NEUE BISARYLMETHANON-DERIVATE ALS FLT3-
INHIBITOREN UND ,,PROTEOLYSIS TARGETING

CHIMERAS” (PROTACsS)

SYNTHESE UND BIOLOGISCHE TESTUNG

DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

der Fakultat fir Chemie und Pharmazie

der Universitat Regensburg

AT

3

Lukas Wirth

aus Neusal

2023






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Juni 2017 bis April 2023 unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. Siavosh Mahboobi am Institut fir Pharmazie der Fakultat fiir Chemie und Pharmazie der

Universitat Regensburg angefertigt.

Das Promotionsgesuch wurde eingereicht im April 2023.

Tag der miindlichen Prifung:

Priifungsausschuss:

Prof. Dr. S. Elz (Vorsitzender)
Prof. Dr. S. Mahboobi (Erstgutachter)
Prof. Dr. J. Heilmann (Zweitgutachter)

Prof. Dr. J. Wegener (Drittpriifer)






Danke.



DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich ganz herzlich bei allen bedanken, die mich wahrend der

Promotionszeit begleitet und unterstiitzt haben:

Bei meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Siavosh Mahboobi, fiir das interessante
Dissertationsthema und die fachliche Unterstitzung wahrend der gesamten Promotionszeit.
Besonders bedanken moéchte ich mich auch fir den stets verstandnisvollen und menschlichen

Umgang.

Bei Herrn Prof. Dr. Sigurd Elz fir die Moglichkeit, eine Promotion an seinem Lehrstuhl durchfiihren
zu kdnnen, und bei Prof. Dr. Dr. Wolfgang Wiegrebe fir die kritische Durchsicht dieser Arbeit sowie

verschiedener Publikationsmanuskripte.

Bei Herrn Prof. Dr. Jorg Heilmann fiir die Erstellung eines Zweitgutachtens und seiner Teilnahme
am Prifungsausschuss und bei Herrn Prof. Dr. Joachim Wegener fiir seine Bereitwilligkeit, das Amt

des Drittprifers zu (ibernehmen.

Bei Herrn Prof. Dr. Karsten Spiekermann (Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen), bei Herrn
Prof. Dr. Heinz-Herbert Fiebig (4HF Biotec Freiburg) und bei Herrn Prof. Dr. Bernhard Kiister

(Technische Universitat Miinchen) fiir Kooperationen und fachliche Unterstiitzung.

Bei Marina Able (Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) fiir die Durchfihrung einiger
zelluldren Testungen, bei Prof. Dr. Stefan Dove (Universitdt Regensburg) fiir die Durchfiihrung der
Studien zum Molecular Modeling, bei Dr. Maria Reinecke (Technische Universitdat Miinchen) fiir
die Durchfiihrung des Kinobead-Assays und bei Dr. Kirsten Utpatel (Universitat Regensburg) fiir

die Durchfiihrung der histologischen Untersuchungen.

Bei Dr. Herwig Pongratz und Julia Bliml fiir die Unterstltzung bei Synthese und Laborarbeit und

fir das angenehme Arbeitsumfeld, auch in Mittagspausen und bei abendlichen Aktivitdten.

Bei Dr. Andreas Sellmer mit seiner hilfsbereiten Art fiir wertvolle Anregungen beziglich Synthesen
und Informationen zur biologischen Evaluierung, sowie Hilfe beim Schreiben wissenschaftlicher

Arbeiten.

Bei meinen ehemaligen und derzeitigen Kollegen Franziska Naporra, Elisabeth Griinstein,
Sebastian Pitzl, Steffen Pockes, Aurelia Elz, Niklas Rosier, Martin Nagl, Merlin Bresinsky, Alexander
Hubmann und Jonas Daschner und vor allem meinem langjahrigen Laborkollegen Simon Scheuerer

flr ein ausgezeichnetes Arbeitsklima wahrend der gesamten Dissertation.



Bei allen ehemaligen und derzeitigen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Lehrstuhls
Pharmazeutische und Medizinische Chemie Il und allen Auszubildenden, die im Rahmen ihrer

Ausbildung zu dieser Arbeit beigetragen haben.

Bei allen Mitarbeitern der analytischen Abteilung der Universitdat Regensburg, insbesondere Fritz
Kastner fiir die Aufnahme von NMR-Spektren, sowie Josef Kiermaier und Wolfgang Sollner fiir die

Aufnahme von MS-Daten.
Bei Uta Hasselmann flir das Management aller organisatorischer Probleme.

Bei meinen Freunden, die mich durch das Studium und die Doktorarbeit begleitet haben,
insbesondere Andreas Graml, Alexander Wimmer, Alexander Dietz, Benjamin Zeller, Tobias
Luxenhofer, Christian Mayer, Manuel Brunner, Matthias Schmalzbauer und Thomas Weinbender,
sowie Monika Enzinger, Sina Malenke, Florian Ridders, Rainer Herzog, Sebastian Schlegel und

Grigor Gurzadyan.

Bei meinen Bandkollegen Martin Killisperger, Simon Weis und Manuel Maier; sowie meinen
BiersBiersBiers-Freunden Michael Schimpke, Benedikt Betscher, Alexander Pahr, Stefan

Wittstruck, Tobias GuR und Patrick Matern fir unzéhlige lustige Momente und schéne Zeiten.

Bei meinen langjahrigen Freunden Jonas Welsch, Roland Kiel3ling, Adriana Ostertag und Michael

Dobkowitz fiir schone gemeinsame Erlebnisse abseits der Universitat.

Bei meinen Kollegen vom groRen, edlen und einzig wahren HSV fir sportliche Erfolge und

fuRballerische Hohepunkte.

Ein ganz besonderer Dank gilt meiner Familie, meinen Eltern Doris und Richard und meinen

Schwestern Lena, Anna und Kathi.

Vor allem méchte ich mich bei Denise Monnich fiir ihre unermessliche Geduld, Hilfe und Rickhalt

auch in den schwierigen Phasen der letzten Jahre bedanken.



Vi



INHALTSVERZEICHNIS

1. T oY LT U oY - PRSPPI 1
1.1. HAMATOPOEBSE ... e e e 2
1.2. LEUKEIMIEN 1ottt ettt ettt et e e st e e bt e e s abeesabee e sabeesabeeesnreesaneeesnnes 3

1.2.1. FA | =T o g 1T =SS PRP 3
1.2.2. SEATISTIK et 3
1.2.3. I3 1741 (] =R PUPURPRNE 4
1.3. Akute MyeloisChe LEUKEMIE.......ccccuiiiicee st 6
1.3.1. o3 0 0] =] 01U V=SSR PUPRRRNE 6
1.3.2. Ursachen Und SYMPLOME ....oooiiiie ettt e e e eate e e e eare e e s snraeeeeanes 6
1.3.3. Zah1en UNG DAteN ....eeiiiiiiee ettt sttt b bbbt 7
1.3.4. Diagnose und KIassifikation..........coccuiiiiiiiiie i 7
1.3.5. Therapie UNA PrOSNOSE .....uiiiiiiiieeiciieee ettt e ettt e e setae e e s stte e e s sbteeessstaeeesnteeessssaeessanes 9
1.4. PrOtEINKINGSEN .....eiiiiieii ettt ettt et sttt e e sbe e e sabeesabeesnbeesabeeenes 11
1.5. REZEPTOrTYroSIN-KINASEN c.iiiiiiiiiieeee ettt e e e s e e e e e e e s s e saebeaeeeeas 12
1.6. FIMIS-like TYroSiNKINASE 3 ...eviiiiiiieeiiiiieeeiieee s ecitee e sttt e e e tee e e s ete e e e srabae e e ssnaeeessnbreeesnnnneeeean 14
1.6.1. FN | =T g 1T T =T PPN 14
1.6.2. AUTDAU L e 14
1.6.3. I S T IR o o U URT 16
1.6.4. 20T =qU 1 =Y o) o OO 16
1.6.5. Nachgeschaltete SIgNalWeEE .......ccoccuviiiieieeeeeee e et 18
1.7. S Tl LT gl o F- [ g = o] o T LTy S 20
1.7.1. SiNAIraNSAUKLION.....c..iiiei et e e e are e e e e ree e e e erre e e e aaeeas 20
1.7.2. Arten VON MULAtiONEN .....coiiiiiiiiie e 20
1.7.3. Folgen der MUTQtiONEN........ooo ettt e e e e et e e e b e e e e aaeeaean 21
1.8. FLT3-INNTDITOTEN .t 23
1.8.1. INNIDITION VON FLT3 ..ottt sttt 23
1.8.2. ST aY <11 0 o= USRS 24
1.8.3. 2T o1 LSRR 24
1.8.4. BIiNAEMOTUS......eiiiiiiiiiieieeree ettt s sttt e sre e e e 28
1.9. RESISTENZEN ...ttt 31
1.9.1. Entstehung voNn RESISLENZEN........uuiiiiiiiieeeee e e e e 31
1.9.2. Uberwindung VON RESISTENZEN ........c.eveuiieeieeeeietceeeeeee ettt sttt 32
1.9.3. Kovalente INhibitoren .......couei i e 32



1.10. PROTAGCS ...ttt ettt ettt et s e st ettt et e s bt e s at e et e et e e bt e s beesaeesab e e bt e b e enseesneeeneeenneen 35
1.10.1. FN =0T g 1T T =TT PRN 35
1.10.2. AUTDAU Lt 35
1.10.3. WITKUNESWEISE ..cnevvieeiciiieeeeiiee e eette e e e ettt e e e ette e e e stteeeeeabtaeeseantaeessstaeessstaeaesnssneeesnnes 36
1.10.4. VOTEIIE .t sttt b e st sttt nr e she e s 37
1.10.5. Bausteine flir Ubiquitin-LiaSen .......c..ceiviiiiieiiiiee ettt 37
1.10.6. PROTAC-Strategie flir FLT3 ..o e eeciiee e eieee ettt ssrtee e stae e s vae e s sata e e e snnsae e e snnnneeeeas 38

ChemMISCNEE Tl c..eeiieiee ettt s e s sbe e e s e e aee e sareesneeesabeeenne 39

2.1. ) =T a Lo e [Tl o T 5ol o TV o = PP UPP 40

2.2. ZIEl I ATDEIE c..eeeeeeieeetee ettt ettt sttt s be e s b e s bb e e areesbeeenans 42

2.3. Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21 .......ccccceeeiiiiniiiiiie e 46
2.3.1. Synthese Marbotinib 20 .........ooiiiiiiii s 46
2.3.2. Synthese Marbotinib-Carbamat 21 ........cccoociiiiieie e 49

2.4, GrUNASTIUKLUL ottt et st bbb e 51
2.4.1. (o] o 7={ U o] o Y01 AR 51
2.4.2. (o] oY 7={ U o] o117 U 52
2.4.3. (o] oY 7={ U o] oY= TR SR 53

2.5. GrUNASTIUKLUL Tttt st bbb 55

2.6. GrUNASTIUKEUL Tttt ettt e s st st be e e 57

2.7. GrUNASTIUKLUL IV .ttt et st st 62
2.7.1. V118 03V e T o] TSRS 62
2.7.2. 1Y/ T e oo ] 1o PSPPSR 63
2.7.3. DIMIBT ettt sttt et re e sreesane e 71
2.7.4. WEItEre VEISUCNE ....covviiiiiiieee e e e e 73

2.8. GrUNASTIUKLUL V..ot s st 74
2.8.1. V118 03V e T o] 1SRN 74
2.8.2. Verbindungen 0N LINKET ........eiiii ittt e e e e esvarre e e e e e e e e enenes 76
2.8.3. (O PR T g o T To U] o V-SSR 76

2.9. GrUNASEIUKTUL V.ot s e s e e 81
2.9.1. (o] oY 7={ U o] o L= [P ORI 82
2.9.2. (e oY 7={ U o] oY= OO RUTRUROPTO 99
2.9.3. (o] o) 7={ f U o] oY= RSP URP 100
2.9.4. (o] oY 7={ (U o oY1 o USSR 103
2.9.5. (] o1 7={ U o] o LI YRR 104
2.9.6. Kopfgruppe f und zusatzliche Versuche .......ccccuvvveiiiii i, 107

Vil



2.10. GrUNASTIUKLUE VLot re e siee sttt 109
2.10.1. Synthese der Carbamate .....c.ueeeicciiiii it e et e e et e e e e 109
2.10.2. Synthese der HydroChloride ...........eeiieiiiiiiciiiee et 110
2.10.3. Kontrolle der Protonierung und Analyse des Protonierungsgrades ............c.......... 110

2.11. GruNASTrUKEUE VL ..ttt 113

2.12. PROTACS ...ttt ettt ettt et h e st st st e b e b e s b e s ae e s st e et e e beesbeesaeesanesabesabeereenes 119
2.12.1. Allgemeine StrukturlbersiCht .......c.eevovciiiiiie e 119
2.12.2. Linker und VOrverSUChE..........oouiiiiiie ettt 119
2.12.3. Zielprotein-bindender LiSand ........ccueiiiciiiiiiciiie et 125
2.12.4. E3-Ligase-spezifischer LIZand ........coccueieiiiiiieiiiiiec ettt e e e 128
2.12.5. Versuche zur Synthese VON PROTACS........cuivciiieieiiiieeecireeessiveeessvveeessaseeessnseeeens 132

[ E T 0T 1 o] Lo} =4 Yol o 1= G I =Y | PSP 135

3.1. ENzZym-INhibDitioNS-ASSAY .. .uviiiiiiiiieeiiiee ettt et e s e e e s e e s e eabee e e e eareeas 136
3.1.1. Allgemeines UNd REfEIENZEN......ccccuviiii et 137
3.1.2. Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21 .........cccciriiriiiiieeeee 138
3.1.3. GrundSTruktUren 1=V oottt 139
3.1.4. GruNASTIUKLUE V.ot test e t e te e 142
3.1.5. GruNASTrUKEUE VLot st et e e 146
3.1.6. L3 =Y o ] =N 147

3.2. Evaluation der Wirkstoffe in zelluldren Systemen ..........cccoeeeeciiiiicciiee e, 149
3.2.1. Proliferations-Assay mit MV4-11-ZelleN.......ccoccvieieiiiieeeeiieee e 150
3.2.2. Proliferations-Assay mit Ba/F3 pMIY-MULaNteN ........ccoeeveevreeieeneenie e e 152
3.2.3. Apoptose-Assay mit Ba/F3 pMIY-MULaNteN........coveveerieeieeieereecreesiee e creereerees 156
3.2.4. Selektivitat in einem zellularen SySteMi......ccvviiiiciiie i 158

3.3. SEIEKEIVITAL .ttt s e 161
3.3.1. [T =TT o 1 RSP UPP 162
3.3.2. Phosphorylierungs-Assay in zellularen Systemen ........ccccceeeecciiieeee e cecccciiieeee e 164
3.3.3. [T a1 ] oT=F: To B XY 1Y USRS 166

3.4. 21T To 1= 4 g To o [ L TSP TOTTOPRR 173
3.4.1. MoleCUlar MOAEIING .....ueveieiieeeeee e e e e rree e e e e e 174
3.4.2. Kristallisation iMm REzZEPTOI.....c..uuiiiiiee et et e e e e e e braee e e e e e 178

3.5. LOSIICRKEITSTOST ...eeeeeeeeieie ettt et 180

3.6. 1N Vivo-CharakteriSIErUNE .....eeeeiii it ee et e e e e e e et e e e e e e e s asreeeeeeeeeenas 185
3.6.1. Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21c.....c..ccccevrviriiiiienieneeeeeeee 186
3.6.2. Voruntersuchungen und Uberlegungen beziiglich 150c und 214c¢ ........ccccveveuvnee. 188

IX



3.6.3. Untersuchungen zur Tolerabilitdt von 150c und 214C ......ceeveeiieeeeeciieeeeeiiee e, 188
3.6.4. Untersuchungen zur Wirksamkeit von 150C ........ccocviieeiiiieeeeiiieee e ecieee e 193
3.6.5. [ 1y o] [o =TT 202
3.7. Ergebnisse UNd VErgleiChE ........uue et 204
4, Zusammenfassung UNd AUSDIICK ......coouiiiiieiiee et 207
5. Chemisch-Experimenteller TEIl........oiii i 217
5.1. AllZEMEINE ANGADEN..... e aeeeeas 218
5.2. Allgemeine ArbeitSVOrsChrifteNn .....c..eii i e 221
5.2.1. Allgemeine Vorschrift 1 (AV1): Phenylsulfonyl-Schitzung.........cccoeeivvivieeicnneennee. 221
5.2.2. Allgemeine Vorschrift 2 (AV2): ACETYlIEIUNE.....c..eeeviieiiieceeee e 221
5.2.3. Allgemeine Vorschrift 3 (AV3): a-Bromierung ........ccceeeveevieeecieeciee e eciee e 221
5.2.4. Allgemeine Vorschrift 4 (AV4): Ringschluss zum Benzofuran .........cccccceevveeevneenee. 222
5.2.5. Allgemeine Vorschrift 5 (AV5): Phenylsulfonyl-EntschUtzung ..........cccceeeveeeveennee. 222
5.2.6. Allgemeine Vorschrift 6 (AV6): BOC-ENtSChUtZUNE ....ceeevvieeeeiiiieeceeee e 222
5.2.7. Allgemeine Vorschrift 7 (AV7): Hydrierung .......ccocccveeeeciieee e 222
5.2.8. Allgemeine Vorschrift 8 (AV8): Darstellung der Bisarylharnstoff-Einheit ............... 222
5.2.9. Allgemeine Vorschrift 9 (AV9): Darstellung eines Carbamats........cccceeeecvveeeecnnnennn. 223
5.2.10. Allgemeine Vorschrift 10 (AV10): Bildung eines Hydrochlorids ...........cccceeeeunnee.n. 223
5.2.11. Allgemeine Vorschrift 11 (AV11): SAureamide.......ccceeeecveeeeeiciieeeeiieee e 223
5.2.12. Allgemeine Vorschrift 12 (AV12): Acylchloride .......coooeciiiieeciieeeeee e 225
5.2.13. Allgemeine Vorschrift 13 (AV13): Alkylierung am Indol-N ..........cccceevviiiieeecineennee. 225
5.2.14. Allgemeine Vorschrift 14 (AV14): Bildung der Aminomethylverbindungen ........... 225
5.2.15. Allgemeine Vorschrift 15 (AV15): Freisetzung einer Carbonsaure...........c.ccccuveen... 226
5.2.16. Allgemeine Vorschrift 16 (AV16): Aromaten-Nitrierung.........cccceeeveevveevieeecneeenne. 226
5.2.17. Allgemeine Vorschrift 17 (AV17): Alkylierung eines aromatischen Alkohols.......... 226
5.2.18. Allgemeine Vorschrift 18 (AV18): Verseifung.......cccceeeveeiieecciecciee e 226
5.2.19. Allgemeine Vorschrift 19 (AV19): Ringschluss zum Benzofuran ...........cccceeeeunneee.. 227
5.2.20. Allgemeine Vorschrift 20 (AV20): Radikalische Bromierung .........cccccoceccveeeecnneennn. 227
5.2.21. Allgemeine Vorschrift 21 (AV21): Nukleophile Substitution ..........cccccceecvieeecnnenenn. 227
5.2.22. Allgemeine Vorschrift 22 (AV22): Silyl-SChUtZUNE.......ccccvviieeiiiieecieee e 227
5.2.23. Allgemeine Vorschrift 23 (AV23): Reduktive AMINierung .........cccccvveeeeecveeeeccnneenn. 227
5.2.24. Allgemeine Vorschrift 24 (AV24): Zyklisierung Benzimidazol.........c.cccccecvveeecnnennnn. 228
5.2.25. Allgemeine Vorschrift 25 (AV25): Zyklisierung zum Alkohol ..........c.cccoccviiiennnnn.n. 228
5.2.26. Allgemeine Vorschrift 26 (AV26): Verseifung tert-Butyl-Ester..........ccccevvveeeerveennee. 228
5.2.27. Allgemeine Vorschrift 27 (AV27): Darstellung Azid..........ccoceeeeeeeecieeeiiee e, 228

X



5.2.28. Allgemeine Vorschrift 28 (AV28): Click-Reaktion ........cccccvvveviiieeieiiieee e, 229
5.3. Marbotinib und Marbotinib-Carbamat .........c.ceceeieeniinieii e 230
5.4. GrUNASTIUKLUL Lottt sbe e s s 240
5.5. GrUNASTIUKLUL 1.t sttt e b s s 251
5.6. GrUNASTIUKEUL Tt sttt et b e sane e 253
5.7. GrUNASTIUKLUL IVt sttt b e s s 266

5.7.1. V138 01V o T o o 1P 266

5.7.2. 1Yo o o] oo ] 110 RSP UPP 268

5.7.3. DML e e e e 270

5.7.4. WEItErE VEISUCNE ..ottt ettt et ettt e st e e sabee s 272
5.8. GrUNASEIUKLUL V.t ettt st s bbb e st e e snteesabeeenns 275

5.8.1. V130 01V o T o o 1R 275

5.8.2. Verbindungen 0hNe LINKEr .......coe ittt e e 278

5.8.3. (01 DY LT o] oo [U] =P UURPSPRIN 280
5.9. GrUNASTIUKLUE VLot be e be e sae e sat et et e b e s e 292

5.9.1. Kopfgruppe a — Synthese der AMiNe.......cc.ueeeeciiie et 292

5.9.2. Kopfgruppe a — Synthese der Produkte.........cccvveeeiiiieiciieee e, 297

5.9.3. Kopfgruppe a — Boc-Entschiitzungs-Reaktionen .........cccoccveeeeecieieicciiee e, 307

5.9.4. Kopfgruppe a — Synthese der Hydrochloride ..........cccoviieiiiiicciiiiceee e, 308

5.9.5. (o] oY 7={ U o] oY= TR 310

5.9.6. (] o1 7={ U o] o LI ol R UPP 314

5.9.7. Kopfgruppe d — Synthese der Produkte .........cccuveeeiiiieiiiiieee e 324

5.9.8. Kopfgruppe d — Boc-Entschiitzungs-Reaktion und Synthese von Enon-Systemen . 326

5.9.9. (] o1 7={ U o] o LI YRR 327

5.9.10. ZUSAZIIChE VEISUCNE ... 340
5.10. GrUuNASTIUKLUE VIl ettt st 342

5.10.1. Synthese der Carbamate ........eeiieuiiii ittt e et e et e e e e ara e e e eanes 342

5.10.2. Synthese der HydrocChloride ... 348
5.11. GrunNSEIUKEUE V..ot st st e e sre e 350
5.12. PROTAGCS .ttt ettt et e ettt e e e e e e ettt e e e e e e s e b et e e e e e e e e absbeeeeeeeees e nnnraeeeeeeseaannrnes 357

5.12.1. LN et e s nee e sreeean 357

5.12.2. Zielprotein-bindende Liganden ........cooiiiiiieie it 361

5.12.3. E3-Ligase-spezifisSChe LIGandeN..........ueeeeiiiiie ettt et et e e e 370

5.12.4. PROTACS ...ttt ettt ettt st st ettt e b st st et e bt e sbeesanesanesneenneennes 376

6. Pharmakologisch-Experimenteller Teil........oou i 379

Xl



6.1. ENzZym-INhibDitioNS=ASSAY....uvtiiiiiiiieeiiiee e eitee et e e et e e e s e e e e et e e e e rabae e e e abeee e eenreeas 380
6.2. Evaluation der Wirkstoffe im zellularen System .........ccooocveiiicciiie e, 381
6.2.1. ZEITININ <ttt sttt e bt e bt st st st e b e s re e s aeeeaneenee s 381
6.2.2. ZEIKUIEUT .ttt ettt sttt b e b e b e sae e e e s 381
6.2.3. PrOlifEratioNS-ASSAYS ...eccicirieeeiiieeeecie e e ecttee e esre e e et e e e s rre e e s e rabeee e e snbeeeeenabeeeeennreeas 381
6.2.4. AP OPEOSE-ASSAY ..t aaaaaaas 382
6.2.5. PhOSPhOrYlErUNES-ASSAY ...vciiiciiiiiiiiiiiieeiiiee e ssrte et e e e et e e s s bee e s e sabee e e snabeeas 382
6.3. Y1 L] Y - | P UPTPPRt 384
6.3.1. (N TY=T e 1 TSP 384
6.3.2. KiNODEA-ASSAY ..eeiiiiiiieiciiiee ettt e e e e e s e e e e abee e e e sabeeeeenareeas 384
6.4. BINOEMOTUS....eeiiiieetie ettt ettt e st e e st e e s bt e s bbe e sabeessabeesateesneeesabeenn 386
6.5. LOSIICRKEITSOSTS. .. eeeutiieiiieeiee ettt ettt e s e s bt e st e s neeesaree s 387
6.6. IN ViVo-CharakteriSIErUNG ..c.vviii ittt et eee e e e s ate e e e sate e e e snaeeeesanes 388
6.6.1. In vivo-Tolerabilitats- und Wirksamkeitsstudien...........ccccevenieniniieniinicnicnee 388
6.6.2. [ 1y o] [o =TSRRI 388

7. 1N o1 T o= SR 389
7.1 FOrmellbersiCht .. ..o.eo i st s e 390
7.2. N Y e 1<) o =T [ PSR 397
7.3. AbDbildUNGSVEIZEICNIS .....viiieiiee e et e et e e e eaaeeeeas 411
7.4. TabelleNVErZEICNNIS ...co.eiiiieiie ettt s 420
7.5, LIteraturverzeiChNIS ... .ooeiiiieieeieet ettt sane e 423
7.6. Eidesstattliche ErKIGrUNG .....cooceeiiieeeeee et 481

Xl



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Neben den gangigen physikalischen und chemischen Abkiirzungen werden folgende Abkiirzungen

im Laufe dieser Arbeit verwendet:

o

A
Abb.
AcOAc
ADP
AGC
AIBN
AKT
ALL
AML
AML1
ATCC
ATP
AV
AXL
Bn
Boc
BOP
br
BTK
Buli
CAMK
CCK
CDI
CDK
CDX
CEPBA

CK1
CLAE
CLL
CML
COSsY
CSF1R

CuAAC

DAPI
DBU
DCC
DCM
dd
ddd
DDR
DEPT
DIPEA
DMAP

Angstrom

Abbildung
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Einleitung

1.1. HAMATOPOESE

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, aus denen verschiedene Zelltypen erzeugt werden
kénnen. Durch Zellteilung generieren Stammzellen einerseits Tochterzellen, die eine identische
Kopie der Mutterzelle darstellen und andererseits reife differenzierte Zellen, die spezifische
Aufgaben im Organismus ibernehmen.% 2 Die Differenzierung multipotenter himatopoetischer
Stammzellen (HSC, engl. hematopoietic stem cell) zu verschiedenartigen reifen Blutzellen wird als
Hamatopoese bezeichnet, die bei Erwachsenen im Knochenmark und in lymphatischen Organen
stattfindet (Abb. 1). Aus multipotenten HSCs entwickeln sich letztlich alle Zellen des
hdamatopoetischen Systems, wobei sich die Stammzellen in einem ersten Schritt in lymphatische
oder myeloische Vorlauferzellen differenzieren. Aus lymphatischen Vorlduferzellen entwickeln
sich wahrend der Himatopoese natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) und Lymphozyten, die in B- und
T-Zellen klassifiziert werden. Aus den myeloischen Vorlauferzellen entwickeln sich Erythrozyten,
Thrombozyten, Monozyten und Granulozyten, die sich weiter in basophile, eosinophile und
neutrophile Granulozyten unterteilen lassen. HSCs besitzen ein Selbsterneuerungspotential, das

eine stetige Nachbildung der zelluliren Bestandteile des Blutes gewihrleistet.>™

Lymphatische Lymphozyten
Stammzelle

Eosinophile

Myeloische Granulozyten

Vorlauferzelle

Basophile
Granulozyten

Neutrophile
Granulozyten

Monozyten

Thrombozyten Erythrozyten

Abb. 1: Uberblick iiber die normale Himatopoese.3
Wahrend Erythrozyten fiir den Transport von Sauerstoff zustandig sind, spielen Leukozyten eine

wichtige Rolle bei der Immunabwehr, und Thrombozyten sind fir die Blutgerinnung von

Bedeutung.b’
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1.2. LEUKAMIEN

1.2.1. Allgemeines

Leukdamien sind eine heterogene Gruppe von Krebserkrankungen des blutbildenden Systems.
Diese unterscheiden sich teilweise stark hinsichtlich ihrer Ursachen, ihrer Haufigkeit, ihrer
Behandlungsméglichkeiten und ihrer Heilungschancen.®® Die Symptomatik der Leukdmie war
bereits seit Hippokrates bekannt und wurde erstmals zwischen 1839 und 1845 als eigenes
Krankheitsbild beschrieben.® Die Bezeichnung selbst geht auf den deutschen Arzt Rudolf Virchow
zurick, der die Erkrankung 1847 aufgrund von Beobachtungen der Blutzusammensetzung einer
Patientin, die eine Erhéhung der weilRen Blutkérperchen im Blutbild aufwies, als WeiRblutigkeit
(altgr. ANeukog leukds = weil, aipa haima = Blut) beschrieb.®'2 Grundsitzlich liegt eine Entartung
friiher Vorlauferzellen der normalen Blutbildung vor, wobei die leukdmischen Zellen ihre Fahigkeit
zur Ausreifung verlieren. Eine klonale Vermehrung unreifer Blutzellen mit einer gesteigerten
Proliferationsaktivitdit und einer Differenzierungsstorung fiihrt mit der Zeit zum Mangel an
funktionsfahigen Blutzellen. Somit kommt es zur Verdrangung der reguldaren Himatopoese und
zur vermehrten Ausschwemmung dieser unreifen Blutzellen ins periphere Blut und damit sehr

rasch in weitere Organe des Organismus.'¥ '

1.2.2. Statistik

In Deutschland wurden 2018 fast 500 000 Krebs-Neuerkrankungen registriert (Frauen: 232 700,
Manner: 265 200) und dhnliche Zahlen fiir das Jahr 2022 prognostiziert (Frauen: 235 900, Manner:
274 300, fur August 2022). Der Anteil der Leukdmien an allen Krebsneuerkrankungen lag dabei im
Jahr 2018 bei 2.3% (Frauen) bzw. 2.6% (Manner) und der Anteil der Todesfalle durch Leukdmien
an allen Krebssterbefillen bei 3.5% (Frauen) bzw. 3.7% (Manner) (s. Abb. 2A und B).%®
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% %

Abb. 2: (A) Prozentualer, organspezifischer und nach Geschlechtern getrennter Anteil der haufigsten
Tumorlokalisationen an der Anzahl aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2018. (B) Prozentualer Anteil der
haufigsten Tumorlokalisationen an der Anzahl aller Krebssterbeféllen in Deutschland 2018. In beiden Diagrammen sind
die Zahlen fir Frauen in Hellblau, fir Mdnner in Dunkelblau dargestellt.?>

1.2.3. Klassifizierung

Leukdamien kénnen entspr. der Herkunft ihrer malignen Zellen eingeteilt und lymphatische und
myeloische Leukamien unterschieden werden. Myeloische Leukdmien entstehen aus den
Vorstufen der Granulozyten, lymphatische Leukdamien aus den Vorstufen der Lymphozyten.
Weiterhin konnen Leukdamien akut oder chronisch auftreten, wobei akute Falle schnell verlaufen
und chronische Leukdmien schleichend voranschreiten und deshalb oft relativ spat erkannt
werden. Akute Falle sind mit schweren Krankheitsverldaufen assoziiert und fiihren unbehandelt
meist in relativ kurzer Zeit zum Tod.'® Zusammenfassend werden die Akute Myeloische Leukdamie
(AML), die Akute Lymphatische Leukamie (ALL), die Chronisch Myeloische Leukdamie (CML) und die
Chronisch Lymphatische Leukdmie (CLL) unterschieden. Daneben existiert noch die Klasse

) 17-20

myelodysplastischer Syndrome (MDS

Betrachtet man deutschlandweit alle Falle von leukdmischen Neuerkrankungen nach
Geschlechtern getrennt, handelt es sich bei Frauen bei 7% aller Falle um ALL, bei 34% um CLL, bei
27% um AML, bei 9% um CLL, und auf sonstige Leukamieformen fallen 24%. Bei den Mannern
werden 7% aller Neuerkrankungen der ALL zugeschrieben, 38% der CLL, 22% der AML, 8% der
CML, und bei 25% handelt es sich um sonstige Leukdmieformen. Die ALL betrifft vor allem junge
Erwachsene, wihrend sich eine AML vor allem bei Alteren entwickelt. Erfasst man das relative 5-
Jahres-Uberleben, eingeteilt nach Form der Leukdmie und dem Geschlecht, zeigt sich, dass
chronische Leukamien mit einer deutlich besseren Prognose verbunden sind als akute Formen
(Abb. 3). AuBerdem wird ersichtlich, dass gerade die AML im Vergleich zu anderen

Leukdmieformen mit deutlich schlechteren Prognosen verbunden ist.?®
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Abb. 3: Relatives 5-Jahres-Uberleben eingeteilt nach Form der Leukdmie und Geschlecht. Die Daten beziehen sich auf
die Jahre 2017 und 2018. Zahlen fiir Frauen in Hellblau, fir Manner in Dunkelblau.®
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1.3. AKUTE MYELOISCHE LEUKAMIE

1.3.1. Entstehung

Bei AML handelt es sich um eine Gruppe bosartiger Tumorerkrankung des blutbildenden Systems
mit einer Transformation myeloischer Vorliuferzellen.! Die Leukdmieform gehért zu den
haufigsten malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems im Erwachsenenalter und zeichnet

sich durch eine erhéhte Anzahl myeloider unreifer Zellen im Knochenmark aus.?% 2

Da es sich bei der Leukdamogenese um einen mehrstufigen, Gber Jahre andauernden Prozess
handelt, geht man in Anlehnung an die ,2-Hit-Hypothese” davon aus, dass zur Entstehung einer
AML mindestens zwei verschiedene Arten von Mutationen gleichzeitig vorliegen missen.? 2
Einerseits muss durch eine Mutation die Proliferation gefordert werden (Typ 1), andererseits muss
die Fahigkeit zur Differenzierung verloren gehen (Typ I1).272 Typ |-Mutationen aktivieren
Signalwege, die durch Kinasen gesteuert sind. Beispielsweise aktivieren Mutationen in FLT3 (FMS-
like Tyrosinkinase 3) oder c-KIT konstitutiv fir standiges und unkontrolliertes proliferatives
Verhalten hamatopoetischer Vorlduferzellen. Typ l[I-Mutationen betreffen Transkriptionsfaktoren
und Koaktivatoren der Transkription. Dies betrifft die Differenzierung von myeloischen Progenitor-
Zellen, wobei die Gene AML1 (Protein der akuten myeloischen Leukamie 1, engl. acute myeloid
leukemia 1 protein) und CEBPA (CCAAT/Enhancer-bindendes Protein alpha, engl. CCAAT/enhancer
binding protein alpha) haufig betroffen sind. Erst durch die Koexistenz genetischer Lasionen beider

Klassen kann eine AML entstehen.?®=3*

1.3.2. Ursachen und Symptome

Bei den meisten Fallen von AML ist die Ursache nicht genau bekannt. Knochenmarksschadigungen
durch ionisierende Strahlung, Chemikalien wie Benzol, Tabak oder Zigarettenrauch, Pestizide,
sowie alkylierende Substanzen gelten allerdings als Risikofaktoren fir die Entwicklung der
Erkrankung. Ebenso tritt AML haufiger bei Personen mit hamatologischen Vorerkrankungen auf,
und genetische Faktoren spielen eine Rolle. Tritt eine AML-Erkrankung primar und ohne bekannte
Atiologie auf, wird sie als ,,de novo” bezeichnet und unterscheidet sich von ,sekunddren” AML-
Erkrankungen, die durch Beteiligung bestimmter Risikofaktoren, wie einer bereits bestehenden

Knochenmarkserkrankung, entstanden sind.? 2% 3642

Die Verdrangung der normalen Hamatopoese fiihrt meist zu einer Reihe vielfaltiger unspezifischer

Symptome, wobei Patienten liber Abgeschlagenheit und Niedergeschlagenheit, Blasse, Midigkeit,
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Blutungen, Nachtschwei, Gewichtsverlust und haufig auftretende Infekte klagen.2t 3% 43

Unbehandelt fiihrt die AML innerhalb weniger Monate zum Tod.*

1.3.3. Zahlen und Daten

Die AML tritt mit einer Inzidenz von ca. 4/100 000 Menschen pro Jahr auf, wobei die Zahl der
Neuerkrankungen bei den Mannern (ca. 60%) héher ist als bei Frauen (ca. 40%).** Die Erkrankung
kann prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten, die Inzidenz steigt allerdings mit dem Alter bis zum
85. Lebensjahr stark an, und das mediane Erkrankungsalter bei Erwachsenen lag in Deutschland
2013 bei 71 Jahren.r %7 Wi3hrend die relative Zahl der Neuerkrankungen in den Jahren 2010-
2014 laut US-amerikanischem Krebsregister SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results
Program des National Cancer Institute) bei Personen unter 65 Jahren bei ca. 2/100 000 lag, stieg
sie fur altere Menschen auf Uber 20/100 000. Ebenso verringert sich die Funf-Jahres-

Uberlebensrate, die bei Patienten unter 65 Jahren noch bei 40-45% liegt, bei ilteren bei 10-15%.%

48

1.3.4. Diagnose und Klassifikation

Eine Verdachtsdiagnose einer Leukdamie kann bereits nach klinischer Untersuchung aufgrund eines
Blutbilds gestellt werden, wobei zuerst auf quantitative Verdanderungen der Hamatopoese des
Patienten geachtet wird. Zur endgiiltigen Diagnose ,,AML” wird das Knochenmark zytologisch oder
histologisch mit Hilfe eine Knochenmarkspunktation und eines peripheren Blutausstriches
beurteilt. Dadurch kann im Anschluss eine Zuordnung zu einem bestimmten Subtyp folgen.*% >°
AML ist aus klinischer und biologischer Sicht eine sehr heterogene Erkrankung.?? Das éalteste
System zur Einstufung der AML ist die 1976 eingeflihrte FAB (French-American-British)-
Klassifizierung, deren Ordnung auf zytomorphologischen und zytochemischen Merkmalen beruht,
die durch immunologische Untersuchungen erganzt wurden. Eingeteilt wird entspr. der
hdamatopoetischen Linienzugehorigkeit der Blasten und dem Differenzierungsgrad in die
Subgruppen M0O-M7. Die FAB-Klassifizierung wurde immer wieder erginzt.>¥ > Diese Einteilung
kann allerdings die genetische Vielfiltigkeit einer AML nicht ausreichend wiedergeben. Daher wird
AML mittlerweile UGber ein Klassifikationssystem eingeteilt, das wvon der WHO
(Weltgesundheitsorganisation, engl. world health organisation) eingefiihrt wurde und regelmaRig
Uberarbeitet wird. Dabei werden neben morphologischen und zytochemischen Merkmalen auch
molekulargenetische und immunologische Merkmale einbezogen, was zu einer besseren
Objektivitat, Zuverldssigkeit und Validitat fihren soll.*% >35> Wahrend bei der FAB-Klassifikation
eine AML ab einem Blastengehalt von 30% gegeben war, liegt Leukdamie laut WHO-Klassifikation

bereits ab einem Infiltrationsgrad des Knochenmarks mit mehr als 20% unreifer Vorlauferzellen

7
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vor. Diese Einteilung wurde 2008 aktualisiert. Dabei wird sowohl anhand zytogenetischer
Aberrationen als auch anhand molekularer Marker NPM1 (Nucleophosmin 1) und CEBPA in 4

Kategorien eingeteilt (Tabelle 1).5% %56

Tabelle 1: Einteilung der verschiedenen Kategorien der AML nach der WHO.53; 55; 56

Kategorie der AML

AML mit spezifischen zytogenetischen Verdanderungen

AML mit t(8;21)(922;22); RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(q22;912); PML-RARA

AML mit t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

AML mit t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21926.2) oder t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
AML mit NPM1-Mutation (provisorische Entitat)

AML mit CEBPA-Mutation (provisorische Entitat)

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen

Definiert durch Zytogenetik
Definiert durch MDS-Vorphase

Definiert durch Morphologie

Therapieassoziierte AML

AML - nicht anders spezifiziert

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytare Leukamie

Akute monoblastische/akute monozytédre Leukamie

Akute Erythrozytenleukamie (erythrozytire/myeloische und rein
erythrozytare Varianten)

Akute Megakaryoblastenleukamie

Akute Basophilenleukdamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose
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Prinzipiell ist eine Klassifikation der AML Inhalt vieler Studien und sie wird kontinuierlich

angepasst.3%>7

1.3.5. Therapie und Prognose

Bei der Diagnosestellung spielen die festgestellten chromosomalen und molekulargenetischen
Abweichungen in den unreifen Vorlauferzellen eine wichtige Rolle, da davon Therapieplanung und
-durchfiihrung und die Risikoabschdtzung auch in Bezug auf das Gesamtiiberleben abhingen.>®!
Dadurch kann in drei Risikokategorien mit glnstiger, intermedidrer oder unglinstiger Prognose
eingeteilt und patientenbezogene Charakteristika wie Alter und Allgemeinzustand bei der
Therapieauswahl  beriicksichtigt werden.*” % Die zytogenetischen Veridnderungen
t(8;21)(g22;922), t(15;17)(922;912) und inv(16)(p13.1;922) oder t(16;16)(p13.1;g22) sind z.B. mit
einem glnstigen Risiko verbunden und weisen nach der Primartherapie hohe Remissionsraten
und vielversprechende Langzeitprognosen auf. Im Gegensatz dazu sprechen komplexere
Karyotypen oder Verdnderungen der Chromosomen 5 und 7, inv(3)(g21q26)/t(3;3)(921;926) und
Translokationen, die die Chromosomenregion 11923 einbeziehen, meist schlecht auf Therapie
an.>® Nach der Diagnose sollte unmittelbar behandelt werden, da die Prognose sonst schnell
schlechter werden kann.%® Eine groRe Herausforderung fiir die Therapiefindung stellt die
Heterogenitat der Erkrankung dar, wobei durch den Nachweis zytogenetischer Veranderungen bei
der Diagnose eine individuell angepasste Therapie geplant und damit das Ergebnis verbessert
werden kann. Die konventionelle Standardbehandlung von AML erfolgt bei Erstdiagnose mit Hilfe
einer Chemotherapie und eventuell mit darauffolgender Stammzellentransplantation und setzt
sich aus einer Induktions-, einer Konsolidierungs- und einer Erhaltungs-Phase zusammen. In der
Induktionsphase soll eine komplette Remission erreicht werden, die zur Normalisierung von
Blutbild und Knochenmark und zur Eliminierung der malignen Blutzellen fiihrt. Die Anzahl der
Blasten im Knochenmark soll dabei auf 1000/uL fallen, und im peripheren Blut sollen
Thrombozytenwerte von >100 000/uL vorliegen. Schnelles Erreichen der kompletten Remission
ist dabei mit einer glinstigeren Prognose und einem besseren Langzeitiiberleben des Patienten
verbunden. In der Induktionsphase wird das sogenannte ,7+3-Schema“ angewandt, das aus einer
siebentdgigen Behandlung mit dem Zytostatikum Cytarabin neben einer dreitdgigen Therapie mit
einem Anthrazyklin wie z.B. Daunorubicin besteht. Mit einer Induktionstherapie auf dieser Basis
kann bei bis zu 80% der jiingeren Patienten unter 60 Jahren und bei ca. 50% der dlteren Patienten
tiber 60 Jahren eine komplette Remission erreicht werden.?% 4% 8469 Oft gibt es allerdings
persistierende Zellen, die unentdeckt bleiben und damit zu einem Riickfall fiihren kénnten. Daher
soll der Therapieerfolg nach kompletter Remission mit der anschlieRenden Konsolidierungsphase

gefestigt und ein Rilckfall dauerhaft ausgeschlossen werden, wobei die hoch-dosierte
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Chemotherapie mit Cytarabin etabliert ist.®% 772 AnschlieRend kann eine lang andauernde, meist
zyklische Erhaltungstherapie folgen, bei der mit niedrig-dosierten Zytostatika behandelt wird
und/oder eine allogene oder autologe hamatopoetische Stammzellentransplantation
durchgefiihrt werden kann.?:7>77 Die genaue Durchfiihrung der Therapie richtet sich nach dem
Allgemeinzustand des Patienten bei Diagnosestellung, sowie dem Alter und eventuellen
Komorbiditaten. Vor allem bei jlingeren Patienten und Patienten mit einem eher glinstigen
Risikoprofil konnten Fortschritte mit einer intensiven Chemotherapie erreicht werden. Bei dlteren
Patienten muss allerdings oft eine Konsolidierungsphase mit weniger intensiver Chemotherapie
durchgefiihrt werden, da es zu toxischen Reaktionen kommen kann. Bei Patienten mit einem eher
ungiinstigen Risikoprofil wird eine frihzeitigere allogene Stammzellentransplantation
empfohlen.?% 56 71 7882 \W3hrend bei Patienten unter 60 Jahren mit einer intensiven
Chemotherapie 5-Jahres-Uberlebesraten von 30 bis 40% erreicht werden, ist die Prognose fiir

iltere Menschen iiber 60 Jahren deutlich schlechter. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt nur ca.

15% 64;78; 83; 84
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1.4. PROTEINKINASEN

Tumorerkrankungen entstehen haufig, wenn die Signaltransduktion dereguliert ist. Zellen
reagieren auf Veranderungen von Umweltfaktoren durch die Aktivierung spezifischer Rezeptoren
und Signalwege. Eine Signalweiterleitung erfolgt meist durch membranstandige Proteine wie
GPCRs (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, engl. G-Protein coupled receptors), lonenkanale oder
enzymgekoppelte Signalwege.®> Durch Wechselwirkung der extrazelluliren Domdne mit dem
entspr. Liganden wird intrazelluldar eine Reihe von Signalwegen aktiviert. Dabei spielen
Phosphorylierungs- oder entspr. Dephosphorylierungs-Vorgange an Molekiilen eine wichtige
Rolle.®® Wird ein Rezeptor aktiviert, kdnnen Proteinkinasen Phosphatgruppen von ATP auf die

Hydroxygruppen bestimmter Aminosauren der Zielproteine tbertragen.®’

Bei etwa 2% des menschlichen Genoms handelt es sich um Gene, die fiir Proteinkinasen codieren,
wodurch die Anzahl verschiedener Proteinkinasen bei (ber 500 liegt.28°° Die meisten
Proteinkinasen phosphorylieren entweder die Aminosauren Serin/Threonin bzw. Tyrosin. Bei den
Tyrosin-Kinasen ist wiederum eine Unterteilung in Rezeptor-Tyrosinkinasen und Tyrosinkinasen
ohne Rezeptorfunktion moglich. Die Gesamtheit aller Proteinkinasen des menschlichen Kérpers

wird als Kinom bezeichnet (Abb. 4).97%3

TK

ANPa
ANP,
HSER

DYR*YRK! CYGD
J DYRK4 cYe

PERK/D

Abb. 4: Uberblick iiber die menschlichen Proteinkinasen in einer Darstellung des menschlichen Kinoms als Baum. Die
Abkirzungen der einzelnen Bereiche stehen fiir folgende Gruppen von Proteinkinasen: TK: Tyrosinkinase, TKL:
Tyrosinkinase-ahnlich (engl. tyrosine kinase-like), STE: Homologe der yeast Sterile 7, 11 und 20 Kinasen, CK1:
Caseinkinase 1, AGC: PKA-, PKG- und PKC-Familien, CAMK: Ca?*/calmodulin-abhéngige Proteinkinase, CMGC: CDK-,
MAPK-, GSK3- und CLK-Familien. Die Familie der Tyrosinkinasen ist dabei hervorgehoben, und FLT3 eingekreist.8% 94 Der
Uberblick Gber das Kinom wurde mit Hilfe der Software Coral von Phanstiel Lab erstellt (http://phanstiel-
lab.med.unc.edu/CORAL/).
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1.5. REZEPTORTYROSIN-KINASEN

Bei der Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) handelt es sich um o.a. transmembrane
Proteine, die eine intrinsische und ligandenstimulierte Kinaseaktivitiat aufweisen.®> Mit Hilfe dieser
Proteine kdnnen extrazelluldre Signale in den intrazelluldaren Raum weitergeleitet werden. Sie
spielen durch die reversible Phosphorylierung von Tyrosin-Resten eine wesentliche Rolle bei
Zellteilung, Proliferation und Differenzierung. RTKs Ubertragen einen Phosphatrest auf die

Hydroxylgruppe bestimmter Tyrosin-Reste von Zielproteinen, wodurch intrazelluldre

Signalkaskaden ausgelést werden,8& 96-100
Klassel Klasselll KlasselV KlasseVl KlasseX KlasseXIll Klasse XIV
EGFR PDGFR VEGFR CCK AXL DDR RET

Extrazelluldrer Bereich

L gingag lngiigingg Tngiignpag lngiiguigug g

PR - “ Transmembran-
(A BN LG RLI1 ALY RO I S LT R S =
Zellmembran A e i ( domine

Juxtamembran-
doméne
Intrazelluldrer Bereich Kinase-
doméne
Cysteinreiche Immunoglobulin- Fibronectin
3 : 5 = Typ lll-artige
Domane artige Domadne .
Domane
Discoidinartige . Cadherinartige
- \ ) Kinase-Inser «
. Domane ase-Insert e Domane

Abb. 5: Schematische Darstellung ausgewahlter Klassen von RTKs. Dargestellt sind die Klassen EGFR (Epidermaler
Wachstumsfaktor-Rezeptor, engl. epidermal growth factor receptor), PDGFR (Thrombozyten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor, engl. platelet-derived growth factor receptor), VEGFR (Rezeptor fir den vaskuldaren endothelialen
Wachstumsfaktor, engl. vascular endothelial growth factor receptor), CCK (Kolonkarzinom-Kinase, engl. colon
carcinoma kinase), AXL (wird durch das AXL-Gen codiert), DDR (Discoidin-Domane-Rezeptor, engl. discoidin domain
receptor) und RET (Abkirzung fir: ,rearranged during transfection”). Neben der Nummer und der Bezeichnung der
jeweiligen Klasse ist der Aufbau der Kinase anschaulich dargestellt. Im intrazellularen Bereich ist an die Zellmembran
angrenzend in Blau die Juxtamembran-Domane (JMD) und darauffolgend die Kinasedoméane (KD) dargestellt. In Klasse
IIl, IV und X ist eine zweigeteilte Kinasedomane zu sehen, deren Teile durch einen Kinase-Insert (KI, Gelb) getrennt sind.
Die Transmembran-Domane (TMD) ist ebenfalls in Blau dargestellt und fihrt durch die Zellmembran. Im extrazelluldren
Bereich unterscheiden sich die Domanen der einzelnen Klassen starker voneinander, wobei die einzelnen Elemente, wie
in der Abb. beschrieben, in Braun, Gelb und Griin dargestellt sind.?°

Im humanen Genom finden sich 58 RTKs, die in 20 Familien unterteilt und haufig mit malignen
Erkrankungen verbunden sind.?% 1% Die Einteilung in die Subfamilien erfolgt aufgrund der Sequenz
der TKD und der Struktur der extrazelluldren Domine.°% 102 viele Klassen tragen dabei den Namen

eines natdrlichen Liganden eines ihrer Mitglieder. Grundsatzlich sind alle RTKs strukturell dhnlich,
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wobei sie sich am starksten in ihrer Ligand-bindenden extrazelluldren Domane unterscheiden.
Neben dieser extrazellularen Doméane haben alle RTKs eine Transmembrandomane (TMD) und
einen intrazelluldren Bereich, in dem sich eine Juxtamembran-Domé&ne (JMD) und eine bzw. zwei
hoch-konservierte Kinasedomane(n) (TKD, Abb. 5).10% 104 RTKs findet man im hamatopoetischen
Gewebe; sie libernehmen Aufgaben bei der Weiterleitung von Wachstums-, Differenzierungs- und

5

Entwicklungssignalen.’® Fir mehr als die Hélfte aller 58 identifizierten RTKs wurden

Zusammenhinge mit hamatologischen Erkrankungen festgestellt.106 107
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1.6. FMS-LIKE TYROSINKINASE 3

1.6.1. Allgemeines

Ein Beispiel fur eine Tyrosinkinase ist die FMS-like Tyrosinkinase 3 (FLT3). Das humane Gen fir
FLT3 besteht aus 24 Exons und ist auf dem Chromosom 13q12 lokalisiert.'®® Bei der FMS-like
Tyrosinkinase 3 handelt es sich um eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die auch als fetale Leberkinase 2
(FLK2/FLK-2) oder Stammzell-Kinase 1 (STK1) bezeichnet wird.}® 1% Dje Kinase wurde 1991
erstmals von zwei verschiedenen Gruppen unabhingig voneinander isoliert.1%% 11% 112 F| T3 wird
vor allem in hamatopoetischen Stammzellen und unreifen Vorlauferzellen im Knochenmark, im
Thymus oder den Lymphknoten exprimiert, wobei die Expression abnimmt je weiter die
Zelldifferenzierung fortgeschritten ist.1% 1137115 7ysammen mit c-KIT (Stammazellfaktor-Rezeptor),
CSF1R (Rezeptor fir den kolonie-stimulierenden Faktor 1, engl. colony-stimulating factor 1
receptor), PDGFRa und PDGFRP (Thrombozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor A und B, engl. latelet-

derived growth factor receptor) gehort das Protein zur Gruppe Il der Rezeptortyrosinkinasen.'%%

116

1.6.2. Aufbau

Der extrazelluldre Bereich der Klasse IlI-RTKs besteht aus finf Immunglobulin-dhnlichen
Domadnen. Bezogen auf die Zellmembran, sind dabei die duReren drei dieser Domanen fir die
Bindung eines Liganden essenziell, wahrend die beiden inneren Domdnen an der Dimerisierung
des Liganden nach Aktivierung beteiligt sind.'”: 118 Im Anschluss an die extrazellulire Domane liegt
die TMD, bevor im intrazelluldren Bereich die JIMD und zwei TKDs folgen, die N-terminale TKD1
und die C-terminale TKD2. Beide Tyrosinkinase-Domanen sind durch einen hydrophoben Kinase-

Insert (KI) getrennt (Abb. 6),26: 116 119,120
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Extrazellularer ‘

Bereich

Transmembran-
doméne

Juxtamembran-
doméne

Tyrosinkinase-

. Domane 1
Intrazelluldrer

Bereich y/

Tyrosinkinase-
Doméne 2 , {

Abb. 6: Schematischer Uberblick tiber den Aufbau von FLT3. Die Zellmembran ist Braun, im extrazelluliren Bereich
befinden sich die Immunoglobulin-dhnlichen Domanen (Gelb). Die Zellmembran wird von einer TMD (Blau) durchzogen,
wahrend sich im intrazelluldren Bereich, ebenfalls in Blau, die JMD, die TKD1 und die TKD2 anschlieRen. Beide TKDs
werden vom Kinase-Insert getrennt (gelbe Kugel). Zusatzlich ist die Proteinstruktur des intrazelluldren Bereichs im
Bandermodell abgebildet, wobei a-Helices in Gelb, B-Faltblatter in Blau und Random-Coil-Abschnitte in Braun
dargestellt sind (PDB: 1RJB). Das Bandermodell wurde mit Chimera 1.16 erstellt.121

FLT3 liegt nach der Translation als I6sliches Protein von 130-143 kDa vor, bevor durch
posttranslationale Glykosidierung die reife und membrangebundene Form entsteht: 158-
160 kDa.'?2 12 Das gesamte Protein weist 993 Aminosduren auf, wobei der extrazelluldre Bereich
517 Aminosauren umfasst. Nach der TMD startet der 430 Aminosduren lange intrazelluldre
Bereich mit der JMD, die sich von Aminosdure 572 bis 603 erstreckt. Die Aminosduren 604-958
werden den anschlieBenden hoch-konservierten TKDs zugeordnet, die durch den 74 Aminosauren
langen Kl unterbrochen werden, der die Hinge-Region bildet.''% 111114 2004 gelang erstmals die
Kristallisation und damit eine bessere Strukturaufklarung der inaktiven Form der Kinase. In der
ersten (N-terminalen) TKD liegt danach die ATP-Bindetasche (ATP binding pocket), wahrend die
Aktivierungsschleife (activation loop, A-loop) in der zweiten (C-terminalen) lokalisiert ist und die

Katalyse bewirkt. Die Aktivierungsschleife enthalt das sogenannte DFG-Motiv, das aus den
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Aminosauren D829, F830 und G831 besteht. Die Schleife liegt entweder in einer ,DFG in“- oder

einer ,DFG out“-Konformation vor und regelt dadurch die Kinaseaktivitat.'?!

B (
Tyrosinkinase- {

Domine 1\ "\

Tyrosinkinase-
Doméne 2

Abb. 7: (A) Schematische Darstellung des intrazellularen Bereichs von FLT3 in autoinhibierter Form (PDB: 1RJB) als
Kalottenmodell, (B) Schematische Darstellung des intrazelluldren Bereichs von FLT3 in autoinhibierter Form (PDB: 1RJB)
als Bandermodell, (C) VergroRerte Darstellung der intrazelluldren Doméne als Bandermodell. Der Ausschnitt zeigt
Aktivierungsschleife, DFG-Motiv und einige wichtige Aminosauren, die extra im Stabchenmodell gezeigt sind. In allen 3
Abblindungen ist die TKD1 in Hellblau, die TKD2 in Dunkelblau und die JMD in Gelb dargestellt. Die Aktivierungsschleife
istin Hellgriin, das DFG-Motiv in Braun und der ,,Gatekeeper“-Rest F691 in Dunkelgriin gezeigt. Alle Abbildungen wurden
mit Chimera 1.16 erstellt.121 124

1.6.3. FLT3-Ligand

Der FLT3-Rezeptor wird durch den FL (FLT3-Ligand) aktiviert, der in einer |6slichen und in einer
membrangebundenen Form vorliegen kann und durch das entspr. FLT3LG-Gen kodiert wird.
Dieses Protein besteht aus 235 Aminosduren in vier Domanen.2% 1257127 Der FL bildet ein nicht-

126 128 12 ynd zwar in

kovalent gebundenes Dimer und wird ubiquitdr exprimier
hdamatopoetischen Zelllinien und in der Umgebung des hdamatopoetischen Knochenmarks. Der
FLT3-Rezeptor kann durch beide Formen von FL aktiviert werden und dadurch das Zellwachstum

von Vorlduferzellen im Knochenmark und im peripheren Blut anregen.??®

1.6.4. Regulation

Die RTK FLT3 liegt normalerweise inaktiv vor, wobei der Rezeptor unphosphoryliert ist und als
Monomer vorliegt. Durch Bindung des FL an die extrazellulire Domé&ne von FLT3 kommt es zur

Dimerisierung und damit zur Aktivierung des Rezeptors (Abb. 8).31130: 131
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FLT3-Ligan

g g

Abb. 8: Schematische Darstellung eines FLT3-Homodimers, das durch die Bindung des FL gebildet wurde. In Braun ist
die Zellmembran zu sehen. Im extrazellularen Bereich befinden sich die Immunoglobulin-dhnlichen Doménen (gelbe
Ringe). Die Zellmembran wird von einer TMD (Blau) durchzogen, wahrend sich im intrazellularen Bereich (ebenfalls in
Blau) die JMD, die TKD1 und die TKD2 anschlieRen. Beide TKDs werden durch Kls getrennt (gelbe Kugeln), der FL ist als
griner Wurfel dargestellt.31;130; 131

Im inaktiven Zustand kommt es durch eine Blockade des aktiven Zentrums (katalytisch aktive
Kinaseschleife) durch die Aktivierungsschleife zu einer Autoinhibition, wobei sich das DFG-Motiv
auBerhalb der Regulierungstasche befindet (,,DFG-out”). Die JMD wirkt bei der inaktiven Form
ebenfalls autoinhibitorisch und verhindert die Anlagerung des Substrats, indem sie die ATP-
Bindetasche sterisch blockiert und so die inaktive Form der Kinase stabilisiert. Durch Bindung des
spezifischen FL wird das Protein aktiviert und die Stabilisierung der inaktiven Form aufgehoben.
Dies fuhrt zu einer Konformationsdanderung und induziert die besagte Bildung von Homodimeren.
Es kommt zu einer Autophosphorylierung der regulatorischen Tyrosin-Seitenketten Y589
und/oder Y591 der JMD durch das gebundene ATP und infolgedessen zur vollstandigen
Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivitat. Die JMD bewegt sich dabei aus der regulatorischen Tasche

und die Aktivierungsschleife nimmt eine offene Konformation an und lasst somit die Bindung von
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ATP und Substraten zu. Das DFG-Motiv bewegt sich in die regulatorische Tasche (,,DFG-in“),

wodurch Substraten der Zugang zur Kinase moglich wird (Abb. 9),27; 1211327138

A B
Juxtamembran-
Domane
Kinase-
. F691
domane 1 (,Gatekeeper”)
F830
Kinase- _ Aktivierungs-
domane 2 “schleife
Inaktive Konformation Aktive Konformation
DFG-out DFG-in

Abb. 9: Vergleich zwischen inaktiver (,DFG-out”, A) und aktiver (,,DFG-in“, B) Konformation des FLT3-Rezeptors. JMD,
TKD1 und TKD2 sind in verschiedenen Blau-Tonen dargestellt und entspr. beschriftet. Die Gatekeeper-Aminosaure F691
und die Aminosaure F830 des DFG-Motivs sind ebenfalls markiert Die JMD (Juxtamembran-Doméne) verandert bei
Aktivierung ihre Position und bewegt sich aus der regulatorischen Tasche. Die in Hellblau dargestellte
Aktivierungsschleife mit dem DFG-Motiv verdndert ebenfalls ihre Lage, sodass sich Substrate anlagern kénnen.13°

1.6.5. Nachgeschaltete Signalwege

Die Aktivierung von FLT3 fiihrt letztlich zur Induktion einiger nachgeschalteter Signalkaskaden.
Dabei werden der PI3K-AKT-Signalweg (PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase, AKT: Protein-Kinase
B),40: 141 der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg (RAS: Akronym von rat sarcoma, RAF: Akronym von rat
fibrosarcoma, MEK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase, engl. mitogen-activated protein
kinase kinase, ERK: extrazellular-signalgesteuerte Kinasen, engl. extracellular-signal regulated
kinase)*? 143 und der STAT5-Signalweg (Signalgeber und Aktivator der Transkription, engl. signal
transducer and activator of transcription 5)¥% 1% aktiviert, die bei der Regulation von Zell-

proliferation und -differenzierung in der Himatopoese mitwirken (Abb. 10).14¢
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\.—7 7 PTIOﬁfemtion und anti-aﬁntotische Effekte> - =3

Abb. 10: Vereinfachter Uberblick (iber FLT3-nachgeschaltete Signalkaskaden. Aktivierung von FLT3 fiihrt zur Induktion
der drei gezeigten Signalwege. Der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg (RAS: Akronym von rat sarcoma, RAF: Akronym von
rat fibrosarcoma, MEK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase, engl. mitogen-activated protein kinase kinase, ERK:
extrazelluldr-signalgesteuerte Kinasen, engl. extracellular-signal regulated kinase) in Orange, der STAT-Signalweg in
Grin (JAK: Januskinase, STATS: Signalgeber und Aktivator der Transkription, engl. signal transducer and activator of
transcription 5) und der PI3K-AKT-Signalweg (PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase, AKT: Protein-Kinase B, mTOR:
mechanistisches Ziel von Rapamycin, engl. mechanistic target of Rapamycin) ist in Blau gezeigt.124 147-150
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1.7. FLT3 IN DER HAMATOPOESE

1.7.1. Signaltransduktion

Die FMS-like Tyrosinkinase 3 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Proliferation und
Differenzierung normaler hdamatopoetischer Stammzellen und somit bei der Ausbildung von
Leukdmien.!'* Es wurde festgestellt, dass in den meisten AML-Fillen auch die Expression von FLT3
im Vergleich zum gesunden Knochenmark erhéht ist.132 1517153 Djese Erhéhung von FLT3 hdngt mit
der Anzahl leukdmischer Blasten zusammen. Die Aktivierung des FLT3-Rezeptors fiihrt dadurch zu

anti-apoptotischen Signalen und férdert auch die Proliferation von AML-Blasten.3

1.7.2. Arten von Mutationen

Neben einer erhohten Expression konnte bei AML-Patienten eine Anhdufung genetischer
Aberrationen im FLT3-Gen festgestellt werden.?® Dabei sind aktivierende Mutationen von FLT3
eine der haufigsten Veranderungen. Sie sind mit einer schlechten Prognose verknipft.3% 62
Mutationen fiihren dazu, dass die Kontrolle der Proliferation und die Differenzierung

hamatopoetischer Zellen durch die Ligand-Bindung verloren gehen .

