136].

* Klasse II-HDACs
HDACs Il besitzen eine strukturelle Ahnlichkeit mit der Hefe HDA1 (Histon-Deacetylase 1)
und umfassen die HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und 10. Die Enzyme konnen zwischen Zellkern und
Zytoplasma der Zelle diffundieren und werden nicht in allen Gewebskompartimenten
exprimiert, bevorzugt jedoch in den Muskel-Kompartimenten wie z. B. dem Herz [117, 135,
137, 138]. Dies lasst vermuten, dass die Klasse IlI-Enzyme in zellulare

Differenzierungsvorgénge und Entwicklungsprozesse involviert sind [137].

Die Klasse II-HDACs werden entsprechend ihrer Struktur der Deacetylase-Doméne in zwei
Untergruppen unterteilt. Die Klasse lla HDACs (HDAC 4, 5, 7 und 9) bestehen aus zwei
Teilstrukturen, einer zinkabhangigen katalytischen Domé&ne und einer N-terminalen
Verlangerung mit ca. 600 Aminosdurebausteinen, welche zur Interaktion mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und Co-Repressoren fihrt. Die Klasse llb-HDACs (HDAC 6 und 10)

hingegen verfligen tUber zwei in Reihe liegende katalytische Doméanen [126, 139, 140].

e Klasse llI-HDACs (SIRT 1-7)
Klasse IlI-HDACs gehéren aufgrund ihrer strukturellen Homologie zur Sir2/Hast (Silencing
Protein) der Hefe zur Familie der Sirtuine (SIRTS). Das aktive Zentrum besteht hier aus ca.
275 Aminosaureresten und benétigt zur Katalyse den Cofaktor NAD*. Dieses Coenzym
verbindet z. B. die Aktivitat der Sirtuine mit dem Zellstoffwechsel [117, 136, 138, 141].
AuRerdem besitzen die Klasse IlI-HDACs sowohl zwei CXXC-Motive (Zinkfinger-Domanen)
als auch mindestens eine hydrophobe Region (Leucin-Zipper), die Protein-Protein und

Protein-DNA Wechselwirkungen erleichtern [126].
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* Klasse IV-HDAC (HDAC 11)
Diese erst 2002 isolierte Form der HDACs kommt hauptsachlich in Niere, Herz, Gehirn,
Skelettmuskulatur und Hoden vor und ist hauptsachlich im Kern der Zelle lokalisiert [142,
143]. HDAC 11 hatte bislang keine definierte physiologische Funktion. Vor kurzem jedoch
wurde eine negativ regulierte Expression des Gens flr Interleukin-10 (IL-10) in Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) durch HDAC 11 nachgewiesen. Diese sind z. B. fur die

Immunantwort auf eingedrungene Erreger oder veranderte Korperzellen verantwortlich [144].

1.5 Einfluss von HDAC bei Tumorerkrankungen

In gesunden Zellen besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den Aktivitdten von
Histon-Acetyltransferasen (HATS) und Histon-Deacetylasen (HDACS) [145, 146], das sowohl
fur ein zellspezifisches Genexpressionsmuster, als auch fur das normale
Wachstumsverhalten der Zellen verantwortlich ist. Stérungen des Gleichgewichtes zwischen
HAT und HDAC &uBern sich in Anderungen der trankriptionellen Aktivitat und kénnen z. B.

zu einer verminderten Expression von Tumorsupressorgenen fuihren [147].

Durch eine gesteigerte HDAC Aktivitat kommt es zu einer dauerhaften Deacetylierung der
Histone und somit auch z. B. zur Unterdriickung bestimmter Proteinbiosyntheseprozesse (z.
B. durch gene-silencing). Beispielsweise filhrt HDAC 1 zu einer Herabsetzung des
Tumorsuppressorgens p53 [146], wahrend HDAC 2 im Alterungsprozess der Zellen eine
wichtige Rolle spielt (replikative Seneszenz) [148]. Solche Fehlregulationsprozesse in der
Histon-Acetylierung stehen auch im direkten Zusammenhang mit der Entstehung von
Tumoren [149].

1.6 HDAC-Inhibitoren

1.6.1. Allgemeines

Epigenetische Veranderungen sind an der Pathogenese vieler Erkrankungen beteiligt.
Histon-Deacetylasen (HDACs) sind epigenetische Regulatoren, die in Tumorzellen haufig
Uberexprimiert sind und zur Fehlregulation von Zellwachstum und -differenzierung ursachlich
beitragen. Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) werden deshalb als aussichtsreiche
Wirkstoffkandidaten fir die Tumortherapie angesehen und umfangreich charakterisiert.
HDACi hemmen die Deacetylierung von Histonen und von vielen anderen Proteinen [131,
147]. Hierdurch modulieren HDACI die Chromatinstruktur und die Genexpression. Dazu z&ahlt

auch die Re-Expression von Tumorsupressorgenen, welche zu zellularer Differenzierung,
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Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion fiihrt. HDACi unterschiedlicher struktureller
Substanzklassen befinden sich derzeit in praklinischen und Kklinischen Studien zur

Krebstherapie und werden im Folgenden vorgestellt [150-152].

1.6.2. Strukturklassen

Hydroxamsauren

Sie sind zurzeit die groRte Gruppe der HDACI [124]. Ein gangiges Pharmakophormodell fur
Hemmstoffe von Zink-abhangigen HDACs unterteilt die chemische Struktur in a) eine
Gruppe, die mit Aminosauren am Eingang der Bindungsstelle interagiert (,cap group®) - die
gezielte Modifikation dieser Gruppe kann als vielversprechende Strategie zur Generierung
von Isoenzym-selektiven HDACI eingesetzt werden [153], b) einen aliphatischen Linker tragt
und c) eine Gruppe, die mit dem katalytisch wirksamen Zink im aktiven Zentrum interagiert
(Chelat bildende Kopfgruppe ,warhead") [124].

Hydroxamsauren sind reversible Inhibitoren der Klasse | und Il HDACs [135], zu denen unter
anderem 166 (Trichostatin A, TSA) und 167 (Suberoylanilidhydroxamséaure, SAHA) gehoren.

TSA (Trichostatin A) (166):

Abbildung 19 . Struktur von 166 (TSA).

166 (TSA) war einer der ersten HDACI. Jedoch machte die starke Toxizitat dieser
Verbindung fur den Patienten den klinischen Einsatz unmdglich. Viele darauf folgende
Wirkstoffe wurden von der Struktur des Trichostatin A abgeleitet [135]. 166 (TSA) selbst wird

heute noch oft als Referenzsubstanz eingesetzt [135, 137].

¢ SAHA (Suberoylanilidhydroxamséaure) (167):
H 0
\[(\/\/\/‘L N/OH
o H

Abbildung 20 . Struktur von 167 (SAHA).

167 (SAHA) (Zolinza™) wurde bereits von der US-amerikanischen FDA (Food and Drug
Administration) zur Behandlung von kutanen T-Zell-Lymphomen zugelassen [154] und wird

auch bei Patienten mit verschiedenen leukamischen Erkrankungen getestet [155].
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Strukturanalysen von 167 (SAHA) und einem HDAC-ahnlichen Protein haben gezeigt, dass
167 (SAHA) in die Tiefe der katalytischen Tasche eindringen kann und somit sein
Hydroxamsaurerest mit dem Zinkion direkt interagiert (Abbildung 21) [135, 156, 157]. Durch
die Interaktion mit dem Zinkion wird die Deacetylierung der Histone verhindert, wahrend die
Histon-Acetylierung nicht beeinflusst wird. Die daraus resultierende erhdhte Expression von

Genen soll als Gegenspieler des Tumorwachstums agieren [158].

b) 167 (SAHA)

V! ]l
/ ( Cap group

\‘\\ / /'/
A\

NH

/

Oj 2
L aliphatischer Linker

\—O 1
HN L Zinkbindende Gruppe (ZBG)
OH J

Abbildung 21 . (a) Modell eines HDAC-HDACi Komplexes. HDAC 8 — blau, Helices und Faltblatter

sind als Bander, Schleifen und Réhren dargestellt. Aminosauren (dunkelblau) und Zn?*-lon (griin) des

katalytischen Zentrums sind hervorgehoben. Der Inhibitor 167 (SAHA) ist in rot dargestellt. b) Hier ist

der bekannte HDACi 167 (SAHA) dargestellt. Reproduziert mit Genehmigung nach Kramer et al. [158].
» LBH-589 (Panobinostat) (168):

o]

X N/OH
H H
N

Abbildung 22 . Struktur von 168 (LBH-589).

I

HN

168 (LBH-589) gehort ebenfalls zur Strukturklasse der Hydroxamsauren und ist eine
Weiterentwicklung von 167 (SAHA), wobei seine Wirksamkeit vom mikromolaren zum
nanomolaren Bereich gesteigert werden konnte [159]. 168 (LBH-589) (Farydak®) [160] wird
bereits flr die Behandlung des multiplen Myeloms eingesetzt. AuRerdem befindet es sich
derzeit in der klinischen Phase 2 fur die akute lymphoide Leukamie (ALL) (NCT02518750).

Benzamide

Eine weitere Verbindungsklasse der HDACi sind Benzamide. Zu diesen zéhlen z. B.
Entinostat 169 (MS-275) und seine Derivate:
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¢  MS-275 (Entinostat) (169):
0

N N NH
» H H 2
N

o

Abbildung 23 . Struktur von 169 (MS-275).

Der Hemmmechanismus von 169 (MS-275) konnte noch nicht vollstandig geklart werden,
jedoch wird vermutet, dass die Diaminophenylgruppe fur die Inhibierung von HDAC
entscheidend ist, da die beiden Aminogruppen mit dem Zink-Kation einen Chelatkomplex
ausbilden koénnten [135, 161]. 169 (MS-275) wirkt in verschiedenen Tumorzelllinien
antiproliferativ [162, 163].

Carbonsauren oder kurzkettige Fettsduren

Vertreter dieser Gruppe sind z. B. 170 (Natriumbutyrat) und 171 (Valproinsdure). Jedoch
gehdren nur wenige Substanzen dieser Gruppe an. Diese Klasse von HDACI sind deutlich
weniger potent als Hydroxamsauren [135, 137]. In vitro kann zwar eine Hemmung der
HDACSs im millimolaren Bereich erreicht werden, in vivo jedoch sind diese Dosierungen nicht
realisierbar. Trotzdem und trotz ihrer pleiotropen Effekte gehdren die Carbonsauren zu den
bestuntersuchten HDACI [117, 135], und 171 ist fur die Behandlung von Epilepsie und

einigen Tumorarten zugelassen [135].

Abbildung 24 . Strukturformeln von 170 (Natriumbutyrat) und 171 (Valproinsaure).

1.6.3. Histondeacetylase-Inhibitoren bei akuten Leu  kdmien

HDACi hemmen die Deacetylierung von Histonen an Lysinresten und &ndern dadurch die
Expression zahlreicher Gene, z.B. die Expression von Genen fir anti-proliferative und pro-
apoptotische Proteinmolekile. Erst in den letzten Jahren ist klar geworden, dass
Acetylierungsereignisse neben den Histonen einen grol3en Kreis weiterer Proteine regulieren
[63, 131]. Nach HDAC-Hemmung kann deren Hyperacetylierung anti-neoplastische
Wirkungen vermitteln. HDACi-Behandlung von Zellen fihrt so beispielsweise zur Modulation
der Funktion von STAT-Proteinen (Signal Transducer and Activator of Transcription), sowie
zur Destabilisierung von Klientenproteinen des Hitzeschock-Proteins 90 (Hsp90) [147, 164,

165]. Aufgrund ihrer anti-tumoralen Effekte werden HDACI als mogliche Therapeutika fur die
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AML [166] in klinischen Versuchen, sowohl als Einzelsubstanzen als auch in Kombination mit

etablierten Zytostatika, untersucht respektive eingesetzt [134].

Aktuell werden verschiedene HDACi in klinischen Studien zur Mono- oder
Kombinationstherapie [134, 167] von soliden und hé&matologischen Tumoren untersucht.
Auch bei akuten Leukamien sollen HDAC-Inhibitoren eine zukunftige
Behandlungsmdglichkeit sowohl in Mono- als auch in Kombinationsbehandlung darstellen
[168] .

Bei 167 (SAHA) konnte in Phase 1 der klinischen Studie eine signifikante antileuk&mische
Aktivitat bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie beobachtet werden. 167 (SAHA)
hemmt effektiv die HDAC-Aktivitat sowohl im peripheren Blut als auch in den Zellen des
Knochenmarks. 167 (SAHA, Vorinostat) hat die klinische Phase 2 in der Monotherapie
(NCT00305773) abgeschlossen und lauft aktuell in Phase 3 als Kombinationstherapie weiter
(NCT01802333).

167 (SAHA)
HDAC1, 2,3, 6
Auswirkungen auf Transkription Keine Auswirkungauf Transkription
) ) Acetylierung des Cortacin a-Tubulin HSP-90
Histon-Acetylierung  yragiiptionsfaktors  Acetylierung Acetylierung Acetylierung
<R

www . esa . @ e
I
1 l l | I |

Zelizyklus Differenezierung Apoptose Angiogenese Zellmotilitat Adgresom  Immunmodulation

Ol * &>~ 5

Abbildung 25 . Verschiedene Mechanismen zur Darstellung der Zellfunktionen bei Tumorwachstum.
Reproduziert mit Genehmigung nach Richon et al. [169].
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2. Chemischer Teil Il

2.1 Chimare Verbindungen mit Strukturelementen von FLT3i und HDACI Aktivitat

Die Anwendung von FLT3-Inhibitoren als Monotherapie bei der Behandlung von AML flhrt
lediglich zu einer niedrigen Ansprechrate [24, 170-172]. Ferner ist die Entwicklung von
Resistenzen, die auf der Selektion von Zellklonen mit sekundér mutierten, FLT3i-insensitiven
Versionen von FLT3-ITD beruhen, zu beobachten [173, 174]. Daher wird eine Kombination
von Tyrosinkinaseinhibitoren (TKi) mit anderen Wirkprinzipien gegenwartig als besonders
erfolgversprechend angesehen. An erster Stelle steht dabei die Kombination mit etablierten
Behandlungsprinzipien, wie z. B. der Einsatz von Zytostatika [170-172] oder die allogene
Stammzelltransplantation  [174-177]. Eine  potentiell ebenfalls  aussichtsreiche
Kombinationsma@glichkeit erlauben Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACi). HDACi werden
aufgrund ihrer anti-tumoralen Effekte als mdgliche Therapie fir AML bereits in klinischen
Versuchen sowohl in Einzelgaben als auch in Kombination mit etablierten Zytostatika
untersucht [177].

Des Weiteren zeigten Untersuchungen an Zellmodellen der AML, dass die Kombination von
FLT3i und HDACI vielversprechende anti-leukdmische, wirkungsverstarkende Effekte mit
sich bringen [178, 179]. Pietschman et al. [151] untersuchten dazu die kombinatorische
Wirkung von 168 (LBH-589) (pan-HDACI) und 24 (Tabelle 1, S. 17) (Mahboobi et al. 2006
[91]). Die beiden Substanzen wurden dabei auf Induktion der Apoptose als sub-G;

Population in Zellzyklusanalysen untersucht.

Bei Einzelbehandlungen erhielt man lediglich eine Apoptoserate von weniger als 10%,
wahrend beide Substanzen, in Kombination eingesetzt, eine starke zytostatische Wirkung in
Bezug auf die Reduktion der S-Phase und der G./M Population ausubten (Abbildung 26a).
Bei der Kombinationsbehandlung mit 10 nM 168 (LBH-589) und 300 nM 24 konnte man eine

Apoptoserate von anndhernd 90% erhalten [151].

Die Einzelbehandlungen mit den beiden Inhibitoren sowie die Kombinationsbehandlung
fuhrten in MV4-11-Zellen, welche endogenes FLT3-ITD exprimieren, Dosis-abhéngig zu der
gewlnschten Induktion von Apoptose (Abbildung 26b). Die mittlere Dosis-Wirkungs
Beziehung kann nach Chaou und Talalay berechnet werden (CI) und besagt, dass ein CI
Wert < 1 fur Synergismus steht (Tabelle in Abbildung 26b). Diese Daten zeigen deutlich eine
synergistische Wirkung beider Substanzen und belegen, dass die Kombination von HDACI

und FLT3i gegeniiber der Einzelgabe deren Wirkung signifikant verstarken kann [151].
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Kontrolle 168 (LBH-589) 24 24 + 168 (LBH-589)
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Abbildung 26 . Der HDACi 168 (LBH-589) und der selektive FLT3-Inhibitor 24 zeigen eine
kombinatorische Wirkung bei der Induktion von Apoptose in FLT3-ITD-exprimierenden AML-Zellen. (a)
Zellzyklusprofil in MV4-11-Zellen als Histogramme. Die Behandlung erfolgte mit 10 nM 168 (LBH-589),
300 nM 24 oder der Kombination beider Substanzen in diesen Konzentrationen. (b) Dargestellt ist die
durchflusszytometrische Analyse der Apoptoseraten in MV4-11-Zellen. Reproduziert mit
Genehmigung nach Pietschmann et al. [151].

Ein weiteres Beispiel fur solch einen dualen Inhibitor ist 172 (CUDC-101). Dieser duale
Tyrosinkinase-(EGF/Her2) und HDAC-Inhibitor hat die klinischen Phase 1b fir Kopf-Hals-
Karzinome sowie Leber-, Brust-, Lungen- und Magenkrebs (NCT01171924) abgeschlossen.
Durch die Kombination der Grundstruktur von 13 (Erlotinib) (EGF/Her2-Inhibitor) mit HDAC-
inhibitorischen Strukturelementen (Abbildung 27) wurde ein neuartiger dual wirksamer
Inhibitor kreiert. Dessen Inhibitorwirkung liegt im enzymatischen Assay um den Faktor 5-10
hoher als die der einzelnen Substanzen. Ferner liefert der chiméare Wirkstoff 172 (CUDC-
101) eine signifikant verbesserte Hemmung des Wachstums von Krebs-Zelllinien im in vitro
System gegeniber einer kombinierten Anwendung der einzelnen Substanzen. Zusatzlich soll
das Praparat eine hohere Vertraglichkeit und verbesserte Pharmakokinetik aufweisen [180,
181].
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Abbildung 27 . Darstellung des EGF/Her2-Inhibitors 13 (Erlotinib), des HDAC-Inhibitors 167 (SAHA)
und des daraus abgeleiteten Hybridmolekuils 172 (CUDC-101).

2.2 Zielsetzung

Basierend auf diesen synergistischen Effekten war es das Ziel dieser Arbeit, eine neue
Generation von Hybriden zu entwickeln, welche sowohl eine FLT3i als auch eine HDACI-
Aktivitat aufweisen (Konzept der ,2 warheads") [182]. Derartige Zwei-Komponenten-
Verbindungen sollen beide Wirkprinzipien in einer Verbindung vereinen und so z. B. das
Auftreten resistenter Klone, die nur mit einem oder einer unzureichenden Menge einer der

beiden Agentien in Kontakt sind, ausschlief3en.

Diese Hybride sollten daher das Grundgerust der bereits synthetisierten FLT3-Inhibitoren
aufweisen, wie z. B. 29, 30 oder 36, und zum anderen mit den Strukturmerkmalen von
verschiedenen HDAC-Inhibitoren wie z. B. 167 (SAHA), 168 (LBH-589) oder 169 (MS-275)
modifiziert werden (Abbildung 28).

Darlber hinaus sollten diese neu synthetisierten Wirkstoffe im Zellsystem auf ihre
potenziellen Eigenschaften hin getestet werden. Es sollte festgestellt werden, ob diese in der
Lage sind, Wechselwirkungen mit dem FLT3-Rezeptor einzugehen bzw. mit dem
katalytischen Zentrum der Histondeacetylasen zu interagieren, um die gewlnschten Effekte

wie oben beschrieben erzielen zu kdnnen.
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Abbildung 28 . Ubersicht von strukturellen Kombinationsméglichkeiten zu chiméaren Verbindungen.
2.3 Synthese chiméarer Verbindungen mit einem Struk  turelement von 167 (SAHA)

29 und seine Analoga (Abbildung 28) wurden, wie in Kapitel Chemischer Teil | beschrieben,
in einer mehrstufigen Synthese dargestellt. Sie dienten als Edukte fur die Modifikation mit
Partialstrukturen des HDAC-Inhibitors 167 (SAHA) und dessen Analoga (Schema 27-30). Im
ersten Schritt wurde 29 mit den entsprechenden w-Bromcarbonsauremethylestern (n = 4, 5,
6) alkyliert. Die Kettenldange von n = 6 (176) entspricht dabei der von 167 (SAHA), wahrend
die Verbindung 175 (n = 4) als strukturelles Derivat angesehen werden kann (Schema 27).
Desweiteren wurden in Schema 28 nicht nur die Lange der Seitenkette (n = 5) weiter variiert,

sondern auch Modifikationen an der Isoxazolseitenkette vorgenommen (tBu vs. Me).

58



Chemischer Teil Il

U S S
0]
a o N
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29 173:n=4 175:n=4
174:n=6 176:n=6

177:n=4
178:n=6

Schema 27. Synthese der orthogonal funktionalisierten FLT3-Inhibitoren 177 und 178. (a) 1.1 equiv.
NaH (60% in Mineraldl), 1.2 equiv. 7-Bromo6nanthsduremethylester (n = 6) 174 oder
5-Bromvaleriansauremethylester (n = 4) 173, 0 °C, DMF, (b) 1.2 equiv. LiOH, H2O:MeOH:THF (1:1:2).

Um alternative Darstellungsweisen solcher funktionalisierter Inhibitoren zu untersuchen,
wurde die Synthesesequenz zur Einflihrung der Alkylcarbonsaureester im Vergleich zu
Schema 27 modifiziert. Ausgehend von 124 wurde daher zundchst die entsprechende
Estergruppe eingefiihrt (180), bevor durch eine Additionsreaktion mit 140 (BIZ-NCO) bzw.
150 (MIZ-NCO) die gewunschten Produkte 182 und 183 erhalten wurden (Schema 28).
Durch basische Esterspaltung unter milden Bedingungen konnten nach Schema 27 und 28
die freien Carbonséuren 177-178 und 184-185 erhalten werden.
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183: R=MIZ (nach Methode c) 185: R = MIZ

Schema 28. Synthese von 184 und 185. (a) 1.1 equiv. NaH (60% in Mineraldl), 1.2 equiv. 6-
Bromcapronsauremethylester, 0 °C, DMF, (b) Trifluoressigséure (c) 0.1 M Lésung 140 in THF, kat.
Pyridin, THF, (d) 150, 1.1 equiv. Diphosgen, THF, (e) 1.2 equiv. LiOH, H2O:MeOH:THF (1:1:2).

2.3.1. Synthese von 188 (NH ;OTHP)

Um die entsprechenden Hydroxamsauren 193-196 zu generieren, wurde zunachst O-

(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin (188) in zwei Schritten synthetisiert (Schema 29).

N-Hydroxyphthalimid (186) wurde im ersten Schritt mit Dihydropyran unter Saurekatalyse
geschutzt (187) [183]. AnschlieRend konnte mittels Hydrazinolyse mit Methylhydrazin das
gewilnschte O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin (188) erhalten werden [183] .

0] 0
a b
N-OH e N-O - = (¢}
: \ﬁ : [\i Q >/:
e}
187

Schema 29. Synthese von 188 (O-(Tetrahydropyran-2-yl)hydroxylamin). (a) 1.1 equiv. Dihydropyran,
kat. p-Toluolsulfonsaure, Dioxan:DCM 1:1, (b) 1.15 equiv. Methylhydrazin, Benzol, 80 °C.

Die Umsetzung der jeweiligen Carbonsauren mit 188 (O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yhhydroxylamin) und die anschlieRende saure Acetalspaltung lieferten die entsprechenden
Hydroxamsauren 193-196 (Schema 30).
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Schema 30. Synthese von 193-196. (a) 1.2 equiv. BOP, 3.0 equiv. NH2OTHP (188), 3.0 equiv. NEts,
THF/DMF, (b) 0.6 M HCI (aq.), MeOH.

Dazu wurden die Carbonsauren 177, 178 und 184-185 mit 188 (O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-
yhhydroxylamin) amidiert [184]. Die Freisetzung zur Hydroxamsaure konnte durch Spaltung
des Acetals mit wassriger verdinnter Salzsaure in Methanol bewerkstelligt werden [184].
Man erhielt auf diese Weise die gewtinschten chiméren Verbindungen, welche neben dem
FLT3-inhibitorischen Pharmakophor auch das HDACI-Strukturelement von 167 (SAHA)
aufweisen (193-196).

2.4 Synthese chimarer Verbindungen mit einem Struk  turelement von 168 (LBH-589)

5-Brombenzofuran (199) wurde ausgehend von 4-Bromphenol (197) in zwei Stufen nach
Marom et al. [185] synthetisiert. 4-Bromphenol (197) konnte nach Deprotonierung mit
Natriumhydrid mit Bromacetaldehyddiethylacetal zum 1-Brom-4-(2,2-diethoxyethoxy)benzol
(198) reagieren. Nach Ringschluss mittels Polyphosphorsaure in Benzol konnte 199 isoliert
werden (Schema 31) [185].
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Schema 31. Darstellung von 5-Brombenzofuran (199). (a) 1.25 equiv. NaH, 1.2 equiv.
Bromacetaldehyddiethylacetal, DMF, 100 °C, (b) 10% Polyphosphorsaure, Benzol, Rickfluss.

5-Bromindol wurde wie in Schema 4 phenylsulfoniert (200). 199 und 200 wurden
anschlie3end mittels LDA in Position 2 metalliert und durch Zugabe von CO: (Trockeneis)
mit anschlieBender saurer Aufarbeitung carboxyliert. Die so erhaltenen Carbonsauren

wurden mit Thionylchlorid in ihre Carbons&urechloride 203 und 204 tberfiihrt (Schema 32).

Br. OH Br. cl
R0 T O GELE § S
Y Y 0 Y 0]

199:Y=0 201:Y=0 203:Y=0
200: Y = N-SO,Ph 202: Y = N-SO,Ph 204: Y = N-SO,Ph

Schema 32. Darstellung von 5-Brombenzofuran-2-carbonsaurechlorid (203) und 5-Brom-1-
(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-carbonséaurechlorid (204). (a) 1.1 equiv. LDA, -78 °C, THF, Trockeneis, (b)
SOCIz, Rickfluss.

Die Kopplungsreaktion (analog Schema 9) und die darauffolgenden Schritte wurden analog
zu den Schemata 12 und 17 durchgeftihrt, um 209 und 210 zu erhalten (Schema 33).

Br: Cl
T
BocHN Y 0
AN - -
N a,b

S0,Ph 203: Y=0
7 204: Y = N-SO,Ph

207: Y=0 209: Y=0
208: Y=NH 210: Y=NH

Schema 33. Synthese von 209 und 210 (a) 2.2 equiv. t-BulLi, -78 °C, THF, (b) 2.5 equiv. TBAF, THF,
Ruckfluss, (¢) 2 M HCI (ag.), THF, (d) 0.1 M Lésung von 5-(tert-Butyl)-3- isocyanatoisoxazol (140) in
THF, THF, kat. Pyridin.

Durch eine Palladium-vermittelte Kreuzkupplung (Heck-Reaktion) [186] (Schema 34) von
209 und 210 mit tert-Butylacrylat konnte der a,3—-ungesattigte Ester eingefiihrt werden [187],

welcher spéater in eine Hydroxamsaure tUberfuhrt wurde (das Strukturelement des HDACi 168
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(LBH-589)). Die tert-Butylester 211 und 212 konnten mittels Trifluoressigsaure zu 213 und
214 gespalten werden. Die nachfolgende Amidierung mit NH,OTHP (188) und die
abschlielende Acetalspaltung erfolgte wie in Schema 30 dargestellt. Man erhielt somit die
gewlnschten chiméaren Verbindungen 217 und 218, welche nun ein strukturelles Element
von 168 (LBH-589) aufweisen (Schema 34).

213:Y=0 215:Y=0
214:Y = NH 216:Y = NH

A\
N
N 0

217:Y=0
218:Y=NH

Schema 34. Synthese von 217 und 218. (a) 0.1 equiv. Tri-o-tolyl-phosphin, 0.1 equiv. Pd(OAc)z, 16.0
equiv. tert-Butylacrylat, Ruckfluss, 3.0 equiv. NEts, THF, (b) Trifluoressigsaure, (c) 1.2 equiv. BOP, 3.0
equiv. NH20THP (188), 3.0 equiv. NEts, THF:DMF 2:1, (d) 0.6 M HCI (ag.), MeOH.

2.5 Synthese chimarer Verbindungen mit einem Struk  turelement von 169 (MS-275)

2.5.1. Synthese von 225 ( N-(2-aminophenyl)-4-(((2-(5-(3-(5-( tert-butyl)isoxazol-
3-yhharnstoff)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)methyl)benzamid)

Der Benzamid-Substituent (Element von 169 (MS-275)) konnte durch eine zweistufige
Synthese ausgehend von o-Aminoanilin (219) erhalten werden [188].

Im ersten Schritt flUhrte man selektiv eine Boc-Schutzgruppe fur o-Aminoanilin (219) mit Di-

tert-butyl-dicarbonat ein und man erhielt 220.
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Schema 35. Synthese von tert-Butyl 2-aminophenylcarbamat (220). (a) 1.2 equiv. Boc20, THF.

Im néachsten Schritt wurde zunachst 4-(Brommethyl)benzoesaure (221) mit Hilfe von
Thionylchlorid in ihr 4-(Brommethyl)benzoylchlorid (222) Uberfihrt. Dieses konnte
anschliel3end in situ mit dem im ersten Schritt erhaltenen tert-Butyl-2-aminophenylcarbamat
(220) zum gewilnschten tert-Butyl-2-(4-(brommethyl)benzamido) phenylcarbamat (223)

umgesetzt werden [188].

Br
L
Br a ﬁ Br b NH
Hom/©/\ — I — E:[ j\ )<
o} o} N ©
221 222 223

Schema 36. Synthese von tert-Butyl 2-(4-(brommethyl)benzamido)phenylcarbamat (223). (a) SOCIz,
Ruckfluss, (b) 1.0 equiv. 220, 1.2 equiv. Pyridin, DCM.

Durch Alkylierung der Hydroxylgruppe von 29 mit tert-Butyl 2-(4-
(brommethyl)benzamido)phenylcarbamat (223) erhielt man 224. Nach Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe liel3 sich 225 als Produkt darstellen (Schema 37). Dieses enthielt nun als
HDAC-inhibitorische Sequenz das o-Aminobenzamid Strukturelement von 169 (MS-275).

Br

g X
223

NH
Co (X
. HTTCD
o-N

225
Schema 37 . Synthese von 225. (a) 1.1 equiv. NaH, 1.1 equiv. 223, DMF, (b) Trifluoressigsaure.



Pharmakologischer Teill

C. Pharmakologischer Teil

1. Ergebnisse

1.1 FLT3-Inhibitoren

Die FLT3-Rezeptortyrosinkinase ist in der AML sehr haufig fehlreguliert, sodass Inhibitoren
dieser Kinase eine potentielle Therapiestrategie gegen AML darstellen. Die im Chemischen
Teil | beschriebenen Verbindungen wurden auf ihre Fahigkeit zur Inhibierung dieser Kinase

mit den beschriebenen pharmakologischen Methoden (Kapitel F. 2) getestet.

1.1.1 Proliferationsassay in MV4-11-Zellen

Die neu synthetisierte Serie von FLT3-Inhibitoren aus dem Chemischen Teil | wurde hierfir
in einer humanen AML-Zelllinie (MV4-11) einem Proliferationsassay in Bezug auf ihre
Zellviabilitat unterzogen. Anhand der gewonnen Daten wurde der ICso-Wert der einzelnen

Verbindungen bestimmt (Tabelle 4).

R= j;\*?ﬁ7/% \\if\f/z ;/é :
- N g

) )
ON gz N miz

S
T N-N gD

Verb. R ICso [NM]

29 BIZ 1.71+£0.412

30 MIZ > 100

31 BIT 5.15+0.618

32 BTD 14.42 + 0.657

=
R/H\H/H TN >
0 Zy~A D0
Verb. X z A Y R’ R ICso [NM]

33 N CH NH NH OH BlZ > 100
35 CH N NH O OH BIZ 29.75 £ 0.586
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36 CH CH NH 0 OH BIZ | 0.78+0.648
37 CH | cCH o NH OH BIZ | 0.64+0.859
(BS228)
38 CH CH S H BIZ | 10.74+0.744
39 CH CH NH OH MIZ | 24.31+0.725
40 CH CH NH OH BIT | 3.77+0.746
H H ™
Y
Verb. Y ICs0 [NM]
41 NH 9.94 + 0.682
42 0 2.75£0.756
43 7.92+0.773
"
R O [ O
N
Verb. R R’ ICs0 [UM]
44 H NH-CO-NH-BIZ >1
45 NH-CO-NH-BIZ OCH; >1
46 NH-CO-NH-BIZ OH >1
8 (AC220) 1.20 + 0.659 nM

Tabelle 4. Inhibition des FLT3-Tyrosinkinase-Rezeptors durch Bis(1H-indol-2-yl)methanone und
Derivate im MV4-11 Proliferationsassay (N = 3). Die Berechnug der ICso-Werte erfolgte mit der
Software Prism Graphpad.

Die durch die Modifikation der Leitstruktur 29 erhaltenen Verbindungen und ihre zugehdrigen
ICso-Werte sind in Tabelle 4 dargestellt. 8 (AC220) (Abbildung 11, S. 19), ein potenter FLT3-

Inhibitor wurde als Referenzverbindung verwendet.

Es wurden sowohl Veranderungen im Grundkdrper der Bisindole als auch in der Seitenkette

des Isoxazolrestes vorgenommen. Dabei wurden 5-(tert-Butyl)isoxazol (BIZ) wie in 29 durch

verschiedene Derivate, wie z. B. 5-Methylisoxazol (MIZ) in 30 oder 5-(tert-Butyl)isothiazol
(BIT) in 31 oder 5-(tert-Butyl)-1,2,4-thiadiazol (BTD) in 32 ersetzt.
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Es konnte dabei ein Zusammenhang beziglich der Affinitat gegeniiber dem FLT3-Rezeptor
und dem Harnstoff-Derivat (29-32) beobachtet werden. Die Verbindungen, die mit der
Struktur MIZ modifiziert wurden, zeigten im Vergleich zu BIZ eine verminderte inhibitorische
Wirksamkeit. Es scheint daher fir die Bindung in der ATP-Tasche wichtig zu sein, dass der
Alkyl-Rest eine gewisse GrofRe aufweist um diese auszufillen. Man konnte diesbezlglich
eine Reihenfolge hinsichtlich der Modifikation am Harnstoff-Derivat und ihrer Affinitat fir den
Rezeptor festlegen: BIZ > BIT > BTD >> MIZ.

Weitere Veranderungen der Struktur wurden sowohl im Bisindolylmethanon-Grundgerist als
auch am Grundgerust selbst durchgefihrt, wie z. B. ,Azaindole”. Der zusatzliche Stickstoff in
Position 7 im Ring (33) flihrte zu einem deutlichen Aktivitatsverlust. Eine mogliche Erklarung
hierfur ist, dass durch den zusatzlichen Stickstoff ungtinstige Wechselwirkungen mit der

Binde-Tasche entstehen.

AuRerdem wurden auch Benzofurane anstelle von Indolen eingefihrt (35-37). Bei 35 fihrte
dies zu einer erheblichen Aktivitatssteigerung. Im Vergleich zu 33, das aus einem Azaindol
neben dem Indol-Grundgerust bestand, fihrte der Ersatz des Indols durch ein Benzofuran
zur Steigerung der inhibitorischen Wirkung (> 100 nM vs. 30 nM). Auch bei 36 und 37
(BS228) konnte diese Affinitatszunahme gegeniber 29 (ca. 2.2 - 2.7 fach) beobachtet

werden.

Aus weiteren Untersuchungen (Tabelle 5 und 6) resultierte, dass 37 (BS228) die potenteste
Verbindung in dieser Serie war. Es wurden daraufhin noch weitere Modifikationen an 37
(BS228) durchgefiihrt. Ebenfalls wurde die Isoxazolseitenkette BIZ durch MIZ (39) und BIT
(40) ersetzt (Tabelle 4). Die ermittelten ICso-Werte stimmten mit den zuvor gemachten
Beobachtungen beziiglich der Veranderung der inhibitorischen Wirkung tberein. Das Derivat
mit 5-Methylisoxazol MIZ zeigte neben BIZ und BIT die geringste inhibitorische Wirkung.
AuRerdem wurde das Indol durch Benzothiophen (38), Pyrrol (41), Furan (42) oder Thiophen
(43) substituiert. Alle Derivate wiesen weiterhin eine gute Affinitat gegeniber dem FLT3-
Rezeptor auf, jedoch nicht so stark wie 37 (BS228).

