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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Aufbauend auf den Arbeiten vdn Hartwell, P. Nurseund T. Hunt die im Jahre 2001
wegen der Tragweite ihrer Entdeckung den Mediziefmkis erhielten, wurde mit den
Cyclin-abhéangigen Kinasen (CDKs) eine Gruppe vomtddnkinasen entdeckt, die
aufgrund ihrer mal3geblichen Beteiligung an einasf3gn Anzahl physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse vielversprechende rmatk@logische Zielstrukturen
darstelleh Den Ausgangspunkt des Interesses an den CDKstdilieren zentrale Rolle
im Teilungszyklus eukaryotischer Zelldn.Hartwell identifizierte etwa 80 cdc-Gene, die
an der Regulation des Zellzyklus der von ihm untehten Hefearten beteiligt sind.
P. Nurse zeigte, dass cdc2 eine Schlusselrolle beim Ubgrgam der G2-Phase zur
Mitose einnimmt. Er identifizierte das von cdc2 late p34 als das entscheidende
Kontrollprotein im Zellzyklus der Spalthefe. Dasnmdecdc2 entsprechende Gen beim
Menschen erhielt spater wegen der von ihm expriemeCyclin-abhéngigen Kinase den
Namen cdkl1.T. Hunt entdeckte schlieRlich die aufgrund ihrer zyklissthwankenden
Konzentrationen als Cycline bezeichneten regulstben Partner der Cyclin-abhangigen
Kinasen. Inzwischen wurden zahlreiche CDKs, Cycline undhblnge Proteine entdeckt,
deren Funktionen nicht auf den Zellzyklus beschr&mid.

Abbildung 1: CDKs und Cycline als zentrale Steuenglete des Zellzyklus



1 Einleitung 2

Die Deregulation mehrerer CDKs in verschiedenensdeaichen Tumoren, unter anderem
bei Brustkrebs und Gehirntumoren, war der Haupwriim die intensive Arbeit an der
Entwicklung von CDK-Inhibitoreh Da die CDKs auRerdem in den Apoptosesignalweg,
neuronale Funktionen, Transkription und weitere zBsse involviert sind, wird die
Anwendbarkeit entsprechender Inhibitoren nebenGleemotherapie maligner Tumoren
und verschiedener neuronaler Erkrankungen untererand auch fur Virus- und

Protozoeninfektionen diskutiért

Cardiovascular diseases

» Atherosclerosis

Cancers . Viral infections
+ Restenosis
« Anti-tumor chemotherapy » Cardiac hypertrophy * HCMV
(proliferation, apoptosis, differentiation) * HSV
» Protection of normal cells T * HIV
AN yd « HPV
Nervous system CDK
-~ B . —_— Protozoan diseases
« Alzheimer's disease inhibitors :
» Malaria

* Amyotrophic lateral sclerosis : .

« Stroke / \ * Leishmaniosis

+ Drug abuse * Trypanosomes
Glomerulonephritis Reproduction

+ [n vitro fertilization
+ Cloning

Abbildung 2: Potentielle Anwendungsgebiete von CbikHitorers.

Inzwischen wurde eine grof3e Anzahl synthetischieibltoren der CDKs identifiziert, von
denen sich einige bereits in der klinischen Testhefinder. Trotz erster ermutigender
Befunde stellen die mangelnde Selektivitdt der Wehbngen und die noch immer
luckenhafte Kenntnis der Funktionen der einzelnBX{X€ein uniubersehbares Problem dar.
Neue Leitstrukturen, welche das Spektrum der védidgn CDK-Inhibitoren sowohl
chemisch als auch funktionell erweitern, bieten Migglichkeit, tiefere Einblicke in die
Funktionsweise der CDKs zu erlangen und der theitzgmhen Anwendbarkeit von CDK-

Inhibitoren naher zu kommen.
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2 Grundlagen

2.1 Cyclin-abhangige Kinasen

Die Cyclin-abhangigen Kinasen sind Serin/Threoninasen, die ihren Namen wegen der
zur Erlangung ihrer enzymatischen Aktivitat erfatiden Bindung eines Cyclins als
regulatorische Untereinheit erhielten. Durch didd&ng des CDK/Cyclin-Komplexes
werden wesentliche Anderungen in der CDK-Strukhaiuziert, welche die Kinase in eine
aktive Konformation versetzen. Neben Cyclinen wardach andere Proteine wie p35 als
regulatorische Untereinheiten Cyclin-abhéngigerasem identifiziertTabelle 1gibt einen
Uberblick uber die CDKs, deren Funktion und reguiathe Untereinheiten bereits
aufgeklart wurden.

Insgesamt werden vom menschlichen Genom 13 CDK<gG&rféroteine mit Homologie in

der Cyclin-Box, dem Sequenzabschnitt, der fur diedBng an die CDKs verantwortlich

Tabelle 1: CDKs und ihre regulatorischen Untereinériund Funktionen (soweit bekarifit)

Regulatorische

Kinase Untereinheit(en) Funktion
CDK1 . , Ubergang von Prophase zu Metaphase
(CDC2) Cyclin A, Cyclin B Regulation von Topoisomerase |l

G1/S-Ubergang, Centrosomenduplikation in S- und

CDK2 | Cyclin A, Cyclin B G2-Phase, DNA-Fehler-induzierte Apoptose

CDK3 | Cyclin E (vermutet) | G1/S-Ubergang

Wachstumsfaktor in G1-Phase

CDK4 | Cyelin D1, D2, D3 | g, citotoxin-induzierter Zelltod

u. a. Neuritenwachstum, Neuronenmigration und

CDKS | p35, p39, p25, P29 | \poioce

Wachstumsfaktor in G1-Phase
Induktion von Apoptose in Nervenzellen

CDK7 cvelin H Transkriptionsfaktor,
(CAK) y Aktivierung von CDK1, 2, 4 und 6

Transkriptionsfaktor, Regulation von
CDK7/Cyclin H

CDK6 | Cyclin D1, D2, D3

CDK8 | Cyclin C

Cyclin T1, T2a, T2b,

CDKI Cyclin K

Transkriptionsfaktor

CDK11 | Cyclin L1/2x Transkriptionsfaktor, RNA-Splicing, Apoptose
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ist, kodiert. Die regulatorischen Partner einiger CDKs sindabig ebenso wie ihre
physiologische Funktion noch unbekannt. Umgekeénnk man auch so genanmighan
cyclinswie Cyclin F, G, I, M, O und P, deren Funktionasldng nicht aufgeklart werden

konnten.

Die an der Regulation des Zellzyklus beteiligten K8Dsind CDK1, 2, 3, 4 und 6 im
Zusammenspiel mit den Cyclinen A, B, und®E CDK7/Cyclin H, CDK8/Cyclin C,
CDK9/Cyclin T und CDK11l/CyclinL sind als Transkiipnsfaktoren fir die
Vervielfaltigung der Nukleinsauren von BedeuttingDK5, die von p35, p39 und deren
Spaltprodukten p25 und p29 aktiviert wird, kommemi&ionen im Nervensystem, unter
anderem bei der Kontrolle des NeuritenwachstumsAmnGerdem wurde eine Beteiligung
am Apoptosesignalweg fiir die CDKs 1, 4, 5, 6 unahddhgewieséen

2.1.1 CDKs im Zellzyklus

Der Teilungszyklus eukaryotischer Zellen, in desgeniauf die Zelle wachst, ihr Erbgut
verdoppelt und schlie3lich auf zwei Tochterzellent®ilt, ist einer der zentralen Vorgange
in der Biologie. Er lasst sich in die vier Phaselhy S, G2 und M einteilen, deren geregeltes
Durchlaufen durch strenge Kontrollmechanismen an @enannten checkpoints
gewabhrleistet wird, fur deren Uberschreiten im Wisghen die CDKs verantwortlich
sind. In jeder Phase des Zellzyklus werden nur besteammoharakteristische Cycline
exprimiert, wohingegen die Konzentration der CDKsahvend des gesamten
Teilungszyklus aufgrund ihrer gleichméafigen Biobgse im Wesentlichen konstant
bleibt. Die CDK-Aktivitat wird durch Assoziation miden Cyclinen und spezifischen
proteinogenen CDK-Inhibitoren der CIP/KIP- und INHK&milien gesteuert. Da die
Konzentration der Cycline einer strengen Kontrdilech schnellen Ubiquitin-vermittelten
proteolytischen Abbau unterliegt, sind die CDK/Qydkomplexe nur in bestimmten
Phasen des Zellzyklus akiithre Aktivierung bedarf auBerdem einer Phospli@mnyhg an
bestimmten Threonin-Resten durch die CDK-aktivideerKinase CAK (CDK7). Die
Bedeutung der Aktivierung von CDK7 fur die Zellzykkontrolle ist allerdings nicht
geklart. Nach bisherigen Erkenntnissen ist die CEKivitat kein limitierender Faktor

im Teilungszyklué

Als Reaktion auf mitogene Signale exprimiert einkende Zelle die Cycline D1, D2 und
D3, welche mit den CDKs 4 und 6 assoziieren. Haugssat der CDK/Cyclin D-
Komplexe, die im Wesentlichen als Wachstumsfaktoxenken, ist das Retinoblastoma-

Protein (pRb), dessen Bindung an Transkriptionsf@t der E2F-Familie nach
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Phosphorylierung gel6ést widDies resultiert in einer Aktivierung von E2F, diir
Transkription von Cyclin E und weiteren Molekuletie fur den G1/S-Ubergang bendtigt
werden, fuhrt Der sich durch die steigende Konzentration vorcli@yE bildende
CDK2/E-Komplex phosphoryliert ebenfalls pRb, waseiner noch starkeren Aktivierung
von EZ2F resultiert, wodurch die Transkription voryclih E weiter gesteigert wird.
Aufgrund dieser positiven Ruckkopplung Uberschteidge Zelle den so genannten
Restriktionspunkt und gelangt aus der durch Cybligesteuerten wachstumsfaktorabhan-

gigen G1-Phase in die durch Cyclin E initiierte hsttmsfaktorunabhangige S-Phase.

Abbildung 3: Der eukaryotische Teilungszyklus urel ah ihm beteiligten CDK/Cyclin-Komplexe.
Die Dicke der Balken symbolisiert die jeweilige Kentration der Cycline wahrend
der Zyklusphasén

Der Beginn der S-Phase ist vom Beginn der DNA-Ssseh einem schnellen Absinken der
Cyclin E-Konzentration durch proteolytischen Abbsawie der Aktivierung von CDK2
durch Cyclin A gekennzeichnet. Der CDK2/A-Komplehibiert E2F und phosphoryliert
nun aufgrund seiner veranderten Substratspeziiggischiedene Proteine, die an der
Regulation der DNA-Synthese beteiligt sind, wodureine Rereplikation der DNA
verhindert wird. Wahrend der spaten S-Phase und>@ePhase wird nach einem Anstieg
der Cyclin B-Konzentration der CDK1/B-Komplex getst, dessen Aktivierung in der
G2-Phase durch Mitglieder der cdc25-Phosphatasérigier CDK1/B phosphoryliert
daraufhin zahlreiche regulatorische Proteine unvdadeleistet so eine globale Inhibierung
der Proteinbiosynthese und der DNA-Replikation dhdhnskription. Aul3erdem werden
durch Phosphorylierung Strukturproteine aktivieselche fir die spater stattfindende

Mitosephase nétig sifid

2.1.1.1 Deregulation der CDK-Funktionen in Tumoren

Die meisten Tumore weisen in mindestens einer digsatralen Komponenten des
Zellzyklus genetische Defekte dufZu den haufigsten Fehlregulationen zahlen die

Inaktivierung endogener CDK-Inhibitioren der KIPaduINK4-Familien, die konstitutive
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Aktivierung von CDK4, die Uberexpression der Cyelid1, E und A oder der Verlust an
funktionellem pRb. Durch solche Mutationen werdee dellen von extrazellularen
Wachstumssignalen unabhéngig, was zu einer unKkbetren Zellproliferation fuhrf.

>80% Pitutary
@ e A

>80% Glioma/blastoma >00% Head and neck
H( E1 )‘ \NK4B|| \NK4AHCDKGHCDK4|@ @3@ CDK4 ' JNKAA K\F’1

6 — —
>80% Breast »80% Lymphoma
kPt (E1 Y inkan CcDK4 @3@@@ CDKG . INKa|[INras .<D_o>< E1) Pt

6 = —
=90% Lung >20% Melanoma
K\P1 @ INK4B || INK4A CDK4 9130\<F<“? @3).5@

%)

>80% Pancreas >00% Liver
m<@> INK4A < D1) RB) CDK4 (D1 ) NK4B INK4A HW@W
>80% Gastrointestinal 70% Prostate
kel @ eorfivceal@loons EOEHAE) gl

>80% Endomstrium

ﬂ@ INK4A @CDKA p130\/’95->
& &
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(Fég) CDK4 @> Inke) (D2)(E1 > K]

>BOn Bone (osteos:;rccma;

CDK4 ( E1)

90% Other sarcomas

CDK6 INKA4A | E1 ) |KIP1
&

Abbildung 4: Haufige Mutationen von G1/S-Regulatarefiumoref

2.1.1.2 CDK-Inhibitoren als Tumortherapeutika

Die zentrale Rolle der CDKs im Zellzyklus und detenmtielle Nutzen ihrer Hemmung zur
Therapie maligner Tumoren stellten den Hauptgruiid die intensive Suche nach
entsprechenden Inhibitoren dar. Eine grof3e Anzdt@misch sehr unterschiedlicher
Naturstoffe und synthetischer Verbindungen wurde @DK-Inhibitoren identifiziert
(Abbildungen 5 und)7 Trotz ihrer verschiedenen Strukturen weisenalMslekile einige
Gemeinsamkeiten auf. Sie sind flache, hydrophobéerdeyklen mit einem geringen
Molekulargewicht (unter 600), welche die enzymdtescAktivitat der CDKs durch
Kompetition mit ATP an der ATP-Bindungsregion henmm®ie Bindung erfolgt im
Wesentlichen durch hydrophobe Wechselwirkungen @ Wasserstoffbriicken-
bindungen mit Asp133 und Vall135 des Kinasebackboimie Verbindungen lassen sich
nach ihrer Selektivitat in unspezifische Pan-CDK#itoren, die meistens viele weitere
Proteinkinasen ahnlich stark hemmen, und in Inbibit mit Praferenz fir CDK4 und 6
bzw. CDK1, 2 und 5 einteilen. Letztere besitzemnals zusatzlich eine starke Affinitat zu

der mit den CDKs eng verwandten Glykogensynthaseskir$, auf die inKapitel 2.1.2
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naher eingegangen wird.

Vier zytostatisch aktive CDK-Inhibitoren haben bexelen Weg in die klinische Testung
gefundeft (Abbildung 5. Wie der groRte Teil der bekannten CDK-Hemmersemiauch
diese Verbindungen nur eine geringe Selektivitaf. auCN-01 gehort zu den
unspezifischen Kinase-Inhibitoren aus der KlasseSd@urosporine und hemmt neben den
CDKs eine Reihe weiterer Serin/Threonin- und Tymdsinasen bereits in
nanomolekularen Konzentrationen. CYC-202 inhibiegben CDK1 und CDK2 in
ahnlicher Potenz auch CDK5, 7 und 9. Flavopiridemimt hauptsachlich die CDKs 1, 4
und 9 im submikromolekularen Bereich und in etwasagicherer Potenz auch CDK2 und
7. BMS-387032 ist mit einer zehnfach starkeren Whk auf CDK2 gegentber CDK1 und
CDK4 der wohl selektivste CDK2-Inhibitor der gengsm vier Verbindungen. Jedoch
weist auch diese Substanz eine zytostatische A&tigegen ein sehr breites Spektrum
nicht nur CDK2-sensitiver Krebszellen auf, was auéitere Wirkungen neben der
Inhibition von CDK2 hinweist.

Die Erfahrungen mit Inhibitoren der am Zellzyklustdiligten CDKs zeigen, dass diese

o
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Abbildung 5: CDK-Inhibitoren in klinischer Testuhg



2 Grundlagen 8

Wirkstoffe sich teilende Zellen in der G1-Phaseraata G2/M-Ubergang arretieren. Unter
bestimmten Umstdnden nehmen sie aul3erdem Einfluésdi@ Zelldifferenzierung.
Weiterhin kénnen CDK-Inhibitoren in sich stark &xilen Zellen Apoptose ausldsen,
ruhende Zellen hingegen vor durch zytotoxischef&tinfduzierter Apoptose schiitZéh
Dies eroffnet die Mdoglichkeit einer Kombination vd@DK-Inhibitoren mit anderen
Chemotherapeutika, um normale Zellen vor von degrdpie verursachten Schéaden zu
bewahren. Beispielsweise arretiert Staurosporimate Zellen in der G1-Phase, wahrend
Tumorzellen ohne GTheckpointKontrolle nicht beeinflusst und daher bevorzugnvo
Doxorubicin oder Camptothecin abgetttet wetdlehulRerdem scheinen CDK-Inhibitoren

eine durch Chemotherapie bedingte Alopezie zu mddrit”.

2.1.1.3 Selektivitat von CDK-Inhibitoren

Mangels wirklich monoselektiver Verbindungen isthtigenau auszumachen, welche der
beschriebenen Einzelwirkungen der Inhibitoren zwn de den klinischen Studien
beobachteten Effekten fihren. Die nachgewiesene itudmbrwirkung vieler
CDK-Inhibitoren riihrt wahrscheinlich von der Bedursisung mehrerer zellularer Targets
her. Fur Flavopiridol wird beispielsweise angenommaass die beobachtete Arretierung
sich teilender Zellen in der G1- und G2/M-Phase aheit nachgewiesenen Inhibition von
CDK1 und CDK2 zu begriinden ist. Zusatzlich hemnatvBpiridol aber die Aktivierung
weiterer CDKs durch Inhibierung des CDK7/H-Komplsxend unterdriickt die Expression
von Cyclin D1, was ebenfalls Auswirkungen auf desllZ/klus hat. Flavopiridol besitzt
aulBerdem antivirale Eigenschaften, die auf eine mHeng von CDK9 als
Transkriptionsfaktor zurtickgefuhrt werden. Darulbenaus wird vermutet, dass noch
weitere Mechanismen zu seiner Aktivitat beitragea,die zytotoxischen Eigenschaften

von Flavopiridol nicht auf proliferierende Zelleedzhrankt sirfd

Es stellt sich somit die Frage, welche CDK das éésdrget bei der Entwicklung von
Inhibitoren darstellt. Die Hemmung der den Reswiképunkt kontrollierenden CDK2 galt
langere Zeit als Konigsweg, um potente und selek#watiproliferative Wirkung gegen
transformierte Zellen zu erzieferNeuere Veroffentlichungen zeigen allerdings adhan
von Zell- und Tierversuchen mit verschiedenen &enckouts dass CDK2, 4 und 6, die
bisher als essentiell fir das Fortschreiten dedzyéls galten, in ihrer Funktion
untereinander und moglicherweise auch durch CDKLQIDK3 ersetzt werden konneh
Diese Befunde sind nicht notwendigerweise auf digkWig von CDK-Inhibitoren

Ubertragbar, denn im Gegensatz zur ausgeschalEetpression einer CDK kann eine
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inaktivierte Kinase auch ohne ihre enzymatische kikan weiterhin Komplexe mit

anderen Proteinen bilden und regulatorisch witken

Zur Aufklarung sind daher moglichst selektive Intoben einzelner CDKs notig.
Wirkliche Selektivitat ist wegen der Ahnlichkeit dATP-Bindungstaschen allerdings
schwer zu erreichen. Die gezielte Entwicklung slek Verbindungen wird zusatzlich
durch das Fehlen von Kristallstrukturen der meis@DKs erschwert. Zwischen den
Kinasen besteht zwar eine hohe Sequenzhomologis, weamuten lasst, dass die
3D-Strukturen sehr ahnlich sind, bisher konnteardihgs nur CDK2, CDK5 und CDK6

mit verschiedenen Cyclinen und Inhibitoren cokfiistiert werden.

Fur den therapeutischen Einsatz sind hingegen netgldsre Inhibitoren moglicherweise
nicht winschenswert, da aufgrund der Austauschliatke Funktionen einiger CDKs nur
durch die selektive Inhibition mehrerer Kinaseneegffektive Blockade des Zellzyklus
erreicht werden kann. Nach wie vor ist es daheigndas Spektrum der CDK-Inhibitoren
verschiedener Selektivitat bestandig zu erweiterm weitere Aufschlisse Uber die
Auswirkungen der Hemmung einzelner und bestimmtmmnbkinationen der am Zellzyklus

beteiligten CDKs zu erhalten.

2.1.2 Beteiligung der CDKs an der Alzheimer'schen Kr  ankheit

Wie eingangs erwéhnt sind die Cyclin-abhangigenak@&m neben der Steuerung des
Zellzyklus an weiteren physiologischen Prozessenrakbeteiligt, weshalb der Einsatz
entsprechender Inhibitoren fur weitere Indikatiomegben der Tumortherapie diskutiert
wird (Abbildung 3. Aufgrund der steigenden epidemiologischen Badwsytist eine
maogliche Anwendung von CDK-Inhibitoren zur Behamdjuder neurodegenerativen
Prozesse, welche zum Krankheitsbild der Alzheirake€s Krankheitrforbus alzheimer
MA) fuhren, von besonderem Interesse. Der Krankkieiauf von MA ist durch einen
schleichenden Verlust der kognitiven Funktionenegeizeichnet, kann aber tblicherweise
erst post mortem anhand typischer histopathologisd¥ierkmale sicher von anderen
Formen der Demenz unterschieden weltleDies sind eine massive Atrophie der
Hirnrinde, bedingt durch den Untergang von Nervlere sowie typische
Proteinablagerungen in Form intrazellularer nebrdfarer Blndel Geurofibrillary
tangles NFTs) aus Tau-Protein und extrazellularer AmyBidques auf der gesamten
Hirnrinde und in den Zerebralgefal3en von Alzheimggmten Abbildung 6.
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Abbildung 6: Die histopathologischen Merkmale dezh&imer'schen Krankheit: Atrophie der Hirnrinde,
senile Plaques und neurofibrillare Tau-Ablagerungeon links nach rechts).

Das Interesse an der Verwendung von CDK-Inhibitormmwr Eindammung dieser
pathologischen Prozesse wurde aus zwei Grindencgew&m einen ist CDK5 an der
Ablagerung von Tau und der Bildung der Amyloid-Riag beteiligt, zum anderen
hemmen viele CDK-Inhibitoren zusatzlich die drek&@enten Isoformen der mit den CDKs
verwandte Glykogensynthasekinase-3 (GSK;3GSK-3P und deren Splicing-Variante
GSK-32), die ebenfalls zentral an den neurodegeneratRrezessen von MA beteiligt

sind.

2.1.2.1 Die Tau-Hypothese

Die NFTs, die innerhalb der Nervenzellen von Alnheipatienten gefunden werden,
bestehen aus Tau, einem Protein des Zytoskeletssed Funktion in der Steuerung der
Aggregation und Desaggregation der Mikrotubuli ebstSeine Aktivitat wird Gber ein
kompliziertes Gleichgewicht von Phosphorylierungd uBbephosphorylierung an Uber
20 Positione'® durch verschiedene Kinasen, hauptsachlich CDK5,K-G® und
MAP-Kinasen, kontrollierf.

Die physiologischen Funktionen der im Nervensysstéank exprimierten CDK5 und seiner
regulatorischen Untereinheit p35 bestehen unteerand in der Steuerung von Wachstum
und Differenzierung der NeuritéH. In verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt,
dass durch neurotoxische Einflisse eine Spaltumgp3d® zum verklrzten p25 ausgeldst
wird, welches im Gegensatz zu p35 einem sehr langsaAbbau unterliegt und daher in
den betroffenen Geweben akkumuliert. CDK5 wird duBindung von p25 konstitutiv
aktiviert, innerhalb der Zellen delokalisiert unth@t eine veranderte Substratspezifitat

Der so hyperaktivierte CDK5/p25-Komplex fuhrte iallZersuchen zu Neurodegeneration,
erhohter Apoptoserate und zum Kollaps des Zytosiisatieirch die Hyperphosphorylierung
von Tau und anderen Proteinen des Spindelappandi@s.geht davon aus, dass diese

Hyperphosphorylierung der Grund fur die Tau-Aggtegazu helikalen Filamenten ist,
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welche die fir MA typischen neurofibrillaren Ablagagen bildeff. Da die Dichte der
NFTs mit dem AusmaR der Demenz korretferwird die Hemmung der an der
Hyperphosphorylierung von Tau beteiligten KinaseDKG und GSK-3 als mdoglicher

therapeutischer Angriffspunkt zur Behandlung von bRtrachtet.

2.1.2.2 Die Amyloid-Hypothese

GSK-3 ist zusatzlich an der massiven AblagerungAmmyloid-p (AB) in Form der senilen
Plaques auf der Hirnrinde beteiligt. Die Amyloidpfide werden aus dem Amyloid-
Precursor-Protein (APP), einem membranstandigerkdplyptein, gebildet. A ist das
Ergebnis einer zweistufigen Spaltung von APP zusiadturch p-Sekretase in der
extrazellularen Doméne, dann durghSekretase im transmembranaren Teil. Die so
entstehenden Peptide haben eine Lange von 39-480&auren. Die toxische Spezies ist
AB42, welches sehr stark zur Aggregation neigt und ldauptbestandteil der Amyloid-
Plaques bildét. GSK-3 wirkt auf mehreren Wegen forderlich auf &iddung von .
Man nimmt an, dass GSKa3durch Phosphorylierung von APP dessen Abbau gu A
steigert*?®> Eine Hyperphosphorylierung vonpAdurch CDK5/p25 und GSKg3fiihrt
wiederum zu dessen vermehrter Aggregation. Ausldserneurotoxischen Kaskade, die
zum massiven Untergang der Nervenzellen fuhrt, simiht die unléslichen Plaques,
sondern aus diesen gebildete I0slichel-@ligomeré®. Die Mechanismen der
Neurotoxizitdt sind nicht sicher geklart, allerdsngnduziert A unter anderem DNA-
Schaden und Apoptose in kultivierten Nervenzéfleowie die Bildung von p25, welches

wiederum durch die Hyperaktivierung von CDK5 zummehrter Tau-Aggregation flRtt

2.1.2.3 CDKS5 und GSK-3 als zentrale Angriffspunkte

Nach wie vor existiert keine effektive Alzheimentapgie, da die ursachlichen
Zusammenhange der beobachteten pathologischensBeomicht geklart sind. Aktuelle
Therapieformen versuchen, den allgemeinen Symptodesh dementiellen Syndroms
durch Steigerung der Acetylcholin-vermittelten Nmwasnsmission zu begegnen. Zwar
werden insbesondere mit Acetylcholinesterasehemiagolge erzielt, jedoch setzt diese
Therapie zu spat ein, da Symptome der Demenz afget@n, wenn ein Grol3teil der
betreffenden Neurone bereits zerstort ist. Ein détweiten der Erkrankung kann auf
diesem Wege prinzipbedingt nicht verhindert werdéresentliche Bedeutung fir die
Behandlung von MA besitzen somit verbesserte Methodu Frihdiagnose und

Substanzen, welche das Fortschreiten der Grunddukng verzogerii. Neue, in der
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Entwicklung befindliche Verbindungen sollen dahés é&p-Belastung durch Sekretase-
Inhibition oder Verhinderung der Aggregation voruTand A3 senkeff. Erste Versuche,
einen A3-Antikorper einzusetzen, scheiterten an schwerempliationen, die zum
Abbruch der Studien zwangén

Die zentrale Beteiligung von CDK5 und GSK-3 an @&#dung der fir MA typischen
Proteinablagerungen bietet moglicherweise einem efbktiven Angriffspunkt fur eine
Therapie der Alzheimer'schen Krankheit, da durcimhd@&ng der abnormal gesteigerten
Aktivitat dieser Kinasen mehrere der pathologischérislaufe unterbrochen werden
kénnten. In Modellen nachgewiesene Effekte derbiion von CDK5 und GSK-3 sind
eine Verringerung der Apoptoserate, der Aggregation Tau und der Produktion von
ABY.

2.1.2.4 Inhibitoren von CDK5 und GSK-3

Viele CDK-Inhibitoren sind potente Hemmer der GSKEBes ist nicht Uberraschend, da
sich die ATP-Bindungstasche der GSK-3-Isoformenvmemig von jener der CDK-Familie
unterscheidet. Da die ATP-Bindungsstellen von G8Ku8d GSK-B nahezu identisch
sind, ist zu erwarten, dass die ATP-kompetitivenK&SInhibitoren keine der beiden
Isoformen bevorzugt hemménTatsachlich ist die Selektivitat der meisten én Hiteratur
beschriebenen Verbindungen nur unzureichend urmiet;sda die Testung meist nur an
GSK-3 oder an einem Gemisch beider Isoformen vorgenommah In den Féllen, in
denen explizit sowohl gegen GSk-3als auch GSK{8 getestet wurde, konnten

erwartungsgemaf kaum Unterschiede festgestelltenérd

Beispiele fur die strukturelle Vielfalt potenterhibitoren von CDK5 und GSK{3 mit
ICse-Werten im submikromolekularen Bereich sind Kenfmail, das Indirubin-Derivat

5-lodo-indirubin-3‘-monoxin®# und der Naturstoff Hymenialdisth

NH

Kenpaullon 5-lodo-indirubin-3‘-monoxim Hymenialdisin

Abbildung 7: CDK-Inhibitoren mit CDK5/GSK-3-hemmen@érkung.
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Wie der Grof3teil der CDK5/GSK-3-Inhibitoren sindchudiese Verbindungen wenig
selektiv und hemmen zuséatzlich CDK1 und 2, Hymeinsal auch CDK4 in ahnlicher
Potenz.

Eine Monoselektivitat fur GSK-3 ist offenbar leiehtzu erreichen als eine Selektivitat fur
eine einzelne CDK, was sich mit den UnterschiedanSdruktur der ATP-Bindungsregion
der GSK-3-Isoformen und jener der CDK-Familie begién lasst. Aus den Leitstrukturen
fur CDK-Inhibitoren sind einige sehr potente GSHRBibitoren hervorgegangen
(Abbildung §. 1-Azakenpaullon ist mit lIéWerten im nanomolekularen Bereich 100-fach
starker gegen GSKB3als gegen CDK1 und CDR5wirksam. Die Selektivitat von
1-Azakenpaullon ist allerdings unzureichend gekld@& es nur an wenigen Kinasen
getestet wurde. Vertreter aus der Verbindungsklasder makrozyklischen
Bisindolylmaleinimide wurden in einem Screen aneainbreiten Kinasespektrum als
GSK-3-spezifisch charakterisiéft

A\

\
¢
SN
VAN
L)

n n=2,3

1-Azakenpaullon Bisindolylmaleinimide

Abbildung 8: GSK-3-selektive Inhibitoren.

Die Entwicklung moglichst selektiver Inhibitorent isinabdingbar, solange sie als
pharmakologische Werkzeuge zum Nachweis der Bgteij von GSK-3 und CDK5 an
zellularen Prozessen eingesetzt werden sollen. égefsatz dazu erscheinen Inhibitoren
mit breiterem Wirkspektrum fur den therapeutisciignsatz moglicherweise sinnvoller,
um mehrere pathologische Prozesse gleichzeitigngerhinden. Besonders aussichtsreich
ist hierbei ein dualer Wirkmechanismus gegen GSKh& CDK5 aufgrund der
gemeinsamen Beteiligung an den gleichen patholbgis®rozessen. AulRerdem wird der
Nutzen einer zusatzlichen Hemmung von CDK1 oderiskutiert, da diese in den

Apoptosemechanismus der Neuronen involviert3sind
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2.2 Die Problematik der Multidrug Resistance

2.2.1 Einleitung

Die Multidrug-Resistance (MDR) beschreibt das Phémo der Entwicklung einer

korpereigenen Resistenz gegen mehrere strukturel dunktionell verschiedene

Wirkstoffe, die deren Akkumulation in den Zellenrlviedert und somit die Therapie

verschiedener Krankheiten erschwert. MDR stellb@s®ndere in der Krebstherapie ein
wesentliches therapielimitierendes Problem darpddigne Tumore oft eine Resistenz
gegen verschiedene Zytostatika aufweisen oder wédrder Therapie entwickefn

Die Mechanismen, die der MDR zugrunde liegen, sindlfaltiger Natur. Neben
nichtzellularen Ursachen, die sich durch untersiiltle vaskularisierte Bereiche im
Inneren solider Tumore ergeben, werden auf zelulBbene die nicht transporterbasierte
und die klassische transporterbasierte MDR untexdenh. Beispiele fiur die nicht
transporterbasierte MDR sind eine gesteigerte iviekting von Zytostatika durch
Glutathion-S-Transferase oder die Resistenzentuimckl gegen die Gruppe der
Topoisomerase-ll-Inhibitoren durch Genmutation vohopoisomerase . Die
bedeutendste Form der MDR ist jedoch die transgmasterte Resistenz, die auf einer
Senkung der Wirkstoffkonzentration durch aktivemansport von Molekllen aus der Zelle
heraus basiert. Als erster Transporter dieser Adrder in den 70er Jahren das
P-Glycoprotein (P-gp), ein Transkriptionsprodukts d®IDR1-Gens, durchLing et al.
erstmals beschrieb&Sowohl in Tumoren von Gewebearten wie Niere, Lebarm und
Pankreas, die eine nattrliche Expression des MDBis@ufweisen, als auch bei anderen
Krebstypen, deren Ursprungsgewebe kaum MDR1-RNAnathweisbaren Mengen
exprimiert, wurde eine Uberexpression von P-gp mgém, die mit der verminderten
Effektivitat einer Chemotherapie korreli&rtNeben P-gp besitzt das 1992 \©ale et al.
entdeckte Multidrug-resistance-associated ProtdiRK) ebenfalls eine fir die Entstehung
der MDR hohe Relevanz.

Bis heute sind 48 solcher Transportproteine ideigit worden, die alle der Superfamilie
der ABC-Transporter (ATP binding cassette) zugeeraverden, da sie die notige Energie
flir den Transport von Substanzen aus der Zellehddies Hydrolyse von ATP bezieh&n
Die ubiquitare Verbreitung solcher ATP-abhéngigeantporter bei Bakterien, Protozoen
und Pilzen bis hin zum Menschen legt eine evoldtienEntwicklung zum Schutz der
Zellen vor Xenobiotika nale Innerhalb der Vielzahl der bekannten MDR-Tranggror
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nimmt P-gp eine herausragende Rolle ein und stielf am besten untersuchte und

charakterisierte MDR-relevante Transportproteiri®dar

2.2.2 MDR-Modulatoren

Ein Ansatz zur Uberwindung der transporterbasieNHDR besteht in der Kombination
der zur Therapie eingesetzten Wirkstoffe mit einedR-Modulator. Solche auch als
Chemosensitizer bezeichneten Verbindungen erhoteeAlkdkumulation der therapeutisch
wirksamen Substanzen in der Zelle, indem sie dukohpetitive oder allosterische
Wechselwirkung mit den fur die MDR verantwortlichefransportproteinen deren

Aktivitat unterbinden und so den Efflux der Pharaakis den Zellen verringern.

Die ersten als MDR-Modulatoren identifizierten Viedilungen waren Arzneistoffe mit
ursprunglich anderer Indikation wie die Calciumkatacker Verapamil und Nifedipin
oder das Immunsuppressivum Cyclosporin A. Trotz tdéweise hervorragenden MDR-
hemmenden Eigenschaften dieser Modulatoren deerer§eneration, kommt eine
Verwendung dieser Verbindungen nicht in Frage, eladen fir die erwinschten MDR-
modulierenden Effekte notigen hohen Konzentrationanfgrund der priméren
pharmakologischen Wirkung dieser Stoffe toxischdel&é auftreten. Der Versuch,
Analoga dieser Arzneistoffe mit verringerter Tokdi und erhohtem MDR-
modulatorischen Potential zu finden, fihrte zunicitlung von Modulatoren der zweiten
Generation wie Dexverapamil, dem R-Enantiomer varagamil, und PSC 833, einem
nicht immunsuppressiven Analogon von Cyclosporin Bie dritte Generation von
Modulatoren umfasst neue Verbindungsklassen, dieharmh der  Struktur-
Wirkungsbeziehungen der bekannten MDR-Modulatorpeziell gegen den MDR-
Mechanismus entwickelt wurden. Diese neuen Verbigda beseitigten zwar viele
Probleme der Modulatoren der ersten und zweiten efadion, beeinflussten bei
Coadministration mit Zytostatika jedoch deren Prakokinetik und Biodistribution. Der
Grund ist mdglicherweise die Inhibition von P-gp g@sunden Gewebe durch die fehlende
Tumorselektivitd¥. Obwohl bereits einige Verbindungen den Weg in Himische
Testung gefunden haben, existiert aufgrund derrgegea Probleme nach wie vor keine

Substanz, die fur den klinischen Einsatz als MDRdMator zugelassen 15t
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3 Zielstellung der Arbeit

Grundlage der hier dargelegten Arbeiten bildetes eion Hilgeroth et al. beschriebene
Cyclisierungsreaktion von symmetrisch mehrfach suhsrten 1,4-Dihydropyridinen mit
p-Benzochinon, bei der 6-Hydroxy-1,4,4a,9a-tetrabythaza-9-oxafluorene gebildet
werderi’ (Abbildung 9.

OCHs

Abbildung 9: Synthese von 1,4,4a,9a-Tetrahydro-t&paafluorenen durch Zykloadditighn

Unter Anwendung dieser Zykloaddition sollten triiggkhe, planar-aromatische
6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene als Sauerstoffanalogdes 1-Azacarbazols I,(

Abbildung 10 synthetisiert werden.

HO
X X
- | = i
N N o) N
H
| 1-Aza-9-oxafluorene
CH, CH,
R
7 = P
N N N N N N
H H |
CH,
la R=Cl Illc R=CH
lb R=F ld R=OH n v

Abbildung 10: 1-Aza-9-oxafluorene als Sauerstoffagalzytostatisch aktiver-Carboline.

Untersuchungen an Mausen zeigten fiir bei Dosen von 50-100 mg/kg eine
Antitumorwirkung an transplantierten Sarkoma-180iefe wéhrend fir die ebenfalls
getesteten Leukamie-Zellen P 388 und L 1210 keiriekilg festgestellt wurd@ Als

Wirkungsmechanismus wurden DNA-interkalatorischegelaschaften vermutet. Der
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Versuch, die zytostatische Aktivitdt zu erhéhenhrfé@ zur Entwicklung einer Reihe
strukturell variierter a-Carboline, von denen sich die meisten als unwirksader

vergleichsweise schwach zytostatisch aktiv erwieskeediglich die 6-substituierten
Verbindungenlla-c, das 4-Methylderivatll und das EllipticinanalogotV zeigten eine
mit | vergleichbare Antitumorwirkung*®®. Die geringe Aktivitat der Vielzahl der
untersuchten Verbindungen wurde unter anderem g enzymatische Inaktivierung
durch Dimerisierung der Azacarbazole zuriickgefutia,fir das 6-Hydroxyderivatd

eine solche Dimerisierung nachgewiesen werden koifbbildung 1) und sich das

DimerV ebenfalls als zytostatisch inaktiv erwfes

HO ‘ SN
HO z
o0 —
= N N
N N N
: |
HO 7
Iid v

Abbildung 11: Inaktivierung des 6-Hydroxy-1-azacarbis durch Dimerisierung.

Da die 1-Aza-9-oxafluorene wegen des formalen Aissths des Stickstoffs an Position 9
gegen ein Sauerstoffatom nicht auf diesem Wegetiinalt werden kdnnen, wurde bei
ihnen eine den Azacarbazolen gegenuiber erhohtstayische Wirkung erwartet. Bereits
1970 hatten auflerdem 2,4-disubstituierte 1-Azadfhoarene aufgrund antiviraler

Wirksamkeit und geringer Toxizitat in TierversucHeteresse geweckt

Das Ziel des ersten Teils der praktischen Arbeliestand somit in der Synthese erster
Vertreter der durch die Zykloaddition zuganglicHeAza-9-oxafluorene. Diese sollten auf
ihre zytostatischen Eigenschaften und bei nachgener Aktivitat auf die Ursachen der

Wirksamkeit, insbesondere auf die Fahigkeit zur DINferkalation, untersucht werden.

