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1 Einleitung

1 Einleitung

Von ,High Throughput“ zu ,, High Output”

Angetrieben durch neue Erkenntnisse und Methoden hat sich die Rolle der
naturwissenschaftlichen Disziplinen in der Arzneimittelforschung in den letzten
Jahren kontinuierlich verandert."? Die erste Epoche war von der organischen
Synthesechemie dominiert, die zweite dagegen wurde von einem rationaleren Ansatz
gepragt, in dem sich das Wissen uber Enzyme und Rezeptoren entwickelte und der
Dialog zwischen Chemikern und Biologen an Bedeutung zunahm. P! In den 90er
Jahren wurde schlieBlich die kombinatorische Chemie und das Hochdurchsatz-
Screening (HTS) etabliert, und diese werden heute, in Verbindung mit einem
rationalen Wirkstoffdesign, als die wesentliche Triebkraft der Medizinischen Chemie
angesehen.

Die Hauptaufgaben der Chemie in der pharmazeutischen Forschung liegen heute in
der Identifizierung neuer Leitstrukturen und ihrer Optimierung zu klinischen
Wirkstoffkandidaten. Auch in anderen Bereichen, wie zum Beispiel in der Aufklarung
biologischer Mechanismen und in der Targetvalidierung muss die Chemie einen
Beitrag leisten. Bisher bestand eine grof3e Tendenz zu monokausalen Vorstellungen,
d.h. ,ein Target — eine Erkrankung®. Schon heute verschiebt sich diese
Betrachtungsweise von isolierten biologischen Systemen zu einer gesamtheitlichen
Systembiologie, einem Zusammenspiel hochkomplexer Netzwerke."! Fiir die Chemie
auf ihrer Suche nach neuen Substanzen ergibt sich zum Beispiel dabei die Frage,
wie vor diesem Hintergrund kunftige Arzneimittelprofile aussehen mussen. Welche
Art von Targets wird man mit den neuen Ansatzen finden kénnen? Ware Aspirin zum
Beispiel durch Genomanalyse entdeckt worden? Aus den Fragestellungen wird
ersichtlich, dass reduktionistische Ansatze bei einer systembiologischen Betrachtung
an Grenzen stof3en konnen.

Nichts desto weniger, das neu gewonnene Wissen Uber Genome und Proteome,
welches durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms zuganglich wurde,?
muss genutzt werden, um neue Therapien zu entwickeln. Die Kombination der
Genomanalyse mit der Proteomanalyse wird weitere Erkenntnisse bringen, da die
Komplexitat biologischer Systeme wahrscheinlich noch sehr viel starker als bisher
angenommen auf der Ebene der Proteine reprasentiert wird.'® Ziel ist es, Substanzen
zu finden, mit denen sich validierte Targets gezielt beeinflussen lassen.
Informationen Uber Strukturen und Funktionen biologischer Makromolekule, z. B.
Proteinen sowie solche Uber komplexe biologische Vorgange mussen so verarbeitet
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1 Einleitung

werden, dass sich Molekile finden lassen, die in dieses komplexe Geschehen
eingreifen. Die Chemie ist gefordert, rasch entsprechende Substanzen zur Verfigung
zu stellen. Die Synthese einiger derartiger Substanzen und die Untersuchung ihrer
biologischen Eigenschaften im Zusammenspiel komplexer Signalnetzwerke soll
Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.
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2.1 Bedeutung des Indolgrundgeristes in der Wirkstoff-
entwicklung

2.1.1 Vorkommen und biologische Relevanz von Indolen

Die Kombinatorische Chemie hat bewiesen, dass sie bei der Suche nach kleinen
Molekulen, die die Funktion von Proteinen beeinflussen und letztendlich zu der
Entwicklung neuer Medikamente fuhren soll, nur bedingt ein wirkungsvolles
Instrument ist. Entgegen der urspringlichen Erwartung wurden durch die Synthese
von grofRen Substanzbibliotheken keine groRere Anzahl von neuen Leitstrukturen
generiert. Offensichtlich waren die den einzelnen Bibliothekssubstanzen zu Grunde
liegenden Strukturen biologisch nicht relevant. Rasch wurde deutlich, dass nicht die
Anzahl der Substanzen die Qualitat einer Bibliothek bestimmt, sondern die ,Wirkstoff-
Ahnlichkeit“, das Design und die Diversitat einer Substanzbibliothek von wesentlich
groRerer Bedeutung sind. Im Zentrum eines neueren Entwicklungskonzeptes " steht
die Modifikation von Verbindungsklassen, deren Strukturen schon biologisch validiert
wurden, die durch Synthese zuganglich sind und kombinatorisch variiert werden
konnen, wobei dafur das Grundgerust dieser Verbindungsklassen als Basis dient.
Eine Vielzahl von biologisch relevanten Naturstoffen oder auch synthetischen
Wirkstoffen, die als mdgliches Grundgerust fur eine kombinatorische Synthese in
Frage kommen, tragen einen Indolkern als zentralen Baustein.®®! Der Neuro-
transmitter Serotonin 1 (5-HT) spielt zum Beispiel eine wichtige Rolle bei einer Reihe
von Prozessen, die {iber eine Aktivierung des 5-HT Rezeptors ablaufen. '” Das
antitumorale Nortopsentin 2" und auch das die Proteinkinase C aktivierende
Indolactam V 3" sind nur einige Beispiele fiir biologisch aktive Naturstoffe, die
einen Indolkern tragen. Indole sind auch haufig Bausteine in synthetischen
Wirkstoffen und zeigen dort ebenfalls ein bemerkenswert breites Wirkungsspektrum,

wie es zum Beispiel Indomethacin 4 demonstriert.
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Abb. 1: Naturstoffe und synthetische Wirkstoffe, die einen Indolkern tragen.
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2.1.2 Wirkungspotential von NSAIDs (non-steroidal antiinflammatory drugs)

Indomethacin 4 gehort zur Gruppe der ,non-steroidal antiinflammatory drugs”
(NSAIDs) wie auch Aspirin, Sulindac 6, Ibuprofen oder Flurbiprofen. Diese Wirkstoffe
finden breite Anwendung in der medikamentésen Behandlung von Schmerz,
Arthritis,!"®  kardiovaskularen Erkrankungen!™'™! und neuerdings in der Prévention
von Darmkrebs!'®'" und der alzheimerschen Krankheit. '®'¥ Trotz ihrer potenziellen
gastrointestinalen und renalen Toxizitdt gehdéren sie zu den am haufigsten
eingesetzten therapeutischen Verbindungsklassen.?’ Generell ist bekannt, dass die
anti-inflammatorische und analgetische Wirkung von NASIDs hauptsachlich durch
die Inhibierung des Enzyms Cyclooxygenase (COX) hervor gerufen wird. Das Enzym
Cyclooxygenase ist verantwortlich fiir die Prostaglandinsynthese?”! und mehrere
Isoformen wurden beschrieben. COX-1 wird in fast allen Zellen exprimiert und
versorgt das Gewebe mit Prostaglandinen, die fur die Aufrechterhaltung der
physiologischen  Funktionen der Organe, wie z. B. dem Schutz der
Magenschleimhaut und der Regulierung der Durchblutung der Nieren, benotigt
werden. COX-2 wird im Fall einer Gewebeverletzung im Rlickenmark und im
peripheralen Gewebe Uberreguliert und dient der Produktion von exzessiven Mengen
an Prostaglandinen,’” die den Rezeptor sensibilisieren und die Ausschiittung
anderer inflammtorischer Mediatoren stimulieren. Kdrzlich wurde eine weitere
Isoform, COX-3, identifiziert,”® die selektiv von Paracetamol (Acetaminophen)
inhibiert wird und damit einen Mechanismus fur die schmerz- und fiebersenkende
Wirkung dieses Wirkstoffes aufzeigt. Die Hypothese, dass die gastrointestinalen
Nebenwirkungen der NSAIDs durch Inhibierung der COX-1, nicht aber durch
Inhibierung der COX-2 hervorgerufen werden,*¥ initiierte die Entwicklung selektiver
COX-2 Inhibitoren, wie zum Beispiel Celecoxib® 5 oder der Indolverbindung 7.128
Indomethacin 4 inhibiert beide COX-Isoformen 1 und 2.

N\’

Celecoxib 5 Sulindac 6 7

Abb. 2: Selektive und nichtselektive COX-2 Inhibitoren.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Expression von COX-2 und der
Entstehung vom Krebs wird in letzter Zeit diskutiert. Im Vergleich zu normalen
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menschlichen Darmzellen weisen mehr als 80% der Darmkrebszellen eine erhdhte
COX-2-Expression auf. Die Vermutung liegt nahe, dass diese Uberexpression zum
Tumorwachstum beitrdgt. Untersuchungen zeigen, dass COX-2 Ausschittung
moglicherweise fiir die Induzierung von Brustkrebs verantwortlich ist.*”]
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass es mdglicherweise zwei
Mechanismen gibt, wodurch COX-2 Einfluss auf die Entstehung von Krebs nehmen
kann. Zum einen inhibiert COX-2 Apoptose, den programmierten Zelltod, welcher fur
das Absterben von nicht mehr funktionsfahigen oder mutierten Zellen verantwortlich
ist. Desweiteren fuhrt COX-2 Aktivitat zur Angiogenese, der Ausbildung neuer
BlutgefaRe.?® Die Wissenschaftler sind sich aber nicht einig, ob die NSAIDs diese
potenziell sehr wertvolle Wirkung durch die Blockierung des COX-2 Enzyms oder
aber Uber einen anderen Weg vollfihren. Exisulind, ein Derivat des Sulindacs 6,
inhibiert nicht COX-2 hat aber trotzdem antitumorale Aktivitat. Exisulind zeigt diesen
Effekt durch Inhibierung eines Enzyms, welches einen zelluldren Botenstoff (cyclic
GMP) ausschaltet.?® Sulindac 6 selbst kénnte die Apoptose ebenfalls durch
Signalwege, die nicht mit COX-2 in Verbindung stehen, stimulieren. Zum Beispiel
reduzieren Sulindac und andere NSAIDs die Konzentration eines antiapoptotischen
Proteins Bcl-X..

Problematisch ist, dass die meisten Experimente, die auf oben beschriebene
alternative Targets hinweisen, eine sehr hohe NSAID-Konzentration in den
durchgefuhrten Zelltests aufwiesen. Die Konzentration lag um das zehn bis
hundertfache hoher, als es einem Patienten im klinischen Umfeld verabreicht wirde,
und sie sind hundert bis tausendfach hoéher, als fir die Inhibition der Prostaglandin-
synthese notig ware. Es ist eine fundamentale Aufgabe, die genauen Vernetzungen
der einzelnen Singnalkaskaden aufzuklaren, die fur das breite Wirkungsspektrum der
NSAIDs verantwortlich sind. Diese interessanten COX-2-unabhangigen Effekte sind
relevant fur das Verstandnis der Signaltransduktion in einer Zelle. Je mehr detaillierte
Informationen Uber einzelne Effekte bekannt werden, umso mehr wird deutlich, dass
diese Verbindungsklasse sowohl COX-2 abhangig, als aber auch unabhangig wirken
kann. Daruber hinaus darf nicht vergessen werden, dass 15% der Darmkrebsarten
und 60% der kolorektalen Adenomen kein COX-2 exprimieren und somit zusatzliche
lohnende Targets darstellen, die erforscht werden missen.

Die Angiogenese ist ein Effekt, der die Krebsentstehung begunstigt. Sie soll im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Kirzlich wurde gezeigt, da} sowohl
Indomethacin 4 als unselektiver, wie auch NS-398 ein selektiver COX-2 Inhibitor eine
antiangiogene Wirkung in Endothelzell-Assays zeigen.*® Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Indomethacin 4 moglicherweise auch durch andere Effekte, als Uber
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die Inhibierung der Cyclooxygenase anti-angiogen wirkt. Es konnte gezeigt werden,
dass bei einer sehr hohen Indomethacinkonzentration von 0.5 mM zusatzlich zu
einer nachgewiesenen reduzierten Ausbildung von neuen Blutgefassen, die und
VEGF-induzierte ERK2 Kinaseakitvitat signifikant inhibiert wird. Damit wird die Frage
bekraftigt, ob die antiangiogene Wirkung von Indomethacin auf einem COX
unabhangigen Weg erfolgt. In dieser Arbeit wird demonstriert, dass ausgehend von
Indomethacin eine neue Leitstruktur entwickelt werden kann, deren anti-angiogene
Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich auf ihre anti-neoplastische Aktivitat,
namlich der Inhibierung Rezeptor-Tyrosinkinasen zurickzuflhren ist.

2.1.3 Angiogenese

Die Neubildung von Blutgefallen aus bereits existierenden bezeichnet man als
Angiogenese oder Neovaskularisation. Sie spielt eine wichtige Rolle bei der
Embryonalentwicklung, Wundheilung und auch im weiblichen Reproduktionssystem
beim Aufbau der Gebarmutterschleimhaut. Pathologische Angiogenese tritt jedoch
bei einer Reihe von Krankheiten auf, z. B. diabetischer Retinopathie, Arthritis und
Krebs B!

Im Anfangsstadium von Krebs (Abb. 3) liegen alle soliden Tumore als kleine
Ansammlung transformierter Zellen vor, deren Wachstum durch ein Gleichgewicht
zwischen Proliferation und Apoptose geregelt wird. Die Tumore sind in diesem frihen
Entwicklungsstadium noch nicht an das BlutgefalRsystem angeschlossen, d. h. sie
liegen avaskular vor. Die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung wird durch Diffusion
geregelt. Dabei wird die Versorgung der Zelle mit wachsendem Abstand zum
Blutgefal® schlechter und die Teilungsfahigkeit der Zelle nimmt ab. Die Zellen im
Tumorinneren leiden an Sauerstoffmangel (Hypoxie). Erst durch den Anschluss an
das Blutgefal} ist eine ausreichende Versorgung und damit auch ein ungehindertes
Wachstum moglich. Die Hypoxie der Zellen induziert die Ausschattung von
Wachstumsfaktoren (Growth Factors, GFs). Dies sind peptidische Signalmolekdle,
die als angiogene Stimuli wirken. Die Wachstumsfaktoren gelangen durch Diffusion
zu den bereits bestehenden Blutgefalien und binden dort an die extrazellularen
Rezeptoren der Tyrosin-Kinasen, die von den Endothelzellen exprimiert werden.
Diese Wechselwirkung 10st eine komplexe Signalkaskade aus. Die Endothelzellen
fangen an, sich zu teilen und wandern vom vorhandenen Gefaly in das umgebene
Bindegewebe in Richtung des angiogenen Stimulus. Im letzten Schritt bildet sich die
neue Kapillare. Die Vereinigung zweier neu gebildeter Kapillaren ermoglicht
schliesslich den BlutfluR.!*?
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Tumorangiogenese.

Wenn ein Tumor eine eigene Blutversorgung aufgebaut hat, kann er metastasieren,
d. h. die Krebszellen I6sen sich vom Tumor ab, gelangen in das angrenzende
Blutgefal® und werden vom Blutstrom in andere Koérperregionen transportiert, wo sie
Metastasen bilden. Die Inhibition der Angiogenese stellt somit eine attraktive
Méglichkeit zur Bekampfung von Krebs dar.*® Konventionelle Behandlungsstrategien
zielen unter Verwendung von Cytostatika auf die Bekampfung der Tumorzellen
selbst. Problematisch ist hierbei, dass nicht nur die Krebszellen, sondern alle Zellen,
die eine hohe Proliferationsrate aufweisen, angegriffen werden, wodurch es zu
starken Nebenwirkungen kommt. Das Konzept der Angiogeneseinhibition hingegen
richtet sich nur gegen die proliferierenden Endothelzellen. Da die Teilungsrate der
Endothelzellen auller bei den zuvor beschriebenen physiologischen und
pathologischen Prozessen sehr gering ist, sollten Inhibitoren der Tumorangiogenese
das Gefallsystem selbst nicht beeintrachtigen und damit auch weniger
Nebenwirkungen  verursachen. Daruber hinaus ist die Gefahr der
Resistenzentwicklung gegenuber angiostatischen Medikamenten, wie sie bei
herkdbmmlichen Chemotherapien aufgrund der hohen Mutationsrate der Tumorzellen
auftritt, nicht wahrscheinlich, da die Endothelzellen ein stabiles Genom aufweisen.*
Eine Moglichkeit Angiogenese zu verhindern, besteht in der Bekampfung der
proliferierenden Endothelzellen. Ein Ansatz ist dabei die Blockierung der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTKs). Bei diesen handelt es sich um transmembrane Proteine, die
zahlreiche fundamentale Prozesse wie Zellzyklus, Migration, Stoffwechsel,
Proliferation und Differenzierung steuern. Eine Vielzahl von RTKs sind in den
Prozess der Angiogenese involviert. Besonders hervorzuheben sind hier die VEGF-
Rezeptoren 1-3 und der Tie-2-Rezeptor.**>*®! Diese Rezeptortyrosinkinasen sind mit
tumorbedingter  Angiogenese in  Verbindung gebracht worden.P’?®  Die
Antagonisierung von Tie-2, VEGFR-2 oder VEGF-D, einem Liganden von VEGFR-3,
inhibiert das Tumorwachstum und die Metastasierung in vivo.***%4" Die Entwicklung
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niedermolekularer Inhibitoren dieser Rezeptortyrosinkinasen ist einer der
vielversprechendsten Ansatze der letzten Jahre zur Entwicklung neuer, alternativer
Tumortherapeutika. Eine multiplexe Inhibitionsstrategie,[42] mit dem Ziel, mehrere
Rezeptor-Tyrosinkinasen zu inhibieren, die gleichzeitig und im gleichen Umfeld an
der Signalgebung beteiligt sind, sollte die antiangiogene Wirkung noch verstarken.
Interessant sind z. B. Inhibitoren mit dualer Selektivitat, namlich gegen VEGFR-2 und
gegen Tie-2, von denen eine Potenzierung des anitangiogenen Effektes erwartet
wird.¥ Damit sollte es der Zelle erschwert werden, eine Resistenz gegen einen
selektiven Inhibitor auszubilden. Allerdings sind bis heute nur wenige Beispiele
niedermolekularer dualer Inhibitoren von Tie-2**4 ynd des VEGFR-2
Rezeptors***®! bekannt und erst einige VEGFR-2 Inhibitoren, darunter SU6668!*"!
und das Phthalazinamin PTK 787 sind in klinischen Studien. 1**!

2.1.4 Wirkstoffresistenz

Wirkstoffresistenz (MDR - multi-drug resistance) ist ein Phanomen, in dem die mit
einem Wirkstoff behandelte Zelle eine Immunitat gegenuber diesem und anderen, oft
strukturell und funktionell unterschiedlichen Wirkstoffen entwickelt. Dieser Vorgang
wird haufig durch heterozyklische Naturstoffe hervorgerufen, die sehr oft in der
Tumortherapie eingesetzt werden, wie z. B. die Alkaloide Vinblastin und Vincristin
oder die alkaloiden Antibiotika Adriamycin und Daunorubicin. Tumorzellen, die eine
solche Resistenz entwickelt haben, zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine
erniedrigte intrazellulare Akkumulation des Wirkstoffes aufweisen, gegen den sie
eine Resistenz entwickelt haben. Diese im Vergleich zu nichtresistenten Zellen
erniedrigte intrazellulare Wirkstoffkonzentration kann einerseits mit einer erniedrigten
Wirkstoffaufnahme oder andererseits mit einer erhdhten Wirkstoffeliminierung aus
der Zelle begriindet werden. Diese entwickelte Wirkstoffresistenz flihrt zu einem
dramatischen Effektivitatsverlust der Chemotherapie. Eine Reihe von Mechanismen
wurden vorgeschlagen, um die Entwicklung der Wirkstoffresistenz in verschiedenen
Zelltypen zu beschreiben. Es wurde z. B. eine Uberexpression des Gens flr eine
transmembranare Glycoproteinpumpe postuliert bzw. eine Veranderung des Gehalts
an metabolischen Enzymen, insbesondere der Glutathion-S-Transferase. Die am
genauesten untersuchte Ursache der Wirkstoffresistenz ist die Uberexpression des
MDR-1 Gens, welches das transmembranare Protein p-Glycoprotein (P-170)
kodiert.®® Dieses Protein arbeitet als eine ATP-abhdngige Pumpe und ist
verantwortlich fur die Reduktion der intrazellularen Konzentration einer Reihe von
zytotoxischen Verbindungen. Kdurzlich wurden andere Proteine identifiziert, die
moglicherweise fur eine P-170 unabhangige Wirkstoffresistenz verantwortlich sind.
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Eines davon ist das Protein MRP-1 (mulit-drug resistance associated protein).’" Das
Gen dieses 190 kDa grolien Proteins zeigt ein breites Expressionsmuster in
menschlichem Gewebe und Tumorzellen. Zusatzlich wurden in letzter Zeit noch
sechs Homologe des MRP Proteins (MRP-2-7) beschrieben.’? Aufgrund der
Aminosauresequenz wurden diese Proteine der Superfamilie der transmembranaren
ABC Transporter zugeordnet.®® P-170 gehért zur gleichen Superfamilie, doch die
Homologie der Proteine betragt nur 15 bis 19%. MDR-1 und MRP-1 haben beide
ahnliche Exportmechanismen.®

4
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Abb. 4: Modell der MRP-1 vermittelten Wirkstoffresistenz.®®

Der genaue Mechanismus der MRP-1-induzierten Wirkstoffresistenz ist jedoch noch
nicht vollstandig geklart. °® MRP-1 wurde als Transporter fiir anionische Konjugate,
vorzugsweise Glutathion-Konjugate charakterisiert (Abb. 4, 3). Die Glutathion-S-
Transferase (GST) ist in allen menschlichen Zellen vertreten und ist beim Export von
giftigen Elektrophilen und Oxyanionen aus der Zelle, entweder durch Reduktion oder
durch Konjugatbildung, involviert.””! Man geht davon aus, dass diese Konjugate
essentiell fiir den Export zytotoxischer Verbindungen sind.®® Andere
Untersuchungen zeigen, dass die zytotoxischen Verbindungen auch durch Vesikel-
Transport aus der Zelle transportiert werden kdnnen (Abb. 4, 1).°% Wirkstoffresistenz
verursacht durch p-Glycoprotein (P-170)-Expression kann durch eine Vielzahl von
Medikamenten, z. B. Verapamil oder Cyclosporin umgangen werden. Klinische
Studien mit diesen Wirkstoffen waren jedoch enttauschend, da es zu nachteiligen
Nebeneffekten durch die Kombinationstherapie gekommen ist.*” Bis heute gibt es
sehr wenig Information Uber eine Wirkstoffresistenz, die durch MRP-1 verursacht
wird, und besonders mit Bezug auf klinisch relevante Wirkstoffe verhindert werden
kann.[®"
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NSAIDs (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) und eine Reihe anderer
Alkaloide!® sind neuerdings durch ihr hohes Potential als chemopréventive
Wirkstoffe ins Interesse geriickt.°® Sie sind in der Lage, die durch Wirkstoffresistenz
induzierte Entgiftung der Zelle zu stoppen. NSAIDs erhéhen aulRerdem die tumor-
radio-response, das heil’t, dass die NSAID Behandlung die Anfalligkeit von Tumoren
gegen Strahlung erhoht.®! In einer Reihe von Studien wurde die Madglichkeit einer
NSAID-vermittelten Toxizitatserhdhung von chemotherapeutischen Wirkstoffen
untersucht.® Diese Studien zeigen, dass Indomethacin ein spezifischer Modulator
der Proteins MRP-1 ist.®® Da der genaue Mechanismus bis heute nicht geklart
werden konnte, werden mehrere mogliche Erklarungen fur diese Modulation
vorgeschlagen. Zum einen kann Indomethacin direkt mit MRP-1 wechselwirken, z. B.
als kompetitiver Inhibitor des MRP-1 Proteins. Indomethacin hat einen pKz;-Wert von
4.1, so dass bei einem physiologischen pH-Wert die Verbindung als Anion vorliegt.”!
MRP-1 zeigt eine Praferenz gegenuber hydrophilen Verbindungen und ein Transport
von amphiphilen organischen Anionen konnte nachgewiesen werden (Abb. 4, 2).°4
Dies wurde eine direkte Inhibition des MRP-1 durch Indomethacin ermdglichen.
Alternativ zu der direkten Inhibition des MRP-1 Transportproteins ist auch eine
Inhibition der Glutathion-S-Transferase (GST) durch Indomethacin denkbar.
Indomethacin konnte bereits als GST-Inhibitor identifiziert werden.® Dadurch wiirde
die Konjugatbildung zytotoxischer Verbindung inhibiert und ein Effluxieren verhindert.
Neuere Untersuchungen gehen davon aus, das die Inhibition der GST als Ursache
fur die Wirkstoffresistenz auszuschlie3en ist, da auch Verbindungen, die GST nicht
inhibieren, eine Entgiftung der Zelle ahnlich effektiv wie Indomethacin verhindern
konnen.®® Ein Zusammenhang mit der bekannten durch Indomethacin bewirkten
Cyclooxygenase (COX)-Inhibition konnte in mehreren Studien ausgeschlossen
werden.®’® Damit spielen auch beide Isoformen COX-2 und COX-1 bei der
Inhibierung von Wirkstoffresistenzen keine Rolle.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die wahrscheinliche Ursache fur die
bei Indomethacin-Zugabe beobachteten Effekte der Unterdrickung einer
Wirkstoffresistenz entweder eine Verhinderung der Metabolisierung des Wirkstoffs
oder eine kompetitive Inhibition des MRP-1 Proteins ist. Damit wird ein direkter
Abtransport der zytotoxischen Verbindungen aus der Zelle blockiert (Abb. 4, 2) und
die Entgiftung verhindert. Fir bestimmte Krebsarten, in denen die Wirkstoffresistenz
ein Resultat einer MRP-1-Uberexpression ist, kann Indomethacin ein Vviel-
versprechender Wirkstoffpotentiator fir die Toxizitatserhdhung von chemo-
therapeutischen Substanzen sein und kann damit die Behandlung von Krebs-
patienten verbessern.
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2.2 Indolsynthese an fester Phase

Aufgrund der bemerkenswerten biologischen Aktivitaten von Indolverbindungen
wurden in der letzten Zeit verschiedene effektive Festphasensynthesen entwickelt,
bei denen diese heterozyklischen Grundgeriiste aufgebaut werden.®%""

I
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Abb. 5: Metallkatalysierte Indolsynthese am polymeren Trager

Bei der metallkatalysierten Indolsynthese (Abb. 5) greifen z. B. H.-C. Zhang et al. auf
eine palladiumvermittelte Heteroannelierung zuriick, die von R. C. Larock!?
entwickelt wurde. o-lodanilin, welches entweder Uber den Aromaten als Amid 8 oder
Uber den Stickstoff als Arylsulfonamid 9 an einen polymeren Trager geknuipft ist, wird
mit unsymmetrischen Alkinen in einer palladiumvermittelten Reaktion zum Indol
anneliert.™ Bei R. Mohan etal.”™ wird das festphasengebundene o-Bromanilin-
derivat 10 erst am Anilin-Stickstoff acyliert und anschlieend alkyliert, um dann in
einer intramolekularen Heck-Reaktion zum N-acylierten Indol umgesetzt zu werden.
Bei der ebenfalls palladiumvermittelten intramolekularen Synthese des Indols 13 von
Y. Kondo et all”® werden 3-Carboxylindole generiert. M. D. Collini und J. W.
Ellingboe beschreiben eine Festphasensynthese von trisubstituierten Indolen.[”®
Zuerst wird das polymergebundene o-lodanilin 12 in einer Sonogashira-Reaktion mit
einem terminalen Alkin zum Anilinderivat 11 umgesetzt und in einer anschlieRenden
Heck-Zyklisierung wird ein Indol synthetisiert, welches mit nachfolgender
N-Alkylierung des Indolstickstoff drei Substiuenten tragt, die mit diesem Ansatz
kombinatorisch variiert werden koénnen. Ein interessanter Ansatz ist die
festphasenunterstitzte Indolsynthese von R. C. Hartley. Der festphasengebundene
Ester 14 wird mit dem Titanbenzyliden 15 umgesetzt, welches ein maskiertes
Nukleophil in ortho-Position tragt. Der saurestabile Ester 14 wird in diesem Verfahren
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in den saurelabilen Enolether Uberfuhrt. Nach der Entschitzung des Nukleophils,
wird das Anilinderivat 16 im sauren Medium zum Oxoniumsalz umgesetzt. Der
nucleophile Angriff des Anilinstickstoffs ermoglicht eine simultane Ablésung und
Umlagerung zum Indol.

Die Fischer Indolsynthese mit einer [3,3] sigmatropen Umlagerung als
Schliisselschritt ist der Inbegriff der Indolringsynthese.l’”-"®7°1 S, M. Hutchins et al.®”
entwickelten ein Syntheseprotokoll fur die Herstellung von 2-Arylindolen (Abb. 6).
Dabei haben sie die Fischer Indolsynthese auf die feste Phase ubertragen.
Ausgehend von einem polymergebundenen Keton 17 wird durch Erhitzen mit
Phenylhydrazin in Pyridin das Hydrazon 18 gebildet. Die Zyklisierung des Hydrazons
18 erfolgte bei 50°C in Eisessig/Toluol mit 0.5 M ZnCl, Gber 18 Stunden.
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Abb. 6: Indolsynthese am polymeren Trager.

Die bekannteste nukleophile Indolzyklisierung ist die Madelung-Synthese. Diese
Methode wurde in modifizierter Form von D. A. Wacker® auf die feste Phase
ubertragen. Die intramolekulare Zyklisierung von acylierten ortho-Alkylanilinen 22
unter stark basischen Bedingungen konnte durch die Einfihrung einer
elektronenziehenden Gruppe am ortho-Alkylrest des Anilin bei Raumtemperatur
durchgefuhrt werden. Die Nenitzescu-Indolsynthese am polymeren Trager wurde von
D. K. Ketcha und L. J. Wilson entwickelt.®? Ausgehend von einem
polymergebundenen Acetoacetamid wird durch Umsetzung mit einem primaren Amin
das Enaminon 25 gebildet. Die exakte Reaktionsabfolge ist bei der Nenitzescu-
Synthese noch unbekannt, allgemein kann man die anschlieRende Reaktion mit 1,4-
Benzochinon jedoch als Michael-Addition an das Enaminon 25 beschreiben. Mit
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dieser Methode kann besonders der aromatische Teil des Indolkerns divers gestaltet
werden. Die dargestellte Wittig-Reaktion ist ein weiteres Beispiel fur eine
intramolekulare Indolzyklisierung.®®®! Aus dem festphasengebundenen Phosphonium-
Salz 23 wird im basischen das entsprechende Yild generiert mit dem ein nucleophiler
Angriff auf den Amidkohlenstoff ermoéglicht wird. Die Indolumlagerung flhrt auch
gleichzeitig zur Abspaltung des gewlnschten Produktes, wobei das entstandenen
Phosphinoxid am Harz verbleibt. K. C. Nicolaou et al. haben eine Indol- und
Indolinsynthese entwickelt, die auf der Verwendung des Selenlinkers basiert.[*¥
Substituierte ortho-Allylaniline 19 werden Uber eine 5-exo-trig-Zyklisierung an das als
Selenylbromid funktionalisierte Harz 20 gebunden. Das Indolingerist 21 kann dann
durch eine radikalische Umlagerung als 2-Methylindol von Harz abgespalten werden.
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2.3 Phenylhydrazide

Phenylhydrazide stellen eine in der organischen Synthese vielseitig eingesetzte
Substanzklasse dar, die besondere Bedeutung in der Synthese von Peptiden erlangt
hat. So wurden Phenylhydrazide zum einen als C-terminale Schutzgruppe fur die
Peptidsynthese in Losung und zum anderen als Linker in der Festphasenpeptid-
synthese eingesetzt.

2.3.1 Phenylhydrazide in L6sung

Bereits Ende der flinfziger Jahre wurde die Eignung von Arylhydraziden als
C-terminale Schutzgruppe fiir Aminosduren und Peptide beschrieben.®>%®! Das
Prinzip ist in Abb. 7 dargestellt. Zur Entfernung der C-terminalen Schutzgruppe kann
das Arylhydrazid 26 durch Oxidation in das elektrophile Acyldiazen 27 Uberfuhrt
werden, das anschlieRend durch den nukleophilen Angriff von Wasser zum
C-terminal freien Peptid 28, Stickstoff und Benzol 29 gespalten wird.

(0] O
Oxidation
Peptid ll\l—ll\l@ > PeptidJ\N:N@
H H
26 27
leH
O

Nu = Nukleophil PeptidJ\Nu +No + H@

28 29

Abb. 7: Prinzip der oxidationslabilen Phenylhydrazid-Schutzgruppe.

Fir diese oxidative Spaltung sind in der Literatur eine Vielzahl von Verfahren
beschrieben worden. Hierbei unterscheidet man zwischen einstufigen Verfahren, bei
denen die Oxidation und der nukleophile Angriff auf das intermediar entstehende
Acyldiazen 27 in einem Reaktionsgefal stattfinden, und zweistufigen Verfahren, bei
denen das Acyldiazen isoliert und die Fragmentierung in einem zweiten Schritt durch
die Zugabe eines Nukleophils initiiert werden kann. Fur die einstufige oxidative
Spaltung der Phenylhydrazide 26 eignet sich beispielsweise FeCls mit Wasser als
Nukleophil.®*! Dariiber hinaus kénnen die Hydrazide 26 mit Braunstein in verdiinnter
Essigsaure gespalten werden.] Die Cu(ll)-vermittelte oxidative Spaltung der
Phenylhydrazid-Schutzgruppe hat sich als besonders effizient erwiesen und ist
beispielsweise von Semenov et al. erfolgreich zur konvergenten Synthese eines
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Hexadecapeptids eingesetzt worden.’®® Die Isolierung des Acyldiazens 27 gelingt
nach Umsetzung mit N-Bromsuccinimid und Pyridin®! oder Pb(OAc); in
Dichlormethan.®® AnschlieRend kann durch Zugabe von Wasser, Alkoholen oder
Aminen das Acyldiazen 27 in eine Saure, einen Ester bzw. ein Amid Uberfuhrt
werden. Dieses Verfahren wurde in den sechziger Jahren zur Knipfung von
Amidbindungen eingesetzt, da das aktivierte Acyldiazen durch Zugabe einer N-
terminal freien Aminosaure unter Bildung einer Peptidbindung gespalten werden
kann.

2.3.2 Phenylhydrazide am polymeren Trager

Wie in Kap 2.3.1 beschrieben wurde, konnte die Phenylhydrazid-Schutzgruppe
erfolgreich fur die Herstellung von Peptiden in Losung eingesetzt werden. Wieland et
al.®" sowie Semenov und Gordeev® gelang es, Arylhydrazide an der festen Phase
als oxidativ spaltbare Linkergruppen fur die Synthese von Peptiden nutzbar zu
machen. Hierfir wird ausgehend von einem polymerfixierten Phenylhydrazid 31
durch eine Reaktionssequenz aus Entschitzung und AnknlUpfung der nachsten
Aminosaure ein Peptid an der festen Phase aufgebaut. Die oxidative Abspaltung des
polymergebundenen Hydrazids 32 wird beispielsweise mit Kupfer(ll)sulfat in einem
Lésungsmittelgemisch aus DMF, Essigsaure sowie Pyridin-Acetat-Puffer unter dem
Einfluss von Sauerstoff erzielt.
R1

SG. OH
- 2 > —
H DIC, HOBt HH R

30 31

1) Entschiitzung

2) R2
SG\N)W/OH
H O

DIC, HOBt
3) Wdh. von 1) und 2)

\J

: > 1l 0 |I-|
Cu
o + -~ O—@—N—NJ\Peptid‘N‘SG
H Nu H H

Nu)l\Peptid‘N‘SG
33

32

Abb. 8: Festphasenpeptidsynthese mit dem Phenylhydrazidlinker (Nu = Nukleophil)
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Dieses Verfahren wurde von Lowe et al.®® optimiert. Dabei lassen sich unter
Verwendung von verschiedenen Nukleophilen bei der Cu'-vermittelten Spaltung des
Linkers neben Peptidcarbonsauren (Nu = Wasser) auch die entsprechenden Ester
(Nu = Alkohol) oder Amide (Nu = Amin) vom polymeren Trager abspalten (Abb. 8).

In der Arbeitsgruppe Waldmann wurde ein neuer oxidationslabiler, spurloser
(traceless) Phenylhydrazidlinker fur die kombinatorische Festphasensynthese
entwickelt und erfolgreich in einer Vielzahl von organischen Synthesen eingesetzt.
34951 Das Konzept des traceless Phenylhydrazidlinkers sieht die Ankniipfung von
Phenylhydrazinen 36 an saurefunktionalisierte Harze 35 vor. Die Hydrazide 37
konnen dann in einer kombinatorischen Synthese modifiziert werden und
ermodglichen anschlieRend die Freisetzung der gewlinschten Produkte 39 unter
milden oxidativen Bedingungen.