Neben den Bisindolylmethanonen wurden auch sogenannte 2-Aroylderivate (44-46)
synthetisiert. Diese zeigten jedoch lediglich eine Wirksamkeit > 1 uM, sodass diese Art von

Modifikation nicht weiterverfolgt wurde.
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1.1.2 Messung der  Apoptoseinduktion durch FLT3-Inhi bitoren mittels
Durchflusszytometrie

Neben dem Proliferationsassay wurde auch die Apoptoseinduktion (Abbildung 29)
beziehungsweise der Anteil an Zellen, der sich in der subGi-Zellzyklusphase befindet,
gemessen. Dazu wurden zunéchst die synthetisierten Verbindungen (29-33 und 35-37) in
verschiedenen Konzentrationen zu unterschiedlichen Inkubationszeiten in Vergleich zu 8
(AC220) untersucht.

Die durchflusszytometrische Analyse (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)) mit
Propidiumiodid (PI) gefarbten Zellen erlaubt die Untersuchung des Zellzyklusprofils. PI
interkaliert in die DNA, und aufgrund der eingelagerten Menge an Pl lassen sich die
einzelnen Phasen des Zellzyklus mit Hilfe eines Durchflusszytometers ableiten. Die subG:-
Zellzyklusphase stellt dabei den Anteil an apoptischen bzw. nekrotischen Zellen dar, welche
lediglich noch fragmentierte DNA enthalten.

50

Abbildung 29 . Apoptose-Induktion in FLT3-ITD exprimierenden Zellen durch FLT3i. MV4-11-Zellen
wurden mit 10 nM des Wirkstoffes fir 48 h behandelt (N = 2). AnschlieBend wurde die Fraktion
apoptotischer Zellen (subG:-Fraktion) bestimmt und mit Hilfe von FACS Diva Software ausgewertet.
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Abbildung 30 . Auszug aus FACS Diva Software: Zellzyklus der Kontrolle (unbehandelte Zellen) und
von 37 (BS228) 10 nM nach 48 h.

Aus Abbildung 30 ist der Vergleich zwischen einem normalen Zellzyklus (Kontrolle) und einer
Apoptose induzierenden Substanz 37 (BS228) ersichtlich. Bei 37 (BS228) ist im Vergleich
zur Kontrolle die subG:-Phase der fragmentierten und apoptotischen Zellen, die durch
degradierte DNA charakterisiert sind, stark erhtéht (42.8% vs. 15.6% in der Kontrolle).
AulRRerdem wurde das Zellwachstum sowohl in der S- als auch in der G:-Phase stark
reduziert.

1.1.3 Proliferationsassay in FLT3-exprimierenden Ba  /F3-Zellen

Aufgrund der gunstigen Pharmakokinetik in vivo, sowie der Fahigkeit, FLT3-ITD spezifisch im
nanomolaren Bereich in vitro zu hemmen, ist 8 (AC220) einer der vielversprechendsten TKi
gegen FLT3-ITD-positive AML [93]. Bei der Therapie von FLT3-ITD-positiven Patienten mit 1
(PKC412) [28] oder 8 (AC220) [74] entstehen bei einem grof3en Anteil der behandelten
Patienten sekundére FLT3-Mutationen [74]. Mutationen in der Aktivierungsschleife des
FLT3-Rezeptors der FLT3-ITD (Positionen D835 und Y842), des ,gatekeeper residue F691°
[74], oder Mutationen in der ATP-Bindungsdoméne an N676 [75] fuhren zu einer
Verringerung oder gar einem Verlust der Aktivitat von 8 (AC220) [24, 76].

Aufgrund dessen wurden neue Wirkstoffe entwickelt, die auch bei Therapie-assoziierten
FLT3-Mutationen zusétzlich zur FLT3-ITD ihre Wirksamkeit nicht verlieren. Bekannte
Beispiele hierfir sind 9 (Crenolanib) [70-72, 78], 10 (G-749) [79] und 11 (TTT-3002) [80]
(Abbildung 7). 9 (Crenolanib) wurde urspringlich als PDGFR-Inhibitor [69] entwickelt, ist zur
Zeit jedoch der wirksamste und erfolgversprechendste TKi gegen Therapie-assoziierte
sekundéare FLT3-Mutationen mit einem FLT3-ITD Hintergrund.

Die hier synthetisierten Verbindungen, die bereits im AML-Zelltest sehr wirksame FLT3-
Inhibitoren waren (29, 36 und 37 (BS228): ICso-Werte im niedrigen nanomolaren Bereich),
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wurden daher auch an FLT3-ITD-positiven Zellen mit einer sekundaren FLT3-Mutation
getestet, welche durch die Therapie mit 8 (AC220) hervorgerufen werden. Dazu wurden
murine Ba/F3-Zellen verwendet, welche neben FLT3-WT, FLT3-ITD, FLT3-D835Y (haufigste
TKD-Mutante) zusétzlich zu einer FLT3-ITD auch eine der beiden FLT3-TKD-Mutationen
D835Y und N676K exprimieren (Tabelle 5 und 6).

EairszelEn 3702??12518 : |c:5o3 [6nM] |c:502 ?nM]
D835Y 1.14 + 0.853 10.66 + 0.824 28.10 £ 0.916
D835Y-N676K 17.53 % 0.900 64.61 * 0.859 105.6 + 0.763
D 2.06 * 0.346 <5(nb) <5 (n.b)
[TD-D835Y 17.93+0.914 > 100 (n.b.) > 100 (n.b.)
ITD-N676K 16.51+0.973 1439 +0.829 11.29 + 0.958
WT 295+ 0.852 <5(nb) <5(nb)

Tabelle 5. Ubersicht der ICso-Werte von 29, 36 und 37 (BS228) in Ba/F3-Zellen. Die Zellen wurden 72
h mit einer Konzentrationsreihe der entsprechenden Verbindung inkubiert und die Zellzahl mittels
Trypanblaufarbung bestimmt (N = 3). Die Werte wurden zur Leerkontrolle prozentual ins Verhaltnis
gesetzt. Die Berechnung der ICso-Werte erfolgte mittels der Software Prism Graphpad (n.b. = nicht

bestimmt).

BalF3-Zelen Gl | Gkl | vermame
D835Y 1.14 +£0.853 6.56 +0.342 5.8
D835Y-N676K 17.53 £ 0.900 39.32 £ 0.504 2.2
ITD 2.06 +0.346 7.59 +0.789 3.7
ITD-D835Y 17.93+£0.914 136.40 + 0.992 7.6
ITD-N676K 16.51 £ 0.973 19.63 £ 0.940 1.2
WT 2.95+0.852 3.56 +0.326 1.2

Tabelle 6. Vergleich der ICso-Werte und des Aktivitatsverhaltnisses von 37 (BS228) vs. 8 (AC220).

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, zeigte 37 (BS228) gegenuber allen transfizierten Zelllinien eine
sehr gute inhibitorische Wirkung. Bei 36 und 29 hingegegen konnte ein deutlicher
Wirkungsverlust in der TKD-Mutation (D835Y) und der Doppelmutation ITD-TKD (D835Y
N676K) beobachtet werden. Die Mutation an ITD-D835Y fiihrte zum vollstdndigen
Wirkungsverlust von 36 und 29, wahrend die Mutation an ITD-N676K keinen Einfluss auf ihre
inhibitorische Wirkung zeigte. Auch im Wildtyp (WT) konnte eine ebenfalls gute inhibitorische
Wirkung (< 5 nM) erreicht werden. Ein direkter Vergleich der ICso-Werte und der
Aktivitatsunterschiede von 37 (BS228) gegentber 8 (AC220) ist in Tabelle 6 dargestellt.
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Hervorzuheben ist, dass 37 (BS228) in allen untersuchten Zelllinien die inhibitorische
Wirksamkeit von 8 (AC220) mindestens erreicht, bzw. z.T. eine signifikant bessere aufweist.
Vor allem in der ITD-D835Y und der TKD-Mutation (D835Y) zeigt 37 (BS228) eine 7.6 fach
(17.93 vs. 136.40 nM) bzw. 5.8 fach (1.14 vs. 6.56 nM) hohere inhibitorische Wirkung im
Vergleich zu 8 (AC220).

37 (BS228) ist somit in der Lage, neben FLT3-WT (Tabelle 5) auch die durch die Therapie
mit 8 (AC220) assoziierten Mutanten zu inhibieren (Tabelle 6). 37 (BS228) zeigt sogar eine
vergleichbare Wirkung mit dem TKi 9 (Crenolanib) [72, 74]. In Bezug auf die Mutation in
FLT3-TKD (D835Y) zeigt 37 (BS228) sogar eine hdhere inhibitorische Wirkung als 9
(Crenolanib), 10 (G-749) oder 11 (TTT-3002) (vgl. Tabelle S1 [72], Tabelle 1 [79] im Anhang
H S. 181). Die zusatzliche N676K Mutation reduziert die Empfindlichkeit der FLT3-ITD und
D835Y, was auch bei 10 (G-749) beobachtet wurde. Zusammengefasst zeigen diese
Ergebnisse, dass 37 (BS228) ein potenter Inhibitor gegenliber FLT3-ITD oder FLT3-TKD-
Mutationen ist und zugleich kaum einen Aktivitdtsverlust gegeniber sekundaren FLT3-

Mutationen aufweist.

1.1.4 Proliferationsassy in Zellen mit c-Kit Mutati  onen

Der Stammzellfaktor-Rezeptor KIT gehért ebenfalls zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen
Klasse Il —wie FLT3 und besteht aus einer extrazelluldren, einer transmembranen und einer
zytoplasmatischen Doméne. Durch Bindung seines Liganden, des Stammzellfaktors (SCF),
kommt es zur Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase. Diese Bindung beeinflusst
wiederum uber verschiedene Signaltransduktionswege wie z. B. PI3K/AKT, JAK/STAT und
RAS/RAF Prozesse wie Zellteilung, Apoptose und Differenzierung [189, 190]. Um die
normale Hamatopoese nicht zu stark zu beeinflussen bzw. zu hemmen, soll eine
gleichzeitige Inhibition von FLT3 und KIT vermieden werden. Zum Beispiel verursacht 8
(AC220) durch die starke Hemmung von FLT3 und c-KIT schwere Myelosuppressionen in
Leukamiepatienten [72]. Aber auch TKi wie 3 (Sorafenib) oder der HDACi 168 (LBH-589)
hemmen dual FLT3 und c-KIT [72].

Um eine gleichzeitige Inhibition von FLT3 und KIT auszuschlieen, wurde 37 (BS228) in

einem Proliferationsassay mit Zelllinien getestet, die eine cKIT-Mutation enthalten.
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Abbildung 31 . HMC1.1 (links) und HMC1.2-Zellen (rechts) wurden mit DMSO als Kontrolle oder dem
Inhibitor 37 (BS228) 54 h behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit [3H] Thymidin (1 pCi) in 25 pl
IMDM-Medium behandelt und weitere 18 h kultiviert. Die Radioaktivitdt konnte anschlieRend mittels
eines (3-Scintillations-Z&hlers (Perkin ElImer, Rodgau-Jigesheim, Deutschland) gemessen werden. Die
Messungen wurden von Herrn Dr. Sebastian Drube am Institut fir Immunologie am Uniklinikum in
Jena durchgefihrt (CPM = counts per million).

Die Proliferationsdaten der Zellinien mit KIT-Mutationen wie HMC1.1, die die V560G c-KIT
Mutante tragen, oder HMCL1.2, die die Doppel-Mutation der Imatinib-insensitiven
V560G/D816V-c-KIT Mutante aufweisen, zeigten, dass 37 (BS228) selbst bei einer
Konzentration von 1 uM und 72 h keine Wachstumshemmung bewirkt (Abbildung 31).

Demgegentber sind FLT3-ITD-abhangige MV4-11-Zellen bereits bei einer Behandlung von
10 nM 37 (BS228) nach 48 h zu uber 40% tot (Abbildung 30). Daher kbénnte die normale
Hamatopoese moglicherweise bei einer Verabreichung von 37 (BS228) — trotz einer
gewunschten Eliminierung FLT3-ITD-positiver AML-Zellen — nicht zum Erliegen kommen. Die
hohe Selektivitat von 37 (BS228) gegentliber mutiertem FLT3 wird auch durch den spater

beschreibenen Kinobead-Versuch (Kapitel C. 1.1.7) untermauert.

1.1.5 Westernblot in MV4-11- Zellen

Um die gewlinschte Hemmung der Aktivitat von FLT3-ITD durch 37 (BS228) oder 8 (AC220)
nachzuweisen, wurden Ganzzelllysate der FLT3-ITD exprimierenden MV4-11-Zellen Uber
Immunoblot analysiert. Spezifische Antikérper ermdglichen den Nachweis von
phosphoryliertem FLT3 und der phosphorylierten Form des FLT3-ITD Substrats, des
sogenannten STAT5 (Signal Transducer and Activator of Transcription-5; der bedeutendste
nachgeschaltete Signaltransduktionsweg von FLT3-ITD) (Abbildung 32) [191, 192].
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Abbildung 32 . Die MV4-11-Zellen wurden mit jeweils 5 nM verschiedener FLT3i fir 1 oder 2 h
inkubiert. Danach folgte eine Lyse der Zellen, um Ganzzelllysate fir eine SDS-PAGE mit
anschlieBendem Westernblot zu erhalten (N = 3). a-Tubulin und HSP90 dienten als Ladekontrolle. Der
Westernblot wurde von Frau Mandy Bayer am Institut flr Toxikologie am Uniklinikum in Mainz
durchgefuhrt.

37 (BS228) und 8 (AC220) fuhrten bereits ab einer Konzentration von 5 nM zu einer
deutlichen Hemmung der Aktivitdt des Rezeptors nach nur 1 h Inkubationszeit, welche
anhand der Reduktion der Phosphorylierung von FLT3-ITD (FLT3 - pFLT3) nachgewiesen
wurde. 9 (Crenolanib) zeigt bei einer solchen Konzentration (5 nM) hingegen noch ein Signal
bei der Phosphorylierung von FLT3-ITD, was lediglich fur eine Reduktion, aber nicht fur eine
Hemmung der Aktivitat des Rezeptors spricht. Die nachgeschaltete,
phosphorylierungsabhéngige Aktivierung des STAT5-Proteins wurde in gleichem Male fir
37 (BS228), 8 (AC220) und 9 (Crenolanib) unterdriickt.

STATS ist ein Transkriptionsfaktor, der in Krebszellen oft konstitutiv phosphoryliert vorliegt.
Dies fuhrt zum Beispiel zu einer schlechten Kontrolle in der Aktivierung der Transkription der
Gene, welche von STAT5 beeinflusst werden. Der PI3K/AKT-Sighalweg ist an
unterschiedlichen physiologischen Prozessen beteiligt, z. B. am Zellzyklus, und ist daher

haufig ein in humanen Tumoren aberrant regulierter Signalweg [193].

1.1.6 Proliferationsassay zur Spezifitatskontrolle
1.1.6.1. Lervektor-exprimierende Ba/F3-Zellen

Als Kontrolle wurden Interleukin-3 (IL-3) stimulierte Ba/F3-Zellen mit 37 (BS228) behandelt,
welche mit dem Leervektor MIY transduziert sind. Dabei wurden sowohl 8 (AC220) als auch

37 (BS228) in aufsteigenden Konzentrationen (5-100 nM) in Gegenwart von 10 ng/ml IL-3
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Abbildung 33 . Darstellung des Proliferationsassay in Ba/F3-Zellen mit MIY. Die Zellen wurden 72 h
mit den entsprechenden Konzentrationen von 37 (BS228) und 8 (AC220) behandelt und mit 10 ng/ml
IL-3 stimuliert (N = 3). Ebenfalls wurde nach 72 h die Zahl der lebenden Zellen (Zellen pro ml)
bestimmt und ins Verhéltnis gesetzt, diesmal aber zu der Kontrolle mit ausschlieflich IL-3.

Durch die Zugabe des Wachstumsfaktors IL-3 konnte nachgewiesen werden, dass weder 37
(BS228) noch 8 (AC220) eine toxische Wirkung in den behandelten Ba/F3-Zellen zeigt.
Durch die Zugabe von IL-3 konnten die Zellen unbeeinflusst von 37 (BS228) und 8 (AC220)
weiter proliferieren. Wirden 37 (BS228) oder 8 (AC220) toxisch wirken, ware die
Proliferation trotz der Zugabe von Interleukin-3 gehemmt worden. Da es bis 100 nM zu
keiner solchen Inhibierung der Proliferation gekommen ist, wirken sowohl 37 (BS228) als
auch 8 (AC220) weder in der murinen Zelllinie Ba/F3 toxisch, noch hemmen sie den

Interleukin-3 Signalweg.

1.1.6.2. BCR-Abl-exprimierende Ba/F3-Zellen

Als eine weitere Spezifitatskontrolle der Substanz 37 (BS228) diente der Proliferationsassy in
BCR-ADbI-Zellen (verantwortliches Fusionsgen bei der Erkrankung an chronischer
myeloischer Leuk&mie (CML)). Dabei wurden die Zellen mit ansteigenden Konzentrationen
von 37 (BS228) und 8 (AC220) (5-100 nM) und mit dem BCR-AbI Inhibitor Imatinib
behandelt. Imatinib diente als Positivkontrolle und wurde in den Konzentrationen von 100-
800 nM eingesetzt. Nach 72 h wurde die Zahl der viablen Zellen bestimmt und ins Verhaltnis
zur Leerkontrolle gesetzt (Abbildung 34). Das fur die Proliferation vermittelnde Onkogen
BCR-Abl wurde dabei weder von 37 (BS228) noch von 8 (AC220) gehemmt. Imatinib
hingegen hemmte die Proliferation in den BCR-Abl Zellen. 37 (BS228) scheint daher eine

74



Pharmakologischer Teill

gewisse Selektivitat in Bezug auf seine inhibitorische Wirkung aufzuweisen, da es hier zu
keiner Blastenkrise (UberméaRige Proliferation unreifzelliger Blutzellen) wie z. B. bei CML
(BCR-ADI) kommt.
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Abbildung 34 . BCR-Abl exprimierende Ba/F3Zellen wurden 72 h mit den angegebenden
Konzentrationen von 37 (BS228) bzw. 8 (AC220) und zusatzlich mit Imatinib (BCR-Abl Inhibitor)
behandelt (N = 3).

1.1.7 Kinobead-Versuch

Nahezu ein Viertel aller Kinasen sind an der Onkogenese beteiligt. Es ist daher das Ziel,
neue selektive Wirkstoffe gegen Onkogene zu entwickeln. Die Entwicklung neuer
Antitumorwirkstoffe, die die hoch konservierte ATP-Bindungstasche besetzen, kann sowohl
Multikinaseinhibitoren als auch selektive Hemmstoffe fir eine bestimmte Kinase zum Ziel
haben [194]. Die Ergebnisse kdnnen dazu beitragen, die Wirkungsweisen einer Verbindung

aufzuklaren sowie mogliche Nebenwirkungen vorherzusagen.

Mit Hilfe von sogenannten Kinobeads™ kann eine solche potentielle Verbindung gleichzeitig

auf ihre Wirksamkeit an mehreren Kinasen (bis zu 250) getestet werden.

Die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden von der Forschungsgruppe von Herrn

Prof. Kister an der TUM in Freising durchgeftihrt.

Das Prinzip des Versuches basiert darauf, finf unselektive Kinase-Inhibitoren, die an
Sepharose Partikel (Beads) gekoppelt sind, reversibel in der ATP-Tasche der Kinasen zu
binden. Man kann dadurch eine Anreicherung an Kinasen zunachst an den Kinobeads bzw.

nach Abspaltung von diesen im untersuchten Lysat erreichen.
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Die Beads werden gewaschen, und die gebundenen Kinasen kdnnen von den Beads eluiert
werden. Nach Denaturierung der eluierten Proteine kénnen diese anschlieBend im SDS-
PAGE Gel fixiert werden. Die fixierten Proteine kdnnen dann mittels Trypsin ,verdaut‘, und
das erhaltene Peptidgemisch Uber LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
analysiert werden (Abbildung 35). Dabei wird davon ausgegangen, dass die Signalintensitéat

proportional zur vorhandenen Menge von Kinase-Protein ist.
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Abbildung 35 . Versuchsprinzip eines Kinobead Assay in Anlehnung an Medard et al. [194].

Fur die Kompetition mit dem Wirkstoff, hier 37 (BS228), war eine Vorinkubation notwendig.
Dazu wurde die Substanz in verschiedenen Konzentrationen zum jeweils gleichen
Mengenverhéltnis Protein/Lysat gegeben, um eine Endkonzentrationen von 3, 10, 30, 100,
300, 1000, 3000 und 30000 nM zu erhalten. Durch die Vorinkubation hat 37 (BS228) die
Mdglichkeit, zuerst (in Konkurrenz zu den Beads) in die ATP-Tasche der Kinasen zu binden

und so die Bindung an die Beads zu verhindern.

Je mehr Wirkstoff dann in der Probe enthalten ist, umso weniger der jeweiligen Kinase bindet
an die Beads, sodass nach Auswaschen und Freisetzung von den Beads die Signal-

Intensitat fur dieses Peptid/Protein sinkt (B-D).

Zuerst wurde ein Experiment (Tabelle 7) mit einem Zellmix aus vier verschiedenen Zelllinien
durchgefuihrt. Dieser besteht aus einer 1:1:1:1 Mischung aus K562 (CML)-, Colo205
(humanes Kolon-Adenokarzinom)-, MV4-11 (AML)- und SKNBE2 (humanes Neuroblastom)-
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Lysaten. Der Vorteil dieser Methode ist der, dass das Repertoire an Kinasen (249) und
aktiven Kinasen wesentlich gré3er ist als bei einer einzelnen Zelllinie.

Kinase EDso [NnM] Kinase EDso [NnM]
DDR2 2310
SEC11A 1023 EPHA7 3386
CDK16 4820
DDR1 1393 HNRNPD 5196
SMC4 6057
CDK15 446 FSCN1 11876

Tabelle 7. EDso-Werte aus dem Kinobeadversuch 1.

Aus Tabelle 7 kann man entnehmen, dass neben FLT3 lediglich RET und ZAK/MLTK als
potentielle Targets (Kinasen) in Frage kommen. RET kann hierbei vernachlassigt werden, da
diese Kinase hauptsachlich in der Embryonalentwicklung fir die Differenzierung von
Neuronen im autonomen Nervensystem verantwortlich ist und im erwachsenen Organismus
keine Funktion mehr hat [195]. ZAK hingegen gehort zur Familie der MAP-Kinasen (mitogen-
activated protein Kinase-Weg) und spielt dabei auch eine Rolle in der Regulierung des
Zellzyklus [196]. Die experimentellen Ergebnisse fur CDK15 und SEC11A konnten aufgrund
von relativ schwachen MS Signalen nicht eindeutig verifiziert werden und sollten nicht zu
streng bewertet werden. Die weiteren 237 in diesem Experiment untersuchten Kinasen

wurden lediglich in sehr hohen Konzentrationen angesprochen, welche in vivo nicht erreicht
werden kénnen.
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Abbildung 36 . Darstellung der Wirkung an den ,potentiellen* Targets. Verhaltnis der Konzentration
von 37 (BS228) zur relativen Intensitdt. Zusétzliche Kinasen, die erst in hohen
Wirkstoffkonzentrationen bzw. nicht inhibiert wurden, sind im Anhang H S. 180 dargestellt.

Das zweite Kinobead Experiment (Tabelle 8) wurde dann ausschlieBlich mit FLT3-ITD
positiven Zelllysaten von MV4-11-Zellen (200 Kinasen) durchgefuihrt. Dies sollte zur Prifung
der Selektivitat von 37 (BS228) beziglich der einzelnen Kinasen dienen.
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Kinase

CDK16

FLT3

MAP4K4

ZAK/MLTK

NQO2

EDso [n M]

126

2075

394

704

Tabelle 8. EDso-Werte aus dem Kinobead Versuch 2.

37 (BS228) hemmt die FLT3-Kinase und weist einen Kg Wert von 24 nM auf. Im Vergleich
erreichten 8 (AC220) einen Kq Wert von 34 nM und 9 (Crenolanib) sogar einen Kq Wert von 8
nM. Jedoch ist 9 (Crenolanib) im Vergleich zu 8 (AC220) und 37 (BS228) unselektiv und
spricht gleichzeitig tiber 30 Kinasen an.®

Erst bei hoheren Dosen werden auch ZAK, CDK16 und NQO2 (eine Oxidoreduktase)
inhibiert (Tabelle 8). NQO2 ist unter anderem sowohl an der Metabolisierung von Vitamin K
beteiligt, als auch an der Stabilisierung des Apoptose-Regulators p53 [197]. CDK16 (engl.
cyclin dependent kinase) gehort zur Familie der Serin/Theronin-Kinasen und spielt z. B. eine

Rolle im Signaltransduktionsweg bei der Zelldifferenzierung oder in der Exozytose [198].

FLT3
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rel. Intensitat
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5
-

Konzentration [nM]

Abbildung 37 . Darstellung des FLT3-Targets aus dem Kinobead Versuch 2. Relative Intensitat im
Verhéltnis zur Konzentration von 37 (BS228).

Durch diese beiden Kinobead Versuche konnte die Selektiviat und Spezifitat von 37 (BS228)
bestétigt werden. Aus den Tabellen 7 und 8 geht hervor, dass 37 (BS228) neben FLT3
lediglich CDK16, RET, ZAK und in héheren Dosen NQOZ2 als potentielle Targets anspricht.
RET kann hier vernachlassigt werden, da die Kinase lediglich in der Embryonalentwicklung
aktiv ist. Die Ubrigen Kinasen werden erst in hohen bis sehr hohen Wirkstoffkonzentrationen
angesprochen, welche in vivo ohnehin nicht erreicht werden kénnen. Eine Ubersicht tber

samtliche humanen Kinasen ist in Abbildung 38 dargestelit.

5 Die Kg Werte von 8 (AC220) und 9 (Crenolanib) wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Kister zur
Verfligung gestellt.
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Atypical Protein Kinases -
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Abbildung 38 . Kinom-Stammbaum (Abbildung von Cell Signaling Technology: www.cellsignal.com).
Die gelb hinterlegten Kinasen zeigen die mdglichen angesprochenen ,Targets".
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1.1.8 Ldslichkeitsuntersuchungen von 37 (BS228)

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Wirkstoffe sind leider in Wasser schwer |8slich.
Aufgrund dessen ist von einer schlechten Bioverfligbarkeit in vivo auszugehen. Captisol®
(Abbildung 39), ein bekannter LOsungsvermittler, kann die Lo6slichkeit von Wirkstoffen
verbessern und somit eine optimierte Formulierung ermdoglichen. Captisol® ist ein
B-Cyclodextrin Derivat mit polaren Sulfonatgruppen, die durch Spacer Gruppen von der

hydrophoben Kavitat getrennt sind [199].

ROCH7

CH,OR

0 O~ “cn0r R
E

ROCH,

H),1., oder (-CH,),-SO3Na),
0-

\‘r)

(-
6.

Abbbildung 39 . Chemische Struktur von Captisol®[199].

Um die Wasserloslichkeit von 37 (BS228) zu steigern, wurde in der Folge eine mogliche

Loslichkeitsverbesserung durch Captisol® untersucht.

Dazu wurde von der Stammldsung von 37 (BS228) (in 10%iger (v/v) Methanol/Wasser
Losung (5.363x107 mol/l) ein UV-Absorptions-Spektrum (Abbildung 40) vermessen. Aus
diesem konnte zunachst das Absorptionsmaximum bei 369 nm bestimmt werden. Bei dieser
Wellenlange wurde durch eine Verdinnungsreihe eine Eichgerade (jeweils

Dreifachbestimmung) erstellt.

Um sicherzustellen, dass bei dieser Wellenlange keine Verfalschung des Messergebnisses
durch Solvatochromie-Effekte stattfindet, wurde ferner ein Spektrum des Wirkstoffs in

wassriger Captisol® Losung als Vergleich zur Messreihe in Methanol/Wasser bestimmt.

Captisol® selbst sowie die verwendeten Solventien zeigen bei der Messwellenlange keine

nennenswerte Absorption (Blindkontrolle).
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Abbildung 40 . Absorptionsspektrum von 37 (BS228) in 10%iger (v/v) Methanol/Wasser Ldsung

(5.363x107 mol/l).

Tragt man die Captisol®-Konzentration gegen die Loslichkeit von 37 (BS228) auf, erhalt man
die in Abbildung 41 dargestellte (Eich)Gerade. Mithilfe von Captisol® ist eine deutliche
Zunahme der Loslichkeit von 37 (BS228) zu beobachten. In reinem Wasser ist die Ldslichkeit
von 37 (BS228) < 0.13 mg/ml, wahrend mit dem Losungsvermittler Captisol® die Loslichkeit

von 37 (BS228) in einer 40%igen Captisol® Lésung auf 25.76 mg/ml erhéht werden kann.

Abbildung 41 . Darstellung des Ldslichkeitsverhaltens von 37 (BS228) bei steigender Menge an

Captisol®.
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1.2 Potentielle irreversible Inhibitoren

Trotz bemerkenswerter Fortschritte im Verstandnis der Pathogenese der akuten myeloischen
Leukdmie (AML) sind Cytarabin und Anthrazykline nach wie vor die Grundpfeiler der
Chemotherapie. Allerdings ist ihre Effektivitat aufgrund der auftretenden Resistenzen
limitiert, und die groRe Ruckfallquote ist ein weiteres Indiz fir den begrenzten Erfolg dieser
Therapie. Um neue Strategien zu entwickeln, wurde der Fokus nun auf irreversible
Kinaseinhibitoren gelegt. Diese sollen das Problem der sekundaren Wirkstoff-Resistenz
umgehen [200], indem sie irreversibel an die ATP-Tasche binden und somit die Funktion der
Kinase an dieser Stelle blockieren [201]. Die damit einhergehenden nachgeschalteten
Signale der Kinase werden somit herunterreguliert. Die in Kapitel A. 2.5. synthetisierten
potentiellen irreversiblen Inhibitoren wurden in einem Proliferationsassay mit MV4-11-Zellen

getestet. Die Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben.
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Abbildung 42 . Ein Set an MV4-11-Zellen wurde mit den entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen 72
h inkubiert. Ein zweites Set wurde nach 3 h mit PBS gewaschen und anschlieRend ebenfalls 72 h
inkubiert. In den Proben wurden die Zellzahlen mittels Trybanblaufarbung bestimmt und mit der
jeweiligen Kontrolle (100%-Wert) ins Verhaltnis gesetzt (N = 3).

Im ersten Versuchsteil wurden bei den Proben keine Waschungen durchgefiihrt und die
Zellen direkt mit den Hemmestoffen 72 h kultiviert. Im zweiten Versuchsteil hingegen wurden
die MV4-11-Zellen mit den entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen fir 3 h behandelt, um
eine mdgliche Inhibition der Kinase zu ermoglichen. Danach wurden die Verbindungen
dreimal mit PBS Puffer ausgewaschen und die Zellen 72 h mit frischem Medium weiter
kultiviert.
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Verb. ICso [NM]
153 <5
154 10.50 + 0.691
155 9.64 £ 0.694

Tabelle 9. MV4-11-Zellen wurden mit den entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen 72 h inkubiert,
die Zellzahl mittels Vi-Cell bestimmt und mit der Kontrolle (100%) verglichen. Die ICso-Werte konnten
anschlieend mit Hilfe von GraphPad berechnet werden.

In dem Probenset, in dem keine Waschungen durchgefiihrt wurden, sieht man die erwartete
Inhibition (Abbildung 42). Die dazu berechneten ICso-Werte konnen aus Tabelle 9
entnommen werden. Lediglich 153 zeigte sehr gute inhibitorische Wirksamkeit gegentber
der FLT3-Rezeptorkinase. In den gewaschenen Zellen ist nur bei Verbindung 153 auch nach
Entfernung des Inhibitors aus dem Medium durch Auswaschen eine verbleibende Hemmung
messbar. Dies spricht fir eine potentielle irreversible Wirkung der Verbindung 153. Der

korrekte ICso Wert konnte nicht exakt ermittelt werden.
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1.3 Chimare Inhibitoren (HDAC und FLT3)

Aktivierende Mutationen der Tyrosinkinase-FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) sind kausal mit
der Entstehung der akuten myeloischen Leukamie (AML) assoziiert. Als neue gezielte
Behandlungsprinzipien fur die AML werden derzeit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKi) gegen
pathologisch Uberaktiviertes FLT3 und Inhibitoren fir Histon-Deacetylasen (HDACI) erprobt.
Die Kombination beider Wirkprinzipien, also Hemmung des fehlregulierten Enzyms und
Modulation der von HDACs bestimmten Chromatinstruktur und Transkription, erscheint
ebenfalls vielversprechend zu sein (vgl. Kapitel B.1.6.3). Die in Kapitel Chemischer Teil Il
synthetisierten Verbindungen stellen solche Hybride mit FLT3i und HDACI Aktivitat dar und
wurden mit den oben genannten Methoden auf inre Wirksamkeit getestet.

1.3.1 Apoptoseinduktion der chimaren HDAC/FLT3-Inih  ibitoren
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Abbildung 43 . MV4-11-Zellen wurden 48 h mit 10 nM Wirkstoff inkubiert und danach mit
Durchflusszytometrie analysiert. Die Apoptoserate wurde als Prozentwert der Kontrolle berechnet (N =
2).

Die chiméaren Verbindungen wurden mittels Durchflusszytometrie auf Induktion der
Apoptose, gemessen als subG1 Population in Zellzyklusanalysen, untersucht. Verglichen
wurden die Substanzen mit den HDACIi's 167 (SAHA) und 168 (LBH-589), HDACI's der
Hydroxamat-Familie und der Referenzverbindung 29 (Abbildung 43).

194 und 195 zeigen eine potentere Wirkung in der Auslésung der Apoptose mit ca. 40% von
FLT3-ITD exprimierenden humanen AML-Zellen, als die in der Verbindung kombinierten
.Parentalverbindungen” (167 (SAHA) zu 193, 194 und 195). 167 (SAHA) zeigt nach 48 h
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lediglich eine Apoptoserate von ca. 10% (Abbildung 43) und 29 12%. Auch die Verbindung
213 zeigt eine Apotoseinduktion von ca. 43%, wahrend die entsprechenden
Parentalverbindungen 168 (LBH-589) eine Apopotserate von ca. 27% (168) und 12% (29)
aufweisen. 193 und 218 dagegen zeigen mit ca. 12-15% kaum apoptotische Eigenschaften.
Das Prinzip einer synergistischen Wirkung von HDACi und FLT3i scheint jedoch in den
chimaren Verbindungen 194, 195 und 217 verwirklicht worden zu sein. Die Verbindungen

196 und 225 wurden in diesem Assay nicht untersucht.

1.3.2 Einfluss der chimaren HDAC/FLT3-Inhibitoren a uf die Proliferation von
AML-Zellen

Mit den synthetisierten Hybrid-Molekillen wurde ebenfalls ein Proliferationsassay in der
humanen AML-Zelllinie (MV4-11) durchgeftihrt. In Tabelle 10 sind die daraus resultierenden

ICso-Werte (mit der Software Prism Graphpad berechnet) aufgelistet.

H
ot Mon Verbindung n ICso [NM]
(0]
O 193 4 2.39 % 0.549
H H \ NH
T T 194 6 | 0180504
O~ N o]
H 195 5 2.08 +0.381

193-195

Verbindung Y ICs0 [NM]
217 o 1.47 £ 0.568
218 NH 0.75 £ 0.520
225 - 50.03 + 0.871

217-218

o)

Referenzverb. ICs0 [NM]

°
NH 29 - 1.71+0.412
\ NH

NH
h} $ 2 167 (SAHA) - > 100
H

atB e
o-N O
2

25 168 (LBH-589) - 4.78 +£0.236

Tabelle 10. Inhibition des FLT3-Tyrosinkinase Rezeptors durch chimare Verbindungen im MV4-11
Proliferationsassay (N = 3). Die Berechnung der ICso-Werte erfolgte mittels Prism Graphpad.