Nachdem die 1-Aza-9-oxafluorene als CDK-Inhibitordentifiziert wurden, bestand die
Zielstellung im zweiten Teil der Arbeit darin, dar¥ariation der 3- und 4-Substituenten
Informationen Uber deren Einfluss auf Starke undel@eitat der CDK-hemmenden
Eigenschaften der 1-Aza-9-oxafluorene zu gewinienhwurde versucht, erste Struktur-
Wirkungsbeziehungen abzuleiten, um eine Richtungdfé@ kiinftige Weiterentwicklung
der 1-Aza-9-oxafluorene aufzuzeigen. Aul3erdem wuudle 1-Aza-9-oxafluorene auf ihre
Fahigkeit zur P-gp-Modulation hin untersucht.
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4 Erste 1-Aza-9-oxafluorene

4.1 Synthese der Verbindungen

Grundlage der Synthese der ersten 1-Aza-9-oxafhgokeldete die vorHilgeroth et al*’
beschriebene Zykloaddition vgmBenzochinon an mehrfach substituierte symmetrische
1,4-Dihydropyridine Abbildung 9. Um die vollstandig planar-aromatischen 1-Aza-
9-oxafluoreneb5-58 zu erhalten, wurden anstelle der symmetrischesDihgdropyridine
unsymmetrisch 3-substituierte Dihydropyridine algsgangsstoffe fur die Zykloaddition
eingesetzt Abbildung 12. Da analoge 4-unsubstituierte 1,4-Dihydropyridimeter den
angestrebten Reaktionsbedingungen zu den entspamnePyridinen oxidiert werdé&n
und sich ein 4-Methylsubstituent als vorteilhaftr fdie biologische Aktivitat der
Azacarbazole erwiesen hdftevurde die Einfiihrung eines Substituenten an 4tiBosn

die Synthesestrategie einbezogen. Zur Darstelluieged ersten Gruppe von 1-Aza-
9-oxafluorenen wurden zundchst analog zu den Agbeitvon Hilgeroth et al.
1,4-Dihydropyridine mit einer 3-Carbonylfunktiomeiesetzt.

R? R2

O O (@]
R HO AN R1
‘ ‘ + —_—
=
N (e N
O

PR

07 “CH,
6-9 55-58

Abbildung 12: Darstellung der planar-aromatischeita-9-oxafluorene durch Zykloaddition.

Tabelle 2: Substitutionsmuster der in 4.1 dargésteVerbindungen

Verbindung R R?
6 41 55 79 OCH,CH; CH;
7 42 56 80 CH; CH;
8 43 57 81 OCH,CHs CeHs
9 44 58 82 CH; CsHs
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4.1.1 Darstellung der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

Die 3,4-disubstituierterN-Acetyl-1,4-dihydropyridine6-9 wurden nach einer Vorschrift
von Comins et al.durch Acetylierung 3-substituierter Pyridine amnditickstoff und
nachfolgende Grignardaddition dargestelblpildung 13. Durch die Wahl entsprechender
Pyridine und Grignardreagenzien sind die SubstiereR und R variabel.

0 0 RZ O
X Rl H;CCOCI X Rl R2MgCl Rl
— || — |
= + -
O)\CHg o)\CH3

6-9

Abbildung 13: Darstellung der 3,4-disubstituierterAldetyl-1,4-dihydropyridiné-9.

Nach N-Acetylierung des Pyridins ist das so erhaltene dyiimsalz wegen der im
Pyridiniumring delokalisierten positiven Ladung aeraktiviert, dass Grignardreagenzien
bei tiefen Temperaturen (-20 °C im Kaltebad) aunhGegenwart anderer reaktiver
Gruppen wie Ketonen, Estern oder Halogeniden qiainti am Pyridiniumring
angreifei**. Die bevorzugten Angriffspositionen sind aufgrutet Ladungsverteilung im

Pyridiniumring die Positionen 2, 4 und 6.

/ R! / R! R! N R!
o O] [ T
N N N N
O)\CH3 o)\CH3 O)\CH3 o)\CH3
lRZMgX

RZ

- R! N R! R!
)+ +
R2” °N N R? N

O)\CH3 O)\CH3

Abbildung 14: Addition von Grignardreagenzien an adtivierten Pyridiniumring.

PR

07 “CH;,
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Das Mengenverhéltnis der gebildeten 2-, 4- und @uktke variiert stark in Abhangigkeit
von den verwendeten Reaktionspartnern. In Gegenwatalytischer Mengen von
Kupfer-(I)-iodid erfolgt der Angriff des Grignardeingegen nahezu regioselektiv am
C-4"454%47 Cominssetzte hierbei Cul-SMeein, da dieses eine bessere Loslichkeit und
Effektivitat als Cul allein aufwei$®t Zu Beginn der hier dargelegten Arbeiten wurde
ebenfalls Cul-SMeverwendet. Spater erwies sich abweichend vorCaeninsVorschrift

die Verwendung des ebenfalls leicht I6slichen Cul&a als vorteilhaft, da es die gleiche
katalytische Wirkung wie Cul-SMe aufweist®*, LiCl aber im Gegensatz zu

Dimethylsulfid aufgrund der geringeren Geruchshelas leichter zu handhaben ist.

Als Ausgangsstoffe wurden die kommerziell verfUgmalPyridine 3-Acetylpyridin und
Ethylnikotinat verwendet. Nach Acetylierung im kKeilad kamen zur Einfuhrung des
4-Methyl- und 4-Phenylsubstituenten ohne Isolatider Zwischenprodukte Methyl-
magnesiumchlorid und Phenylmagnesiumchlorid in &bdlsnkommerziell erhaltlichen,
gebrauchsfertigen Losungen zum Einsatz. Nach Hyskolind mehrfacher Extraktion der
Reaktionsgemische konnten die 1,4-Dihydropyridéa@ in guten Ausbeuten von bis zu
77 % erhalten werden. IntH-NMR-Spektrum der Produktgemische wurde durch
Vergleich der Integrale ein mit 1-5 % sehr geringeteil an 6-Addukten beobachtet, wie

dies auch voi€ominsbeschrieben wurdée

4.1.2 Darstellung der 1-Aza-9-oxafluorene durch Zykl  oaddition

Zur Darstellung der Zielstrukturerb5-58 wurden 6-9 nach der Vorschrift von
Hilgeroth et al*” in Dioxan und 5 % HCIQmit p-Benzochinon umgesetzt. Bereits nach
24 Stunden waren mittels DC-Kontrolle keine Ausgatgffe mehr nachweisbar. Die
Analyse der Hauptprodukte ergab die erwarteted,4a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene
79-82 Die Pyridine41-44 als Produkte einer Oxidation va&9 durch p-Benzochinon
wurden nicht gefunden, konnten zu Vergleichszweckaer durch Oxidation vo&-9 mit
MnO, dargestellt werden. Die unsymmetrisch substiterertd,4-Dihydropyridine mit
3-Carbonylfunktion sind also ebenso stabil gegere éxidation durchp-Benzochinon,
wie dies fur die symmetrischen Dihydropyridine #essben wurd€. Die
1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoref82 erwiesen sich hingegen als sehr instabil
und oxidierten bereits bei Luftkontakt zu den 1-Azaxafluorenerb5-58 Daher konnten
nur geringe Mengen dieser Zwischenprodukte isoliad charakterisiert werden. Die im
Vergleich zu 6-9 leichtere Oxidierbarkeit vory9-82 lie3 sich nutzen, um ohne die

Isolierung der Zwischenprodukte in einer Ein-TomdRtion direkt die 1-Aza-
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9-oxafluorenes5-58zu erhalten. Durch Zugabe eines Uberschusseg-Banzochinon zu
den Zykloadditionsansatzen wurden die im ersterritbafebildeten Tetrahydrofluorene
nach mehrwochigem Ruhren vollstandig zu den 1-Apx#&fluorenen oxidiert.79-82
konnten saulenchromatographisch aus den Produlkdgkem isoliert und aus Ether
kristallisiert werden. Nach Umkristallisation innem Methanol/Essigester-Gemisch

wurden die 1-Aza-9-oxafluorene in reiner Form alsigb bis helloraune amorphe

Substanzen erhalten.

RZ O 0
Rl Dioxan/HCIO,

D -

N

2\ O
) CHj,

6-9 - —
Mn02 l
RZ O RZ O

= =

N 6) N

41-44 55-58

Abbildung 15: Umsetzungen v6¥.

Die Bildung der 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxa#me verlauft vermutlich tGber die
Zwischenstufe des primaraviichaetAddukts @bbildung 1% durch Angriff des C-5 der
Dihydropyridine am C-2 des Benzochinons. Die Reaktiolgt daher im ersten Schritt
dem Mechanismus détenitzesctReaktion, einer Sonderform dbfichaelAddition von

Enaminen amp-Benzochinon, die zur Bildung von Indolen fithrt Der Ringschluss zum

1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren erfolgt Umterschied zulNenitzesctReaktion

o H COOEt HO COOEt
OIS G ¢
+ |
O HITI COOEt N COOEt
|
R R

Abbildung 16: Bildung von Indolen durch Nenitzes@aaRion.
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durch nukleophilen Angriff des Benzochinon-Saudfstam C-6 des Dihydropyridins.

Eine ahnliche Synthese von 1,4,4a,9a-TetrahydrpatSaoxafluoren-Derivaten aus
1,4-Dihydropyridinen ung-Benzochinon wurde jingst vdrukuzumi et. albeschriebes.

Fur diese Scandium-katalysierte [2+3]-Zykloadditiomon 1-Benzyl-4tert-butyl-

1,4-dihydronikotinamid armp-Benzochinon wiesefrukuzumi et. alals ersten Schritt die
Bildung eines Radikalionenpaars durch Scandium-iteztte Elektronentbertragung von
1-Benzyl-4tert-butyl-1,4-dihydronikotinamid  auf p-Benzochinon  nach.  Durch
Radikalkupplung entsteht das primére zwitterionésehddukt, das anschlielend zum

Tetrahydrofluoren zyklisiertAbbildung 17.

t-Bu ©) sc3t
CONH 0 t-Bu
2
Sc¥ H CONH,
] + — > A

: .

N
CH,Ph o) 0 |

Sc®*  CH,Ph

Sc3t
_d ’ t-Bu
CONH,
-
H SN
| N
CH,Ph © I
CH,Ph

Abbildung 17: Radikalischer Mechanismus der Scanekatalysierten Zykloaddition von 1-Benzyl-
4-tert-butyl-1,4- dihydronikotinamid an p-Benzochinmach Fukuzumi et. &.
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4.1.3 Acetylierung von 57

Zum Nachweis der 6-Hydroxygruppe wurde d&rszusatzlich das 6-acetylierte Derivat
57a dargestellt. Die Acetylierung gelang in reinem facdydrid mit geringen Mengen
Pyridin als Base. Nach Spaltung des uUberschussigetanhydrids durch Zugabe von
Ethanol und Entfernung der Ldsungsmittel am Rotstierdampfer wurdeb7a als
hellbraunes amorphes Pulver erhalten.

57 57a

Abbildung 18: Acetylierung vosi/.
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4.2 Strukturabsicherung und Charakterisierung der
Zwischenprodukte und Endverbindungen

Alle im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten undliesten Verbindungen wurden zur
Strukturabsicherung und -aufklarung duféhNMR- und IR-Spektroskopie sowie durch
Massenspektrometrie charakterisiert. Die Reinhett idolierten Produkte wurde durch
Elementaranalyse nachgewiesen. Die vollstandigealy@sthen Daten der iM.1
dargestellten Verbindungen sind Kapitel 7.1.2 angegeben. Auf fur die Stoffklassen
charakteristische spektroskopische Eigenschaftenfinl alle dargestellten Derivate als

Strukturnachweise verwendet wurden, soll an di8selie ndher eingegangen werden.

4.2.1 N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

Die N-Acetylgruppe der N-Acetyl-1,4-dihydropyridine ist wegen des partialle
Doppelbindungscharakters der N-C-Bindung in ihreehbarkeit behinde®t Dadurch
existieren fir jedes Dihydropyridin dieses Typs zRetationsisomere, eine E- und eine
Z-Form (Abbildung 19. Im *'H-NMR-Spektrum sind diese Rotamere deutlich
unterscheidbar, da fir die Protonen H-2 und H-6 zwei Signale mit einer
Verschiebungsdifferenz von bis zu 1ppm zu findend s(Tabelle 3. Durch die
magnetische Anisotropie der Carbonylgruppe werdeie d&rotonen derjenigen
Molekulseite, die der Doppelbindung diBrAcetylgruppe zugewandt ist, abgeschirmt,
wodurch ihre Kernresonanzsignale ins Hochfeld yeben werden. Die Protonen der
abgewandten Seite werden entsprechend entschirad,inveiner Tieffeldverschiebung

ihrer Signale resultiett
R? R?
/L Z-Form J\ E-Form

H,c™ o 07 "CH;

Abbildung 19: Rotameren der N-Acetyl-1,4-dihydrogiyré.

Wie das beispielhaft iAbbildung 20dargestelltéH-NMR-Spektrum vor8 zeigt, ergeben
die Signale dieser vom Rotamereneffekt betroffef@atonen keine scharfen Peaks,
sondern unscharfe breite ,Singuletts®. Das Sigrad k-4 bei 4,47 ppm weist ebenso wie
das Signal derN-Acetylgruppe bei 2,37 ppm eine durch die Rotamebadingte
Aufspaltung zu einem unsymmetrischen breiten Sigoél
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Abbildung 20:*H-NMR-Spektrum von8 in CDCk; der AB-Teil des ABXSystems der Ethylester-
methylengruppe ist vergrof3ert dargestellt.

Tabelle 3: chemische Verschiebunggppm] von H-2 und H-6 in den Rotameren &8

H-2 H-6
Z-Form E-Form Z-Form E-Form
6 7,61 8,14 7,06 6,49
7 7,50 8,12 7,07 6,49
8 7,80 8,37 7,30-7,167% 6,60
9 | 7,34-7,15* 8,33 7,34-7,15¢ 6,60

* vom Multiplett der aromatischen Protonen Uberlegs Signal

Von 8 wurden auRerdem etfC-NMR-Spektrum und ein entkoppelté€-NMR-Spektrum
aufgenommen. Auch in diesen Spektren sind die Ratamunterscheidbar, da die Signale
der Kohlenstoffatome ddx-Acetylgruppe sowie die Signale von C-2 und C-6gauwfid

der Rotameren jeweils doppelt vorhanden sind.

Durch die Einfihrung des 4-Substituenten in den yommsetrisch substituierten

1,4-Dihydropyridinring entsteht an C-4-Position ehiralitditszentrum. Neben den
Rotameren existieren somit von den 3,4-disubstitemeDihydropyridinen je ein R- und

ein S-Enantiomer. Da der Angriff des Grignards hatkreoselektiv verlauft, werden beide
Enantiomere der 1,4-Dihydropyridine zu gleichenl@regebildet.
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HiC H O Hph O

R-Enantiomere S-Enantiomere

Abbildung 21: Enantiomere der 1,4-Dihydropyridie.

Die Existenz beider Enantiomere wurde in Arbeitensarer Arbeitsgruppe zur
Photodimerisierung ahnlicher, ebenfalls mit dedifh.1 beschriebenen Grignardaddition
dargestelltenN-Alkyl-1,4-dihydropyridine bestatigt. So entsteheebeneinander durch
Dimerisierung gleicher enantiomerer Formegs@mmetrische und durch Verknipfung

verschiedener Enantiomere unsymmetrische 6,12-fimakishomocubafi&®,

/
O
O/CHS
-
)
R ~

R = CH3] CH2C6H5

Abbildung 22: Bildung unsymmetrischer (oben) ungdsg@inmetrischer (unten) Tetrakishomocubane durch
Photodimerisierung unsymmetrisch substituierterr-A,4- dihydropyridiné®.

Eine von 8 angefertigte Roéntgenstrukturanalys&blildung 23 bestatigt aulerdem die
pseudoaxiale Stellung des 4-Substituenten am @hisdentrum.
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Abbildung 23: Rontgenstruktur vad) einzelnes Molekdl (links), Molekile in der Krigpackung (Mitte);
Molekulpaar (rechts).

Im 'H-NMR-Spektrum sind die Enantiomere bei Verwendutey Ublichen achiralen
Losungsmittel erwartungsgemafd nicht unterscheiddarjhre Spektren deckungsgleich
sind. Intramolekular wird hingegen durch die N&hamz Chiralitatszentrum die
magnetische Aquivalenz des MethylenprotonenpaagesEthylestergruppe voé und 8
aufgehobell. Die Ethylprotonen sind daher nicht in ein Quartehd ein Triplett
aufgespalten, sondern ergeben ein Spektrum vom ABN, welches sich imH-NMR-
Spektrum vor8 (Abbildung 20 sehr gut analysieren lasst. Das symmetrischeiplietit bei

6 =4,07 ppm stellt den AB-Teil dar und besteht lioly aus einem Quartett von
AB-Systemen, welche eine Intensitatsverteilung \08:3:1 aufweisen. Die geminale
Kopplung der Methylenprotonen lasst sich &duf 10,8 Hz, die vicinale Kopplung mit den
Protonen der Methylgruppe alif= 7,1 Hz bestimmen.

In den zum Vergleich dargestellten Pyridinghund 43 ist das C-4 nicht asymmetrisch
substituiert. Die Signale der Ethylprotonen spakenartungsgemaf nach den Regeln fir

Spektren erster Ordnung in ein Triplett und ein @aitauf.

4.2.2 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene

Anhand derH-NMR-Spektren der 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-togeene lie sich die
Verknupfung des Tetrahydropyridinringes mit demrdleydrofuran algis bestimmen, da
die Protonen H-4a und H-9a eine Kopplungskonstahtg. zwischen 7,23 und 7,81 Hz
aufweisen. Dieser Wert liegt damit in der GréRenard)y der Kopplungskonstanten
vergleichbarercis-standiger Protonen der dimeren 4-Aryl-1,4-dihygrogine vom Typ
der Tetrakishomocubatig/Abbildung 22. H-4 und H-4a sind dagegéransstandig, die
Kopplungskonstantdl,., liegt zwischen 1 und 2,5 Hz.
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8)44a =1-25Hz

84aj9a = 7,23 - 7,81 Hz

Abbildung 24: Kopplungskonstanten im RingsystenTeaahydrofluorene.

Dies zeigt, dass dgsBenzochinon bei der Bildung déséichaelAddukts @bbildung 1%

von der nicht durch den pseudoaxial orientierteBufdstituenten sterisch behinderten
Molekilseite am C-5 des Dihydropyridinringes anfjrdder anschlieRende Ringschluss
zum 1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren erfdighach durch nukleophilen Angriff
des Sauerstoffs am C-6 ebenfalls an der Rickseste Mblekilebene, woraus die

cis-Stellung der Protonen H-4a und H-9a resultiert.

4.2.3 1-Aza-9-oxafluorene

In den 'H-NMR-Spektren der 1-Aza-9-oxafluorene zeigt sich Mergleich zu den
Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorenen erwartungsgema® ®ieffeldverschiebung der Signale
der Protonen H-2, H-7 und H-8 durch die entschimeeWirkung des erweiterten,
vollstdndig aromatischen Ringsystems. Im Gegendatrz fallt auf, dass das Signal von
H-5 nur bei den 4-Methylderivatésb und 56 ins Tieffeld verschoben ist, wahrend es bei
den 4-Phenylderivate®/ und58 eine Hochfeldverschiebung erfahfiapelle 3.

Die Erklarung dafir ist in einer abschirmenden Wing des 4-Phenylsubstituenten zu
suchen. Wahrend an Aromaten gebundene Protoneruadfdes durch den Ringstrom der
n-Elektronen erzeugten Magnetfeldes entschirmt werdérkt dieses ober- und unterhalb
der Ringebene abschirméhd(Abbildung 25. Da der Phenylsubstituent in den
Tetrahydroverbindungen ahnlich wie in den 1,4-Ditoyryridinen pseudoaxial orientiert

Tabelle 4: Vergleich der chemischen Verschieburgg@pm] von H-2, H-7 und H-8 der
Tetrahydrofluoren&9-82und der korrespondierenden Fluorebe-58

79 55 80 56 81 57 82 58
H-2| 8,15 8,98 7,66 8,83 8,40 9,02 7,63 8,74
H-5 6,61-6,57% 7,53 6,62 7,56 6,73 6,28 6,66 6,46
H-7 6,61-6,57% 7,03 6,59 7,06 6,61 6,96 6,51 6,67
H-8 6,61-6,57% 7,50 6,64 7,53 6,66 7,47 6,99 7,48

* Signale sind nicht differenziert, sondern bildgin Multiplett
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ist, tritt der Abschirmeffekt bei diesen Strukturen
8, nicht auf. Aus der beobachteten Abschirmung in den
1-Aza-9-oxafluorenen lasst sich schlief3en, dass der

Phenylring beinahe senkrecht zur Ebene des planaren
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, dieser Annahme wurde mit dem Programm
RN Hyperchemunter Anwendung der semiempirischen
\: MethodeAML1 ein energieminimiertes Modell va
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Abbildung 25.: Ringstrommodell am Phenylring um 61° zur Molekulebene verdreht, H-5
Aromatert’ befindet sich somit oberhalb der Ringebene und

unterliegt dem beschriebenen abschirmenden Effekt.

Die Lage des Kernresonanzsignals phenolischer bBtygrotonen ist sehr stark vom
verwendeten Losungsmittel und der Temperatur abbfngDer Nachweis der
6-OH-Gruppen der 1-Aza-9-oxafluorers®-58 und der Tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene
79-82 erfolgte daher durch Zugabe von@und anschlieRende erneute Messung. Durch
den Austausch der Hydroxyprotonen gegen Deuterienschiwindet das entsprechende
Kernresonanzsignal ifH-NMR-Spektrum und lasst sich damit eindeutig det-Gruppe
zuordnen. ImH-NMR-Spektrum des 6-acetylierten Derivatega fehlt ebenfalls das der
6-OH-Gruppe von57 zugeordnete Signal, wodurch die Acetylierung det-Gruppe
bestatigt wird.

Abbildung 26: Energieminimiertes Modell vBn
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4.3 Versuche zur Darstellung tetrazyklischer
10-Aza-11-oxabenzo[b]fluorene
Planare tetrazyklische Verbindungen wie Elliptiaimd dessen Analoga aus der Reihe der
benzoanellierten Azacarbazolderivate weisen eiaketzytostatische Aktivitat aufgrund
ihrer DNA-interkalatorischen Eigenschaften @ufn Anlehnung an diese Strukturen sollte
der Versuch unternommen werden, benzoanelliertelo§pader 1-Aza-9-oxafluorene
darzustellen. Es wurde erwartet, dass diese 101Azaxabenzo[b]fluorene aufgrund des
vergrol3erten, planaren Ringsystems ebenfalls einéhte zytostatische Aktivitat durch
potentielle DNA-interkalatorische Eigenschaftenveeisen.

CHj CHj R
OO0 o0 TCoC
= =
H 7 N I}l (0] N
CH3 CH3
o 9l1a, R=Ph
Ellipticin v 91b, R = CHs3

Abbildung 27: Vergleich der Zielstruktur&ia, bmit Ellipticin und dem Azacarbazolderivist.

Zur Einfuhrung des zusatzliches Rings sollte atestidr 3-substituierten Pyridine Chinolin
als Ausgangsstoff fur die Darstellung der Dihydiookne 83a b eingesetzt werden.
Nachfolgend sollte untersucht werden, ob diesefabierauf dem etablierten Syntheseweg

mit p-Benzochinon zu den 10-Aza-11-oxabenzol[b]fluore®dm, b umgesetzt werden

kdnnen.
_ _ R
1. Cul
-Benzo-
X 2. CH;COCl = RMgCI pChinon
‘ R X T | ——— 9la,b
= _g° X
N THF, -8°C N N
)\ Cl - )\
0 CH, o CHs
- - 83a, R = Ph
83b, R = CH,

Abbildung 28: Geplante Darstellung der 10-Aza-11mazo[b]fluorene1a b ausgehend von Chinolin.



4 Erste 1-Aza-9-oxafluorene 31

4.3.1 Synthese der N-Acetyl-1,4-dihydrochinoline

Die N-Acetyl-1,4-dihydrochinoline 83a,b waren analog zu denN-Acetyl-
1,4-dihydropyridinen 6-9 durch Acetylierung am Ringstickstoff und nachfaide
regioselektive 4-Arylierung bzw. 4-Alkylierung mitlen entsprechenden Grignard-

reagenzien aus frisch destilliertem Chinolin ineguAusbeuten zuganglich.

Beide Dihydrochinoline wurden aus Ether kristaflisiund charakterisiert. Im Gegensatz
zu den 1,4-Dihydropyridinen sind in déH-NMR-Spektren dieser Verbindungen keine
unterschiedlichen Rotameren erkennbar; fir die ddet 2 und 8, die nahe an der

N-Acetylgruppe liegen, ist nur je ein Signal vorhand

4.3.2 Produkte der Umsetzung von 83a, b mit  p-Benzochinon

83a b wurden analog zu den 1,4-Dihydropyridinen in Dioxand 5 % Perchlorséure bei
Raumtemperatur mit einer &quimolaren MengeBenzochinon umgesetzt. Der
Reaktionsverlauf konnte per DC bis zur endgultigéitdung der Reaktionsprodukte
verfolgt werden. Nach Aufarbeitung und Charakterisng der Produkte wurden allerdings
nicht die erwarteten Zielverbindungedila b gefunden. Stattdessen wurden je zwei
Produkte isoliert, die sich als die oxidierten ésituierten Chinoline84a, b sowie die
3-Hydrochinolylchinoline86a, b identifizieren liel3en Abbildung 29. Ein Grol3teil der
N-Acetyl-1,4-dihydrochinoline wird der Zykloadditiosomit bereits durch Oxidation zu
84a, b entzogen. AufRerdem bildeB3a b offensichtlich zwar mitp-Benzochinon die
primarenMichaelAddukte 853 b, allerdings werden diese 86a b oxidiert, bevor der
Ringschluss stattfinden kann. DiN-Acetyl-1,4-dihydrochinoline sind offensichtlich
wesentlich anfalliger fur eine Oxidation als dieAcetyl-1,4-dihydropyridine6-9 und
deren primare Addukte mip-Benzochinon, die durch die erweiterten Konjugagion
moglichkeiten der 3-Carbonylgruppe stabilisiert desr. Spater synthetisierte
1,4-Dihydropyridine ohne 3-CarbonylfunktioKgpitel 5.1.) erwiesen sich ebenfalls als
stark oxidationsempfindlich.

Im 'H-NMR-Spektrum sind 86a b durch das Auftreten zweier Peaks fur die
Hydroxygruppen charakterisiert. Auf3erdem ist dagmdi des 5-H vor86a (7,59 ppm),
verglichen mit86b (8,03 ppm), deutlich ins Hochfeld verschoben, aaslog zu den
1-Aza-9-oxafluorene®7 und 58 durch die abschirmende Wirkung des zur Moleklleben
verdrehten 4-Phenylrings bedingt ist. Die Struktuven 86a b wurden zuséatzlich durch

Acetylierung der Hydroxygruppen 8Ya, b bestéatigt.
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R OH R
p-Benzo-
chinon
| —
N Dioxan
HCIO _
A T
(@) CHs
83a, R=Ph
83b, R = CHj3 L

HClo, ’

Abbildung 29: Produkte der Umsetzung \&8a, bmit p-Benzochinon.

Bei der Umsetzung voB3a wurde zusatzlich das Nebenprod@t als Benzoxepin, ein
Additionsprodukt ausp-Benzochinon und zwei Moleklle®3a identifiziert. Unter
Saureeinwirkung wird aus83a das desacetylierte 4-Phenyl-1,4-dihydrochinoB8
gebildet. Durch Angriff des C-3 voBi3a an 88 entsteht die OctahydroverbinduBg, die
danach durch udberschiussigesBenzochinon zu90 oxidiert wird. Aufgrund seiner
Oxidationsempfindlichkeit is89 sehr instabil und konnte lediglich massenspekttosod
(EI-MS: m/z: 564 [M]) nachgewiesen werden. Die Verknipfung des Tettadohinolins
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mit dem Oxepinring konnte aufgrund der kleinen Klapgskonstanter’§.:»< 1 Hz) des
H-6a mit dem H-17b al$rans bestimmt werden. Die Protonen H-6a und H-6 weisen
ebenfalls einérans-Kopplung Je.= 1,2 Hz) auf.

Der Angriff desp-Benzochinons erfolgte somit an der sterisch ungighien Rickseite,
der Angriff des C-3 von88 an der Vorderseite des 1,4-Dihydrochinoli@8a. Die
Tatsache, dass die Tetrahydropartialstruktur \@h nicht oxidiert wurde, bestatigt
ebenfalls dietrans-Verknipfung, da dagp-Benzochinon sterisch daran gehindert wird,

nach Uberlagerung mit der TetrahydropartialstrukisrOxidationsmittel zu wirken.

Es konnte gezeigt werden, dass die 4-substituidik&cetyl-1,4-dihydrochinoline ein
anderes Reaktionsverhalten aufweisen als biécetyl-1,4-dihydropyridine. Eine
VergrolBerung des aromatischen Ringsystems erfordit eine veranderte
Synthesestrategie. Da das Augenmerk zu diesem ubéitpbereits auf der CDK-
inhibitorischen Wirksamkeit der 1-Aza-9-oxafluorelag (sieheKapitel 4.4.3, wurde das
Ziel, durch Strukturvariation interkalatorisch wsdme 1-Aza-9-oxafluorene zu finden, im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
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4.4 Biologische Evaluierung der 1-Aza-9-oxafluorene

4.4.1 Untersuchung der zytostatischen Aktivitat im N Cl-Antitumor-Screen

Die 1-Aza-9-oxafluoren&5-58 wurden beimNational Cancer Institut¢éNCI) in Bethesda,
USA, auf ihre zytostatische Aktivitat getestet. D&CI setzt seit 1991 einen
umfangreichen, standardisierten Antitumor-Screan am neue potentielle Zytostatika
schnell an einem breiten, reprasentativen SpektromKrebszelllinien auf ihre Aktivitét
hin zu untersuchen. Dieser Screen ermoéglicht eiflgeraeine Abschéatzung der
zytostatischen Wirksamkeit und gibt bereits Hinwesaif eine Selektivitat fur bestimmte
Tumortyper'.

4.4.1.1 Ergebnisse des Pre-Screenings

Um inaktive Verbindungen noch vor dem eigentlicl@&areen zu erkennen, werden neue
Testkandidaten zunachst an den Zelllinien NCI-Hd6ihge), MCF7 (Brust) und SF-268
(ZNS) bei einer Konzentration von 1M auf ihre zytostatische Aktivitat getestet.
Substanzen, welche das Wachstum mindestens eesgrdirei Zelllinien auf 32 % oder
weniger reduzieren kdnnen, rechtfertigen eine gemaCharakterisierung im kompletten
Antitumor-Screen. Mit dieser Methode kénnen nacltsgage des NCI 95 % der aktiven
Verbindungen identifiziert werdéh 55, 57 und 58 qualifizierten sich demnach fur den
kompletten NCI-Screen56 wies hingegen ebenso wie das an der 6-Hydroxygrupp
acetylierte Derivab7a keine ausreichende Aktivitat ali6é und 57a wurden daher nicht

im vollstandigen Screen untersucht.

Tabelle 5:  Wachstum der Zelllinien nach 48 h Inkidramit den Testverbindungen [%]
negative Werte weisen auf eine zytotoxische Wirkimg

NCI-H460 MCF7 SF-268 | nStung des
55 80 46 31 aktiv
56 33 39 39 nicht aktiv
57 5 14 1 aktiv
58 33 a1 26 aktiv
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4.4.1.2 Ergebnisse des NCI-Antitumor-Screens

NCI-Amtior-Screen 60 humane

Krebszelllinien. Alle Substanzen wurden in einenmffZehnerpotenzen umfassenden

Zum Zeitpunkt dieser Arbeiten umfasste der

Konzentrationsbereich (£0bis 10° M) an allen Zelllinien getestet. Die Quantifiziagu
der zytostatischen oder zytotoxischen Aktivitatokyte mittels eines Sulforhodamin-B-
Assays. Die verwendeten Zelllinien und die Testméith werden in Veroffentlichungen
des NCI ausfiihrlich beschrielsérf>

Aus den im Screen ermittelten Daten werden vom WNljede der 60 Zelllinien die
Kennwerte G (Verringerung des Zellwachstums auf 50 %), TGlaf® Unterbindung
des Zellwachstums) und &L (Zelliberlebensrate von 50 %) errechnet. Um eine
Vergleichbarkeit zwischen den Testverbindungen madglichen, wird zusatzlich fur
jeden der drei Kennwerte der MG_MID als Mittelweler log-Werte berechnet. Nicht
sensitive Zelllinien gehen bei der Berechnung d€3 MID mit der hdchsten getesteten

Substanzkonzentration (in diesem Fall&)I€In.

Die drei
Inhibitionsprofil auf. Wahrend5 auf nur 23 der 60 Zelllinien antiproliferativ. wirk
hemmerb7 und58 49 bzw. 58 der 60 Zelllinien im Wachstum. Die By-Werte sind fur

getesteten Substanzen weisen auf deg-Ebkne ein differenziertes

die sensitivsten Zelllinien im Vergleich zum MG_MIib Tabelle 6aufgefihrt. Auf der
TGI- und LGyEbene weisen die 1-Aza-9-oxafluorene hingegen vmemig oder keine

Aktivitat auf (Daten im Anhang).

Tabelle 6: log G,-Werte der sensitivsten Zelllinien
RPMI- NCI/ADR-
MG_MID [ IGROVI |SNB-75 |MOLT-4 8226 KM12 RES
55 -4,12 -4,06 -4,59 -4,32 > -4 -4,15 -4,38
57 -4,52 -5,60 -4,78 -5,13 -5,06 -5,29 -5,32
58 -4,53 -5,30 -5,59 -4,72 -4,73 -4,39 -4,71

Die Ergebnisse zeigen, dass der 4-Phenylsubstitaesentlich zur antiproliferativen
Wirksamkeit der 1-Aza-9-oxafluorene beitragt, da daMethylderivat56 bereits beim
Pre-Screen als inaktiv bewertet wurde und der @eald-Ethylester55 mit einem
MG_MID von -4,12 nur sehr schwach wirksam ist, veittt die 4-Phenylderivate im
Vergleich mit -4,52 %7) und -4,53 %8) eine deutlich erhdhte zytostatische Wirksamkeit

aufweisen.
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4.4.1.3 COMPARE-Analyse des mean graph

Das NCI bereitet die log @Werte zusatzlich in Form des sogenannteean graph
graphisch au®. Dazu werden alle log @tWerte als positive oder negative Abweichung
vom Mittelwert, welcher dem MG_MID entspricht, aafgagen. Demean graphstellt
einen ,Fingerabdruck” der getesteten Verbindunger, caus dem sich wertvolle
Informationen ableiten lassen. Wahrend die einzeldk,-Werte lediglich ein Mal3 fur die
zytostatische oder zytotoxische Wirksamkeit in @atsprechenden Zelllinien darstellen,
enthdlt das Muster aller 60 {Werte einer Verbindung Informationen dber ihre

molekularen Targets und die Wirk- und Resistenzraeisimef.

Zur Analyse desnean graphwurde vom NCI der COMPARE-AIlgorithmus entwickelt.
COMPARE ist ein Mustererkennungsalgorithmus, der ehean grapheiner beliebigen
Substanz mit demean graphsller Substanzen in den Datenbanken des NCI kentrel
und eine Rangliste nach dem Grad der Ahnlichkeitei?®. COMPARE ermittelt dazu

den Pearson'schen Korrelationskoeffizienten (PC@)Werten von -1,0 fur keinerlei

Panel/Cell Line Log,, G150 GIsO Panel/Cell Line Log,, GI50 GI50
Leukemia Leukemia
CCRF-CEM 479 - CCRF-CEM 435 -
HL-60(TB) -4.84 o HL-60(TB) -4.43 b
K-562 475 - K-562 -4.38 =
MOLT-4 513 [ MOLT-4 472 -
RPMI-8226 -5.06 el RPMi-8226 473 -
SR -4.65 SR 448
Non-Small Cell Lung Cancer Non-Small Cell Lung Cancer
AS49/ATCC 449 AS49/ATCC 433 -
EKVX 424 = EKVX -4.62 r
HOP-92 -4.79 - HOP-92 474 =
NCI-H226 449 NCI-H226 445
NCI-H23 -4.49 NCI-H23 434 -
NCI-H322M > -4.00 — NCI-H322M 446
NCI-H460 -4.88 f— NCI-H460 447
Colon Cancer Colon Cancer
COLO 205 -4.55 COLO 205 452
HCC-2998 400 — HCC-2998 442 L
HCT-116 4.24 - HCT-116 -4.24 -
HCT-15 4.57 HCT-15 424 -
HT29 415 — HT29 -4.02 —
KM12 529 ma——— KMI2 -4.39 -
SW-620 > -4.00 — SW-620 > 400 —
CNS Cancer CNS Cancer
SF-268 453 SF-268 -4.56
SE-295 443 L SF-295 452
SF-539 -4.76 = SF-539 -4.82 =
SNB-19 428 = SNB-19 443 L
SNB-75 478 |l SNB-75 -5.59 —
U251 435 - u2s1 428 -
Melanoma Melanonia
LOX IMVI -4.67 = LOX IMVI -4.00 s
MALME-3M 4.64 " MALME-3M 481 -
Mi4 -4.09 — M4 > -4.00 —
SK-MEL-2 -4.82 - SK-MEL-2 -4.65 r
SK-MEL-28 444 SK-MEL-28 -4.76 -
SK-MEL-5 453 SK-MEL-S -4.65 o
UACC-257 > -4.00 — UACC-257 -4.19 -
UACC-62 -4.89 f— UACC-62 469 =
Ovarian Cancer Ovarian Cancer
IGROV1 -5.60 [rm— IGROV1 -5.30 re—
OVCAR-3 > -4.00 — OVCAR-3 476 -
OVCAR-4 4.61 r OVCAR-4 482 e
OVCAR-S > 400 — OVCAR-5 -4.15 -
OVCAR-§ -4.90 o OVCAR-8 -4.53
SK-OV-3 -4.80 - SK-OV-3 -4.85 o
Renal Cancer Renal Cancer
786-0 423 - 786-0 441
A498 > -4.00 — A498 -4.76 -
ACHN 4.68 - ACHN -4.68 o
CAKI-1 400 — CAKI-1 453
RXF 393 439 L RXF 393 -4.60
SNI2C 4.4 " SNI2C 435 -
TK-10 4.00 — TK-10 454
Prostate Cancer Prostate Cancer
PC-3 474 - PC-3 4.67 -
DU-145 > 400 e DU-145 449
Breast Cancer Breast Cancer
MCF7 435 = MCF7 432 -
NCVADR-RES 532 r— NCI/ADR-RES 47
MDA-MB-231/ATCC 477 = MDA-MB-231/ATCC -4.60
HS 578T -4.69 = HS 578T -4.85 fum
MDA-MB-435 “4n = MDA-MB-435 419 -
MDA-N -4.28 - MDA-N 4.40 L
T47D > 400 — T-47D 497 [
MG_MID 452 MG_MID 453
Delta 108 — Delta 1.06 —
Range 1.60 ——— Range 1.59 ———
L | | I | L I | | 1 J
3 +2 1 0 -1 2 3 +3 +2 1 0 1 3

Abbildung 30: Gd,-mean-graphs der Verbindung®ii (links) und58 (rechts).
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Ahnlichkeit bis 1,0 fir absolute UbereinstimmungeriNutzen von COMPARE besteht
darin, dass chemisch verschiedene Substanzen mitlictédm biochemischem
Wirkmechanismus identifiziert werden kdnnen, auadnmw das molekulare Target an sich
unbekannt it. Koeffizienten mit Werten > 0,6 weisen auf Gemaimkeiten beim

Wirkmechanismus der verglichenen Substanzefi.hin

COMPARE ist als Java-Applet auf der Internetseitss NCP* frei zugéanglich. Als
Ausgangspunkt der Suche wurden digs®Verte von58, der Substanz mit dem besten
MG_MID, in die Eingabemaske des Applets eingetraghls Vergleichsdatenbanken
wurden diestandard agents databgseine Sammlung von 555 bekannten Zytostatika, und
die synthetics databaseine Datenbank, die zu diesem Zeitpunkt etwa @3@dn NCI im
Antitumor-Screen getestete Verbindungen umfé&ssdarchsucht. COMPARE lieferte die
Ergebnisse in Form nach Hohe des PCC sortierteglRtan {Tabelle J. Da der beste
PCC derstandard agents databaseir 0,503 betrug, wurden diese Ergebnisse nichémah
untersucht. Die 5 besten Treffer in dgnthetics databasgiesen hingegen alle einen PCC

von > 0,6 auf.

Tabelle 7: Ergebnisse der COMPARE-Analyse

synthetics database standard agents database
NCI-Nummer PCC NCI-Nummer PCC
NSC 675799 0,687 NSC 366241 0,503
NSC 634793 0,650 NSC 267213 0,469
NSC 692368 0,638 NSC 226080 0,429
NSC 627746 0,638 NSC 602668 0,423
NSC 691827 0,638 NSC 73754 0,423
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Abbildung 31: Verbindungen mit den hochsten PCC-®verin der COMPARE-Analyse der
,Synthetics database".