0 R o 0 9)
=|= 1) Carbodiimid, HOBt -|=
&OH + HN-N—\ > N_N_<> <
H 2) Kombinatorische HH
Synthese
35 36 37
leidation

i Q Nu—H i 9)
Q*m + o < — o*w& <
S 2 &

40 39 38

Abb. 9: Prinzip des traceless Phenylhydrazidlinkers.
Im Rahmen dieser Arbeit soll aufgezeigt werden, dass ausgehend vom

Phenylhydrazidlinker durch Reduktion der Hydrazideinheit eine Indolsynthese an
fester Phase initilert werden kann.
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3 Aufgabenstellung

Inspiriert durch die in jungster Zeit von Biologen und Chemikern erzielten Fortschritte
bei der Erforschung der molekularen Mechanismen der zellularen Signaltransduktion
sollten Inhibitoren einzelner Enzyme einer Signalkaskade synthetisiert werden.
Solche Molekule sind wertvolle Werkzeuge fur das Studium dieser biologischen
Vorgange, da sie es erlauben, die Signale an bestimmten Stellen zu unterbrechen
und die Konsequenzen des Ausfalls eines einzelnen Enzyms zu beobachten. Zur
Beobachtung der biologischen Vorgange sollten die synthetisierten Verbindungen im
Rahmen von verschiedenen biologischen Assays evaluiert werden.

Eine Vielzahl von biologisch relevanten Naturstoffen oder auch synthetischen
Wirkstoffen, die als mdgliches Grundgertst fur eine kombinatorische Synthese in
oy Frage kommen, tragen einen Indolkern als zentralen Baustein und

O@CO zeigen dort ein bemerkenswert breites Wirkungsspektrum, wie es
g B zum Beispiel Indomethacin 4 demonstriert. Ausgehend vom
N Wirkungsspektrum  des  Indomethacin 4, stellt diese
ﬁo pharmakologisch  sehr  relevante  Strukturklasse  einen

al interessanten Startpunkt fur die Synthese einer Substanz-
Indomethacin 4 bibliothek dar. Der modulare Aufbau des Indolgeriists ermdglicht
den Entwurf einer diversen Substanzbibliothek, die das Indolgerist als Basis tragt.
Im Rahmen dieser Arbeit sollen neue, hocheffiziente Synthesemethoden entworfen

werden, mit denen festphasenunterstutzt eine Bibliothek von Indolen synthetisiert
werden kann.

Als Startpunkt zur Darstellung von Indolen werden polymergebundene
Phenylhydrazide gewahlt (Abb. 10). Ausgehend von der bereits etablierten
Darstellung festphasengebundener, diverser Phenylhydrazide soll eine neue Indol-
synthese am Harz entwickelt werden.

O H _ H Indol- R )
Reduktion § umlagerung N R
QM e Qs LI
H _ H _ N R®
a1 22 a3 M

Abb. 10: Konzept der neuen Indolsynthese mit dem Hydrazidlinker.

Bei diesem Ansatz soll durch Reduktion des Hydrazids 41 das polmergebundene
Hydrazin 42 generiert werden, das anschliel3end unter stark sauren Bedingungen mit
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einem Keton behandelt wird und eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung am Harz unter
gleichzeitiger Abspaltung des Produktes zum gewunschten Indol 43 ermdglicht.

Daruber hinaus soll der Einsatz des Hydrazid-Linkers zur gezielten Darstellung
zyklischer Peptide untersucht werden. Zyklische Peptide finden eine breite
Anwendung in verschiedenen Feldern der biomedizinischen Forschung. Sie dienen
der Studie konformationeller Wechselwirkungen in der Peptid- und Proteinerkennung
und stellen damit ein diagnostisches und therapeutisches Hilfsmittel dar.®® Mit Hilfe
des Hydrazid-Linkers soll nach einem simultanen Zyklisierungs- Abspaltungs-
mechanismus (,Cyclic-Release“) vorgegangen werden. Der C-Terminus eines
linearen Peptides kann Uber den Hydrazid-Linker an das Harz gebunden werden.
Nach einem Safety-Catch-Mechanismus soll der Hydrazid-Linker durch Oxidation mit
NBS labil gegenuber einem elektrophilen Angriff einer freien Aminogruppen sein.
Dieser Angriff eines festphasengebundenen N-terminal entschutzten Peptides
ermoglicht die intramolekulare Zyklisierung des Peptides. Der zu entwickelnde
Ansatz hatte den Vorteil, dass er kompatibel mit einer grollen Anzahl synthetischer
Methoden ist, und der Linker kann durch sehr milde oxidative Bedingungen aktiviert
werden.

Weiterhin wird die Darstellung von Indolen mit einer dreistufigen festphasen-
unterstutzen ,capture and release“-Technik untersucht. Geplant ist der Aufbau einer
Bibliothek von N-acylierten Indolen (Abb. 11).
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Abb. 11: Konzept der festphasenunterstutzten Indolsynthese

Im ersten Schritt sollen diverse Hydrazine 45 als Hydrazon 46 an ein Aldehydharz 44
gebunden werden. Im anschlieenden Acylierungsschritt mit aromatischen
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Saurechloriden 47 soll damit eine selektive Acylierung des anilinischen Stickstoffs
ermdglicht werden. Unter den stark sauren Bedingungen der Fischer-
Indolumlagerung wird zunachst die saurekatalysierte Hydrolyse des acylierten
Hydrazins initiiert. Das hydrolysierte Hydrazin soll anschlieBend in einer
Gleichgewichtsreaktion mit dem in der Reaktionsldsung vorhandenen Keton zum
Hydrazon und unter sofortiger [3,3]-sigmatroper Umlagerung zum Indol 49 weiter
reagieren. Mit dieser Synthese soll der Zugang zu einer diversen Bibliothek von
Indomethacin-Analoga ermoglicht werden, die in einer biologischen Evaluierung ihre
potentielle Wirkung unter Beweis stellen sollen. Aufbauend auf den bereits von
Indomethacin bekannten Wirkungsprofile war vorgesehen, die dargestellten
analogen Indolverbindungen zum einen auf ihre anti-angiogene Wirkung zu testen
und darlber hinaus einige der Verbindungen auf ihre mdgliche potenzielle Wirkung
bei der Bekampfung von Wirkstoffresistenzen zu untersuchen.

Ein weiteres Projekt dieser Arbeit ist die Synthese eines Aktivators der
Proteinkinase C. Die Proteinkinase C spielt in Signaltransduktionspfaden, die
vielfaltige =zelluldare Prozesse regeln, wie z.B. Genexpression, Wachstum,
Differenzierung, Apoptose und Tumorentstehung, eine entscheidende Rolle.®’!
Selektive Aktivatoren, wie das Teleocidin-Analogon 50 oder Inhibitoren der
verschiedenen PKC-Isoenzyme  sind wertvolle

13/| 11 H 9\\14\ Hilfsmittel fur die Untersuchung von Signalpfaden in
\hN - OH unterschiedlichen Geweben. Das an fester Phase
synthetisierte Teleocidinanalogon 50 hat bereits in
biologischen Untersuchungen seine Eigenschaft als
PKC-Aktivator bewiesen.®® Um weitere Unter-

suchungen mit dieser Substanz zu ermdglichen, soll im
Rahmen dieser Arbeit diese Verbindungen in Ldsung synthetisiert werden.
Aufbauend auf einer bereits beschriebenen Synthese der makrozyklischen
Grundstruktur soll eine anschlielende Modifizierung der Grundstruktur in Lésung
entwickelt werden.
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4  Spezieller Teil

4.1 Totalsynthese eines Teleocidin-Analogons
4.1.1 Einleitung

Zum Studium der strukturellen Grundlagen der Proteinkinase C-Aktivierung wurde
das (-)-Indolactam V, das die grundlegende Struktureinheit der tumorpromovierenden
Teleocidine ist, herangezogen. Die Proteinkinase C (PKC) spielt in Signaltrans-
duktionspfaden bei der Regulierung von, z. B. Genexpression, Wachstum,
Differenzierung, Apoptose und Tumorentstehung, die vielfaltige zellulare Prozesse
regeln, eine entscheidende Rolle.®”! Sie bildet eine Familie von mindestens elf eng
verwandten Serin/Threonin-Kinase-lsoenzymen, die in allen Zelltypen exprimiert
werden. Die verschiedenen Isoformen sind jedoch oft gewebespezifisch verteilt. Eine
veranderte PKC-Aktivitat ist mit vielen Krankheitsbildern verbunden, und daher
kénnten Modulatoren der PKC-Aktivitat fur die Behandlung von z. B. Krebs, Asthma,
rheumatischer Arthritis, mit Diabetes verbundenen Komplikationen, Psoriasis und
Stérungen des zentralen Nervensystems eingesetzt werden.!*” Die Proteinkinase C
gilt daher als vielversprechender Ansatzpunkt fir die Entwicklung neuer
medizinischer Leitverbindungen. Selektive Aktivatoren oder Inhibitoren der
verschiedenen PKC-Isoenzyme sollten ebenfalls wertvolle Hilfsmittel flr die
Untersuchung von Signalpfaden in unterschiedlichen
Geweben sein. Das Teleocidinanalogon 50 hat bereits in
biologischen Untersuchungen seine Eigenschaft als PKC-
Aktivator bewiesen.!®®! Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass die Verbindung 50 die Bildung der PKCé-Isoform
reduziert.

4.1.2 Synthese des Teleocidin-Analogons 50

Aufbauend auf diese interessanten Eigenschaften sollte die Verbindung 50 flr
weitere Untersuchungen in Losung synthetisiert werden. Beim Entwurf der
Synthesestrategie musste berucksichtig werden, dass die Struktur der Substituenten
an C12 und N13 die Konformation des neungliedrigen Lactamringes beeinflusst, die
die Fahigkeit der Heterozyklen zur Bindung an die PKC bestimmt. Die Twist-Form ist
gegeniiber der Sofa-Form die biologisch aktive Konformation der Indolactame.!'®
Weiterhin bestimmt der Substituent an C7 die Bindung des PKC-Aktivators an die
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Membran, und zur Gewahrleistung der biologischen Aktivitdt ist eine freie
OH-Gruppe an C14 essentiell.["°"!

Als zentraler enantiomerenreiner Baustein wurde das 4-aminosubstituierte
Tryptophanderivat 60 aufgebaut (Abb. 12). Die Einflhrung der Schutzgruppe fir den
Indolstickstoff des kommerziell erhaltlichen Gramins 51 wurde durch Umsetzung bei
-78°C mit n-BuLi und Triisopropylsilylchlorid (TIPSCI) erreicht. Das N-TIPS-
geschitzte Gramin 52 wurde anschliel3end regioselektiv bei -78°C mit t-BuLi in der 4-
Position lithiiert,['® und durch Umsetzung des Aryllithium-Intermediats mit
Trimethylsilylmethylazid“03] 53 wurde die NH,-Gruppe eingefuhrt. Die Aminogruppe
des licht- und sauerstoffempfindlichen Anilinderivats musste nach Aufreinigung an
neutralem Aluminiumoxid umgehend geschutzt werden.

1) t-BuLi, Ether N2

@AN(CH?)Z n-BuLi, TIPSCI WN(CH3)Z 78°G CUAN(CHS)Z
N THF, -78°C N N

N i ‘ 2) TMSMA s
Gramin 51 (91%) TIPS 52 N~ TIPS 54
—/Sl N3 53
Boc,O
(77%) CHCls, RT
(84%)
1) Mel, DMF
2TBAF
ally
NHBoc PhACHN— 56 NHBoc

A

COOAIl Goo%)  COzaly o NCHY,
| COOAI
N~ AN N
- H m NHBoc TIPS 55

1) Pd(PPhj),, Z
Morpholin

2) Dioxan, A
(98%)

/

57

NHBoc H,N_ .CO,H

COOH Penicillin G Acylase INHBoc
N | HN pH=7.5 |
5 H g]/\® 50% Umsatz H 60

Abb. 12: Enantioselektive Darstellung des 4-N-Boc-Tryptophan 60.

Nach der Einfihrung der BOC-Schutzgruppe wurde das Graminderivat 55 in den
nachsten Reaktionsschritten in das entsprechend substituerte Tryptophan Uberflhrt.
Hierfir wurde die tertidare Amineinheit des Graminderivates 55 mit Methyliodid
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N-methyliert, und ohne Aufreinigung des Zwischenproduktes wurde nachfolgend die
TIPS-Gruppe mit TBAF abgespalten. Die Entschitzung ging mit einer Eliminierung
von Trimethylamin einher und flhrte zur Bildung eines exo-Methylenimin-
Intermediats 57, das mit Phenylacetamidomalonsaurediallylester 567 in einer
Mannich-artigen Umsetzung in einer Gesamtausbeute von 66% Uber zwei Stufen
reagiert. Der resultierende a-alkylierte Malonsaurediester 58 wurde durch einen Pd°-
vermittelten Allyltransfer auf Morpholin entschitzt und die dabei gebildete
Malonsaure durch Erhitzen in Dioxan zum 4-Aminotryptophan-Derivat 59
decarboxyliert. Um das enantiomerenreine Indolactam-Derivat 60 zu erhalten, wurde
die Phenylacetamidogruppe der racemischen Aminosaure 59 mit Penicillin-G-
Acylase enantioselektiv hydrolysiert." Wegen der schlechten Léslichkeit des
Eduktes 59 in Wasser erfolgte die enzymatische Umsetzung unter Verwendung von
Methanol als Kosolvenz. Unter Zugabe eines Phosphat-Puffers wurde der pH-Wert
auf 7.2 eingestellt, das Reaktionsgemisch auf 37°C erwarmt und das auf Eupergit
immobilisierte Enzym zugegeben.

HoN..COoH 1) Cbz,0, NaOH CbzHN...CO,Me CbzHN .~
’ : - ~"“OH
iNHBc’C ) Dioxan (71%) iNHz ] i) LiBH,, A NH,
| > | - = |
N 2) Si02:NaHS04 N THF N
H MeOH abs., 2 d, H 61 (90%) H 62
35°C (78%)
Tf,0, Lutidin, Lutidin, BnQ
: 0°C RT DCE, RT SN on
) - -~ 0 —
HoﬁoT 63 (98%) Tfoﬁo( 64 CoZHN_ .. ]
NH, OH N
I H 65
(51%)
H
62 Pd/C, H,
MeOH, RT, 4h
(quant.)
Jﬁ(H HO  »
N_ o . HoNow
T OH TBTU, HOB O NH OH
| N | NMM, DMF, RT | N\
o,
H 67 (44%) N 66

Abb. 13: Synthese des enantiomerenreinen Indolactam-Grundgeristes 67.
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Die enzymatische Umsetzung lieferte die gewilnschte L-Aminosaure 60 nach
einfacher Filtration und extraktiver Aufarbeitung. Die L-Aminosaure 60 wurde dann
durch EinfUhrung einer Cbz-Schutzgruppe am Aminosaure-Stickstoff orthogonal zur
Boc-Gruppe geschutzt. Die Veresterung der freien Carbonsaure wurde unter sehr
milden Bedingungen mit einem sauren Katalysator in trockenem Methanol
durchgefiihrt."® Der Katalysator konnte einfach aus Kieselgel und NaHSO,
hergestellt werden!'® und erméglichte die saurekatalysierte Veresterung bei sehr
milden Reaktionsbedinungen.!"®® Die Veresterung wurde bei 30°C durchgefiihrt, bei
einer Anhebung der Temperatur auf 35°C konnte anschlieRend eine quantitative
BOC-Entschiutzung initiiert werden. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass
bei einer Erniedrigung der Reaktionstemperatur auf 0°C und einer langeren
Reaktionszeit eine Veresterung ohne gleichzeitige Boc-Entschitzung durchgefihrt
werden kann. Da die Entschitzung der Anilinschutzgruppe 60 jedoch erwinscht war,
gelangen die Veresterung und Entschutzung erfreulicherweise in einem Schritt. Das
freie Anilinderivat 61 wies ebenfalls wie das Graminderivat 54 eine hohe Labilitat
gegenuber Licht und Sauerstoff auf und wurde nach der Filtration ohne Aufreinigung
sofort weiter umgesetzt. Die umgehende Reduktion des gebildeten Methylesters 61
mit Lithiumborhydrid (LiBHs) zum Alkohol fuhrte in 90% Ausbeute zum selektiv
maskierten Aminoalkohol 62 (Abb. 13).

Das zweite flr das IndolactamgerUst charakteristische Stereozentrum wurde durch
einen a-Hydroxycarbonsaueester eingefuhrt. Durch Inversion des Stereozentrums
des kommerziell erhaltlichen Benzyl-L-Lactat wurde das Benzyl-D-Lactat 63
hergestellt'? und mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid das a-Hydroxysaureester-
Triflat 64 generiert. Die Aminofunktion des Tryptophanderivats 62 konnte
anschlieBend mit dem Triflat 64 alkyliert werden. Im Reaktionsverlauf wurde das
Stereozentrum des Benzylesters wieder zum gewlinschten L-Isomer invertiert. Durch
die simultane palladiumvermittelte hydrogenolytische Abspaltung der Cbz-
Schutzgruppe und des Benzylesters resultierte das voll entschitzte Indolderivat 66.
Der Ringschluss zum neungliedrigen Indolactam-Grundgerust 67 erfolgte Uber eine
TBTU/HOBt vermittelte Amidbindung. Die Makrozyklisierung verlief in befriedigenden
Ausbeuten von bis zu 44% nach 2-3 Tagen.

Die reduktive Aminierung des Indolactamgrundkorpers 67 an N13 mit 2-Methyl-
propionaldehyd 73 wurde mit verschiedenen Reduktionsmitteln getestet (Abb. 15).
Nur mit NaCNBH3; gelang die Reduktion zum N-alkylierten tertiaren Amin 74. Dabei
wurde bei Raumtemperatur der Aldehyd mit 10 Aq. und das Hydrid mit 13 Aq.
Uberschuss zugegeben. Nach 5 Stunden wurden weitere 10 Aq. Aldehyd zugegeben
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und Uber Nacht die Reaktion fortgesetzt. Das gewlnschte tertiare Amin konnte mit
74% Ausbeute isoliert werden.

NHBoc N~ NHBoc N~ ) NHBoc N~
TBAF l, (7 Aq.)
| - | |
N THF, RT N Dioxan N
‘ 55 68 ’ 69
TIPS H Pyridin | H

0°C-RT
(85%) {_)—= 10

PdC'z(PPh3)2, Cul

Dioxan, NEt;
(92%)
NH; “N° TFAH,0 (95:5) NHBoc™N~
| 40 min RT, 20 min 50°C O |
~ N 72 (quant.) N 71

Abb. 14: Optimierung der Reaktionssequenz mit einer Modellverbindung.

Die nachfolgenden Reaktionsschritte wurden zunachst mit der Modellverbindung 55
optimiert (Abb. 14). Die lodierung gelang bei Raumtemperatur unter streng
wasserfreien Bedingungen und der Verwendung von doppelt sublimiertem lod
regioselektiv in 85% Ausbeute.!'"! In der folgenden Sonogashira-Kupplung wurden
unter Verwendung von 10 Aq. Phenylacetylen in Dioxan/Triethylamin-Gemisch (3:2)
bei 80°C nach 3 Stunden ein fast quantitativer Umsatz beobachtet. Das Produkt 71
konnte mit 92% Ausbeute isoliert werden. Die saurekatalysierte Hydrolyse der
Dreifachbindung zum Keton wurde intensiv untersucht. Aus der Literatur!'>'%® war
bekannt, dass die Hydrolyse mit Trifluoressigsaure und Wasser nach kurzer Zeit
beobachtet wird. Vermutlich wird die Hydrolyse durch eine Wasserstoff-
Bruckenbindung zur benachbarten H-N-Gruppe vermittelt. Im Modellsystem fuhrte
die Behandlung mit einem Triflouressigsaure/Wasser-Gemisch (95:5) nach 40
Minuten bei Raumtemperatur und 20-minitigem Erhitzen auf 50°C zur Hydrolyse der
Dreifachbindung und gleichzeitiger BOC-Entschiutzung der anilinischen Aminfunktion
zum Indolprodukt 72. Fur das Modellsystem konnte ein quantitativer Umsatz
beobachtet werden. Aufbauend auf diesen Optimierungen wurden die ermittelten
Reaktionsbedingungen auf die Synthese des Teleocidin-Analogon ubertragen (Abb.
15). Dabei wurde das C7 des aromatischen Systems 74 durch Behandlung mit 7 Aq
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lod, in Pyridin/Dioxan mit 71% Ausbeute iodiert. Eine Sonogashira-Kupplung des
resultierenden Aryliodids 75 mit Phenylacetylen 70 lieferte das Alkin 76 in
quantitativer Ausbeute. Durch Behandlung mit wassriger Trifluoressigsaure wurde
die Alkingruppe an C7 mit 12% Ausbeute zu dem entsprechenden Keton 50
hydratisiert.

73
| M 1 JYH ¥
HN/ \\\\\ \OH N~ >t \OH . Jﬁ]/N \\\\\ ~
fﬁo( J NaCNBH, T S L(7ha) T N i OH
\ \ |
N DMF N Dioxan, N
H 67 (74 %) H 74 Pyridin | H 75
0°C-RT
(71%)
@{ 70
PdCl,(PPh3),, Cul
Dioxan, NEt;
(quant.)
| R Rt
\hN/YN \\\\\ “OH TFA/H,0 \hN/YN \\\\\ “OH
o) (6]
T 30 min RT, 20 min 50°C T
NN 129% YN
H 50 (12%) N 76
0 I

Abb. 15: Modifizierung des Indolgrundgeristes 67.

Die Ubertragung der Reaktionsbedingungen der Modellsequenz auf das
Teleocidinsystem fuhrte nicht zu einer Hydrolyse der Dreifachbindung zum Keton.
Bei 50°C war das Teleocidingerust unter den stark sauren Bedingungen sehr instabil
und zersetzte sich rasch. Durch Variation der Temperatur, der Reaktionszeit und des
Wasseranteils im TFA/H,O-Gemisch wurde versucht die Reaktion zu optimieren. Das
gewunschte Teleocidin-Analogon 50 konnte daraufhin mit 12% Ausbeute isoliert
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine 21 stufige Synthese des PKC-Aktivators 50 in

Lésung beschrieben. Die Verbindung wird derzeit vertiefend auf PKC-Aktivitat
biologisch evaluiert.
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4.2. Festphasensynthese zyklischer Peptide
4.2.1 Einleitung

Zyklische Peptide finden eine breite Anwendung in verschiedenen Feldern der
biomedizinischen Forschung. Sie dienen der Studie konformationeller Wechsel-
wirkungen in der Peptid- und Proteinerkennung und stellen damit ein diagnostisches
und therapeutisches Hilfsmittel dar.®® Zusétzlich besitzen zyklische Peptide oft eine
erhohte metabolische Stabilitat, weshalb sie haufig als Modelle fur das Design
biologisch verfiigbarer Wirkstoffe genutzt werden !9

Die Synthese von zyklischen Peptiden am polymeren Trager bietet zwei
entscheidende Vorteile, einerseits konnen die klassischen Methoden der
Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden, zum anderen ermdglicht die
Zyklisierung am polymeren Trager die Darstellung der gewlnschten Verbindungen in
hdéheren Ausbeuten und Reinheit als in LOosung. Verschiedene Methoden der
Zyklisierung am Harz wurden entwickelt, wobei hauptsachlich zwei
Anknupfungsstrategien angewendet werden. Bei der ersten Variante wird das zu
zyklisierende Peptid Uber das Peptidrickgrat oder eine funktionalisierte
Peptidseitenkette an den polymeren Trager gebunden.['""! Bei der zweiten Variante
wird nach einem simultanen Zyklisierungs-Abspaltungsmechanismus (Cyclic-
Release) vorgegangen. Die bisher gezeigten Methoden fir die letztgenannte
Strategie verwendeten entweder Kaiser Oximharze!''? oder Thioesterharze,'"® die
allerdings aufgrund der Labilitdt der Esterbindungen gegenuber Nukleophilen nur
kompatibel mit der Boc-Schutzgruppenchemie sind. Alternativ wurde fur diese ,Kopf-
Schwanz“-Zyklisierung der  Sulfonamid ,safety-catch“-Anker von  Kenner
verwendet."" Der Sulfonamidlinker ist solange gegenuber einem nukleophilen
Angriff stabil, bis er durch Cyanomethylierung des Sulfonamids aktiviert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein neues Konzept entwickelt werden, das ausgehend
von linearen Aminosauresequenzen, die Uber den Hydrazidlinker mit einem
polymeren Trager verbunden sind, die nachfolgende zyklisierende Abspaltung unter
milden oxidativen Bedingungen ermdglicht. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass er mit
einer grof3en Anzahl synthetischer Methoden kompatibel ist.
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4.2.2 Festphasensynthese zyklischer Peptide mit dem Hydrazidlinker

Der entwickelte Ansatz zur Festphasensynthese zyklischer Peptide basiert auf der
Anwendung des Hydrazidlinkers.""™%>% Dieser oxidationslabile Anker war
urspriinglich von Wieland et al. eingefiihrt worden.®" Im Arbeitskreis Waldmann
wurde kurzlich aufgezeigt, dass Arylhydrazide als hochst effiziente Anker in einer
spurlosen Festphasensynthese dienen konnen (siehe Kap. 2.3.2). Sie sind
kompatibel mit einer breiten Vielfalt synthetischer Transformationen und
Reagenzien.*¥

Das Prinzip des im folgenden beschriebenen Zyklisierungsansatzes (Abb. 16)
besteht in der Anwendung des saure- und basenstabilen Hydrazidlinkers. Das
kommerziell  erhaltliche  4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl-AM  Harz  (Calbiochem-
Novabiochem) 77 wurde zur Peptidsynthese nach einem Boc-Syntheseprotokoll
verwendet. Die Fmoc-Schutzgruppe des Harzes 77 wurde im ersten Schritt mit 20%
Piperidin in DMF abgespalten. Die Peptidsequenz wurde stufenweise durch
carbodiimidvermittelte Kupplung von Boc-geschitzten Aminosauren aufgebaut. Nach
jedem Kupplungsschritt werden nicht umgesetzte freie Aminogruppen mit einem
Anhydrid acyliert, um zu verhindern, dass mogliche Peptidfehlsequenzen vom Harz
abgespalten  werden. AbschlieBend wurde die Boc-Schutzgruppe mit
Trifluoressigsaure abgespalten.

1) 20% Piperidin/DMF,
20 min, RT )
2) Boc-AA/DIC/HOBL (3 Aqg.),

DMF, RT, 6-15 h
O—@NfoFmoc O@N—N—g:—Ala-Phe-Leu-Pro-A|a-Boc
H H 3) 10% Pivalinsdureanhydrid, HHO 78
” Pyridin, RT, 5 min .
4) TFA/DCM (1:1) 1) 50% TFA/CH,Cly,
5) Wdh. von 2-4 2 x 15 min

2) NBS/Pyridin (2 Aq.),
CH,Cl,, RT, 7 min

NEty/CH,Cl, 1 d 1
O@ + Ala-Phe-Leu-Pro-Ala -~ = ° O—@N:Nf‘C‘:fAIa-Phe-Leu-Pro-AIa-NH2

-N O
80 2 79

Abb. 16: Peptidsynthese und zyklisierende Abspaltung mit dem Hydrazidlinker.

Um eine mogliche Acylierung des Hydrazidlinkers zu vermeiden, wurde das sterisch
anspruchsvolle Pivalinsaureanhydrid verwendet. Durch Vorversuche konnte gezeigt
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werden, dass unter diesen Reaktionsbedingungen keine Acylierung der Hydrazid-
Stickstoffe auftritt. Nach der Anknupfung der letzten Aminosaure 78 wird die N-
terminale Schutzgruppe abgespalten und der Hydrazidlinker zum Acyldiazen 79 mit 2
Aq. N-Bromsuccinimd und 2 Aq. Pyridin in Dichlormethan oxidiert. Durch Zugabe von
Triethylamin  wurde die N-terminal entschutzte Aminogruppe deprotoniert.
Anschlieend konnte die Aminogruppe die aktivierte harzgebundene Carbonylgruppe
nukleophil angreifen. Das resultierende zyklische Peptid 80 wird dabei in hohen
Reinheiten von bis zu 97% (siehe Abb. 17) vom Harz abgespalten.

Al\la-Phe-Leu-Pro-AIa

|
B ~ 80

1 S O

o ] 10 15 e = miny

Abb. 17: HPLC Analyse (A=215 nm) des abgespaltenen zyklischen Peptides 80 vor der
Aufreinigung.

Das zyklische Peptid 80 wurde in einer Gesamtausbeute von 19% isoliert.
Bemerkenswerterweise wurde keine Dimer-, Trimer- oder Oligomerenbildung
beobachtet. Die erzielte Ausbeute von 19% ist exzellent verglichen mit Ausbeuten
der Synthese des gleichen Peptids in Losung. Schmidt et al.l''® erzielten mit einem
Pentafluorophenylesteransatz eine Gesamtausbeute von 8% und Meutermans et
al.""! gelang die Darstellung des cyclo(Phe-Leu-Pro-Ala-Ala) in einer mehrstufigen
Ringkonstruktionsstrategie in 7% Gesamtausbeute. Mit der Zyklisierung dieser
anspruchsvollen Peptidsequenz 80 konnte die Effizienz dieser Festphasenmethode
aufgezeigt werden.

Um die Anwendungbreite dieser Synthesestrategie zu demonstrieren, wurde die
Synthese des biologisch relevanten zyklischen Peptides Stylostatin 1 81 angestrebt.
Stylostatin 1 81 (Abb. 18) ist ein zyklisches Heptapeptid (Tab. 1, Eintrag 3/4),
welches aus dem marinen Organismus Stylotella aurantium isoliert wurde und das
Zellwachstum inhibiert.""""'® Die Synthese des linearen Peptides wurde wie oben
beschrieben unter Verwendung des Hydrazidlinkers durchgefuhrt. Fur die
abschlielende Zyklisierung wurde der nukleophile Angriff der Alanin-Aminogruppe
auf die aktivierte Carbonylgruppe des Leucins ausgewahlt (Zyklisierung A, Abb. 18;
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Tab. 1, Eintrag 4). Nach Oxidation mit NBS und anschlieRender Zyklisierung konnte
das geschutzte zyklische Peptid 81 in 7% Gesamtausbeute isoliert werden. Auch in
diesem Beispiel wurde keine Oligomerenbildung beoachtet. DarlUberhinaus diente
Stylostatin 1 81 auch als Modell fur eine Studie der sequenzabhangigen Zyklisierung.

ﬁN

NH o OH

I
Z
I

ZykI|S|erung B © NH

o]
Zyklisierung A

Es sollte untersucht werden, ob die Zyklisierung unter Ausbildung einer Amidbindung

Abb. 18: Struktur des Stylostatin 1 81.

auch zwischen zwei sterisch anspruchsvollen Aminosauren gelingt. Zu diesem
Zweck wurde der Ringschluld zwischen der aktivierten festphasengebundenden
Carbonylfunktion des Isoleucins und der freien Aminogruppe des N-terminalen
Prolins durchgefuhrt (Zyklisierung B, Abb. 18; Tab. 1, Eintrag 3). In diesem Fall
konnte das gewunschte zyklische Peptid nur in einer Ausbeute von weniger als 1%
dargestellt werden. Dies =zeigt, dass der Hydrazidlinker sehr vorteilhafte
Eigenschaften bei der Zyklisierung weniger anspruchsvollerer Peptidsequenzen
aufweildt, allerdings bei sterisch anspruchsvollen Zyklisierungsschnittstellen in einem
Peptid limitiert ist.

FUr die breite Einsetzbarkeit dieses Systems ist es erforderlich, dass bei der
zyklisierende Amidbindungsbildung die C-terminale Aminosaure nicht racemisiert
wird (Abb. 19). Zu diesem Zweck wurde (L)-Fmoc-Alanin-OH an das Hydrazinharz 77
gekuppelt. Das gebildete polymergebundene Hydrazid 82 wurde durch Oxidation mit
NBS in das entsprechende Diazen Uberfihrt. Durch anschlielende Zugabe von (L)-
Phenylalaninmethylester konnte durch nukleophilen Angriff der freien Aminogruppe
des gelosten Phenylalanin das Dipeptid Fmoc-Ala-Phe-OMe 83 als Produkt vom
polymeren Trager abgespalten werden.
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1) Entschitzung
DMF/Piperidin (4:1)

2 x 10 min O
FmOC_N_N@_O > FmOCHN\)J\N—N—Q—O
HH 2) 2 x Kupplung : HH
77 Fmoc-(L)-Ala-OH/DIC/HOBt (5 Aq.) 82
DMF, RT, 6-15 h
_ 1) Oxidation
3 R reanhvdrid NBS/Pyridin (2 Aq.)
yridin/Pivalinsdureanhydri DCM. 10 mi
(9:1), 1 x 10 min 1o min
2) Abspaltung
(L)-Phe-OMe/NEt; (2 Aq.)
0,
\ (21%)

H O
L
FmocHN /'L\ﬂ/ N \E)J\O/

O
83\©

Abb. 19: Uberpriifung der racemisierungsfreien Peptidkupplung mit dem Hydrazidlinker.

Um die stereochemischen Eigenschaften des abgespaltenen Dipeptids analysieren
zu konnen, wurden vorher die entsprechenden authentischen (L,L)- und (D,L)-
Dipeptide in LOsung synthetisiert. Die Dipeptide wurden per chiraler HPLC analysiert
(Daicel OD; 10% - 20% i-Propanol/Hexan in 30 min). In Abb. 20 ist eine 1:1
Mischung der synthetisierten diastereomeren Dipeptide dargestellt. Dartberhinaus
wurde ebenfalls das HPLC-Diagramm des reinen (L,L)-Dipeptids abgebildet. Das
HPLC-Diagramm des vom Hydrazidlinker abgespaltenen Produktes (Abb. 20) zeigt,
dass bei der Amidbindungsknipfung am Hydrazidlinker keine Racemisierung auftritt.
Es handelt sich bei dem Abspaltungsprodukt um das gewinschte (L,L)-Diastereomer
83 (Abb. 19), und es konnte mit einem sehr hohen Diastereomerentberschul} von
uber 99% de vom Harz abgespalten werden.
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Abb. 20: Nachweis der racemisierungsfreien Amidbindungsknipfung am Hydrazidlinker per
HPLC-Analyse des diastereomeren Dipeptides 83.

In den oben aufgezeigten Beispielen wurden Uberraschenderweise keine Dimere
nachgewiesen. Aufbauend auf diese Ergebnisse sollte anhand von verschiedenen
Beispielen die mdgliche Bildung von Oligomeren wahrend des Abspaltungs-
prozesses (Abb. 21) untersucht werden.

)

— Il
HoN— Molekil | —C—N=N

L

N=N—C—{ Molekil -N
o)

Abb. 21: Mdglicher Mechanismus zur Oligomerenbildung wahrend der Zyklisierung.

Es sollte analysiert werden, ob diese Monomerbildung nur auf die sterisch
anspruchsvolle Umgebung an der Zyklisierungsschnittstelle zurickzufuhren ist. Zu
diesem Zweck wurde die Zyklisierung des Pentapeptides Gly-Val-Pro-Leu-Gly 84 am
Hydrazidlinker untersucht. Bei diesem Pentapeptid sind sowohl die aktivierte C-
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terminale Aminosaure, als auch die angreifende N-terminale Aminosaure jeweils ein
Glycin. Sie besitzen somit keine raumfillenden Aminosaureseitenketten, die den
Zyklisierungsprozess  behindern  konnten. Durch  diesen  mdoglicherweise
beschleunigten Reaktionsprozess konnte eine weniger selektive Zyklisierung am
Harz auftreten.

Tatsachlich konnte bei dem oben dargestellten Pentapeptid nach Oxidation mit NBS
und anschlieBender Behandlung mit Triethylamin sowohl das gewinschte
monomere, wie auch das dimere Nebenprodukt in einem Verhaltnis von 3:2 isoliert
werden. Das zeigt, dass bei der Verknupfung von sterisch weniger anspruchsvollen
Aminosauren an der Zyklisierungsschnittstelle eine Oligomerenbildung beobachtet
wird.