Die haufigsten Mutationen treten bei 20-30% aller Patienten auf, werden ITD-Mutationen (interne
Tandemduplikation) genannt und wurden 1996 das erste Mal beschrieben.’>> Dabei handelt es
sich um Duplikationen eines Fragments im Bereich der JMD, die 2 bis 68 Aminosauren lang sind
(Abb. 11). Das Resultat von ITD-Mutationen ist eine dauerhafte Aktivierung des Rezeptors.1t> 156
138 Die veranderte Primarstruktur des Proteins fiihrt zum Verlust der autoinhibitorischen Funktion
der JMD, und es kommt zur Ligand-unabhingigen Dimerisierung und zu konstitutiver
Autophosphorylierung. 2% 156 15 pynktmutationen in der Aktivierungsschleife innerhalb der
zweiten TKD (FLT3-TKD-Mutationen) sind eine zweite Form haufig vorkommender Mutationen,
finden sich bei bis zu 10% aller AML-Patienten und kommen unabhangig von ITD-Mutationen vor
(Abb. 11). Dabei werden einzelne Aminosauren ausgetauscht, wobei Asp835 am haufigsten
betroffen ist und meistens durch Tyrosin ersetzt ist (D835Y). Seltener wird diese Aminosaure auch
durch Histidin (D835H), Valin (D835V) oder Glutaminsdure (D835E) ersetzt. Darliber hinaus kann
es zu Deletionen (z.B. 1836del) oder Insertionen innerhalb dieser Kinase-Domane kommen.
Punktmutationen fiihren ebenfalls zu einem Liganden-unabhangig aktivierten Rezeptor und so zur
deregulierten Aktivierung nachgeschalteter Signalwege.! 160-163 Dje autoinhibitorische Funktion
der Aktivierungsschleife wird aufgehoben, da Aminosduren ausgetauscht werden, die zur

Stabilisierung der geschlossenen Konformation notwendig sind. Die Flexibilitdit der
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Aktivierungsschleife nimmt durch den Austausch zu, und eine Tyrosin-Phosphorylierung wird

geférdert (Abb. 11).12%: 164
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NPOS:
Duplikation (Lédnge: 28 AS)

Juxtamembran-
domaéne
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Tyrosinkinase-
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F691L Mutation
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Abb. 11: Uberblick iber die Lage verschiedener Mutationen in FLT3. Die einzelnen Bereiche der Tyrosinkinase sind
entspr. beschriftet. In Rot sind mogliche Mutationen eingezeichnet, wobei eine mogliche ITD-Mutation innerhalb der
JMD als Ring und eine mogliche TKD-Mutation innerhalb der TKD1 oder der TKD2 als Stern dargestellt ist. Beispielhaft
sind hier einige wichtige TKD-Mutationen benannt,165-167

Neben den beiden haufigsten Formen mutierter FLT3 wurden weitere seltener vorkommende
Mutationen beschrieben, z.B. Punktmutationen in der JMD® oder auch ITDs auRerhalb der

JMD.163; 169

1.7.3. Folgen der Mutationen

Sowohl FLT3-ITDs als auch FLT3-TKDs aktivieren die beiden nachgeschalteten Signalwege
RAS/RAF/MEK/ERK und PI3K/AKT, wahrend eine starke STAT-Aktivierung nur bei FLT3-ITD
beobachtet wird.}’®>7® Diese Ligand-unabhingige Deregulation der Signalwege durch FLT3-ITD
fuhrt zu erhdhter Proliferation und verhindert die Differenzierung der leukdamischen Zellen.1®% 7%
177 ITD-Mutationen von FLT3 sind mit einer schlechten Prognose, erniedrigter Remissionsdauer

und einem erniedrigten Gesamtiiberleben verbunden, wahrend fiir TKD-Mutationen bisher noch
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kein Einfluss auf die Prognose der AML-Patienten nachgewiesen werden konnte, >4 156; 161; 162; 178~

186 Untersuchungen zum Einfluss der Linge einer ITD auf die Prognose fiihrten bisher zu
verschiedenen Ergebnissen, allerdings konnte kein eindeutiger Trend abgeleitet werden. 187719
Allerdings scheint das Verhaltnis von Mutation zu WT-FLT3 von Bedeutung bezlglich der Prognose
zu sein, wobei sich eine Verschlechterung des krankheitsfreien Uberlebens und des

Gesamtiiberlebens bei erhdhter Menge mutierter FLT3 ergibt.1>% 162 190; 191
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1.8. FLT3-INHIBITOREN

1.8.1. Inhibition von FLT3

Da herkdmmliche Therapieansatze der AML oft nicht zum gewlinschten Ergebnis fiihren und FLT3-
Mutationen gehauft bei AML-Patienten auftreten und mit schlechten Prognosen einhergehen,
scheint FLT3 das optimale molekulare Ziel fiir eine systematische, selektive Therapie zu sein.1%% 193
Daher wurde in den letzten Jahren ausgiebig nach zielgerichteten Strategien mit kleinmolekularen
FLT3-Inhibitoren gesucht. Damit soll die teilweise sehr schlechte Prognose der FLT3-mutierten
AML-Patienten verbessert werden.’# 1927194 Neue vielversprechende Optionen zur Therapie von
AML sind daher molekulare Strukturen, die in der Lage sind, die mutationsbedingte konstitutive
Tyrosinkinase-Aktivitdt zu blockieren. Die Signaltransduktion kann durch kleine Molekile
unterdriickt werden, die in Konkurrenz zu ATP reversibel an die aktive Bindungsstelle binden und
dadurch die Phosphorylierung von Substraten verhindern. Die enzymatische Wirkung der Kinase
wird blockiert und die Signalweiterleitung unterdriickt.’®> Es wurden schon einige kleinmolekulare
Wirkstoffe, die als direkte FLT3-Tyrosinkinase-Inhibitoren wirken konnen, entwickelt, und
bezliglich ihrer Wirksamkeit in klinischen Modellen getestet, wobei einige vielversprechende

Ergebnisse erhalten wurden.% 1201967198 Ein zeijtlicher Uberblick Gber die Entwicklung von FLT3-

Inhibitoren ist im Folgenden gezeigt (Abb. 12).

Entdeckung
von FLT3-TKD

. Sunitinib

Tandutinib

FF10101

Indentifi-
zierung von
FLT3

Zulassung von

Entdeckung
von FLT3-ITD

Quizartinib

Sorafenib (Japan)

> ~ -~
000 ODOTOD

Zulassung von
Gilteritinib
(UsA)

Lestaurtinib

Klonierung
von FLT3

Midostaurin Quizartinib

Abb. 12: Zeitlicher Uberblick iiber die Entdeckung von FLT3 und entspr. Mutationen, sowie der daraus folgenden
Entwicklung kleinmolekularer Wirkstoffe. Neben der Entdeckung einzelner Wirkstoffe ist auch der Zeitpunkt der
Zulassung angegeben.loi 112; 114; 139; 155; 160; 193; 199-216

Nach der Identifizierung der Tyrosinkinase FLT3 19911%% 111112 ynd einer anschlieRenden ersten

Klonierung 1993 startete mit der Entdeckung verschiedener Arten von Mutationen®> 1% dije
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Suche nach kleinmolekularen Wirkstoffen. Den Anfang machten dabei ab dem Jahr 2000 FLT3-
Inhibitoren wie Midostaurin 1, Lestaurtinib 2, Tandutinib 3, Sunitinib 4 oder Sorafenib 5.19%-2%7
Einige Zeit spater wurden ab dem Jahr 2009 die spezifischeren Hemmstoffe Quizartinib 6,
Crenolanib 7 und Gilteritinib 8 sowie FF-10101 9 entwickelt.?%® 20% 211212 \Mijttlerweile wurden die
Wirkstoffe Midostaurin 1 (USA), Gilteritinib 8 (USA) und Quizartinib 6 (Japan) nach ausreichenden

Studien zur Behandlung bestimmter Patientengruppen zugelassen 13% 213-216

1.8.2. Einteilung

FLT3-Inhibitoren sind Tyrosinkinase-Inhibitoren und kénnen aufgrund ihrer Wirksamkeit und ihrer
Spezifitat in eine erste und in eine zweite Generation klassifiziert werden.%”:217:218 7 den deutlich
unspezifischeren Inhibitoren der ersten Generation zdhlen Midostaurin 1, Lestaurtinib 2,
Tandutinib 3, Sunitinib 4 oder Sorafenib 5. Diese Reihe von Wirkstoffen wurde nicht explizit zur
Inhibition von FLT3 entwickelt und ist meist mit einer unspezifischen Inhibition mehrerer
verschiedener RTKs verbunden. Die meisten Hemmstoffe der ersten Generation zeigen dadurch
zwar eine starke FLT3-Inhibition, sind allerdings auch wenig-selektiv und unspezifisch bezlglich
ihrer Rezeptoren. Dadurch ist ihre Wirksamkeit verringert und es kommt zu unerwiinschten

Nebenwirkungen 196198 219

Aufgrund der geringen Selektivitat der Inhibitoren der ersten Generation und dem Auftreten von
dosis-limitierenden Nebenwirkungen wurden wirkungsstarkere und spezifischere Inhibitoren der
zweiten Generation entwickelt. Beispiele fir Inhibitoren der zweiten Generation sind Quizartinib

6, Crenolanib 7 oder Gilteritinib 8.195 198;219-222

1.8.3. Beispiele

Die genannten Molekiile sollen im Folgenden als ausgewahlte Beispiele fir FLT3-Inhibitoren der
beiden Generationen vorgestellt werden. Struktur und Bezeichnung des jeweiligen Wirkstoffes

sowie der entspr. Bindemodus sind in tabellarischer Form gezeigt (Tabelle 2 und Tabelle 3).

1.8.3.1. Midostaurin (1)

Bei Midostaurin 1 (PKC412) handelt es sich um einen Multikinaseinhibitor. Das Molekil zeigt
neben inhibitorischen Fahigkeiten gegeniliber FLT3 und dessen mutierten Formen auch Aktivitat
gegeniber PDGFRa und B, c-KIT, VEGFR, Src und CDK1 und wurde urspriinglich auch als Protein-
Kinase C- und als VEGFR-Inhibitor entwickelt.??®* Beim Indolcarbazol Midostaurin 1 handelt es sich
um das Benzoylderivat des Naturstoffes Staurosporin 10. Der Wirkstoff zeigte vielversprechende
Erfolge bei AML-Patienten mit einer FLT3-ITD und einer FLT3-TKD-Mutation.?®® Midostaurin 1

wurde im Jahr 2017 als Therapiestandard zur Behandlung einer neu-diagnostizierten adulten AML
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mit FLT3-Mutation in Kombination mit Chemotherapie zugelassen. Im Zuge der sogenannten
RATIFY-Studie wurde ein verlangertes Gesamtlberleben im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe bei
den Patienten festgestellt, die neben der Standardtherapie zusatzlich mit Midostaurin 1 behandelt

wurden.?®

1.8.3.2. Lestaurtinib (2)
Auch bei Lestaurtinib 2 (CEP-701) handelt es sich um einen Multikinaseinhibitor, der strukturell
mit Staurosporin 10 verwandt ist und der neben FLT3 und entspr. mutierten Formen auch JAK2,

VEGFR, TrKA, TrKB und TrKC hemmt,20% 225-227

1.8.3.3. Tandutinib (3)
Tandutinib 3 (MLN518, CT53518) hemmt neben FLT3 auch PDGFR und c-KIT. Das Chinazolin-
Derivat zeigt eine Hemmung der Autophosphorylierung von FLT3-ITD sowie antiproliferative und

apoptotische Effekte gegeniiber verschiedenen Zelllinien, die FLT3-ITD-Mutationen enthalten.?%

228; 229

1.8.3.4. Sunitinib (4)

Sunitinib 4 (SU11248) weist inhibitorische Fahigkeiten gegeniber FLT3, VEGFR1, VEGFR2 und
VEGFR3, PDGFRa und B, CSF, RET und c-KIT auf.?*° Der Inhibitor zeigte in einer Phase I-Studie in
vivo-Wirksamkeit in Bezug auf die Hemmung der FLT3-Phosphorylierung bei Vorliegen einer FLT3-
Mutation.?% Sunitinib ist ein Indolinon-Derivat und zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms sowie

gastrointestinalen Stromatumoren zugelassen.?3% 232

1.8.3.5. Sorafenib (5)

Der Inhibitor Sorafenib 5 (BAY43-9006) ist ebenfalls ein Multikinaseinhibitor der ersten
Generation, der FLT3, c-KIT, VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3, PDGFRa und B und RET inhibiert.?3% 234
Der Hemmstoff ist aktuell zur Behandlung von HCC (hepatocellular carcinoma) und RCC (renal cell

carcinoma) zugelassen.?*®
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Tabelle 2: Beispiele fur FLT3-Inhibitoren der ersten Generation. Bezeichnungen und die chemische Struktur der
Wirkstoffe sowie die Art des Bindemodus sind aufgelistet.

Bezeichnung

Staurosporin

10

Struktur

Art des

Bindemodus

Midostaurin
1

PKC412
CGP41251

Typ |

Lestaurtinib
2

CEP701
KT5555

Typ

Tandutinib
3
MLNO0518
CT53518

Typli
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o
Sunitinib E ) N/\/NV
a4 7 oy / H Typ|
SU11248 N (o)
H

Sorafenib 1
orafeni

Cl 0]
5 o |\ ﬁ/ Typ Il

: A A w
BAY43-9006 F H H

F
1.8.3.6. Quizartinib (6)

Quizartinib 6 (AC220) gehort zur zweiten Generation der Tyrosinkinase-Inhibitoren und ist in der
Lage, die FLT3-Kinase hoch-selektiv und potent zu hemmen.?®® Nachteilig sind eine eingeschrankte
Wirksamkeit des Hemmstoffes bezlglich der inaktiven Form der Kinase und die Bildung von

Resistenzen, die auf Mutationen von D835 und F691 zuriickzufiihren sind.?3®

1.8.3.7. Crenolanib (7)

Crenolanib 7 (CP868-596) ist ein weiteres Beispiel flr einen Inhibitor der zweiten Generation.
Crenolanib 7 wurde urspriinglich als PDGFR-Inhibitor entwickelt und hemmt die beiden Mutanten
FLT3-ITD und FLT3-D835 hochselektiv und sehr stark. Erste klinische Studien haben

vielversprechende Ergebnisse mit hohen Remissionsraten geliefert,20% 237239

1.8.3.8. Gilteritinib (8)

Gilteritinib 8 (ASP2215) gehort der zweiten Generation von FLT3-Inhibitoren an, hemmt sehr
selektiv FLT3 und AXL und ist zusatzlich auch gegeniiber FLT3-ITD und FLT3-D835 aktiv. Durch
Gilteritinib 8 konnte in einer Phase I/Il-Studie durch Monotherapie eine dauerhafte FLT3-
Hemmung bei rezidivierenden und refraktdren AML-Patienten erreicht werden. Der Wirkstoff
besitzt eine lange Halbwertszeit und ein grolRes therapeutisches Fenster. AuRerdem wird eine
mehr als 85%ige Hemmung der FLT3-Phosphorylierung bei einer Dosis erreicht, die weit unter der
maximal vertraglichen Dosis liegt.?*® Gilteritinib 8 wurde im November 2018 in den USA zur
Behandlung von FLT3-mutierter, rezidivierter oder refraktarer AML in Kombination mit Cytarabin

und Anthrazyklinen zugelassen 210 214 241
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Tabelle 3: Beispiele fir FLT3-Inhibitoren der zweiten Generation. Bezeichnungen und die chemische Struktur der
Wirkstoffe sowie die Art des Bindemodus sind aufgelistet.

Art des

Bezeichnung Struktur

Bindemodus

Quizartinib
6 N s Typ Il
| )
AC220 __ o N
O
N/ NJ\N
H H
Crenolanib
/ N
7 —N Q Typl

O
0] N
CP868-596 %/ NH
T 2

Gilteritinib bN\G N
N

8 N"" Typl
ASP2215 o N
07 "NH,

Von den vorgestellten Wirkstoffen wurden bisher Midostaurin 1 zur Behandlung erwachsener
Patienten mit FLT3-mutierter AML*® und Gilteritinib 8 als Monotherapie zur Behandlung
rezidivierter oder refraktiarer FLT3-mutierter AML zugelassen.’® Quizartinib 6 zeigte in ersten
Studien vielversprechende Ergebnisse und wurde daher in Japan bereits fiir die Behandlung

rezidivierter oder refraktdrer AML zugelassen. Die FDA lehnte eine Zulassung dagegen vorerst

ab. 242-244

1.8.4. Bindemodus

Neben der Einteilung in erste und zweite Generation gibt es auch die Moglichkeit, FLT3-Inhibitoren
nach ihrem Bindemodus in Inhibitoren vom Typ | und Inhibitoren vom Typ Il zu klassifizieren. Die
Art des Bindemodus wurde bereits in der dritten Spalte von Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgefihrt.

Dabei geht es vor allem um die Lage der DFG-Einheit in der Aktivierungsschleife der
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Kinasedomane. Die DFG-Einheit kann je nach Phosphorylierungszustand in einer aktiven ,,DFG-in“-

und einer inaktiven ,, DFG-out“-Konformation vorliegen.?*>247

A
Kinase-
. F691
domane 1 (,Gatekeeper”)
Typ |- Inaktive Konformation Typ II-
Inhibitor ~F830 DFG-out Inhibitor
Kinase- Aktivierungs-
doméne 2 schleife

5%

Aktive Konformation
DFG-in

Abb. 13: Vergleich zwischen dem Bindemodus von Typ I- und Typ ll-Inhibitoren gegeniber der inaktiven (,,DFG-out”, A)
und der aktiven (,,DFG-in“, B) Konformation des FLT3-Rezeptors. TKD1 und TKD2 sind in verschiedenen Blau-Tonen
dargestellt und entspr. beschriftet. Die Gatekeeper-Aminosadure F691 und die Aminosdure F830 des DFG-Motivs sind
ebenfalls markiert. Die in Hellblau dargestellte Aktivierungsschleife mit dem DFG-Motiv verandert ihre Lage beim
Ubergang von der inaktiven in die aktive Form. Die Bindung eines Inhibitors von Typ | (griines Fiinfeck) kann in beiden
Konformationen stattfinden, wahrend ein Inhibitor vom Typ Il (griine Welle) nur an die inaktive Konformation binden
kann.139

Typ I-Inhibitoren binden an die , DFG-in“-Konformation, die fiir die Koordination von ATP im
aktiven Zustand erforderlich ist. Im Gegensatz dazu stabilisieren Typ-lI-Inhibitoren die ,, DFG-out“-
Konformation des inaktiven Zustands. Hemmstoffe vom Typ Il sind meist selektiver als Typ I-
Inhibitoren, da Kinasen 4&hnliche aktive, aber unterschiedliche inaktive Konformationen
annehmen.?*® Die Bindung des Inhibitors Quizartinib 6 in die inaktive Version von FLT3 ist als

Beispiel gezeigt (Abb. 14).24°
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Quizartinib DFG-Motiv Tyrosinkinase-
Domadne 2

Abb. 14: (A) Schematische Darstellung der intrazellularen Domane als Kalottenmodell. Quizartinib (6) in der Bindetasche
istin Grau zu sehen (PDB: 4XUF), (B) Darstellung der intrazelluldaren Domane als Bindermodell. Quizartinib (6) sowie fiir
Wechselwirkungen wichtige Aminosduren sind im Stdbchenmodell gezeigt. (C) VergroBerte Darstellung der
intrazellularen Domaéne als Bandermodell. Der Ausschnitt zeigt Aktivierungsschleife, DFG-Motiv und einige wichtige
Aminosauren, die im Stabchenmodell gezeigt sind. In allen drei Abbildungen ist die TKD1 in Hellblau und die TKD2 in
Dunkelblau dargestellt. Die Aktivierungsschleife ist in Hellgriin, das DFG-Motiv in Braun und der ,,Gatekeeper“-Rest F691
in Dunkelgriin gezeigt. Alle Abbildungen wurden mit Chimera 1.16 erstellt. 124 249

Bei den vorgestellten Inhibitoren Midostaurin (1), Lestaurtinib (2), Sunitinib (4), Crenolanib (7) und
Gilteritinib (8) handelt es sich um Inhibitoren vom Typ |, die an die ATP-Bindestelle in der aktiven
Tasche von FLT3 binden und die sowohl gegen ITD- als auch gegen TKD-Mutationen des Proteins
wirken kénnen. Tandutinib (3), Sorafenib (5) und Quizartinib (6) hingegen gehoéren zu den
Inhibitoren vom Typ Il und wechselwirken mit einer benachbarten hydrophoben Tasche. Diese
Tasche ist nur im inaktiven Zustand erreichbar und wird durch TKD-Mutationen unzuganglich
gemacht. TKD-Mutationen verleihen den FLT3-Inhibitoren daher eine gewisse Resistenz

222; 250

gegeniber Typ ll-Inhibitoren.
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1.9. RESISTENZEN

1.9.1. Entstehung von Resistenzen

Bei der Entwicklung von Tyrosinkinase-Inhibitoren kann die Selektivitdit der Wirkstoffe
problematisch werden, da die ATP-Bindetaschen vieler Kinasen strukturell sehr dhnlich sind.
Werden mehrere Tyrosinkinasen unspezifisch gehemmt, kénnen Nebenwirkungen entstehen.?*!
Weiterhin fiihrt die Behandlung der AML oftmals zu Resistenzen der Tumorzellen gegeniiber
bestehenden und neuen Medikamenten. Beispielsweise entwickeln Patienten mit mutierter FLT3
nach zunéchst erfolgreicher Behandlung durch Quizartinib (6) haufig sekundare Mutationen, die
zu Resistenz gegenlber dem Wirkstoff fliihrt und mit einem Wiederauftreten der Erkrankung
verbunden ist. Derartige Resistenzmechanismen sind vielfaltig und die haufigste Ursache fiir das
Fehlschlagen von Therapien auf Basis von Tyrosinkinase-Inhibitoren.?>%2>3 Erfolge bei der Therapie
mit FLT3-Inhibitoren zeigen sich daher schnell, sie sind aber oft voriibergehend, und es kann meist
keine dauerhafte und komplette Remission erzielt werden. Das vorriibergehende

Therapieansprechen beeintrichtigt die klinischen Einsatzméglichkeiten. 218 220 254; 255

Resistenzen werden als primar bezeichnet, wenn sie schon vor der Behandlung bestehen. Entsteht
eine Resistenz erst durch Behandlung mit TKlIs, wird von einer sekunddren Resistenz
gesprochen.?'® Der GroRteil der sekunddren Resistenzen, die zu Medikamentenresistenz fiihren,
beruht auf Punktmutationen innerhalb der TKD von FLT3 mit ITD-Mutation.?!”:2°% 257 Meist finden
sich D835-Mutationen in der Aktivierungsschleife von FLT3, wobei die Asparaginsdure durch
sperrige und hydrophobe Substituenten wie Tyrosin, Valin, Phenylalanin oder Isoleucin
ausgetauscht ist. Diese Mutationen fiihren durch fehlende Wasserstoff-Briicken-Bindungen
zwischen $838 und D835 zur Stabilisierung der DFG-in-Konformation und damit zur Anderung der
Bindeaktivitat. Das fiihrt zu einer Resistenz gegeniber Inhibitoren vom Typ 11.%°8 Ebenfalls hiufig
sind Mutationen von F691 (,Gatekeeper”) oder N676, die die Bindung von beispielsweise
Quizartinib (6) beeintrachtigen und so zu Resistenzen fiihren.?5% 255261 pyrch die Mutation von
F691 wird die Bindung des Wirkstoffs beeinflusst. Der Phenylalanin-Rezeptor und das aromatische
System von z.B. Quizartinib (6) kénnen nicht mehr wechselwirken.?*% 262 Da sich N676 in der ATP-
Bindungsregion befindet, stért eine Mutation von N676 die Autoinhibition von FLT3.%! Allen
sekunddren Punktmutationen ist gemeinsam, dass sie einen Verlust der Reaktion auf FLT3-

Inhibitoren verursachen bzw. die Reaktion verringern.t®’

Neben dem Auftreten sekundarer Mutationen existieren weitere Mechanismen, die durch

Behandlung mit FLT3-Inhibitoren zu Wirkstoffresistenzen fiihren. Beispielsweise kommt es zu
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einer ausgleichenden Aktivierung verschiedener nachgeschalteter Signalwege wie dem
PI3K/AKT/mTOR- oder dem JAK/STAT5-Weg.2%32%5 AuRerdem ist die Konzentration des FLT3-
Liganden bei AML-Patienten mit mutierter FLT3 deutlich erhdht, wenn mit einer Chemotherapie
behandelt wurde. Aufgrund einer daraus folgenden Aktivierung des FLT3-Rezeptors ist die
Wirksamkeit der Inhibitoren bei den betroffenen Patienten entspr. verringert.2%% 2% Daneben wird
die Milz-Tyrosinkinase SYK aktiviert, was zu einer Transaktivierung von FLT3 durch eine direkte
Bindung fihren kann. Das wurde durch in vivo-Studien gezeigt.?®” Weiterhin konnte eine Erhéhung
der Phosphorylierung der RTK AXL in Zellen mit einer ITD in FLT3 nach der Behandlung mit FLT3-
Inhibitoren und eine Hochregulierung der Expression der onkogenen Serin/Threonin-Kinase Pim1

(durch das Gen Pim1 codiertes Protein) festgestellt werden.?%#-27

1.9.2. Uberwindung von Resistenzen

Aufgrund der Komplexitat von Resistenzmechanismen gibt es verschiedenartige Ansatze, diese
Mechanismen zu Uberwinden. Kombinationstherapien mit anderen Wirkstoffen oder auch eine
Verwendung von Multi-Target-Wirkstoffen sind geeignete Konzepte.??® AuRBerdem wird intensiv
nach neuen FLT3-Inhibitoren gesucht, die gegenliber FLT3 mit einer ITD und AC220-resistenten
sekundiren Mutationen in der Aktivierungsschleife wirken.?®? Crenolanib (7) beispielsweise
scheint eine vielversprechende Mdglichkeit zur Hemmung von therapieassoziierten FLT3-ITD-
Mutationen?¥”:2%8 zu sein und zeigt darlber hinaus eine hohe Inhibitorspezifitit.?*° Fir Crenolanib
(7) wurden Eigenschaften eines Typ I-Tyrosinkinase-Inhibitors gegen FLT3-ITD und deren
Mutanten gezeigt, und das Molekdl ist sowohl in vitro als auch in vivo aktiv gegen FLT3-ITD und

FLT3-ITD mit sekundiren Mutationen an D835 oder F691.%37-23°

Weitere untersuchte Ansitze zur Uberwindung von therapie-assoziierten Resistenzen bieten
Kombinationstherapien verschiedener FLT3-Inhibitoren wie Crenolanib (7) und Sorafenib (5),
sowie die Kombination von FLT3-Inhibitoren mit Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitoren oder mit

hypomethylierenden Medikamenten 238 271-274

1.9.3. Kovalente Inhibitoren

Eine interessante Méglichkeit zur Uberwindung von Resistenzen sind kovalente Inhibitoren von
Tyrosinkinasen mit einem irreversiblen Bindemodus. Um irreversible Tyrosinkinase-Inhibitoren zu
erzeugen, kann ein bereits aktiver reversibler Kinaseinhibitor mit einer entspr. funktionelle
Gruppe erginzt werden.?’> Wirkstoffe dieser Art bieten viele Vorteile gegeniiber klassischen und
reversibel-bindenden Wirkstoffen, da therapeutische Anwendungen mit deutlich geringeren

Dosen moglich sind und folglich die therapeutische Breite erhéht wird. Allerdings muss eine sehr
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hohe Selektivitat des Wirkstoffes gegeben sein. Die Wirkung derartiger Inhibitoren beruht auf
einer Reaktion einer nukleophilen Aminosaure-Seitenkette mit einer reaktiven und elektrophilen
Gruppe des Hemmstoffes. Daflir werden meist Acrylamide, Propargylamide, Vinylsulfonamide
oder a-Haloacetamide eingesetzt. Die irreversible Bindung beruht auf einer Sy2-Reaktion oder
einer Michael-Addition, nachdem das Elektrophil zuerst durch reversible Bindung in der Ndhe der
nukleophilen Aminosaure positioniert wird. Eine irreversible Bindung flhrt zu einer langeren
Bindung am Rezeptor und damit zu einer erhdhten inhibitorischen Potenz. Dieser doppelte

Bindemechanismus kann auch zu einer deutlich erhdhten Selektivitat des Inhibitors fiihren. 27>7%7°

Der Naturstoff Hypothemycin 11 ist als Multikinase-Inhibitor ein Beispiel fir einen kovalent-
irreversiblen Inhibitor.2° Allgemein wurden bisher einige irreversible Wirkstoffe, die als TKls
wirken sollen, zur Behandlung von Krebserkrankungen zugelassen. Dabei handelt es sich zum
ersten um den BTK-Inhibitor Ibrutinib (12), der z.B. zur Behandlung von CLL zugelassen ist. Der
Inhibitor Neratinib (13) ist seit 2017 in den USA zur Behandlung bestimmter Formen von
Brustkrebs zur Hemmung des Her2-Rezeptors zugelassen. Afatinib (14) kann den EGF- und den
Her2-Rezeptor inhibieren und wurde schon 2013 zur Behandlung des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms zugelassen. Osimertinib (15) wird ebenfalls fir die Behandlung des nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinoms verwendet.?’%; 281-288
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Auch der neuartige FLT3-Inhibitor FF-10101 9 ist ein potenter und kovalenter irreversibler
Inhibitor. Das Molekil bindet an den Cystein-Rest 695 und wird nicht von den Mutationen

beeinflusst, die tiblicherweise zur Ausbildung von Resistenzen fiihren.?1
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1.10. PROTACs

1.10.1. Allgemeines

Wie bereits beschrieben, ist eine gezielte Hemmung entspr. Kinasen durch kleinmolekulare
Inhibitoren weiterhin von groBem Interesse, weist allerdings einige Probleme und eventuelle
Einschrankungen durch Resistenzen aus. Als weiterer Losungsansatz kénnte ein gezielter Abbau
der entspr. Proteine in Frage kommen. Eine Liganden-vermittelte Proteindegradation ist mit
groRen Unsicherheiten durch die hohen therapeutischen Dosen verbunden. Folglich erscheint die
Technik nicht als besonders geeignet. Die PROTAC-Technologie gibt allerdings eine neue und
besser vorhersehbare therapeutische Strategie, um Krankheiten zu behandeln, die durch eine
abnorme Expression eines Proteins verursacht werden.?®%2% Als PROTACs (engl. proteolysis
targetting chimeras, ,auf Proteolyse abzielende Chiméaren”“) werden niedermolekulare
Substanzen bezeichnet, die durch die Rekrutierung von Ubiquitinligasen den gezielten Abbau

2% \Wahrend kleinmolekulare

bestimmter krankheitsassoziierter Zielproteine induzieren.
Inhibitoren einzig in der Lage sind, die Proteinfunktion teilweise zu verdandern, sind PROTACs in
der Lage, einen vollstandigen Proteinabbau zu induzieren und — damit verbunden — alle

Funktionen des Proteins zu beeintriachtigen.?®’

1.10.2. Aufbau

Bei PROTACs handelt es sich um kleine hetero-bifunktionelle Molekiile, die aus zwei
verschiedenen Liganden bestehen, welche durch einen Linker miteinander verbunden sind.
Waihrend ein Ligand dafiir verantwortlich ist, ein Zielprotein (POI, engl. Protein of interest) zu

binden, soll der andere gleichzeitig eine E3-Ligase rekrutieren (Abb. 15),298-300

Linker

E3-Ligase- FLT3-bindender
spezifischer Ligand Ligand

Abb. 15: Schematische Darstellung eines PROTAC-Molekiils zum gezielten Abbau von FLT3. Ein zielproteinbindender
Ligand ist in Blau dargestellt und der Baustein zur Rekrutierung einer E3 Ligase in Rot.30!
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1.10.3. Wirkungsweise

Das Prinzip der PROTACs wurde in Form des sogenannten PROTAC-1 vorgestellt. Dabei handelte
es sich um eine Verkniipfung eines Molekiils, das an das MetAP2-Protein binden kann mit der
Ubiquitinligase/E3-Ligase SCF-B-TRCP.3°2 Allgemein induzieren PROTACs den Abbau des
Zielproteins Uber ein Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Das Protein wird in mehreren Schritten
abgebaut, wobei das PROTAC zuerst sowohl das POI als auch eine E3-Ligase zu einem terndren
Komplex bindet, der das POl in eine glinstige raumliche Nahe zur Ubiquitinligase bringt.
AnschlieRend vermittelt die gebundene Ubiquitinligase mehrfach eine Ubertragung von Ubiquitin
von einem E2-Enzym auf einen Lysin-Rest des POI, sodass eine poly-Ubiquitin-Kette auf der
Oberflache des POl entsteht. Zuletzt trennt sich der terndre Komplex auf, wobei das poly-
ubiquitinierte POI iber 26S-Proteasome in Aminosauren und kleine Peptide abgebaut wird und

das abgetrennte PROTAC wieder mit dem Zyklus startet (Abb. 16).30273%°

e

Ubiquitin ’
Q A B
E2 Terndrer Komplex
é ' PROTAC

Zielprotein

(@]

Proteasom

Abgebautes
Zielprotein

Abb. 16: Schematische Darstellung der PROTAC-Technologie. Das Zielprotein ist in Braun dargestellt, die E3-Ligase in
Hellblau, das heterofunktionelle PROTAC-Molekil in Blau und Rot. (A) Das PROTAC bindet gleichzeitig an das Zielprotein
und einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex. (B) Durch die Komplexbildung wird Ubiquitin (in Grin dargestellt) auf das
Zielmolekul Gbertragen. (C) Die Ubiquitinibertragung wird mehrmals wiederholt. Das fuhrt zu einer Polyubiquitinierung
des Zielproteins. (D) Einerseits wird durch anschlieRende Dissoziation des Komplexes das eingesetzte PROTAC wieder
freigesetzt und kann nachfolgende Abbauprozesse katalysieren. (E) Andererseits wird das polyubiquitinierte Zielprotein
erkannt und das Proteasom (in Griin dargestellt) abgebaut.30% 310
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Die ersten PROTACs waren auf peptidischer Basis aufgebaut und zeigten damit eine geringe
Zellpermeabilitat. Ein Durchbruch konnte erreicht werden, als mehrere PROTACs auf Grundlage

niedermolekularer Liganden der E3-Ligase von Hippel-Lindau entwickelt wurden.?®

1.10.4. Vorteile

Durch die Art der Wirkung von PROTACs entsteht eine einmalige Moglichkeit fiir eine deutlich
erhohte Selektivitat. Einerseits werden selektive Zielprotein-bindende Bausteine verwendet,
andererseits muss eine Ubertragung von Ubiquitin auf einen freiliegenden Lysin-Rest des
Zielprotein moglich sein. Dieser zweite Schritt erweitert die Selektivitat durch verschiedene
Positionierungen der entspr. Lysin-Reste in Bezug auf die Ligase, sodass selbst bei sehr dhnlichen
Proteinen eine gewisse Unterscheidung besteht.?®? Ein weiterer wichtiger Vorteil von PROTACs
besteht darin, dass die Molekiile in der Lage sind, auch auf das ,untherapierbare” Proteom, also
Rezeptoren ohne gut definierte Liganden-Bindungsstelle, abzuzielen. Die meisten Proteine
verfiigen nicht Uber aktive Stellen, um von Wirkstoffen angegriffen werden zu kénnen. Das
schrankt die Effektivitat kleinmolekulare Wirkstoffe ein.3% Der Ligand des Zielproteins in PROTACs
hingegen muss nicht zwangsldufig an das aktive Zentrum des Proteins binden.311313 Ein weiterer
Vorteil: PROTACs werden katalytisch eingesetzt. Das macht sie zu &dullerst wirksamen
Verbindungen, da mehrere Zyklen des Proteinabbaus vermittelt werden kénnen.?®® Dadurch kann
sich eine deutlich hohere Wirksamkeit, verglichen mit einem entspr. Inhibitor, ergeben und eine
Arzneimittelwirkung in sehr geringen Dosen wird moglich. Unerwiinschte Nebenwirkungen

aufgrund hoher Wirkstoffkonzentrationen kénnen auf diese Weise verhindert werden 3% 315

AuRerdem haben PROTACs das Potenzial, die pharmakodynamische Wirkung zu verlingern.3!!
Schlieflich kann es durch die (blichen zielgerichteten Behandlungen zu einer
Arzneimittelresistenz durch z.B. Punktmutationen kommen. Mutationen im Zielmolekil treten
durch Selektionsdruck auf, verhindern oftmals die Bindung eines Wirkstoffes und blockieren damit

dessen Wirksamkeit. Ein gezielter Abbau des Zielproteins durch PROTACs kann somit diese Art von

Resistenzmechanismen bekidmpfen 31!

1.10.5. Bausteine fur Ubiquitin-Ligasen

1.10.5.1. VHL-Ligand (Von Hippel-Lindau-Ligand)
Nach der Entwicklung des PROTAC-Konzepts folgten vor allem Forschungen, einen geeigneten E3-
Ligase-Baustein zu finden. Der Ligand 16 des Von-Hippel-Lindau-Proteins erwies sich als sehr

Vorteilhaft 289; 299; 316; 317
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1.10.5.2. Thalidomid
Neben dem VHL-Liganden 16 wurden auch Thalidomid (17) und einige Derivate (z.B. Pomalidomid
18 oder Lenalidomid 19) als Ubiquitinligase-Bausteine verwendet, da sie mit der E3-Ligase

Cereblon (Gen-Name: CRBN) interagieren kénnen, 2% 318319

o 0o o

N o N o) N o)
NH NH NH

0 O 0 O NH, o

NH,
17 18 19

1.10.6. PROTAC-Strategie fir FLT3

Die PROTAC-Strategie kann auf eine Reihe von Zielmolekiilen angewandt werden. Daher wurde
eine derartige Strategie auch fiir Kinasen entwickelt, da auch die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3
theoretisch durch PROTACs abgebaut werden kann. Daher wurden auf Grundlage des selektiven
Inhibitors Quizartinib (6) bereits PROTACs synthetisiert, die FLT3 und FLT3-ITD erfolgreich

abbauen kdnnen.2%6 320
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2.1. STAND DER FORSCHUNG

Wie in der Einleitung (Kapitel 1) beschrieben, sind neue und verbesserte kleine Molekiile notig,
die als FLT3-Inhibitoren wirken und entweder als Monotherapie oder in Kombination eingesetzt
werden kénnen. Diese unbedingte Notwendigkeit ergibt sich vor allem aus der Entwicklung der

beschriebenen Resistenzen durch gangige Therapien.

Vorangegangene Arbeiten des Arbeitskreises Prof. Mahboobi zeigten, dass Derivate mit einem
Bisindol-Grundgeriist sehr wirksame Inhibitoren der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen FLT3 und PDGFR
sind.3?! Durch Modifizieren der Bis(1H-indol-2-yl)methanon-Verbindungen in Position 5 eines der
Indolringe konnten Wirkung und Selektivitat der Inhibitoren verandert werden. Wahrend eine
Methoxy-Gruppe an C-5 die Selektivitat fiir den PDGF-Rezeptor erhohte, konnte durch eine OH-
Gruppe an dieser Position FLT3 sehr selektiv gehemmt werden (Abb. 17A).3%% 322 Dyrch die
Kombination der entwickelten Grundstruktur mit dem aus Quizartinib (AC220, 6) bekannten 5-
(tert-Butyl)isoxazol-Ring konnte Bernadette Pilsl weiter verbesserte Ergebnisse erzielen, wobei
sich allgemein die Position 5 des Indolrings flir das besagte Strukturelement als die fiir die

Wirkung wichtigste herausstellte (Abb. 17B).323

N
N
AEe]

Marbotinib

(BS228)
20

& Bisaryl-Harnstoff

7 mit Isoxazol
3

N

N

H (o]

Bisindol-

Grundgeriist

Abb. 17: Schrittweise Entwicklung des FLT3-Inhibitors Marbotinib (BS228, 20) ausgehend von einem Bisindol-
Grundgerust. (A) Bisindol-Grundgeriist, (B) Kopplung des Bisindol-Grundgerists mit einer Aryl-Harnstoff-Einheit, (C)
Marbotinib 20.

In der Folge wurden weitere Modifikationen synthetisiert; dabei wurden auch die Heterozyklen

variiert. Durch den Austausch eines der beiden Indolringe durch einen Benzofuran-Ring konnten
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weitere Verbesserungen in biologischen Testungen erzielt werden.324326 Zuletzt fiihrte eine von
Bernadette Pilsl synthetisierte Verbindung zu hervorragenden Ergebnissen in verschiedenen
Testreihen. Zum Design dieses Molekiils wurde die Grundstruktur (Benzofuran-2-yl(1H-indol-2-
yl)methanon) einerseits um eine OH-Gruppe an C-5 des Indolrings erweitert. Zum anderen wurde
der aus Quizartinib (6) bekannte 5-(tert-Butyl)isoxazol-Ring liber eine Harnstoff-Einheit an C-5‘ mit

dem Benzofuran-Ring verbunden und somit Marbotinib 20 (BS228) erhalten (Abb. 17C).324326

Marbotinib 20 lieferte herausragende Ergebnisse bei der Evaluierung in biologischen
Testsystemen. Das Molekdl wirkte inhibitorisch in Enzymtests gegeniiber den beiden haufigsten
Mutanten von FLT3: Sowohl FLT3-ITD als auch die therapie-assoziierte Mutante FLT3-D835Y
wurden auffallig stark gehemmt, da Marbotinib 20 in inaktive und aktive Konformationen von FLT3
in entgegengesetzten Orientierungen passt. In Proliferations- und Apoptose-Assays in der
humanen AML-Zelllinie (MV4-11) wurden sehr gute Ergebnisse in Bezug auf die Zellviabilitat und
Apoptoseinduktion erhalten. Weiterhin erwies sich Marbotinib 20 als sehr selektiver Wirkstoff,
der nur gegeniiber wenigen anderen Kinasen inhibitorisch aktiv ist.32% 325327 Aych in vivo-Tests

waren erfolgreich: Marbotinib 20 verlingerte das Uberleben leukdmischer Miuse deutlich.3%% 327
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2.2. ZIEL DER ARBEIT

Neben einer Optimierung der Synthese des vielversprechenden FLT3-Inhibitors Marbotinib 20
sollen im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Grundstrukturen ausgearbeitet werden, die auf den
erwahnten Forschungsergebnissen beruhen und in verschiedenen Bereichen zu weiteren
Verbesserungen fiihren sollen. Dabei sollte neben einer weiteren Steigerung der Wirksamkeit
insbesondere die Loslichkeit der neuen Molekiile verbessert werden. Die bereits bekannten
Bisarylmethanon-Verbindungen wie Marbotinib 20 I6sten sich schlecht in polaren Losemitteln wie
Wasser und Ethanol. Damit war wahrscheinlich, dass sie auch in Bezug auf ihre Bioverfligbarkeit

Defizite aufwiesen. Mit neuen Derivaten sollten diese Nachteile umgangen werden kénnen.

Marbotinib
20

Eine erste Herangehensweise zur Uberwindung schlechter Léslichkeit ist das Prodrug-Konzept.
Marbotinib 20 soll bei moglichst gleichbleibender Wirksamkeit in ein Carbamat Uberfiihrt
werden.?? 3% Mit dem Carbamat 21a wird ein tertidres Amin in die Molekilstruktur von
Marbotinib 20 eingefiihrt. Folglich kann der Inhibitor protoniert und in ein TFA-Salz 21b oder das
HCI-Salz 21c tiberfiihrt werden. Das sollte die Loslichkeit des Wirkstoffes in polaren Losemitteln

deutlich erhdhen.328-330

Im ndchsten Teil soll der Isoxazol-Ring in Position C-5° von Marbotinib 20 durch andere
Strukturelemente ersetzt werden. Ziel war eine weitere Verbesserung der inhibitorischen
Wirkung. Zum einen sollen dazu fluorierte Benzoesaure- und Essigsdureamide verwendet werden,
zum anderen Enonsysteme in Form fluorierter Zimtsaureamide hergestellt werden, um sogar eine
potenziell irreversibel hemmende Wirkstoffklasse zu erhalten (Grundstruktur I). Daneben sollen
fluorierte Amin-Derivate (Grundstruktur Il) synthetisiert werden, die ebenfalls die inhibitorischen

Fahigkeiten verbessern sollten.
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Marbotinib-Carbamat
21a (freies Amin) F%L

21b (TFA-Salz) HN SN
. 21c(Hcl-salz) NS
N
Grund- N Grund-
struktur | AN struktur Il

Um Loslichkeit und Bioverfiigbarkeit von Marbotinib 20 zu erhdhen, soll die Molekilstruktur
modifiziert und eine I6slichkeitssteigernde Gruppe in verschiedenen Positionen eingefiigt werden.
Dies soll z.B. durch Einflihrung tertidarer Amine erreicht werden, die in ein beliebiges Salz Giberfiihrt
werden konnen. Neben einem Dimethylamin-Rest sollen dafiir verschiedene Heterozyklen
verwendet werden. Diese potenziell I6slichkeits-erhéhenden Gruppen sollen {ber
Kohlenwasserstoff-Ketten verschiedener Lange als Linker am Indol-N (Grundstruktur Ill), an C-3
des Indolrings (Grundstruktur IV) oder an C-3‘ des Benzofuran-Rings (Grundstruktur V) angehangt

werden.

Grund-
struktur 111

Grund-
struktur V

Grund-
struktur IV

Als weitere Grundstruktur wurden Molekiile mit Modifikationen an C-4 des Indolrings entworfen
(Grundstruktur VI). Hierbei soll einerseits erneut die Wasserloslichkeit das Ziel sein, andererseits
sollen durch die Einflihrung von Enonen oder Enon-dhnlichen Systemen potenziell-irreversible

Wirkstoffe synthetisiert werden.
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Grund-
struktur VI

Fir die synthetisierten Molekile mit Grundstruktur VI soll analog zu den Versuchen mit
Marbotinib 20 das erwdhnte Prodrug-Konzept angewandt und einige der Molekiile in entspr.

Carbamate tberfiihrt werden (Grundstruktur VII).

Grund-
struktur VII b

Ein zusammenfassender graphischer Uberblick (iber die geplanten Modifikationen ist im

Folgenden gezeigt (Abb. 18):

Benzofuran

Abb. 18: Uberblick iiber die geplanten Modifikationen an der Grundstruktur. Das Grundgeriist soll dabei eine iiber ein
Keton verbrickte Bisaryleinheit bestehend aus einem Indolring und einem Benzofuran-Ring bilden.
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Weiter soll versucht werden, den Indol- bzw. Benzofuran-Ring des Grundgerists von Marbotinib
20 zu verandern, um so Molekiile der Grundstruktur VIIl zu erhalten. Damit kdnnte die Gruppe

der o.a. Heterozyklen um Benzoxazole und Benzimidazole erweitert werden.

Grund- A: CH oder N
struktur VI B: NH, NMe oder O
= X: CH oder N
< Y: NH, NMe oder O H H
N_ N

Neben den beschriebenen Modifikationen der Grundstruktur der Bisarylmethanon-Derivate
sollen PROTACs auf Basis der beschriebenen neuen Marbotinib-Derivate der Grundstruktur VI
synthetisiert werden. Die biologisch-interessantesten hergestellten FLT3-Inhibitoren sollen dazu
Uber die sekundaren Amine durch Linker verschiedener Art und Lange mit einem Liganden fiir eine
E3-Ligase verbunden werden. Durch zusatzliche Variation der E3-Ligase-Bausteine ist theoretisch

eine sehr breite Palette an Kombinationen moglich.

FLT3- FLT3-
Baustein | Baustein Il

Nach der Synthese der vorgestellten Molekiile sollen die Grundstrukturen ausfiihrlich biologisch
charakterisiert werden. Dabei soll die inhibitorische Wirkung der Verbindungen gegeniber der
Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 in Enzymtests evaluiert werden. Ausgewahlte Verbindungen sollen
anschlieRend in zelluldren Systemen und zuletzt in einem in vivo-Modell gepriift werden.
Weiterhin sollen die neu-synthetisierten Verbindungen auf ihre Loslichkeit und die Kinase-

Selektivitat untersucht werden.
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2.3. MARBOTINIB 20 UND MARBOTINIB-CARBAMAT 21

20 HN—, O

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der von Bernadette Pilsl erstmals synthetisierte, bewahrte FLT3-
Inhibitor Marbotinib 20 synthetisiert. Dazu wurde die grundsatzliche Reaktionssequenz von Pilsl?®
ausgehend von 5-Benzyloxyindol 22 verwendet, die Synthese an wenigen Stellen modifiziert, die
Durchfiihrung einzelner Schritte vereinfacht und auRerdem zusatzlich eine andere Variante der
Reaktionssequenz durchgefiihrt. Eine Vereinfachung und Optimierung der Synthese war zum
einen wichtig, um die Verbindungen fiir entspr. in vitro- und in vivo-Tests in groBem Malistab
synthetisieren zu kénnen. Zum anderen sind die einzelnen Stufen der Marbotinib-Synthese

Startmaterialien eines GroRteils der weiteren Stoffgruppen.

2.3.1. Synthese Marbotinib 20

Indol ist ein elektronenreicher Aromat, der dadurch bei elektrophilen Substitutionen sehr reaktiv
ist. Aufgrund der Elektronenverteilung im Ring stellt nach dem N-Atom das C-Atom in Position 3
die reaktivste Position fiir elektrophile Reaktionen dar. Zur Synthese der beschriebenen
Bisarylmethanon-Derivate muss die Reaktivitat verandert werden, um elektrophile Substitutionen
an Position 2 durchfiihren zu kénnen. Dies kann durch Einfiihrung einer elektronenziehenden
Schutzgruppe erreicht werden, was die Elektronendichte im aromatischen System verdndert und

so die Einflihrung des Substituenten im nachsten Schritt in Position 2 dirigieren kann (Schema 1).

4 3 4

3
-
7 7 \ 7 l\l\

SG SG

Indol

Iz /iw
Z; /E
\'_

Schema 1: Aktivierung von Position 2 des Indolrings durch die Einflhrung einer elektronenziehenden Schutzgruppe am
Indol-N.

Fir diese Reaktionssequenz wurde das Indol-N entweder mit einer Phenylsulfonyl-Gruppe (23)3%
322;331;332 ger einer tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc-Gruppe, 25) geschiitzt (Schema 2).333334

Der Schutz durch die Phenylsulfonyl-Gruppe mit Phenylsulfonylchlorid zur Synthese von 23 gelang
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dabei am besten mit NaH in THF oder DMF (Ausb.: 89%),%2Y 322 wurde allerdings zuséatzlich
einerseits mit NaOH und TBAB in Wasser und Toluol (Ausb.: 38%)3! und andererseits mit n-BulLi
in THF (Ausb.: 33%)3%? durchgefiihrt. Der Schutz durch die Boc-Schutzgruppe zur Synthese von 25
wurde mit DMAP in DCM durchgefiihrt.324 333 334

Im nachsten Schritt wurden 23 bzw. 25 mit n-Buli in THF an C-2 lithiiert. Der metallierte Aromat
kann ein reaktives Carbonsdurederivat nukleophil angreifen. So wurde C-2 des Indolrings in der
0.a. Syntheseroute mit AcOAc in THF acetyliert und 24 bzw. 26 konnten isoliert werden (Schema

2).3243253% Die Kristallisation der Produkte aus Diethylether erleichterte diesen Syntheseschritt,

BnO
@3 T~
e N @]
-0 — _§=0
o° 0®
oder c 24
BnO
\ \
22
R ———
e Do
25 )T 26 )V
Schema 2: Synthese von 23 und 25. Reaktionen und Bedingungen: (a) NaH (1.2 eq.), Phenylsulfonylchlorid (1.3 eq.), THF,
0 °C-RT, Uber Nacht, 89%, (b) NaOH (13 eq.), TBAB (0.1 eq.), Phenylsulfonylchlorid (1.5 eq.), Wasser/Toluol, 0 °C-RT,
Uber Nacht, 38%, (c) n-Buli (1.2 eq.), Phenylsulfonylchlorid (1.2 eq.), THF, -78 °C-RT, Uber Nacht, 33%, (d) Boc,0

(1.2 eq.), DMAP (0.2 eq.), DCM, RT, liber Nacht, 92%, (e) n-BulLi (1.2 eq.), AcOAc (1.5 eq.), THF, -78 °C-RT, flr 24: 74%,
far 26: 19%.

der zudem Zeit sparte.

Das Keton 24 sollte auf verschiedene Arten in a-Position bromiert werden: Die Verwendung von
Phenyltrimethylammonium Tribromid erwies sich als besonders geeignet (Ausb.: 74%).324 3% Als
Nebenprodukt wurde dabei vor allem ein zweifach a-bromiertes Molekiil isoliert. Mit deutlich
schlechteren Ausbeuten wurde das gewiinschte Produkt 27 durch Kupfer(ll)-bromid in EA erhalten
(Ausb.: 19%),**” wahrend einige andere Versuche zu Produktmischungen fiihrten 337341

Verbindung 26 wurde daher ebenfalls unter Verwendung von Phenyltrimethylammonium

Tribromid in a-Position bromiert, um 30 zu erhalten (Schema 3).33¢

Die Umsetzung der bromierten Verbindungen 27 bzw. 30 mit 2-Hydroxy-5-nitrobenzaldehyd 28
unter basischen Bedingungen flihrte zum Benzofuran-Ring (29 bzw. 31) und durch anschlieRende
Entschiitzung des Indol-N wurde 32 erhalten (Schema 3).324 325 342 Dje Phenylsulfonyl-Verbindung

29 wurde mit NaOH entschiitzt,32% 34% 344 wihrend die Boc-Schutzgruppe der Verbindung 31 mit
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TFA entfernt wurde (Schema 3).3%% 3% Direkte Weiterverwendung ohne Reinigung der jeweiligen
Zwischenstufen 29 und 31 fuhrte zu 32, das durch einfache Kristallisation aus Wasser und EA

gereinigt wurde. Produkt 32 konnte mit sehr hoher Ausbeute und zeitsparend isoliert werden.

Schema 3: Synthese von 32 aus 24 bzw. 26. Reaktionen und Bedingungen: (a) Kupfer (ll)-bromid (2.4 eq.), Reflux, 3 d,
19%, (b) Trimethylphenylammonium Tribromid (1.1-1.2 eq.), THF, RT, 4 h, fiir 27: 74%, fur 30: 20%, (c) 2-Hydroxy-5-
nitrobenzaldehyd 28 (1.0 eq.), K2CO3 (1.0 eq.), 2-Butanon, Reflux, 4 h, (d) NaOH (10% in Wasser), MeOH/THF, Reflux,
4 h, 80% (liber 2 Schritte), (e) TFA, DCM, RT, 1 h, 33% (lber 2 Schritte).

Durch Ammoniumformiat und Palladium (10% auf Aktivkohle) wurde im nachsten Schritt
hydrogenolytisch sowohl die Benzyloxy-Schutzgruppe entfernt als auch die Nitro-Gruppe zum

Amin reduziert. 33 wurde einfach durch Ausfillen in Wasser isoliert (Schema 4),32% 324

Schema 4: Synthese von 33. Reaktionen und Bedingungen: (a) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle),
THF/MeOH, Reflux, 1 h, 95%.
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Durch die Reaktion von 5-tert-Butylisoxazol-3-amin 34 mit Phosgen oder Triphosgen konnte unter
basischen Bedingungen 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatisoxazol 36 erhalten werden, das direkt weiter

mit 33 zu Marbotinib 20 umgesetzt wurde (Schema 5).3*

a
oder b HN S =
= N —_— N—\
H2N \ |—< N’O {r N/O
N’O c o) O//C
34 35 36

Schema 5: Synthese von Marbotinib 20. Reaktionen und Bedingungen: (a) Phosgen (4.0 eq.), Pyridin (8.0 eq.), DCM,
0 °C-RT, Uber Nacht, (b) Triphosgen (0.5 eq.), Pyridin (8.0 eq.), DCM, 0 °C-RT, liber Nacht, (c) 36 (0.2 M in THF, 2.2 eq.),
Pyridin (25 eq.), THF, RT, Gber Nacht, 75% (uber alle Schritte).

Allgemein konnte durch Variation von Durchfiihrung und Aufarbeitung eine Syntheseroute
erarbeitet werden, die mit relativ hoher Gesamtausbeute und geringem Aufwand verbunden ist.
Aufgrund der Wichtigkeit des Molekiils Marbotinib 20 und einiger Zwischenstufen fiir diese Arbeit

war eine Optimierung der Synthese dieser Art unbedingt notwendig.

2.3.2. Synthese Marbotinib-Carbamat 21

Um die Wasser- und Ethanol-Loslichkeit des Wirkstoffes zu erhdhen, wurde ein potenzielles
Prodrug entwickelt: Der aromatische Alkohol Marbotinib 20 wurde mit [1,4'-Bipiperidin]-1'-
carbonylchlorid 37 in das Carbamat 21a Uberfiihrt. — Als Prodrugs werden Molekiile bezeichnet,
die selbst inaktiv sind, aus denen allerdings durch Metabolisierung im Korper der eigentliche
Wirkstoff entsteht. Mit dem Prodrug-Konzept kénnen verschiedene Ziele, wie zum Beispiel die
Verbesserung des Geschmacks eines Wirkstoffes oder eine Resorptionssteigerung, verfolgt

werden. In der Literatur sind bereits einige erfolgreiche Beispiele fiir Prodrugs bekannt.34-34

Durch die [1,4'-Bipiperidin]-1‘-carboxylat-Gruppe wurde der Molekiilstruktur eine unter

physiologischen Bedingungen abspaltbare Gruppe hinzugefiigt, die des Weiteren Uber ein
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tertidres Amin verfligt. Um optimale Reinheit zu erreichen, wurde Verbindung 21a mit Hilfe der
prap. HPLC gereinigt und das TFA-Salz 21b erhalten. Zusatzlich konnte aus 21a in einem nachsten
Schritt unter sauren Bedingungen das HCl-Salz 21c erhalten werden, was die Wasserloslichkeit des

Wirkstoffes deutlich erhéhen kann (Schema 6).3%

O
—Q S o
20 -
N

\
N .
N o HCl

Schema 6: Synthese von 21a und 21c. Reaktionen und Bedingungen: (a) 37 (2.4 eq.), Pyridin/DCM, RT, Gber Nacht, 97%,
(b) HCI (2 M in Diethylether oder 5-6 M in Isopropanol), MeOH/DCM, RT, 2 h, quantitativ.
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2.4. GRUNDSTRUKTUR |

Grundstruktur | sollte eine Alternative zum bekannten substituierten Isoxazol-Ring sein. Statt Gber
eine Harnstoff-Einheit sollten verschiedene Gruppen als Amide mit dem Bisaryl-Grundkérper
verbunden werden. Dazu wurden substituierte Zimtsdure-, Benzoesaure- und Essigsdure-Derivate
verwendet. Verbindung 33 aus der Marbotinib-Synthese wurde als Startverbindung gewahlt, um

die gewlinschten Produkte isolieren zu kénnen.

2.4.1. Kopfgruppe 1

Zur Synthese der Molekile der Grundstruktur | wurden gut verfligbare reaktive Carbonsaure-
Verbindungen verwendet. Kopfgruppe 1 wurde durch die Reaktion verschiedener fluorierter

Essigsaure-Verbindungen mit 33 erhalten (Schema 7).350-352

R
HN/&O
a
33 ——
HO

A\ R =

N CF3, 38

H @)

C(CH3),F, 39

Schema 7: Synthese von 38 und 39. Reaktionen und Bedingungen: (a) TFA-Anhydrid (1.1 eq., fir 38) oder 2-Fluor-2-
methylpropansaure-Pivalinsaure-Anhydrid (1.5 eq., fir 39), THF, Gber Nacht, fiir 38: 62%, fir 39: 82%.