Fur das 7-Hydroxycumarinderivat NSC 675799 und3jasbstituierte Indol NSC 691827
werden in den zugehorigen Veroffentlichungen kefrgaben zum Mechanismus der
zytostatischen Wirksamkeit gemacht. NSC 634793 dehd einer Serie zytostatisch
aktiver 3,5-Bisaryliden-1-methyl-4-piperidone, fitie DNA-bindende Eigenschaften
beschrieben wurdétf® NSC 692368 ist ein Indolo[2,3a]carbazolglykosits aler Klasse
der Rebeccamycine. Verbindungen dieser Stoffklaggeden als DNA-Interkalatoren,
Topoisomeraseinhibitoren und Inhibitoren der Pritigiase C beschrieb®n Aus dieser
Gruppe und den mit ihnen strukturell eng verwandteaolo[2,3-a]pyrrolo[3,4-c]carb-
azolen und Bisindolylmaleinimiden stammen eine gaReihe potenter, unspezifischer
Kinaseinhibitoren wie Staurosporin oder UCN-01 IfsiKapitel 2.1.1.3°32% NSC 627746
ist Teil einer Gruppe zytostatisch aktiver 9-Amirgthyl-10-methylacridinium-Derivaté
Auch diese Stoffklasse zahlt zu den DNA-Interkaiend.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden mogliche DNA-bmike und kinaseinhibitorische
Eigenschaften als Mechanismen der zytostatischetwitéit der 1-Aza-9-oxafluorene

untersucht.



4 Erste 1-Aza-9-oxafluorene 39

4.4.2 Untersuchung auf DNA-bindende Eigenschaften im Ethidiumbromid-
Verdrangungs-Assay

Um neue Verbindungen auf ihre DNA-Bindungseigentehazu untersuchen, bieten sich
zunachst optische Methoden aufgrund ihrer einfactirchfihrbarkeit afi. Als
Standardmethode fur eine erste Evaluierung poteEmti®NA-Liganden hat sich der
Ethidiumbromid-Verdrangungs-Assay etablieft’¢ Ethidiumbromid, ein Farbstoff, der
seit den 50er Jahren zur Bekdmpfung von Tryposamektionen bei Rindern eingesetzt
wird, bildet durch Interkalation in die Nukleins@ar einen Komplex, dessen
Fluoreszenzintensitat jene der freien SubstanziarWielfaches tUbertrifff. In Gegenwart
anderer DNA-Liganden wird Ethidiumbromid kompetiaus diesem Komplex verdrangt.
Die Substanzkonzentration, die zu einer Verringgrdar Fluoreszenzintensitat um 50 %
fuhrt, ist als g definiert und ist indirekt proportional zur scheamen Bindungskonstante
Kapp der untersuchten Substanz. KleineggWerte weisen somit auf eine héhere DNA-
Affinitat hin’®,

Der Assay wurde nach LiteraturangaBefiir die im NCI-Screen zytostatisch aktiven
Substanze®5, 57 und 58 durchgeflihrt. Als Positivkontrolle wurde der DNAtérkalator
Ellipticin verwendet. Die Ergebnisse sindAbbildung 33dargestellt.

CHs

CHj

Ethidiumbromid Ellipticin

Abbildung 32: Strukturen der im  Ethidiumbromid-Veidgungs-Assay
verwendeten DNA-Interkalatoren.
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Abbildung 33: Ergebnisse des Ethidiumbromid-Verdrirgs-Assays.

Wahrend Ellipticin die Fluoreszenzintensitat in iiestimmung mit den Literatur-
angabef? bereits bei einer Konzentration von 6,5 uM auPbQ@erringerte, waren bé&is,

57 und 58 lediglich Schwankungen im Rahmen der Messgenaitigkhend
Verdunnungseffekte durch das zugesetzte Volumen Tastiésungen zu beobachten.
DNA-bindende Eigenschaften konnten fir die untdmterc 1-Aza-9-oxafluorene somit
ausgeschlossen werden.

Grunde fiur die fehlenden DNA-Bindungseigenschaferd darin zu suchen, dass die
strukturellen Voraussetzungen fir DNA-Interkalatgreein planares, carbo- oder
heterocyclisches Ringsystem mit basischem Chargkten den 1-Aza-9-oxafluorenen
55-58 nur zum Teil erflllt werden. Zwar besitzen sie di&s DNA-Interkalation notige
planar-aromatische Ringsystem und weisen durch dingstickstoff basische
Eigenschaften auf, jedoch ist die Basizitdt deskStoffs aufgrund der vinylogen
Amidpartialstruktur, die sich durch die 3-Carbonylktion ergibt, als gering
einzuschatzen. Auch die Anforderungen amnor-groovebindende DNA-Liganden,
welche meist eine flexible Seitenkette mit einenarternaren oder leicht protonierbaren
Stickstoff besitzefi, werden nicht erfillt.
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4.4.3 CDK-inhibitorische Eigenschaften der 1-Aza-9-0  xafluorene

Nachdem fur die 1-Aza-9-oxafluorene keine DNA-binden Eigenschaften nachweisbar
waren, wurden die Verbindungen aufgrund des Ergsbsi der COMPARE-Analyse, in
der neben DNA-Interkalatoren der Kinaseinhibitor ONG®2368 als Substanz mit dem
dritthéchsten PCC ermittelt wurd&dpitel 4.4.1.3, auf ihre Fahigkeit zur Inhibition von

Proteinkinasen untersucht.

Die Verbindungerb5-58wurden antCentre National de la Recherche ScientifiG&RS,
Roscoff, Frankreich) an der fur den Zellzyklus wiighn CDK1 getestetT@belle §.
Sowohl die 4-Methylverbindungesb und56, als auch das 6-acetylie@aerwiesen sich
dabei als inaktiv, die 4-Phenylverbindung&n und 58 wurden hingegen als Inhibitoren
von CDK1/Cyclin B identifiziert. Um die Selektivitdinnerhalbo der CDK-Familie
abzuklaren, wurden alle Verbindungen zusatzlicicBxx2, 4, 5, und GSK{8getestet. Im
Vergleich mit anderen CDK1-Inhibitoren wie Kenpauf® und Flavopirido®® sind57 und
58 zwar schwachere Inhibitoren der CDK1, weisen abeerhalb der CDK-Familie eine
gewisse Selektivitat fir CDK1 neben einer deutbchwacheren Wirkung fir CDK5/p25
auf. Diese Praferenz fir CDK1 gegeniber CDK2 undt4urchaus bemerkenswert, da

bisher nur wenige Inhibitoren mit CDK1-Selektiviti#schrieben wurdén

Tabelle 8: CDK-inhibitorische Eigenschaften der 2a/-oxafluorene, 16 [1M]

CDK1/B |CDK2/A |CDK4/D CDK5/p25 GSK-3p | MG_MID
Flavopiridol ¢| 0,2-0,4 0,1 0,4 0,17 - 0,45 -7,2
Kenpaullon® 0,4 0,68 > 100 0,85 - 0,02 -4,3
55 > 100 > 100 > 100 a 3 o > 100 -4,1
56 > 100 > 100 > 100 -2 10 %' > 100 b
57 28,8 > 100 > 100 -2 6 o > 100 -4,5
58 4,2 > 100 > 100 47,4 15% | > 100 -4,5
57a > 100 2 -2 -2 n.a¢ > 100 b

2 |Cs-Werte wurden nicht bestimmt
P Substanz qualifizierte sich nicht fiir den NCI-Antior-Screen
¢ Daten aus der Literatd*°
49 Inhibition bei 10 uM

€ nicht aktiv
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45 Zwischenfazit

Im ersten Teil der Arbeit ist es gelungen, eingeelSerie neuartiger 3,4-substituierter
6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene darzustellen. Die bffiedungen wurden als eine neue
Klasse zytostatisch aktiver Verbindungen idengdizi als deren Wirkungsmechanismus
Uberraschend eine selektive Inhibition der am Xkllrs beteiligten CDK1 gefunden

wurde. DNA-interkalatorische Eigenschaften, die st vermutet wurden, konnten

ausgeschlossen werden.

Sowohl im NCI-Antitumor-Screen als auch bei der CD&stung erwiesen sich die
4-Methylverbindunge®5 und56 sowie das 6-acetylierte Derivafaals nur sehr schwach
wirksam bis wirkungslos. Im Umkehrschluss bededtes, dass der 4-Phenylsubstituent
und die 6-Hydroxygruppe wichtige Strukturmerkmale diie biologische Wirksamkeit der
1-Aza-9-oxafluorene darstellen. Diese Beobachtuefgtam Einklang mit der Tatsache,
dass CDK-Inhibitoren hauptsachlich durch hydrophobechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen an die ATP-Bindungsrediinden. Im Falle der 1-Aza-
9-oxafluorene stellt der 4-Phenylring demnach velictu eine fur die Bindung wichtige
hydrophobe Molekildomane dar, wahrend die 6-Hydgoxype als H-Briickendonator

und die 3-Carbonylfunktion als H-Brickenakzeptordieren.

In den sich anschlieBenden Arbeiten sollten weitéeetreter dieser Verbindungsklasse
unter Beibehaltung der fur die Wirksamkeit notig&trukturmerkmale an mehreren
Positionen variiert werden, um Struktur-Wirkungdbaangen ableiten und die Richtung

fur kinftige strukturelle Modifikationen vorgebeun k6nnen.
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5 Strukturell variierte 1-Aza-9-oxafluorene

5.1 Synthese der Verbindungen

5.1.1 Variation des 3-Substituenten

Im zweiten Teil der synthetischen Arbeiten solltas dSubstitutionsmuster der 1-Aza-
9-oxafluorene variiert werden. Das Hauptaugenmexk zunachst auf der Einflhrung
verschiedener elektronenschiebender und -zieheépdlestituenten an Position 3, um die
Maglichkeiten der Bildung von Wasserstoffbriickerd ufie Basizitdt des Ringstickstoffs
zu verandern. Grundsatzlich folgte die Darstellad®y neuen Verbindungen der 4nl
beschriebenen Strategie. Die Vorgehensweisen zurstélang der einzelnen

Verbindungsgruppen sowie deren Charakterisierungeveim Folgenden dargelegt.

Tabelle 9: Substitutionsmuster der in 5.1.1 dardlsteVerbindungen

Verbindung R
10 | 27 - 59 -COOCH
11 - 45 | 60 -CH
12 | 29 | 46| 61 -OCH
13 | 30| 47| 62 -OGHs
14 | 31 48| 63 -OBn
- - - 64 -OH
- 25 | 49 | 65 -Br
- 26 | 50 | 66 -Cl
15| 28| 51| 67 -CON(CH).
- - - 68 -CONHCHj,
- - - 69 -CONH;

R R _~_R HO
(] [ g
N N N
ch/go o/go

10-15 25-31 45-51 59-69
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5.1.1.1 3-Methyl-, 3,6-Dihydroxy- und 3-Alkyloxyderi  vate

5.1.1.1.1 Synthese der Pyridingrundkérper

Zur Synthese des geplanten 3,6-Dihydroxy-1-aza#toearens64 musste zunachst das als
Ausgangsstoff verwendete 3-Hydroxypyridin mit ei@hutzgruppe versehen werden, da
das azide Proton der 3-Hydroxygruppe andernfalislo/orzugten Angriffspunkt bei der
Umsetzung mit einer Grignardverbindung darstellémd&. Als Schutzgruppe wurde eine
Benzylgruppe gewahlt, da diese zum einen sehr tleicbder entfernbar ist und zum
anderen die Gruppe der 3-Alkyloxyderivate durch derluminésen 3-Benzyloxy-
substituenten 63 sinnvoll erweitert wird. Die Darstellung von 3-Bstoxypyridin (2)
gelang nach Literaturvorgab®n durch Umsetzung von 3-Hydroxypyridin = mit
Benzylchlorid in THF unter Phasentransferbedingand@®e Ausbeute entsprach mit 59 %
den Literaturvorgaben. Unter den gleichen Bedingangonnte unter Verwendung von

Ethylbromid auch 3-Ethoxypyridirl] mit einer Ausbeute von 78 % erhalten werden.

OH OR
| N RX, KOH | N
N n-Bu,NBr, THF N
1 R= CzH5 m|t X =Br

2 R= CH2C6H5 mit X = Cl

Abbildung 34: Alkylierung von 3-Hydroxypyridin.

5.1.1.1.2 Darstellung der 1,4-Dihydropyridine 11-14

Die 3-Alkyloxy-1,4-dihydropyridinel2-14und das 3-Methylderivdtl konnten analog zu
der inKapitel 4.1.1beschriebenen Vorgehensweise synthetisiert wedlaneichend von
den Umsetzungen mit Ethylnikotinat und 3-Acetylpymi weist das intermediar durch die
N-Acetylierung der 3-Alkyloxypyridine gebildete Pgimiumsalz eine dunkelrote Farbe
auf, die nach der 4-Arylierung mit Phenylmagnesibioid wieder verschwindet. Durch
diese optische Indikation des Reaktionsverlaufankaer Grignard im Uberschuss exakt
bis zur vollstandigen Umsetzung der PyridiniumzWweststufe zugegeben werden. Das
Mengenverhaltnis der gebildeten 4- und 6-phengrertProdukte ist bei diesen
Verbindungen von der Temperatur wahrend der ZugkdseGrignards abhangig. Um die
Regioselektivitat der Grignardreaktion fur Positidrhoch zu halten, erwies es sich als
vorteilhaft, die Temperatur auf -20 °C zu senkehx14lie3en sich nach Aufarbeitung der

Ansatze leicht aus Methanol kristallisieren, erwiessich aber im Gegensatz zu den
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Dihydropyridinen mit 3-Carbonylfunktion6-9 als sehr oxidationsempfindlich. Eine
Lagerung bei Raumtemperatur fuhrte innerhalb wersgenden zur kompletten Oxidation
zu den entsprechenden Pyridiné®-48 Durch Aufbewahrung bei tiefen Temperaturen
unter einer Argonatmosphare blieben die Dihydrajige dagegen Uber den gesamten
Zeitraum dieser Arbeiten stabil. Die starke Oxidasanfalligkeit lasst sich mit der durch
den elektronenschiebenden Effekt des 3-Substitneetddhten Elektronendichte im
Dihydropyridinring erklaren. Zusatzlich fehlen imekgleich zu6-9 die stabilisierenden
Moglichkeiten zur Mesomerie durch die fehlende 3bOaylfunktion. Diese
elektronischen Effekte haben aul’erdem einen bem®siarten Einfluss auf das
Erscheinungsbild détH-NMR-Spektren der Verbindungen. Wee9 sind 11-14 durch die
Existenz von Rotameren gekennzeichnet (si€bpitel 4.1.). Durch den Wegfall der
vinylogen Amidpartialstruktur besitzt die N-C-Binuy derN-Acetylgruppe inl1-14einen
hoéheren Doppelbindungscharakter ali8, was in einer reduzierten Beweglichkeit der
N-Acetylgruppe resultiert. Die vom Abschirmeffekt rd€arbonylgruppe betroffenen
Protonen ergeben daher ith-NMR-Spektrum statt der breiten unscharfen Singile
deutlich differenzierte Multipletts. Durch die sctegie Trennung der Signale sind auch die
Signale des 3-Substituenten und NefAcetylgruppe deutlich in zwei Peaks aufgespalten.
Abbildung 35zeigt beispielhaft da$i-NMR-Spektrum vorl4. Besonders charakteristisch

[
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Abbildung 35:*H-NMR-Spektrum vori4 in CDCk; die AB-Systeme der Methylenprotonen der E- und
Z-Formen sind vergréRert dargestellt.
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fur die N-Acetyl-1,4-dihydropyridine ohne 3-Carbonylfunktiomst das zweifach
vorhandene Doppeldublett von H-%4( 5,15 und 5,07 ppm). Die Methylenprotonen der
3-Benzylgruppe der Rotameren vdidt ergeben zwei AB-Systeme, die nach ihrer
Integralh6he den Rotameren zugeordnet werden kémadderdem sind die AB-Systeme
der Rotameren unterschiedlich charakterisiert. ®trafgt die geminale Kopplungs-
konstante der Methylenprotonen bei der Z-Fédak = 11,9 Hz und das AB-System ist
breiter ¢ = 0,10 ppm ) als das der E-Formd(= 0,07 ppm32Jys = 11,8 Hz).

5.1.1.1.3 Zykloaddition zu den 1-Aza-9-oxafluorenen  60-63

Die erhohte Oxidationsempfindlichkeit vdri-14 fuhrte zu Verédnderungen beim Ablauf
der Zykloaddition. Im Gegensatz zu den 1,4-Dihygrapnen mit 3-Carbonylfunktion
werdenll-14im sauren Milieu durchp-Benzochinon sehr schnell oxidiert. Zwar gelingt
die Zykloaddition mitp-Benzochinon grundsatzlich, der grof3te Teil degyesetzten
Dihydropyridins wird der Zyklisierung jedoch durce bevorzugt ablaufende Oxidation
entzogen. Die Dihydropyridine waren in der Regeklis nach 24 Stunden vollstandig zu
den Endprodukten umgesetzt, eine Zugabe von zigtal p-Benzochinon war nicht
notig. Auch konnten keine Zwischenstufen der Zy&tisng isoliert oder dinnschicht-
chromatographisch beobachtet werden, was auf ebenfals deutlich erleichterte
Oxidation der Zwischenverbindungen hinweist. Dasthylielerivat 60 konnte mit einer
Ausbeute von etwa 10 % gewonnen werden, die Aushedér Zykloaddition z%1-63
fielen aufgrund der deutlich starker ausgepragterdd&@onsempfindlichkeit vorl2-14

sehr gering aus.

5.1.1.1.4 Debenzylierung von 63 zu 64

Durch hydrogenolytische Abspaltung des BenzylrestésWasserstoff an Pd/Kohle bei
Normaldruck konnte63 problemlos innerhalb von zwei Stunden quantitativm

3,6-Dihydroxy-4-phenyl-1-aza-9-oxafluoréd umgesetzt werden.

HO ‘ N OBn H,, Pd/C HO | N OH
—_—
O = O =
0 N Methanol 0 N

63 64

Abbildung 36: Debenzylierung v@&3.
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5.1.1.2 Versuche zur Verbesserung der Ausbeuten durc  h Darstellung von
N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridinen
Um die Ausbeuten der Zykloaddition zu verbesserorde versucht, die Oxidations-
empfindlichkeit der 1,4-Dihydropyridine durch Eihfiung andereilN-Acylreste, welche
den Dihydropyridinring durch erweiterte Konjugatsomdglichkeiten tber einen groReren
Molekilrest gegen Oxidation stabilisieren kdnnem,senken.Cominshatte bereits den
Einfluss verschiedener Saurechloride auf die Refpésvitdt und die Ausbeuten der
Grignardaddition untersucht Bei Verwendung von Pivaloylchlorid wurde nach Zhg
von Phenylmagnesiumchlorid lediglich die BildungnvieButylphenylketon beobachtet,
eine Bildung des Pyridiniumsalzes fand nicht staie Verwendung von
Ethylchloroformiat fuhrte zwar zur Bildung der gewgichten N-Ethoxycarbonyl-
1,4-dihydropyridine, allerdings waren die Ausbeuterd Regioselektivitdt der Reaktion
unbefriedigend. Als Saurechlorid der Wahl fa@@dmins Phenylchloroformiat, da die
entsprechenderN-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine in Ausbeuteanviber 80 %
erhalten wurden und eine stark erhdhte Stabiliégeguber der Oxidation aufwiesérkin
Grof3teil der in5.1.1 und 5.1.2 benotigten Dihydropyridine wurde daher versuchseei
zusatzlich aldN-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine dargestellie Ausbeuten dieser
Synthesen Ubertrafen in der Regel 80 % und ermicim Einzelfall Gber 90 %. Alle
N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine erwiesen sath sehr leicht handhabbar, da sie
sehr gut aus Methanol kristallisieren und deraitatonsstabil sind, dass sie auch bei
Raumtemperatur ohne Schutzatmosphére gelagert nvek@ienen. Allerdings erwiesen
sich die N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine als ungeeignatisgangsstoffe fur die
Zykloaddition. Einzig die Darstellung der 3-halogeten Verbindunge®5 und66 gelang
aus 25 und 26. Zwar wurden aucl25 und 26 zu einem Grof3teil durcp-Benzochinon
oxidiert, jedoch erstreckte sich dieser Prozess ébeen Zeitraum von mehreren Tagen
und ergab die 1-Aza-9-oxafluore6® und 66 in Ausbeuten von nahezu 21 % bzw. 17 %.
Die 3-Alkyloxyverbindunger29-31 wurden hingegen durgitBenzochinon vollstandig zu
den entsprechenden Pyridind2-14 oxidiert; Produkte der angestrebten Zykloaddition
konnten nicht gefunden werden. Die 3-Carbonylvetbimgen waren zwar gegen die
Oxidation durchp-Benzochinon stabil, ergaben allerdings unidendéflzare, mit den
verwendeten Methoden nicht trennbare Gemische dischar Substanzen. Mit hohem
Aufwand konnten aus diesen Gemischen zwar Spuren eieinschten 1-Aza-
9-oxafluorene isoliert werden, die Ausbeuten lag#erdings weit unter 1 % und damit
deutlich unter den mit deN-Acetyl-1,4-dihydropyridinen erzielten. Es wurdersecht,

durch Zugabe eines zwei- oder mehrfachen Uberselussnp-Benzochinon zu diesen
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Ansétzen bessere Ergebnisse der Zykloaddition zielen. Dabei wurde die massive
Bildung eines unerwtinschten Hauptproduktes beobgchtas nach Isolierung als
Dibenzo[d,d"lbenzo[1,2-b;4,5-b"ldifuran-2,8-dio®1), ein Polymerisierungsprodukt aus
drei Molekllenp-Benzochinon, identifiziert wurde. Die Bildung v@i wurde bereits als
ein Produkt der Polymerisierung vomBenzochinon unter schwefelsaurer Katalyse
beschriebefi.

0(1 Dioxan/Hclo, 1O Q 0 O O
@] (@] OH

91

Abbildung 37: Polymerisierung von p-Benzochinon ioXan mit HCIQ.

5.1.1.3 Synthese der Amide 67-69

Zunachst wurde versucht, das Dimethylam&¥ durch Zykloaddition aus den
entsprechendenN-Acetyl- bzw. N-Phenoxycarbonyl-dihydropyridinenl5 und 28
darzustellen. Allerdings konnte als Produkt der Bimsng nur das Oxidationsprodukt
N,N-Dimethyl-4-phenylnikotinsdureamid4¢) gefunden werden. Erfolgversprechender
schien eine Amidierung des bereits vorhandenen h@kgdters 57 mit Ammoniak,
Methylamin bzw. Dimethylamin. Versuchsweise wurdekdtinsdureethylester zu
Nikotinsaureamid 5), -methylamid 4) und -dimethylamid ) umgesetzt. Diese
Reaktionen waren nach wenigen Tagen nahezu quanttageschlosse7 wurde daher
unter gleichen Bedingungen umgeseé&tkonnte bereits nach 4 Tagen in einer Ausbeute
von 65 % isoliert werden. Die Umsetzungen6zuund 69 erstreckten sich Gber mehrere

Wochen und ergaben befriedigende Ausbeuten vom8218 %.

57 67 R= N(CH3)2
68 R = NHCH;
69 R =NH,

Abbildung 38: Darstellung der Amid&/-69 aus57.
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5.1.2 Einfuhrung von Substituenten in den 4-Phenyilri ng

Da CDK- und GSK-3-Inhibitoren hauptséachlich durgllfophobe Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriicken an die ATP-Bindungsregion denakén binderl, sollten die
Maoglichkeiten zur Ausbildung dieser Wechselwirkungiurch systematische Einfiihrung
von 2'-Methoxy-, 4'-Methoxy- und 4'-Methyl-Subsgtiten in den 4-Phenylsubstituenten
der als CDK-Inhibitoren identifizierten Verbindungesariiert werden. Zu Beginn der
Planungen dieser Arbeiten lagen die ErgebnisseCild{-Hemmung der Verbindungen
55-62vor. Als Leitstrukturen wurden daher die CDK1-lpitoren 57 und 58 sowie das
CDK5/GSK-33 inhibitorische Derivab0 ausgewahlt.

Tabelle 10: Substitutionsmuster der in 5.1.2 dargiéen Verbindungen

Verbindung R R?
16 | 32| 52| 70 4'-CHs
17 | 33| 53| 71 -OCH; 4'-OCH
18 | 34| 54| 72 2'-OCH;
19 | 35 - 73 4'-CHs
20 | 36 - 74 -COCH; 4'-OCH;
21 | 37 - 75 2'-OCH;
22 | 38 - 76 4'-CH;
23 | 39 - 77 -COOGH:s 4'-OCH
24 | 40 - 78 2'-OCH;

2 2
S e e, e
F P = /
R! R1 _ R! HO - R!
| ) 4 4
N N N (@] N
H3C/§O oko

16-24 32-40 52-54 70-78

Die Synthese deX-Acetyl-1,4-dihydropyridinel 6-24gelang analog zu den bereits4ii.1
und5.1.1beschriebenen Verbindungen mit vergleichbaren Autdn. Zur Einfihrung des
substituierten 4-Arylrestes wurdgrTolylmagnesiumchlorid bzwp-Methoxyphenyl- und
o-Methoxyphenylmagnesiumbromid in  Form kommerzielrh&tlicher Ldsungen
eingesetzt. Ausl6-24 waren durch Zykloaddition die 1-Aza-9-oxafluorei®-78 mit
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vergleichbaren Ausbeuten zugéanglich. Wie bei deisétaung der irb.1.1 beschriebenen
N-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit 3-Alkyloxyfunktiorwurde auch bei der Zykloaddition
von 16-19primar deren Oxidation zu den Pyriding254beobachtet.

Die Synthese deX-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridirg2-40gelang zwar wiederum in
deutlich besseren Ausbeuten, jedoch konnte wieem\dersuchen zuvoKgpitel 5.1.1.2

keine Zykloaddition mip-Benzochinon erreicht werden.

Die spektroskopischen Eigenschaften der neuen Nawubgen entsprechen denen der
analogen  4-Phenylverbindungen. Als Differenzierunggkmale  dienten  die
Aufspaltungsmuster der Protonensignale des 4-Aremanh ‘H-NMR-Spektrum, die bei
den 4'-substituierten Verbindungen ein AA'BB'-Sgstand bei den 2'-substituierten das

typische Aufspaltungsmuster in zwei Doppeldublettd zwei Dreifachdubletts ergeben.
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5.2 CDK-Testung

5.2.1 Ergebnisse der Kinaseinhibitionsassays

Die neuen 1-Aza-9-oxafluorene wurden wie die Velbimgen der ersten Serie
(Kapitel 4.4.3 auf ihre inhibitorische Aktivitat an den CDKs 2, 4, 5 und GSK{8
getestet Tabelle 1). Zum Zeitpunkt des Abschlusses der synthetischdmeiten am
zuletzt fertiggestellten Teil der Verbindungen stalas bis dahin genutzte Testsystem am
CNRS, in welchem die bisherige Testung fur CDK1,KEDund GSK-3 erfolgte, nicht
mehr zur Verfiugung. Die Bestimmung der kinaseirthiischen Eigenschaften dieser
Substanzen wurde daher von der ProQuinase Gmbkemitproprietare®PanQuinasé-

Assay vorgenommen. Auf diese Ergebnisse wird spitieer eingegangeiidbelle 12.

Tabelle 11: CDK-inhibitorische Eigenschaften defZa-9-oxafluorene, I [uM]

CDK1/B | CDK2/A | CDK4/D [CDK5/p25| GSK-3p R* R?
59| >10° > 102 > 102 > 102 > 102 -COOCH; -
60| >100 > 100 > 100 > 100 > 100 -GH -
61 12 80 > 100 8,1 3,9 -OCH -
62 11 > 100 > 100 5,8 4,6 -O8s -
63| >100 64 > 100 > 100 7,3 -OBn -
64 0,64 > 100 > 100 1,4 11 -OH -
65| >100 3,2 28,7 > 100 > 100 -Br -
66 >100 > 100 > 100 > 100 > 100 -Cl -
68 15 > 100 > 100 45 15 -CONHGH -
76, >10° > 10% > 10% > 10% > 10° -COOGHs | 4'-CHs
77 8 > 100 > 100 20 12 -CO08; | 4-0OCH;
78 42 > 100 > 100 > 100 > 100 -COQs | 2'-OCH
2 Loslichkeitsprobleme bei Konzentrationen tber LD u
4% Inhibition bei 10 pM N R?
‘ 1
=
HO R
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Wie erwartet besitzt der 3-Substituent einen erblebh Einfluss auf die inhibitorischen
Eigenschaften der 1-Aza-9-oxafluorene, der aufuiterschiedlichen Moglichkeiten zur
Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen und \dez&nderung der Basizitat des
Ringstickstoffs durch elektronenziehende bzw. -aobnde Effekte entsprechender
funktioneller Gruppen zurickgefuhrt werden kann.sD&Methylderivat60, das im
Gegensatz zu den aktiven Verbindungen der erstee 88t 3-Carbonylfunktion keine
zusatzlichen Mdoglichkeiten zur Wasserstoffbrickadbng besitzt, wies keinerlei
inhibitorische Aktivitat auf. Die Einfuhrung eindsirzen 3-Alkyloxysubstituenten i1
und 62, der einen schwachen Wasserstoffbrickenakzeptstetla und durch seinen
+M-Effekt die Elektronendichte im Ring und die Bagtit des Ringstickstoffs erhoht,
resultierte hingegen in einer Inhibition von CDKADK5 und GSK-B. Die Erhéhung der
Fahigkeit zur H-Bruckenbildung durch Austausch dédkyloxy- gegen eine Hydroxy-
Gruppe im 3,6-Dihydroxyderivat4 bewirkt eine weitere Steigerung der inhibitoristhe
Potenz. Mit IG-Werten fir CDK1, 5 und GSKfBum 1 pM ist64 somit das am starksten
CDK-inhibitorisch aktive 1-Aza-9-oxafluoren. Die Kéngerung der 3-Alkyloxyfunktion
zum Benzyloxysubstituenten bewirkt UberraschendereifVirkungsverlust fir CDK1
und 5, wahrend die GSK3-inhibitorische Wirkung késin bleibt. Diese Praferenz flur
GSK-33 gegenuber den CDKs ist moglicherweise durch steeissrinde oder zusatzliche
hydrophobe Wechselwirkungen der 3-Benzyloxygruppeler ATP-Bindungstasche von
GSK-3B bedingt. Der Austausch der Ester- gegen eine Nuthigfunktion in68 bewirkt,
verglichen mit57, eine leichte Steigerung der Hemmung von CDK1 andeitert das
Wirkspektrum ebenfalls auf CDK5 und GSIg-3

Interessant ist das Ergebnis der Verbindungen mekidan den Aromaten gebundenen
Halogenen. Wahrend die 3-Chlorverbind@@nicht aktiv ist, inhibiert das 3-Bromderivat
65 CDK2 und 4 mit 1G-Werten von 3,2 und 28,7 uM. Dies ist insofern bekmeswert,

da diese Kinasen von keinem der Ubrigen 1-Aza-9haxene in bedeutendem Malie

gehemmt werden.

Auch fur die Einfihrung von Substituenten in deRHenylring vorb7 konnte ein Einfluss
auf die inhibitorische Wirkung gefunden werden. Biefihrung einer Methoxygruppe in
2'-Position erwies sich als nachteilig, @CDK1 schwécher zu inhibieren vermag als die
2'-unsubstituierte Verbindung. Dagegen weist dieMdthoxyverbindung77 fur die
Inhibition von CDK1 einen Ig-Wert von 8 uM auf und hemmt zusatzlich auch CDK5
und GSK-3 mit ICse-Werten von 20 und 12 uM.

Der Einfluss der Einfuhrung der 4'-Methylfunktion ¥v6 sowie der Verkirzung des
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3-Ethylesters zum Methylesteb9 konnte nicht ermittelt werden, da bei beiden
Verbindungen Léslichkeitsprobleme auftraten, dien&eKonzentrationen tber 10 uM

zulielRen.

Tabelle 12: 1G-Werte [uM] der CDK-Inhibition der irf*PanQuinas&-Assay untersuchten
1-Aza-9-oxafluorene [uUM] (gp = 1 UM)

CDK1/B | CDK2/A | CDK4/D |CDK5/p25| GSK-3p R* R?

61 30,3 41,7 97,8 338 37,6 -OGH -

70 156 86,7 827 762 25,1 -OGH | 4'-CH;
71 178 419 g -2 41,4 -OCH 4'-OCH;
72 -2 464 143 g =& -OCH; 2'-OCH
67 -2 -2 358 2 38,2° -CON(CH)2 -

68 -2 -a =& -8 =& -CONHCH; -

69 -2 -2 853 2 99,9° -CONH; -

73 -2 -2 -2 - -2 -COCH;, | 4-ChHg
74 -2 -8 -8 -8 -8 -COCH | 4'-OCH;
75 -2 -4 -4 - -4 -COCH; | 2'-OCH

21Cso > 1 mM

® ATP-Konzentration 15 puM

Die in Tabelle 12 aufgefiihrten Verbindungen wurden idPanQuinas&-Assay der
ProQuinase GmbH auf ihre CDK-inhibitorische Aktititgetestet. Auffallig sind die
Unterschiede der Ergebnisse des in beiden Testsgatentersuchten 3-Methoxyderivates
61 Zwar weist die Verbindung auch infPanQuinas&Assay eine deutliche
Hemmwirkung auf CDK1 und GSKB3auf, jedoch sind die KzWerte fiur CDK1 und
GSK-3 um etwa eine Zehnerpotenz hoéher; bezogen auf CiBK61 in diesem Assay

inaktiv.

Dieses Phanomen ist in der Literatur mehrfach beswtn wordeh® und belegt, dass eine
Vergleichbarkeit der inhibitorischen Potenz veredener Inhibitoren in unterschiedlichen
Testsystemen nicht ohne weiteres moglick.ifie Unterschiede sind in verschiedenen
Versuchsbedingungen, hauptsachlich aber vermuificder Herkunft der verwendeten
Kinasen begriindet. Die verwendeten rekombinanteer calis nattrlichen Quellen
gewonnenen Kinasen enthalten unterschiedliche kntklsch gefalteter und somit
inaktiver Proteine, die zwar den Inhibitor bindgedoch keine katalytische Aktivitat

aufweisen, wodurch die lEWerte kinstlich erhdht werd&n
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5.2.2 Berechnung von K -Werten

Neben Unterschieden bei den aktiven Anteilen dereirschiedenen Assays verwendeten
Enzyme wird die Vergleichbarkeit zu in verschiedengeroffentlichungen angegebenen
Werten zusatzlich dadurch erschwert, dass in demschidenen Testsystemen
unterschiedliche ATP-Konzentrationen eingesetzidedr Da es sich bei Inhibitoren von
Proteinkinasen zumeist um ATP-kompetitive Wirkstdftandelt, sind die kzWerte stark
von der verwendeten Konzentration an ATP, die jehnaéest zwischen 0,1 und 40 uM
liegt, abhangig. Dies erschwert auRerdem eine dHzgrarkeit auf in vivo-Daten, da die
zellulare ATP-Konzentration eigentlich im unterenllimolaren Bereich liegt. Diese
Abweichungen sind in der Natur der Assays, in lab#eitsproblemen und dem Versuch,
die Belastung durch die notwendige radioaktive Matng von ATP mdglichst gering zu

halten, begriind&t

Eine von der Konzentration des Substrates unabbanGiré3e zur Beschreibung der
Wirkung eines Inhibitors stellt der ¥Vert dar, da dieser die absolute Affinitat des

Inhibitors zum Enzym ausdrickt. Anhand der GleichuanChengundPrussoff

_ K, 1C50
' K+ ][9]

lassen sich aus den s@Nerten entsprechende-Werte berechnén Voraussetzung fur
die Anwendung der Cheng-PrussofGleichung ist ein kompetitiver Inhibitions-
mechanismus sowie die enzymkinetische Bestimmund\fiimitat des Substrates in Form

der Michaelis-Menten-Konstante.

Da der gro3te Teil der bekannten CDK-InhibitorenPARoOmpetitiv wirkt, wurde auch fir
die 1-Aza-9-oxafluorene ein kompetitiver Wirkungshanismus angenommen. Diese
Vermutung wurde durch enzymkinetische Untersuchongsie mit 63 an GSK-3
vorgenommen wurden, bestatighbpildung 39. Anhand der Kinetikdaten der im
¥panQuinas&-Assay verwendeten Enzyme wurden digWerte flr die getesteten
Verbindungen als Grundlage fir eine kinftige Veagybarkeit mit weiteren
Kinaseinhibitoren berechneildbelle 13. Da entsprechende Kinetikdaten von den am
CNRS verwendeten Enzymen nicht vorlagen, war aasedi Werten keine Berechnung

von Ki-Werten maoglich.
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Abbildung 39: Lineweaver-Burk-Plot der Kinetikdatewon GSK-B mit 5 verschiedenen

Konzentrationen voi®3 als Inhibitor. Der gemeinsame Schnittpunkt alléni¢én
mit der Y-Achse belegt den kompetitiven Inhibitie@shanismus.

Tabelle 13: KkWerte der in?*PanQuinas&-Assay untersuchten 1-Aza-9-oxafluorene [uM]

CDKL1/B | CDK2/A | CDK4/D CDK5/p25| GSK-3p R R?
61 53 24 92,6 217 14,8 -OGH -
70 27,4 50 782,8 489,9 9,9 -OGH | 4'-Ch;
71 31,3 241 2 a 16,3 -OCH | 4-OCH,
72, - 267,4 135,4 J - -OCH; | 2-OCH;
67 - E 193,8 2 1,59 ||-CON(CH); -
68  -° e s e e -CONHCH;| -
69  -° E 461,7 2 4,15 -CONH -

& Ki Werte >1000 pM

Der Vergleich der zusatzlich am 4-Phenylring subsiten 3-Methoxyverbindungen
70-72 mit 61 zeigt, dass die Einfuhrung einer 2'-Methoxygrugp® die Wirksamkeit
stark verringert, wie dies bereits bei den Estexoblachtet wurde. Die 4'-Substitution mit
einer Methyl- 70) bzw. Methoxygruppe?l) fuhrt hingegen zu einer leichten Praferenz fur
GSK-33. Das Dimethylamid7 sowie dasN-unsubstituierte Amié9 weisen eine selektive
inhibitorische  Wirkung auf GSK{8 auf. Die am 4-Phenylring substituierten

3-Acetylderivate7 3-75waren Uberraschend alle inaktiv.
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5.2.3 DNA-Bindungsstudien

Ein Teil der neuen irb.1 dargestellten 1-Aza-9-oxafluorene wurde im Rahmeeres
Auslandsaufenthaltes an der Universitat von Martehesuf mdogliche DNA-bindende
Eigenschaften untersucht. Zur Uberprifung der Hrigsle des Ethidiumbromid-
Verdrangungs-AssayKépitel 4.4.2 wurden die Verbindungeb7 und 58 ebenfalls in

diese Testungen einbezogen.

5.2.3.1 Methoden

5.2.3.1.1 UV-Photometrie

Die Bindung eines DNA-Liganden an Nukleinsdurerultesyt in Veranderungen seines
UV-Spektrums aufgrund der Anderung seiner Umgebufig. beobachten sind eine
Verschiebung des UV-Absorptionsmaximums zu langaidilenlangen (bathochromer
Effekt) und eine Verringerung des molaren Absormlmeffizienten (hypochromer
Effekt)””. Um die storende Eigenabsorption der DNA ausziefgbh, missen die
Testverbindungen Licht bei Wellenlangen oberhalb 81 nm absorbierefl1-64weisen
ein Maximum exakt bei 311 nm auf, bei allen andeteAza-9-oxafluorenen liegt das
Maximum unterhalb von 311 nm im Bereich der Absorptder DNA (Tabelle 14. Als
Anhaltspunkt fir die Auswertung wurde= 311 nm verwendet, da alle untersuchten

Verbindungen bei dieser Wellenlange eine ausrettiheme Absorption aufweisen.

5.2.3.1.2 DNA-Schmelzkurven

Wird eine Losung eines Nukleinsauredoppelstrangeisze beginnt sich die Doppelhelix
ab einer bestimmten Temperatur in die Einzelstrémgeuldsen. Dieser Schmelzprozess
kann anhand eines Anstiegs der UV-EigenabsorptemONA beobachtet werden und
wird durch die mittlere Temperatuy, Tharakterisiert, bei der 50 % der Nukleinsaurdien
Einzelstrange aufgeteilt sind. DNA-Liganden, wigehkalatoren oder Binder deninor
groove stabilisieren durch Interaktion mit dem Doppelsty das DNA-Molekil und

erhohen somit T deutlick®®"
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5.2.3.2 Ergebnisse der Testungen

In Abbildung 40sind beispielhaft fir alle untersuchten SubstardienUV-Absorptions-

kurven von 60 (Amax=301nm) und62 (Amax= 311 nm) dargestellt. Oberhalb der
Wellenlange von 311 nm konnte auch nach Zugabe MBA bei keiner der

Testverbindungen eine Verdnderung der Absorptiomiteslt werden, wahrend bei
kleineren Wellenlangen lediglich die Eigenabsonmptater erhdhten DNA-Konzentration
beobachtet wurde. Ein Vergleich der Lage des Aligorpmaximums war wegen der
Eigenabsorption der DNA nur beé81-64 mdoglich; eine Verschiebung konnte nicht

festgestellt werden.