Tab. 1: Peptidsequenzen und Ausbeuten der zyklischen Monomere.

a
Nr. Peptidsequenzen Gesamtausbeute
Monomer
1 Gly-Val-Pro-Leu-Gly (84) 7.2 %"°
2 Ala-Phe-Leu-Pro-Ala (80) 19 %
3 Pro-Phe-Asn-Ser(Bzl)-Leu-Ala-lle (81) <1%
4 Ala-lleu-Pro-Phe-Asn-Ser(Bzl)-Leu (81) 7%

@ Gesamtausbeute bezogen auf die Ausgangsbeladung des Harzes
®5.3 % dimeres Produkt isoliert

Es konnte somit gezeigt werden, dass der Einsatz des Hydrazidlinkers eine effiziente
Methode fur die Synthese von zyklischen Peptiden darstellt. Die zyklischen Peptide
werden mit einem simultanem ,Zyklisierungs-Abspaltungsmechanismus® in hohen
Reinheiten erhalten. Der gezeigte ,safety-catch“-Ansatz besitzt den Vorteil, dass er
durch milde oxidative Bedingungen initiiert wird. Er ist kompatibel mit den meisten
Standardfestphasenpeptidsynthesemethoden und einer grol3en Bandbreite von
organischen Reaktionen am polymeren Trager.
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4.3. Indolumlagerung am polymeren Trager
4.3.1 Einleitung

Die kombinatorische Synthese kleiner Molekule am polymeren Trager ist ein
wichtiges Werkzeug in der Wirkstoffentwicklung. Eine kontinuierliche Weiter-
entwicklung neuer Synthesemethoden in der organischen Festphasensynthese ist
dabei fur den Erfolg dieses Ansatzes von essentieller Bedeutung. Von besonderem
Interesse sind in diesem Zusammenhang Synthesesequenzen, die die Bildung des
gewunschten Produktes unter gleichzeitiger Abspaltung vom polymeren Trager
erlauben. Die Abspaltung moéglicher Nebenprodukte vom Harz wird damit vermieden,
und das Produkt wird in hohen Reinheiten erhalten. Im Rahmen dieser Arbeit wird
die Entwicklung einer solchen ,traceless"-Linkerstrategie, die die Synthese
wirkstofforientierter Bibliotheken ermdéglichen, als Ansatz verfolgt. Insbesondere
werden Bibliotheken ins Auge gefaldt, die einen Indolkern als zentralen Baustein
enthalten, da eine Vielzahl von biologisch relevanten Naturstoffen oder auch
synthetischen Wirkstoffen, die als mogliches Grundgerust fur eine kombinatorische
Synthese in Frage kommen, die priviligierte Indolstruktur besitzen.

4.3.2 Mechanismus der Indolumlagerung am Harz
Es sollte eine Synthese von Indolderivaten ausgehend von polymergebundenen

Phenylhydraziden untersucht werden. Phenylhydrazide wurden bereits intensiv in der
Festphasensynthesen eingesetzt (siche Abb. 22).1°%!

e) H kombinatorische 0 K
NN/N “ Derivatisierung, z. B. mit NN/N -
| R OR*
gs M = - palladiumkat. CC-Kupplungen 86 H Z
- Grignard .
- Wittig 1) Reduktion

2) TFA,

(o
87

- Red. Aminierung

=
R
N
H
88

Abb. 22: Konzept der Indolumlagerung am Harz
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Die polymergebundenen Hydrazide 85 kdnnen in einer kombinatorischen Synthese
modifiziert werden. Fur diese Modifikationen stehen eine Reihe von etablierten
Reaktionen mit einem hohen synthetischen Potential zur Verfugung. Es kénnen
Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungen durch diverse palladiumvermittelte Reaktionen
oder auch durch Grignard- und Wittig-Reaktionen geknlpft werden. Der
Hydrazidlinker ist ebenfalls stabil gegenlber sehr milden reduktiven Bedingungen,
wie sie bei einer reduktiven Aminierung erforderlich sind.

Ausgehend von den festphasengebundenen Phenylhydraziden 85 sollte eine
Indolsynthese am Harz entwickelt werden (Abb. 22). Die Abspaltung der
Indolprodukte erfolgt bei diesem Ansatz durch Reduktion des Hydrazids 86 zum
polymergebundenem Hydrazin. Das Hydrazin wird anschlieRend unter stark sauren
Bedingungen mit einem Keton behandelt, und eine Indolumlagerung am Harz flhrt
unter gleichzeitiger Abspaltung des Produktes vom polymeren Trager zum
gewunschten Indol 88.

H
NN/NQ Reduktion WN/N@
X 89 H = X
TFA
{ o
87 )
X @ X H+ ©

X
o [ L T
O/\/E\N O/\/N\N %
91 H 90 H

[3,3]-sigmatrope Fischer-Indolumlagerung

I‘Zg
Iz

92

L X
Q" NH, * @\—/O
H+ 93 m
88

Abb. 23: Mechanismus der Fischer-Indolumlagerung am Harz

Der genaue Mechanismus der Indolsynthese nach Fischer ist in Abb. 23 dargestellt.
Das polymergebundene Phenylhydrazin 89 bildet mit dem in Losung vorliegendem
Keton 87 ein festphasengebundenes Arylhydrazon, welches durch Tautomerisierung
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zum Aryl-alkenylhydrazin 90 umlagert. Die Einstellung des Gleichgewichts zwischen
dem Phenylhydrazon und seiner tautomeren Form wird durch Protonen- oder Lewis-
Sauren beschleunigt. Das N-protonierte En-hydrazin 91 zeigt eine grole Tendenz
zur [3,3]-sigmatropen Umlagerung unter Bildung des entsprechenden Dienonimins.
Dieser Prozel} erfolgt deshalb so rasch, weil die positive Ladung im sechsgliedrigen
Ubergangszustand (iber mehrere Atome delokalisiert ist. Nach der Riickbildung des
aromatischen Systems bildet sich das Imin 92, dessen elektrophiles C-Atom unter
Ringschlu® mit der phenylstandigen Aminogruppe reagiert. Durch die sich
anschliellende Deprotonierung und Abspaltung vom Harz 93 entsteht das
aromatische System des Indols 88.

4.3.3 Entwicklung eines neuen Carbonsaure-funktionalisierten Harzes

Um eine Indolsynthese durch Reduktion eines Hydrazidlinkers am Harz zu
ermdglichen, musste zuerst ein Trager entwickelt werden, der stabil gegeniber
starken reduktiven und sauren Bedingungen ist. Diesen Anforderungen sollte eine
Anknupfung des Spacers Uber eine Etherbricke zum Harz gentgen. Der Spacer
selbst muss eine aliphatische Carbonsaure tragen um eine Anknlpfung
verschiedener Hydrazine zu ermoglichen. Vorversuche belegten, dass Hydrazide, die
Uber eine Benzoesaurefunktion an das Harz gekuppelt wurden, aufgrund ihrer
konjugierten aromatischen Struktur unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
nicht zum polymergebundenem Hydrazin reduziert werden konnten.

2 NaHS0,*SiO, ? 1) Cs,CO; 0
/@MOH MO WOH
HO MeOH abs., RT Ho 2) 50 °C, KI, DMF o
4 quant. 9 Oj Oﬁ 96
Cl
3) LiOH (5 Aq.),

THF/H,0, 1d, RT

Abb. 24: Synthese des Carbonsaure-funktionalisierten Spacers 96.

Unter diesen Voraussetzungen sind aliphatische Carbonsauren ein geeignetes
Linkersystem fur diese Synthesestrategie, da sie unter festphasengeeigneten
Reaktionsbedingungen zum Hydrazin reduziert werden konnen. Die generierten und
Uber eine Alkylkette festphasengebundenen Hydrazine ermdglichen eine Fischer-
Indolumlagerung mit simultaner Ablésung des Indols vom Trager.
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Bei der Synthese des Linkers wurde die 4-(3-Hydroxyphenyl-)propionsaure 94 mit
dem schon in Kap. 2.2 beschriebenen kieselgelmodifizierten sauren Katalysator zum
Methylester 95 umgesetzt. Durch diese Veresterung wurde gewahrleistet, dass die
anschliefende Deprotonierung der Hydroxyfunktion mit C&siumcarbonat selektiv
zum gewdlnschten Casiumsalz flhrt. Das sorgfaltig getrocknete Salz wurde in einer
Williamson-Ethersynthese an Polystyrol-Merrifieldharz gekuppelt. Nach Verseifung
des Methylesters gelangte man so zu dem gewunschten Carbonsaure-
funktionalisierten Linker 96.

0 H-Lys(Fmoc)-OMe 0.0

~
o7 i IM
OH N/Fmoc
Oﬂo Kupplungs- H

96 reagenzien O/\O 98

Abb. 25: Beladungsbestimmung des saurefunktionalisierten Harzes 96.

Ir=z

Die Beladung des Harzes wurde durch Anknupfung von einem Lysinmethylester 97,
dessen Seitenkette Fmoc-geschitzt ist, an das saurefunktionalisierte Harz bestimmt
(Abb. 25). Die freie Aminofunktion des Lysins wurde durch verschiedene
Reaktionsbedingungen als Hydrazid an das Polystyrolharz (1% DVB Quer-
vernetzung, 100-200 mesh, 1.10 mmol/g) gekuppelt.

Tab. 2: Optimierung der Hydrazidkupplung am polymeren Trager.

: : Beladung
Reaktionsbedingungen Ausbeute
[mmol/g]
CIP (3.3 Aq.), HOAt (1.5 Aq.), NMM (9 Aq.),
cipHoadie| ©IF (33 Ad) (15 Aq) BAdL] 45 14%
H-Lys(Fmoc)-OMe (3 Aq.), DCM, 2 h, RT
TFFH (4 Aq.), H-Lys(Fmoc)-OMe (3 Aq.
TEEH!20 (4 Aq.) - ys( ) (3 Aq.) 0.60 55%
DIPEA (4 Ag.), DMF, 2 h, RT
DIC/HOBt (3 Aq.), H-Lys(F -OMe (3
DIC/HOB /HOB (3 Aq.), H-Lys(Fmoc)-OMe ( 0.778 71%
Aq.), NEt; (1.5 Aq.), DCM, 1d, RT

Dabei hat sich die Verwendung einer N,N-Diisopropylcarbodiimid/1-Hydroxy-
benzotriazol (DIC/HOBt) vermittelten Kupplung als beste Methode herausgestellt
(Tab. 2). Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe in Piperidin konnte das
freigesetzte Piperidinodibenzofulven UV-spektrometrisch bestimmt werden.!'?"! Es
wurde eine Ausbeute von 62% erzielt. Die Umsetzung mit den literaturbekannten
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Hexafluorophosphatsalzen CIP  (2-Chlor-1,3-dimethyl-imidazolidinium-hexafluoro-
phosphat)!"'® und TFFH (Fluor-dipyrrolidinocarbenium-hexafluorophophat)!'?” lieferte
schlechtere Ergebnisse.

4.3.4 Indolsynthese durch Fischer-Indolumlagerung am Harz

Fur die Untersuchung der Fischer-Indolumlagerung ausgehend von einem
festphasengebundenen Hydrazin unter gleichzeitiger Abspaltung vom polymeren
Trager (Abb. 26) wurden die optimierten Peptid-Kupplungsbedingungen angewendet.
Die verschiedenen Hydrazine (A-G, siehe Abb. 27) wurden carbodiimidvermittelt an
das Saureharz angeknupft. Die Hydrazide wurden anschliefend unter stark
reduktiven Bedingungen mit 5-10 Aq. eines Boran-THF-Komplexes bei 60°C iiber
Nacht zum Hydrazin reduziert (Abb. 26).

Keton, 1

) H
_ BH4/THF (5-10 Aq. ¢ R 2
Q- N g BITHEG10AG) N~ DOEMFA7S% R
Ho LR
89

18 h, 60°C 80°C, 1-3 d N R®

100

— R1 "
= Abspaltung wahrend
HoN N/ der Reduktion
99

Abb. 26: Indolsynthese mit dem Hydrazidlinker.

Nach der Reduktion wurde die Reaktionslésung mit Methanol gequencht und das
Harz sorgfaltig gewaschen. Durch GC-MS-Analyse der isolierten Waschlésung
konnte nachgewiesen werden, dass wahrend der Reduktion teilweise eine Spaltung
des gebildeten Hydrazins auftritt und das entsprechende Anilinderivat 99 in Losung
freigesetzt wird. Trotz intensiver Optimierungsversuche mit der Variation von
Aquivalenten an Reduktionsmittel, Temperatur und Reaktionszeit konnte diese
Nebenreaktion von 89 nicht vollstandig unterdriickt werden. In einigen Fallen wurden
bis zu 45% der theoretischen Hydrazinbeladung als Anilin 99 in der Waschlésung
isoliert. Das reduzierte Harz wurde im weiteren Verlauf in Dichlorethan
[Trifluoressigsaure (1:3) suspendiert und nach Zugabe eines Ketons (1-16, siehe
Abb. 27) ein bis drei Tage bei 80°C geschuttelt. Die Reaktionszeiten variierten dabei
in Abhangigkeit von den verwendeten Bausteinen. Die Reaktionen wurden mit Hilfe
von zeitversetzten GC-MS-Messungen verfolgt, um die Produktabspaltung zu
beobachten. In Abb. 27 sind alle getesteten Hydrazinbausteine (A-G) und
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Ketonbausteine (1-16) dargestellt. Die Bausteine, die erfolgreich in der Indol-
umlagerung umgesetzt werden konnten, sind in der Abbildung eingerahmt.

Mit den polymergebundenen Hydrazinen A, D, H, | und J konnte durch Umsetzung
mit diversen Ketonen das jeweilige Indol erfolgreich synthetisiert werden. Bei den
para-lod- und para-Methoxyderivaten B und F konnten selbst bei kurzer
Umlagerungsreaktion nur Zersetzungsprodukte isoliert werden. Bei Verwendung der
Hydrazine C, E und G konnten keine Abspaltungsprodukte beobachtet werden. Eine
Indolumlagerung der polymergebundenen Hydrazine hat somit nicht stattgefunden.

A NN e omen o () Q
T H 24 3 )Kf M

F

D HZNNQF | H2N7N@CH3 : W
H H ;
J HZN*N@SOgH :
H

Abb. 27: Eingesetzte Hydrazine und Ketone fur die Fischer-Indolumlagerung am Harz.

Vermutlich konnte das gebildete polymergebundene Hydrazon bei diesen
Hydrazinbausteinen C, E und G nicht durch eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung vom
Harz abgespalten werden. Bei der Auswahl der Ketone musste beachtet werden,
dass in a-Position zur Carbonylfunktion eine CH>-Gruppe, oder wie bei beim Diacyl 3
eine CH3-Gruppe vorhanden ist. Sie ist essentiell fur den Umlagerungsmechanismus.
Die Ketonbausteine 1, 2, 3, 5, 9, 14 und 15 konnten erfolgreich unter den oben
beschriebenen Reaktionsbedingungen zum entsprechenden Indol umgesetzt
werden. Die Ketone 4, 10 und 11 waren aufgrund ihrer konjugierten Form nicht in der
Lage das gewilnschte Indol durch [3,3]-sigmatrope Umlagerung von der festen
Phase abzuspalten. Die verbleibenden Ketone waren unter den gegebenen stark
sauren Bedingungen und langen Reaktionszeiten nicht stabil. In diesen Fallen
konnten nur Zerstetzungsprodukte detektiert werden.
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Die Indolprodukte konnten mit einer Reinheit von bis zu 80% von der festen Phase
abgespalten werden. Die Ausbeuten der isolieten und chromatographisch
aufgereinigten Indole variierten in einem Bereich von 6-41%. Eine hohere Ausbeute
war aufgrund der oben beschriebenen teilweisen Zersetzung des polymer-
gebundenen Hydrazins bis zu 45% wahrend der Reduktion durch Anilinabspaltung
nicht zu erwarten.

HO,;S
\CCO g
(41%) 7% (7%)

101 102 103
m \Q\TY ,
(9%) (33%)
104 (39%) 106
(6%) (12%)
107 109
H (14%) H (7%) (24%)
110 111 112

Abb. 28: Produkte und Ausbeuten der Indolumlagerung am Harz.

Die damit verbundenen effektiven Ausbeuten von bis zu 80% flir die eigentliche
Umlagerung sind vergleichbar mit literaturbekannten Indolsynthesen in Lésung.['?
Die in Abb. 28 dargestellten Indolprodukte zeigen, dal} unterschiedlich substituierte
Hydrazine erfolgreich eingesetzt werden konnen. Auch disubstituierte Bausteine, wie
das 2,4-Difluorphenylhydrazin 104, sind fur diese Umsetzung geeignet. Die
Variationsbreite der erfolgreich eingesetzten Keton reicht von den aliphatischen
Monocarbonylverbindungen hin bis zu cyklischen 1.2 Dicarbonylverbindungen.
Hervorzuheben ist, das sowohl die Hydrazin-, als auch die Ketobausteine funktionale
Gruppen, z. B. Bromid- oder Ketogruppen tragen, die eine weitere strukturelle
Modifikation der Indole erlauben. Bei der Indolverbindung 105 konnte ein
saurekatalysierter 1-2 Acylshift der Ketogruppe am Indol beobachtet werden.!'*!
Diese nachfolgende Umlagerung generierte das Indol 108.
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Damit gelang die Entwicklung der ersten spurlosen Indolsynthese am polymeren
Trager, die als Schlusselschritt die Fischer Indolumlagerung beinhaltet. Die Synthese
ist sehr praktikabel, und sie toleriert viele funktionelle Gruppen der eingesetzten
Bausteine. Der Zugang zu den gewunschten Indolen wird in praparativ brauchbaren
Ausbeuten und in hohen Reinheiten ermoglicht.
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4.3.5 Untersuchung des Reaktionsmechanismus mit HR-MAS-NMR (High-
Resolution-Magic-Angle-Spinning-NMR)

Theoretisch sind zwei Mechanismen fur die in Kap. 4.3.2 beschriebene Synthese zur
Darstellung der oben beschriebenen Indole 88 denkbar. Wie in Abb. 29 beschrieben,
kann einerseits das polymergebundene Hydrazid 86 zum Hydrazin 89 reduziert
werden und die Indolumlagerung am Harz erfolgen. Allerdings ware es auch moglich,
dass die Reduktion des Hydrazides auf der Stufe des Hydrazons 113 stoppt und das
noch polymergebundene Hydrazon 113 bei der anschlielienden Behandlung mit TFA
und Spuren von Wasser vom Polymer abgeldst wird. AnschlieBend kann das
freigesetzte Hydrazin mit dem sich in Losung befindlichen Keton 87 zum Hydrazon
114 kondensieren und eine Indolumlagerung in Losung stattfinden. Da die Produkte
der beiden Mechanismen identisch sind, kann somit eine Aufklarung nur durch eine
Analyse der polymergebundenen Reduktionsprodukte 113 erfolgen.

(0]
H H H

NH/NCL Redukion (@)~ N OWN/N
X 113 : "X (;LX

89

Hydrazonhydrolyse
mit TFA ; o) 7

§ X
Oy, LI
N
X H
114 Indc_)lur’rllagerung
in Losung

Abb. 29: Mégliche Syntheserouten fiir die Indolsynthese.

Der Nachweis des Mechanismus der Indolumlagerung am Harz konnte mit Hilfe der
hochaufgelosten  ,Magic-Angle-Spinning“-NMR-Spektroskopie = (HR-MAS-NMR)
erbracht werden.'™ Mit dieser etablierten spektroskopischen Festkdrper-
Analysemethode kann insbesondere mit Hilfe von zweidimensionalen Puls-
experimenten wie dem HMQC eine heteronukleare Korrelation durchgefuhrt werden.
Durch die Kombination eines HR-MAS-HMQC-Experimentes und einem 'H-MAS-
NMR kénnen leicht "*C-Signale zugeordnet werden. Um die VerlaRlichkeit dieser
Analysenmethode zu untersuchen, wurde zunachst der festphasengebundene
Methylester 115 untersucht (Abb. 30).
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0 1) LiOH, THF/Dioxan

2 3 ~ 2 A I H 7' g
L 7Y E89 2)DICHOB (3 Ad), ¥ wm \@\
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NEt, (3 Aq.), DCM abs., RT, 1 d

BH5*THF (10 Aq.)
18 h, 60°C

W o6 H o
o 2 NN 8"
Oﬂo 89 Br

Abb. 30: Reaktionsschema fiir die via HR-MAS-NMR charakterisierten Harze.

Der Ester hat gegenlber der polymergebundenen freien Saure 96 (Abb. 25) den
Vorteil, dass er in deuteriertem Dichlormethan, welches als Losungsmittel fur die
NMR-Spektroskopie benutzt wurde, eine deutlich hdhere Loslichkeit aufweist.
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Abb. 31: Vergleich der "H-NMR-Spektren des gelésten Methylesters 95 mit dem polymer-
gebundenen 115.
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Durch einen Vergleich der MAS-NMR-Messungen des polymergebundenen 4-
Hydroxyphenylpropionsauremethylesters 115 (Abb. 31) mit einer Standard 'H-NMR-
Messung des geldsten Methylesters 95 wird verdeutlicht, dass die chemischen
Verschiebungen der beiden Messungen nahezu Ubereinstimmen. In Abb. 32 ist ein
HMQC-Experiment (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) dargestellt. Durch
Projektion der 'H/'*C-korrelierten Signale auf die y-Achse konnten die
entsprechenden '*C-Signale ermittelt werden.
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Abb. 32: HMQC-Experiment des polymergebundenen Methylesters 115 .

Tab. 3: Vergleich der gemessenen und berechneten chemischen Verschiebungen des
Methylesters 115.

H 1 13 13
Ester 115 [ppm] H [ppm] C [ppm] | ~C [ppm]
gemessen berechnet | gemessen | berechnet
1 4.9 5.2 71 78
6.8 6.7 115 114
2/3
71 7.0 129 129
29 29 31 31
2.6 2.6 37 35
3.6 3.7 52 50
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Die gemessenen chemischen Verschiebungen stimmten sehr gut mit denen, mit Hilfe
der Inkrementenmethode von ChemDraw berechneten Werten (Tab. 3), Uberein.
Damit wird sichergestellt, dass eine Zuordnung der durch HR-MAS-NMR-Messung
gewonnenen Daten mit Hilfe von literaturbekannten Daten moglich ist. Wie in Abb. 30
dargestellt, wurde zunachst der Ester verseift und Bromphenylhydrazin Uber die freie

Saure als Hydrazid an das Polymer angeknupft.
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Abb. 34: HMQC-Korrelation des Hydrazids 86.




4 Spezieller Teil

Das Hydrazidharz 86 wurde ebenfalls mit MAS-NMR-Spektroskopie untersucht (Abb.
33). Trotz intensiven Waschens mit DMF, DMF/Wasser oder DCM/Methanol konnte
die Verunreinigung durch Harnstoffrickstande detektiert werden, die sich wahrend
der carbodiimidvermittelten Kupplung im Harz eingeschlossen hatte und nicht
vollstandig entfernt werden konnten. Die Signale dieser Verunreinigungen tberlagern
aber nicht die charakteristischen Peaks der Linkergruppen, und in der HMQC-
Korrelation wurde keine Beeintrachtigung der Messung beobachtet. In der Abb. 33
wird das "H-MAS-NMR-Spektrum des polymergebundenen Hydrazids 86 dargestellt.
Die charakteristischen Linker-Methylengruppen 4’ bei 3.0 ppm und 5 bei 2.6 ppm
sind deutlich zu erkennen, und aus dem HMQC-Experiment, dargestellt in Abb. 34,
kénnen eindeutig die "*C-Verschiebungen durch Projektion auf die x-Achse bestimmt
werden. Diese Werte (Tab. 4) dienten im weiteren Verlauf der NMR-Messung als
Referenz, um die Umsetzung wahrend der Reduktion beobachten und quantifizieren
zu konnen.

Tab. 4: Vergleich der gemessenen und berechneten chemischen Verschiebungen des
Hydrazids 86.

Hydrazid | “H[ppm] | *H[ppm] | “C[ppm] | ~°C [ppm]
86 gemessen berechnet | gemessen | berechnet
1 5.1 5.2 67 78
4 3.0 2.8 31 32
5 2.6 25 37 38

Die Reduktion des polymergebundenen Hydrazids 86 wurde mit 10 Aq. einer
1-molaren BHs-Lésung (in THF) durchgefilhrt (Abb. 30). Das 'H-MAS-NMR-
Spektrum des reduzierten Harzes 89 ist in Abb. 35 dargestellt. Durch einen Vergleich
mit dem Edukt 'H-MAS-NMR-Spektrum, Abb. 33 wird deutlich, dass nach der
Umsetzung ein neues Signal bei 2.9 ppm fur die generierte Methylengruppe 6”
gemessen wurde. Ebenfalls zeigen die Verschiebungen der Signale fur die zwei
Methylengruppen 5” bei 1.9 ppm und 4” bei 2.8 ppm deutlich, dass die Reduktion
des Hydrazids stattgefunden hat. Die mit Hilfe der MAS-NMR-Messung gewonnenen
Daten fur das reduzierte Produkt 89 stimmen mit den theoretisch berechneten
Werten Uberein (vgl. Tab. 5). Im Spektrum der Abb. 35 sieht man noch kleine Signale
des nichtreduzierten Eduktes, daraus kann geschlossen werden, dass das Hydrazid
nicht quantitativ umgesetzt wurde. Eine Aussage, welches Reduktionsprodukt sich
gebildet hat, kann das "H-MAS-NMR alleine nicht liefern. Jedoch kann mit Hilfe der
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3C/'H-Korrelation, dargestellt in Abb. 36 eindeutig nachgewiesen werden, dass es
sich bei dem Reduktionsprodukt um das polymergebundene Hydrazin 89 handelt.
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Abb. 36: HMQC-Korrelation des Hydrazins 89
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Aus den gemessenen Werten, aufgelistet in der Tab. 5, kann man durch Vergleich
der ®C-Werte eindeutig bestimmen, dass das polymergebundene Hydrazin als
Reduktionsprodukt vorliegt. Am deutlichsten wird dies durch die chemische
Verschiebung der Methylengruppe 6” demonstriert. Das gemessene '>C-Signal liegt
bei 51 ppm und stimmt damit exakt mit dem theoretisch berechneten Hydrazidwert
Uberein. Das fur den Kohlenstoff 6” entsprechende Hydrazon-Signal lage bei 155
ppm und ist in dem gemessenen Spektrum, dargestellt in Abb. 36, nicht
nachzuweisen. Somit bestatigen die vorliegenden Messungen, dass der
Reaktionsmechanismus der in Kapitel 4.3.2 aufgezeigte Mechanismus fir die
Fischer-Indolumlagerung am Harz plausibel ist.

Tab. 5: Vergleich der gemessenen mit den fiir die beiden moglichen Reduktionsprodukten
berechneten chemischen Verschiebungen.

'H /3¢ [ppm]

Hydrazon 89
'H/BC [ppm]

Hydrazon 113

'H /3¢ [ppm]

gemessen berechnet berechnet
4" 2.8/33 2.6/33 2.6 /32
5" 1.9/32 1.9/32 1.7 /22
6" 2.9/51 2.7151 7.5/155

Fir diese Untersuchungen wurden ein hochbeladenes Polystyrol-Harz (4.38 mmol/g
Beladung, 1% DVB Quervernetzung, 200-400 mesh Korngrésse) und das ParaMax
Polystyrol-Harz (1.10 mmol/g Beladung, 1% DVB Quervernetzung, 100-200 mesh
Korngrosse) untersucht. Das ParaMax-Harz zeichnet sich durch sein gutes
Quellverhalten aus, mogliche Verunreinigungen kdnnen leichter aus den Poren durch
Waschen entfernt werden.

Der Vorteil des hochbeladenen Harzes liegt darin, dass pro Milligramm Polymer mehr
Substanz gebunden ist und daraus folgt eine hohe Signalintensitat des gebundenen
Molekuls gegentber dem Polymer (Abb. 31). Die hohe Beladung des Harzes mit
dem esterfunktionalisierten Linker fUhrt z. B. zu intensiven Peaks der Methylen-
gruppen. Das Signal des polymeren Ruckgrates ist im Vergleich dazu von deutlich
geringerer Intensitat als bei niedriger beladenen Harzen. Aus der Abb. 31 wird jedoch
auch deutlich, mit welchen Nachteilen bei der Verwendung dieses hochbeladenen

47




4 Spezieller Teil

Harz gerechnet werden muss. Trotz sorgfaltiger Reinigung und Trocknung des
modifizierten Polymers im Hochvakuum zeigt das MAS-NMR des hochbeladenen
Harzes deutliche Losungsmittel- und Wassersignale. Dieser Trager konnte fur eine
weitere Synthese mit einer carbodiimidvermittelten Kupplung nicht verwendet
werden, da die Harnstoffriickstande nicht aus den engen Poren des Harzes entfernt
werden konnten und die MAS-Messung massiv storten. Aus der Abb. 33 wird
ersichtlich, dass selbst bei dem Paramax-Harz diese Harnstoffrickstande noch
detektiert werden konnen, allerdings uUberlagern diese nicht die entscheidenden
Protonensignale des Linkers.

Fir die Durchfuhrung der MAS-Experimente wurde eine Optimierung der
Waschschritte zwischen den Syntheseschritten vorgenommen, um eine maglichst
Lésungsmittel- und rickstandsfreie NMR-Analyse zu gewahrleisten. Dies wurde
durch intensives mehrmaliges Waschen mit polaren Losungsmitteln wie DMF, einem
Dichlormethan-Methanol-Gemisch (1:1) oder einem THF-Wasser-Gemisch (4:1)
erreicht. AbschlielRend wurde das Harz wiederholt in absolutiertem DCM gequollen
und ein bis zwei Tage im Hochvakuum getrocknet.

Mit Hilfe der MAS-NMR-Spektroskopie konnten wichtige Hinweise gesammelt
werden, die einen Beitrag zur Aufklarung des Mechanismus der Indolumlagerung am
polymeren Trager leisten. Diese Analysenmethode hat sich hier als sehr wertvoll fur
die Strukturaufklarung von polymergebundenen Molekulen erwiesen. Sie konnte
sowohl zur Optimierung von Reaktionsbedingungen genutzt werden, als auch zur
Aufklarung von Reaktionsmechanismen beitragen.
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4.4 Festphasenunterstitzte Indolsynthese
4.4.1 Einleitung

Indole sind haufig Bausteine in synthetischen Wirkstoffen und zeigen dort ein
bemerkenswert breites Wirkungsspektrum, wie es zum Beispiel Indomethacin 4
OH demonstriert.? Indomethacin 4 gehort zur Gruppe der ,non-
//§ steroidal antiinflammatory drugs® (NSAIDs). Diese Wirkstoffe
/O\©f\>/0 finden, wie bereits in Kap. 2.1.2 beschrieben, breite
N Anwendung in der medikamentésen Behandlung von Schmerz,
o Arthritis,""®!  kardiovaskuldren Erkrankungen!™'® und neuer-
dings in der Praventon von Darmkrebs!'®'! und der
Cl alzheimerschen  Krankheit.!"®'®  Trotz ihrer potenziellen
Indomethacin 4 gastrointestinalen und renalen Toxizitat gehdren sie zu den am
haufigsten eingesetzten therapeutischen Verbindungsklassen. Daher stellt diese
pharmakologisch sehr relevante Strukturklasse einen interessanten Startpunkt fur die
Synthese einer Substanzbibliothek dar. Die in Kap. 4.3 beschriebene
Indolumlagerung an fester Phase war fur die Synthese von N-acylierten Indolen nicht
geeignet, da die Acylierung des Linkersystems mit den Abspaltungsbedingungen
nicht kompatibel ist. Deshalb wurde eine neue, hocheffiziente dreistufige
kombinatorische Synthese entworfen, die mit einer festphasenunterstitzen ,capture
and release“ Technik die Darstellung einer Bibliothek von N-acylierten Indolen
ermaglicht.

4.4.2 Konzept der festphasenunterstitzten Indolsynthese

Im ersten Schritt (Abb. 37) sollen verschiedene Hydrazine 117 zunachst als
Hydrazon 118 an ein Aldehydharz 116 angebunden werden. Diese Umsetzung zum
polymergebundenem Hydrazon 118 dient im nachfolgenden Acylierungsschritt mit
aromatischen Saurechloriden 119 als Schutzgruppe. Damit wird eine selektive
Acylierung des phenylischen Stickstoffs 120 ermdglicht. Unter den sauren
Bedingungen der Fischer-Indolumlagerung tritt eine durch Spuren von Wasser
initiierte, saurekatalysierte Hydrolyse des acylierten Hydrazons ein. Das Hydrazin
121 wird durch diesen Vorgang vom Polymer abgespalten. Die anschliefende
erneute Gleichgewichtsreaktion mit dem sich in der Reaktionslésung befindlichen
Keton 87 fuhrt zum geldsten Hydrazon, welches unter den stark sauren Bedingungen
in einer [3,3]-sigmatropen Umlagerung in hohen bis sehr hohen Ausbeuten zu dem
Indol 122 reagiert. Durch die in Losung erfolgte Indolumlagerung wird die mogliche
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Ruckreaktion des geldsten Hydrazins mit dem polymergebundenen Aldehyd 116
verhindert.

. =R’ Kondensati s R
O”O ' HZNH@ ondensation @N H@
117

116 118

: O
Selektive 7\
Acylierung CI}—C}R2

119

PN 87 Q NN
| O

“ 122 TFA/ DCE, H,0 N
‘ O S
2/ ~. .R? 120

7/R1
HaN-N=
O:O . A ~~" TFA/DCE,
o , H,OSpuren
TFA / DCE R® 121

R

Abb. 37: Konzept der festphasenunterstltzten Indolsynthese.

Der modulare Aufbau des Indols 122 ermdglicht bei systematischer Variation der in
einer Vielzahl kommerziell erhaltlichen Bausteine die Darstellung verschiedenster
Indole. Durch die Verwendung des Aldehyd-Harzes 116 als temporare Schutzgruppe
und gleichzeitiger Anknupfung des Hydrazins an den polymeren Trager wird nicht nur
die selektive Acylierung gewahrleistet, durch die gute Handhabung des
polymergebundenen Hydrazons wird auch die in Losung aufwendige Aufreinigung
des acylierten Hydrazons erheblich beschleunigt und vereinfacht.
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4.4.3 Optimierung der festphasenunterstutzten Indolsynthese

Mit Hilfe der festphasenunterstizten Indolsynthese soll eine Indolbibliothek
dargestellt werden. Zur Durchfuhrung der Bibliotheksynthese muissen die
Reaktionsbedingungen moglichst genau auf die Anforderungen der verwendeten
Bausteine angepasst werden. Die Optimierungen der Hydrazonbildung wurde flr das
kommerziell erhaltliche aldehydfunktionalisierte Polystyrolharz 116 und p-Brom-
phenylhydrazin 123 durchgeflhrt. Es wurden verschiedene Kupplungsbedingungen
getestet.

DCE/TFA (1:1)

70°C,12h B
0w a
o< )

87

116 123 124 H 106

Abb. 38: Optimierung der Bildung des polymergebundenen Hydrazons 124.

Die Reaktionsausbeute wurde indirekt bestimmt (Abb. 38), indem das gekuppelte
Hydrazon 124 im anschlieRenden Reaktionsschritt durch Behandlung mit TFA und
Spuren von Wasser vom Harz abgespalten und das abgespaltene Hydrazin in
Lésung mit Cyclohexanon zum Indol 106 umgesetzt wird.

Tab. 6: Getestete Reaktionsbedingungen flr die Hydrazonkondensation.

Lsm Hydrazin NEt; Temp. |Rohprod. H,PLC,_ a
Reinheit
1 Toluol 3 Aq. 6 Aq. Rt. 59% 65%
2 DCM 3 Aq. 6 Aq. Rt. 47% >90%
3 THF 3 Aq. 6 Aq. Rt. 48% 85%
4 DCM 10 Aq. 10 Ag. Rt. 47% >90%
5 DCM 1.5 Aq. 1.5 Aq. Rt. 34% >90%
6 DCM 10 Aq. 10 Aq. 40°C 65% >90%
7 DCE 5 Aq. 5 Aq. 60°C 63% >95%

@ Die HPLC-Reinheit wurde bei einer Wellenlange von 215 nm bestimmt
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Mittels HPLC-Analyse des Indolproduktes konnte die Reinheit der Hydrazonkupplung
mit bestimmt werden. Wie aus Tab. 6 ersichtlich ist, konnte die beste Ausbeute flr
die Kupplung des p-Bromphenylhydrazins 123 in Dichlorethan mit 5 Aq. Hydrazin, 5
Aq. NEt3 und bei 60°C Uber Nacht erzielt werden (Eintrag 7). Diese Bedingungen
wurden in der Bibliotheksynthese standardmaRig angewendet.

Der zweite Syntheseschritt, die Acylierung des Hydrazons, wurde in Losung optimiert
(Abb. 39). Daflr wurde das Hydrazon 125, welches durch Reaktion von Benzaldehyd
mit p-Bromphenylhydrazin entsteht, in Losung unter verschiedenen Bedingungen
acyliert. Bei der Optimierung wurden die Menge an verschiedenen Saurechloriden
und die Temperaturen variiert. Das gebildete acylierte Hydrazon 127 wurde mit Hilfe
von GC-MS und HPLC-MS quantifiziert.

e+ D e
- —Dr - —Dr
@A H \ /7 Cl Pyridin abs. @A A ; /
12 h O 'R
125 126 127

Abb. 39: Optimierung der Hydrazonacylierung.

Tab. 7: Auswahl der getesteten Sdurechloride fur die Optimierung der Acylierung.

Hydrazin | Temp. Umsatz (HPLC)?

0
B .
o W 5 Aq. 60°C 90%

0]
>—< }O .
Cl \ 8 Ag. <60°C | <50%, Zersetzung bei 100°C

IV
0
o {)~CHs 5 Aq. 60°C 75%
Vil
O —
c NY 8 Aq. 100°C 60%
VIl

® Die HPLC-Reinheit wurde bei einer Wellenlange von 215 nm bestimmt.