Die Verbindungen 193, 194 und 195 besitzen alle den gleichen Grundkdrper und
unterscheiden sich lediglich in der Lange ihres Spacers (Alkylkette). Verbindung 194 besitzt
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die gleiche Kettenldnge wie die Parentalverbindung 167 (SAHA), 195 weist eine und 193
zwei CH.-Einheiten weniger auf. Vergleicht man diese drei Verbindungen untereinander,
zeigt 194 mit einem ICso-Wert von 0.18 nM die starkste inhibitorische Wirkung bezlglich des
FLT3-Rezeptors, wahrend 193, die Verbindung mit der kirzesten Kette, die schwéachste
inhibitorische Wirkung aufweist. Basierend auf diesen Ergebnissen, scheint die Lange der
Seitenkette von 167 (SAHA) einen erheblichen Einfluss auf die inhibitorische Aktivitat zu
besitzen. Jedoch zeigen alle drei Verbindungen im Vergleich zu 167 (SAHA) einen deutlich
grolReren inhibitorischen Effekt, wahrend im Vergleich zu 29 lediglich 194 eine starkere

inhibitorische Wirksamkeit aufweist.

Die Verbindungen 217 und 218 weisen beide das Strukturelement von 168 (LBH-589) auf.
Zusatzlich wurde bei 217 eines der beiden Indole des Bisindol-Grundgeriists gegen
Benzofuran substituiert. Das bewirkte bei den TKi (Abschnitt C.1.1.2.) eine erhebliche
Steigerung der inhibitorischen Wirkung. Dies fihrte bei 217 jedoch zu Kkeiner
Wirkungssteigerung. Im Gegenteil: die chimare Verbindung 218 zeigt bezlglich der
inhibitorischen Wirkung sogar einen deutlich niedrigeren ICso-Wert. Im Vergleich zu ihrer
Parentalverbindung 168 (LBH-589) zeigen jedoch beide einen héheren inhibitorischen Effekt,
und im Vergleich zu 29 weisen sie ebenfalls eine gleiche bis starkere inhibitorische

Wirksamkeit auf.

225 wurde mit dem Strukturmerkmal von 169 (MS-275) modifiziert und zeigt einen ICso-Wert
von 50.03 nM. Dieser inhibitorische Effekt ist im Vergleich mit anderen chimaren
Verbindungen (vgl. 194 und 218) deutlich schwacher, sodass die Verbindung 225 hierin nicht

weiter verfolgt wurde.

1.3.3 Westernblot und Durchflul3zytometrische Unters ~ uchungen

Im Folgenden wurde sowohl eine chimére Verbindung der ,, Klasse* der Hydroxamsauren mit
einem Anteil von 167 (SAHA), als auch einem Anteil von 168 (LBH-589) im Westernblot
naher analysiert. Bei den mit einem Strukturmerkmal von SAHA modifizierten Verbindungen
wurde die Verbindung 194 weiter analysiert, wahrend von den LBH-Derivaten die

Verbindung 217, weiter untersucht wurde.
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1.3.3.1 Analyse der hemmenden Wirkung von Verbindun g 194 (ber Westernblot in
MV4-11 und Apoptoseinduktion

Die Verbindung 194 zeigt in Abbildung 44 eine deutliche Hemmung der Aktivitat des FLT3
Rezeptors. Die Reduktion der Phosphorylierung (pFLT3) setzt bereits bei einer
Konzentration von 1 nM ein. In Abbildung 45 zeigt die Hybridverbindung 194 hingegen
verstarkte Acetyl-Histonsignale (AcH3) bei einer Konzentration ab 3 pM. Eine Hemmung
dieser Histonsignale spricht fiir eine HDAC Inhibition. Als Kontrolle wurde der HDAC Inhibitor
166 (TSA) mit einer Konzentration von 0.1 pM aufgetragen.
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Abbildung 44 . Hemmung der FLT3-Tyrosinkinase durch 194 in MV4-11-Zellen. Dabei wurden die
Zellen 3 h mit den angegebenen Konzentrationen von 194 behandelt. Die Autophosphorylierung des
Rezeptors wurde durch Immunoblot mit einem spezifischen pFLT3 Antikérper analysiert, als
Ladekontrolle diente FLT3-C20. Der Westernblot wurde von Mitarbeitern am CBI der Friedrich-Schiller
Universitat in Jena duchgefihrt.
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Abbildung 45 . Hemmung der Histondeacetylasen durch 194 in MV4-11-Zellen. Die AML-Zellen, die
endogenes FLT3-ITD exprimieren, wurden 6 h mit den angegebenen Konzentrationen von 194 bzw.
mit 0.1 uM 166 (TSA) als Positivkontrolle behandelt. Zellextrakte wurden dann durch Immunoblotting
mit Antikdrpern gegen acetyliertes Histon H3 sowie B-Aktin (Ladekontrolle) analysiert. Der Westernblot
wurde von Mitarbeitern am CBI der Friedrich-Schiller Universitét in Jena durchgefihrt.

Abbildung 44 und 45 zeigen deutlich, dass die Hybridverbindung 194 sowohl die
Autophosphorylierung von FLT3-ITD in geringen subnanomolaren Konzentrationen hemmt,
als auch die Hyperacetylierung des Histons H3 auslost. Diese experimentellen Ergebnisse

dienen als Beweis der dualen Aktivitat der neu generierten Hybridmolekdile.
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Die Hybridverbindung 194 wurde auBerdem einer durchflusszytometrischen Analyse im
Vergleich zu den Parentalverbindungen 167 (SAHA) und 29 unterzogen (Abbildung 46). Es
konnte gezeigt werden, dass 195 im Vergleich zu seinen beiden Einzelkomponenten 167
(SAHA) und 29 eine potentere Wirkung bei der Induktion der Apoptose in FLT3-ITD
exprimierenden humanen Zellen aufweist (Abbildung 46). Das ist ein weiterer Anhaltspunkt
fur die synergistische Wirkung von FLT3 und HDAC in 194.
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Abbildung 46 . Apoptose-Induktion in FLT3-ITD exprimierenden Zellen durch die chimare FLT3i-
HDACI Verbindung 194. MV4-11-Zellen wurden in den angegebenen Konzentrationen mit 194 oder
den Parentalverbindungen 167 (SAHA; einem reinen HDACI) oder 29 (einem reinen FLT3i) fur 24 h
(grau) oder 48 h (rot) behandelt. AnschlieBend wurde die Fraktion apopototischer Zellen (SubG:-
Fraktion) bestimmt. Die Apoptose-Induktion wurde von Mitarbeitern am CBI der Friedrich-Schiller
Universitat in Jena durchgefiihrt.

1.3.3.2 Analyse der hemmenden Wirkung von Verbindun g 217 Uber Westernblot in
MV4-11

Abbildung 47 zeigt die Hemmung der Autophosphorylierung von FLT3-ITD in humanen
intakten MV4-11-Zellen durch die Hybridverbindung 217. 217 hemmt bis 3 nM nahezu
vollstandig die Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors. DMSO dient als Positivkontrolle.
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Abbildung 47 . Die MV4-11-Zellen wurden 2 h mit 217 behandelt. Die Lysate wurden dann durch
Immunoblotting mit Antikdrpern gegen pFLT3 und FLT3-FIk2 analysiert.
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Die Hybridverbindung 217 zeigt in Abbildung 48 die Hyperacetylierung des Histons H3 bei
einer Konzentration von 100 nM. Das spricht fir eine HDAC Inhibition. Als Kontrolle diente
der HDACI 166 (TSA).

&
217 AN
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Abbildung 48 . Die MV4-11-Zellen wurden 6 h mit der Konzentrationsreihe von 217 und 100 nM 166
(TSA) als Positivkontrolle behandelt. Die gewonnenen Zellextrakte wurden dann durch Immunoblotting
mit Antikdrpern gegen acetyliertes Histon H3 sowie (3-Aktin (Ladekontrolle) analysiert.

aAcH3

Die beiden Westernblots in Abbildungen 47 und 48 zeigen die gewilnschte duale Aktivitat der
chimaren Verbindung 217. Die Hemmung der Histondeacetylase ist jedoch schwéacher als
die Hemmung der Autophosphorylierung des FLT3-Rezeptors. Ein ahnliches Verhalten
wurde auch bei der Hybridverbindung 194 beobachtet (Abbildung 45).

1.3.4 Proliferationsassay in FLT3-exprimierenden Ba  /F3-Zellen

Die in Kapitel Chemischer Teil 1l synthetisierten chimaren Verbindungen 217, 218, 194 und
195, die sowohl sehr wirksame FLT3-Inhibitoren sind, als auch Histondeacetylase
Inhibitoraktivitat aufweisen, wurden aufRerdem in den durch 8 (AC220) verursachten
resistenten Mutanten von FLT3 getestet (Tabelle 11). Dazu wurden wie in Abschnitt C.1.1.2
murine Ba/F3-Zellen, welche mit FLT3, FLT3 ITD und TKD (D835Y) und Mutanten, die in der
ATP-Bindungsstelle (N676K) mutiert wurden, verwendet. Die berechneten I[Cs-Werte
koénnen fur die chiméaren Verbindungen aus Tabelle 11 und fir die Parentalverbindungen aus

Tabelle 12 entnommen werden.
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it el chl[ZM] |05§1[§M] |CsﬁﬁM] ICsﬁgM]
D385Y > 100 18.82 £ 0.297 | 10.91 * 0.706 > 100
D835Y-N676K > 100 > 100 > 100 > 100
ITD 26130962 | 21.83+0.980 | 15.33+0817 | 11.19+0.923
ITD-D835Y > 100 > 100 > 100 > 100
ITD-N676K 4417+0979 | 48.27+0857 | 49.08+0.950 | 36.75+0.935
WT 510+0704 | 587+0723 | 5360768 | 1440558

Tabelle 11. Ubersicht der ICso-Werte von 217, 218, 194 und 195 in Ba/F3-Zellen. Die Zellen wurden
72 h mit einer Konzentrationsreihe der entsprechenden Verbindung inkubiert und die Zellzahlen
mittels Trypanblaufarbung bestimmt (N = 3). Die Werte wurden zur Leerkontrolle prozentual ins
Verhaltnis gesetzt. Die Berechnung der ICso-Werte erfolgte mittels der Software Prism Graphpad.

BalF3-Zellen Clcamm o Can M)
D385Y 3.52+0.874 > 100 28.10 £ 0.916
D835Y-N676K 3.64 +0.896 > 100 105.6 £ 0.763
ITD 6.13 +0.915 > 100 <5
ITD-D835Y 3.92 +0.854 > 100 > 100
ITD-N676K 4.80 + 0.967 > 100 11.29 £ 0.958
WT 4.95 +0.769 > 100 <5

Tabelle 12. Ubersicht der ICso-Werte der Referenzverbindungen 167, 168 und 29 in Ba/F3-Zellen
nach 72 h (N = 3).

Vergleicht man die Werte in Tabelle 11 mit den Werten der Referenzverbindungen in Tabelle
12, so ist ersichtlich, dass die Verbindungen 217 und 218 gegentiber 168 (LBH-589) bzw. 29
in den Zelllinien mit den durch 8 (AC220) ausgeltsten Resistenzen einen geringeren
inhibitorischen Effekt aufweisen. Die Verbindungen 194 und 195 hingegen zeigen gegenuber
167 (SAHA) eine in den ITD, ITD-N676K und WT-Zellen starkere inhibitorische Wirkung. In
den ITD, ITD-D835Y und in der ITD-TKD-Mutation (D835Y N676K) hingegen zeigen sie
kaum einen inhibitorischen Effekt, wie auch 167 (SAHA) selbst. Gegentber 29 weisen weder

194 noch 195 einen gleichen bzw. ahnlichen inhibitorischen Effekt auf.
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D. Zusammenfassung

Die Akute Myeloische Leuk&mie (AML) ist eine schwerwiegende Erkrankung, deren Therapie
mit den gegenwartig verfligbaren etablierten Verfahren nur bei einem Teil der Patienten
erfolgreich ist [23]. Ansatzpunkte fir neue Therapien bieten molekulare Aberrationen in AML
Zellen. Mutationen im Gen fur FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3, eine Rezeptortyrosinkinase
der Klasse Ill) gehdren zu den héaufigsten bisher identifizierten genetischen L&sionen.
Missense-Mutationen, welche die FLT3-Kinasedomé&ne verandern (TKD, 5-8% der
Patienten) und interne Tandemduplikationen von Aminoséduresequenzen in der
Juxtamembran- oder Kinasedoméne (ITD, 25-30% der Patienten) fuihren zu konstitutiv
aktiven FLT3-Versionen [25]. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass aktivierende FLT3-
Mutationen, insbesondere vom ITD-Typ, kausal an der Leukamogenese beteiligt sind und
zur Proliferation und Apoptose-Resistenz leukamischer Blasten beitragen. Hemmstoffe der
Tyrosinkinase-Aktivitdt von FLT3 konnen deshalb aussichtsreiche neue Wirkstoffe fir die
Behandlung der AML sein [24].

Ziel dieser Arbeit war es daher, eine neue Generation selektiver FLT3-Inhibitoren zu
synthetisieren, die zusatzlich auch in den Therapie-assoziierten FLT3-ITD Mutationen ihre

Wirksamkeit nicht verlieren sollten.

Strukturelement aus 8 (AC220)

37 (BS228) 36

Abbildung 49 . Ubersicht neuer selektiver FLT3-Inhibitoren.

Die Leitstruktur dieser neuen Serie von FLT3-Inhibitoren konnte, wie in Abbildung 13 gezeigt,
aus Verbindung 24 und dem tert-Butylisoxazolylharnstoff Strukturelement aus 8 (AC220)
(Abbildung 11, S. 19) generiert werden. Durch Modifikationen dieser definierten Leitstruktur
29 wurde eine Serie neuer Verbindungen dargestellt und in ihrer Wirkung bezlglich der

FLT3-Kinase untersucht.
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Dazu wurden die FLT3-Inhibitoren in einem Proliferationsassay in einer humanen AML-
Zellline (MV4-11) gescreent. 37 (BS228) zeigte neben 29 und 36 die starkste inhibitorische
Wirkung (subnanomolarer Bereich) beziglich des FLT3-Rezeptors (Tabelle 4). Aufgrund
dieser Ergebnisse wurden diese drei Verbindungen auch in den Therapie-assoziierten
FLT3-ITD Mutationen getestet. Diese sind sogenannte sekundare Resistenzen und kénnen
durch die Behandlung von z. B. 8 (AC220) entstehen. Da dieser FLT3i ein
vielversprechender Inhibitor in der Behandlung von AML ist, sollte eine neue Generation von
FLT3i auch in diesen Resistenzen weiterhin wirksam sein. Die Versuche wurden mit murinen
Ba/F3-Zellen durchgefiihrt, welche neben FLT3-WT, FLT3-ITD, FLT3-D835Y (haufigste
TKD-Mutante) zusétzlich zu einer FLT3-ITD auch eine der beiden FLT3-TKD-Mutationen
D835Y und N676K exprimieren. 37 (BS228) zeigte hier durchgangig gute bis sehr gute
inhibitorische Wirkung (Tabelle 5 und 6). Auch im Vergleich zu 9 (Crenolanib), dem derzeit
potentesten Inhibitor bei solchen Resistenzausbildungen, zeigte 37 (BS228) gleiche bis zum
Teil signifikant bessere Wirkung. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde 37 (BS228)
beziglich seiner Selektivitat und Spezifitat getestet. Es wurde dazu unter anderem die
Toxizitat in Ba/F3-Zellen (Abbildung 33) und die Spezifitdt in BCR-Abl Zellen (eine CML-
Zellinie) (Abbildung 34) oder in KIT-Zellen (Abbildung 31) getestet. In allen Versuchen erwies
sich 37 (BS228) als eine herausragende Verbindung. Zusatzlich wurde 37 (BS228) auch im
Kinobead Versuch (AK Prof. Kiister, Technische Universitat Minchen) analysiert. Bei diesem
Experiment wurde die Verbindung gegen ca. 250 Kinasen gescreent. Neben FLT3 gab es
lediglich drei andere potentielle Targets (RET, ZAK, NQO2) (Tabelle 7 und 8), wobei RET
nur in der Embryonalentwicklung eine Rolle spielt und NOQ2 erst in hoheren
Konzentrationen inhibiert wird. 37 (BS228) scheint somit ein selektiver und potenter neuer
FLT3-Inhibitor zu sein. Da jedoch die Loslichkeit der bisher bekannten Bisindole ein grofRes
Problem darstellt, wurde mit 37 (BS228) hinsichtlich dieses Problems ein experimenteller
Loslichkeitsversuch durchgefiihrt (Abbildung 41). Mithilfe des Losungsvermittlers Captisol®
konnte die Loslichkeit von < 0.13 mg/ml deutlich auf 25.76 mg/ml (40% Captisol®-Losung)
gesteigert werden. Eine Formulierung dieses Wirkstoffes sollte somit moglich sein und kann
im Xenograftmodell unschadlich verabreicht werden. Die Versuche im Mausmodell mit einer
Kooperation am Uniklinikum in Mainz laufen bereits, jedoch sind zum Zeitpunkt dieser

Veroffentlichung noch keine Ergebnisse bekannt.

Eine weitere Zielstellung war es, potentielle irreversible Inhibitoren fir den FLT3-Rezeptor zu
entwerfen und zu synthetisieren. Diese sollten durch gezielte Modifikationen bereits zuvor
entwickelter FLT3-Inhibitoren durch die Einfuhrung von Michael-Akzeptor-Gruppen
hergestellt werden. Aufgrund der Einfihrung einer elektrophilen Gruppe sollten solche

Inhibitoren einen doppelten Bindungsmechanismus ausitben, indem sie zunachst reversibel
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in die ATP-Bindungstaschen binden und zusatzlich durch das Michael-System im peripheren
Teil des Inhibitors eine kovalente Bindung mit einem Cysteinrest ausbilden. Aufgrund einer
publizierten Réntgenkristallstruktur von 8 (AC220) (vgl. S. 41, 42 Abbildungen 15 und 16) in
der FLT3-Kinase, wurde erkannt, dass Cys-694 und Cys-695 sich in raumlicher Nahe zum
gebundenen Inhibitormolekil befinden und somit gegebenfalls eine kovalente Bindung
ausbilden koénnten (strukturelle Abschétzungen der Molekildimensionen mithilfe der
Rontgenkristallstruktur). Durch die kovalente Anbindung sollte das katalytische Zentrum der
Kinase dauerhaft blockiert werden und die damit einhergehende Signalkaskade

~-downreguliert* werden.

. -
o N
N_ N \NH
T D
o- N
N ©

153

Abbildung 50. Schematische Darstellung des potentiellen irreversiblen Inhibitors 153.

Die drei potentiellen irreversiblen Inhibitoren 153, 154 und 155 wurden ausgehend von 29
mit verschiedenen Michael-Systemen modifiziert und in einer humanen AML-Zelllinie
getestet. Im Proliferationsassay waren alle drei Verbindungen 153-155 starke Inhibitoren. In
einem weiteren Versuch zur Irreversibilitdt zeigte jedoch nur 153 eine weiterhin gute

inhibitorische Wirkung (Auswaschen von nicht-kovalent gebundenem Inhibitor).

Die Kombination von FLT3-Inhibitoren mit anderen Wirkprinzipien wird gegenwartig als eine
besonders erfolgversprechende Weiterfihrung des Konzepts der Nutzung aktivierter FLT3-
Versionen als therapeutisch relevante Zielstrukturen angesehen. Eine potentiell
aussichtsreiche Kombinationsmdglichkeit erlauben Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI)
[165]. HDACs sind epigenetische Regulatoren, die in Krebszellen haufig fehlreguliert sind.
Dementsprechend hemmen HDACi das Wachstum von Tumorzellen aus verschiedenen

Kompartimenten und sind weit weniger spezifisch als Inhibitoren fir onkogenes FLT3.

Ziel dieser Arbeit war es daher, Inhibitoren, die sowohl eine FLT3i Aktivitat als auch eine
HDACIi Aktivitdat aufweisen, zu synthetisieren. Solche chimaren Verbindungen wurden
ausgehend von dem FLT3-Inhibitor 29 mit Strukturelementen verschiedener HDAC-
Inhibitoren, wie z. B. 167 (SAHA), 168 (LBH-589) und 169 (MS-275) modifiziert. Die neu
entwickelten Strukturen und ihre entsprechenden pharmakologischen Daten sind in Tabelle
13 aufgefihrt.
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Strukturelement aus H z
167 (SAHA) OHMN‘OH Verbindung n ICs0 [NM]
Q
i | 193 4 2.39 +0.549
NN \NH
M N | SN\ 194 6 0.18 £ 0.504
o-N O Z=N ©
H 195 5 2.08 £ 0.381
193-195
o N
Strukturelement aus N‘OH Verbindung Y ICso [nM]
168 (LBH-589) _
217 O 1.47 £ 0.568
218 NH 0.75+0.520
225 - 50.03 £0.871
217-218
Strukturelement aus O~ Referenzverb. ICso [nM]
169 (MS-275) o
NH 29 - 1.71 +0.412
M N NH, 167 (SAHA) - > 100
o-N (0] 0
22*; 168 (LBH-589) - 4.78 +0.236

Tabelle 13. Inhibition des FLT3-Tyrosinkinase Rezeptors durch chimare Verbindungen im MV4-11
Proliferationsassay.

Die neu generierten Hybridmolekile wurden in der humanen AML-Zelllinie MV4-11 getestet,
welche endogenes FLT3-ITD exprimiert, wodurch sie von den Signalen des mutierten FLT3-
Rezeptors abhangig ist. Zusatzlich kann dieser aktive FLT3-ITD Rezeptor durch HDACI
bevorzugt der Proteolyse zugefiihrt werden [178, 202]. 193, 194 und 195 wurden mit
verschiedenen Kettenlangen der Parentalverbindung 169 (SAHA) modifiziert. 194 weist
dabei die gleiche Kettenlange auf, wahrend 195 um eine CHx-Einheit und 193 um zwei CH-
Einheiten verkirzt wurde. Diese Verkirzungen scheinen im unmittelbaren Zusammenhang
mit der inhibitorischen Wirksamkeit zu stehen, denn der ICso-Wert nimmt mit der
Reduzierung der Kettenlange zu. 194 zeigt somit den grof3ten inhibitorischen Effekt
gegenuber der FLT3-Kinase. Im Vergleich der beiden Parentalverbindungen 167 (SAHA)
und 29 zeigt auch 194 den grof3ten Effekt. Mit den Strukturelementen von 168 (LBH-589)
wurden ebenfalls zwei Verbindungen synthetisiert. Der Unterschied zwischen 217 und 218
liegt lediglich in einer Modifikation am Bisindol-Grundkorper. Wahrend 218 eben diesen

Grundkorper aufweist, wurde bei 217 eine Indol-Einheit gegen ein Benzofuran ausgetauscht,
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da dieses bei den FLT3i zu einer Erhéhung der Wirksamkeit fuhrte (Tabelle 10). Bei 217
konnte jedoch der Effekt der Erhéhung der Wirksamkeit nicht nachgewiesen werden. Beide
Verbindungen zeigen ICso-Werte im subnanomolaren Bereich und sind auch wirksamer als
ihre Parentalverbindung 168 (LBH-589). Im Vergleich zu 29 zeigte nur 218 einen hdheren
inhibitorischen Effekt, wahrend 217 etwa dieselbe inhibitorische Aktivitat aufweist. 225 wurde
mit dem Strukturelement von 169 (MS-275) modifiziert und wies lediglich einen ICso-Wert von
ca. 50 nM auf, sodass diese Verbindung nicht weiter verfolgt wurde. Neben dem
Proliferationsassay wurden die chimaren Verbindungen auch auf ihre Induktion der Apoptose
analysiert. Wahrend 195, 194 und 217 eine Apoptoserate von ca. 40% in der subGs-
Population aufwiesen, zeigten 193 und 218 lediglich eine Apoptoserate von ca. 15%
(Abbildung 43). Im Vergleich zu den Referenzverbindungen 168 (LBH-589) (27%), 167
(SAHA) (12%) und 29 (12%) scheinen die Verbindungen 194, 195 und 217 einen
synergistischen Effekt mit Bezug auf die Apoptoserate auszuiiben. In den
Immunoblotanalysen konnten ebenfalls bei den Verbindungen 194 und 217 sowohl eine
.,Downregulation® in der Autophosphorylierung der FLT3-ITD, als auch generell die
Hemmung der Histondeacetylaseaktivitdt anhand des acetylierten Histon H3 nachgewiesen
werden. Jedoch ist die Histondeacetylaseinhibition etwa eine GrélRenordnung schwacher als
die Hemmung der Autophosphorylierung. Es scheint also, dass die FLT3i Aktivitat starker als
die HDACI-Aktivitat ausgepragt ist. Zusatzlich wurden die Verbindungen 194, 195, 217 und
218 noch in den AC220-resistenten Ba/F3-Zelllinien getestet. Hier zeigten jedoch die
Parentalverbindungen 168 (LBH-589) und 29 eine deutlich gréRere inhibitorische Wirkung
als die Hybridverbindungen. Lediglich gegenlber 167 (SAHA) konnte ein zum Teil gréRerer

inhibitorischer Effekt erreicht werden.

Die neu synthetisierten Verbindungen zeigen zwar zum Teil bessere inhibitorische Wirkung
als ihre Parentalverbindungen, jedoch scheint die FLT3i-Aktivitdt gegeniiber der HDACI-

Aktivitat starker ausgepragt zu sein.
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E. Experimenteller Teil
1. Allgemeine Angaben
Chemikalien

Die fur den chemischen Teil dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Losemittel wurden
von folgenden Herstellern bezogen: ABCR (Karlsruhe, Deutschland), Acros Organics (Geel,
Belgien), AK Scientific (Union City, USA), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland), Fluka
(Hamburg, Deutschland), Matrix Scientific (Columbia, USA), Merck (Darmstadt,
Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie (Minchen,
Deutschland), TCI Europe (Zwijndrecht, Belgien), VWR (Radnor, USA). Die erworbenen

Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung verwendet.

Deuterierte Losemittel zur NMR-Spektroskopie wurden von Acros Organics (Geel, Belgien)

oder Deutero GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
NMR Spektroskopie

Kernspinresonanzsprektren (*H- und *C-Spektren-NMR) wurden mit einem Bruker Avance
300 (*H: 300 MHz) oder Avance 400 (*H: 400 MHz, 3C: 101 MHz) NMR-Spektrometer der
Firma Bruker BioSpin (Karlsruhe, Deutschland) aufgenommen. Die chemische Verschiebung
ist in Einheiten der 3-Skala angegeben und bezieht sich auf drvs = 0 ppm. Bei den H-NMR-
Spektren diente als interner Standard das Resonanzsignal der Restprotonen der
verwendeten Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO-ds, 2.50 ppm), Aceton (Aceton-ds, 2.05
ppm) oder Chloroform (CDCls, 7.26 ppm). Die Multiplizitat im *H-NMR — Spektrum wird durch
folgende Abklrzungen angegeben: s (Singulett), bs (breites Singulett), d (Dublett), t
(Triplett), g (Quartett), m (Multiplett) und Kombinationen daraus. Die Kopplungskonstante J
wird in Hertz (Hz) angegeben. Fir die Kalibrierung von *C-NMR Spektren dient das 3C-
Resonanzsignal des Lésungsmittels DMSO-ds (39.52 ppm). Die Bestimmung der Multiplizitat
von Kohlenstoff-Atomen erfolgte durch Messung von DEPT 90- und DEPT 135 (engl.
distortionless enhancement by polarization transfer). Diese wurden basierend auf den
Signalen aus den jeweiligen *C-NMR Spektren kalibriert und fiir die Charakterisierung von
CH-Inkrementen verwendet: Signale von primaren (CHs) und tertidren (CH) C-Atomen
werden mit ,+, die von sekundaren (CH,) mit ,-* und von quartaren mit ,Cq.”
gekennzeichnet. Zur Unterstitzung bei der Strukturaufklarung wurden zuséatzlich 2D-NMR-
spektroskopische Untersuchungen in Form von COSY (correlation spectroscopy), NOESY
(nuclear Overhauser effect spectroscopy), HSQC (heteronuclear single quantum correlation)

und HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) Messungen durchgefiihrt. Samtliche
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NMR Spektren wurden mit den Programmen MestReNova 8.1.0 und Bruker TopSpin 3.0

ausgewertet.
Massenspektroskopie:

Massenspektren wurden in der Zentralen Analytik, der Universitat Regensburg, an folgenden

Geraten aufgenommen:

e EI-MS: Finnigan MAT SSQ710 A, Finnigan MAT 95

* ESI-MS: ThermoQuest Finnigan TSQ 7000 und Agilent Technologies 6540 UHD
Accurate-Mass Q-Top LC/MS, kombiniert mit der HPLC Agilent Technologies 1290
Infinity

IR Spektroskopie:

Infrarotspektren wurden mit einem Bruker Tensor 27 Spektrometer aufgenommen. Die
Wellenzahl wird dabei in der Einheit cm™ angegeben. Die Substanzen wurden dabei als

Kaliumbromid Pressling (KBr) oder direkt mit dem ATR-Aufsatz vermessen.
UV Spektroskopie:

UV/Vis-Spektren wurden am Lehrstuhl Prof. Dr. B. Kdnig unter Benutzung eines Varian Cary
BIO 50 UV/Vis/NIR-Spektrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) oder mit einem

Tecan-i-control Infinite 200Pro aufgenommen (Tecan, Mannedorf, Schweiz).
Elementaranalyse:

Elementaranalysen (CHN) wurden durch die Zentrale Analytik der Universitat Regensburg
mit dem Gerat Heraeus Elemntar Vario EL Il bzw. Heraeus CHN Rapid (Heraeus Holding
GmbH, Hanau) erstellt. Alle Daten werden in Prozent angegeben und liegen innerhalb +0.4%

der theoretischen Werte.
Schmelzpunkte:

Schmelzpunkte wurden an einem Blchi Melting Point B-545 (Bichi GmbH, Essen,
Deutschland) mit offener Kapillare oder einem MPA 100 von Stanford Research Systems

(Stanford, CA, USA) vermessen. Die Werte wurden nicht korrigiert.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC):

Analytische und praparative HPLC wurden mit HPLC Agilent Technologies 1290 Infinity am
Lehrstuhl von Herrn Prof. Dr. B. Koénig unter der Leitung von Herrn Dr. Rudolf Vasold

durchgefihrt.
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Bezeichnungen der Verbindungen in dieser Arbeit wurden unter Verwendung der Software

ChembDraw 12.0 generiert und orientieren sich an der IUPAC Nomenklatur.
Literaturbekannte Verbindungen:

Bei literaturbekannten Verbindungen wird die Literaturstelle hinter der chemischen
Bezeichnug genannt. Aul3erdem sind diese Verbindungen mit einem Stern (*) in der

Formelansicht (Kapitel G) gekennzeichnet.
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2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AV)

Arbeitsvorschrift 1: Phenylsulfonylierung am Indol-Stickstoff [91]

Das entsprechende Indolderivat wurde in THF gel6dst und im Eisbad auf 0 °C gekihlt. Nach
Zugabe von 1.1 equiv. NaH (60% in Mineraldl) liel3 man die Reaktionslésung 30 min rihren,
bevor 1.1 equiv. Phenylsulfonylchlorid zugetropft wurden. Nach Rihren tber Nacht wurde
der Reaktionsansatz auf H,O (dest.) gegossen und mit EtOAc dreimal extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen wurden Uber Na,SO. getrocknet, filtriert und das

Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt.

Arbeitsvorschrift 2: Einfuhrung der Carbonsdure und Darstellung entsprechender
Saurechloride [91]

Arbeitsvorschrift 2A: Die entsprechende Ausgangsverbindung wurde in THF geldst und unter
Argon auf -78 °C gekihlt. Nach Zutropfen von 1.1 equiv. n-BuLi lieR man die Lésung 2 h bei
-78 °C rithren. AnschlieRend wurde Trockeneis im Uberschuss zur Reaktionsldsung gegeben
und diese weitere 2 h geriihrt, bevor anschlieRend langsam auf RT erwé&rmt wurde. Das
Losungsmittel wurde vorsichtig am Rotationsverdampfer entfernt und der erhaltene Feststoff
in H,O geldst. Nach Extraktion mit EtOAc wurde die wassrige Phase vorsichtig mit konz. HCI

angesauert und die ausgefallene Indolcarbonséure abgesaugt.

Arbeitsvorschrift  2B: Lithiierung und Darstellung der Carbonsaure mittels LDA:
Diisopropylamin wurde mit n-BuLi in THF bei -78 °C zu LDA umgesetzt (final 1.2 eq.
bezogen auf Ausgangsverbindung). Die entsprechende Ausgangsverbindung wurde in der
notigen Menge THF geldst und langsam zur abgekihlten Lésung von LDA getropft. Nach 1 h
rahren bei -78 °C wurde die Reaktionsmischung langsam auf RT erwarmt und fur weitere 2 h
geruhrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wurde der erhaltene
Feststoff in DCM geldést und mit 2 M (ag.) HClI (DCM:HCI 3:1, v:v) fur 1 h refluxiert.
AbschlieRend wurde die organische Phase mit 2 M (aq.) HCI extrahiert, Gber Na,SOa
getrocknet, filtriert und das Lésemittel am Rotatiosverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde

in vacuo getrocknet.

Die entsprechenden Carbonsduren wurden anschlieend in Thionylchlorid gelést und 2 h
zum Rickfluss erhitzt. Nach Entfernen des Uberschiissigen Thionylchlorids durch Destillation
erhielt man die gewinschten Saurechloride, die ohne weitere Reinigung fur die

entsprechenden Kopplungen eingesetzt wurden.
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Arbeitsvorschrift 3: Reduktion

Die entsprechende Nitroverbindung wurde in THF/MeOH/6 M (aq.) HCI 2:1:1.5 (v/v/v) gelost.
Nach Zugabe von 14 equiv. Zinkstaub und einer katalytischen Menge Cu,SO4x 5 H,O wurde
die Reaktionsmischung zum Ruckfluss erhitzt. Nach Reaktionsende wurde der Zinkstaub von
der Reaktionsmischung abfiltriert. Die Losung wurde mittels konz. wassr. NHz auf pH = 10
alkalisiert und dreimal mit DCM extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden
Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt
(Vorschrift modifiziert nach Russell et al. [103]).

Arbeitsvorschrift 4: Einfihrung der Boc-Schutzgruppe

Die entsprechende Aminoverbindung wurde in THF geldst und im Eisbad auf 0 °C gekihlt.
Nach Zugabe von 1.5 equiv. NaH (60% Paraffin) wurde die Reaktionsmischung 30 min
gerihrt, um anschlieRend 1.1 equiv. Boc,O zuzufiihren und fir mind. 12 h weiter zu rihren.
AnschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 0.2 equiv. Diethylamin gequencht und
der Ansatz auf dest. HO gegossen. Das Rohprodukt wurde mehrmals mit EtOAc extrahiert,
die organischen Phasen vereinigt, Uber Na SO, getrocknet, filtriert, das Losemittel entfernt

und das Rohprodukt in vacuo getrocknet (Vorschrift modifiziert nach Mahboobi et al. [91]).
Arbeitsvorschrift 5: Kopplungsreaktion [90]

Arbeitsvorschrift 5A: Die entsprechende Verbindung wurde in THF geldst und unter Argon
auf -78 °C gekihlt. Nach Zugabe von 2.2 equiv. t-BuLi lieR man die Reaktionslésung fir 4 h
rihren und hielt die Temperatur dabei bei max. -35 °C. Nach erneutem Abkuhlen auf - 78 °C
wurde das ebenfalls auf -78 °C gekihlte 2-Indolsaurechlorid (in wenig THF geldst) zur
Reaktionslosung gegossen. Nach ca. 1 h Reaktionszeit konnte der Ansatz auf ges. NH4CI
Losung gegossen werden und mit EtOAc dreimal extrahiert werden. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, Uber Na,SO. getrocknet, filtriert und das Losemittel entfernt. Die
Kopplungsprodukte wurden in der Regel ohne weitere Reinigung im nachsten Schritt

eingesetzt.

Arbeitsvorschrift 5B: 2-Hydroxy-5-nitrobenzaldehyd (108) wurde mit 1.0 equiv. K.COz und 1.0
equiv. des entsprechenden Aryl-Bromids in 2-Butanon geldst und fur 4 h zum Reflux erhitzt.
Nach Abkihlen auf RT wurde K»,COs abfiltriert und das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt [105].