1,0+ 1,0 4

—— 60 5x10°M A=311nm ——625x10°M
0,9 10 pg/ml DNA 10 pg/ml DNA
N e 20 pg/ml DNA 0.9 20 pg/ml DNA

— 30 pg/ml DNA 30 pg/ml DNA
N- 311 nm

50 pg/ml DNA
0,6 N 0,74

100 pg/ml DNA
0,5
0,6
0,4

03 T T T 1 05 T T T T 1
300 305 310 315 320 300 305 310 315 320 325

A [nm] A [nm]

50 pg/ml DNA

0,8+
—— 100 pg/ml DNA

0,8
0,7

Absorption
Absorption

Abbildung 40: UV-Absorptionen va@o (links) und62 (rechts) bei steigender DNA-Konzentration.

Die DNA-Schmelzkurven bestatigen das Ergebnis dérPbotometrie. InAbbildung 41

ist der UV-Absorptionsanstieg der DNA-L6sung besfipaft fur alle Testsubstanzen
anhand der Kurven der Verbindungghund62 und der Ellipticin-Referenz dargestellt, T
wurde aus diesen Kurven durch Bildung der ersteleilmg ermittelt und betrug sowohl
in der DNA-Referenz als auch in den Versuchen mit d-Aza-9-oxafluorenen 63 °C.

Durch Zugabe von Ellipticin wurdeyThingegen deutlich um 7 °C auf 70 °C erhoht.
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Abbildung 41: DNA-Schmelzkurven von DNA nach Zugadre DMF, 60, 62 und Ellipticin (links); erste
Ableitung der Kurven (rechts).

Diese Ergebnisse bestatigen fov und 58 somit den Befund des Ethidiumbromid-
Verdrangungsassay&dpitel 4.4.3. Keines der bisher dargestellten 1-Aza-9-oxatuer
bindet an DNA.

Tabelle 14: UV-Maxima undxIder in 5.2.3 untersuchten Verbindungen

Jmax [NM] Tm [Nm]
DNA-Ref. - 63
Ellipticin - 70
57 300 63
58 300 63
59 300 63
60 301 63
61 311 63
62 311 63
63 311 63
64 311 63
65 301 63
66 301 63
68 302 63

“in Tris-Puffer
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5.2.4 In-vitro Zellversuche zum P-gp-inhibitorischen Potential der
1-Aza-9-oxafluorene

5.2.4.1 Untersuchte Verbindungen

Aufgrund der Problematik der MDR in der Krebsthéeapurden die 1-Aza-9-oxafluorene
im Hinblick auf den mdglichen therapeutischen Einseerschiedener Kombinationen von
CDK-Inhibitoren untereinander oder mit anderen Ztatika auf ihr P-gp-modulatorisches
Potential untersucht. In diesen Versuchen wurderedidiesem Zeitpunkt fertiggestellten
1-Aza-9-oxafluorend7-69 71, 73, 74 und 76-78im Rahmen eines Auslandsaufenthaltes

an der Mikrobiologischen Fakultat der Universitae§ed in Ungarn eingesetzt.

Als Modellsystem kam die Bestimmung der Aufnahma ®Rhodamin 123 in die Maus-
T-Lymphomzelllinie NCI-L5178Y und die durch Gen-fedektion und Selektion mit
Colchicin aus ihr erhaltene P-gp exprimierende MD#flinie L5178YVMDR, im
folgenden als PAR- bzw. MDR-Zellen abgekirzt, zumsktz. Die Verwendung dieser
beiden Zelllinien erlaubt einen direkten Vergleadr Aufnahme von P-gp-Substraten ins
Zellinnere, da entsprechende Veranderungen ditglk¢ine P-gp-Hemmung zurtickgefuhrt

werden konnéefi.

5.2.4.2 MTT-Zytotoxizitatsassay

Zunachst wurden alle Substanzen in einem MTT-Zyiat@tsassay auf ihre toxische
Wirkung gegen die im Modell verwendete MDR-Zelléniintersucht. Der colorimetrische
MTT-Assay dient der spektrophotometrischen Quaréifung von Zellwachstum und
-Uberlebensrate und basiert auf der Metabolisierdesg gelb gefarbten MTT zu einem

violetten Formazansalz durch mitochondriale DehgdrasenAbbildung 42.

\N/© HN
O-I o = —
N//N N

N
2N N
T\%C% N 1/\%— CHs

CHs CHj

MTT Formazan

Abbildung 42: Metabolisierung von MTT zu Formazanctiunitochondriale Dehydrogenasen.
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Da nur lebende Zellen diese Enzymaktivitat aufweisst eine einfache Quantifizierung
metabolisch aktiver Zellen durch Messung der Absonpdes gebildeten Formazans in

einem Spektrophotometer maglich.

Die nach einer 72-stindigen Inkubation ermittelt€s-Werte sind in Tabelle 15
angegeben. Die kgWerte fur die Zytotoxizitat lagen in allen Fall&ber der hochsten im
folgenden Fluoreszenz-Aufnahme-Assay verwendetemz&atration von 10 uM, so dass
eine akute toxische Aktivitat ausgeschlossen wekdamte.

Tabelle 15: Im MTT-Test ermittelte 4&Nerte fiir die L5178YvMDR-Zelllinie.

Verbindung | 1C,, [UM £ SD] | | Verbindung | IC, [UM £ SD]
57 12,8 + 1,8 67 12,0 + 39
58 155 + 1.8 68 21,8 £+ 04
59 26,0 £ 0,8 69 27,7 £ 47
60 14,7 £ 5,7 71 28,0 £+ 3,6
61 21,1 £+ 0,5 73 15,0 £+ 0,7
62 30,8 + 0,2 74 19,7 £ 0,2
63 29,3 £ 0,9 76 27,1 £ 0,2
64 22,8 £+ 0,6 77 176 £+ 1,2
65 18,4 = 0,6 78 10,7 = 0,7
66 21,2 + 0,6 DMSO 38,8 + 54

5.2.4.3 Untersuchung der P-gp-modulierenden Eigensch  aften

5.2.4.3.1 Fluoreszenz-Aufnahme-Assay

Die Untersuchung der Testsubstanzen auf P-gp-hedemé&igenschaften erfolgte im
Fluoreszenz-Aufnahme-Assay, einer etablierten Meghpur Bestimmung der Aktivitat
von P-gf°. Grundsatzlich beruht die Untersuchung einer Zellp mit einem FACS auf
der Emission von optischen Signalen seitens deleZelenn diese einen Laserstrahl
passiert. Die in einer Pufferlésung suspendiertefied werden durch eine Kapillare
gesaugt und im Sensormodul einzeln mit einem 488 aser bestrahlt. Die
Charakterisierung der Zellen erfolgt anhand der Hagameter FSC, SSC und Fluoreszenz.
Das Vorwatrtsstreulicht FSC dient als Mal3 fur diéigiéRRe, das Seitwartsstreulicht SSC
als MaR fur die Granularitat (GréBe und Struktus dellkerns etc.) der Zefie Mit diesen
beiden Parametern lassen sich verschiedene Zelgimmen sowie lebendige und tote
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Zellen einer Population unterscheiden. Fur jeddeZeird die Aufnahme des spezifisch
bindenden, fluoreszierenden P-gp-Substrates Rhodd?3 gemessen. Durch Bestimmung
des Verhaltnisses der Fluoreszenz der behande#iéenZzu den unbehandelten Zellen in
Form des Fluoreszenz-Aktivitats-Verhaltnisses FARrden vergleichbare Ergebnisse

erhalten.

FAR = MDR behande / MDR unbehandeli Kontrolle
PAF behande / PAF unbehandeli Kontrolle

Substanzen mit FAR-Werten unter 1,1 gelten dalsiiredktiv, Werte oberhalb von 1,1
weisen auf eine P-gp-modulierende Aktivitat °hin Als Positivkontrolle und
Vergleichssubstanz diente der als P-gp-Inhibitorkabate Calciumkanalblocker

Verapamil.

5.2.4.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Zunachst wurden alle Substanzen bei zwei Konzéotet (1 uM und 10 uM) auf ein
eventuelles P-gp-inhibitorisches Potential unteénsudBei 1 uM erwiesen sich alle
Verbindungen als inaktive4 und 73 bilden eine Ausnahme mit Werten von 1,26 und 1,25,
allerdings stieg deren Aktivitat bei der hoheremEentration von 10 uM nicht weiter an.
Fur 62, 63, 71 und 77 wurde bei 10 uM eine FAR von Uber 2 ermittelt. e
Verbindungen wurden daher zusatzlich in den Komaéinhen 2, 5 und 20 uM getestet.

Die Ergebnisse des Fluoreszenzaufnahme-Assaysnzeige deutliche Abhangigkeit der
P-gp-modulierenden Aktivitat vom 3-Substituenterd wter zusatzlichen Substitution des
4-Phenylrestes. Die aktiven Verbindungen gehoren dem Gruppen der 1-Aza-
9-oxafluorene mit 3-Alkylester-T@belle 1§ und 3-Alkyloxyfunktion Tabelle 17. Alle

weiteren Verbindungen sind inaktiv oder mit FAR-Yeéer von < 1,4 nur sehr schwach

aktiv und wurden daher ifabelle 18&usammengefasst.
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Tabelle 16: Ergebnisse der FACS-Untersuchungen dalk8lester im Vergleich

Verincng £ UMI  FAR v
57 1 0,93 + 0,03 0.2
10 | 1,42 +0,08 03
59 1 0,89 + 0,01 0.2
10 | 1,60 + 0,07 03
26 1 0,84 + 0,02 0,2
10 | 1,06 + 0,02 0.2
1 0,98 + 0,04 0,2
2 1,25 + 0,21 0.2
77 5 4,69 £ 0,95 0,9
10 = 10,78 + 2,31 20
20 | 38,06 + 3,48 7.1
-8 1 0,83 + 0,03 0,2
10 | 1,38 + 0,04 03

*FAR Verapamil = 5,36 + 0,98

Tabelle 17: Ergebnisse der FACS-Untersuchungen dslk@loxyverbindungen

: Vielfaches der
Verbindung € [uM] FAR Verapamil-Kontrolle*
61 1 0,82 £ 0,05 0,2
10 1,54 £ 0,08 0,3
1 0,98 + 0,22 0,2
2 1,11 + 0,20 0,2
62 5 2,45 + 0,18 0,5
10 3,68 + 0,18 0,7
20 30,60 £ 1,00 57
1 1,04 + 0,23 0,2
2 1,50 + 0,30 0,3
63 5 41,01 + 3,90 7,7
10 66,28 + 5,80 12,4
20 | 230,80 £ 20,15 43,1
1 1,01 + 0,24 0,2
2 1,15 £ 0,07 0,2
71 5 4,10 + 0,16 0,8
10 3,72 £ 0,40 0,7
20 12,25 + 0,54 2,3

*FAR Verapamil = 5,36 + 0,98
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Tabelle 18: FAR-Werte der weiteren Verbindungen

. Vielfaches der
Verbindung ¢ [uM] FAR Verapamil-Kontrolle*
58 1 0,60 £+ 0,01 0,1
10 0,96 + 0,08 0,2
60 1 1,05 £ 0,04 0,2
10 0,91 + 0,06 0,2
64 1 1,26 £ 0,13 0,2
10 0,91 £ 0,15 0,2
65 1 0,73 £ 0,05 0,1
10 0,89 £ 0,05 0,2
66 1 0,67 £ 0,01 0,1
10 0,65 + 0,01 0,1
67 1 1,03 + 0,02 0,2
10 0,94 + 0,04 0,2
68 1 0,92 + 0,01 0,2
10 0,81 £ 0,15 0,2
69 1 0,97 + 0,01 0,2
10 1,40 £ 0,01 0,3
73 1 1,25 + 0,10 0,2
10 1,19 + 0,06 0,2
74 1 0,69 + 0,02 0,1
10 1,23 £ 0,03 0,2

*FAR Verapamil = 5,36 + 0,98

Innerhalb der Gruppe der 3-Alkylester sind der Mkgster59 und der am 4-Aromaten
unsubstituierte Ethylesté&s7 etwa gleichwertig. Deutliche Unterschiede tretémgégen
bei den Verbindungen mit zusatzlicher Substituaom Aromaten auf. Wahrend die FAR
des 2'-Methoxyderivates/8 mit jener von 57 und 59 vergleichbar ist, ist das
4'-Methylderivat76 auch bei 10 uM unwirksam. Das 4'-Methoxyderivdtist dagegen
bereits bei einer Konzentration von 2 uM aktiv uedeicht bei 5puM etwa die
Wirksamkeit von Verapamil. Eine Steigerung der Kamization resultierte in deutlich
hoheren Aktivitaten von bis zu 38,06 bei 20 uM, wes siebenfachen Wirkung im
Vergleich zur Verapamilkontrolle bei gleicher Kong@tion entspricht.

Die 3-Alkyloxysubstitution fuhrte durchweg =zu aldiv Verbindungen. Die
3-Methoxyverbindungs1 weist bei 10 uM eine mit den Estebi und 59 vergleichbare
Wirkung auf, die ebenfalls durch die 4'-Methoxyditbhson in 71 deutlich gesteigert wird.
Die Verlangerung der Seitenkette um eine ;@#uppe bei62 bewirkt ebenso eine

deutliche Steigerung der Aktivitat. Bemerkensweitdsdie Werte, welche fur die
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3-Benzyloxyverbindungs3 ermittelt wurden.63 besitzt bereits bei 5 UM eine hdhere
Aktivitat als alle anderen 1-Aza-9-oxafluorene. Diei 10 uM ermittelte FAR von 66,28
entspricht etwa dem Wert, der auch bei der PARHA®EIgemessen wurde und ist somit
mit einer fast vollstandigen Hemmung von P-gp dieisetzen. Eine weitere Steigerung
der Konzentration auf 20 uM fihrte zu ungewodhnlahen Fluoreszenzwerten, die eine
Erhdhung der Rhodamin 123-Aufnahme moglicherweisercld Beeinflussung der

Zellmembran zusatzlich zum verringerten Efflux duR-gp-Hemmung vermuten lassen.

Die beobachteten Struktur-Wirkungs-Beziehungen rms@m mit den bekannten
Erkenntnissen Uber die strukturellen AnforderungerP-gp Modulatoren Uberein, wonach
diese sehr lipophile Molekllle mit mehreren aroncaégs Ringen sind, die zusétzlich einen
basischen Molekiilteil aufweis€nAn Position 3 der 1-Aza-9-oxafluorene wird offanb
ein lipophiler Substituent mit Fahigkeit zur Wasseffbriickenbildung bevorzugt. Da das
3-Methylderivat60, die 3,6-Dihydroxyverbindung4 und die 3-Halogenderivab und66
inaktiv sind, das 3-Methoxyderiv@l jedoch P-gp-modulierende Aktivitat aufweist und
von der 3-Ethoxyverbindun@2 in der Wirkung noch ubertroffen wird, lasst sicarauf
schliel3en, dass die Seitenkette auf3erdem einesge®G®i3e und Beweglichkeit aufweisen
muss. Besonders vorteilhaft wirkt sich der zusétdi aromatische Kern der
3-Benzyloxyverbindungs3 auf die Wirkung aus, da dieser die Lipophilie déslekils
stark erhoht. Inwiefern eine Verlangerung des 3yhdkysubstituenten auch ohne
aromatischen Ring die Wirkung weiter verstarkt, degr kinftige Variationen des

3-Substituenten zeigen.

Einen deutlichen Einfluss Ubt auch die Substitutioit einer Methoxygruppe an
4'-Position auf die P-gp modulierende Aktivitdt auglie sowohl in der

3-Methoxyverbindung71 als auch im 3-Ethylester7 die Wirkung gegeniber den
4'-unsubstituierten Verbindung@&d und57 deutlich erhdht. Dies ist wahrscheinlich durch
die zusatzlichen Madoglichkeiten zur Wasserstoffbeidkndung bedingt, da die
4'-Methylsubstitution V6 die Wirkung gegenibes7 nicht verstarkt. Auf3erdem wird die
4'-Position offenbar bevorzugt, denn eine Methoupge in 2'-Position erhéhte b&s die

Wirkung gegeniibes7 nicht.

Die systematische Kombination der fur die Wirkuidgderlichen Strukturelemente kdnnte
in kiinftigen Arbeiten sehr potente P-gp-Modulatonenvorbringen.
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Abbildung 43: FACS-Analyse vé8 bei 1, 2, 5 und 10 uM.
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6 Zusammenfassung

Die Cyclin-abhéangigen Kinasen stellen aufgrund rihngehlisselfunktionen in vielen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessdm attraktive pharmakologische
Zielstrukturen dar. Von besonderem Interesse simdbéi die an der Kontrolle des
Zellzyklus beteiligten CDKs 1, 2, 4 und 6, die ilelen Tumortypen dereguliert sind und
somit fur die Krebstherapie neue potentielle Arigptinkte bieten. Im Nervensystem sind
CDK5 und die eng mit den CDKs verwandte GSK-an der Entwicklung der
Alzheimer'schen Krankheit beteiligt und bieten hi@oglicherweise ebenfalls neue

Therapieoptionen.

Trotz der breiten Vielfalt der bereits als CDK-Ibttoren identifizierten Verbindungen
sind CDK-Inhibitoren noch weit von einem therapsciien Einsatz entfernt. Zwar
befinden sich erste Vertreter bereits in kliniscl&mdien, doch nach wie vor sind die
vollstandigen Zusammenhéange der Funktionen der CBéisie die Frage, welcher Grad
an Selektivitat fur den therapeutischen Einsatz @IDK-Inhibitoren noétig ist, nicht
geklart. Eine standige Erweiterung des Spektrums wagfligbaren CDK-Inhibitoren

sowohl um selektive als auch starker wirksame Vehlangen ist somit unabdingbar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zunachstiartige planar-aromatische
6-Hydroxy-1-aza-9-oxafluorene auf Grundlage einercd Perchlorsédure katalysierten
Zykloaddition von p-Benzochinon mit 1,4-Dihydropyridinen synthetisiewerden.

Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu den zytostatisch akth Azacarbazolen wurden fir die
1-Aza-9-oxafluorene ebenfalls zytostatische Eigeaften erwartet. Die als
Ausgangsstoffe zur Synthese der 1-Aza-9-oxafluordrendtigten unsymmetrisch
3,4-disubstituierten N-Acetyl-1,4-dihydropyridine konnten durch eine @gglektive

Grignardreaktion erhalten werden. Durch Zykloadditimit p-Benzochinon gelang
schliel3lich die Darstellung einer ersten Serie wien 1-Aza-9-oxafluorenen.

In einem Antitumor-Screen des NCI wurden drei diegerbindungen als zytostatisch
aktiv identifiziert. Hierbei erwiesen sich die Vietler mit einem 4-Phenylsubstituenten als
aktiver als die 4-Methylderivate. Um Hinweise aehd/Nirkungsmechanismus zu erhalten,
wurden die Ergebnisse des NCI-Screens der aktivMerbindung mit Hilfe des
COMPARE-Programms mit den Substanzdatenbanken @ekdireliert. Die Ergebnisse
dieser Analyse lieRen DNA-Bindungseigenschaftenr ddhibition von Proteinkinasen
vermuten. Durch einen Ethidiumbromid-Verdrangungags konnte zundchst DNA-
Bindung als Mechanismus der zytostatischen Wirksaméusgeschlossen werden. In
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weiteren Untersuchungen wurden die zytostatischivexkt Verbindungen als CDK-

Inhibitoren mit einer gewissen Selektivitat fur CDKlentifiziert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden weitere 1-Aza-$9afluorene mit variiertem
Substitutionsmuster synthetisiert. Die fur die Wimkg wichtigen Strukturelemente, die
4-Phenylgruppe sowie die 6-Hydroxyfunktion, wurdezibehalten, an 3-Position wurden
hingegen verschiedene elektronenschiebende unidermde Substituenten eingefthrt, um
die Auswirkungen des elektronischen Einflussesdasf Ringsystem und die veranderten
Maoglichkeiten zur H-Bruckenbindung zu evaluiererusdtzlich wurden im weiteren
Verlauf in den 4-Phenylsubstituenten der aktivenrbife@lungen mit 3-Acetyl-,
3-Ethoxycarbonyl- und 3-Methoxyfunktion 4'-Methyewie 2'- und 4'-Methoxygruppen
eingefugt, um erste Aufschlisse Uuber die Auswirleimgeiner Substitution des

4-Phenylrings zu erhalten.

Die Testung der neuen Verbindungen zeigte, das®idodie Selektivitat als auch die
Starke der Kinaseinhibition der 1-Aza-9-oxafluorestark durch den 3-Substituenten
beeinflusst werden kann. Das 3,6-Dihydroxyderivairde als bisher starkster Inhibitor
dieser Verbindungsklasse identifiziert. Die Verremit 3-Alkyloxyfunktion sind duale
Inhibitoren von CDK5 und GSK{3 das 3-Benzyloxyderivat erwies sich als selektiver
Inhibitor der GSK-B. Zusatzlich wurde beobachtet, dass eine Methoymguin
2'-Position bei allen Verbindungen die Wirksamke#rschlechtert, wahrend sie in
4'-Position toleriert wird und im Falle des 3-Etloarbonylderivates die inhibitorische

Potenz steigert.

Aufgrund der Bedeutung der Multidrug-Resistancesbe@sondere in der Krebstherapie,
welche das primére potentielle Einsatzgebiet vorkK@ihibitoren darstellt, wurden die
1-Aza-9-oxafluorene zusatzlich in einem Fluoresz&nimahme-Assay auf ihre Fahigkeit
zur Modulation von P-gp untersucht. Ein Vertreterer d Verbindungen mit
3-Alkylesterfunktion und alle 3-Alkyloxyderivate wiesen sich als wirksam, wobei die
Aktivitdt stark von der GrolRe des 3-Alkyloxysubstinten und der Substitution am
4-Phenylring beeinflusst wird. Das 3-Benzyloxydatjvwelches bereits als GSK-3
Inhibitor identifiziert wurde, erwies sich als dtéter P-gp-Modulator der getesteten
Verbindungen. Eine 4'-Methoxysubstitution erwieshsiauch in Bezug auf die P-gp-
modulatorischen Eigenschaften der 1-Aza-9-oxaflueras vorteilhaft.

Die 1-Aza-9-oxafluorene stellen somit neue Leitstnoen fur die Entwicklung von CDK-

Inhibitoren und MDR-Modulatoren dar. Ausgehend wt&m in dieser Arbeit erarbeiteten
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Strukturvorgaben sollten weiter unterschiedlichiigeie 1-Aza-9-oxafluorene dargestellt
werden, um weitere Struktur-Wirkungsbeziehungen eitdt zu kobnnen und

maoglicherweise starker wirksame Verbindungen zu alegh. Insbesondere die
Kombination einer 4'-Methoxygruppe mit dem 3-Bewzyisubstituenten scheint
aussichtsreich, um sowohl die kinaseinhibitorisclaés auch die P-gp-modulatorischen
Eigenschaften zu verbessern. Die Einfihrung veesigmer Substitutionsmuster in die
3-Benzyloxygruppe bietet hierbei weiteren Spielrafim Variationen. Zuséatzlich bietet
sich der Einsatz von Methoden desolecular modelingan, um kinftige 1-Aza-

9-oxafluorene auf Basis der erarbeiteten Leitstngkt zu optimieren.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Synthese und Charakterisierung der Verbindungen
7.1.1 Allgemeine Angaben

7.1.1.1 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche erfolgte anneiBeetius-Heiztischmikroskofgie

stellen unkorrigierte Werte dar.

7.1.1.2 NMR-Spektroskopie

Die einzelnen Spektren wurden an folgenden Gewittegenommen:

Varian Gemini 2000mit 400 Mhz Arbeitsfrequenz fitH-NMR und 100 Mhz fir
¥%C-NMR

Varian Inova Unity 500nit 500 Mhz Arbeitsfrequenz faH-'H-COSY-Spektren

Als interner Standard fur diéH- und **C-Messungen diente Tetramethylsilan. In der
Auflistung der NMR-spektroskopischen Daten werdeewsils zunachst die
Arbeitsfrequenz und das verwendete deuterierte ngmsuittel angegeben. Es folgt die
Auflistung der chemischen Verschiebunggrie in ppm angegeben sind und sich auf die
Symmetrieachse der Signale beziehen. In Klammeilgeffio fir jedes Signal die
Multiplizitat, die integrierte Protonenanzahl, df®pplungskonstanten J in Hz sowie die
chemische Zuordnung. In der Anfiihrung der Multigditen gelten folgende Abklrzungen:
s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), g (Quagtatt), br (breites Signal), spl (gesplittetes
Signal). Ggf. werden Kombinationen von Multiplizegda wie dd (Doppeldublett)
verwendet. Unscharfe Signale mit einer scheinbaingeren Multiplizitat sind mit

Anfiihrungszeichen gekennzeichnet.

Als Losungsmittel wurden DMSO-d6, CDg I Aceton-d6, Methanol-d4 und O

verwendet.

7.1.1.3 IR-Spektroskopie

Die ATR-Spektren wurden an einem FT-IR-Spektrom&&& 28 der FirmaBruker, die
KBr-Spektren an einem FT-IR-Spektromet8pectrum BXder Firma Perkin-Elmer

gemessen.
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7.1.1.4 Massenspektrometrie

Die ESI Spektren wurden an eindfimnigan LCQ Classialer Firma Thermo Electron
gemessen. Die Aufnahme der El-Massenspektren &falg einemAMD 402 der Firma
AMD INTEDRA mit einer lonisierungsenergie von 70 eV. Die Manggteilung der
Massensignale wird relativ zum grof3ten Signal mzBnt nach der Massenzahl angegeben.

7.1.1.5 Elementaranalyse

Die Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffangeivurden an einemCHNS-932
Analysenautomaten dé&ECO-Corporationim automatischen Mikroverfahren bestimmt.

Die Chlor- und Bromgehalte wurden im Halbmikrovéren titrimetrisch ermittelt.

7.1.1.6 Chromatographie

7.1.1.6.1 Dunnschichtchromatographie

Der Verlauf der Reaktionen sowie die Identitat imoér Zwischen-, End- und
Nebenprodukte wurden dunnschichtchromatographiscmtrédliert. Hierbei kamen
Fertigplatten der FirmerMerck und Macherey-Nagelzum Einsatz, die mit 0,2 mm

Kieselgel 60 und dem Fluoreszenzindikatgy Beschichtet sind.

Die Detektion der Verbindungen erfolgte ausnahmshits UV-Licht der Wellenlangen
254nm und 366 nm und optischer Kontrolle der Higeneszenz bzw. der
fluoreszenzléschenden Eigenschaften der Verbindunge

7.1.1.6.2 Préparative Dinnschichtchromatographie

Die Trennung Kkleinerer Mengen von Substanzgemischeamde zum Teil auf
PSC-Glasplatten der Firmislerck (20 x 20 cm, Kieselgel 60.§&) vorgenommen. Zur
Trennung von Gemischen mit einer Gesamtmasse \wizb40 mg wurden Platten mit
einer Schichtdicke von 0,2 mm und Konzentrierungszdir Gemische bis zu 150 mg

Platten mit einer Schichtdicke von 1 mm verwendet.

7.1.1.6.3 Saulenchromatographie

Zur Trennung und Reinigung der Zwischen- und Endpkte dienten saulenchromato-
graphische Verfahren bei Normaldruck an KieseldelFg, der FirmaMerck mit einem

KorngréRenbereich von 0,063 mm - 0,200 mm.

Als Elutionsmittel wurden Ldsungsmittelgemische rfotgenden Zusammensetzungen
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verwendet:
LM 1: Chloroform/Essigester/Methanol  85:15:1

LM 2: Chloroform/Essigester/Methanol  85:15:5

LM 3: Chloroform/Essigester 75:25
LM 4. Cyclohexan/Essigester 60:40
LM 5: Cyclohexan/Essigester 50:50
LM 6 Toluol/Methanol 85:15

7.1.1.7 ROntgenstrukturanalyse

Die Kristalldaten wurden bei Raumtemperatur unteerviéndung von Graphit-
monochromatisierter Mo-KStrahlung der Wellenlanger = 0,71073 A an einem
IPDS-Diffraktometer der Firm&toe & Cie bei 200 K gemessen. Die Kristallstruktur
wurde mit Hilfe des IPDS-Programmsystems berechbiet.Strukturauflosung erfolgte in
SHELXS-97 mittels direkter Methode, die Verfeinerungsmethoaétels full-matrix
least-squaresin SHELXL-97 Die graphische Darstellung erfolgte mit dexi/PC-
molecular-graphic- program

7.1.1.8 Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Losungsmittel:

Alle eingesetzten Losungsmittel wurden vor Verwerglunach literaturbekannten

Vorschrifter?® getrocknet und frisch destilliert.

Chemikalien:

Folgende Chemikalien wurden entweder kommerzielvoeboen (Bezugsquelle in
Klammern) oder aus den Bestdnden des FachbereichenBzie der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg bezogen.

Acetanhydrid
Acetylchlorid (ancastey
3-Acetylpyridin (ancastey
Ammoniak 32% Grissing
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Ammoniumchlorid

p-Benzochinon{igmaAldrich)

Benzylchlorid Lancastey

Blei-(IV)-acetat

3-Brompyridin SigmaAldrich)

3-Chlorpyridin SigmaAldrich)
Dimethylamin-LésungKluka)

Dimethylsulfid Fluka)

Ethylbromid Cancastey

3-Hydroxypyridin Lancastey

Kaliumhydroxid

Kupfer-(1)-iodid

Lithiumchlorid

Mangan-(IV)-oxid

2-Methoxyphenylmagnesiumbromid (1,0 M Lésung in TISEgmaAldrich)
4-Methoxyphenylmagnesiumbromid (0,5 M Ldsung in TBigmaAldrich)
3-Methoxypyridin SigmaAldrich)
Methylamin-LosungFluka)

Methylmagnesiumchlorid (2 M Losung in THFRg8a-Aldrich
3-Methylpyridin SigmaAldrich)

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumsulfat

Nikotinsauremethylestet.@ncastey
NikotinsaureethylesteiSgmaAldrich)

Palladium-Kohle $igmaAldrich)

Perchlorsaure 70%s{gmaAldrich)
Phenylchloroformiat$igmaAldrich)
Phenylmagnesiumchlorid 2 M Lésung in THEigmaAldrich)
Pikrinsaure

Tetrabutylammoniumbromidsfgma- Aldricl

p-Tolylmagnesiumbromid (1,0 M Lésung in THEgmaAldrich)
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7.1.2 Beschreibung der Verbindungen
7.1.2.1 3-substituierte Pyridine

3-Ethoxypyridin (1)

59 (52,6 mmol) 3-Hydroxypyridin, 5,9 g (110 mmagbpulverisierte KOH und 0,85 g
(2,6 mmol) nBuNBr wurden in 150 ml trockenem THF gelost. Nach &g von 9 g
(84 mmol) Ethylbromid wurde der Ansatz unter Rigkf fir 12 Stunden erhitzt. Nach
Abschluss der Reaktion wurden 200 ml destillieMéasser zugegeben und zweimal mit
100 ml wassriger HCI (10 %) extrahiert. Die veremtvassrigen Phasen wurden daraufhin
mit 10 M NaOH alkalisiert und dreimal mit 75 ml CH@xtrahiert. Das nach Entfernung
des Losungsmittels im Rotationsverdampfer erhalRoleprodukt wurde sdulenchromato-
graphisch gereinigt (Laufmittel 5L wurde in 78 % Ausbeute als schwach gelbliches Ol

erhalten.

Summenformel: @HyNO

Molgewicht: 123,15 g/mol @/O\/CH3
=
N1

EA: ber.: C 68,27; H7,37; N 11,37
gef.. C67,98; H 7,43; N 10,99

IR (ATR): 1227, 1260 (C-O-C)

MS (ESI+): M+H

'H-NMR: 400 MHz, CDC} [6 ppm]: 8,26 (dd, 1 H/%u=2,7 Hz,*}s=0,8 Hz,
2-H); 8,16 (dd, 1 H3Jks=4,2 Hz,*%. = 1,7 Hz, 6-H); 7,16 (ddd, 1 H,
%%, =8,4Hz, 3%s=4,2Hz, °%,=0,8Hz, 5-H); 7,12 (ddd, 1H,
3‘J4/5 = 8,4 HZ, 4‘J4/2 = 2,7 HZ, 4J4/5 = 1,7 HZ, 4-H), 4,03 (q, 2 H,
3\]CH2/CH3 =7 HZ, 3'0@'2CH3), 1,39 (t, 3 H,3\]c|-|3/(:|-|2 =7 HZ, 3'0C|’£H3)

3-Benzyloxypyridin (2)

2 wurde analog zd mit 10,6 g (9,7 ml, 84 mmol) Benzylchlorid darggktund in 59 %

Ausbeute als schwach gelbliches Ol erhalten.

Summenformel: GH;NO

Molgewicht: 185,22 g/mol N O\/©

EA: ber.: C 77,81; H5,99; N 7,56 ‘ _
gef.. C77,43; H 6,27; N 7,35 N 2
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IR (ATR): 1227, 1260 (C-O-C)
MS (ESI+): M-+H

'H-NMR: 400 MHz, Aceton-d6d ppm]: 8,37 (d, 1 HJ, = 2,9 Hz, 2-H); 8,18 (dd,
1 H,3Js=4,6Hz,*%,=1,3 Hz, 6-H); 7,50-7,57 (m, 2 H, 2',6'-H); 7,41-
7,31 (m, 4 H, 3'4'5-H, 4-H); 7,26 (ddd, 13%. = 8,4 Hz 2k = 4,6 Hz,
5%, = 0,6 Hz, 5-H); 5,18 (s, 2 H, 3-GGCeHs)

N,N-Dimethylnikotinsdureamid (3)

500 mg (3,3 mmol) Nikotinsaureethylester wurden Bl einer wassrigen Dimethyl-
aminlésung versetzt und 5 Tage lang bei Raumternpegarihrt. Nach Entfernung des
Losungsmittels i. v. kristallisierte8 im Kolben aus. Die ermittelten Eigenschaften

entsprachen den in der Literatur angegeb¥nen

N-Methylnikotinsdureamid (4)

500 mg (3,3 mmol) Nikotinsaureethylester wurden Bl einer wassrigen Methylamin-
losung versetzt und 5 Tage lang bei Raumtempergguwiihrt. Nach Entfernung des
Losungsmittels i. v. kristallisiertel im Kolben aus. Die ermittelten Eigenschaften

entsprachen den in der Literatur angegeb¥nen

Nikotinsaureamid (5)

500 mg (3,3 mmol) Nikotinsdureethylester wurden n&itml einer konzentrierten
Ammoniaklésung versetzt und 5 Tage lang bei Raumégatur gerihrt. Nach Entfernung
des Losungsmittels i. v. kristallisierte im Kolben aus. Die ermittelten Eigenschaften
entsprachen den in der Literatur angegeb&nen
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7.1.2.2 N-Acetyl-1,4-dihydropyridine

7.1.2.2.1 Allgemeine Synthesevorschrift

10 mmol des Pyridins werden in einem trockenemt2dskolben unter Argonatmosphére
in 50 ml trockenem THF geldst. Danach werden 0,5%m@ul und 3 ml Dimethylsulfid
zugegeben. Das entstandene Gemisch wird bei RTigehis eine klare, in Abhéngigkeit
des eingesetzten Pyridins gelb bis grinbraun gefddsung entsteht. Der Kolben wird im
Kaltebad (Methanol/lIsopropanol, Trockeneis) auf *@0abgekihlt. Diese Temperatur
wird im Verlauf aller weiteren Syntheseschritte &@mt gehalten. Nach 15 Minuten
werden langsam 10 mmol Acetylchlorid zugetropft Alnh&ngigkeit von der Substitution
des Pyridins kann hierbei eine FarbveranderungLdsung auftreten. Bei nahezu allen
verwendeten Pyridinen ist d&sAcetylpyridinium-Salz dunkelrot gefarbt. Lediglidbei
Verwendung von 3-Acetylpyridin und den Nikotins&stern tritt keine Farbverdnderung
auf. Der Ansatz wird weitere 15 Minuten bei -20gé&ruhrt. Danach werden 10 mmol des
bendtigten Grignards langsam zugetropft. Bei Ares@tmit gefarbten Pyridiniumsalzen
wird solange Grignard im Uberschuss zugegebengdssVerschwinden der Rotfarbung
eine vollstandige Umsetzung der Pyridiniumverbirgluanzeigt. Zur vollstandigen
Umsetzung wird weitere 15 Minuten bei -20 °C getibanach wird der Kolben aus dem
Kaltebad entfernt und weitere 30 Minuten gerihris ber Reaktionsansatz etwa
Raumtemperatur erreicht. Der Ansatz wird in eineme®letrichter Gberfihrt und zur
Hydrolyse mit 50 ml einer Ammoniumchloridliésung @ m/v) versetzt. AnschlieRend
erfolgt dreifache Extraktion mit Ether (50, 25, i2§. Die organischen Phasen werden
vereint und in mehreren Schritten mit je 50 ml wiges Ammoniumchlorid-Ammoniak-
Losung (2 x), Wasser, 10 % Salzsaure (2 x), Wassdreiner gesattigten NaCl-Lésung
gewaschen. Nach jedem Schritt wird etwa eine Mimggechuttelt und die jeweilige
wassrige Phase verworfen. Die organische Losungl waimschlieBend Uber &0,
getrocknet und das Loésungsmittel i. v. entfernts Mahydropyridin kann anschliel3end
saulenchromatographisch mit Laufmittel 4 gereinigtl bis auf wenige Ausnahmen durch

Zugabe von Methanol zu der dligen, hell- bis dugkden Substanz ausgefallt werden.

Im spateren Verlauf der Arbeiten wurde statt 0,5ah@ul und 3 ml DMS ein Gemisch
aus 1 mmol Cul und 2 mmol LiCl verwendet. Beide ifiaien erwiesen sich hinsichtlich

der Ausbeuten und der Regioselektivitét als gleatigy.
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7.1.2.2.2 Charakterisierung der Verbindungen

Alle NMR-Spektren derN-Acetyl-1,4-dihydropyridine stellen Mischspektremisadem
jeweiligen Z- und dem E-Rotamer da. Entsprechendievealle Signale, soweit mdglich,

der E- und Z-Form zugeordnet.