Wahrend zur Synthese von 38 TFA-Anhydrid eingesetzt wurde, wurde zur Synthese von 39 zuerst
ein gemischtes Anhydrid aus 2-Fluoro-2-methylpropansaure und Pivalinsdurechlorid hergestellt,
das dann ohne weitere Reinigung fir die Bildung des Amids 39 verwendet wurde. Dabei wurde

der Unterschied in der Elektronendichte an den beiden Carbonyl-C-Atomen genutzt.3>?

Eine andere Variante zur Synthese der gewiinschten Verbindungen wurde mit 40, einem
Nebenprodukt der Synthese von Marbotinib 20, durchgefiihrt. Sollte sich diese Syntheseroute zur

Herstellung der gewiinschten Grundstruktur I mit Kopfgruppe 1 etablieren, misste 40 kiinftig
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gezielt in groBen Ausbeuten synthetisiert werden. 40 wurde testweise auf die zwei bereits
beschriebenen Wege zu 38 umgesetzt: Einerseits mit TFA-Anhydrid, andererseits wurde mit dem
gemischten Anhydrid aus Trifluoressigsdure und Pivalinsdurechlorid gearbeitet.?>> Durch

anschlieRende Hydrierung wurde 38 isoliert.32% 32

Schema 8: Synthese von 38. Reaktionen und Bedingungen: (a) TFA-Anhydrid (1.1 eq.), THF, RT, Giber Nacht, quantitativ,
(b) Trifluoressigsaure-Pivalinsdure-Anhydrid (1.1 eq.), THF, RT, Gber Nacht, 86%, (c) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd
(10% auf Aktivkohle), THF/MeOH, Reflux, 1 h, 98%.

Allgemein lasst sich sagen, dass das gewtlinschte Produkt durch die Synthesevariante ausgehend
von 40 (Schema 8) erfolgreicher erreicht werden kénnte als ausgehend von 33 (Schema 7). Daher
koénnte diese Variante (Schema 8) flir weitere Derivate der Essigsdureamide in Betracht gezogen
werden. Voraussetzung ware allerdings eine gezielte und mit hoher Ausbeute verbundene

Synthese von Verbindung 40.

2.4.2. Kopfgruppe 2

Auch fir Molekile der Grundstruktur I mit Kopfgruppe 2 wurden reaktive Carbonsaure-
Verbindungen verwendet. Dafiir wurden Verbindungen 48-50 synthetisiert, wobei die fluorierten
Benzoesaure-Derivate 42-44 zu den Carbonsaurechloriden 45-47 und im Anschluss 45-47 mit 33

zu 48-50 umgesetzt wurde (Schema 9).3%% 3%
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R = 0 a * R =
2-F, 42 N oH —— 7Ny Yo 2F 45
3-F, 43 R Ry 3-F, 46
3-F, 5-F, 44 % Z 3-F, 5-F, 47
N
[ Ir
=
HN
b O Rr-
33 — 2-F, 48
3-F, 49
HO 3-F, 5-F, 50

A
N
N O

Schema 9: Synthese von 48-50. Reaktionen und Bedingungen: (a) Thionylchlorid, Reflux, 2 h, (b) Sdurechloride 45-47,
THF, Gber Nacht, 0-80 °C, 69-91%.

Bei der Synthese von Molekiilen mit Kopfgruppe 2 kann eventuell analog zum Syntheseschema
fir Kopfgruppe 1 auch mit dem Benzyl-geschiitzten Phenol 40 gearbeitet werden. Weiter ware
der Einsatz von mehreren Aquivalenten 33 im Vergleich zur entspr. reaktiven Carbonsiure-
Verbindung wahrscheinlich mit aufwéandigerer Reinigung, allerdings maximalen Ausbeuten
verbunden. Eventuell kdnnte die Ausbeute der Reaktion auch durch den Einsatz einer entspr. Base

optimiert werden.?*3

2.4.3. Kopfgruppe 3

Durch die Synthese von Molekiilen der Grundstruktur | mit Kopfgruppe 3 aus verschiedenen
Zimtsduren konnte zuséatzlich ein Enon-System in den Verbindungen 59-62 erhalten werden.
Hierbei wurden ebenfalls zuerst die fluorierten Zimtsdure-Derivate 51-54 in die entspr.
Carbonsaurechloride 55-58 (berfiihrt, welche anschlieBend mit Verbindung 33 zu 59-62

umgesetzt wurden (Schema 10).35% 3>
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2-F, 51
3-F, 52

3-CF 53
4-CF, 54

Schema 10: Synthese von 59-62. Reaktionen und Bedingungen: (a) Thionylchlorid, Reflux, 2 h, (b) Sdurechloride 55-58,

THF, 2-16 h, 0 °C-RT, 14-45%.

Vor allem bei der Synthese dieser Derivate wiren durch Einsatz mehrerer Aquivalente 33 bezogen
auf die entspr. reaktiven Carbonsdure-Verbindung oder die Verwendung einer Hilfsbase
wahrscheinlich verbesserte Ausbeuten zu erwarten.>** Eventuell kann eine Reaktion auch mit
Reagenzien wie z.B. CDI erreicht werden.3>® Wie bei der Synthese der Zimtsdure-Derivate wére die
Einfihrung weiterer Enon-Systeme moglich, da aber keine der synthetisierten Modifikationen an
dieser Position eine verbesserte biologische Wirksamkeit verglichen mit Marbotinib 20 aufweist,

wurden diese Grundstruktur nicht weiter untersucht. AuRerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit

Chemischer Teil

o)
a
X 2-F, 55
—_— AN ’
o R—EO/\)J\CI 3-F 56
= 3-CF3 57

4-CF, 58

R =

2-F, 59
3-F, 60
3-CF; 61
4-CF; 62

keine Untersuchungen zum maoglichen irreversiblen Bindemodus durchgefiihrt.
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2.5. GRUNDSTRUKTUR Il

Mit Grundstruktur Il sollte, wie schon mit Grundstruktur I, eine andere Kopfgruppe statt des

bekannten Isoxazol-Rings synthetisiert werden. Ein aromatisches System wurde mit dem Bisaryl-

Grundkorper liber ein Amin verknipft. Verbindung 33 wurde erneut als Startverbindung gewahlt.

Die gewilinschten Amine wurden durch reduktive Aminierung aus dem entspr. aromatischen

Aldehyd und 33 synthetisiert. Die Imin-Zwischenstufe 63 wurde ebenfalls isoliert (Schema 11).3%%

357

CFs CFs
) [ )
= =
63 ~ 64
N HN
a b
33 — —_—
HO HO
N N
N © N o

Schema 11: Synthese von 64. Reaktionen und Bedingungen: (a) 6-(Trifluoromethyl)nicotinaldehyd (1.2 eq.), THF, RT,

Uber Nacht, 43%, (b) NaBH,4, Borsaure, THF/MeOH, 0 °C, 2 h, 40%.

Die Verknipfung des Amins mit einer Trifluormethylpyridin-Gruppe ist aus dem Wirkstoff

Pexidartinib 65 bekannt, einem Inhibitor der Tyrosinkinase CSF1-R, das 2019 von der FDA fir die

Behandlung von Riesenzell-Tumoren der Sehnenscheide (GCT-TS, Giant cell tumor of the tendon

sheath, auch bezeichnet als Tenosynovialer Riesenzelltumor: TGCT, tenosynovial giant cell tumor)

zugelassen wurde.3%83%9
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Die Produktpalette kdnnte bei dieser Stoffgruppe durch Verwendung anderer Aldehyde ebenfalls
beliebig erweitert werden, die Grundstruktur wurde aufgrund der biologischen Wirkung allerdings

ebenfalls nicht weiter untersucht.
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2.6. GRUNDSTRUKTUR Il

Bei Grundstruktur Ill und bei weiteren Grundstrukturen sollte auf das Problem der Loslichkeit der
Molekiile in Wasser und Ethanol eingegangen werden. Dafiir sollten N-haltige Heterozyklen in die
Molekilstruktur eingebaut werden, die in Salze Uberfihrt werden konnten. Die entspr.
Heterozyklen sollten Giber eine Kohlenwasserstoff-Kette mit dem Indol-N verbunden werden.

Ausgangsmolekil war Verbindung 32.

Um einen N-haltigen Heterozyklus mit einer C,-Kette mit 32 zu verknipfen, wurde 4-(2-
Chloroethyl)morpholin-HCI 66, 4-(2-Chloroethyl)piperidin-HCI 67 oder 4-(2-
Chloroethyl)pyrrolidin-HCI 68 verwendet und unter basischen Bedingungen 69-71 gebildet,36% 361
Anschliefend wurde die Nitrogruppe zum Amin hydriert. Gleichzeitig wurde die Benzylgruppe zu
72-74 abgespalten. Zuletzt wurde die aus Marbotinib 20 bekannte Isoxazol-Gruppe angefligt und

die gewiinschten Verbindungen 75-77 erhalten (Schema 12).324 325
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aoderb
31
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,CN O
H H H H H H
OO0 o090
o o)
72 73 74 75 76 77

Schema 12: Synthese der Derivate 75-77. Reaktionen und Bedingungen: (a) 66, 67 oder 68 (1.2 eq.), K,COs (5.0 eq.),
DMF, 80°C, Uber Nacht, 94%-quantitativ, (b) 67 (2.0eq.), KOH (4.0eq.), DMSO, RT, lber Nacht, 91%, (c)
Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle), THF/MeOH, Reflux, 1h, 39-46%, (d) 5-(tert-Butyl)-3-
isocyanatisoxazol 36 (0.2 M in THF, 2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT, 16 h, 66-83%.

Die Durchfiihrung der Reaktion a in DMSO und mit KOH als Base3®? wurde fiir eine Piperidin-
Verbindung durchgefiihrt, war allerdings etwas weniger ergiebig und ist mit aufwandigerer
Aufarbeitung verbunden (Ausb.: 91%). Zur weiteren Loslichkeitsverbesserung wurde aus 75

dariiber hinaus mit [1,4'-Bipiperidin]-1'-carbonylchlorid 37 Carbamat 78 gebildet (Schema 13).3%%

325
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Schema 13: Synthese von 78 aus 75. Reaktionen und Bedingungen: (a) 37 (2.4 eq.), Pyridin/DCM (1:1), RT, Gber Nacht,
94%.

Um einen N-haltigen Heterozyklus mit einer Cs-Kette mit 32 zu verknipfen, wurde 4-(3-
Brompropyl)morpholin 79 aus Morpholin und 1,3-Dibrompropan synthetisiert.3®3 79 wurde mit 32
umgesetzt und unter basischen Bedingungen 80 gebildet.?®% 351 AnschlieBend wurde die
Nitrogruppe zum Amin hydriert, die Benzylgruppe zu 81 abgespalten und die Isoxazol-Gruppe

angefiigt, um die gewiinschte Verbindung 82 zu erhalten (Schema 14).3243%
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Schema 14: Synthese von 82 aus 32. Reaktionen und Bedingungen: (a) Morpholin (2.0 eq.), 1-Brom-3-chlorpropan
(1.0 eq.), Toluol, Reflux, tber Nacht, 68%, (b) 79 (1.2 eq.), K2COs3 (5.0 eq.), DMF, 80 °C, lber Nacht, 68%, (c)
Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle), THF/MeOH, Reflux,

1h, 54%,

81

\
N

N—-O
/
N/K/\é
/go

H
82 HN

isocyanatisoxazol 36 (0.2 M in THF, 2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT, tiber Nacht, 75%.

Zusatzlich wurde 80 in anderer Reihenfolge aufgebaut. 32 wurde mit 1,3-Dibrompropan zu 83

umgesetzt.3®* 80 wurde nach einer nukleophilen Substitution mit Morpholin erhalten (Schema

15).365
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BnO

32—

Br

Schema 15: Synthese von 80 aus 32. Reaktionen und Bedingungen: (a) NaH (1.2 eq.), 1,3-Dibrompropan (2.3 eq.), DMF,
0 °C-RT, Uber Nacht, 76%, (b) Morpholin (1.2 eq.), K2COs (3.0 eq.), DMF, RT, Gber Nacht, 88%.

Allgemein bietet auch diese Stoffklasse neben den beispielhaft synthetisierten Produkten durch

weitere Variation des sekundaren Amins und der Kettenlange des Linkers ein breites Feld an

Moglichkeiten fur weitere Molekdile.
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2.7. GRUNDSTRUKTUR IV

Weitere Modifikationen der Molekilstruktur sollten an C-3 des Indolrings von Marbotinib 20
vorgenommen und damit die Grundstruktur IV geschaffen werden. Dazu wurden neben einer
einfachen Methylgruppe (87) der Heterozyklus Morpholin (90) beispielhaft fiir weitere sekundare
Amine als Kopfgruppe verwendet, wobei die Verknilipfung (iber eine CH,-Gruppe erfolgte.

Weiterhin wurde ein Dimer aus zwei Marbotinib-Molekilen (93) synthetisiert.

2.7.1. Methylgruppe

Mit der Synthese einer Verbindung mit Methylgruppe an C-3 des Indolrings sollte Gberpruft
werden, inwiefern sich Substituenten in dieser Position auf die biologische Wirkung der
Verbindungen auswirken. Daher wurde 86 in drei Reaktionen ausgehend von 32 synthetisiert.
Beim ersten Schritt wurde 32 mit Morpholin und Formaldehyd nach Mannich zu 84 umgesetzt.3%®
Die nachfolgende Hydrierung (85) und anschlieRende Kopplung erfolgten nach bewéhrter
Vorschrift (vgl. Kapitel 2.3.1) und fiihrten zu 86 (Schema 16). Bei der Hydrierung konnte in einem
Schritt neben Reduktion der Nitrogruppe und Abspalten der Benzylgruppe eine Methylgruppe am

C-3 des Indolrings erhalten werden.3243%
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Schema 16: Synthese des Derivats 86. Reaktionen und Bedingungen: (a) Morpholin (3.0 eq.), Paraformaldehyd (3.0 eq.),
DMF, 80 °C, 4 h, 34%, (b) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle), THF/MeOH, Reflux, 1 h, quantitativ, (c)
5-(tert-Butyl)-3-isocyanatisoxazol 36 (0.2 M in THF, 2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT, Gber Nacht, 49%.

2.7.2. Morpholin

2.7.2.1. Synthese

Das Ziel, Heterozyklen in die Molekilstruktur einzufiihren, wurde auch fir Derivate der
Grundstruktur IV verfolgt. Dazu wurde erneut das sekundare Amin Morpholin verwendet und die
Reaktionsfolge mit Verbindung 84 gestartet. Die Benzylgruppe wurde unter Beibehalten der
Morpholinomethyl-Gruppe unabhangig von der Nitrogruppe entfernt und anschlieBend in einem
2. Schritt die Nitrogruppe reduziert. Zur Spaltung der Benzylgruppe wurde Bortribromid

verwendet (87),367-3%°

wahrend die Nitrogruppe mit Raney-Nickel und Hydrazin reduziert wurde
(88).37%: 371 Der letzte Schritt dieser Reaktionssequenz erfolgte wie bereits mehrfach beschrieben,
wodurch 89a isoliert werden konnte (Schema 17).32%3% Um optimale Reinheit zu erreichen, wurde

Verbindung 89a mit Hilfe der prdp. HPLC gereinigt und das TFA-Salz 89b erhalten.
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Schema 17: Synthese des Derivats 89a. Reaktionen und Bedingungen: (a) BBrs3 (5.0 eq.), DCM, -78 °C, 1 h, 70%, (b) Raney-
Ni (10% w/w), Hydrazin-Monohydrat (2.0 eq.), MeOH, RT, 1 h, (c) 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatisoxazol 36 (0.2 M in THF,
2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT, Gber Nacht, 17% (uber 2 Stufen).

Die Benzylgruppe konnte auch mit Bortrifluorid-Etherat und Dimethylsulfid abgespalten

372;373

werden, allerdings erwies sich die Variante mit Bortribromid als schneller und leichter in der

Handhabung. Die Nitrogruppe konnte weder mit Eisen und Essigsdaure noch mit Zink und HCI

reduziert werden.374-376

2.7.2.2. NMR-Analytik

Zur genauen Charakterisierung der Molekilstrukturen wurden einige der neu synthetisierten
Substanzen mit ein- und zweidimensionaler NMR-Analytik untersucht. Fir das Produkt 84 der
Grundstruktur IV konnte so die Struktur detailliert aufgeklart werden. Aus den Integralen,
chemischen Verschiebungen und Multiplett-Aufspaltungen der Signale des H-NMR-Spektrums
konnten erste Informationen tber die Struktur gezogen werden. Weiterhin wurden 3C-Spektren,
DEPT135- und DEPT90-Spektren (distortionless enhancement by polarization transfer) verwendet,
um die einzelnen C-Atome zu analysieren und nach Anzahl der direkt gebundenen H-Atome zu
differenzieren. Zur Bestimmung von Verkniipfungen der einzelnen Atome und Molekilteile und
somit der exakten rdumlichen Struktur der Molekiile wurden zusatzlich einige zweidimensionale
Messmethoden angewandt. Mit Hilfe homonuklearer COSY- (correlation spectroscopy) und
TOCSY- (Total Correlation Spectroscopy) Spektren konnten dabei H-Atome, die Uber skalare
Kopplungen verfiigen, miteinander verknipft werden. Dabei werden skalare Kopplungen tber 2-
3 Bindungen (COSY) bzw. innerhalb eines ganzen Spinsystems (TOCSY) sichtbar. HSQC

(heteronuclear single quantum coherence) und HMBC (heteronuclear multi bond correlation) sind
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zweidimensionale Methoden, bei der die chemischen Verschiebungen von skalar-koppelnden *H-
und 3C-Kernen iiber eine einzige (HSQC) bzw. mehrere (HMBC) Bindungen korreliert werden.
Damit konnten H-Atome den entspr. C-Atomen eindeutig zugeordnet werden. Zur
Vervollstandigung der Strukturaufklarung wurden die homonuklearen raumlichen Kopplungen der
'H-Kerne in NOESY- (nuclear overhauser enhancement and exchange spectroscopy) oder ROESY-

(Rotating frame overhauser enhancement spectroscopy) Experimenten untersucht.3”7: 378

Im Folgenden wird die vollstandige Strukturaufklarung von 32 besprochen und anschlieRend auf
Unterschiede und Gemeinsamkeiten mit 84 eingegangen. Diese beiden Molekiile wurden
ausgewahlt, da es sich dabei um die Stufen der Reaktionssequenz handelt, bei denen eine

Zuordnung eindeutig durchfiihrbar ist.

Bei der Analyse des COSY-Spektrums konnten durch die entspr. Kreuzsignale einzelne Spinsysteme
bestimmt werden und damit drei zusammengehorige Signale aromatischer CH-Gruppen des
Benzofuran-Rings (17-20), sowie des Indolrings (2, 3 und 6) bestimmt werden (Abb. 19). Bestatigt
wurden diese Zusammenhinge durch die entspr. Multiplizititen im *H-NMR-Spektrum. Dabei wird
das eine Spinsystem aus den beiden Dubletts (J = 2.4 Hz und J = 8.9 Hz) und einem Dublett von
Dubletts (J = 9.0, 2.4 Hz) gebildet, wahrend das andere Spinsystem aus den Dubletts (J = 2.4 Hz

und J = 9.1 Hz) sowie einem Dublett von Dubletts (/ = 9.1, 2.5 Hz) besteht.
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Abb. 19: Auszug aus dem COSY-Spektrum der Verbindung 32 in DMSO-ds. Die entscheidenden und im Text
beschriebenen Kreuzsignale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Der Ausschnitt des zugehoérigen H-Spektrums
(400 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur Nummerierung im Molekul
gekennzeichnet. Die Nummerierung der Atome des Molekiils erfolgte durch das Programm MestreNova 9.0.1.

Im NOESY-Spektrum kénnen die raumlichen Kopplungen zwischen H17 und H18 sowie H2 und H3
beobachtet werden. Um die im COSY-Spektrum bestimmten Spinsysteme den beiden
Heterozyklen zuzuordnen, konnten weiter eine Kopplung zwischen der benzylischen CH,-Gruppe
und H6 herangezogen werden, wodurch die Vermutungen bestatigt werden konnten. Bei den
Signalen, die mit 17-20 nummeriert wurden, handelt es sich um die Protonen des Benzofuran-
Rings, bei den Signalen mit den Nummern 2, 3 und 6 um die des Indolrings. AulRerdem besteht
eine raumliche Kopplung zwischen H9 und H16. Dieses Kreuzsignal konnte durch skalare Kopplung
im COSY-Spektrum ebenfalls nicht erkannt werden, ist allerdings im NOESY-Spektrum gut sichtbar
(Abb. 20). Beim *H-Signal von H9 handelt es sich um ein Dublett von Dubletts (/= 2.3 Hz und J =
0.9 Hz), beim *H-Signal von H16 um ein Dublett (J = 0.9 Hz).
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Abb. 20: Auszug aus dem NOESY-Spektrum der Verbindung 32 in DMSO-ds. Die entscheidenden und im Text
beschriebenen Kreuzsignale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Der Ausschnitt des zugehérigen H-Spektrums

(400 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur Nummerierung im Molekul
gekennzeichnet.

Zuletzt wurde ein TOCSY-Spektrum aufgenommen, um die beiden Signale von H9 und H16 richtig

zuordnen zu kénnen.
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Abb. 21: Auszug aus dem TOCSY-Spektrum der Verbindung 32 in DMSO-ds. Die entscheidenden und im Text
beschriebenen Kreuzsignale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Der Ausschnitt des zugehoérigen H-Spektrums

(400 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur Nummerierung im Molekul
gekennzeichnet.
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Da eine Kopplung zwischen dem Indol-NH (8) und H9 erkannt werden konnte, kann H9 ebenfalls

dem Indolring zugeordnet werden, wahrend H16 zum Benzofuran-Ring gehort (Abb. 21).

Durch die Analyse des HSQC-Spektrums konnten Protonen ihren zugehdrigen Kohlenstoff-Atomen
zugeordnet werden, wahrend das HMBC-Spektrum in diesem Fall ausschliellich zu
Kontrollzwecken hinzugezogen wurde. Beide Spektren sind daher nicht abgebildet. AuRerdem
wurden bei der Analyse von Verbindung 32 die aromatischen Signale der Schutzgruppe nicht extra

beachtet.

Basierend auf der Analyse der NMR-Spektren von Verbindung 32 wird im Folgenden eine

Komplettanalyse von Molekiil 84 vorgenommen:

Dazu wird zuerst ein Vergleich der beiden H-Spektren herangezogen und entspr. Unterschiede

gekennzeichnet (Abb. 22).

Dabei kénnen allgemein einige Signale erkannt werden, die sich bei ahnlichen chemischen
Verschiebungen befinden wie schon im Spektrum von 32 und daher mit groBer Wahrscheinlichkeit
den entspr. aromatischen Protonen zuzuordnen sind. Weiterhin kann erkannt werden, dass sich
im aromatischen Bereich ein H-Signal weniger befindet als noch bei Verbindung 32, wihrend zwei
Signale eine deutliche Veranderung der chemischen Verschiebung aufweisen. Vermutlich
verschwindet das Dublett von Dubletts bei 7.75 ppm aus dem H-Spektrum von Verbindung 32
komplett. Das Proton, das im Spektrum von Verbindung 32 fiir das Dublett bei 8.15 ppm
verantwortlich war, wird wahrscheinlich im Spektrum von Verbindung 84 ein Singulett bei
8.04 ppm bilden. Das Signal bei 7.29 ppm aus dem H-Spektrum von 32 erfihrt im H-Spektrum
von 84 eine Tieffeldverschiebung bis 7.44 ppm (Abb. 22A und B).
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Abb. 22: Vergleich der H-Spektren (400 MHz) der Verbindungen 32 (A) und 84 (B) in DMSO-de. Die entscheidenden und
im Text beschriebenen Veranderungen der chemischen Verschiebungen einzelner Signale sind mit blauen Pfeilen, das
Verschwinden eines Signals mit einem Kreuz gekennzeichnet.

Aus dem Vergleich der *H-Spektren kann mit groRer Sicherheit geschlossen werden, dass sich der
Methylmorpholin-Rest an einer der aromatischen Positionen befindet, wobei das C3’-Atom des
Benzofuran-Rings oder das C3-Atom des Indolrings dafiir in Frage kommen kdnnten. Dazu muss
geklart werden, ob es sich beim Singulett bei 8.04 ppm im H-Spektrum von 84 um das Signal
handelt, das vom Proton des C3‘-Atoms des Benzofuran-Rings oder des C3-Atoms des Indolrings
ausgeht und ob die Vermutung stimmt, dass es sich beim Dublett von Dubletts bei 7.75 ppm aus

dem Spektrum von 32 um das in H-Spektrum von 84 verschwundene Signal handelt.

Durch die Analyse von H- und COSY-Spektrum von Verbindung 84 konnten einige Vermutungen
bestitigt werden. Durch die Multiplizititen im 'H-Spektum und entspr. Kreuzsignale im COSY-
Spektrum ist auch hier eine Einteilung in die einzelnen Spinsysteme mdglich (H2, H3 und H6 sowie
H18, H19 und H21). Im NOESY-Spektrum ist erneut eine Kopplung der benzylischen CH,-Gruppe
und H6 zu sehen, was das eine der genannten Spinsysteme erneut eindeutig dem Indolring
zuordnet. Im NOESY-Spektrum von 84 ist kein Kreuzsignal mehr zwischen dem wichtigen Singulett
bei 8.04 ppm und einem anderen Signal zu sehen. Es besteht bei Verbindung 84 also im Gegensatz
zu 32 keine raumliche Kopplung zwischen den beiden Ringen, was bestatigen wiirde, dass sich die

eingefiihrte Gruppe am C3‘-Atom des Benzofuran-Rings oder am C3-Atom des Indolrings befindet.

Die Analyse des TOCSY-Spektrums von Verbindung 84 liefert ebenfalls einige wichtige
Informationen. Wahrend bei Verbindung 32 eine Kopplung zwischen dem Indol-NH und dem
Proton an Position C3 des Indolrings zu erkennen war, ist bei Verbindung 84 kein TOCSY-

Kreuzsignal fir entsprechendes Proton (H8) sichtbar.
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Letzte Zusammenhdnge bei der Komplettanalyse von Molekil 84 konnen tber ein HSQC- bzw. ein
HMBC-Spektrum geklart werden. Dabei geht es entscheidend um die Frage, an welcher Position
im Molekil die Methylmorpholin-Gruppe lokalisiert ist. Im HSQC-Spektrum ist zu sehen, dass das

Singulett bei 8.04 ppm mit dem Signal des C-Atoms bei ca. 115 ppm koppelt (Abb. 23).
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Abb. 23: Auszug aus dem HSQC-Spektrum der Verbindung 84 in DMSO-ds. Das entscheidenden und im Text
beschriebenen Signal ist mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Die Ausschnitte der zugehdrigen *H- (400 MHz) und
13C-Spektren (101 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur Nummerierung im
Molekiil gekennzeichnet. Die Nummerierung der Atome des Molekdils erfolgte durch das Programm MestreNova 9.0.1.

Im HMBC-Spektrum von Verbindung 84 findet sich fiir das Indol-NH kein Kopplungssignal mit dem
C-Signal bei ca. 115 ppm (Abb. 24, Kreis). Weiterhin zeigt die CH,-Gruppe (H23) Kopplungssignale

zu denselben quartdren C-Atomen im HMBC-Spektrum wie auch das Indol-NH (H8).
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Abb. 24: Auszug aus dem HMBC-Spektrum der Verbindung 84 in DMSO-ds. Die entscheidenden und im Text
beschriebenen Signale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet, ein fehlendes Signal mit einem blauen Kreis markiert.
Die Ausschnitte der zugehorigen H- (400 MHz) und 13C-Spektren (101 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die
jeweiligen Signale sind analog zur Nummerierung im Molekil gekennzeichnet.

Durch diese NMR-Komplettanalyse sowie einer zusatzlichen ausfihrlichen Analyse von 87 kann
die Struktur von Verbindung 84 und der damit verbundenen Derivate mit groRRer Sicherheit

bestatigt werden.

2.7.3. Dimer

Unter den Bedingungen der Reaktion von 32 mit Morpholin zu 84 wurde mit Dimethylamin als
sekunddarem Amin ein Dimer 90 zweier Molekiile 32 isoliert. Das Dimer scheint ebenfalls iber C-3
des Indolrings der beiden Molekile verknipft zu sein. Ausgehend von 90 wurde in zwei Schritten

92 synthetisiert, wie fiir Marbotinib 20 beschrieben (Schema 18, vgl. Kapitel 2.3.1).324 325
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92

Schema 18: Synthese des Derivats 92. Reaktionen und Bedingungen: (a) Dimethylamin (2 M in THF, 3.0 eq.),
Paraformaldehyd (3.0 eq.), DMF, 80 °C, 4 h, 22%, (b) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle), THF/MeOH,
Reflux, 1 h, 82%, (c) 5-(tert-Butyl)-3-isocyanatisoxazol 35 (0.2 M in THF, 2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT, iber Nacht,
40%.

Dimer 90 wurde bei der Synthese von 84 ebenfalls isoliert, trat dabei allerdings nur als
Nebenprodukt mit einer kleinen Ausbeute auf. Zum Mechanismus des ersten Schritts der
Reaktionssequenz (s. Schema 16 und Schema 18) werden daher nur ein paar Vermutungen
beschrieben. Wahrend bei Verwendung des Amins Morpholin gréf3tenteils eine Methylamin-
Gruppe (83) gebildet wird und nur ein geringer Teil zum Dimer 90 reagiert, entsteht durch
Reaktion mit Dimethylamin vor allem Dimer 90. Die Bildung eines Dimers zweier Indol-Molekiile
unter Verwendung von Formaldehyd mit Mikrowellen als Energiezufuhr oder verschiedenen
Katalysatoren ist bekannt und wurde bereits mehrfach beschrieben.?”°=8! Ein Zusammenspiel von
Mannich-Reaktion mit dem entspr. Amin und einer Dimerbildung ist zumindest sdurekatalysiert
ebenfalls bekannt, wobei von einer Zwischenstufe 93 ausgegangen wird, die entweder durch eine
Mannich-Reaktion oder durch Reaktion der Indolverbindung mit Formaldehyd entstehen kann.3%-
384 Eine Bildung der gewiinschten Aminverbindung Uber eine Mannich-Reaktion und
anschlieRende Dimerbildung wird allerdings normalerweise erst nach Methylierung des Stickstoffs

beobachtet.38% 386
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93

Eventuell konnte zur Klarung des Mechanismus gepriift werden, ob 32 und Formaldehyd ohne

Zusatz eines Amins reagieren, und um welche Art von Reaktion es sich dabei handelt.

2.7.4. \Weitere Versuche

Zusatzlich wurde allgemein an einer alternativen Syntheseroute zur Herstellung von Molekiilen
mit einer beliebigen Modifikation in Position 3 des Indolrings gearbeitet. Die Syntheseidee basiert
darauf, bereits im ersten Schritt eine Carbonylgruppe an Position 2 des Indolrings einzufiihren, um
erst anschliefend die gewilinschte Modifikation in Position 3 des Indolrings zu erhalten. Die ersten
Stufen der geplanten Syntheseroute wurden im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert, allerdings
wurde die Syntheseroute ebenfalls nicht weiter durchgefiihrt. Nachdem in einem ersten Schritt
eine Carbonsdure 94 erhalten wurde,? erwies es sich als sinnvoll, direkt im Anschluss die
Benzylsulfonyl-Gruppe zu entfernen (95).324 343344 Dje erhaltene Siure 95 wurde auf verschiedene
Arten entweder mit einer Methyl- oder einer Ethylgruppe zu 96 bzw. 97 verestert. Dabei wurde
jeweils neben einer ,klassischen” Veresterung mit Schwefelsdure und dem entspr. Alkohol3¥7-3%2

auch eine Variante nach Schotten und Baumann mit Thionylchlorid durchgefiihrt,393-3%

BnO N OH
BnO
a \©\/I\>_< b BnO N\ OH c oderd : N\ O%
23 —— \_0 o __, —_— >
=S= N N @)
© HoO H
94 95 R=

Me, 96
Et, 97

Schema 19: Synthese von 96 und 97. Reaktionen und Bedingungen: (a) n-Buli (1.2 eq.), CO,, THF, -78 °C-RT, Gber Nacht,
77%, (b) NaOH (10% in Wasser), MeOH/THF, Reflux, 4 h, 68%, (c) H,SO4, Alkohol, Reflux, 6 h, 96: 57%, 97: 43%, (d)
Thionylchlorid, Alkohol, Reflux, 6 h, 96: 62%, 97: 53%.

Ausgehend von einem der beiden synthetisierten Ester 96 oder 97 konnten verschiedene
Modifikationen in Position 3 erreicht werden. Beispielsweise kdnnten an dieser Stelle eine

3% und anschlieBend eine Ubergangsmetall-katalysierte Kopplung®*®

Halogenierung3®”
durchgefiihrt werden oder eine Vilsmeier-Haack-Reaktion3% erfolgen. Auch durch Bildung eines

Azids*® und anschlieRender Click-Reaktion zum Triazol wiren weitere Stoffklassen denkbar.
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2.8. GRUNDSTRUKTUR V

Beim Design von Grundstruktur V sollte zuerst gepriift werden, ob Modifikationen an C-3 des
Benzofuran-Rings von Marbotinib 20 vorgenommen werden kdnnen und welche Auswirkungen
derartige Modifikationen auf die Wirkung der Molekile besitzen. Dazu wurde analog zu den
Arbeiten zu Grundstruktur IV (s. Kapitel 2.7) ein C-3‘-Methyl-Derivat an entspr. Position
synthetisiert. Wie bei den Molekiilen der Grundstruktur IV sollten auch an dieser Position
stickstoffhaltige Heterozyklen eingefiigt werden, um die Loslichkeit der Molekiile zu verbessern.

Die Verkniipfung sollte tber eine CH,-Gruppe erfolgen.

2.8.1. Methylgruppe

Eine Methylgruppe in C-3‘ des Benzofuran-Rings konnte erhalten werden, indem eine ahnliche
Reaktionssequenz verwendet wurde, die aus der Synthese von Marbotinib 20 bekannt war. Dazu
wurde statt 2-Hydroxy-5-nitrobenzaldehyd (28) 1-(2-Hydroxy-5-nitrophenyl)ethan-1-on (100) mit
der bromierten Indolverbindung 27 (s. Kapitel 2.3.1) umgesetzt. 100 sollte einerseits durch
nukleophile Reaktion des Phenols 98 mit anschliefender Fries-Umlagerung synthetisiert werden
(Schema 20)** und andererseits durch aromatische Nitrierung von 1-(2-Hydroxyphenyl)ethan-1-
on 101 (Schema 21).%0%403 Es wurde davon ausgegangen, dass die aromatische Nitrierung mit einer

aufwandigeren Reinigung verbunden ist.

0]
OH )J\O b OH O
a oder ¢
NO
2 N02 N02
98 29 100

Schema 20: Synthese von 99 und Versuch zur Synthese von 100. Reaktionen und Bedingungen: (a) NaOH (1.5 eq.),
AcOAc (1.5 eq.), Wasser, 95 °C, 10 min, 85%, (b) Zink (1.0 eq), DMF, 65 °C, 4 h, (c) AlCl5(1.2 eq.), 160-170 °C, 5 h.
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Da allerdings die Fries-Umlagerung nicht zum gewiinschten Produkt 100 fiihrte, wurde die
alternative Reaktion der aromatischen Nitrierung mit rauchender Salpetersaure durchgefiihrt und

die erwarteten Regioisomere 100 und 102 aufwéandig chromatographisch voneinander getrennt

(Schema 21).402% 403

OH O OH O
— > 100 + O2N

101 102

Schema 21: Synthese von 100 und 102. Reaktionen und Bedingungen: (a) Rauchende Salpetersaure (1.5 eq.), Essigsaure,
RT, Gber Nacht, 100: 40%, 102: 24%.

Im Anschluss wurde die nitrierte Verbindung 102 mit dem a-bromierten Keton 27 (s. Kapitel 2.3.1)
unter basischen Bedingungen zum methylierten Benzofuran-System 103 umgesetzt. Ohne

Reinigung wurde die Phenylsulfonyl-Verbindung 103 durch NaOH entschiitzt. Die weiteren

Schritte entsprechen der Marbotinib-Synthese (Schema 22, vgl. Kapitel 2.3.1).324 325 342

Schema 22: Synthese von 106. Reaktionen und Bedingungen: (a) 27 (s. Kapitel 2.3.1, 1.0 eq.), 2-Butanon, Reflux, 4 h, (b)
NaOH (10% in Wasser), MeOH/THF, Reflux, 4 h, 50% (lber 2 Schritte), (c) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf

Aktivkohle), THF/MeOH, Reflux, 1 h, quantitativ, (d) 36 (s. Kapitel 2.3.1, 0.2 M in THF, 2.2 eq.), Pyridin (25 eq.), THF, RT,
Uber Nacht, 64%.

Prinzipiell besteht wahrscheinlich die Méglichkeit, auf die beschriebene Art weitere Molekiile mit

Grundstruktur V durch Variation des Ketons zu synthetisieren.
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2.8.2. Verbindungen ohne Linker

Zusatzlich sollten Molekiile mit Grundstruktur V synthetisiert werden, deren Molekilstrukturen
einen stickstoffhaltigen Heterozyklus in der entspr. Position des Benzofuran-Rings tragen.
Nitrophenol 98 wurde im ersten Schritt zu 107 alkyliert.*** Nach Verseifung (108) und
Saurechlorierung zu 109 wurden die Amide 110 und 111 erhalten.?®> 4% Der anschlieBende

Ringschluss zu den beiden Zielmolekiilen 112 und 113 gelang nicht.*%”

O,N O,N
%8 — o OH —~
0]

0]

107 108

02N d OzN\©\ o R
O\OWCI - OWR % e N\
o

R= N~ | R = N~ |
x{"Q S E{NJ NS

110 111 112 113

109

Schema 23: Synthese von 110 und 111 und Versuch zur Synthese von 112 und 113. Reaktionen und Bedingungen: (a)
Ethylbromoacetat (1.0 eq.), K2COs (4.0 eq.), MeCN, 60 °C, 2 h, 99%, (b) K,CO3 (1.3 eq.), Wasser, Reflux, 2 h, 98%, (c)
Thionylchlorid, DMF, 2 h, RT, (d) Amin (1.2 eq.), DCM, 0 °C-RT, 1 h, 110: 84%, 111: 87%, (e) 2-Fluorpyridin (1.0 eq.),
Trifluormethansulfonsdaure-Anhydrid (1.0 eq.), DCM, RT, 6 h.

2.8.3. CH:-Verbindung

Daneben wurde an der Verknipfung eines stickstoffhaltigen Heterozyklus tGber eine CH,-Gruppe
gearbeitet. Da in einer Reaktionsfolge, wie sie bei der Synthese des Molekiils der Grundstruktur
IV (s. Kapitel 2.7) verwendet wurde, eine hohere Reaktivitdt des Indolrings als des Benzofuran-
Rings festgestellt wurde, sollte beim Versuch der Synthese dieser Verbindungen alternativ

vorgegangen werden.

2.8.3.1. Reaktionssequenz A

Zuerst wurden 1-(2-Hydroxyphenyl)ethan-1-on 101 bzw. 1-(2-Hydroxy-5-nitrophenyl)ethan-1-on
102 zu 114 bzw. 115 alkyliert.**% 4% AnschlieBend wurde verseift (116 bzw. 117)%% und der Ring in
einer Kondensationsreaktion zu den methylierten Benzofuran-Verbindungen 118 bzw. 119
geschlossen.*®® Nach radikalischer Bromierung (120 bzw. 121)%%#12 konnten verschiedene Amine

als Nukleophil eingefiigt und die Produkte 122 und 123 isoliert werden 0% 4117413
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R R
a b c
101 oder 102 —— J _— —_—
(0] OH
(0] (0]
O\V/LQO \V/kﬁj

o}
R= R =
H, 114 H, 116
NO,, 115 NO,, 117
Br R'
R d R e R
1655 55 Bl 05
o o) o)
|
R= R= R=H,R'=\<N\ 122
H, 118 H, 120
NO,, 119 NO,, 121 ﬁN/
123

R=N02,R'=EI{NJ

Schema 24: Synthese von 122 und 123. Reaktionen und Bedingungen: (a) Ethylboromoacetat (1.4 eq.), K,COs (4.0 eq.),
Aceton, 60 °C, 3 h, 114: 64%, 115: 93%, (b) K,CO3 (1.3 eq.), Wasser, Reflux, 2 h, 116: 97%, 117: 87%, (c) NaOAc (6.0 eq.),
AcOAc, Reflux, Gber Nacht, 118: 5%, 119: 7%, (d) NBS (1.0 eq.), AIBN (0.1 eq.), CCl, oder Benzol, Reflux, Gber Nacht, (e)
Amin (3.0 eq.), DMF, RT, 30 min, 122: 42%, 123: 31%.

Die geringen Ausbeuten der Ringschluss-Reaktion ¢ konnen eventuell durch zu geringe
Reaktionstemperaturen erklart werden, da 116 bzw. 117 in einem ersten Teilschritt der Reaktion
¢ zu entspr. Benzofuran-2-carbonsdure umgesetzt werden und die Produkte 118 bzw. 119 im
Anschluss thermisch durch Decarboxylierung entstehen. AulRerdem wadre eine alternative und
eventuell vielversprechendere Synthese, den Ringschluss direkt ausgehend von den Estern 114
bzw. 115 durchzufiihren, den Benzofuran-2-carbonsdureester zu verseifen und anschlieRend

gezielt eine Decarboxylierung durchzufiihren. 1% 41

Die Nitrogruppe wurde zum Amin 124 reduziert und anschlieRend mit einer Boc-Gruppe

geschiitzt, um 125 zu erhalten.*¢%!8

//\N/ //\N/

N
2
123 —— N\ —_— >(O\[]/N \
o 6]
124 125

Schema 25: Synthese von 125. Reaktionen und Bedingungen: (a) Pd (10% auf Aktivkohle), H,, EA/MeOH, RT, 8 h, (b)
Boc,0 (1.1 eq.), THF, Reflux, Gber Nacht, 34% (Uber 2 Stufen).

Um anschlieBend das gewtinschte Produkt zu erhalten, sollten als ,Gegenstlicke” entspr. Indol-

Verbindungen verwendet werden. Zusatzlich zur schon beschriebenen Synthese Ulber eine
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Verbindung mit Phenylsulfonyl-Schutzgruppe am Indol-N (Schema 19) wurde daher zuerst das
gewiinschte Produkt 95 in groReren Ausbeuten durch Verwendung einer Boc-Schutzgruppe tber
das Molekiil 126 erhalten. Dazu wurde die Indol-Carbonsdure 95 in zwei Stufen nach bereits

beschriebenen Vorschriften aus 25 synthetisiert (Schema 26).32% 346

BnO OH
A\
a N b

25 — O o5
0

Schema 26: Synthese von 95. Reaktionen und Bedingungen: (a) n-Buli (1.2 eq.), CO,, THF, -78 °C-RT, Uber Nacht, 60%,
(b) TFA/DCM, RT, 1 h, quantitativ.

AuBerdem wurde eine weitere Carbonsdure-Verbindung 131 mit dem Ziel synthetisiert,
unerwiinschte Nebenreaktionen zu vermeiden, die mit einer Hydrierung verbunden sind. Dazu
wurde die Benzyl-Schutzgruppe der OH-Gruppe entfernt und durch eine Silylgruppe ersetzt. Dafiir
wurden zwei verschiedene Syntheserouten eingesetzt und 22 oder 23 als Ausgang verwendet. Bei
beiden Verbindungen wurde im ersten Schritt die Benzylgruppe durch Hydrierung abgespalten
und 127 bzw. 129 isoliert.3%% 419 420 |m zweiten Schritt wurde die Hydroxygruppe des Phenols mit
tert-Butylchlordimethylsilan auf zwei verschiedene Arten geschiitzt (128 bzw. 130).32% 421 Das
Indol-N von 128 wurde im Anschluss wie beschrieben mit einer Phenylsulfonyl-Gruppe geschuitzt
und 130 erhalten.??! Zuletzt wurde aus 130 wie ebenfalls beschrieben die Carbonsiure 131

synthetisiert (Schema 27).322
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22 23

128

Schema 27: Synthese von 131. Reaktionen und Bedingungen: (a) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle),
EtOH, 60 °C, 2-8 h, 127: 60%, 129: 33%, (b) Imidazol (2.0 eq.), tert-Butyldimethylsilylchlorid (1.2 eq.), DMF, RT, 1 h, 97%
(c) NaH (1.2 eq.), Phenylsulfonsdurechlorid (1.3 eq.), DMF, RT, ulber Nacht, 49%, (d) NaH (1.1eq.), tert-
Butyldimethylsilylchlorid (1.1 eq.), THF, RT, Gber Nacht, 57%, (e) n-BulLi (1.1 eq.), CO,, THF, -78 °C-RT, liber Nacht, 33%.

Nach Synthese der ,Bausteine” wurden einige Kopplungsversuche mit den Carbonsdure-
Verbindungen 94, 95, 126 oder 131 und 122, 123 oder 125 durchgefiihrt, von denen allerdings im

Rahmen dieser Arbeit keiner zum gewiinschten Produkt flhrte.

2.8.3.2. Reaktionssequenz B

Da eine Kopplung der Benzofuran-Verbindungen mit Indol-Carbonsauren auf die durchgefiihrten
Arten nicht zielflihrend war, sollte der Benzofuran-Ring schon vor der Kopplung in eine entspr.
substituierte Carbonsdure tUberfiihrt werden. Zur Synthese dieser Art von Verbindungen wurde 1-
(2-Hydroxy-5-nitrophenyl)ethan-1-on 100 in einem Schritt zum Ester 132 zyklisiert.*?? Die
methylierte Benzofuran-Verbindung 132 wurde radikalisch bromiert (133)%% 4L 412 ynd
anschlielend in einer nukleophilen Substitution der stickstoffhaltige Heterozyklus angefligt, um

den Ester 134 zu erhalten.%% 411413 Djeser wurde verseift und 135 isoliert.*?3
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Br
a_ OoN o~/ b o _/
100 ——— N\ V2 \ o)
(0] (e 0 0
133

c d
O2N oJ O2N OH
@%« :
(0] 0 (0] 0]
134

135

Schema 28: Synthese von 135. Reaktionen und Bedingungen: (a) Ethylbromoacetat (1.2 eq.), K,COs; (2.0 eq.),
MeCN/DMF (4:1), Reflux, Gber Nacht, 68%, (b) NBS (1.5 eq.), AIBN (0.2 eq.), Benzol, Reflux, Gber Nacht, (c) N-Me-
Piperazin (3.0 eq.), DMF, RT, 30 min, 87% (liber 2 Stufen), (d) NaOH (1 M in Wasser, 1.0 eq.), EtOH, RT, 3 h, 91%.

Eine weitere Moglichkeit zur Synthese von 135 waére eine Alkylierung von 100, wie bereits fir 114
bzw. 115 in Kapitel 2.8.3.1 gezeigt, und anschliefender a-Bromierung des Ketons. Nach einer
Substitutionsreaktion mit dem gewtlinschten Amin konnte ebenfalls ein Ringschluss versucht

werden.*?*

Auch im Anschluss an diese Reaktionssequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit keine der

Kopplungen von 135 mit einem Indolderivat erfolgreich durchgefiihrt.
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2.9. GRUNDSTRUKTUR VI

Weitere Modifikationen sollten an C-4 des Indolrings von Marbotinib 20 vorgenommen werden.
So sollte die neue Grundstruktur VI geschaffen werden. Auch diese Modifikationen sollten in
erster Linie die Loslichkeit der entspr. Molekiile erhdhen. Dazu wurden erneut verschiedene
sekundare Amine als Kopfgruppe verwendet, die bei dieser Grundstruktur teilweise auch mit
Enonsystemen verbunden wurden. Die Verkniipfung erfolgte tber eine CH,-Gruppe. Marbotinib

20 wurde als Startverbindung gewahlt, um die gewlinschten Produkte zu erhalten.

Die Grundstruktur VI wurde weiter unterteilt, und die neuen Molekliile wurden nach
verschiedenen Kopfgruppen eingeteilt. Ein Uberblick tiber die verwendeten Kopfgruppen a-f ist

im Folgenden gegeben:

b
R

- RAromat\N /w
a N

Raiiphat REnon\N/w
/N?/ f g

Raromat ~_ N \f"
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2.9.1. Kopfgruppe a

Zur Synthese von Grundstruktur VI mit Kopfgruppe a wurden Dimethylamin und die sekundaren
Amine Morpholin, Piperidin, Pyrrolidin, N-Methyl-Homopiperazin, sowie die drei alkylierten

Piperazin-Derivate N-Methylpiperazin, N-Ethylpiperazin und N-lsopropylpiperazin verwendet.

N-Ethylpiperazin und N-Isopropylpiperazin wurden dabei als TFA-Salze 139 und 141 synthetisiert
und entweder als Amine (fur die Reaktionen in EtOH) oder TFA-Salze (fir die Reaktionen in
Essigsdure) verwendet. Daneben wurden Reaktionen mit N-Boc-Piperazin 137 und tert-

Butylpiperidin-4-ylcarbamat 146 durchgefihrt.

2.9.1.1. Synthese der Amine

Wahrend einige Amine kommerziell erhéltlich sind, wurden die TFA-Salze 139 und 140
synthetisiert. Dazu wurde Piperazin 136 verwendet, einfach Boc-geschiitzt (137),%® durch
nukleophile Substitution oder reduktive Aminierung (138 bzw. 140)*%%%® N-alkyliert und

anschlieBend die Boc-Schutzgruppe im Sauren abgespalten (139 bzw. 141) (Schema 29).426:427

HN ( *2 TFA
@ SO G R
136 137 © )T 138 O%% &NH

] N ; 4( *2 TFA
«:> — N 141
e
%N

NH
140 O

Schema 29: Synthese von 139 und 141. Reaktionen und Bedingungen: (a) Boc,0 (0.5 eq.), DCM, RT, tiber Nacht, 27%,
(b) lodethan (1.1 eq.), DIPEA (1.1 eq.), MeCN, 0 °C-RT, lber Nacht, 36%, (c) Aceton (2.0 eq.), Essigsdure (2.0 eq.),
Natriumcyanoborhydrid (2.0 eq.), MeOH/THF (1:4), RT, lGiber Nacht, 75%, (d) TFA, DCM, RT, 1 h, 139: quantitativ, 141:
quantitativ.

tert-Butylpiperidin-4-ylcarbamat 146 wurde ausgehend von 1-Benzylpiperidin-4-on 142 in einer
vierstufigen Synthese hergestellt (Schema 30). Das Ketoxim 143 wurde aus 142 mit Hydroxylamin
erhalten.*”® 143 wurde mit Lithiumaluminiumhydrid zum Amin 144 reduziert,*° welches
anschlieBend Boc-geschiitzt wurde zu 145.4%! Zuletzt wurde die Benzylgruppe durch katalytische

Hydrierung entfernt und 146 isoliert.*?°
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o N-OH NH,
|
N ——= N ——— N

[:::J/J142 [:::j/J143 [:::J/J144

[:::J/J145 146

Schema 30: Synthese von 146. Reaktionen und Bedingungen: (a) Hydroxylamin-HCl (2.0 eq.), K,COs (2.0 eq.), EtOH,
Reflux, 2 h, 78%, (b) LiAlH,4 (2.6 eq.), THF, Reflux, Giber Nacht, 96%, (c) Boc,0 (1.1 eq.), Triethylamin (1.5 eq.), DCM, 0 °C-
Reflux, Giber Nacht, 80%, (d) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle), THF/MeOH (1:1), Reflux, 4 h.

2.9.1.2. Synthese der Produkte

Um die gewiinschte Aminomethyl-Gruppe an C-4 des Indolrings von Marbotinib 20 zu erhalten,
wurde 20 mit den entspr. Aminen und Paraformaldehyd oder Formaldehyd-Losung (37% in
Wasser) zu 147a-156 umgesetzt (Schema 31). Zur Syntheseoptimierung wurden dazu
verschiedene Lésemittel und Reaktionsbedingungen verwendet.36% 4327434 Alle Reaktionen, fiir die
EtOH als Losemittel verwendet wurde, wurden von Dr. Herwig Pongratz durchgefiihrt. Um
optimale Reinheit zu erreichen, wurden die Verbindungen 147a-153a durch prap. HPLC gereinigt

und die TFA-Salze 147b-153b erhalten.
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N Qa0
> > > > >
a 148a 149a 150a 151;L

<N /<N N T\l yo

O Q SEROIRS

152a 153a 154 155 156
Schema 31: Synthese von 147a-156. Reaktionen und Bedingungen: (a) Paraformaldehyd (3.0 eq.), Amin (3.0 eq.), DMF,
80 °C, 4 h, 6-50%, (b) Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.5 eq.), Amin (1.5 eq.), Essigsaure, RT, GUber Nacht, 23-94%,

(c) Formaldehyd-Lésung (37% in Wasser, 2.2 eq.), Amin (2.4 eq.), EtOH, 60 °C, Gber Nacht, 0*-87%. *Reaktion zeigte
keinen Umsatz.

Die Ausbeuten der verschiedenen Derivate konnten durch optimierte Reaktionsbedingungen,
durch Variation der Losemittel und der Reaktionstemperatur deutlich verbessert werden (Tabelle

4).
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Tabelle 4: Uberblick tiber die Ausbeuten bei der Synthese der Produkte 131a-140. Die Methoden wurden nach dem
verwendeten Losemittel benannt (n.d. bedeutet nicht durchgefiihrt). Die jeweils beste Ausbeute wurde , fett” markiert.

Chemischer Teil

Ausbeute
Bezeichnung Verwendetes Amin
DMF
0
147a O 28% 50% 87%
NH
148a QH 46% 29% 73%
149a G\JH 51% 6% 41%
150a /l\llH 69% n.d. 48%
N\
N
151a O 94% 24% 79%
NH
152a N Amin 37% n.d. 78%
K/ oder
NH 2*TFA
153a N Amin 66% n.d. 86%
«/ oder
NH 2*TFA
N\
N
154 O 23% n.d. 64%
N
H
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0
155 o= 1% 80% n.d. 59%
N

156 HN 130 27% n.d. 0%

Reaktionen, die in EtOH oder Essigsdaure durchgefiihrt wurden, ergaben im Allgemeinen héhere
Ausbeuten als Reaktionen in DMF. Daher wurde eine Synthese in DMF nicht fir jedes Derivat
durchgefiihrt. Aufgrund einer relativ einfachen und sauberen Aufarbeitung, sowie breiten
Anwendungsmoglichkeiten mit vielen verschiedenartigen, auch schwach-reaktiveren Aminen

wurden die meisten folgenden Synthesen dieser Art in Essigsdure durchgefihrt.

2.9.1.3. Uberlegungen zum Reaktionsmechanismus

Die Reaktion, auf der die Synthese aller Verbindungen dieser Grundstruktur basiert, ist eine
Mannich-Reaktion. Der zugrundeliegende Mechanismus der Reaktion in Essigsaure ist beispielhaft
flir Morpholin gezeigt (Schema 32). Aus dem Amin und Formaldehyd entsteht sdurekatalysiert ein

Iminium-Carbenium-lon als Zwischenstufe.*3>438

o)
HJ\H H)J\)H/% L H/CQ/

O
®
: i 1

H™-Verschiebung ®
- H N/\ H \N/\
Lo 5

Iminium-

Carbenium-

lon

Schema 32: Méglicher Mechanismus zur Bildung eines Iminium-Carbenium-lons aus Formaldehyd und dem sekundaren
Amin Morpholin als Zwischenstufe der Mannich-Reaktion.43% 437

Im Anschluss daran reagiert Indol nukleophil, wobei die reaktive Position hierfiir im Normalfall C-

3 des Indolrings ist. Dafir ist beispielhaft der Mechanismus der Reaktion von Benzyloxyindol 22 zu
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Benzyloxygramin 157 dargestellt: Das entspricht dem 1. Schritt der Serotonin-Synthese nach

Hamlin und Fischer (Schema 33).43% 440

o y )
oL (O # Lo
o) | o H o) 0

: SIS ey
22 N 157X N® 157 N

Schema 33: Beispielhafte Darstellung des zweiten Teils der Mannich-Reaktion ausgehend von 5-Benzyloxyindol 22 und
einem Dimethylamin-Iminiumion.

Tragt C-5 des Indolrings allerdings eine phenolische OH-Gruppe, ergibt sich eine abweichende
Regioselektivitdt. Die freie Hydroxygruppe scheint die Reaktivitdt der Verbindung fir eine
anschlieRende nukleophile Reaktion in Position 4 des Indolrings zu schieben. Es ergibt sich
wahrscheinlich ein Mechanismus dhnlich zu dem der Betti-Reaktion mit sekunddren Aminen.*%
42 Durch den elektronenschiebenden Effekt der OH-Gruppe kdnnte die Reaktion an Position 4 des
Indolrings bevorzugt und 147X erzeugt werden. Nach Deprotonierung zu 147Y wiirde lber eine
Keto-Enol-Tautomerie Produkt 147a und damit die anfangliche Aromatizitdt wieder erreicht
werden (Schema 34A).44% 444 Da die beschriebene Mannich-Reaktion, wie ebenfalls durchgefiihrt,
in DMF und damit in aprotischer Umgebung stattfinden kann, wird bei dieser Variante von einem
leicht verdnderten Mechanismus ausgegangen: Die Bildung eines Iminium-lons wird bei
Durchfiihrung mit DMF ausgeschlossen und stattdessen ein Halbaminal als Zwischenstufe
vermutet (Schema 34B).*” %8 |n der nachfolgenden Reaktion kdnnte sich durch eine
intermolekulare Wasserstoffbriicke ein quasi-sechsgliedriger Ubergangszustand bilden und damit

die Bildung des Produkts 147a (iber 147Z bevorzugt ablaufen (Schema 34C).**

87



Chemischer Teil

-H®
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Keto-Enol-
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Tautomerie K/
HO
N\ 147a
N
H O
©
fo | s 1
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ONOY < HOONTY
0 _o
Halbaminal
C
'/> OD HN :’O HN :’O
H:\/N /g N /g N
I,' HN o -HyO HN o)
! = 147a
H Keto-Enol-
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O \ 1472
N
H

Schema 34: Mogliche Mechanismen zur Bildung von 147a aus 20. (A) Sdurekatalysierte Reaktion ausgehend von 20 und
einem Iminium-lon, (B) Bildung eines Halbaminals aus Morpholin und Formaldehyd, (C) Reaktion ausgehend von 20 und
einem Halbaminal.433;437; 438; 443; 444

Auch die Beobachtung beziiglich der bevorzugten Regioselektivitdt einer der beiden ortho-
Positionen bei der durchgefiihrten Mannich-Reaktion kénnte durch einen Mechanismus analog zu
einem bereits postulierten Modell unter Zuhilfenahme der kationischen Zwischenstufen erklart
werden (Schema 35). Das bevorzugte Produkt entsteht danach aus dem resonanzstabilisierten
Zwischenprodukt, in dem eine Delokalisierung ohne Zerstérung des m-Elektronen-Systems des
Pyrrol-Rings stattfinden kann (Schema 35A), was bei theoretischer Reaktion an Position 6 nicht

gegeben ist (Schema 35B).4%3
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A
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Hooo ® N ©
B
© HO
H Q " _
% - N® 5
H O N H
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Schema 35: Darstellung einiger Grenzstrukturen des Ubergangszustandes der Mannich-Reaktion der synthetisierten
Verbindungen fiir eine Reaktion an (A) Position 4 des Indolrings oder (B) an Position 6 des Indolrings.*33

2.9.1.4. NMR-Analytik

Die Molekdlstrukturen aller Substanzen der Grundstruktur VI wurde ebenfalls ausfuhrlich mit
Hilfe ein- und zweidimensionaler NMR-Analytik untersucht. Zum Vergleich wurde fiir Verbindung
20 und anschlieRend exemplarisch fir alle Molekile der Grundstruktur VI eine vollstdandige

Strukturaufklarung fir 150a vorgenommen.

Zuerst wurde dafilir ein Heteroatomaustausch durchgefiihrt, um Protonen, die an C-Atome
gebunden sind von Protonen, die an Heteroatome gebunden sind, zu unterscheiden. Ein
Heteroatomaustausch wurde durch Zugabe einer kleinen Menge deuterierten Wassers induziert
und anschlieBend die *H-NMR-Spektren vor und nach dem Austausch verglichen (Abb. 25A und B).
Die Signale, die von den Protonen der Heteroatome erzeugt werden, fallen nach dem

Heteroatomaustausch weg und sind in der Abb. gekennzeichnet.**
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Abb. 25: Auszug aus dem H-Spektrum der Verbindung 20 in DMSO-ds (400 MHz). Ein Heteroatomaustausch-Experiment
wurde durchgefihrt und das Spektrum (A) vor Zugabe von deuteriertem Wasser und (B) nach Zugabe und 1 h Wartezeit
verglichen.