Arbeitsvorschrift 6: Entfernung der Phenylsulfonylschutzgruppe [91]

Arbeitsvorschrift 6A: Das rohe Bisindol wurde in THF/MeOH/10%-iger (ag.) NaOH 1:1:1

(viviv) gelost und 2 h refluxiert. Die Lésung wurde anschliel3end bis zur Kristallisation des
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Produktes eingeengt und abgesaugt. Kristallisierte das Produkt nicht spontan aus, wurde die

Lésung mit EtOAc extrahiert, Uber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Lésemittel entfernt.

Arbeitsvorschrift 6B: Das aus der Kopplungsreaktion erhaltene Bisindol wurde in THF geldst,
mit 2.5 equiv. TBAF versetzt und tber Nacht refluxiert. Am folgenden Tag wurde der Ansatz
auf ges. NH4Cl-Losung gegossen und mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber Na>SO4 getrocknet, filtriert und das Losemittel am Rotationsverdampfer

entfernt.
Arbeitsvorschrift 7: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

Das entsprechende Bisindol wurde in mdglichst wenig TFA geldst und bei RT gertihrt. Nach
Reaktionsende wurde die Losung auf Wasser gegossen und mit konz. NHs alkalisiert (pH =
10). Das ausgefallene Rohprodukt konnte abgesaugt werden und mit dem jeweiligen

spezfischen Lésemittel umkristallisiert werden.
Arbeitsvorschrift 8: Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe und Reduktion der Aminogruppe

Das entsprechende Bisindol wurde in THF:MeOH 2:1 (v/v) gelést. Nach Zugabe von 4.0
equiv. Ammoniumformiat und 10% Pd auf Aktivkohle wurde die Reaktionsldsung refluxiert.
Nach Reaktionsende wurde der Ansatz tber Celite filtriert und auf H,O (dest.) gegossen. Die
organischen Losemittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt aus H.O
(dest.) kristallisiert [90]. Bei entsprechenden Nitroverbindungen konnten diese unter den

genannten Bedingungen zeitgleich reduziert werden.
Arbeitsvorschrift 9: Modifikation der Aminogruppe

Darstellung von 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatoisoxazol (BIZ-NCO, 140): 0.1 g (0.71 mmol) 5-
(tert-Butyl)isoxazol-3-amin wurden in abs. DCM geldst und auf 0 °C gekihlt. Nach Zugabe
von 20 equiv. (Phosgen 20% in Toluol) und 8.5 equiv. Pyridin lie3 man die Reaktionsldsung
Uber Nacht bei RT rdhren. Am folgenden Tag wurde das Ldsemittel im Vakuum entfernt und

der Rickstand in soviel THF aufgenommen, dass man eine 0.1 M Lésung erhielt [95, 111].

Arbeitsvorschrift 9A: Das entsprechende Edukt wurde in THF geldst und mit 0.008 equiv.
Pyridin versetzt. Nach Zugabe einer 0.1 M Ldsung des 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatoisoxazol
(BIZ-NCO) wurde die Reaktionslésung bei RT gerihrt. Nach Reaktionsende wurde der
Ansatz auf ges. NaHCO; Ldsung gegossen und mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Na,SO. getrocknet, filtriert und das L&semittel am

Rotationsverdampfer entfernt [95].

Darstellung von 3-Isocyanato-5-methylisoxazol (150), 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatoisothiazol
(148) oder 2-(tert-Butyl)-5-isocyanato-1,3,4-thiadiazol (152): 0.1 g der entsprechenden Amin-
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Komponente wurde in 20 ml abs. THF geltst. Nach Zugabe von 1.1 equiv. Diphosgen liel3
man die Reaktionslésung Uber Nacht bei RT ruhren. Am folgenden Tag wurde das

Lésemittel im Vakuum entfernt, und man erhielt einen weif3en Rickstand [113].

Arbeitsvorschrift 9B: Das zu derivatisierende Edukt wurde in der nétigen Menge THF geldst
und mit dem entsprechenden 148 (BIT-NCO), 150 (MIZ-NCO) oder 152 (BTD-NCO) in THF
versetzt. Die Reaktionsldsung liel? man Uber Nacht bei RT rihren. Am folgenden Tag wurde
die Reaktionslosung bis zum Reaktionsende auf 50 °C erwdrmt (Reaktionskontrolle mittels
DC). AnschlieRend wurde der Ansatz auf ges. NH4Cl-Losung gegossen und mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na>SO, getrocknet, filtriert und

das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt [113].
Arbeitsvorschrift 10: Alkylierung

Die entsprechende Verbindung wurde in DMF unter Schutzgas gel6st und 1.1 equiv. NaH
(60% in Paraffin) zur Reaktionslosung gegeben. Nach 15 min Rihren bei RT wurde das
entsprechende Alkylans (1.2 equiv.) zugegeben und die Reaktionslésung fur 3 d bei RT
geruhrt. AnschlieBend wurde der Ansatz auf dest. HO gegossen und dreimal mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na>,SO. getrocknet, filtriert und
das Losemittel am  Rotationsverdampfer entfernt. Das  Rohprodukt  wurde

saulenchromatographisch gereinigt (Modifiziert nach Mahboobi et al. [91]).
Arbeitsvorschrift 11: Esterspaltung

Arbeitsvorschrift 11A: Die entsprechende Verbindung wurde in THF:MeOH:H0 2:1:1 (viviv)
geldst und mit 1.2 equiv. LIOH versetzt. Nach Reaktionsende (DC-Kontrolle) wurden die
organischen Phasen am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt kristallisierte in der

wassrigen Phase aus und wurde abgesaugt (Modifiziert nach Beckers et al. [188]).

Arbeitsvorschrift 11B: Die entsprechende tert-Butyl acrylat Verbindung wurde in DCM:TFA
2:1 (viv) geldst und bei RT gertihrt. Nach Reaktionsende wurde die Reaktionslésung auf
dest. H>O gegossen und mit EtOAc extrahiert. Die vereingigten organischen Phasen wurden

Uber Na;SO. getrocknet, filtriert und das Losemittel entfernt.
Arbeitsvorschrift 12: Amidierung mit NH,OTHP

Die entsprechende Carbonsaure wurde in THF:DMF (2:1) gelost und nach Zugabe von
Benzotriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorophosphat (BOP) (1 equiv.),
Triethylamin (3 equiv.) und O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)hydroxylamin (188) (4 equiv.) bei
RT gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion (DC-Kontrolle) wurde der Ansatz auf dest. HO

gegossen. Kristallisierte die Zielverbindung spontan aus, wurde abgesaugt und das
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Rohprodukt in vacuo getrocknet. Alternativ wurde mit Dichlormethan extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na>SO. getrocknet,

filtriert und das Loésemittel entfernt (Vorschrift modifiziert nach Mahboobi et al. [105]).
Arbeitsvorschrift 13: Freisetzung der Hydroxamsaure

Das entsprechende Edukt wurde in Methanol gelost - gegebenenfalls unter leichtem
Erwarmen. Dann wurde vorsichtig 0.6 M wassrige HCI zugetropft, bis eine leichte Triibung
durch ausfallendes Produkt entstand. Im Anschluss wurde bei RT geriihrt. Nach vollstandiger
Umsetzung des Eduktes wurde die Kristallisation der Hydroxamséaure durch weitere Zugabe
von 0.6 M (ag.) HCI vervollstandigt. Das kristalline Produkt wurde abgesaugt und in vacuo
getrocknet [105].
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3. Synthesevorschriften

29

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)
harnstoff

Kopplung von 128 mit 140 nach AV 9A.
Ausbeute: 0.42 mmol aus 1.72 mmol - 24% (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:DCM 10:1 (v/v).

Schmelzpunkt: 268.7 °C. %ﬂ

IR (KBr): v (cm™) = 3367, 2968, 1627.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.86 (d, J = 1.2 Hz, 1H, Indol-NH), 11.69 (d, J = 1.3 Hz,
1H, Indol-NH), 9.46 (s, 1H, NH), 9.00 (s, 1H, NH), 8.75 (s, 1H, OH), 7.91 (d, J = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 7.52 — 7.38 (m, 3H, ArH), 7.40 — 7.23 (m, 2H, ArH), 7.02 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 6.86
(dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (s, 9H, (CHs)3). *C-NMR (101
MHz, DMSO-ds): & = 180.0 (Cq, C=0, Bisindol). 158.6 (Cg), 176.4 (Cg), 158.6 (Cy), 151.8 (Cy),
151.5 (Cy), 135.2 (Cy), 134.8 (Cq), 134.3 (Cq), 132.2 (Cy), 128.0 (Cy), 127.4 (Cy), 119.3 (+,
CH), 117.1 (+, CH), 113.2 (+, CH), 112.8 (+, CH), 111.2 (+, CH), 109.0 (+, CH), 108.6 (+,
CH), 104.9 (+, CH), 92.5 (+, CH, Isoxazol), 32.5 (Cy), 28.4 (+,(CHs3)a3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 458.0 (100) [MH*] (MW = 457.18 g/mol).
Anal. (Cz2sH23Ns04): Ber. C65.63, H 5.07, N 15.31, Gef. C 65.36, H 4.88, N 15.40.

30

1-(2-(5-Hydroxy-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)-3-(5-methylisoxazol-3-yl)harnstoff

Kopplung von 128 mit 150 nach AV 9B.
Ausbeute: 1.60 mmol aus 3.50 mmol - 46% (ockerfarbener Feststoff).
Umkristallisation: EtOAc.

Schmelzpunkt: 280.6 — 281.5 °C (Zersetzung). \(/\lf
IR (KBr): v (cm™) = 3343, 1723, 1526.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.85 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Indol-NH), 11.69 (t, J = 7.2 Hz,
1H, Indol-NH), 9.40 (s,1H, NH), 8.99 (s, 1H, OH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.91 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
ArH), 7.52 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 7.35 — 7.24 (m, 2H, ArH),
7.01 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.93 — 6.81 (m, 1H, ArH), 6.55 (d, J = 0.8 Hz, 1H, Isoxazol
CH), 2.37 (d, J = 0.6 Hz, 3H, CHs). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 176.4 (C4, C=0,
Bisindol), 169.1 (Cg), 158.9 (Cy), 151.6 (Cy), 151.5 (Cy), 135.2 (Cy), 134.8 (Cy), 131.9 (Cy),
128.0 (Cy), 127.4 (Cy), 119.5 (+, CH), 117.1 (+, CH), 113.2 (+, CH), 112.8 (+, CH), 111.5 (+,
CH), 109.0 (+, CH), 108.6 (+, CH), 104.8 (+, CH), 95.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 12.1 (+, CHs).
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ESI-MS (120 eV) m/z (%): 416.1 (100) [MH*] (MW = 415.15 g/mol).
Anal. (C22H17NsOxY-EtOAC): Ber. C 62.45, H 4.35, N 15.50. Gef. C 62.05, H 4.55, N 16.01°.

31

1-(5-tert- Butylisothiazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)
harnstoff

Kopplung von 128 mit 148 nach AV 9B.

Ausbeute: 0.25 mmol aus 1.92 mmol > 13% (oranger Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:DCM 1:1 (v/v).

Umkristallisation: EtOAc. O

N
Schmelzpunkt: 295.6 °C. %ﬂ T O

IR (KBr): v (cm™) = 3364, 2959, 1678.

A\
N o
H

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.86 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Indol-NH), 11.69 (d, J = 1.6 Hz,
1H, Indol-NH), 9.72 (s, 1H, NH), 9.37 (s, 1H, NH), 8.99 (s, 1H, OH), 7.95 (d, J = 1.7 Hz, 1H,
ArH), 7.52 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.42 (dd, J = 7.9, 5.3 Hz, 2H, ArH), 7.34 — 7.24 (m, 3H,
ArH), 7.01 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.91 — 6.81 (m, 1H, ArH), 1.29 (s, 9H, (CHa)s). *C-NMR
(101 MHz, DMSO-de): & = 181.5 (Cq), 177.3 (Cy), 159.8 (Cq), 152.6 (Cy), 152.4 (Cy), 136.2
(Co), 135.7 (Cy), 135.3 (Cy), 133.7 (Cy), 132.8 (Cy), 128.9 (Cy), 128.3 (Cy), 120.5 (+, CH),
118.0 (+, CH), 114.8 (+, CH), 113.8 (+, CH), 112.6 (+, CH), 111.7 (+, CH), 109.9 (+, CH),
109.5 (+, CH), 105.8 (+, CH), 32.5 (+,(CHa)s).

ESI-MS (70 eV) m/z (%): 474.0 (100) [MH*] (MW = 473.15 g/mol).

Anal. (CzsH23Ns03SxY/4EtOAC): Ber. C 63.01, H 5.08, N 14.13, S 6.47. Gef. C 62.66, H 5.16,
N 14.65, S 6.58.7

32

1-(5-tert-Butyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)
harnstoff

Kopplung von 128 mit 152 nach AV 9B.

Ausbeute: 0.15 mmol aus 1.90 mmol - 8% (ockerfarbener Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:DCM 10:1 (v/v).
Umkristallisation: EtOAC. ﬂs\(

Schmelzpunkt: 235.0 °C (Zersetzung).
IR (KBr): v (cm™) = 3299, 2961,1699, 1527.

6 Der gefundene Elementaranalysenwert fiir N weicht um 0.51% von der Theorie ab.
7 Der gefundene Elementaranalysenwert fiir N weicht um 0.52% von der Theorie ab.
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.90 (s,1H, Indol-NH), 11.69 (s, 1H, Indol-NH), 10.21 (s,
1H, NH), 9.06 (s,1H, NH), 8.99 (s, 1H, OH), 7.95 (s, 1H, ArH), 7.62 —7.27 (m, 5H, ArH), 7.01
(d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 6.86 (d, 1 H, ArH), 1.46 (s, 9H, (CHs)s). 3C-NMR (101 MHz, DMSO-
de): & = 176.8 (Cq, C=0, Bisindol), 152.0 (C,), 135.8 (Cq), 135.2 (Cy), 135.0 (Cy), 133.2 (Cy),
128.5 (Cq), 127.8 (Cy), 119.2 (+, CH), 116.9 (+, CH), 113.0 (+, CH), 112.6 (+, CH), 108.8 (+,
CH), 108.4 (+, CH), 104.6 (+, CH), 35.9 (C,), 30.9 (+,(CHa)s).

ESI-MS (70 eV) m/z (%): 475.0 (100) [MH*] (MW = 474.15 g/mol).

Anal. (C24H22N6O3S): Ber. C60.75, H 4.67, N 17.71, S 6.76. Gef. C 60.57, H 4.81, N 17.31, S
6.71.

33

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- b]
pyridin-5-yl)harnstoff

Entschiitzung von 142 nach AV 8.

Ausbeute: 0.62 mmol aus 0.64 mmol > 97% (beiger Feststoff). OH
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1 (v/v). y

Umkristallisation: DCM. MNTN | \/ -
Schmelzpunkt: 249.2 — 252.0 °C (Zersetzung). "
IR (KBr): v (cm™) = 3419, 3301, 1634, 1652, 1606.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 13.98 (s, 1H, Indol-NH), 12.40 (s, 1H, Indol-NH), 11.71
(s, 1H, NH), 10.23 (s, 1H, NH), 9.01 (s, 1H, OH), 8.49 (s, 1H, ArH), 8.31 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
ArH), 7.51 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.40 (d, J = 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.32 (d, J = 5.4 Hz, 1H,
ArH), 7.00 (t, J = 2.6 Hz, 1H, ArH), 6.87 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 1.08 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 461(100) [MH*] (MW = 458.17 g/mol).

Anal. (C24H24NsO4xH20+MeOH): Ber. C 59.05, H 5.55, N 16.53. Gef. C 59.46, H 5.42, N
16.20.

34

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- c] OH
pyridin-5-yl)harnstoff

Kopplung von 129 mit 140 nach AV 9A.

Die Verbindung konnte nicht vollstandig gereinigt werden und wurde daher nicht fir zellulare
Versuche verwendet.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & = 12.29 (s, 1H, Indol-NH), 11.79 (s, 1H, NH), 8.66 (s, 1H,
ArH), 8.63 (s, 1H, ArH), 7.35 (s, 1H, ArH), 7.32 (s, 1H, ArH), 7.03 (s, 1H, ArH), 6.91 (d, J =
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2.3 Hz, 1H, ArH), 6.88 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.56 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.31 (s, 9H,
(CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 459.2 (100) [MH*] (MW = 458.17 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 459.1775. Gef. 459.178 (C24H23Ns04) [MH"].

35

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxybenzofuran-2-c ~ arbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- c]
pyridin-5-yl)harnstoff

Kopplung von 127 mit 140 nach AV 9A.

Ausbeute: 0.11 mmol aus 0.34 mmol - 32% (beiger Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 10:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 97.0 — 99.8 °C.

IR (KBr): u (cm!) = 3454, 2969, 1635.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 12.35 (s, 1H, Indol-NH), 9.57 (s, 1H, NH), 9.31 (s, 1H,
NH), 8.66 (s, 1H, OH), 8.06 (s, 1H, ArH), 7.99 (d, J = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.74 (d, J = 1.3 Hz,
1H, ArH), 7.64 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.15 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.07 (dd, J = 8.9, 2.5
Hz, 1H, ArH), 6.56 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.32 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 460.2 (100) [MH*] (MW = 459.15 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 459.1537. Gef. 459.1579 (C24H21N5Os) [MH*].

36

1-(5-(tert -Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxybenzofuran-2-c ~ arbonyl)-1 H-indol-5-yl)

harnstoff
Kopplung von 130 mit 140 nach AV 9A.
Ausbeute: 0.22 mmol aus 2.29 mmol > 10% (2 Stufen, gelber Feststoff).

Saulenchromatographie: EtOAc:DCM 2:1 (v/v).

Umkristallisation: EtOAc.

Schmelzpunkt: 285.1 — 285.6 °C. o~
IR (KBr): v (cm™) = 3297, 2970, 1630.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.98 (s, 1H, Indol-NH), 9.54 (s, 1H, NH), 9.47 (s, 1H,
NH), 8.77 (s, 1H, OH), 7.95 (d, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.88 (d, J = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.74 (d, J
= 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.63 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.32 (dd, J =
8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.13 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.04 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H, ArH), 6.52
(s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (d, J = 4.5 Hz, 9H, (CHs)s). *C-NMR (101 MHz, DMSO-de): d =
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180.7 (Cy), 173.8 (Cy), 159.2 (Cy), 154.7 (Cq), 153.2 (Cy), 152.2 (Cq), 150.2 (Cq), 135.4 (Cy),
134.8 (Cy), 132.7 (Cy), 128.3 (Cy), 127.9 (Cy), 120.8 (+, CH), 118.5 (+, CH), 114.8 (+, CH),
113.5 (+, CH), 113.2 (+, CH), 112.1 (+, CH), 111.3 (+, CH), 107.0 (+, CH), 92.9 (+, CH,
Isoxazol-CH), 28.8 (+,(CHz3)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 459.2 (100) [MH*] (MW = 458.16 g/mol).

Anal. (CzsH22N40sx0.16 EtOAc): Ber. C 65.17, H 4.97, N 11.86. Gef. C 65.02, H 5.00, N
11.81.

37 (BS 228)

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)

harnstoff
Kopplung von 134 mit 140 nach AV 9A.

Ausbeute: 0.17 mmol aus 0.34 mmol - 50% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:MeOH 20:1 (v/v). o

Umkristallisation: EtOAcC. O

\
N__N
Schmelzpunkt: 171.2 — 173.7 °C (Zersetzung). % i O \ N
Jd o
IR (KBr): v (cm™) = 3454, 1636, 1577.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.81 (s, 1H, Indol-NH), 9.57 (s, 1H, NH), 9.07 (s, 1H,
NH), 8.98 (s, 1H, OH), 8.07 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.96 (s, 1H, ArH), 7.76 (d, J = 8.9 Hz,
1H, ArH), 7.64 (s, 1H, ArH), 7.50 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH),
7.03 (s, 1H, ArH), 6.90 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.53 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.31 (s, 9H,
(CHs)s). C-NMR (101 MHz, DMSO-de): & = 180.6 (Cq). 180.2 (Cy), 173.1 (Cy), 158.4 (Cy),
157.9 (Cq), 153.0 (Cq), 151.6 (Cy), 135.3 (Cq), 133.9 (Cy), 133.2 (Cy), 128.0 (Cy), 127.2 (Cy),
120.7 (+, CH), 118.1 (+, CH), 114.3 (+, CH), 113.4 (+, CH), 112.5 (+, CH), 112.0 (+, CH),
110.3 (+, CH), 105.0 (+, CH), 92.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 28.4 (+,(CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 459.2 (100) [MH*] (MW = 458.16 g/mol).

Anal. (Czs5H22N40s5x0.33 EtOAC): Ber. C 64.83, H 5.10, N 11.48. Gef. C 64.67, H 5.13, N
11.21.

38

1-(2-(Benzo[ b]thiophen-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-3-(5-(  tert-butyl)isoxazol-3-yl)

harnstoff

H H
N._N
Kopplung von 133 mit 140 nach AV 9A. W Tof

Ausbeute: 0.72 mmol aus 1.70 mmol > 42% (weil3er Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 9:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 210.8 — 213.9 °C.
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IR (KBr): v (cm™) = 3454, 1620, 1550.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 9.58 (s, 1H, NH), 9.01 (s, 1H, NH), 8.79 (s, 1H, ArH),
8.12 (d, J = 18.4 Hz, 4H, ArH), 7.79 (d, J = 9.1 Hz, 1H, ArH), 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 3H, ArH),
6.53 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.31 (s, 9H, (CHjs)3). ¥*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 180.2
(Cq), 175.5 (Cy), 170.3 (Cy), 158.4 (Cy), 151.8 (Cy), 151.6 (Cy), 151.5 (Cy), 141.5 (Cy), 141.3
(Cq), 139.3 (Cy), 135.5 (Cy), 132.3 (+, CH), 128.0 (+, CH), 127.1 (+, CH), 126.8 (+, CH),
125.4 (+, CH), 123.0 (+, CH), 121.3 (+, CH), 115.8 (+, CH), 112.6 (+, CH), 112.1 (+, CH),
92.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 32.5 (Cg), 28.3 (+,(CHa)z3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 460.1 (100) [MH*] (MW = 459.13 g/mol).

Anal. (CzsH21N304Sx%sEtOAC): Ber. C65.01, H 4.75, N 8.86, S 6.76. Gef. C 64.75, H 4.51, N
9.03, S 6.67.

39

1-(2-(5-Hydroxy-1 H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-3-(5-methylisoxa  zol-3 yl)

harnstoff

Kopplung von 134 mit 150 nach AV 9B. oH

Ausbeute: 0.67 mmol aus 1.37 mmol = 49% (ockerfarbener Feststoff). O

Schmelzpunkt: 267.0 — 267.6 °C (Zersetzung). \(/\I/HTH \ NH
NS

IR (KBr): v (cm™) = 3453, 1613, 1518. oN © o o

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.81 (s, 1H, Indol-NH), 9.52 (s, 1H, NH), 9.07 (s, 1H,
NH), 9.02 (s, 1H, OH), 8.07 (s, 1H, ArH), 7.97 (s, 1H, ArH), 7.77 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH),
7.64 (s, 1H, ArH), 7.49 (d, J = 9.1 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.03 (s, 1H,
ArH), 6.90 (d, J = 11.1 Hz, 1H, ArH), 6.57 (s, 1H, Isoxazol-CH), 2.38 (s, 3H, CHzsl). *C-NMR
(101 MHz, DMSO-de): & = 173.1 (Cy), 169.2 (Cy), 158.7 (Cy), 153.0 (Cy), 151.7 (Cy), 151.6
(Cq), 151.3 (Cy), 135.4 (Cg), 133.9 (Cy), 133.2 (Cy), 128.1 (Cy), 127.3 (Cy), 120.7 (+, CH),
118.1 (+, CH), 114.3 (+, CH), 113.4 (+, CH), 112.5 (+, CH), 112.0 (+, CH), 110.3 (+, CH),
105.0 (+, CH), 95.6 (+, CH, Isoxazol-CH, 12.2 (+, CHs).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 417.1 (100) [MH*] (MW = 416.11 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 417.1194. Gef. 417.1193 (C2,H17N4Os) [MH*]

40

1-(5-(tert-Butyl)isothiazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)  OH

harnstoff O

Kopplung von 134 mit 148 nach AV 9B. MNT O \ N

Ausbeute: 0.13 mmol aus 1.37 mmol = 9 % (oranger Feststoff).
Schmelzpunkt: 197.9 — 201.0 °C (Zersetzung).

IR (KBr): v (cm?) = 3276, 2966, 1699, 1597, 1520.
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IH-NMR (300 MHz, Aceton-ds): & = 10.90 (s, 1H, Indol-NH), 10.32 (s, 1H, NH), 9.15 (s, 1H,
NH), 8.24 (s, 1H, OH), 8.05 (s, 1H, ArH), 7.86 (s, 1H, ArH), 7.74 (dd, J = 12.4, 5.2 Hz, 2H,
ArH), 7.69 — 7.63 (m, 1H, ArH), 7.48 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),
7.12 (s, 1H, ArH), 7.02 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 1.44 (s, 9H, (CHs)s). *C-NMR (101
MHz, DMSO-de): & = 170.9 (Cq), 152.5 (Cy), 148.5 (Cy), 145.5 (C,), 130.1 (Cq), 127.7 (Cy),
126.6 (+, CH), 118.4 (+, CH), 117.1 (+, CH), 112.1 (+, CH), 110.7 (+, CH), 104.2 (+, CH),
39.8 (+, CH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 475.1 (100) [MH*] (MW = 474.14 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 475.1435. Gef. 475.1437 (CasH2sN4O4S) [MH].

41

1-(2-(1H-Pyrrol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-3-(5-(  tert-butyl)isoxazol-3-yl)harnstoff

Kopplung von 135 mit 140 nach AV 9A.
Schmelzpunkt: 226.5 — 227.3 °C.

Ausbeute: 0.69 mmol aus 2.21 mmol - 31% (beiger Feststoff).

N

NN \
T N/ N
IR (KBr): u (cm™) = 3454, 1612, 1554. N O

o~ (o} o)

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): d = 12.21 (s, 1H, Pyrrol-NH), 9.56 (s, 1H, NH), 8.96 (s, 1H,
NH), 8.04 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.81 (s, 1H, ArH), 7.71 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.51 —
7.41 (m, 2H, ArH), 7.28 (s, 1H, ArH), 6.53 (s, 1H, Isoxazol-CH), 6.42 — 6.30 (m, 1H, ArH),
1.30 (s, 9H, (CHs)3). *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): d = 180.2 (Cy), 170.7 (Cq), 158.4 (Cy),
153.2 (Cy), 151.1 (Cy), 135.1 (Cy), 129.9 (Cy), 127.2 (Cy), 127.1 (+, CH), 120.3 (+, CH), 118.9
(+, CH), 113.1 (+, CH), 112.3 (+, CH), 111.9 (+, CH), 110.8 (+, CH), 92.5 (+, CH, Isoxazol-
CH), 32.5 (Cy), 28.3 (+,(CHsa)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 393.2 (100) [MH*] (MW = 392.15 g/mol).
Anal. (C21H20N404): Ber. C64.28, H 5.14, N 14.28. Gef. C 64.13, H 5.36, N 14.17.

42

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(furan-2-carbonyl)benzof ~ uran-5-yl)harnstoff

Kopplung von 136 mit 140 nach AV 9A in DMF anstelle von THF.

Ausbeute: 0.69 mmol aus 2.20 mmol - 31% (weil3er Feststoff).
H H \
N

Schmelzpunkt: 194.7 — 196.3°C. W \H/N A
o-N © d o
IR (KBr): v (cm™) = 3474, 1625, 1551.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.56 (s, 1H, NH), 8.99 (s, 1H, NH), 8.19 (d, J = 1.0 Hz,
1H, ArH), 8.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 8.04 (d, J = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.83 (d, J = 3.7 Hz, 1H,
ArH), 7.73 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.51 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.88 (dd, J = 3.6, 1.7
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Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (s, 9H, (CHs)s). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds):
O = 180.2 (Cq), 168.7 (Cy), 158.4 (Cy), 151.6 (Cy), 151.4 (Cq), 151.4 (Cy), 148.8 (+, CH),
135.4 (Cy), 127.2 (Cy), 121.2 (+, CH), 120.9 (+, CH), 115.4 (+, CH), 113.0 (+, CH), 112.5 (+,
CH), 112.2 (+, CH), 92.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 32.5 (Cy), 28.4 (+,(CHz3)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 394.1 (100) [MH*] (MW = 393.13 g/mol).
Anal. (C21H10N30sx0.1DMF): Ber. C 63.84, H 4.96 N 10.84. Gef. C 63.61, H 5.07, N 11.15.
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 394.1402. Gef. 394.1397 (Ca1HaoN3Os) [MH*].

43

1-(5-(tert- Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(thiophen-2-carbonyl)benz  ofuran-5-yl)

Kopplung von 137 mit 140 nach AV 9A.

Ausbeute: 0.94 mmol aus 1.64 mmol - 57% (gelber Feststoff). N
H H \
N__N s

Schmelzpunkt: 229 - 230 °C. e A
IR (KBr): v (cm™) = 3454, 1623, 1469.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 9.57 (s, 1H, NH), 8.99 (s, 1H, NH), 8.36 (dd, J =3.8, 1.1
Hz, 1H, ArH), 8.19 (dd, J = 4.9, 1.0 Hz, 1H, ArH), 8.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.98 (d, J =
0.6 Hz, 1H, ArH), 7.75 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.50 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.39 (dd,
J =49, 3.9 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (d, J = 4.0 Hz, 9H, (CHj3)3). *C-
NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 180.2 (Cg), 174.1 (Cy), 158.4 (Cg), 152.0 (Cy), 151.6 (Cy),
151.4 (Cy), 141.7 (Cy), 136.1 (+, CH), 135.4 (+, CH), 134.8 (+, CH), 129.1 (+, CH), 127.1 (+,
CH), 121.1 (+, CH), 115.2 (+, CH), 112.6 (+, CH), 112.1 (+, CH), 92.5 (+, CH, Isoxazol-CH),
32.5 (Cy), 28.3 (+, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 410.1 (100) [MH*] (MW = 409.11 g/mol).

Anal. (C21H10N30,4S): Ber. C 61.60, H 4.68, N 10.26, S 7.83. Gef. C 61.60, H 4.65, N 10.22, S
7.64.

HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 410.1169. Gef. 410.1172 (Ca1HaoN304S) [MH"].

44
1-(2-Benzoyl-1 H-indol-5-yl)-3-(5-( tert-butyl)isoxazol-3-yl)harnstoff
H H O
N N
Kopplung von 102 mit 140 nach AV 9A. w \Ig
N o
H

Ausbeute: 0.30 mmol aus 0.42 mmol > 71% (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 2:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 215.1 - 216.7 °C.

IR (KBr): v (cm™?) = 3312, 1690, 1553.
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!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.93 (d, J = 1.3 Hz, 1H, Indol-NH), 9.45 (s, 1H, NH),
8.74 (s, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 5.2, 3.3 Hz, 2H, ArH), 7.87 (d, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.72 -
7.65 (m, 1H, ArH), 7.64 — 7.54 (m, 2H, ArH), 7.45 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.32 (dd, J = 8.9,
2.0 Hz, 1H, ArH), 7.08 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 6.50 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.29 (s, 9H,
(CHs)3). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 186.4 (Cg), 180.1 (Cg), 158.5 (Cg), 151.6 (Cy),
138.0 (Cy), 134.81 (Cy), 134.79 (Cy), 132.3 (+, CH), 132.0 (+, CH), 129.8 (+, CH), 128.9 (+,
CH), 128.6 (+, CH), 127.1 (+, CH), 120.1 (+, CH), 111.8 (+, CH), 111.7 (+, CH), 92.4 (+, CH,
Isoxazol-CH), 32.4 (Cy), 28.4 (+, (CHa)3).

EI-MS (70 eV) m/z (%): 403.0 (100) [MH*] (MW = 402.17 g/mol).
Anal. (C2sH22N403): Ber. C68.64, H 5.51, N 13.92. Gef. C 68.36, H 5.55, N 14.03.

45

1-(5-(tert- Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(4-(5-methoxy-1  H-indol-2-carbonyl)phenyl)harnstoff

Kopplung von 132 mit 140 nach AV 9A.

Ausbeute: 0.18 mmol aus 0.37 mmol - 49% (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 2:1 (v/v).
Umkristallisation: DCM/EtOAc/Heptan.

O_
H H
N._N
Schmelzpunkt: 237.1 - 237.7 °C. W \g/ O [ N
H
o)

o-
IR (KBr): v (cm™) = 2966, 1766, 1603, 1533.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.80 (s, 1H, Indol-NH), 9.67 (s, 1H, NH), 9.24 (s, 1H,
NH), 7.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.66 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.39 (d, J = 8.9 Hz, 1H,
ArH), 7.16 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.06 (s, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H, ArH),
6.55 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.77 (s, 3H, O-CHs), 1.31 (s, 9H, (CHa)s).

EI-MS (70 eV) m/z (%): 433.1 (100) [MH*] (MW = 432.18 g/mol).
Anal. (C24H24N404): Ber. C66.65, H 5.59, N 12.96. Gef. C 66.36, H 5.55, N 13.00.

46

1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(4-(5-hydroxy-1  H-indol-2-carbonyl)phenyl)harnstoff

Kopplung von 131 mit 140 nach AV 9A.
Ausbeute: 0.41 mmol aus 1.98 mmol > 21% (gelber Feststoff).
Umkristallisation: EtOA NN
mkristallisation: C.
T T 5

. o O’N 0
Schmelzpunkt: 216.4 - 217.3 °C.
IR (pure): v (cm™) = 3296, 2966, 1703, 1591, 1521.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.63 (s, 1H, Indol-NH), 9.66 (s, 1H, NH), 9.23 (s, 1H,
NH), 8.96 (s, 1H, OH), 7.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.65 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH), 7.31 (d, J
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= 8.8 Hz, 1H, ArH), 6.97 (d, J = 1.7 Hz, 2H, ArH), 6.85 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.54 (s,
1H, Isoxazol-CH), 1.30 (s, 9H, (CHs)s).

EI-MS (70 eV) m/z (%): 419.1 (100) [MH*] (MW = 418.16 g/mol).
Anal. (C23H22N4O04xY/sEtOAC): Ber. C65.55, H 5.45, N 12.85. Gef. C 65.40, H 5.36, N 13.14.

47

tert- Butyl 2-(5-(benzyloxy)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl carbamat

Entschiitzung von 88 nach AV 6A.
Ausbeute: 1.50 mmol aus 2.10 mmol - 71% (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM: EtOAc 5:1 (v/v).

Umkristallisation: EtOAc.

Schmelzpunkt: 215.7 —217.9 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3451, 3278, 2978, 1665, 1527.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.87 (s, 1H, NH), 9.25 (s, 1H, NH), 7.87 (s, 1H, ArH),
7.47 (dd, J = 11.9, 9.0 Hz, 4H, ArH), 7.45 — 7.39 (m, 4H, ArH), 7.40 — 7.29 (m, 2H, ArH), 7.26
(d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.05 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 5.14 (s, 2H, O-CH.-Ph), 1.49 (s,
9H, (CHj3)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 482.0 (100) [MH*] (MW = 481.20 g/mol)
Anal. (C29H27N304): Ber. C72.33, H 5.65, N 8.73. Gef. C 72.22, H 5.83, N 8.75.

49

5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1  H-indol-2-carbonyl chlorid  [89, 91]

Darstellung aus 85 nach Mahboobi et al. [89]. BnO%CI
Ausbeute: 71 mmol aus 89 mmol = 80% (2 Stufen, beiger Feststoff).

IR (KBr): v (cm™) =1763.

Lit. IR (KBr): v (cm™) = 1752 [89].
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59

2,3-Dihydro-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin [101]
Darstellung aus 7-Azaindol (58) nach Pearson et al. [101]. N

Ausbeute: 121 mmol aus 127 mmol > 95% (weil3er Feststoff).
Schmelzpunkt: 78.3 — 79.5 °C (Lit. 78-79 °C) [101].
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:DCM 10:1 (v/v).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.11 — 8.05 (m, 1H, Indol-NH), 7.64 (dd, J = 7.0, 1.3 Hz,
1H, ArH), 6.84 — 6.76 (m, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.85 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CHy), 3.35 (t, J
= 8.5 Hz, 2H, CH,).