(EZ,RS)-1-Acetyl-4-methyl-1,4-dihydropyridin-3-yl-carbons ~ aureethylester (6)

6 wurde nach Vorschriff.1.2.2.1aus Ethylnikotinat und Methylmagnesiumchlorid (2 M
Lésung in THF) in 51 % Ausbeute als gelbes Ol eemal

CH; O
Summenformel: GH1sNO; fj/u\o/\CHs
Molgewicht: 209,24 g/mol N

P

IR (PA): 1694 COOGC;Hs), 1673 (NCOCHs) H,c” o

MS (El): 209 [11,4 M]; 194 [57,1 M-CHg]; 164 [6,4 M-OC,Hs]; 152 [100,0
M*-CHs;, -OGH;]; 124 [60,7 M-CH,;, -OGH., -CH.; 94 [3,6
M*-COOGH:;s]

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,14 (s br, 1 H, 2-H]); 7,61 (s br; 1 H, 2-H

[Z]); 7,06 (d br, 1 H3)s= 6,5 Hz, 6-H Z]); 6,49 (d, 1 H3Js= 6,5 Hz,
6-H [E]); 5,14 (m br, 2 H, 5-HE,Z); 4,19 (m br, 4 H, 3-COOB,CH;
[E,Z); 3,30 (ddq, 2 H23Jys = 4,7 Hz,*Jych, = 6,7 Hz,*Jys = 0,8 Hz, 4-H
[E.Z); 2,12 (s, 6 H, N-COCHI[E,Z); 1,27 (t, 6 H,Jcuyen, = 7,1 Hz,
3-COOCHCH:; [E,Z)); 1,13 (d, 6 H3Jwys = 6,7 Hz, 4-CH[E,Z)

(EZ,RS)-1-(1-Acetyl-4-methyl-1,4-dihydropyridin-3-yl)etha  non (7)

7 wurde nach Vorschriff.1.2.2.1aus 3-Acetylpyridin und Methylmagnesiumchlorid\2
Lésung in THF) in 36 % Ausbeute als gelbes Ol eenal CH. ©
3

Summenformel: @H1:NO,
Molgewicht: 179,22 g/mol

7
IR (PA): 1704 COCH;s), 1659 (NCOCH;) H3C/§O
MS (EI): 179 [14,0 M]; 164 [24,0 M-CHz]; 136 [11,0 M-COCH;]; 122 [100,0
M*-CHs, -OGH;]; 43 [38,6 COCH]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,12 (s br, 1 H, 2-He]); 7,50 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,07 (,s* br, 1 H, 6-H Z]); 6,49 (,s" br, 1 H, 6-H E]); 5,16 (m br,
2 H, 5-H [E,Z); 3,39 (dqg, 2 H3,s = 5,1 HZ,*Jyiciy, = 6,8 Hz, 4-H E,Z));
2,31 (s, 6 H, 3-COCHIE,Z); 2,27 (s, 6 H, N-COCHIE,Z)); 1,07 (d,
6 H,%Xu,s = 6,8 Hz, 4-CH[E,Z)
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(EZ,RS)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-yl-carbons ~ &ureethylester (8)

8 wurde nach Vorschriff.1.2.2.1aus Ethylnikotinat und Phenylmagnesiumchlorid (2 M
Losung in THF) in 77 % Ausbeute als gelbes Ol ¢emaund konnte aus Methanol als
weil3er Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: GH./NO;

Molgewicht: 271,31 g/mol o}
Schmelzbereich: 55-57 °C | | OACHs
EA: ber.: C 70,85: H6,27;: N 5,17 /’L g
f.. C 70,53; H6,53; N 5,12

ge HsC )
IR (PA): 1693 COOC;Hs), 1670 (NCOCH,)
MS (ED): 271 [17,9 M]; 242 [12,9 M-C,Hs]; 228 [4,3 M-COCH;]; 200 [10,0 M

-COCH;, -CH4]; 194 [19,3 M-C¢Hs]; 152 [100,0 M-Ph, -OGH,4]
H-NMR; 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 8,37 (s br, 1 H, 2-HE]); 7,80 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,30-7,16 (m, 11 H, 2',3'4',5',6"-E 7, 6-H [Z]); 6,60 (,s* br, 1 H,
6-H [E]); 5,24 (m br, 2 H, 5-HE,Z); 4,47 (d, 2 H%)s= 4,3 Hz, 4-H
[E.Z]); 4,07 (ABXs AB-Teil, 4 H, vod=0,06 ppm, 2Jxs = 10,8 Hz,
3Jenycn, = 7,1 Hz, 3-COOB,CH; [E,Z); 2,37 (s br, 6 H, N-COCH
[E,Z); 1,14 (ABX; Xz-Teil, 6 H,*Jonyen, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH; [E,Z))

*C-NMR: 100 MHz, CDC! [ ppm]: 166,98 (s, N-COHs; [E]); 166,64 (s,
COOGH;s [E,Z); 166,63 (s, N-COCH [Z]); 144,66 (s, C-1'E,Z);
132,13 (d, C-2§]); 130,03 (d, C-27)); 128,55 (d, C-3', C-5'H,2);
128,12 (d, C-4'E,Z)); 126,91 (d, C-2', C-6'H,Z)); 121,05 (d, C-6 7));
119,28 (d, C-6K]); 113,55 (d, C-5F,Z); 113,52 (s, C-3§,7)); 60,49
(t, COCCH.CH; [E,Z); 39,18 (d, C-4 E,Z); 21,33 (q spl, N-CGH;
[E,Z)); 13,93 (q, COOCKCH; [E,Z])

Rontgenstrukturanalyse (ausgewahlte Parameter):

Kristallstruktur: monoklin; Raumgruppe: R@ Zellvolumen: 1388,6 (4) A Z: 4;
Dichte: 1,298 Mg/my  p (Mo-K,): 0,090 mmt; einzelne Reflexe: 2586; beobachtete
Reflexe: 1923; ®max: 88,6°

Zellausdehnung: a = 11,5025 (15) Ax = 90°
b=7494(14) A p=99,593 (16)°
c=16,326(2)A y=090°
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(EZ,RS)-1-(1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-yl)etha  non (9)

9 wurde nach Vorschriff.1.2.2.1aus 3-Acetylpyridin und PhenylmagnesiumchloridV(2
Lésung in THF) in 38 % Ausbeute als gelber Festsidfalten.

Summenformel: GHisNO;

Molgewicht: 241,29 g/mol

(0]
Schmelzbereich: 122-126 °C
EA: ber.: C 74,69; H 6,22; N 5,81 N
gef.: C 74,39; H 6,24; N 5,75 9
H3C/§O
IR (KBr): 1705 COCHs), 1671 (NCOCH,)
MS (EI): 241 [41,0 M]; 198 [43,0 M-COCHy]; 164 [4,0 M-Ph]; 122 [100,0 M
-Ph, -OGH,]
'H-NMR: 200 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,33 (s br, 1 H, 2-HH]); 7,34-7,15 (m, 12 H,

2,3,4'5,6'-HE,Z, 2-H [Z], 6-H [Z]); 6,60 (,s" br, 1 H, 6-H E]); 5,32-

5,26 (m br, 2 H, 5-HK,Z); 4,58 (d, 2 H3ls = 3,8 Hz, 4-H E,Z); 2,34

(s, 6 H, 3-COCHI[E,Z); 2,27 (s, 6 H, N-COCH[E,Z)
(EZ,RS)-1-Acetyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-yl-carbons ~ auremethylester (10)

10 wurde nach Vorschrif7.1.2.2.1aus Methylnikotinat und Phenylmagnesiumchlorid
(2M Loésung in THF) in 80 % Ausbeute als hellgeld®s erhalten und konnte aus

Methanol als weilRer Feststoff kristallisiert werden

Summenformel: GH1sNO;

Molgewicht: 257,28 g/mol o
/CH3
Schmelzbereich: 78-81,5 °C B o
IR (ATR): 1695 COOCH;), 1669 (NCOCHs) /’L 10
H,c”™ ~O

MS (EI): 257 [15,0 M]; 242 [6,4 M-CH]; 214 [10,0 M-COCH; 200 [10,7

M*-CH,, -COCH; 180 [32,9 M-CgHs]: 138 [100,0 M-CsHs, -COCH]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,36 (s br, 1 H, 2-He]); 7,81 (s br, 1 H, 2-H

[2]); 7,30-7,17 (m, 11 H, 2',3',4',5',6'-K,E], 6-H [Z]): 6,60 (s br, 1 H,
6-H [E]); 5,24 (,s* br, 2 H, 5-H E,Z); 4,47 (d, 2 H3ls= 4,6 Hz, 4-H
[E,Z)): 3,63 (s, 6 H, 3-COOCHE,Z)); 2,37 (s br, 6 H, N-COCHE,Z))
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(EZ,RS)-1-(3-Methyl-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon (11)

11 wurde nach Vorschrif7.1.2.2.1aus 3-Methylpyridin und Phenylmagnesiumchlorid
(2 M Losung in THF) in 61 % Ausbeute als farblo€g¢®rhalten.

Summenformel: gHsNO

Molgewicht: 213,28 g/mol

CH
IR (ATR): 1674, 1636 (ICOCHs) O] ’
MS (ESI): 242,1 [M+N§ /L
H,c” S0 11
IH-NMR: 400 Mhz, CDC{ [5 ppm]: 7,32-7,18 (m, 11 H, 2',3",4'5",6'-&,F, 6-H

[Z]); 7,15 (d, 1 H,*Js= 1,4 Hz, 2-H E]); 6,60 (dt, 1 H,*Js=8,2 Hz,
*Jois = *Joo = 1,4 Hz, 6-H E]); 6,45 (d, 1 H,"Js = 1,4 Hz, 2-H I]); 5,07
(dd, 1H, 3%6=8,2Hz, 3%s=4,0Hz, 5H I]); 4,97 (dd, 1H,
)6 = 8,2 Hz,%%s = 4,0 Hz, 5-H E]); 3,95 (,s“ br, 2 H, 4-H E,Z)); 2,25
(s, 3H, N-COCH[Z]); 2,23 (s, 3 H, N-COCHI[E]); 1,51 (s, 6 H, 3-CH
[E,2)

(EZ,RS)-1-(3-Methoxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon (12 )

12 wurde nach Vorschrif?.1.2.2.1aus 3-Methoxypyridin und Phenylmagnesiumchlorid
(2 M Losung in THF) in 40 % Ausbeute als gelbese@ialten und konnte aus Methanol

als weilRer Feststoff kristallisiert werden.
Summenformel: GHisNO;

Molgewicht: 229,27 g/mol

N
Schmelzbereich: 50-70 °C ] CHs
IR (ATR): 1674, 1633 (COCHs) /'L
. H,c~ YO 12
MS (ESI): 252,2 [M+N4]
IH-NMR: 400 Mhz, CDCJ [8 ppm]: 7,34 (dt, 1 H,%Js=8,2 Hz, “Ju="J=

1,3 Hz, 6-H F]); 7,34-7,28 (m, 4 H, 2',6'-HE,Z); 7,24-7,20 (m, 6 H,
3.4'5-H E,Z); 6,90 (d, 1H,*%es=1,3Hz, 2-H E]); 6,64 (dt, 1 H,
335 = 8,2 Hz,“Jsis = “Joro = 1,3 Hz, 6-H EJ); 6,07 (d, 1 H,*%s= 1,3 Hz,
2-H [Z]); 5,12 (dd, 1 H33s= 8,2 Hz,%%, = 4,3 Hz, 5-H F]); 5,03 (dd,
1 H, 3= 8,2 Hz,3)k4 = 4,3 Hz, 5-H E]); 4,23 (dd, 2 H3Ls= 4,3 Hz,
“Jys=1,3Hz, 4-H E,Z); 3,55 (s, 3H, 3-OCH [E]); 3,52 (s, 3 H,
3-OCH; [Z]); 2,27 (s spl, 6 H, N-COCHE,Z))
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(EZ,RS)-1-(3-Ethoxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon (13)

13 wurde nach Vorschrif?.1.2.2.1aus1 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M LOsung in
THF) in 56 % Ausbeute als hellgelbes Ol erhalted konnte aus Methanol als weiRRer

Feststoff kristallisiert werden.
Summenformel: GH:/NO,

Molgewicht: 243,3 g/mol

O.__CHy
Schmelzbereich: 124-129 °C | |
IR (ATR): 1669, 1633 (ILOCHs) /'L
Hc~ YO 13
MS (EI): 243 [27,1 M]; 200 [8,6 M-COCH; 172 [13,6 M -COCH,, -C;H.]; 166
[44,3 M-Ph]; 124 [100,0 MPh, -OGH; 96 [17,1 M-Ph, -GH.,
_COCHj]
'H-NMR: 500 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 7,35-7,28 (m, 5 H, 2',6'-HE[Z, 6-H [Z]):

7,23-7,19 (m, 6 H, 3',4',5-HE[Z)); 6,86 (d, 1 H/Js= 1,2 Hz, 2-H E]);

6,64 (dt, 1 H3ks= 8,2 Hz,*Ju="%>= 1,2 Hz, 6-H E]); 6,06 (d, 1 H,
“Je=1,2 Hz, 2-H Z]); 5,13 (dd, 1 H.} )%= 8,2 Hz,*%,s= 4,4 Hz, 5-H
[Z]); 5,04 (dd, 1 H336 = 8,2 Hz,2%u = 4,4 Hz, 5-H E]); 4,21 (,d*, 2 H,
3us= 4,4 Hz, 4-H E,Z); 3,74 (ABX; AB-Teil, 2 H, v¢d=0,1 ppm,
2Jue = 9,4 Hz,3Xcnycn, = 7,0 Hz, 3-OE1,CHs [E]); 3,68 (ABX; AB-Teil,

2 H, vod = 0,14 ppm,2Jys = 9,0 Hz,3Jnych, = 6,9 Hz, 3-OCI.CH;s [Z]);

2,25 (s, 3 H, N-COCHIE]); 2,23 (s, 3 H, N-COCH[Z]); 1,20 (ABXs
Xa-Teil, 3 H, 3Jnsen, = 6,9 Hz, 3-OCHCH; [Z]); 1,17 (ABXs Xa-Tell,

3 H,3%nycn, = 7,0 Hz, 3-OCHCH; [E])

(EZ,RS)-1-(3-Benzyloxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanon ( 14)

14 wurde nach Vorschrif?.1.2.2.1aus2 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M LAsung in
THF) in 58 % Ausbeute als braunes Ol erhalten uadnte aus Methanol als weiRRer

Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: &H1gNO,

Molgewicht: 305,37 g/mol \Q
0

Schmelzbereich: 78-82 °C

N
IR (ATR): 1672, 1635 (ICOCH,) /g
HC~ SO 14
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MS (ED): 305 [15,0 M]; 214 [25,0 M-CH,CgHs]; 186 [17,1 M -COCH;, -CeHs);
166 [44,3 M-Ph]; 124 [100,0 MPh, -O=C=CH]; 91 [32,9 GH/]; 65
[7,1 GHs]

'H-NMR: 500 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 7,33-7,20 (m, 17 H, 3-OGBkHs [E.Z,

3.4'5-H E,Z, 6-H [Z]); 7,13-7,10 (m, 4 H, 2',6'-HH,Z); 6,98 (d, 1 H,
“Jye= 1,3 Hz, 2-H E]); 6,67 (dt, 1 H,3Js = 8,2 Hz,*%s = “% = 1,3 Hz,
6-H [E]); 6,10 (d, 1H,*Les=1,3Hz, 2-H F]); 5,15 (dd, 1H,
%= 8,2 Hz, °}u=4,3Hz, 5-H F]); 5,07 (dd, 1H,%%=8,2Hz,
%4s=4,3Hz, 5-H E]); 4,77 (AB-System, 2H,vod=0,07 ppm,
2Jye =11,8 Hz, 3-O@.,CHs [E]); 4,74 (AB-System, 2H,
vod = 0,10 ppm, 2us = 11,9 Hz, 3-O@,CeHs [Z]); 4,31 (d br, 2H,
3Jys= 4,3 Hz, 4-H E,Z)); 2,26 (s, 3 H, N-COCH[E]): 2,16 (s, 3 H,
N-COCH; [2])

(EZ,RS)-1-Acetyl- N,N-dimethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3-carbamid (1  5)

15 wurde nach Vorschrif?.1.2.2.1aus3 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M LOsung in
THF) in 44 % Ausbeute als gelbes Ol erhalten undnk® aus Methanol als weiRer

Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: GH1sN,O,

Molgewicht: 270,33 g/mol o
/CH3
IR (ATR): 1670, 1631 (ICOCH;) ] N
CHj;
MS (ESI): 293,3 [100 M+N3, 271,2 [31 M+H] /'L
H,C~ ~O 15
"H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 7,32-7,18 (m, 12 H, aromat. H,[], 6-H [Z],

2-H [E]); 6,71 (d, 1 H3J%s= 8,2 Hz, 6-H E]); 6,65 (s, 1 H, 2-HZ]);

520 (dd, 1H,°%6=8,2Hz,%,=4,0Hz, 5-H Z]); 512 (dd, 1H,
%5 = 8,2 Hz,%Xu = 4,0 Hz, 5-H E); 4,64 (d, 1H,°Ls=4,0 Hz, 4-H
[E]); 4,60 (d, 1 H3Ws=4,0 Hz, 4-H I]); 2,74 (s, 12 H, 3-CON-(Chk

[E,Z); 2,28 (s, 3 H, N-COCHIE]); 2,24 (s, 3 H, N-COCH[Z))
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(EZ,RS)-1-(3-Methoxy-4-(4-methylphenyl)-4H-pyridin-1-yl)e  thanon (16)

16 wurde nach Vorschrif?.1.2.2.1aus 3-Methoxypyridin ung-Tolylmagnesiumchlorid
(1 M Lésung in THF) in 55 % Ausbeute als weil3ertstesf erhalten.

CHj
Summenformel: GH:/NO.
Molgewicht: 243,3 g/mol
Schmelzbereich: 102-106 °C ™ O~ch,
IR (ATR): 1670, 1634 (ICOCH;) N
H3c/g0 16
MS (El): 243 [20,0 M]; 200 [15,0 M-COCH;]; 152 [31,4 M -C;H;]; 110 [100,0
M*-C;H;, -OGH;]
H-NMR;: 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 7,31 (,d*, 1 H,2Js = 8,3 Hz, 6-H F]); 7,13-

7,09 (m, 8 H, 2',3',5',6'-HEZ)); 6,88 (,s“, 1 H, 2-H F]); 6,62 (dt, 1 H,
335 = 8,3 Hz *Jes = “Js2 = 1,3 Hz, 6-H E]); 6,06 (,s*, 1 H, 2-H F]); 5,10
(dd, 1H, %%6=8,3Hz, 3ks=4,4Hz, 5H I]); 501 (dd, 1H,
3%6 = 8,3 Hz,3X%u = 4,4 Hz, 5-H E]); 4,19 (,d*, 2 H, %5 = 4,4 Hz, 4-H
[E,Z); 3,54 (s, 3 H, 3-OCHI[E]); 3,52 (s, 3 H, 3-OCH([Z]); 2,31 (s, 6 H,
4'-CH; [E,Z); 2,26 (s spl, 6 H, N-COCHE,Z))

(EZ,RS)-1-(3-Methoxy-4-(4-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-yl)  ethanon (17)

17 wurde nach Vorschrift7.1.2.2.1 aus 3-Methoxypyridin undp-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (0,5 M Losung in THF) in 33 % Ausieeals gelbes Ol erhalten und

konnte aus Methanol als weil3er Feststoff krisialtisverden. _CHs
o

Summenformel: @H1/NO;

Molgewicht: 259,3 g/mol

Schmelzbereich: 78-83 °C O

CH,
IR (ATR): 1668, 1633 (ILOCHs) | \ |
H3C/§O 17
MS (EI): 259 [50,7 M]; 228 [2,1 M-OCH]; 216 [34,3 M-COCHy; 186 [8,6 M

-C;H,0, -OCH]; 152 [34,3 M-C;H,0]; 110 [100,0 M-C;H-0, -OGH]

'H-NMR: 400 Mhz, CDd{ [6 ppm]: 7,31 (,d, 1 H,*Js=8,2 Hz, 6-H I]); 7,14-
7,11 (m, 4 H, 2',6'-HH,Z, Teil AA' des AA'BB'-Systems); 6,87 (d, 1 H,
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“36= 1,4 Hz, 2-H E]); 6,85-6,83 (m, 4 H, 3',5'-HH,Z], Teil BB' des
AA'BB'-Systems); 6,62 (dt, 1 HJs= 8,2 Hz,"Ju =% = 1,4 Hz, 6-H
[E]); 6,04 (,s*, 1 H, 2-H F]); 5,10 (dd, 1 H’Js = 8,2 Hz,°%. = 4,3 Hz,
5-H [Z]); 5,00 (dd, 1 H33s = 8,2 Hz,3X%. = 4,3 Hz, 5-H F]); 4,17 (,d",

2 H,%s=4,3Hz, 4-HE,Z); 3,77 (s, 6 H, 4-OCH[E,Z); 3,54 (s, 3 H,
3-OCH; [E]); 3,52 (s, 3 H, 3-OCH[Z]); 2,26 (s spl, 6 H, N-COCH
[E,2)

(EZ,RS)-1-(3-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-yl)  ethanon (18)

18 wurde nach Vorschrift7.1.2.2.1 aus 3-Methoxypyridin undo-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (1 M Losung in THF) in 60 % Auskeeats gelbes Ol erhalten und

konnte aus Methanol als weil3er Feststoff krisialtisverden.

Summenformel: GH1;NO;

Molgewicht:  259,3 g/mol o s
Schmelzbereich: 94-97,5 °C ] O\CH3
IR (ATR): 1668, 1634 (LOCH,) N

H3C/§O 18
MS (EI): 259 [43,6 M]; 244 [5,0 M-CHy]; 228 [2,1 M-OCHy: 216 [24,3 M-

COCH;]; 202 [21,4 M-OCH,, -CH;y]; 184 [17,1 M -C,H;0, -HOCHj];
169 [22,1 184-CH; 152 [29,3 M-C;H;O]; 110 [100,0 M-C;H-O,
-OCH;]

'H-NMR: 500 Mhz, CDC! [6 ppm]: 7,22 (dt, 1 H,%Js=8,3 Hz, *Jou = “Jero =
1,2Hz, 6-H F]); 7,18 (ddd, 2H, 3Jus=8,1Hz, 3Ls=7,4Hz,
“Jye = 1,6 Hz, 4-H E,Z)); 7,09 (dd, 2 H,3Js = 7,4 Hz, *Jers = 1,6 Hz,
6'-H [E,Z); 7,00 (d, 1H,*%s=1,2Hz, 2-H E]); 6,92 (dt, 2 H,
3o =30 = 7,4 Hz, “J2=0,8Hz, 5-H E,<Z); 6,86 (,d, 2H,
3% =8,1Hz, 3-H E,Z); 6,53 (dt, 1H,3Jks=8,3Hz, “Js="Fn=
1,2 Hz, 6-H E]); 6,20 (d, 1 H,*}s=1,2 Hz, 2-H Z]); 5,12 (dd, 1 H,
3)%6=8,3Hz, 3%u=4,4Hz, 5-H F]); 5,06 (dd, 1H,?3ks=8,3Hz,
3%u=4,4 Hz, 5-H E]); 4,77 (dd, 1 H3s= 4,4 Hz,“Jys = 1,2 Hz, 4-H
[Z]); 4,75 (dd, 1 H3Jys = 4,4 Hz,*4s = 1,2 Hz, 4-H E]); 3,83 (s spl, 6 H,
2'-OCH; [E,Z); 3,58 (s, 3 H, 3-OCHI[E]); 3,54 (s, 3 H, 3-OCH[2Z));
2,26 (s, 3 H, N-COCH[Z]); 2,24 (s, 3 H, N-COCHI[E])
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(EZ,RS)-1-(1-Acetyl-4-(4-methylphenyl)-1,4-dihydropyridin ~ -3-yl)ethanon (19)

19 wurde nach Vorschrif7.1.2.2.1aus 3-Acetylpyridin undp-Tolylmagnesiumchlorid
(1 M Losung in THF) in 79 % Ausbeute als dunkelgsltOl erhalten und konnte aus

Methanol als gelber Feststoff kristallisiert werden CHs

Summenformel: GH./NO,

Molgewicht: 255,31 g/mol o
Schmelzbereich: 116-118,5 °C ] CHs
A
IR (ATR): 1703 (3COCH;), 1660, 1605 (IROCH) H,C™ "0 19
MS (EI): 255 [32,0 M]; 240 [3,6 M-CHg]; 212 [50,7 M-COCHy; 122 [100,0
M*-C;H7, -OGH;]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,29 (s br, 1 H, 2-He]); 7,69 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,19 (s br, 1 H, 6-HZ]); 7,11-7,06 (m, 8 H, 2',3'5',6'-HE[Z],
AA'BB'-System); 6,63 (s br, 1 H, 6-HE]); 5,26 (s br, 2 H, 5-HH,Z);
4,52 (d, 2 H3)s= 4,8 Hz, 4-H E,Z); 2,36 (s, 6 H, 3-COCHI[E,Z);
2,28 (s, 6 H, 4-CH[E,Z)); 2,25 (,s*, 6 H, N-COCH[E,2)

(EZ,RS)-1-(1-Acetyl-4-[4-methoxyphenyl]-1,4-dihydropyridi ~ n-3-yl)ethanon (20)

20 wurde nach Vorschrift7.1.2.2.1 aus 3-Acetylpyridin und p-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (0,5 M Losung in THF) in 47 % Ausieeals gelbes Ol erhalten und

konnte aus Methanol als weil3er Feststoff krisialtisverden.

/CHS
Summenformel: GH./NO; )
Molgewicht: 271,31 g/mol
Schmelzbereich: 101,5-104,5 °C o

L
IR (ATR): 1702 (3€0OCHa), 1660, 1605 (KOCHsy) HsC o 20
MS (ED): 271 [40,7 M]; 228 [70,7 M-COCH;]; 186 [22,9 M-2 x COCH]; 122
[100,0 M*-C;H;0O, -OGH;]

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,28 (s br, 1 H, 2-He]); 7,69 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,24 (s br, 1 H, 6-HZ]); 7,14-7,11 (m, 4 H, 2',6'-HH,Z], Teil AA'
des AA'BB'-Systems); 6,81-6,79 (m, 4 H, 3',5'-B,4], Teil BB' des
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AA'BB'-Systems); 6,63 (s br, 1 H, 6-HE]); 5,25 (s br, 2 H, 5-HH,Z));
4,51 (d, 2 H3Jys = 4,8 Hz, 4-HE,Z); 3,75 (s, 6 H, 4-OCH[E,Z); 2,36
(s br, 6 H, 3-COCHI[E,2Z); 2,25 (,s" br, 6 H, N-COCHI[E,Z])

(EZ,RS)-1-(1-Acetyl-4-[2-methoxyphenyl]-1,4-dihydropyridi  n-3-yl)ethanon (21)

21 wurde nach Vorschrift7.1.2.2.1 aus 3-Methoxypyridin undo-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (1 M Lésung in THF) in 83 % Auskeals gelbe zadhe Substanz
erhalten und konnte nicht kristallisiert werden.cNdangerer Lagerung im Gefrierfach

erstarrte21 glasartig.

Summenformel: GH/NO;

o} o}
Molgewicht: 271,31 g/mol
CH;
Schmelzbereich: 33-35 °C | |
N
H3C/§O 21
IR (ATR): 1702 (3€0OCHs), 1663, 1610 (KOCH;)
MS (El): 271 [52,1 M]; 240 [25,7 M-OCH;]; 228 [53,6 M-COCH]; 198 [71,4
M*-OCHs, -COCH}]; 186 [72,9 M-2 x COCH]; 122 [100,0 M-C;H-0O,
-COCH;]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC] [6 ppm]: 8,43 (s br, 1 H, 2-HH]); 7,84 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,18-7,09 (m br, 3 H, 4-HH,Z, 6-H [Z]); 7,96-7,82 (m br, 6 H,
3.5',6-H E,Z); 6,48 (s br, 1 H, 6-HH]); 5,33 (dd, 2 H%s= 8,1 Hz,
3Ju=4,6 Hz, 5-H E,Z)); 4,97 (d, 2 H3J,s = 4,6 Hz, 4-H E,Z); 3,86 (s,
6 H, 2'-OCH [E,Z); 2,34 (s, 6 H, 3-COCHI[E,Z); 2,30 (,s* br, 6 H,
N-COCH; [E,Z)

(EZ,RS)-1-Acetyl-4-(4-methylphenyl)-1,4-dihydropyridin-3-  yl-carbonséureethylester
(22)

22 wurde nach Vorschriff.1.2.2.1aus Ethylnikotinat ung-Tolylmagnesiumchlorid (1 M
Losung in THF) in 68 % Ausbeute als gelbes Ol ¢gmaund konnte aus Methanol als

weil3er Feststoff kristallisiert werden. CH,
Summenformel: GH1oNO;
Molgewicht: 285,34 g/mol ©

Schmelzbereich: 58-61,5 °C | ‘ o CHs
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IR (ATR): 1695 COOC,Hs), 1669, 1605 (ICOCH;)
MS (ESI): 285,3 [M+H]
"H-NMR: 400 Mhz, CDJ{ [ ppm]: 8,35 (s br, 1 H, 2-HF]); 7,78 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,20 (s br, 1 H, 6-HZ]); 7,12-7,07 (m, 8 H, 2',3',5',6'-HZ[E],
AA'BB'-System); 6,58 (,s* br, 1 H, 6-HH]); 5,22 (,s" br, 2H, 5-H
[E,Z); 4,43 (dd, 2 H 3)s=4,5Hz, “s=0,7 Hz, 4-H E,Z); 4,08
(ABX; AB-Teil, 4 H, vod = 0,05 ppm,2Jus = 10,8 Hz,*Joycn, = 7,1 Hz,
3-COOM,CH:s [E,Z]); 2,37 (,s“ br, 6 H, N-COCHI[E,Z]); 2,29 (s, 6 H,
4-CH [EZ); 1,16 (ABXs XsTeil, 6H, 3Jnen =7,1Hz,
3-COOCHCH:s [E,Z)

(EZ,RS)-1-Acetyl-4-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3  -yl-
carbonséaureethylester (23)

23 wurde nach Vorschrift7.1.2.2.1 aus 3-Acetylpyridin und p-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (0,5 M Losung in THF) in 72 % Ausieeals gelbes Ol erhalten und

konnte aus Methanol als weil3er Feststoff krisialtisverden.

Summenformel: GHisNO,

O/CH3
Molgewicht: 301,34 g/mol
Schmelzbereich: 83,5-86 °C

o}
IR (ATR): 1696 COOC,Hs), 1670, 1608 (KOCH;)
PN
O~ "CH,

MS (ESI): 302,1 [M+H] ‘ |

N

H3C/§O 23

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,33 (s br, 1 H, 2-HH]); 7,77 (s br, 1 H, 2-H

[2]); 7,21 (s br, 1 H, 6-HZ]); 7,15-7,12 (m, 4 H, 2',6'-HE,Z, Teil AA’

des AA'BB'-Systems); 6,83-6,79 (m, 4 H, 3',5'-B,4], Teil BB' des
AA'BB'-Systems); 6,59 (,s* br, 1 H, 6-HE]); 5,22 (,s" br, 2 H, 5-H
[E,Z)); 4,41 (d, 2 H3)ys = 4,5 Hz, 4-H E,Z)); 4,08 (ABX; AB-Teil, 4 H,
vod = 0,06 ppm2as = 10,8 Hz 2Jewych, = 7,1 Hz, 3-COOE,CH:; [E,Z));

3,76 (s, 6 H, 4-OCHI[E,Z); 2,36 (,s" br, 6 H, N-COCH [E,Z)); 1,16
(ABX 3 Xs-Teil, 6 H,3Jch,cn, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH: [E,2))
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(EZ,RS)-1-Acetyl-4-(2-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyridin-3  -yl-
carbonsaureethylester (24)

24 wurde nach Vorschrift 7.1.2.2.1 aus Ethylnikotinat und o-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (1 M Losung in THF) in 38 % Auskeeats gelbes Ol erhalten und
konnte aus Methanol als weil3er Feststoff krisialtisverden.

Summenformel: GHsNO,

H3C\
Molgewicht: 301,34 g/mol O o
PN
Schmelzbereich: 101-103,5 °C ] O CHsg
N
H3C/§O 24
IR (ATR): 1697 COOCHs), 1671, 1623 (ROCH;)
MS (ESI): 301 [22,1 NI; 272 [25,7 M-OCH;]; 230 [100,0 M-COCH, -CH.]; 212
[20,7 M-CHs, -COOGH;]; 152 [44,3 M-COCH, -C/H,0]
IH-NMR: 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 8,46 (s br, 1 H, 2-HE]); 7,91 (s br, 1 H, 2-H

[Z]); 7,15 (ddd, 2 H 3= 7,5 Hz, 3Ls = 8,1 Hz, “Jye = 1,7 Hz, 4'-H
[E.Z); 7,10 (s br, 1H, 6-H Z]); 7,03 (dd, 2H,3%s=7,5Hz,
‘Jiwr=17Hz, 6-H E<Z); 6,88 (dt, 2H, 3ke=3ku=7,5Hz,
*Josz= 1,0 Hz, 5-H E,Z); 6,84 (dd, 2 H,*%u = 7,5 Hz,*Jys = 1,0 Hz,
3-H [E,Z); 6,47 (s br, 1 H, 6-HH]); 5,26 (s br, 2 H, 5-HH,Z); 4,92
(dd, 2 H, 3Jys=4,5Hz, “J=1,0Hz, 4-H E,Z); 4,06 (m br, 4H,
3-COOM,CHs [E,Z]); 3,84 (s, 6 H, 2-OCHI[E,Z); 2,38 (s br, 3 H,
N-COCH; [Z]); 2,27 (s br, 3H, N-COCHI[E]); 1,10 (s br, 6 H,
3-COOCHCH; [E,Z))
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7.1.2.3 N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine

7.1.2.3.1 Allgemeine Synthesevorschrift

Die Darstellung der N-Phenoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine erfolgte amplozur
Vorschrift 7.1.2.2.1 Anstelle des Acetylchlorids wurde eine aquivalenitéenge
Chlorameisensaurephenylester eingesetzt. Ri€henoxycarbonyl-1,4-dihydropyridine

wurden mit Laufmittel 6 saulenchromatographiscregegt.

7.1.2.3.2 Charakterisierung der Verbindungen

(EZ,RS)-3-Brom-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonséurephenylest  er (25)

25 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus 3-Brompyridin und Phenylmagnesiumchlorid (2 M
Losung in THF) mit 81 % Ausbeute als gelbes Ol kenaund konnte aus Methanol als

weilRer Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: GH.BrNO;

Molgewicht: 356,21 g/mol Br

Schmelzbereich: 115-120 °C | N |

IR (ATR): 1734 (NCOOGHs) O)\O @
25

MS (EI): 357 [22,1 M ('Br)]; 357 [22,9 M ("Br)]; 280 [90,7 M-CsHs (*'Br)];

278 [91,4 M-CeHs ("Br)]; 236 [12,9 M-CsHsOCO ¢'Br)]; 234 [12,9
M*-CsHsOCO (°Br)]; 160 [22,9 M-C¢HsOCO, -GH, (*'Br)]; 158 [22,5
M*-C¢HsOCO, -GH, ("Br)]; 77 [100,0 Ph]

'H-NMR: 400 Mhz, CDd [6 ppm]: 7,41-7,26 (m, 18 H, aromat. H von N-COOPAh,
3'4'5-H, 2-H E,Z); 7,17-7,16 (m, 4 H, 2',6'-HH,Z]); 7,05-7,00 (m,
2 H, 6-H [E,Z); 5,13-5,09 (m, 1 H, 5-HZ]); 5,05-5,02 (m, 1 H, 5-H
[E]); 4,36 (d, 2 H3Js = 4,0 Hz, 4-HE,Z))
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(EZ,RS)-3-Chlor-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonséurephenyles  ter (26)

26 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus 3-Chlorpyridin und Phenylmagnesiumchlorid (2 M
Losung in THF) in 84 % Ausbeute als gelbes Ol ¢emaund konnte aus Methanol als

weil3er Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel; GH..CINO,

Molgewicht: 311,76 g/mol ™ Cl

Schmelzbereich: 105-108 °C N /@

IR (ATR): 1732 (NCOOGCeHs) o)\o

26

MS (EI): 313 [10,7 M (*"CI)]; 311 [28,6 M (**Cl)]; 236 [35,7 M-CsHs (('CI)];
234 [100,0 M-C¢Hs (*°CI)]; 192 [8,6 M-CsHsOCO ¢'Cl)]; 190 [24,3
M*-CeHsOCO €°Cl)]; 116 [12,1 M-CsHsOCO, -GH, (¥'Cl)]; 114 [34,3
M*-C¢HsOCO, -GH. (*Cl)]; 77 [87,1 Ph]

'H-NMR: 500 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 7,42-7,24 (m, 18 H, aromat. H von N-COOPAh,

3'4'5-H, 2-H E,Z); 7,18-7,16 (m, 4 H, 2',6'-HH,Z); 7,05-7,00 (m,
2 H, 6-H [E,Z); 5,15-5,13 (m, 1 H, 5-HZ]); 5,08-5,06 (m, 1 H, 5-H
[E]); 4,32 (d, 2 H}Js = 3,9 Hz, 4-HE,Z)

(EZ,RS)-3-Methoxycarbonyl-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonsdu  rephenylester (27)

27 wurde nach Vorschrif#.1.2.3.1aus 3-Methylnikotinat und Phenylmagnesiumchlorid

(2 M Lésung in THF) in 79 % Ausbeute als gelbese@ialten und konnte aus Methanol

als weilRer Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel; &H.7NO,

Molgewicht:

335,35 g/mol ~CHs

Schmelzbereich: 115-122 °C

IR (ATR):

MS (EI):

'H-NMR:

N
1744 COOCH), 1709 (NOOCsHs) O)\OQ

27

335 [22,1 M]: 320 [19,3 M-CHy]; 258 [100,0 M-CsHg]: 214 [27,1 M
-COOQHs]; 138 [35,7 M-C6H4,-COOQH5]; 77 [50,7 Ph]

400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,15 (s br, 1 H, 2-H); 7,47-7,44 (m, 2 H5-B{
des N-COOPh); 7,35-7,30 (m, 7 H, 3,5-H des N-COGIPtynat. H des
4-CHs); 7,23-7,18 (m, 1 H, 4-H des N-COOPh); 7,04 (slbH, 6-H);
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5,35-5,31 (m br, 1 H, 5-H); 4,52 (dd, 1 Hs=4,7 Hz,*Js= 1,1 Hz,
4-H); 3,61 (s, 3 H, 3-COOCH
(EZ,RS)-3-(Dimethylcarbamoyl)-phenyl-4H-pyridin-1-carbons ~ &urephenylester (28)

28 wurde nach Vorschrif?.1.2.3.1aus3 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M Lésung in
THF) in 86 % Ausbeute als gelbes Ol erhalten unghk® aus Ether nach Anfallung mit

Petrolether als weilRer Feststoff kristallisiert oher.

Summenformel: &H,N>O;

Molgewicht: 348,4 g/mol i N/CH3
Schmelzbereich: 92-95,5 °C ‘ \ ‘ (IZH3
IR (ATR): 1732 (NCOOGsHs) QOKO
28
MS (EI): 348 [42,9 M]; 303 [20,7 M-HNC,Hg]; 275 [37,1 M-HCONGHg]; 271

[13,6 M'-CoHs]; 227 [100,0 M-COOPHh]; 182 [50,0 #COOPHh, -OGH,
-HCONGH]; 151 [18,6 M-CoH,,-COOPh]; 77 [65 Ph]

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 7,44-7,36 (m, 2H, 2,6-H des N-COOPh);
7,33-7,04 (m, 10H, 3,4,5-H des N-COOPh, aromadé$ 4-GHs,
2,6-H); 5,26-5,15 (m br, 1 H, 5-HE[Z]); 4,68 (s br, 1 H, 4-H); 2,76 (s,
6 H, 3-CON(CH).)

(EZ,RS)-3-Methoxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonsaurephenyl  ester (29)

29 wurde nach Vorschrif7.1.2.3.1aus 3-Methoxypyridin und Phenylmagnesiumchlorid
(2 M Losung in THF) in 95 % Ausbeute als gelbese@ialten und konnte aus Methanol
als weilRer Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: GH1;NO;

Molgewicht: 307,34 g/mol ON
‘ ‘ CH,
Schmelzbereich: 104,5-107 °C N /@
IR (ATR): 1718 (NCOOGCeHs) O)\O
29
MS (El): 307 [41,4 M]; 230 [100,0 M-CsHe]; 186 [24,3 M-COOGHS]; 110 [46,4

M+-C6H4,-COOQH5]; 77 [47,9 Ph]
'H-NMR: 400 Mhz, CDCJ [§ ppm]: 7,42-7,16 (m, 20 H, aromat. HE,7]); 7,07
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(,d“, 1 H, 3Js = 8,2 Hz, 6-H E]); 7,04 (,d*, 1 H,%Js = 8,2 Hz, 6-H F]);
6,55 (s, 2 H, 2-HHE,Z)), 5,13 (dd, 1 H3J= 8,2 Hz,3%, = 4,2 Hz, 5-H
[Z]); 5,06 (dd, 1 H23Js= 8,2 Hz,3), = 4,2 Hz, 5-H E]); 4,27 (dd, 2 H,
s = 4,2 Hz,*Jys = 1 Hz, 4-H E,Z)); 3,55 (s spl, 6 H, 3-OCHE,Z])

(EZ,RS)-3-Ethoxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonsdurephenyle  ster (30)

30 wurde nach Vorschrif?.1.2.3.1aus1 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M Lésung in
THF) in 92 % Ausbeute als gelbes Ol erhalten undnk® aus Methanol als weiRer

Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: &H1gNO;

Molgewicht: 321,37 g/mol O._CHjs
Schmelzbereich: 72-77 °C | N ‘
IR (ATR): 1720 (NCOOGCsHs) O)\O/Q
30
MS (EI): 321 [27,1 M]; 244 [100,0 M-C¢Hs]; 200 [3,6 M-COOGHSs]; 172 [17,1

M+-C2H4,-COOQH5]; 124 [41,4 M-CsHa, -COOQHs]; 96 [5,7 M™-CeHs4,
-C,H,, -COOGHs]; 77 [33,6 Ph]

'H-NMR: 400 Mhz, CDd [6 ppm]: 7,41-7,15 (m, 20 H, aromat. HE,F]); 7,07
(,d*, 1 H, 3Js = 8,2 Hz, 6-H E]); 7,04 (,d“, 1 H,%Js = 8,2 Hz, 6-H F));
6,52 (s spl, 2 H, 2-HH,Z)), 5,15 (dd, 1 H3}s = 8,2 Hz,3Ju = 4,3 Hz,
5-H [Z]); 5,07 (dd, 1 H3Js = 8,2 Hz,3%4 = 4,3 Hz, 5-H E]); 4,25 (dd,
2H, 3s=4,3Hz, “Js=11Hz, 4-H EZ); 3,83-3,63 (m, 4H,
3-OCHCH; [E,Z), 1,22-1,17 (m, 6 H, 3-OH,CH; [E,Z))

(EZ,RS)-3-Benzyloxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-carbonséurephen  ylester (31)

31 wurde nach Vorschrif?.1.2.3.1aus2 und Phenylmagnesiumchlorid (2 M Lésung in
THF) in 91 % Ausbeute als braunes Ol erhalten uadnte aus Methanol als weiRRer

Feststoff kristallisiert werden.