Bei den restlichen Signalen zwischen 8.2 und 6.5 ppm handelt es sich um die Signale der
aromatischen CH-Gruppen des Molekiils. Eine Zuordnung der einzelnen Signale war dhnlich
durchfihrbar wie auch schon bei der Analytik von Grundstruktur IV. Entspr. Signale, die zur
Beschreibung wichtig sind, sind in Abb. 26 mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Bei der Analyse
des COSY-Spektrums (Abb. 26A) konnte ein Kreuzsignal zwischen H9 und H7 festgestellt werden,
was einer Kopplung des Indol-NH mit dem Proton in Position 3 des Indolrings entspricht.
AulRerdem kénnen zwei unabhéangige Spinsysteme festgestellt werden, wobei die Signale von 2, 3
und 6, sowie von 17, 18 und 20 Kreuzsignale unterschiedlicher Intensitat aufwiesen (Abb. 26B).
Aus dem NOESY-Spektrum von Verbindung 20 kann eine rdumliche Ndhe von H3 und H7
festgestellt werden, da die beiden entspr. Signale ein Kreuzsignal aufweisen. Das Spinsystem mit
den Signalen 2, 3 und 6 kann damit dem Indolring zugeordnet werden. Die Heteroatom-Signale 31
und 34 weisen ebenfalls Kreuzpeaks im NOESY-Spektrum auf, was eine Zuordnung zu den beiden
NH-Protonen der Harnstoff-Einheit moglich macht (Abb. 26C). Signal 34 zeigt im NOESY-Spektrum
zusatzlich dazu Kreuzpeaks mit den Signalen 18 und 20, wodurch das komplette Spinsystem mit
den Signalen 17, 18 und 20 dem Benzofuran-Ring zugeordnet werden kann. Im Bereich der
aromatischen Signale finden sich Kopplungen zwischen den Signalen 2 und 3, 6 und 9 sowie 17
und 18. Dadurch ist eine relativ eindeutige Zuordnung der einzelnen Signale moglich. Eine
Kopplung zwischen den Signalen 16 und 20 kann aufgrund von Uberlagerung nicht eindeutig
bestatigt werden. Weiterhin kann ein Kreuzsignal zwischen 9 und 16 erkannt werden. Da Signal 9,
wie beschrieben, zum Proton in Position 3 des Indolrings gehort (H9), kann Signal 16 dem entspr.
raumlich naheliegenden Proton in Position 3‘ des Benzofuran-Rings zugeordnet werden (H16)

(Abb. 26D). Im ROESY-Spektrum der Substanz konnte ein Kreuzsignal zwischen Signal 29 und Signal
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22, 23 und 24 erkannt werden, was eine raumliche Nahe zwischen der tert-Butylgruppe und dem
aromatischen Proton des Isoxazol-Rings (H29) bestatigt (Abb. 26E). Das Signal von H29 zeigte in
einem TOCSY-Spektrum keine skalaren Kopplungen, womit die isolierte Position des Protons
bestatigt werden kann. Zusatzlich sind die einzelnen Spinsysteme durch blaue Kasten verdeutlicht
und eine Kopplung zwischen Signal 7 (Indol-NH) und Signal 9 (CH am C-3 des Indolrings) erkennbar
(Abb. 26F). Bestatigt werden alle Zusammenhange durch die entspr. Multiplizititen im *H-NMR-

Spektrum.
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Abb. 26: Auszug aus dem COSY- (A, B), NOESY- (C, D), ROESY- (E) und TOCSY-Spektrum (F) von Verbindung 20 in DMSO-
de. Die entscheidenden und im Text beschriebenen Kreuzsignale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Die
entscheidenden und im Text beschriebenen Spinsysteme sind mit blauen Rechtecken gekennzeichnet. Der Ausschnitt
des zugehorigen H-Spektrums (400 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur
Nummerierung im Molekil gekennzeichnet. Einige Diagonal- und Kreuzsignale sind ebenfalls mit der ensprechenden
Nummer gekennzeichnet. Die Nummerierung der Atome des Molekiils erfolgte durch das Programm MestreNova 9.0.1.
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Sowohl ein HSQC- als auch ein HMBC-Spektum der Verbindung konnten die Ergebnisse bestatigen

und sind nicht mehr extra abgebildet.

Basierend auf der Analyse der NMR-Spektren von Verbindung 20 wird im Folgenden eine

Komplettanalyse von Molekiil 150a vorgenommen.

Dazu wird zuerst, wie schon bei der Analyse der Verbindung mit Grundstruktur IV ein Vergleich
der beiden 'H-Spektren herangezogen und entspr. Unterschiede gekennzeichnet (Abb. 27). Auch
hier finden sich allgemein einige Signale, die sich ungefahr bei gleicher chemischer Verschiebung
befinden wie schon im *H-Spektrum von 20. Diese Signale sind daher wahrscheinlich denselben
aromatischen Protonen zuzuordnen. Im aromatischen Bereich findet sich auBerdem ein Signal
weniger, wahrend statt eines Dublett von Dubletts bei 6.91 ppm im Spektrum von 20 ein Dublett

bei 6.88 ppm im Spektrum von 150a vorhanden ist.
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Abb. 27: Vergleich der 1H-Spektren (400 MHz) von Verbindung 20 (A) und 150a (B) in DMSO-de. Die entscheidenden und
im Text beschriebenen Verdnderungen eines einzelnen Signals ist mit einem blauen Pfeil, das Verschwinden eines
Signals durch ein Kreuz gekennzeichnet.
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Aus dem Vergleich der *H-Spektren kann daher auch hier der Schluss gezogen werden, dass sich
der Dimethylamin-Rest an einer der aromatischen Positionen befindet, wobei wahrscheinlich das
Signal des Protons am C-4 des Indolrings verschwindet, die Aminomethyl-Gruppe sich
wahrscheinlich also an Position C-4 des Indolrings befindet. Zur Bestatigung dieser Annahme

wurden zweidimensionale Techniken verwendet (Abb. 28).

Entspr. Signale, die zur Beschreibung wichtig sind, sind mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Bei
der Analyse des COSY-Spektrums (Abb. 28A) konnte ein Kreuzsignal zwischen den Signalen 19 und
21 festgestellt werden, was einer Kopplung des Indol-NHs mit dem Proton in Position 3 des
Indolrings entspricht. Das spricht dafiir, dass der Methylamino-Rest nicht an Position 3 des
Indolrings lokalisiert ist. In einem groReren Ausschnitt des COSY-Spektrums sind die einzelnen
Spinsysteme mit blauen Kasten markiert. Signal 14 und 15 sind dabei die einzigen beiden Signale
des einen Spinsystems und weisen Kreuzpeaks auf. Das zweite abgebildete Spinsystem umfasst
die Signale 3, 5 und 6 (Abb. 28B). Bei Betrachtung des NOESY-Spektrums kann man Kreuzsignale
zwischen 5 und 6, sowie 5 und 7 feststellen, was bestatigt, dass es sich bei den Signalen 3, 5 und
6 um die Signale des Benzofuran-Rings handelt. Dagegen kann das Spinsystem der Signale 14 und
15 entspr. dem Indolring zugeordnet werden. Auch zwischen diesen beiden Signalen kann im
NOESY-Spektrum eine raumliche Kopplung festgestellt werden. Zusatzlich ist eine Kopplung
zwischen den Signalen 10 und 21 zu erkennen, was eine rdumliche Ndhe zwischen Position 3 des
Indolrings und Position 3 des Benzofuran-Rings bestatigt und damit auch die Vermutung, dass
sich die Methylamino-Gruppe an keiner der beiden Positionen befindet (Abb. 28C). In einem
ROESY-Spektrum tritt zusatzlich ein weiterer Kreuzpeak auf, der eine raumliche Kopplung von
Signal 21 und 23 zeigt und damit bestéatigt, dass die Methylamino-Gruppe in Position 4 des
Indolrings lokalisiert ist (Abb. 28D). In einem TOCSY-Spektrum von Verbindung 150a kdnnen
Kreuzsignale zwischen 19 und 21, sowie zwischen 14 und 21 erkannt werden. AuRerdem kénnen
dieselben Spinsysteme eingeteilt werden, wie schon bei der Auswertung des COSY-Spektrums.

Diese sind auch entspr. mit blauen Rechtecken gekennzeichnet (Abb. 28E).
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Abb. 28: Auszug aus dem COSY- (A, B), NOESY- (C), ROESY- (D) und TOCSY-Spektrum (E) der Verbindung 150a in DMSO-
de. Die entscheidenden und im Text beschriebenen Kreuzsignale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Die
entscheidenden und im Text beschriebenen Spinsysteme sind mit blauen Rechtecken gekennzeichnet. Der Ausschnitt
des zugehorigen H-Spektrums (400 MHz) ist entspr. normiert abgebildet und die jeweiligen Signale sind analog zur
Nummerierung im Molekiil gekennzeichnet. Einige Diagonal- und Kreuzsignale sind ebenfalls mit der entspr. Nummer
gekennzeichnet. Die Nummerierung der Atome des Molekiils erfolgte durch das Programm MestreNova 9.0.1.

Durch diese ausfihrliche Analyse von Verbindung 150a kann die Vermutung bezliglich der Struktur

aller Derivate dieser Grundstruktur mit groBer Sicherheit bestatigt werden.

2.9.1.5. Reaktionskontrolle

Da die gezeigte Mannich-Reaktion zur Synthese von Molekiilen der Grundstruktur VI mit
Kopfgruppe a einen Schlisselschritt dieser Arbeit darstellt und zu vielversprechenden Produkten
flhrt, wurde der Reaktionsverlauf genauer analysiert. Dazu wurde eine Reaktion von 20 zu 150a
durchgefiihrt und regelmaRig eine kleine Probe mit analytischer HPLC untersucht. Fiir interessante

Informationen beziglich des Fortschreitens der Reaktion wurden einzelne Intergrale verglichen.
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Die Peakflachen des Startmaterials und des Produkts jedes einzelnen Laufs wurden bestimmt.
AnschlieBend wurde der Quotient aus dem Intergral des Peaks des Startmaterials bzw. des
Produkts und der Summe der Integrale der beiden Peaks bestimmt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Uberblick iber den Reaktionsverlauf der Reaktion von 20 zu 150a. Der Anteil des Startmaterials und der Anteil

des Produkts in % sind angegeben. Die Angaben ergeben sich aus dem Quotienten dem Integral des Peaks des
Startmaterials bzw. des Produkts und der Summe der Integrale der beiden Peaks.

Reaktionszeit Anteil Startmaterial (%) Anteil Produkt (%)
Start 100 0

10 min 69 31
30 min 57 43
60 min 35 65
2h 25 75
3h 19 81
6h 6 94
24 h 0 100

Wie in Tabelle 5 gezeigt, ist bereits nach 10 min ein deutlicher Umsatz von 20 zu 150a zu erkennen,
wahrend nach 1 h deutlich Gber 50% des eingesetzten Startmaterial 20 in der beispielhaften
Mannich-Reaktion umgesetzt sind. Nach 6 h Reaktionszeit findet sich fast kein Startmaterial 20
mehr in der Reaktionsmischung (6%). Die letzte Probe wurde der Reaktionsmischung nach 24 h

Reaktionszeit entnommen und kann als Ende der Reaktion angesehen werden.

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die relevanten Ausschnitte (11-22 min) aus den einzelnen
HPLC-Ldufen in Abb. 29 dargestellt. Dabei kann der Reaktionsfortschritt ebenfalls gut beobachtet

werden.
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Abb. 29: Ausschnitte aus den HPLC-Laufen zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Reaktion von 20 zu 150a. Nach
definierten Zeitabschnitten wurden der Reaktionsmischung Proben entnommen und ein HPLC-Lauf durchgefiihrt.

2.9.1.6. Boc-Entschiitzungs-Reaktionen
Die Molekiile 155 und 156 sind Boc-geschiitzte Amine. Diese Schutzgruppen wurden mit

Trifluoressigsdure abgespalten, um 158 bzw. 159 zu erhalten (Schema 36).3%

< 0 ’§
HIN N &.
a HN/&

155 oder 156 ——
H,N

@ 159
N

>

HO

\
N ]
N © 2 TFA

Schema 36: Synthese von 158 und 159. Reaktionen und Bedingungen: (a) TFA, DCM, RT, 1 h, quantitativ.

Beide Molekiile bieten die Moglichkeit, weitere Syntheseschritte am jeweiligen Stickstoff-Atom

durchzufiihren und weitere Stoffgruppen zu erhalten.

2.9.1.7. Darstellung der Hydrochloride

Da alle Verbindungen der Grundstruktur VI mit dem Ziel hergestellt wurden, die Loslichkeit in
polaren Losemitteln zu erh6hen, wurden einige der Molekiile in biologisch relevante HCI-Salze
Uberfiihrt. Dies geschah durch die Verwendung von HCl in Diethylether, Isopropanol oder Wasser,

sodass die Salze 147¢-151c isoliert werden konnten (Schema 37).324
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a
147a-151a —

*x HCI

O Q@ « Q
> >

147c 148c 149c 150c 151c
x=1 x=1 x=1 x=1 xX=2

Schema 37: Herstellung von 147c-151c. Reaktionen und Bedingungen: (a) HCl (5-6 M in Isopropanol oder 2 M in
Diethylether oder 37% in Wasser), MeOH, RT, 2 h, quantitativ. Der Protonierungsgrad der synthetisierten Salze ist
angegeben.

Der Protonierungsgrad der synthetisierten Salze entspricht dabei der Anzahl der vorhandenen

Amingruppen und ist im Schema angegeben.

2.9.1.8. Kontrolle der Protonierung

Die Protonierung wurde durch den Vergleich der *H-NMR-Spektren von 150a, 150b und 150c
Uberprift. Neben dem neu-auftretenden Signal des Protons am Dimethylamin-Rest bei Werten
>9 ppm mit einem Integral von ca. 1 lassen einige weitere Indizien Rickschliisse zu und bestéatigen
eine Protonierung des Amins. In Abb. 30 sind die relevanten Bereiche der NMR-Spektren zur
besseren Vergleichbarkeit entspr. untereinander gezeigt. Im aromatischen Bereich ldsst sich nach
Protonierung (Abb. 30B und C) eine veranderte chemische Verschiebung einiger Signale
feststellen. Dabei handelt es sich ausschlieflich um die Signale des Indolrings. Die Benzofuran-
Signale hingegen werden kaum beeinflusst. Die beiden Dubletts 1 (6.87 ppm) bzw. 2 (7.28 ppm,
Abb. 30A) erfahren nach Protonierung der Dimethylamino-Gruppe eine deutliche
Tieffeldverschiebung und erscheinen bei 7.09 und 7.48 ppm (Abb. 30B) bzw. bei 7.13 und
7.49 ppm (Abb. 30C). Dublett 3 (7.70 ppm, Abb. 30A) wird ebenfalls beeinflusst und befindet sich
in den beiden protonierten Molekiilen bei 7.87 ppm (Abb. 30B) bzw. 7.92 ppm (Abb. 30C).

Auch bei Betrachtung des aliphatischen Bereichs des *H-NMR-Spektrums fallen nach Protonierung
deutliche Veranderungen auf. Die beiden CHs-Gruppen der Dimethylamin-Gruppe von 150a bilden
Singulett 4 (2.34 ppm, Abb. 30D), wahrend nach Protonierung eine deutliche Tieffeldverschiebung
erkennbar ist und das Signal bei 2.84 ppm erscheint (Abb. 30E und F). Auch Signal 5 (3.96 ppm,
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Abb. 30D) verschiebt sich nach der Bildung eines Salzes und findet sich bei 4.57 ppm (Abb. 30E)
bzw. 4.58 ppm (Abb. 30F). Des Weiteren wird eine Aufspaltung dieser beiden aliphatischen Signale
sichtbar. Wahrend es sich vor Protonierung bei beiden Signalen 4 und 5 jeweils um ein Singulett
handelt (Abb. 30D), koppeln die fiir die Signale relevanten Gruppen nach Protonierung mit dem

H* des Salzes und werden jeweils in ein Dublett aufgespalten (Abb. 30E und F).
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Abb. 30: Ausschnitte aus den H-NMR-Spektren der Verbindungen 150a, 150b und 150c in DMSO-ds. Die entspr.
Spektren sind aus Griinden der Vergleichbarkeit untereinander dargestellt. (A) Ausschnitt des Bereichs 8.2-6.4 ppm von
150a bei 300 MHz. Die Verschiebung der relevanten Signale 1-3 ist durch Pfeile gekennzeichnet. (B) Ausschnitt des
Bereichs 8.2-6.4 ppm von 150b bei 400 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke gekennzeichnet. (C)
Ausschnitt des Bereichs 8.2-6.4 ppm von 150c bei 300 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke
gekennzeichnet. (D) Ausschnitt des Bereichs 5.0-2.0 ppm von 150a bei 300 MHz. Die Verschiebung der relevanten
Signale 1 und 5 ist durch Pfeile gekennzeichnet. (E) Ausschnitt des Bereichs 5.0-2.0 ppm von 150b bei 400 MHz. Die
relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke gekennzeichnet. (F) Ausschnitt des Bereichs 5.0-2.0 ppm von 150c bei
300 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke gekennzeichnet.

2.9.1.9. Stabilitdtstest

Beispielhaft fiir alle Molekiile der Grundstruktur VI wurde Verbindung 150c beziiglich ihrer
Stabilitat als Feststoff oder als Losung in DMSO, Wasser und Ethanol evaluiert. Dazu wurde
einerseits der Feststoff selbst und andererseits eine 0.5 mM Stammldsung im jeweiligen
Losemittel hergestellt und bei RT gelagert. Nach festgelegten Zeitabschnitten wurde jeweils eine
Probe des Feststoffs bzw. der jeweiligen Stammldsungen mit analytischer HPLC untersucht und so
die Reinheit der Proben bestimmt. Die einzelnen Chromatogramme wurden miteinander
verglichen. Die einzelnen Chromatogramme zeigen, dass Verbindung 150c als Feststoff und in
DMSO-L6sung sehr stabil ist, da selbst nach 3 Monaten keine Zersetzungsprodukte auftreten.

(Abb. 31A und B).
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Abb. 31: Stabilitatstest von Verbindung 150c. Die Chromatogramme von Verbindung 150c zum Startzeitpunkt, nach
einem Tag, nach einer Woche und nach 3 Monaten bei RT in (A) DMSO und (B) als Feststoff.

In protischen Losemitteln wie Wasser oder Ethanol konnte allerdings nach 3 Monaten eine

Zersetzung des Molekiils beobachtet werden. (Abb. 32A und B)
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Abb. 32: Stabilitatstest von Verbindung 150c. Die Chromatogramme von Verbindung 150c zum Startzeitpunkt, nach
einem Tag, nach einer Woche und nach 3 Monaten bei RT in (A) Ethanol und (B) Wasser.

2.9.2. Kopfgruppeb

Die Verbindungen der Grundstruktur VI mit Kopfgruppe b wurden synthetisiert, um den
aliphatischen Piperazin-Ring mit einem Heteroaromaten zu kombinieren. Durch die Reaktion von

2-Chlorpyrimidin 160 mit Piperazin entstand 2-(Piperazin-1-yl)pyrimidin 161 (Schema 38).44®

=\, N\
}\l_/<CI a N_/<N 161

Y

NH

Schema 38: Synthese von 161. Reaktionen und Bedingungen: (a) Piperazin 137 (2.5 eq.), Wasser, 60 °C, iber Nacht, 82%.

Die Amine 1-(Pyridin-4-yl)piperazin und 1-(Pyridin-2-yl)piperazin wurden kommerziell erworben.

Alle Amine wurden mit Marbotinib 20 zu 162-164 umgesetzt (Schema 39). Die Synthese von 163
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und 164 wurde in Essigsaure durchgefiihrt, 162 wurde in Essigsaure (Ausbeute: 29%) oder von Dr.
Herwig Pongratz in EtOH (Ausbeute: 63%) auf dieselbe Art synthetisiert, die fir Kopfgruppe a

dieser Grundstruktur beschrieben ist (s. Kapitel 2.9.1.2).432434

N=
20 aoder b f{N/H HN™ ~o N\ / 163
(N
HO N /N 164

\
N
N O

Schema 39: Synthese von 162-164. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Lésung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsdure, RT, Uber Nacht, 29-76%, (b) fur 162: Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 2.2 eq.), Amin
(2.4 eq.), EtOH, 60 °C, Uber Nacht, 63%.

Theoretisch bietet diese Stoffgruppe die Moglichkeit, weitere Derivate durch Variation des
verbundenen Aromaten herzustellen. Aufgrund der biologischen Testergebnisse (s. Kapitel 3.1.4)

wurden allerdings keine weiteren Derivate synthetisiert.

2.9.3. Kopfgruppec

2.9.3.1. Synthese der Amine

Bei den Molekiilen der Grundstruktur VI mit Kopfgruppe c sollte ein Piperidin-Ring mit einem
weiteren Heterozyklus kombiniert werden, wie zum Beispiel durch die 1-Methyl-4-(piperidin-4-
yl)piperazin-Gruppe aus dem Tyrosinkinase-Inhibitor Gilteritinib 8 beschrieben.?!% 222 Dadurch
sollte eine hbhere Zahl protonierbarer tertidrer Amine pro Molekiil erreicht werden, wodurch eine
verbesserte Loslichkeit in polaren Losemitteln erwartet wurde. Dafir wurden Morpholin,
Piperidin, Pyrrolidin, Dimethylamin und N-Methylpiperazin verwendet. 1-Benzylpiperidin-4-on
142 wurde in einer reduktiven Aminierung mit den entspr. Aminen umgesetzt, um die funf
gewiinschten Verbindungen 165-169 zu erhalten.**” AnschlieBend wurde die Benzylgruppe durch
Hydrierung entfernt (170-174).** Die Synthese von N,N-Dimethylpiperidin-4-amin 173 wurde
alternativ ausgehend von 175 durchgefiihrt,**® wobei die Boc-Schutzgruppe im zweiten Schritt

sauer abgespalten und das TFA-Salz 173b des entspr. Amins erhalten wurde (Schema 40).32% 419

420; 449
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Schema 40: Synthese von 170-174. Reaktionen und Bedingungen: (a) Amin (1.0 eq.), Essigsaure (1.0eq.),
Natriumcyanoborhydrid (2.0 eq.), DCM, RT, lber Nacht, (b) Ammoniumformiat (4.0 eq.), Pd (10% auf Aktivkohle),
MeOH, Reflux, 1 h, (c) Amin (1.0 eq.), Natriumcyanoborhydrid (2.0 eq.), MeOH, RT, iber Nacht, (d) TFA, DCM, RT, 1 h.

2.9.3.2. Synthese der Produkte
Alle Amine wurden in der beschriebenen Mannich-Reaktion mit Marbotinib 20 in Essigsdure zu
177-181 umgesetzt (Schema 41, vgl. Kapitel 2.9.1.2).**2 Um optimale Reinheit zu erreichen, wurde

Verbindung 181a durch prap. HPLC gereinigt und das TFA-Salz 181b erhalten.

Schema 41: Synthese von 177-181a. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsaure, RT, tiber Nacht, 44-79%.
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Die Synthese von Verbindung 181a sollte von Dr. Herwig Pongratz ebenfalls in EtOH durchgefiihrt

werden, fiihrte allerdings nicht zum gewiinschten Produkt.

2.9.3.3. Analyse des Protonierungsgrades

Nach der beispielhaften Kontrolle der Protonierung von 150a-c (vgl. Kapitel 2.9.1.8) wurde
zusatzlich der Protonierungsgrad analysiert. Dies wurde ebenfalls mit NMR-Spektroskopie fiir
Verbindung 181b durchgefiihrt, da bei dieser Verbindung eine dreifache Protonierung beobachtet
werden sollte. Zur Kontrolle des Protonierungsgrades wurden sowohl 181b als auch 4-
(Trifluormethyl)zimtsaure 54 in DMSO-ds gelést und ein H- sowie ein F-NMR-Spektrum dieser
Mischung gemessen. Durch Vergleich der Integrale jeweils eines Protonensignals beider Molekdile
wurde das Stoffmengen-Verhaltnis der beiden Verbindungen in der NMR-Probe bestimmt (Abb.
33A). Beim Dublett bei 6.67 ppm handelt es sich um das Signal eines Protons der Doppelbindung
der Zimtsaure 54, was also einem Proton entspricht, wahrend es sich beim Signal bei 7.11 ppm um
ein Signal eines aromatischen Protons von 181b handelt. Durch einen Vergleich der Integrale
beider Signale kann davon ausgegangen werden, dass ein Stoffmengen-Verhaltnis von 11.29 zu
1.00 zwischen 54 und 181b in der Probe vorliegt. Wahrend Molekil 54 drei Fluor-Atome der CFs-
Gruppe besitzt, sollte 181b ein dreifaches TFA-Salz sein und daher 9 Fluor-Atome im Molekiil
vorhanden sein. Entspr. sollte beim Vergleich der Integrale im F-NMR-Spektrum ein Verhiltnis

von 1 zu 3.76 vorliegen, was genau nachgewiesen werden konnte (Abb. 33B).
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Abb. 33: 1H-Spektrum (400 MHz) und °F-Spektrum (377 MHz) eines Gemisches aus 4-(Trifluormethyl)zimtsaure 54 und
181b in DMSO-ds.
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2.9.4. Kopfgruppe d

Kopfgruppe d aus der Gruppe der Verbindungen mit Grundstruktur VI sollte eine Methylamin-
Einheit mit einem Heterozyklus verbinden. Dazu wurden Heterozyklen mit Sauerstoff oder N-Boc-
Amin verwendet. Dadurch wurde sich eine erhdhte Loslichkeit, sowie glinstige Wechselwirkung

bei der Bindung der Verbindung im Rezeptor erwartet.

2.9.4.1. Synthese der Produkte

Die synthetisierten Verbindungen 182 und 183 wurden mit Hilfe der Mannich-Reaktion mit den

entspr. Aminen in Essigsdure hergestellt (Schema 42).%32

N
N
N
N o
183

Schema 42: Synthese von 182 und 183. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsaure, RT, tiber Nacht, 44-57%.

Verbindung 183 bietet ferner die Moglichkeit, weitere Modifikationen an 20 vorzunehmen und

nach Abspalten der Boc-Schutzgruppe tber das Stickstoffatom z.B. Enon-Systeme einzufihren.

2.9.4.2. Boc-Entschiitzungs-Reaktion
Um Verbindung 183 weiter zu modifizieren, wurde dessen Boc-Schutzgruppe abgespalten3*® und

das protonierte Amin 184 isoliert (Schema 43).
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183

*2 TFA

Schema 43: Synthese von 184. Reaktionen und Bedingungen: (a) TFA, DCM, RT, 1 h, quantitativ.

Neben der Synthese einer Palette von Enonsystemen oder Enon-dhnlichen Verbindungen kdnnte
eine Synthese ahnlicher Art zur Synthese anderer Amide als PROTAC-Bausteine (s. Kapitel 2.12.3)

Ubernommen werden.

2.9.5. Kopfgruppe e

Allgemein bieten Enonsysteme oder Enon-dhnliche Verbindungen die Moglichkeit, potenziell
irreversible Verbindungen als Wirkstoffe zu synthetisieren. Die Verbindung eines Piperazin-Rings

mit verschiedenen Enonsystemen fiihrte zu den Amiden 185-187 und 204-206.

2.9.5.1. Synthese-Variante 1

Zuerst wurde Verbindung 158 als Startmaterial verwendet und dieses sekundare Amin mit entspr.
Carbonsaurechloriden bzw. Carbonsdure-Anhydriden zu 185a-187a umgesetzt (Schema 44),4°0-452
Um optimale Reinheit zu erreichen, wurden 185a-187a mit prap. HPLC gereinigt und die TFA-Salze
185b-187b erhalten.

hp?

O 185a

158_’*»;{,\] HN/&O AN 7
0 Y

186a

(@]
\ Q/\/@
N o

187a

Schema 44: Synthese von 185a-187a. Reaktionen und Bedingungen: (a) Acrylsdurechlorid (1.2 eq.), Crotonsaurechlorid
(1.2 eq.) oder Zimtsaurechlorid (1.2 eq.), DIPEA (4.0 eq.), THF, 0 °C-RT, 1 h, 10-71%.
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Theoretisch bestiande auch fiir Verbindung 159 die Moglichkeit, Reaktionen dieser Art
durchzufiihren und Enon-Systeme oder Enon-dhnliche Verbindungen im Molekil zu erzeugen.
Aufgrund einer verhaltnismaRig schlechten Inhibitor-Fahigkeit von 159 verglichen mit 158 wurden

Molekiile dieser Art allerdings nicht als vielversprechend angesehen.

Da fir die Syntheseroute (Schema 44) allgemein eine relativ groe Menge an Marbotinib 20

eingesetzt werden muss, wurde an einer weiteren Synthese-Variante gearbeitet.

2.9.5.2. Synthese-Variante 2

Eine zweite durchgefiihrte Uberlegung zur Herstellung der gewiinschten Verbindungen 185a-187a
und einer noch breiteren Palette an Enonen oder Enon-ahnlichen Verbindungen (204-206) beruht
darauf, in einer ersten Reaktionssequenz das entspr. Amin zu synthetisieren und im Anschluss
daran die bewahrte Mannich-Reaktion mit Marbotinib 20 durchzufiihren (s. Kapitel 2.9.1.2). Dazu
wurden einige Amide 188-190 und 192 sowie ein Sulfonamid 191 aus den entspr. reaktiven
Carbonsaure- oder Sulfonsaure-Derivaten und N-Boc-Piperazin 137 unter basischen Bedingungen
synthetisiert und anschlieBend jeweils die Boc-Schutzgruppe mit TFA abgespalten (Schema 45).34¢
450454 Die daraus erhaltenen TFA-Salze 193-197 der Amine wurde direkt weiterverwendet. Zur
Synthese von 191 musste 2-Chloroethan-1-sulfonylchlorid und die doppelte Anzahl an
Aquivalenten der Base verwendet werden, um nach Bildung des Sulfonamids eine

Eliminierungsreaktion zum Vinylsulfonamid 191 zu erreichen.*% 4%¢

a, boderc O d “{N T TRA
137 —M™ _— ’}
»» N/

188 189 190 193 194 195
\\/O ”//g/ \\/O ”/<//

Schema 45: Synthese von 193-197. Reaktionen und Bedingungen: (a) fir 188, 189 und 190: Acrylsdurechlorid (1.1 eq.)
oder Crotonsaureanhydrid (1.1 eq.) oder Zimtsaurechlorid (1.1 eq.), Triethylamin (1.5 eq.), DCM, RT, tUber Nacht, 39-
84%, (b) fiir 191: 2-Chlorsulfonylchlorid (1.1 eq.), Triethylamin (3.0 eq.), DCM, RT, 5h, 47%, (c) fur 192: Propiolsaure
(1.1 eq.), DMAP (0.1 eq.), DCC (0.7 eq.), RT, Gber Nacht, 62%, (d) TFA, DCM, RT, 1 h, quantitativ.

Weiterhin wurde ein Amid aus 4-(Dimethylamino)but-2-enséure als in Tyrosinkinase-Inhibitoren
(Neratinib 13, Afatinib 14)%83% 28% 457 458 hawidhrte Kopfgruppe verwendet, um einen weiteren

aktiven potenziell irreversiblen Inhibitor zu erhalten. Dafiir wurde ebenfalls zuerst das sekundare
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Amin 203 in einer flinf-stufigen Synthese ausgehend vom kommerziell erhiltlichen Methylester
der 4-Brombut-2-ensdure 198 hergestellt und anschlieBend mit Marbotinib 20 umgesetzt. Im
ersten Reaktionsschritt wurde der Ester 198 verseift (199),%° um dann das Sdurechlorid 200 zu
bilden,*° das mit N-Boc-Piperazin 137 zum Amid 201 umgesetzt wurde.*% 46 |n einer nukleophilen
Substitutionsreaktion mit Dimethylamin wurde 202 erhalten?! und zuletzt die Boc-Gruppe

abgespalten (203, Schema 46).3%

(0] a (@] b (o) c
—_— B —_— —_—
198 199 200

0 0 |

NJ\/\/BF d (\NJ\/\/N\ o) |
OTQ — OTN\) —
>\/ 201 >\/ 202 203

Schema 46: Synthese von 203. Reaktionen und Bedingungen: (a) LiOH (1.6 eq.), THF/Wasser, 0°C, 2 h, 72%, (b)
Oxalylchlorid (2.0 eq.), DMF, RT, tGber Nacht, (c) N-Boc-Piperazin 137 (1.0 eq.), Na,COs (3.0 eq.), DCM, RT, 1 h, 24%, (d)
Dimethylamin (2.5 eq.), THF, -78-40 °C, iber Nacht, 59% (Uber 2 Schritte), (e) DCM, TFA, RT, 1 h, quantitativ.

Die synthetisierten Enon- oder Enon-ahnlichen Aminverbindungen 193-197 und 203 wurden dann
mit Marbotinib 20 zu den gewiinschten Produkten 185a-187a und 204-206 umgesetzt. Zur

Synthese wurde ausschlieRlich die Synthesevariante mit Essigsdure verwendet.**?

— 185a 186a
s O
by
0O 0. o
a A HN™ o N \s”
20 — > N/\ - e
K/N 187a 204

\ /{/ | 0
N =S ~ N}\/
N o
205 206

Schema 47: Synthese von 185a-187a und 204-206. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Losung (37% in
Wasser, 1.5 eq.), Amin (1.5 eq.), Essigsaure, RT, (ber Nacht, 16-62%.

Die Stoffklasse irreversibler Inhibitoren bietet eine Vielzahl weiterer Moglichkeiten. Durch
Verwendung derselben Strategie konnten weitere Piperazin- oder auch Aminopiperidin-
Verbindungen synthetisiert werden. Einerseits kdnnen wie beim EGFR-Inhibitor Dacomitinib 207

analog zu 193 beliebige weitere Amine anstelle von Dimethylamin verwendet werden.#6% 463

106



Chemischer Teil

Andererseits konnten zur Verstarkung der Elektrophilie der Enon-Verbindungen
elektronenziehende Gruppen (EWG, engl. electron withdrawing group) an einer der beiden
Positionen der Doppelbindung eingefiigt werden. Durch Verwendung von z.B. Methyl 4-
(piperazin-1-yl)but-2-enoat kénnen zwei protonierbare Amine erhalten und damit zusatzlich zur
Enon-Struktur die Loslichkeit des Molekils durch Bildung eines zweiwertigen Salzes erhoht
werden. Halogene in a-Position zur Carbonylgruppe sind ebenfalls eine Moéglichkeit zur Synthese

irreversibler Wirkstoffe dar.

2.9.6. Kopfgruppe f und zusatzliche Versuche

In dieser Arbeit wurden weitere Molekiile nach bewdhrtem Schema synthetisiert, um alternative
Stoffklassen zu erhalten. In erster Linie wurde das Ziel verfolgt, Molekiil 208 herzustellen, um auch
an dieser Position weitere Modifikationen vornehmen zu kdnnen, was sowohl zur Synthese einiger
zusatzlicher potenziell-irreversibler Molekile als auch zur Synthese von PROTACs als Ansatz

genutzt werden kdnnte.
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208 HN/&

Daher wurden die beiden Molekile 209 und 210, wie beschrieben, in Essigsdure synthetisiert
(Ausb.: 209: 69%, 210: 95%).%*? Die Reaktion zur Synthese von 209 wurde zuséatzlich von Dr. Herwig
Pongratz in EtOH (Ausb.: 81%)%% % durchgefiihrt. Allerdings konnte die Schutzgruppe

anschlieRend bei beiden Molekiilen nicht entfernt werden.*6% 46>

aoderb HN™ Yo 209
20 — e
_N
HO M
210

\

N

N ©
Schema 48: Synthese von 209 und 210. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-L&sung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsdure, RT, iber Nacht, 69-95%, (b) Formaldehyd-Lésung (37% in Wasser, 2.2 eq.), Amin (2.4 eq.),

EtOH, 60 °C, Gber Nacht, 81%.

Auch 209 wurde als eigene Stoffklasse angesehen, da verschiedene weitere Varianten

aromatischer Systeme eingesetzt werden kénnten und wurde ebenfalls biologisch evaluiert.
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2.10. GRUNDSTRUKTUR VII

Bei Grundstruktur VII handelte es sich um Carbamate einiger Verbindungen der Grundstruktur
VI. Die Verbindungen sollten mit einem Prodrug-Konzept in Molekiile Gberfiihrt werden, deren
Bioverfiigbarkeit weiter erhéht ist.3-3*° Wie schon von Marbotinib 20 bekannt, konnte durch die
Uberfiihrung in ein Carbamat ein weiteres tertidres Amin in der Molekiilstruktur erhalten werden,

das im Anschluss als ein beliebiges Salz isoliert werden kénnte.3%

2.10.1. Synthese der Carbamate

Die Carbamate wurden auf dieselbe Weise wie schon Marbotinib-Carbamat 21a hergestellt. Durch
Reaktion der Verbindungen 147a-151a oder 181a mit dem S&urechlorid 37 in DCM/Pyridin
wurden die Verbindungen 211a-216a erhalten (Schema 49).3%* Um optimale Reinheit zu erreichen,

wurden 211a-216a durch prap. HPLC gereinigt und die TFA-Salze 211b-216b erhalten.

147a - 151a a
oder 181a \O
O /Q 37

. — O
OO O v O o
> > % > .

211a 212a 213a 214a 215a >
216a

Schema 49: Synthese von 211a-216a. Reaktionen und Bedingungen: (a) 37 (2.4 eq.), Pyridin/DCM, RT, ber Nacht, 72-
85%.

Alle sechs Carbamate 211a-216a basieren auf den entspr. Alkoholen als Startmaterialien, die in

biologischen Prifungen beste Ergebnisse erzielen konnten, und alle konnten mit hohen
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Ausbeuten isoliert werden. Die Synthese weiterer Carbamate wurde aufgrund der biologischen

Testergebnisse der zugehorigen Alkohol-Verbindungen als nicht notig erachtet.

2.10.2. Synthese der Hydrochloride

Aus allen synthetisierten Carbamaten 211a-215a wurden anschlieRend nach bekanntem Schema

die zugehdrigen HCI-Salze 211¢-215¢ hergestellt.3%

a
211a-215a —— O\l
T,

¥

*x HCI

\

S Q QO 4 Q
N D

211c 212c 213c 214c 215c
X=2 X=2 X=2 X=2 x=3

Schema 50: Synthese von 211c-215c. Reaktionen und Bedingungen: (a) HCl (2 M in Diethylether oder 5-6 M in
Isopropanol), MeOH/DCM, RT, 2 h, quantitativ. Der Protonierungsgrad der synthetisierten Salze ist ebenfalls angegeben.

Die Anzahl der Amine entspricht dem Protonierungsgrad der Molekiile und ist im Schema mit

angegeben.

2.10.3. Kontrolle der Protonierung und Analyse des

Protonierungsgrades

Wie bereits flr die Verbindungen der Stoffgruppe VI beschrieben (s. Kapitel 2.9.1.8) wurden die
synthetisierten Carbamate der Stoffgruppe VII ebenfalls hinsichtlich einer erfolgten Protonierung
kontrolliert. Die Protonierung wurde durch den Vergleich der *H-NMR-Spektren von 214a, 214b
und 214c Uberpriift. Ahnlich wie bei der Analyse von 150a-c wurden Tieffeldverschiebungen der
Signale der aromatischen Protonen des Indolrings beobachtet. Die beiden Dubletts 1 (7.08 ppm)
bzw. 2 (7.43 ppm, Abb. 34A) erfahren dabei nach Protonierung der Dimethylamino-Gruppe eine
Verschiebung hin zu 7.27 und 7.64 ppm (Abb. 34B) bzw. zu 7.24 und 7.63 ppm (Abb. 34C). Dublett
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3 (7.92 ppm, Abb. 34A) wird ebenfalls beeinflusst und befindet sich in den beiden protonierten
Molekiilen 214b und 214c bei 8.10 ppm (Abb. 34B) bzw. 8.14 ppm (Abb. 34C).

e N2

W e et Voo N

e ,/L f/ —

736 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 29 23 22 24 20 49 16 47 16 15 14 13 52 11
#om

i Vit

~
— )

)

4 &3 62 81 &0 75 78 77 76 75 7a 73 72 71 70 63 68 &7 66 65 6 647 46 45444342 414035 35 37 36 35 34 33 32 31 30 29 26 27 26 25 24 23 22 24 20 18 18 17 16 15 14 13 £2 11 1

Abb. 34: Ausschnitte aus den H-NMR-Spektren der Verbindungen 214a, 214b und 214c in DMSO-ds. Die entspr.
Spektren sind aus Griinden der Vergleichbarkeit untereinander dargestellt. (A) Ausschnitt des Bereichs 8.4-6.4 ppm von
214a bei 400 MHz. Die Verschiebung der relevanten Signale ist durch Pfeile gekennzeichnet. (B) Ausschnitt des Bereichs
8.4-6.4 ppm von 214b bei 400 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke gekennzeichnet. (C) Ausschnitt
des Bereichs 8.4-6.4 ppm von 214c bei 300 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue Rechtecke gekennzeichnet.
(D) Ausschnitt des Bereichs 4.8-1.0 ppm von 214a bei 400 MHz. Die Verschiebung der relevanten Signale ist durch Pfeile
gekennzeichnet. (E) Ausschnitt des Bereichs 4.8-1.0 ppm von 214b bei 400 MHz. Die relevanten Signale sind durch blaue
Rechtecke gekennzeichnet. (F) Ausschnitt des Bereichs 4.8-1.0 ppm von 214c bei 300 MHz. Die relevanten Signale sind
durch blaue Rechtecke gekennzeichnet.

Eine Tieffeldverschiebung einiger aliphatischer Signale ist beim Vergleich der Spektren ebenfalls
zu sehen (Abb. 34D-E). Die Verdnderung der chemischen Verschiebung von Singulett 4 der beiden
CHs-Gruppen der Dimethylamin-Einheit und der CH,-Gruppe (Singulett 5) ist in der Abbildung
gezeigt. Weiterhin befinden sich die Signale einiger Protonen der Piperazin-Ringe des Carbamat-

Rests nach Protonierung bei verdanderten chemischen Verschiebungen.

Auch der Protonierungsgrad der Verbindungen der Stoffklasse VII wurde mit NMR-Spektroskopie
analysiert, wie bereits in Kapitel 2.9.3.3 beschrieben. Beispielhaft wurde hierfiir Verbindung 216b
verwendet, da bei dieser Verbindung eine vierfache Protonierung beobachtet werden sollte.
Sowohl 216b als auch 4-(Trifluormethyl)zimtsiure 54 wurden in DMSO-ds gel6st und ein H- sowie
ein F-NMR-Spektrum aufgenommen. Das Integral des Dubletts eines Protons der Doppelbindung
der Zimtsdure 54 bei 6.68 ppm wurde mit dem Integral des aromatischen Signals von 216b bei
6.52 ppm verglichen. Auf diese Art wurde ein Stoffmengen-Verhaltnis von 5.36 zu 1.00 zwischen
54 und 216b in der Probe bestimmt. Wahrend Molekdl 54 die drei Fluor-Atome der CFs-Gruppe

besitzt, sollte 216b ein vierfaches TFA-Salz sein und daher 12 Fluor-Atome im Molekil vorhanden
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sein. Entspr. sollte beim Vergleich der Integrale des °F-Spektrums ein Verhiltnis von 1 zu 1.34

vorliegen, was genau nachgewiesen werden konnte (Abb. 35A und B).

757

°
b

.7 'H-Spektrum

7.8
— 7566
764
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6.66
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\
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i = i
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ppm

-73.48

B g 19F-Spektrum

1343 =

Abb. 35: 1H-Spektrum (300 MHz) und 1°F-Spektrum (377 MHz) eines Gemisches aus 4-(Trifluormethyl)zimtsdure 54 und
216b in DMSO-de.
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2.11. GRUNDSTRUKTUR VIII

A: CH oder N
B: NH, NMe oder O
— X: CH oder N
= O Y: NH, NMe oder O H H

Neben den bisherigen Grundstrukturen sollte eine weitere Klasse von Molekiilen synthetisiert
werden, die im Rahmen dieser Arbeit mit der sehr allgemeinen Grundstruktur VIII dargestellt ist.
Ausgehend von diesen Strukturen, ware eine extrem breite Palette an Produkten moglich. Dazu
wurden verschiedene Herangehensweisen ausgewahlt und retrosynthetisch analysiert. Teile der

einzelnen retrosynthetischen Ansatze sind im Folgenden aufgelistet.

Dabei sollten erste Versuche mit lodonium-Salzen gemacht werden. Diese konnen nach lodierung
des Heterozyklus und anschliefender Reaktion mit einem weiteren nicht-iodierten Heterozyklus
gebildet werden. Das daraus entstehende lodonium-Salz kénnte anschliefend mit einem Aldehyd
gekoppelt werden. Keiner der durchgefiihrten Versuche fiihrte allerdings zu einer erfolgreichen

Verbindung der Heterozyklen (Schema 51).4667470

+
R’ R'
\ R‘
SG N\ — m — m
N \o N\ N\
5G SG SG

Schema 51: Retrosynthetischer Ansatz zur Synthese von heterozyklischen Systemen mit zwei Heteroatomen basierend
auf der Reaktion eines entspr. Aldehyds mit einem lodonium-Salz.

Eine weitere Idee zur Synthese der gewlinschten Produkte ist ein Ansatz, basierend auf 3-(1H-
indol-2-yl)acrylsdure und mehrfach substituierten Phenol- oder Anilin-Verbindungen. Testweise

wurde eine Reaktion mit Zimtsiure durchgefiihrt, die allerdings erfolglos war (Schema 52).4%
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Schema 52: Retrosynthetischer Ansatz zur Synthese von heterozyklischen Systemen mit zwei Heteroatomen basierend
auf der Reaktion einer entspr. Acrylsaure.

Zwei weitere Ansatze beruhen darauf, die gewlinschte mehrfach-substituierte Phenol- bzw.
Anilin-Verbindung mit 1-(1H-Indol-2-yl)ethan-1-on (Schema 53A)*"? oder mit einer zweifach a-
bromierten Ketonverbindung zu koppeln (Schema 53B).#’3 Eine zweifach bromierte Verbindung
tritt, wie beschrieben, als Nebenprodukt der Marbotinib-Synthese auf, konnte aber
wahrscheinlich auch direkt aus dem monobromierten Molekiil synthetisiert werden.*# Allerdings

flhrten auch diese beiden Anséatze nicht zu den gewlinschten Produkten.

A R XH
R' +
YH
HN
R X — ,
o yoa
Y © O
’ hed
R' +
YH
HN
R X — !
o yoVa
Y © O

Br Br

]

|

Schema 53: Retrosynthetischer Ansatz zur Synthese von heterozyklischen Systemen mit zwei Heteroatomen basierend
auf (A) der Reaktion eines entspr. Ketons oder (B) eines zweifach a-bromierten Ketons.

Ein vielversprechender Ansatz, der allerdings nur einen gewissen Bereich der gewiinschten
Stoffklasse zuganglich macht, beruht auf einer dhnlichen Idee wie die Reaktionssequenz, die bei
der Marbotinib-Synthese zum gewiinschten Produkt fihrt (vgl. Kapitel 2.3.1). Durch Reaktion des
Startmaterials mit Milchsdure sollte ein sekundarer Alkohol synthetisiert werden, der durch

anschlieBende Oxidation in ein Keton tberfiihrt werden konnte (Schema 54).47>-477

T~ = = X
Y 0 Y OH YH

Schema 54: Retrosynthetischer Ansatz zur Synthese von heterozyklischen Systemen mit zwei Heteroatomen tber einen
Alkohol mit anschlieBender Oxidationsreaktion.
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Nach der Bildung eines Ketons sollte dieses in a-Position bromiert werden, um anschlieRend
analog zur Marbotinib-Synthese durch eine Ringschluss-Reaktion den Benzofuran-Ring zu
erhalten. Wahrend die ersten Stufen dieser Reaktionssequenz synthetisiert wurden, konnten

weitere Schritte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden (vergl. Schema 60).

Daneben wurde an einer allgemeineren Strategie zur Synthese von Molekiilen mit der
Grundstruktur VIII gearbeitet. Dazu konnten einige Versuche und Teilsynthesen durchgefiihrt
werden, allerdings wurden weitere Syntheseschritte nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit
behandelt. Die allgemeine Syntheseroute wurde ebenfalls retrosynthetisch analysiert (Schema

55).

R X Cl R\©[x OH R\©[x> R\©[XH
\> 6 | m—t \>_< | e— A\ —
Y o) Y o] Y YH

X
R' A .y
T
B e}

A\ | m—t \ | e— A\ —
\©[B o} B ¢} B BH

Schema 55: Allgemeine retrosynthetische Strategie zur Synthese von heterozyklischen Systemen mit zwei
Heteroatomen.

Im Folgenden sind einige in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche gezeigt (Schema 56 - Schema
60). In erster Linie ging es dabei darum, aromatische Systeme mit dem gewiinschten
Substitutionsmuster einzelner Amino- oder Hydroxygruppen zu synthetisieren und die nétigen

Schutzgruppen zu verwenden.

Zur Synthese von 220 wurde Resorcin 217 als Startmaterial verwendet, einfach Benzyl-geschiitzt

(218)*® und anschlieRend am Aromaten nitriert, um 219 zu erhalten.*0% 403 408 Dje Reduktion der
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Nitrogruppe zu 220 erwies sich als in dieser Form nicht zielfiihrend,*”® kénnte aber zukiinftig nach

alternativer Literatur mit Na;S,04 erneut versucht werden (Schema 56).%%°

HO OH a b
T

217 218

[:::l\v/o OH & [:::l\v/o OH

219 220

Schema 56: Synthese von 219 und Versuch zur Synthese von 220. Reaktionen und Bedingungen: (a) K,COs (1.0 eq.),

Benzylbromid (1.0 eq), Aceton, Reflux, tber Nacht, (b) HNOs (1.5 eq.), Essigsaure, RT, liber Nacht, 19% (liber 2 Stufen),
(c) Zink (20 eq.), Essigsaure, RT, 1 h.

Zur Synthese von Verbindung 225 wurde Hydrochinon 221 als Startmaterial verwendet und beide
phenolischen Hydroxygruppen mit einer Benzylgruppe geschitzt (222).%8 Nach anschlieBender
aromatischer Nitrierung (223)40% 403408481 \yrde eine Schutzgruppe entfernt und Verbindung 224
erhalten.®®® Eine Reduktion der Nitrogruppe zum Amin (225) konnte mit den bekannten

Bedingungen nicht erreicht werden, kénnte aber eventuell auf alternativem Weg nach entspr.

Literatur erreicht werden (Schema 57).48°

HO a ©\/O b ©\/O NO,
. — T, T
221 222 223
¢ I::::L\V/o NO, _ I::::L\V/o NH
BRR B R 0

OH OH
224 225

Schema 57: Synthese von 224 und Versuch zur Synthese von 225. Reaktionen und Bedingungen: (a) Benzylbromid
(2.2 eq.), KOH (2.4 eq.), EtOH, RT, 4 h, 58%, (b) HNOs (1.5 eq.), Essigsaure, RT, tber Nacht, 81%, (c) TFA/DCM (1:3), RT,
1h, 39%, (d) Zink (20 eq.), Essigsdure, RT, 1 h.

Zur Synthese von 228 wurde die phenolische Hydroxygruppe der Verbindung 226 durch eine

Benzylgruppe (227) geschiitzt,*® anschlieBend konnte allerdings die Nitrogruppe erneut nicht zum

Amin reduziert werden (Schema 58).483 484
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"o N2 a ©\/0 NO, <P ©\/0 NH
L= L,
NH,
2

NH
2 NH,

226 227 228

Schema 58: Synthese von 227 und Versuch zur Synthese von 228. Reaktionen und Bedingungen: (a) KO'Bu (1.1 eq.),
Benzylbromid (1.1 eq.), DMF, 0 °C, 2 h, 94%, (b) SnCl,*4 H,0 (4.0 eq.), HCI (5 M in Wasser, 5.0 eq.), EtOH, 0-50 °C, 3 h.

Die ortho-Diamine 229 und 230 wurden in einer Ringschluss-Reaktion mit

Orthoameisensauretrimethylester umgesetzt, um die Benzimidazole 231 und 232 zu erhalten

(Schema 59).48% 48
R NH, a R N
T —— 1T
NH, N

R= R =
H, 229 H, 231
NO,, 230 NO,, 232

Schema 59: Synthese von 231 und 232. Reaktionen und Bedingungen: (a) Trimethylorthoformiat, 120 °C, Gber Nacht,
42-65%.

Daneben wurden bereits beschriebene Versuche zur direkten Bildung einer Carbonylgruppe am
Benzimidazol-Ring durchgefiihrt. Dazu wurden die ortho-Diamine 229 bzw. 230 verwendet und
mit Milchsdure ein Ring gebildet (233 bzw. 234). Der sekundéare Alkohol 233 wurde in einem

weiteren Schritt mit Kaliumdichromat zum Keton oxidiert 235 (Schema 60).#75-477

a R N\ b N\
229 oder 230 —— —_—
N OH N (e
H H

R = 235
H, 233
NO,, 234

Schema 60: Synthese von 234 und 235. Reaktionen und Bedingungen: (a) Milchsdure (1.2 eq.), HCI (4 M in Wasser),
Reflux, Giber Nacht, 53-84%, (b) K2Cr,07 (1.5 eq.), H2SOu, RT, 1 h, 64%.

Wie schon beschrieben, kdnnte bei dieser Reaktionssequenz weiter vorgegangen werden wie bei
der Synthese von Marbotinib 20 und nach Bromierung des Ketons 235 in a-Position der

Benzofuran-Ring direkt aus einem entspr. Salicylaldehyd aufgebaut werden (s. Kapitel 2.3.1).

Als allgemeines ,Gegenstlick” flr Verbindungen mit zwei Heteroatomen sollte Nitrobenzofuran
240 synthetisiert werden. Daher wurde eine dreistufige Synthese durchgefiihrt, um das
gewlinschte Produkt 240 zu isolieren. Die Synthese wurde analog zur Synthese von 120 bzw. 121

durchgefiihrt, allerdings der entspr. Aldehyd 28 statt des Ketons 100 verwendet. Alkylierung
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(236)%%% %8 ynd anschlieBende Verseifung fiihrte zu Verbindung 237.%% Die Verseifungsreaktion

405 wihrend die LiOH als Base zu einer

gelang ausschlieRlich mit K,COs; mit guter Ausbeute,
Produktmischung fiihrte.*®” Der Ringschluss zu 238 wurde mit NaOAc und AcOAc durchgefiihrt

(Schema 61).%4%7

a 0 b 0 c
28 ——> X —_— X —_—
(0] @]
NO, NO,

236 237

H
02N d H2N e O N
CTh— T —T7CD
(0] (0] ) o
238 239 240

Schema 61: Synthese von 240. Reaktionen und Bedingungen: (a) Ethylbromoacetat (1.4 eq.), K;COs (4.0 eq.), Aceton,
Reflux, 1 h, 83%, (b) K2COs (1.5 eq.), Wasser, Reflux, 1 h, 50%, (c) NaOAc (6.0 eq.), AcOAc, Reflux, Gber Nacht, 33%, (d)
Zn (7.0 eq.), CuSQy, HCl (3 M in Wasser), THF/MeOH (2:1), RT, 1 h, (e) Boc,0 (1.2 eq.), DMAP (0.2 eq.), THF, RT, tber
Nacht, 21% (Uber 2 Stufen).

Die Nitrogruppe wurde reduziert*®¥*° und das entstandene Amin 239 ohne Reinigung im
ndchsten Schritt mit einer Boc-Gruppe geschiitzt (240):3?* Da im Rahmen dieser Arbeit keine
geeigneten Carbonsdure-Derivate von Benzimidazol- oder Benzoxazol-Verbindungen synthetisiert
werden konnten, waren Kopplungsversuche nicht moglich. Da die Ausbeute der Ringschluss-
Reaktion ¢ auch in dieser Reaktionssequenz mit relativ geringen Ausbeuten verbunden war,
koénnte eine alternative Sequenz versucht werden, die schon in Kapitel 2.8.3.1 beschrieben ist und
darauf basiert, den Ringschluss direkt ausgehend von 236 durchzufiihren. Der Benzofuran-2-

carbonsaureester wird verseift und anschlieRend gezielt eine Decarboxylierung durchgefiihrt.*'%

415

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zur Synthese dieser Grundstruktur noch einige weitere
Versuche durchgefiihrt werden miussen. Vielversprechend fiir weitere Syntheseschritte ware
einerseits eine Bromierung von 235 oder dhnlichen Derivaten und weiterem Vorgehen analog zur
Marbotinib-Synthese (vgl. Kapitel 2.3.1). Eine Kopplung von Carbonsauren wie z.B. 94, 126 oder
131 mit Verbindungen wie 231 oder 232 kdnnte dariber hinaus noch ausfiihrlicher versucht

werden (s. Schema 55).
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2.12. PROTACs

Im folgenden Kapitel zum Thema PROTACs sollten einige Verbindungen einer breiten Variation an
Moglichkeiten synthetisiert werden. Dadurch sollte ein gewisser Bereich an Strukturen abgedeckt
werden. Es wurden im Folgenden einige Bausteine flir PROTACs synthetisiert, allerdings letztlich

bei weitem nicht alle Kombinationsmoglichkeiten verwendet.

2.12.1. Allgemeine Strukturiibersicht

Wie in der Einleitung (Kapitel 1) beschrieben, kann die chemische Struktur der Wirkstoffklasse der
PROTACs grundsatzlich in drei verschiedene Elemente gegliedert werden. Als erster Baustein
fungiert ein Ligand, der eine hohe Affinitat zum entspr. Zielprotein (POI) aufweist. Der ,Mittelteil”
besteht aus einem Linker, der den ersten Liganden mit dem dritten Abschnitt, einem E3-Ligase-

spezifischen Liganden verbindet.

2.12.2. Linker und Vorversuche

Zur Kombination der beiden Bausteine sollten verschiedene Arten von Linkern verwendet werden.
In ersten Versuchen wurden verschiedene PEG-Linker synthetisiert. Die Verknipfung der Linker
mit dem Zielprotein-bindenden Liganden sollte entweder liber ein Amid oder (iber ein Amin
vorgenommen werden. Die Verbindung des Linkers mit dem E3-Ligase-spezifischen Liganden

sollte ausschlieBlich tiber ein Amid erfolgen (Schema 62).
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n

o O
E3-Ligase- FLT3-bindender
spezifischer Ligand Ligand

Schema 62: Uberblick iiber PROTAC-Zielstrukturen bei Verwendung eines Alkyl-Linkers (A) oder verschieden verkniipfter
PEG-Linker (B, C).

Aus synthetischer Sicht als praktisch erwiesen sich weiterhin 1,2,3-Triazol-Ringe innerhalb des
Linkers, die durch eine Azid-Alkin-Cycloaddition synthetisierbar sind. Dazu sollten die E3-Ligase-
Bausteine Uber die primdre Aminogruppe mit verschiedenen langkettigen Carbonsduren zu
Amiden umgesetzt werden, wobei Kohlenstoff- oder PEG-Ketten mit einem endstiandigen Azid
versehen sein sollten. Als ,,Gegenstlick” kdnnen Kohlenstoff- oder PEG-Ketten mit endstandigen
Alkinen, die entweder als Amid oder als Amin an die FLT3-Inhibitoren gebunden waren, verwendet
werden. Eine Synthese entspr. Zielmolekiile ware auch in entgegengesetzter Form moglich, sodass
sich das endstdndige Alkin am Baustein des FLT3-Inhibitors befindet und das Azid entspr. am E3-

Ligase-spezifischen Baustein (Schema 63).
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'@,

E3-Ligase-
spezifischer Ligand

@
3

FLT3-bindender
Ligand

Schema 63: Uberblick (iber PROTAC-Zielstrukturen unter Verwendung eines Triazol-Rings mit Alkyllinker verkniipft mit
dem FLT3-Inhibitor tGber ein Amid (A) oder lber ein Amin (B). Die Verwendung von PEG-Linkern verknipft Gber ein Amid
ware ebenfalls moglich (C).

Je nach Lange der beiden Kohlenstoff- oder PEG-Ketten kann die Lange des Linkers des PROTACs
variiert werden. Alkin- und Azid-Baustein kdnnen im Anschluss mit Hilfe einer 1,3-dipolaren
Cycloaddition beliebig zum 1,2,3-Triazol kombiniert werden. Diese auf der Huisgen-Reaktion*°™493
basierende Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC) ist ein grundlegendes Beispiel
der Click-Chemie dar und wurde sowohl von Folkin und Sharpless, als auch von Meldal unabhangig
entdeckt.®¥ 4% Wahrend erste vorgeschlagene Mechanismen von einem am Katalyse-Zyklus
beteiligten Kupfer-Atom ausgingen, gilt mittlerweile ein Mechanismus, basierend auf zwei

Kupferatomen, als sehr wahrscheinlich (Schema 64),49% 496-503
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Schema 64: Uberblick iiber den méglichen Katalysezyklus einer Triazol-Bildung durch eine Click-Reaktion.4%

Die erste Uberlegung zur Gestaltung von PEG-Linkern ist in Schema 62B gezeigt und sollte auf einer
Dicarbonsaure basieren. Diethylenglykol 241 wurde als Startmaterial verwendet und durch

504

Reaktion mit tert-Butylacrylat 242 Verbindung 243 erhalten. Die Verwendung von

Ameisensdure stellte eine geeignete Methode zur Synthese der gewiinschten Dicarbonsaure 244
dar, wahrend sich durch die Verwendung von TFA gréBere Schwierigkeiten bei der Isolation des
Produkts ergaben (Schema 65).5% Es bietet sich natiirlich die Méglichkeit einer Variation der Linge

der PEG-Linker durch Verwendung von Edukten mit alternativen Polymerisierungsgraden.

0] a @) O O O
HO\/\O/\/OH+>I\ )j\/—>>( j(\/ ~ o W \’<
(0] (0] 0]

241 242 243

b Hoj(\/o\/\ /\/O OH
. 0Oy
(0] o

244

Schema 65: Synthese von 244. Reaktionen und Bedingungen: (a) Natrium (0.02 eq.), 242 (2.6 eq.), THF, RT, 2 h, 47%, (b)
Ameisensaure, RT, Gber Nacht, quantitativ.

Durch die Reaktion von 244 mit dem Saurechlorid eines der Amine 16-19 entstanden zwar die

gewiinschten Produkte, konnten allerdings nach aufwandiger Aufarbeitung und Reinigung mit
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prap. HPLC nur in sehr kleinen Ausbeuten isoliert werden. Dieser Schritt wird daher nur allgemein

dargestellt (Schema 66) und wird nicht weiter behandelt.>%

Amin a HOWOV\O/\/OWAmin
o]

0]

Schema 66: Versuch zur Synthese einiger Amide. Reaktionen und Bedingungen: (a) Saurechlorid (3.0 eq.), Triethylamin
(1.1 eq.), THF/MeCN, RT, Uber Nacht.

Als geeigneter wurde ein zweiter Vorschlag erachtet, der mit einer einseitigen Veresterung der
Dicarbonsaure startet (245), um die anschlieRende Amid-Bildung zu erleichtern (Schema 67). Auch
dabei konnte nur eine kleine Ausbeute erreicht werden. Allerdings wurde diese Idee trotzdem als

deutlich vielversprechender angesehen.>%®

a
0 W
O 245 ©

Schema 67: Synthese von 245. Reaktionen und Bedingungen: (a) DBU (1.0 eq.), Benzylbromid (1.0 eq.), 0 °C-RT, Uber
Nacht, 22%.

Eine weitere Idee sind PEG-Linker, die iber ein Amid mit dem E3-Ligase-spezifischen Liganden
verbunden werden, wahrend der FLT3-Baustein iber ein Amin mit dem Linker verknipft wird.
Dazu sollten die Verbindungen verwendet werden, die sich im Laufe der Arbeit als besonders

vielversprechende Inhibitoren der Tyrosinkinase herausgestellt hatten.