Lit. *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.67 (dd, J = 5.3, 1.3 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 7.0, 1.3
Hz, 1H), 6.39 (dd, J = 7.0, 5.3 Hz, 1H), 6.25 (bs, 1H), 3.44 (td, J = 8.3, 0.9 Hz, 2H), 2.94 (t, J
= 8.3 Hz, 2H) [101].

61

1-(5-Nitroindolin-1-yl)ethanon  [102]

O,N
Darstellung aus Indolin (50) nach Terent’ev et al. [102]. \C[,}

o

Aubeute: 90 mmol aus 100 mmol = 90% (gelber Feststoff) (2 Stufen).

Schmelzpunkt: 181 °C (Lit. 175.0 — 176.0 °C) [203].

IH-NMR (300 MHz, DMSO de):5 = 8.23 — 7.97 (m, 3H, ArH), 4.20 (t, J = 8.7 Hz, 2H, CHy),
3.22 (t, J = 8.6 Hz, 2H, CHy), 2.24 (d, J = 12.3 Hz, 3H, Methyl).®

62

1-(5-Nitro-2,3-dihydro-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-1-yl)ethanon [205]

Darstellung aus 59 wie 61 in Anlehnung an die Vorschrift von Terent’ev et al. [102].

ON
Ausbeute: 56 mmol aus 130 mmol = 43% (beiger Feststoff). ? m
Schmelzpunkt: 171.2 °C (Lit. 186 °C) [205]. )QO

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.05 — 8.93 (m, 1H, ArH), 8.38 (dt, J = 2.7, 1.4 Hz, 1H,
ArH), 4.17 — 3.90 (m, 2H, CHy), 3.13 (t, J = 8.6 Hz, 2H, CH>), 2.59 (s, 3H, CHa).2°

% Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [204].
10 yergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [205].
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63

5-Nitroindolin  [102]

O,N
Darstellung aus 61 nach Terent’ev et al. [102]. \C[{:l?
Ausbeute: 90 mmol aus 90 mmol (quantitiativ) (zitronengelber Feststoff).
Schmelzpunkt: 93 °C (Lit. 91.0 - 91.5 °C) [102].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.96 — 7.78 (m, 2H, ArH), 7.26 (s, 1H, NH), 6.44 (d, J =
8.8 Hz, 1H, ArH), 3.76 — 3.55 (m, 2H, CHy), 3.04 (t, J = 8.4 Hz, 2H, CHy).1*

64

5-Nitro-2,3-dihydro-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin [101] | =

Darstellung aus 62 wie 63 in Anlehnung an die Vorschrift von Terent’ev et al. [102].
Ausbeute: 3.9 mmol aus 4.6 mmol - 84% (gelber Feststoff).
Schmelzpunkt: 158.3 — 160.1 °C (Lit. 155 - 160 °C) [101].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.68 (d, J = 2.5 Hz, 1H, Indol-NH), 8.25 (s, 1H, ArH), 7.95
—7.78 (M, 1H, ArH), 3.68 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CHy), 3.09 (dd, J = 12.3, 4.6 Hz, 2H, CHy).

Lit. *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 9.18 (s, 1 H). 8.66 (s, 1 H), 4.14 (t, J = 7.9 Hz, 2 H),
3.26 (t, J = 7.9 Hz, 2 H) [101].

65

5-Nitro-1 H-indol [102]

Darstellung aus 63 wie 66 in Anlehnung an die Vorschrift von Pearson et al. [101].

Ausbeute: 37.0 mmol aus 90.3 mmol > 41% (gelber Feststoff). OZN\©E\>
Schmelzpunkt: 141 °C (Lit. 137.5 - 139.5 °C) [206]. i
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.83 (s, 1H, Indol-NH), 8.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),
7.99 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.60 (dt, J = 16.2, 6.4 Hz, 2H, ArH), 6.73 (dd, J = 3.2, 0.8
Hz, 1H, ArH).

Lit. H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 11.83 (bs, 1H), 8.58 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.99 (dd, J =
2.4, 9.0 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 3.0 Hz, 1H)
[206][102].

11 Es liegen keine Vergleichsdaten von NMR in der Literatur vor [102]. *H-NMR Daten entsprechen den
angegebenen Daten des Sigma Aldrich Produktes (CAS-Nr. 32692-19-6).
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66

5-Nitro-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin [207]
O:N
Darstellung aus 64 nach Pearson et al. [101]. m
N

Iz __

Ausbeute: 8 mmol aus 15 mmol-> 53% (oranger Feststoff).
Schmelzpunkt: 280 °C (Lit. 279 - 281 °C) [101].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 9.09 (s, 1H, ArH), 8.88 (s, 1H, ArH), 7.77 (d, J = 3.2 Hz,
1H, ArH), 6.74 (d, J = 3.2 Hz, 1H, ArH).

Lit. *H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 12.46 (br s, 1 H), 9.10 (br s,1 H), 8.87 (d, J = 2.1 Hz,
1 H), 7.75 (dd, J = 3.5, 2.2 Hz, 1 H), d = 6.74 (dd, J = 3.5, 1.3 Hz, 1 H) [101].

67

5-Nitro-1-(phenylsulfonyl)-1 H-indol [208]

Phenylsulfonierung von 65 nach AV 1. 02N©E\>
N
Ausbeute: 16 mmol aus 52 mmol = 31% (beiger Feststoff). SO,Ph

Schmelzpunkt: 131.4 — 132.1 °C (Lit. 132 - 134 °C) [209)].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.59 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArH), 8.27 — 8.14 (m, 2H, ArH),
8.12 — 8.03 (m, 3H, ArH), 7.74 (ddd, J = 6.7, 3.8, 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.66 — 7.58 (m, 2H, ArH),
7.09 (d, J = 3.6 Hz, 1H, ArH).

Lit. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): d = 8.59 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 8.22 (dd, 1H, J=2.2 Hz, J =

9.2 Hz), 8.17 (d, 1H, J = 9.1 Hz), 8.10 (d, 1H, J = 3.7 Hz), 8.07 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.74 (t,
1H, J = 7.4 Hz), 7.63 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.09 (d, 1H, J = 3.8 Hz) [208].

68

5-Nitro-1-(phenylsulfonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin [210] Osz
SN N

Phenylsulfonierung von 66 in Anlehnung an die Vorschrift von Maya et al. [211]. N SO,Ph

Ausbeute: 60 mmol aus 81 mmol > 74% (gelber Feststoff).

Schmelzpunkt: 261.3 - 263.8 °C.12

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.20 (d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.95 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
ArH), 8.18 (t, J = 2.8 Hz, 2H, ArH), 8.15 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.81 — 7.72 (m, 1H, ArH),
7.69 — 7.62 (m, 2H, ArH), 7.05 (d, J = 4.0 Hz, 1H, ArH).

Lit *H-NMR (DMSO-de): & = 9.21 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.97 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.21 - 8.16 (m,
3H), 7.78 (m, 1H), 7.67 (m, 2H), 7.07 (d, J = 4.0 Hz, 1H) [212].

12 E5 liegen keine Vergleichsdaten zum Schmelzpunkt in der Literatur vor [210].
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69
1-(Phenylsulfonyl)-1 H-indol-5-amin [208] H,N \
Reduktion von 67 nach AV 3. \©Er\>

SO,Ph
Ausbeute: 13 mmol aus 16 mmol > 81% (weil3er Feststoff).

Schmelzpunkt: 117.8 — 118.2 °C (Lit. 116.4 — 116.8 °C) [208].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 7.89 (s, 1H, ArH), 7.86 (t, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.67 (dt, J
= 4.4, 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.65 — 7.59 (m, 2H, ArH), 7.55 (ddd, J = 7.8, 4.7, 3.0 Hz, 3H, ArH),
6.63 (d, J = 1.8 Hz, 1H, ArH), 6.61 — 6.56 (m, 1H, ArH), 4.97 (s, 2H, NH>).

Lit. *H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 7.90 — 7.86 (m, 2H), 7.69 — 7.63 (m, 1H), 7.58 — 7.52
(M, 4H), 6.64 — 6.58 (M, 3H), 4.97 (bs, 2H) [208].

70

1-(Phenylsulfonyl)-1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-5-amin  [210] HN_~ I

Reduktion von 68 nach AV 3. SNTON
SO,Ph

Ausbeute: 14 mmol aus 15 mmol - 90% (gelber Feststoff).
Schmelzpunkt: 243 °C.13

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 8.11 — 7.92 (m, 2H, ArH), 7.76 (t, J = 8.8 Hz, 1H, ArH),
7.71 - 7.62 (m, 2H, ArH), 7.62 — 7.53 (m, 2H, ArH), 7.09 (t, J = 3.3 Hz, 1H, ArH), 6.59 (d, J =
4.0 Hz, 1H, ArH), 5.17 (bs, 2H,NH>).

71

tert-Butyl-1-(phenylsulfonyl)-1 H-indol-5-ylcarbamat [208]

Boc”

tert-Butyloxycarbonyl Schiitzung von 69 nach AV 4. @
N

Ausbeute: 12 mmol aus 13 mmol - 93% (weil3er Feststoff). SO,Ph
Schmelzpunkt: 172.0 °C (Lit. 168.8 — 169.6 °C) [208].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 9.38 (s, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 5.3, 3.4 Hz, 2H, ArH), 7.79
(t, J = 9.1 Hz, 1H, ArH), 7.75 — 7.64 (m, 3H, ArH), 7.56 (dd, J = 10.4, 4.8 Hz, 2H, ArH), 7.35
(dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.78 (d, J = 3.7 Hz, 1H, ArH), 1.46 (s, 9H, (CHs)x).

Lit. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 9.37 (s, 1H), 7.94 (td, 2H, J = 2.4 Hz, J = 3.4 H2),
7.80 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.73 (d, 1H, J = 3.7 Hz), 7.68 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.57 (t, 2H, J = 7.6
Hz), 7.35 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J = 9.0 Hz), 6.78 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 1.46 (s, 9H) [208].

13 Es liegen keine Vergleichsdaten zu NMR und Schmelzpunkt in der Literatur vor [210].
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72

tert-Butyl-1-(phenylsulfonyl)-1  H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-5-ylcarbamat [210, 213]

tert-Butyloxycarbonyl Schiitzung von 70 nach AV 4. H
Boc” Y& N\
Ausbeute: 12 mmol aus 14 mmol > 86% (weil3er Feststoff). m
SO,Ph

Schmelzpunkt: 278 °C (Zersetzung).'

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.32 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 8.15 — 8.08 (m, 2H, ArH),
8.06 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.99 (d, J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.72 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH),
7.61 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 6.89 (d, J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 1.35 (s, 9H, (CHa)s).

74

tert -Butyl-(4-methyl-5-nitropyridin-2-yl)carbamat [214]

Darstellung aus 73 nach Lougiakis et al. [214]. N-Z>no,
Ausbeute: 15 mmol aus 33 mmol > 45% (weilRer Feststoff).

Schmelzpunkt: 187.5 — 189.0 °C (Lit. 186 °C) [214].

Umkristallisation: EtOH.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 10.56 (s, 1H, NH), 8.92 (s, 1H, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH),
2.58 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 9H, (CHa)s).

Lit. *H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 10.43 (bs, 1H), 9.12 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 2.69 (s, 3H),
1.59 (s, 9H) [214].

e

H
(E)-tert- Butyl-(4-(2-(dimethylamino)vinyl)-5-nitropyridin-2- yhcarbamat BOC/NWNM%
Z>No

tert-Butyl(4-methyl-5-nitropyridin-2-yl)carbamat 74 (29 mmol) wurde in DMF geldst und mit
1.5 equiv. DMFDMA (32 mmol) und 2 ml Pyrrolidin 30 min bei 60 °C geruhrt. Danach wurde
auf RT abgekunhlt, auf dest. H,O gegossen und abgesaugt (Vorschrift modifiziert nach Filla et
al. [215]). Das Produkt konnte nach NMR-Kontrolle ohne weitere Reinigung zu 78 umgesetzt
werden. Ausbeute: 26 mmol aus 29 mmol - 90% (orangefarbener Feststoff).

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 9.97 (s, 1H, NH), 8.71 (s, 1H, ArH), 7.86 (s, 1H, ArH),
7.78 (d, J = 13.1 Hz, 1H, CH), 5.89 (d, J = 13.1 Hz, 1H, CH), 1.91 (s, 3H, CHs), 1.48 (s, 9H,
(CHs)3), 1.23 (s, 3H, CHsa).

14 Es liegen keine Vergleichsdaten zu NMR und Schmelzpunkt in der Literatur vor [210, 213].
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78

H
_N

tert-Butyl-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-ylcarbamat [216] Boc

TN
N/N
H

Darstellung aus 77 in Anlehnung an die Vorschrift von Andaloussi et al. [216].

Das Enamin 77 (8.0 mmol) wurde in Methanol/THF (2:1, v/v) geldst und unter RUhren mit
Pd/C (10%) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei 70 °C im Autoklaven
(Wasserstoffatmosphéare 40 bar) gerihrt. Der Katalysator wurde am folgenden Tag Uber
Na;SO, abgesaugt, das Ldsemittel entfernt und das Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt. Ausbeute: 4.8 mmol aus 8.0 mmol - 59% (weil3er
Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:DCM 10:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 202.5 — 206.7 °C.1°

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.41 (s, 1H, NH), 9.44 (s, 1H, ArH), 8.45 (s, 1H, ArH),
7.88 (s, 1H, ArH), 7.55 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ArH), 6.50 — 6.36 (m, 1H, ArH), 1.48 (s, 9H,
(CHg)s). ™

79

tert-Butyl-(1-(phenylsulfonyl)-1  H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-yl)carbamat

Phenylsulfonierung von 78 nach AV 1.
X

Ausbeute: 14 mmol aus 22 mmol > 64% (weil3er Feststoff). m

Schmelzpunkt: 141.8 — 142.4 °C.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 9.74 (s, 1H, NH), 8.84 (s, 1H, ArH), 8.04 (s, 1H, ArH),
8.02 (t, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.99 (d, J = 3.6 Hz, 1H, ArH), 7.96 (d, J = 1.0 Hz, 1H, ArH).
7.76 — 7.68 (m, 1H, ArH), 7.60 (dd, J = 10.4, 4.8 Hz, 2H, ArH), 6.88 (d, J = 3.5 Hz, 1H, ArH).
1.46 (s, 9H, (CHs)s3).

IR (KBr): v (cm) = 3454, 1724, 1604, 1519.
ESI-MS (120 eV) m/z (%): 374.1 (100) [MH*] (MW = 373.11 g/mol).

Anal. (CoH10N20): Ber. C 57.89, H 5.13, N 11.25, S 8.59. Gef. C 58.20, H 5.27, N 10.99, S
8.38.

15 Es liegen keine Vergleichsdaten zu NMR und Schmelzpunkt in der Literatur vor [216].
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81

Ethyl-5-methoxybenzofuran-2-carboxylat  [90, 217]
Darstellung aus 80 (2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd) nach Mahboobi et al. [90].

Ausbeute: 67 mmol 167 mmol > 40% (weiRer Feststoff). Me0\©\/\>_§oa
o o

Schmelzpunkt: 59.3 - 61.7 °C (Lit. 62 °C) [218].
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 7.63 (dd, J = 6.6, 5.1 Hz, 2H, ArH), 7.24 (d, J = 2.6 Hz,

1H, ArH), 7.10 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H, ArH), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,), 3.78 (d, J = 7.3
Hz, 3H, O-CHs), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHa).Y7

82

Ethyl-5-hydroxybenzofuran-2-carboxylat  [90, 217]

Darstellung aus 81 nach Mahboobi et al. [90]. HOWOEt
O o

Ausbeute: 40 mmol aus 59 mmol > 67% (weil3er Feststoff).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.49 (s, 1H, OH), 7.60 (d, J = 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.52 (d, J
= 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H, ArH), 4.33 (q,
J=7.1Hz, 2H, CHy), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs).%"

83

Ethyl-5-(benzyloxy)benzofuran-2-carboxylat  [90]

Darstellung aus 82 nach Mahboobi et al. [90]. BnO \E
Ausbeute: 34 mmol aus 40 mmol > 85% (weil3er Feststoff). mo
Schmelzpunkt: 81.2 — 83.5 °C (Lit. 83.9 — 85.3 °C) [90].

IH-NMR (300 MHz, DMSO d): & = 7.64 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.47 (dd, J = 8.2, 1.3 Hz,
2H, ArH), 7.44 — 7.32 (m, 4H, ArH), 7.20 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H, ArH), 5.13 (s, 2H, O-CHo-
Ph), 4.35 (g, J = 7.1 Hz, 2H, CHy), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHa).

Lit. *H NMR (300 MHz, DMSO): & = 7.65-7.32 (m, 8H), 7.19 (dd, 1H, J = 7.1 Hz, 2.5 Hz),
5.13 (s, 2H), 4.34 (q, 2H, J = 7.1 Hz), 1.32 (t, 3H, J = 7.1 Hz) [90].

84

5-(Benzyloxy)benzofuran-2-carbonsaure  [90]

BnO OH
Darstellung aus 83 nach Mahboobi et al. [90]. \©E\>—§
O o

Ausbeute: 31 mmol aus 34 mmol > 91% (weilRer Feststoff).

Schmelzpunkt: 181.9 — 183.4 °C (Lit. 182.6 — 184.3 °C) [90].

17 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCl3 vor [90].
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.47 (d, J = 8.8 Hz, 3H, ArH), 7.44 — 7.31 (m, 3H, ArH),
7.25 (d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.09 (s, 1H, ArH), 7.01 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H, ArH), 5.12 (s,
2H, O-CHa-Ph).

Lit. *H-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 13.60 (brs, 1H), 7.58 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.31 — 7.51
(m, 7H), 7.13 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H). 5.13 (s, 2H) [90].

85
5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1  H-indol [89] BnO
A\
Darstellung aus 5-Benzyloxy-1H-indol (51) nach Mahboobi et al. [89]. \CE;}
SO,Ph

Ausbeute: 18 mmol aus 18 mmol - quantitativ (weil3er Feststoff).
Schmelzpunkt: 79.5 — 81.3 °C (Lit. 79 - 81 °C) [89].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.97 - 7.27 (m, 12 H, ArH), 7.20 (d, J = 3.5 Hz, 1H, ArH),
7.02 (dd, J = 3,5 Hz, 8,9 Hz, 1H, ArH), 6.76 (d, J = 3.5 Hz, 1H, ArH), 5.09 (s, 2H, O-CHa-Ph).

Lit. *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.97 - 7.27 (m, 12 H), 7.20 (d, J = 3.5 Hz, 1 H), 7.02
(dd, J = 8.9 Hz, 3.5 Hz, 1 H), 6.76 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H) [89].

86

5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1  H-indol-2-carbonsaure [89]

Darstellung aus 85 nach Mahboobi et al. [89]. B"O\C \/\\ OH
N o]

Ausbeute: 89 mmol aus 71 mmol = 80% (weil3er Feststoff). SO,Ph
Schmelzpunkt: 175.3 °C (Lit. 175 - 178 °C) [89].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 13.62 (s, 1H, COOH), 7.97 (m, 2H, ArH), 7.92 (d, 1H, J =
9.2 Hz, ArH), 7.70 (m, 1H, ArH), 7.60 (m, 2H, ArH), 7.45 (m, 2H, ArH), 7.36 (m, 3H, ArH),
7.25 (m, 2H, ArH), 7.15 (dd, 1H, J = 2.6 Hz, J = 9.1 Hz, ArH), 5.10 (s, 2H, O-CH,-Ph).

Lit. *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 13.56 (brs, 1H). 7.97 — 7.90 (m ,3H), 7.74 — 7.13 (m,
11 H), 5.11 (s, 2H) [89].

87

5-(Benzyloxy)benzofuran-2-carbonyl chlorid [90]

BnO Cl
Darstellung aus 84 nach AV 2B. \©\/\>—§
Jd o

Ausbeute: 20 mmol aus 13 mmol - 65% (beiger Feststoff).
IR (KBr): v (cm™) = 2854, 1759, 1736.
Lit. IR (KBr): v (cm™) = 2875, 1787, 1730 [90].
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88

tert- Butyl-2-(5-(benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1 ~ H-indole-2-carbonyl)-1 H-
(phenylsulfonyl)-1 H-indol-5-yl carbamat

Kopplung von 71 mit 49 nach AV 5.

Ausbeute: 2 mmol aus 10 mmol > 21% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.

Schmelzpunkt: 122.1 — 124.5 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3396, 1723, 1533.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.54 (s, 1H, NH), 8.12 — 7.98 (m, 5H, ArH), 7.93 (s, 1H,
ArH), 7.79 — 7.58 (m, 8H, ArH), 7.38 (m, 9H, ArH), 5.13 (s, 2H, O-CH»-Ph), 1.46 (s, 9H,
(CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 762.0 (100) [MH*] (MW = 761.19 g/mol).

Anal. (C41H3sN30sS2): Ber. C64.64, H 4.63, N 5.52, S 8.42. Gef. C 64.31, H 4.93, N 5.44, S
8.17.

89

tert-Butyl-(2-(5-(benzyloxy)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-5-yl)

carbamat

Kopplung von 72 mit 49 nach AV 5 mit anschlieRender Phenylsulfonyl-Entschiitzung nach
AV 6A

Ausbeute: 7.1 mmol aus 10.7 mmol - 66% (2 Stufen, beiger Feststoff). OBn
Umkristallisation: EtOAC/THF.

0 N \
Schmelzpunkt: 197.7 °C Boc B NH
IR (KBr): u (cm™) = 3299, 1694, 1525. NN O

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 12.34 (s, 1H, NH), 11.86 (s, 1H, NH), 9.47 (s, 1H, NH),
8.44 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 8.30 (s, 1H, ArH), 7.50 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.48 (d, J = 2.1
Hz, 2H, ArH), 7.42 (m, 4H, ArH), 7.37 — 7.31 (m, 1H, ArH), 7.27 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.07
(dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH), 5.14 (s, 2H, O-CH,-Ph), 1.50 (d, J = 9.1 Hz, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 483.2 (100) [MH*] (MW = 482.20 g/mol).
Anal. (C2sH26N404xY/4EtOAC): Ber. C69.07, H 5.55, N 11.07. Gef. C 68.96, H 5.40, N 11.43.
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90

tert-Butyl-(2-(5-(benzyloxy)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-yl)

carbamat

Kopplung von 79 mit 49 nach AV 5 mit anschlieRender Phenylsulfonylabspaltung nach AV
6A.

Ausbeute: 4.6 mmol aus 10 mmol - 41% (2 Stufen, beiger Feststoff). oBn
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 1:1 (v/v).
Umkristallisation: DCM.

Schmelzpunkt: 172.1 —172.3 °C.

IR (KBr): v (cm) = 3455, 3301, 1731, 1524.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 12.22 (s, 1H, NH), 11.96 (s, 1H, NH), 9.46 (s, 1H, NH),
8.59 (s, 1H, ArH), 8.04 (s, 1H, ArH), 7.54 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.49 (d, J = 7.3 Hz, 3H,
ArH), 7.45 — 7.38 (m, 3H, ArH), 7.35 (d, J = 7.1 Hz, 1H, ArH), 7.27 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH),
7.09 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H, ArH), 5.10 (s, 2H, O-CH2-Ph), 1.50 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 483.2 (100) [MH*] (MW = 482.20 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 483.2027. Gef. 483.2034 (C2sH27N4O4) [MH"].
Anal. (C2sH26N404x/4sDCM): Ber. C67.35, H 5.30, N 11.12. Gef. C 67.53, H 5.35, N 11.03.

91

tert -Butyl-(2-(5-(benzyloxy)benzofuran-2-carbonyl)-1  H-indol-5-yl) carbamat

Kopplung von 71 mit 87 nach AV 5 mit anschlieRender Phenylsulfonylabspaltung nach AV
6A.

Ausbeute: 5.1 mmol aus 20 mmol - 26% (2 Stufen) (beiger Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 20:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 226.1 — 228.0 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3419, 3301, 1712, 1606.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.93 (s, 1H, NH), 9.27 (s, 1H, NH), 7.92 (t, J = 1.9 Hz,
2H, ArH), 7.81 — 7.70 (m, 2H, ArH), 7.56 — 7.46 (m, 2H, ArH), 7.47 — 7.30 (m, 6H, ArH), 7.27
(dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H, ArH), 5.19 (s, 2H, O-CH,-Ph), 1.49 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 483.2 (81) [MH*] (MW = 482.18 g/mol).
Anal. (Cz29H26N20s): Ber. C72.18, H 5.43, N 5.81. Gef. C 72.17, H 5.63, N 5.65.
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92

tert -Butyl-(2-(5-(benzyloxy)benzofuran-2-carbonyl)-1  H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-yI)

carbamat

Kopplung von 79 und 87 nach AV 5 mit anschlieRender Phenylsulfonylabspaltung nach AV
6A. OBn

Ausbeute: 2.5 mmol aus 12 mmol > 21% (2 Stufen) (beiger Feststoff).
Umkristallisation: DMSO.
Schmelzpunkt: 220.0 — 222.0 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3327, 2977, 1607, 1549.

IH-NMR (300 MHz, Aceton-de): & = 11.39 (s, 1H, NH), 8.71 (s, 1H, NH), 8.38 (s, 1H, ArH),
8.26 (s, 1H, ArH), 7.92 (d, J = 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.85 (s, 1H, ArH), 7.73 (d, J = 9.1 Hz, 1H,
ArH), 7.54 (d, J = 7.3 Hz, 2H, ArH), 7.48 — 7.39 (m, 3H, ArH), 7.39 — 7.29 (m, 2H, ArH), 5.23
(s, 2H, O-CH,-Ph), 1.54 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 484.2 (100) [MH*] (MW = 483.18 g/mol).
Anal. (C2sH2sN30sx/sDMSO): Ber. C68.34, H 5.29, N 8.42. Gef. C 68.37. H 5.33, N 8.23.

93

5-Methoxy-1-(phenylsulfonyl)-1 H-indol [89]

MeO
\>
N

Darstellung aus 5-Methoxy-1H-indol nach Mahboobi et al. [89]. 50,Ph

Ausbeute: 56 mmol aus 170 mmol - 80% (weilRer Feststoff).
Schmelzpunkt: 97.3 — 98.5 °C (Lit. 97 - 98 °C) [89].

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 7.93 (m, 2 H, ArH), 7.83 (m, 1H, ArH), 7.76 (m, 1H, ArH),
7.68 (m, 1H, ArH), 7.57 (m, 1H, ArH), 7.11 (m, 1H, ArH), 6.95 (m, 1H, ArH), 6.77 (m, 1H,
ArH), 3.73 (s, 3H).

Lit. *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 7.91-7.95 (m, 2H), 7.81-7.84 (m, 1H), 7.75-7.77 (m, 1H),
7.64-7.71 (m, 1H), 7.54-7.61 (m, 2H), 7.11-7.12 (m, 1H), 6.92-6.97 (m, 1H), 6.77-6.78 (m,
1H), 3.73 (s, 3H) [89].
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97

(5-(Benzyloxy)-1 H-indol-2-yl)-(4-nitrophenyl)methanon

Kopplung von 85 mit 94 nach AV 5 mit anschlielender Phenylsulfonylentschiitzung nach AV
6B.

Ausbeute: 9.4 mmol aus 11.0 mmol = 85% (2 Stufen) (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): PE:EtOAc 9:2 (v/v).

Schmelzpunkt: 233.1 - 233.7 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3302, 1619, 1595, 1516.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.03 (s, 1H, Indol-NH), 8.45 — 8.36 (m, 2H, ArH), 8.18 —
8.09 (m, 2H, ArH), 7.50 — 7.30 (m, 6H, ArH), 7.24 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.10 (dd, J = 9.0,
2.4 Hz, 1H, ArH), 7.05 (s, 1H, ArH), 5.11 (s, 2H, O-CH,-Bn).

EI-MS (70 eV) m/z (%): 91.1 [C;H7"] (100), 372.2 (20) [MH*] (MW = 372.11 g/mol).
Anal. (C22H1sN204): Ber. C70.96, H 4.33, N 7.52. Gef. C 71.12, H 4.27, N 7.36.

98

(5-Methoxy-1 H-indol-2-yl)-(4-nitrophenyl)methanon  [219]*8

Kopplung von 93 mit 94 nach AV 5 mit anschlieender Phenylsulfonylentschiitzung nach AV
6B.

Ausbeute: 0.4 mmol aus 10.0 mmol = 4% (2 Stufen) (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.

Umkristallisation: DCM/Hexan.
Schmelzpunkt: 166.5 °C.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.02 (s, 1H, Indol-NH), 8.50 — 8.33 (m, 2H, ArH), 8.19 —
8.01 (m, 2H, ArH), 7.42 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.06 (d, J =
1.6 Hz, 1H, ArH), 7.02 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H, ArH), 3.76 (s, 3H, O-CHs).

18 Es liegen keine Vergleichsdaten zu NMR und Schmelzpunkt in der Literatur vor [219].
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101

tert-Butyl-(2-benzoyl-1 H-indol-5-yl)carbamat

Kopplung von 71 mit 99 nach AV 5 mit anschlieender Phenylsulfonylentschiitzung nach AV
6B.

Ausbeute: 7.2 mmol aus 10.7 mmol > 67% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM: EtOAc 10:1 (v/v).

ZT

Boc

Schmelzpunkt: 230.5 °C (Zersetzung). N
N ©
IR (KBr): v (cm) = 3390, 3302, 1739, 1622, 1517. 4

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.86 (s, 1H, Indol-NH), 9.23 (s, 1H, NH), 7.92 (dd, J =
5.2, 3.3 Hz, 2H, ArH), 7.84 (s, 1H, ArH), 7.68 (ddd, J = 6.5, 3.8, 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.63 — 7.54
(m, 2H, ArH), 7.40 — 7.32 (m, 2H, ArH), 7.05 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 1.48 (s, 9H, (CHz)s).

ES-MS (70 eV) m/z (%): 337.0 (70) [MH*] (MW = 336.15 g/mol).
Anal. (C20H20N203): Ber. C71.41, H 5.99, N 8.33. Gef. C 71.54, H 6.27, N 7.95.

102

(5-Amino-1H-indol-2-yl)(phenyl)methanon

Entschiitzung von 101 nach AV 7. HzN
o)

Ausbeute: 2.9 mmol aus 2.9 mmol > 97% (weil3er Feststoff).

Iz _

Schmelzpunkt: 163.5 — 164.5 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3409, 3347, 1610, 1528.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.56 (s, 1H, Indol-NH), 7.93 — 7.86 (m, 2H, ArH), 7.70 —
7.62 (m, 1H, ArH), 7.61 — 7.52 (m, 2H, ArH), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH), 6.83 (d, J = 1.5
Hz, 1H, ArH), 6.80 — 6.73 (m, 2H, ArH), 4.91 (bs, 2H, NH>).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 236.0 (100) [MH-Radikal] (MW = 236.09 g/mol).
Anal. (C1sH12N,0Ox/sH.0): Ber. C75.11, H5.21, N 11.68. Gef. C 75.38, H5.13, N 11.26.%°

104

1-(5-Benzyloxy-1-phenylsulfonyl-1  H-indol-2-yl)ethan-1-on

BnO.
Darstellung aus 85 in Anlehnung an die Vorschrift von Smart et al. [220]. W

Ausbeute: 25 mmol aus 28 mmol > 89% (weil3er Feststoff). SOz

Der gefundene Elementaranalysenwert fiir N weicht um 0.42% von der Theorie ab.
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Umkristallisation: EtOH.
Schmelzpunkt: 155.6 — 159.1 °C.
IR (KBr): v (cm™?) = 1672, 1530.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.97 (d, J = 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.89 (t, J
= 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.74 — 7.66 (m, 1H, ArH), 7.59 (dd, J = 10.4, 4.8 Hz, 2H, ArH), 7.51 (s,
1H, ArH), 7.49 — 7.43 (m, 2H, ArH), 7.43 — 7.30 (m, 3H, ArH), 7.27 (d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH),
7.20 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H, ArH), 5.13 (s, 2H, O-CH,-Ph), 2.59 (s, 3H, CH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 406.1 (100) [MH*] (MW = 405.10 g/mol).

Anal. (C23sH19NO4S): Ber. C 68.13, H 4.72, N 3.45, S 7.91. Gef. C 67.98, H 4.76, N 3.37, S
7.71.

106

1-(5-Benzyloxy-1-phenylsulfonyl-1  H-indol-2-yl)-2-bromethan-1-on

Vorschrift modifiziert nach Mahboobi et al. [105] und Wagle et al. [107]: CuBr» (2.0 equiv.)
wurde in 20 ml EtOAc gel6st und mit 10 Tropfen HBr (72%) versetzt. Nach Erhitzen zum
Reflux wurden 1.0 g 104 (2.5 mmol) in Chloroform geldst und zur Reaktionsmischung
getropft. Nach Reaktionsende wurde der Ansatz Uber Celite abgesaugt und die organische
Phase zweimal mit H.O (dest.), zweimal mit wassriger NaHCOs; und mit wassriger NaCl
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO. getrocknet, filtriert,
eingeengt und in vacuo getrocknet. Ausbeute: 0.9 mmol aus 2.5 mmol - 36% (beiger
Feststoff).

Umkristallisation: EtOH. BnO \ Br
Schmelzpunkt: 139.9 — 141.4 °C. W
IR (KBr): v (cm™) = 3454, 1672, 1530.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.01 (ddd, J = 14.1, 9.0, 3.2 Hz, 3H, ArH), 7.79 — 7.70 (m,
2H, ArH), 7.63 (td, J = 7.6, 4.2 Hz, 2H, ArH), 7.48 (t, J = 7.0 Hz, 3H, ArH), 7.44 — 7.32 (m,
4H, ArH), 5.27 (s, 2H, O-CH-Ph), 5.02 (s, 2H, CH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%)Z 484.02 7QBI’C23H18NO438 (91) [MH+]. 486.02 8lBI’C23H18NO438 (90)
[MH*] (MW = 483.01 g/mol).

Anal. (C23H1sBrNO4S): Ber. C57.03, H 3.75, N 2.89, S 6.62. Gef. C 57.04, H 3.76, N 2.62, S
6.51.
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107

1-(Benzo[ b]thiophen-2-yl)-2-bromethan-1-on  [108]
Darstellung aus 103 (Benzo[b]thiophen) nach Debray et al. synthetisiert [108].

Br
o~
Ausbeute: 17 mmol aus 24 mmol = 73% (2 Stufen) (weil3er Feststoff). S 0
Schmelzpunkt: 110.2 — 113.5 °C (Lit. 114 — 1116 °C) [108].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 8.50 (s, 1H, ArH), 8.12 — 8.03 (m, 2H, ArH), 7.54 (dtd, J =
14.9, 7.2, 1.2 Hz, 2H, ArH), 4.97 (s, 2H, CH,).%

110

Benzol[ b]thiophen-2-yl(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon

Kopplung von 107 mit 108 nach AV 5B.

Ausbeute: 11 mmol aus 60 mmol > 18% (beiger Feststoff).

Schmelzpunkt: 217.7 — 218.8 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3454, 2626, 2547, 1510.

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.84 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 8.83 (s, 1H, ArH), 8.46 (dd,
J=9.2, 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.26 (d, J = 0.8 Hz, 1H, ArH), 8.20 — 8.05 (m, 3H, ArH), 7.66 — 7.50
(m, 2H, ArH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 324.0 (100) [MH*] (MW = 323.03 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 324.0325. Gef. 324.0325 (C17H10NO4S) [MH*].

Anal. (C17HsNO4S): Ber. C 63.15, H 2.81, N 4.33, S 9.92. Gef. C 63.40, H 2.94, N 4.20, S
9.84.

111

(5-Benzyloxy-1 H-indol-2-yl)(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon

Kopplung von 106 mit 108 nach AV 5B mit anschlielBender Phenylsulfonylentschitzung nach
AV 6A.

Ausbeute: 0.6 mmol aus 2.3 mmol 2 27% (2 Stufen) (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): PE:EtOAc 5:2 (v/v).
Umkristallisation: DCM/MeOH.

Schmelzpunkt: 278.2 — 281.1 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3292, 2862, 1610, 1557.

20 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [108].
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.08 (s, 1H, Indol-NH), 8.83 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH),
8.44 (dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.18 (s, 1H, ArH), 8.09 (d, J = 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.76 (s,
1H, ArH), 7.49 (d, J = 6.8 Hz, 2H, ArH), 7.45 — 7.27 (m, 5H, ArH), 7.12 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz,
1H, ArH), 5.15 (s, 2H, O-CH-Ph).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 413.1 (100) [MH*] (MW = 412.11 g/mol).
Anal. (C24H16N2Os): Ber. C69.90, H 3.91, N 6.79. Gef. C 69.72, H 3.95, N 6.74.