Summenformel: &H,>:NO;

Molgewicht: 383,44 g/mol O\Q
1

Schmelzbereich: 61-64,5 °C |
N
IR (ATR): 1719 (NCOOGHs)
O)\O
3
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MS (El): 383 [35,7 M]; 292 [78,6 M-C;H/]; 91 [100,0 GH;]; 77 [66,1 Ph]; 65
[16,4 GHs)
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [8 ppm]: 7,42-7,05 (m, 32 H, aromat. HE,}], 6-H

[E.,Z); 6,62 (s spl, 2H, 2-HH,2Z), 5,17 (dd, 1H,3ks=8,2 Hz,
3% = 4,2 Hz, 5-H Z]); 5,09 (dd, 1 H3)ks= 8,2 Hz,3%,= 4,2 Hz, 5-H
[E]); 4,77 (AB-System, 4 Hyd = 0,08 ppm?2J = 11,8 Hz, 3-08,CsHs
[E,Z)); 4,34 (dd, 2 H3Jys = 4,2 Hz,"Jys = 1,2 Hz, 4-HE,2))

(EZ,RS)-3-Methoxy-4-(4-methylphenyl)-4H-pyridin-1-carbons ~ urephenylester (32)

32 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus 3-Methoxypyridin ung-Tolylmagnesiumchlorid
(1M Losung in THF) in 95 % Ausbeute als dunkelgslOl erhalten und konnte aus

Methanol als gelber Feststoff kristallisiert werden

CHj
Summenformel: &HisNO;
Molgewicht: 321,37 g/mol
Schmelzbereich: 105-110 °C O.
IR (ATR): 1726 (NCOOGsHs) N @
071\0
32
MS (EI): 337 [100,0 M]; 322 [13,6 M-CHg]; 306 [7,1 M-OCHJ; 230 [90,7
M*-C;H-]; 216 [18,6 M-COOPh]; 110 [17,1 MCOOPNh, -GH7, -CHy];
77 [18,6 Ph]
'H-NMR: 400 Mhz, CD. [6 ppm]: 7,40-7,36 (m, 4H, 2,6 H des N-COOPh

[E,Z); 7,19-7,12 (m, 14 H, 2',3',5',6'-H, 3,4,5 H d§sCOOPh E,Z));

7,05 (,d%, 1 H,°Js = 8,1 Hz, 6-H El); 7,01 (,d, 1 H,%Js = 8,1 Hz, 6-H
[Z]); 6,53 (s, 2 H, 2-HE,Z), 5,11 (dd, 1 H3Js= 8,1 Hz,*%, = 4,1 Hz,
5-H [Z]); 5,03 (dd, 1 H3%s= 8,1 Hz,3%.= 4,1 Hz, 5-H E]); 4,22 (d,
2 H,3%Js=4,1Hz, 4-H E,Z); 3,54 (s spl, 6 H, 3-OCHE,Z); 2,32 (s,
6 H, 4-CH [E,Z)
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(EZ,RS)-3-Methoxy-4-(4-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-carbon  séurephenylester (33)

33 wurde nach Vorschrift7.1.2.3.1 aus 3-Methoxypyridin undp-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (0,5 M Lésung in THF) in 81 % Ausieeals dunkelgelbes Ol erhalten
und konnte aus Methanol als gelblicher Feststaétitisiert werden.

O/CH3
Summenformel; &H1gNO,
Molgewicht: 337,37 g/mol
Schmelzbereich: 77-82 °C o
“CH,
IR (ATR): 1725 (NCOOGeHS) |
$g
o)\o
33
MS (ED): 321 [58,7 M]; 230 [100,0 M-C;H-0O]; 110 [21,4 M-COOPh, -GH-O,
-CHg]; 77 [11,4 Ph]
'H-NMR;: 400 Mhz, CDC [6 ppm]: 7,41-7,36 (m, 4H, 2,6 H des N-COOPh

[E.Z); 7,21-7,15 (m, 10 H, 2',6"-H, 3,4,5 H des N-COOE,Z); 7,05
(,d“, 1 H, 3%s = 8,2 Hz, 6-H E]); 7,02 (,d“, 1 H,3%s = 8,2 Hz, 6-H I]);

6,88-6,84 (m, 4 H, 3',5'-H, Teil BB' des AA'BB-3gm1s E,Z)); 6,52 (s,
2 H, 2-H E,Z), 5,11 (dd, 1 H3J%s= 8,2 Hz,*%, = 4,1 Hz, 5-H F]); 5,03
(dd, 1H, 3%6=8,2Hz, 3%s=4,1Hz, 5-H E]); 421 (d, 2H,
3Jys = 4,1 Hz, 4-H E,Z)); 3,78 (s spl, 6 H, 4-OCHE,Z); 3,54 (s, 6 H,
3-OCH; [E,2)

(EZ,RS)-3-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-carbon  séurephenylester (34)

34 wurde nach Vorschrift  7.1.2.3.1  aus 3-Methoxypyridin und
o-Methoxyphenylmagnesiumbromid (1 M Losung in THFB7 % Ausbeute als gelbes Ol

erhalten. Trotz zahlreicher Versuche kor2anicht kristallisiert werden.

Summenformel; &H1gNO,

Molgewicht: 337,37 g/mol _CHs
o
IR (ATR): 1726 (NCOOCeHs) O
CHj
MS (El): 321 [31,4 M]; 230 [100,0 M-C/H/O]; 110 [67,2 | N |
M*-COOPh, -GH-0, -CH;]; 77 [15,5 Ph] )\ @
0~ "o
'H-NMR: 400 Mhz, CDC! [6 ppm]: 7,42-7,14 (m, 16 H, 34

aromat. H des N-COOPh, 4'6'-H, 6-HE,Z));
6,95 (,t*, 2 H, *Ju =% = 7,4 Hz, 5-H E,Z);
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6,87 (,d“, 2 H,%Jy = 8,0 Hz, 3-HE,Z); 6,88 (s, 1 H, 2-HZ]); 6,86 (s,
1 H, 2-H [E]); 5,14 (dd, 1 H3Xs = 8,2 Hz,X = 4,3 Hz, 5-H F]); 5,09
(dd, 1H, 3k6=8,2Hz, 3%4s=4,3Hz, 5-H E]); 479 (d spl, 2H,
3= 4,3 Hz, 4-H E,Z)); 3,85 (s, 6 H, 2-OCHIE,Z); 3,58 (s, 3 H,
3-OCH; [E]); 3,47 (s, 3 H, 3-OCH[Z])

(EZ,RS)-3-Acetyl-4-(4-methylphenyl)-4H-pyridin-1-carbonsd  urephenylester (35)

35 wurde nach Vorschrif7.1.2.3.1aus 3-Acetylpyridin undo-Tolylmagnesiumchlorid

(1M Losung in THF) in 87 % Ausbeute als dunkelgslOl erhalten und konnte aus

Methanol als gelber Feststoff kristallisiert werden CHs

Summenformel: &H1oNO;
Molgewicht: 333,38 g/mol

Schmelzbereich: 60-65 °C |

N
IR (ATR): 1729 (NCOOGsHs, COCHy) )\ /©
@)

o)
35
MS (EI): 333 [100,0 M|; 318 [42,9 M-CH,]; 242 [38,6 M-C,H;]; 212 [10,7
M*-COOGHs]; 122 [25,0 M-C;Hs, -COOGHSs]; 77 [37,9 Ph]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [8 ppm]: 8,08 (s br, 1 H, 2-H); 7,43-7,08 (m, 9 H,

aromat. H); 7,00 (,s" br, 1 H, 6-H); 5,31 (s brH1 5-H); 4,57 (d, 1 H,
*Jus = 4,6 Hz, 4-H); 3,46 (s, 3 H, 4'-GK2,24 (s br, 3 H, 3-COCH

(EZ,RS)-3-Acetyl-4-(4-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-carbons  &urephenylester (36)

36 wurde nach Vorschrift7.1.2.3.1 aus 3-Acetylpyridin und p-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (0,5 M Losung in THF) mit 75 % Aeste als dunkelgelbes Ol
erhalten und konnte aus Methanol als gelblichetska$ kristallisiert werden.

/CH3
Summenformel: &Hi;gNO, o)
Molgewicht: 349,38 g/mol
Schmelzbereich: 72-76 °C o

IR (ATR): 1742 (NCOOCsHs, COCHy) e
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MS (EI): 349 [26,4 M]; 318 [32,1 M-OCH;]; 242 [25,0 M-C;H,O]; 228 [20,0
M*-COOGH:]; 214 [52,9 M-COOGHs, -CH;]; 77 [100,0 Ph]; 65 [33,6
CsHs]

IH-NMR: 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 8,07 (s br, 1 H, 2-H); 7,45-7,25 (m, 4 H,

2,3,5,6-H des N-COOPh); 7,22-7,19 (m, 2 H, 2',6'F&il AA' des
AA'BB'-Systems); 7,05-7,00 (m, 1 H, 4-H des N-COQFH96-6,88 (m
br, 1 H, 6-H); 6,85-6,80 (m, 2 H, 3',5'-H, Teil Bis AA'BB'-Systems);
5,31 (s br, 1 H, 5-H); 4,56 (d, 1 HJys=4,8 Hz, 4-H); 3,76 (s, 3 H,
4'-OCH); 2,25 (s br, 3 H, 3-COCH
(EZ,RS)-3-Acetyl-4-(2-methoxyphenyl)-4H-pyridin-1-carbons  &urephenylester (37)

37 wurde nach Vorschrift7.1.2.3.1 aus 3-Methoxypyridin undo-Methoxyphenyl-
magnesiumbromid (1 M Losung in THF) mit 71 % Ausieeals gelbes Ol erhalten und

konnte aus Methanol als gelblicher Feststoff kilistart werden.
Summenformel: &HioNO,
Molgewicht: 349,38 g/mol

Schmelzbereich: 141-145 °C

N
R (ATR): 1742 (NCOOGsHs, COCH;) Py @
O

(@]
37
MS (EI): 349 [62,1 M]; 318 [12,1 M-OCH]; 242 [30,7 M-C/HO]; 228 [9,3
M*-COOGH:]; 214 [37,9 M-COOGHs, -CH;]; 77 [100,0 Ph]; 65 [39,3
CsHs]
IH-NMR: 400 Mhz, CDC{ [ ppm]: 8,22 (s br, 1 H, 2-H); 7,44-7,39 (m, 2 H5-y

des N-COOPh); 7,30-7,15 (m, 4 H, 3,5-H des N-COOPRIG'-H);
7,04-7,01 (m, 1 H, 4-H des N-COOPNh); 6,92-6,85 3, 6-H, 3',5'-H);
5,39-5,35 (m br, 1 H, 5-H); 5,01 (d, 1 H,s = 4,7 Hz, 4-H); 3,88 (s, 3 H,
2'-OCH); 2,25 (s br, 3 H, 3-COCH
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(EZ,RS)-3-Ethoxycarbonyl-4-(4-methylphenyl)-4H-pyridin-1-  carbonsaurephenylester
(38)

38 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus Ethylnikotinat ung-Tolylmagnesiumchlorid (1 M

Lésung in THF) in 70 % Ausbeute als gelbes Ol ¢gmaund konnte aus Methanol als
weil3er Feststoff kristallisiert werden. CHj

Summenformel: &H:NO,
Molgewicht: 363,41 g/mol

Schmelzbereich: 72-78 °C |

IR (ATR): 1742 (NCOOGeHs), 1701 COOCHs) j\ /@
0]

38
MS (EI): 363 [25,0 M]; 334 [40,0 M-CHg]; 272 [100,0 M-C/H]; 152 [25
M*-C;Hs, -COOQHs]; 106 [17,9 M-COOGHs, -GH-, 'OCZH4]; 77
[46,4 Ph]; 65 [7,1 €Hs]

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [ ppm]: 8,15 (s br, 1 H, 2-H); 7,43-7,38 (m, 2 H5-B{
des N-COOPh); 7,29-7,16 (m, 5H, 3,4,5-H des N-COOP,6'-H);
7,13-7,09 (m, 2 H, 3',5'-H, Teil BB' des AA'BB'-3§81s); 6,99-6,94 (m
br, 1 H, 6-H); 5,24 (,s* br, 1 H, 5-H); 4,46 (d,H, 3Jys = 4,6 Hz, 4-H);
4,08 (ABXs AB-Teil, 2H, v¢=0,06ppm, 2Jus=10,8Hz,
3Jenen, = 7,1 Hz, 3-COOB,CH:); 2,30 (s, 3 H, 4'-CH); 1,16 (ABX; Xs-
Teil, 3 H,%Jcwycn, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH-3)

(EZ,RS)-3-Ethoxycarbonyl-4-(4-methoxyphenyl)- 4H-pyridin-
1-carbonsaurephenylester (39)

39 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus 3-Ethylnikotinat ung-Methoxyphenylmagnesium-
bromid (0,5 M Losung in THF) mit 81 % Ausbeute gidbes Ol erhalten und konnte aus

Methanol als gelblicher Feststoff kristallisiertnaen. CHs
O/

Summenformel: &H,NOs

Molgewicht: 379,41 g/mol

Schmelzbereich: 60-63 °C P

IR (ATR): 1736 (NCOOG:Hs), 1701 COOCHs) | :
(@]

MS (EI): 379 [36,4 M]; 350 [100,0 M-CH]; 334 [7,1 M-OCH,]; 306 [15
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M*-COOGH:]; 272 [87,9 M-C;H-0]; 258 [5,0 M-COOPh]; 230 [13,6
M*-COOPh, -OGH4; 152 [23,6 M-C/H:O, -COOPh]; 106 [14,3
M*-COOPh, -GH-O, -OGH.]; 77 [49,3 Ph]

H-NMR;: 400 Mhz, CDCJ [8 ppm]: 8,14 (s br, 1 H, 2-H); 7,43-7,38 (m, 2 H5-}
des N-COOPh); 7,29-7,18 (m, 5H, 3,4,5-H des N-CBOP,6'-H);
7,00-6,95 (m br, 1 H, 6-H); 6,86-6,82 (m, 2 H, 3K5 Teil BB' des
AA'BB'-Systems); 5,25 (,s“ br, 1 H, 5-H); 4,45 (d,H, 33,5 = 4,5 Hz,
4-H); 4,08 (ABX% AB-Teil, 2H, v =0,06 ppm, “Jxs = 10,8 Hz,
3JenycH, = 7,1 Hz, 3-COOE,CHy); 3,77 (s, 3 H, 4-OCHi 1,17 (ABXs
Xs-Teil, 3 H,%Juych, = 7,1 Hz, 3-COOCHKCH,)

(EZ,RS)-3-Ethoxycarbonyl-4-(2-methoxyphenyl)- 4H-pyridin-

1-carbonsaurephenylester (40)

40 wurde nach Vorschriff.1.2.3.1aus 3-Acetylpyridin un@-Methoxyphenylmagnesium-
bromid (1 M Losung in THF) mit 68 % Ausbeute alsbgs Ol erhalten und konnte aus
Methanol als gelblicher Feststoff kristallisiertnaen.

Summenformel: &H,:NOs HsC .

Molgewicht: 379,41 g/mol PN

Schmelzbereich: 98-103 °C N /@
O)\O

IR (ATR): 1740 (NCOOGsHs), 1700 COOC,Hs) 40

MS (EI): 379 [30,7 M]; 350 [100,0 M-C;Hs]; 333 [14,3 M-OCHs]; 306 [9,3
M*-COOGH:]; 272 [39,3 M-C;H-O]; 258 [27,1 M-COOPh]; 230 [20,0
M*-COOPh, -OGH.; 152 [22,1 M-C;HO, -COOPh]: 106 [15
M*-COOPh, -GH-0, -OGH.]; 77 [53,6 Ph]

'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,28 (s br, 1 H, 2-H); 7,42-7,38 (m, 2 H5-}
des N-COOPh); 7,32-7,11 (m, 5H, 3,4,5-H des N-COOP,6'-H);
6,96-6,84 (m, 3 H, 3'5-H, 6-H): 5,30 (,s* br, 1 B-H); 4,96 (d, 1 H,
Us=4,4Hz, 4-H): 4,07 (ABX AB-Teil, 2H, v =0,06ppm,
2Jue = 10,8 Hz, *Joyen, = 7,1 Hz, 3-COOE,CH;); 3,87 (s, 3H,
2'-OCH); 1,12 (ABX; X5-Teil, 3 H,3Jnycn, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH5)
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7.1.2.4 3,4-disubstituierte Pyridine

7.1.2.4.1 Allgemeine Synthesevorschrift

Ein Grof3teil der 3,4-disubstituierten Pyridine wals mengenmalfiiges Hauptprodukt der
Umsetzung der entsprechendeiicetyl-1,4-dihydropyridine mip-Benzochinon erhalten
(siehe7.1.2.5.1) Die Pyridine kdnnen bei der sdulenchromatograpieis Trennung des
Produktgemisches Ublicherweise etwa 20-40 Fraktiamech den 1-Aza-9-oxafluorenen

aufgefangen werden.

41-44 werden durch Oxidation vo6-9 mit MnO, dargestellt, da sicl6-9 nicht durch

p-Benzochinon oxidieren lassen. Hierzu werden 5 maesd Dihydropyridins in 50 ml
Toluol geldst und mit einem zehnfachen Uberschussviangan-1V-oxid versetzt. Der
Ansatz wird unter Rickfluss tGiber mehrere Tage ifa@lerhitzt, bis laut DC-Kontrolle
kein Ausgangsstoff mehr nachweisbar ist. Nach Alosshder Reaktion wird das Toluol

i. v. entfernt.

7.1.2.4.2 Charakterisierung der Verbindungen

Ethyl-4-methylnikotinat (41)

41 wurde durch Oxidation vof mit Mangan-IV-oxid in 50 % Ausbeute als rotbrauss
erhalten. Da4l nicht sauber kristallisiert werden konnte, wurdes&zlich das Pikrat
charakterisiert.

Summenformel: €H.:NO; (Pikrat: GsH14N4O) CH; O
Molgewicht: 165,19 g/mol (Pikrat: 394 g/mol) | X 0~ CH,
Schmelzbereich: 128-134 °C (Pikrat) N 41

EA (Pikrat):  ber.: C 45,69; H 3,55; N 14,21
gef.: C 45,39; H 3,67; N 13,86

IR (ATR): 1723 COOGH:)

MS (EI): 165 [74,3 M]; 137 [39,3 M-C,H,]; 120 [100,0 M-OC,Hs]; 92 [47,9 M-
COOGH;s]

'H-NMR: 400 MHz, CDC} [5 ppm]: 9,06 (s, 1 H, 2-H), 8,54 ("s", 1 H, 6-H)17

d, 1H, 3%6=4,7Hz, 5H): 437 (a9 2H,Jmcn=7,0Hz,
3-COOMH,CH;); 2,60 (s, 3H, 4-CH; 1,39 (t, 3 H, Jnycn, = 7,0 Hz,
3-COOCHCH)
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1-(4-Methylpyridin-3-yl)-ethanon (42)

42 wurde durch Oxidation vor mit Mangan-IV-oxid in 81 % Ausbeute als rotbrauss
erhalten. Da die Verbindung nicht sauber kristalitsverden konnte, wurde zusatzlich das
Pikrat von42 charakterisiert.

Summenformel: gHNO (Pikrat: G4H12N4Og)

Molgewicht: 135,16 g/mol (Pikrat: 364 g/mol) CH; O
Schmelzbereich: 137-140 °C (Pikrat) | SN TCH
=
EA (Pikrat):  ber.: C 46,15; H 3,30; N 15,39 N4z
gef.: C 45,71; H 3,27; N 14,98
IR (ATR): 1693 COCHy)
MS (EI): 135 [50,0 M]; 120 [87,5 M-CHg]; 105 [93,6 M-2 x CH;]; 92 [80,3 M-
COCHY; 77 [100,0 M-CHs, -COCH
'H-NMR: 400 MHz, CDC{ [6 ppm]: 10,03 (s, 1H, 2-H); 8,09 (d, 1H,

3%5=7,8Hz, 6-H); 7,54 (d, 1 HXe=7,8Hz, 5-H); 2,63 (s, 3 H,
4-CH); 2,56 (s, 3 H; COCH
Ethyl-4-phenylnikotinat (43)

43 wurde durch Oxidation vo8 mit Mangan-IV-oxid in 61 % Ausbeute als hellbrasita
erhalten. Da43 nicht sauber kristallisiert werden konnte, wurdes&zlich das Pikrat von

43 charakterisiert.

Summenformel: ©H13NO, (Pikrat: GoH16N4Og)

Molgewicht: 227,26 g/mol (Pikrat: 456 g/mol) o
Schmelzbereich: 136-138 °C (Pikrat) X 0~ CH,
EA (Pikrat):  ber.: C 51,61; H 3,66; N 12,04 NT a3
gef.. C51,78; H 3,43; N 12,14
IR (ATR): 1725 COOC,Hs)
MS (EI): 227 [46,4 M]; 199 [13,6 M-C,H,]; 182 [83,6 M-OC,H; 154 [100 M-
COOGH:]; 105 [22,1 M-OC,Hs, -Ph]; 77 [30 Ph]
IH-NMR: 400 MHz, CDC4 [6 ppm]: 8,91 (s, 1 H, 2-H), 8,77 (d, 1 Hys = 3,9 Hz,

6-H): 7,42-729 (m, 6H, 2,3.45,6-H 5H): 14, (g 2H,
SJCHZICH3:770 HZ, 3-C0062CH3), 1,64 (t, 3H, 3\]c|-|3/(:|-|2:7,0 HZ,
3-COOCHCH5)
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1-(4-Phenylpyridin-3-yl)-ethanon (44)

44 wurde durch Oxidation voA mit Mangan-IV-oxid in 75 % Ausbeute als gelbbrasine
Ol erhalten. Dad4 nicht sauber kristallisiert werden konnte, wurdmsétzlich das Pikrat
von 44 charakterisiert.

Summenformel: GH1:NO (Pikrat: GoH14N4Og)

Molgewicht: 197,23 g/mol (Pikrat: 426,34 g/mol)

o
Schmelzbereich: 145-148 °C (Pikrat) S CH,
EA (Pikrat): ber.: C 53,52; H 3,27; N 13,15 N/ 44
gef.: C 53,38; H 3,46; N 12,81
IR (ATR): 1693 COCH,)
MS (El): 197 [68,6 M]; 182 [100 M-CHg]; 154 [53,6 M-COCH;]; 77 [13,6 Ph];
43 [17,1 COOCH]
'H-NMR: 400 MHz, CDC} [6 ppm]: 8,80 ('s" br, 2 H, 2-H, 6-H); 7,47 (d, 1 H
3% = 3,3 Hz, 5-H); 7,36-7,33 (m, 5H, 23,45k 2,08 (s, 3 H,
3-COCHj)

3-Methyl-4-phenylpyridin (45)

45 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung vbh mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.) als farblose ©dlige Substanz mit 46 % Ausbeuteliedo Eine
Kristallisation der Verbindung war nicht moglichalter wurde zusatzlich das Pikrat von
45 charakterisiert.

Summenformel: GHi:N (Pikrat: GgH14N4O7)

Molgewicht: 169,22 g/mol (Pikrat: 398,33 g/mol)

Schmelzbereich: 160-164 °C (Pikrat) | N CHe
EA: ber.: C 85,17; H 6,55; N 8,28 N 45
gef.: C 84,98; H 6,38; N 8,31
MS (El): 169 [100,0 M]; 168 [99,9 M-H]; 154 [19,3 M-CHg]; 77 [6,0 Ph]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6d ppm]: 8,47 (d; 1 H3Js = 0,5 Hz, 2-H); 8,42 (dd,

1 H,3Js = 4,9 Hz,"%, = 0,5 Hz, 6-H); 7,50-7,36 (m, 5 H, 2',3",4', 5k
7,16 (d, 1 H3%6 = 4,9 Hz, 5-H): 2,25 (s, 3 H, 3-GH
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3-Methoxy-4-phenylpyridin (46)

46 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung @noder 27 mit p-Benzochinon

(siehe7.1.2.5.1 mit 67 bzw. 55 % Ausbeute isoliert. Die Kristadltion gelang aus einem

Ether-Petrolether-Gemisch.

Summenformel: GH;NO

Molgewicht: 185,22 g/mol
Schmelzbereich: 41-44 °C o
Xy T CH,

EA: ber.: C 77,81; H5,99; N 7,56 P

gef.: C 77,55; H 6,27; N 7,47 N 46
IR (ATR): 1243 (C-0O-C)
MS (EI): 185 [100,0 M]; 170 [97,9 M-CHjy]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 Jppm]: 8,43 (s, 1 H )5 2-H); 8,26 (d, 1 H,

335 = 4,8 Hz, 6-H); 7,61-7,58 (m, 2 H, 2'6-H); 7,887 (m, 3H,
3'4'5'-H); 7,30 (dd, 1 Hke= 4,8 Hz,5%, = 0,4 Hz, 5-H); 3,93 (s, 3 H,
3-OCH)

3-Ethoxy-4-phenylpyridin (47)

47 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung ¢ Bnoder 35 mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.) als farblose olige Substanz mit 49 bzw. 42 % Awsk isoliert. Eine

Kristallisation der Verbindung war nicht moglich.

Summenformel: GHsNO

Molgewicht:

EA:

IR (ATR):

MS (EI):

'H-NMR:

199,25 g/mol
(@) CH
ber.: C 78,36: H 6,58: N 7,03 NN
gef.: C 78,65: H 6,76: N 6,99 _
N 47
1245 (C-O-C)

199 [100,0 M]; 184 [25,7 M-CHs]; 171 [100,0 M-C,H,]; 170 [100,0
M*-C,H¢]

400 Mhz, Aceton-d6 Jppm]: 8,40 (s; 1H, 2-H); 825 (d, 1H,
335 = 4,8 Hz, 6-H); 7,65-7,62 (m, 2 H, 2'.6-H); 7,442 (m, 2H,
3'5-H); 7,41-7,36 (m, 1H, 4-H); 7,30 (dd, 1 H}e=4,8Hz,
5k = 0,4 Hz, 5-H); 4,19 (q, 2 Hen,cH, = 7 Hz; 3-O®,CH;y); 1,34 (t,
3 H,%Xnycn, = 7 Hz, 3-OCHCH5)
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3-Benzyloxy-4-phenylpyridin (48)

48 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung ¥dnoder 30 mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.1 mit 55 bzw. 60 % Ausbeute isoliert und kristadlite nach Entfernung des
Losungsmittels und Umkristallisation aus Etheraabngefarbener Feststoff aus.

Summenformel: GHsNO

Molgewicht: 261,32 g/mol

Schmelzbereich: 68-72 °C \Q
e

EA: ber.: C 82,73; H5,79; N 5,36
gef.: C 82,45; H 6,03; N 5,18 =
N 48
IR (ATR): 1235, 1248 (C-O-C)
MS (El): 261 [64,3 M]; 91 [100,0 GH/]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 dppm]: 850 (s; 1H, 2-H); 8,28 (d, 1H,

%% = 4,8 Hz, 6-H); 7,67-7,64 (m, 2 H, 2',6'-H); 7,427 (m, 9 H, 5-H,
3,4",5'-H, 3-OCHCsHs); 5,27 (s, 2 H, 3-0O8,CsHs)
3-Brom-4-phenylpyridin (49)

49 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung V2H mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.3 mit 63 % Ausbeute isoliert und kristallisierte cha Entfernung des

Losungsmittels als farbloser Feststoff im Kolbes.au
Summenformel: GHsBrN

Molgewicht: 234,09 g/mol

Schmelzbereich: 37-41 °C - B
EA: ber.: C 56,44; H 3,44; N 5,98; Br 34,13 NT 49
gef.: C 56,72; H 3,61; N 5,65; Br 33,58
IR (KBr): 1027 (Br)
MS (EI): 235 [100,0 M (®'Br)]; 233 [99,3 M ("Br)]; 154 [67,1 M-HBr]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 Jppm]: 8,80 (s; 1H, 2-H); 8,57 (d, 1H,

335 = 4,9 Hz, 6-H); 7,54-7,45 (m, 5H, 2',3'4' 59~ 7,40 (dd, 1 H,
336 = 4,9 Hz,°J, = 0,5 Hz, 5-H)
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3-Chlor-4-phenylpyridin (50)

50 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung V&& mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.3 mit 55 % Ausbeute isoliert und kristallisierte cha Entfernung des
Losungsmittels als farbloser Feststoff im Kolbes.au

Summenformel: GHsCIN

Molgewicht: 189,64 g/mol

Schmelzbereich: 33,5-35 °C o
EA: ber.: C 69,67; H 4,25; N 7,39; Cl 18,69 N 50
gef.: C 69,68; H 4,48; N 7,24; Cl 17,89
IR (KBr): 1036 (Cl)
MS (EI): 191 [90,0 M (°’CI)]; 189 [100,0 M (**CI)]; 154 [66,4 M-HCI]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 dppm]: 8,66 (s; 1H, 2-H); 855 (d, 1H,

%% =4,9 Hz, 6-H); 7,54-7,47 (m, 5H, 2',3,4'5t9- 7,42 (d, 1H,
%% = 4,9 Hz, 5-H)
N,N-Dimethyl-4-phenylnikotinsdureamid (51)

51 wurde als Hauptprodukt aus der Umsetzung 1mit p-Benzochinon (sieh@é.1.2.5.)
mit 67 % Ausbeute als brauner Feststoff isoliétdt.kristallisierte nach Entfernung des

Losungsmittels im Rundkolben aus und konnte ausrktimkristallisiert werden.
Summenformel: €H1,N.O

Molgewicht: 226,27 g/mol

Schmelzbereich: 68-73 °C o
A N/CHS
EA: ber.: C 74,31; H 6,24; N 12,38 |
gef.: C 74,00; H 6,31; N 12,19 N© 51 O
IR (ATR): 1734 CON(CHs),)
MS (EI): 226 [66,4 M]; 183 [82,9 M-C,H:N]; 182 [100 M-C,HeN]; 154 [92,9
M*-CsH;NO]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6§ ppm]: 8,65 (d, 1 H3Js= 5,1 Hz, 6-H); 8,51 (d,

1 H,5%s=0,7 Hz, 2-H): 7,53-7,45 (m, 6 H, 5-H, 2',3'465H): 2,84 (s,
3 H, N-CHy): 2,48 (s, 3 H, N-CH
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3-Methoxy-4-(4-methylphenyl)-pyridin (52)

52 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung VD& mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.1 mit 51 % Ausbeute isoliert und kristallisierte sa&ssigester in Form
grol3er, farbloser Kristalle aus.

Summenformel: GHsNO

CH,4

Molgewicht: 199,25 g/mol
Schmelzbereich: 52-54 °C
EA: ber.: C 78,36; H 6,58; N 7,03 NP,

gef.: C 78,28; H 6,86; N 7,01 P

52

IR (ATR): 1237 (C-O-C)
MS (EI): 199 [100,0 M]; 184 [97,1 M-CHy]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 dppm]: 8,40 (s; 1H, 2-H); 8,24 (d, 1H,

%%s=4,8Hz, 6-H); 7,51-7,48 (m, 2H, 2'.6-H, Teil AA des
AA'BB'-Systems); 7,28 (d, 1 H)s = 4,8 Hz, 5-H); 7,26-7,24 (m, 2 H,
3',5'-H, Teil BB' des AA'BB'-Systems); 3,92 (s, 3 B#OCH); 2,36 (s,
3 H, 4-CH)

3-Methoxy-4-(4-methoxyphenyl)-pyridin (53)

53 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung Vvbh mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.1 mit 62 % Ausbeute isoliert. Die Verbindung kaiisierte nach mehreren
Tagen im Kuhlschrank aus einem Ether-Petroletheni&€esh aus.

/CHS
Summenformel: GH1sNO, 0
Molgewicht: 215,25 g/mol
Schmelzbereich: 93-98 °C
(O
) ) . ) N CHs

EA: ber.: C 72,54;: H6,09; N 6,51

gef.. C 72,13; H 6,35; N 6,21 N/ 53
IR (ATR): 1249 (C-0-C)
MS (EI): 215 [100,0 M]; 200 [68,6 M-CHs], 185 [53,6 M-2 CH]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 Jppm]: 8,39 (s; 1H, 2-H); 8,22 (d, 1H,

3Js=4,8Hz, 6-H); 7,59-7,55 (m, 2H, 2.,6-H, Teil AA des
AA'BB'-Systems); 7,28 (d, 1 H}s = 4,8 Hz, 5-H); 7,02-6,98 (m, 2 H,
3',5'-H, Teil BB' des AA'BB'-Systems); 3,93 (s, 33 OCH); 3,84 (s,
3 H, 4'-OCH)
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3-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-pyridin (54)

54 wurde als Nebenprodukt aus der Umsetzung VvO® mit p-Benzochinon
(siehe7.1.2.5.1 mit 45 % Ausbeute isoliert. Die Verbindung kriBserte sofort nach
Entfernung des Losungsmittels aus und konnte gwer Eimkristallisiert werden.

Summenformel: GH1sNO,

Molgewicht: 215,25 g/mol

O/CH3
Schmelzbereich: 115-119,5 °C
O\
X CHj
EA: ber.: C 72,54; H 6,09; N 6,51
gef.: C 72,86; H 6,41; N 6,30 N 54
IR (ATR): 1242 (C-O-C)
MS (El): 215 [100,0 M}; 200 [21,4 M-CHgs], 185 [45,7 M-2 CH]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-d6 dppm]: 8,38 (s; 1H, 2-H); 8,21 (d, 1H,

3Js=4,7Hz, 6-H); 7,36 (ddd, 1 H3Ls=8,3Hz, 3ys= 7,4 Hz,
“Jye = 1,7 Hz, 4'-H); 7,20 (dd, 1 H)ss = 7,4 Hz,*Jeis = 1,7 Hz, 6'-H);
7,16 (dd, 1H,3ks=4,7Hz, 5%,=05Hz, 5-H); 7,08 (dd, 1H,
3% = 8,3 Hz,*Jys = 1,0 Hz, 3'-H); 6,99 (dt, 1 HJe =3k = 7,4 Hz,
*J53 = 1,0 Hz, 5'-H): 3,85 (s, 3 H, 3-OGH 3,76 (s, 3 H, 2'-OCH
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7.1.2.5 1-Aza-9-oxafluorene

7.1.2.5.1 Allgemeine Synthesevorschrift

Das entsprechende Dihydropyridin wird in einem kesen Zweihalskolben unter Argon-
atmosphare in einem moglichst geringen Volumenkgnem Dioxan gelést und nach
Zugabe eines 1,23-fachen Uberschusses p-Benzockingeam mit einem Gemisch aus
trockenem Dioxan und Perchlorsaure (70 %) versBas. Mischungsverhaltnis ist in den
jeweiligen Vorschriften angegeben. Nach 24 Stunedalgt eine DC-Kontrolle der zu
diesem Zeitpunkt tief weinrot gefarbten Lo6sung. HKalle der leicht oxidierbaren
Dihydropyridine ohne 3-Carbonylfunktion sind nuisdentsprechende 1-Aza-9-oxafluoren
und das 3,4-disubstituierte Pyridin nachweisbar dedAnsatz kann aufgearbeitet werden.
Bei Umsetzung derN-Acetyl-1,4-dihydropyridine mit 3-Carbonylfunktiorist das
1,4,4a,9a-Tetrahydro-1-aza-9-oxafluoren als Hawplkt sichtbar. Es wird nun 1/3 der
ursprunglich zugesetzten MengeBenzochinon zugeben. Im Abstand von 7 Tagen wird
per DC-Kontrolle regelmafig auf vollstindige Umsetz des Tetrahydrofluorens gepruft
und bis zu zweimal weitergsBenzochinon zugegeben. In der Regel ist die Oxidat

nach 30 bis 50 Tagen abgeschlossen und die Reddionabgebrochen werden.

Zur Aufarbeitung wird der Ansatz mit 10 ml deséliem Wasser je 50 ml Dioxan versetzt,
in einen Scheidetrichter tberfuhrt und mit 1 M Na@tf einen pH-Wert von etwa 9
eingestellt. Der Farbumschlag des Hydrochinonsretioraun zu einem dunklen Gringelb
dient hierbei als praktische Selbstindikation. Koinas bei der Zugabe der NaOH-Ldsung
zur Bildung eines Niederschlags, kann dieser dupdrtionsweise Zugabe von
destilliertem Wasser wieder geldst werden. Danaictt dreimal mit dem halben Volumen
Chloroform extrahiert. Da sich das Hydrochinon agr @&renzschicht zwischen der
wassrigen und der organischen Phase sammelt, kanzwe einer stérenden
Emulsionsbildung kommen. Durch Zugabe kleiner MenDexan lasst sich die Emulsion
in den meisten Fallen wieder auflosen. Die orgdm@acPhasen werden vereint, Gber
NaSQ, getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des wagsmittels i. v. wird ein oliger

dunkelbrauner bis schwarzer Riickstand erhalten.

Nach saulenchromatographischer Trennung des Rinclsstand Entfernung des Losungs-
mittels kristallisiert das 1-Aza-9-oxafluoren dur@ugabe von Diethylether aus. Eine
Umkristallisation war in allen Fallen mit einem Manol-Essigester-Gemisch (1:1)

maoglich.
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7.1.2.5.2 Charakterisierung der Verbindungen

6-Hydroxy-4-methylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbonsaureethylester (55)

1g (4,8mmol) von6 wurde nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 635 mg (5,9 mmol)
p-Benzochinon in 150 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerihrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung voré zu 79
nachgewiesen werden. Zur Oxidation v&wurden im Abstand von je 7 Tagen dreimal
212 mgp-Benzochinon zugegeben. Nach 53 Tagen war k@imehr nachweisbar und der
Ansatz wurde aufgearbeitéi5 wurde séulenchromatographisch mit Laufmittel liésb

und nach Umkristallisation als beigefarbenes amesgtulver erhalten (Ausbeute < 10 %).

Summenformel: GH1sNO,

CH; O
icht: HO PO
Molgewicht 271,28 g/mol AN o CH,
Schmelzbereich: 250-255 °C o N/
EA: ber.: C 66,41; H4,83; N 5,16 55
gef.: C 66,29; H 5,02; N 4,98
IR (KBr): 3418 (OH), 1725C0O0C;Hs), 1370,1350 (OH)
MS (EI): 271 [90,0 M]; 256 [1,4 M-CH;], 243 [25,7 M-C,H,], 226 [67,1 M-
OCHs], 198 [27,1 M-CO,C,Hs]
'H-NMR: 500 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,98 (s; 1 H, 2-H); 7,53 (d, 1 Kk, = 2,4 Hz,

5-H); 7,50 (d, 1H,2%;=9,0Hz, 8-H); 7,03 (dd, 1 Hs=9,0Hz,
435= 2,4 Hz, 7-H); 5,14 (s, 1 H, 6-OH); 4,40 (q, 2%Bknch, = 7,0 Hz,
3-COOQH.CH:); 2,69 (s, 3H, 4-CH; 1,56 (t, 3 H,%Jnyen, = 7,0 Hz,
3-COOCHCH,)

1-(6-Hydroxy-4-methylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3  -yl)-ethanon (56)

1g (5,6 mmol) von7 wurde nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 600 mg (6,9 mmol)
p-Benzochinon in 150 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung von/ zu 80
nachgewiesen werden. Zur Oxidation v@&Mwurden im Abstand von je 7 Tagen dreimal
200 mgp-Benzochinon zugegeben. Nach 48 Tagen&8@aricht mehr nachweisbar und der
Ansatz wurde aufgearbeitdi6 wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel liesb

und nach Umkristallisation als hellbraunes amorpghdser erhalten (Ausbeute < 10 %).
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Summenformel: €H1:NOs CH, O
Molgewicht: 241,25 g/mol HO SN CH,
Schmelzbereich: 269-273 °C o N7
EA: ber.: C 69,71; H 4,56; N 5,81 °6
gef.: C 69,60; H 4,61; N 5,42
IR (KBr): 3427 (OH), 1682COCH:;3), 1360 (OH)
MS (EI): 241 [54,3 M]; 226 [100,0 M-CHg], 198 [30,7 M-COCH;|
'H-NMR: 500 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,83 (s; 1 H, 2-H); 7,56 (d, 1 k7= 2,5 Hz,

5-H); 7,53 (d, 1H,*%k,;=9,0Hz, 8-H); 7,06 (dd, 1 HJ,s=9,0 Hz,
*Js= 2,5 Hz, 7-H); 4,94 (s, 1 H, 6-OH); 3,00 (s, 33HCOCH); 2,72 (s,
3 H, 4-CH)

6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbonséaureethylester (57)

29 (7,38 mmol) von8 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 980 mg (9,1 mmol)
p-Benzochinon in 220 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung vor8 zu 81
nachgewiesen werden. Zur Oxidation ihwurden im Abstand von je 7 Tagen dreimal
300 mgp-Benzochinon zugegeben. Nach 45 Tagen&taricht mehr nachweisbar und der
Ansatz wurde aufgearbeitéi7 wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel liesb
und nach Umkristallisation in Form schwach gellichlanglicher Kristalle erhalten
(Ausbeute 18 %).