Im ersten Syntheseschritt wurde Triethylenglykol 246 mit tert-Butylacrylat 242 umgesetzt, dabei
allerdings eine deutlich veranderte Anzahl an Aquivalenten verwendet wurde, um eine Reaktion
nur auf einer Seite des Diols stattfinden zu lassen (247).°°-°!! |n einem nichsten Schritt wurde
Methansulfonsdurechlorid verwendet, um eine Abgangsgruppe zu generieren (248),°0% 5127514 (je
im Anschluss von Piperazin bzw. Methylamin in einer nukleophilen Substitutionsreaktion
abgespalten werden konnte, sodass die beiden gewiinschten Produkte 249°!! und 250°° isoliert

wurden (Schema 68).
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Schema 68: Synthese von 249 und 250. Reaktionen und Bedingungen: (a) Natrium (0.03 eq.), 242 (0.3 eq.), THF, RT, Uiber
Nacht, 59%, (b) Methansulfonsdurechlorid (1.2 eq.), Triethylamin (2.0 eq.), DCM, RT, tber Nacht, 59%, (c) Methylamin
(20 eq.), THF, 50 °C, Uber Nacht, 54%, (d) Piperazin 136 (10 eq.), THF, 50 °C, Gber Nacht, 86%.

Zuletzt wurde in Vorbereitung auf die beschriebenen Click-Reaktionen ein Baustein flr einen
Alkyllinker mit endstandigem Azid synthetisiert. Die Synthese wurde mit dem Methylester der 6-
Bromohexansdure 251 gestartet, das Azid 252 gebildet>'*>!® und der Ester im Anschluss zur

Carbonsaure 253 verseift (Schema 69).51% 520

Schema 69: Synthese von 253. Reaktionen und Bedingungen: (a) Natriumazid (3.0 eq.), DMF, 80 °C, tUber Nacht, 93%,
(b) LiOH (3.0 eq.), MeOH, RT, 4 h, 98%.
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2.12.3. Zielprotein-bindender Ligand

2.12.3.1. Liganden

Basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse beziglich der biologischen
Wirksamkeit der synthetisierten FLT3-Inhibitoren, die in Kapitel 3 (,Pharmakologischer Teil“)
vorgestellt werden, wurden zwei verschiedene Grundstrukturen ausgewahlt, die als Zielprotein-
bindende Liganden verwendet werden sollten. Dabei sollte einerseits die Verkniipfung mit dem
Linker Gber das vielversprechende C-4 des Indolrings stattfinden, da sich Substituenten an dieser
Position sogar als vorteilhaft fiir die Wirksamkeit der FLT3-Inhibitoren herausgestellt hatten.
Andererseits sollte die Kopplung an dieser Stelle zusatzlich Gber die bewahrten sekunddren Amine
erreicht werden, wobei der Fokus hierbei auf alkylierten Methylamin-Resten und den N-

substituierten Piperazin-Ringen liegen sollte.

2.12.3.2. Bausteine
Zur Synthese von PROTACs mit der allgemeinen Struktur, die in Schema 62B gezeigt ist, wurde 158
als Startmaterial verwendet und mit 244 mit BOP und Triethylamin zu 254 umgesetzt (Schema

70).521

Schema 70: Synthese von 254. Reaktionen und Bedingungen: (a) 244 (3.0 eq.), BOP (1.1 eq.), Triethylamin (3.0 eq.),
DMF, 50 °C, Uber Nacht, 25%.

Weiterhin wurden Versuche zur Synthese von Verbindungen, die in Schema 62C gezeigt sind,

durchgefiihrt. Beide sekundare Amine 249 und 250 konnten analog zu den bereits synthetisierten
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Derivaten der Grundstruktur VI in einer Mannich-Reaktion an C-4 mit Marbotinib 20 verbunden
werden (Schema 71).#*? Mit Ameisensiure wurde bei beiden Derivaten 255 und 256 die tert-

Butylgruppe entfernt und die Carbonsauren 257 und 258 erhalten.>%

255 |

N
N ©
H

Schema 71: Synthese von 257 und 258. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsaure, RT, Uber Nacht, 70-87%, (b) Ameisensaure, RT, Gber Nacht, quantitativ.

Als Bausteine fiir die Click-Reaktionen zur Synthese von Triazol-PROTACs wurden einige aus
Marbotinib 20 und Piperazin-Derivaten synthetisierte Verbindungen verwendet. Verbindung 197
wurde bereits beschrieben und ahnlich dazu die beiden Amide 260 und 262 mit ldngeren
Kohlenwasserstoff-Ketten synthetisiert. Die Synthese beider Derivate wurde mit N-Boc-Piperazin
137 gestartet und die entspr. Carbonsiuren zur Synthese von 259 und 261 eingesetzt,>*752* bevor

die Boc-Schutzgruppe mit TFA wieder abgespalten wurde (Schema 72).34¢
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Schema 72: Synthese von 260 und 262. Reaktionen und Bedingungen: (a) Carbonsaure (0.9 eq.), N-Me-Morpholin
(1.1 eq.), EDC*HCI (1.1 eq.), DCM, RT, Gber Nacht, 67-90%, (b) TFA, DCM, RT, 1 h, quantitativ.

Neben den beiden sekunddaren Aminen 260 und 262 wurde das kommerziell erhéltliche

Propargylamin verwendet und zuséatzlich zur bereits vorgestellten Verbindung 205 drei weitere

Derivate 263-265 mit den etablierten Bedingungen synthetisiert (Schema 73).%32

26

o] 0 NV
/_>~N/\:/\N4§ N/\:/\N% \/N y
Vi 263 / 264 5

Schema 73: Synthese von 263-265. Reaktionen und Bedingungen: (a) Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.5 eq.),
Amin (1.5 eq.), Essigsdure, RT, Gber Nacht, 53-73%.
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2.12.4. E3-Ligase-spezifischer Ligand

N
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2.12.4.1. Liganden

Als E3-Ligase-bindende Liganden wurden vier verschiedene Grundstrukturen verwendet. Zum
einen sollten verschiedene Thalidomid-basierte Derivate (Pomalidomid 18, 266 und 267)
eingesetzt werden, zum anderen der Von-Hippel-Lindau-Ligand (VHL-Ligand, 16). Bei den

Thalidomid-Derivaten handelt es sich, wie in der Einleitung beschrieben, um Liganden fir die E3-

O o)
NH H,N NH
NH, © ©O O O

18 266

O O

N NH
HoN

@) O

267

Ligase CRBN.

Die verschiedenen Thalidomid-artigen Liganden 18, 266 und 267 wurden von Dr. Herwig Pongratz,
Dr. Emerich Eichhorn oder Alexander Zimmermann synthetisiert und wurden vor Verwendung und
aus analytischen Griinden mit Hilfe der prap. HPLC gereinigt. Die Synthese ist an dieser Stelle nicht

extra beschrieben. Der Boc-geschiitzte VHL-Ligand 277 wurde von Dr. Herwig Pongratz hergestellt.
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Die Synthese dieses Liganden wird im Folgenden kurz beschrieben, allerdings wird im
Experimentellen Teil keine analytische Auswertung durchgefiihrt. Zur Synthese wurde das Amin
268 mit einer Boc-Gruppe geschitzt (269), anschlieRend eine Heck-Reaktion mit 4-Methylthiazol
270 zu 271 durchgefiihrt und das Amin wieder entschiitzt (272). 276 wurde durch Reaktion von
273 und 274 und anschlieBende Verseifung des Esters 275 erhalten. Die beiden Teilstiicke 272 und
276 wurden mit Hilfe des Kopplungsreagenzes HATU zu 277 verknipft. Vor Weiterverwendung
wurde die Boc-Schutzgruppe mit TFA entfernt und das entspr. Salz 16b in nachfolgende

Reaktionen eingesetzt.>> 2%

(0]
A HZN/\©\ a ,>LOJLN b
Br H

268 269 N
BT 270 | )
s
S
H,N
0" N c z
H —_— =
N * TFA s\//N
271 L 272
HO
B o ,
O— d
>L M OH + -
0" ON
H H O *HClI
273 274
OH
00 o 0] o)
VK TR
5 \ o)
HO HO
275 276

f HN 9 OH
272 + 276 ——— N —_— 3

277 HN O 16b 0

Schema 74: Synthese von 16b. Reaktionen und Bedingungen: (A) (a) NaHCOs (0.9 eq.), Boc,O (1.2 eq.) EA/Wasser (1:1),
RT, 1 h, (b) Pd(OAc)2 (1 mol%), K2COs (2.0 eq.), 4-Methylthiazol 270 (2.0 eq.), N,N-Dimethylacetamid, Reflux, 2 h, (c)
DCM/TFA (2:1), RT, 2 h, (B) (d) 274 (1.1 eq.), DIPEA (6.0 eq.), HATU (1.2 eq.), DMF, RT, Uber Nacht, (e) LiOH (2.0 eq.),
THF/Wasser (1:1), RT, 4 h, (C) (f) 272 (1.1 eq.), DIPEA (6.0 eq.), HATU (1.2 eq.), DMF, RT, tber Nacht, (g) TFA, DCM, RT,
1h.
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2.12.4.2. Bausteine
Die drei Thalidomid-artigen Amine wurden eingesetzt zur Synthese der drei Verbindungen 279-

281. Diese musste Uber das Saurechlorid 278 erfolgen (Schema 75), wurde allerdings ohne

zwischenzeitliche Reinigung in einem Ansatz durchgefiihrt.>?’

a Cl
o83 o W\/\N3

(0] 278
O O
HN
278 —
18 O N
WN:;
(e}

0 O
b HN o 280
28— 0 N M
266 N N3
e} H
o) o)
b 281
AR N fm
267 N N3
o o] H

Schema 75: Synthese von 279-281. Reaktionen und Bedingungen: (a) Oxalylchlorid (1.0 eq.), DMF, DCM, RT, 1 h, (b)
Amin 18, 266 bzw. 267 (0.9 eq.), Pyridin (4.0 eq.), RT, Gber Nacht, 42-49%.

Die Synthese von 282 konnte hingegen durch die Verwendung von 16b und der Carbonsdure 253

mit Hilfe des Kopplungsreagenz HATU im Basischen durchgefiihrt werden (Schema 76).5%529

4
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OH
a >
16b —— HNVO 282
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o}
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Schema 76: Synthese von 282. Reaktionen und Bedingungen: (a) Carbonsaure 253 (1.0 eq.), HATU (1.5 eq.), DIPEA
(6.0 eq.), DMF, RT, liber Nacht, 93%.
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Zusatzlich wurde Amid 284 mit Kopplungsreagenz EDC*HCI synthetisiert und dafiir die endstandig-
bromierte Pentansiure verwendet.>3° Damit sollte eine alternative Syntheseroute fiir Derivate
dieser Art gezeigt werden und die Moglichkeit, die Kohlenwasserstoff-Kette und damit der
Linkerlange des fertigen PROTACs zu variieren. Aus der bromierten Verbindung 283 wurde im

nachsten Schritt das Azid 284 erhalten (Schema 77).516->18

N N
2 2
< | < |
S S
283 284
OH OH
a 3 b R
L s
N N
0 (0]
0] (0]
HNW\/BI‘ HNW\/NS
(0] 0]

Schema 77: Synthese von 284. Reaktionen und Bedingungen: (a) Carbonsdure (1.0 eq.), EDC*HCI (1.1 eq.), DIPEA
(6.0 eq.), RT, Uber Nacht, 61%, (b) Natriumazid (3.0 eq.), DMF, 80 °C, tiber Nacht, quantitativ.

So koénnten weitere Carbonsduren mit anderen Linkerlingen eingesetzt, PEG-basierte

531

Carbonsauren verwendet oder auch das endstdandige Bromid durch Dimethylamin>** oder N-Boc-

Piperazin ersetzt werden.>3°

Zuletzt wurde die Moglichkeit gepriift, ob eine Variation beider Komponenten zur Durchfiihrung
einer Click-Reaktion und ob die Synthese eines E3-Ligase-spezifischen Baustein mit einer Alkin-
Gruppe zu besseren Ausbeuten fiihren. Der VHL-Ligand 16b wurde dafiir im Basischen mit HATU

als Kopplungsreagenz mit 4-Pentin- oder 6-Heptinsiure gekoppelt (285 bzw. 286, Schema 78).>%%
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Schema 78: Synthese von 285 und 286. Reaktionen und Bedingungen: (a) HATU (1.1 eq.), DIPEA (4.4 eq.), DMF, RT, Gber
Nacht, 55-61%.
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2.12.5. Versuche zur Synthese von PROTACs

Einer der E3-Ligase-spezifischen Liganden (16b, 18, 266 und 267) sollte mit den Verbindungen 254,
257 und 258 gekoppelt werden. Dazu wurden verschiedene Reaktionen durchgefiihrt, die
allerdings ausschlieBlich ein anderes Produkt lieferten. NMR- bzw. MS-Analyse deuteten einen
intramolekularer Ringschluss an. Vor weiteren Versuchen missten (iberlegt werden, die
Hydroxygruppe von Marbotinib 20 bzw. der Verbindungen 254, 257 oder 258 vor der
Kopplungsreaktion zu schiitzen oder mit einer entspr. geschiitzten Verbindung zu arbeiten.
AulRerdem konnte die Reaktionssequenz anders aufgebaut werden und die in Schema 66
beschriebene Synthese optimiert werden. Auch die Verwendung einer geeigneten Schutzgruppe
am N-Atom der Amine 249 bzw. 250 kénnte eine vielversprechende Syntheseroute sein. Eine

weitere Alternative ware die Verwendung einseitig veresterter Dicarbonsauren wie in Schema 67.

Zur Synthese der PROTACs mit Triazol-Ringen im Linker wurde die beschriebene Click-Reaktion
verwendet. Fir diese Reaktion wurde eine Kombination aus Kupfer(ll)-sulfat und Ascorbinsaure
als Reduktionsmittel verwendet, um das katalytisch notwenige Kupfer(l)-salz in situ zu erzeugen.
Fiir alle beschriebenen Reaktionen erwies sich DMF als geeignetes Losemittel, und einige der
bereits gezeigten Bausteine wurden entspr. kombiniert.>32>3% Allgemein wurden PROTACs mit
dem VHL-Liganden als E3-Ligase-spezifischem Baustein mit verschiedenen der gezeigten FLT3-

Inhibitor-Strukturen verbunden und so die Molekiile 287 und 288 erhalten (Schema 79).
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Schema 79: Synthese von 287 und 288. Reaktionen und Bedingungen: (a) 282 (1.0 eq.), CuSO4 (0.1 eq.), Ascorbinsaure
(0.3 eq.), DMF, 30 min, 68-77%.
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AulRerdem wurden zwei PROTACs mit dem Pomalidomid 18 als E3-Ligase-spezifischem Baustein

mit verschiedenen der gezeigten FLT3-Inhibitor-Strukturen verbunden (Schema 80).

280+205

289

Schema 80: Synthese von 289. Reaktionen und Bedingungen: (a) 280 (1.0 eq.), CuSO, (0.1 eq.), Ascorbinsdure (0.3 eq.),
DMF, 30 min, 54%.

Das Feld der PROTACs bietet allgemein einen Ansatzpunkt flr weitere Forschung, wobei weitere
Versuche und andere Wege zur Synthese von PROTACs mit reinen Alkyl- oder PEG-Linkern erste
interessante Ansatze waren. Aullerdem kénnte auf Basis zuklnftiger Testergebnisse ebenfalls die
Lange der Linker variiert werden. Weiterhin konnten alle gezeigten Bausteine beliebig variiert bzw.

im Anschluss auf beschriebene Art mit einer Click-Reaktion verbunden werden.

Eine interessante Idee der aktuellen Forschung sind potenziell irreversible oder kovalent-
reversible PROTACs, mit denen schon einige Fortschritte erzielt wurden. Enon-Systeme oder
andere Molekiilgruppen, die zu potenziell irreversiblen PROTACs fiihren, wurden dabei vor allem
am Protein-spezifischen Liganden eingefiihrt. Kovalent-reversible PROTACs sollen die Vorteile

irreversibler und reversibler Varianten vereinen und basieren meist auf a-Cyanoacrylaten.>3>75%

0O 0O 0]

Darliber hinaus wurden bereits einige ,,Photoswitch“-PROTACs vorgestellt: Sie kénnen durch Licht
aktiviert bzw. deaktiviert oder durch Licht einer bestimmten Wellenlange in ihre aktive Form

Uberfuhrt werden.>*
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3.1. ENZYM-INHIBITIONS-ASSAY

Zunachst wurden die synthetisierten Subtanzen als Inhibitoren der Enzymaktivitat mutierter FLT3
untersucht. Neben der Untersuchung der therapeutisch-wichtigen ITD-Mutation wurden die
aktivsten Derivate auf ihr Potential zur Inhibierung der haufigsten therapie-assoziierten

Punktmutation FLT3-D835Y evaluiert.

FLT3-ITD FLT3-D835Y
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3.1.1. Allgemeines und Referenzen

Die Testreihen wurden von der Firma Reaction Biology Corporation (Malvern, PA, United States)
durchgefiihrt. Entspr. 1Cso-Werte (mittlere inhibitorische Konzentration) fir die Hemmung der
Enzymaktivitat von FLT3-ITD wurden bestimmt. Alle synthetisierten Verbindungen wurden in
einem Kinase-Assay nach der Anleitung von Reaction Biology unter Verwendung von 10 uM ATP
gepriift. Von allen Derivaten wurde die inhibitorische Wirkung des freien Amins, des TFA- oder des
HCI-Salzes evaluiert. Beispielhaft werden im Folgenden die Testergebnisse fiir die enzymatischen

Assays der Verbindungen 150b, 151b, 214b und 215b basierend auf den von Reaction Biology

erhaltenen Daten graphisch dargestellt (Abb. 36).
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Abb. 36: Beispielhafte Darstellung der Inhibitionskurven fir FLT3-ITD der Substanzen 150b, 151b, 214b und 215b aus
dem enzymatischen Assay verglichen mit der Referenz Staurosporin 10. Die Graphen wurden auf Basis der von der Firma
ReactionBiology erhaltenen Daten mit dem Programm GraphPad Prism 9 erstellt.

Als Referenz-Verbindung der Testreihe wurde Staurosporin 10 verwendet. Daneben sind in

Tabelle 6 zum Vergleich entspr. 1Cso-Werte von Quizartinib 6 und Midostaurin 1 aus friheren

Testreihen angegeben 3%
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Tabelle 6: ICso-Werte einiger Referenzen fir die Inhibierung der Enzymaktivitdt von FLT3-ITD und FLT3-D835Y.
Staurosporin wurde in allen Testreihen als Referenz verwendet. Die Werte flir Midostaurin und Quizartinib stammen
aus friheren Testreihen.324

ICso-Werte [nM]

Referenz

ITD D835Y
Midostaurin 1 0.733% 0.153%
Quizartinib 6 4,23% 1373%
Staurosporin 10 1.203% 0.143%

3.1.2. Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21

Das HCI-Salz von Marbotinib-Carbamat 21c wurde als Inhibitor der Enzymaktivitat mutierter FLT3
evaluiert. Neben der besonders haufig vorkommenden ITD-Mutante wurde dabei die therapie-
assoziierte Punktmutation D835Y verwendet. Die entspr. ICso-Werte von Marbotinib 20 stammen

aus frilheren Arbeiten3*32¢ und sind vor allem zu Vergleichszwecken mit angegeben.
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Tabelle 7: ICso-Werte von Marbotinib 20 und des HCl-Salzes von Marbotinib-Carbamat 20c fir die Inhibierung der
Enzymaktivitat von FLT3-ITD und FLT3-D835Y. Die Werte von Marbotinib 20 stammen aus vorangegangenen Arbeiten
und sind vor allem zu Vergleichszwecken angegeben.324325

w ICso-Werte [nM]
Verbindung 1
ITD D835Y
20 H 2-3324—326 4.84324_326
(@)

N
21¢ /Q 3.93% 3.033%

Marbotinib-Carbamat 21c zeigt in dieser Testreihe vergleichbare ICso-Werte (ITD: 3.9 nM, D835Y:
3.03 nM) und damit vergleichbare inhibitorische Wirkung sowohl gegeniiber FLT3-ITD als auch
gegeniiber FLT3-D835Y wie Marbotinib 20 (ITD: 2.3 nM, D835Y: 4.84 nM324-326) AuRBerdem scheint
die Verbindung FLT3-ITD &hnlich stark zu inhibieren wie Quizartinib 6 (ITD: 4.2 nM?3?%) und zeigt im
Gegensatz dazu auch eine hohe Aktivitdt gegeniber FLT3-D835Y. Quizartinib 6 ist diesbeziiglich
deutlich inaktiver (D835Y: 137 nM3%4),

3.1.3. Grundstrukturen |-V

Im Folgenden sind die Ergebnisse der neu synthetisierten Verbindungen der Grundstrukturen | bis
V zusammengefasst. Aus Grundstruktur | und Il wurden nur ein paar Verbindungen beispielhaft
bezliglich ihrer inhibitorischen Aktivitdt untersucht, wobei keine der Verbindungen ausgepragte

inhibitorische Starke gegeniiber der enzymatischen Aktivitdt der ITD-Mutation von FLT3 zeigte.
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Der Austausch der Isoxazol-Einheit durch eines der gezeigten fluorierten Amide oder ein Amin
flhrt zu einem Verlust an Wirksamkeit. Modifikationen dieser Art scheinen die Wechselwirkungen

in der Bindetasche zu verschlechtern.

Tabelle 8 zeigt die ICso-Werte aller getesteten Verbindungen der Grundstruktur I. Bei allen
Verbindungen dieser Stoffgruppe wurde ausschlielilich die inhibitorische Wirkung im Enzymtest
gegeniber der Laingenmutation von FLT3 untersucht. Fir 59, 60 und 61 (ICso-Werte zwischen 390

und 882 nM) konnte allerdings keine ausgepragte Inhibitorfahigkeit festgestellt werden.

Tabelle 8: ICso-Werte der getesteten Molekiile mit Grundstrukturen | fir die Inhibierung der Enzymaktivitat von FLT3-
ITD.

ICso-Werte [nM]

Verbindung

FLT3-ITD

59 \(\/@ 882

60 390
wQ\F
61 \(\/Q\KF 588
F

Verbindung 64b mit Grundstruktur Il wurde beziiglich der inhibitorischen Fahigkeit gegeniber

FLT3-ITD evaluiert, wobei der Austausch der Isoxazol-Einheit von Marbotinib 20 durch das
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fluorierte Amin die Wirkung ebenfalls etwas vermindert (ICso-Wert: 10.3 nM). Trotz allem kann

eine Wirksamkeit von 64b im nanomolaren Bereich festgestellt werden.
Verbindungen mit Grundstruktur Ill wurden bisher nicht biologisch evaluiert.

Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die ICso-Werte der enzymatischen Tests der Verbindungen mit
Grundstruktur IV. Alle synthetisierten Molekile dieser Grundstruktur wurden auf ihre hemmende
Wirkung gegenilber der Kinaseaktivitat einer Laingenmutation (FLT3-ITD) analysiert, wobei 86
zusatzlich auch gegeniiber der Punktmutation FLT3-D835Y getestet wurde. Verbindung 89 wurde
als TFA-Salz 89b eingesetzt.

Tabelle 9: ICso-Werte der getesteten Molekile mit Grundstruktur IV fir die Inhibierung der Enzymaktivitat von FLT3-
ITD und FLT3-D835Y.

ICso-Werte [nM]
Verbindung
ITD D835Y

86 Nl 26.7 237

89b N 306 n.d.
M

92 >1000 n.d.
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Die Verbindungen 86 und 89b (ICs-Werte: 26.7-306 nM) inhibieren FLT3-ITD im nanomolaren
Bereich, wahrend Verbindung 92 die Aktivitat langenmutierter FLT3 nur schwach inhibiert (ICso-
Wert: >1000). Modifikationen an C-3 des Indolrings von Marbotinib scheinen die Hemmung
ebenfalls zu schwachen. Wahrend eine Methylgruppe noch schwach hemmt, verringern
raumgreifende Substituenten, die eventuell die Loslichkeit erhéhen kénnten, die Wirksamkeit im

Enzymtest deutlich.

Fir 106 mit Grundstruktur V konnte eine Hemmung von FLT3-ITD im nanomolaren Bereich
festgestellt werden (ICso-Wert: 19.6 nM), wobei allerdings auch eine Modifikation in Position 3’
des Benzofuran-Rings die Wirksamkeit verglichen mit Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat

21c verringert.

3.1.4. Grundstruktur VI

Die Ergebnisse der Enzymtests einiger Verbindungen mit Grundstruktur VI sind im folgenden
Kapitel gezeigt (Tabelle 10). Alle Verbindungen wurden entweder als Amine (a) oder als entspr.
TFA-Salze (b) beziglich ihrer inhibitorischen Fahigkeiten gegenitber FLT3-ITD untersucht. Die
potentesten Inhibitoren wurden dann in Bezug auf die Hemmung der Aktivitdt der therapie-

assoziierte Mutante FLT3-D835Y getestet.
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Tabelle 10: 1Cso-Werte aller getesteten Molekile mit Grundstruktur VI fur die Inhibierung der Enzymaktivitat von FLT3-
ITD und FLT3-D835Y.

ICso-Werte [nM]

Verbindung
ITD D835Y
o
147b N 9.08 24.2
M
148b ,\O 13.7 87.0
¥
149b YNO 4.10 17.8
|
150b HH{N\ 2.40 3.83
(\N/
151b N 1.89 4.95
M
(\N/\
152a N 1.28 4.23
M
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2.60

17.4

n.d.

69.5

9.55

n.d.

327

10.8

21.8

1.98

36.9

36.6

460

3.36

13.1

12.2

1.47

4.32

153a

154a

155

156

158

159

181b

185b

186b
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0
187a N 10.0 nd.
L
O\\S//O
204 N A= 6.23 n.d,

209 E{A‘MQ 324 30.4

Alle getesteten Verbindungen der Grundstruktur VI hemmen die Kinaseaktivitdt von FLT3-ITD im

nanomolaren Bereich, einige sogar im sehr niedrigen nanomolaren Bereich (ICso-Werte: 1.28-
324 nM). AuRerdem hemmen viele Verbindungen dieser Stoffklasse zusatzlich die Aktivitdt von
FLT3-D835Y im niedrigen nanomolaren Bereich (ICso-Werte: 2.60-327 nM). Gerade kleine
Substituenten wie Dimethylamin oder Heterozyklen hemmen am stdrksten. Daraus kann
geschlossen werden, dass an C-4 des Indolrings ohne Aktivitatsverlust Modifikationen bis zu einer
gewissen raumlichen GroRe an der Molekilstruktur von Marbotinib 20 vorgenommen werden
kdnnen. Fur Verbindung 150 wurde neben dem TFA-Salz 150b auch das freie Amin 150a

untersucht und sehr dhnliche Daten erhalten (ICso-Wert: 1.51 nM).

Die Enone und Enon-ahnlichen Wirkstoffe wirken inhibitorisch dhnlich (ICso-Werte (FLT3-ITD):
1.47-10.0 nM, 1Cso-Werte (FLT3-D835Y): 10.8-21.8 nM) gegeniiber den beiden Mutationen,
verglichen mit Molekiilen dhnlicher Gestalt ohne das entspr. Enon-System (1.89 nM fiir 151a,
36.6 nM fiir 155 oder 3.36 nM fiir 158). Bei den getesteten potenziell-irreversiblen Verbindungen
kann allgemein ein gewisser Trend festgestellt werden: GroRere Modifikationen liefern
schlechtere Ergebnisse fiir beide Arten von Mutationen. Um eine Aussage zur moglichen
irreversiblen Bindung der Molekdile treffen zu kdnnen, miissten zusatzlich Versuche durchgefiihrt
werden, wie sie bereits in der Arbeit von Bernadette Pilsl gezeigt wurden.3® Alle weiteren
Verbindungen dieser Stoffgruppe wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr biologisch

evaluiert.
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3.1.5. Grundstruktur VII

Zusatzlich zu den Verbindungen mit Grundstruktur VI wurden alle synthetisierten Carbamate mit
Grundstruktur VIl beziglich ihrer inhibitorischen Fahigkeiten evaluiert. Die 1Cso-Werte aus den
Testreihen aller sechs Verbindungen 211-216 sind in Tabelle 11 aufgelistet. Alle Verbindungen

wurden als entspr. TFA-Salze (b) analysiert.

Tabelle 11: 1Cso-Werte getesteter Molekiile mit Grundstruktur VII fir die Inhibierung der Enzymaktivitat von FLT3-ITD
und FLT3-D835Y.

ICso-Werte [nM]

Verbindung
ITD D835Y

9
211b %{N J 1.29 6.63
212b 2{'\0 1.22 17.0
213b \{NO 1.52 5.50

|
214b i{N\ 0.81 0.62
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7
215b K{O 0.94 1.71

N

216b N\) 111 >1000
a{N

Alle getesteten Verbindungen der Grundstruktur VIl hemmen die Aktivitat von FLT3-ITD in einem
niedrigen nanomolaren oder sogar sub-nanomolaren Bereich (ICso-Werte: 0.81-111 nM).
AulRerdem hemmen einige Verbindungen die Kinasewirkung von FLT3-D835Y im niedrigen
nanomolaren bzw. sub-nanomolaren Bereich (ICso-Werte: 0.62-17 nM fiir 211b-215b). Die
schlechteste inhibitorische Aktivitat zeigt Verbindung 216b (111 nM fir FLT3-ITD und >1000 fur
FLT3-D835Y). Fir Verbindung 214 wurde neben dem TFA-Salz 214b auch das freie Amin 214a

untersucht und dhnliche Daten erhalten (ICso-Wert: 1.23 nM).

3.1.6. Auswertung

In allen durchgefiihrten Enzym-Testungen zeigen neben Marbotinib-Carbamat 21c die Molekiile
der Stoffgruppe VI und VIl vielversprechende Ergebnisse (Tabelle 10 und Tabelle 11). Sehr viele
Molekiile dieser Stoffgruppen hemmen die Enzymaktivitdt von FLT3-ITD im teils sehr niedrigen
nanomolaren bis sub-nanomolaren Bereich. Einige Molekiile weisen dabei Inhibitor-Fahigkeiten
auf, die mit dem potenten, aber unselektiven Inhibitor Staurosporin 10 (ICso-Wert: 1.20 nM)
mindestens vergleichbar sind, und einige zeigen sogar anndhernd dieselbe Wirksamkeit wie
Midostaurin 1 (ICso-Wert: 0.70 nM). Marbotinib-Carbamat 21c inhibiert FLT3-ITD fast vergleichbar
in niedrigem nanomolarem Bereich (ICso-Wert: 3.9 nM). Bei Betrachtung der Stoffgruppe VI
stechen die alkylierten Piperazin-Derivate 151, 152 und 153 (ICso-Werte: 1.28-1.98 nM) sowie das
Dimethylamin-Derivat 150 (ICso-Wert: 1.51 nM) hervor. In Stoffgruppe VIl wird fir das N-
Methylpiperazin-Derivat 215 (ICso-Wert: 0.94 nM) sowie das Dimethylamin-Derivat 214 (ICso-
Wert: 0.81 nM) eine sehr starke Inhibierung der Kinaseaktivitat von FLT3-ITD festgestellt. Viele
Verbindungen erreichen darliber hinaus mindestens gleichwertige inhibitorische Fahigkeiten

verglichen mit Marbotinib 20 (ICso-Wert: 2.3 nM).3%

Untersuchungen zur Inhibierung der enzymatischen Aktivitat der haufigsten TKD-Mutante FLT3-
D835Y liefern sowohl fir Molekiile der Stoffgruppe VI als auch fiir Molekiile der Stoffgruppe VIi

erneut eine bemerkenswerte Aktivitat. Auch Marbotinib-Carbamat 21c inhibiert FLT3-D835Y in
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niedrigem nanomolarem Bereich (ICso-Wert: 3.03 nM). Die alkylierten Piperazin-Derivate 151, 152
und 153 (ICso-Werte: 2.60-4.95 nM) sowie das Dimethylamin-Derivat 150 (ICso-Wert: 3.83 nM) aus
Stoffgruppe VI kénnen diese Mutante in einem sehr niedrigen nanomolaren Bereich inhibieren.
Die Carbamate aus Stoffgruppe VIl ergeben ebenfalls sehr kleine 1Cso-Werte fiir die Hemmung von
FLT3-D835Y (1.71 nM fiir das N-Methylpiperazin-Derivat 215 und 0.62 nM fiir das Dimethylamin-
Derivat 214). Damit werden anndhernd gleiche Werte wie flr die beiden Multikinase-Inhibitoren
Midostaurin 1 (ICso-Wert: 0.15 nM) und Staurosporin 10 (ICso-Wert: 0.14 nM) erreicht. Die
Enzymaktivitat von FLT3 mit dieser Punktmutation wird etwas starker inhibiert als durch
Marbotinib 20 (ICso-Wert: 4.84 nM). AuBerdem ist festzustellen, dass fiir die meisten der neu
synthetisierten Verbindungen die Aktivitdat gegenliber der therapie-assoziierten Mutante nicht
verringert ist. Das ist dagegen bei den Tyrosinkinase-Inhibitoren von Typ Il der Fall. Verglichen mit
dem Therapiepraparat Quizartinib 6 (ICso-Wert: 137 nM) zeigt ein GroRteil der Verbindungen
deutlich niedrigere 1Cs;-Werte und damit deutlich weniger Probleme mit den einleitend

beschriebenen Resistenzen.

Weiterhin zeigen die Daten aber auch, dass die synthetisierten potenziellen Prodrugs
(Grundstruktur VII) eine vergleichbare Wirkung wie entsprechende Alkohole (Grundstruktur VI)
besitzen. Das bedeutet, dass sogar die Carbamate eine starke inhibitorische Wirkung zeigen und
theoretisch auch ohne Abspaltung der Gruppe nach dem Prodrug-Konzept im Enzymtest wirksam
sind. Substituenten in Position 6 des Indol-Rings scheinen die Wirksamkeit von Marbotinib 20

ebenfalls kaum zu beeinflussen.
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3.2. EVALUATION DER WIRKSTOFFE IN ZELLULAREN SYSTEMEN

Im Anschluss an die Untersuchungen zur Hemmung der Enzymaktivitdat durch die neu
synthetisierten Inhibitoren wurden verschiedene Testungen in zelluldaren Systemen durchgefihrt.
Die Fahigkeit einiger neu synthetisierter Verbindungen zur Proliferationshemmung bzw.
Apoptoseinduktion verschiedener menschlicher Leukdamie-Zelllinien und an Ba/F3-Zellen mit

resistenten FLT3-Mutationen wurde dazu untersucht.

Weitere

Mv4-11 Zelllinien

BaF3
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3.2.1. Proliferations-Assay mit MV4-11-Zellen

Basierend auf den Ergebnissen der Enzym-Inhibitions-Assays wurden die vielversprechendsten
Wirkstoffe in einem Proliferations-Assay untersucht. 14 Molekile der Grundstruktur VI und VII
wurden von der Firma Reaction Biology Corporation mit Hilfe des CellTiterGlo®-Assays beziiglich
ihrer Zellviabilitdit in MV4-11-Zellen, einer humanen AML-Zelllinie mit ITD-mutierter FLT3,
analysiert, und die zugehorigen 1Cso-Werte bestimmt. Alle Substanzen mit Ausnahme von 152 und
153 wurden dabei als TFA-Salze (b) getestet. Staurosporin 10 diente als Referenz-Verbindung. Ein
Uberblick Giber den Ablauf des Cell Titer Glo®-Assays ist gezeigt (Abb. 37): Nach Zugabe des
Inhibitors wurden die MV4-11-Zellen 72 h inkubiert, anschlieBend wurde das Cell Titer Glo®-
Reagenz zugegeben. Nach weiteren 15 min Inkubation wurde die Zahl der lebenden Zellen durch
Messung der Lumineszenz bestimmt. Lumineszenz entsteht durch die Reaktion von Luciferin 290
zu Oxyluciferin 291, lauft nur in Anwesenheit von ATP ab und ist damit ein Weg, die Zahl der

lebenden Zellen zu bestimmen.>*°

Zugabe des Zugabe ,,Cell Titer
Inhibitors Glo®-Reagenz”
S — R = 3 Tage ——— R — S E——
Ei —_—
Q
Croy 2 ST
4 E—— 74
7 / j
N s *+02 N S
Luciferin Oxyluciferin
290 291

Abb. 37: Uberblick Giber den Ablauf des Cell Titer Glo®-Assays. Der jeweilige Inhibitor wird den Zellen 3 d inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wird das Cell Titer Glo®-Reagenz zugegeben und die Lumineszenz als Parameter fir die
Zellviabilitat gemessen. Der Assay beruht auf der ATP-katalysierten Reaktion von Luciferin 290 zu Oxyluciferin 291.540

Beispielhaft werden im Folgenden die Testergebnisse fiir die enzymatischen Assays der

Verbindungen 150b, 151b, 214b und 215b graphisch dargestellt (Abb. 38).
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Staurosporin 10
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Abb. 38: Beispielhafte Darstellung der Viabilitatskurven von MV4-11 Zellen, erhalten aus dem CellTiterGlo®-Assay, mit
den Substanzen 151b, 215b, 150b und 214b verglichen mit der Referenz Staurosporin 10. Die Graphen wurden auf Basis
der von der Firma ReactionBiology erhaltenen Daten mit dem Programm GraphPad Prism 9 erstellt.

Die aus der Testreihe der Verbindungen aus Stoffgruppe VI erhaltenen ICso-Werte sowie der
Referenzverbindung Staurosporin 10 sind in Tabelle 12 gelistet.
Tabelle 12: 1Cso-Werte aller getesteten Molekile mit Grundstruktur VI aus dem Proliferationsassay mit MV4-11-Zellen.

Die anti-proliferative Aktivitat der neun Verbindungen wurde im ZellTiter-Glo® Viability Assay bestimmt. Der ICso-Wert
der Referenzverbindung Staurosporin 10 ist ebenfalls angegeben.

Grundstruktur VI
Verbindung 147b 149b 151b 152a 153a
ICs0 [nM] 0.50 0.58 0.27 0.13 0.31
Verbindung 150b 158 185b 186b 10
1Cso [nM] 0.07 0.42 0.17 0.24 0.06

Daneben wurden einige Carbamate der Stoffgruppe VII untersucht. Die Ergebnisse dieser
Testreihe sind in Tabelle 13 aufgelistet. Zusatzlich ist auch hier der ICso-Wert der

Referenzverbindung Staurosporin 10 angegeben.
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Tabelle 13: ICso-Werte aller getesteten Molekile mit Grundstruktur VII aus dem Proliferationsassay mit MV4-11-Zellen.
Die anti-proliferative Aktivitat der fliinf Verbindungen wurde im ZellTiter-Glo® Viability Assay bestimmt. Der ICso-Wert
der Referenzverbindung Staurosporin 10 ist ebenfalls angegeben.

Grundstruktur VI
Verbindung 211b 212b 213b 214b 215b 10
ICso [nM] 0.38 135 8.9 0.48 1.42 0.06

Einige der synthetisierten Substanzen zeigen sehr niedrige ICso-Werte im Proliferationsassay mit
MV4-11 Zellen. Vor allem die Verbindungen der Stoffgruppe VI hemmen die Proliferation der
AML-Zelllinie im sub-nanomolaren Bereich stark, wobei das Dimethylamin-Derivat 150b (ICso =
0.07 nM) herausragende Ergebnisse liefert. Die Verbindung zeigt in diesem Testsystem
vergleichbare Werte mit der Referenzsubstanz, dem unspezifischen Multikinase-Inhibitor

Staurosporin 10 (ICso = 0.06 nM). Bei den Carbamaten der Stoffgruppe VII geben sich fiir

Morpholin-Verbindung 211b (ICso = 0.38 nM) und ein Molekil mit Dimethylamin-Rest 214b (ICso
0.48 nM) die besten Ergebnisse.

In friitheren Arbeiten wurden bereits Midostaurin 1 (ICsp = 21 nM) und Marbotinib 20 (ICso

0.64 nM) in demselben Testsystem evaluiert.3?* Alle getesteten Verbindungen der Stoffgruppe VI
zeigen eine vergleichbare oder sogar bessere Wirksamkeit im Vergleich mit Marbotinib 20 und
eine deutlich wirksamere Inhibierung der Proliferation verglichen mit dem Multikinase-Inhibitor
Midostaurin 1. Von den Molekiilen der Stoffgruppe VII zeigen 211b und 214b eine mindestens

vergleichbare antiproliferative Wirksamkeit auf die MV4-11-Zellen wie Marbotinib 20.

3.2.2. Proliferations-Assay mit Ba/F3 pMIY-Mutanten

Diese Testreihe wurde von Marina Able (Ludwig-Maximilian-Universitdat Miinchen, Medizinische
Fakultat 1ll) durchgefiihrt, und die gesamte fachliche Auswertung, die im folgenden Abschnitt der

Arbeit gezeigt ist, stammt auch von Marina Able.

Wie bereits beschrieben, kann es bei der Behandlung von AML zu therapie-assoziierten
Mutationen kommen. Da diese sekunddren Mutationen eine Resistenz auf bestimmte Wirkstoffe
hervorrufen kénnen, wurden Untersuchungen mit Zellen, die ebensolche Mutationen oder
Kombinationen von Mutationen tragen, durchgefiihrt. Dazu wurden sowohl die beiden
ausgewahlten Substanzen 150c und 151c der Grundstruktur VI als auch ihre Carbamate 214c und

215c¢ der Grundstruktur VIl in einem Proliferations-Assay mit Ba/F3-Zellen, die die FLT3-
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Mutationen NPOS, NPOS N676K, NPOS D835Y, D835Y oder N676K D835Y tragen, untersucht.
NPOS betrifft die JMD von FLT3 und stellt eine Laingenmutation dar, wahrend es sich bei den
Mutationen D835Y und N676K um sehr haufige Punktmutation handelt. Alle Substanzen wurden
in diesem Testsystem als HCI-Salze eingesetzt und ihre antiproliferative Wirksamkeit untersucht.
Quizartinib 6, Midostaurin 1 und Marbotinib 20 wurden als Referenz verwendet, um die neuen
Wirkstoffe hinsichtlich ihrer Aktivitdt einzuordnen. Die Zellen wurden mit den Verbindungen
inkubiert und die Anzahl der noch lebenden Zellen nach 72 h mit einem Vi-Cell Cell Viability
Analyzer bestimmt. Die entspr. ICso-Werte wurden von Marina Able bestimmt und sind in Tabelle

14 zu sehen.

Alle getesteten Verbindungen 150c, 151c, 214c und 215c zeigen starke inhibitorische Fahigkeiten
der Proliferation der Ba/F3-Zellen mit der klinisch besonders relevanten FLT3-ITD-Mutante
(NPOS). Die entspr. ICso-Werte liegen in einem niedrigen nanomolaren Bereich (0.29-10.51 nM),
wobei 150c besonders herausragte. Der ICso-Wert der Verbindung lbertrifft sowohl den 1Cso-Wert
von Midostaurin (8.17 nM) als auch den ICso-Wert von Quizartinib (1.36 nM). Dariberhinaus ergab
die Testreihe fir 150c absolut vergleichbare bzw. leicht verbesserte ICso-Werte wie flir Marbotinib
(0.55 nM). Das zugehorige Carbamat 214c stellte sich in dieser Testreihe als etwas weniger
wirksam heraus, zeigte allerdings trotzdem eine hoéhere Aktivitat (ICso = 3.34 nM) als der

Multikinase-Inhibitor Midostaurin 1 (s. Abb. 39A).

Neben den ITD-Mutationen kénnen, wie bereits beschrieben, Mutationen in der Tyrosinkinase-
Domaédne auftreten. Diese Mutationen konnen primar oder sekundar sein und verleihen oft
Resistenzen gegenlber Tyrosinkinase-Inhibitoren. Dazu wurden in diesem Testsystem Ba/F3-
Zellen mit weiteren Mutationen verwendet (s. Tabelle 14). Verbindung 150c zeigte in den
Testreihen mit allen anderen getesteten mutierten FLT3-Versionen eine hohere Wirksamkeit als
Quizartinib 6 und eine mindestens vergleichbare Wirksamkeit wie Midostaurin 1 (s. Abb. 39A).
Tragen die Ba/F3 pMIY-Zellen mit einer ITD-Mutation eine zusatzliche N676K-Punktmutation,
kann eine gewisse Resistenz gegeniiber Midostaurin 1 (ICso = 71.93 nM) festgestellt werden,
wahrend 150c sich weiterhin hochwirksam zeigt (ICs0=2.07 nM). Die ebenfalls haufig auftretende
Punktmutation D835Y wiederum erzeugt eine gewisse Resistenz gegenliber Quizartinib 6 (ICso =
4.78 nM), wobei 150c auch gegenilber dieser Mutante vielversprechende inhibitorische

Fahigkeiten aufweist (ICso = 0.77 nM).
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Tabelle 14: Mittlere 1Cso-Werte und Standardabweichung der ausgewahlten Molekiile 150c, 151c, 214c und 215c (in
nM) aus dem Proliferationsassay mit verschiedenen FLT3-mutierten Ba/F3-Zellen (NPOS, NPOS N676K, NPOS D835Y,
D835Y und N676K D835Y). Die Werte wurden mit den Referenzsubstanzen Midostaurin 1, Quizartinib 6 und Marbotinib
20 verglichen.

ICso [nM]

Verbindung

0.29+ 2.07+ 11.69+ 0.77+ 7.44
150c

0.03 0.22 1.60 0.10

2.87+ 12.59+ 19.82+ 3.27+ 14.37
151c

0.18 1.07 2.60 0.46

3.34+ 17.78+ 87.39+ 9.36+ 78.4
214c

0.26 2.20 12.0 1.24

10.51+ 37.22+ 290.4+ 31.69+ 275
215c

0.93 2.83 77.38 5.59

8.17+ 71.93+ 6.03+ 1.22+ 5.82
1

0.70 7.49 1.26 0.10

1.36+ 6.68% 26.87+ 4.78+ 19.83
6

0.09 0.91 3.81 0.43

0.55+ 2.69+ 3.15+ 0.70% 3.11
20

0.03 0.14 0.28 0.08

Als nur geringfligig weniger wirksam als der Inhibitor 150c gegeniber allen vorgestellten
Mutationen stellt sich Verbindung 151c heraus. Auch diese Verbindung zeigt absolut vergleichbare
ICso-Werte wie Quizartinib 6, erreicht allerdings nicht ganz die anti-proliferative Wirksamkeit von
Marbotinib 20. Eine graphische Darstellung tiber alle von Marina Able erhaltenen Ergebnisse ist in

Abb. 44 gezeigt. Neben den jeweiligen Graphen ist die entspr. Mutation bildlich dargestellt.
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Abb. 39: Darstellung der Viabilitatskurven der verschiedenen Mutationen von Ba/F3 pMIY-Zellen, erhalten aus dem
Proliferations-Assay mit den Substanzen 150c, 151c, 214c und 215c¢ und verglichen mit Marbotinib 20, Quizartinib 6 und
Midostaurin 1. (A) ITD-Mutation NPQOS, (B) ITD-Mutation NPOS und TKD-Mutation N676K, (C) ITD-Mutation NPOS und
TKD-Mutation D835Y, (D) TKD-Mutation D835Y, (E) TKD-Mutation N676K und TKD-Mutation D835Y. Die Graphen
wurden aus den von Marina Able erhaltenen Daten mit dem Programm GraphPad Prism 9 erstellt.
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Die Verbindungen 151c und 214c wirken zwar allgemein schwacher als 150c, inhibierten allerdings
alle getesteten Varianten von FLT3-Mutationen in einem niedrigen nanomolaren Bereich
(<100 nM). Das Carbamat 215c ist die schwachst-wirksame Verbindung. Durch die potenzielle
Prodrug-Struktur der Carbamate konnte allerdings in vivo eine deutlich hohere Aktivitdt erwartet
werden. Zusammenfassend wurde die Summe der einzelnen ICs-Werte gebildet und im

Folgenden graphisch dargestellt (Abb. 40).

— 800=

2

o 900" Bl NPOS

g 400 == Bl NPOS N676K
'S 250 T Bl NPOS D835Y
O

= 200+ - W D835y

T =l L I N676K D835Y
g 100- |

E

3

(%]

151c 150c 215c¢ 214c 20 6 1

Verbindung

Abb. 40: Darstellung der Summe aller bestimmten ICso-Werte der verschiedenen Mutationen von Ba/F3 pMIY-Zellen,
erhalten aus dem Proliferations-Assay mit den Substanzen 150c, 151c, 214c und 215c und verglichen mit Marbotinib
20, Quizartinib 6 und Midostaurin 1. Die Abb. wurde aus den von Marina Able erhaltenen Daten mit dem Programm
GraphPad Prism 9 erstellt.

3.2.3. Apoptose-Assay mit Ba/F3 pMIY-Mutanten

Die Testreihe wurde von Marina Able (Ludwig-Maximilian-Universitdt Minchen, Medizinische
Fakultat Ill) durchgefiihrt. Auch die fachliche Auswertung, die im folgenden Abschnitt der Arbeit
Ubernommen wurde, stammt von Marina Able (Ludwig-Maximilian-Universitdit Minchen,

Medizinische Fakultat Il1).

Neben der Inhibierung des Wachstums von Krebszellen zielt eine Therapie ebenfalls darauf ab, die
betroffenen Zellen durch die Einleitung der Apoptose abzutoten. Daher wurde die Wirksamkeit
der Substanzen 150c und 151c, sowie ihrer Carbamate 214c und 215c in Bezug auf die Induktion
von Apoptose in den entspr. Zielzellen in einem weiteren zellularen Assay untersucht. Apoptose
wurde dabei mittels Farbung mit Annexin V und anschlieBender Durchflusszytometrie detektiert.
Die Ba/F3 pMIY-Zellen mit den entspr. Mutationen wurden davor 48 h mit bis zu 100 nM der
ausgewahlten Verbindungen inkubiert. Alle Substanzen wurden in diesem Testsystem ebenfalls
als HCl-Salze eingesetzt, wobei Quizartinib 6, Midostaurin 1 und Marbotinib 20 als Referenz

verwendet wurden.
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Abb. 41: Darstellung der Apoptosekurven der verschiedenen Mutationen von Ba/F3 pMIY-Zellen erhalten aus dem
Apoptose-Assay mit den Substanzen 150c, 151c, 214c und 215c verglichen mit Marbotinib 20, Quizartinib 6 und
Midostaurin 1. (A) ITD-Mutation NPQOS, (B) ITD-Mutation NPOS und TKD-Mutation N676K, (C) ITD-Mutation NPOS und
TKD-Mutation D835Y, (D) TKD-Mutation D835Y. Die Graphen wurden aus den von Marina Able erhaltenen Daten mit
dem Programm GraphPad Prism 9 erstellt.
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Bei Betrachtung der therapeutisch wichtigen ITD (NPOS)-Mutation fihrten alle getesteten
Verbindungen zu einem maximalen Anteil apoptotischer Zellen zwischen 28.34 (215c) und 42.37%
(151c). 150c und 214c stellten sich als die wirksamsten Verbindungen heraus (Abb. 41A) und es

konnte ein dosis-abhadngiger Anstieg apoptotischer Zellen festgestellt werden.

Die Ergebnisse des Apoptose-Tests stehen im Einklang mit den Ergebnissen des Proliferationstests.
150c und 151c erwiesen sich als die potentesten Apoptose-induzierenden Verbindungen (Abb.
41A und B). 150c zeigte sich als hochwirksam verglichen mit Quizartinib 6 in den D835Y-Zellen
(54.11% im Gegensatz zu 38.19% apoptotische Zellen bei 100 nM). Weiterhin zeigte 150c hohe
Wirksamkeit verglichen mit Midostaurin 1 (38.43% im Gegensatz zu 3.96% apoptotische Zellen bei
100 nM). Alle getesteten Verbindungen zeigten ein vergleichbares apoptotisches Potenzial mit
Quizartinib 6 und Midostaurin 1 und I6sten bei einem hohen Prozentsatz der Zellen in allen

getesteten Zelllinien bei etwa 100-500 nM Apoptose aus.

3.2.4. Selektivitdt in einem zelluldaren System

Zur weiteren Evaluierung der biologischen Wirksamkeit wurden die Verbindungen 150b und 151b
der Grundstruktur VI und die entspr. Carbamate 214b und 215b der Grundstruktur VIl in einem
weiteren Zellviabilitdts-Assay analysiert. Alle Verbindungen wurden als TFA-Salze eingesetzt. Dazu
wurde von der Firma Charles River Laboratories unter der Leitung von Dr. Gerhard Kelter ein
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay durchgefiihrt und die antiproliferative Wirksamkeit gegentber
den vier Zelllinien EOL-1 (akute myeloische eosinophile Leukdmie, FLT3-WT), MOLM-13 (akute
myeloische Leukdmie, heterozygote FLT3-ITD), MONO-MAC-1 (akute monozytische Leukdmie,
aktivierende Punktmutation FLT3-V592A) und MONO-MAC-6 (akute monozytische Leukamie,
aktivierende Punktmutation FLT3-V592A) untersucht. Abb. 42 zeigt die Kurven, die mit Hilfe der
von Charles River Laboratories erhaltenen Daten erstellt wurden (A: EOL-1, B: MOLM-13, C:
MONO-MAC-1, D: MONO-MAC-6), wobei dabei die T/C-Werte (Test vs. Control) gegen den

Logarithmus der Konzentration des Inhibitors aufgetragen sind.
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Abb. 42: Darstellung der T/C-Kurven (Test vs. Control) verschiedener leukdmischer Zellen bei Behandlung mit
verschiedenen Wirkstoffen, erhalten aus dem CellTiterBlue® Cell Viability-Assay. Die Graphen des Proliferationsassays
mit der Zelllinie EOL-1 (A), MOLM-13 (B), MONO-MAC 1 (C) und MONO-MAC 6 (D) fur die Substanzen 150b, 151b, 214b
und 215b sind abgebildet. Die Graphen wurden aus den von der Firma Charles River Laboratories erhaltenen Daten mit
dem Programm GraphPad Prism 9 erstellt.

Im Folgenden sind die erhaltenen 1Cso-Werte aus dem durchgefiihrten Proliferations-Assay in
einem Blasendiagramm gezeigt, wobei stdrkere Inhibitionsfahigkeit mit einer Blase gréReren
Durchmessers dargestellt ist. Zusatzlich sind die einzelnen Werte in jeder Blase in uM angegeben.

Diese Werte wurden direkt aus dem Abschlussbericht der o.a. Firma libernommen wurden.
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Abb. 43: Vergleich der ICso-Werte des Proliferationstests einzelner Substanzen gegeniber den vier verschiedenen
leukdamischen Zelllinien in einem 3-dimensionalen Blasendiagramm. Der Durchmesser der jeweiligen Blase gibt dabei
die Starke der antiproliferativen Aktivitat des jeweiligen Inhibitors an. Die ICso-Werte sind zusatzlich in den Blasen
angegeben.

Alle vier getesteten Substanzen zeigten hohe Aktivitat auf alle vier Zelllinien. 150b zeigte die im
Gesamten die niedrigsten ICso-Werte. Bei Betrachtung der vier ausgewahlten Zelllinien stellte sich

EOL-1 als die sensitivste Linie heraus. Die individuellen ICso-Werte lagen zwischen 0.02 nM und

0.16 nM.
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3.3. SELEKTIVITAT

Nach ausfihrlicher Evaluierung der neuen Wirkstoffe in enzymatischen und in zelluldren
Testsystemen, sollte die Selektivitdt ausgewahlter synthetisierter Kinase-Inhibitoren untersucht
werden. Dazu wurde in einem enzymatischen Assay die Inhibition gegeniliber FLT3 im Vergleich zu
anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen untersucht. AuBerdem wurde die Inhibierung von c-KIT und
FLT3-ITD im Rahmen eines Phosphorylierungs-Assays getestet. Zusatzlich wurde die Bindung und
damit die potenziell-hemmende Wirkung der Molekiile auf weitere Kinasen aus einer breiten

Datenbank in einem Kinobead-Assay analysiert.>*!

= cKt

Kinase Kinobead-
Profiling = Ess Assay
Phosbhory-
lierungs-

Assay
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3.3.1. Kinaseprofil

Die folgende Testreihe wurde von der Firma Reaction Biology Corporation (Malvern, PA, United
States) durchgefiihrt. Dabei wurde in Enzymtests das Potential der ausgewahlten Verbindungen
214b und 215b zur Hemmung der Aktivitat von acht ausgewahlten Tyrosinkinasen bestimmt. Die
synthetisierten Verbindungen wurden in einem Kinase-Assay nach der Anleitung von Reaction
Biology unter Verwendung von 10 uM ATP gepriift. Bei beiden Derivaten wurde die inhibitorische
Wirkung des TFA-Salzes (b) evaluiert. Abb. 44 zeigt eine graphische Darstellung der Testergebnisse
auf Basis der von Reaction Biology erhaltenen Daten. Dabei werden jeweils beide Wirkstoffe mit

einer entspr. Referenz verglichen.
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Abb. 44: Darstellung der Inhibitionskurven der Substanzen 214b, 215b verglichen mit der Referenz Staurosporin 10 bzw.
GW5074 aus dem enzymatischen Assay gegeniiber verschiedenen Kinasen. Graphen fir die Testergebnisse beziglich
der Hemmung der Enzymaktivitat von c-KIT (A), cSrc (B), CDK16 (C), DDR2 (D), PDGFRa (E), PDGFRB (F), RET (G) und ZAK
(H) sind dargestellt. Alle Graphen wurden auf Basis der von der Firma ReactionBiology erhaltenen Daten mit dem
Programm GraphPad Prism 9 erstellt.
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Die von o.a. Firma aus den Graphen bestimmten ICsg-Werte sind in Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15: ICso-Werte der Verbindungen 214b und 215b sowie einer jeweiligen Referenz bezliglich der Inhibierung der
Enzymaktivitat ausgewahlter Kinasen.

ICso [nM]

Stauro-
GW5074
sporin 10
c-KIT 2.30 1.00 0.577
c-Src 4.03 7.51 1.31
CDK16/cyclin-Y
185 38.4 12.0
(PCTAIRE)
DDR2 11.3 18.8 0.515
PDGFRa 8.61 1.99 0.517
PDGFRB 1.62 1.28 1.47
RET 1.22 1.01 2.45
ZAK/MLTK 43.1 97.7 2050

Anhand der von Reaction Biology erhaltenen ICso-Werten zeigt sich, dass beide Verbindungen
214b und 215b die Aktivitat der meisten Kinasen weniger beeinflussen als die Referenzsubstanz
Staurosporin 10. Die einzige Ausnahme ist PDGFRP dar, bei der fiir die Verbindungen 214b (ICs =
1.28 nM) und 215b (ICsp = 1.62 nM) dhnliche ICso-Werte erhalten werden wie fiir Staurosporin 10
(ICso = 1.47 nM). Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse graphisch als Netzdiagramm

dargestellt und zur anschaulicheren Darstellung die plCso-Werte verwendet (Abb. 45).
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Abb. 45: Graphische Darstellung der plCso-Werte der Enzymtests zur Bestimmung der Inhibierung acht verschiedener
Kinasen in einem Netzdiagramm. Alle Werte wurden von Reaction Biology erhalten. Die Werte fiir 214b, 215b und der
Referenz Staurosporin 10 sind in verschiedenen Blautdnen abgebildet.

Aus Tabelle 15 und Abb. 45 wird ersichtlich, dass aullerdem die Aktivitat der RET-Kinase durch
215b (ICsp = 1.22 nM) und 214b (ICso = 1.01 nM) deutlich inhibiert wird. RET ist allerdings eine
Kinase, die vor allem in der Embryonalentwicklung eine Rolle spielt, dabei fur die Differenzierung

von Neuronen verantwortlich ist und im erwachsenen Organismus keine Funktion besitzt.>*

3.3.2. Phosphorylierungs-Assay in zelluldaren Systemen

Fir alle Inhibitoren der Tyrosinkinase FLT3 ist es wichtig, dass neben der FLT3-Hemmung die
Tyrosinkinase c-KIT méglichst schwach gehemmt wird.?*® Daher wurden die Inhibierungen der
Phosphorylierung von FLT3-ITD und c-KIT fir die laut Enzym- und Zelltests vielversprechendsten
Verbindungen 150 und 151 sowie deren Carbamate 214 und 215 in einem zelluldren System
untersucht. Alle Verbindungen wurden von der Firma Reaction Biology Germany (Freiburg,
Deutschland) unter der Leitung von Dr. Daniel Feger als TFA-Salze 150b, 151b, 214b und 215b

getestet.

3.3.2.1. Zelluldre Kinase-Aktivitét FLT3-ITD

Fir den Phosphorylierungstest mit FLT3-ITD wurde eine MEF-Zelllinie (Murine embryonale
Fibroblasten) verwendet, die exogen eine groRe Menge an humanem FLT3-ITD in voller Lange
exprimiert. Autophosphorylierung wurde mit humanem FL induziert, die von der Firma erhaltenen

ICso-Werte werden in Tabelle 16 gezeigt.
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Tabelle 16: 1Cso-Werte aus dem zelluldaren Phosphorylierungs-Assay mit FLT3-ITD. Die ICso-Werte wurden von der Firma
Reaction Biology bestimmt, Sunitinib 4 wurde als Referenz verwendet. Zusatzlich werden zu Vergleichszwecken entspr.
von der Firma o.a. erhaltene Werte fiir Midostaurin 1 und Quizarinib 6 angegeben.

Verbindung ICso (Kinase activity) [nM]
151b 6.9
150b 3.1
215b 8.6
214b 2.5
Sunitinib 4 49
Midostaurin 1 1.3
Quizartinib 6 0.8

Alle vier Verbindungen inhibieren die Phosphorylierung von FLT3-ITD sehr stark. Verglichen mit
dem kommerziell erhdltlichen Multikinase-Inhibitor Sunitinib 4 ergeben sich deutlich niedrigere
ICso-Werte flr die vier Verbindungen (2.5-8.6 nM) als fiir die Referenz-Verbindung (49 nM). Die
starkste inhibitorische Wirkung zeigte dabei 214b (ICso-Wert: 2.5 nM). Alle synthetisierten
Inhibitoren zeigen eine anndhernd vergleichbare Inhibierung der Phosphorylierung im
durchgefiihrten Assay wie Midostaurin 1 (ICso-Wert: 1.3) und Quizartinib 6 (ICso-Wert: 0.81 nM).
Daten dieser beiden Inhibitoren wurden auf Nachfrage direkt von der Firma Reaction Biology

erhalten.