115

1-(1-Phenylsulfonyl-1 H-pyrrol-2-yl)ethan-1-on [221] /)
N

Phenylsulfonierung von 112 (1-(1H-pyrrol-2-yl)ethanon) nach AV 1. PROS O

Ausbeute: 11 mmol aus 18 mmol - 61% (braunes Ol; Feststoff laut Literatur [221]).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-d): & = 7.99 — 7.89 (m, 3H, ArH), 7.77 — 7.69 (m, 1H, ArH), 7.69
— 7.59 (m, 2H, ArH), 7.45 — 7.37 (m, 1H, ArH), 6.54 (dd, J = 17.5, 14.0 Hz, 1H, ArH), 2.32 (s,
3H, Methyl).2t

Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung zu 116 umgesetzt.

116
2-Brom-1-(1-phenylsulfonyl-1 H-pyrrol-2-yl)ethan-1-on [222] /

N\ Br
Bromierung von 115 analog zu 106. PhO,S O

Ausbeute: 4.6 mmol aus 10.4 mmol > 44% (beiger Feststoff).
Umkristallisation: EtOH.
Schmelzpunkt: 92.3 — 94.1 °C (Lit. 89 — 91 °C) [222].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.02 (dd, J = 3.2, 1.7 Hz, 2H, ArH), 7.98 (d, J = 1.4 Hz,
1H, ArH), 7.77 — 7.72 (m, 1H, ArH), 7.69 — 7.63 (m, 2H, ArH), 7.58 (dd, J = 3.9, 1.6 Hz, 1H,
ArH), 6.63 — 6.55 (m, 1H, ArH), 4.65 (s, 2H, CHy).22

117

2-Brom-1-(furan-2-yl)ethan-1-on [109]
Darstellung aus 113 (1-(furan-2-yl)ethanon) nach Lapointe et al. [109]. 0

Ausbeute: 9 mmol aus 47mmol > 18% (beiger Feststoff).

Schmelzpunkt: 32.3 - 35.2 °C (Lit. 34.5 - 36 °C) [223].

21 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [221].
22 Es liegen keine Vergleichsdaten zu NMR in der Literatur vor [222].
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.10 (ddd, J = 4.9, 4.4, 1.1 Hz, 2H, ArH), 7.29 (dd, J =
4.9, 3.9 Hz, 1H, ArH), 4.84 (s, 2H, CH,).2

118

2-Brom-1-(thiophen-2-yl)ethan-1-on [224]
Darstellung aus 114 (1-(thiophen-2-yl)ethanon) nach Roman et al. [224]. o
Ausbeute: 20 mmol aus 50 mmol = 40% (gelbes Ol]).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.09 (dd, J = 1.6, 0.5 Hz, 1H, ArH), 7.70 — 7.62 (m, 1H,
ArH), 6.78 (dd, J = 3.7, 1.7 Hz, 1H, ArH), 4.65 (s, 2H, CH,).2*

119

5-Nitrobenzofuran-2-yl(1 H-pyrrol-2-yl)methanon %

Kopplung von 116 mit 108 nach AV 5B mit anschlie3ender Phenylsulfonylentschiitzung nach
AV 6A.
\

Ausbeute: 5.5 mmol aus 17 mmol - 32% (gelber Feststoff). ON A

(0] 0]

NH

Schmelzpunkt: 244.0 — 246.9 °C.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 12.35 (s, 1H, NH), 8.79 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 8.40 (dd,
J=9.1, 2.5 Hz, 1H, ArH), 8.04 (dd, J = 9.2, 5.0 Hz, 2H, ArH), 7.58 — 7.50 (m, 1H, ArH), 7.34
(s, 1H, ArH), 6.39 (dd, J = 3.9, 2.4 Hz, 1H, ArH).

120

Furan-2-yl(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon

Kopplung von 117 mit 108 nach AV 5B.

Ausbeute: 7.4 mmol aus 8.6 mmol > 87% (beiger Feststoff).
Umkristallisation: 2-Butanon.

Schmelzpunkt: 247.4 — 248.7 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 1631, 1515.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.86 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 8.43 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz,
1H, ArH), 8.25 (d, J = 0.9 Hz, 2H, ArH), 8.06 (d, J = 9.2 Hz, 1H, ArH), 7.89 (dd, J = 3.6, 0.5
Hz, 1H, ArH), 6.92 (dd, J = 3.7, 1.7 Hz, 1H, ArH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 258.0 (100) [MH*] (MW = 257.03 g/mol).

23 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCI3 vor [109].
24 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCI3 vor [224].
25 Kommerziell erhéltlich, jedoch keine Originalliteraturdaten zu experimentellen Daten verfiigbar.
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Anal. (C13H7NOs): Ber. C60.71, H 2.74, N 5.45. Gef. C 60.46, H 2.86, N 5.35.

121

5-Nitrobenzofuran-2-yl(thiophen-2-yl) methanon

Kopplung von 118 mit 108 nach AV 5B. OsN

Ausbeute: 14 mmol aus 20 mmol > 73% (beiger Feststoff).
Umkristallisation: 2-Butanon.

Schmelzpunkt: 182.3 — 182.9 °C.

IR (KBr): v (cm™?) = 1618, 1514.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 8.82 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.48 — 8.37 (m, 2H), 8.25 (dd, J
= 4.9, 1.1 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 4.9, 3.9
Hz, 1H).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 274.0 (100) [MH*] (MW = 273.01 g/mol).

Anal. (C13H7NO4S): Ber. C57.14, H 2.58, N 5.13, S 11.73. Gef. C 57.14, H 2.72, N 5.05, S
11.66.

122

5-Amino-1 H-indol-2-yl(5-benzyloxy-1 H-indol-2-yl)methanon

Entschiitzung von 47 nach AV 7.
Ausbeute: 2.1 mmol aus 3.4 mmol > 62% (gelber Feststoff).
Umkristallisation: DCM.

Schmelzpunkt: 187.2 - 191.2 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3375, 3025, 1526.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.78 (s, 1H, Indol-NH), 11.51 (s, 1H, Indol-NH), 7.47 (t,
J = 9.7 Hz, 2H, ArH), 7.44 — 7.29 (m, 5H, ArH), 7.24 (dt, J = 16.0, 4.8 Hz, 3H, ArH), 7.09 —
6.97 (M, 1H, ArH), 6.88 — 6.65 (m, 2H, ArH), 5.13 (s, 2H, O-CHz-Ph), 4.80 (s, 2H, NH,).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 382.0 (100) [MH*] (MW = 381.15 g/mol)
Anal. (C24H19N302X1/4H20)3 Ber. C74.69, H 5.09, N 10.89. Gef. C 74.66, H 5.37, N 10.79.
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123

tert-Butyl-(2-(5-hydroxybenzofuran-2-carbonyl)-1  H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-yl)carbamat

Darstellung aus 92 nach AV 8.
Ausbeute: 1.0 mmol aus 2.3 mmol > 45% (weil3er Feststoff).

Umkristallisation: Heptan.

Schmelzpunkt: 310 °C (Zersetzung).
IR (KBr): v (cm™?) =3317, 1611, 1550.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8 = 12.29 (s, 1H, Indol-NH), 9.57 (s, 1H, OH), 9.47 (s, 1H,
NH), 8.61 (s, 1H, ArH), 8.06 (s, 1H, ArH), 7.98 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.73 (d, J = 7.9 Hz,
1H, ArH), 7.63 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.06 (m, 1H, ArH), 1.49
(S, 9H, (CH3)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 394.1 (100) [MH*] (MW = 393.13 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 394.1397. Gef. 394.1404 (C21H20N30s5) [MH*].
Anal. (C21H19N3Osx/,Heptan): Ber. C66.35, H 6.14, N 9.47. Gef. C 66.23, H 6.04, N 9.11.

124

tert-Butyl-(2-(5-hydroxy-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)carbamat

Entschiitzung von 47 nach AV 8.
Ausbeute: 19 mmol aus 25 mmol > 77% (gelber Feststoff).

Umkristallisation: EtOAc.

Schmelzpunkt: 225.5 — 225.7 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3529, 3345, 2982, 1585, 1534.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.78 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Indol-NH), 11.66 (d, J = 1.7 Hz,
1H, OH), 9.23 (s, 1H, Indol-NH), 8.98 (s, 1H, NH), 7.86 (s, LH, ArH), 7.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
ArH), 7.42 — 7.27 (m., 4H, ArH), 7.00 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.85 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H,
ArH), 1.49 (s, 9H, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 392.0 (80) [MH*] (MW = 391.15 g/mol).
Anal. (C22H21N304): Ber. C67.51, H 5.41, N 10.74. Gef. C 67.19, H 5.34, N 10.74.
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125

tert-Butyl-(2-(5-hydroxy-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-5-yl)carbamat

Entschitzung von 90 nach AV 8.
Ausbeute: 2.1 mmol aus 4.6 mmol 2 59%.
Umkristallisation: EtOAcC.

Schmelzpunkt: 288.4 °C (Zersetzung).

IR (KBr): v (cm™) = 3439, 3334, 2978, 1522.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 12.18 (s, 1H, Indol-NH), 11.79 (s, 1H, OH), 9.45 (s, 1H,
Indol-NH), 9.05 (s, 1H, NH), 8.59 (s, 1H, ArH), 8.04 (s, 1H, ArH), 7.50 (d, J = 1.3 Hz, 1H,
ArH), 7.47 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.02 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
ArH), 6.89 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 1.50 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 393.2 (100) [MH*] (MW = 392.15 g/mol).
Anal. (C21H20N404xY/sEtOAC): Ber. C63.86, H 5.31, N 13.66. Gef. C 63.50, H 5.18, N 13.94.

126

tert -Butyl-(2-(5-hydroxybenzofuran-2-carbonyl)-1  H-indol-5-yl)carbamat

Entschitzung von 91 nach AV 8.

Ausbeute: 0.18 mmol aus 5.14 mmol - 35% (weil3er Feststoff).

Umkristallisation: DCM/EtOAcC.
Schmelzpunkt: 217.3 — 220.2 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3311, 2978, 1552.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.91 (s, 1H, Indol-NH), 9.54 (s, 1H, OH), 9.27 (bs, 1H,
NH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.72 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.63 (d, J
= 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.38 (s, 2H, ArH), 7.12 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 7.03 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz,
1H, ArH), 1.50 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 393.1 (100) [MH*] (MW = 392.14 g/mol).
Anal. (C22H20N205X1/3H20)Z Ber. C 66.32, H 5.23, N 7.03. Gef. C 66.45, H 5.24, N 7.03.
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127

(5-Amino-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-2-yl)(5-hydroxybenzofuran-2-yl)methanon

Entschiitzung von 123 nach AV 8.
Ausbeute: 0.5 mmol aus 1.0 mmol 2 50%.

Umkristallisation: THF.

Schmelzpunkt: 261.0 — 263.0 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3425, 1678, 1571.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 12.56 (s, 1H, Indol-NH), 9.67 (s, 1H, OH), 8.48 (s, 1H,
ArH), 8.06 (s, 1H, ArH), 7.68 — 7.61 (m, 2H, ArH), 7.19 (s, 1H, ArH), 7.15 (d, J = 2.3 Hz, 1H,
ArH), 7.10 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H, ArH).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 294.1 (100) [MH*] (MW = 293.08 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 294.0873. Gef. 294.0876 (C16H12N303) [MH].
Anal. (C1gH12F3N305x0.59 THF): Ber. C54.36, H 3.75, N 9.34. Gef. C 53.96, H 4.15, N 9.31.

128

(5-Amino-1 H-indol-2-yl)(5-hydroxy-1 H-indol-2-yl)methanon

Entschiitzung von 124 nach AV 8.
Ausbeute: 2.1 mmol aus 2.8 mol = 74% (gelber Feststoff).

Umkristallisation: DCM.

Schmelzpunkt: 289.1 - 290.4 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3416, 1603, 1534.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 11.61 (s, 1H, Indol-NH), 11.47 (s, 1H, OH), 8.97 (s, 1H,
Indol-NH), 7.35 (t, J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.29 (dd, J = 11.9, 4.9 Hz, 2H, ArH), 7.21 (d, J = 8.7
Hz, 1H, ArH), 7.02 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 6.83 (dt, J = 7.8, 3.9 Hz, 1H, ArH), 6.80 — 6.69
(m, 2H, ArH), 4.72 (bs, 2H, NH,).

CI-MS (120 eV) m/z (%): 292.0 (100) [MH*] (MW = 291.10 g/mol).
Anal. (C17H13N302X1/6H20)3 Ber. C69.38, H 4.50, N 14.28. Gef. C 69.32, H 4.61, N 14.26.
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129

(5-Amino-1 H-pyrrolo[2,3- c]pyridin-2-yl)(5-hydroxy-1 H-indol-2-yl)methanon

Entschiitzung von 125 nach AV 8.
Ausbeute: 0.4 mmol aus 2.1 mmol > 19% (beiger Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc/MeOH 97.5:2.5 (v/v).

Umkristallisation: DCM

Schmelzpunkt: 354.0 °C (Zersetzung).

IR (KBr): v (cm™) = 3432, 3323, 1627, 1522.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.73 (s, 2H, Indol-NH), 9.02 (s, 1H, OH), 8.37 (s, 1H,
ArH), 7.43 (d, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.23 (s, 1H, ArH), 7.01 (d, J
= 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.87 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.65 (s, 1H, ArH), 5.23 (s, 2H, NH>).
ESI-MS (120 eV) m/z (%): 293.1 (100) [MH*] (MW = 292.30 g/mol).

Anal. (C16H2:N402xH20): Ber. C61.93, H 4.55, N 18.06. Gef. C 62.13, H 4.46, N 17.20.%°

131

(4-Aminophenyl)(5-hydroxy-1 H-indol-2-yl)methanon

Reduktion und Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe von 97 nach AV 8.

HO
Ausbeute: 1.98 mmol aus 9.34 mmol = 21% (rotes Ol). N\ S
H
IR (KBr): v (cm™) = 3395, 1641, 1583, 1555.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 11.45 (s, 1H, Indol-NH), 8.90 (s, 1H, OH), 7.76 (d, J = 8.6
Hz, 2H, ArH), 7.29 (t, J = 6.5 Hz, 1H, ArH), 6.92 (dd, J = 18.5, 1.7 Hz, 2H, ArH), 6.80 (dd, J =
8.8, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.70 — 6.57 (m, 2H, ArH), 6.05 (s, 2H, NH,).

EI-MS (70 eV) m/z (%): 252.1(100) [M* Radikal] (MW = 252.09 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 253.0972. Gef. 253.0976 (C15H13N202) [MH].

26 Der gefundene Elementaranalysenwert fiir N weicht um 0.86% von der Theorie ab.
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132

(4-Aminophenyl)(5-methoxy-1 H-indol-2-yl)methanon [219]

Reduktion von 98 nach AV 8.

A\
Ausbeute: 1.01 mmol aus 1.35 mmol > 75% (gelber Feststoff). N o
H
Schmelzpunkt: 149.2 - 149.7 °C.%"
!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.60 (s, 1H, Indol-NH), 7.78 (s, 1H, ArH), 7.76 (s, 1H,
ArH), 7.37 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ArH), 6.98 (d, J = 1.5 Hz, 1H,
ArH), 6.92 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H, ArH), 6.69 — 6.65 (m, 1H, ArH), 6.65 — 6.62 (m, 1H, ArH),
6.08 (s, 2H, NHy), 3.76 (s, 3H, O-CHj).

133

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(benzo[ b]thiophen-2-yl)methanon

Reduktion von 110 nach AV 8.

Ausbeute: 4.43 mmol aus 5.26 mmol - 84% (hellgelber Feststoff).
Schmelzpunkt: 159.6 — 162.0 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3542, 1624, 1554, 1512.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.72 (s, 1H), 8.13 (dd, J = 8.5, 7.8 Hz, 2H), 7.88 (d, J =
0.8 Hz, 1H), 7.63 — 7.46 (m, 3H), 6.96 — 6.87 (m, 2H), 5.21 (s, 2H).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 294.1 (100) [MH*] (MW = 293.05 g/mol).

Anal. (C17H11NO,S): Ber. C69.61, H 3.78, N 4.78, S 10.93. Gef. C 69.36, H 3.84, N 4.69, S
10.93.

134

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(5-hydroxy-1  H-indol-2-yl)methanon

Reduktion und Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe von 111 nach AV 8.
Ausbeute: 0.34 mmol aus 0.97 mmol - 35% (weil3er Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:MeOH 20:1 (v/v).
Umkristallisation: DMSO.

Schmelzpunkt: 228.4 — 231.2 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3453, 1612, 1518.

27 Es liegen keine Vergleisdaten zu NMR und Schmelzpunkt in der Literatur vor [219].



Experimenteller Teil

H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.74 (s, 1H, Indol-NH), 9.04 (s, 1H, OH), 7.75 (d, J = 0.7
Hz, 1H, ArH), 7.58 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.47 (m, 1H, ArH), 7.31 (m, 1H, ArH), 7.01 (d, J =
2.2 Hz, 1H, ArH), 6.88 (dd, J = 4.8, 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.86 (d, J = 2.5 Hz, 2H, ArH), 5.12 (s,
2H, NHy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 293.1 (100) [MH*] (MW = 292.08 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 293.0921. Gef. 293.0924 (C17H1sN203) [MH*].
Anal. (C17H17N,03x¥sDMSO): Ber. C 66.08, H 4.49, N 8.66. Gef. C 66.04, H 4.73, N 8.14.28

135

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(1 H-pyrrol-2-yl)methanon

Reduktion von 119 nach AV 8.

Ausbeute: 3.97 mmol aus 5.46 mmol = 73% (weilRer Feststoff). HoN

Schmelzpunkt: 124.0 — 126.8 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3453, 1605, 1555.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.12 (s, 1H, NH), 7.60 (d, J = 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.42
(ddd, J = 5.3, 3.3, 0.9 Hz, 2H, ArH), 7.27 — 7.20 (m, 1H, ArH), 6.90 — 6.73 (m, 2H, ArH), 6.33
(dt, J = 4.5, 2.3 Hz, 1H, ArH), 5.08 (s, 2H, NH>).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 227.1 (100) [MH*] (MW = 226.07 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 227.0557. Gef. 227.0558 (C13H9N204) [MH"].
Anal. (C13H10N20>): Ber. C69.02, H 4.46, N 12.38. Gef. C 68.79, H 4.56, N 12.16.

136

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(furan-2-yl)methanon

Reduktion von 120 nach AV 8.

Ausbeute: 5.30 mmol aus 7.45 mmol = 71% (rotes Ol).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.

IR (KBr): v (cm™) = 3359, 1620, 1543.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 8.18 — 8.10 (m, 1H, ArH), 7.83 (d, J = 0.8 Hz, 1H, ArH),
7.77—7.72 (m, 1H, ArH), 7.49 — 7.41 (m, 1H, ArH), 6.85 (dt, J = 5.3, 1.6 Hz, 3H, ArH), 5.18 —
5.09 (m, 2H, NH>).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 228.1 (100) [MH"] (MW = 227.06 g/mol).

HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 228.0657. Gef. 228.0655 (C13H10NO3) [MH"].

28 Der gefundene Elementaranalysenwert fiir N weicht um 0.52% von der Theorie ab.
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137

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(thiophen-2-yl)methanon

Reduktion von 121 nach AV 8.

Ausbeute: 1.64 mmol aus 7.32 mmol = 22% (rotes Ol).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.
IR (KBr): v (cm™) = 2924, 1609, 1546.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 8.35 — 8.29 (m, 1H, ArH), 8.15 (dd, J = 5.0, 1.0 Hz, 1H,
ArH), 7.76 (d, J = 0.7 Hz, 1H, ArH), 7.45 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.36 (dd, J = 4.9, 3.9 Hz,
1H, ArH), 6.94 — 6.81 (m, 2H, ArH), 5.15 (s, 2H, NH>).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 244.0 (100) [MH*] (MW = 243.04 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 244.0431. Gef. 244.0427 (C13H10NO2S) [MH"].

141

(5-Amino-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-2-yl)(5-benzyloxy-1 H-indol-2-yl)methanon

Entschitzung von 89 nach AV 7. OBn
Ausbeute: 6.5 mmol aus 7.1 mmol - 93% (gelber Feststoff).

Schmelzpunkt: 290 °C. H,N I N \NH
IR (KBr): v (cm™) = 3410, 1654, 1595. NN o

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.96 (s, 1H, Indol-NH), 11.81 (s, 1H, Indol-NH), 7.99 (d,
J=2.5Hz, 1H, ArH), 7.49 (d, J = 6.9 Hz, 2H, ArH), 7.43 (s, 1H, ArH), 7.39 (d, J = 7.3 Hz, 3H,
ArH), 7.34 (dd, J = 6.3, 3.8 Hz, 1H, ArH), 7.23 (d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.05 (dd, J = 9.0, 2.4
Hz, 1H, ArH), 5.13 (s, 2H, O-CH,-Ph), 5.04 (bs, 2H, NH,).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 383.2 (100) [MH*] (MW = 382.14 g/mol).
Anal. (C23H1sN4O2x%/3H,0): Ber. C 70.04, H 4.94, N 14.20. Gef. C 70.71, H 4.91, N 14.64.

142
1-(2-(5-Benzyloxy-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-pyrrolo[2,3- b]pyridin-5-yl)-3-(5-( tert- OBn
butyl)isoxazol-3-yl)harnstoff
H H \
N N NH
Kopplung von 141 mit 140 nach AV 9A. B
pplung Zad e PR

Ausbeute: 0.64 mmol aus 2.62 mmol > 24% (brauner Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 249.7 — 252.1 °C (Zersetzung).
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IR (KBr): v (cm™) = 3260, 2967, 1653.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.45 (s, 1H, NH), 11.90 (s 1H, NH), 9.65 (s, 1H, NH),
8.92 (s, 1H, ArH), 8.43 (t, J = 2.8 Hz, 1H, ArH), 8.38 — 8.31 (m, 1H, ArH), 7.52 — 7.45 (m, 4H,
ArH), 7.43 (s, 1H, ArH), 7.40 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.36 — 7.32 (m, 1H, ArH), 7.28 (d, J =
2.3 Hz, 1H, ArH), 7.13 — 7.03 (m, 1H, ArH), 6.53 (s, 1H, Isoxazol-CH), 5.14 (s, 2H, O-CHa-
Ph), 1.30 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 549.2 (100) [MH*] (MW = 548.22 g/mol).
Anal. (C31H2sNO4x/-,EtOAC): Ber. C66.94, H 5.36, N 14.19. Gef. C 66.42, H 5.08, N 14.88.2°

144

(2)-3-Chlor-4,4-dimethylpent-2-en-nitril  [112] cl

h)\VCN

Darstellung aus 143 analog nach Hackler et al. [112].

Ausbeute: 18 mmol aus 29.5 mmol = 61% (dunkelrotes Ol).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 6.18 (s, 1H, CH), 1.22 (s, 9H, (CHa)3).%°
IR (pure liquid): v (cm™) = 2227 (Nitril).

147
5-Amino-3- tert-butylisothiazol [112]

MNHQ
Darstellung aus 144 nach Hackler et al. [112]. N—S

Ausbeute: 4.4 mmol aus 110 mmol > 4% (rot-brauner wachsiger Stoff; Feststoff laut
Literatur [112])

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): 3 = 6.27 (s, 1H, CH), 5.95 (bs, 2H, NHz), 1.29 (s, 9H,
(CHz)s).*

2 Der gefundenen Elementaranalysenwerte fiir C (0.52%) und N (0.69%) weichen von der Theorie ab.
30 vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDClsvor [112].
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153

(E)-N-(2-((2-(5-(3-(5-tert -butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-
yh)oxy)ethyl)-3-(dimethylamino)acrylamid

Darstellung aus 158 mit 162 in Anlehnung an die Vorschrift von Kobus et al. in zwei Stufen
[116].

Ausbeute: 0.21 mmol aus 0.40 mmol - 50 % (ockerfarbener Feststoff).

Umkristallisation: DCM

H H
Schmelzpunkt: 184.0 - 184.9 °C. MNTN
IR (KBr): u (cm™) = 3458, 1668, 1568. H

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.90 (s, 1H, NH), 11.86 (s, 1H, NH), 9.51 (s, 1H, NH),
8.86 (s, 1H, NH), 8.36 (d, J = 5.4 Hz, 1H, NH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.51 (s, 1H, ArH), 7.48 (s,
1H, ArH), 7.43 (t, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.21 (d, J = 1.9
Hz, 1H, ArH), 6.99 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.59 (dt, J = 15.5, 6.3 Hz, 1H, CH), 6.52 (s,
1H, Isoxazol-CH), 6.13 (d, J = 15.5 Hz, 1H, CH), 4.05 (t, J = 5.3 Hz, 2H, CH,), 3.54 (d, J =
5.4 Hz, 2H, CH), 3.11 (d, J = 6.0 Hz, 2H, CH), 2.20 (d, J = 11.2 Hz, 6H, N-(CHs)2), 1.30 (s,
9H, (CHj3)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 612.3 (100) [MH*] (MW = 611.29 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 612.2929. Gef. 612.2938 (CasHs7N;Os) [MH"].

154

(E)-4-((2-((2-(5-(3-(5-tert -butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-

yl)oxy)ethyl)amino)-4-oxobut-2-ensaure
Darstellung aus 158 mit 163 in Anlehnung an die Vorschrift von Smaill et al. [85].

H
Ausbeute: 0.20 mmol aus 0.20 mmol = quantitativ (brauner Feststoff). 0NN CO0H

Schmelzpunkt: 188.6 — 190.0 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3396, 1652, 1558.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 14.65 (s, 1H, COOH), 11.90 (s, 1H, NH), 11.87 (s, 1H,
NH), 9.47 (s, 1H, NH), 9.31 (s, 1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.93 (d, J = 10.9 Hz, 1H, ArH),
7.51 (s, 1H, ArH), 7.49 (s, 1H, ArH), 7.43 (dd, J = 8.9, 6.0 Hz, 2H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0
Hz, 1H, ArH), 7.23 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.01 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H,
Isoazol-CH), 6.46 (d, J = 12.5 Hz, 1H, CH), 6.27 (d, J = 12.5 Hz, 1H,CH), 4.11 (t, J = 5.3 Hz,
2H, CH>), 3.60 (d, J = 5.1 Hz, 2H, CH>), 1.30 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 599.2 (100) [MH*]. (MW =598.22 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 599.2249. Gef. 599.2250 (C31H31NO7) [M+H™].
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Anal. (Ca1Hz0NsO7xH20): Ber. C60.38, H 5.23, N 13.63. Gef. C 60.01, H 5.34, N 13.59.
155

N-(2-((2-(5-(3-(5-tert- butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)
ethyl)acrylamid

0.4 mmol 158 wurde in 40 ml DMF gel6st. Nach Zugabe von 3.5 equiv. Triethylamin, 1.2
equiv. BOP und 1.1 equiv. 164 (Acrylsaure) wurde die Reaktionslésung 1 h bei RT geruhrt.
Nach Zugabe von H,O (dest.) und Extraktion mit EtOAc wurden die vereinigten organischen
Phasen Uber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Lésemittel am Rotationsverdampfer entfernt

H
(beiger Feststoff). o/\/Nj]/\

Schmelzpunkt: 146.4 — 149.0 °C.

IR (KBr): v (cm?) = 3304, 1527, 1225, 1195.

'H-NMR (300 MHz, Aceton-ds): & = 10.94 (d, J = 9.4 Hz, 2H, Indol-NH), 9.17 (d, J = 4.3 Hz,
2H, ArH), 8.13 (s, 1H, ArH), 7.66 (s, 1H, ArH), 7.60 — 7.57 (m, 2H, ArH), 7.54 (t, J = 9.4 Hz,
2H, ArH), 7.46 (dd, J = 8.8, 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.27 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.01 (dd, J = 8.9,
2.4 Hz, 1H, ArH), 6.49 (s, 1H, Isoxazol-CH), 6.36 (dd, J = 17.0, 9.9 Hz, 1H, CH), 6.23 (dd, J
=17.0, 2.5 Hz, 1H, CH), 4.15 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH>), 3.71 (q, J = 5.6 Hz, 2H, CH>), 1.35 (s,
9H, (CHs)s). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 28.4 (+,(CHs)s), 38.5 (-, CH,), 66.8 (-, CH>),
92.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 103.7 (+, CH), 109.1 (+, CH), 111.1 (+, CH), 112.9 (+, CH), 113.6
(+, CH), 117.4 (+, CH), 119.6 (+, CH), 128.2 (+, CH), 131.7 (+, CH), 132.0 (C,), 128.0 (Cy),
133.3 (Cy), 134.4 (Cy), 135.0 (Cq), 135.2 (Cq), 151.7 (Cq), 153.1 (Cy), 158.6 (Cq), 164.9 (Cy),
165.4 (Cy), 169.6 (Cy), 176.4 (Cq, C=0, Bisindol), 180.1 (Cy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 555.2 (100) [MH*] (MW = 554.2 g/mol).

155 wurde mittels préaperativer HPLC aufgereinigt: Agilent Technologies 1290 Infinity; S&ule:
Phenomenex Luna C18(2) 3 um 150 x 2.00 mm, 100A. Detektor: DADG4212A. Fluss: 0.3
ml/min. Temperatur: 25 °C.

0 min: 35% MeCN / H20 + 0.059 % [w] TFA
nach 20 min: 65% MeCN / H,O + 0.059 % [w] TFA
nach 35 min: 98% MeCN / H.O + 0.059 % [w] TFA

Retentionszeit (155): 16.06 min - 64.7% Reinheit.
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158

1-(2-(5-(2-Aminoethoxy)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)-3-(5-( tert-butyl)isoxazol-3-
yhharnstoff

Darstellung aus 156 mit 29 in Anlehnung an die Vorschrift von Arndt et al. [115]. o > NH:

Ausbeute: 0.70 mmol aus 1.79 mmol > 39% (2 Stufen) (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 2:3 (v/v) + 1% [w] NH3
Umkristallisation: THF/PE.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):5 = 11.85 (s, 2H, Indol-NH), 9.03 (s, 1H, NH), 7.93 (d, J = 1.7
Hz, 1H, ArH), 7.51 (s, 1H, ArH), 7.49 (s, 1H, ArH), 7.42 (t, J = 9.1 Hz, 2H, ArH), 7.31 (dd, J =
8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.18 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.99 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH), 6.52
(s, 1H, Isoxazol-CH), 4.03 — 3.86 (m, 2H, CH2), 2.91 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH), 1.30 (s, 9H,
(CHg)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 501.2 (100) [MH*] (MW =500.22 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 501.2245. Gef. 501.2248 (C27H29NeO4) [MH].

175

Methyl-5-((2-(5-(3-(5- tert -butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-

yhoxy) pentanoat
o]

Alkylierung von 29 mit 173 (5-Bromvaleriansduremethylester) nach AV 10. O/\/\)J\O/
Ausbeute: 0.72 mmol aus 0.77 mmol = 94% (gelber Feststoff).

H H
Schmelzpunkt: 162.5 °C. N.__N
p 7~TY

IR (KBr): v (cmt) = 3262, 2964, 1528. o

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 11.85 (d, J = 17.9 Hz, 2H, Indol-NH), 9.45 (s, 1H, NH),
8.75 (s, 1H, NH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.51 (s, 1H, ArH), 7.50 — 7.37 (m, 3H, ArH), 7.29 (dd, J =
8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.18 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.52
(s, 1H, Isoxazol-CH), 3.99 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CHy), 3.60 (s, 3H, O-CHa), 2.41 (t, J = 6.9 Hz,
2H, CHy), 1.72 (dd, J = 9.9, 3.3 Hz, 4H, 2xCH>), 1.30 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 572.1 (100) [MH*] (MW = 571.24 g/mol).
Anal. (CaH33sNsOg): Ber. C65.14, H 5.82, N 12.25. Gef. C 65.01, H 6.00, N 12.35
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176

Methyl-7-((2-(5-(3-(5- tert- butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-
yl)oxy) heptanoat

Alkylierung von 29 mit 174 (7-Bromdnanthansauremethylester) nach AV 10. /\/\/\)OL
o o~
Ausbeute: 0.33 mmol aus 0.77 mmol - 43% (gelber Feststoff).

Umkristallisation: DCM. HoOH
N__N
Schmelzpunkt: 134.5 - 136.5 °C. W T

IR (KBr): v (cm™) = 3286, 3030, 1713, 1567.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.89 (s, 1H, Indol-NH), 11.83 (s, 1H, Indol-NH), 9.46 (s,
1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.92 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.51 (s, 1H, ArH), 7.50 — 7.37 (m,
3H, ArH), 7.30 (dd, J = 8.9, 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9,
2.3 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.97 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CHy), 3.58 (s, 3H, O-
CHa), 2.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy), 1.81 — 1.67 (m, 2H, CHy), 1.64 — 1.50 (m, 2H, CH>), 1.48
— 132 ('m, 4H, 2x CH;), 1.30 (s, 9H, (CHa)a).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 600.1 (100) [MH*] (MW =599.27 g/mol).
Anal. (C3sHs7NsOex/.EtOAC): Ber. C65.30, H 6.42, N 10.88. Gef. C 65.27, H 6.67, N 10.57.

177

5-((2-(5-(3-(5-tert- Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)
pentansaure

Esterspaltung von 175 nach AV 11A.
Ausbeute: 0.57 mmol aus 0.61 mmol - 93% (gelber Feststoff).
Schmelzpunkt: 190.5 °C (Zersetzung). H H

yad

IR (KBr): v (cm) = 3455, 3279, 1678, 1528. o

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.77 (s, 1H, Indol-NH), 11.73 (s, 1H, Indol-NH), 11.30
(s, 1H, NH), 10.66 (s, 1H, NH), 8.16 (s, 1H, ArH), 7.50 (d, J = 9.5 Hz, 2H, ArH), 7.37 (t, J =
9.8 Hz, 3H, ArH), 7.12 (d, J = 1.8 Hz, 1H, ArH), 6.98 — 6.91 (m, 1H, ArH), 6.53 (s, 1H,
Isoxazol-CH), 4.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CHy), 2.19 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH>), 1.78 (dd, J = 13.7,
6.3 Hz, 4H, 2xCHy), 1.27 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 558.1 (100) [MH*] (MW = 557.23 g/mol).
Anal. (C30H31NsOex1H20): Ber. C 63.59; H 5.69; N 12.36. Gef. C 63.36; H 5.46; N 12.35.
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178

7-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)

heptanséaure

Esterspaltung von 176 nach AV 11A.

Ausbeute: 0.29 mmol aus 0.33 mmol - 88% (brauner Feststoff).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 11.98 (s, 1H, COOH), 11.88 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Indol-
NH), 11.82 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Indol-NH), 9.46 (s, 1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.91 (d, J = 1.6
Hz, 1H, ArH), 7.51 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.49 — 7.37 (m, 3H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0
Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.53 (d, J =
5.8 Hz, 1H, Isoxazol-CH), 3.98 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,), 2.30 — 2.13 (m, 2H, CH,), 1.88 — 1.66
(m, 2H, CHy), 1.54 (dt, J = 14.7, 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.50 — 1.42 (m, 2H, CH,), 1.41 — 1.33 (m,
2H, CHy), 1.30 (s, 9H, (CHa)s).

Das Proukt wurde ohne weitere Reinigung zu 190 umgesetzt.

180

Methyl6-((2-(5-(( tert -butoxycarbonyl)amino)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)

hexanoat
Alkylierung von 124 mit 179 (6-Bromcapronsauremethylester) nach AV 10.

Ausbeute: 1.2 mmol aus 2.6 mmol > 46% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAC 5:1 (v/v).
Schmelzpunkt: 67.4 — 68.2 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3363, 2933, 1719, 1527.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.80 (s, 1H, Indol-NH ), 9.22 (s, 1H, NH), 7.87 (s, 1H,
ArH), 7.47 (s, 2H, ArH), 7.43 — 7.32 (m, 3H, ArH), 7.16 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J =
8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH), 3.98 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CHy), 3.59 (s, 3H, O-CHs), 3.32 (s, 2H, CH2),
2.42  2.26 (m, 2H, CHy), 1.81 — 1.67 (m, 2H, CHs), 1.60 (dd, J = 15.0, 7.5 Hz, 2H. CHy).
1.50 (s, 9H, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 520.0 (90) [MH*] (MW = 519.24 g/mol).
Anal. (C29H33N306): Ber. C67.04, H 6.40, N 8.09. Gef. C 67.04, H 6.67, N 7.95.
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181

Methyl-6-((2-(5-amino-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)hexanoat

Entschiitzung von 180 nach AV 7. O/V\/\[ro\
Ausbeute: 4.8 mmol aus 5.2 mmol > 91% (beiger Feststoff).