In Tab. 7 sind die vier verschiedenen Saurechloride dargestellt, die mit dem
Hydrazon 125 umgesetzt wurden. Die besten Ausbeuten konnten mit den halogen-
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substituierten Benzoylchloriden, wie dem p-Bromderivat lll, erzielt werden. Unter
Verwendung des elektronenreichen 4-Methoxybenzoylchlorids IV (Tab. 7) konnte
trotz intensiver Optimierung nur ein Ausbeute von max. 50% erzielt werden, da sich
das Produkt bei der fur die Acylierung notwendigen Temperatur zersetzte. Generell
zeigte sich, dass bei der Umsetzung mit 5 Aq. Saurechlorid in Pyridin bei 60°C-
100°C Uber Nacht mindestens 60% Umsatz beobachtet werden konnte. Daher
wurden diese Reaktionsbedingungen in der folgenden Bibliotheksynthese als
Standardbedingungen eingesetzt.

Auch die Indolumlagerung wurde mit Hilfe von Testreaktionen in Losung optimiert.
Hierflr wurde das temporar geschutzte, N-acylierte p-Methoxyphenylhydrazon 128
mit verschiedenen Ketonen (Abb. 41) in einer Fischer-Indolumlagerung umgesetzt.
Bei dieser Optimierung wurden die Temperatur und das Trifluoressigsaure
/Dichlorethan (1:1) Losungsmittelgemisch konstant gehalten und die Ketone variiert.
Alle in Abb. 40 aufgefuhrten Ketone wurden mit der Testverbindung 128 in Losung
umgesetzt. Den Verlauf der Reaktion und die gebildeten Indolprodukte 129 konnten
mittels HPLC-MS oder GC-MS verfolgt werden. Dieses Testsystem modelliert die
Vorgange am polymeren Trager und erlaubt, durch seine Reaktionsfuhrung in
Losung, die genaue Beobachtung der Reaktionsablaufe durch standardmassige
analytische Methoden.

R 1
L

Keton 1
TFA/DCE (1:1) 2
Ob 20°C N R
128 129 Og\@
cl
Cl

Abb. 40: Optimierung der Indolumlagerung in Lésung.

Bei Trifluoressigsaure/Dichlorethan (1:1) und 70°C konnte beobachtet werden, dass
die vollstandige Hydrolyse des Hydrazons 128 sehr schnell eintrat. Somit kann die
spatere Ablosung vom polymeren Trager quantitativ vollzogen werden. In der Abb.
41 sind alle gesteteten Carbonylverbindungen aufgefuhrt. Bei Verwendung der
Ketone auf der linken Seite der Abbildung konnte die gewtinschte Hydrazonbildung
beobachtet werden und die nachfolgende Indolumlagerung zum gewilnschten
N-acylierten Indol 129 geschah in Losung sehr rasch innerhalb von 45 Minuten bis 3
Stunden.
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Abb. 41: Schematische Darstellung aller untersuchten Ketone.

Bei den Carbonylverbindungen auf der rechten Seite der Abb. 41 konnte nach der
oben beschriebenen Reaktionsdurchfihrung kein Indolprodukt isoliert werden.
Einige Ketone 10, 11, 13 und 16 zersetzten sich unter den stark sauren
Bedingungen und bei der hohen Reaktionstemperatur. Beim Einsatz der Ketone 4
und 22 konnte lediglich eine Hydrazonbildung ohne anschliefiende Indolumlagerung
beobachtet werden.

Eine Optimierung der Indolumlagerung wurde auch an der festen Phase durchgefihrt
(Abb. 42). Mit Hilfe des Testsystems 130 wurde fur die verschiedenen Ketone, die in
Abb. 41 auf der linken Seite aufgefuhrt sind, eine individuell optimierte
Reaktionsdauer ermittelt. Ab dem in Tab. 8 angegebenem Zeitpunkt tritt eine
Zersetzung des gebildeten Indols ein und die Ausbeute verringert sich.

- Keton R

O M) o LI
O 11 N R

70°C ﬁo
130 Cl cl 131

Abb. 42: Optimierung der Indolumlagerung mit einem polymergebundenem Hydrazon 130.
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Tab. 8: Ermittlung der optimalen Reaktionsdauer fur die Indolumlagerung.

Produkt| Zeit |Ausbeute®

1 I-I-1 | 30 min 90%
2 I-1-5 15 min 40%
3 I-I-7 | 30 min 77%
4 I-1-8 15 min 48%
5 I-1-17 | 30 min -

6 [-1-18 | 30 min 46%
7 I-1-20 | 30 min 65%
8 [-1-21 | 15 min 60%
9 I-1-24 | 30 min 51%
10 [-1-25 | 15 min 70%
11 I-1-27 | 15 min 42%

®Die ermittelte Ausbeute bezieht sich auf das mit praparativer HPLC aufgereinigte Produkt.

Die Ausbeuten fiir diese Bausteinkombination I-1-(1-27) sind mit 42 - 90% sehr hoch.
Da jedoch die Umlagerungsgeschwindigkeit zum Indol sehr von den elektronischen
Eigenschaften der einzelnen Hydrazin- und Acylbausteinen abhangt, wurden im
Verlauf der Bibliotheksynthese die optimale Reaktionszeit fur die jeweiligen Baustein-
kombinationen (A-L)-(I-XIl) 132 mit Cyclooctanon 9 bestimmit.

s
\N*N 7/ (A-L)~
o .\ NAL)  TFADCE ©\—N/©
O~ (I-XI1) 1-1 b
132 70°C (I-Xny "0 133

Abb. 43: Optimierung der Indolumlagerung fiir verschiedene Hydrazin- und Acylbaustein-
kombinationen.

Aus den Reaktionslésungen wurden zeitabhangig Proben entnommen und per GC-
MS und LC-MS analysiert. Die Reaktion wurde anschlie®end gestoppt und das
Produkt isoliert. Die Ausbeute fir das isolierte Produkt und die optimale
Reaktionsdauer ist in Tab. 9 aufgefihrt. Die p-Methoxyphenylhydrazinbaustein-
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kombinationen (F) zeigten unter den beschriebenen Umlagerungsbedingungen eine
starke Tendenz zur Zersetzung. Die Reaktionen mussten bereits nach 15-30 Minuten
abgebrochen werden, um einen grof3en Ausbeuteverlust zu verhindern.

Tab. 9: Ermittlung der optimalen Reaktionsdauer fiir verschiedene Bausteinkombinationen.

Produkt | Zeit |Ausbeute®
1 F-111-9 30 min 19%
2 F-VI-9 30 min 7%
3 F-VIII-9 1-2h 59%
4 F-X-9 15 min 14%
5 F-X11-9 | 15 min 4%
6 J-X-9 1-2 h 51%
7 H-1-9 1h 47%
8 I-1-9 30 min 44%
9 J-1-9 1h 44%
10 J-1X-9 45 min 39%
11 L-1-9 1h 21%

®Die ermittelte Ausbeute bezieht sich auf das mit praparativer HPLC aufgereinigte Produkt.

Mit diesen optimierten Bedingungen wurde eine Bibliothek von 197 Analoga
synthetisiert. Die Darstellung von Indomethacin (Eintrag 1) und einigen Analoga sind
in Abb. 44 beschrieben. Als erster Baustein wurde das p-Methoxyphenylhydrazin 134
durch Kondensation an Aldehyd-Harz 116 gebunden. Die verschiedenen
Saurechloride 136 (I-X) wurden in trockenem Pyridin und unter inerten Bedingungen
mit dem polymergebundenem Hydrazon 135 Uber Nacht umgesetzt. Hierbei war es
besonders wichtig, die acylierten Hydrazonharze 137 sehr sorgfaltig durch mehr-
maliges Waschen mit einem DMF-Wassergemisch aufzureinigen, um eine
vollstandige Entfernung der Reaktionsrickstande im Polymer sicherzustellen. Als
letzter Baustein wird das Keton 17, die Lavulinsaure, mit dem acylierten
Hydrazonharz 137 in einem 1:1 Gemisch Triflouressigsaure/Dichlorethan bei 70°C
umgesetzt.

56




4 Spezieller Teil

Hydrazin (5 Aq.)
NEt; abs. (6 Aq.)

Q o+ H2N”@o\ OA\NHOO\
6

DCE abs., 12 h,
11 134 60°C 135
O
CI>>RI_X
136 (5Aq.)
Pyridin abs.,
o) 60 - 100°C, 12 h
A TFA/DCE 1:1 0" R, «
138 o7 R, « 70°C, 1-2h X137
ROH quench.

Abb. 44: Ausschnitt aus der Synthese der Indomethacin-Bibliothek.

Tab. 10: Ausbeuten flr die in Abb. 44 dargestellten Indolprodukte. Die Strukturen der
Saurechloride sind in Abb. 45 abgebildet.

Saurechlorid 136 | I Il Vi Vi VIl IX X

Indolprodukt® 138 | 63% | 35% | 57% | 42% | 24% | 37% | 58% | 58%

?Die ermittelte Ausbeute bezieht sich auf das mit praparativer HPLC aufgereinigte Produkt.

Bei der Umlagerung variierte die Reaktionszeit von 1 Stunde bei dem reaktiven p-
Toluoylchlorid  VII und bis zu 2 Stunden bei dem weniger reaktiven
Nicotinsaurechlorid VIIl. Das Reaktionsgemisch wird dann durch Zugabe von
Methanol verdunnt, anschlielend wird die Losung abgesaugt. Das Rohprodukt wird
durch Abdestillieren der flichtigen Bestandteile isoliert. Indomethacin konnte mit
dieser dreistufigen Synthese in 63% Ausbeute synthetisiert werden.

Bei diesen sauren Reaktionsbedingungen konnte unter der oben beschriebenen
Zugabe von Methanol und bei der Verwendung aliphatischer Keto-Carbonsaure
(Bausteine 17, 18, 24; Abb. 45) eine partielle Veresterung beobachtet werden. Fir
das dargestellte Beispiel in Abb. 44 bedeutete dies, dass zusatzlich zu den
dargestellten Indolverbindungen auch noch die entsprechenden Methylester in
Ausbeuten von 11-23% isoliert werden konnten. Es wurde weiter festgestellt, dass
bei Ethanol- und Isopropanol-Zugabe jeweils die entsprechenden Ester gebildet
werden. Das Produktgemisch aus freier Saure und Ester lie3 sich durch Aufreinigung
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mit praparativer HPLC sehr leicht trennen. Diese Veresterung ermoglichte den
einfachen Zugang zu weiteren Indomethacin-Analoga ohne zusatzlichen Synthese-
aufwand. In Abb. 45 sind alle verwendeten Bausteine schematisch dargestellt, die
bei der Bibliotheksynthese verwendet wurden. Die Verbindungen sind alle
kommerziell erhaltlich. Fur die Durchfihrung einer moéglichen SAR (Structure-Activity-
Relationship)-Studie wurde bei der Auswahl der geeigneten Bausteine darauf
geachtet, dass die Substituenten grofde unterschiedliche elektronische, sterische,
hydrophile und wasserstoffbrickenbildende Eigenschaften besitzen. Die Hydrazin-
Bausteine (A-L) der Bibliothek bestehen aus einer aromatischen Indoleinheit, die
Substituenten in Position 5 und 7 tragt und einer N-Benzoyl-Einheit (I-XII), die
verschiedene para-Substituenten tragt, deren Bandbreite von der sterisch
anspruchsvollen und unpolaren Biphenyleinheit VI bis hin zum basischen
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Abb. 45: Schematische Darstellung der Bibliotheksverbindungen.
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Die strukturellen Unterschiede der Ketone (1-27), verdeutlichen ebenfalls die gute
Zuganglichkeit der Indolderivate. Die Diversitat der eingesetzten Ketone reicht von
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der in Indomethacin vorkommenden Lavulinsaure 17, als hydrophile freie Saure bis
hin zum sehr hydrophoben 2-Tridecanon 20. Eine Ubersicht der erzielten Ausbeuten
der Bibliotheksynthese ist in Tab. 11 aufgefihrt. Die in der Tabelle aufgefuhrten N-
acylierten Hydrazin-Bausteine (A-L)-(I-XII) sind mit verschiedenen Ketonen (1-27)
umgesetzt worden. Der Ubersichtlichkeit halber wurden die Ausbeuten fir
verschiedene Ketone geblndelt und als Ausbeutespanne in der Tabelle dargestellt.
Eine komplette Ubersicht ist in Kap. 6.5.1 aufgezeigt. Mit der beschriebenen drei-
stufigen Synthesemethode konnten hohe bis exzellente Ausbeuten fir die
synthetisierten N-substituierten Indole erzielt werden. Die elektronischen und
sterischen Effekte der jeweiligen Bausteine beeinflussten stark die Hohe der
Ausbeute. Fur den elektronisch aktivierenden p-Methylphenylhydrazin-Baustein |
konnten sehr hohe Ausbeuten erzielt werden. Im Gegensatz dazu verringerte sich
die Ausbeute erwartungsgemal flr die elektronisch desaktivierende Trifluor-
methangruppe in H.

Tab. 11: Ausbeuten der Bibliotheksynthese

Ausbeute?® Ausbeute?®
A-l 45-100% F-X11 20-47%
A-VII 9-26% H-I 47%
A-1X 62-100% [-1 40-90%
D-I 21-60% J- 4-58%
F-I 19-45% J-VI 4-52%
F-lI 16-63% J-VII 15-20%
F-1l1 32-81% J-IX 7-55%
F-Vi 15-81% J-X 11-66%
F-VilI 17-49% J-XIll 10-29%
F-1X 9-99% K-l 4-26%
F-X 21-46% L-I 11-29%

 Die Ausbeutespanne ist auf die Umsetzung der aufgefiihrten acylierten Hydrazine (A-L)-(I-
XIl) mit mehreren Ketonen (1-27) zurtickzufiihren und die ermittelte Ausbeute bezieht sich
auf das mit praparativer HPLC aufgereinigte Produkt.
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Besonders die durch Resonanzeffekt stark aktivierende Methoxygruppe in F flhrte
zu hervorragenden Ausbeuten in der Indolsynthese. Die hohe Effizienz der Synthese
wurde aber vor allem durch die Verwendung der Sulfonsaure-, Carbonsaure- und
Nitrophenylhydrazin-Bausteine J, K und L verdeutlicht. Selbst mit diesen stark
desaktivierenden Gruppen kann eine Indolsynthese unter den oben beschriebenen
Bedingungen erfolgreich durchgeflhrt werden. Somit sind sowohl elektronenreiche
und elektronenarme Heteroaromaten mit dieser Synthesemethode zuganglich
gemacht worden. Die Ausbeuten der entsprechenden Indole sind gerade in Bezug
auf das fur eine Umlagerung ungulnstige Substitutionsmuster sehr zufriedenstellend.
Mit dieser effizienten, neuen festphasenunterstitzten Strategie wurde eine Bibliothek
von 197 Indomethacin-Analoga hergestellt.
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4.5 Biologische Evaluierung der Indolderivate
4.5.1 Rezeptor-Tyrosin-Kinase Inhibitoren

Die in Kap. 4.4 beschriebene ,capture and release“-Festphasensynthese ermoglichte
den Zugang zu einer Bibliothek von 197 Indol-Verbindungen, die als mdgliche
Inhibitoren von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen getestet wurden. Die zu testenden
Kinasen wurden aufgrund der Diversitat ihrer biologischen Aktivitat ausgewanhlt.
Einige Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind in dem Prozess der Angiogenese involviert.
Besonders hervorzuheben sind hier die VEGF-1-3-Rezeptoren und der Tie-2-
Rezeptor.[35'36] Diese = Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind mit  tumorbedingter
Angiogenese in Verbindung gebracht worden. Die Antagonisierung von Tie-2,
VEGFR-2 oder VEGF-D, einem Liganden von VEGFR-3, inhibiert das
Tumorwachstum und die Metastasierung in vivo.P**" Zusatzlich zu den
angiogenesebeeinflussenden Kinasen VEGFR-2 (KDR, flk-1), VEGFR-3 (flt-4), Tie-2
wurden auf Grund ihrer strukturellen Ahnlichkeit noch Her2/Neu, EGFR (ErbB-1),
ErbB-2 und IGF1R ausgewahlt. Das Her-2/Neu-Protoonkogen gehdért zur Familie der
EGF-Rezeptortyrosinkinasen. Es ist in 30% aller primaren Brust-, Eierstock- und
Magentumore Uberexprimiert.'?® Der EGF-Rezeptor (EGF: epidermal growth factor;
ErbB-1), der eng mit Her-2/Neu verwandt ist, ist in die menschliche Tumorgenese, z.
B. von Glioblastoma und einer grossen Zahl weiterer Tumorerkrankungen
epithelialen Ursprungs einschlieRlich Brust- und Speiserdhrentumore, involviert.!'??!
Die Wirkung des IGF-1-Rezeptors auf mitotische Prozesse, Transformationen und
Uberleben der Zelle sowie Insulin-dhnliche Wirkung wird durch Bindung der Liganden
IGF-1 und IGF-2 ausgeubt. Dieser Rezeptor beeinflusst die postnatale Entwicklung,
und ein Zusammenhang zwischen seiner Aktivitat und bdsartigen Erkrankungen wie
Brustkrebs wurde bereits nachgewiesen.['*”! Der durch das IGFR1/IGF1R-System
induzierte antiapoptotische Effekt korreliert mit der Induktion von Chemoresistenz in
verschiedenen Tumoren.!'#®!

Circa 100 Verbindungen (Eintrag 1-104, Tab. 16, Kap. 6.5.1) der Indol-Bibliothek
wurden bisher untersucht. Fir Indomethacin selbst konnte bei den durchgefihrten
Tests in dem Konzentrationsbereich bis 100 uyM keine anti-angiogene Wirkung
nachgewiesen werden. Dagegen zeigten drei der getesten Indolverbindungen eine
inhibierende Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich. Dabei wurde ermittelt, dass
die Verbindungen J-I-8 und J-I-20 (Eintrag 1 und 3) nicht nur Tie-2 mit einem ICso-
Wert von 3-4 uM inhibieren, sondern ahnliche Aktivitaten auch bei anderen Kinasen
auftraten.
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Tab. 12: Inhibierung verschiedener Rezeptortyrosinkinasen durch Indomethacin-Analoga.

I Ma,b
Hor Cso [UM]
Verbindung EGFR 2/Neu IGF1.R FGFR1 VEGFR2 VEGFR3 Tie2

s
Q*

H03$

HO3S

8+14 17+58 9+35 6+22 21+88 n.b. 3+1.8

16+12 26+3.8 1749 n.b. 20+88 17+ 6.2 927

ik

/@/g 14+65 11+£13 15+36 712 9x114 ©6+46 4+15

3 . J-1-20

8Zur Aktivitatsbestimmung der Inhibitoren wurde die durch die Kinasen katalysierte Phosphorylierung
von Poly(Glu-Tyr) bei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen bestimmt. Die Kinasen wurden als
Fusionsproteine der Glutathion-S-Transferase und der jeweiligen Kinasedomane verwendet. Der
Anteil an phosphoryliertem Substrat wurde mit Antiphosphotyrosin-ELISA bestimmt. Hierzu wurde ein
an Meerretichperoxidase (POD) konjugierter Antiphosphotyrosin-Antikdrper verwendet. Nach Addition
eines Chemolumineszenssubstrats fir POD wurden die gebundenen Antikdrper anhand der
Lichtemission bestimmt.

®Im Anhang sind die Messwerte mit Fehlerabweichungen fir die einzelnen Kinasen aufgefuhrt. Die
Messungen wurden vierfach druchgefihrt.

Die Funktionalisierung des Indolgertsts mit einer Sulfonsaure-Gruppe spielt hierbei
fur die Aktivitat eine entscheidende Rolle. Die Selektivitat der Verbindungsklasse
kann durch die Hydrophobie und GroRe des Ketorestes beeinflusst werden. Bei
Verbindung J-1-20, die eine lange Alkankette tragt, zeigt sich eine Selektivitat
gegenuber VEGFR-2, VEGFR-3 und FGFR-1. Bei der weniger hydrophoben,
trizyklischen Verbindung J-I-8, die eine oxidationsempfindliche Sulfidgruppe im
Sechsring tragt, liegt die Selektivitat verstarkt auf Seite der FGFR-1, IGF-1 und
EGFR Kinasen. Bemerkenswert ist auch, dass J-1-8 mit einem ICso-Wert von 9 yM
den IGF1-Rezeptor inhibiert. Fur diese Kinase, bei der ein Zusammenhang mit
Erkrankungen wie Brustkrebs bereits nachgewiesen wurde, konnte bisher noch kein
potenter Inhibitor in praklinischen Studien gepruft werden. Die gemessenen Werte
weisen darauf hin, dass diese Verbindungsklasse mdglicherweise eine geeignete
Leitstruktur fur die Entwicklung von IGF-1-Rezeptor-Inhibitoren mit erhdhter Aktivitat
und verbesserter Selektivitat darstellen. Durch Cytotoxizitatstests mit Hirntumorzellen
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T98g sollte untersucht werden, ob die Verbindungsklasse der Sulfonsauren eine
erhohte Toxizitat aufweist.

Tab. 13: Cytotoxizitatstest mit T98g Tumorzellen

Indole Zell-Vitalitat® (%)
ohne 100+ 5
J-1-8 108 + 4
J-1-21 104 + 11
J-1-20 97 +9

Die Cytoxizitat wurde mit einem MTT-Assay bestimmt. Die Zellen werden 4 Tage mit 10 uM
der speziellen Indolverbindung behandelt. Die Lebensfahigkeit der Zellen in Abwesenheit
einer Indolverbindung wurde als 100% definiert. In KAP 6.6.1 wird die Durchflhrung des
Assay exakt beschrieben.

Fur die Verbindungen J-I-8, J-1-21 und J-I-20 konnte im Bereich von 10 yM nach 4
Tagen Inkubationszeit mit dem in Kap 6.6.1 beschriebenen Assay keine erhohte
Zellsterblichkeit nachgewiesen werden. Die Verbindungen stellen somit einen guten
Startpunkt fur die Entwicklung eines Rezeptor-Tyrosin-Kinaseinhibitors mit einem
Indol-Grundgerust dar. Mit diesem Ergebnis kdnnen weitere in vitro Tests angestrebt
werden.

Durch eine hocheffiziente kombinatorische Synthese und eine biologische
Evaluierung der Substanzen konnte eine neue Leitstruktur flr einen moglicherweise
multiplexen Inhibitor identifiziert werden. Ausgehend von Indomethacin, einem
Vertreter der nicht-steroidalen-antiinflammtorischen  Wirkstoffe, welcher im
millimolaren Bereich antiangiogene Wirkung zeigt, konnten in dieser Arbeit aufzeigt
werden, dass es eine analoge Substanzklasse gibt, die eine anti-neoplastische
Aktivitat im niedrigen mikromolaren Bereich zeigt, die auf die Inhibierung von
Rezeptor-Tyrosinkinasen zurtckzufuhren ist.

In der Krebstherapie wird sich eine rein antiangiogene Monotherapie moglicherweise
nicht durchsetzen. Ein moglicherweise erfolgversprechenderer Ansatz zur
Behandlung besteht in der Kombination von antiangiogenen Wirkstoffen mit
herkdmmlichen Chemotherapeutika. Ein ganz neuer Ansatz ist die metronomische
Chemotherapie, bei der dem Patient taglich Uber einen langen Zeitraum hinweg eine
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geringe Menge eines Cytostatikums verabreicht wird.['*® Besonders gute Erfolge
kann man eventuell bei dieser Therapie erzielen, wenn parallel noch multiplexe
Angiogenese-Inhibitoren eingesetzt werden. Die beschriebenen Arbeit zur
Identifikation einer neuen Leitstruktur konnte einen Beitrag dazu leisten, dass der
neue Therapieansatz erfolgreich eingesetzt werden kann.

4 5.2 Multi-Wirkstoffresistenz

Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass eine Reihe von NSAIDs die Fahigkeit haben,
die Toxizitat von vielen Zytostatika, wie z. B. Doxorubicin oder Vincristin zuerhdhen.
Dieser Effekt ist besonders ausgepragt in MRP-1 exprimierenden Zellen.®!
Bemerkenswerterweise ist dieser Effekt der NSAIDs nicht auf die Inhibition der
Cyclooxygenase Aktivitat zurlckzufihren. Wie in Kapitel 2.1.4 diskutiert wurde, ist
Indomethacin vermutlich ein direkter Inhibitor des MRP-1 Proteins.®® Um diesen
Effekt zu untersuchen und um moglicherweise starker wirksame Verbindungen in
Bezug auf die Inhibition der Wirkstoffresistenz identifizieren zu kénnen, wurden
einige der in Kapitel 4.4 dargestellten Indomethacin-Analoga in einem kombinierten
Toxizitats-Assay untersucht.

Es wurde ein Assay entwickelt, in dem die durch Indomethacin induzierte erhohte
Toxizitdt von Doxorubicin in Krebszellen quantifiziert werden kann. MRP-1
exprimierende Zellen wurden mit verschiedenen Indomethacin-Konzentrationen
inkubiert und nach 2 Stunden erfolgte die Zugabe des zytotoxischen Doxorubicins.
Die Zellen wurden mit dieser Wirkstoffkombination vier Tage bei 37°C in einer 7.5%-
igen COz-Atmosphare behandelt. AnschlieBend wurde mit einem Vitalitatstest der
Anteil der Zellen bestimmt, der diese Behandlung Uberlebte.

Um die Uberlebensrate der Zellen in Kultur zu messen, wurde ein Test gewahlt, der
auf der Reduktion des in Losung gelben Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum Thiazolylblau durch die zelleigenen
mitochondriale Dehydrogenase beruht.!"*” Lebende Zellen nehmen das schwach
gelbe MTT-Salz auf und wandeln es zu dem stark blauen, wasserunldslichen
Formazan um (Abb. 46). Fir die photometrische Messung werden die
alkoholléslichen Farbstoffkristalle durch Isopropanol aufgelost. Die Intensitat der
Blaufarbung korreliert mit der Zellzahl und der metabolischen Aktivitat der Zelle. Der
Test kann somit zur quantitativen Zellzahlbestimmung eingesetzt werden, da nur
lebende Zellen ein Signal abgeben.
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Abb. 46: Formazanbildung zur photometrischen quantitativen Zellzahlbestimmung.

Da der im Medium vorhandene pH-Indikator Phenolrot die UV-spektrometrische
Messung durch Absorption im Messbereich beeinflussen kann, wird er mit Hilfe von
Salzsaure gelb gefarbt, wodurch eine Absorption des Indikators in den relevanten
Messbereich von 500 bis 650 nm ausgeschlossen wird.
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Abb. 47: Absorptionsmaxima der relevanten Assay-Verbindungen.

Um auch fehlerhafte Einflisse von anderen Assay-Verbindungen ausschlieRen zu
konnen, wurden UV-Spektren aller relevanten Verbindungen aufgenommen. Das
Zellmedium und Indomethacin zeigten keine UV-Absorptionsbanden im kritischen
Bereich. Doxorubicin allerdings zeigt eine starke Absorption im Bereich von 450 bis
580 nm (Abb. 47, a). Da das Absorptionsmaximum vom gebildeten MTT-Formazan
140 bei 560 nm liegt (Abb. 47, b) muss zur photometrischen Messung eine
Wellenlange gewahlt werden die aulierhalb des Doxorubicin-Wellenlangenbereichs
liegt und noch im Bereich des Formazans 140. Dieser Bereich befindet sich zwischen
590 und 650 nm. Aus apparativen Grinden wurden die Messungen innerhalb des
ermittelten Grenzbereiches bei 620 nm durchgefuhrt.
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Fur die Entwicklung eines zuverlassigen Testsystems wurden zwei MRP-1
exprimierende Zelllinien, A549%% und T98g"%, ausgewahlt und deren Eignung
gepruft. Dabei erwies sich die T98g Hirntumor-Zelllinie unter den getesteten
Bedingungen als die geeignetere, da bei der Verwendung dieser Zelllinie die
Reproduzierbarkeit der Experimente am ausgepragtesten war. Ausgehend von einer
geeigneten Zelllinie und den richtigen UV-Wellenlangenparametern wurden die
einzelnen Assayparameter optimiert. Es wurde mit einer Zellkonzentration von 10*
Zellen pro Well einer 96-Wellplatte gearbeitet. Die Konzentrationsbereiche flur die zu
testenden Indomethacin-Analoga lagen zwischen 1.25und 160 uM wahrend der
Optimierungsphase und bei abschlieliender Evaluierung der Substanzen bei
5 bis 10 uM. Die Doxorubicinkonzentration wurde wahrend der Optimierung im
Bereich von 0.08 bis 40 uM und beim Evaluieren zwischen 0.1 bis 1.0 yM gewahilt.
Die von den Zellen maximal tolerierte DMSO-Konzentration lag bei 0.5% Uber einen
Zeitraum von 4 Tagen. Als wichtigster Punkt bei der Assay-Optimierung erwies sich
jedoch die Bestimmung der optimalen Assay-Dauer.

Da Indomethacin als Inhibitor des MRP-Transportproteins eine Ausschleusung des
Doxorubicins aus der Zelle verhindert, sollte die Doxorubicinkonzentration in der
Zelle bei gleichzeitiger Behandlung mit Indomethacin zu einem schnelleren
Absterben der Zellen flihren, die Sterblichkeit der Zellen sollte demnach bei
Indomethacin-Behandlung steigen. In Abb. 48 wird gezeigt, dass die Zellen bei
erhohter Doxorubicinzugabe (schwarze Punkte im Diagramm), wie erwartet, eine
erhohte Sterblichkeit zeigen. Bei kombinierter Zugabe von Indomethacin und
Doxorubicin sollte das Linienprofil zur Doxorubicinlinie deutlich abfallen, d. h. die
Sterblichkeit der Zellen sollte noch mehr erhdoht werden. In Abb. 48 sind die
zeitabhangigen Verlaufe der Zellproliferationstests dargestellt. Die T98g-Zellen
wurden mit sechs unterschiedlichen Indomethacinkonzentrationen (je eine Linie im
Diagramm) versetzt und die Uberlebensrate der Zellen mit wachsender
Doxorubicinkonzentration aufgezeichnet.

Systematische Optimierung der Inkubationszeit zeigte, dass das Sterben der Zellen
durch Kombination des MRP-1-Inhibitors Indomethacin (Indo) und des Cytostatikums
Doxorubicin (DOX) am besten bei einer Inkubationszeit von 4 Tagen beobachtet
werden kann. Hierbei ist das Signal/Rausch-Verhaltnis signifikant.
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a) 25/10/02 T98g: Indomethacin mit Doxorubicin, 3 Tage
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Abb. 48: Bestimmung der optimalen Zelltestdauer durch zeitabhdngige Messungen.
In Abb. 48 a) sind die Ergebnisse nach 3 Tagen aufgefuhrt. Hier wird die erhdhte

Sterblichkeit der T98g-Zellen bei relativ hohen Indomethacinkonzentrationen von 10
bis 50 uM sichtbar. In Abschnitt b) nach 4 Tagen wird der Effekt sehr deutlich.
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Doxorubicin bewirkt den deutlichsten Effekt auf die Sterblichkeit der Zellen bei einer
Konzentration von 0.5 uM (Abb. 48, b). Bei einer Uberlebensrate von 28% ohne
Indomethacin konnte bei steigender Zugabe von Indomethacin bis auf 50 yM die
Uberlebensrate sukzessive auf bis zu 5% gesenkt werden. Damit stieg die
Sterblichkeit der Zellen wie gewinscht durch Indomethacin-Zugabe maximal um 83%
an. Mit diesen Messungen konnte gezeigt werden, dass der beschriebene Effekt der
Toxizitatserhdhung durch MRP-1-Inhbibition mit diesen Assaybedingungen nach 4
Tagen reproduziert werden kann.
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Abb. 49: Strukturbausteine der im MDR-Assay getesteten Indolverbindungen.

Diese Voruntersuchungen bilden die Grundlage fur eine Evaluierung der in Kap. 4.4
dargestellten Indomethacin-Analoga. Es wurden 61 Verbindungen ausgewahlt. Das
Hauptkriterium bei der Auswahl war eine molekllgebundene Saure als funktioneller
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Gruppe. Diese lag entweder als freie Saure, wie beim Indomethacin vor, oder war als
Methyl- oder Ethylester umfunktionalisiert worden. Die einzelnen Struktureinheiten
der getesteten Verbindungen sind in Abb. 49 dargestellt. Alle 61 Indolverbindungen
wurden zuerst in einer Voruntersuchung auf ihre potentiell inhibierende Wirkung hin
getestet. Die Wirkung dieser Indolverbindungen wurden in dieser ersten Messreihe
bei Konzentrationen von 10 yM einmal ohne Doxorubicin und mit je 0.2 uM, 0.5 yM
und 1 uM Doxorubicin Uber 4 Tage gemessen. Die Ergebnisse dieser Vor-
untersuchung, dargestellt in Abb. 50, zeigen ob, eine Indolverbindung die
Cytotoxizitat von Doxorubicin erhoéht. Mit Hilfe der Messreihe konnte ausgehend von
einem direkten Vergleich mit Indomethacin (Abb. 50, Block 7) unterschieden werden,
ob das Indolderivat a) inaktiv ist, d. h. keine Erhdhung des cytotoxischen Effekts von
Doxorubicin zeigt, b) generell die Zellsterblichkeit erhdht, c) genau so gut oder
besser als Indomethacin die Zellsterblichkeit erhéht oder d) bei der gemessenen
Konzentration von 10 uyM selbst ohne Zugabe von Doxorubicin cytotoxisch wirkt und
damit unter diesen Testbedingungen keine Aussage Uber die Inhibition von MRP-1
gemacht werden kann.

30/11/02 Platte 3 T98g mit 10 uM Indol und variabler DOX-Konz.
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Abb. 50: Beispiel-Messreihe einer Voruntersuchung fur die Ermittlung der potentiellen MRP-
Inhibitoren.

Zur Kategorie a) gehoéren Indolderivate, die im Vergleich zu der Referenzmessung
mit Doxorubicin, (Abb. 50, Block DOX) keinen Einfluss auf die Zellsterblichkeit
aufwiesen. Diese Verbindungen gehdren der Gruppe der nicht toxischen inaktiven
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Verbindungen an. Zum Beispiel sind dies in Abb. 50 die Verbindungen 137, 138, 140,
141, 142.

Alle Verbindungen, die im Vergleich zu Doxorubicin alleine, (Abb. 50, Spalte DOX)
erhdhte Sterblichkeitsraten aufwiesen, wurden in die Gruppe b) der nicht toxischen
aktiven Verbindungen zusammengefasst. In die Kategorie c¢) wurden die aktiven
Indolverbindungen eingeordnet, die in Kombination mit Doxorubicin eine
vergleichbare oder erhdhte Aktivitat bezogen auf Indomethacin aufwiesen (Abb. 50,
Spalte 7). In Abb. 50 sind dies die Verbindungen 147 und 149. Indole, die bei der
verwendeten Indol-Konzentration von 10 yM selbst cytotoxisch wirkten, wurden in die
Kategorie d) der toxischen Verbindungen eingeordnet. In Abb. 50 ist dies Verbindung
139. Ohne Zugabe von Doxorubicin konnte bei 139 eine erniedrigte Uberlebensrate
von 74% beobachtet werden. Damit kann nicht mehr zwischen der Toxizitat der
Testverbindung und der Inhibition von MRP-1 unterschieden werden. Die
Verbindungen der Kategorie d) waren unter diesen Assaybedingungen nicht
evaluierbar. Eine Einteilung aller 61 Verbindungen in diese vier Kategorien ist in Tab.
14 dargestellt. Es zeigte sich, das bei einer Substitution des Methoxyrestes F am
Hydrazin-Baustein (Abb. 49) durch Brom A oder durch eine Sulfonsaure J die
Aktivitat verloren geht. Ebenfalls sind alle Furoyl- und Nicotinsaurechlorid-Bausteine
(IX und VIII) im Assaysystem inaktiv. Die getesteten Esterverbindungen waren
generell gegenuber der freien Saure inaktiver und zeigten haufig eine erhodhte
Toxizitat. Die Strukturen aller getesteten Verbindung sind in Kap. 6.5 dargestellt.

Tab. 14: Zusammenfassung aller Testergebnisse.

a) inaktiv

b) aktiv® ~  |T T = =
165, 190, 192, 196, 200, 202, 205, 206,

c) sehr aktiv® 16, 64, 69, 119, 122, 147, 149, 153, 154

d) toxisch (10 uM)® | 100, 105, 139, 162, 193

Eine Auflistung aller Strukturen ist in Kap 6.5 tabellarisch dargestellit.

2 Die Messwerte dieser Verbindungen weichen um mindestens 10% von den Messungen mit
Indomethacin ab.

® Im Anhang sind die Messwerte mit Fehlerabweichungen fiir die neun aktiven Verbindungen
aufgefuhrt.