3.3.2.2. Zellulére Kinase-Aktivitét c-KIT

Fir den Phosphorylierungstest mit c-KIT wurde die humane megakaryoblastische Zelllinie M07e
verwendet, die endogen eine grofle Menge an Wildtyp-c-KIT exprimiert. Autophosphorylierung
wurde durch Behandlung mit SCF induziert. Die von der Firma erhaltenen ICso-Werte werden in

Tabelle 17 gezeigt.
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Tabelle 17: 1Cso-Werte aus dem zelluldren Phosphorylierungs-Assay mit c-KIT. Die ICsp-Werte wurden von der Firma
Reaction Biology bestimmt, Sunibitib 4 wurde als Referenz verwendet.

ICso (Kinase
Verbindung
activity) [nM]

151b 3.2
150b 1.8
215b 6.4
214b 3.2
Sunitinib 4 0.9

Alle vier Verbindungen zeigen eine gewisse Inhibition der Phosphorylierung von c-KIT. Verglichen
mit dem kommerziell erhiltlichen Multikinase-Inhibitor Sunitinib 4 ergeben sich allerdings hohere
ICso-Werte fiir alle vier Verbindungen (1.8-6.4 nM) als fiir die Referenz-Verbindung (0.9 nM). Die
Kinase wird nicht in dem MaRe wie durch die Referenzsubstanz inhibiert. 1Cso-Werte fur die
Inhibitoren Midostaurin 1 und Quizartinib 6 konnten auf Nachfrage nicht erhalten werden, und

eine vergleichbare Testreihe fur beide Substanzen liegt nicht vor.

3.3.3. Kinobead-Assay

Die Durchfiihrung der Testreihe wurde von Dr. Maria Reinecke (Technische Universitat Miinchen-
Lehrstuhl fiir Proteomik und Bioanalytik) durchgefiihrt. Die gesamte fachliche Auswertung, die im

folgenden Abschnitt der Arbeit gezeigt ist, stammt von Dr. Maria Reinecke.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde die Selektivitat der vier Verbindungen 150, 151, 214 und
215 analysiert und alle Molekiile dabei als entspr. TFA-Salze 150b, 151b, 214b und 215b
eingesetzt. In einem chemischen Proteomics-Assay wurden Kinase-Inhibitor-Profile (Kinobeads)
erstellt. Die Durchfiihrung der Testreihe ist im Folgenden kurz beschrieben. Lysate von finf
Krebszelllinien (OVCAR-8, SK-N-BE(2), MV4-11, Colo205 und K-562) werden in Anwesenheit bzw.
in Abwesenheit der vier Verbindungen mit Kinobeads inkubiert, die mehr als 250 menschliche
Kinasen erfassen. Grundlegend fiir diesen Versuch sind verschiedene unselektive Kinase-
Inhibitoren, die an sogenannte ,Beads” gekoppelt sind. Diese Kinobeads sind in der Lage,

reversibel an die ATP-Bindetasche der Kinasen zu binden. Verschiedene Konzentrationen des
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Inhibitors und eine unbehandelte Kontrollgruppe werden verwendet, wobei der jeweilige
Inhibitor und die Kinobeads um dieselbe Bindestelle der Kinase konkurrieren. Dies fiihrt zu einem
verringerten Vorkommen des Inhibitors an den Kinobeads. Da beide Wechselwirkungen reversibel
sind, ergibt sich nach einiger Zeit ein thermodynamisches Gleichgewicht. Die Proteine werden
anschlieBend von den Kinobeads eluiert, verdaut und das erhaltene Peptidgemisch mit LC-MS/MS
analysiert. Die Grundannahme besteht darin, dass die erhaltene Signalintensitdt dabei
proportional zur vorhandenen Menge an Protein ist. Daraus folgende Bindekurven werden auf

Basis der relativen Intensitaten bei jeder Wirkstoffkonzentration bestimmt (Abb. 46).
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Abb. 46: Uberblick zur schrittweisen Durchfiihrung des Kinobead-Assays.54! (A) Kontrolle ohne Wirkstoff, (B+C) Zugabe
des Wirkstoffes beispielhaft in zwei verschiedenen Konzentrationen dargestellt. Der kompetitive Bindungsassay wurde
mit acht verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt und die Kinobeads anschliefend quantitativ untersucht. Nach

Elution und In-Gel-Verdau wird eine massenspektrometrische Analyse vorgenommen (LC-MS/MS) und die potenziellen
Zielproteine identifiziert.
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Die K4PP-Werte (negativer Logarithmus der scheinbaren Dissoziationskonstanten in M) fir alle vier
untersuchten Inhibitoren wurden bestimmt. Zur graphischen Darstellung der potenziellen
Zielkinasen fiir Verbindung 150b wurde die aus der Einleitung bekannte Kinom-Darstellung (vgl.
Kapitel 1.4) als Baum verwendet, und alle Zielproteine, gegen die der Inhibitor aktiv ist, wurden
guantitativ gekennzeichnet (Abb. 47). Der Durchmesser und die Farbintensitdt der einzelnen
Kreise ist dabei abhdngig von der Bindungsaffinitdt von 150b an die jeweilige Kinase und bezieht

sich auf die von Dr. Reinecke erhaltenen pK4s-Werte.

. pKy>7.5 =77 "
. pKy7.0-75 e
@ rxi65-70

© pKg6.0-65

O pKy5.5-6.0
O  pKy5.0-5.5

O pKy5.0-5.5

Abb. 47: Darstellung des gesamten Kinoms als , Kinase-Baum®. Die Kinase-Selektivitat, basierend auf den pKg-Werten
[M] aus dem Kinobead-Assays von Verbindung 150b, ist durch rote Kreise verschiedener GréRe und Intensitdt gezeigt.
Die Abb. wurde auf Basis der von Dr. Reinecke erhaltenen Daten mit dem Programm ,Coral” erstellt (http://phanstiel-
lab.med.unc.edu/CORAL/).8% %4

Die Kinaseaktivitat aller vier Verbindungen ist in tabellarischer Form gezeigt. Die zugehdrige
Farbskala ist ebenfalls angegeben. Alle Verbindungen mit Ausnahme von 214b zeigen eine
konzentrationsabhangige Verringerung der Intensitat von FLT3 auf die Kinobeads. Fiir Verbindung

214b konnte FLT3 nicht quantifiziert werden (Tabelle 18 und
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Tabelle 19).

Tabelle 18: Farbskala zur Darstellung der pKg-Werte der Bindung des Inhibitors mit einigen Zielkinasen.

Farbe pKq (M)

8.5-9.0

8.0-8.5

7.5-8.0

7.0-7.5

6.5-7.0

6.0-6.5

5.5-6.0

5.0-5.5

4.5-5.0

4.0-4.5

3.5-4.0

3.0-3.5

Tabelle 19: Darstellung der pKq-Werte der Bindung des Inhibitors mit einigen Zielkinasen. Der Farbcode zeigt den pKq42PP
Bereich der Wechselwirkung zwischen Wirkstoff und der jeweiligen Kinase an.

150b 151b 214b 215b

ZAK

CDK16

DDR2

CDKL5

NTRK1

DDR1
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Alle Verbindungen binden neben FLT3 auch stark an die Kinase RET, was allerdings aus bereits
beschriebenen Griinden (vgl. Kapitel 3.3.1) vernachlassigbar ist. Alle weiteren Kinasen, die als
potenzielle Zielproteine erkannt wurden, zeigen laut Kinobead-Assay geringere Affinitat zu FLT3,
wobei die beiden Alkohole 150b und 151b Affinitat zu deutlich weniger Zielproteinen zeigen als
die Carbamate 214b und 215b. Allgemein weist Verbindung 150b die héchste Selektivitat fur FLT3

im Kinobead-Assay auf und erweist sich als sehr selektiver FLT3-Inhibitor.

Die zugehdrigen Dosis-Wirkungs-Kurven fiir FLT3 nach den kompetitiven Experimenten des

Kinobead-Assays fiir 150b, 151b und 215b sind in Abb. 48 gezeigt.
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1.5

Bindung [%]

Log (Inhibitorkonzentration) [M]

Abb. 48: Dosis-Wirkungs-Kurven fir FLT3 nach den kompetitiven Experimenten mit 150b, 151b und 214b.
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3.4. BINDEMODUS

Der Bindemodus von FLT3-Inhibitoren spielt eine wichtige Rolle fiir deren Fahigkeiten als
Wirkstoff. Daher wurde die Art der Bindung der neu-synthetisierten Verbindungen mit Molecular
Modeling untersucht. Durch die Wechselwirkungen einer beispielhaften Verbindung mit
Aminosduren im Bereich der Kinase-Domadne konnten diesbeziiglich Riickschliisse gezogen

werden.

Molecular Co-
Modeling Kristallisierung
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3.4.1. Molecular Modeling

Experimente zum Molecular Modeling und die gesamte fachliche Auswertung wurden von
Professor Dr. Stefan Dove (Universitat Regensburg) durchgefiihrt. Dadurch sollte der Bindemodus

der synthetisierten Molekdile der Grundstrukur VII geklart werden.

Die Problematik bei der Vorhersage besteht darin, dass weder die Struktur von FLT3-ITD noch die
von FLT3-D835Y mit ausreichender Sicherheit bestatigt werden kénnen. Die autoinhibitorische
Funktion beruht beim inaktiven WT-FLT3 auf der Faltung der JMD in der Tyrosinkinase-Domane.?!
ITDs befinden sich in der JMD von FLT3 und verhindern so deren autoinhibitorische Funktion,
weshalb FLT3-ITD zu den aktivierenden Mutationen zahlt. In Co-Kristallstrukturen von FLT3 im
Komplex mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Quizartinib 6 (PDB 4XUF,?* PDB 4RT7%°) ist die JMD
nicht aufgelost. AuRerdem ist die Domane nicht mit der Quizartinib-Bindung vereinbar. Daher
kénnen diese bekannten Co-Kristallstrukturen als Vorlage dienen, um die Bindung von Inhibitoren
an ITD-Mutationen von FLT3 vorherzusagen. Beide Strukturen sind auch ohne Autoinhibition
durch die JMD Beispiele fiir die inaktive DFG-out-Konformation. Daher wurde mit den neu
synthetisierten Verbindungen dhnlich vorgegangen wie bereits mit Marbotinib 20. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit mit Quizartinib 6 wurde Marbotinib 20 an die ATP-Bindungsstelle von
FLT3 (PDB: 4XUF) angedockt.?** Derselbe Bindemodus sollte daher auf die neu synthetisierten

Derivate angewandt werden.

Die Punktmutation FLT3-D835Y befindet sich in der Aktivierungsschleife der TKD und ist nicht an
der Bindung des Inhibitors beteiligt. Bei Betrachtung eines Modells des aktivierten FLT3-Rezeptors
ist diese Aminosdure neben einem hydrophoben Bereich lokalisiert,?*° der sich durch hydrophobe
Mutationen wie D835Y weiter vergroBern kann. Dadurch wird die Aktivierungsschleife in einer
erweiterten DFG-in-Konformation stabilisert. Bei der Punktmutation D835Y handelt es sich daher
wahrscheinlich um einen aktiven Zustand. Es muss daher untersucht werden, ob die Verbindungen
der Grundstruktur VI zusatzlich in der Lage sind, an die aktive Form von FLT3 zu binden. Dazu
wurde ein Modell konstruiert, das auf dem inaktiven Zustand der Kinase (PDB 4XUF) basiert und
das DFG-Motiv und die Aktivierungsschleife aus der aktivierten Konformation von c-KIT (PDB
1PKG) verwendet. Wie in vorangegangenen Publikationen wurde dieses Modell durch Homologie

konstruiert.24% 259

Beispielhaft fiir alle Molekiile der Grundstruktur VI wurde Verbindung 215 verwendet und in die
erstellten Modelle von aktivem und inaktivem Rezeptor eingefligt. Die Wahl fiel auf dieses
Molekiil, da einerseits eine hohe Aktivitat fir beide Formen von Mutationen festgestellt werden

konnte und das Molekiil andererseits liber ein relativ groRes Volumen verfiigt, das das Volumen
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aller wirksamen Derivate dieser Grundstruktur umfasst. Die Position der Verbindung in der ATP-
Bindestelle des inaktiven Zustands entspricht der von Marbotinib 20 (Abb. 49A).32* Dabei kénnen
die zuséatzlichen Reste der Indoleinheit in Position 4 und 5 freie Stellen besetzen. Kennzeichnend
fir diesen Quizartinib-ahnlichen Bindemodus ist die Lage der (tert-Butyl)isoxazolgruppe in der

Ndhe des DFG-Motivs und die Anpassung der Indolkomponente an die Hinge-Region.

Der Quizartinib-ahnliche Bindemodus von Verbindung 215 ist beim Modell der aktiven FLT3 nicht
moglich, da die (tert-Butyl)isoxazol-Gruppe mit dem DFG-Motiv und der Aktivierungsschleife
kollidiert (Abb. 49B). Ein Modell von Marbotinib 20 in einer FLT3-Kristallstruktur wurde vor Kurzem
verdffentlicht,®?” wobei ein Modell von FLT3 komplexiert mit Gilteritinib 8 als Grundlage
verwendet wurde (PDB 6JQR>*). Dabei wurde eine umgekehrte Orientierung von Marbotinib 20
in der Bindetasche als Ergebnis erhalten. Der Benzofuran-Teil befand sich dabei in der Nahe der
Hinge-Region. Es wurde angenommen, dass dieses Modell die Bindung im aktiven Zustand
darstellt. Der Komplex von Gilteritinib 8 mit dem FLT3-Rezeptor reprasentiert allerdings einen
autoinhibierten inaktiven Zustand.>* Ahnlich wie in anderen inaktiven FLT3-Strukturen findet man
eine spezifische Konformation des DFG-Motivs (wahrscheinlich durch die Anpassung des Liganden
induziert) und den Verlauf der schlecht aufgelosten Aktivierungsschleife. Das Einfligen von
Verbindung 215 in das bereits beschriebene Modell des aktiven Zustands ergab trotzdem ebenfalls
einen umgekehrten Bindemodus, verglichen mit dem Modell des inaktiven Zustands. Die DFG-in-
Orientierung und die Konformation der Aktivierungsschleife ergibt ausreichend Platz fiir den
Bipiperidincarboxylat-Teil und, verglichen mit der inaktiven Struktur, ist in der aktiven Struktur der
Benzofuran-2-carbonyl-Anteil statt des Indol-Teils in Richtung der Hinge-Region ausgerichtet.
Dieser umgekehrte Bindemodus ware beim inaktiven Modell nicht moéglich, da sowohl die 4-
Methyl-piperazinmethyl- als auch die Bipiperidincarboxylat-Teile mit dem DFG-Motiv, das sich in
der DFG-out-Orientierung befindet, zusammentrafen. Zusatzlich wiirde der Bipiperidincarboxylat-
Substituent mit der nachfolgenden Schleife kollidieren (Abb. 49A). Zusammengefasst deuten alle
Untersuchungen darauf hin, dass zwei unterschiedliche inverse Bindemodi fiir Verbindung 215
vorliegen, je nachdem, ob die Bindung am aktiven oder inaktiven Zustand von FLT3 erfolgt. Beim
Vergleich der beiden Modi kann festgestellt werden, dass die Benzofuran- und die Indol-Einheiten

sehr eng an F691 (Gatekeeper-Rest) gebunden sind (Abb. 49).
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Abb. 49: Ubersicht {iber die alternativen Bindungsmodi von Verbindung 215 im inaktiven (A) bzw. im aktiven Zustand
(B) von FLT3. Im inaktiven Zustand ist Verbindung 215 in Grau dargestellt (A), im aktiven Zustand in Gelb (B). Das Kugel-
Stab-Modell von 215 stellt jeweils den richtigen Bindemodus dar, das Stabchenmodell den falschen Bindemodus. Die
Aminosauren D829 und F830 aus dem DFG-Motiv und der Aktivierungsschleife sind im inaktiven Zustand Griin (A), im
aktiven Zustand Braun (B) gezeigt.

Die Bindemodi von 215 sind in Abb. 50 detailliert dargestellt. Die Quizartinib-ahnliche Bindung von
Marbotinib 203%%3%7 im inaktiven Zustand wird durch 215 exakt abgebildet. Der Bereich mit dem
Indolmethanon ist auf die Hinge-Region (F691-Y696) ausgerichtet, und Indol-N sowie Methanon-
O sind an zweizahnigen Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Rickgrat-O bzw. dem NH von
C694 beteiligt. Eine Solvatisierung des Bipiperidin-Carboxylat-Anteils bleibt teilweise bestehen,
wobei die Struktureinheit nur einige van-der-Waals-Wechselwirkungen mit Y696, G697, D698 und
N701 ausbildet. Der 4-Methylpiperazinmethyl-Substituent ist zwischen G697 und D698 auf der
einen sowie F830 und R834 auf der anderen Seite eingebettet. Befinden sich in C-3 des Indolrings
raumgreifende Substituenten (wie z.B. bei 89b), kénnen die Verbindungen ebenfalls in die
Bindetasche passen. Allerdings funktioniert dies nur nach einer Konformationsanderung,
insbesondere von F830. Der lipophile Benzofuran-Rand wechselwirkt mit einem hydrophoben
Bereich, der aus den Aminosduren V675, F691 (Gatekeeper-Rest), L818 und F830 (DFG-Motiv)
besteht. Die gegenilberliegende Kante steht lber van-der-Waals-Wechselwirkungen in Kontakt
mit A833. Ein Carboxyl-O der Aminosaure E661 bildet zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit den
beiden NH-Einheiten der Harnstoff-Einheit, wahrend eine weitere Wasserstoffbrickenbindung
zwischen dem Sauerstoff der Harnstoff-Einheit und dem NH des Riickgrats von D829 besteht. Wie
bei vielen anderen Tyrosinkinasen wird E661 durch eine Salzbriicke mit K644 stabilisiert. Die
Seitenketten der Aminosauren M664 und M665 sind zur Isoxazol-Ebene hin ausgerichtet, und wie
im Fall von Quizartinib 20%*° beherbergt eine hydrophobe Tasche, bestehend aus M664, 1674, L802

und 1827, den tert-Butyl-Substituenten.

Im aktiven Zustand zeichnet sich der Bindemodus durch eine umgekehrte Orientierung von
Verbindung 215 aus. Dies wird hauptsachlich durch einen Austausch der Indolmethanon-Einheit
gegen die Benzofuran-Einheit und umgekehrt charakterisiert. Der Methanon-Sauerstoff

wechselwirkt auch in diesem Modell Uber eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem NH-
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Grundgerist von C694 in der Hinge-Region. Das Benzofuran-O kann in diesem Fall jedoch keine
zweite Wasserstoffbriickenbindung mit C694 bilden. Die van-der-Waals-Wechselwirkungen der
Benzofuran-Harnstoff-Einheit finden in diesem Fall mit Y693, C695, Y696 und G697 in der Hinge-
Region statt. Die (tert-Butyl)isoxazol-Gruppe ragt in das Losungsmittel hinein und
wasservermittelte Wechselwirkungen mit D698 und N701 sind moglich. Die Indoleinheit
wechselwirkt mit den Aminosauren V624, V675, F691 und L818. Der 4-Methyl-piperazinmethyl-
Substituent ist an einer anderen Stelle lokalisiert als im inaktiven Zustand. Es kommt zu schwachen
Wechselwirkungen mit den Seitenketten D698 und (€828, sowie dem Rickgrat von R815.
Auffallend ist, dass auch im aktiven Zustand eine zweifache Wasserstoffbriickenbindung gebildet
wird. Diese besteht in diesem Fall allerdings zwischen der endstdandigen Aminogruppe von K644
und den beiden Sauerstoffatomen des Carboxylats. Der Bipiperidin-Substituent ragt in das
Losemittel hinein, und es ergeben sich nur ein paar van-der-Waals-Wechselwirkungen mit dem
Riickgrat von G619, A620, F621 und G622 sowie mit der Seitenkette von D829. Die beschriebene
Salzbriicke zwischen K644 und D661 ist in diesem Modell ebenfalls vorhanden. Aus den
Ergebnissen ldsst sich zusammenfassend sagen, dass Verbindung 215 und die meisten anderen
Verbindungen der Molekiile aus Stoffgruppe VI und VII generell in der Lage sind, sowohl an den
aktiven als auch an den inaktiven Zustand von FLT3 zu binden. Es bleibt allerdings spekulativ,
inwieweit die ITD- und die D835Y-Mutation von FLT3 einen dieser Zustande darstellen, da inaktive
Konformationen von Tyrosinkinasen gewisse Unterschiede aufweisen, wahrend ihre aktiven
Zustinde sehr dhnlich sind.>** Die Kristallstruktur von FLT3 im Komplex mit Quizartinib?*® deutet
darauf hin, dass eine dysfunktionale JMD, wie es bei der ITD-Mutation der Fall ist, einen inaktiven
Zustand beibehdlt. Daher nimmt ITD-mutierte FLT3 wahrscheinlich eine inaktive Konformation

ohne Autoinhibition an.

Abb. 50: Ubersicht (iber die Bindungsmodi von Verbindung 215 im inaktiven (A) bzw. im aktiven Zustand (B) von FLT3
im Detail. In der Abb. sind alle Aminoséuren zu sehen, die innerhalb eines Bereichs von 3.5 A um den Liganden liegen.
Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden einige Seitenketten, die nicht zur Bindung beitragen, weggelassen. Die roten
gestrichelten Linien kennzeichnen intramolekulare Wasserstoffbriickenwechselwirkungen.
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Wie beschrieben, kénnten FLT3-D835Y und andere Mutanten mit hydrophoben Aminosduren in
Position 835 aktive Zustdnde darstellen.?*® Sollte dies der Fall sein, wiirden die Daten in den
Tabelle 10 und Tabelle 11 tatsachlich die Bindung der Inhibitoren an die inaktive (FLT3-ITD) und
aktive Konformation (FLT3-D835Y) ausdriicken, die durch die Bindemodi entspr. modelliert
wurden (Abb. 50A bzw. B). Es gibt einige Anhaltspunkte, die fir diese Hypothese sprechen. Bei
beiden Mutanten finden sich &dhnliche Kn-Werte fiir ATP (ProQuinase/Reaction Biology
veroffentlichte abweichende Werte von 1 uM und 4.8 uM bei FLT3-ITD sowie 2 uM und 2.4 uM
bei FIt3-D835Y). Das Verhiltnis der ICso-Werte bzw. die Differenz der plCso-Werte der
Verbindungen in den entspr. Tabellen spiegelt direkt das Verhaltnis der Affinitat zu FLT3-ITD und
FLT3-D835Y wider. Fiir die 20 getesteten Verbindungen mit quantitativen Daten in den beiden
Assays ergibt sich eine mittlere plCso-Differenz von 0.33. Diese Verbindungen besitzen somit eine
héhere Affinitdt zu FLT3-ITD als zu FLT3-D835Y. Zu diesem Unterschied kdnnten die héhere Zahl
an Wasserstoffbriickenbindungen (5 gegeniiber 3) und die hydrophoben Wechselwirkungen der
tert-Butylgruppe im Bindungsmodus im inaktiven Zustand beitragen. Zuséatzlich dazu ist die
Korrelation der pKi-Werte sehr schwach (R?: 0.47), was ebenfalls fiir unterschiedliche Zustande
und Bindemodi spricht. Die Verbindungen 156 und 209 zeigen eine héhere Affinitat zu FLT3-D835Y
als zu FLT3-ITD, was vor allem auf die geringe Potenz gegen FLT3-ITD zurlickzufiihren ist. Bei
Verbindung 156 kann der flexible tert-Butylcarbamat-Rest im aktiven Zustand mit der
endstandigen tert-Butylgruppe an die Seitenketten von L700 und R815 passen, wohingegen eine
Verlangerung des 4-Subtituenten durch eine zusatzliche Gruppe zu einer geringeren Affinitat im
aktiven Zustand flhrt. Dies ist z.B. in den Verbindungen 181 und 216 durch eine zusatzliche starre

Piperazinmethyl-Gruppe der Fall.

3.4.2. Kristallisation im Rezeptor

Neben den Experimenten zum Molecular Modelling sollte versucht werden, eine Kristallstruktur
einer der synthetisierten Verbindungen im Komplex mit der FLT3-Kinasedomaéne zu erhalten. Eine
Co-Kristallisation dieser Art wurde bereits fiir Quizartinib 20 durchgefiihrt (PDB 4XUF,%* PDB
4RT7%).

Flr weitere Informationen oder eventuell zu einer Kooperation wurden dazu einige der Autoren
kontaktiert. Von Dr. Catherine Smith (University of California, San Francisco, Kalifornien, USA)
erfuhren wir, dass Arbeiten zu den Kristallstrukturen von , Industriepartnern bei Pexxikon Inc in
Berkeley durchgefiihrt wurden”. Zwar besale die Arbeitsgruppe “Zelllinien mit den verschiedenen
Mutationen”, habe allerdings ,nicht die Fahigkeit, selbst die Co-Kristallstrukturen” zu erstellen.
Weiter wurde mitgeteilt, dass ,Plexxikon ein Arzneimittel-Unternehmen ist”, weswegen es

unwahrscheinlich ist, ,,dass sie dies fiir ein Arzneimittel tun, das sie nicht selbst entwickelt haben”.
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AnschlieBend haben wir Gesprdache mit der Firma CubeBiotech GmbH (Monheim am Rhein,
Deutschland) gesprochen. Dabei konnte keine Losung gefunden werden, die mit ausreichender

Sicherheit auf Erfolg durchgefiihrt werden konnte.

Daneben wurden Informationen in der Abteilung Biophysik | der Universitdt Regensburg

eingeholt, die ebenfalls nicht zum gewiinschten Ziel fiihrten.

Da in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls bereits intensiv an selektiven HDAC-Inhibitoren geforscht
wurde, wurde Prof. Dr. Christianson (University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA)
per E-Mail kontaktiert, der allerdings nur beziglich der HDAC-Inhibitoren weiterhelfen konnte.
Auch Dr. Cyril Barinka (Academy of Sciences of the Czech Republic, Prag, Tschechien), der unserer
Arbeitsgruppe letztlich bei der Co-Kristallisation von HDACs mit dem entspr. Inhibitor weiterhelfen
konnte, hatte leider ,,weder Know-How noch Arbeitskrafte, um ein neues Projekt im Bereich der

Kinasen zu starten”.

Eine Anfrage an Prof. Dr. Stefan Knapp (Goethe-Universitat, Frankfurt am Main, Deutschland)
brachte einige weitere Informationen. Dabei wurde erklart, dass die Arbeitsgruppe ,in der
Vergangenheit schon sehr intensiv versucht” habe, ,die Kristallisation von FLT3 (und auch von

IM

Mutanten) zu reproduzieren”. Allerdings sei das Protein ,sehr instabil“ und die Arbeitsgruppe
konnte es bisher nicht ,kristallisieren”. Darlber hinaus wurde allerdings angeboten, die
synthetisierte Reihe von Inhibitoren der Grundstruktur VI oder VII ,zu screenen und dann zu
versuchen, die Leitstruktur mit einer anderen RTK zu kristallisieren”. Dies wurde allerdings als

wenig zielfiihrend erachtet.
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3.5. LOSLICHKEITSTEST

Ein wichtiger Faktor beim Design der neuen FLT3-Inhibitoren ist deren Loslichkeit. Durch erhéhte
Loslichkeit in Wasser oder Ethanol sollte eine gesteigerte Bioverfligbarkeit erreicht werden. Dafiir
wurde die Loslichkeit der pharmakologisch vielversprechendsten Verbindungen sowie einiger HCI-

bzw. TFA-Salze in den beiden Losemitteln mit UV-Spektroskopie untersucht.

UVv-
Spektroskopie
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Von Lésungen der jeweiligen Verbindung wurde ein UV/Vis-Spektrum aufgezeichnet und das
langwelligste Maximum bestimmt. AnschlieRend wurden die Absorbanzen von LOsungen
verschiedener Konzentrationen bei dieser Wellenlange bestimmt (Dreifachbestimmung,
Verwendung des Mittelwerts), um Kalibriergeraden zu erhalten. So wurden die Wasser- und
Ethanol-Loslichkeiten des HCI-Salzes von Marbotinib-Carbamat 21c (Tabelle 20) sowie
ausgewahlter Molekile mit Grundstruktur VI (Tabelle 20) und Grundstruktur VIl (Tabelle 21)

bestimmt.

Tabelle 20: Uberblich tiber die durch UV-Spektroskopie bestimmte Léslichkeit von Marbotinib-Carbamat 20c und einiger
der neu-synthetisierten Verbindungen Grundstruktur VI und der entspr. Salze in Wasser und Ethanol. Die auf dieselbe
Art bestimmten Loslichkeitswerte von Marbotinib 20 und die Léslichkeitswerte von Quizartinib 6 und Midostaurin 1 sind
ebenfalls angegeben. Die verwendete Wellenldange betrug fir alle Amine (a) 372 nm, fir TFA und HCI-Salze (b) 374 nm.

Loslichkeit [g/L] im Losemittel

Verbindung
DMSO Wasser EtOH

147a Loslich <0.1 <0.1
147b Loslich 0.1 2.6
148a Loslich <0.1 1.8
148b Loslich <0.1 1.7
1493 Loslich <0.1 <0.1
149b Loslich <0.1 24
150a Loslich <0.1 0.6
150b Loslich <0.1 5.9
150c Loslich 5.8 2.4
151a Loslich <0.1 0.9
151b Loslich <0.1 3.6
152a Loslich <0.1 1.0
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152b Loslich 0.2 4.4
153a Loslich <0.1 0.9
153b Loslich 0.4 1.8

155 Loslich <0.1 0.9

158 Loslich <0.1 1.1
185a Loslich <0.1 0.2
185b Loslich 0.2 2.5
Quizartinib 6 33.2* Unléslich* Unléslich*
Marbotinib 20 Loslich <0.1 0.2
Midostaurin 1 100** Unl6slich** 2%k, Hkx
21c Loslich 0.1 1.4

*Angabe des Anbieters SelleckChem (https://www.selleckchem.com/products/AC-220.html)

**Angabe des Anbieters SelleckChem (https://www.selleckchem.com/products/midostaurin-pkc412.html)

***im Wasserbad bei 50 °C erwarmt

Einige der Verbindungen der Stoffklasse VI weisen eine deutlich erhdhte Loslichkeit verglichen
mit Marbotinib 20 auf. Vor allem durch die Bildung der Salze konnten deutliche Fortschritte
beziglich der Loslichkeit erreicht werden. Beste Werte konnten dabei fiir 150c (5.8 g/mL in
Wasser) und 150b (5.9 g/mL in Ethanol) erhalten werden. Auch das HCI-Salz von Marbotinib-
Carbamat 21c (0.1 g/mL in Wasser bzw. 1.4 g/mL in Ethanol) weist eine erh6hte L&slichkeit
gegenliber Marbotinib 20 (<0.1 g/mL in Wasser bzw. 0.2 g/mL in Ethanol) und Quizartinib 6 bzw.
Midostaurin 1 auf. Nach dem europdaischen Arzneibuch wird einzig Verbindung 150c als , Leicht
[6slich” in Wasser eingestuft, wihrend alle anderen Verbindungen ,,Sehr leicht I6slich” in Wasser

bezeichnet werden. Die Loslichkeit vieler Verbindungen in Ethanol wird nach dieser verbaler

Einstufung als , Leicht 16slich” bezeichnet (1 bis 10 g/mL).>*

182



https://www.selleckchem.com/products/AC-220.html
https://www.selleckchem.com/products/midostaurin-pkc412.html

Pharmakologischer Teil

Tabelle 21: Uberblich {ber die durch UV-Spektroskopie bestimmte L&slichkeit einiger der neu-synthetisierten
Verbindungen der Grundstruktur VII und der entspr. Salze in Wasser und Ethanol. Die auf dieselbe Art bestimmten
Loslichkeitswerte von Marbotinib 20 und die Loslichkeitswerte von Quizartinib 6 und Midostaurin 1 sind ebenfalls
angegeben. Die verwendete Wellenlange betrug fiir alle Amine (a) 363 nm, fir TFA und HCI-Salze (b) 367 nm.

Loslichkeit [g/L] im Losemittel

Verbindung
DMSO Wasser EtOH

211a Loslich <0.1 0.9
211b Loslich 1.7 a1
212a Loslich <0.1 1.3
212b Loslich 11 12
213a Loslich <0.1 1.2
213b Loslich 12 16
214a Loslich 0.2 1.2
214b Loslich 13 50
214c Loslich 62 148
215a Loslich 0.2 1.2
215b Loslich 7.8 6.2
215¢ Loslich 17 4.8

Mit Hilfe der UV/Vis-Methode zur Bestimmung der Loslichkeiten der synthetisierten
Verbindungen konnte eine deutlich erhdohte Loslichkeit einiger Molekiile im Vergleich zu
Quizartinib 6, Midostaurin 1 und Marbotinib 20 sowohl in Wasser als auch in Ethanol festgestellt
werden (Tabelle 20 und Tabelle 21). Wahrend die Referenzsubstanzen keine oder nur eine geringe
Loslichkeit in beiden Losemitteln zeigten, sind alle HCI- bzw. TFA-Salze der neuen Verbindungen

in Ethanol und vor allem Salze der Carbamate der Stoffgruppe VIl in Wasser |6slich. Die hochste
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Wasserloslichkeit wurde fir die Verbindungen 215c¢ (17 g/L) und 214c (62 g/L) festgestellt,
wahrend 211b (41 g/L), 214b (50 g/L) und 214c (148 g/L) eine sehr gute Loslichkeit in Ethanol

zeigten.
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3.6. IN vVivO-CHARAKTERISIERUNG

Zuerst wurde das HCI-Salz von Marbotinib-Carbamat 21c in vivo untersucht. Daneben wurden
einige der neu-synthetisierten FLT3-Inhibitoren der Grundstrukturen VI und VII fiir eine mogliche
in vivo-Charakterisierung gepriift. Nach einigen Voruntersuchungen wurden zudem die HCI-Salze
der Verbindungen 150c und 214c ausgewahlt und beziglich ihrer Tolerabilitdt analysiert.
AnschlieBend wurden mit dem Wirkstoff 150c eine Wirksamkeitsstudie an tumorésen NOD-SCID-

Mausen und eine histologische Untersuchung durchgefihrt.

Tolerabilitéit Histologie

Wirksamkeit
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3.6.1. Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21c

Die Untersuchungen zur in vivo-Wirksamkeit von Marbotinib 20 und Marbotinib-Carbamat 21c
wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Oliver Kramer (Johannes Gutenberg-Universitit, Mainz)

durchgefiihrt und sind im Folgenden kurz beschrieben. Alle Daten sind bereits veréffentlicht.32%

326; 327

Die in vivo-Tolerabilitit und -Wirksamkeit von Marbotinib 20 wurde in einem
Xenotransplantations-Modell mit NSG-M&usen (NOD-SCID-y-Chain) untersucht. Daflir wurden
Mausen 10° MV4-11-Zellen subkutan injiziiert. Nach 5 d wurde Tumorwachstum festgestellt und
die Behandlung mit Marbotinib 20 an Tag 11 begonnen. 20 wurde oral oder durch intraperitoneale
Injektion in verschiedenen Dosen verabreicht, wahrend einer Kontrollgruppe lber denselben
Zeitraum Midostaurin 1 verabreicht wurde. Die Behandlung mit Marbotinib 20 erhdhte die
Lebensdauer der Méause im Vergleich mit unbehandelten Kontrollgruppen (34 d vs. 27 d) und

dhnlich wie die mit derselben Dosis Midostaurin 1 behandelten M&use (36 d).324-326

Nach der in vivo-Charakterisierung von Marbotinib 20 wurde von einer geringen biologischen
Verfligbarkeit der Verbindung durch niedrige Loslichkeit in Wasser oder Ethanol ausgegangen. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde das HCI-Salz 21c des Carbamats 21 als entspr. potentielles
Prodrug von Marbotinib 20 synthetisiert, weil sich davon hohere Bioverfiigbarkeit erhofft wurde.
Zur Bestimmung der in vivo-Wirksamkeit von 21c wurde eine weitere Testreihe durchgefiihrt und
ebenfalls ein Modell mit NSG-Mé&usen verwendet. Den Mausen wurden intravends 10° MV4-11-
Zellen injiziert. Von Tag 14 bis 18 nach der Injektion wurden die Mause mit einem Wirkstoff
behandelt. Dabei erhielten die Mause einmal taglich iber eine Magensonde Marbotinib 20, das
HCI-Salz von Marbotinib-Carbamat 21c oder Quizarinib 6. Zum Vergleich wurden einige Maduse nur
mit dem reinen Tragerstoff 40% Captisol behandelt. Nach Auftreten leukdmischer Symptome
wurden die Mause getotet. Sowohl eine Behandlung mit 50 bzw. 75 mg/kg Marbotinib 20, als auch
mit 10, 50 bzw. 75 mg/kg Marbotinib-Carbamat 21c verlangert das Leben leukdmischer Mause
erheblich. Wahrend in dieser Testreihe beiden mit Marbotinib 20 behandelten Gruppen die
Lebenszeit nur verhiltnisméaRig gering zunahm (27-35 d fiir 50 mg/kg bzw. 27-36 d fur 75 mg/kg
vs. 26-29 d in der unbehandelten Gruppe), wurde durch Marbotinib-Carbamat 21c die Lebenszeit
dosisabhangig stark verlangert (32-52 d fiir 50 mg/kg bzw. 37-63 d fiir 75 mg/kg vs. 26-29 d in der
unbehandelten Gruppe). Der Wirkstoff wurde in den Konzentrationen 50 und 75 mg/kg eingesetzt
und war auch in Dosen von 75 mg/kg gut vertraglich. Quizartinib 6 wurde in Dosen von 10 bis
50 mg/kg eingesetzt, wobei eine Dosis von 10 mg/kg normalerweise die hdchste verwendete
Dosis in Maus-Experimenten ist. Die Dosis von 50 mg/kg ist bei Behandlung am Menschen nicht

erreichbar. Sie wurde damit nur zu Vergleichszwecken verwendet.2% >4 547 Aych Quizartinib 6
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verldngert die Uberlebenszeit der leukdmischen Mause signifikant (35-44 d fiir 10 mg/kg bzw. 31-
52 d fiir 50 mg/kg vs. 26-29 d in der unbehandelten Gruppe). Einerseits mussten die ersten der
mit 50 mg/kg Marbotinib-Carbamat 21c behandelten Mé&use einige Zeit friher getotet werden als
die mit 50 mg/kg Quizartinib 6 behandelten, andererseits lberlebten die letzten Mause der
Marbotinib-Carbamat-Gruppe (50 mg/kg) langer als die letzte Maus in der Quizartinib-Gruppe
(50 mg/kg). 75 mg/kg Marbotinib-Carbamat 21c fihrte zu einer dhnlichen Beobachtung. Die
ersten Mause mussten friiher getétet werden mussten als in der Quizartinib-Gruppe (50 mg/kg),
allerdings wurde eine deutlich verlangerte Lebenszeit fir die letzten Mause der Gruppe
festgestellt. Allgemein wurden wahrend keiner Behandlung mit einem der Wirkstoffe ein
signifikanter Gewichtsverlust oder toxische Wirkungen auf Leber, Lunge, Herz oder Nieren

festgestellt,324 326 327

Weiterhin wurden die Plasmakonzentration von Marbotinib-Carbamat 21c im Blut untersucht.
Alle zugehorigen Bestimmungen wurden unter der Leitung von Prof. Dr. Georg Hempel (WWU
Munster, Deutschland) durchgefiihrt und die Ergebnisse entsprechend eingeschéatzt. Bei der
Analyse des Blutplasmas konnte ausschliel3lich Marbotinib 20 detektiert werden, allerdings nicht
das zugehorige Carbamat 21c, was den ,Prodrug“-Charakter der Verbindung bestatigt. Die
Plasmakonzentration fiel nach intraperitonealer Zugabe von 75 mg/kg deutlich geringer aus als
erwartet, die Substanz zeigt ein sehr hohes Verteilungsvolumen und eine rasche Ausscheidung mit
einer Halbwertszeit von ca. 3 h. Bei wiederholter Gabe war nach intraperitonealer Gabe keine
Kumulation zu beobachten. Auch bei oraler Gabe von 75 mg/kg konnte bei der Untersuchung des
Plasmas nur eine geringe Konzentration von etwa 10-20% festgestellt werden. Die Resorption
erfolgt relativ langsam und auch zu den spatesten Abnahmezeitpunkten nach 16 h sind noch
nennenswerte Konzentrationen zu detektieren. Durch die erhaltenen Daten ergibt sich ein
uneinheitliches Bild und noch keine klare Charakterisierung der Pharmakokinetik. Aus fast allen
Werten ergibt sich allerdings nach oraler Zugabe der Eindruck einer langsamen Resorption mit tmax
im Bereich von 4-6 h und mit einer vergleichbaren Halbwertszeit wie nach intraperitonealer Gabe.
Allgemein kann man zu dem Schluss kommen, dass die langsame Freisetzung von Marbotinib zum
lingeren Uberleben der Mi3use beitragt und die Verbindung trotz kurzer Halbwertszeit bei oraler
Gabe durch die verzogerte Resorption einen niedrigen, aber lang andauernden Plasmaspiegel

erreicht.

Um allerdings allgemein eine verbesserte Bioverfligbarkeit zu erreichen und die Nachteile des
Prodrug-Konzept zu umgehen, wurden die bereits beschriebenen Verbindungen mit
verschiedenen Grundstrukturen synthetisiert und davon vor allem interessante Verbindungen der

Grundstruktur VI und VII fiir weitere in vivo-Testungen evaluiert.
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3.6.2. Voruntersuchungen und Uberlegungen beziiglich 150c und

214c

Zur in vivo-Charakterisierung von Verbindungen der Grundstruktur VI wurden einige
Voruntersuchungen getroffen. Aufgrund vorangegangener enzymatischer Assays und Tests in
Zellsystemen sowie den Ergebnissen der Loslichkeitsuntersuchung sollten die neu-synthetisierte
Verbindung 150 und das entspr. Carbamat 214 in den nachfolgenden Tests untersucht werden.
Einige pH-Wert-Bestimmungen bekraftigten den Einsatz dieser beiden Molekiile fir die folgenden
Testreihen, da die Inhibitoren 151 und 215 zwar ebenfalls sehr gute Ergebnisse in
vorangegangenen Testreihen lieferten, deren wassrige Losungen allerdings niedrigere pH-Werte
aufweisen und daher keine optimale Vertraglichkeit versprechen. Der entspr. Wirkstoff wurde in
Reinstwasser gelost, die pH-Werte wurden mit Hilfe einer pH-Elektrode bei 20 °C bestimmt. Der
pH-Wert einer 200 uM L6sung von 215c betrédgt 4.08 und der einer 10 uM Lésung 5.28, wahrend

die vergleichbaren Losungen von 214c pH-Werte von 4.23 bzw. 5.43 aufweisen.

3.6.3. Untersuchungen zur Tolerabilitdat von 150c und 214c

Beide ausgewahlten Molekiile wurden als HCI-Salze (150c und 214c) eingesetzt. Alle folgenden
Versuche wurden von der Firma Crown Bioscience UK Ltd. (Hillcrest, Vereinigtes Kénigreich) unter

der Leitung von Katy Hull durchgefiihrt und sind im Folgenden beschrieben.

In einer ersten Versuchsreihe sollte die maximal vertragliche Dosis (MTD, engl. maximum tolerable
dose) des Carbamats 214c in nicht-tumordsen NOD (Non-Obese Diabetic) SCID (Severe combined
immunodeficient) Maéausen bestimmt werden. AnschlieBend wurde eine vergleichbare

Versuchsreihe zur Bestimmung der MTD der Verbindung 150c durchgefiihrt.

Fir die Testreihe mit 214c wurden 21 Mause (Mus musculus) in 7 Gruppen unterteilt, wiahrend die
Tolerabilitats-Studie von 150c mit 15 Mausen in 5 Gruppen durchgefiihrt wurde. Es handelte sich
ausschlieBlich um weibliche Tiere, die zum Start der Untersuchung zwischen 6 und 8 Wochen alt
waren und mindestens 15 g wogen. Alle Mause wurden von der Firma Charles River erhalten. Die
Tiere wurden in Einzelkafigen gehalten, Futter (Teklad 2919) und Wasser waren dauerhaft
zugangig, eine Akklimatisierung erfolgte Gber mindestens 14 d. Alle durchgefiihrten Schritte sowie
die Uberwachung des Tierschutzes erfolgten in Ubereinstimmung mit der
Standardvorgehensweise der Firma Crown Bioscience UK. Alle Mause wurden einmal taglich in
Bezug auf ihre korperliche Erscheinung, ihr Verhalten und klinische Verdnderungen untersucht,
wobei  besonderes auf Anzeichen von Ldhmungen der hinteren GliedmaRen,

Bewegungsstorungen, geschwollenen Sprunggelenken und/oder Lasionen geachtet wurde.
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AulRerdem wurden alle Mause einmal taglich gewogen. Das Kérpergewicht der Mause, Dosierung
und Anmerkungen zu klinischen Zustianden wurden in Echtzeit mit Hilfe der Software StudylLog
aufgenommen. Zur nachfolgenden Analyse wurden die Daten in Microsoft Excel exportiert. Die
Behandlung mit der jeweiligen Verbindung startete an Tag 1 und wurde anschliefend fir 4 d
fortgefiihrt. Beide Molekiile wurden als Losung in entionisiertem Wasser verabreicht. Die
Losungen wurden taglich mit Hilfe von Ultraschall hergestellt und auf die entspr. Konzentration
verdlinnt. Falls bei einer Maus an einem Tag der Dosierungsphase ein Gewichtsverlust >10% des
Korpergewichts festgestellt wurde, wurde die Dosierung fiir diese Maus pausiert, wahrend bei
allen anderen Mausen der Gruppe normal weiter behandelt wurden. Die Behandlung der
bezeichneten Maus wurde fortgefiihrt, sobald sich deren Kérpergewicht so weit erholt hatte, dass
der Gewichtsverlust <5% des Korpergewichts des ersten Tages betrug. Verlor eine Maus >10%
ihres Korpergewichts, wurde die ganze Gruppe mit Diet Gel Recovery® und/oder Brei behandelt.
Sollte an drei aufeinanderfolgenden Tagen ein Verlust des Kérpergewichts von >15% im Vergleich
zum ersten Tag festgestellt werden oder sollte eine Maus >20% ihres Korpergewichts verlieren,
wurde das entspr. Tier getotet. Die Mause wurden ebenfalls aus dem Versuch genommen, wenn
sich klinische Anzeichen zeigten. Beim Auftreten von geschwollenen Sprunggelenken wurden die
Tiere beobachtet und bei Entwicklung von Lasionen sofort getttet. Der Abbruch der Studie
erfolgte in Ubereinstimmung mit dem United Kingdom Animals Scientific Procedures Act 1986,

der Home Office Project Licence und der Standardvorgehendweise von Crown Bioscience UK.

3.6.3.1. Versuche mit 214c

Die Untersuchungen starteten mit der Dosierung der reinen Tragersubstanz ohne Wirkstoff
(Gruppe 1) und der 100 mg/kg oralen Dosierung von 214c (Gruppe 5), sowie der 100 mg/kg
intraperitonealen Dosierung von 214c (Gruppe 7). Da diese Konzentrationen {ber beide
Aufnahmewege nicht vertragen wurden, wurden die niedrigeren Konzentrationen verwendet und
fortgesetzt, bis alle Konzentrationen dosiert waren. Das Dosierschema der MTD-Studie mit 214c

zeigt Tabelle 22.
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Tabelle 22: Uberblick tiber das Dosierschema der in-vivo-Tolerabilitits-Studie von 214c.

Gruppe 1 2 3 4 5 6 7

Anzahl Mause 3 3 3 3 3 3 3

Dosis [mg/kg] 0 25 50 75 100 50 100

Dosisvolumen

[mL/kg]

10 10 10 10 10 10 10

Konzentration

[mg/mL]

Aufnahme PO* PO PO PO PO IP* IP

Dosierungs-
D* D D D D D D
frequenz

*PO = Peroral, IP = Intraperitoneal, D = Daily

Alle Mause wurden bei dieser MTD-Studie 24 h nach der letzten Dosis der jeweiligen
Testkonzentrationen getttet. Beide Gruppen mit intraperitonealer Dosierung (Gruppen 6 und 7)
zeigten schon ungefdhr 5 min nach der ersten Dosierung klinische Symptome. Ein generell
zuriickhaltendes Verhalten, eine erhohte Atemfrequenz, blasse Farbung der Ohren und generelle
Kalte bei Beriihrung wurden festgestellt. Aufgrund der Schwere der klinischen Anzeichen wurden
die M&use maximal 1 h nach deren Auftreten getotet. Die Gruppen mit oraler Dosierung (Gruppen
1 bis 5) zeigten allgemein eine bessere Tolerabilitdt, allerdings konnte auch hier keine der
Konzentrationen alle fiinf Tage appliziert werden. Die Mause aus Gruppe 2 und 3 (25 mg/kg und
50 mg/kg) erhielten 3 Dosen von Verbindung 214c, bevor die Verabreichung aufgrund einer
Kombination von klinischen Anzeichen und Verlust des Korpergewichts abgebrochen werden
musste. Zwei Dosen von Verbindung 214¢ wurden den M&usen aus Gruppe 4 und 5 (75 mg/kg und
100 mg/kg) verabreicht, bevor klinische Anzeichen auftraten. In Gruppe 5 wurde auRerdem ein
Verlust des Korpergewichts >20% festgestellt, weshalb die Behandlung abgebrochen werden
musste. Bei allen Gruppen mit oraler Verabreichung (Gruppen 1 bis 5) wurde die Entwicklung des
Koérpergewichts innerhalb dieser flinf Tage bestimmt und das relative Korpergewicht in Bezug auf
das Kérpergewicht des ersten Tages graphisch dargestellt (Abb. 51). Da bei beiden Gruppen mit
intraperitonealer Verabreichung (Gruppe 6 und 7) nach der ersten Dosis die Anwendung beendet

werden musste, wurden keine entspr. Daten generiert.
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Abb. 51: Verlauf des mittleren relativen Kérpergewichts (%) + SEM der oralen Behandlungsgruppen der Tolerabilitats-
Studie mit 199c. Die einzelnen Gruppen sind in verschiedenen Farben dargestellt.

3.6.3.2. Versuche mit 150c

Die Dosierungen wurden in dieser Testreihe schrittweise gesteigert. Dabei wurde mit der
niedrigsten oralen Dosis von 20 mg/kg 150c begonnen (Gruppe 1). Da diese Konzentration gut
vertraglich war, wurde die Dosis erhéht und die Gruppen 2 und 3 dosiert. Im Anschluss an die
Gruppen mit oraler Verabreichung wurde die Gruppe 4 mit einer intraperitonealen Dosis von
20 mg/kg 150c behandelt. Diese Konzentration wurde allerdings nicht vertragen und deshalb die
intraperitoneale Dosis von 50 mg/kg nicht mehr verabreicht. Das Dosierschema der MTD-Studie

mit 150c ist im Folgenden gezeigt (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Uberblick tiber das Dosierschema der in-vivo-Tolerabilitits-Studie von 150c.

Gruppe 1 2 3 4 5

Anzahl Mause 3 3 3 3 3

Dosis [mg/kg] 20 50 75 20 50

Dosisvolumen

[mL/kg]

10 10 10 10 10

Konzentration

[mg/mL]

2.0 5.0 7.5 2.0 5.0

Aufnahme PO* PO PO IP IP

Dosierungs-
D* D D D D
frequenz

*PO = Peroral, D = Daily

Alle Mause wurden bei dieser MTD-Studie 10d nach der letzten Dosis der jeweiligen
Testkonzentrationen getdtet. In den Gruppen, in denen 150c mit 50 bzw. 75 mg/kg oral
verabreicht wurde (Gruppen 2 und 3), verlor jeweils eine Maus wahrend der filinftagigen
Dosierungs-Phase Korpergewicht >10%. Dieser Gewichtverlust trat bei der Maus aus Gruppe 2
nach der Verabreichung von drei Dosen auf und bei der Maus aus Gruppe 3 nach vier Dosen. Bei
der Maus aus Gruppe 3 wurden zusatzlich geschwollene Sprunggelenke am rechten Hinterful3
beobachtet. Beiden Mausen wurde bis zum Ende der Studie keine weitere Dosis mehr verabreicht,
und beide konnten ihr Kérpergewicht im Anschluss nach ein paar Tagen wiedererlangen. Bei allen
Gruppen mit oraler Verabreichung (Gruppen 1 bis 3) wurde das Kérpergewicht innerhalb dieser 5
Tagen und in einer anschlieBenden 10-tdgigen Beobachtung bestimmt. Der Verlauf des relativen
Korpergewichts in Bezug auf das Kérpergewicht des 1. Tages ist in Abb. 52 gezeigt. Da die erste
Gruppe mit intraperitonealer Verabreichung (Gruppe 4) nach Anwendung der 1. Dosis beendet
werden musste und die zweite Gruppe mit intraperitonealer Verabreichung (Gruppe 5) entspr. gar

nicht gestartet wurde, wurden auch dazu keine Daten generiert.
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Abb. 52: Verlauf des mittleren relativen Koérpergewichts (%) + SEM der oralen Behandlungsgruppen der
Tolerabilitatsstudie mit 150c. Die einzelnen Gruppen sind in verschiedenen Farben dargestellt.

3.6.3.3. Fazit der Versuche zur Tolerabilitét

Die beiden Tolerabilitdtsstudien hatten das Ziel, die Vertraglichkeit der Verbindungen 214c und
150c zu evaluieren. Das Carbamat 214c erwies sich dabei unabhdngig von der Art der
Verabreichung (oral oder intraperitoneal) als schlecht vertraglich. In der nachfolgenden
Vertraglichkeits-Studie mit 150c zeigte sich, dass eine intraperitoneale Verabreichung absolut
ungeeignet ist. Bei oraler Verabreichung konnte allerdings eine gute Vertraglichkeit beobachtet
werden. Die Dosierung von 150c mit 20 mg/kg wurde ohne klinische Symptome oder
Gewichtsverlust vertragen. Bei 50 mg/kg verlor eine Maus >10% Gewicht, was allerdings im Laufe
der 10-tagigen Beobachtungsphase wieder ausgeglichen wurde. Bei einer der Mause, die mit
75 mg/kg behandelt wurden, wurden ein Gewichtsverlust >10% und geschwollene Sprunggelenke
am rechten HinterfuR festgestellt. Da die klinischen Symptome allerdings erst nach der
Verabreichungsphase beobachtet wurden, kann davon ausgegangen werden, dass diese nicht

durch den Wirkstoff verursacht wurden.

3.6.4. Untersuchungen zur Wirksamkeit von 150c

3.6.4.1. Allgemeine Informationen
Basierend auf den Versuchen zur Bestimmung der Tolerabilitit wurde die Anti-Tumor-

Wirksamkeit von 150c in vivo an tumordsen NOD SCID Mausen untersucht. Die Verbindung sollte
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dazu oral in Dosen von 20 mg/kg und 50 mg/kg verabreicht werden. Fiir sinnvolle Schlisse und
einer Validierbarkeit der Ergebnisse sollten Midostaurin 1 und Quizartinib 6 als Vergleich
eingesetzt werden. Beide Substanzen kénnen in derartigen Studien in Dosen bis zu 50 mg/kg
gegeben werden.?? 5% Dje komplette Studie wurde von der Firma Crown Bioscience UK Ltd.
(Hillcrest, Vereinigtes Konigreich) unter der Leitung von Katy Hull durchgefiihrt und sind im

Folgenden beschrieben.

Fir den Test wurden 25 Mause (Mus musculus) in 7 Gruppen unterteilt und zusatzlich 8 Mause als
Uberschuss gehalten. Es handelte sich ausschlieRlich um weibliche Tiere, die zum Start der
Untersuchung zwischen 8 und 9 Wochen alt waren und mindestens 18 g wogen. Alle Mause
wurden von der Firma Charles River erhalten, alle weiteren Daten zur Haltung der Mause
entsprachen den Daten der Tolerabilitdts-Studien (s. Kapitel 3.6.3). Die MV4-11-Zellen wurden von
ATCC erhalten (Katalog-Nummer CRL-9591) und in Iscoves Medium mit 10% FBS und 2 mM L-
Glutamin kultiviert. Die Zellsuspension wurde gemaR dem Standardverfahren von Crown
Bioscience UK vorbereitet, und zur Tumorimplantation wurden allen Mausen 1x10” MV4-11 Zellen
in 100 puL Matrigel/PBS (1:1) mit der Air-Gap-Methode in die linke Flanke injiziert. Alle Mause
wurden einmal taglich in Bezug auf ihre korperliche Erscheinung, ihr Verhalten und klinische
Veranderungen untersucht, wobei besonders auf Anzeichen von Lidhmungen der hinteren
GliedmaRen, Bewegungsstorungen, geschwollenen Sprunggelenken und/oder Lisionen geachtet
wurde. Alle Maduse wurden einmal taglich gewogen und das Tumorvolumen dreimal pro Woche
durch zweidimensionale Messung mit einem elektronischen Messschieber bestimmt. Das
Tumorvolumen wurde durch die Formel 0.5x(LxW?) abgeschéatzt, das Kérpergewicht der Mause,
Dosierung und Anmerkungen zu klinischen Zustanden wurden in Echtzeit mit Hilfe der Software
StudyLog aufgenommen und die Daten fiir die nachfolgende Analyse in Microsoft Excel exportiert.
Nach subkutaner Injektion der Zellen erreichten die Mause an der Injektionsstelle zu >95%
Tumore. Ab einem mittleren Tumorvolumen von 100-200 mm? wurden die Mause zufallig in
Behandlungsgruppen mit einem einheitlichen mittleren Tumorvolumen (128 mm?3) zwischen den
Gruppen eingeteilt. Die Behandlung wurde einen Tag nach der Einteilung gestartet, fur vier Tage

fortgesetzt, und die M&use wurden anschlieBend fiir weitere 4 Wochen tGiberwacht (Abb. 53).

ni A~

Akklimatisierung Tumorwachstum Dosierung Beobachtung

l

Uberpriifung von Kérpergewicht und Tumorvolumen

Abb. 53: Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der in vivo-Wirksamkeitsstudie.
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Testsubstanz 150c wurde in entionisiertem Wasser geldst und anschlieRend auf die bendtigte
Konzentration verdiinnt. Die entspr. Losungen wurden taglich mit Ultraschall hergestellt und in
24 h verwendet. Vergleichssubstanz Midostaurin 1 wurde in 5% DMSO gel6st und 45% PEG300
und entionisiertes Wasser zugegeben. Die Proben wurden durch Vortex und Ultraschall gemischt
und anschlieRfend innerhalb von 30 min verwendet. Vergleichssubstanz Quizartinib 6 wurde in
0.5% Methylcellulose suspendiert und die Suspension mit Ultraschall gut gemischt. Die entspr.
Suspensionen wurden taglich hergestellt und in 24 h verwendet, wobei vor jeder Verabreichung

Vortexen erforderlich war.

Die kontrollierten Wirkstoffpraparate wurden entspr. den Misuse of Drugs Regulations 2001
gelagert, verwendet und entsorgt. Crown Bioscience UK Ltd. besitzt eine Lizenz gemal der Misuse
of Drugs Regulations 2001 SI 2001/3998 fiir den Besitz, die Lieferung und die Herstellung von

Arzneimitteln nach Liste 1 und Liste 4 Teil 2.

Die Dosierung der Mause der einzelnen Gruppen erfolgte nach Tabelle 24:

Tabelle 24: Uberblick tiber das Dosierschema der in-vivo-Wirksamkeitsstudie von 150c.

Gruppe 1 2 3 4 5

Testsubstanz - 150c 150c 1 6

Anzahl Mduse 5 5 5 5 5

Dosis [mg/kg] 0 20 50 50 50

Dosisvolumen
10 10 10 10 10

[mL/kg]

Konzentration

[mg/mL]

0.0 2.0 5.0 5.0 5.0

Aufnahme PO* PO PO PO PO

Dosierungs-
D* D D D D
frequenz

*PO = Peroral, D = Daily
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Mit Dosierungspausen aufgrund von Gewichtsverlust wurde verfahren, wie fiir die Tolerabilitats-
Tests beschrieben (s. Kapitel 3.6.3). Ebenso wurde der Endpunkt der Studie fir jede Maus

individuell festgelegt, wie flr die Tolerabilitats-Studie beschrieben (s. Kapitel 3.6.3).

Jedem Tier wurde zu dem Zeitpunkt Vollblut entnommen, an dem die unbehandelten Mause der
Behandlungsgruppe 1 ausschieden. Die Proben der Mause aus Gruppe 1 wurden liber eine
Herzpunktion entnommen, die Proben der weiteren Gruppen Uber die Schwanzvene unter
Verwendung von EDTA als Antikoagulans fir die Ausstrichanalyse, die eine Gesamt-
Leukozytenzahl und den Prozentsatz der leukdmischen Blasten beinhaltet. Die Proben wurden bis
zum Versand am selben Tag kihl gelagert. Von jeder Behandlungsgruppe wurde erneut zu dem
Zeitpunkt Vollblut entnommen, an dem die jeweilige Gruppe aus der Studie ausschied. Die Proben
der Mause wurden durch Herzpunktion unter Verwendung von EDTA als Antikoagulans
entnommen und ebenfalls die Gesamt-Leukozytenzahl und der Prozentsatz der leukdmischen

Blasten analysiert. Die Proben wurden bis zum Versand am selben Tag kiihl gelagert.

Die Tumore von drei Mausen aus Behandlungsgruppe 1 wurden nach Ausscheiden der Gruppe aus
der Studie entnommen und gewogen, dann in Formalin fixiert und zu FFPE verarbeitet, bevor sie

histologisch analysiert wurden (s. Kapitel 3.6.5).

Der Tierschutz im Rahmen der beiden Tolerabilitdts-Studien und der Wirksamkeitsstudie
entsprach dem UK Animals Scientific Procedures Act 1986 (ASPA) im Einklang mit der Richtlinie
2010/63/EU des Europaischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der
fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere. Alle Verfahren zur Verwaltung der
Versuchsdaten und zur Berichterstattung erfolgten in strikter Ubereinstimmung mit den
geltenden Richtlinien und Standardarbeitsanweisungen von Crown Bioscience UK. Die Methoden
und Ergebnisse im abschlieBenden Studienbericht geben die wahrend der Studie gewonnenen
Rohdaten korrekt wieder. Die Blutproben wurden gemalR den Beschrankungen der Projektlizenz
und den Standardarbeitsanweisungen von Crown Bioscience UK entnommen: Das
Gesamtvolumen der Proben iiberstieg bei Einzelproben nicht 10% des Gesamtblutvolumens (TBV,
engl. total blood volume, berechnet als 70 mL/kg), bei Mehrfachproben nicht 10% in 24 h oder

15% des TBV in einem beliebigen Zeitraum von 28 d.