Summenformel: gHisNO,

Molgewicht: 333,35 g/mol

Schmelzbereich: 209-213 °C

EA: ber.: C 72,06: H 4,54: N 4,20 o7
gef.: C 71,85; H 4,54; N 3,89

IR (KBr): 3417 (OH), 1723CO0CH:), 1390,1373 (OH)

MS (EI): 333 [100,0 M]; 305 [10,0 M-C,H.], 288 [69,3 M-OC,Hs], 260 [5,0
M+'C3H502]

IH-NMR: 500 Mhz, CDCJ [s ppm]: 9,02 (s; 1H, 2-H); 7,54-7,52 (m, 3H,

34" 5'-H); 7,47 (d, 1 HJ%- = 8,8 Hz, 8-H); 7,38-7,34 (m, 2 H, 2',6'-H);
6,97 (dd, 1H,3}s=8,8Hz, “}s=26Hz, 7-H); 628 (d, 1H,
4% = 2,6 Hz, 5-H); 4,62 (s, 1 H, 6-OH); 4,12 (0, 2¥Bknyen, = 7,2 Hz,



7 Experimenteller Teill 109

3-COOM:CHg); 1,03 (t, 3 H3Jenycn, = 7,2 Hz, 3-COOCKCH5)

400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,43 (s, 1 H, 6-OH); 8,83 (s; 1 H, 2-H);
7,57-7,55 (m, 4 H, 3',4',5'-H, 8-H); 7,40-7,37 @, 2',6'-H); 6,94 (dd,
1H,3%s=8,8Hz,*)s=2,5Hz, 7-H); 6,24 (d, 1 HX,= 2,5 Hz, 5-H);
4,00 (q, 2H, *Juen,=7,1Hz, 3-COOE.CH:); 0,89 (t, 3H,
*Jenyen, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH )

6-Acetoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbonséaureethylester (57a)

75 mg57 wurden mit 45 ml Acetanhydrid und einem Tropfemckenem Pyridin bei RT
geruhrt. Da laut DC-Kontrolle nach 24 Stunden kKsusgangsstoff mehr nachweisbar war,
erfolgte Hydrolyse mit 50 ml destilliertem Wassémschie3end wurde 3 x mit 50 ml
Chloroform extrahiert und die vereinten organiscRéasen tber N8O, getrocknet. Nach
Entfernung des Losungsmittels i. v. konbi&a aus dem oligen, braunen Rickstand durch

Zutropfen von Ether als hellbraune amorphe Subsaargefallt werden.
Summenformel: gH1/NOs
Molgewicht: 375,37 g/mol

Schmelzbereich: 161-163 °C

EA: ber.: C 70,40; H 4,53; N 3,73
gef.: C 70,30; H 4,54; N 3,68 57
a
IR (KBr): 1763 (OQCOCH;), 1724 COOC;Hs)
MS (EI): 375 [15,0 M]; 333 [100,0 M-O=C=CH)], 305 [10,7 M-O=C=CH,
-C,H,], 288 [46,4 M-O=C=CH, -OCGHs], 43 [97,1 COCH]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC{ [ ppm]: 9,04 (s; 1 H, 2-H); 7,60 (d, 1 Bl = 8,8 Hz,

8-H); 7,55-7,36 (m, 5H, 2',3,4'5',6'-H); 7,17d(dl H, 3J,s = 8,8 Hz,
“Js= 2,3 Hz, 7-H); 6,60 (d, 1Hk,=2,3Hz, 5-H); 4,13 (g, 2 H,
*Jchych, = 7,0 Hz, 3-COOEI.CHy); 2,23 (s, 3 H, 6-OCOCHt 1,03 (t,
3 H, 3 cH, = 7,0 Hz, 3-COOCKCH-)
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1-(6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3  -yl)-ethanon (58)

1,16 g (4,8 mmol) von9 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 640 mg (5,9 mmol)
p-Benzochinon in 150 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung vor® zu 82
nachgewiesen werden. Zur Oxidation &hwurden im Abstand von je 7 Tagen dreimal
210 mgp-Benzochinon zugegeben. Nach 53 Tagen8garicht mehr nachweisbar und der
Ansatz wurde aufgearbeité&i8 wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel liesb
und nach Umkristallisation in Form beigefarbenedé&la erhalten (Ausbeute < 10 %).

Summenformel: GH1sNO;
Molgewicht: 303,32 g/mol

Schmelzbereich: 242-246 °C

EA: ber.: C 75,24; H 4,32; N 4,62
gef.. C74,92; H4,41; N 4,43 58
IR (KBr): 3427 (OH), 1690COCH:), 1406,1356 (OH)
MS (EI): 303 [59,6 M]; 288 [100,0 M-CH], 260 [5,0 M-COCH]
'H-NMR: 500 Mhz, CDC{ [6 ppm]: 8,74 (s; 1H, 2-H); 7,59-7,57 (m, 3H,

3',4'5-H); 7,48 (d, 1 H:J; = 9,0 Hz, 8-H); 7,44-7,42 (m, 2 H, 2',6"-H);
6,97 (dd, 1H,33s=9,0Hz, “3s=25Hz, 7-H); 6,46 (d, 1H,
*J;, = 2,5 Hz, 5-H); 4,85 (s, 1 H, 6-OH); 2,10 (s, 33HCOCH)

400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,42 (s, 1 H, 6-OH); 8,73 (s; 1 H, 2-H);
7,60-7,57 (m, 3 H, 3',4',5'-H); 7,55 (d, 13-, = 8,9 Hz, 8-H); 7,45-7,42
(m, 2 H, 2',6'-H); 6,94 (dd, 1 H};s= 8,9 Hz,*Y;s= 2,6 Hz, 7-H); 6,31
(d, 1 H,*3%; = 2,6 Hz, 5-H); 2,18 (s, 3 H, 3-COGH

6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbonsauremethylester (59)

1g (3,9 mmol) vonl0 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 516 mg (4,8 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigétl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontroll® nicht mehr nachgewiesen werden. Im Abstand
von je 3 Tagen wurde zweimal 200 mpd@enzochinon zugegeben. Nach 10 Tagen wurde
der Ansatz aufgearbeitéd9 wurde séaulenchromatographisch mit Laufmittel liesbund

nach Umkristallisation als weil3es amorphes Puldaligen (Ausbeute < 10 %).
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Summenformel; GH1sNO,
Molgewicht: 319,32 g/mol

Schmelzbereich: 238-246 °C

EA: ber.: C 71,47; H 4,10; N 4,39
gef.: C 71,31; H 4,18; N 4,27 5o
IR (KBr): 3435 (OH), 1731, 1704000CH;), 1372 (OH)
MS (EI): 319 [100,0 M]; 288 [80,0 M-OCHy], 260 [8,0 M-C,H0;]
"H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,46 (s, 1 H, 6-OH); 8,88 (s; 1 H, 2-H);

7,59-7,58 (m, 3 H, 3'4',5'-H); 7,59 (d, 1%k = 8,8 Hz, 8-H); 7,43-7,41
(m, 2 H, 2,6'-H); 6,97 (dd, 1 H}e = 8,8 Hz,*Js= 2,7 Hz, 7-H); 6,25
(d, 1 H,“%; = 2,7 Hz, 5-H); 3,61 (s, 3 H, 3-COOGH

3-Methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (60)

29 (9,4 mmol) vonll wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 1,26 g (11,7 mmol)
p-Benzochinon in 270 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrollé nicht mehr nachgewiesen werden. Im Abstand
von je 3 Tagen wurde zweimal 400 mpdenzochinon zugegeben. Nach 14 Tagen wurde
der Ansatz aufgearbeitéd0 wurde séaulenchromatographisch mit Laufmittel liesbund
nach Umkristallisation als beigefarbenes amorphigelP erhalten (Ausbeute < 10 %).

Summenformel: GH1sNO,

Molgewicht: 275,31 g/mol O

Schmelzbereich: 278-279 °C

HO “CHs
EA: ber.: C 78,53; H 4,76; N 5,09 O |
O

gef.: C 78,34; H 4,69; N 5,28 N/
IR (KBr): 3428, 1368 (OH) 60
MS (EI): 275 [100,0 M]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,30 (s, 1 H, 6-OH); 8,33 (s; 1 H, 2-H);

7,66-7,57 (m, 3 H, 3',4',5'-H); 7,50 (d, 1%k~ = 8,8 Hz, 8-H); 7,46-7,43
(m, 2 H, 2,6'-H); 6,89 (dd, 1 H}e = 8,8 Hz,*Js= 2,5 Hz, 7-H); 6,28
(d, 1 H,% = 2,5 Hz, 5-H); 2,18 (s, 3 H, 3-GH
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3-Methoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (61)

19 (4,4 mmol) vonl2 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 580 mg (5,4 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemi$6Q:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\matz wurde aufgearbeitefl

wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4iesblund nach Umkristallisation als

hellbraunes amorphes Pulver erhalten (Ausbeute%)10
Summenformel: GH1sNO;
Molgewicht: 291,31 g/mol

Schmelzbereich: 240-245 °C

EA: ber.: C 74,22; H 4,50; N 4,81
gef.: C 73,89; H 4,45; N 4,95 61
IR (KBr): 3434 (OH), 1275 (C-O-C), 1368 (OH)
MS (EI): 291 [100 M]; 276 [97,8 M-CH
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,34 (s, 1 H, 6-OH); 8,25 (s; 1 H, 2-H);

7,61-7,53 (m, 3 H, 3',4'5-H); 7,51-7,49 (m, 2246'-H); 7,49 (d, 1 H,
33y = 8,8 Hz, 8-H); 6,91 (dd, 1 R} = 8,8 Hz,"}s = 2,5 Hz, 7-H); 6,47
(d, 1 H,%: = 2,5 Hz, 5-H); 3,84 (s, 3 H, 3-OGH

3-Ethoxy-4-phenylbenzol[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (62)

0,8 g (3,3 mmol) vonl3 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 360 mg (4,1 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigbh:1) bei RT gerihrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\matz wurde aufgearbeite®2
wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4 iggblund nach Umkristallisation in
Form orangefarbener Kristalle erhalten (Ausbeul® €0).

Summenformel: GH1sNO; O

Molgewicht: 305,34 g/mol

HO (@) CH
Schmelzbereich: 231-235 °C O | NN
EA: ber.: C 74,74;: H 4,95: N 4,59 o N
gef.: C 74,99; H 4,81; N 4,70 62
IR (KBr): 3434 (OH), 1277 (C-O-C), 1369 (OH)

MS (EI): 305 [100 M]; 277 [97,9 M-C.HJ]; 276 [47,9 M-C,Hs]
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H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6  ppm]: 9,33 (s, 1 H, 6-OH); 8,25 (s; 1 H, 2-H);
7,59-7,51 (m, 5 H, 2',3',4',5',6'-H); 7,49 (d, 1°8; = 8,9 Hz, 8-H); 6,91
(dd, 1 H,%3s=8,9 Hz,")s= 2,5 Hz, 7-H); 6,51 (d, 1 H\J},= 2,5 Hz,
5-H); 4,09 (q, 2H,3Xkuscn,=7,0Hz, 3-OCI,CHs); 1,18 (t, 3 H,
Jchych, = 7,0 Hz, 3-OCHCH3)

3-Benzyloxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6- ol (63)

1g (3,3mmol) vonl4 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 440 mg (4,1 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigbh:1) bei RT gerihrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\miatz wurde aufgearbeitef3

wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4 iggblund nach Umkristallisation in

Form hellroter bis orangefarbener Kristalle erhaffgusbeute 13 %).

Summenformel: @H./NO; O

Molgewicht: 367,41 g/mol

_ HO § o\/©
Schmelzbereich: 219,5-223,5 °C O |
O

EA: ber.: C 78,46; H 4,66; N 3,81 N/
gef.: C 78,95; H 4,59; N 3,76 63
IR (KBr): 3401 (OH), 1276 (C-O-C), 1359 (OH)
MS (EI): 367 [38,6 M]; 276 [11,4 M-C;H-]; 91 [100,0 GH/]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,34 (s, 1 H, 6-OH); 8,32 (s; 1 H, 2-H);

7,60-7,54 (m, 5 H, 2',3',4',5',6'-H); 7,49 (d, 1°B# = 8,9 Hz, 8-H); 7,31-
7,26 (M, 5 H, 3-OCkC:Hs); 6,92 (dd, 1 H3Je=8,9 Hz,*3s = 2,7 Hz,
7-H); 6,51 (d, 1 H'%, = 2,7 Hz, 5-H); 5,17 (s, 2 H, 3-GGCsHs)

4-Phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3,6-diol (64)

25 mg von63 wurden in 20 ml trockenem Methanol gelost und ndababe von 20 mg
Pd/C geldst unter einertAtmosphare bei 2 bar geschittelt. Die zunachstida8 stark

orange gefarbte LOsung verfarbte sich zu hellgdtach 3 Stunden war die
Debenzylierung abgeschlossen. Nach Filtration untfeEhung des Losungsmittels i. v.

konnte64 in Form gelber Kristalle erhalten werden (Ausbelie).



7 Experimenteller Teill 114

Summenformel: GH1;NO;

Molgewicht: 277,28 g/mol O

Schmelzbereich: 219-222 °C

HO N OH
EA: ber.: C 37,64; H 4,00; N 5,05 o | =

gef.: C 73,25; H 4,15; N 4,97

64
IR (KBr): 3434 (OH), 1372 (OH)
MS (EI): 277 [100 M]
"H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,71 (s, 1 H, 3-OH); 9,28 (s, 1 H, 6-OH);

8,05 (s; 1H, 2-H); 7,60-7,51 (m, 5H, 2,3,465H); 7,45 (d, 1H,
33y = 8,9 Hz, 8-H); 6,88 (dd, 1 R} = 8,9 Hz,"3s = 2,7 Hz, 7-H); 6,53
(d, 1 H,%%; = 2,7 Hz, 5-H)

3-Brom-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (6  5)

29 (5,6 mmol) von25 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 600 mg (5,6 mmol)
p-Benzochinon in 100 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemi§20:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden war mittels DC-Kontrolle die vollstareligymsetzung zul9 und zu einer
Zwischenverbindung sichtbar, die im Laufe der néahslage zub5 umgesetzt wurde.
Nach 7 Tagen wurden einmalig 200 menzochinon zugegeben. Nach 15 Tagen war die
Umsetzung vollstandig und der Ansatz wurde aufgawb 65 wurde
saulenchromatographisch mit Laufmittel 3 isoliertdunach Umkristallisation in Form

eines weil3en amorphen Pulvers erhalten (Ausbeu)21

Summenformel: GH.BrNO; O

Molgewicht: 340,18 g/mol

HO N Br
Schmelzbereich: 253-258 °C O ‘
4

EA: ber.: C 54,28: H 3,75: N 3,72; Br 21,24 o N

gef.: C54,11; H 3,86; N 3,71; Br 21,68 65
IR (KBr): 3435 (OH), 1377 (OH), 1024 (Br)
MS (EI): 341[98,5 M ('Br)]; 339 [100 M ("Br)]; 259 [9,0 M-HBr]
H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6  ppm]: 9,44 (s, 1 H, 6-OH); 8,66 (s; 1 H, 2-H);

7,66-7,64 (m, 3 H, 3',4',5'-H); 7,57 (d, 13, = 8,8 Hz, 8-H); 7,49-7,47
(m, 2 H, 2',6'-H); 6,96 (dd, 1 H};s = 8,8 Hz,"J;5 = 2,4 Hz, 7-H); 6,24
(d, 1 H,*J = 2,4 Hz, 5-H)
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3-Chlor-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-ol (  66)

1,29 (4,1 mmol) von26 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 435 mg (4,1 mmol)
p-Benzochinon in 100 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiéth:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden war mittels DC-Kontrolle die vollstareliggmsetzung zb0 und zu einer
Zwischenverbindung sichtbar, die im Laufe der néahslage zu66 umgesetzt wurde.
Nach 5 Tagen wurden einmalig 150 j@enzochinon zugegeben. Nach 12 Tagen war die
Umsetzung vollstandig und der Ansatz wurde aufgateb 66 wurde saulenchromato-
graphisch mit Laufmittel 3 isoliert und nach Umkaifisation in Form eines weil3en

amorphen Pulvers erhalten (Ausbeute 17 %).

Summenformel: GH:CINO, O

Molgewicht: 295,73 g/mol

HO X Cl
Schmelzbereich: 277-280 °C O |
=

EA: ber.: C 69,05: H 3,41: N 4,74: Cl 11,99 o N

gef.: C 69,18; H 3,52; N 4,69; Cl 12,12 66
IR (KBr): 3438 (OH), 1359 (OH), 1028 (Cl)
MS (El): 297 [33,0 M ('Cl)]; 296 [20,0 M]; 295 [100,0 M (*Cl)]; 259

[8,0 M*-HCI]
IH-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 § ppm]: 9,45 (s, 1 H, 6-OH); 8,57 (s; 1 H, 2-H);

7,67-7,63 (m, 3 H, 3'4",5'-H): 7,57 (d, 1%k, = 8,8 Hz, 8-H); 7,54-7,51
(m, 2 H, 2',6'-H); 6,97 (dd, 1 HJ;s = 8,8 Hz,*J;s = 2,4 Hz, 7-H); 6,33
(d, 1 H,%; = 2,4 Hz, 5-H)

6-Hydroxy- N,N-dimethyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbamid (67)

20 mg57 wurden in 5 ml trockenem Methanol gel6st und nditmll Dimethylaminlésung
(2 M in THF) versetzt. Der Ansatz wurde im Kihlsahk aufbewahrt, bis nach 24 Tagen
durch DC-Kontrolle kein Edukt mehr nachweisbar wadach Entfernung des
Losungsmittels wurde der Ruickstand saulenchromapbggch mit  einem
Laufmittelgemisch aus Chloroform/Essigester/Meth@86/15/10) gereinigt67 wurde als

beigefarbene amorphe Substanz in 39 % Ausbeutéesrha

Summenformel: &H1gN,O5
Molgewicht: 332,36 g/mol HO

Schmelzbereich: 260-269 °C o N CH3z
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EA: ber.: C 68,56; H 5,18; N 8,00
gef.: C 68,13; H 5,32; N 7,88
IR (KBr): 3435 (OH), 1730CON(CHs).), 1382, 1357 (OH)
MS (El): 332 [50,9 M]; 288 [100,0 M-NC;H¢]; 268 [4,3 M-CONGH¢]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 § ppm]: 9,45 (s, 1 H, 6-OH); 8,36 (s; 1 H, 2-H);

7,61-7,58 (m, 3 H, 3',4',5'-H); 7,58 (d, 13- = 8,8 Hz, 8-H); 7,53-7,50
(m, 2 H, 2',6'-H); 6,97 (dd, 1 H};s= 8,8 Hz,J;5s = 2,6 Hz, 7-H); 6,61
(d, 1H,*¥7,=2,6 Hz, 5-H); 2,75 (s, 3 H, 3-CON(G}H), 2,59 (s, 3 H,
3-CON(CHy).)

6-Hydroxy- N-methyl-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carb ~ amid (68)

50 mg57 wurden in 10 ml trockenem Methanol gelést und 2@itml Methylaminlésung
versetzt. Der Ansatz wurde fiir 5 Tage im Kihlsckranfbewahrt. Nach Entfernung des
Losungsmittels verblieb ein kristalliner Riickstaads den68 durch Umkristallisieren mit

Methanol in 65 % Ausbeute als hellgelbe Nadelnlezhavurde.
Summenformel: GH14N,O;
Molgewicht: 318,34 g/mol

Schmelzbereich: 285-290 °C

EA: ber.: C 71,69; H 4,43; N 8,80
gef.: C 71,55; H 4,41; N 8,64 68
IR (KBr): 3419 (OH), 1677, 16420N(CHs3)2), 1382, 1359 (OH)
MS (EI): 318 [58,1 M]; 288 [100,0 M-NHCH;]; 260 [8,2 M-CONHCH;]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,41 (s, 1 H, 6-OH); 8,44 (s; 1 H, 2-H);

8,24 (q br, 1H,3%wcn, =4,7 Hz, 3-COMICH,); 7,57-7,55 (m, 4 H,
3'.4'5'-H, 8-H); 7,47-7,45 (m, 2 H, 2',6'-H); 6,88, 1 H,3J;s = 8,9 Hz,
‘“Jis=2,5Hz, 7-H); 6,45 (d, 1 H%,=2,5Hz, 5-H); 2,58 (d, 3 H,
*Jorynn = 4,7 Hz, 3-CONHE,)

6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-ca  rbamid (69)

20 mg 57 wurden in 5ml trockenem Methanol gelést und miml5konzentriertem
Ammoniak versetzt. Der Ansatz wurde im Kihlschrankbewahrt, bis nach 20 Tagen
durch DC-Kontrolle kein Edukt mehr nachweisbar wadach Entfernung des
Losungsmittels wurde der Ruickstand saulenchromapbggch mit  einem

Laufmittelgemisch aus Chloroform/Essigester/Meth@86/15/10) gereinigt69 wurde als



7 Experimenteller Teill 117

weilde amorphe Substanz in 48 % Ausbeute erhalten.
Summenformel: GH1:N,O;
Molgewicht: 304,31 g/mol

Schmelzbereich: 325-332 °C

EA: ber.: C 71,05; H 3,97; N 9,21
gef.: C 70,85; H 4,05; N 9,15 69
IR (KBr): 3448 (OH), 1728, 1684, 165CON(CHs),), 1384, 1355 (OH)
MS (EI): 304 [100 M]; 288 [78,6 M-NH,]; 260 [6,4 M-CONH]
H-NMR; 500 Mhz, DMSO-d6d ppm]: 9,47 (s br, 1 H, 6-OH); 8,49 (s; 1 H, 2-H);

7,76 (s; 1 H, 3-CON}); 7,59-7,55 (m, 4 H, 3',4'5-H, 8-H); 7,51-7,48

(m, 2 H, 2',6'-H); 7,42 (s; 1 H, 3-CONH 6,95 (dd, 1 H3J,s = 8,8 Hz,

“Ji5= 2,8 Hz, 7-H); 6,42 (d, 1 K}, = 2,8 Hz, 5-H)
3-Methoxy-4-(4-methylphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]p  yridin-6-ol (70)

0,6 g (2,5 mmol) vonl6é wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 266 mg (2,5 mmol)
p-Benzochinon in 25 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigbh:1) bei RT gerihrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\matz wurde aufgearbeitefO
wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4 iggblund nach Umkristallisation in
Form langlicher, schwach rosa gefarbter Plattchealien (Ausbeute < 10 %).

Summenformel: GH1sNO;
Molgewicht: 305,34 g/mol

Schmelzbereich: 237-239 °C

EA: ber.: C 74,74; H 4,95; N 4,59
gef.: C 74,57, H5,01; N 4,66
IR (KBr): 3421 (OH), 1367 (OH), 1274 (C-O-C) 70
MS (El): 305 [100 M]; 290 [66 M-CHj]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,33 (s, 1 H, 6-OH); 8,23 (s; 1 H, 2-H);

7,48 (d, 1 H3% = 8,8 Hz, 8-H); 7,39 (s, 4 H, 2',3',5',6'-H); 6@, 1 H,
335 = 8,8 Hz, %35 = 2,5 Hz, 7-H); 6,56 (d, 1 Hk, = 2,5 Hz, 5-H); 3,82
(s, 3 H, 3-OCH); 2,45 (s, 3 H, 4'-CH
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3-Methoxy-4-(4-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]  pyridin-6-ol (71)

1g (3,9 mmol) vonl7 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 450 mg (4,2 mmol)
p-Benzochinon in 100 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemifsh:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\miatz wurde aufgearbeitefl

wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4 iesblund nach Umkristallisation in

Form orangefarbener Nadeln erhalten (Ausbeute %10 CH,
O/

Summenformel: GHisNO,

Molgewicht: 321,34 g/mol O

Schmelzbereich: 242-245 °C

HO 0
| AN \CH3
EA: ber.: C 71,02; H4,71; N 4,36 o =

gef.. C 71,11; H 4,82; N 4,32 N

71
IR (KBr): 3401 (OH), 1367 (OH), 1275, 1250 (C-O-C)
MS (EI): 321 [100 M]; 306 [77,9 M-CHjg]; 291 [30,0 M-2 CH;]
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,34 (s, 1 H, 6-OH); 8,22 (s; 1 H, 2-H);

7,48 (d, 1 H3%; = 8,8 Hz, 8-H); 7,46-7,43 (m, 2 H, 2',6'-H, TeihAdes
AA'BB'-Systems); 7,15-7,13 (m, 2H, 3'5-H, Teil BB des
AA'BB'-Systems); 6,91 (dd, 1 H},s = 8,8 Hz,%J,5 = 2,5 Hz, 7-H); 6,61
(d, 1H, *“J%;=25Hz, 5-H); 3,87 (s, 3H, 3-OGH 3,83 (s, 3 H,
4'-OCH)

3-Methoxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]  pyridin-6-ol (72)

1g (3,9 mmol) vonl18 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 450 mg (4,2 mmol)
p-Benzochinon in 100 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemifsf:1) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden war die Umsetzung abgeschlossen und\matz wurde aufgearbeitef2

wurde saulenchromatographisch mit Laufmittel 4iesblund nach Umkristallisation als

beigefarbenes, amorphes Pulver erhalten (Ausbeli@ed%).
Summenformel: GH1sNO,
Molgewicht: 321,34 g/mol

Schmelzbereich: 210-214 °C

EA: ber.: C 71,02; H4,71; N 4,36
gef.: C 70,88; H 4,76; N 4,50

IR (KB): 3428 (OH), 1367 (OH), 1276, 1246 (C-O-C)
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MS (EI): 321 [100,0 M]; 306 [49,0 M-CH]; 291 [38,6 M-2 CH]

'H-NMR: 500 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,32 (s, 1 H, 6-OH); 8,22 (s; 1 H, 2-H);
7,55 (ddd, 1 H2Jys =8,5Hz,%5=7,5 Hz," e = 1,7 Hz, 4'-H); 7,46
(d, 1 H,%%,=8,8 Hz, 8-H); 7,29 (dd, 1 H)s = 7,5 Hz,*Js1s = 1,7 Hz,
6'-H); 7,25 (dd, 1 H3%u = 8,5 Hz,"%s = 0,9 Hz, 3-H); 7,13 (dt, 1 H,
X4 =3%ye = 7,5 Hz,*%;= 0,9 Hz, 5'-H); 6,90 (dd, 1 HJ;s= 8,8 Hz,
*Js=2,6 Hz, 7-H); 6,33 (d, 1H}%k;=2,6Hz, 5-H); 3,82 (s, 3 H,
3-OCHy); 3,66 (s, 3 H, 2'-OCHl

1-[6-Hydroxy-4-(4-methylphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-  b]pyridin-3-yl]-ethanon (73)

0,59 (2mmol) von1l9 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 260 mg (2,5 mmol)
p-Benzochinon in 35 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemig6étl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung vonl9 zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 90 m@-Benzochinon zugegeben. Nach 32 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.73 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliést und nach

Umkristallisation in Form hellgelber Plattchen dtéa werden (Ausbeute 21 %).
Summenformel: &H1sNO;
Molgewicht: 317,35 g/mol

Schmelzbereich: 275-279 °C

EA: ber.: C 75,70; H 4,76; N 4,41 "o
gef.: C 75,67; H 4,63; N 4,24
IR (KBr): 3422 (OH), 1662COCH:;), 1368 (OH) 73
MS (EI): 317 [50,0 M]; 302 [100,0 M-CH]; 274 [12,0 M-COCHy]
H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 § ppm]: 9,47 (s, 1 H, 6-OH); 8,70 (s; 1 H, 2-H);

7,58 (d, 1 H3%, = 8,8 Hz, 8-H); 7,44-7,42 (m, 2 H, 2',6'-H, TeihAdes
AA'BB'-Systems); 7,37-7,35 (m, 2H, 3'5-H, Teil BB des
AA'BB'-Systems); 6,96 (dd, 1 H}s= 8,8 Hz,*Js = 2,5 Hz, 7-H); 6,45
(d, 1H, *%,=25Hz, 5-H); 2,47 (s, 3H, 4-GH 2,17 (s, 3 H,
3-COCHy)
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1-[6-Hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3  -b]pyridin-3-yl]-ethanon (74)

0,59 (1,9 mmol) von20 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 245 mg (2,3 mmol)
p-Benzochinon in 35 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemig6hl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung von20 zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 80 m@-Benzochinon zugegeben. Nach 30 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.74 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliest und nach
Umkristallisation in Form gelber Plattchen erhaltggrden (Ausbeute 18 %).

/CH3

Summenformel: gH1sNO, o
Molgewicht: 333,35 g/mol
Schmelzbereich: 232-236 °C

EA: ber.: C 72,06; H 4,54;: N 4,20
gef.: C 71,99; H 4,70; N 4,08

74
IR (KBr): 3413 (OH), 1695COCH;), 1369 (OH), 1257 (C-O-C)
MS (EI): 333 [75,0 M]; 318 [100,0 M-CH; 290 [5,0 M-COCH]]
1H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 § ppm]: 9,47 (s, 1 H, 6-OH); 8,67 (s; 1 H, 2-H);

7,58 (d, 1 H3%, = 8,9 Hz, 8-H); 7,42-7,39 (m, 2 H, 2',6'-H, TeihAdes
AA'BB'-Systems); 7,19-7,17 (m, 2H, 3'5-H, Teil BB des
AA'BB'-Systems); 6,96 (dd, 1 HJ},s = 8,9 Hz,*J;s = 2,5 Hz, 7-H); 6,53
(d, 1H, “¥k,=2,5Hz, 5-H); 3,89 (s, 3H, 4-0GH 2,15 (s, 3 H,
3-COCHy)

1-[6-Hydroxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3  -b]pyridin-3-yl]-ethanon (75)

1,79 (6,3 mmol) von21 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 830 mg (2,3 mmol)
p-Benzochinon in 110 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemiggll) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstiye Umsetzung von21l zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 280 mg-Benzochinon zugegeben. Nach 45 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.75 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliest und nach

Umkristallisation in Form gelber Plattchen erhaltegrden (Ausbeute 25 %).



7 Experimenteller Teill 121

Summenformel; &HsNO,
Molgewicht: 333,35 g/mol

Schmelzbereich: 198-201 °C

EA: ber.: C 72,06; H 4,54; N 4,20
gef.: C 71,87; H 4,65; N 4,12 75

IR (KBr): 3435 (OH), 1687COCH,), 1354 (OH), 1250 (C-0O-C)

MS (EI): 333 [50,0 M]; 318 [48,0 M-CHjg]; 302 [100,0 M-OCHg]; 290 [10,0 M-
COCHy; 275 [12,0 M-CHjz, -COCHj

'H-NMR: 500 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,45 (s, 1 H, 6-OH); 8,74 (s; 1 H, 2-H);

7,61 (ddd, 1 H3Lys = 8,5 Hz,%Jys = 7,4 Hz,*Jye = 1,7 Hz, 4'-H); 7,56
(d, 1 H,3%,=8,8 Hz, 8-H); 7,31 (dd, 1 H}ks = 7,4 Hz,Jess = 1,7 Hz,
6'-H); 7,26 (dd, 1 H3%u =8,5 Hz,*%s = 0,9 Hz, 3'-H); 7,17 (dt, 1 H,
33 =35 = 7,4 Hz,*J513 = 0,9 Hz, 5-H); 6,96 (dd, 1 HJ;s= 8,8 Hz,
“35=2,5Hz, 7-H); 6,35 (d, 1H%,=25Hz, 5-H); 3,67 (s, 3H,
2'-OCHy); 2,26 (s, 3 H, 3-COCHi

6-Hydroxy-4-(4-methylphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]p  yridin-3-carbonséureethylester
(76)

1g (3,5mmol) von22 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 465 mg (4,3 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigétl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung von22 zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 160 mg-Benzochinon zugegeben. Nach 42 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.76 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliést und nach

Umkristallisation als beigefarbene, amorphe Sulzségihalten werden (Ausbeute 12 %).
Summenformel: &H:;NO,
Molgewicht: 347,37 g/mol

Schmelzbereich: 236-246 °C

EA: ber.: C 72,61: H 4,93: N 4,03 1°
gef.: C 72,45: H 4,98: N 3.97
IR (KB): 3428 (OH), 1707 COOCHs), 76
1371 (OH)
MS (EI): 347 [100,0 M 319 [16,5 M-C,H.]; 302 [50,9 M-OGH]; 184 [74,7

M*-COOGH:s, -C/H/]
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'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 d ppm]: 9,46 (s, 1 H, 6-OH); 8,82 (s; 1 H, 2-H);
7,58 (d, 1 H3%, = 8,9 Hz, 8-H); 7,41-7,39 (m, 2 H, 2',6'-H, TeibAdes
AA'BB'-Systems); 7,32-7,30 (m, 2H, 3'5-H, Teil BB des
AA'BB'-Systems); 6,97 (dd, 1 H};s = 8,9 Hz,*J,s = 2,6 Hz, 7-H); 6,38
(d, 1H, “¥;=2,6Hz, 5-H); 4,05 (g, 2H,3Juwcn=7,0Hz,
3-COOM.CHs); 2,46 (s, 3H, 4'-Ch); 0,96 (t, 3 H,*JnycH, = 7,0 Hz,
3-COOCHCH5)

6-Hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]  pyridin-3-carbonséaure-
ethylester (77)

500 mg (1,7 mmol) vor23 wurden nach Vorschrif7.1.2.5.1 mit 230 mg (2,1 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigehl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung von23 zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 80 m@-Benzochinon zugegeben. Nach 35 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.77 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliést und nach
Umkristallisation als beige gefarbte, amorphe Sarserhalten werden (Ausbeute 18 %).

/CH3

Summenformel: gH;7NOs o)
Molgewicht: 363,37 g/mol
Schmelzbereich: 219-223 °C

HO
EA: ber.: C 69,41; H4,72; N 3,85
gef.: C 69,22; H 4,87; N 3,67

77
IR (KBr): 3414 (OH), 1718 CO0C,Hs), 1372 (OH), 1248 (C-O-C)
MS (El): 363 [100,0 M; 335 [14,3 M-C;H,]; 318 [65 M-OC,Hs]
H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d6 § ppm]: 9,47 (s, 1 H, 6-OH); 8,80 (s; 1 H, 2-H);

7,58 (d, 1 H3%7 = 8,9 Hz, 8-H); 7,37-7,34 (m, 2 H, 2',6'-H, TeibAdes
AA'BB'-Systems); 7,16-7,12 (m, 2H, 3'5-H, Teil BB des
AA'BB'-Systems); 6,96 (dd, 1 H}s= 8,9 Hz,*Js = 2,5 Hz, 7-H); 6,44
(d, 1H, “¥;=25Hz, 5-H); 4,06 (g, 2H,3Juwcn=7,1Hz,
3-COOM.CHs); 3,88 (s, 3 H, 4-OCHi 0,99 (t, 3 H,Jnycn, = 7,1 Hz,
3-COOCHCH5)
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6-Hydroxy-4-(2-methoxyphenyl)-benzo[4,5]furo[2,3-b]  pyridin-3-carbonséaure-
ethylester (78)

1g (3,3mmol) von24 wurden nach Vorschrift7.1.2.5.1 mit 440 mg (4,1 mmol)
p-Benzochinon in 50 ml Dioxan-Perchlorsdure-Gemigétl) bei RT gerthrt. Nach
24 Stunden konnte mittels DC-Kontrolle die vollstige Umsetzung von24 zum
Tetrahydrofluoren nachgewiesen werden. Zur Oxidatwurden im Abstand von je
7 Tagen dreimal 150 mg-Benzochinon zugegeben. Nach 42 Tagen wurde deatAns
aufgearbeitet.78 konnte saulenchromatographisch mit Laufmittel dliést und nach

Umkristallisation als beigefarbene, amorphe Sulzséaihalten werden (Ausbeute 20 %).
Summenformel: &H;/NOs
Molgewicht: 363,37 g/mol

Schmelzbereich: 200-203 °C

EA: ber.: C 69,41; H4,72; N 3,85
gef.: C 69,65; H 4,82; N 3,61 78

IR (KBr): 3424 (OH), 1718C0O0CHs), 1371 (OH), 1254 (C-0O-C)

MS (EI): 363 [100,0 M]; 332 [10,7 M-OCH); 318 [28,6 M-OCHs]; 303 [16,4
M*-OC;Hs, -CH;]

'H-NMR: 500 Mhz, DMSO-d6 4 ppm]: 9,44 (s, 1 H, 6-OH); 8,81 (s; 1 H, 2-H);

755 (d, 1H,3%%,=89Hz, 8-H); 7,54 (ddd, 1 H3lLs=8,2Hz,
Sy =T7,4 Hz, “Jye=1,7Hz, 4-H); 7,27 (dd, 1H3ks=7,4Hz,
“Jore = 1,7 Hz, 6'-H); 7,21 (,d“ br, 1 H}ys = 8,2 Hz, 3-H); 7,13 (dt, 1 H,
834 =% = 7,4 Hz,%%y2 = 0,9 Hz, 5'-H); 6,94 (dd, 1 H3s=8,9 Hz,
“Jys=2,6 Hz, 7-H); 6,31 (d, 1H¥ky=2,6 Hz, 5-H); 4,02 (q, 2 H,
3Jenyen, = 7,1 Hz, 3-COOB,CHs); 3,62 (s, 3 H, 2-OCH; 0,93 (t, 3 H,
*Jenyen, = 7,1 Hz, 3-COOCKCH )

7.1.2.6 N-Acetyl-1,4,4a,9a-tetrahydro-1-aza-9-oxafluorene

7.1.2.6.1 Allgemeine Synthesevorschrift

Zur Darstellung vory9-82wurden 3,7 mmol der Verbindung®r9 in 3 ml Dioxan gel6st

und mit 0,4 g (3,7 mmolp-Benzochinon versetzt. Unter Rihren wurde langsam e
Gemisch aus 10 ml Dioxan und 1 ml 70 % Perchloesamigegeben, so dass die
Konzentration der Perchlorsdure im Endvolumen 5¢iulg. Der Reaktionsverlauf wurde
per DC Uberwacht. Nach 24 Stunden war kein Dihyghidpn mehr nachweisbar und der

Ansatz wurde durch Eingiel3en in Eiswasser hydretysDie klare, braune Lésung wurde
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mit Chloroform (3 x 50 ml) extrahiert, die orgariien Phasen vereint, Uber JS@),
getrocknet und das Losungsmittel i. v. entfernt.sAdem oligen, braunen Ruckstand
wurden die Verbindunger9-82saulenchromatographisch mit Laufmittel 1 isoliert.

7.1.2.6.2 Charakterisierung der Verbindungen
(4RS,4aSR,9aRS)-1-Acetyl-6-hydroxy-4-methyl-1,4,4a,9a-tetrahydro-
benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethyleste r (79)

79 wurde nach Vorschriff.1.2.6.1in 65 % Ausbeute erhalten. Die Verbindung konnte a

Ether als braunes Pulver kristallisiert werden.

Summenformel: GH1gNOs CHy O
HO AN
Molgewicht: 317,34 g/mol | o ChHs
Schmelzbereich: > 360 °C © /L &
HsC @)
EA: ber.: C 64,35; H5,99; N 4,42
gef.: C 64,32; H5,67; N 4,43
IR (KBr): 3375 (OH), 1709C0O0C,Hs), 1680 (NCOCH,)
MS (EI): 317 [13,6 M]; 302 [30,7 M-CHj]; 260 [100,0 M-CHs, -O=C=CHj]; 232
[30,7 M'™-CH;, -0O=C=CH, -GH,; 186 [6,4 M-CH; -COCH,
-COOGH;s]
'H-NMR: 400 Mhz, CDC [6 ppm]: 8,15 (s br, 1 H, 2-H); 6,61-6,57 (m, 3 HH5-

7-H, 8-H); 5,91 (,s* br, 1 H, 9a-H); 4,19 (s, 1 B;OH); 4,13 (g, 2 H,
*Jetyen, = 7,0 Hz, 3-COOE.CHs); 3,93 (,d“, 1 H,Lawa= 7,8 Hz, 4a-H);

4,32 (,q“ spl, 1 H,%hcn, = 6,4 HZ,%).a< 1 Hz, 4-H); 2,43 (s br, 3 H,
N-COCH); 1,23 (d, 3H, 3Jws=6,4Hz, 4-CH; 1,22 (t, 3H,

*Jenyen, = 7,0 Hz, 3-COOCKCH )

(4RS,4aSR,9aRS)-1-(1-Acetyl-6-hydroxy-4-methyl-1,4,4a,9a-tetrahyd  ro-
benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-yl)-ethanon (80)

80 wurde nach Vorschriff.1.2.6.1in 75 % Ausbeute erhalten. Die Verbindung konnte a
Ether als braunes Pulver kristallisiert werden.