¢ Die Messwerte dieser Verbindungen weichen bei einer Indolkonzentration von 10 uM
mindestens 30% von den Messungen ohne Zugabe von Wirkstoffen ab.
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Die neun aktiven Verbindungen der Kategorie c), dargestellt in Abb. 51, wurden in

einer weiteren Messreihe genauer analysiert.
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Abb. 51: Indolverbindungen mit einem hohen Inhibitionspotential (Kategorie c).

Um eine prazisere Bestimmung durchfuhren zu konnen, wurden die Indol-
konzentration auf 5 uyM abgesenkt und die Doxorubicinkonzentrationen mit 0.1uM,
0.2uM, 0.5uM und 0.8uM in kleineren Schritten variiert. Die Messungen wurden
jeweils in dreifacher Ausfuhrung durchgefuhrt. Auch in dieser Messreihe wurden
immer die Referenzmessungen mit Doxorubicin alleine (Abb. 52, Spalte DOX) und
mit Doxorubicin mit Indomethacin 7 (Abb. 52, Block 7) durchgefiuhrt. Durch diese
genauere Analyse konnte fur sieben Verbindungen 16, 119, 122, 147, 149, 153, 154
ein sehr hohes Inhibitionspotential nachgewiesen werden. Die Verbindungen waren
in der Lage, MRP-1 ahnlich effektiv zu inhibieren wie Indomethacin. Die Messwerte
und Fehlerabweichungen der neun Verbindungen sind im Anhang aufgefihrt.

Die Verbindungen 64 und 69 zeigten dagegen bei dieser Bestimmung im Vergleich
zu Indomethacin noch eine deutlich hohere Aktivitat. Die Messergebnisse fur diese
zwei Verbindungen sind in Tab. 15 zusammengefasst und in Abb. 52 graphisch
dargestellt.
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27/01/03 Platte 1 T98g: 5 uM Indol mit variabler Dox-Konz.
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Abb. 52: Balkendiagramm der Aktivitatsbestimmung fir Verbindung 64 und 69.
Tab. 15: Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmung fur Verbindung 64 und 69.
Kein NSAID | Indomethacin 64 69
Kein DOX 100.0 £ 4.3 1009+ 1.3 945+£3.3 952+ 21
0.1 uM DOX 75.8+4.9 69.3+£0.3 59.0+2.6 63.6+2.3
0.2 uM DOX 714+22 56.6 + 3.2 48.6 £1.9 53.7+£3.9
0.5 uM DOX 37.2+1.0 18.7 £ 2.1 116 +£26 16.9+ 2.3

Wie aus dem Balkendiagramm Abb. 52 zu sehen ist, zeigen die Verbindungen 64
und 69 im Vergleich zu Indomethacin 7 ein hdheres MRP-1-Inhibitionspotential.
Verbindung 64 Ubertrifft deutlich die Wirkung von Indomethacin. Mit dieser
Darstellung in Abb. 52 kann auch gezeigt werden, dal} die Verbindungen selbst,
ohne Zugabe von Doxorubicin, unter den Assaybedingungen im Rahmen der
Fehlergenauigkeit keine erhdhte Cytotoxicitat aufweisen. Durch die Auftragung der
gleichen Daten in Form eines Liniendiagramms (Abb. 53), wird verdeutlicht, dass die
Uberlebensrate der Zellen bei Zugabe der Verbindung 64, im Diagramm dargestellt
durch Dreiecke, in allen Messbereichen deutlich niedriger liegt als die Kurve mit
Indomethacin 7, dargestellt durch Quadrate. Besonders in den klinisch relevanten
niedrigen Doxorubicin-Konzentrationsbereichen zeigen die synthetisierten Ver-
bindungen eine auffallend hohe Wirkung.
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27/01/03 Platte 1  T98g mit 5 uM Indol und variabler Dox-Konz.
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Abb. 53: Liniendiagramm der Aktivitatsbestimmung fir Verbindung 64 und 69.
Um die gemessenen Werte vergleichen zu koénnen, ist in Abb. 54 zur

Veranschaulichung die prozentuale Erhohung der Sterblichkeit dargestellt. Als
Referenz dient hier Toxizitat von Doxorubicin ohne Zugabe der Testverbindungen.

Unterschied zu Doxorubicin

80
70

60 | 50 55
50 - B Indo (5 uM)

40 - - 869 (5 uM)
- 064 (5 pM)

69

30 - 22 21
20 - 16

10

% Unterschied zu Doxorubicin

0.1uM 0.2uM 0.5uM

Konzentration Doxorubicin

Abb. 54: Prozentuale Erhohung der Sterblichkeit der Kombinationen im Vergleich zu
Doxorubicin allein.

Im Vergleich zu Indomethacin verursachen die hoch aktiven Verbindungen 64 und 69
besonders bei niedrigen Doxorubicin-Konzentrationen von 0.1 yM oder 0.2 uM eine
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deutlich hohere Toxizitat des Doxorubicins. Sie steigt bei einer Doxorubcin-
Konzentration von 0.1 yM bei Indomethacinzugabe von 9% und bei Zugabe von
Verbindung 64 auf 22% an und bei 0.2 yM Doxorubicin steigt sie von 21% bei
Indomethacin auf 32% bei Zugabe von Verbindung 64 an. Im direkten Vergleich mit
Indomethacin (Abb. 55), zeigen die Verbindungen 64 und 69 bei der niedrigen
Doxorubicin-Konzentration von 0.1yM eine um 144% bzw. 78% hohere Wirkung als
Indomethacin.

Unterschied zu Indomethacin

160 - 144

100 7 78 064 (5 uM)
B69 (5 uM)

60 - 48

36

40 -
O B
0,1uM 0,2uM 0,5uM
Konzentration Doxorubicin

% Unterschied zu
Indomethacin
(0]

o

Abb. 55: Prozentuale Erhéhung der Sterblichkeit im Vergleich zu Indomethacin.

Bei der Untersuchung der strukturellen Unterschiede der aktiven Verbindungen fallt
zunachst eine hohe Homologie zu Indomethacin auf (Abb. 51). Durch eine
Alkylkettenverlangerung mit einer Methylengruppe bei 64 konnte die Aktivitat im
Vergleich zu Indomethacin gesteigert werden. Dagegen fluhrt eine weitere CHo-
Verlangerung 69 zu keiner weiteren Aktivitatssteigerung. Charakteristisch flr die
aktiven Verbindungen ist, dass ausschliel3lich 4-Halogenbenzoyl-Bausteine zu
aktiven Verbindungen flhren, wobei die aktivsten Verbindungen 64 und 69 einen
Bromsubstituenten tragen. Die Verbindungen 119 und 122 zeigen, dass die
Methoxygruppe des Indomethacin auch gegen eine Methylengruppe getauscht
werden kann, ohne zu einem vdlligen Verlust der Aktivitat zu fihren.

Auf den ersten Blick erscheint die hohe Aktivitat der Verbindungen 153 und 154
Uberraschend, da das 3-Indolessigsaure-Motiv des Indomethacins hier nicht
vorhanden ist. Jedoch zeigt eine genaue Betrachtung der Struktur (Abb. 56), dass
die Saurefunktionalitat in 153 exakt den gleichen Abstand zum zentralen Pyrrol
aufweist wie in Verbindung 64.
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Abb. 56: Strukturvergleich der aktiven Indolverbindungen 64 und 153.

Die Verbindung 153 ist in Abb. 56 zur besseren lllustration um die Indollangsachse
gedreht dargestellt. Die freie Carbonsaure der Verbindung 153 ist im Gegensatz zur
Verbindung 64 an den aromatischen 6-Ring der Indolstruktur gebunden, und das
Indol 153 tragt eine unsubstituierte, unpolare Cyclohexan-Einheit als Aquivalent zur
Methoxyphenyl-Einheit in der Verbindung 64. Diese Strukturverwandtschaft gibt
madglicherweise einen Hinweis auf eine rigide Donor-Akzeptor-Beziehung im Protein
zwischen der freien Saure einerseits und der N-Benzoyleinheit andererseits.
Aufbauend auf diese Beobachtung kdnnten noch weitere aromatische Carbonsaure-
Analoga synthetisiert werden, die diese Struktur-Wirkungs-Beziehung untermauern.

Durch die biologische Evaluierung in einem kombinierten Toxizitats-Assay einer
Auswahl der in Kapitel 4.4 dargestellten Indomethacin-Analoga konnten neun neue
aktive Verbindungen identifiziert werden. Verbindung 64 zeigte dabei in der Inhibition
der Wirkstoffresistenz ein um bis zu 144% hoheres Wirkungspotential als
Indomethacin und stellt somit einen attraktiven Startpunkt fur die Entwicklung eines
potenten MRP-1-Inhibitors dar, der zur ldentifizierung einer neuen Klasse von
Wirkstoffen zur Bekampfung der Wirkstoffresistenz beitragen kann.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine 21 stufige Synthese des PKC-Aktivators 50 in
Losung durchgefuhrt. Als zentraler enantiomerenreiner Baustein wurde das 4-
aminosubstituierte Tryptophanderivat 60 aufgebaut (Abb. 57). Ausgehend von
Gramin wurde nach Einfuhrung der TIPS-Schutzgruppe eine regioselektive
Lithierung in der 4-Position ermoglicht, wodurch die Einfuhrung der NH2-Gruppe in

. NH>
N(CH3), 1) TIPS-Schiitzung
\ [ N(CHa)
m 2) regioselektive N
Gramin 51 Aminierung TIPS 54
1) Boc-Schiitzung
2) Elimierung,
Mannichreaktion
CO,allyl
PhACHN—(
COsallyl
NHB 2N COHM 4y Anyi-Abspaltung  NHBoc

y 2) Decarboxylierung COOAIl
P J . Iy COOAIl

N 3) Enzymaltische N

H 6o Hydrolyse 58 H m

1) Cbz-Schitzung
2) Veresterung

3) Boc-Abspaltung
4) Reduktion

H 62 Alkylierung

1) Bn-, Cbz-Abspaltung
2) Makrolactamisierung

Abb. 57: Synthese des enantiomerenreinen Indolactam-Grundgeristes 67.
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der 4-Position zuganglich wurde. Nach der Einfihrung der BOC-Schutzgruppe wurde
das Graminderivat in den nachsten Reaktionsschritten in das entsprechend
substituerte Tryptophan dberfuhrt. Hierfir wurde die tertiare Amineinheit des
Graminderivates N-methyliert und nachfolgend die TIPS-Gruppe abgespalten. Die
Entschutzung ging mit der Eliminierung von Trimethylamin einher und das
intermediar gebildete exo-Methylimin fuhrte in einer manichartigen Umsetzung mit
Phenylacetamidomalonsaurediallylester zur Bildung der a-alkylierte Malonsaure-
diester 58. Der Diallylester 58 wurde Pd%vermittelt entschitzt und zum 4-
Aminotryptophan-Derivat decarboxyliert. Um das enantiomerenreine Indolactam-
Derivat 60 zu erhalten, wurde die Phenylacetamidogruppe der racemischen
Aminosaure mit Penicillin-G-Acylase enantioselektiv hydrolysiert. Die L-Aminosaure
60 wurde dann durch Einfihrung einer Cbz-Schutzgruppe am Aminosaure-Stickstoff
orthogonal zur Boc-Gruppe geschutzt. Die freie Carbonsaure wurde verestert und die
Boc-Schutzgruppe des Anilinderivates 60 entfernt. Die umgehende Reduktion des
gebildeten Methylesters zum Alkohol fihrte zum selektiv maskierten Aminoalkohol 62
(Abb. 57). Das zweite fir das Indolactamgerist charakteristische Stereozentrum
wurde durch einen a-Hydroxycarbonsaueester eingefuhrt. Durch Alkylierung der
Aminofunktion des Tryptophanderivats 62 mit dem o-Hydroxysaureester-Triflat 64
konnte nach palladiumvermittelter hydrogenolytischer Abspaltung der Cbz-
Schutzgruppe und des Benzylesters das voll entschitzte Indolderivat 66 generiert
werden. Die Makrozyklisierung zum neungliedrigen Indolactam-Grundgerist 67
wurde durch die Ausbildung der Amidbindung erreicht.

H I H
HNJ}(N \\\\ “OH TAN/YN \\\\\ “OH
o] . - 6]
| Reduktive Aminierung |
N

1) lodierung

2) Sonogashira

Abb. 58: Modifizierung des Indolactamgrundgerustes 67.
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Die Modifizierung des Indolactamgrundgeriistes zum gewlschten Teleocidin-
analogon 50 erfolgte in einer vierstufigen Reaktionssequenz (Abb. 58). Durch eine
reduktive Aminierung wurde der Isopropylrest an dem sekundaren N13 des
Indolactamgrundkorpers 67 eingefuhrt. Die regioselektive lodierung an der 7-Position
ermodglichte in der folgenden Sonogashira-Kupplung die Einflhrung des Phenyl-
acetylenrestes an der 7-Position des Indolderivats 76. Durch die saurekatalysierte
Hydrolyse der Dreifachbindung zum Keton konnte das gewinschte Teleocidin-
Analogon 50 isoliert werden.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit ein neues Konzept entwickelt, das ausgehend von
linearen Aminosauresequenzen, die uber den Hydrazidlinker an einen polymeren
Trager angebunden sind, in einer zyklisierende Abspaltung unter milden oxidativen
Bedingungen die Synthese von Cyclopeptiden ermdglicht.

O\©\ H 1) Fmoc-Abspaltung
N 2) AS-Kupplung
NT Y
H

Fmoc
3) Capping

_N Peptid ~.. .Boc
N
H

2) NBS-Oxidation

C)\©L

>— Peptid — -~ ,,N\n/ Peptid \_NH
° o

Abb. 59: Peptidsynthese und zyklisierende Abspaltung mit dem Hydrazidlinker.

l 1) Boc-Abspaltung

Das Prinzip des Zyklisierungsansatzes (Abb. 59) basiert auf der Verwendung des
saure- und basenstabilen Hydrazidlinkers. Das 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl-AM Harz
wurde zur Peptidsynthese mit einem Boc-Syntheseprotokoll verwendet. Die
Peptidsequenz wurde stufenweise durch carbodiimidvermittelte Kupplung von Boc-
geschutzten Aminosauren aufgebaut. Nach der Anknlupfung der letzten Aminosaure
wird die N-terminale Schutzgruppe abgespalten und der Hydrazidlinker zum
Acyldiazen oxidiert. Durch Zugabe von Base wurde die N-terminal entschutzte
Aminogruppe deprotoniert und konnte anschlieRend nukleophil die aktivierte
harzgebundene Carbonylgruppe angreifen. Die resultierenden zyklischen Peptide
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wurden in hohen Reinheiten bis zu 97% und mit Ausbeuten bis zu 19% vom
polymeren Trager abgespalten.

In einem weiteren Projekt der Arbeit gelang die Entwicklung der ersten spurlosen
Indolsynthese am polymeren Trager, die als Schllsselschritt die Fischer
Indolumlagerung beinhaltet (Abb. 60). Es wurde eine Synthese von Indolderivaten
ausgehend von polymergebundenen Phenylhydraziden untersucht. Die polymer-
gebundenen Hydrazide koénnen in einer kombinatorischen Synthese modifiziert
werden.

O H H
NN/N | \—R1 Reduktion %N/N X R’ Indolumlagerung m
X

H P Ho P
Keton i

o R
Hydrazin-Bausteine Keton-Bausteine Produktauswahl
HoN N@B O Q
2NN r )Kfo
O H 0O (39%)

(33%)

o Creon g Rere
H
A/\ N
_ H

HZNH@CFg . N 2a%)
HO,S
F ) Qe T
HZNNOF N
H

o (41%)
)
ﬂ (14%)

Abb. 60: Indolsynthese mit dem Hydrazidlinker.

Die festphasengebundenen Phenylhydrazide koénnen anschlieRend durch eine
zweistufige Reaktionssequenz die Abspaltung von wirkstoffahnlichen Indolen
ermoglichen. Die Abspaltung der Indolprodukte erfolgt bei diesem Ansatz durch
Reduktion des Hydrazids zum polmergebundenem Hydrazin. Das polymerfixierte
Hydrazin wird anschlieBend unter stark sauren Bedingungen mit einem Keton
behandelt und eine Indolumlagerung am Harz fuhrt unter gleichzeitiger Abspaltung
des Produktes vom polymere Trager zum gewunschten Indol. Zur Aufklarung des
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genauen Mechanismus der Indolsynthese nach Fischer konnte mit Hilfe der HR-
MAS-NMR-Spektroskopie wichtige Hinweise gesammelt werden. Die Indolprodukte
konnten mit einer Reinheit von bis zu 80% von der festen Phase abgespalten
werden. Die Ausbeuten der isolierten und chromatographisch aufgereinigten Indole
varierten in einem Bereich von 6-41%. Die Synthese ist sehr praktikabel und sie
toleriert viele funktionelle Gruppen in den eingesetzten Bausteinen. Die gewlnschten
Indolen konnen in befriedigenden Ausbeuten und in hohen Reinheiten dargestellt
werden.

Aufgrund der bemerkenswerten biologischen Aktivitdten von Indolverbindungen ist
die Entwicklung von effektiven Festphasensynthesen, bei denen diese hetero-
zyklischen Grundgeriste aufgebaut werden, eine wichtige Aufgabe der
medizinischen Chemie. Indomethacin 4, ein N-acyliertes Indolderivat, gehort zur
Gruppe der ,non-steroidal antiinflammatory drugs® (NSAIDs). Diese Wirkstoffe
gehdren nicht nur aufgrund ihrer inflammatorischen und analgetische Wirkung zu den
am haufigsten eingesetzten therapeutischen Verbindungsklassen.

1
X f/R1 Kondensation S — R
Q0 ¢ HNNL Q@ NN
116 117 118
; 0]
Selektive 7 N\
Acylierung C|>—®R2
119
R T | ° R

TFA/DCE, H,0 N
2/F ~. _R? 120

1
R . —R
NN T |
@O : ~0 ~~" TFAIDCE,
H,OSpuren
87 !
TFAIDCE R

Abb. 61: Konzept der festphasenunterstiituten Indolsynthese.

Die oben beschriebene Indolumlagerung am Hydrazidlinker (Abb. 60) war fir die
Synthese von N-acylierten Indolen nicht geeignet, da die Acylierung des
Linkersystems mit den Abspaltungsbedingungen nicht kompatibel ist. Deshalb wurde
eine neue, hocheffiziente dreistufige kombinatorische Syntheseroute entworfen, die
mit einer festphasenunterstitze ,capture and release“ Technik die Darstellung einer
Bibliothek von N-acylierten Indolen ermdglichte (Abb. 61). Es wurden verschiedene
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Hydrazine 117 zunachst als Hydrazon 118 an ein Aldehydharz 116 angebunden.
Dadurch wurde eine selektive Acylierung des benzylischen Stickstoffs 120
ermdoglicht. Unter den sauren Bedingungen der Fischer-Indolumlagerung tratt eine
durch Spuren von Wasser initiierte, saurekatalysierte Hydrolyse des acylierten
Hydrazins ein. Das Hydrazin 121 wurde durch diesen Vorgang vom Polymer
abgespalten. Die anschlieRende Reaktion mit dem sich in der Reaktionslésung
befindlichen Keton 87 fihrte zum geldsten Hydrazon, welches unter den stark sauren
Bedingungen in einer [3,3]-sigmatropen Umlagerung in guten bis sehr guten
Ausbeuten zu dem Indol 122 reagierte.
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Abb. 62: Schema der verwendeten Bibliothekbausteine.

Der modulare Aufbau des Indols 122 ermdglicht bei systematischer Variation der in
einer Vielzahl kommerziell erhaltlichen Bausteine die Darstellung verschiedenster
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Indole. In Abb. 62 sind alle verwendeten Bausteine schematisch dargestellt, die bei
der Bibliotheksynthese verwendet wurden. Fur die Durchfihrung einer mdglichen
SAR (Structure-Activity-Relationship)-Studie wurde bei der Auswahl der geeigneten
Bausteine darauf geachtet, dass die Substituenten grof3e unterschiedliche
elektronische, sterische, hydrophile und wasserstoffbriickenbildende Eigenschaften
besitzen. Die hohe Effizienz der Synthese wurde vor allem durch die Verwendung
der Sulfonsaure-, Carboxylsaure- und Nitrophenylhydrazin-Bausteine J, K und L
verdeutlicht. Selbst mit diesen elektronenziechenden und damit stark
desaktivierenden Gruppen kann eine Indolsynthese unter den oben beschriebenen
Bedingungen erfolgreich durchgefuhrt werden. Somit sind sowohl elektronenreiche
als auch elektronenarme Heteroaromaten mit dieser Synthesemethode zuganglich.
Die N-Benzoyl-Einheit (I-XIlI) tragt verschiedene para-Substituenten, deren
Bandbreite von der sterisch anspruchsvollen und unpolaren Biphenyleinheit VI bis
hin zum basischen tert.-Aminrest Xll reicht. Die Diversitat der eingesetzten Ketone
reicht von der in Indomethacin vorkommenden Lavulinsaure 17, als hydrophile freie
Saure bis hin zum sehr hydrophoben 2-Tridecanon 20. Die Ausbeuten der
entsprechenden Indole sind gerade in Bezug auf das fur eine Umlagerung
ungunstige Substitutionsmuster sehr zufriedenstellend. Mit dieser effizienten, neuen
festphasenunterstitzte Strategie konnte eine Bibliothek von 197 Indomethacin-
Analoga hergestellt werden.

Um die biologische Aktivitat der synthetisierten Indole zu testen, wurden
Untersuchungen mit verschiedenen Rezeptor-Tyrosinkinasen, die zum Teil eine
angiogene Wirkung zeigen, durchgefihrt. 100 Verbindungen der Indol-Bibliothek
wurden bisher untersucht. Drei der getesten Indolverbindungen zeigten eine
inhibierende Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich. Dabei wurde ermittelt, dass
die Verbindungen J-I-8 und J-I-20 z. B. Tie-2 mit einem ICso-Wert von 3-4 uM
inhibieren (vgl. Tab. 12). Die Funktionalisierung des Indolgerists mit einer
Sulfonsaure-Gruppe spielt fir die Aktivitat eine entscheidende Rolle. Die Selektivitat
der Verbindungsklasse kann durch die Hydrophobie und Grofle des Ketorestes
beeinflusst werden. Bei Verbindung J-1-20, die eine lange Alkankette tragt, zeigt sich
eine Selektivitat gegenuber den VEGFR-2, VEGFR-3 und FGFR-1. Bei der weniger
hydrophoben, trizyklischen Verbindung J-1-8, die eine oxidationsempfindliche
Sulfidgruppe im Sechsring tragt, liegt die Selektivitat verstarkt auf Seite der Tie-2,
FGFR-1, IGF-1 und EGFR Kinasen. Bemerkenswert ist auch, dass J-I-8 mit einem
ICs50-Wert von 9 uM den IGF1-Rezeptor inhibiert. Die gemessenen Werte weisen
darauf hin, dass diese Verbindungsklasse moglicherweise eine geeignete Leitstruktur
fur die Entwicklung von IGF-1-Rezeptor-Inhibitoren mit erhohter Aktivitat und
verbesserter Selektivitat darstellen. Ausgehend von Indomethacin, einem Vertreter
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der non-steroidal-antiinflammtorischen Wirkstoffe, welcher im millimolaren Bereich
antiangiogene Wirkung zeigt, konnten in dieser Arbeit aufzeigt werden, dass es eine
analoge Substanzklasse gibt, die eine anti-neoplastische Aktivitdt im niedrigen
micromolaren Bereich zeigt, die auf die Inhibierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen
zurUckzufihren ist.

Wirkstoffresistenz (MDR - multi-drug resistance) ist ein Phanomen, in dem die mit
einem Wirkstoff behandelte Zelle eine Immunitat gegentber diesem und anderen, oft
strukturell und funktionell unterschiedlichen Wirkstoffen entwickelt. Diese entwickelte
Wirkstoffresistenz fuhrt zu einem dramatische Effektivitatsverlust der Chemotherapie.
Fur bestimmte Krebsarten, in denen die Wirkstoffresistenz ein Resultat einer MRP-1-
Uberexpression ist, kann Indomethacin oder ein Indomethacinderivat als MRP-1-
Inhibitor ein vielversprechender Wirkstoffpotentiator flr die Toxizitatserhéhung von
chemotherapeutischen Substanzen sein.

(Opox) Zellgiftexport
(Joox) gitexp

Entgiftun .-
gitung Uberleben

der Tumorzelle

Extracellular Cytoplasma

Erhohte Toxizitat ._ (JDox)
Indomethacin _ .
Vergiftung
Zelltod (Jpox)

(Jpbox)

_ = Doxorubicin, chemotherapeutischer Wirkstoff

M = 190 kD membrangebundenes, ATP-abhéangiges Transportprotein

Abb. 63: Inhibition der Wirkstoffresistenz bei Tumorzellen durch Indomethacin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Assay entwickelt, in dem die durch Indomethacin
induzierte erhdhte Toxizitat von Doxorubicin in Krebszellen quantifiziert werden kann.
Es wurden 60 Verbindungen der Indomethacinbibliothek getestet. Das
Hauptkriterium bei der Auswahl der Verbindungen war eine molekulgebundene
Saure als funktionelle Gruppe. Diese lag entweder als freie Saure, wie beim
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Indomethacin vor, oder war als Methyl- oder Ethylester umfunktionalisiert worden.
Durch die biologische Evaluierung der Indomethacin-Analoga in einem kombinierten
Toxizitats-Assay konnten neun neue aktive Verbindungen identifiziert werden. Bei
der Untersuchung der strukturellen Unterschiede der aktiven Verbindungen fallt eine
hohe Homologie zu Indomethacin auf. Durch eine Alkylkettenverlangerung mit einer
Methylengruppe bei 64 konnte das MRP-1-Inhibitionspotential im Vergleich zu
Indomethacin gesteigert werden. Charakteristisch fur die aktiven Verbindungen ist,
dass ausschlielllich 4-Halogenbenzoyl-Bausteine zu aktiven Verbindungen flihren,
wobei die aktivsten Verbindugen 64 und 69 einen Bromsubstituenten tragen.

0 OH

[SRlT
Br 89 n

Abb. 64: Indolverbindungen mit einem hohen MRP-1 Inhibitionspotential.

2
3

Im direkten Vergleich mit Indomethacin zeigen die Verbindungen 64 und 69 bei einer
klinisch relevanten niedrigen Doxorubicin-Konzentration von 0.1 yM eine um 144%
bzw. 78% hohere Wirkung als Indomethacin. Verbindung 64 stellt somit einen
attraktiven Startpunkt fur die Entwicklung eines potenten MRP-1-Inhibitors dar, der
zur ldentifizierung einer neuen Klasse von Wirkstoffen zur Bekampfung der
Wirkstoffresistenz beitragen kénnte.

Die N-alcylierten Indole haben sich als potente Inhibitoren mehrere Rezeptor-
Tyrosinkinasen und des MRP-1-Transportproteins erwiesen. Durch eine
systematische Optimierung der Substituenten sollte es unter Verwendung der in
dieser Arbeit entwickelten Methoden moglich sein, eine focussiertere Bibliothek von
Kinase- und MRP-1-Inhibitoren darzustellen, die zu einem hochselektiven und
aktiven Wirkstoff fuhren.
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6.1 Messgerate und Hilfsmittel

NMR-Spektroskopie:
Die NMR-Spektren wurden auf folgenden Geraten gemessen:

Bruker AC 250: 250 MHz ("H-NMR)

Bruker AM 400: 400 MHz ("H-NMR) und 100.5 MHz ("*C-NMR)
Bruker DRX 400: 400 MHz ("H-NMR) und 100.5 MHz ("*C-NMR)
Bruker DRX 500: 500 MHz ("H-NMR) und 125.7 MHz ('*C-NMR)

Die chemischen Verschiebungen werden in ppm angegeben. Fur die Signal-
multiplizitaten werden folgende Abklrzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett,
dd = Doppeldublett, t = Triplett, dt = Doppeltriplett, g = Quartett, gn = Quintett, m =
Multiplett, br = verbreitertes Signal, sep. = Septett. Die Kopplungskonstanten J sind
in Hertz (Hz) angegeben.

HR-MAS-NMR:
Die HR-MAS-NMR-Spektren wurden auf einem Varian Mercury 400 (400 MHz) mit
einem gHX Nano Probe-Probenkopf gemessen, wobei die Spinrate 2.5 KHz betrug.

UV/VIS-Spektroskopie:
Die UV/VIS-Spektren wurden mit einem Lambda 2 UV/VIS-Spektrometer der Firma
Perkin EImer aufgenommen.

Infrarot-Spektroskopie:

FT-Infrarotspektren wurden mit den Spektrometern IFS 88 und Vektor 22 der Firma
Bruker mit einer diffusen Reflektionseinheit A527 der Firma Spektra Tech
aufgenommen.

Massenspektrometrie:

Die 70 eV-El-Massenspektren wurden auf einem Finnigan MAT MS 70 Spektrometer
gemessen.
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GC-Massenspektrometrie (GC-MS):

Die GC-MS-Messungen wurden mit einem Gerat von Hewlett-Packard (Agilent),
bestehend aus Gaschromatograph 6890 Series, Kapillarsdule HP-5TA (0.33 um,
25m x 0.2 mm ID) und einem Massendetektor 5973 Series durchgeflhrt.

Hochaufgeloste Massenspektrometrie (HR-MS):
Die 70eV El-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT MS 70 und einem
Finnigan MAT 8200 gemessen.

Schmelzpunkte:
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Buchi Schmelzpunktmessgerat 530 und 540
gemessen und sind nicht korrigiert.

Chromatographie:
Zur analytischen Dunnschichtchromatographie wurden Kieselgelplatten (Kieselgel
60r254) der Firmen Merck und Macherey & Nagel verwendet.

Zur Detektion wurde UV-Licht der Wellenlange 254 nm und die folgenden

Anfarbereagenzien verwendet:

1.) 2.5 g Molybdatophosphorsaure, 1 g Cer-(IV)-sulfat, 6 ml konz. Schwefelsaure
und 94 ml Wasser.

2.) 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsaure und 997 ml Ethanol.
Die entsprechenden Laufmittel und RrWerte sind bei den jeweiligen
Substanzen angegeben.

Saulenchromatographische Trennungen wurden mit Flash-Kieselgel MNGO
(KorngrofRe 40-60 um) der Firma Baker in geschlossenen Saulen bei ca. 0.2-0.8 bar
Uberdruck durchgefiihrt.

HPLC:

Fir die HPLC stand eine L-6000A-Anlage der Firma Merck/Hitachi zur Verfiigung.
Die Detektion erfolgte mit einem Multi-Channel Photo Detector L3000. Weiterhin
wurde eine HPLC-Anlage 1100 Series der Firma Agilent eingesetzt. Als
Trennmaterial kam eine LiChrosorb®-RP-18-Sédule der Firma Merck und eine
C18PPN der Firma Macherey & Nagel zum Einsatz.
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HPLC-Massenspektrometrie (HPLC-MS):

Die HPLC-MS-Messungen wurden mit einer HPLC-Anlage 1100 Series von Hewlett-
Packard und einem Finnigan LCQ ESI-Spektrometer durchgefuhrt. Zur Trennung
wurde eine C18PPN-Saule der Firma Macherey & Nagel und folgende Methode
verwendet:

90/10 (v/v) H2O/Acetonitril (je 0.1% Ameisensaure), Fluss 1 ml/min, innerhalb von 30
min auf 10/90 (v/v).

Chemikalien:

Das 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harz wurde von Novabiochem, das Paramax
Merrifield-Harz und das Aldehyd-Harz von Advanced ChemTech bezogen. Die
Ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Chimica, Fluka,
Sigma, Aldrich, Advanced Chemtech und Lancaster bezogen. Alle verwendeten
Losungsmittel wurden vor Gebrauch Uber einem nach Laborstandard Ublichen
Trockenmittel destilliert und bei Bedarf nach literaturbekannten Verfahren
absolutiert.!"®" Alle Reaktionen - ausgenommen solche, an denen Wasser beteiligt
war - wurden in absoluten Lésungsmitteln unter Argon als Schutzgas durchgefuhrt.
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6.2 Versuche zu Kapitel 4.1

6.2.1 Versuche zu Kapitel 4.1.2

@AN(CHSE
N

TIPS 59

3-Dimethylaminomethyl-1-triisopropylsilylindol 52!1%%

Zu einer Losung von 5.28 g (30.3 mmol) Gramin 51 in 100 ml THF werden bei -78°C
12.7 ml (31.8 mmol, 1.05 Aq.) n-Butyllithium (2.5 molare Lésung in THF) zugegeben.
Nach 1 Stunde bei -78°C werden 7.38 ml Triisopropylsilylchlorid (34.8 mmol, 1.15
Aq.) tropfenweise hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wird (iber Nacht bei -78°C
geruhrt und anschlieRend durch vorsichtige Zugabe von 30 ml gesattigter NH4CI-
Losung gequencht. Die wassrige Phase wird dreimal mit 25 ml Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird unter

vemindertem Druck durch Kugelrohrdestillation aufgereinigt.

Ausbeute: 9.13 g (91%) gelbliches Ol.

Sdp.: 150-155°C (bei 0.3 mbar).

Rt = 0.4 (Ethylacetat/Methanol (10:3)).

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 7.70-7.65 (m, 1 H, arom. CH), 7.50-7.43 (m, 1 H,
arom. CH), 7.20 (s, 1 H, arom. CH), 7.10-7.03 (m, 2 H, arom. CH), 3.65 (s, 2 H, CH>),
2.30 (s, 6 H, NCH3), 1.65 (sept, J = 6.5 Hz, 3 H, CH), 1.15 (d, 3J = 6.5 Hz, 18 H,
CHs).

13C-NMR (63 MHz, CDCls): & = 141.6, 131.8, 130.6, 122.1, 119.6, 119.1, 115.2,
113.7,54.5,45.2 (3 C), 18.1 (2 C), 12.7 (6 C).

C20H34N2Si (330.25 g/mol)

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten (iberein.[?®1%
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Trimethylsilylmethylazid 53*%!

Zu einer Lésung aus 12.5 ml Trimethylsilylmethylchlorid (88 mmol) in 36 ml DMF
werden 6.88 g Natriumazid (88.0 mmol, 1 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird 42 Stunden bei 80°C gerlhrt und das Produkt anschlielend mittels

Vakuumdestillation bei 41°C als farbloses Ol isoliert.

Ausbeute: 8.83 g (77%), farbloses Ol.

Sdp.: 41°C (bei 42 mbar).

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 2.75 (s, 2 H, CHy), 0.12 (s, 9 H, CHa).
13C-NMR (125 MHz, CDCl5): § = 42.0, -2.6 (3 C).

CaH11N3Si (129.07 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten (iberein.[®® 1%

NH,

N

TIPS 54

3-Dimethylaminomethyl-4-amino-1-triisopropylsilylindol 54

Zu einer Losung aus 116 g (349 mmol) 3-Dimethylaminomethyl-1-
triisopropylsilylindol 52 in 150 ml Ether werden bei -78°C tropfenweise 28.0 ml (1.5
molare Lésung in THF, 42 mmol) tert.-BuLi gegeben und es wird 45 Minuten gerihrt.
Man lasst das Reaktionsgemisch auf 0°C erwarmen und ruhrt 2.5 Stunden bei 0°C
nach. Anschlieend wird das Gemisch erneut auf -78°C gekuhlt, eine Losung aus 9
ml (52.4 mmol, 1.5 Aq.) Trimethylsilylmethylazid 53 in 15 ml Ether wird tropfenweise
zugegeben und 2 Stunden bei -78°C gerlUhrt. Die Reaktionslosung wird auf
Raumtemperatur erwarmt und mit 100 ml ges. Ammoniumchloridlosung gequencht.

Nach Zugabe von 100 ml Wasser wird dreimal mit 50 ml Ether extrahiert. Die
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gesammelten organischen Phasen werden dreimal mit 50 ml Wasser und einmal mit
50 ml ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert und der Ruckstand
wird saulenchromatographisch an neutralem Aluminiumoxid (4% Wasser) mit

Hexan:Ethylacetat (10:1) gereinigt.

Ausbeute: 9.26 g (26.8 mmol, 77%), farbloses Ol.

Rt = 0.57 (neutrales Aluminiumoxid, Hexan:Ethylacetat (9:1)).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 6.92-6.88 (m, 2 H, arom. CH), 6.75 (dd, 23 = 8.5, *J =
0.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.23 (dd, 3J = 7.3, *J =0.5 Hz, 1 H, arom. CH), 5.37 (bs, 2 H,
NH), 3.47 (s, 2 H, CHy), 2.17 (s, 6 H, NCH3), 1.58 (sept, °J = 7.5 Hz, 3 H, CH), 1.05
(d, 23 =7.5Hz, 18 H, CH3).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 144.1, 143.2, 128.5, 123.4, 119.7, 116.1, 104.5,
104.3, 56.7,44.6 (3 C), 18.1(2 C), 12.6 (6 C).