3.6.4.2. Ergebnisse

Aus der Wirksamkeitsstudie von 150c konnten bemerkenswerte Ergebnisse erhalten werden. Aus
der Anzahl an Todesfallen konnte eine sehr gute Vertraglichkeit der Substanz festgestellt werden.
Nur eine Maus der beiden Gruppen, die mit 150c behandelt wurden (Gruppe 2 und 3) musste nach
20 d der Studie getotet werden, wahrend jeweils zwei Mause der Gruppen, die mit Midostaurin 1

(Gruppe 4) und Quizartinib 6 (Gruppe 5) behandelt wurden, zu diesem Zeitpunkt schon
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ausgeschieden waren. Aus Gruppe 4 mussten je eine Maus an Studientag 5 und 8, aus Gruppe 5
zwei Mause an Studientag 6 getotet werden (s. Abb. 54). Eine statistische Analyse wurde mit der
Log-Rank-Mantel-Cox-Methode durchgefiihrt und ergab, dass der Wirkstoff 150c in einer
Dosierung von 50 mg/mg die einzige Behandlungsgruppe war, die sich in Bezug auf die

Uberlebensrate statistisch signifikant von der ohne Wirkstoff behandelten Gruppe unterschied.

Y
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Prozentualer Anteil Uberlebender
wu
o
Illllllllllllllllll

o

0 10 20 30 40
Zeit nach Tumor-Injektion [Tage]

Ohne
Wirkstoff

Midostaurin 1 Quizartinib 6
(50 mg/kg) (50 mg/kg)

150c (20 mg/kg) mdem  150c¢ (50 mg/kg)

Abb. 54: Kaplan-Meier-Plot zur Darstellung der Beziehung zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen und dem
Uberleben der Miuse. Jede Gruppe bestand aus 5 Mausen, die einzelnen Behandlungsgruppen sind in verschiedenen
Farben dargestellt.

Wahrend der gesamten Studie wurde das Kérpergewicht in den einzelnen Behandlungsgruppen
gut gehalten. Eine Maus aus Gruppe 5 zeigte an einem Tag einen Verlust des Kérpergewichts von
>10%, was zu einem Tag Dosierungspause fiihrte. Nach Erholung konnte normal weiter behandelt
werden. Bei drei Mausen wurden im Laufe der Studie schwere klinische Anzeichen beobachtet,
sodass die Studie aus Griinden des Tierschutzes abgebrochen wurde. Die Vertraglichkeit von 150c
spiegelt sich auch in der Entwicklung des relativen Kérpergewichts wider. Die Mause aus Gruppe
2 (Dosierung mit 20 mg/kg 150c) wiesen im Laufe der kompletten Studie ein héheres relatives
K6rpergewicht als die Mause aus Gruppe 5 (Dosierung mit 50 mg/kg Quizartinib 6) auf. Darlber
hinaus lag das mittlere Kérpergewicht der Mause dieser Gruppe ebenfalls lange Zeit und vor allem
gegen Studienende lber dem relativen Korpergewicht der Mause aus Gruppe 4 (Dosierung mit

50 mg/kg Midostaurin 1). Auch die Mause aus Gruppe 3 (Dosierung mit 50 mg/kg 150c) zeigten
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einen geringeren relativen Kérpergewichtsverlust im Vergleich zu den mit 50 mg/kg Quizartinib 6
behandelten Ma&usen und einen gerade gegen Ende absolut vergleichbaren relativen

Koérpergewichtsverlust wie die Mause aus Gruppe 4 (Abb. 55).
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Abb. 55: Verlauf des mittleren relativen Korpergewichts (%) + SEM aller Behandlungsgruppen der Wirksamkeitsstudie
mit Midostaurin 1, Quizartinib 6 und 150c. Die einzelnen Gruppen sind in verschiedenen Farben dargestellt.

Zur Einschatzung der Tumorhemmung wurde regelmafig das Tumorvolumen aller Mduse nach
der erwdahnten Methode bestimmt. Das mittlere relative Tumorvolumen aller Mause einer Gruppe
sollte dabei Gber den gesamten Zeitraum der Studie als GroRe verwendet werden, um die

einzelnen Gruppen miteinander zu vergleichen (Abb. 56).
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Midostaurin 1 (50 mg/kg) v Quizartinib 6 (50 mg/kg)

Abb. 56: Verlauf des mittleren relativen Tumorvolumens (%) + SEM aller Behandlungsgruppen der Wirksamkeitsstudie
mit Midostaurin 1, Quizartinib 6 und 134c. Die einzelnen Gruppen sind in verschiedenen Farben dargestellt.

Allgemein ist in jeder Behandlungsgruppe ein Riickgang des Tumorwachstums zu erkennen, wobei
in Gruppe 3 (50 mg/kg 150c) und Gruppe 5 (50 mg/kg Quizartinib 6) eine deutlich stérkere
Wirkung auf die Tumore beobachtet wurde als in Gruppe 2 (20 mg/kg 150c) und Gruppe 4
(50 mg/kg Midostaurin 1). Bei gleicher Wirkstoffdosis (50 mg/kg) zeigte 150c (Gruppe 3) dabei
eine deutlich starkere Hemmung des Tumorwachstums als Midostaurin 1 (Gruppe 4). Sogar bei
Behandlung mit einer deutlich niedrigeren Dosis 150c (20 mg/kg, Gruppe 2) konnte eine
vergleichbare wachstumshemmende Wirkung festgestellt werden. Weiterhin konnte ein fast
vergleichbarer Verlauf des mittleren relativen Tumorwachstums zwischen den beiden Gruppen,
die mit 50 mg/kg 150c (Gruppe 3) und mit 50 mg/kg Quizartinib 6 (Gruppe 5) behandelt wurden,
festgestellt werden. Allgemein wiesen Gruppe 2 und 4, sowie Gruppe 3 und 5 &hnliche
Wachstums-Kinetik auf. Bei der statistischen Analyse unter Verwendung von 2-Way ANOVA wurde
festgestellt, dass sich jede Behandlungsgruppe mit einem Wirkstoff am Tag 13 statistisch
signifikant von der Behandlungsgruppe ohne Wirkstoff (Gruppe 1) unterscheidet. Weiterhin
wurde festgestellt, dass Gruppe 3 und Gruppe 5 statistisch signifikant von Gruppe 2 und Gruppe
4 abwichen. Vergleiche zwischen den gemessenen absoluten Tumorvolumina in den einzelnen
Behandlungsgruppen mit den gemessenen absoluten Tumorvolumina der unbehandelten Gruppe

1sind in Abb. 57 zu sehen.
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Abb. 57: Individuelle absolute Tumorvolumina der einzelnen Behandlungsgruppen. (A) Tumorvolumina der Mause aus
Gruppe 2 (20 mg/kg 150c) verglichen mit den Mausen der unbehandelten Gruppe 1, (B) Tumorvolumina der Mause aus
Gruppe 3 (50 mg/kg 150c) verglichen mit den M3usen der unbehandelten Gruppe 1, (C) Tumorvolumina der Mause aus
Gruppe 4 (50 mg/kg Midostaurin 1) verglichen mit den Mausen der unbehandelten Gruppe 1, (D) Tumorvolumina der
Mduse aus Gruppe 5 (50 mg/kg Quizartinib 6) verglichen mit den M&usen der unbehandelten Gruppe 1.

Nachdem Gruppe 1 ausgeschieden war, wurde bei den Mausen aller Gruppen eine Blutanalyse
durchgefiihrt, um die Gesamtzahl an Leukozyten und den Prozentsatz der leukdmischen Blasten
in jeder Behandlungsgruppe zu bestimmen. Die zugehdrigen Ergebnisse sind in Tabelle 25

dargestellt.
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Tabelle 25: Blutanalyse nach Ausscheiden der einzelnen Gruppen. Der Mittelwert der Leukozytenzahl und des
Hamoglobin-Wertes aller Mause ist angegeben.

Mittelwert der

Leukozytenzahl [10°/L]

1 1.38
2 0.65
3 0.84
4 0.87
5 0.53

Nach dem Ausscheiden der jeweiligen weiteren Gruppen, wurde bei den Mausen aller Gruppen
erneut eine Blutanalyse durchgefiihrt, um die Gesamtzahl an Leukozyten und den Prozentsatz der
leukdamischen Blasten in jeder Behandlungsgruppe zu bestimmen. Die zugehorigen Ergebnisse

sowie der jeweilige Mittelwert des Hamoglobins sind in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26: Blutanalyse nach Ausscheiden der einzelnen Gruppen. Der Mittelwert der Leukozytenzahl und des
Hamoglobin-Wertes aller Mause ist angegeben.

Mittelwert der Mittelwert Himoglobin
Leukozytenzahl [10°/L] [g/dL]
2 0.76 11.4
3 1.55 10.5
4 1.16 10.8
5 0.83 8.5

Die Ergebnisse zeigen einen Riickgang der Gesamtzahl an Leukozyten in den mit Wirkstoff
behandelten Gruppen 2 bis 5 verglichen mit der unbehandelten Gruppe 1. Die statistische Analyse

der Gesamtzahl an Leukozyten jeder Behandlungsgruppe im Vergleich zu Gruppe 1 unter
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Verwendung eines ungepaarten parametrischen t-Tests mit Welch-Korrektur ergab, dass die 150c
bei 20 mg/kg und Quizartinib 6 statistisch signifikant waren (p-Werte <0.05: 0.047 flr 150c bzw.
0.012 fur Quizartinib 6). Gruppe 3 (50 mg/kg 150c) und 4 (50 mg/kg Midostaurin 1) erwiesen sich
als nicht statistisch signifikant mit (p-Werte >0.05: 0.075 fiir 150c bzw. 0.084 fiir Midostaurin 1).

Eine statistische Analyse der Gesamtzahl an Leukozyten zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen bei deren Beendigung unter Verwendung des ungepaarten parametrischen
t-Tests mit Welch-Korrektur ergab keinen signifikanten Unterschied beim Vergleich der
Behandlungsgruppen (p-Werte >0.05). Es wurden keine leukdmischen Blasten in den Blutproben
beobachtet, als Gruppe 1 beendet wurde und als die Behandlungsgruppen 2 bis 5 beendet

wurden.

3.6.5. Histologie

Zum Zwecke einer histologischen Analyse wurden nach Ausscheiden der Mause aus Gruppe 1, drei
Mausen dieser Gruppe Gewebeproben entnommen, gewogen, in Formalin fixiert und zu FFPE

verarbeitet. Entspr. Massen der Tumorproben sind in Tabelle 27 gezeigt.

Tabelle 27: Uberblick iiber die Massen der drei entnommenen Tumorproben.

Tumormasse [g]

1 1.047
2 1.461
3 1.006

Eine histologische Analyse wurde unter der Leitung von Dr. Kirsten Utpatel (Universitat
Regensburg, Institut fiir Pathologie, Regensburg, Deutschland) durchgefiihrt. Die folgende
Auswertung stammt ebenfalls von Dr. Kirsten Utpatel.

Histologisch zeigt sich ein tumorartiges blastisches Infiltrat im Fettgewebe, das aus Monoblasten

und Promonozyten besteht (Abb. 58). Mitose und Apoptose sind immer sichtbar.
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Abb. 58: (A) HE-Ubersicht (Hdmatoxylin und Eosin) des blastischen Infiltrats im Fettgewebe (MaRstabsleiste: 1000 um);
(B) Blastisches Infiltrat bestehend aus Monoblasten und Promonozyten (MaRstabsleiste: 50 um).

Die Blasten zeigen eine partielle Positivitdt fir Chloracetat-Esterase (CLAE), Myeloperoxidase
(MPQ) und CD68 (PGM1), was eine myelomonozytdre Differenzierung bestatigt. CD34 wird von

einigen der unreifen Blasten exprimiert (Abb. 59).

Abb. 59: (A) Blasten zeigen teilweise CLAE-Positivitat; (B) Heterogene Expression von MPO in den Blasten mit geringerer
Expression in den unreifen Blasten; (C) Partielle Expression von CD68, insbesondere in den reiferen Blasten; (D) CD34
wird auch von einigen der myeloischen Blasten exprimiert (MaRstabsleiste: 50 um).
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3.7. ERGEBNISSE UND VERGLEICHE

Zu Marbotinib 20 wurden in vorangehenden Arbeiten Testreihen zur in vivo-Wirksamkeit
durchgefiihrt.32% 326327 Dabej wurden vergleichbare Ergebnisse beziiglich des Gesamtiiberlebens
mit Midostaurin 1 beobachtet.3?® Bei einem Vergleich zwischen Marbotinib 20 und Quizartinib 6
verlangerte Quizartinib 6 sogar niedriger dosiert (10 mg/kg) die Lebenszeit deutlicher als

Marbotinib 20 (50 mg/kg).3%®

Darliberhinaus wurden Marbotinib-Carbamat 21c und Quizartinib 6 bezlglich der jeweiligen in
vivo-Wirksamkeit verglichen. In dieser Testreihe wurde Quizartinib 6 in den Dosen 10 und
50 mg/kg eingesetzt, wahrend Marbotinib-Carbamat 21c mit 50 und 75 mg/kg dosiert wurde.
Beide Verbindungen erhohten die Lebenszeit der tumordsen Mause erheblich. Zwar traten die
ersten Todesfalle in den mit Quizartinib (6)-behandelten Gruppen teilweise deutlich spater auf als
in den Marbotinib-Carbamat (21c)-Gruppen, einige Mause der Marbotinib-Carbamat (21c)-
Gruppe lebten dafir allerdings langer. Der Wirkstoff Marbotinib-Carbamat 21c ist zusatzlich in
hohen Dosen bis hin zu 75 mg/kg tolerierbar. Marbotinib-Carbamat 21c wurde synthetisiert, um
die Loslichkeit und damit die Bioverfiigbarkeit des Wirkstoffes mit Hilfe des Prodrug-Konzepts zu
verbessern,328-330: 347: 349: 349 Dazy wurde das Molekiil deutlich vergréoBert und um einen inaktiven
Teil erweitert. Nach Abspalten der Carbamat-Gruppe in vivo wird das Prodrug wieder zum
unléslichen Wirkstoff. Das Konzept scheint bei Verbindung 21c mit einigen Unsicherheiten und

Problemen beziiglich der Bioverfiigbarkeit verbunden zu sein.

Neben der Synthese von Carbamaten wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres Konzept
verfolgt und Derivate wie beispielsweise Verbindung 150c synthetisiert. Da das Molekil eine
Aminogruppe in seiner Struktur aufweist, die eine Salzbildung und damit eine sehr gute Wasser-
und Ethanol-Loslichkeit ermoglicht, kann sogar auf die Bildung eines Prodrugs verzichtet werden.
Auch die neu synthetisierte Verbindung 150c verlangerte bei Anwendung in verschiedenen Dosen
die Lebenszeit tumordser Mause, und beim Vergleich der in vivo-Wirksamkeit konnten deutliche
Vorteile gegenliber Midostaurin 1 sowohl in Bezug auf das Gesamtiiberleben als auch bei der
Hemmung des Tumorwachstums erzielt werden. Bei Betrachtung des Tumorvolumens zeigte
Verbindung 150c bei Behandlung mit gleichen Dosen eine deutlich bessere und selbst bei
Behandlung mit deutlich kleineren Dosen noch eine mindestens vergleichbare Wirksamkeit wie
Midostaurin 1. In Bezug auf Anzahl und Zeitpunkt der Todesfille konnte ebenfalls eine deutlich
bessere Wirksamkeit festgestellt werden. Auch im Vergleich mit Quizartinib 6 konnten hinsichtlich
des Gesamtiberlebens groRe Vorteile erkannt werden. Bei Betrachtung der Regression des

Tumorvolumens wurden fast vergleichbare Kurven erhalten, allerdings ergab die Behandlung mit
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Quizartinib 6 eine Letalitat von 2/5. und die M&use wiesen bei Behandlung mit Quizartinib 6 einen
starkeren Verlust des Kérpergewichts auf als bei Behandlung mit Verbindung 150c. Die Zeit bis
zum Erreichen von 500 mm?3 betrug etwa 7 d fiir die unbehandelte Gruppe, 18 d fiir Gruppe 4
(Behandlung mit 50 mg/kg Midostaurin 1), 20 d fiir Gruppe 2 (Behandlung mit 20 mg/kg 150c),
31d fir Gruppe 3 (Behandlung mit 50 mg/kg 150c) und 31 d fir Gruppe 5 (Behandlung mit
50 mg/kg Quizartinib 6). Die mediane Uberlebenszeit stieg in Gruppe 3 und Gruppe 5 um das
Dreifache auf 36 d im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe mit 12 d. Laut der Studie zur
Tolerabilitat des Wirkstoffes 150c der Einsatz einer h6heren Dosis von bis zu 75 mg/kg moglich,
was wahrscheinlich zu einer weiteren deutlichen Wirksamkeitssteigerung filhren wiirde. Das MV4-
11-Leukdmiemodell verallgemeinerte sich nach subkutaner Implantation nicht. Weder in der
unbehandelten Kontrollgruppe noch in einer der behandelten Gruppen wurde eine Leukopenie
mit verminderten Leukozyten und keinen Blasten beschrieben. MV4-11 hat also ein aleukdamisches
Wachstumsmuster. Insgesamt sieht Verbindung 150c mit einer guten Vertraglichkeit und einer
hohen Antitumoraktivitdit im FLT3-mutierten AML-Modell sehr vielversprechend aus. Die
Verbindung zeigte eine ahnliche Aktivitat wie Quizartinib 6, war aber besser vertraglich und zeigte

eine hohere antileukdmische Aktivitat als Midostaurin 1.

Zusammengefasst liefert vor allem Verbindung 150c hervorragende Ergebnisse in den
durchgefiihrten Studien zu in vivo-Tolerabilitat und -Wirksamkeit. Das Molekiil weist selbst in
relativ niedriger Konzentration eine sehr gute Wirksamkeit in Bezug auf Uberlebensdauer auf und

besticht mit einer sehr guten Vertraglichkeit durch orale Aufnahme bis hin zu 75 mg/kg.
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Zusammenfassung und Ausblick

Bei der Diagnose der AML werden bei einem groRen Anteil aller Patienten genetische
Aberrationen festgestellt, die die Tyrosinkinase FLT3 betreffen. Diese aktivierenden Mutationen
tragen kausal zum Fortschreiten der Erkrankung bei und sind oft mit schlechten Prognosen fiir die
betroffenen Patienten verbunden. Daraus folgend ergibt sich durch Inhibierung oder sogar den
Abbau des entspr. Proteins ein Ansatzpunkt fir Behandlungsstrategien gegen diese Erkrankung,
um die Proliferation der leukdmischen Blasten zu stoppen und ihre Apoptose zu induzieren. Als
besonders problematisch bei den konventionellen Strategien zur AML-Behandlung erweisen sich
im Laufe der Therapie erlernte Resistenzen durch Mutationen innerhalb der FLT3-Proteinsequenz.
Im Zentrum der Forschung steht also weiterhin die Entwicklung von kleinmolekularen Wirkstoffen,

die in der Lage sind, verschiedene Mutationen von FLT3 inhibieren zu kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige neue Bisarylmethanon-Derivate auf Grundlage des
etablierten FLT3-Inhibitors Marbotinib gestaltet und synthetisiert. Im Anschluss wurde deren
Potential als Hemmstoff aktivierender ITD-, sowie therapie-assoziierter TKD-Mutationen der
Tyrosinkinase FLT3 in biologischen Testreihen evaluiert. Dabei wurde neben einer erneuten
Steigerung der Wirksamkeit insbesondere Wert darauf gelegt, die Loslichkeit der Verbindungen in

polaren Losemitteln und damit verbunden die biologische Wirksamkeit der Molekiile zu erhéhen.

Dazu wurden einige Grundstrukturen entwickelt, die sich durch verschiedene Gruppen an
verschiedenen Positionen der Bisarylmethanon-Grundstruktur auszeichnen. Eine erste
Einschatzung Uber die biologische Wirksamkeit der synthetisierten Produkte wurde nach der
Bestimmung ihrer inhibitorischen Wirkung gegeniber der hdufigsten Mutation von FLT3 in einem
enzymatischen Testsystem gemacht. Darauf aufbauend wurden vielversprechende
Grundstrukturen auch beziglich ihrer Hemmwirkung gegeniiber der therapie-assoziierten

Mutante FLT3-D835Y und anschliefend in zelluldren Systemen und eventuell in vivo untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein Carbamat 21 synthetisiert. Diese Modifikation stellt ein erstes
Konzept zur Erh6hung der Loslichkeit des Wirkstoffes dar, da es sich um ein potenzielles Prodrug

des etablierten FLT3-Inhibitors Marbotinib handelt.

Marbtinib-Carbamat

21a (freies Amin) -
21b (TFA-Salz) HN
21c (HCl-salz) o
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Zusammenfassung und Ausblick

Marbotinib-Carbamat 21 zeigt starke Aktivitat in enzymatischen Testungen sowohl gegeniber der
Langenmutation FLT3-ITD als auch der Punktmutation FLT3-D835Y. Weiterhin verlangert
Marbotinib-Carbamat 21 das Uberleben leukdmischer Mause in in vivo-Testreihen deutlich und
das Molekil weist eine erhdhte Wasserloslichkeit im Vergleich mit Marbotinib 20 auf. Allerdings
zeigten sich in pharmakokinetischen Untersuchungen weiterhin Defizite hinsichtlich der
Bioverfligbarkeit. Eine kurze Halbwertszeit und ein geringer Plasmaspiegel wurden ebenfalls

registriert.

Weitere ldeen bezogen sich auf die die Position 5‘ des Benzofuran-Rings und die Synthese
fluorierter Verbindungen. Die Bisarylharnstoff-Einheit aus Marbotinib 20 wurde in einer ersten
Versuchsreihe durch fluorierte Essigsdure-, Benzoesdure- und Zimtsdureamide ersetzt und einige
Produkte der Grundstruktur Il synthetisiert. AuRerdem wurde die Grundstruktur des Molekiils an

derselben Position liber ein Amin mit einem fluorierten Aromaten verbunden (Grundstruktur Ill).

N\
\/\O\FF 64
LF
38 \HJ*F
¢ F
Grundstruktur | Grundstruktur I

Grundstruktur | zeigte nicht anndhernd vergleichbare inhibitorische Wirkung gegeniiber FLT3-ITD
wie Marbotinib 20. Grundstruktur Il dagegen stellte sich als deutlich wirksamer heraus, allerdings

nicht vergleichbar mit Marbotinib 20.

Fir das Design der weiteren Stoffgruppen wurde daher die Isoxazol-Einheit beibehalten und
entspr. andere Positionen des Grundmolekiils verdndert. Neben dem Carbamat-Ansatz bei der
Synthese von 21 zur Erhéhung der Loslichkeit des Wirkstoffes in Wasser und Ethanol, wurde
zusatzlich ein zweites Konzept mit demselben Ziel verfolgt. Dazu wurden verschiedene
Substituenten und vor allem Léslichkeits-erhohende Gruppen an verschiedenen Positionen des
Molekiils eingefiihrt und beispielsweise einige Molekiile der Grundstruktur Il synthetisiert (z.B.

75).
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Grundstruktur Il

Bei den Uberlegungen zur Gestaltung weiterer Grundstrukturen wurden weiter die
Grundstrukturen IV und V entwickelt, wobei der Fokus auf Position 3 des Indolrings

(Grundstruktur IV) bzw. 3‘ des Benzofuran-Rings (Grundstruktur V) gerichtet war.

Grundstruktur IV

Bei den synthetisierten Verbindungen der Grundstruktur IV kann einzig die Methyl-substituierte
Verbindung 86 eine angemessene inhibitorische Wirkung gegeniiber FLT3-ITD, allerdings nicht
gegeniber FLT3-D835Y aufweisen. Ein groRerer Substituent in dieser Position, wie die gezeigte
Morpholinmethyl-Gruppe in Verbindung 89, verringert diese inhibitorische Wirkung deutlich,

wahrend ein Dimer aus zwei Marbotinib-Einheiten (92) einen Effekt der gewiinschten Art komplett
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verhindert. Die Methyl-substituierte Verbindung 106 der Grundstruktur V konnte verglichen mit

Marbotinib 20 ebenfalls nur eine geringere Hemmwirkung gegeniber FLT3-ITD aufweisen.

Mit den Verbindungen der Grundstruktur VI konnte im Gegensatz zu den bisher gezeigten
Stoffklassen eine Gruppe von Molekilen mit sehr hohem Potenzial geschaffen werden. Allen
Verbindungen dieser Klasse ist ein Aminomethyl-Rest in Position 4 des Indolrings gemeinsam.
Durch Verwendung einer breiten Palette von Aminen verschiedener Struktur konnte ein

vielfaltiges Spektrum an Molekiilen verschiedener Kopfgruppen unterschieden werden.

Eine besonders potente Inhibition der Tyrosinkinase FLT3 konnte durch moglichst einfache
sekunddre Amine erreicht werden, wobei neben der Dimethylamin-Verbindung 150 ein Derivat
mit N-Methyl-Piperazin 151 als Kopfgruppe herausragende Eigenschaften zeigten. Modelling-

Experimente bestatigen eine starke Bindung der gezeigten Molekile zum entspr. Rezeptor.

Zusatzlich wurde fir einige der wirksamen Verbindungen mit Grundstruktur VI das bekannte

Carbamat-Konzept angewandt und einige Molekiile mit Grundstruktur VII synthetisiert.

Grundstruktur Vi

N 214 HN/&

D
N
H O

Auch viele Verbindungen dieser Struktur zeigen stark ausgepragte inhibitorische Fahigkeiten
sowohl gegeniiber FLT3-ITD als auch gegentiiber FLT3-D835Y.
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Sehr viele Verbindungen der Grundstrukturen VI und VII erwiesen sich auch in zelluldren
Testsystemen als potente Inhibitoren mit enormen antiproliferativen Eigenschaften. Verbindung
150 und 151 sowie deren Carbamate 214 und 215 wirken besonders wachstumshemmend auf die
menschliche Leukamie-Zelllinien MV4-11, EOL-1, MOLM-12, MONO-MAC-1 und MONO-MAC-6,
sowie auf Ba/F3-Zellen mit resistenz-mutierter FLT3. Zusétzlich wird von den vier Verbindungen
Apoptose in den mutierten Ba/F3-Zellen induziert. Alle vier Verbindungen zeigen in einem hohe
MalRe Kinase-Selektivitat, wobei 150 und 151 auller FLT3 fast keine weitere Kinase beeinflussen.
Einzig die Rezeptor-Tyrosinkinase RET stellt ein weiteres potenzielles Ziel dar, spielt aber im
Stoffwechsel eines erwachsenen Menschen keine entscheidende Rolle.>*? Ein groBer Vorteil
entspr. HCI- bzw. TFA-Salze vieler neu-synthetisierten Verbindungen stellt ihre deutlich erhdhte
Wasser- und Ethanol-Loslichkeit im Vergleich zu Marbotinib 20 dar, wodurch sich eine deutlich

bessere Bioverfligbarkeit ergeben soll.

Durch Untersuchungen zur in vivo-Tolerabilitat zeigten sowohl Marbotinib-Carbamat 21c als auch
das HCI-Salz 150c eine besonders hohe Vertraglichkeit vor allem durch orale Applikation. Dariiber
hinaus verlangern beide Wirkstoffe das Leben leukdamischer Mduse drastisch und erweisen sich
als deutlich besser vertraglich und in héheren Dosen anwendbar als die beiden etablierten

Wirkstoffe Quizartinib 6 und Midostaurin 1.32%3%7
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Austausch der Harnstoff- ‘

verkniipften tert-Butyl-Isoxazol-
Einheit durch Amine oder Amide

Stru ktu r_Wi rku ngs_ fiihrt zu verringerter Wirksamkeit
Beziehung 52\

Substitution am
Indol-Stickstoff
fuhrt zu starker
Abnahme der {
Indol

'&
(I % Benzofuran

\

Bildung eines Carbamatsan s
Position 5 des Indol-Rings ‘ 7
fuhrt zu einer mindestens. — A

gleichbleibenden . N N

Wirksamkeit, was die 4 ‘
Einfiihrung I8slichkeits- | 4 1

erhéhender Gruppen an |
dieser Position moglich {
macht S

{ 4 Substltuenten
an Position 4 .

. des Indol-Rings
fiihren
bis zu
einer

gewissen
raumlichen GroRBe zu einer
mindestens gleich-bleibenden
Wirkung, was die Einflihrung
Loslichkeits- fordernder Gruppen
an dieser Position maoglich macht

Abb. 60: Struktur-Wirkungsbeziehung auf Basis der Testergebnisse aller neu-synthetisierter Stoffgruppen. Zu jeder
einzelnen Grundstruktur ist kurz erlautert, inwiefern durch Modifikationen an der entspr. Position verbesserte oder
verschlechterte Wirksamkeit erreicht wird.

Zusammenfassend kann das Problem der geringen Wasser- und Ethanol-Loslichkeit und einer
damit verbundenen geringen in vivo-Verfugbarkeit des Wirkstoffes Marbotinib 20 mit Hilfe beider
Ansatze umgangen werden. Einerseits kann durch Bildung eines Carbamats und damit verbunden
durch Einflihren eines tertidren Amins in die Molekulstruktur und anschliefender Bildung eines
Salzes ein l6sliches Derivat des Inhibitors 21c erhalten werden. Andererseits kann der Inhibitor
Marbotinib 20 durch Derivatisierung an Position 4 des Indolrings in eine Aminomethyl-Verbindung
Uberfuhrt werden, die ebenfalls ein tertidres Amin beinhaltet. Das Molekul ist daher ebenfalls in
ein Salz wie beispielsweise 150c mit deutlich besserer Wasser- und Ethanol-Loslichkeit
Uberfiihrbar. Beide Molekiile erweisen sich als deutlich geeigneter fiir in vivo-Anwendungen,
zeigen deutliche Vorteile gegenliber Marbotinib 20 und insgesamt mindestens vergleichbare
Ergebnisse wie die beiden etablierten Wirkstoffe Midostaurin 1 und Quizartinib 6. Verbindung
150c ist in der Lage, das Tumorwachstum in vivo deutlich besser zu reduzieren als Midostaurin 1
und nahezu im selben Mall wie Quizartinib 6. Dagegen zeigt der Wirkstoff eine deutlich

verbesserte Vertraglichkeit als die beiden Vergleichssubstanzen (vgl. Abb. 61)
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Therapie

AML AML
FLT3-ITD FLT3-TKD

Resistenz

Resistenzen

FLT3-Inhibitor der neuen fgf

A HN N
Generation
HN’&

3

ICs (FLT3-1TD): 2.40 nM Wasser und Ethanol-L&slichkeit als

IC5, (FLT3-TKD): 3.83 nM TFA- oder HCl-Salz

&~ e
o,

1C5o (MV4-11): 0.07 nM

In vivo-Testung im Mausmodell:
Deutlich verldngertes Gesamtiiberleben

Anti-Proliferative Eigenschaften Gute Vertraglichkeit

gegeniiber FLT3-mutierten BaF3- Inhibierung des Tumorwachstums

Zellen sowie Apoptose-Induktion

Bindung an aktive und inaktive Hohe Kinaée Selektivitat

Konformation von FLT3

Abb. 61: Graphischer Uberblick (iber die Testergebnisse der vielversprechenden neu-synthetisierten Verbindung 150c.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein weiteres Konzept eingefiihrt, von dem sich ebenfalls eine
verbesserte Strategie zur Uberwindung von Resistenzen und weiterer Problematiken der
konventionellen AML-Therapie versprochen wird. PROTACs sollen durch die Verknipfung eines
FLT3-bindenden Liganden mit einer E3-Ligase-spezifischen Struktur den Abbau der entspr.
Proteine induzieren. Zu diesem Zweck beinhaltet diese Arbeit einige Beispiele zum Design von
PROTACs, die auf FLT3 abzielen sollen. Bei allen synthetisierten Molekiilen handelt es sich dabei
um Molekiile, deren Verkniipfung auf Alkylketten und einem Triazol-Ring basiert, wahrend als E3-
Ligase-spezifische Ligand VHL- oder Thalidomid-Derivate verwendet wurden. Eine
vielversprechende Struktur aus dem ersten Teil der Arbeit wurden als FLT3-Ligand verwendet, wie

bei 287 und 289 beispielhaft gezeigt.
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PROTACs

287

289

Im Rahmen weiterer Arbeiten konnten PROTACs dieser Art ausfiihrlich biologisch auf ihre Wirkung
in Bezug auf den Proteinabbau untersucht werden. AuBerdem bietet sich durch Variation von
Lange und Gestalt des Linkers ein breites Spektrum weiterer Verbindungen. Linker auf Basis von
PEG oder reine Alkyl-Linker stellen eventuell ebenso weitere vielversprechende Ideen zur
Synthese von FLT3-PROTACs dar, wie die Einflihrung irreversibler oder kovalent-reversibler

Gruppen.
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Chemisch-Experimenteller Teil

5.1. ALLGEMEINE ANGABEN

In diesem Kapitel sind die Materialien und Methoden beschrieben, die zu Synthese, Reinigung und
analytischer Charakterisierung aller Verbindungen im Laufe dieser Arbeit verwendet wurden.
Losemittel und Chemikalien wurden von folgenden Herstellern kommerziell erworben: Acros
Organics (Geel, Belgien), Abcr GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Alfa Aesar GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland), BLD Pharmatech GmbH (Kaiserslautern, Deutschland), Carbolution
Chemicals GmbH (Saarbriicken, Deutschland), Carbosynth (Berkshire, England), Fisher Scientific
(Loughborough, England), Fluorochem Ltd. (Hadfield, England), Manchester Organics (Runcorn,
England), Merck KGaA (Darmstadt), Sigma Aldrich Chemie GmbH (Minchen, Deutschland) oder
TCl Europe (Zwijndrecht, Belgien). Diese Losemittel und Chemikalien wurden ohne weitere
Reinigung verwendet, trockene Losemittel wurden bei Bedarf nach entspr. Vorschriften vor der
Verwendung ausreichend getrocknet. Deuterierte Lésemittel fir die NMR-Spektroskopie wurden
von Deutero GmbH (Kastellaun, Deutschland) bezogen. Zur Herstellung von Probenldsungen und
als FlieBmittel fiir analytische oder prap. HPLC wurde Reinstwasser verwendet. Alle abgebildeten
chemischen Strukturen und sowie deren Nomenklatur wurden durch das Programm ChemDraw

20.0 (Perkin ElImer, Massachusetts, USA) generiert.

Alle *H- und 3C-NMR-Spektren sowie alle 2D-Spektren (HMBC, HSQC, COSY und NOESY) wurden
mit folgenden Geraten der Firma Bruker Biospin (Karlsruhe, Deutschland) gemessen: Avance 300
(*H: 300 MHz, 13C: 75 MHz), Avance 400 (*H: 400 MHz, 3C: 101 MHz) oder mit einem Avance Ill HD
600 (*H: 600 MHz, 3C: 150 MHz). Die chemische Verschiebung ist in ppm (parts per million)
angegeben und die Skala bezieht sich auf Tetramethylsilan als Ursprung. Bei der Messung der H-
Spektren erfolgte eine Normierung auf das Signal der Restprotonen des verwendeten Losemittels:
6 (CDCl3) = 7.26 ppm, 6 (DMSO-ds) = 2.50 ppm, & (Aceton-ds) = 2.05 ppm und & (Methanol-d,) =
3.31 ppm. Bei der Messung der 3C-Spektren erfolgte eine Normierung auf das Signal des
verwendeten Losemittels: & (CDCls) = 77.2 ppm, & (DMSO-ds) = 39.5 ppm, & (Aceton-ds) =
29.8 ppm und & (Methanol-ds) = 49.0 ppm.>>2 Die Multiplizitat der Signale im *H-NMR-Spektrum
wurde durch die Abkiirzungen s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), p (Pentett), m
(Multiplett), dd (Dublett vom Dublett), dt (Dublett vom Triplett) oder ddd (Dublett vom Dublett
vom Dublett) angegeben. Bei den Kohlenstoffatomen erfolgte die Bestimmung der Multiplizitat
durch Messung von DEPT 90- und DEPT 135-Spektren, wobei die Signale primarer sowie tertidrer
C-Atome entspr. mit + (positives Signal im DEPT135-Spektrum), die sekundarer C-Atome mit -
(negatives Signal im DEPT135-Spektrum) gekennzeichnet wurden. Quartire C-Atome hingegen
sind durch kein Signal im DEPT135-Spektrum gekennzeichnet. Sofern es sich bei einer Verbindung

um ein fluoriertes Derivat bzw. um das TFA-Salz einer Struktur handelte, wurden zusatzlich die

218



Chemisch-Experimenteller Teil

Signale eines F-Spektrums angegeben. Einige Derivate, bei denen die richtige Konstitution
bewiesen werden sollte, wurden mit ausfihrlich mit zweidimensionalen Techniken (HSQC, HMBC,

COSY, NOESY, ROESY, TOCSY) untersucht.

Alle Schmelzpunkte wurden mit einem Bichi B-545 (Flawil, Schweiz) bestimmt und sind
unkorrigiert angegeben. Zur Bestimmung wurden Schmelzpunkt-Kapillaren der Firma Marienfeld-

Superior Laboratory Glassware (Lauda-Konigshofen, Deutschland) verwendet.

Alle IR-Messungen wurden an einem Tensor 27 Spektrometer der Firma Bruker durchgefiihrt,

wobei KBr als Matrix diente. Der Aufnahmebereich lag hierbei zwischen 4000 und 400 cm™.

Elementaranalysen wurden von der Zentralen Analytik der Fakultdt Chemie und Pharmazie der
Universitdt Regensburg entweder mit einem Vario Micro Cube (Elementar Analysensysteme
GmbH, Langenselbold, Deutschland) oder mit einem Titrino plus 848 (Metrohm GmbH,

Filderstadt, Deutschland) durchgefihrt.

Alle massenspektrometrischen Messungen wurde von der Abteilung fiir Zentrale Analytik der
Fakultdt Chemie und Pharmazie (Universitdt Regensburg, Abteilung fiir Massenspektrometrie)
durchgefihrt. Zur Aufnahme niedrigauflosender Massenspektren (LRMS) wurde entweder ein
Finnigan ThermoQuest TSQ 7000 Spektrometer-Gerdt (Thermo Finnigan, San Jose, USA) mit
Elektrosprayionisation (ESI), gekoppelt mit einem 1100 Series HPLC-Gerat (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA), oder ein MAT SSQ 710A (Thermo Finnigan) mit Elektronenionisation (El)
verwendet. Hochauflésende Massenspektren (HRMS) wurden an einem Agilent 6540 UHD

Accurate-Mass Q-TOF LC/MS-System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) mit ESI gemessen.

Dinnschichtchromatographische Analyse zur Reaktionskontrolle wurde auf Kieselgel 60 F 254-
Platten mit Aluminium als Tragermaterial von der Firma Merck KGaA durchgefiihrt. Die
Auswertung der Platten erfolgte unter UV-Licht (254/366 nm) sowie bei einigen Verbindungen
durch Anfarben mit geeigneten Farbereagenzien (Ninhydrin oder Kaliumpermanganat).
Saulenchromatographische Reinigung vieler Verbindungen erfolgte mit Geduran 60 (0.063-

0.200 mm, Merck KGaA) als stationarer Phase.

Die Reinigung einiger Verbindungen wurde mit Hilfe einer prap. HPLC vorgenommen. Dazu wurde
ein System der Firma Waters (Milford, MA, USA), bestehend aus einem 2524 Binary Gradient
Module, einem 2489 UV/Vis-Detektor und einem Preplnjekt, verwendet. Als stationdre Phase
diente eine Phenomenex Kinetex 5U XB-C18 100A, wahrend eine Mischung aus MeCN und 0.1%
TFA in Reinstwasser als mobile Phase verwendet wurde. Vor allen HPLC-Anwendungen wurden
die Eluenten ausreichend entgast, die Probe in einem Losemittelverhaltnis mit minimal-nétigem

organischen Anteil gelést und Uber einen Nylon-Filter (13 mm, 0.45 um, Phenomenex Ltd.,
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Aschaffenburg, Deutschland) filtriert. Die Detektion erfolgte bei 220 nm, die Temperatur der Saule
betrug 23 °C und die Flussrate betrug 18 bzw. 20 mL/min.

Reinheitsbestimmungen mit Hilfe einer analytischen HPLC wurden mit einem 1100 HPLC-System
von Agilent Technologies Inc. (Santa Clara, CA, USA) mit einem instant Pilot Controller, einer
G1312A Bin Pump, einem G1329A ALS Autosampler, einem G1379A Vakuum-Entgaser, einem
G1316A Column Compartment und einem G1315B DAD Detektor durchgefiihrt. Als Sdule wurde
eine Phenomenex Kinetex XB-C18 (250x4.6 mm, 5 um) verwendet und auf 30 °C temperiert. Durch
Bestimmung des prozentualen Anteils der Flachenpeaks bei 220 nm konnte die Reinheit der
Proben bestimmt werden. Als mobile Phase diente eine Mischung aus MeCN (B) und 0.05% TFA in
Reinstwasser (A). Zur Elution wurde ein linearer Gradient verwendet (Tabelle 28). Die Flussrate
betrug 1.00 mL/min und die Totzeit to = 3.21 min. Alle Proben wurden vor der Injektion mit einem

Polytetrafluorethylen (PTFE)-Filter (15 mm, 0.2 um) filtriert.

Tabelle 28: Verlauf der Methode der analytischen HPLC. Eluent A: 0.05% TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril.

Flussrate

[mL/min]
1.00 90 10
25.0 1.00 5 95
35.0 1.00 5 95
36.0 1.00 90 10
45.0 1.00 90 10

Zur Lyophilisierung wurde eine Christ alpha 2-4 LD Gefriertrocknung mit einer Vacuubrand RZ

Drehschieber-Vakuumpumpe verwendet.
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5.2. ALLGEMEINE ARBEITSVORSCHRIFTEN

5.2.1. Allgemeine Vorschrift 1 (AV1): Phenylsulfonyl-Schitzung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3?% 32> NaH (60% in Paraffin, 1.1 eq.) wurde in
DMF oder THF (10 mL/g Startmaterial) suspendiert und bei 0 °C eine Losung des Startmaterials
(1.0 eq.) in DMF oder THF (10 mL/g Startmaterial) zugetropft. Nachdem die Reaktionsmischung
1 h bei RT gerihrt wurde, wurde eine Losung von Benzolsulfonylchlorid (1.2 eq.) in DMF oder THF
(10 mL/g Startmaterial) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht gertihrt und nach
Reaktionsende auf eine NaHCOs-Lésung (5% in Wasser) gekippt. Das Produkt wurde dreimal mit
Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet, das

Trockenmittel abfiltriert und das Losemittel entfernt.

5.2.2. Allgemeine Vorschrift 2 (AV2): Acetylierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.32432% 553 Das Startmaterial (1.0 eq.) wurde in THF
(15 mL/g Startmaterial) gelost und bei -78 °C n-Buli (1.6 M Losung in Hexan, 1.1 eq.) zugetropft.
Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei -78 °C gerlihrt und auf eine vorgekiihlte Losung AcOAc
(1.5 eq.) in THF (15 mL/g Startmaterial) gekippt. Nach 1 h bei -78 °C wurde die L6sung erwarmt
und liber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende wurde die Reaktionsmischung auf eine NaCl-
Losung (gesattigt in Wasser) gekippt und das Produkt dreimal mit EA extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, das Trockenmittel abfiltriert und das

Losemittel entfernt.

5.2.3. Allgemeine Vorschrift 3 (AV3): a-Bromierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.32%336 7y einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.)
in THF (25 ml/g Startmaterial) wurde portionsweise Uber den Zeitraum von 30 min
Trimethylphenylammonium Tribromid (1.1 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 4 h bei
RT gerihrt und nach Reaktionsende NaCl-Lésung (gesattigt in Wasser) zugegeben. Mit HCI
(halbkonzentriert in Wasser) wurde ein pH-Wert von 1 eingestellt und das Produkt dreimal mit EA
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, das

Trockenmittel abfiltriert und das Losemittel entfernt.
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5.2.4. Allgemeine Vorschrift 4 (AV4): Ringschluss zum

Benzofuran

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.32%342 7y einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.)
in 2-Butanon (40 mL/g Startmaterial) wurden K;COs (1.0 eq.) und 2-Hydroxy-5-nitrobenzaldehyd
27 (1.0 eq.) gegeben und die Reaktionsmischung 4 h refluxiert. Nach Reaktionsende wurde der

Feststoff abfiltriert und das Losemittel entfernt.

5.2.5. Allgemeine Vorschrift 5 (AV5): Phenylsulfonyl-

Entschitzung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3?% 344 Zum Startmaterial (1.0 eq.) wurde eine
Mischung aus THF/MeOH und NaOH (10% in Wasser) (1:1:1, 40 mL/g Startmaterial) gegeben und

die Reaktionsmischung 4 h refluxiert.

5.2.6. Allgemeine Vorschrift 6 (AV6): Boc-Entschiitzung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3*® Zum Startmaterial (1.0 eq.) wurde eine
Mischung aus TFA und DCM (1:4, 40 mL/g Startmaterial) gegeben und die Reaktionsmischung 1 h
bei RT gerlhrt.

5.2.7. Allgemeine Vorschrift 7 (AV7): Hydrierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.32441% 420 Eine Lésung des Startmaterials (1.0 eq.)
in THF/MeOH (1:1, 100 mL/g Startmaterial) oder EtOH (100 mL/g Startmaterial) wurde refluxiert.
Bei dieser Temperatur wurden Ammoniumformiat (4.0 eq.) und Pd (10% auf Aktivkohle)
zugegeben und die Reaktionsmischung 1 h refluxiert. Nach Reaktionsende wurde der Katalysator

durch Filtration der Reaktionsmischung tber Celite entfernt.

5.2.8. Allgemeine Vorschrift 8 (AV8): Darstellung der

Bisarylharnstoff-Einheit

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3?* Triphosgen (0.5 eq.) oder eine Lésung von
Phosgen (20% in Toluol, 8.8 eq.) wurde bei 0 °C zu einer Losung von 5-(tert-Butyl)isoxazol-3-amin
33 (2.2 eq.) in DCM (150 mL/g Startmaterial) gegeben. Pyridin (16 eq.) wurde hinzugefigt und die
Reaktionsmischung liber Nacht bei RT geriihrt. Das Loésemittel wurde entfernt, der Riickstand in

THF (375 mL/g Startmaterial) wiederaufgenommen und die Losung abfiltriert. Die Losung von 5-
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(tert-Butyl)-3-isocyanatoisoxazol 35 (2.2 eq.) in THF wurde zu einer Losung des Startmaterials
(1.0 eq.) in THF getropft und Pyridin (25 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde Gber Nacht
bei RT geriihrt und nach Reaktionsende EA zugegeben. Die organische Phase wurde zweimal mit

Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.9. Allgemeine Vorschrift 9 (AV9): Darstellung eines

Carbamats

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3* Zu einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.) in
DCM/Pyridin  (1:1, 100 mlL/g Startmaterial) wurde portionsweise [1,4'-Bipiperidin]-1'-
carbonylchlorid 36 (1.2 eq.) gegeben. Die Losung wurde (iber Nacht bei RT gerihrt und bei Bedarf
weiter Sdurechlorid zugegeben (bis zu 2.4 eq.). Nach Reaktionsende wurde die Reaktionsmischung
mit DCM verdiinnt und die organische Phase zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische

Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.10. Allgemeine Vorschrift 10 (AV10): Bildung eines

Hydrochlorids

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3?* Das Startmaterial wurde in MeOH (150 mL/g
Startmaterial) gelost und HCI (2 M in Diethylether oder 5-6 M in Isopropanol oder 37% in Wasser)

zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei RT geriihrt und das Losemittel entfernt.

5.2.11. Allgemeine Vorschrift 11 (AV11): Sdureamide

5.2.11.1. Allgemeine Vorschrift 11A (AV11A)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt,27% 350351405406 Dag Carbonsdurechlorid (1.5 eq.)
oder Carbonsdureanhydrid (1.2 eq.) wurde in THF (80 mL/g Startmaterial) oder DCM (80 mL/g
Startmaterial) gelost und bei 0 °C eine Lésung des Startmaterials in THF (40 mL/g Startmaterial)

zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 0.5-6 h bei RT (80 °C flr Verbindung 49) geriihrt.

5.2.11.2. Allgemeine Vorschrift 11B (AV11B)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3>? Der entspr. Methylester (1.5 eq.) wurde in THF
(10 mL/g Ester) geldst und KOH (1 M in Wasser, 1.5 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
Uber Nacht bei RT geriihrt und das Losemittel entfernt. Das entstandene Kaliumsalz (1.5 eq.)
wurde in THF (5 mL/g Startmaterial) suspendiert und bei 0 °C Pivalinsdurechlorid (1.5 eq.)

zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf RT erwdrmt und nach 1h eine Losung des
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Startmaterials 33 (1.0 eq.) in THF (20 mL/g Startmaterial) zugetropft. Nach 1 h bei RT wurde

Wasser zugegeben und das organische Lésemittel am Rotationsverdampfer entfernt.

5.2.11.3. Allgemeine Vorschrift 11C (AV11C)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.**°%52 Zu einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.)
in THF (15 ml/g Startmaterial) oder DCM (15 ml/g Startmaterial) wurde bei 0°C das
Carbonsaurechlorid oder -anhydrid (1.1-2.0 eq.) und DIPEA oder Triethylamin zugegeben und die
Reaktionsmischung (ber Nacht bei RT gerihrt. Nach Reaktionsende wurde das Loésemittel
entfernt, der Rickstand in EA aufgenommen und die organische Phase zweimal mit Wasser und
einmal mit NaCl-Lésung (gesattigt in Wasser) gewaschen. Die organische Phase wurde mit

Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.11.4. Allgemeine Vorschrift 11D (AV11D)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.®?2°%* Das Startmaterial (1.0 eq.), die
Carbonsaure (1.0 eq.), N-Methylmorpholin (1.1 eq.) und EDC*HCI (1.1 eg.) wurden in DCM
(80 mL/g Startmaterial) gelost und Uber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende wurde die
Reaktionsmischung mit DCM verdinnt und mit Wasser und NaCl-Lésung (gesattigt in Wasser)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel

entfernt.

5.2.11.5. Allgemeine Vorschrift 11E (AV11E)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>?’ Zu einer Lésung der Carbonsiure (1.1 eq.) in
DCM (20 mL/g Carbonsaure) wurde bei 0 °C Oxalylchlorid (1.1 eq.) gegeben und drei Tropfen DMF
hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei RT gertihrt und das Amin (1.0 eq.) sowie Pyridin
(4.4 eq.) zugegeben. Nach Reaktion tber Nacht wurde die Losung auf NaCl-Losung (gesattigt in
Wasser) gekippt und das Produkt dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel entfernt.

5.2.11.6. Allgemeine Vorschrift 11F (AV11F)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>?52° Das Amin (1.1 eqg.) wurde in DMF (100 mL/g
Startmaterial) gelost und HATU (1.1 eq.) und DIPEA (4.4 eq.) zugegeben. Die Reaktion wurde tber
Nacht bei RT gertihrt und nach Reaktionsende Wasser zugegeben. Das Produkt wurde dreimal mit
DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Losung (gesattigt in Wasser)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das L&ésemittel

entfernt.
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5.2.12. Allgemeine Vorschrift 12 (AV12): Acylchloride

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>®* Das Startmaterial wurde in Thionylchlorid
(4 mL/g Startmaterial) gelost und die Reaktionsmischung 2 h refluxiert. Nach Reaktionsende

wurde (iberschiissiges Thionylchlorid destillativ entfernt.

5.2.13. Allgemeine Vorschrift 13 (AV13): Alkylierung am Indol-N

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.36% 361 7y einer Suspension des Startmaterials 32
(1.0 eg.) in DMF wurden K,COs (5.0 eq.) und das entspr. Hydrochlorid (1.2 eq.) gegeben und die
Reaktionsmischung tber Nacht bei 80 °C geriihrt. Nach Reaktionsende wurde die Losung auf
Wasser gekippt und das Produkt dreimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen

wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel entfernt.

5.2.14. Allgemeine Vorschrift 14 (AV14): Bildung der

Aminomethylverbindungen

5.2.14.1. Allgemeine Vorschrift 14A (AV14A): Reaktion in DMF

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3®® Eine Suspension des Startmaterials (1.0 eq.)
in DMF (300 mL/g Startmaterial) wurde auf 80°C erhitzt und bei dieser Temperatur
Paraformaldehyd (3.0eq.) und nach 15 min das entspr. Amin (3.0 eq.) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 4 h bei 80 °C geriihrt und nach Reaktionsende auf Wasser gekippt. Das
Produkt wurde dreimal mit EA extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat

getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.14.2. Allgemeine Vorschrift 14B (AV14B): Reaktion in Essigséure

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.**? Eine Lésung des entspr. Amins (1.2-1.5 eq.)
und Formaldehyd-Lésung (37% in Wasser, 1.5eq.) wurden in konz. Essigsdure (50 mL/g
Startmaterial) gelést und 10 min geriihrt. Nach Zugabe einer Suspension des Startmaterials
(1.0 eq.) in konz. Essigsdure (10 mL/g Startmaterial) wurde die Reaktionsmischung tGber Nacht bei
RT geruhrt. Nach Reaktionsende wurde NaOH (30% in Wasser) oder NaHCOs-Losung (gesattigt in
Wasser) zugegeben und das Produkt dreimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.14.3. Allgemeine Vorschrift 14C (AV14C): Reaktion in EtOH

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.*3% %% Eine Suspension des Startmaterials
(1.0 eq.) in EtOH (20 mL/g Startmaterial) wurde auf 60 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur wurde
das entspr. Amin (1.1 eq.) und Formaldehyd-Losung (37% in Wasser, 1.2 eq.) zugegeben und die
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Reaktionsmischung 4 h geriihrt. Bei Bedarf wurde erneut eine Portion des entspr. Amins (1.1 eq.)
und Formaldehyd-Lésung (37% in Wasser, 1.2 eq.) zugegeben und die Reaktionsmischung liber
Nacht bei 60 °C geriihrt. Nach Reaktionsende wurde EA zugegeben und die organische Phase mit
NaHCOs-Lésung (gesattigt in Wasser) und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit

Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.15. Allgemeine Vorschrift 15 (AV15): Freisetzung einer

Carbonsaure

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3?2 Das Startmaterial (1.0 eq.) wurde in THF
(10 mL/g Startmaterial) gelost und die Losung auf -78 °C gekiihlt. n-Buli (1.6 M in THF, 1.2 eq.)
wurde zugetropft und die Reaktionsmischung 1 h bei -78 °C geriihrt. AnschlieBend wurde ein
groBer Uberschuss an festem CO, zugegeben und {ber Nacht auf RT aufgewdrmt. Nach
Reaktionsende wurde das Losemittel entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die

wassrige Phase wurde zweimal mit EA gewaschen und mit HCI (0.1 M in Wasser) angesduert.

5.2.16. Allgemeine Vorschrift 16 (AV16): Aromaten-Nitrierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.0% 403498481 D as Startmaterial (1.0 eq.) wurde in
konz. Essigsaure (10 mL/g Startmaterial) gel6st und rauchende Salpetersaure (1.5 eq.) zugetropft.
Die Reaktionsmischung wurde tber Nacht bei RT gerlihrt und nach Reaktionsende auf Eiswasser

gegossen.

5.2.17. Allgemeine Vorschrift 17 (AV17): Alkylierung eines
aromatischen Alkohols

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.*®% 4% 7y einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.)

in Acetonitril (20 mL/g Startmaterial) oder Aceton (20 mL/g Startmaterial) wurden K,COs (4.0 eq.)

und Ethylbromoacetat (1.0 eq.) gegeben und die Reaktionsmischung 4 h bei 60 °C geriihrt. Das

Losemittel wurde entfernt und der Riickstand in EA aufgenommen. Die organische Phase wurde

zweimal mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.18. Allgemeine Vorschrift 18 (AV18): Verseifung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.*®> Zu einer Suspension des Startmaterials

(1.0eq.) in Wasser (30mL/g Startmaterial) wurde K,COs; (1.5eq.) gegeben und die
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Reaktionsmischung 2 h refluxiert. Nach Reaktionsende wurde heil3 filtriert und das Filtrat mit HCI

(1 M in Wasser) angesduert.

5.2.19. Allgemeine Vorschrift 19 (AV19): Ringschluss zum

Benzofuran

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.*®® Das Startmaterial (1.0 eq.) wurde in AcOAc
(20 mL/g Startmaterial) suspendiert und NaOAc (6.0 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung

wurde liber Nacht refluxiert und nach Ende der Reaktion auf Eiswasser gekippt.

5.2.20. Allgemeine Vorschrift 20 (AV20): Radikalische Bromierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.?®>**12 Zu einer Suspension des Startmaterials
(1.0 eq.) in Benzol oder CCls (20 mL/g Startmaterial) wurde NBS (1.1 eq.) sowie AIBN (0.2 eq.)
gegeben und die Reaktionsmischung tber Nacht refluxiert. Nach Reaktionsende wurde das
Losemittel entfernt und der Riickstand in EA aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal
mit Wasser und einmal mit NaCl-Lésung (gesattigt in Wasser) gewaschen und mit

Magnesiumsulfat getrocknet. Das Lésemittel wurde entfernt.

5.2.21. Allgemeine Vorschrift 21 (AV21): Nukleophile Substitution

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.%%% 41413 7y einer Lésung des Startmaterials
(1.0 eq.) in DMF (30 mL/g Startmaterial) oder THF (15 mL/g Startmaterial) wurde das gewiinschte
Amin gegeben (3.0 eq.) und die Reaktionsmischung 30 min bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende

wurde das Losemittel entfernt.

5.2.22. Allgemeine Vorschrift 22 (AV22): Silyl-Schitzung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.**! Zu einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.) in
DMF (30 mL/g Startmaterial) wurden Imidazol (2.0 eq.) und tert-Butyl-Dimethylsilylchlorid
(1.2 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 1h bei RT geriihrt und Diethylether
zugegeben. Die organische Phase wurde mit Wasser und NaCl-Loésung (gesattigt in Wasser)

gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.23. Allgemeine Vorschrift 23 (AV23): Reduktive Aminierung

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.**” Zu einer Lésung des Startmaterials (1.0 eq.) in

DCM (30 mL/g Startmaterial) wurde das entspr. Amin (1.1 eq.) und Essigsaure (konz., 1.1 eq.)
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gegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekihlt und portionsweise
Natriumtriacetoxyborhydrid (3.0 eq.) zugegeben. Nach 1 h bei 0 °C wurde Uber Nacht bei RT
gerihrt. Nach Reaktionsende wurde Wasser zugegeben, die wassrige Phase zweimal mit DCM
gewaschen und mit NaOH (2 M in Wasser) ein pH-Wert von 9 eingestellt. Das Produkt wurde
dreimal mit EA extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und

das Losemittel entfernt.

5.2.24. Allgemeine Vorschrift 24 (AV24): Zyklisierung

Benzimidazol

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt. Eine Losung des Startmaterials (1.0 eq.) in
Trimethylorthoformiat (20 mL/g Startmaterial) wurde Uber Nacht bei 120 °C gerihrt. Nach
Reaktionsende wurde die Reaktionsmischung langsam auf Eiswasser gekippt und das Produkt
zweimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat

getrocknet und das Losemittel entfernt.

5.2.25. Allgemeine Vorschrift 25 (AV25): Zyklisierung zum Alkohol

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.*”>=*"7 Das Startmaterial (1.0 eqg.) und Milchsdure
(1.2 eq.) wurden vereinigt und HCl (4 M in Wasser, 4 mL/g Startmaterial) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde (iber Nacht refluxiert, Ammoniak (25% in Wasser) zugegeben und der

entstandene Feststoff abfiltriert.

5.2.26. Allgemeine Vorschrift 26 (AV26): Verseifung tert-Butyl-

Ester

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>®* Eine Lésung des Startmaterials (1.0 eq.) in
Ameisensdure (10 mL/g Startmaterial) wurde Uber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende

wurde das Losemittel entfernt.