Summenformel: GH1/NO, CH; O
HO
Molgewicht: 287,31 g/mol | CH,
Schmelzbereich: 249-252 °C o /’L 80
H,c~ SO

EA: ber.: C 66,88; H 5,96; N 4,88
gef.: C 66,87; H5,82; N 4,82
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IR (KBr): 3257 (OH), 1680COCH;); 1628 (NCOCH3)

MS (EI): 287 [20,0 M]; 272 [9,0 M-CHs]; 244 [20,0 M-COCH;]; 229 [100,0 M
-CHs, -COCHy; 186 [4,0 M-CHs, -COCH;, -COCHj

H-NMR: 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 7,66 (s, 1 H, 2-H); 6,64 (d, 1 ki = 8,4 Hz,

8-H): 6,62 (d, 1H,°%,=1,6 Hz, 5-H); 6,59 (dd, 1 H}s= 8,4 Hz,
%ys=1,6 Hz, 7-H); 5,74 (d3k%wua= 7,2 Hz, 9a-H): 4,22 (s br, 1H,
6-OH); 3,71 (,d“, 1H, 3Laea=7,2 Hz, 4a-H); 3,43 (,q“ spl, 1H,
Wuer, = 6,1 Hz,2dua< 1 Hz, 4-H); 2,72 (s, 3 H, COGH 2,43 (s br, 3 H,
N-COCH); 1,65 (d, 3 H3Jys = 6,1 Hz, 4-CH)

(4SR,4aSR,9aRS)-1-Acetyl-6-hydroxy-4-phenyl-1,4,4a,9a-tetrahydro-
benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-carbonsaureethyleste r (81)

81 wurde nach Vorschriff.1.2.6.1in 55 % Ausbeute als gelbes Ol erhalten.

Summenformel: GH>1NOs O
0

Molgewicht: 379,41 g/mol
HO
O | 0~ CH,
0 N

EA: ber.: C 69,65; H5,58; N 3,69 81
gef.: C 69,66; H 5,46; N 3,62

H,c”™ o
IR (KBr): 3374 (OH), 1691CO0CHs), 1640 (NCOCHs)
MS (EI): 379 [27,8 M]; 350 [11,2 M-C,Hs]; 302 [34,3 M-Ph]; 260 [100,0
M*-O=C=CH, -Ph]; 77 [4,3 Ph]
IH-NMR: 400 Mhz, CDCJ [5 ppm]: 8,40 (s br, 1 H, 2-H); 7,35-7,19 (m, 5H,

2'3,45,6-H); 673 (d 1H‘%,=14Hz, 5H); 666 (d, 1H,
%7 = 8,5 Hz, 8-H); 6,61 (dd, 1 K}s = 8,5 Hz,"J,s = 1,4 Hz, 7-H); 6,13
(,s“ br, 1H, 9a-H); 5,10 (s, 1 H, 6-OH); 4,32 (#l,H, 3Lu.= 2,5 Hz,
4-H); 4,21 (dd, 1 H3Laea= 7,5 Hz,3J.. = 2,5 Hz, 4a-H); 4,08 (g, 2 H,
Jehych, = 7,5 Hz, 3-COOEI,.CHs); 2,42 (s, 3 H, N-COCH; 1,17 (t, 3 H,
3Jenyen, = 7,5 Hz, 3-COOCKCH:)
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(4SR,4aSR,9aRS)-1-(1-Acetyl-6-hydroxy-4-phenyl-1,4,4a,9a-tetrahyd  ro-
benzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3-yl)-ethanon (82)

82 wurde nach Vorschriff.1.2.6.1in 88 % Ausbeute erhalten. Die Verbindung konnte a

Ether in Form gelber Nadeln kristallisiert werden.
Summenformel: &HigNO,
Molgewicht: 349,38 g/mol

Schmelzbereich: 135-139 °C

EA: ber.: C 72,21; H5,44; N 4,01
gef.: C 72,52; H 5,68; N 4,21
IR (KBr): 3247 (OH), 1710COCH,), 1660 (NCOCHy)
MS (EI): 349 [0,7 M]; 307 [33,6 M-O=C=CH;]; 230 [100,0 M-Ph, -O=C=CH];
77 [4,3 Ph]
'H-NMR;: 400 Mhz, DMSO-d6d ppm]: 8,96 (s br, 1 H, 6-OH); 7,63 (s, 1 H, 2-H);

7,31-7,29 (m, 5 H, 2',3',4',5',6"-H); 6,66 (d, 1‘Bl; = 2,6 Hz, 5-H); 6,59
(d, 1 H,3%-=28,5Hz, 8-H); 6,51 (dd, 1 H}s= 8,5 Hz,")s = 2,6 Hz,
7-H); 5,65 (d, 1 H3Ju.= 7,32 Hz, 9a-H); 4,34 (,s*, 1 H, 4-H); 3,88 (,d",
1 H, 3Laea= 7,3 Hz, 4a-H); 2,10 (s, 3H, 3-COQH 1,98 (s, 3 H,
N-COCH;)
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7.1.2.7 Substituierte Chinoline

7.1.2.7.1 1-Acetyl-1,4-dihydrochinoline

1 g (7,74 mmol) frisch destilliertes Chinolin wurage50 ml trockenem THF gel6st. Nach
Zugabe von 0,07 g (0,39 mmol) Kupfer-l-iodid wurde Loésung auf -8 °C abgekihlt.
Danach wurden 0,61 g (7,74 mmol) Acetylchlorid zugeft und fur 15 Minuten gertbhrt.
Nach Zugabe von 7,7 mmol Phenylmagnesiumchloridw. delethylmagnesiumchlorid-
Losung wurde weitere 15 Minuten gerihrt. Nach 3Gien Rihren bei RT wurden die

Ansatze, wie unter.1.2.2.1beschrieben, hydrolysiert und gewaschen.

(RS)-1-(4-Phenyl-4 H-chinolin-1-yl)ethanon (83a)

83a kristallisierte nach Entfernung des Ethers am twtaverdampfer in Form gelber

Nadeln aus. Die Ausbeute betrug 70 %.

Summenformel: GHsNO O

Molgewicht: 249,31 g/mol

Schmelzbereich: 126-129 °C ‘ O
N

EA: ber.: C 81,73; H 6,18; N 5,57
gef.: C 81,90; H 6,06; N 5,62 /&

IR (KBr): 1659 (NCOCH:)
MS (EI): 249 [M]
H-NMR: 400 Mhz, CDC! [3 ppm]: 7,94 (d ,1 Hys = 8,2 Hz, 2-H); 7,33-6,96 (m,

9 H, aromat. H); 5,57 (dd, 1 Bk, = 8,2 Hz,*X, = 4,7 Hz, 3-H); 4,58 (d,
1 H,3J = 4,7 Hz, 4-H); 2,39 (s, 3 H, NCOGH

(RS)-1-(4-Methyl-4 H-chinolin-1-yl)ethanon (83b)

Nach Entfernung des Ethers am Rotationsverdampifeln 83b als gelbes Ol im Kolben
zurtck. Eine Kristallisation gelang nicht. Die Aesite betrug 80 %.

Summenformel: GH:1sNO

CHs
Molgewicht: 187,24 g/mol
IR (KBFr): 1668 (NCOCH;) | N
MS (El): 188 [M+H] H3C/§O 83b
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H-NMR: 400 Mhz, CDC [8 ppm]: 7,84 (d ,1 H33,3 = 7,4 Hz, 2-H); 7,23-7,13 (m,
3H, 6,7,8-H); 683 (d, 1H%%k6=7,0Hz, 5-H); 545 (dd, 1H,
3%p=7,4Hz, *%u=53Hz, 3-H); 3,38 (dg, 1 Hj ek =7,0Hz,
%Jy3= 5,3 Hz, 4-H); 2,36 (s, 3 H, NCOGK 1,28 (d, 3 H3Jnys = 7,0 Hz,
4-CHs)

7.1.2.7.2 Produkte der Umsetzung von 83a,b mit  p-Benzochinon

Eine Mischung von 1 §3aoder83b mit 0,5 g (4,8 mmolp-Benzochinon wurde langsam
mit einem Dioxan-Perchlorsaure-Gemisch (20:1) etséis eine klare Lésung entstand.
Die Losung wurde bei RT gertuhrt und per DC Uberwadis zum Abschluss der
Umsetzung wurde mehrfacp-Benzochinon (je 0,16 g, 1,8 mmol) zugegeben. Nach
vollstandiger Bildung der Produkte wurde die LosungEiswasser gegossen und mit
1 M Ammoniumhydroxidlésung auf einen pH von 7 estgdt. Danach erfolgte
Extraktion mit Ether (3 x 150 ml). Nach Trocknunbeii NaSO, wurde der Ether i. v.
entfernt. Durch Trennung der verbleibenden brautégen Ruckstdnde mit praparativer
Dunnschichtchromatographie (Laufmittel 1) wurdla,bh 86a,bund90 erhalten.

4-Phenylchinolin (84a)

84a wurde als gelbes Ol mit 40 % Ausbeute isolierte Dixperimentellen Daten

entsprachen denen in der Literatur.
Summenformel: GHuN O
Molgewicht: 205,25 g/mol | \
Schmelzbereich: 215-218 °C (Pikrat) N7

84a

4-Methylchinolin (84b)

84b wurde als gelbes Ol mit 30 % Ausbeute isolierte Dixperimentellen Daten

entsprachen denen in der Literatur.

Summenformel: @H.N CHs
Molgewicht: 143,19 g/mol X
Schmelzbereich: 210-215 °C (Pikrat) N

84b
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3-(2,5-Dihydroxyphenyl)-4-phenylchinolin (86a)
86akristallisierte aus Ether als grinliches Pulver @mer Ausbeute von 30 % aus.
Summenformel: &HisNO,

Molgewicht: 313,35 g/mol

Schmelzbereich: 269-276 °C

EA: ber.: C 80,09; H 4,67; N 4,35
gef.: C 80,49; H 4,82; N 4,47
IR (KBr): 3330 (OH)
MS (EI): 313 [M]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-¢ [6 ppm]: 8,83 (s, 1H, 2-H); 8,11 (dd, 1H,

337 =8,2 Hz, “%s= 1,2 Hz, 8-H); 7,74 (dt, 1 H33,s=3Js=8,2 Hz,
“35=1,6 Hz, 7-H); 7,62 (s br, 1 H, 2'-OH); 7,59 (ddH, 33 = 8,2 Hz,
“J7;=1,6 Hz, 5-H); 7,53 (dt, 1 H3Js=3%7=8,2 Hz, “Jys= 1,2 Hz,
6-H); 7,30-7,35 (m, 6 H, 4-Ph-H, 5-OH); 6,68 (dH13%. = 8,8 Hz,
3-H); 6,57 (dd ,1 H3Lys = 8,8 Hz,%Jys = 2,9 Hz, 4'-H); 6,48 (d ,1H,
‘Jois = 2,9 Hz, 6'-H)

3-(2,5-Diacetoxyphenyl)-4-phenylchinolin (87a)

1 g (3,2 mmol)86a wurden in 50 ml Acetanhydrid gelost. Nach Zugabe 10 Tropfen
trockenem Pyridin wurde bei RT fur 24 Stunden gdriibas Lésungsmittel wurde nach
portionsweiser Zugaben von trockenem Ethanol emtfernt. 87a wurde dinnschicht-
chromatographisch (Laufmittel 6) als gelbes Ol 40it% Ausbeute isoliert.

Summenformel; &H1gNO,
Molgewicht: 397,42 g/mol

EA (Pikrat): ber.: C 59,43; H 3,54; N 8,94
gef.: C 59,20; H 3,32; N 8,62

IR (CDCE): 1765, 1725 (CO)

MS (EI): 397 [M]

'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-gl [§ ppm]: 8,78 (s, 1H, 2-H); 8,09 (dd, 1H,
3%7=8,5Hz, “%es=1,1Hz, 8-H); 7,79 (dt, 1 H335=33,=8,5Hz,
“Ji5=1,1 Hz, 7-H); 7,62-7,50 (m, 7 H, 2,3,4,5,6-H deBhenyl, 5,6-H);
712 (d, 1H,*%w=89Hz, 3-H); 7,07 (dd ,1H3Jys=8,9 Hz,
‘e = 2,8 Hz, 4'-H); 6,95 (d ,1 Hikw=2,8 Hz, 6'-H); 2,17 (s, 3 H,
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2'-OCOCH); 1,57 (s, 3 H, 4-OCOCH

3-(2,5-Dihydroxyphenyl)-4-methylchinolin (86b)

86akristallisierte aus Ether als braunes Pulver mmi¢eAusbeute von 50 % aus.

Summenformel: H1sNO,

OH
Molgewicht: 251,28 g/mol
CH,
Schmelzbereich: > 350 °C (sublimiert) “
EA: ber.: C 76,48; H 5,21; N 5,57 OH | /
gef.: C 76,23; H 4,86; N 5,32 N
86b
IR (KBr): 3361 (OH)
MS (El): 252 [M+H]
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-g [6 ppm]: 8,66 (s, 1H, 2-H); 8,16 (d, 1H,

%)%, =7,8 Hz, 8-H); 8,03 (d, 1 HJs=9,0Hz, 5-H); 7,91 (s , 1H,
2'-OH); 7,74 (t, 1 H33,6 =336 = 7,8 Hz, 7-H); 7,67 (s, 1 H, 5'-OH); 7,62
(dd, 1 H,3Js=9,0 Hz,%%, = 7,8 Hz, 6-H); 6,88 (d, 1 H). = 8,6 Hz,
3'-H); 6,80 (dd ,1 H2kys = 8,6 Hz,"Jye = 2,9 Hz, 4'-H); 6,72 (d ,1 H,
“Jgis = 2,9 Hz, 6'-H)

3-(2,5-Diacetoxyphenyl)-4-methylchinolin (87b)

87bwurde analog z87aaus86b als gelbes Ol mit 30 % Ausbeute erhalten.

Summenformel; &H.7NO,

Molgewicht:

EA (Pikrat):

IR (KBr):
MS (EI):

'H-NMR:

335,35 g/mol

CHj
ber.: C 55,33; H 3,57; N 9,93
gef.: C 54,96; H 3,18; N 9,57 \
1763, 1720 (CO) N
336 [M+H]

400 Mhz, Aceton-¢ [6 ppm]: 8,60 (s, 1H, 2-H); 8,35 (dd, 1H,
8%7=71Hz, “}s=1,3Hz, 8-H); 8,06 (dd, 1H,ks=7,1Hz,
“Y7;=1,5Hz, 5-H); 7,77 (ddd, 1H2}s=7,1Hz, 3Js=6,9 Hz,
‘Jis=1,5Hz, 7-H); 7,66 (ddd, 1H2ks=7,1Hz, 3%7=6,9 Hz,
‘Joe = 1,3 Hz, 6-H); 7,34 (d, 1 H%u=8,7 Hz, 3-H); 7,29 (dd ,1H,
833 = 8,7 Hz,*Jye = 2,5 Hz, 4'-H); 7,22 (d ,1 HJsis = 2,5 Hz, 6'-H);
255 (s, 3H, 4-C; 2,28 (s, 3H, 2-OCOCH 1,85 (s, 3H,
4'-OCOCH)
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(RS)-4-Phenyl-1,4-dihydrochinolin (88)

1 g (4 mmol)83awurde in 50 ml Dioxan/HCI@Gemisch (5 %) geltst. Die Losung wurde
24 Stunden lang bei RT geruhrt, danach in Eiswasgegossen und mit
1 M Ammoniumhydroxidlésung auf pH 7 eingestellt. ddadreimaliger Extraktion mit
Ether (je 150 ml) wurden die organischen Phaseainvigriiber Na&SO, getrocknet, filtriert
und am Rotationsverdampfer eingeengt. Aus dem eidatden braunen Ol wurde mittels

praparativer Dunnschichtchromatographie mit Laufehit 88 als gelbes Ol mit 65 %

Ausbeute isoliert.

Summenformel: HisN O
Molgewicht: 207,27 g/mol

IR (CDCl): 3317 (NH) ‘ N O

MS (El): 207 [MT] " 88

'H-NMR: 400 Mhz, CDJ [6 ppm]: 7,22-7,00 (m, 9 H, aromat. H); 6,50 (t, 1 H,

3}=4,6 Hz, 2-H); 596 (,s“ br, 1H, NH); 552 (t H
3334 =% = 4,6 Hz, 3-H); 3,71 (,s"“ br, 1 H, 4-H)

(6RS,6aSR,17bSR)-1-Acetyl-8-hydroxy-6,17-diphenyl-1,6,6a,17b-tetra  hydro-
chinolino[2',3":4,5]benzo[6,7]oxepino[2,3-  b]chinolin (90)

90 wurde nebe®4aund86abei der Umsetzung vaBBamit p-Benzochinon isoliert. Nach

Umkristallisation aus Ether wurd®® in Form gelber Kristalle mit 10 % Ausbeute erhalte
Summenformel: ¢H,sN,O;
Molgewicht: 560,64 g/mol

Schmelzbereich: 275-278 °C

EA: ber.: C 81,41; H 5,03; N 5,00
gef.: C 81,05; H 4,82; N 4,75
IR (KB): 3425 (OH), 1674 (KOCH;)
MS (EI): 560 (M)
'H-NMR: 400 Mhz, Aceton-¢l [ ppm]: 8,08 (dd, 1 H3J=8,5Hz,)=1,2 Hz,

13-H); 7,78 (dt, 1H,31=8,5Hz,4=1,5Hz, 14-H); 7,77 (d, 1H,
33=7,0Hz, 2-H des 17-Ph); 7,73-7,68 (m, 4 H, M, des 17-Ph,
16-H); 7,67 (s, 1 H, 8-OH); 7,54 (d, 1 B = 7,3 Hz, 6-H des 17-Ph);
7,51 (d, 1 H,"3=1,2 Hz, 7-H); 7,50 (dt, 1 HJ = 8,5 Hz,%J = 1,2 Hz,
15-H); 7,37 (d, 1 H3J = 8,5 Hz, 10-H); 7,32-7,16 (m, 8 H, 2,3,4,5,6-H
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des 6-Ph, 3-H des 17-Ph, 4,5-H); 7,10 (dd, £JH 8,5 Hz4J = 1,2 Hz,
9-H); 6,11 (,s*, 1 H, 17b-H); 5,10 (d spl, 1 AJ = 1,2 Hz, 6-H); 4,87
(,d“, 1 H, 3] = 1,2 Hz, 6a-H); 2,08 (s, 3 H, NCOgH

7.1.2.8 Dibenzo[d,dlbenzo[1,2-b;4,5-b']difuran-2,8- diol (91)

91 wurde in einem grof3en Anteil der Ansatze nach dtmif 7.1.2.5.1als unerwiinschtes
Hauptprodukt gefunden, als in Versuchen zur Vedress der Ausbeuten héhere HGO
Konzentrationen und mehrfache molare Uberschiisse prBenzochinon eingesetzt
wurden. Eine verstarkte Bildung trat bei Perchlorekonzentrationen tber 10 % auf.
Nach saulenchromatographischer Reinigung der Aesitistallisierte91 aus Ether als

weilde amorphe Substanz aus.

Summenformel: GH10O,

Molgewicht: 290,27 g/mol HO o)
Schmelzbereich: 298-308 °C ‘/—\‘:O O O:‘\O oH
91

IR (KBr): 3411 (OH)
MS (ESI): 291 (M+H)
'H-NMR: 400 Mhz, DMSO-d [6 ppm]: 9,66 (s, 2H, 2-OH, 8-OH, mit .0

austauschbar); 7,85 (d, 2 Hhswe=2,5Hz, 1,7-H); 7,78 (s, 2H,
5,11-H); 7,62 (d, 2H,%hsz100=8,8Hz, 4,10-H); 7,06 (dd, 2 H,
3%/4010= 8,8 Hz,"J1.07= 2,5 Hz, 3,9-H)
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7.2 DNA-Bindungsstudien

7.2.1 Verwendete Materialien

DMF (Sigma-Aldrich

DMSO (Sigma-Aldrich

Ellipticin (Fluka)

Ethidiumbromid Fluka)

Kalbsthymus-DNA Fluka)

Tris-Puffer, pH 7,4, 75 mM NaCBpehringer Mannheim Biochemica

6-Well-Platten, MicrowelM-Plate Nung

7.2.2 Gerate
Fluorimeter FLUOStar GalaxyBMG-Lab Technologies
UV-Spektrometer Cary Varian Model IE Spectrophotometenit temperier-

baremCary 1/3-multicell-block

7.2.3 Ethidiumbromid-Verdrangungs-Assay

Der Ethidiumbromid-Verdrangungs-Assay wurde nacteraturvorgabeth durchgefihrt.
Die Lésungen wurden nicht in Quarzklvetten einzgdmischt, sondern auf einer 6-Well-
Platte in einem FLUOStar Galaxy vermessen, da diese Vorgehensweise drei

Parallelbestimmungen ermdéglichte.

6,2 mg Kalbsthymus-DNA wurden in 1| Tris-PuffeH@,4; 75 mM NacCl) gel6st. Aus
den Testverbindungeb5-58, Ellipticin und Ethidiumbromid wurden 2 mM Stamm-
I6sungen in DMSO hergestellt, die Ethidiumbromiad8mlésung wurde mit Tris-Puffer

zu einer 5-10 M LOsung verdiinnt.

Zur Messung wurden zunéchst 1 ml Ethidiumbromidenis und 1 ml DNA-L&sung
vermischt und fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Dahavurden in 4 ul-Schritten 4-40 ul
der Stammldsungen der Testverbindungen zugegebexh Neder Zugabe wurde
10 Minuten inkubiert und danach bei einer Emissimilenldnge von 545 nm die
Fluoreszenzintensitat bei 595 nm gemessen. Als%d-QUert wurde die Emission des

Ethidiumbromid-DNA-Gemisches vor Zugabe der Tediwetungen verwendet. Die
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Fluoreszenz der reinen Ethidiumbromid-Lésung irs-Ruffer bildete den Nullwert.

7.2.4 UV-Photometrie

Die Testsubstanzen wurden in Form 1 mM StammlésungeDMF verwendet. Als
Nukleinsaure wurde 1 g Kalbsthymus-DNA in 1 | THaffer (0,03 M mit 0,018 M NaCl,
pH 7) gelost und vor Verwendung fur drei Tage b&C4aufbewahrt.

Zunachst wurden die UV-Spektren der Substanzeneaofgmen, um verwendbare
UV-Absorptionsmaxima oberhalb von 310 nm zu find&we Absorptionsmaxima der
untersuchten Verbindungen sind iifabelle 14 (Kapitel 5.2.3.2 angegeben. Bei

Konzentrationen von 50 uM lagen die Absorptionderalerbindungen unterhalb von 0,1.

Die UV-Absorption wurde fur alle Verbindungen atlaind bei finf verschiedenen DNA-
Konzentrationen in einem Wellenlangenbereich vo@-200 nm bestimmt. Dazu wurden
je 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 oder 1,0 ml DNA-L6sung mitsTPuffer auf 9,5 ml verdinnt und mit
0,5 ml der Substanzstammldsungen versetzt, so diasSubstanzkonzentration in der
DNA-LOsung 50 uM betrug. Nach einer Wartezeit vénNinuten wurden die Losungen
in eine Quarzkivette Uberfuhrt und mit ein€ary Varian Model IE Spektrophotometer

vermessen.

7.2.5 DNA-Schmelzkurven

Zur Aufnahme der DNA-Schmelzkurven wurden die dleic LOsungen wie irv.2.4
verwendet. Es wurden 200 ul der Substanzstammlésungit 9,3 ml Pufferlésung
verdinnt und mit 500 pl DNA-LOsung versetzt. NaGhn@inutiger Inkubationszeit wurden
die Losungen in Quarzkluvetten uberfuhrt, mit Tedtmpfen verschlossen und in einen
temperierbarei€ary 1/3-multicell-blockeingesetzt. Fur jede Messung wurden 6 Test- und
6 Referenzkivetten verwendet. Das Thermostat wamfleinen Temperaturanstieg von 25
auf 95 °C mit 0,5 °C/min programmiert. Nach jedeemperaturanstieg um 1 °C wurde
eine Wartezeit von 3 Minuten mit anschliel3ender$vdag der UV-Absorption bei 260 nm
eingestellt. Aus den resultierenden Absorptions{iematurkurven wurden mit dem
ProgrammOrigin die ersten Ableitungen gebildet, aus dengnnTForm des Maximums

direkt abgelesen werden konnte.
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7.3 Untersuchung der P-gp modulierenden Eigenschafte  n der
synthetisierten Substanzen an Mouse-T-Lymphoma-Zell  en

7.3.1 Verwendete Materialien

DMSO Carl Roth GmbH
Doxorubicin Sigma-Aldrich
Eppendorfgefal3e Eppendorf Reaktionsgefalle RK12, RRK34, Eppendorf-

Vertrieb GmbH
FACS-Analysenréhrchen Becton Dickinson GmbH, Vertrieb Budapest, Ungarn
MTT-Reagens Sigma-Aldrich

PBS gebrauchsfertiger,  unsteriler  Phosphatpuffer 7@k
Boehringer Mannheim Biochemica

Rhodamin 123 Molecular Probe8", Leiden, Niederlande
Salzséaure 0,01 M HCMerck
SDS Sodiumdodecylsulfat als Losung (100 mg/ml) GGV HCI,

Boehringer Mannheim Biochemica
Verapamil-Hydrochlorid  Sigma-Aldrich
96-Well-Platten MicrowelM-Plate,Nunc

Zellkulturmedium modifiziertes McCoy's 5A Medium (BaAlt 10 %
hitzeinaktiviertes Pferdeserum, L-Glutamin, Antiiia und
1 % Nystatin, ohne Natriumcarbonabjgma-Aldrich

fir die MDR-Zelllinie wurde das Medium zusatzlichitm

60 ng/ml Colchicin versetzt

Zellkulturréhrchen PP-Ro6hrchen, steril, 15 und 50@rkiner

7.3.2 Verwendete Gerate

Absaugvorrichtung Eigenbau der Medizinischen Fakultdnstitut fur

Mikrobiologie, Universitat Szeged, Szeged, Ungarn
Brutschrank BC15Q CO-Inkubator, 150 ISMLT-Vertrieb Worms

ELISA plate-reader EL301 Strip Microplate Reader, Bio-Tek InstrumeaisbH



7 Experimenteller Teill 136

FACS FACSVantage Becton Dickinson GmbH, Vertrieb Budapes
uUngarn

Wasserbad Lauda m3 Typ B, Lauda Dr. R. Wobster GmbH & Co KG

Zentrifuge Labofuge 400 Rmit verschiedenen Rotoren fur 24 Eppen-

dorfgefal3e oder 4 Zellkulturréhrchetieraeus Instruments

7.3.3 Herstellung von Stammlésungen
Von den verwendeten Verbindungen wurden folgenden8tidsungen hergestellt:

Testverbindungen: 5 mM in DMSO

Doxorubicin: 4 ng/ml in Zellkulturmedium
Rhodamin 123: 20 pg/mlin@
Verapamil: 1 mg/mlin ED
MTT: 5 mg/ml in HO

7.3.4 Verwendete Zelllinien

In den Versuchen wurden die Maus-T-LymphomzellliNi€l-L5178Y (PAR) und die aus
ihr erzeugte MDR-Zelllinie L5178YVMDR (MDR) verweet L5178YVMDR ging aus
NCI-L5178Y durch primére Infektion mit dem pHa MDRRetrovirus und nachfolgende
Selektion der MDR-transfizierten Zellen durch Zugabon 60 ng/ml Colchicin zum
Nahrmedium hervor. Diese Colchicin-Konzentrationhuadert eine Vermehrung der nicht
infizierten Zellen im Medium, wahrend die P-gp erperenden Zellen wegen des MDR-
Mechanismus nicht durch das Alkaloid beeintrachtigerden. Die gleichméaRige
Expression von Pgpl170 innerhalb der so erzeugtdir@BvMDR-Zelllinie wurde durch
Markierung mit dem monoklonalen Antikbrper MRK-16FE und anschlie3ende FACS-
Analyse abgesichéft

Beide Zelllinien wurden in modifiziertem McCoy's 5AMedium unter einer
funfprozentigen C®Atmosphére bei 37 °C kultiviert. Das Medium wurd@

Abhangigkeit von der Zellvermehrung alle 2-3 Tagevgchselt.
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7.3.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde mit der Methode nachrk®ii bestimmt. Dazu wird ein
Tropfen der Zellsuspension auf einen gerastertgekikiger gegeben und die Anzahl der
Zellen in 10 zufallig ausgewahlten Quadraten eptiitDie Gesamtzahl der Zellen pro ml
Medium kann nach der Formel

Z=x-25-1C" Z Anzah Zeller pro ml Mediun
X Mittelwert der 10 ausgezahlte Quadrate

bestimmt werden.

7.3.6 MTT-Zytotoxizitatstest

Der MTT-Test wurde in 96-Well-Platten durchgefihtéde Testsubstanz wurde doppelt
bestimmt, so dass pro Platte vier Substanzen getestden konnten. Die Kavitaten der
Spalte 1 dienten der Kontrolle der Eigenabsorpties Mediums und wurden daher nur
mit 150 pul Medium gefullt. Spalte 2 wurde ebenfaig Medium und zum Vergleich des
ungehemmten Zellwachstums mit 5 Hellen pro Well befillt. Ab Reihe 3 begann die
Verdinnungsreihe der Testsubstanzen. Hierzu wuedlen Wells mit 100 pl Medium
beflllt und Well 3 durch Zugabe von 2 pl Stammld@sunit einer Substanzkonzentration
von 100 mmol/l versehen. Durch schrittweise Verdinghwurde die Konzentration bis
zum Well 12 jeweils halbiert. Zu den Wells 3-12 dmin abschlieRend jeweils 50 ul
Medium mit 5-16 Zellen / 50 pl gegeben.

Die so vorbereiteten Platten wurden tber 48 Sturmer87 °C in einer funfprozentigen

CO,-Atmosphare inkubiert. Nach dieser Zeitspanne wudallen Wells mit Ausnahme

der Reihe 1 10 pul MTT-LO6sung gegeben. Die Plattenden danach erneut fur 4 Stunden
inkubiert. Wahrend dieser Zeitspanne erfolgte dietdolisierung des MTT durch noch
lebende Zellen. Um die entstandenen Formazan-Keista 16sen, wurde zu allen Wells

100 pl SDS-Losung gegeben und erneut fir 12 Stumderbiert.

Die Vermessung der umgesetzten Menge an Formafalgterin einemELISA-plate-
reader Aus den gemessenen Absorptionswerten wurden Hfér \éerbindungen die

ICso-Werte bestimmit.
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7.3.7 Fluoreszenz-Aufnahme-Assay

Sowohl die PAR-Zellen als auch die MDR-Zellen wurdrif eine Zellzahl von 2-1@ro

ml eingestellt. 0,5ml dieser Suspensionen wurden 24 fiur die Testreihe
durchnummerierte Eppendorfgefal3e gegeben. Die @dfaffd 2 wurden mit PAR-Zellen,
die Ubrigen mit MDR-Zellen beflllt. Den Proben 5-22urden daraufhin die zum
Erreichen der Zielkonzentrationen noétigen Mengenr dgubstanzstammlosungen
zugegeben, zu Probe 23 wurde als Kontrolle dagpestisende Volumen DMSO ohne
geldste Substanz gegeben. Probe 4 wurde mit SmuVempamil-Stammldsung versetzt
und diente als Positivkontroffe Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurden
den Proben 1 und 3-24 je 10 pl der Rhodaminstammipgegeben. Probe 2 blieb als
Vergleichswert fur die Eigenfluoreszenz der Zellembehandelt, die Proben 3 und 24
dienten als Vergleichswerte fur ungehemmte, Profig Yollstandig ausgeschaltete P-gp-
Aktivitat.

Nach 20-minutiger Inkubation bei 37 °C wurden diell@gn zweimal bei 2 000 U/min
zentrifugiert und mit PBS gewaschen, um im Mediuahbgte Substanzen quantitativ zu
entfernen. Die nach der Zentrifugation Uberstehdrideing wurde jeweils abgesaugt und
verworfen. Nach dem zweiten Waschschritt wurden diellen erneut in PBS
resuspendiert, in FACS-Probenrohrchen dberfihrt umdeinem Becton-Dickinson-
FACScanner analysiert. Pro Probe wurdehZillen vermessen und anhand der Parameter

SSC und FSC nur die gut erhaltenen Zellen erfasst.
Aus den ermittelten Werten fir die Fluoreszenz dellen wurde das Fluoreszenz-

Aktivitatsverhaltnis FAR nach folgender Formel etteii:

FAR = MDR behande / MDR unbehandeli Kontrolle
PAF behande / PAF unbehandeli Kontrolle
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7.4 Kinase-Assays

7.4.1 Kinase-Assay des CNRS

Materialien

HomogenisationspufferZ-Glycerolphosphat (60 mM)p-Nitrophenylphosphat (15 mM),
MOPS (25 mM; pH 7,2), EGTA (5 mM), Mg&(15 mM), DTT (1 mM), Natriumvanadat
(2 mM), NaF (1 mM), Phenylphosphat (1 mM), Leupept{10 pg/ml), Aprotinin
(20 pg/ml), Sojabohnentrypsininhibitor (10 pg/mhduBenzamidin (100 pM)

PufferA: MgCl, (10 mM), EGTA (1 mM), DTT (1 mM), Tris/HCI (25 mMpH 7,5),
Heparin (50 pg/ml)

Puffer C:  Homogenisationspuffer, aber mit 5mM EGTAohne NaF und
Proteaseinhibitoren

CDK1/CyclinB: Der CDK1/Cyclin B-Komplex wurde in Homogenisatipu$fer aus

M-Phase-Eizellen einer Seesternaia(thasterias glacialis extrahiert und durch

Affinitatschromatographie gereinigt. Die Kinaseaktt wurde in Puffer C mit Histon H1

als Substrat bestimmt.

CDK5/p25: Der CDK5/p25-Komplex wurde durch Mischung gleichdfiengen
rekombinanter Saugetier-CDK5 und p25, die in EiCal GST-Fusionsproteine
exprimiert wurden, gebildet und durch Affinitatschratographie gereinigt. Seine Aktivitat
wurde analog zu CDK1/Cyclin B in Homogenisationgpubestimmt.

GSK-3f: GSK-3 wurde in Sf9-Insektenzellen exprimiert und ausemregewonnen. Nach
einer 1:100-Verdinnung mit 1 mg Rinderserumalbupno ml und 10 mM DTT wurde
die Kinaseaktivitat mit dem GS-1-Peptid (5 pl 40 ¥t Substrat in Puffer A bestimmt.

Durchfuhrung des Assays

Die Kinaseaktivititen wurden je dreifach in dem ¢dw flr die Kinasen angegebenen
Puffer bei 30 °C und einer ATP-Konzentration vonul in einem Volumen von 30 pl
bestimmt. Die Reagenzien wurden in folgender Rédiga zugegeben: Puffer, Substrat,
Enzym, Inhibitor. Die Assays wurden durch Zugabes dadiomarkierten \f*?P]JATP
(15uM, 3000 Ci/mmol; 1 mCi/ml) gestartet. Nach 10nMen Inkubation (GSK{3
30 Minuten) bei 30 °C wurden je 25 ul der Ubersteled Losung auf 2,5x 3,0cm
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AbschnitteWhatman P81Phosphozellulosepapier getropft. Diese wurden r2éch funf-
mal fur 5 Minuten mit 0,1 % Phosphorsaure gewascliee feuchten Filter wurden in
1 ml ACS ScintillationslésungAmersham tberfiihrt und danach di€P-Radioaktivitat
mit einemPackard TriCarbZahler bestimmt. Die Assays wurden so durchgefidass
weniger als 5 % des radiomarkierten Phosphats prakert wurden. Da die Inhibitoren in
Form 100 mM Stammldsungen in DMSO verwendet wurdemden Kontrollanalysen mit
entsprechenden DMSO-Verdinnungen durchgefiihrt.OM&SO-Konzentration tberstieg
in den Versuchen jedoch nie 1 %. Zur Bestimmung rdaximalen Phosphataufnahme
wurde Puffer C anstelle des Inhibitors einges@&ig.unspezifische Bindung von Phosphat

wurde ohne Substrat in der Reaktionsmischung begtumd abgezogen.

Die Kinaseaktivitat wird in pM Phosphatgruppen, den Histon H1 wahrend der zehn-
minutigen Inkubation aufgenommen werden, oder ategntualer Teil der maximalen
Kinaseaktivitat angegeben. Dosis-Wirkungskurvendearvon jeder Testsubstanz erstellt
und fir die Berechnung der J&Werte herangezogen. Alle Assays wurden dreifach
ausgefuhrt.

7.4.2 *#Panquinase®Assay der ProQuinase GmbH

Der proprietare*®PanQuinasé-Assay wurde in einem automatisierten Verfahren der
ProQuinase GmbH (Freiburg) durchgefiihrt. Alle PBFrikmasen wurden in
Sf9-Insektenzellen als humane rekombinante GSTeRaproteine oder HIS-markierte
Proteine  Uber ein  Baculovirus-Expressionssystem rimigrt und  durch
Affinitatschromatographie entweder mit GSH-Agard&gmag oder Ni-NTH-Agarose
(Quiagern gereinigt. Die Reinheit und Identitat der Kinasevurde durch SDS-
PAGE/Silbermarkierung und Westernblot-Analysen nspezifischen Antikérpern

Uberpruft.

Die Assays wurden in 96-Well-FlashPldtésvon Perkin Elmer/NEN (Boston) mit
Reaktionsvolumina von 50 ul ausgefuhrt. Zur Misdpuer Lésungen wurden
20 ul Standardpuffer, 5 ul ATP-Losung (in@®j, 5 pl der Testverbindungen (in 10 %
DMSO) und 20 ul einer Substrat/Enzym-Losung in diells pipettiert. Die
Reaktionsgemische enthielten fur alle Enzyme HERBSH (60 mM, pH 7,5), MgGl
(3 mM), MnCL (3 mM), Natriumorthovanadat (3 uM), DTT (1,2 mMREG20000
(50 pg/ml), —=*P]JATP (1uM oder 15uM, ca. 7x108pm bzw. 1,2x10cpm pro Well). Die
Losungen wurden bei 30 °C fur 80 Minuten inkubi®@ann wurde die Reaktion durch
Zugabe von BPQO, (50 pl, 2 % (v/v)) gestoppt. Die Losung wurde azgmt und die
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Platten zweifach mit O (200 pl) oder NaCl (200 ul, 0,9 % (w/v)) gewasth®ie
Aufnahme von®P. wurde mit einemMicroplate-Scintillationszahler (Microbeta, Wallac)
bestimmt. Alle Assays wurden in einemeckmanCoulter/SagiamAutomatiksystem
ausgefuhrt. Aus den prozentualen Restaktivitatee, fdr jede Konzentration erhalten
wurden, wurden die I&Werte mit Prism 3.03 fur Windows (Graphpad Software)
berechnet. Als Modell wurde Sjgmoidal response (variable slopeyerwendet, die
Parametertpp‘ und ,bottont wurden auf 100 % bzw. 0 % festgesetzt.
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Anhang

Anhang

'"H-NMR-Spektren ausgewahlter Verbindungen

(EZ,R3-1-(3-Methoxy-4-phenyl-4H-pyridin-1-yl)ethanot )
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Anhang

(EZ,R3-1-Acetyl-4-(4-methylphenyl)-1,4-dihydropyridiny8-carbonsaureethyleste2d)
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Anhang

3-Methyl-4-phenylbenzo([4,5]furo[2,3-b]pyridin-6-0)
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Anhang

3-Ethoxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-64&2)
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Anhang

NCI mean graphs fiir IC s, TGl und LC 5o

6-Hydroxy-4-methylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-34t@nsaureethylesteby)

Panel/Cell Line Lngm GIs0 GIs0 Lagm TGI TGl Lng"I LCs0 LC50
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6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridin-3+#temnsaureethylestes )
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Anhang

1-(6-Hydroxy-4-phenylbenzo[4,5]furo[2,3-b]pyridim8)-ethanon §8)

Panel/Cell Line Log,, GI50 GI50 Log,, TGI TGI Log,, LCS0 LCS0
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