C20H35N3Si (345.26 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.®

NHBoc
/‘ | N(CHz),
SN

TIPS 55

3-Dimethylaminomethyl-4-[N-tert-butyloxycarbonyllamino-1-triisopropylsilyl-
indol 55

Eine Losung aus 7.50 g (21.8 mmol) 4-Amino-1-(triisopropylsilyl)gramin 54 in 300 ml
Chloroform werden mit 5.48 g (23.9 mmol, 1.1 Aq.) Di-tert.-butyldicarbonat versetzt
und bei Raumtemperatur Uber Nacht geruhrt. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert, der Ruckstand in 150 ml Wasser suspendiert und
dreimal mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der
Ruckstand wird saulenchromatographisch an neutralem Aluminiumoxid (4% Wasser)

mit Hexan:Ethylacetat (20:1) gereinigt.
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Ausbeute: 8.14 g (18.3 mmol, 84%), weilder Feststoff.

Rt = 0.43 (neutrales Aluminiumoxid, Hexan:Ethylacetat (20:1)).

Smp.: 101-103°C.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.70 (bs, 1 H, arom. CH), 7.11-7.06 (m, 3 H, arom.
CH), 6.96 (s, 1 H, arom. CH), 3.51 (s, 2 H, NH), 2.32 (s, 6 H, NCH3), 1.66 (sept, 3J =
7.5Hz, 3H, CH), 1.53 (s, 9 H, CHs), 1.12 (d, ®J = 7.5 Hz, 18 H, CHj).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 154.3, 143.0, 133.4, 129.1, 122.6, 121.8, 115.0,
109.8, 108.4, 79.8, 56.1, 44.1 (3 C), 28.6 (3C), 18.2 (2 C), 12.8 (6 C).

Cas5H43N30,Si (445.31 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.!°®

EthO,C CO,Eth
NHPhac

Phenylacetamidomalonsaure-diethylester™*

Zu einer Suspension aus 49.5 g (234 mmol) 2-Aminomalonsaurediethylester
Hydrochlorid in 400 ml Dichlormethan werden tropfenweise zunachst 88 ml (495
mmol, 2.1 Ag.) N,N-Diisopropyl-N-ethylamin und anschlieBend 35 ml (259 mmol, 1.1
Aq.) Phenylacetylchlorid bei 0 °C zugegeben und tber Nacht unter Erwarmung auf
Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 400 ml 1N HCI| gewaschen
und die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert und der Ruickstand

aus Ether/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 55.8 g, (190 mmol, 81%) weiller Feststoff.

Smp.: 66-68°C (Lit: 67-68°C)"*?

Rt = 0.43 (Ethylacetat/Hexan (1:2)).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.35-7.31 (m, 2 H, arom. CH), 7.28-7.23 (m, 3 H,
arom. CH), 6.50 (d, 3J = 6.5 Hz, 1 H, arom. CH), 5.13 (d, ®J = 6.5 Hz, 1 H, NH), 4.23-
4.21 (m, 4 H, CH,CHs), 3.63 (s, 2 H, CHy), 1.23 (t, >3 = 7.0 Hz, 6 H, CHs).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 170.7 (2 C), 167.1, 133.8, 129.4 (2 C), 128.9 (2 C),
127.4, 62.6, 56.5, 43.0 (2 C), 13.8 (2 C).
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C15H19N06 (309,12 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur®®® (iberein.

AnochcozAn

NHPhac
56

Phenylacetamidomalonséaurebisallylester 56

Zu einer Lésung aus 19.0 g (64.8 mmol) Phenylacetamidomalonsaurebisethylester
56a in 300 ml Tetrahydrofuran:Dichlormethan (3:1) werden unter Argon 13.6 g (0.32
mol, 5 Aq.) Lithiumchlorid, 55.4 ml (80.4 mmol, 1.25 Aq.) absolutgetrockneter
Allylalkohol und 9.67 ml (64.8, 1 Aq.) DBU gegeben und durch einen mit Trockensieb
(4 A) gefiiliten Tropftrichter mit Druckausgleich 15 Stunden unter Riickfluss erhitzt.
Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch mit 400 ml 1N
HCI und 500 ml Ethylacetat versetzt, die organische Phase nach der
Phasentrennung abgetrennt und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riuckstand saulenchromatographisch

an Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat (2:1) gereinigt.

Ausbeute: 12.0 g (37.81 mmol, 58 %), weilder Feststoff.

Smp.: 55°C.

Rt = 0.50 (Ethylacetat/Hexan (1:2)).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38-7.34 (m, 2 H, arom. CH), 7.32-7.28 (m, 3 H,
arom. CH), 6.49 (d, 3J = 6.0 Hz, 1 H, CH), 5.90-5.81 (m, 2 H, CH), 5.34-5.24 (m, 4 H,
CH,), 5.22 (d, ®J = 6.0 Hz, 1 H, CH), 4.72-4.60 (m, 4 H, CHy), 3.64 (s, 2 H, CH,).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 170.7 (2 C), 165.8, 134.0, 130.8 (2 C), 129.4 (2 C),
129.0 (2 C), 127.5, 119.2 (2 C), 66.9, 56.4, 43.1 (2 C).

C17H19NOs5 (317.13 g/mol)

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.!*®
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NHBoc
COOAI

I>CcooAll
| HN

N m
H
58 o

({4-[N-tert.-Butyloxycarbonyl]amino-1H-indol-3-yl}methyl)-phenylacetamido-

malonsaurebisallylester 58

Eine Losung aus 5.00 g (11.2 mmol) 3-Dimethylaminomethyl-4-[N-tert-butyloxy-
carbonylJamino-1-triisopropylsilylindol 55 in 70 ml DMF wird mit 4.29 ml (44.9 mmol,
4 Aqg.) Methyliodid versetzt und bei Raumtemperatur Gber Nacht gerlihrt. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert und der Ruckstand im
Vakuum getrocknet. Der gebildete braune Feststoff wird in 250 ml THF suspendiert,
mit 3.92 g (16.15 mmol) Phenylacetamidomalonsaurebisallylester 56 und mit 17.0 mli
einer 1 molaren Lésung von Tetrabutylammoniumfluorid in THF (17.0 mmol, 1.3 Aq.)
versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 3.5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und
das Losungsmittel anschliefend unter vermindertem Druck abdestilliert. Der
Ruckstand wird in 300 ml Ether gelost, die organische Phase dreimal mit 150 ml
Wasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird
unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand saulenchromatographisch

an Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat (2:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.16 g (7.4 mmol, 66%), weiller Feststoff.

Rt = 0.45 (Hexan:Ethylacetat (2:1)).

Smp.: 68-69°C.

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 14.68 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 8.25 (bs, 1 H, NH), 7.27-7.21 (m, 4 H, arom. CH),
7.18 (s, 1 H, arom. CH), 7.11-7.04 (m, 2 H, arom. CH), 6.99-6.95 (m, 2 H, arom. CH),
6.68 (s, 1 H, CH), 6.45 (d, ®J = 2.0 Hz, 1 H, CH), 5.78-5.76 (m, 2 H, CH,), 5.23-5.19
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(m, 4 H, CH,), 4.60-4.53 (m, 4 H, CH3), 3.93 (s, 2 H, CHy), 3.48 (s, 2 H, CHy), 1.56 (s,
9 H, CHa).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 170.4 (2 C), 167.2, 154.5, 137.2, 134.0, 131.5,
130.9, 130.1, 129.2, 128.9, 127.3, 123.7, 122.2 (2 C), 120.9 (2 C), 119.2 (2 C),
115.9, 108.4, 106.9, 79.9, 67.5, 67.0, 43.4 (2 C), 29.2, 28.4 (3 C).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 584.16 [M+Na]", R = 11.63 min.

C31H35N307 (561.25 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.!*®

4-[N-tert.-Butyloxycarbonyllamino-N-phenylacetyltryptophan 59

Eine Losung aus 4.0 g (9.62 mmol) ({4-[N-tert.-ButyloxycarbonylJamino-1H-indol-3-
yl}methyl)-phenylacetamidomalonsaurebisallylester 58 und 6.0 ml (71.3 mmol, 10
Aq.) Morpholin in 180 ml THF wird entgast und unter Argon mit 824 mg (0.71 mmol,
0.1 Aq.) Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0) versetzt und 30 Minuten bei Raum-
temperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 150 ml 5%-iger Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung gequencht und mit 100 ml Ether versetzt. Nach der
Phasentrennung wird die organische Phase abgetrennt zweimal mit 50 ml ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert. Die wassrige Phase wird im Eisbad auf
0°C gekuhlt, mit Ether Uberschichtet und anschliellend der pH-Wert mit 1N HCI auf
pH = 1-2 eingestellt. Die wassrige Phase wird dann dreimal mit Ether extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Rickstand wird in 100 ml
Dioxan aufgenommen und 30 Minuten refluxiert. Das Ld&sungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand saulenchromatographisch an
Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat (4:1) gereinigt.
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Ausbeute: 3.05 g (6.98 mmol, 99%), grauer Feststoff.

Rt = 0.65 (n-Butanol, Essigsaure, Wasser (4:1:1)).

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =6.77 min.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.24 (d, ®J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.19-7.17 (m,
3 H, arom. CH), 7.07-7.03 (m, 3 H, arom. CH), 6.94 (s, 1 H, arom. CH), 6.86 (d, 3J =
7.5 Hz, 1 H, arom. CH), 4.71 (dd, %3 = 10.5, *J = 4.5 Hz, 1 H, CH), 3.52-3.40 (m, 3 H,
CHa, CHap), 3.18 (dd, 3J = 15.0, “3 = 10.5 Hz, 1 H, CHza), 1.51 (s, 9 H, CHs).
13C-NMR (100 MHz, CDsOD): & = 175.1, 173.9, 157.8, 139.7, 136.6, 130.6, 130.1,
129.4 (2 C), 127.7 (2 C), 125.3, 124.7, 122.4, 118.7, 111.0, 110.7, 80.9, 55.2, 43.3,
29.1,28.9 (3 C).

C24H27N305 (437.1951 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.!°®
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HaN__ CO2H
NHBoc

|

N

H 60

(S)-4-[N-tert.-Butyloxycarbonyl]aminotryptophan 60

1.0 g (2.35 mmol) N-Phenylacetyltryptophan 59 werden in 16 ml Methanol und 113
ml Wasser gelést und mit 0.1N NaOH wird der pH-Wert der Léosung auf pH = 7.6
eingestellt. Das Gesamtvolumen wird mit Wasser auf 200 ml aufgeflllt, 300 mg
Penicillin G Acylase (immobilisiert auf Eupergit C) zugegeben und die Mischung bei
37°C inkubiert. Nach 4 Stunden wird das Reaktionsgemisch filtriert, das Filtrat mit 4N
HCI auf pH = 1.5 eingestellt und dreimal mit 100 ml Ethylacetat extrahiert. Die
wassrige Phase wird mit 1N NaOH auf pH = 7 eingestellt und unter vermindertem
Druck wird das Losungsmittel abdestilliert. Durch Umkristalisation aus Methanol

Wasser erhalt man das (L)-Tryptophanderivat 60.

Ausbeute: 370 mg (1.17 mmol, 49%), weilRer Feststoff.
Rt = 0.3 (n-Butanol/Essigsaure/H,0 (4:1:1)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 6.94 min.

[a]2 =+ 44.0 (c = 0.17 mol/l, CH30H).

Smp.: 210°C.

'H-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.24 (dd, ®J = 8.0, *J = 0.5 Hz, 1 H, arom. CH), 7.18
(s, 1 H, arom. CH), 7.07 (t, >3 = 8.0, 1 H, arom. CH), 6.92 (dd, J = 7.0 Hz, 1 H, arom.
CH), 3.83 (dd, J = 8.5, 4.5 Hz, 1 H, CH), 3.56 (dd, %3 = 15.5, *J = 4.0 Hz, 1 H, CH.,),
3.30 (m, 1 H, CH, CHz), 1.53 (s, 9 H, CHs).

13C-NMR (100 MHz, CDs0D): § = 174.0, 157.8, 139.7, 130.7, 125.9, 123.9, 122.5,
118.6, 110.7, 108.8, 81.0, 56.7, 28.7, 28.3 (3 C).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 0.3
ml/min): 320.0 [M+H]", R; = 6.08 min.

C16H21N304 (319,1532 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.®
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CbzHN . ..COzH
NHBoc

7

(S)-N-Benzyloxycarbonyl-4-[N-tert.-butyloxycarbonyllamino-tryptophan

Zu einer Losung aus 595 mg (1.93 mmol) (S)-4-[N-tert.-Butyloxycarbonyllamino-
tryptophan 60 in 6 ml (6 mmol, 3 Ag.) 1IN NaOH und 6 ml Dioxan wird bei 0°C
tropfenweise eine Losung aus 6 ml Dibenzyldicarbonat (545 mg, 2.00 mmol, 2.1 Aq.)
gelost in Dioxan gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Der
enstandene Niederschlag wird abgesaugt und verworfen. Der pH-Wert des Filtrates
wird mit 2N NaOH auf pH = 7 eingestellt und die Lésung je dreimal mit 50 ml Ether
extrahiert. Die Etherphase wird verworfen. Die wassrige Phase wird anschlieRend auf
0°C abgekuhlt und mit Ethylacetat Uberschichtet. Der pH-Wert der Losung wird mit
1N HCI vorsichtig auf pH = 3 - 4 eingestellt und die Ldosung je dreimal mit 50 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert.

Ausbeute: 620 mg (1.37 mmol, 71%), weilder Feststoff.

Rt = 0.33 (Hexan/Ethylacetat (4:5)).

Smp.: 161-163°C.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Ri=11.47 min.

[a]? =-40.7 (c = 1.0 mol/l, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.48 (s, 1 H, COOH), 7.35-7.28 (m, 5 H, arom. CH),
7.19 (dd, 33 = 6.0, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.10-7.05 (m, 2 H, arom. CH), 6.99 (s,
1 H, arom. CH), 6.73 (s, 1 H, arom. CH), 5.48 (s, 2 H, CHy), 5.05 (d, 3J = 12.0 Hz, 1
H, NH), 5.01 (d, 3J = 12.0 Hz, 1 H, NH), 4.66 (dd, *J = 6.0 Hz, 1 H, CH), 3.38 (dd, °J
=15.0, %3 =5.0 Hz; 1 H, CHy,), 3.28 (dd, *J = 15.0, “J = 6.5 Hz, 1 H, CH2a), 1.55 (s,
9 H, CHs).
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13C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 172.6, 156.0, 154.7, 137.7, 136.2, 129.9, 128.5,
128.2, 128.1 (2 C), 123.7, 122.3, 121.3 (2 C), 115.9, 109.1, 108.6, 80.3, 67.0, 55.2,
29.0,28.4 (3 C).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 0.3
ml/min): 452.1 [M-H]’, R; = 9.52 min.

C24H27N306 (453.19 g/mol).

CbzHN _ .CO,Me
NH,
=
SN
N
H 62

(S)-N-Benzyloxycarbonyl-4-aminotryptophanmethylester 61

Zu einer Losung aus 66 mg (0.146 mmol) (S)-N-Benzyloxycarbonyl-4-[N-tert.-
butyloxycarbonyllaminotryptophan 60 in 9 ml Methanol werden 350 mg Kieselgel-
Katalysator (NaHSO4, SiO;) gegeben. Das Gemisch wird unter Argonatmosphare
und Lichtausschluf} 24 Stunden bei 30°C und weitere 48 Stunden bei 35°C geruhrt.
Das Kieselgel wird durch Filtration von der Reaktionsldsung abgetrennt und das
Rohprodukt wird durch Verdampfen des Lésungsmittels unter vermindertem Druck
isoliert. Der Ruckstand wird im Hochvakuum getrocknet und ohne weitere

Aufreinigung fur die nachfolgende Umsetzung verwendet.

Ausbeute: 42.0 mg (0.144 mmol, 78%), farbloses Ol

Rt = 0.5 (Hexan/Ethylacetat (1:1)).

HPLC (C18PPN, CH3sCN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 7.98 min.

[a]? =-33.0 (c = 1.0 mol/l, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CD3OD): § = 7.35-7.28 (m, 5 H, arom. CH), 7.10 (dd, 3J = 6.0, *J
= 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.05-7.03 (m, 2 H, arom. CH), 6.65 (s, 1 H, arom. CH),
5.10 (s, 2 H, CHy), 4.45 (dd, ®J = 6.0 Hz, 1 H, CH), 3.32 (s, 3 H, OCHs), 3.12 (dd, 3J =
15.0,%3 =5.0 Hz; 1 H, CHa), 3.05 (dd, ®J = 15.0, 3 = 6.5 Hz, 1 H, CHz,).
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LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 0.3
ml/min): 368.09 [M+H]", R; = 8.06 min.
C20H21N3O4 (367.15 g/mol).

CbzHN .~ AN
T
NN

H 62

(S)-(2-[4-Amino-1H-indol-3-yl]-1-[hydroxymethyl]ethyl)carbaminsaure-
benzylester 62

Zu einer Lésung aus 400 mg (1.09 mmol) (S)-N-Benzyloxycarbonyl-4-amino-
tryptophan-methylester 61 in 5 ml THF wird tropfenweise 1.10 ml Lithiumborhydrid in
THF (2 molare Lésung in THF, 2.20 mmol, 2 Aq.) zugegeben und zunachst 1 Stunde
bei Raumtemeratur und anschlie®Bend 1 Stunde unter Ruckflu® geruhrt. Die
Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur abgekuihlt, mit Methanol gequencht
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wird in
20 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet, das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand saulen-

chromatographisch an Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat (2:3) gereinigt.

Ausbeute: 280 mg (0.82 mmol, 90%), farbloses Ol.

Rt = 0.32 (Hexan/Ethylacetat (4:5)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 7.45 min.

Smp.: 171-173°C.

'H-NMR (400 MHz, CDsOD): & = 7.33-7.29 (m, 7 H, arom. CH), 6.96-6.94 (m, 2 H,
arom. CH), 5.06 (s, 2 H, CHy), 3.68 (m, 1 H, CH), 3.3 (d, °J = 11.5, 1 H, CHa), 3.09
(d, *J=14.5, 1 H, CHza.), 2.98 (d, °J = 14.5, 2 H, CH,).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min,
0.3 ml/min): 340.1 [M+H]*, Ry = 5.79 min.

C19H21N303 (339.16 g/mol).
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HOWOBZl

(0]
(R)-63

(R)-2-Hydroxypropionsaurebenzylester (R)-63!"!

Zu einer Losung aus 1.10 g (6.11 mmol) (S)-2-Hydroxypropionsaurebenzylester in
20 ml Dichlormethan werden 1.1 ml (6.7 mmol, 1.1 Aq.) Trifluormethansulfon-
saureanhydrid bei -78°C unter Argonatmosphare zugegeben. Nach 5 Minuten
werden 800 pl (6.90 mmol, 1.13 Aqg.) 2,6-Lutidine hinzugefiigt und weitere 5 Minuten
bei -78°C geruhrt. Anschlielend werden 2 ml DMF zugegeben und die Reaktions-
mischung unter RUhren in 45 Minuten auf Raumtemperatur erwarmt. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der Ruckstand in 20 ml
Methanol mit 40 mg p-Toluolsulfonsaure suspendiert und 10 Minuten bei Raum-
temperatur geruhrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert
und der Ruckstand saulenchromatographisch an Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat

(5:1) gereinigt.

Ausbeute: 945 mg (5.25 mmol, 86%), farbloses Ol.
Rt = 0.23 (Hexan/Ethylacetat (5:1)).

[a]2 =+ 13.4 (c = 1.07 mol/l, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.36 (s, 5 H, arom. CH), 5.21 (s, 2 H, OCH,), 4.32
(m, 1 H, CH), 2.91 (d, >33 =7.0 Hz, 1 H, OH), 1.43 (d, °J = 8.0 Hz, 3 H, CHs).
C1oH1203 (180,08 g/mol).
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(R)-64

(R)-2-((Trifluormethylsulfonyl)oxy)-propionsaurebenzylester (R)-64.

Zu einer Losung aus 180 mg (0.874 mmol) (R)-2-Hydroxypropionsaurebenzylester
63 in 5 ml Dichlormethan werden 147 ul (1.31 mmol, 1.50 Aq.) Trifluormethan-
sulfonsaureanhydrid bei 0°C unter Argonatmosphare zugegeben. Nach 5 Minuten
werden 203 pl (1.75 mmol, 2.00 Aq.) 2,6-Lutidine hinzugefiigt und 5 Minuten bei 0°C
geruhrt. Die Reaktionmischung wird in 30 Minuten auf Raumtemperatur erwarmt,
das Lodsungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert, und der Ruckstand

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Hexan:Ethylacetat (5:1) gereinigt.

Ausbeute: 267 mg (0.858 mmol, 98%), farbloses Ol.

Rt = 0.58 (Hexan/Ethylacetat (5:1)).

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
R¢=13.90 min.

[a]Z’ =+ 39.1 (c = 1.00 mol/l, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.38 (s, 5 H, arom. CH), 5.27 (m, 3 H, Benzyl-CHa,
CH), 1.72 (d, J = 8.0 Hz, 3 H, CHa).

C11H44F305S (312.03 g/mol)

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein. [58]
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(S,S)-(2-(4-((1-((Phenylmethyl)oxy)carbonyl)-ethylamino)-1H-indol-3-yl)-1-
(hydroxymethyl)ethyl)-carbaminsaure-benzylester 65

Zu einer Lésung aus 51 mg (0.15 mmol) (S)-(2-[4-Amino-1H-indol-3-yl]-1-[hydroxy-
methyl]ethyl)carbaminsdure-benzylester 62 und 56 mg (0.18 mmol, 1.2 Aq.) (R)-2-
((Trifluoromethylsulfonyl)oxy)-propionsaurebenzylester (R)-64 in 10 ml Dichlorethan
werden 40.0 pl (0.36 mmol, 2.4 Aq.) 2,6-Lutidin bei Raumtemperatur unter Argon-
atmosphare zugegeben. Die Reaktionslésung wird weitere 2 Stunden bei Raum-
temperatur geruhrt und anschlieBend 2 Stunden refluxiert. Das Losungsmittel wird
unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand saulenchromatografisch

an Kieselgel mit Ethylacetat/Hexan (3:1) gereinigt.

Ausbeute: 39 mg (76 pmol, 51%), farbloses Ol.

R¢ = 0.58 (Hexan/Ethylacetat (2:3)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H>O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =12.78 min.

[a]Z’ =-10.7 (c = 1.00 mol/l, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCI3): 6 = 8.14 (bs, 1 H, NH), 7.34-7.26 (m, 10 H, arom. CH),
6.98 (t, °J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.91-6.88 (m, 2 H, arom. CH), 6.25 (d, 3J =7.5
Hz, 1 H, arom. CH), 5.66 (bd, 3J = 8.0 Hz, NH), 5.15 (s, 2 H), 5.10 (s, 2 H, Benzyl-
CHy), 4.29 (g, 33 = 7.0 Hz, 1 H, CH), 3.81 (m, 1 H, CH), 3.62 (m, 1 H, CHs), 3.52 (m,
1 H, CHap), 3.15 (m, 2 H, CH>), 1.55 (d, %3 = 7.0 Hz, 3 H, CH3).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 502.28 [M+H]", R; = 10.81 min

Ca9H31N305 (501.23 g/mol)

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein.®®
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(-)-N*3-Desmethyl-C**-desisopropyl-C*2-methylindolactam-V (-)67

Zu einer Lésung aus 40 mg (0.08 mmol) (S,S)-(2-(4-((1-((Phenylmethyl)oxy)carbonyl)
-ethylamino)-1H-indol-3-yl)-1-(hydroxymethyl)ethyl)-carbaminsaure-benzylester 65 in
3 ml Methanol werden 14 mg 10% Palladium auf Aktivkohle und 7 mg (+)-Camphor-
sulfonsaure ((+)-CSA) gegeben. Die Reaktionslosung wird 15 Minuten mit Argon
gespult und anschlieBend 3 Stunden bei Raumtemeratur unter Wasser-
stoffatmosphare hydriert. Die Reaktionslésung wird durch Celite filtriert und der
Ruckstand mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wird unter vermindertem Druck
eingedampft, nachdem mittels HPLC ein quantitativer Umsatz nachgewiesen werden
konnte. Der Riickstand wird in 3 ml DMF geldst, mit 25 mg (0.18 mmol, 2.2 Aq.) 1-
Hydroxybenzotriazol, 90.0ul (0.80 mmol, 10 Ag.) N-Methylmorpholin und 57 mg (0.17
mmol, 2.1 Aq.) (1-Benzotriazoloxy-bis-dimethylamino)-tetrafluorborat (TBTU) versetzt
und 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Ldsungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert, der Rickstand in 20 ml Ethylacetat geldst, mit je
10 ml Wasser, ges. Natriumhydrogencarbonatlosung, ges. Natriumchloridlosung
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und der Rulckstand saulenchromatografisch an

Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol (9:1) gereinigt.

Ausbeute: 9.0 mg (35 ymol, 44%), farbloses Ol.

Rt = 0.44 (Ethylacetat/Methanol (9:1)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Ri = 2.63 min.

[a]? =-111 (c = 1.05 mol/l, Ethanol).

'H-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.02 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.93 (m, 2 H,
arom. CH), 6.65 (d, 23 = 7.5, 1 H, arom. CH), 5.26 (bs, 1 H, CH), 4.10 (q, 3J = 7.0 Hz,
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1 H, CH), 3.69 (m, 1 H, CHa,), 3.59 (m, 1 H, CHa,), 3.11 (dd, 15.5, J = 6.0 Hz, 1 H,
CH2a), 2.98 (dd, %3 =16.0, “3=9.0 Hz, 1 H, CHa,), 1.53 (d, >3 = 7.0 Hz, 3 H, CHs).
13C-NMR (100.6 MHz, CD3;0D): § = 177.3, 141.5, 139.7, 123.3, 121.7, 121.6, 113.0,
111.6, 107.0, 64.8, 62.0, 54.0, 30.37, 18.0.

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 260.06 [M+H]*, R; = 4.71 min.

C14H17N30; (259.13 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.!*®
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(-)-N*3-Desmethyl- C*%-desisopropyl-N*3*-desisobutyl- C**>-methylindolactam-V (-)
74

Zu einer Losung aus 4.0 mg (145 pmol) (-)-N"*-Desmethyl-C'*-desisopropyl-C'%-
methylindolactam-V (-)67 in 1 ml DMF/Essigsaure (100/1) werden und 14 ul
(154 umol, 10 Aq.) Isobutyraldehyd 73 gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur
gerlhrt. AnschlieRend werden 12.6 mg (0.20 mmol, 1.3 Ag.) NaCNBH3 zugegeben
und das Reaktionsgemisch 8 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges
Reduktionsmittel wird durch Zugabe von Methanol gequencht. Das Ldsungsmittel
wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der Rackstand in 20 ml Ethylacetat
gelost, mit je 10 ml Wasser, ges. Natriumhydrogencarbonatlosung, ges.
Natriumchloridlésung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne
eingedampft und das Produkt wird durch Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 3.4 mg (11 ymol, 74%), farbloses Ol.

R¢ = 0.53 (Ethylacetat/Methanol (9:1)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 1 ml/min, 50°C):
Ri = 7.33 min.

'H-NMR (400 MHz, CD30D): § = 7.08-6.99 (m, 3 H, arom. CH), 6.72 (d, *J =7.5, 1 H,
arom. CH), 5.29 (bs, 1 H, CH), 4.22 (q, ®J = 7.0 Hz, 1 H, CH), 3.68 (m, 1 H, CH.,),
3.56 (M, 1 H, CHap), 3.22-3.13 (m, 2 H, CHy), 2.62 (dd, 3J = 15.5, 3= 6.0 Hz, 1 H,
CHaa), 2.98 (dd, %3 = 16.0, “J = 9.0 Hz, 1 H, CHa,), 1.72 (m, 1 H, CH), 1.53 (d, %J =
7.0 Hz, 3 H, CH3), 0.88 (m, 6 H, 2 CH3).

13C-NMR (100.6 MHz, CD3OD): § = 176.7, 148.1, 143.3, 139.7, 123.3, 121.4, 112.2,
110.8, 107.5, 66.9, 64.6, 55.9, 54 .4, 31.5, 25.7, 20.6, 20.4, 13.0.

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 316.1 [M+H]", R; = 7.29 min.

C1gH25N302 (315.19 g/mol).
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(-)-N**-Desmethyl-C**-desisopropyl-N**-desisobutyl-C*2-methyl|-C-iodo-
indolactam-V (-) 75

Zu einer Losung aus 2.0 mg (6.4 umol) (-)-N"*-Desmethyl- C'*-desisopropyl-N">-
desisobutyl- C'?*-methylindolactam-V 74 in 1 ml Dioxan/Pyridin (1:1) werden 6.9 mg
(51 pmol, 8 Aq.) doppelt subliblimiertes lod (3 Aq.) bei 0°C zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird Uber Nacht gerihrt und langsman auf Raumtemperatur
erwarmt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der
Ruckstand in 10 ml Ethylacetat gel6st, mit je 10 ml 3% wassriger Natrium-
thiosulfatlosung, Wasser und ges. Natriumchloridlosung gewaschen und mit Natrium-
sulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck bis zur Trockne
eingedampft und das Produkt durch Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 2.0 mg (5 ymol, 71%), farbloses Ol.

Rt = 0.55 (Ethylacetat/Methanol (9:1)).

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 1 mi/min, 50°C):
R = 8.73 min.

'H-NMR (400 MHz, CDsOD): § = 7.39 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.05 (s, 1 H,
arom. CH), 6.59 (d, %J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 5.21 (bs, 1 H, CH), 4.22 (q,%3=7.0
Hz, 1 H, CH), 3.68 (m, 1 H, CHza), 3.56 (m, 1 H, CHy,), 3.19-3.13 (m, 2 H, CHy), 2.62
(dd, °J = 15.5, %3 = 6.0 Hz, 1 H, CHaz), 2.98 (dd, °J = 16.0, *J = 9.0 Hz, 1 H, CHap),
1.72 (m, 1 H, CH), 1.53 (d, ®J = 7.0 Hz, 3 H, CH3), 0.88 (m, 6 H, 2 CH).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 442.03 [M+H]", R; = 8.28 min.

C18H24IN30, (441.09 g/mol).

106




6 Experimenteller Teil

76

(-)-N-Desmethyl-C*?>-desisopropyl-N*3-desisobutyl-C*%.-methyl-C’-phenylI-
ethinyl-indolactam-V (-) 76

Zu einer Lésung aus 2.50 mg (6.0 pmol, 1.0 Aq.) (-)-N"*-Desmethyl-C'%-desisopropyl-
N"3-desisobutyl-C'*-methyl-C’-iodo-indolactam-V 75 in 0.60 ml Dioxan/ Triethylamin
(2:1) werden 0.45 mg (2.40 umol, 0.4 Aq.) Kupfer(l)-iodid und 6.50 pl (60 umol, 10
Aq.) Phenylacetylen gegeben und die Reaktionsmischung wird 30 Minuten unter
Argonatmosphére entgast. AnschlieRend werden 0.85 mg (1.20 ymol, 0.2 Aq.) (Bis-
(triphenylphosphin)palladium(ll)-chlorid zugegeben und 3 Stunden bei 80°C geruhrt.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der Ruckstand in
10 ml Chloroform geldst, mit je 10 ml ges. Natriumhydrogencarbonatlésung, Wasser
und ges. Natriumchloridlosung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingedampft und das
Produkt wird durch Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 2.5 mg (6.0 ymol, 99%), farbloses Ol

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =10.23 min.

'H-NMR (400 MHz, CD3OD): & = 7.46-7.40 (m, 2 H, arom. CH), 7.22-7.19, (m, 4 H,
arom. CH), 7.05 (s, 1 H, arom. CH), 6.59 (d, 3 =8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 5.21 (bs, 1
H, CH), 4.22 (q, *J = 7.0 Hz, 1 H, CH), 3.68 (m, 1 H, CHz,), 3.56 (m, 1 H, CH2,), 3.19-
3.13 (m, 2 H, CH,), 2.62 (dd, 23 = 15.5,*3 = 6.0 Hz, 1 H, CHa3), 2.98 (dd, 3J = 16.0, *J
= 9.0 Hz, 1 H, CHg,), 1.72 (m, 1 H, CH), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 3 H, CH3), 0.88 (m, 6 H,
2 CHs).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 416.2 [M+H]", R; = 9.59 min.

C26H29N302 (41 523 g/mol)
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(-)-N*3-Desmethyl-C*2-desisopropyl-N*-isobutyl-C*2-methyl-7-phenylethanoy!I-
indolactam-V 50

Eine Lésung von 1.50 mg (4 pmol) (-)-N'*-Desmethyl-C'*-desisopropyl-N">-
desisobutyl-C'2-methyl-C”-phenylethinyl-indolactam-V (-) 76 in 1 ml Trifluoressig-
saure/Wasser (19:1) wird 1 Stunde bei Raumtemperatur und anschlieBend 15
Minuten bei 50°C geruhrt. Das Loésungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen, mit ges. Natrium-
hydrogencarbonatlésung gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne entfernt
und das Produkt durch Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C)

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 20 min, 1 mil/min, 50°C):
Rt =9.29 min

Ausbeute: 0.20 mg (0.5 pmol, 12%), farbloses Ol

R¢ = 0.50 (Ethylacetat/Hexan (3:1)).

'H-NMR (400 MHz, CD3OD): & = 7.46-7.40 (m, 2 H, arom. CH), 7.22-7.19, (m, 4 H,
arom. CH), 7.05 (s, 1 H, arom. CH), 6.59 (d, ) =8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 5.21 (bs, 1
H, CH), 4.22 (q, J = 7.5 Hz, 1 H, CH), 3.81 (s, 2 H, CHy), 3.68 (m, 1 H, CHz.), 3.56
(m, 1 H, CHa), 3.19-3.13 (m, 2 H, CH,), 2.62 (dd, ®J = 15.5, 3 = 6.0 Hz, 1 H, CH..,),
2.98 (dd, %3 =16.0, %3 =9.0 Hz, 1 H, CHa,), 1.72 (m, 1 H, CH), 1.53 (d,%J=7.0 Hz, 3
H, CHs), 0.91-0.88 (m, 6 H, 2 CH3).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
mi/min): 434.2 [M+H]*, R; = 9.59 min.

Ca6H31N303 (433.24 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur (iberein. [*®
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6.3 Versuche zu Kapitel 4.2

6.3.1 Versuche zu Kapitel 4.2.2

AAV 1: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidsynthese an fester Phase

Erstbeladung des Harzes

Das 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harz (0.67 mmol/g, Novabiochem) wird 10
Minuten in 5 ml DMF gequollen. Anschlielend werden zweimal je 5 ml einer DMF/
Piperidin-Lésung (4:1) (v/v) unter Argonatmosphare zugegeben, das Harz 20
Minuten geschuttelt und abfiltriert. Das Harz wird je dreimal mit 5 ml DMF
gewaschen. Eine Losung aus je 5 Aquivalenten der ersten N-terminal Boc-
geschutzten Aminosaure, N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) in 5 ml DMF wird nach 5 Minuten Voraktivierung unter Argon-
atmosphare zu dem entschutzten Hydrazinobenzoyl AM Harz gegeben und 8
Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Suspension wird filtriert und das Harz
je dreimal mit 5 ml DMF, Methanol, Dichlormethan gewaschen. Die Amino-
saurekupplung wird zweifach durchgefuhrt. Das beladene Harz wird dann in 9 ml
Pyridin 5 Minuten gequollen, mit 1 ml Pivaloylchlorid versetzt, 10 Minuten bei
Raumtemperatur geschuttelt und anschliel3end filtriert. Das Harz wird je dreimal mit 5
ml DMF, Methanol, Dichlormethan gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

Aminoséaurekupplungen

Das in 2 ml Dichlormethan gequollene Harz wird unter Argonatmosphare mit 2 ml
Trifluoressigsaure versetzt, 10 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt, abfiltriert
und anschlieRend je dreimal mit 5 ml Methanol und Dichlormethan gewaschen. Die
Entschitzung wird zweifach durchgefihrt. Das entschitzte Harz wird mit 5 ml einer -
Lésung von je 5 Aquivalenten einer N-terminal Boc-geschiitzten Aminosaure, N,N-
Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in DMF, die 5
Minuten voraktiviert wurde, unter Argonatmosphare versetzt. Das Harz wird 8
Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt, anschlielend filtriert und je dreimal mit 5
ml DMF, Methanol, Dichlormethan gewaschen. Die Aminosaurekupplung wird
zweifach durchgefuhrt. Das beladene Harz wird dann in 9 ml Pyridin gequollen, mit 1
ml Pivaloylchlorid versetzt, 10 Minuten geschuttelt und anschlieBend filtriert. Das
Harz wird je dreimal mit 5 ml DMF, Methanol, Dichlormethan gewaschen und im
Hochvakuum getrocknet.
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AAV 2: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur oxidativen Abspaltung von der festen
Phase

Oxidation und Zyklisierung

Nach Beendigung der linearen Peptidsynthese am polymeren Trager wird das Harz
zweimal 10 Minuten mit je 5 ml Trifluoressigsaure/Dichlormethan (1:1) (v:iv)
geschuttelt und anschlieRend filtriert. Das Harz wird zweimal mit je 5 ml
Dichlormethan, 5 ml Dichlormethan/Triethylamin (97:3) (v:v) und 5 ml Dichlormethan
gewaschen. Zu dem polymeren Trager wird unter Argonatmosphare eine Losung von
2 Aquivalenten N-Bromsuccinimid und 2 Aquivalenten Pyridin in 3 ml Dichlormethan
gegeben. Das Harz wird 7 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt und
anschlielend filtriert. Das Harz wird je dreimal mit 5 ml Dichlormethan gewaschen
und daraufhin in einer Ldsung von 5 Aquivalenten Triethylamin in 5 ml Dichlormethan
bei Raumtemperatur und unter Argonatmosphare suspendiert. Nach 2 Tagen wird
die Losung abgesaugt und das Harz funfmal mit je 5 ml Dichlormethan gewaschen.
Die vereinigten Filtrate der Oxidation und der anschlieRenden Zyklisierung werden
unter vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne eingeengt.