Schmelzpunkt: 67.4 — 68.2 °C. H,N
IR (KBr): v (cm™) = 3282, 2947, 1666, 1532. o

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 12.18 (s, 1H, Indol-NH), 11.88 (s, 1H, Indol-NH), 9.83
(bs, 2H, NHy), 7.71 (s, 1H, ArH), 7.64 (d, J = 9.3 Hz, 1H, ArH), 7.59 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH),
7.52 (s, 1H, ArH), 7.41 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 7.25 (d, J = 9.9 Hz, 1H, ArH), 7.16 (s, 1H,
ArH), 6.98 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, ArH), 3.98 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,), 3.65 — 3.53 (m, 3H,
O-CHs), 2.41 — 2.26 (m, 2H, CH;), 1.81 — 1.39 (m, 6H, CH,).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 420.0 (90) [MH*] (MW = 419.18 g/mol).
Anal. (Cz24H2sN304x42H20): Ber. C67.99, H 6.06, N 9.91. Gef. C 67.96, H 6.16, N 9.73.

182

Methyl-6-((2-(5-(3-(5- tert -butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)

oxy)hexanoat

Kopplung von 181 mit 140 nach nach AV 9A. O/\/\/\[ro\

Ausbeute: 0.39 mmol aus 0.77 mmol - 51% (ockerfarbener Feststoff).

Schmelzpunkt: 115.7 °C.

IR (KBr): v (cm?) = 3317, 2966, 2947, 1720, 1684.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.88 (s, 1H, Indol-NH), 11.82 (s, 1H, Indol-NH), 9.45 (s,
1H, NH), 8.75 (s, 1H, NH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.51 (d, J = 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.49 — 7.36 (m,
3H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9,
2.4 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.98 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,), 3.59 (s, 3H, O-
CHs), 2.40 — 2.28 (m, 2H, CHy), 1.82 — 1.69 (m, 2H, CH,), 1.68 — 1.54 (m, 2H, CH,), 1.54 —
1.39 (m, 2H, CH>), 1.30 (s, 9H, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 586.1 (100) [MH*] (MW = 585.26 g/mol).
Anal. (C32H3sNsOg): Ber. C65.63, H 6.02, N 11.96. Gef. C 65.41, H 6.40, N 11.63.
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183

Methyl-6-((2-(5-(3-(5-methylisoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-

yl)oxy)hexanoat

Kopplung von 181 mit 150 nach AV 9B.

Ausbeute: 1.83 mmol aus 2.15 mmol - 85% (brauner Feststoff).

Umkristallisation: EtOAcC.

Schmelzpunkt: 186.7 — 188.2 °C. —a
IR (KBr): u (cm) = 3367, 3228, 2946, 1686. H

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.89 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Indol-NH), 11.83 (d, J = 1.7 Hz,
1H, Indol-NH), 9.41 (s, 1H, NH), 8.77 (s, 1H, NH), 7.92 (d, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.50 (dd, J =
10.1, 1.7 Hz, 2H, ArH), 7.42 (dd, J = 14.1, 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.28 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H,
ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH), 6.56 (d, J = 0.7 Hz,
1H, Isoxazol-CH), 3.97 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,), 3.59 (s, 3H, O-CHs), 2.37 3s, 3H, CHa), 2.34
(d, J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 1.83 — 1.67 (m, 2H, CH,), 1.68 — 1.53 (m, 2H, CH;), 1.54 — 1.37 (m,
2H, CHy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 544.2 (100) [MH*] (MW = 543.21 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 544.2191. Gef. 544.2196 (CaoHzoNsOs) [MH*].
Anal. (Cz29H20N506x1.5 H,0): Ber. C62.69, H 5.50, N 12.61. Gef. C 62.55, H 5.25, N 12.40.

184

6-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)

hexansaure

Esterspaltung von 182 nach AV 11A.

Ausbeute: 0.20 mmol aus 0.31 mmol - 65% (weil3er Feststoff).

H H
. o N N

Schmelzpunkt: 200.0 °C (Zersetzung). W g

IR (KBr): v (cm™?) = 3283, 2966, 1703, 1527. H

1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.78 (s, 2H, Indol-NH), 11.45 (s, 1H, NH), 10.87 (s, 1H,
NH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.57 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J = 3.1 Hz, 2H, ArH), 7.38 (dd,
J =8.9, 3.6 Hz, 2H, ArH), 7.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, ArH),
6.53 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.98 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CHy), 2.14 — 2.09 (m, 2H, CH,), 1.88 —
1.69 (M, 2H, CHs), 1.60 (dd, J = 14.5, 7.1 Hz, 2H, CH,), 1.49 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CH,), 1.29
(S, 9H, (CH3)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 572.1 (100) [MH*] (MW = 571.24 g/mol)
Anal. (C31H33N506X1/2H20)3 Ber. C 64.13, H 5.90, N 12.06. Gef. C 64.19, H 5.79, N 11.99.
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185

6-((2-(5-(3-(5-Methylisoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)
hexansaure

Esterspaltung von 183 nach AV 11A.

Ausbeute: 1.59 mmol aus 1.65 mmol > 96% (beiger Feststoff). O/V\/\[rOH
Umkristallisation: THF.

Schmelzpunkt: 175.1 — 175.7 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3249, 2932, 1572.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.99 (bs, 1H, COOH), 11.89 (s, 1H, Indol-NH), 11.82 (d,
J = 1.6 Hz, 1H, Indol-NH), 9.45 (s, 1H, NH), 8.86 (s, 1H, NH), 7.92 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH),
7.52 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.48 (t, J = 3.5 Hz, 1H, ArH), 7.42 (dd, J = 13.6, 8.9 Hz, 2H,
ArH), 7.28 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.96 (dd, J = 8.9, 2.3
Hz, 1H, ArH), 6.56 (s, 1H, Isoxazol-CH), 4.04 — 3.93 (m, 2H, CH,), 2.37 (s, 3H, CHs), 2.25 (t,
J =7.2 Hz, 2H, CHy), 1.81 — 1.68 (M, 2H, CH,), 1.66 — 1.54 (m, 2H, CH,),1.51 - 1.43 (m, 2H,
CHy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 530.2 (100) [MH*] (MW = 529.20 g/mol).
Anal. (C2sH27NsOex1H,0): Ber. C 61.42, H 5.34, N 12.79. Gef. C 61.05, H 5.03, N 12.58.

187

2-(Tetrahydro-2 H-pyran-2-yloxy)isoindolin-1,3-dion  [225]

Darstellung aus 186 (2-Hydroxyisoindoline-1,3-dion) analog Hong et al. [225]. 0
Ausbeute: 30 mmol aus 37 mmol - 81% (weil3er Feststoff). ©:‘<I<NO>\:>

0 O
Schmelzpunkt: 121 °C (Lit. 123 °C) [183].

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 8.10 (m, 2H, ArH), 7.68 (m, 2H, ArH), 5.04 (s,1H, O-CH-
0), 4.08 (M, 1H, CHy), 3.56 (s, 1H, CH,), 1.74 (s, 3H, CH;), 1.57 (s, 3H, CHy).®

188

O-(Tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)hydroxylamin [225] °
Q o NHz

Darstellung aus 187 nach Hong et al. [225].

Ausbeute: 12 mmol aus 16 mmol = 70% (farbloses Ol).

31 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [225].
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 5.98 (s, 2H, NHs), 5.04 (s, 1H, O-CH-O), 4.08 (m, 1H,
CH(OTHP)), 356 (s, 1H, CHo(OTHP)), 1.74 (s, 3H, CHy(OTHP)), 1.57 (s, 3H,
CH2(OTHP)).2L

189

5-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)pentansaureamid

Darstellung aus 177 nach AV 12. OWLN/OO
H
Ausbeute: 0.31 mmol aus 0.36 mmol - 86% (beiger Feststoff). °

Umkristallisation: EtOAc/Heptan.

H H
N__N

ae

Schmelzpunkt: 164.4 °C. M o]

IR (KBr): v (cm?) = 3287, 2963, 1607, 1527.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.89 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Indol-NH), 11.83 (d, J = 1.7 Hz,
1H, Indol-NH), 10.97 (s, 1H, NH), 9.46 (s, 1H, NH), 8.75 (s, 1H, NH), 7.91 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
ArH), 7.51 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.42 (dd, J = 12.8, 8.9 Hz,
2H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.18 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 9.0,
2.4 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 4.82 (s, 1H, O-CH-0O), 4.05 — 3.85 (m, 3H, CH:-
(OTHP)), 3.49 (d, J = 11.0 Hz, 1H, CH>-(OTHP)), 2.08 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH>-(OTHP)), 1.69
(dd, J =13.5, 7.5 Hz, 7H, CH»>-(OTHP)), 1.50 (s, 3H, CH»>-(THP)), 1.30 (s, 9H, (CHz)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 657.2 (100) [MH*] (MW = 656.30 g/mol)
Anal. (C3sH10NeOs7x/2H20): Ber. C 63.14; H 6.21; N 12.62. Gef. C 62.90; H 6.42; N 12.21.

190

7-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)heptansaureamid

Darstellung aus 178 nach AV 12.

Ausbeute: 0.24 mmol aus 0.26 mmol > 92% (beiger Feststoff). /\/\/\)OL
0
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1 (v/v).

Schmelzpunkt: 110.1 - 111.0 °C.

IR (KBr): u (cm™) = 3415, 2986, 1608, 1528. H

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.88 (s, 1H, Indol-NH), 11.81 (s, 1H, Indol-NH), 9.45 (s,
1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.50 (s, 1H, ArH), 7.49 — 7.38 (m, 3H, ArH),
7.29 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz,
1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxzaol-CH), 3.98 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH»-(OTHP)), 1.96 (ddd, J =
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20.9, 14.1, 8.7 Hz, 2H, CHo-(OTHP)), 1.78 — 1.67 (m, 4H, CHx-(OTHP)), 1.63 (s, 2H, CHo-
(OTHP)), 1.56 — 1.38 (m, 11H, CH,-(OTHP)), 1.30 (d, J = 2.1 Hz, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 685.2 (100) [MH*] (MW = 684.33 g/mol).

Anal. (Cs7H44NgO7x0.16 EtOAc): Ber. C 64.68, H 6.53, N 12.01. Gef. C 64.46, H 6.31, N
12.03.

191

6-((2-(5-(3-(5-tert-Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)hexansaureamid

e
Darstellung aus 184 nach AV 12. O/M(N‘o

Ausbeute: 0.13 mmol aus 0.16 mmol - 81% (gelber Feststoff).

Umkristallisation: EtOAc/Heptan. H H
4
Schmelzpunkt: 142.0 °C (Zersetzung). ﬂ Tor

IR (KBr): v (cm™) = 3302, 2941, 1599, 1528.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.89 (s, 1H, Indol-NH), 11.82 (s, 1H, Indol-NH), 10.93
(s, 1H, NH), 9.45 (s, 1H, NH), 8.75 (s, 1H, NH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.50 (s, 1H, ArH), 7.49 —
7.36 (m, 3H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.96
(dd, J =8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 4.81 (s, 1H, O-CH-0), 3.96 (dd, J =
14.9, 8.6 Hz, 2H, CH>-(OTHP)), 3.49 (d, J = 11.6 Hz, 1H, CH>-(OTHP)), 2.03 (t, J = 7.1 Hz,
2H, CH2-(OTHP)), 1.73 (dd, J = 14.0, 6.8 Hz, 2H, CH2>-(OTHP)), 1.54 (m, 11H, CH.-(OTHP)),
1.30 (s, 9H, (CHa)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 671.2 (100) [MH*] (MW = 670.31 g/mol)
Anal. (CssH42N6O7xY>H,0): Ber. C 63.61, H 6.38, N 12.36. Gef. C 63.57, H 6.35, N 12.56.

192

6-((2-(5-(3-(5-Methylisoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)hexansaureamid

Darstellung aus 185 nach AV 12. /O
Ausbeute: 0.64 mmol aus 1.59 mmol > 40% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1.

Umkristallisation: DCM. WN\H/N
Schmelzpunkt: 147.0 — 148.0 °C. oN © 0

IR (KBr): u (cm™) = 3276, 2941, 2654, 1526.
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 11.88 (s, 1H, Indol-NH), 11.82 (s, 1H, Indol-NH), 10.94 (s,
1H, NH), 9.41 (s, 1H, NH), 8.77 (s, 1H, NH), 7.92 (d, J = 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.52 (d, J = 1.6
Hz, 1H, ArH), 7.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.42 (dd, J = 14.0, 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.28 (dd, J
= 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, ArH),
6.55 (d, J = 0.8 Hz, 1H, Isoxazol-CH), 4.81 (s, 1H, O-CH-O), 3.96 (dd, J = 14.6, 8.3 Hz, 2H,
CH2-(OTHP)), 3.49 (d, J = 11.4 Hz, 1H, CH,-(THP)), 2.37 (d, J = 0.5 Hz, 3H, CHs), 2.10 —
1.99 (M, 2H, CH,-(OTHP)), 1.73 (dd, J = 14.1, 6.8 Hz, 2H, CH,-(OTHP)), 1.60 (dd, J = 16.7,
8.7 Hz, 5H, CH,-(OTHP)), 1.53 - 1.38 (m, 5H, CH2-(OTHP)).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 545.2 (100) [MH" - 3,4-Dihydro-2H-pyran (MW = 84.12 g/mol)]
(MW = 628.26 g/mol).

Anal. (Cs3H3sNeO7x0.16 DCM): Ber. C61.97, H 5.70, N 13.07. Gef. C 61.63, H 5.85, N 12.84.

193

5-((2-(5-(3-(5-tert- Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-

hydroxypentansdureamid

Darstellung aus 189 nach AV 13. o/\/\)L .OH

Ausbeute: 0.12 mmol aus 0.16 mmol > 75% (ockerfarbener Feststoff).

Umkristallisation: EtOAc/DCM. N
7Y
Schmelzpunkt: 145.1 °C (Zersetzung). N O

IR (KBr): u (cm™) = 3280, 2965, 1608, 1527.

H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.86 (d, J = 13.8 Hz, 1H, Indol-NH), 11.82 (s, 1H, Indol-
NH), 10.39 (s, 1H, OH), 9.45 (s, 1H, NH), 8.75 (s, 1H, NH), 8.70 (s, 1H, ArH), 7.91 (s, 1H,
ArH), 7.50 (s, 1H, NH), 7.50 — 7.36 (m, 3H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.18 (d,
J=1.9 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.99 (t, J
= 6.8 Hz, 2H, CH>), 2.04 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH>), 1.71 (bs, 4H, CH>), 1.30 (s, 9H, (CH3)a.

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 573.2 (100) [MH*] (MW = 572.24 g/mol).
Anal. (C3oH32NeO6x/2H,0): Ber. C61.95, H 5.72, N 14.45. Gef. C 62.34, H 5.67, N 14.08.

194

7-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-

hydroxyheptansaureamid
Darstellung aus 190 nach AV 13.

Ausbeute: 3.16 mmol aus 3.65 mmol - 87%.

N
Umkristallisation: DCM. %

Schmelzpunkt: 166.7 — 166.8 °C.
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IR (KBr): v (cm™) = 3286, 2935, 1598, 1526.

H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 11.85 (d, J = 14.0 Hz, 1H, Indol-NH), 11.81 (s, 1H, Indol-
NH), 10.34 (s, 1H, ArH), 9.45 (s, 1H, ArH), 8.75 (s, 1H, ArH), 7.91 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH),
7.45 (ddd, J = 22.4, 10.9, 5.3 Hz, 4H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J =
2.1 Hz, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.98 (t, J =
6.3 Hz, 2H, CH>), 3.38 (s, 2H, CHy), 1.97 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH>), 1.82 — 1.65 (m, 2H, CHy),
1.62 — 1.38 (m, 4H, 2xCH), 1.30 (s, 9H, (CHs)s). *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & =
180.1(Cy), 176.4 (C4, C=0, Bisindol), 169.1 (Cy), 158.6 (Cy), 153.4 (Cq), 151.7 (Cy), 135.2
(Cq), 134.9 (Cy), 134.4 (Cy), 133.2 (Cy), 131.9 (Cy), 127.6 (Cy), 127.4 (Cy), 119.6 (+, CH),
117.5 (+, CH), 113.6 (+, CH), 112.9 (+, CH), 111.6 (+, CH), 109.1 (+, CH), 103.3 (+, CH),
92.4 (+, CH, Isoxazol-CH), 67.7 (-, CH,), 32.8 (-, CH»), 32.3 (-, CH»), 28.8 (-, CH>), 28.4 (+,
(CHs)3), 25.4 (-, CHy), 25.1 (-, CHy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 601.1 (100) [MH*] (MW = 600.2 g/mol).
Anal. (Cs2H3sNsOex2H20): Ber C 63.04, H 6.12, N 13.78. Gef. C 62.99, H 6.36, N 14.15.

195

6-((2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)oxy)- N-

hydroxyhexans&ureamid

Darstellung aus 191 nach AV 13. 07N oH

Ausbeute: 0.12 mmol aus 0.13 mmol > 92% (gelber Feststoff).

H H
Umkristallisation: EtOAc/DCM. MNTN

Schmelzpunkt: 135.6 °C (Zersetzung). H

IR (KBr): u (cm™) = 3300, 2966, 1635, 1528.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):d = 11.88 (s, 1H, Indol-NH), 11.82 (s, 1H, Indol-NH ), 10.36
(s, 1H, NH), 9.46 (s, 1H, NH), 8.76 (s, 1H, ArH), 8.68 (s, 1H, ArH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.53 -
7.36 (m, 4H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.8, 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.17 (s, 1H, ArH), 6.97 (dd, J = 8.9,
2.0 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 3.98 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,), 1.98 (d, J = 5.9 Hz,
2H, CHy), 1.75 (s, 2H, CHy), 1.68 — 1.52 (m, 2H, CHy), 1.44 (d, J = 6.3 Hz, 2H, CHy), 1.30 (s,
9H, (CHs)3). *C-NMR (101 MHz, DMSO-de): & = 180.1 (Cy), 176.4 (C4, C=0, Bisindol), 169.1
(Cq), 153.4 (Cy), 151.7 (Cy), 135.2 (Cy), 134.9 (Cy), 133.2 (Cy), 132.0 (Cy), 127.6 (Cy), 119.6
(+, CH), 117.5 (+, CH), 113.6 (+, CH), 112.9 (+, CH), 111.5 (+, CH), 109.1 (+, CH), 103.3 (+,
CH), 92.7 (+, CH, Isoxazol-CH), 67.7 (-, CHz), 32.5 (-, CH2), 32.3 (-, CH2), 28.4 (+, (CHs)a3),
25.3 (-, CHy), 25.0 (-, CHy).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 587.2 (100) [MH*] (MW = 586.2 g/mol).
Anal. (C31H34N6O6x/2H,0): Ber. C62.51, H 5.92, N 14.11. Gef. C 62.66, H 5.79, N 13.96.
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196

N-Hydroxy-6-((2-(5-(3-(5-methylisoxazol-3-yl)ureido)  -1H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-

yl)oxy)hexansaureamid

Darstellung aus 192 nach AV 13.

ZT

Ausbeute: 0.37 mmol aus 0.48 mmol - 80% (ockerfarbener Feststoff). O/V\/\lr “OH

Umkristallisation: DCM/THF.

H H
Schmelzpunkt: 270 °C (Zersetzung). \(/YNTN

o-N (e} o)
IR (KBF): L (cm™) = 3285, 2934, 2863, 1528. N

H-NMR (300 MHz, Aceton-dg): & = 10.95 (s, 1H, Indol-NH), 10.89 (s, 1H, Indol-NH), 8.81 (d,
J = 17.3 Hz, 1H, ArH), 8.10 (s, 1H, ArH), 7.60 (s, 1H, ArH), 7.57 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH),
7.51 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.41 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.23 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
ArH), 7.02 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, ArH), 6.48 (s, 1H, Isoxazol-CH), 2.40 (s, 3H, CH3), 2.18
(dd, J = 15.7, 8.5 Hz, 2H, CH,), 1.91 — 1.79 (m, 2H, CH,), 1.72 (dt, J = 15.0, 7.4 Hz, 2H,
CH)8, 1.55 (dd, J = 13.6, 6.7 Hz, 2H, CH,), 1.38 — 1.07 (m, 2H, CH,). *C-NMR (101 MHz,
DMSO-ds): & = 176.4 (C4, C=0, Bisindol), 169.1 (Cy), 158.9 (Cy), 153.4 (Cq), 151.7 (Cy),
135.2 (Cy), 134.9 (Cy), 134.4 (Cy), 133.2 (Cy), 131.9 (Cy), 127.6 (Cy), 127.4 (Cy), 119.3 (+,
CH), 117.2 (+, CH), 113.3 (+, CH), 113.2 (+, CH), 112.6 (+, CH), 111.3 (+, CH), 104.6 (+,
CH), 103.3 (+, CH), 95.5 (+, CH, Isoxazol-CH), 67.7 (-, CH,), 33.7 (-, CH,), 32.3 (-, CH>),
28.6 (-, CH>), 25.3 (-, CH2), 24.9 (-, CHy), 24.4 (-, CHy), 12.1 (CHsa).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 545.2 (100) [MH*] (MW = 544.2 g/mol).
Anal. (CssH3sNsO7x0.16 DCM): Ber. C61.97, H 5.70, N 13.07.Gef. C 61.63, H 5.80, N 12.84.

199

5-Brombenzofruan [185] Brm
0

Darstellung aus 197 (4-Bromphenol) nach Yu et al. [226]

Ausbeute: 14 mmol aus 27 mmol = 52% (2 Stufen) (farbloses Ol).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 8.05 (d, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.87 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
ArH), 7.59 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.48 — 7.41 (m, 1H, ArH), 6.95 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H),
ArH.32

200
5-Brom-1-phenylsulfonyl-1 H-indol [227] Brm

N
Phenylsulfonierung von 5-Brom -1H-indol nach AV 1. SO,Ph

Ausbeute: 23 mmol aus 40 mmol > 59% (beiger Feststoff).

32 Es liegen keine Vergleichsdaten fiir NMR in der Literatur vor [183, 224].
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Schmelzpunkt: 87.6 —89.2 °C (Lit. 89 — 90 °C) [228].
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): d = 7.99 (dt, J = 8.7, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.92 — 7.81 (m, 3H,

ArH), 7.75 - 7.65 (m, 1H, ArH), 7.60 (dt, J = 7.4, 1.8 Hz, 2H, ArH), 7.49 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz,
1H, ArH), 6.83 (dd, J = 3.7, 0.6 Hz, 1H, ArH).*

202

5-Brom-1-phenylsulfonyl- 1H-indol-2-carbonséaure

B
TWOH
Carboxylierung von 200 nach AV 2B. N ©

Ausbeute: 19 mmol aus 24 mmol > 80%. (weil3er Feststoff).

Schmelzpunkt: 172.2 - 173.4 °C

Umkristallisation: DCM/Ethanol.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 13.84 (s, 1H, COOH), 7.96 (t, J = 9.6 Hz, 2H, ArH), 7.93

—7.78 (m, 3H, ArH), 7.70 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.59 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 7.48 (dd, J =
8.8, 1.7 Hz, 1H, ArH), 6.83 (d, J = 3.6 Hz, 1H, ArH).

205

tert-Butyl (2-(5-brombenzofuran-2-carbonyl)-1  H-indol-5-yl)carbamat

Kopplung von 71 mit 203 nach AV 5 mit anschlieRender Phenylsulfonylabspaltung nach AV
6B.

Ausbeute: 5.3 mmol aus 11 mmol > 45% (2 Stufen) (brauner Feststoff).

Umkristallisation: DCM.

ZT

Schmelzpunkt: 242 °C (Zersetzung). Boc A
N ©
IR (KBr): v (cm™) = 3367, 3302, 1698, 1517. H

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 11.98 (s, 1H, Indol-NH), 9.28 (s, 1H, NH), 8.09 (d, J = 2.0 Hz,
1H, ArH), 7.96 (s, 1H, ArH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.84 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.77 (s, 1H,
ArH), 7.72 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.39 (s, 2H, ArH), 1.49 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 455.1 (100) [MH*] (MW = 454.05 g/mol)

205 wurde mittels praperativer HPLC aufgereinigt: Agilent Technologies 1290 Infinity; Saule:
Phenomenex Luna C18(2) 3 um 150 x 2.00 mm, 100A. Detektor: DAD G4212A. Fluf3: 0.3
ml/min. Temperatur: 25 °C.

0 min: 5% MeCN / H,0 + 0.059% [w] TFA
nach 30 min: 80% MeCN / H.O + 0.059% [w] TFA
nach 35 min: 98% MeCN / H20 + 0.059% [w] TFA

33 Vergleichs NMR aus der Literatur liegt nur in CDCls vor [226, 227].
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Retentionszeit (205): 29.57 min 2> 75% Reinheit.

205 wurde nach préaperativer HPLC Reinigung ohne weitere Analytik zu 210 umgesetzt.

206

tert- Butyl-2-(5-brom-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-ylcarbamat [225]

Kopplung von 71 mit 204 nach AV 5 mit anschlie3ender Phenylsulfonylabspaltung nach AV
6B.

Ausbeute: 6.6 mmol aus 15 mmol - 44% (2 Stufen) (beiger Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM.
Schmelzpunkt: 229.2 - 230.7 °C.

IR (KBr): v (cm™) = 3300, 1697, 1526.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & = 12.16 (s, 1H, Indol-NH), 11.95 (s, 1H, Indol-NH), 9.25 (s,
1H, NH), 7.95 (s, 1H, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH), 7.54 — 7.34 (m, 6H, ArH), 1.48 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%)Z 453.9 (C22H207QBI’N303) (55) [MH+], 455.9 (szHzoSlBl’,Nsos) (45)
[MH*] (MW = 453.07 g/mol).

Anal. (C22H20BrNzO3): Ber. C58.16, H 4.44, N 9.25. Gef. C 58.07, H 4.64, N 9.28.

207

(5-Amino-1 H-indol-2-yl)(5-brombenzofuran-2-yl)methanon

205 wurde in THF geldst und mit 1.1 equiv. 0.1 M HCI in Isopropanol bei RT gerthrt. Nach
Reaktionsende wurde der Ansatz auf Eiswasser gegossen und mit konz. NHs alkalisiert. Der

ausgefallene Feststoff wurde abgesaugt und in vacuo getrocknet.

Ausbeute: 4.0 mmol aus 5.3 mmol = 76% (gelber Feststoff).
Umkristallisation: EtOAc

Schmelzpunkt: 220.0 °C (Zersetzung).

IR (KBr): v (cm) = 3446, 3398, 1733, 1652, 1598.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 11.68 (s, 1H, Indol-NH), 8.07 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArH),
7.91 (d, J = 0.6 Hz, 1H, ArH), 7.83 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.70 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H,
ArH), 7.53 (s, 1H, ArH), 7.23 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 6.81 (dd, J = 6.9, 2.2 Hz, 2H, ArH),
4.80 (s, 2H, NHy).

ES-MS (70 eV) m/z (%)Z 354.0 798[’ C17H118I’N202 (42) [M* Radikal]. 356.0 SlBI’ C17H118I’N202
(40) [MH*] (MW = 354.00 g/mol).

Anal. (C17H11BrN202x0.66 HCI): Ber. C53.80, H 3.10, N 7.38. Gef. C 53.77, H 3.52, N 7.38.
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208

(5-Amino-1 H-indol-2-yl)(5-brom-1 H-indol-2-yl)methanon

tert-Butyloxycarbonyl Schiitzung von 206 nach AV 7.
Ausbeute: 2.8 mmol aus 6.6 mmol > 43% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 1:1 (v/v).

Schmelzpunkt: 221.9 - 222.2 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3459, 3323, 1529.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 12.10 (s, 1H, Indol-NH), 11.54 (s, 1H, Indol-NH), 7.94 (s,
1H, ArH), 7.58 — 7.35 (m, 6H, ArH), 7.25 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArH), 4.64 (s, 2H, NH,).

ES-MS (70 eV) m/z (%): 396.6 (100) [MH*+MeCN] (MW = 353.02 g/mol).
Anal. (C17H12 BrNsOxY/sEtOAC): Ber. C57.55, H 3.59, N 11.51. Gef. C 57.85, H 3.65, N 11.29.

209

1-(2-(5-Brombenzofuran-2-carbonyl)-1  H-indol-5-yl)-3-(5- tert- butyl-isoxazol-3-yl)
harnstoff

Kopplung von 207 mit 140 nach AV 9A.
Ausbeute: 1.65 mmol aus 3.94 mmol 2> 42%.
Schmelzpunkt: 145.0 °C.

IR (KBr): u (cm?) = 3422, 1699, 1553.

1H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 8 = 12.03 (t, J = 9.1 Hz, 1H, Indol-NH), 9.47 (s, 1H, NH), 8.78
(s, 1H, NH), 8.10 (d, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.97 (t, J = 1.4 Hz, 2H, ArH), 7.89 — 7.82 (m, 1H,
ArH), 7.79 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.73 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J = 8.9 Hz,
1H, ArH), 7.34 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.31 (s, 9H, (CHz)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%)Z 521.1 7gBI’ C25H21N404 (96) [MH+]. 523.1 818[’ C25H21N404 (100)
[MH*] (MW = 520.07 g/mol).

Anal. (C2sH21BrN4O4xY/sEtOAC): Ber. C57.87, H 4.32, N 10.28. Gef. C 57.87, H 4.37, N 9.99.
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210

1-(2-(5-Brom-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-y1)-3-(5-( tert-butyl)isoxazol-3-yl)harnstoff

Kopplung von 208 mit 140 nach AV 9A.
Ausbeute: 2.12 mmol aus 6.07 mmol > 35% (gelber Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 2:1 (v/v). M
o-N

Umkristallisation: Pentan.
Schmelzpunkt: 183.2 — 184.6 °C.
IR (KBr): v (cm™) = 3297, 2968, 1686, 1526.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.19 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Indol-NH), 11.95 (t, J = 6.8 Hz,
1H, Indol-NH), 9.47 (s, 1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 7.96 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.93 (d, J =
1.7 Hz, 1H, ArH), 7.56 (dd, J = 7.3, 1.7 Hz, 2H, ArH), 7.51 — 7.39 (m, 3H, ArH), 7.31 (dd, J =
8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (s, 9H, (CHs)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 519.9 (100) [MH*] (MW = 519.09 g/mol).

Anal. (C2sH22BrNsO3x0.11 Pentan): Ber. C 58.25, H 4.51, N 13.18. Gef. C 58.12, H 4.32, N
13.32

211

(E)-tert -Butyl-3-(2-(5-(3-(5-tert-butyl-isoxazol-3-yl)ureid  0)-1H-indol-2-carbonyl)
benzofuran-5-yl)acrylat

Darstellung aus 209 analog zu 212 [187].

Ausbeute: 1.10 mmol aus 1.65 mmol - 67% (gelber Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 3:2 (v/v).

Schmelzpunkt: 281.0 °C. w
0

IR (KBr): u (cm™) = 3283, 2971, 1694.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):5 = 9.50 (s, 1H, Indol-NH), 8.80 (s, 1H, NH), 8.19 (s, 1H,
ArH), 8.03 — 7.96 (m, 3H, ArH), 7.87 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.80 (s, 1H, ArH), 7.73 (d, J =
15.9 Hz, 1H, CH), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.33 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.61 (d,
J =16.0 Hz, 1H, CH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.51 (s, 9H, O-(CHs)s), 1.29 (s, 9H, (CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 569.2 (100) [MH*] (MW = 568.23 g/mol).
Anal. (Cs2H32N4Oex*/4sDCM): Ber. C65.67, H 5.55, N 9.50. Gef. C 65.73, H 5.51, N 9.64.
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212

(E)-tert -Butyl-3-(2-(5-(3-(5-tert-butyl-isoxazol-3-yl)ureid  0)-1H-indol-2-carbonyl)-1 H-
indol-5-yl) acrylat

Darstellung aus 210 in Anlehnung an die Vorschrift von Bull et al. [187].

Ausbeute: 1.76 mmol aus 2.20 mmol - 80% (ockerfarbener Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM:EtOAc 2:1 (v/v).
N

Schmelzpunkt: 260.8 — 264.1 °C (Zersetzung). % T

IR (KBr): v (cm) = 3454. 3285, 2969, 1637.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 12.20 (s, 1H, Indol-NH), 11.94 (s, 1H, Indol-NH), 9.46 (s,
1H, NH), 8.76 (s, 1H, NH), 8.04 (s, 1H, ArH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.73 (d, J = 9.1 Hz, 1H, ArH),
7.64 (d, J =9.4 Hz, 1H, ArH), 7.57 (s, 1H, ArH), 7.51 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.45 (d, J = 9.0
Hz, 1H, ArH), 7.31 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 6.46 (d, J = 15.9
Hz, 1H, CH), 1.50 (s, 9H, O-(CHs)3), 1.30 (s, 9H, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 568.3 (100) [MH*] (MW = 567.25 g/mol).
Anal. (Cs2H33NsO0sx0.16 DCM): Ber. C66.41, H 5.78, N 12.04. Gef. C 66.72, H5.79, N 11.99

213

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)

acrylsaure O _OH

Esterspaltung von 211 nach AV 11B.

Ausbeute: 0.75 mmol aus 1.10 mmol - 68% (gelber Feststoff).

H H
Schmelzpunkt: 170.0 °C (Zersetzung). %N\H/N \
IR (KBr):v (cm™) = 3315, 2954, 1684, 1612, 1558. N ©

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.05 (s, 1H, Indol-NH), 9.48 (s, 1H, NH), 8.79 (s, 1H,
NH), 8.03 (s, 1H, ArH), 8.01 — 7.94 (m, 2H, ArH), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.79 (dd, J =
10.8, 9.0 Hz, 2H, ArH), 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.33 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH),
6.61 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 1.30 (s, 9H, (CHz)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 513.2 (100) [MH*] (MW =512.17 g/mol).

213 wurde mittels praperativer HPLC aufgereinigt: Agilent Technologies 1290 Infinity; Saule:
Phenomenex Luna C18(2) 3 um 150 x 2.00 mm, 100A. Detektor: DAD G4212A. Fluss: 0.3
ml/min. Temperatur: 25 °C.

0 min: 5% MeCN / H,0 + 0.059% [w] TFA
nach 20 min: 80% MeCN / H.O + 0.059% [w] TFA
nach 35 min: 98% MeCN / H20 + 0.059% [w] TFA
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Retentionszeit (213): 22.64 min 2> 93.4% Reinheit.

213 wurde nach préaperativer HPLC Reinigung ohne weitere Analytik zu 215 umgesetzt.

214

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)
acrylsaure

Esterspaltung von 212 nach AV 11B.

Ausbeute: 1.56 mmol aus 1.76 mmol = 89% (brauner Feststoff).
Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1 (v/v).

Schmelzpunkt: 162.0 — 165.0 °C (Zersetzung). %
IR (KBr): v (cm) = 3287, 2969, 1533.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & =11.94 (s, 1H, Indol-NH), 8.03 (s, 1H, ArH), 7.92 (s, 1H,
ArH), 7.72 (s, 1H, ArH), 7.68 (d, J = 5.8 Hz, 1H, ArH), 7.65 (s, 1H, ArH), 7.58 (s, 1H, ArH),
7.53 (d, J = 8.7 Hz, 1H, CH), 7.45 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CH), 7.36 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 6.51
(s, 1H, Isoxazol-CH), 6.47 (d, J = 15.9 Hz, 1H, ArH), 1.27 (s, 9H, CHs)s).

214 wurde mittels praperativer HPLC aufgereinigt: Agilent Technologies 1290 Infinity; Saule:
Phenomenex Luna C18(2) 3 um 150 x 2.00 mm, 100A. Detektor: DAD G4212A. Fluss: 0.3
ml/min. Temperatur: 25 °C.

0 min: 5% MeCN / H,0 + 0.059 % [w] TFA
nach 20 min: 80% MeCN / H.O + 0.059% [w] TFA
nach 35 min: 98% MeCN / H20 + 0.059% [w] TFA

Retentionszeit (214): 21.53 min = 85.2% Reinheit.

214 wurde nach préaperativer HPLC Reinigung ohne weitere Analytik zu 216 umgesetzt.

215

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-  N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)acrylamid

Darstellung aus 213 nach AV 12.