5.2.27. Allgemeine Vorschrift 27 (AV27): Darstellung Azid

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>1>18 Das Startmaterial (1.0 eq.) wurde in DMF
geldst und Natriumazid (3.0 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde tber Nacht bei 80 °C
gerihrt und der Feststoff nach Reaktionsende abfiltriert. Das Filtrat wurde mit EA verdiinnt und
die organische Phase dreimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit

Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.
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5.2.28. Allgemeine Vorschrift 28 (AV28): Click-Reaktion

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.>32°3* Das Azid (1.0 eq.) und die Alkinverbindung
(1.0 eq.) wurden in DMF (100 mL/g Startmaterial) gelost und Ascorbinsdure (0.3 eq.) und
Kupfer(ll)-sulfat (0.1 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei RT gertihrt und das

Losemittel anschlieRend entfernt.
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5.3. MARBOTINIB UND MARBOTINIB-CARBAMAT

5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol (23)

C21H17N035 (M =363.43 g/mol)

Die Synthese wurde gemdal AV1 ausgehend von 5-(Benzyloxy)-1H-indol 22 in THF oder DMF
durchgefiihrt. Kristallisation aus EtOH ergab einen weiRen Feststoff. Ausbeute: 89%. Alternativ
wurde die Synthese in Toluol mit TBAB und NaOH durchgefiihrt.33! Das Startmaterial (1.0 eq).
wurde in Toluol (10 mL/g Startmaterial) geldst und bei 0 °C Phenylsulfonylchlorid (1.5 eq.) und
TBAB (0.1 eq.) zugegeben. NaOH (13 eq.) in Wasser (10 mL/g Startmaterial) wurden zugetropft
und die Reaktionsmischung Uber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende wurde das Produkt
dreimal mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat
getrocknet. Das Losemittel wurde entfernt und nach Sdulenchromatographie ein weilRer Feststoff
erhalten. Ausbeute: 38%. Alternativ wurde die Synthese in THF mit n-BuLi durchgefiihrt.?®? Das
Startmaterial (1.0 eq.) wurde in THF (10 mL/g Startmaterial) gelost und bei -78 °C n-Buli (1.2 eq.)
zugegeben. Nach 1 h wurde Phenylsulfonylchlorid (1.2 eq.) zugegeben und die Reaktionsmischung
Uber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende wurde NaHCOs-Losung (2% in Wasser) zugegeben
und das Produkt dreimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Nach Kristallisation
aus EtOH wurde ein weiRer Feststoff isoliert. Ausbeute: 33%. Rf = 0.43 (PE/EA 5:1). *H-NMR
(DMSO-ds, 300 MHz): & 7.97-7.91 (m, 2H, CHa/), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 1H, CHar€), 7.77 (d, J = 3.6 Hz,
1H, CHa, 4), 7.69-7.61 (m, 1H, CHa), 7.60-7.51 (m, 2H, CHa), 7.47-7.41 (m, 2H, CHa), 7.40-7.26 (m,
3H, CHa), 7.20 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa, ¢), 7.04 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H, CHa,,0), 6.76 (d, J = 3.6 Hz,
1H, CHar,8), 5.08 (s, 2H, CHy, genzy1). *"H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 7.93 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHar,¢), 7.91-
7.83 (m, 2H, CHa/), 7.54 (d, J = 3.7 Hz, 1H, CHa, »), 7.55-7.48 (m, 1H, CHa/), 7.45-7.29 (m, 8H, CHa:),
7.06 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa,¢), 7.04 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H, CHa,, p), 6.59 (d, / = 3.8 Hz, 1H, CHar &),
5.07 (s, 2H, CH2, genzy1). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 155.2 (Car), 137.1 (Car), 137.0 (Car), 134.5 (+,
CHar), 131.6 (Car), 129.8 (+, CHar), 128.9 (Car), 128.4 (+, CHar), 127.8 (+, CHar,a), 127.7 (+, CHaf), 127.7
(+, CHar), 126.6 (+, CHar), 114.3 (+, CHar, p), 114.0 (+, CHar,€), 109.8 (+, CHar, ), 105.2 (+, CHar, c), 69.6
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(-, CH2, Benayr). *C-NMR (CDCls, 101 MHz): 6 155.8 (Car), 138.3 (Car), 137.1 (Car), 133.8 (+, CHa/), 131.8
(Car), 129.8 (Car), 129.3 (+, CHar), 128.7 (+, CHar), 128.1 (+, CHar, a), 127.6 (+, CHar), 127.2 (+, CHar),
126.8 (+, CHar), 114.6 (+, CHar,0), 114.5 (+, CHar, ), 109.5 (+, CHar, 8), 105.1 (+, CHar, c), 70.6 (-, CH,,
Benzyl). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: flir C1H1sNOsS*: 364.1002, gefunden: 364.1005. Smp.:
80-81 °C (Lit.: 79-81 °C).32!

1-(5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-yl)ethan-1-on (24)

C23H1sNO4S (M =405.47 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV2 ausgehend von 23 durchgefiihrt. Kristallisation aus Diethylether
ergab einen weiRen Feststoff. Ausbeute: 74%. R¢=0.33 (PE/EA 3:1). 'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
67.97 (d,J=9.1 Hz, 1H, CHa,0), 7.93-7.87 (m, 2H, CHa/), 7.73-7.66 (m, 1H, CHa(), 7.63-7.56 (m, 2H,
CHa), 7.51 (d, J = 2.5 Hz, 1H, CHar, a), 7.48-7.29 (m, 5H, CHa/), 7.27 (d, J = 2.5 Hz, 1H, CHa,8), 7.20
(dd, J=9.2, 2.6 Hz, 1H, CHa,c), 5.12 (s, 2H, CHy, genzyl), 2.58 (s, 3H, CHs). *H-NMR (CDCls, 300 MHz):
6 8.07 (dt, J = 9.2, 0.7 Hz, 1H, CHar, £), 7.94-7.86 (m, 2H, CHa(), 7.56-7.49 (m, 1H, CHa/), 7.47-7.32
(m, 7H, CHa), 7.16 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H, CHa/), 7.05-7.02 (m, 2H, CHa/), 5.07 (s, 2H, CHy, genzyl),
2.62 (s, 3H, CHs). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 190.7 (€C=0), 155.6 (Car), 140.0 (Ca/), 137.4 (Ca/),
136.9 (Car), 134.4 (+, CHar), 132.9 (Car), 129.4 (+, CHar), 129.2 (Car), 128.5 (+, CHar), 127.9 (+, CHa/),
127.8 (+, CHar), 126.9 (+, CHar), 118.7 (+, CHar, a), 117.8 (+, CHar, ¢), 116.5 (+, CHar, o), 106.1 (+, CHar,
8), 69.7 (-, CH2, genay1), 29.3 (+, CH3). **C-NMR (CDCls, 75 MHz): 6§ 191.8 (€C=0), 156.2 (Car), 140.8 (Ca/),
138.0 (Car), 136.7 (Car), 133.8 (+, CHar), 133.8 (Car), 129.5 (Car), 128.9 (+, CHa/), 128.7 (+, CHar), 128.2
(+, CHar), 127.6 (+, CHar), 127.3 (+, CHar), 118.0 (+, CHar, a), 117.9 (+, CHar,c), 117.0 (+, CHar,p), 105.8
(+, CHar, 8), 70.6 (-, CHa, genzyi), 29.8 (+, CH3). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: flir C;3H20NO4S*:
406.1108, gefunden: 406.1112. Smp.: 157-159°°C. (Lit.: 155.6-159.1 °C).3?
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tert-Butyl 5-(benzyloxy)-1H-indol-1-carboxylat (25)

C20H21NO3 (M =323.39 g/mol)

JON
D N
E

I
Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.32% 333334 Das Startmaterial 22 (1.0 eq.) wurde in
DCM (20 mL/g Startmaterial) gelést und Boc,O (1.2 eq.) zugegeben. Nach Zugabe von DMAP
(0.2 eq.) wurde die Reaktionsmischung (ber Nacht bei RT gerihrt und das Lésemittel nach
Reaktionsende entfernt. Nach Reinigung des Produkts mit SC (SiO,, PE/EA 9:1) wurde ein weiler
Feststoff isoliert. Ausbeute: 92%. R = 0.61 (PE/EA 9:1). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 7.98 (d, J
= 9.1 Hz, 1H, CHar £), 7.62 (d, J = 3.7 Hz, 1H, CHar, »), 7.48-7.44 (m, 2H), 7.41-7.34 (m, 2H, CHa/),
7.34-7.27 (m, 1H, CHa,), 7.22 (d, J = 2.5 Hz, 1H, CHa, ¢), 7.02 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H, CHa, 0), 6.61
(dd, J = 3.7, 0.7 Hz, 1H, CHa,, &), 5.11 (s, 2H, CHy, genzy), 1.59 (s, 9H, 3*CHs). 3C-NMR (DMSO-ds,
75 MHz): & 154.5 (Ca), 149.0 (Car), 137.3 (Car), 131.0 (Car), 129.3 (Car), 128.3 (+, CHal), 127.7 (+,
CHar), 127.6 (+, CHar), 126.6 (+, CHar), 115.4 (+, CHar), 113.6 (+, CHar), 107.3 (+, CHar), 104.9 (+, CHa,),
83.4 (0-Cquart), 69.5 (-, CHa, senzyl), 27.6 (+, 3*CHs). LRMS (ESI): m/z [M + H]* fiir C20H2,NOs*: 558.2.
Smp.: 62-63 °C.

tert-Butyl 2-acetyl-5-(benzyloxy)-1H-indol-1-carboxylat (26)

C22H23NO4 (M = 365.43 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV2 ausgehend von 25 durchgefihrt. Reinigung mit SC (SiO,, PE/EA
9:1) ergab einen weiRen Feststoff. Ausbeute: 19%. R¢ = 0.54 (PE/EA 9:1). 'H-NMR (DMSO-ds,
300 MHz): 6 7.82 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CHa, p), 7.50-7.44 (m, 2H, CHa/), 7.42-7.31 (m, 4H, CHa/), 7.30
(d, J = 2.4 Hz, 1H, CHar, 4), 7.17 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H, CHa,¢), 5.14 (s, 2H, CHy, genzy1), 2.53 (s, 3H,
CHs), 1.53 (s, 9H, 3*CH3). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 190.9 (€C=0), 154.8 (C=0), 149.1 (Ca/),
138.9(Car), 137.1(Car), 132.4 (Car), 128.4 (+, CHar), 127.9 (Car), 127.8 (+, CHa/), 127.7 (+, CHa/), 117.7
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(Car), 117.5 (+, CHar), 114.9 (+, CHar), 114.8 (+, CHar), 105.7 (+, CHar), 84.4 (O-Cquart), 69.6 (-, CH,,
Benzyl), 28.6 (+, CH3), 27.2 (+, 3*CHs). HRMS (ESI): m/z [M + Na*] berechnet: fir C;2H23NNaO,4*:
388.1519, gefunden: 388.1527. Smp.: 97-98 °C. IR (KBr): 3079, 3029,2977, 2903, 2862, 1731,
1683, 1533 cm™.

1-(5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-yl)-2-bromoethan-1-on (27)

C23H1sBrN04S (M =484.36 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV3 ausgehend von 24 durchgefiihrt. Nach Reinigung mit SC (SiO,,
PE/DCM 2:1) wurde ein weiler Feststoff isoliert. Ausbeute: 74%. Alternativ wurde die Bromierung
mit Kupfer(ll)-bromid durchgefiihrt.33” Zu einer Lésung von 24 in EA (50 mL/g Startmaterial) wurde
CuBr; (2.0 eq.) gegeben und die Reaktionsmischung 3 d refluxiert. Nach Reaktionsende wurde der
Feststoff abfiltriert und das Filtrat dreimal mit NaHCOs-L6sung (gesattigt in Wasser) und einmal
mit NaCl (gesattigt in Wasser) gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel
entfernt. Nach Reinigung mit SC (SiO,, PE/DCM 2:1) wurde ein weiler Feststoff isoliert. Ausbeute:
19%. R¢ = 0.44 (PE/EA 4:1). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 8.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CHar, o), 7.97-
7.91 (m, 2H, CHa), 7.76-7.66 (m, 1H, CHa,), 7.70 (d, J = 0.8 Hz, 1H, CHar A), 7.64-7.55 (m, 2H, CHa),
7.50-7.31 (m, 5H, CHa(), 7.30 (d, J = 2.5 Hz, 1H, CHa,, &), 7.24 (dd, J = 9.2, 2.6 Hz, 1H, CHa,¢), 5.13 (s,
2H, CHy, genzy1), 4.91 (s, 2H, CO-CH,-Br). *H-NMR (CDCls, 300 MHz): 6 8.02 (dt, J = 9.1, 0.7 Hz, 1H,
CHar,0), 7.80-7.74 (m, 2H, CHa/), 7.56-7.49 (m, 1H, CHa/), 7.45-7.30 (m, 7H, CHa/), 7.16 (dd, J=9.1,
2.5 Hz, 1H, CHa,¢), 7.10 (d, J = 0.8 Hz, 1H, CHa,, »), 7.01 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa,8), 5.05 (s, 2H, CH,,
genyl), 4.53 (s, 2H, CO-CH,-Br). ¥*C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 184.6 (€=0), 155.7 (Car), 137.0 (Car),
136.8 (Car), 136.4 (Car), 134.6 (+, CHar), 133.0 (Car), 129.5 (Car), 129.0 (+, CHa/), 128.5 (+, CHa/), 127.9
(+, CHar), 127.8 (+, CHar), 127.0 (+, CHar), 120.1 (+, CHar, a), 118.5 (+, CHar, ), 116.4 (+, CHar,p), 106.1
(+, CHar, 8), 69.7 (-, CH2, genzyl), 35.4 (-, CO-CH,-Br). 3C-NMR (CDCls;, 75 MHz): & 187.1 (C=0), 156.6
(Car), 137.5 (Car), 136.6 (Car), 136.5 (Car), 134.3 (+, CHar), 133.4 (Car), 130.0 (Car), 129.1 (+, CHar),
128.8 (+, CHar), 128.3 (+, CHar), 127.6 (+, CHar), 127.4 (+, CHa/), 119.9 (+, CHar; a), 118.5 (+, CHar, ¢),
117.1 (+, CHar, b), 105.9 (+, CHar, &), 70.6 (-, CHa, genzyi), 34.0 (-, CO-CH,-Br). HRMS (ESI): m/z [M + H]*
berechnet: fur C;3H19BrNO,S*: 484.0213, gefunden: 484.0213. Smp.: 136.5-138-5 °C (Lit.: 139.9-
141.4 °C).3*

233



Chemisch-Experimenteller Teil

(5-(Benzyloxy)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-yl)(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon (29)

C30H20N205S (M = 552.56 g/mol)

Die Synthese wurde gemdR AV4 ausgehend von 27 durchgefiihrt. Das Produkt wurde ohne
Reinigung weiterverwendet. Ein kleiner Teil des Produkts wurde zu analytischen Zwecken
gereinigt. Kristallisation aus Wasser und EA ergab einen blass-gelben Feststoff. *H-NMR (DMSO-
ds, 300 MHz): 6 8.85 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa/), 8.45 (dd, J = 9.3, 2.4 Hz, 1H, CHa,), 8.07 (d, J = 0.9 Hz,
1H, CHa/), 8.06 (dt, J = 9.4, 0.8 Hz, 1H, CHa(), 7.99 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CHa), 7.94-7.88 (m, 2H, CHa:),
7.76-7.69 (m, 1H, CHa,), 7.65-7.59 (m, 2H, CHa/), 7.58 (d, J = 0.8 Hz, 1H, CHa/), 7.48-7.43 (m, 2H,
CHa:), 7.42-7.37 (m, 2H, CHa;), 7.36-7.30 (m, 1H, CHa), 7.33 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa,), 7.26 (dd, J =
9.1, 2.6 Hz, 1H, CHa), 5.14 (s, 2H, CH;, genzy1). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C3oH21N,0,S":
553.1064, gefunden: 553.1063. Smp.: Zersetzung ab 212 °C. IR (KBr): 3121, 3029, 1654, 1515,
1446, 1350, 1175 cm™,

tert-Butyl 5-(benzyloxy)-2-(2-bromoacetyl)-1H-indol-1-carboxylat (30)

szszBrN04 (M =444.33 g/mol)

Die Synthese wurde gemalR AV3 ausgehend von 26 durchgefiihrt. Nach Reinigung mit SC (SiO,,
PE/DCM 2:1) wurde ein weiRer Feststoff isoliert. Ausbeute: 20%. Rs = 0.33 (PE/EA 9:1). 'H-NMR
(CDCls, 300 MHz): 6 7.96 (dd, J = 9.1, 0.7 Hz, 1H, CHa,p), 7.49-7.30 (m, 6H, 6*CHa:), 7.16 (dd, J =
9.1, 2.5 Hz, 1H, CHar, ), 7.11 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHay, ), 7.04 (d, J = 0.7 Hz, 1H, CHa; ), 5.11 (s, 2H,
CHy, genzy1), 4.35 (s, 2H, CO-CH,-Br), 1.63 (s, 9H, 3*CHs). **C-NMR (CDCls;, 75 MHz): § 185.8 (€C=0),
155.6 (€C=0), 149.6 (Car), 137.0 (Car), 136.0 (Car), 133.2 (CHar), 128.8 (+, Car), 128.3 (Car), 128.2 (+,
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CHar), 127.6 (+, CHar), 118.3 (+, CHar), 116.2 (+, CHar), 115.4 (+, CHar), 105.5 (+, CHar; a), 85.5 (O-
Cquart), 70.7 (-, CHy, Benzy), 33.3 (-, CO-CH,-Br), 28.0 (+, 3*CH3). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet:
fir Ca2H23BrNO4™: 444.0805, gefunden: 444.0803. Smp.: 98-100 °C. IR (KBr): 3125, 3024,2982,
2933, 2897, 1735, 1679, 1616 cm™.

tert-Butyl 5-(benzyloxy)-2-(5-nitrobenzofuran-2-carbonyl)-1H-indol-1-carboxylat (31)

C29H24N207 (M =512.52 g/mol)

Die Synthese wurde gemdR AV4 ausgehend von 30 durchgefiihrt. Das Produkt wurde ohne

Reinigung weiterverwendet.
(5-(Benzyloxy)-1H-indol-2-yl)(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon (32)

Cz4H15N205 (M =412.40 g/mol)

A

\
N
H

Phenylsulfonyl-Schutzgruppe: Die Synthese wurde gemals AV5 ausgehend von 29 durchgefiihrt.
Nach Reaktionsende wurden Wasser und EA zugegeben und der ausgefallene Feststoff abfiltriert.
Nach Waschen mit EA und Diethylether wurde ein gelber Feststoff isoliert. Ausbeute: 80% (liber
2 Schritte). Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe: Die Synthese wurde gemal AV6 ausgehend von 31
durchgefiihrt. Nach Reaktionsende wurden Wasser und EA zugegeben und der ausgefallene
Feststoff abfiltriert. Nach Waschen mit EA und Diethylether wurde ein gelber Feststoff isoliert.
Ausbeute: 33% (iiber 2 Schritte). 'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): 6 12.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Indol-
NH), 8.83 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHar,6), 8.43 (dd, J= 9.1, 2.5 Hz, 1H, CHa ¢), 8.16 (d, J = 0.9 Hz, 1H, CHa,,
1), 8.09 (dt, J=9.2, 0.7 Hz, 1H, CHa. ¢), 7.76 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H, CHar ), 7.52-7.47 (m, 2H, CHa/),
7.44 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CHar,p), 7.42-7.38 (m, 2H, CHa/), 7.36-7.31 (m, 1H, CHa/), 7.30 (d, J = 2.4 Hz,
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1H, CHar 8), 7.12 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H, CHa. ¢), 5.15 (s, 2H, CHy, genzy1). *C-NMR (DMSO-d,
151 MHz): 6 172.7 (C=0), 157.6 (Car), 154.6 (Car), 153.3 (Car), 144.4 (Car), 137.3 (Car), 134.1 (Car),
133.7 (Car), 128.4 (+, CHar), 127.8 (+, CHar €), 127.7 (+, CHar), 127.5 (Car), 123.3 (+, CHar,¢), 120.1 (+,
CHar ), 119.1 (+, CHar ), 114.7 (+, CHar, ), 113.9 (+, CHar, o), 113.5 (+, CHar €), 111.5 (+, CHa, a),
104.0 (+, CHar,8), 69.6 (-, CH2, Benzy1). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C30H3,NsO6*: 413.1132,
gefunden: 413.1130. Smp.: Zersetzung ab 275 °C (Lit.: 278.2-281.1 °C).32*

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(5-hydroxy-1H-indol-2-yl)methanon (33)

C17H12N>03 (M = 292.29 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV7 ausgehend von 32 durchgefiihrt. Das Filtrat wurde auf Wasser
gekippt und durch Entfernen des organischen Lésemittels ein gelber Feststoff kristallisiert, der
durch Filtration isoliert wurde. Ausbeute: 97%. Rs = 0.63 (DCM/MeOH 98:2). *H-NMR (DMSO-ds,
300 MHz): 6 11.74 (s, 1H, Indol-NH), 9.04 (s, 1H, OH), 7.75 (d, J = 1.5 Hz, 1H, CHa/), 7.59 (d, J =
2.1 Hz, 1H, CHa/), 7.47 (dd, J=9.5, 0.9 Hz, 1H, CHa/), 7.32 (d, /= 8.8 Hz, 1H, CHa/), 7.03 (d, J = 2.3 Hz,
1H, CHa/), 6.92-6.84 (m, 3H, CHa/), 5.12 (s, 2H, NH5). 3*C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 173.2 (C=0),
152.3 (Car), 151.6 (Car), 148.8 (Car), 145.7 (Car), 134.1 (Car), 133.1 (Car), 128.1 (Car), 127.7 (Car), 117.8
(+, CHar), 117.7 (+, CHar), 113.9 (+, CHar), 113.4 (+, CHar), 112.2 (+, CHa¢), 109.9 (+, CHar), 104.9 (4,
CHar), 104.2 (+, CHar). m/z [M + H]* berechnet: fiir Ci¢H13N,O3*: 293.0921, gefunden: 293.0925.
Smp.: Zersetzung ab 223 °C (Lit.: 228.4-231.2 °C).3%
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1-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)-3-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)harnstoff
(20)

C25H22N40s5 (M =458.47 g/mol)

x I 0
HN N

HYN /&O

Die Synthese wurde gemal} AV8 ausgehend von 33 durchgefiihrt. Durch Zugabe von PE wurde das
Produkt ausgefallt. Nach Reinigung mit SC (SiO,, DCM) wurde ein gelb-oranger Feststoff isoliert.
Ausbeute: 75%. R¢ = 0.37 (DCM/MeOH 95:5). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 11.81 (d, J = 2.3 Hg,
1H, Indol-NH), 9.58 (s, 1H, Harnstoff-NHx), 9.07 (s, 1H, br, OH), 9.01 (s, 1H, Harnstoff-NH,), 8.08 (d,
J =2.2Hz, 1H, CHar, 6), 7.96 (s, 1H, CHar, ), 7.76 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHar,¢), 7.65 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
CHar, »), 7.50 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, CHa,¢), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CHar, p), 7.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H,
CHar, &), 6.91 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, CHa,, ¢), 6.53 (s, 1H, CHa, 1), 1.30 (s, 9H, 3*CHs). *C-NMR
(DMSO-de, 101 MHz): 6 180.2 (C=0), 173.1 (C=0), 158.4 (Car), 153.0 (Car), 151.7 (Car), 151.6 (Car),
151.3 (Car), 135.3 (Car), 133.9 (Car), 133.2 (Car), 128.0 (Car), 127.2 (Car), 120.7 (+, CHar, ), 118.1 (+,
CHar, ¢), 114.3 (+, CHar, u), 113.4 (+, CHar, 0), 112.5 (+, CHar, ), 112.0 (+, CHar, ), 110.3 (+, CHa, 4),
105.0 (+, CHar, 8), 92.5 (+, CHar, 1), 32.5 (C(CHs)s), 28.4 (+, 3*CHs). HRMS (ESI): m/z [M + HJ*
berechnet: fiir CsH23N4Os*: 459.1663, gefunden: 459.1664. Smp.: Zersetzung ab 243 °C (Lit.:
171.2-173.7 °C).3* RP-HPLC: >99%, (tz = 19.20 min).
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2-(5-(3-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)ureido)benzofuran-2-carbonyl)-1H-indol-5-yl [1,4'-
bipiperidin]-1'-carboxylat (21a)

C36Ha0oN6Og (M =652.75 g/mol)

Die Synthese wurde gemall AV9 ausgehend von 20 durchgefiihrt. Zum Rickstand wurde
Diethylether gegeben und der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Ausbeute: 95%. R = 0.25
(DCM/MeOH 90:10). *H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 12.11 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Indol-NH), 9.66 (s,
1H, Harnstoff-NHx), 9.12 (s, 1H, Harnstoff-NH,), 8.08 (d, /= 2.3 Hz, 1H, CHa,c), 7.99 (s, 1H, CHar, ),
7.78 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHa, »), 7.75 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa,, ), 7.52 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H, CHa,¢),
7.49-7.45 (m, 2H, CHar, 8undp), 7.09 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, CHa,¢), 6.52 (s, 1H, CHa,, 1), 4.22 (br s,
1H, CHaiiph), 4.06 (br's, 1H, CHaiipn), 3.01 (br's, 1H, CHaiipn), 2.84 (br's, 1H, CHaiipn), 2.53-2.43 (m, 5H,
CHuiiph), 1.77 (brs, 2H, CHaiph), 1.52-1.35 (m, 8H, CHaiipn), 1.29 (s, 9H, 3*CH3). 3C-NMR (DMSO-ds,
151 MHz): 6 180.1 (€=0), 173.3 (C=0), 158.4 (Car), 153.4 (Car), 152.7 (Car), 151.7 (Car), 151.3 (Ca/),
145.4 (Car), 135.7 (Car), 135.4 (Car), 134.6 (Car), 127.2 (Car), 127.1 (Car), 121.7 (+, CHar, ¢), 120.9 (+,
CHar, ), 114.8 (+, CHar, 1), 114.6 (+, CHar), 113.1 (+, CHar), 112.5 (+, CHar, €), 112.0 (+, CHar, ), 111.1
(+, CHar,a), 92.5 (+, CHar,1), 61.4 (+, CHaiiph), 49.7 (-, CH2, aiiph), 43.5 (-, CHa, aiiphat), 32.5 (C(CHs)s), 28.4
(+, 3*(CHz3)), 27.7 (-, CHy, aiiphat), 26.0 (-, CHa, atiphat), 24.5 (-, CHa, atiphat). HRMS (ESI): m/z [M + H]*
berechnet: fiir C3sHaiNsOs": 653.3082, gefunden: 653.3094. Smp.: 260-261 °C (Lit.: 261.3-
262.9 °C).3* RP-HPLC: >97%, (tr = 14.79 min).

2-(5-(3-(5-(tert-Butyl)isoxazol-3-yl)ureido)benzofuran-2-carbonyl)-1H-indol-5-yl [1,4'-

bipiperidin]-1'-carboxylat Hydrochlorid (21c)
C36H41C|N506 (M =689.21 g/mol)

Die Synthese wurde gemafl AV10 ausgehend von 21a durchgefiihrt. Bei Bedarf wurde eine weitere
Reinigung durch Auskochen in EA vorgenommen. Ausbeute: 90%. 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz):
6 12.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Indol-NH), 10.50 (s, 1H, NH*), 9.78 (s, 1H, Harnstoff-NHx), 9.68 (s, 1H,
Harnstoff-NH,), 8.09 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa,,¢), 8.00 (s, 1H, CHa,,u), 7.79 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa,, »),
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7.75 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa, ), 7.53 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H, CHa ¢), 7.51-7.46 (m, 2H, CHar, 5 und ),
7.11(dd,J=8.9, 2.3 Hz, 1H, CHa,c), 6.54 (s, 1H, CHa.,1), 4.32 (br's, 1H, CHaipn), 4.16 (br's, 1H, CHaiipn),
3.50-3.29 (M, 4H, CHaiph), 3.14-2.77 (m, 5H, CHaiphat), 2.21-2.11 (m, 2H, CHaiiphat), 1.96-1.60 (m, 8H,
CHaiiphat), 1.47-1.34 (m, 1H, CHaiiphat), 1.29 (s, 9H, 3*CHs). *C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § 180.1
(C=0), 173.3 (€C=0), 158.4 (Ca), 153.4 (Ca), 152.7 (Car), 151.8 (Car), 151.3 (Car), 145.2 (Car), 135.7
(Car), 135.6 (Car), 134.6 (Car), 127.2 (Car), 127.1 (Car), 121.5 (+, CHar, ¢), 120.7 (+, CHar, ¢), 114.8 (+,
CHar, 1), 114.6 (+, CHar, /0), 113.1 (+, CHar, 8/0), 112.5 (+, CHar ), 111.6 (+, CHar, 6), 111.1 (+, CHar, a),
92.5 (+, CHar;1), 62.2 (+, CHaiph), 48.9 (-, CHa, aiiph), 42.9 (-, CHa, aiiph), 32.5 (C(CHs)3), 28.4 (+, 3*(CH3)),
25.4 (-, CHy, aiiph), 22.5 (-, CHa, aiiph), 21.6 (-, CHy, aiiph), RP-HPLC: >99%, (t = 14.95 min).
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5.4. GRUNDSTRUKTUR |

2,2,2-Trifluor-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)acetamid (38)

C19H11F3N204 (M = 388.30 g/mol)

A

\
N
H

Die Synthese wurde gemall AV11A ausgehend von 33 und Trifluoressigsaure-Anhydrid in THF
durchgefiihrt. Nach 3 h bei RT wurde NaHCOs-L6sung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das
Produkt zweimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Reinigung mit SC (SiO,,
DCM) ergab einen gelben Feststoff. Ausbeute: 62%. Alternativ wurde die Synthese gemall AV7
ausgehend von 41 durchgefiihrt. Die Hydrierung wurde in THF/MeOH (1:1) durchgefiihrt und nach
Entfernen des Losemittels wurde ein gelb-oranger Feststoff isoliert. Ausbeute: 98%. R¢ = 0.60
(DCM/MeOH 95:5). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 11.84 (d, J = 1.3 Hz, 1H, Indol-NH), 11.45 (s,
1H, Amid-NH), 9.09 (s, 1H, OH), 8.27 (d, J = 1.9 Hz, 1H, CHa,, c), 8.06 (s, 1H, CHa. n), 7.88 (d, J =
9.0 Hz, 1H, CHa,€), 7.77 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz, 1H, CHa,f), 7.66 (d, J = 1.6 Hz, 1H, CHar, ), 7.34 (d, J =
8.8 Hz, 1H, CHa,p), 7.04 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa,,s), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, CHa, c). *C-NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): 6 172.9 (€C=0), 153.1 (Car), 152.4 (Car), 151.6 (Car), 133.7 (Car), 133.2 (Car), 132.4
(Car), 127.9 (Car), 127.0 (Car), 122.1 (+, CHar), 118.1 (+, CHa), 115.3 (+, CHar), 114.3 (+, CHaf), 113.3
(+, CHar), 112.7 (+, CHa/), 110.3 (+, CHa(), 104.8 (+, CHa/).* *F-NMR (DMSO-ds, 282 MHz) & -73.3.
HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fir CioH12F3N204*: 389.0744, gefunden: 389.0747. Smp.: 188-
190 °C. IR (KBr): 3315, 1715, 1610, 1554, 1517, 1225 cm™.

*Die 13C-Signale der CF3-Gruppe und CF3-C=0 sollten zum q aufspalten, konnten allerdings nicht identifiziert werden.
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2-Fluor-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-2-methylpropanamid (39)

C21H17FN>04 (M = 380.38 g/mol)

A

A
N
H

Die Synthese wurde gemall AV11B ausgehend von 33 und Methyl 2-fluor-2-methylpropanoat
durchgefiihrt. Ein gelb-oranger Feststoff wurde abfiltriert. Ausbeute: 82%. Rs = 0.50 (DCM/MeOH
95:5). 'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6 11.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Indol-NH), 10.14 (d, J = 3.7 Hz, 1H,
Amid-NH), 9.07 (s, 1H, OH), 8.31 (d, J = 1.6 Hz, 1H, CHa: c), 8.01 (s, 1H, CHa, 1), 7.82 (dd, J = 9.1,
2.0 Hz, 1H, CHar¢), 7.77 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CHa,,¢), 7.65 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H, CHa,,4), 7.33 (d, J =
8.9 Hz, 1H, CHa,,0), 7.04 (d, /= 2.3 Hz, 1H, CHa,,8), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, CHa,,¢), 1.65 (s, 3H,
CHs), 1.58 (s, 3H, CH3). **C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): 6 173.0,171.1 (d, /= 21.8 Hz), 152.9, 151.9,
151.6, 134.5, 133.8, 133.2, 128.0, 127.6, 126.8, 122.3, 118.1, 114.4, 114.3, 113.4, 112.1, 110.2,
104.9, 95.4 (d, J = 182.3 Hz), 25.0 (d, J = 23.9 Hz) *F-NMR (DMSO-dg, 282 MHz): § -143.9. HRMS
(ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C;1H1sFN204*: 381.1245, gefunden: 381.1249. Smp.: 226-229 °C.
IR (KBr): 3303, 2925, 2854, 1669, 1615, 1558, 1230 cm™.

(5-Aminobenzofuran-2-yl)(5-(benzyloxy)-1H-indol-2-yl)methanon (40)

C24H18N203 (M =382.42 g/mol)

Das Produkt wurde in dieser Arbeit ausschlieRlich als Nebenprodukt der Synthese von 33 als gelb-
oranger Feststoff isoliert. R¢=0.04 (DCM). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 11.90 (d, /= 1.5 Hz, 1H,
Indol-NH), 7.76 (d, J = 0.8 Hz, 1H, CHa,s), 7.66 (d, J = 1.4 Hz, 1H, CHar, a), 7.52-7.45 (m, 3H, 3*CHa,),
7.44-7.37 (m, 3H, 3*CHa/), 7.33 (t, / = 7.1 Hz, 1H, CHa/), 7.29 (d, / = 2.3 Hz, 1H, CHa/), 7.29 (d, J =
2.3 Hz, 1H, CHa), 7.08 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, CHa), 6.90 (dd, J = 7.8, 2.3 Hz, 1H, CHa/), 6.87 (s, 1H,
CHa), 5.14 (br's, 4H, CHy, genzyi+NH2). 3C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § 173.1 (€=0), 153.1, 152.3,
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148.8, 145.7, 137.4, 134.2, 133.6, 129.2, 128.4, 127.7, 127.7, 127.5, 118.2, 117.8, 114.0, 113.8,
112.2, 110.4, 104.2, 104.1, 69.6 (CH2, genzyi). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C2sH19N205":
383.1390, gefunden: 383.1396. Smp.: Zersetzung ab 217 °C. IR (KBr): 3458, 3373, 3290, 2857,
1610, 1553, 1516, 1446 cm™.

N-(2-(5-(Benzyloxy)-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-2,2,2-trifluoroacetamid (41)

C25H17F3N204 (M =478.43 g/mol)

A

\
N
H

Die Synthese wurde gemals AV11A ausgehend von 40 und Trifluoressigsdureanhydrid in THF
durchgefiihrt. Nach 30 min bei RT wurde NaHCOs-L6sung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das
Produkt zweimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde entfernt und ein gelb-oranger
Feststoff isoliert. Ausbeute: quantitativ. Alternativ wurde die Synthese gemall AV11B ausgehend
von 40 und Trifluormethylacetat durchgefiihrt. Ein gelb-oranger Feststoff wurde abfiltriert.
Ausbeute: 86%. R¢ = 0.56 (DCM). *H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 11.98 (d, J = 0.9 Hz, 1H, Indol-
NH), 11.44 (s, 1H, Amid-NH), 8.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CHa, ), 8.07 (d, / = 0.9 Hz, 1H, CHa, 1), 7.87 (d,
J=9.0 Hz, 1H, CHar¢), 7.78 (dd, J=9.0, 2.2 Hz, 1H, CHa,¢), 7.73 (d, J = 1.6 Hz, 1H, CHa,,»), 7.51-7.47
(m, 2H, 2*CHa), 7.46-7.38 (m, 3H, 3*CHa,), 7.36-7.31 (m, 1H, CHa/), 7.29 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHar &),
7.10 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H, CHa c), 5.14 (s, 2H, CH3, genzy1). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 173.1
(C=0), 154.6 (g, J =36.9 Hz, €C=0), 153.2 (Car), 153.1 (Car), 152.6 (Car), 137.4 (Car), 134.0 (Car), 133.9
(Car), 132.6 (Car), 128.4 (+, CHar), 127.8 (+, CHar), 127.7 (+, CHar), 127.5 (Car), 127.2 (Car), 122.4 (+,
CHar), 118.7 (+, CHar), 115.9 (q, J = 288.7 Hz, CFs), 115.5 (+, CHar), 114.6 (+, CHar), 113.9 (+, CHar),
112.8 (+, CHar), 111.0 (+, CHar), 104.0 (+, CHar), 69.6 (-, CH2, genzyl). **F-NMR (DMSO-ds, 376 MHz) 6
-73.4. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fir CyeH1sF3N,04*: 479.1213, gefunden: 479.1216.
Smp.: Zersetzung ab 207 °C. IR (KBr): 3303, 3033, 1717, 1612, 1554, 1517, 1205 cm™.
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2-Fluorbenzoylchlorid (45)
C;H4CIFO (M = 158.56 g/mol)
F (0]

@*C.

Die Synthese durchgefiihrt gemaR AV12 ausgehend von 42 durchgefiihrt und das Produkt ohne

weitere Reinigung verwendet.
3-Fluorbenzoylchlorid (46)

C;H4CIFO (M = 158.56 g/mol)

Die Synthese wurde gemal’ AV12 ausgehend von 43 durchgefiihrt und das Produkt ohne weitere
Reinigung verwendet.
3,5-Difluorbenzoylchlorid (47)

C7H3C|on (M =176.55 g/mol)

O
Cl

Die Synthese wurde gemal AV12 ausgehend von 44 durchgefiihrt und das Produkt ohne weitere

Reinigung verwendet.

243



Chemisch-Experimenteller Teil

2-Fluor-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)benzamid (48)

C24H15sFN2O4 (M =414.39 g/mol)

A

N
N
H

Die Synthese wurde gemaR AV11A ausgehend von 33 und 45 in THF durchgefiihrt. Nach 6 h bei RT
wurde EA zugegeben und die organische Phase zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Nach Reinigung mit SC
(Si0,, PE/EA 1:2) wurde ein gelb-oranger Feststoff isoliert. Ausbeute: 69%. Rf = 0.14
(DCM/MeOH/7 M NHs; in MeOH 95:4.5:0.5). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 11.82 (d, J = 2.3 Hz,
1H, Indol-NH), 10.62 (s, 1H, Amid-NH), 9.07 (s, 1H, OH), 8.40 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa:,c), 8.04 (s, 1H,
CHar 1), 7.79-7.67 (M, 2H, 2*CHa,), 7.66 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa/), 7.65-7.55 (m, 1H, CHx), 7.41-7.29
(m, 3H, 3*CHa/), 7.04 (d, J = 2.3 Hz, 1H, CHa,, 8), 6.91 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, CHa., ¢). *C-NMR
(DMSO-ds, 101 MHz): 6 173.1, 162.8, 158.9 (d, J = 248.8 Hz), 152.9, 151.8, 151.6, 135.2, 133.8,
133.2,132.5(d, / = 8.7 Hz), 129.9 (d, / = 3.0 Hz), 128.0, 128.0 (d, J = 77.1 Hz), 127.1, 125.0 (d, J =
15.1 Hz), 124.6 (d, J=3.5 Hz), 121.4,118.1, 116.2 (d, /= 21.7 Hz), 114.5,113.4, 112.4, 110.3, 104.9.
9F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): 6 -114.3. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fir Cy4H16FN,O4*:
415.1089, gefunden: 415.1092. Smp.: Zersetzung ab 254 °C. IR (KBr): 3443, 3386, 3294, 2924,
1659, 1597, 1542, 1517, 1226, 1191 cm™.

3-Fluor-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)benzamid (49)

C24H15FN204 (M =414.39 g/mol)
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Die Synthese wurde gemaR AV11A ausgehend von 33 und 46 in THF durchgefiihrt. Nach 4 h bei
80 °C wurde Wasser zugegeben und der ausgefallene gelbe Feststoff abfiltriert. Ausbeute: 88%. R¢
= 0.35 (DCM/MeOH 95:5). 'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6§ 11.82 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Indol-NH),
10.50 (s, 1H, Amid-NH), 9.07 (s, 1H, OH), 8.39 (d, J = 1.9 Hz, 1H, CHa,c), 8.05 (s, 1H, CHar, 1), 7.91-
7.78 (m, 1H, 4*CHar), 7.67 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHa/), 7.64-7.57 (m, 1H, CHar), 7.47 (td, J = 8.7, 2.8 Hz,
1H, CHar), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CHa,,0), 7.05 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHa,, &), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz,
1H, CHar, c). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 6 173.1, 164.2 (d, J = 2.5 Hz), 162.0 (d, J = 244.4 Hz),
152.9, 151.9, 151.7, 137.2 (d, J = 6.7 Hz), 135.2, 133.9, 132.2, 130.6 (d, J = 8.1 Hz), 128.0, 127.0,
123.9(d,J=2.7 Hz), 122.2,118.7,118.2 (d, J = 20.3 Hz), 114.6 (d, J = 12.1 Hz), 114.4, 114.2, 113.4,
112.3,110.3, 104.9. **F-NMR (DMSO-d¢, 282 MHz): § -112.1. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet:
flr Co4H16FN20O4*: 415.1089, gefunden: 415.1092. Smp.: Zersetzung ab 269 °C. IR (KBr): 3468, 3380,
2924, 2854, 1739, 1593, 1516, 1412, 1347, 1269, 1234, 1205 cm™™.

3,5-Difluoro-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)benzamid (50)

Cz4H14F2N204 (M =432.38 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV11A ausgehend von 33 und 47 in THF durchgefiihrt. Nach 6 h bei RT
wurde Wasser zugegeben und der ausgefallene gelbe Feststoff abfiltriert. Ausbeute: 91%. Rs =
0.43 (DCM/MeOH 95:5). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6 11.83 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Indol-NH), 10.55
(s, 1H, Amid-NH), 9.08 (s, 1H, OH), 8.38 (t, J = 1.5 Hz, 1H, CHarc), 8.05 (s, 1H, CHar, 1), 7.84 (s, 2H,
2*CHar), 7.73 (dt, J = 6.8, 2.1 Hz, 2H, 2*CHa/), 7.66 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CHa/), 7.55 (tt, J=9.2, 2.4 Hz,
1H, CHar), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CHar, ), 7.05 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHar, s), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz,
1H, CHar, ). F-NMR (DMSO-ds, 282 MHz): 6 -108.3. . IR (KBr): 3341, 2924, 1595, 1558, 1515, 1344,
1200 cm™.
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(E)-3-(2-Fluorphenyl)acryloylchlorid, 2-Fluorzimtsaurechlorid (55)

CoHsCIFO (M = 184.59 g/mol)

©A\)%|

Die Synthese wurde gemall AV12 ausgehend von 51 durchgefiihrt. Ein weiler Feststoff wurde als
Produkt isoliert. Ausbeute: quantitativ. *H-NMR (CDCls, 300 MHz): § 7.93 (d, J = 15.7 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-CO), 7.55 (td, J = 7.5, 1.8 Hz, 1H, CHa/), 7.46 (dddd, J = 8.3, 7.2, 5.3, 1.8 Hz, 1H, CHa/), 7.22
(td,J=7.6,1.2 Hz, 1H, CHa/), 7.14 (ddd, J = 10.7, 8.3, 1.2 Hz, 1H, CHa/), 6.74 (td, J = 15.8 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-CO). *C-NMR (CDCl3, 75 MHz): 6 166.4, 161.9 (d, J = 256.5 Hz), 143.2 (d, J = 2.9 Hz), 133.7
(d, J=9.1Hz),130.0 (d, J = 2.5 Hz), 124.9 (d, /= 3.6 Hz), 124.8 (d, J = 7.5 Hz) 121.3 (d, J = 11.2 Hz),
116.6 (d, J = 21.7 Hz). **F-NMR (CDCl3, 282 MHz) § -112.8.

(E)-3-(3-Fluorphenyl)acryloylchlorid, 3-Fluorzimtsdurechlorid (56)
CoHsCIFO (M = 184.59 g/mol)

0]
N Cl

Die Synthese wurde gemal AV12 ausgehend von 52 durchgefiihrt. Ein weiRer Feststoff wurde als
Produkt isoliert. Ausbeute: quantitativ. 'H-NMR (CDCls, 300 MHz): & 7.77 (d, J = 15.5 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-CO), 7.42 (td, J= 7.9, 5.5 Hz, 1H, CHa,), 7.35 (dt, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H, CH,,), 7.25 (ddd, J = 9.4,
2.5,1.7 Hz, 1H, CHa/), 7.17 (tdd, J = 8.2, 2.6, 1.3 Hz, 1H, CHa/), 6.63 (d, J = 15.6 Hz, 1H, Ar-CH=CH-
CO). 3C-NMR (CDCls, 75 MHz): § 166.4, 163.1 (d, J = 248.0 Hz), 149.1 (d, J = 2.8 Hz), 135.2 (d, J =
7.7 Hz), 131.0(d, J = 8.3 Hz), 125.2 (d, J = 3.0 Hz), 123.8, 119.0 (d, J = 21.4 Hz), 115.2 (d, J = 22.1 Ha).
19F-NMR (CDCl;, 282 MHz) 6 -112.0.

(E)-3-(3-(Trifluormethyl)phenyl)acryloyichlorid, 3-(Trifluormethyl)zimtsaurechlorid (57)
C10HsCIF;0 (M = 234.60 g/mol)

O

FsC
3 X7l

Die Synthese wurde gemalR AV12 ausgehend von 53 durchgefiihrt. Ein weiRer Feststoff wurde als

Produkt isoliert. Ausbeute: quantitativ. 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.85 (d, J = 15.7 Hz, 1H, Ar-
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CH=CH-CO), 7.82 (brs, 1H, CHa), 7.78-7.70 (m, 2H, 2*CHa/), 7.59 (t, /= 7.8 Hz, 1H, CHa/), 6.72 (d, J
= 15.6 Hz, 1H, Ar-CH=CH-CO). **C-NMR (CDCls;, 75 MHz): 6 166.0, 148.6, 133.9, 132.1, 130.0, 128.4
(q,J = 3.6 Hz), 125.7 (q, J = 3.8 Hz), 124.5, 123.7 (q, J = 272.5 Hz). F-NMR (CDCls, 282 MHz) & -
63.5.

(E)-3-(4-(Trifluormethyl)phenyl)acryloylchlorid, 4-(Trifluormethyl)zimtsaurechlorid (58)
C10H6CIF;0 (M = 234.60 g/mol)

(0]
N Cl

FsC

Die Synthese wurde gemaR AV12 ausgehend von 54 durchgefiihrt. Ein weiller Feststoff wurde als
Produkt isoliert. Ausbeute: quantitativ. *H-NMR (CDCls, 300 MHz): & 7.85 (d, J = 15.6 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-COQ), 7.72-7.67 (m, 4H, 4*CHa,), 6.73 (d, J = 15.7 Hz, 1H, Ar-CH=CH-CO). *C-NMR (CDCls,

75 MHz): 6 165.9, 148.4 (d, J = 2.8 Hz), 136.3, 133.2 (q, J = 32.9 Hz), 129.2, 126.2 (q, J = 3.8 Hz),
124.9,123.6 (d, J = 272.6 Hz). ®*F-NMR (CDCls, 282 MHz) & -63.6.

(E)-3-(2-Fluorphenyl)-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)acrylamid (59)

C25H17FN204 (M =440.43 g/mol)

Die Synthese wurde gemaR AV11A ausgehend von 33 und 55 in THF durchgefiihrt. Nach 6 h bei RT
wurde NaHCOs-Lésung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das Produkt zweimal mit EA
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Lésemittel entfernt. Nach Reinigung mit SC (SiO,, DCM) wurde ein gelber
Feststoff isoliert. Ausbeute: 29%. R¢ = 0.38 (PE/EA 1:1). *H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 11.79 (s,
1H, Indol-NH), 10.51 (s, 1H, Amid-NH), 9.05 (s, 1H, OH), 8.40 (s, 1H, CHar,c), 8.03 (s, 1H, CHar, u),
7.80 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa, €), 7.76-7.71 (m, 2H, CHa/), 7.68 (d, J = 15.8 Hz, 1H, CHpos;, 1), 7.65 (s,
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1H, CHa(), 7.48 (q, / = 7.0 Hz, 1H, CHa/), 7.38-7.27 (m, 3H, CHa/), 7.04 (s, 1H, CHaf), 7.00 (d, J =
15.9 Hz, 1H, CHpos;,1), 6.91 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, CHar,¢). *C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § 173.1,
163.3, 160.6 (d, J = 250.7 Hz), 152.9, 151.9, 151.7, 135.6, 134.4, 133.9, 133.2, 132.7,131.7 (d, J =
9.0 Hz), 129.6 (d, J=3.1 Hz), 128.0, 127.2,125.1 (d, /= 3.2 Hz), 122.4 (d, J = 11.6 Hz), 121.0, 118.1,
116.2 (d, J = 21.4 Hz), 114.5, 113.4, 112.8, 112.5, 110.3, 104.9. *>F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): 6 -
115.0. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fir CysH1sFN,O4": 441.1245, gefunden: 441.1247.
Smp.: Zersetzung ab 310 °C. IR (KBr): 3302, 1672, 1598, 1554, 1517, 1225, 1137 cm™.

(E)-3-(3-Fluorphenyl)-N-(2-(5-hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)acrylamid (60)

Cz6H17FN2O4 (M =440.43 g/mol)

A

A
N
H

Die Synthese wurde gemaR AV11A ausgehend von 33 und 56 in THF durchgefiihrt. Nach 4 h bei RT
wurde NaHCOs-Lésung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das Produkt zweimal mit EA
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Lésemittel entfernt. Nach Reinigung mit SC (SiO,, PE/EA 2:1) wurde ein gelber
Feststoff isoliert. Ausbeute: 30%. R¢ = 0.33 (PE/EA 1:1). 'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 11.78 (d,
1H, J = 2.3 Hz, Indol-NH), 10.42 (s, 1H, Amid-NH), 9.04 (s, 1H, OH), 8.37 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHar, c),
8.02 (s, 1H, CHar 1), 7.79 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHar £), 7.72 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H, CHa,), 7.66-7.59 (m,
2H, CHar+ CHoosi, 1), 7.53-7.45 (m, 3H, 3*CHa/), 7.32 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CHa/), 7.29-7.19 (m, 1H, CHa),
7.02 (d, J = 2.3 Hz, 1H, CHa/), 6.94-6.85 (m, 2H, CHar + CHpogi, 1). *C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): 6
173.1, 163.3, 162.5 (d, J = 244.2 Hz), 153.0, 152.9, 151.6, 138.8, 137.4 (d, J = 8.0 Hz), 135.6, 133.9,
133.2, 131.0 (d, J = 8.4 Hz), 128.0, 127.2, 123.9, 121.0, 118.1, 116.5 (d, J = 5.6 Hz), 116.3 (d, J =
1.5 Hz), 114.5, 114.2 (d, J = 21.9 Hz), 113.4, 112.8, 112.5, 110.3, 104.9. F-NMR (DMSO-ds,
377 MHz): 6 -112.4. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C;6H1sFN2O4*: 441.1245, gefunden:
441.1245. Smp.: 249-250 °C. IR (KBr): 3294, 2927, 1660, 1613, 1558, 1473, 1351, 1206 cm™™.
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(E)-N-(2-(5-Hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-3-(3-

(trifluormethyl)phenyl)acrylamid (61)

C27H17F3N204 (M = 490.44 g/mol)

D H (@]

Die Synthese wurde gemall AV11A ausgehend von 33 und 57 in THF durchgefiihrt. Nach 1.5 h bei
RT wurde NaHCOs-Losung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das Produkt zweimal mit EA
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel entfernt. Reinigung mit SC (SiO,, DCM) ergab einen gelben
Feststoff. Ausbeute: 14%. R¢ = 0.33 (PE/EA 1:1). *H-NMR (DMSO-d¢, 400 MHz): § 11.79 (d, 1H, J =
2.3 Hz, Indol-NH), 10.45 (s, 1H, Amid-NH), 9.05 (s, 1H, OH), 8.39 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa, ¢), 8.09-
7.92 (m, 3H, 3*CHa/), 7.84-7.66 (m, 5H, CHoosi, 5, 4*CHar), 7.65 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CHa(), 7.33 (d, J =
8.8 Hz, 1H, CHa), 7.03 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa/), 7.01 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CHpqgi, 1), 6.90 (dd, J = 8.8,
2.3 Hz, 1H, CHar). 3C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § 173.1, 163.2, 152.9, 151.7, 138.4, 135.9, 135.5,
133.9, 133.2, 131.6, 130.2, 128.0, 127.2, 124.5, 120.9, 118.1, 114.5, 113.4, 112.7, 112.5, 110.3,
104.9.* F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): & -60.8. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir
Cy7H1sFsN204*: 491.1213, gefunden: 491.1214. Smp.: Zersetzung ab 232 °C. IR (KBr): 3303, 2924,
1670, 1611, 1558, 1473, 1334, 1229 cm™.

*Einige 13C-Signale der sollten zum q aufspalten, konnten allerdings nicht identifiziert werden.
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(E)-N-(2-(5-Hydroxy-1H-indol-2-carbonyl)benzofuran-5-yl)-3-(4-

(trifluormethyl)phenyl)acrylamid (62)

C27H17F3N204 (M = 490.44 g/mol)

A

N
N
H

Die Synthese wurde gemall AV11A ausgehend von 33 und 58 in THF durchgefiihrt. Nach 1.5 h bei
RT wurde NaHCOs-Losung (gesattigt in Wasser) zugegeben und das Produkt zweimal mit EA
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel entfernt. Reinigung mit SC (SiO,, DCM) ergab einen gelben
Feststoff. Ausbeute: 45%. R = 0.24 (PE/EA 1:1). *H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 11.80 (s, 1H,
Indol-NH), 10.55 (s, 1H, Amid-NH), 9.06 (s, 1H, OH), 8.38 (s, 1H, CHa/), 8.13-7.53 (m, 9H, 7*CHa +
CHoogi, 1), 7.34 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa/), 7.13-6.81 (m, 3H, 2*CHar + CHpogi, 1). **C-NMR (DMSO-ds,
101 MHz): & 173.1, 162.7, 153.0, 151.7, 151.7, 135.4, 134.8, 133.9, 133.3, 133.2, 129.9, 128.0,
127.9,127.2,126.9,126.2 (g, J = 5.3 Hz), 124.2 (q, J = 273.4 Hz), 121.0, 118.1, 114.5, 113.4, 113.0,
112.6, 110.3, 105.0. *F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): 6 -60.8. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet:
flr Cy7H1sF3N204": 491.1213, gefunden: 491.1213. Smp.: Zersetzung ab 236 °C. IR (KBr): 3303,
1677, 1598, 1546, 1314, 1226, 1124 cm™.
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5.5. GRUNDSTRUKTUR Il

(E)-(5-Hydroxy-1H-indol-2-yl)(5-(((5-(trifluoromethyl) pyridin-2-yl)methylen)amino)benzofuran-
2-yl)methanon (63)

C24H14F3N303 (M =449.39 g/mol)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3>7:>% Zu einer Lésung von Trifluornicotinaldehyd
(1.2 eq.) in THF (10 mL/g Startmaterial) wurde eine Losung des Startmaterials 33 (1.0 eq.) in THF
(90 mL/g Startmaterial) gegeben und die Reaktionsmischung lber Nacht bei RT gerlhrt. Nach
Reaktionsende wurde Wasser zugegeben und das Produkt zweimal mit EA extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel
entfernt. Reinigung mit SC (SiO,, PE/EA 2:1) ergab einen gelben Feststoff. Ausbeute: 43%. Rf=0.19
(PE/EA 1:1). Smp.: Zersetzung ab 253 °C. *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6 11.84 (d, J = 2.3 Hz, 1H,
Indol-NH), 9.27 (s, 1H, N=CH), 9.09 (s, 1H, OH), 8.92 (s, 1H, CHx/), 8.58 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H, CHa,),
8.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CHa), 8.00 (s, 1H, CHa/), 7.90 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa), 7.80 (d, / = 2.2 Hz, 1H,
CHar), 7.67 (d, J=2.1 Hz, 1H, CHp), 7.61 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H, CHa/), 7.34 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa/),
7.05(d, J = 2.3 Hz, 1H, CHa/), 6.92 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, CHa/). **F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): & -
66.6. IR (KBr): 3302, 2924, 1708, 1608, 1555, 1331, 1189, 1083 cm™.
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(5-Hydroxy-1H-indol-2-yl)(5-(((6-(trifluoromethyl)pyridin-3-yl)methyl)amino)benzofuran-2-
yl)methanon (64a)

C24H16F3N303 (M = 451.41 g/mol)

Die Synthese wurde nach Literatur durchgefiihrt.3*¢ Zu einer Lésung des Startmaterials 63 (1.0 eq.)
in THF/MeOH (1:1, 100 mL/g Startmaterial) wurde bei 0°C Natriumborhydrid (1.1 eq.) und
Borsdure (1.0 eq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0 °C gerthrt und NaHCO:s-
Losung (gesattigt in Wasser) zugegeben. Das Produkt wurde viermal mit DCM extrahiert, die
gesammelten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt.
Reinigung mit SC (SiO,, PE/EA 2:1) ergab einen gelben Feststoff. Ausbeute: 40%. R¢ = 0.39 (PE/EA
1:1). *H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6 11.73 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Indol-NH), 9.05 (s, 1H, OH), 8.82 (d,
J=2.0Hz, 1H, CHa), 8.05 (d, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H, CHa/), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CHa[), 7.74 (s, 1H,
CHar), 7.63-7.50 (m, 2H, 2*CHa,), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CHa/), 7.07-6.96 (m, 2H, 2*CHa/), 6.89 (dd,
J=8.8,2.3Hz, 1H, CHa), 6.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa/), 6.54 (t, J = 6.1 Hz, 1H, NH-CH,), 4.49 (d, J =
5.9 Hz, 2H, NH-CH,). *C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 173.1, 152.4, 151.6, 149.5, 149.0, 145.2,
140.0,136.9, 134.0, 133.1, 128.0, 127.7, 120.6, 120.5, 117.9, 117.4, 114.0, 113.4, 112.7, 109.9,
101.7, 44.3. F-NMR (DMSO-ds, 377 MHz): & -66.6. HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fir
C24H17F3N30s*: 452.1217, gefunden: 452.1222. Zusatzliche Reinigung des Produkts wurde durch
priap. HPLC erreicht. Dabei wurde das einfache TFA-Salz 64b der entspr. Verbindung isoliert. *H-
NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 6 11.73 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 9.04 (s, 1H), 8.82 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.06
(dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.57 (d, / = 2.4 Hz, 1H), 7.55 (d, J =
4.8 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.01 (td, / = 4.5, 2.3 Hz, 2H), 6.88 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H), 6.78
(d,J=2.3 Hz, 1H), 4.50 (s, 2H). Smp.: Zersetzung ab 204 °C. IR (KBr): 3427, 3298, 2924, 2853, 1608,
1553, 1516, 1272, 1087 cm™. RP-HPLC: >99%, (tr = 18.76 min). C2sH17FsN30s [565.43].
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5.6. GRUNDSTRUKTUR Il

(5-(Benzyloxy)-1-(2-morpholinoethyl)-1H-indol-2-yl)(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon (69)

C30H27N306 (M =525.56 g/mol)

C

o)

o)

Die Reaktion wurde nach AV13 ausgehend von 32 und 4-(2-Chlorethyl)morpholin Hydrochlorid 66
durchgefiihrt. Nach Auskochen mit PE wurde ein gelber Feststoff isoliert. Ausbeute: quantitativ.
R¢=0.31 (DCM/MeOH 98:2). 'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz): 6 8.82 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa,,6), 8.40
(dd, J=9.3, 2.5 Hz, 1H, CHa,¢), 8.07-8.01 (m, 2H, CHar, e+ CHar, 1), 7.60 (d, J = 9.2 Hz, 1H, CHa/), 7.52-
7.46 (m, 3H, 3*CHa), 7.43-7.32 (m, 3H, 3*CHa/), 7.28 (d, J = 2.4 Hz, 1H, CHa,,8), 7.16 (dd, J = 9.1,
2.4 Hz, 1H, CHar,8), 5.14 (s, 2H, CHy, genzyl), 4.64 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH,-CH;), 3.30 (t, J = 4.6 Hz, 4H,
2*CHy, Morpholin), 2.58-2.51 (m, 2H, CH,-CHy), 2.31 (t, J = 4.6 Hz, 4H, 2*CH2, morphoiin). *H-NMR (CDCls,
300 MHz): 6 8.68 (d, J = 2.3 Hz, 1H, CHar, 6) 8.40 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H, CHa,,¢), 7.75 (d, J = 9.2 Hz,
1H, CHar ), 7.71 (d, J = 0.9 Hz, 1H, CHar 1), 7.51 (s, 1H, CHa,), 7.50-7.45 (m, 2H, 2*CHa,), 7.44-7.32
(m, 4H, 4*CHa,), 7.24-7.17 (M, 2H, CHar, a+ CHar, ¢), 5.13 (s, 2H, CHy, gensyl), 4.70 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
CH-CHy), 3.58 (t, J = 4.6 Hz, 4H, 2*CH2, morpholin), 2.72 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH,-CH.), 2.53 (t, /= 4.6 Hz,
4H, 2*CHy, morpholin). *C-NMR (DMSO-ds, 101 MHz): § 174.2 (C=0), 157.6 (Car), 154.8 (Car), 153.4
(Car), 144.3 (Car), 137.3 (Car), 135.3 (Car), 134.2 (Car), 128.4 (+, CHar), 127.7 (+, CHar), 127.6 (+, CHa),
127.4 (Car), 126.1 (Car), 123.2 (+, CHa/), 120.3 (+, CHar), 118.3 (+, CHar), 116.0 (+, CHa/), 113.4 (+,
CHar), 113.3 (+, CHar), 112.2 (+, CHa/), 104.2 (+, CHa/), 69.6 (-, CH,), 66.0 (-, CH,), 58.4 (-, CH,), 53.5
(-, CH2), 41.3 (-, CH,). 3C-NMR (CDCl3, 101 MHz): § 174.6 (C=0), 158.2 (Car), 156.0 (Car), 154.3 (Car),
145.0 (Car), 137.2 (Car), 136.1 (Car), 133.9 (Car), 128.7 (+, CHar), 128.1 (+, CHar), 127.6 (+, CHa/), 127.5
(Car), 126.6 (Car), 123.2 (+, CHar), 119.8 (+, CHar), 119.6 (+, CHar), 114.6 (+, CHar), 114.2 (+, CHa),
113.1 (+, CHar), 111.7 (+, CHar), 104.5 (+, CHar), 70.7 (-, CH2), 67.0 (-, CH2), 58.6 (-, CH,), 54.1 (-, CH,),
42.5 (-, CHz). HRMS (ESI): m/z [M + H]* berechnet: fiir C3pH2sN306": 526.1973, gefunden: 526.1976.
Smp.: 169-170 °C. IR (KBr): 3106, 2918, 2847, 1621, 1513, 1459, 1349, 1193 cm™.
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(5-(Benzyloxy)-1-(2-(piperidin-1-yl)ethyl)-1H-indol-2-yl)(5-nitrobenzofuran-2-yl)methanon (70)

C31H29N305 (M = 523.59 g/mol)

o]

D

5
Die Reaktion wurde nach AV13 ausgehend von 32 und 4-(2-Chlorethyl)piperidin Hydrochlorid 67
durchgefiihrt. Nach Auskochen mit PE wurde ein gelber Feststoff isoliert. Ausbeute: 95%.
Alternativ wurde die Synthese mit KOH in DMSO durchgefiihrt.3%2 Zu einer Suspension von 32 in
DMSO (50 mL/g Startmaterial) wurde eine Suspension von KOH (fein gemahlen, 4.0 eq.) in DMSO
(50 mL/g Startmaterial) getropft. Nach 1 h bei RT wurde 4-(2-Chlorethyl)piperidin Hydrochlorid 67
(2.0 eq.) zugegeben und die Reaktionsmischung iber Nacht bei RT geriihrt. Nach Reaktionsende
wurde Wasser zugegeben und