Aufreinigung

Falls erforderlich wird die Aufreinigung der Rohprodukte mit praparativer HPLC
durchgefiihrt. Die Peptide werden mit einer C18PPN-Saule von Macherey-Nagel als
stationare Phase und einem linearen Acetonitri/H,O Gradient, 10-90% mit 1%
Trifluoressigsaure als Eluens in 30-45 Minuten getrennt. Die HPLC-Detektion erfolgt
bei A =215 nm.
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Synthese von zyklischen Peptiden
Cyclo-Glycyl-L-valyl-L-prolyl-L-leucyl-glycyl (Gly-Val-Pro-Leu-Gly) 84

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1 wird die Peptidsynthese an
1.00 g (0.67 mmol) des 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harzes durchgefihrt. 400 mg
(0.209 mmol) des peptidbeladenen Harzes werden nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 2 mit TFA behandelt und anschlieRend mit einer Losung von
75 mg (0.418 mmol, 2 Aq.) N-Bromsuccinimid und 33 pl (0.418 mmol, 2 Aq.) Pyridin
in 5 ml Dichlormethan oxidiert. Die Zyklisierung wird durch Zugabe von 155 pl (1.05
mmol, 5 Aq.) Triethylamin in Dichlormethan initiiert. Das monomere und das dimere
Produkt wird mittels praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Monomer-Ausbeute: 6.4 mg (15 umol, 7.2% bezogen auf die Beladung des
Harzes), gelbliches Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 45 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =9.94 min.

[a]Z’ =-18.5° (c = 0.81, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 4.63-4.66 (m, 1 H, a-CH Leu), 4.26-4.40 (m, 2 H, o-
CH; Gly), 3.93-4.05 (m, 3 H, 3-CHgy, Pro, a-CH; Gly), 3.82 (m, 1 H, a-CH Pro), 3.67
(m, 1 H, 6-CHy4 Pro), 3.46-3.50 (m, 1 H, a-CH Val), 1.85-2.25 (m, 6 H, 2 CH; Pro, B-
CH Val, y-CH Leu), 1.74 (m, 1 H, B-CH; Leu), 1.55 (m, 1 H, B-CH; Leu), 0.94-1.10
(m, 9 H, 2 CH3 Val, CHs Leu), 0.83-0.85 (d, °J = 6.64 Hz, 3 H, CH; Leu).

MS (MALDI-TOF): 424.074 [M+H]", 446.174 [M+Na]", 462.502 [M+K]".

LR-MS (FAB, m/z): ber. fiir Co0H34NsO5 [M+H]" 424.26, gef. 424.20.

Con33N505 (42325 g/mol)

Dimer-Ausbeute: 4.7 mg (11 umol, 5.3% bezogen auf die Beladung des Harzes),
gelbliches Ol.

MS (MALDI-TOF): 847.926 [M+H]", 870.485 [M+Na]".

C40H66N10010 (84650 g/mol)
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Cyclo-L-Alanyl-L-phenylalanyl-L-leucyl-L-prolyl-L-alanyl  (Ala-Phe-Leu-Pro-Ala)
80

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1 wird die Peptidsynthese an
400 mg (0.27 mmol) des 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harzes durchgeftihrt. 200 mg
(0.10 mmol) des peptidbeladenen Harzes werden nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 2 mit TFA behandelt und anschlieend mit einer Losung von
36 mg (0.20 mmol, 2 Aq.) N-Bromsuccinimid und 16 pl (0.20 mmol, 2 Aq.) Pyridin in
5 ml Dichlormethan oxidiert. Die Zyklisierung wird durch Zugabe von 75 pl (0.501
mmol, 5 Aqg.) Triethylamin in Dichlormethan initiiert. Das monomere Produkt wird
mittels praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 9.6 mg (19 umol, 19.0% bezogen auf die Beladung des Harzes),
gelbliches Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 13.62 min.

[a]? =-24.6 ° (c = 0.18, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CDCls (10% CD30D)): & = 7.10-7.22 (m, 5 H, CH arom.), 4.28-
4.35 (m, 3 H, 2 a-CH Ala, a-CH Phe), 4.15-4.22 (m, 2 H, a-CH Pro, a-CH Leu ), 3.48-
3.60 (m, 2 H, 3-CHy, Pro), 2.99-3.10 (m, 2 H, B-CH; Phe), 2.14 (m, 2 H, y -CHy, Pro,
B-CHaza Pro), 1.78 (m, 1 H, y -CHy, Pro), 1.71 (m, 1 H, B-CHa2a Pro), 1.38-1.49 (m, 3
H, B-CH, Leu, y-CH Leu), 1.35 (d, J = 5.4 Hz, 3 H, CH3 Ala), 1.27 (d, *J = 5.4 Hz, 3
H, CHs Ala), 0.72-0.73 (d, ®J = 5.0 Hz, 6 H, 2 CH; Leu).

13C-NMR (100.6 MHz, CDCI3(10% CD3OD)): 8 = 175.4 (C=0), 175.3 (C=0), 174.2
(C=0), 173.8 (C=0), 172.5 (C=0), 137.9 (Cq), 128.7 (2C, arom. CH), 128.6 (2C,
arom. CH), 127.0 (arom. CH), 61.4 (CH), 57.7 (CH), 52.8 (CH), 50.3 (CH), 48.4 (CH),
46.9 (CHy), 39.3 (CHy), 35.3 (CHy), 32.0 (CHy), 29.5 (CHy), 24.7 (CH), 22.4 (2 C,
CHs), 21.4 (CH3), 16.9 (CHs).

MS (MALDI-TOF): 500.11 [M+H]", 522.41 [M+Na]", 538.74 [M+K]".

C25H37N505 (499.28 g/mol).
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Cyclo-L-Leucyl-(benzyl)-L-seryl-L-asparagyl-L-phenylalanyl-L-propyl-L-
isoleucyl-L-alanyl (Leu-Ser(Bzl)-Asn-Pro-lle-Ala) 81

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1 wird die Peptidsynthese an
1.00 g (0.67 mmol) des 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harzes durchgefihrt. 400 mg
(0.252 mmol) des peptidbeladenen Harzes werden nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 2 mit TFA behandelt und anschlieRend mit einer Losung von
90 mg (0.504 mmol, 2 Ag.) N-Bromsuccinimid und 39 pl (0.504 mmol, 2 Aq.) Pyridin
in 5 ml Dichlormethan oxidiert. Die Zyklisierung wird durch Zugabe von 150 pl (1.01
mmol, 4 Aq.) Triethylamin in Dichlormethan initiiert. Das monomere Produkt wird
mittels praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
40 min, 20 ml/min, 50°C).

Monomer-Ausbeute: 13.4 mg (0.016 mmol, 7.0% bezogen auf die Beladung des
Harzes), gelbliches Ol.

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 45 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 14. 02 min.

[a]? =-14.6 ° (c = 1.0, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 7.10-7.21 (m, 10 H, arom. CH), 4.62 (s, 2 H, CH,-
Benzyl), 4.10-4.46 (m, 5 H, a-CH Ala, a-CH Pro, a-CH Phe, a-CH Leu, a-CH Asn),
4.01 (dd, °J =8.6 Hz, *J=4.8 Hz, 1 H, a-CH lle), 3.92 (dd, °J = 8.0 Hz, *J = 4.4 Hz, 1
H, a-CH Ser), 3.76-3.87 (m, 3 H, 8-CHy, Pro, CH, Ser), 3.12-3.15 (m, 3 H, B-CH;
Phe, 8-CHz, Pro), 2.49-2.55 (m, 3 H, B-CH; Asn, B-CH lle), 2.10 (m, 2 H, B-CH3 Pro),
1.75-1.89 (m, 4 H, B-CHy, Leu, y-CH; Pro, y-CH Leu), 1.53 (m, 1 H, B-CHa, Leu),
1.31 (m, 2 H, CH lle), 1.28 (d, *J = 6.4 Hz, 3 H, CH3 Ala), 0.96-1.01 (m, 12 H, 2 CHjs
Val, 2 CHs lle).

MS (MALDI-TOF): 855.902 [M+Na]*, 871.861 [M+K]".

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 30 min, 0.3
ml/min): 833.4 [M+H]", R; = 15.82 min.

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C43Hg1NgOg [M+H]" 833.4562, gef. 833.4579.

C43H60N309 (832.45 g/mol).
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Racemisierungstest

Darstellung des Fmoc-L-alanyl-L-phenylalanin-methylesters (Fmoc-L-Ala-L-Phe-
OMe) 83 in LOosung

Zu einer Lésung von 400 mg (1.28 mmol) Fmoc-L-Ala-OH in 20 ml Dichlormethan
werden 278 mg (1.28 mmol, 1 Aq.) HoN-L-Phe-OMe, 235 mg (1.54 mmol, 1.2 Aq.) 1-
Hydroxybenzotriazol und 287 ul (1.7 mmol, 1.3 Aq.) N,N-Diisopropylethylamin
gegeben und das Gemisch im Eisbad auf 0°C abgekuhlt. Anschlieliend werden 608
mg (1.54 mmol, 1.2 Aq.) Ethyldiaminopropylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)
zugegeben und Uber Nacht gerlhrt, wobei sich das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur erwarmte. Das Reaktionsgemisch wird je zweimal mit 10 ml ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, 1N HCI und ges. Natriumchlorid-Lésung
gewaschen, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne eingedampft. Der Rickstand wird
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan /Ethylacetat (4:1) gereinigt.

Ausbeute: 395 mg (0.836 mmol, 65%), beiges Ol.

R¢ = 0.57 (Cyclohexan/Ethylacetat (4:1)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 40 min, 1 ml/min, 50°C):
R¢=21.38 min.

Chirale HPLC (OD (Daicel), Isopropanol/Hexan, 10/90 — 20/80 in 50 min, 1 ml/min)
Rt = 24.68 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.76 (d, 3J = 7.5 Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.56 (d,
3 =7.3Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.42-7.29 (m, 4 H, arom. CH Fmoc), 7.23-7.18 (m,
3 H, arom. CH Phe), 7.06 (d, ®J = 6.8 Hz, 2 H, arom. CH Phe), 6.40 (s, 1 H, NH),
5.29 (s, 1 H, NH), 4.86 (q, *J = 6.0 Hz, 1 H, CH Ala), 4.39-4.34 (m, 2 H, a-CH Phe,
CH Fmoc), 4.21 (d, 3J = 8.0 Hz, 2 H, CH, Fmoc), 3.72 (s, 3 H, -OCH3), 3.18-3.05 (m,
2 H, B-CH; Phe),1.35 (d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CHs Ala).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 30 min, 0.3
ml/min): 473.2 [M+H]" 1", Ry = 16.43 min.

C23H23N205 (47220 g/mol).

114




6 Experimenteller Teil

Fmoc-D-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Fmoc-D-Ala-L-Phe-OMe)

Zu einer Losung von 400 mg (1.28 mmol) Fmoc-D-Ala-OH in 20 ml Dichlormethan
werden 278 mg (1.28 mmol, 1 Ag.) HoN-L-Phe-OMe, 235 mg (1.54 mmol, 1.2 Aq.) 1-
Hydroxybenzotriazol und 287 ul (1.7 mmol, 1.3 Aq.) N,N-Diisopropylethylamin
gegeben und im Eisbad auf 0°C abgekulhlt. Anschlie®end werden 608 mg (1.54
mmol, 1.2 Aq.) Ethyldiaminopropylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) zugegeben und
Uber Nacht gerlhrt, wobei sich das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur
erwarmte. Das Reaktionsgemisch wird je zweimal mit 10 ml ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung, 1N HCI und ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne eingedampft. Der Rickstand wird
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan /Ethylacetat (1:1) gereinigt.

Ausbeute: 222 mg (0.470 mmol, 37%), beiges Ol.

R¢ = 0.44 (Cyclohexan/Ethylacetat (1:1)).

HPLC (C18PPN, CH3CN/H2O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 35 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =20.38 min.

Chirale HPLC (OD (Daicel), Isopropanol/Hexan, 10/90 — 20/80 in 50 min, 1 ml/min)
R =30.03 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.56 (d,
3J=7.3Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.29-7.42 (m, 4 H, arom. CH Fmoc), 7.18-7.23 (m,
3 H, arom. CH Phe), 7.07 (d, ®J = 6.8 Hz, 2 H, arom. CH Phe), 5.31 (s, 1 H, NH),
6.37 (s, 1 H, NH), 4.87 (q, °J = 6.0 Hz, 1 H, CH Ala), 4.37 (d, *J = 8.0 Hz, 2 H, CH,
Fmoc), 4.21 (m, 2 H, a-CH Phe, CH Fmoc), 3.72 (s, 3 H, -OCH3), 3.05-3.18 (m, 2 H,
B-CH, Phe),1.32 (d, *J = 6.8 Hz, 3 H, CHs Ala).

Die Methylgruppe des Alanin zeigt bei diesem D/L-Diastereomer eine
Hochfeldverschiebung um 0.3 ppm.

ngH28N205 (47220 g/mol)

Fmoc-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe) 83,
Fmoc-D-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Fmoc-D-Ala-L-Phe-OMe)
Zur genauen Bestimmung der relativen chemischen Verschiebungen der

Diastereomerensignale wurde ein 1:1 Gemisch der beiden Diastereomere Fmoc-L-
Ala-L-Phe-OMe und Fmoc-D-Ala-L-Phe-Ome vermessen.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.32-1.35 (dd, *J = 6.8 Hz, 3 H, CHs Ala), 3.05-3.18
(m, 2 H, B-CH2 Phe), 3.72 (s, 3 H, -OCHj3), 4.21 (m, 2 H, a-CH Phe, CH Fmoc), 4.37
(m, 2 H, CH, Fmoc), 4.87 (m, 1 H, CH Ala), 5.31 (d, ®J = 6.3 Hz, 1 H, NH), 6.46 (m, 1
H, NH), 7.07 (d, 3 =6.8 Hz, 2 H, arom. CH Phe), 7.18-7.23 (m, 3 H, arom. CH Phe),
7.29-7.42 (m, 4 H, arom. CH Fmoc), 7.57 (m, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.76 (d, %3 =7.5
Hz, 2 H, arom. CH Fmoc).

CasH2sN205 (472.20)

Chirale HPLC (OD (Daicel), i-Propanol/Hexan, 10/90 — 20/80 in 50 min, 1 ml/min)

Rt =25.15 min ; 29.28 min, Integration 1 :1.

Darstellung des Fmoc-L-alanyl-L-phenylalanin-methylesters (Fmoc-L-Ala-L-Phe-
OMe) 83 an der festen Phase

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1 wird die Beladung an 300 mg
(0.156 mmol) des 4-Fmoc-Hydrazinobenzoyl AM Harzes durchgefiuhrt. 150 mg
(78 umol) des aminosaurebeladenen Harzes werden mit 28 mg (0.156 mmol, 2 Aq.)
N-Bromsuccinimid und 13 ul (0.156 mmol, 2 Aq.) Pyridin in 5 ml Dichlormethan
oxidiert und die Abspaltung durch Zugabe von 34 mg (0.156 mmol, 2 Aq.)
L-Phenylalaninmethylester (HoN-L-Phe-OMe) und 23 pl (0.156 mmol, 2 Aq.)
Triethylamin in Dichlormethan initiert. Das monomeren Produkt wird mittels
Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

Ausbeute: 7.7 mg (16 ymol, 21%), farbloses Ol

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 45 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =22.14 min.

Chirale HPLC (OD (Daicel), Isopropanol/Hexan, 10/90 — 20/80 in 50 min, 1 ml/min)
Rt = 26.42 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.74 (d, 3J = 7.5 Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.56 (d,
3 =7.3Hz, 2 H, arom. CH Fmoc), 7.23-7.39 (m, 4 H, arom. CH Fmoc), 7.19-7.21 (m,
3 H, arom. CH Phe), 7.04 (d, 3) = 6.8 Hz, 2 H, arom. CH Phe), 6.30 (s, 1 H, NH),
5.23 (s, 1 H, NH), 4.83 (q, %J = 6.0 Hz, 1 H, CH Ala), 4.35-4.37 (m, 2 H, a-CH Phe,
CH Fmoc), 4.18 (m, 2 H, CH; Fmoc), 3.70 (s, 3 H, -OCH3), 3.02-3.16 (m, 2 H, B-CH
Phe),1.32 (d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH3 Ala).

ngH28N205 (47220 g/mol).

Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fur Verbindung Fmoc-L-alanyl-L-
phenylalanin-methylester (Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe) 83 uberein.
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6.4 Versuche zu Kapitel 4.3

6.4.1 Versuche zu Kapitel 4.3.2

AAV 3: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Belegungsgrades
mittels UV-Spektroskopiel**!

Eine genau eingewogene Menge von 5 bis 10 mg Polymer wird mit 12 ml einer
20%igen Losung von Piperidin in DMF versetzt und fur 20 Minuten geschuttelt. Man
entnimmt 3 ml und bestimmt UV-spektroskopisch die Absorption bei 301 nm. Die
Konzentration und damit der Belegungsgrad lasst sich mit Hilfe des Lambert-
Beerschen-Gesetzes berechnen (¢ = 7800).

Darstellung des Kieselgel-Katalysators (NaHSO4*SiO,)!*%!

Eine Lésung von 4.1 g (30 pmol) NaHSO4*H20 in 20 ml Wasser wird mit 10 g
Silicagel versetzt. Das Gemisch wird 15 Minuten bei Raumtemperatur im Becherglas
geruhrt und anschliellend so lange erwarmt bis sich das Gemisch verflissigt hat. Das
Becherglas wird dann 2 Tage im Trockenschrank auf 120°C erwarmt.

3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionsaure-methylester 95!

Eine Lésung von 2.0 g (12.0 mmol) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionsaure 94 in 15 ml
trockenem Methanol werden unter Argonatmosphare mit 850 mg Kieselgel-NaHSOs-
Katalysator (NaHSO4*SiO;) versetzt und 5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Kieselgel wird durch Filtration von der Reaktionslosung abgetrennt und das
Rohprodukt durch Verdampfen des Losungsmittels unter vermindertem Druck isoliert.
Der Rickstand wird saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat
(3:1)) gereinigt.

Ausbeute: 1.90 g (10.5 mmol, 87%), weiller Feststoff.

Rf = 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, CH arom.), 6.69 (d, %J =
8.5 Hz, 2 H, CH arom.), 3.62 (s, 3 H, CHa), 2.89 (t, °J = 7.5 Hz, 2 H, CH,), 2.55 (t, 3J
=7.5Hz, 2 H, CH,).

13C-NMR (100.6 MHz, CDCl,): 5 = 174.2 (C=0), 154.5 (C,), 132.9 (C,), 129.8 (2.C,
arom. CH), 115.7 (2.C, arom. CH), 52.1 (OCHj3), 36.4 (CH>), 30.5 (CHy).

C10H1203 (180,08 g/mol).
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Darstellung des polymergebundenen 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionséaure-
methylesters

In 2 ml (2 mmol, 1.8 Aq.) einer 1M Césiumcarbonat-Lésung werden 200 mg (1.11
mmol) 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionsaure-methylester 95 geldst und 10 Minuten bei
Raumtemperatur gertuhrt. Das Losungsmittel wird anschlie3iend unter vermindertem
Druck abdestilliert und der Rickstand dreimal mit je 5ml Dioxan koevaporiert. 500 mg
(0.55 mmol, 0.5 Aq.) Paramax Merrifield-Harz (Advanced ChemTech) werden 10
Minuten in 5 ml DMF vorbehandelt, in 3 ml DMF suspendiert und mit dem
getrocknete Casium-Salz und 9 mg (0.05 mmol, 0.1 Aq.) Kaliumiodid versetzt. Die
Suspension wird Uber Nacht bei 50°C geschuttelt und anschliel3end filtriert. Das Harz
wird mit je dreimal 5 ml DMF, DMF/H,O (1:1), DMF, Dichlormethan und Methanol
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

'H-HR-MAS-NMR (400 MHz, CD,Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): 6 = 7.1 (bs, 2 H,
CH arom.), 6.8 (bs, 2 H, CH arom.), 5.1 (bs, 2 H, OCH,), 3.6 (s, 3 H, CH3), 2.85 (bs,
2 H, CHy), 2.55 (bs, 2 H, CHy), (NH Protonen im Spektrum nicht sichtbar).

Die Zuordnung der Signale erfolgte in Anlehnung an das Spektrum der Verbindung
95.

13C-HR-MAS-NMR (100.6 MHz, CD,Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): & = 129.0 (2
C, arom. CH), 114.0 (2 C, arom. CH), 70 (OCH,), 50.0 (OCHs), 35.5 (CH>), 31.0
(CHo).

Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels zweidimensionaler HR-MAS-NMR-
Spektroskopie (HMQC) und in Anlehnung an das Spektrum der Verbindung 95. Es
sind nur Kohlenstoffe darstellbar, die ein Proton tragen.

IR (SiOy, drift): v = 3563, 3456, 3028, 2931, 1941, 1872, 1800, 1745, 1601, 1494,
1454, 1236, 1029.
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Darstellung der polymergebundenen 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionséure 96

Zu einer Losung von 12 ml Tetrahydrofuran/H,O (5:1) werden 590 mg (0.55 mmol)
des mit 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propionsaure-methylesterbeladenen Harzes und 120
mg (2.75 mmol, 5 Aq.) Lithiumhydroxid gegeben. Die Suspension wird tber Nacht
bei Raumtemperatur geschuttelt. Anschlielend wird das Harz mit je dreimal 5 ml
Tetrahydrofuran, Tetrahydrofuran/H,O 1:1 (v/v), Tetrahydrofuran, Dichlormethan und
Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet.

IR (SiO,, drift): v = 3027, 2933, 2658, 1940, 1873, 1800, 1711, 1601, 1493, 1453,
1240, 1029, 823.

Darstellung des polymergebundenen Fmoc-Lysin-methylester 98 zur
Beladungsbestimmung des Saureharzes 96

In 2 ml DMF werden 25 mg (0.028 mmol) des 3-(4-Hydroxy-phenyl)-propion-
sauremodifizierten Harzes 96 gequollen und anschlieRend mit 24 mg (0.138 mmol, 5
Aq.) 1-Hydroxybenzotriazol, 24 ul (0.138 mmol, 5 Aq.) N,N-Diisopropylcarbodiimid
und 21 pl (0.138 mmol, 5 Aq.) Triethylamin versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 10
Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt und mit 57 mg (0.1375 mmol, 5 Aq.) H-
Lys(Fmoc)-OMe versetzt. Die Suspension wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
geschuttelt und anschliel3end filtriert. Das Harz wird je dreimal mit 5 ml DMF,
Methanol und Dichlormethan gewaschen. Die Aminosaurekupplung wird zweifach
durchgefuhrt. Die Belegung des Harzes wird ensprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 3 UV-spektroskopisch bestimmt.

Belegung des Harzes 96: 0.778 mmol/g, 71% (Fmoc-Bestimmung gemafi AAV 3).
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AAV 4. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der polymergebundenen
Phenylhydrazide 86

In 5 ml Dichlormethan oder DMF werden 200 mg (0.156 mmol) des saure-
funktionalisierten Harzes 96 10 Minuten geschuttelt und anschlieBend mit 71 mg
(0.467 mmol, 3 Aqg.) 1-Hydroxybenzotriazol, 71 ul (0.467 mmol, 3 Ag.) N,N-
Diisopropylcarbodiimid zugegeben und weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur
geschiittelt. Nach dieser Voraktivierung werden 0.467 mmol (3 Aqg.) des jeweiligen
Phenylhydrazinhydrochlorids und 35 pl (0.467 mmol, 3 Aq.) Triethylamin zugefugt.
Die Suspension wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geschuttelt, anschliel3end
filtriert und je dreimal mit 5 ml DMF, Methanol, Dichlormethan gewaschen. Die
Phenylhydrazinkupplung wird zweifach durchgefuhrt. Das Harz wird anschliel3end im
Hochvakuum getrocknet.

Darstellung des polymergebundenen Bromphenylhydrazids 86 (R! = Br)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aq.) Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt.

'H-HR-MAS-NMR (400 MHz, CD,Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): = 7.4 (bs, 2 H,
CH arom.), 7.3 (bs, 2 H, CH arom.), 6.9 (bs, 2 H, CH arom.), 6.7 (bs, 2 H, CH arom.),
5,1(0OCHy), 3.0 (bs, 2 H, CH,), 2.6 (bs, 2 H, CH>), (NH Protonen im Spektrum nicht
sichtbar).

13C-HR-MAS-NMR (100.6 MHz, CD,Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): & = 133.0 (2 C,
arom. CH), 128.0 (2 C, arom. CH), 126.0 (2 C, arom. CH), 115.0 (2 C, arom. CH), 70
(OCHy), 37.0 (CHy), 31.5 (CHy).

Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels zweidimensionaler HR-MAS-NMR-
Spektroskopie (HMQC). Es sind nur Kohlenstoffe darstellbar, die ein Proton tragen.
IR (SiOy, drift): v = 3275, 3026, 2930, 2658, 1941, 1873, 1801, 1679, 1601, 1493,
1453, 1241, 1028, 822.
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AAV 5: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der polymergebundenen
Phenylhydrazine 89

In 2 ml THF werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
10 Minuten geschuttelt, das Losungsmittel abgesaugt und unter Argonatmosphare
werden 300 pl THF zugeben. Nach der Zugabe von 250 pl (0.250 mmol, 5 Aqg.) 1M
BH3/THF-Losung wird das Reaktionsgemisch auf 60°C erwarmt und Uber Nacht
geschuttelt. Das Reaktionsgemisch wird mit 2 ml Methanol verdinnt und filtriert. Das
Harz wird je dreimal mit 5 ml DMF, DMF/H,O 1:1 (v/v), DMF, Methanol und
Dichlormethan gewaschen und anschlief3end im Hochvakuum getrocknet.

Darstellung des polymergebundenen Bromphenylhydrazins 89 (R* = Br)

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 80 mg (0.05 mmol)
des polymergebundenen Phenylhydrazids 86 (R' = Br) in 300 yl THF zum polymer-
gebundenen Bromphenylhydrazin 89 (R1 = Br) reduziert.

'H-HR-MAS-NMR (400 MHz, CD.Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): 6 = 7.4 (bs, 2 H,
CH arom.), 7.3 (bs, 2 H, CH arom.), 6.9 (bs, 2 H, CH arom.), 6.7 (bs, 2 H, CH arom.),
5,1(0OCHy), 2.9 (bs, 2 H, CHy), 2.8 (bs, 2 H, CH3), 1.9 (bs, 2 H, CH;), (NH Protonen
im Spektrum nicht sichtbar).

13C-HR-MAS-NMR (100.6 MHz, CD,Cl,, 2500 Hz Rotationsfrequenz): & = 133.0 (2 C,
arom. CH), 128.0 (2 C, arom. CH), 126.0 (2 C, arom. CH), 115.0 (2 C, arom. CH), 70
(OCHy3), 51.0 (CHy), 33.0 (CH>), 32.0 (CHy).

Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels zweidimensionaler HR-MAS-NMR-
Spektroskopie (HMQC). Es sind nur Kohlenstoffe darstellbar, die ein Proton tragen.
IR (SiOy, drift): v = 3579, 3277, 3027, 2920, 2366, 1943, 1873, 1802, 1746, 1669,
1601, 1496, 1375, 1029, 817.
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AAYV 6: Allgemeine Arbeitsvorschrift fir die Fischer-Indolumlagerung am Harz

In 1 ml Dichlorethan werden 80 mg (0.05 mmol) des reduzierten Phenylhydrazin-
Harzes 89 10 Minuten geschuttelt und anschlielend werden unter Argonatmosphare
3 Aqg. (0.15 mmol) des entsprechenden Ketons und 3 ml Trifluoressigsaure zugeben.
Das Reaktionsgemisch wird 1-3 Tage bei 80°C geschlittelt, anschlielend mit 2 ml
Methanol verdinnt und filtriert. Das Harz wird je dreimal mit 5 ml Dichlormethan,
Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v), Dichlormethan und Methanol gewaschen. Die
Filtrate werden unter vermindertem Druck bis zur vollstandigen Trockne eingedampft
und das Produkte durch Aufreinigung mit praparativer HPLC isoliert.

HO3S._~
LI

H
101

Darstellung der 6,7,8,9-Tetrahydro-5H-carbazol-3-sulfonsdure 101

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml DMF mit 88.0 mg (0.467 mmol, 3 Aq.)
4-Hydrazinobenzylsulfonsaure umgesetzt. Nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R" = SO3H) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = SO3H)
reduziert. AnschlieRend wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 16
ul (0.15 mmol, 3 Ag.) Cyclohexanon in drei Tagen das Indol 101 von der festen
Phase abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 12.5 mg (21 umol, 41%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 5.29 min.

'H-NMR (400 MHz, CD3OD): § = 7.90 (s, 1 H, arom. CH), 7.52 (d, ®J = 8.6 Hz, 1 H,
arom. CH), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 2.71 (m, 4 H, CH.), 1.89 (m, 4 H,
CH,).

122




6 Experimenteller Teil

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 252.05 [M+H]", R; = 5.48 min
C12H13NO3 S (251.06 g/mol)

Br

Darstellung des 6-Brom-2,3,4,9-tetrahydro-carbazol-1-ons 102

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aq.) 4-Bromphenylhydrazin umgesetzt. Entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. Anschlielend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 17 pl
(0.15 mmol, 3 Aq.) Cyclohexandion in 3 Tagen das Indol 102 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 1.1 mg (4 umol, 7%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
R¢ = 13.78 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8,28 (d, ®J = 8,0 Hz, 1 H, arom. CH), 7,75 (dd, %J =
8,0 Hz, *J =5,0 Hz, 1 H, arom. CH), 7,56 (s, 1 H, arom. CH), 2,43 (m, 2 H, CHy), 2,39
(m, 2 H, CHy), 1,85-1,80 (m, 2 H, CHy).

GCMS, m/z (rel Int. %): 265 (100); 263 (100) [M'], 236 (31), 221 (10), 207 (55), 154
(8), 128 (20), 115 (4), 101 (5), 78 (3).

C12H1()BI’NO (26299 g/mol).
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Darstellung des 6-Brom-1-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 103

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aq.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 ul THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. AnschlieRend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 18 pl
(0.15 mmol, 3 Ag.) 2-Methylcyclohexanon in 2 Tagen das Indol 103 von der festen
Phase abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 1.0 mg (4.0 ymol, 7%), farbloses Ol

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 16.02 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.28 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.75 (dd, 3J =
8.0 Hz, *J = 5.0 Hz, 1H, arom. CH), 7.56 (s, 1 H, arom. CH), 2.91 (m, 1 H, CH), 2.43
(m, 2 H, CHy), 1.56 (m, 2 H, CH3), 1.52 (m, 2 H, CH), 1.81 (m, 3 H, CHj3).

GCMS, m/z (rel Int. %): 265 (83); 263 (85) [M'], 248 (100), 235 (41), 221 (10), 208
(5), 184 (8), 168 (35), 154 (20), 128 (5), 115 (4).

C13H14BI’N (26303 g/mol).

124




6 Experimenteller Teil

)
SN
F H
104

Darstellung des 6,8-Difluor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 104

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 89.0 mg
(0.467 mmol, 3 Aqg.) 2,4-Difluorophenylhydrazin umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R" = 2,4 Difluor) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' =
2,4 Difluor) reduziert. Anschlieend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV
6 mit 16 pl (0.15 mmol, 3 Aqg.) Cyclohexanon in 2 Tagen das Indol 104 von der festen
Phase abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 0.9 mg (5.0 umol, 9%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 14.66 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 6.95 (dd, 2J (HF) = 9.0 Hz, *J (HH) = 2.0 Hz, 1 H,
arom. CH), 6.63 (ddd, 3J (HF) = 9.0 Hz, *J (HH) = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 2.75 (t, 3J
= 6.0 Hz, 2 H, CHy), 2.60 (t, °J = 6.0 Hz, 2 H, CH; ), 1.92-1.85 (m, 4 H, CHy).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 208.05 [M+H]*, Ry = 10.45 min.

C12H11F2N (20709 g/mol).
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Darstellung von 1-(5-Brom-1H-indol-2-yl)-ethanon 105 und 1-(5-Brom-1H-indol-
3-yl)-ethanon 108

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aqg.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. Anschliellend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 17 pl
(0.15 mmol, 3 Aq.) Diacetyl in 3 Tagen das Indol 105 und 108 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 — 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C)

Ausbeute 1-(5-Brom-1H-indol-2-yl)-ethanon 105: 4.50 mg (20 ymol, 39%),
farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 11.80 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.83 (s, 1 H, arom. CH), 7.40 (dd, J = 8.0 Hz, *J =
5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.28 (d, %) =8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.10 (s, 1 H, arom. CH),
2.59 (m, 3 H, CHa).

GCMS, m/z (rel Int. %): 239 (100); 237 (100) [M*], 222 (89), 194 (25), 167 (31), 143
(8), 114 (10), 88 (15), 62 (5), 43 (8).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3;CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 0.3
ml/min): 238.1, 240.1 [M+H]", Ry = 15.56 min.

C1oHsBrNO (236.98 g/mol).
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Ausbeute 1-(5-Brom-1H-indol-3-yl)-ethanon 108: 1.8 mg (8.0 umol, 15%),
farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 9.50 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.54 (d, J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.83 (s, 1 H,
arom. CH), 7.36 (dd, ®J = 8.0 Hz, *J = 5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.27 (d, 3J = 8,0 Hz, 1
H, arom. CH), 2.52 (m, 3 H, CH3).

GCMS, m/z (rel Int. %): 239 (43); 237 (45) [M'], 222 (100), 194 (10), 167 (3), 143
(15), 115 (10), 88 (10), 62 (5), 43 (3).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 20 min, 0.3
ml/min): 238.1, 240.1 [M+H]", Ry = 12.57 min.

C1oHsBrNO (236.98 g/mol).
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Darstellung des 6-Brom-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 106

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Ag.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 ul THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. AnschlieRend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 19 pl
(0.15 mmol, 3 Aq.) Cyclohexanon in 2 Tagen das Indol 106 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 4.1 mg (17 ymol, 33%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
R = 15.09 min.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.56 (s, 1 H, arom. CH), 7.18 (dd, 3J = 8.6 Hz, *J =
5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 2.72 (t, *J = 5.5 Hz, 2
H, CHy), 2.65 (t, °J = 5.5 Hz, 2 H, CHy), 1.93-1.84 (m, 4 H, 2 CHy).

13C-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 135.8 (Cq), 135.7 (Cg), 129.9 (C,), 123.9 (arom.
CH), 120.7 (arom. CH), 112.6 (Cg), 111.9 (arom. CH), 110.3 (Cg), 23.4 (CH; ), 23.3
(CH,), 23.2 (CH2), 20.9 (CHy).

GCMS, m/z (rel Int. %): 251 (55); 249 (50) [M*], 221 (100), 168 (31), 142 (15), 115
(20), 83 (4).

C12H1zBI'N (24902 g/mol)
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Darstellung des 6-Trifluormethyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 107

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 82.3 mg (0.467
mmol, 3 Aq.) 4-(Trifluormethyl)phenylhydrazin umgesetzt. Entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R1 = CF3) in 300 yl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R1 = CF3)
reduziert. AnschlieRend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 19 pl
(0.15 mmol, 3 Aq.) Cyclohexanon in 2 Tagen das Indol 106 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 0.7 mg (3 ymol, 6%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 1 ml/min, 50°C):
Ri=15.10 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.38 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.11 (s, 1 H,
arom. CH), 6.95 (dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 2.77 (t, *J = 5.5 Hz, 2
H, CHy), 2.68 (t, >3J=5.4 Hz, 2 H ), 1.98-1.89 (m, 4 H, 2 CHy).