Ausbeute: 0.23 mmol aus 0.75 mmol - 31% (weil3er Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 97.5:2.5 (v/v).

Schmelzpunkt: 204.6 — 206.1 °C. N
i ™Y
IR (KBr): v (cm) = 3312, 2965, 1602, 1557. oN ©
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.05 (s, 1H, Indol-NH), 11.29 (s, 1H, NH), 9.48 (s, 1H,
NH), 8.79 (s, 1H, NH), 8.08 (s, 1H,ArH), 8.06 (s, 1H, ArH), 7.97 (d, J = 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.89
(d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.82 (d, J = 12.0 Hz, 2H, ArH), 7.66 (d, J = 15.8 Hz, 1H, CH), 7.46
(d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.33 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.57 (d, J = 15.9 Hz, 1H, CH),
6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 4.94 (s, 1H, O-CH-0), 4.02 (dd, J = 9.1, 5.1 Hz, 1H, CHx(OTHP)).
3.56 (d, J = 11.1 Hz, 1H, CHA(OTHP)), 1.72 (s, 3H, CHx(OTHP)), 1.55 (s, 3H, CH,(OTHP)".
1.31 (s, 9H, CHg)3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 528.2 (60) [MH*- CsHgQ], 612.2 (36) [MH*] (MW = 611.24 g/mol).
Anal. (C33H34N507X1/2H20)3 Ber. C63.86, H 5.52, N 11.28. Gef. C 63.65. H 5.43, N 11.11.

216

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert-butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)-1H-indol-5-yl)- N-
((tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)oxy)acrylamid

Darstellung aus 214 nach AV 12.

Ausbeute: 0.11 mmol aus 0.57 mmol > 19% (brauner Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): EtOAc:MeOH 20:1 (v/v).

Schmelzpunkt: 195 °C. M Tof

IR (KBr): v (cm™) = 3260, 2965, 1609, 1531.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds):3 = 12.19 (s, 1H, Indol-NH), 11.94 (s, 1H, Indol-NH), 9.47 (s,
1H, NH), 8.77 (s, 1H, NH), 7.96 (s, 1H, ArH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.65 (s, 1H, ArH), 7.61 — 7.54
(m, 3H, ArH), 7.45 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.31 (dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H, ArH), 6.52 (s, 1H,
Isoxazol-CH), 6.52 — 6.44 (m, 1H, ArH), 4.92 (s, 1H,0-CH-O), 3.57 (t, J = 10.4 Hz, 2H,
CH2(OTHP)), 1.78 — 1.65 (m, 3H, CH2(OTHP)), 1.55 (s, 3H, CH2(OTHP)), 1.30 (s, 9H, CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 527.2 (100) [MH*- 3,4-dihydro-2H-pyran] (MW = 610.25 g/mol).
Anal. (C33H34N606X1/2H20)3 Ber. C63.96, H 5.69, N 13.56. Gef. C 63.95. H 5.79, N 13.18.

217

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert -Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1  H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-  N-
hydroxyacrylamid

Darstellung aus 215 nach AV 13. o]

Ausbeute: 0.18 mmol aus 0.23 mmol > 78% (ockerfarbener Feststoff).
Umkristallisation: DCM.

Schmelzpunkt: 188.1 —190.0 °C. %N
T
IR (KBr): v (cm™) = 3313, 2969, 1609, 1520.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = (400 MHz) 12.04 (s, 1H, Indol-NH), 10.81 (s, 1H,
Harnstoff-NH), 9.49 (s, 1H, Harnstoff-NH), 8.83 (s, 1H, ArH), 8.06 (d, J = 5.6 Hz, 2H, ArH),
7.97 (d, J=1.7 Hz, 1H, ArH), 7.91 — 7.85 (m, 1H, ArH), 7.84 — 7.77 (m, 2H, ArH), 7.63 (d, J =
15.7 Hz, 1H, CH), 7.46 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ArH), 7.33 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.56 —
6.49 (m, 2H), 1.31 (s, 9H, (CHs)s). **C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 180.1 (Cq), 173.1
(Cqg, C=0, Bisindol), 162.7 (Cq), 158.6 (Cq), 156.6 (Cq), 152.9 (Cq), 137.8 (+, CH), 135.0
(Cq), 134.1 (Cq), 131.3 (Cq), 127.5 (Cq), 127.4 (Cq), 127.2 (+, CH), 122.6 (+, CH), 120.2 (+,
CH), 118.7 (+, CH), 114.2 (+, CH), 112.8 (+, CH), 112.7 (+, CH), 111.3 (+, CH), 110.9 (+,
CH), 92.2 (+, CH, Isoxazol-CH), 28.1 (+, (CHs)s3).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 528.2 (100) [MH*] (MW = 527.18 g/mol).
HR-MS (120 eV) m/z: Ber. 528.1878. Gef. 528.1879 (C2sH25N506) [MH].
Anal. (C2sH2sNs06x’/sDCM): Ber. C 60.55, H 4.62, N 12.42. Gef. C 60.65. H 5.12, N 12.07.3*

218

(E)-3-(2-(5-(3-(5-tert-Butyl-isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-indol-5-yl)- N-
hydroxyacrylamid

Darstellung aus 216 nach AV 13.

Ausbeute: 0.20 mmol aus 0.11 mmol - 91% (gelber Feststoff).
Umkristallisation: DCM/Heptan. H
Schmelzpunkt: 193.0 — 195.5 °C. WN

IR (KBr): v (cm?) = 3277, 2966, 1652, 1531.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 12.16 (s, 1H, Indol-NH), 11.93 (s, 1H, Indol-NH), 10.71 (s,
1H, ArH), 9.49 (s, 1H, ArH), 8.83 (s, 1H, ArH), 7.93 (d, J = 4.3 Hz, 2H, ArH), 7.65 (s, 1H,
ArH), 7.56 (g, J = 8.7 Hz, 4H, ArH), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.31 (dd, J = 8.9, 1.7 Hz,
1H, ArH), 6.52 (s, 1H, Isoxazol-CH), 6.43 (d, J = 15.7 Hz, 1H, CH), 1.30 (s, 9H, (CHs)3). 1*C-
NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 180.1 (Cq), 176.4 (Cq, C=0, Bisindol), 158.6 (Cq), 151.7
(Cq), 139.3 (+, CH), 138.3 (Cq), 135.4 (Cq), 134.9 (Cq), 134.5 (Cq), 132.1 (Cq), 127.5 (Cq),
127.4 (Cq), 123.8 (+, CH), 123.3 (+, CH), 119.5 (+, CH), 116.2 (+, CH), 113.1 (+, CH), 112.6
(+, CH), 111.2 (+, CH), 109.7 (+, CH), 109.2 (+, CH), 92.2 (+, CH, Isoxazol-CH), 28.4 (+,
(CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 525.2 (100) [MH] (MW = 526.20 g/mol).
Anal. (C2gH26N6O5x0.33 DCM): Ber. C61.57, H 4.86, N 15.22. Gef. C 61.50. H 5.04, N 14.85.

34 Der gefundene Elementaranalysenwert fiir H weicht um 0.50% von der Theorie ab.
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223

tert-Butyl (2-(4-(brommethyl)benzamido)phenyl)carbamat [188]

Darstellung aus 220 nach Beckers et al. [188]. Br/\©\f

o
Ausbeute: 4.30 mmol aus 13.90 mmol = 31% (weiler Feststoff). Lk

o}
Schmelzpunkt: 282.2 — 283.0 °C (Lit. 282.0 — 283.0 °C) [188]. @[N A, )<

H

IR (KBr): v (cm™) = 3327, 1656.
IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 9.85 (s, 1H, NH), 8.69 (s, 1H, NH), 7.96 (dd, J = 6.6 Hz, J
= 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.61 (dd, J = 1.8 Hz, J = 83 Hz, 2H, ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 7.55 (m, 2H,
ArH), 4.82 (d, 2H, ArH), 1.45 (s, 9H, CHa)s).

IH-NMR (DMSO-ds): & = 9.85 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.96 (dd, J = 6.6, 8.2 Hz, 2H), 7.61 (dd, J
= 1.8, 8.3 Hz, 2H), 7.55 (m, 2H), 7.18 (m, 2H), 4.82 (s, 1H), 4.81 (s, 1H), 1.45 (s, 9H) [188].

224

tert-Butyl (2-(4-(((2-(5-(3-(5-(tert-butyl)isoxazol-3-y  l)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-1 H-
indol-5-yl)oxy)methyl)benzamido)phenyl)carbamat

Kopplung von 29 mit 223 in Anlehnung an die Vorschrift von Beckers et al. [188].

Ausbeute: 0.15 mmol aus 0.53 mmol > 28% (weil3er Feststoff).

Saulenchromatographie (Kieselgel): DCM: MeOH 20:1 (v/v) + 1% [w] NHs. o/\@\(
(0]

Schmelzpunkt: 200.5 — 200.9 °C (Zersetzung). O NH
H H \ @[
serten et My
o-N O N o Boc
H

IR (KBr): v (cm™) = 3287, 2977, 1662.
H-NMR (300 MHz, DMSO-ds):6 = 11.88 (d, J = 2.4 Hz, 2H, Indol-NH), 9.82 (d, J = 14.7 Hz,
1H, NH), 9.46 (s, 1H, NH), 8.72 (d, J = 18.5 Hz, 2H, NH), 7.98 (t, J = 7.7 Hz, 2H, ArH), 7.91
(s, 1H, ArH), 7.65 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.49 — 7.39 (m, 5H, ArH), 7.29 (dd, J = 8.7, 2.0

Hz, 2H, ArH), 7.22 — 7.06 (m, 4H, ArH), 6.51 (s, 1H, Isoxazol-CH), 5.27 (s, 2H, CH>), 1.39 (s,
9H, CHs)3), 1.30 (s, 9H, CHa)s).

ESI-MS (120 eV) m/z (%): 782.4 (100) [MH*] (MW = 781.32 g/mol).
Anal. (Cs4H3N7O7xY/,DMF): Ber. C67.59, H 5.54, N 12.54. Gef. C 66.77, H5.73, N 12.84.
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225

N-(2-Aminophenyl)-4-(((2-(5-(3-(5-( tert-butyl)isoxazol-3-yl)ureido)-1 H-indol-2-carbonyl)-
1H-indol-5-yl)oxy)methyl)benzamid

Entschiitzung von 224 nach AV 7. o/\©\(
O
Ausbeute: 0.20 mmol aus 0.12 mol - 86% (weilRer Feststoff). ‘ NH
H H \
Schmelzpunkt: 200.5 - 200.9 °C (Zersetzung). I~ NN NH @E
R O NH,
vl ¢

o-N (0]
IR (KBr): v (cm™) = 2973, 1669.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢): & = 11.88 (d, J = 2.9 Hz, 2H, Indol-NH), 9.68 (s, 1H, NH),
9.45 (s, 1H, NH), 8.75 (s, 1H, NH), 8.02 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.63 (d, J
= 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.57 — 7.39 (m, 2H, ArH), 7.44 (d, J = 8.9 Hz, 2H,ArH), 7.29 (d, 2H, ArH),
7.17 (d, 1H, ArH), 7.10 (d, 1H, ArH), 7.02 — 6.92 (m, 1H, ArH), 6.78 (d, 1H, ArH), 6.60 (t, 1H,
ArH), 6.51 (s, 1H, Isoxazol-CH), 5.25 (s, 2H, CHy), 4.91 (s, 2H, NH>), 1.30 (s, 9H, CHz)s).

ESI-MS (70 eV) m/z (%): 682.2 (100) [MH*] (MW = 681.27 g/mol).

Iz

Anal. (Cz9HssN70sxDCM): Ber. C62.66, H 4.86, N 12.79. Gef. C 63.04, H 4.90, N 13.09.
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F. Material und Methoden

2. Material und Geréte

Absauggerat (Pumpe)

Analysenwaage 2001 MP2

Blotkammer, Mini Trans Blot® Cell
Brutschrank

Durchflusszytometer, FACSCanto
Elektrophoreseapparaturen
Expositionskassetten
Flissigstickstofftank
Gelelektrophoresekammer

Proteingelelektrophorsekammer (Xcell
SurLock Mini Cell)

Heizblock BT 130-2
Infrarot-Abbildungsanlage, Typ Odyssey

Kihlschrank (4 °C)
Kihlzentrifuge
Mikroskop TMS-F

Mikro-Zentrifuge

Neubauer Zahlkammer

Odyssey® - Infrared-Imaging-Systems
pH-Meter, Typ Five Easy

Pipetten (Pipetman)

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Probenk&dmme fiur SDS-PAGE
Rocking Platform Shaker

Rollenmischgeréat

VWR

Sartorius, Gottingen
Kern&Sohn, Balingen-Frommern
Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Osterode

BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen

Amersham Pharmacia, Freiburg

Cryoson, Schollkrippen

Bio-Rad, Miinchen

Invitrogen, Darmstadt

Heap Labor Consult, Bovenden
LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Liebherr, Ochsenhausen
Bosch, Gerlingen Schillerh6he

Thermo-Scientific, Waltham, USA

Nikon, Dusseldorf
Carl Zeiss, Jena

Roth, Karlsruhe

Hecht-Assistent, Sondheim

Li-COR Biotechnology, Lincoln, USA
Mettler Toledo, Columbus, USA
Gilson, Middleton

Integra Biosciences, Landquart
Invitrogen, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
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Sterilbank

Tiefkdhler (- 20 °C)

Tiefkihler (- 80 °C)

Vakuumpumpe N022 AN.18
Vi-Cell XR Cell Analyzer

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge, Megafuge 16
Zentrifuge, Centrifuge 5417C
Zentrifuge, Centrifuge 3K30

Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid 30%ig
Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagenz
Coulter Clenz Cleaning Agent
Coulter Isoton Il Diluent
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol (absolut)

ECL Plus Detection Reagenz
Glycerin

2-(4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl)ethan-1-
sulfonsaure (HEPES)

2-Mercaptoethanol
Methanol

Milchpulver
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid

PenicillinG/Streptomycin

Heto-Holzen A/S, Allerod, DK
BDK Luft- und Reinraumtechnik
Bio Flow Technik, Meckenheim

Liebherr, Ochsenhausen
Bosch, Gerlingen Schillerhdhe

Symo, Miinchen
Heraeus, Oderode

KNF Neuberger, Freiburg
Beckmann Coulter, Krefeld

Bender & Hobein, Zirich
Cenco, Breda, NL

Haske, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
LTF Labortechnik

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad, Munchen

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg

Sigma-Aldrich, Taufkrichen
Sigma-Aldrich, Taufkrichen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkichen

Invitrogen, Darmstadt
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
2-Propanol

Propidiumiodid (P1)

Protein G-Agarose

Rainbow Marker

RNase A Solution

Roti®-Load (Lammlipuffer)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypan Blau

Tween 20 (Polysorbat 20)

Verbrauchsmaterialien

6/24/96-well Zellkulturplatten

Einmalpipetten
FACS-Analyserdhrchen

GelBlotting Papier
Glaswaren

High Performance Chemiluminescence Film
Nitrozellulose-Membran Protan®
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe 0.5 ml/1.5 ml/2.0 ml
Roéhrchen/Mehrzweckgefalle
SDS-Gelkassetten

Sterilfilter

Vi-Cell 4 ml Sample Vial

Vollpipetten

Zellkulturflaschen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Thermo Elektron LED, Langenselbold

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Niumbrecht
Schleicher&Schiill, Dassel

Schott Duran, Wertheim
Simax Bohemia Cristal Selb

Amersham Pharmacia, Freiburg

Whatman, Dassel

Pechiney Plastic Packaging Company, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Invitrogen, Darmstadt

Millipore, Billerica, MA, USA

Beckmann Coulter, Krefeld

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning Incoporated, Corning, NY, USA

Sarstedt, Niumbrecht
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Medien und Komponenten fur Zellkultur

Fetales Kélberserum (FCS)
RPMI 1640 + Glutamax
PenicillinG-Streptomycin Losung

PBS

Sigma (Taufkirchen), PAN (Aidenbach)
GIBCO (Invitrogen, Darmstadt)
Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Zelllinien
Humane akute monozytare Leukamie-Zelllinie RPMI + 20%
MV4-11 aus peripherem Blut eines 10-jahrigen Jungen FCS + 1%
mit AML FAB F5 Pen/Strep
RPMI + 10%
FCS + 10%
Murine IL-3 abhangige pro-B-Zelllinie aus dem ’
Ba/F3 eripheren Blut einer BALB/c Maus WEHI-3B
Perp Uberstand + 1%
Pen/Strep
Murine IL-3 produzierende myelomonocytare
WEHI-3B Leukamie-Zelllinie aus peripherem Blut einer
BALB/c Maus
Inhibitoren und Zytokine
Bezeichnung Herkunft
8 (AC220) FLT3-Inhibitor Synthetisiert am AK Mahboobi
Imatinib Ber-Abl-Inhibitor L.C. Laboratories, Woburn, MA,
USA
168 (LBH-589) HDAC- Inhibitor Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
167 (SAHA) HDAC-Inhibitor Synthetisiert am AK Mahboobi

FLT3-Ligand (rmFLT3)

Interleukin-3 (IL-3)

Promocell, Heidelberg
Immunotools, Friesoythe

Biosource, Camarillo, CA, USA
Immunotools, Friesoythe
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Antikérper
Primarantikorper

Bezeichnung Verdinnung Herkunft

Anti-B-Actin mAb (1:2500) Sigma-Aldrich, Steinheim
. _ Santa Cruz Biotechnology,

FLT3-FIk2 (S-18): sc-480 pAb (1:500) Heidelberg

Phospho-FLT3 (Tyr591) pAb (1:500) Cell Signaling, Frankfurt a. M.

Thermo-Scientific (Pierce

Phospho-STATS (pTyr694) mAb (1:1000) Biotechnology), Rockford, USA

Santa Cruz Biotechnology,

STATS mADb (1:1000) Heidelberg
Sekundare Detektionsantikdrper
Bezeichnung Verdinnung Herkunft

LI-COR Biosciences, Bad

IgG Kaninchen IRDye 800CW  1:10000 Homburg

LI-COR Biosciences, Bad

IgG Maus IRDye 800CW 1:10000 Homburg

Puffer und Lésungen

Im Folgenden werden alle verwendeten Puffer und Lésungen aufgelistet:

Westernblot-Analyse Net Puffer (10x)
» Lysispuffer 51
051 438.3 g NaCl
25 ml 1 M HEPES pH 7.5 93.6 g Na:EDTA
15 ml 5 M NaCl 802.85 g Tris
2.5 ml 200 mM EGTA 25 g Triton X-100
100 ml Glycerin 50% ad aqua dest. auf 5|, pH 7.7

5 ml Triton X-100
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* G-Net Puffer
11

Net 1x mit 2.5 g Gelatine aufkochen

e 1.5M Tris/HCI pH 8.8

51

908.55 g Tris

ad aqua dest. auf 51, pH 8.8
e 15MTris/HCI pH 6.8

51

908.55 g Tris

ad aqua dest auf 5 |

pH 6.8

 10% SDS

10 g SDS

ad 100 ml aqua dest.

e 10% APS

1 g Ammoniumpersulfat
ad 10 ml aqua dest.
Aliquots a 1 ml bei —20 °C lagern.

+ Elektrophoresepuffer (10x)

51

151.4 g Tris

720.65 g Glycin

50.0 g Natriumdodecylsulfat
ad aqua dest. auf 51, pH 8.3
» Semi-Dry-Blotting-Buffer

11
80 ml Transblot
200 ml Methanol

ad aqua dest.

Transblot-Puffer
51

72.75 g Tris
36.36 g Glycin

0.475 g Natriumdodecylsulfat
ad aqua dest. auf 5 |

e Stripping Puffer

1l

70 ml 2-Mercaptoethanol

7.56 g Tris

20 g Natriumdodecylsulfat

ad aqua dest. auf 1 |, pH 6.7

» TBS (TrisBuffered Saline) (10x)

51

12.11 g Tris

87.99 g NaCl

ad aqua dest. auf 51, pH 8.0

« IBST

TBS 1x

0.1% Tween20

Analyse am Durchflusszytometer

* 80% EtOH

400 ml EtOH (99,9 %) + 100 ml
aqua dest.

*  Propidiumiodid-Ldsung:

50 g/mlin aqua dest.
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2. Methoden

2.1 Kultivierung humaner Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden vom KKG Leukamie in Minchen bzw. vom Institut far
Toxikologie, Uniklinik Mainz zur Verfigung gestellt. Um die Zellen aufzutauen und in Kultur
zu bringen, wurden die Kryordhrchen kurz ins 37 °C warme Wasserbad gehalten. Die Zellen
wurden direkt in warmem Medium aufgenommen und darin gewaschen (5 min, RT, 1000
U/min). Die Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und die Zellsuspension in eine
Kulturflasche transferiert. Die Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5% CO. und
wassergesattigter Atmosphére. Die humane AML-Zelllinie MV4-11 wurde in RPMI-1640
Medium mit 20% FCS und 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin kultiviert und ca.
jeden dritten Tag 1:3 gesplittet. Die IL-3-abhangige murine Zelllinie Ba/F3 wurden in RPMI-
1640 Medium mit 10% FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin und 10% WEHI-
3B konditioniertem Medium kultiviert. Die Zelllinien wurden ca. alle drei Tage 1:20 gesplittet.
Die Zellzahl in der Suspension wurde mit Hilfe des Trypanblau-Exklusions-Test bestimmt.
Der Farbstoff Trypanblau kann durch die perforierte Zellmembran toter Zellen eindringen, im
Lichtmikroskop erscheinen diese dann blau, wéhrend vitale Zellen farblos sind. Die lebenden
Zellen konnten mit der Neubauer-Zahlkammer oder dem Vi-Cell Zellzéhler gezahlt werden.
In der Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau-Lésung
gemischt, die Zellen unter dem Mikroskop (mindestens 2 Grol3quadrate) ausgezahlt und die

Zelldichte mit folgender Formel bestimmt:
Zelldichte (Zellen/ml) = (Anzahl lebender Zellen / 4 x Verdiinnungsfakto)r x 10 000

Bei der Zellzahlung im Vi-Cell hingegen wurden 500 pl der Zellsuspension in die

Messbehélter gegeben und tber Trypanblau-Exklusion ausgezahilt.

Zusatzlich wurden Zellstocks in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C gelagert.
Dazu wurden je 6 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium (90% FCS und 10% DMSO)
resuspendiert und in 1.5 ml EinfriergeféaRe Uberfiihrt. Diese wurden in einen speziellen
Einfriercontainer Uberfuhrt und bei -80 °C eingefroren. Der Einfriercontainer enthalt
Isopropanol und gewahrleistet somit eine langsame Abkihlgeschwindigkeit von 1 °C/min.
Nach ca. einer Woche werden die Zellen in flissigen Stickstoff Gberfiihrt und bei -196 °C

eingelagert.
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2.2 Bestimmung der Apoptosefrequenz mittels Durchf lusszytometrie

Die Bestimmung der Apoptosefrequenz erfolgte mit der Duchflusszytometrie, auch FACS
(engl. fluorescence-activated cell sorting) genannt. Dabei wird die subGs-Fraktion sowie die
Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen ermittelt. Die SubG;-Population
ist durch fragmentierte, apoptotische Zellen charakterisiert, die wiederum durch degradierte
DNA identifiziert werden konnen. Die nukledre DNA wird durch interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe, wie z. B. Propidiumiodid (PI) angeféarbt. Die Anregung der Farbstoffe
erfolgt mit einem geeigneten Laser, wobei die Fluoreszenz einer Zelle proportional zu ihrem
DNA-Gehalt ist. Deshalb ist es mdglich, den DNA-Gehalt und den Zellzyklusstatus einer

Zelle bzw. Zellpopulation im Durchflusszytometer zu bestimmen.

Fur einen Versuch wurden pro Well wurden 0.2 x 10° MV4-11-Zellen/ml ausgesat und mit
den entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen bzw.
Zellpopulationen geerntet und mit PBS gewaschen. Die Zellsedimente wurden in 100 pl
kaltem PBS resuspendiert und durch tropfenweise Zugabe von 1 ml eiskaltem EtOH (80%)
fur ca.l h bei —20 °C fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min bei 2000 U/min
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in einem Gemisch aus 333 pl PBS und 1 pl RNAse (SL 10
mg/ml) resuspendiert und fir 1 h bei RT weiter inkubiert. Danach wurden 164 ul Pl (SL 50
pl/ml) zugefiihrt und fortan auf Eis im Dunkeln gelagert. Die Proben wurden direkt im
Anschluss am Durschflusszytometer FACSCanto gemessen. Die Auswertung der

Apoptoserate erfolgte Uber die FACSDiva Software.

2.3 Untersuchung der Proteinexpression

2.3.1. Herstellung von Gesamtzellextrakten

Um die Expression zellularer Proteine nachzuweisen, wurden 1 x 107 Zellen ausgesat. Nach
3 h Inkubation wurden die behandelten Zellen geerntet und einmal mit PBS gewaschen. Die
Pellets wurden in 500 pl Lysispuffer aufgenommen und 30 min bei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert, um eine vollstandige Zelllyse zu gewdhrleisten. Anschlielend wurde die
Zellsuspension weitere 30 min bei 4 °C und 1300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

dann per SDS-PAGE-Analyse untersucht und bei -20 °C gelagert.
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2.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der photometrischen Methode von
Bradford [229]. Dabei bildet der im sauren Reagenz enthaltene Farbstoff Brilliant Blue-G
Komplexe mit den Seitenketten der Proteine. Dies fiihrt zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 470 nach 595 nm. Dabei ist die Zunahme der Absorption bei 595
nm proportional zur Proteinkonzentration und kann am Spektralphotometer gemessen
werden. Die Lysate wurden 1:10 mit dem BioRad-Dye-Reagenz versetzt, wobei dieses 1:5
mit Aqua dest. verdinnt wurde. Es wurden 20 pl der Probe mit 180 ul BioRad-Dye-Reagenz
versetzt und die Absorption nach 5 min Inkubation bei 595 nm vermessen. Zuséatzlich wurden
noch die Blank-Kontrolle, also BioRad-Dye-Reagenz mit Wasser und eine BSA-
Konzentrationsreihe (200, 400, 600, 800, 1000 pg/ml) als Standards vermessen. Anhand

einer BSA-Kalibriergeraden konnte die absolute Proteinkonzentration ermittelt werden.

2.4.  Western Blot Analyse
2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAG E)

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine nach ihrer Molekilmasse im elektrischen Feld unter
denaturierenden Bedingungen getrennt. Zur Detektion wurden 7.5%ige Polyacrylamidgele
verwendet. Zunachst wurde das Gemisch fur das Trenngel in die Gelkammer gegossen und
zum Glatten der Oberflache mit Isopropanol Uberschichtet. Die Polymerisationszeit dauerte
etwa 30 min. Danach wurde Isopropanol abgegossen, das Sammelgemisch auf das

Trenngel gegossen und ein 1.0 mm breiter Kamm mit 10 Taschen eingebracht.

Gelvolumen fir 1 Gel: Platten: 1.0 mm, Taschenbreite des Kamms: 1.0 mm

Substanz Trenngel 7.5% | Sammelgel
Aqua dest.. 2.85ml 3.0ml
Acrylamid (40%) 2.0ml 0.65 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 3.0ml -

1 M Tris (pH 6.8) - 1.25 mi
10% SDS 100 pl 50 pl
10% APS 50 pl 25 ul

TEMED 5 ul 5ul
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Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war, konnte das Gel entweder sofort verwendet
oder fur wenige Tage feucht im Kihlschrank gelagert werden. Nachdem der Kamm entfernt
wurde, wurden die Taschen mit Elektrophorese-Puffer gespult. Das fertige Gel wurde in die
Gelkammer gesetzt, welche anschlieBend mit Elektrophorese-Puffer geflllt wurde. Die
gewonnenen Zelllysate wurden 1:4 mit 4x Lammlipuffer oder 1:1 mit dem 2x Lammlipuffer
versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. AnschlieRend wurden die Taschen mit den Proben
beladen. Die Probenmenge pro Tasche lag bei ca. 35-40 pg. Als Molekulargewichtsmarker

wurde ein Proteinmarker von 10 uL aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 60-80 mA.

2.4.2. Proteintransfer

Zur Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde die semidry-Blot
Methode mit Transferpuffer verwendet. Dabei werden die Proteine elektrisch von dem Gel
auf die Membran Ubertragen. Der Proteintransfer wurde bei 250 mA fir 90 min bei RT

durchgefihrt.

2.4.3. Detektion der Proteine mittels Chemiluminesz  enz

AnschlieRend wurde die Membran 3 x 20 min mit G-Net Puffer blockiert und mit dem
Primarantikérper in G-Net Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am ndchsten Tag wurde dieser fur
3 x 10 min mit TBST ausgewaschen und die Membran mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper (1:20000 in G-Net, HRP ,horse radish peroxidase“-gekoppeltes anti-
Kaninchen- oder anti-Maus-Immunglobulin) fir 60 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran wieder 3 x 10 min mit TBST und einmal kurz mit PBS gewaschen. Die Proteine
konnten dann mit dem Chemilumineszenz-Reagenz ECL-Plus-Westernblot-Detection-

System auf einem Hyperfilm detektiert werden.

2.4.4. Detektion der Proteine mittels Odyssey  ®-Infrared-Imaging-System

Die Membran musste anschlie3end bei RT fir mind. 1 h in 5% Milchpulver in TBST geblockt
werden, damit unspezifische Antikorperbindungen verhindert werden. Nach dem Blocken
wurde die Membran 3 x 10 min in TBST gewaschen und die LOsung mit dem
Primarantikorper (in 2% Milchpulver/TBST) inkubiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei
4 °C. Am nachsten Tag wurde die Membran wieder 3 x 10 min mit TBST gewaschen und 1 h

bei RT mit dem Sekundarantikdrper im Dunklen inkubiert. Danach wurde die Membran
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erneut 3 x 10 min mit TBST gewaschen. Da der Sekundarantikbrper mit einem Infrarot-
Farbstoff gekoppelt war, erfolgte die Detektion der Proteine mithilfe des Odyssey® - Infrared-
Imaging-Systems. Die Membran wurde nass gescannt und mithilfe der Software

ImageStudio bearbeitet.

2.5.  Strippen der Nitrozellulosemembran

Um die Nitrozellulose-Membran mehrmals verwenden zu kdénnen, um also verschiedene
Antikérpern gegen unterschiedliche Proteine auf einer Membran zu detektieren, musste
diese ,gestrippt® werden. Dabei wurden die zuvor entstandenen Protein-Antikorper
Interaktionen aufgeldst. Hierzu wurde die Nitrozellulose-Membran fiir 40 min bei 56 °C in 20
ml StrippPuffer mit 100 pl B-Mercaptoethanol auf dem Drehrad inkubiert. AnschlielRend
wurde die Membran 3x10 Minuten mit TBST gewaschen und dann fir 1 h mit 5% Milchpulver
in TBST oder 10% G-Net-Puffer blockiert. Die Membran konnte daraufhin mit einem neuen

Primarantikorper inkubiert werden.

2.6. Immunprazipitation

Hierbei soll der FLT3-Rezeptor aus Ganzzelllysaten immunpréazipitiert werden, um eine
Verstarkung der Phosphorylierung nachweisen zu kénnen. Dazu wurden 450 pg Protein des
Ganzzelllysates eingesetzt, welches mit 2 pg des spezifischen FLT3-FIk2 Antikdrpers
versetzt wurde. Diese Zelllysate wurden anschlie3end auf 1000 pl mit Lysispuffer aufgefillt
und Uber Nacht auf einem Drehrad bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden zur Bindung
des Protein-Antikdrper-Komplexes 30 pl Protein-G-Agarose zugegeben und fiir weitere 5 h
auf dem Drehrad bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Immunprazipitate bei 2500
rpom fur 2 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 3x mit 1 ml Lysispuffer
gewaschen. Nach Zugabe von 30 pl Lammli-Puffer wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C

denaturiert und Uber SDS-PAGE analysiert.

2.7.  Proliferationsassay

Um das Zellwachstum von Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Substanzen zu
bestimmen, wurden die Zellen in einer definierten Zellzahl in einer 48-well Platte ausgesat
und 72 h kultiviert. Die humanen AML Zellen, MV4-11, wurden in einer Dichte von 0.2 x 10°

und die murinen Ba/F3-Zellen mit einer Zelldichte von 0.04 x 10° pro ml ausgesat.
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AnschlieRend wurde die Zellzahl der viablen Zellen mittels Vi-Cell bestimmt. Die Zellzahl in
den unbehandelten Kontrollen wurde bei der Auswertung als 100% dargestellt und die

Zellzahl in den behandelten Anséatzen jeweils im Vergleich dazu angegeben.

2.8.  Loslichkeitsversuche von 37 (BS228) mit Hilfe ~ von UV-Absorption

Es wurden zwei Losungen von 37 (BS228) mit Konzentrationen von 5.636 x 10°und 5.211 x
10 mol/l in Methanol hergestellt. Diese wurden anschlieBend 1:10 mit dest. H,O verdinnt,
um eine 10%ige Stamml6sung in Methanol zu erreichen. Diese Stammldsungen wurden
dann in einer Verdunnungsreihe mittels UV-Absorption vermessen. Diese Werte dienten zur

Ermittlung einer Kalibriergeraden.

Von 37 (BS228) wurden verschiedene Mengen eingewogen und mit einer Verdinnungsreihe
aus Captisol® mit H,O suspendiert (Tabelle 14). Die erhaltenen Suspensionen A-E wurden
sonifiziert und 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 3 Tagen wurden die Ldsungen

abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mittels UV-Absorption vermessen.

Lésungen Ein(vggazlgg)w Captisol ® - Losungen wiv
A 46.038 mg 400 mg in 1 ml H2O-Lsg. 40%
B 23.014 mg 0.5 mlLsg. A + 0.5 ml H,O 20%
C 12.006 mg 0.5 ml Lsg. B + 0.5 ml H,O 10%
D 6.006 mg 0.5 ml Lsg. C + 0.5 ml H,O 5%
E 3.054 mg 0.5 ml Lsg. D + 0.5 ml H,O 2.5%

Tabelle 14 . Ubersicht der dargestellten Losungen von 37 (BS228) mit Captisol®.
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G. Formeliibersicht
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FLT3-Inhibitor Derivate und potentielle FLT3i:
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Chimare Verbindungen
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Chimare Verbindngen mit Strukturanteil von 168 (LBH-589)
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MV4-11-Zellen).
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Mutation ICs0, NM
Parental 514.2 + 1585
FLT3-TD 9.1+ 38
D835V 29 + 05
D835Y 53+ 2.7
FLT3-TD/F691L 554 + 144
FLT3-TD/D835V 13.1 + 438
FLT3-TD/D835Y 139 + 43
FLT3-TD/D835H 123 + 25
FLT3-TD/D835F 165 + 04
FLT3-TD/Y842C 154 + 48
FLT3-TD/Y842H 179 + 2.0

Abbildung 53 . Zum Vergleich: 9 (Crenolanib) S1 aus [72].

Table 1. Potency comparison of FLT3 inhibitors in biochemical and cellular assays

Human leukemia

FLT3 activity (IC5o nM) cell line (IC5o, NM) BaF3 cells with FLT3 mutants (ICg, nM)
Compound WT D835Y MV4-11 Molm-14 WT ITD ITD/N676D ITD/F691L D835Y D835Y/N676D
G-749 04 +02 06 +0.2 35+09 75+03 61+04 118+37 214 =11 38.1 +6.6 31+05 2107
AC220 88+ 14 282 + 21 1.1+ 04 1.3+05 90+ 18 37+08 36.2 + 4.0 1942 + 28 524 + 47 149.7 + 27.0
PKC412 154 35 242+31 185+28 215*+15 289+30 216+11 1287+29 16.1 £47 114 +1 173 £ 37

Biochemical kinase assay for FLT3-WT and FLT3-D835Y obtained from Cama Bioscience Inc. was performed in time-resolved fluorescence resonance energy transfer in
series concentration of G-749, AC220, and PKC4 12, and their ICx, values were calculated. For the determination of ICsq values in human leukemia cell lines, the MV4-11 and
Molm-14 cells were treated with test inhibitors, and cell viability was measured. The BaF3 model cell expressing double FLT3 mutants, FLT3-ITD/N676D, FLT3-ITD/D835Y,
and FLT3-D835Y/N676D, and single mutants, FLT3-ITD and FLT3-D835Y, were treated with test inhibitors, and cell viability was measured.

Abbildung 54 . Zum Vergleich: 10 (G-749) und 37 (BS228) Tabelle 1 aus [79].
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