GCMS, m/z (rel Int. %): 239 (35) [M'], 211 (100), 198 (5), 167 (5), 131 (4), 115 (4).
C13H12F3N (23909 g/mol).
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Darstellung des 5-Brom-3-ethyl-2-methyl-1H-indols 109

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aqg.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. Anschliel3end wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 16 pl
(0.15 mmol, 3 Aq.) 2-Pentanon in 2 Tagen das Indol 109 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 1.5 mg (6 umol, 12%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =14.79 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): = 7.61 (s, 1 H, arom. CH), 7.16 (dd, %J = 8.6 Hz, *J =
5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.11 (d, ®J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 2.65 (q, °J = 7.6 Hz, 2
H, CH.), 2.36 (s, 3 H, CH3), 1.20 (t, ®J = 7.6 Hz, 3 H, CH3).

GCMS, m/z (rel Int. %): 239 (45); 237 (43) [M*], 222 (100), 157 (10), 143 (25), 115
(15), 79 (5).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 238.1, 239.9 [M+H]", R; = 12.15 min.

C11H12BrN (237.02 g/mol).
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Darstellung des 6-Methyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 110

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 74.8 mg (0.467
mmol, 3 Ag.) p-Toluoylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R" = CH3) in 300 pl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = CHs)
reduziert. Anschliellend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 19 pl
(0.15 mmol, 3 Ag.) Cyclohexanon in 2 Tagen das Indol 110 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 1.3 mg (7 umol, 14%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 — 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 14.75 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.23 (s, 1 H, arom. CH), 7.15 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
arom. CH), 6.92 (d, ®J = 8.2 Hz, 1 H, arom. CH), 2.70 (t, >J = 5.5 Hz, 2 H, CH,), 2.43
(s, 3H, CHs), 2.68 (t, °*J = 5.4 Hz, 2 H, CHy), 1.91 (m, 4 H, 2 CH,).

GCMS, m/z (rel Int. %): 185 (65) [M™], 157 (100), 128 (5), 115 (5), 91 (3), 77 (3).
C13H4sN (185.12 g/mol).
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Darstellung des 2-Brom-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclooctaindols 111

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aq.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 ul THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R' = Br)
reduziert. AnschlieBend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 19 mg
(0.15 mmol, 3 Aq.) Cyclooctanon in 2 Tagen das Indol 111 von der festen Phase
abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 1.1 mg (4 ymol, 7%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt = 16.45 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 7.59 (s, 1 H, arom. CH), 7.16-7.14 (m, 2 H, arom.
CH),2.82 (m,4 H, 2 CHy), 1.71 (m, 4 H, 2 CHy), 1.44 (m, 4 H, 2 CH)).

GCMS, m/z (rel Int. %): 279 (100); 277 (98) [M'], 249 (50), 234 (63), 223 (75), 208
(20), 198 (15), 168 (35), 154 (51), 142 (20), 129 (15), 115 (30), 102 (4).

LC-MS (ESI, C18PPN, CH3CN/H,O/HCOOH, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 15 min, 0.3
ml/min): 278.07, 280.10 [M+H]", R; = 13.48 min.

C14H16BrN (277.05 g/mol).
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Darstellung des 6-Brom-3-tert.-butyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazols 112

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4 werden 200 mg (0.156 mmol)
des saurefunktionalisierten Harzes 96 in 5 ml Dichlormethan mit 105 mg (0.467
mmol, 3 Aqg.) 4-Bromphenylhydrazinhydrochlorid umgesetzt. Nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift

AAV 5 werden 80 mg (0.05 mmol) des polymergebundenen Phenylhydrazids 86
(R"=Br) in 300 yl THF zum polymergebundenen Phenylhydrazin 89 (R'=Br)
reduziert. Anschlieend wird nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 mit 23
mg (0.15 mmol, 3 Aq.) 4-tert.-Butylcyclohexanon in 2 Tagen das Indol 112 von der
festen Phase abgespalten und aufgereinigt.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C).

Ausbeute: 3.7 mg (12 ymol, 24%), farbloses Ol.

HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 100/0/0.1 in 25 min, 1 ml/min, 50°C):
Rt =17.94 min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.58 (s, 1 H, arom. CH), 7.17 (dd, °J = 10.1 Hz, *J =
1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.12 (d, ®J = 8.4 Hz, 1 H, arom. CH), 2.79-2.75 (m, 2 H,
CHy), 2.38-2.32 (m, 1 H, CH), 2.11-2.00 (m, 2 H, CH), 1.53-1.50 (m, 2 H, CHy), 0.99
(s, 9 H, 3 CHj3).

13C-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 135.8 (Cq), 131.9 (Cg), 130.0 (C,), 123.8 (arom.
CH), 120.6 (arom. CH), 112.6 (Cq), 111.9 (arom. CH), 110.7 (Cq), 45.5 (CH ), 32.8
(CH2), 27.8 (3 CH3), 24.8 (CH), 24.3 (CH;), 22.3 (CH>).

GCMS, m/z (rel Int. %): 307 (55); 305 (55) [M™], 248 (10), 221 (100), 168 (27), 142
(15), 115 (13), 83 (4), 57 (5), 41 (5).

C16H2()BI'N (30508 g/mol).
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6.5 Versuche zu Kapitel 4.4
6.5.1 Versuche zu Kapitel 4.4.3

AAV 7. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der polymergebundenen
Phenylhydrazone

Das Aldehydharz (0.50 g; 0.55 mmol; Advanced ChemTech) wird Uber Nacht im
Hochvakuum getrocknet. Das Harz wird unter Argonatmosphare mit 5 ml
Dichlorethan (DCE), 2.75 mmol (5 Aq.) Hydrazinhydrochlorid und 194 ul (6 Aq.)
Triethylamin (NEt3) versetzt. Das Gemisch wird Uber Nacht bei 45°C geschittelt.
Nach dem Abkuhlen wird das Harz filtriert und je dreimal mit 5 ml N,N-
Dimethylformamid (DMF), DMF/H,0 (9:1) (v/v), DMF, Dichlormethan, Ethylacetat und
Methanol gewaschen, und anschlief3end im Hochvakuum getrocknet.

IR (SiO,, drift): v = 3234 (N-H), 2934 (H-Aryl), 1941 (Polymer), 1869 (Polymer),
1801 (Polymer), 1605 (C=C), 1544 (N=N),1504 (C=C), 835 (p-disub. Aromat)

AAV 8: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der polymergebundenen
acylierten Phenylhydrazone

Das Hydrazonharz (0.50 g; 0.45 mmol) wird uber Nacht im Hochvakuum getrocknet
und unter Argonatmosphéare mit 5 ml Pyridin und 1.35 mmol (3 Ag.) Saurechlorid
versetzt. Das Gemisch wird Uber Nacht bei 80°C geschittelt. Nach dem Abkuhlen
wird das Harz filtriert und je dreimal mit 5 ml N,N-Dimethylformamid (DMF),
DMF/H,O (9:1) , DMF, Dichlormethan, Ethylacetat und Methanol gewaschen, und
anschlieBend im Hochvakuum getrocknet.

IR (SiO,, drift): v = 3238 (Polymer), 3029 (H-Aryl), 1941 (Polymer), 1871 (Polymer),

1801 (Polymer), 1723 (Amide), 1605 (C=C), 1666 (Amide), 1504 (C=C), 1544 (N=N),
835 (p-disub. Aromat).
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AAYV 9: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der acylierten Indole

Das acylierte Hydrazonharz (150 mg; 0.11 mmol) wird mit 6 ml DCE/TFA (1:1)
versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Anschliefend werden 10
Aqg. des entsprechenden Ketons zugegeben und die Mischung fir 15-120 Minuten
bei 70°C geschittelt. Nach dem Abkuhlen wird das Reaktionsgemisch mit 2 ml
Methanol verdunnt, das Harz filtriert und je dreimal mit 5 ml Dichloromethan,
Ethylacetat und Methanol gewaschen. Die Filtrate werden unter vermindertem Druck
bis zur vollstandigen Trockne eingedampft und das Produkt durch Aufreinigung mit
praparativer HPLC isoliert.

Reinigung: praparative HPLC (C18PPN, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 100/0/0.1 in
30 min, 20 ml/min, 50°C)

Synthese der Indolbibliothek

Entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV 7, AAV 8 und AAV 9 wurden
197 Indolderivate hergestellt. Die Strukturen, Ausbeuten und analytischen Daten der
Verbindungen sind in Tab. 16 dargestellit.

Tab. 16: Aufstellung der synthetisierten N-acylierten Indolderivate.

Nr. Name Struktur Analytik
F-I-1 0 Ausbeute: 10.5 mg (39.0%)
(4-Chlor-phenyl)- \©\\—/\© HPLC: R¢=17.00 min
1 (6-methoxy- N GCMS, m/z (rel Int. %): 339 (62) [M"], 200 (6), 157 (8), 139
1,2,3,4-tetrahydro- Q/go (100), 111 (26), 75 (6).
carbazol-9-yl)- cl CaoH1sCINO2, 339.8152 g/mol
methanon
0 Ausbeute: 3.4 mg (7.0%)
F-1-3 ] HPLC: R.=11.86 min
2 1-{1-(4-Chlor-benzoyl)- N 5 | GCMS, m/z (rel Int. %): 327 (40) [M'], 173 (3), 139 (100),
5-methoxy-1H-indol-2- ©/§o 111 (37), 75 (9).
yll-ethanon cl C15H14CINO3, 327.76 g/mol
Ausbeute: 2.0 mg (4.0%)
F-1-5 /Om\ HPLC: Ri=15.51 min
(4-Chlor-phenyl)-(3- N GCMS, m/z (rel Int. %): 327 (58) [M'], 312 (8), 158 (3), 139
ethyl-s-methoxy-z- Q/go (100), 111 (22), 75 (4).
3 me"r‘:;'::g(';:]'y')' o C1gH1sCINO,, 327.80 g/mol

Smp: 69-70°C, weiler Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CD30OD): 6 = 7.29 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom. CH), 7.16 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.60-6.65 (m, 2 H, arom. CH), 6.31 (dd, ®J = 8.6 Hz, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.49 (s, 3 H,
OCHs), 2.33 (g, °J = 7.6 Hz, 2 H, CHy), 1.95 (s, 3 H, CHs), 0.88 (t, °J = 7.6 Hz, 3 H, CH2CHs).
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Ausbeute: 17.0mg (44.0%)

F-1-8 /Om HPLC: R¢=8.71 min
(4-Chlor-phenyl)-(6- N GCMS, m/z (rel Int. %): 357 (54) [M+], 311 (2), 218 (28), 175

methoxy-1 4-dihydro- Q/go (8), 139 (100), 111 (38), 75 (12).
2H-3-thia-9-aza- ol C19H16CINO,S, 357.85 g/mol

4 fluoren-9-yl)-methanon )
- Smp: 150°C, braun beiger Feststoff
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.57 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.41 (d, ®J = 8.6 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.89 (d, %3 = 9.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.78 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.64 (dd, %J = 9 Hz, *J =
2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.77 (s, 3 H, OCH3), 3.73 (s, 2 H, CHS), 2.92 (t, % = 5.5 Hz, 2 H, CH,CH,S),
2.82 (t, %3 = 5.5 Hz, 2 H, CH2CH,S).
Ausbeute: 2.6 mg (6.0%)
F-1-9 o HPLC: Ri=17.25 min
@-Chior-phenyiy2- |~ ©U© GCMS, m/z (rel Int. %): 367 (54) [M'], 339 (13), 228 (23),
methoxy-6.7,8,9,10.11- N 200 (15), 139 (100), 111 (25), 75 (5).
hexahydro- /@/&O HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C2oH23CINO, [M+H]* 368.1417,
cycloocta[Blindol-5-yl)- | ¢ gem. 368.1445
methanon C22H22CINO2, 367.8683 g/mol
Smp: 127°C, beiger Feststoff
5 | 'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.68 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.62 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.92 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.71 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.62 (dd, °J = 8.6 Hz, “J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.85 (s, 3 H, OCHs3), 2.97 (t, °J = 6.24 Hz, 2 H, CCH,CH,), 2.81 (t, *J = 6.24
Hz, 2 H, CCH2CHz), 1.74 (m, 4 H, CH2CH2CHz), 4.51 (m, 2 H, CH2CH2CHz), 1.38 (m, 2 H,
CH2CH2CH,).
*C-NMR (100.6 MHz, CDCls): 5 = 155.96 (C=0), 148.80 (Cy), 146.10 (Cq), 139.17 (NC,), 138.82 (Cy),
134.40 (C,), 131.32 (2 C, arom. CH), 130.94 (Cg), 129.26 (2 C, arom. CH), 120.98 (C,CHy), 115.26
(arom. CH), 111.15 (arom. CH), 101.21 (arom. CH), 56.09 (CH30), 30.38 (CH>), 30.14 (CH), 27.06
(CHy), 26, 11 (CHy), 24.71 (CHy), 23.44 (CHy).
F-1-15 Ausbeute: 14.8 mg (26.0%)
(3-tert.-Butyl-6- o — HPLC: R¢= 18.57 min .
6 methoxy-1.2,3.4- [ INI J GCMS, m/z (rel Int. %): 395 (68) [M], 311 (12), 283 (11),
- tetrahydro-carbazol-9- ﬁo 172 (4), 139 (100), 111 (18), 75 (3).
yl)-(4-chlor-phenyl)- | ¢ C24H26CINO2, 395.92 g/mol
methanon Smp: 150°C, beiger Feststoff
F-1-17 o OH Ausbeute: 27.0 mg (63.0 %)
[1-(4-Chlor-benzoyl)-5- (L o [|HPLC: Ri=12.85min
methoxy-2-methyl-1H- /@o LC-MS: 355.93 [M-H] ; R{= 10.50 min
7 indol-3-yl]-essigsaure . C19H16CINO4, 357.7874 g/mol
- Indomethacin Smp: 160°C, weiller Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 7.65 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.46 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.94 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.85 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.66 (dd, °J = 8.6 Hz, “J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.82 (s, 3 H, OCHs3), 3.69 (s, 2 H, CHy), 2.38 (s, 3 H, CHs).
Ausbeute: 8.0 mg (18.0%)
HPLC: Ri=14.77 min
F-I-17Me | o 0| GCMS, miz (rel Int. %): 371 (49) [M'], 312 (15), 232 (3), 173
g | [-Crionbenzoys- LA 0 [(9), 158 (12), 139 (100), 111 (27), 75 (7).

methoxy-2-methyl-1H-
indol-3-yl]-essigsaure-
methylester

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C20H1sCINO4 [M]" 371.0924,
gem. 371.0941

C20H18CINO4, 371.8140 g/mol

Smp: 87-88°C

3

Cl
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'H-NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 7.65 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom. CH), 7.46 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.94 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.85 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.66 (dd, °J = 8.6 Hz, *J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.83 (s, 3 H, OCHs), 3.70 (s, 3 H, OCHs), 3.67 (s, 2 H, CHy), 2.38 (s, 3 H,
CHa).

methoxy-2-methyl-1H-

E-1-20 o Ausbeute: 6.5 mg (19%)
(4-Chiorphenyi-a | W HPLC: R¢=22.22 min )
9 decyl-5-methoxy-2- J@/% GCMS, m/z (rel Int. %): 439 (41) [M*], 312 (30), 174
methyl-indol-1-yl)}- | (8), 158 (8), 139 (100), 111 (10).
methanon C27H34CINO>, 440.0171 g/mol
Ausbeute: 3.5 mg (6.0%)
F-1-21 o HPLC: R.= 15.96 min
(-Benzytsmethoxy- | L N @ GCMS, m/z (rel Int. %): 389 (62) [M'], 250 (5), 207 (7), 165
2-methyl-indol-1-yl)-(4- @o (7), 139 (100), 111 (19), 75 (4).
chior-phenyl)- cl CaH20CINO,, 389.8738 g/mol
10 methanon i
- Smp: 115°C, beiger Feststoff
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.59 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.40 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.20-7.11 (m, 5 H, arom. CH), 6.82 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.73 (d, “J = 2.5 Hz, 1 H,
arom. CH), 6.56 (dd, %1=86 Hz, 43=25 Hz, 1 H, arom. CH), 3.96 (s, 2 H, CH>), 3.67 (s, 3 H, OCHj3),
2.31 (s, 3 H, CHa).
Ausbeute: 31.0 mg (55.0%)
HPLC: R¢= 16.25 min
F-1-23 o O GCMS, m/z (rel Int. %): 387 (57) [M"], 248 (7), 232 (5), 204
(4-Chlor-phenyl)-(10- \ | (10), 139 (100), 111 (19), 75 (4).
methoxy-5,6-dihydro- \ HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir CooH1oCINO, [M+H]* 388.1104,
benzo[c]carbazol-7-yl)- /@A o) gem. 388.1084
methanon Cl
C24H1sCINO,, 387.8580 g/mol
Smp: 76°C, ocker-farbiger Feststoff
11 ['H-NMR (400 MHz, CDCly): 5 = 7.86 (d, °J = 7.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.67 (d, ®J = 8.4 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.52 (d, “J = 2.4 Hz, 1 H, arom. CH), 7.49 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH), 7.47 (d, *J = 8.6 Hz, 1
H, arom. CH), 7.36 (t, %) =7.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.26 (d, ) =7.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.20 (t, %1=76
Hz, 1 H, arom. CH), 6.85 (dd, *J = 8.4 Hz, “J = 2.4 Hz, 1 H, arom. CH), 3.93 (s, 3 H, OCHs3), 2.94 (t, °J =
7.4 Hz, 2 H, CHz)2.74 (t, ®2J=7.4 Hz, 2 H, CHy).
3C-NMR (100.6 MHz, CDCl3): 5 = 189.96 (C=0), 156.66 (Cg), 139.49 (C,), 138.58 (C,), 132.19 (Cq),
132.17 (Cg), 131.19 (2 C, arom. CH), 129.32 (2 C, arom. CH), 128.14 (arom. CH), 128.04 (C,), 127.80
(Cq), 127.14 (arom. CH), 126.35 (arom. CH), 123.31 (2 C, arom. CH), 115.86 (arom. CH), 113.02 (Cy),
111.15 (arom. CH), 103.50 (arom. CH), 56.26 (CH30), 30.12 (CHy), 24.45 (CHy).
E-11-1 0 Ausbeute: 15.0 mg (63.0%)
(4-Fluor-pheny!)-6- ©\—N/© HPLC: Ri= 16.10 min
12 methoxy-1.2.3,4- GCMS, m/z (rel Int. %): 323 (69) [M*], 200 (5), 157 (8), 123
tetrahydro-carbazol-9- Q/&O (100), 95 (29), 75 (5).
yl)-methanon F C20H1sFNO2, 323.3609 g/mol
Ausbeute: 14.5 mg (35.0%)
Eol1-17 o oH HPLC: R{=12.85 min
-l- g m LC-MS: 340.1 [M-HJ ; R, = 9.87 min
13 [1-(4-Fluor-benzoyl)-5- N
- (0]
.

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1oHisFNO4 [M-HJ 340.0985,
@ gem. 340.0974

indol-3-yl-essigsaure CigH16FNO, 341.3331 g/mol

Smp: 129-131°C, beiger Feststoff
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'H-NMR (400 MHz, CD3OD): & = 7.74 (dd, J (H,H) = 8.6 Hz, “J (H,F) = 5.5 Hz, 2 H, arom. CH), 7.16 (t,
33 (H,H), (H,F) = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 6.94 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.85 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H,
arom. CH), 6.66 (dd, °J = 8.6 Hz, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.83 (s, 3 H, OCHj), 3.70 (s, 2 H, CHy),

2.39 (s, 3 H, CHa).

F-11-17Me
[1-(4-Fluor-benzoyl)-5-

Ausbeute: 6.9 mg (16.0%)
HPLC: R{= 13.86 min

14 | methoxy-2-methyl-1H- @/% GCMS, m/z (rel Int. %): 355 (65) [M'], 296 (18), 173 (7), 158
indol-3-yi]- . (9), 123 (100), 95 (26), 75 (3).
essigsauremethylester C20H1sFNO4, 355.3597 g/mol
F-111-1 0 Ausbeute: 6.6 mg (21.0%)
4-Brom-phenyl (- @\\T/\O HPLC: Ri= 17.17 min
15 methoxy-1.2,3.4- 5 GCMS, m/z (rel Int. %): 385 (40); 383 (62) [M*], 200 (7), 183
tetrahydro-carbazol-9- QA (100), 157 (32), 129 (4), 104 (7), 76 (10).
yl)-methanon Br CaoH1sBINO,, 384.2665 g/mol
Ausbeute: 27.5 mg (57.0%)
FolIl-17 0 OH HPLC: Ri=13.25 min
L4 LC-MS: 400.0 [M-HJ ; Rt= 10.65 min
[1-(4-Brom-benzoyl)-5- N HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1oH1sBrNO4 [M-H] 400.0185,
methoxy-2-methyl-1H- /@AO gem. 400.0181
16 indol-3-yl]-essigsaure | Br
- C19H16BrNO4, 402.2387 g/mol
Smp: 151°C, gelber Feststoff
TH-NMR (400 MHz, CD3OD): § = 7.73 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.60 (d, ®J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.00 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.91 (d, >J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.67 (dd, °J = 8.6 Hz, “J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.80 (s, 3 H, OCHs3), 3.69 (s, 2 H, CHy), 2.31 (s, 3 H, CHa).
E-1lI-17Me o o. Ausbeute: 11.5 mg (23.0%)
[1-(4-Brom-benzoyl)-5- [ o |HPLC: Ri=14.93 min
17 | methoxy-2-methyl-1H- J@/% GCMS, m/z (rel Int. %): 417 (40); 415 (53) [M"], 356 (15),
indol-3-yiJ- o 183 (100), 173 (18), 155 (23), 130 (7), 104 (9), 76 (9).
essigsauremethylester C20H1sBrNO4, 416.2653 g/mol
Ausbeute: 9.4 mg (31.0%)
o HPLC: R;=17.83 min
F-VI-1 - @@O GCMS, m/z (rel Int. %): 381 (31) [M'], 207 (3), 193 (2), 181
Biphenyl-4-yl-(6- N (100), 152 (30), 127 (2), 75 (2).
methoxy-1,2,3,4- O o HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C2oH1sCINO4 [M]" 381.1729,
19 tetrahydro-carbazol-9- O gem. 381.1754
—_— yl)-methanon
C26H23NO2, 381.4664 g/mol
Smp: 84-85°C, beiger Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.70-7.59 (m, 6 H, arom. CH), 7.44-7.36 (m, 3 H, arom. CH), 7.11 (d, %J
= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.81 (d, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.63 (dd, *J = 8.6 Hz, *J = 2.5 Hz, 1 H,
arom. CH), 3.78 (s, 3 H, OCHjs), 2.58 (m, 4 H, CHj), 1.79-1.77 (m, 4 H, CHy).
E-VI-17 o on | Ausbeute: 20.0 mg (42.0%)
(-(Biphenyl-4- LWL 0 [HPLC: Ri=14.15 min
carbonyl)-5-methoxy-2- O LC-MS: 398.21 [M-H]'; R¢= 11.29 min
20 methyl-1H-indol-3-yl]- O Ca25H21NO4, 399.4386 g/mol

essigsaure

Smp: 193°C, beiger Feststoff

H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.80-7.65 (m, 6 H, arom. CH), 7.50-7.41 (m, 3 H, arom. CH), 7.11 (d, 33
= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.81 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.63 (dd, ®J = 8.6 Hz, “J = 2.5 Hz, 1 H,
arom. CH), 3.83 (s, 3 H, OCHj), 3.73 (s, 2 H, CHy), 2.43 (s, 3 H, CHs).
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Ausbeute: 7.4 mg (15.0%)

HPLC: Ri=15.95 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 413 (30) [M™], 354 (3), 181 (100),
152 (27).

C26H23NO4, 413.4652 g/mol

beiger Feststoff

F-VI-17Me
[1-(Biphenyl-4-
4 carbonyl)-5-methoxy-2-
methyl-1H-indol-3-yl]-
essigsauremethylester

\

(o]
O

(o]

/

5,

Ausbeute: 9.4 mg (24.0%)
HPLC: R{=14.15 min
LC-MS: 336.10 [M-H] ; Ri= 10.23 min
(4-methyl-benzoyl)-1H- Ca0H1sNO4, 337.3692 g/mol
22 | indol3-yllessigsaure Smp: 104°C, beiger Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): = 7.60 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.29 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.94 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.85 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.66 (dd, *J = 8.6 Hz, *J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.82 (s, 3 H, OCHs), 3.70 (s, 2 H, CHy), 2.46 (s, 3 H, CHs), 2.38 (s, 3 H, CHs).

o
T

F-VII-17
[5-Methoxy-2-methyl-1-

(e}

\
(o]
Q.
(@)

EF-VII-17Me o Ausbeute: 5.0 mg (12.0%)
| HPLC: R¢=15.95 min

23 | (a-methyl-benzoyl)-1H- GCMS, m/z (rel Int. %): 351 (35) [M'], 292 (5), 190 (3), 173
indol-3-yl]-essigsaure- (7), 158 (8), 130 (3), 119 (100), 91(23), 65 (5).
methylester C21H21NOQy4, 351.3958 g/mol

\

O
:Z
O

[5-Methoxy-2-methyl-1- 0

F-VII-1 Ausbeute: 25.0 mg (99.0%)
(6-Methoxy-1,2,3,4- HPLC: Ri=11.75 min )
24 | tetrahydro-carbazol-9- GCMS, m/z (rel Int. %): 306 (100) [M'], 278 (5), 249 (7), 200

\
(o]
%

yI)-pyridin-2-yl- \ jN © (14), 157 (16), 106 (89), 78 (41), 51(9).
methanon C19H18N205, 306.3585 g/mol
Ausbeute: 29.0 mg (37.0%)
E-VIII-17 o o HPLC: R:= 8.41 min
(5-Methoxy-2-methyl-1-| LI L |LC-MS: 323.30 [M-H[ ; Ri=7.73 min
(pyridin-2-carbonyl) N HR-MS (FAB, m/2): ber. fiir C1gH1sN204 [M-H] 323.1032
o
1H-indol-3-yl}- L N gem. 323.1055
25 essigsaure C1sH16N204, 324.3307 g/mol

Smp: 150-153°C, ockerfarbiger Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CD30D): & = 8.89-8.84 (m, 2 H, arom. CH), 8.24 (d, *J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH),
7.71 (dd, *J = 8.0 Hz, *J = 5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.00 (d, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.96 (d, °J = 8.6
Hz, 1 H, arom. CH), 6.68 (dd, *J = 8.6 Hz, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.81 (s, 3 H, OCH3), 3.71 (s, 2
H, CHy), 2.32 (s, 3 H, CHa).

Ausbeute: 9.0 mg (11.0%)

F-VIll-17Me | , O_ | HPLC: R¢=10.19 min
[5-Methoxy-2-methyl-1- L 0 | GCMS, miz (rel Int. %): 338 (66) [M'], 279 (35), 190 (5), 173
(pyr|d|r.1-2-carbonyl)- ~Ng (9), 158 (13), 130 (7), 106 (100), 78 (37), 51(8).
1H-indol-3-yl}- LN

C19H18N204, 338.3573 g/mol

Smp: 109°C, beiger Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.94 (m, 2 H, arom. CH), 8.24 (d, *J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.68 (dd,
33 =8.0Hz, “3=5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.97 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.86 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H,
arom. CH), 6.68 (dd, 31=86 Hz, ‘1=25 Hz, 1 H, arom. CH), 3.81 (s, 3 H, OCH3), 3.72 (s, 3 H, OCHj5),
3.68 (s, 2 H, CH>), 2.38 (s, 3 H, CHa).

26 essigsauremethylester

Ausbeute: 8.5 mg (35.0%)

F-IX-1 0 .
Furan-2-yl-(6-methoxy- \©\—N/© HPLC: Ri=14.78 min

27 12,3 4-tetrahydro- GCMS, m/z (rel Int. %): 295 (100) [M], 267 (9), 239 (11),
carbazol-9-yl)- @/% 200 (16), 157 (16), 106 (88).
methanon C18H17NO3, 295.3325 g/mol
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Ausbeute: 4.1 mg (9.6%)

_0O
TS | HPLC: Ri=11.67 min
F-1X-3 \ R(= 11.67
28 1-[1-(Furan-2- N [ | GCMS, m/z (rel Int. %): 283 (60) [M*], 255 (15), 241 (5), 213
far.bfj”yl')z'&lmet:"xy' @/& 0~ |(5), 189 (7), 173 (7), 95 (100).
H-indol-2-ylJ-ethanon C1eH13NO,, 283.2788 g/mol
F-1X-7 o Ausbeute: 49 mg (99.0%)
~ N~ . _ .
Furan-2-yl-(8-methoxy- \@Q HPLC: R =7.68 m': _ .

29 2-methyl-1,2,3,4- GCMS, m/z (rel Int. %): 310 (42) [M"], 267 (100), 239 (35),
tetrahydro-pyrido[4,3- @0 224 (16), 210 (27), 199 (10), 172 (24), 116 (8), 95 (65).
Blindol-5-yl)-methanon C18H18N203, 310.3472 g/mol

F-1X-8 o Ausbeute: 17.4 mg (35.0%)
HPLC: R¢= 13.84 min
Furan-2-yl-(6-methoxy- m t
30 | 1,4-dihydro-2H-3-thia- N GCMS, m/z (rel Int. %): 313 (100) [M*], 267 (15), 239 (12),
9-aza-fluoren-9-yl)- @0 218 (18), 210 (9), 186 (18), 172 (9), 116 (5), 95 (82).
methanon C17H15N038, 313.3719 g/mol
F-IX-15 k Ausbeute: 9.2 mg (4.0%)
(3-tert.-Butyl-6- /Ow HPLC: Ri= 17.45 min
[
31 methoxy-1,2,3,4- N GCMS, m/z (rel Int. %): 351 (100) [M*], 294 (7), 267 (22),
te“ahlycir°'°ar2balz°"9' ©/§o 239 (25), 224 (7), 210 (13), 198 (7), 172 (8), 95 (62).
yh-furan-2-y- o CasHzsNOs, 351.4388 g/mol
methanon
F-1X-17 0 OH | Ausbeute: 4.3 mg (9.0%)
gp | [1Furan2-carbonyl) . 0 |HPLC: Ri=10.20 min
2£ 5-meth-oxy-2-methyl- @/&o LC-MS: 311.96 [M-H]"; R= 8.76 min
1Hindob 3l Lo C17H1sNOs, 313.3047 g/mol
essigsaure
F-IX-17Me o o Ausbeute: 2.6 mg (5.5%)
[1-(Furan-2-carbonyl)- ‘ N‘ 0 HPLC: Ri=12.47 moin .
33 | 5-methoxy-2-methyl- GCMS, m/z (rel Int. %): 327 (58) [M'], 268 (54), 190 (5), 173
1H-indol-3-yl] Cyo (10), 158 (11), 130 (5), 95 (100).
essigsauremethylester C1gH17NOs, 327.3313 g/mol
Ausbeute: 12.0 mg (17.0%)
F-1X-20 O HPLS: Ri=21.02 min
34 | (3-Decyl->-methoxy-2- N GCMS, m/z (rel Int. %): 395 (65) [M*], 300 (3), 268
fmethzy"'lnd°';:]'y')' @f © (100), 174 (8), 158 (9), 130 (3), 95 (95).
uran-cry-methanon CasH3sNOs, 395.5345 g/mol
o Ausbeute: 2.0 mg (4.0%)
F-1X-21 g ‘ | O HPLC: R= 15.28 min
35 | (3-Benzyl-S-methoxy- N GCMS, m/z (rel Int. %): 345 (95) [M*], 330 (5), 302 (4), 268
fz'met;y';'“d"t'r':'y')' @0 (7), 250 (12), 207 (13), 165 (14), 95 (100).
uran-c-yl-methanon CazH19NO3, 345.3912 g/mol
F-X-1 o Ausbeute: 8.3 mg (33.0%)
- .
(6-Methoxy-1.2.3.4- \©\\—/\© HPLC: Ri= 15.67 min +
36 | tetrahydro-carbazol-9- N GCMS, m/z (rel Int. %): 311 (70) [M*], 255 (2), 200 (7), 157
yl)-thiophen-2-yl- @A O |(8),111(100), 83 (5).
methanon S CieH17NO,S, 311.3991 g/mol
F-X-17 0 OH | Ausbeute: 22.0 mg (58.0%)
37 [5-Methoxy-2-methyl-1- .0 |HPLC: Re=11.46 min

(thiophen-2-carbonyl)-
1H-indol-3-yl]-
essigsaure

LC-MS: 328.12 [M-H]'; R¢= 9.35 min
C17H15NO4S, 329.3713 g/mol
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F-X-17Me
[5-Methoxy-2-methyl-1-
(thiophen-2-carbonyl)-

1H-indol-3-yl]-

Ausbeute: 10.3 mg (26.0%)

HPLC: Ri=17.83 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 343 (69) [M"], 284 (23), 190 (5), 173
(9), 158 (13), 130 (5), 111 (100), 83 (8).

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1gH1sNO4S [M+H]* 344.0956,
gem. 344.0959.

E essigsauremethylester C1sH17NOLS, 343.3979g/mol
braunes Ol
'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 7.73 (dd, *J = 5.0 Hz, “J = 1.2 Hz, 1 H, arom. CH), 7.55 (dd, J = 5.0 Hz,
*J = 1.2 Hz, 1 H, arom. CH), 7.13-7.10 (m, 2 H, arom. CH), 6.96 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.69
(dd, %3 = 8.6 Hz, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.84 (s, 3 H, OCHs), 3.70 (s, 3 H, OCHs), 3.68 (s, 2 H,
CHa), 2.44 (s, 3 H, CHs).
A-l-1 Br Ausbeute: 60.0 mg (80.0%)
(6-Brom-1,2,3.4- \©\—N/© HPLC: Ri=18.88 min .
39 | tetrahydro-carbazol-9- GCMS, m/z (rel Int. %): 389 (28); 387 (28) [M*], 168 (10),
yl)-(4-chlor-phenyl)- @O 139 (100), 111 (26), 75 (6).
methanon of C1oH1sBrCINO, 388.6852 g/mol
A-Il-5 Br Ausbeute: 65.0 mg (88.0%)
(5-Brom-3-ethyl-2- \ N | HPLC: R¢=18.73 min )
@ methyl-indol-1-yl)-(4- GCMS, m/z (rel Int. %): 377 (33); 375 (30) [M"], 157 (10),
chlor-phenyl)- Q/& © 139 (100), 111 (48), 75 (11).
methanon Cl C1gH1sBrCINO, 376.6745 g/mol
A-1-7 B _ | Ausbeute: 9.4 mg (17.0%)
(8-Brom-2-methyl- m'\‘ HPLC: R(= 11.61 min
41 1,2,3,4-tetrahydro- N GCMS, m/z (rel Int. %): 404 (23); 402 (23) [M"], 361 (65),
pyrido[4,3-Blindol-5-yl)- Q/&o 333 (8), 263 (8), 183 (9), 75 (12).
(4-chlor-phenyl)- 1 ¢ CiroHi6BrCIN2O, 403.6999 g/mol
methanon
Ausbeute: 38.0 mg (67.0%)
A-1-8 Br@\—@ HPLC: Ri=10.19 min
(6-Brom-1,4-dihydro- N GCMS, m/z (rel Int. %): 407 (23); 405 (23) [M*], 266 (3), 186
ﬂui:'e:;hﬁ)zaz;or Q/&O (9), 139 (100), 111 (32), 75 (12), 50 (3).
C1sH13BrCINOS, 406.7247 g/mol
42 phenyl)-methanon | Cl _
— Smp: 193°C, beiger Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.94 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.47 (d, “J = 2.0 Hz, 1 H, arom.
CH), 7.16 (d, %3 = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.11 (dd, *J = 9 Hz, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.88 (d, %J =
9.0 Hz, 1 H, arom. CH), 3.72 (s, 2 H, CH.S), 2.92 (t, °J = 5.5 Hz, 2 H, CH,CH,S), 2.81 (t, °J = 5.5 Hz, 2
H, CHoCH,S).
A-1-9 Br Ausbeute: 65.0 mg (90.0%)
(2-Brom-6,7,8,9,10,11- @\—/O HPLC: Ri=21.04 min
43 hexahydro- N GCMS, m/z (rel Int. %): 417 (40); 415 (32) [M"], 398 (9), 276
cycloocta[lindol-5-yl)- /@A 0 (7), 167 (8), 154 (7), 139 (100), 111 (53), 75 (11).
(4-chlor-phenyl)- 1 ¢ C21H1sBrCINO, 416.7384 g/mol
methanon
Ausbeute: 33.0 mg (35.0%)
A-1-20 § HPLC: R.=11.74 min
g | (EBrom3decsi2 LT GeMS, miz (rel Int. %): 489 (20); 487 (12) [M'], 362 (7), 207

methyl-indol-1-yl)-(4-
chlor-phenyl)-
methanon

(7), 139 (100), 111 (15), 75 (5).
C26H31BrCINO, 488.8872 g/mol
Smp: 115-116°C, beiger Feststoff
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H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.65 (d, 31=86 Hz, 2 H, arom. CH), 7.57 (d, 43=20 Hz, 1 H, arom.
CH), 7.47 (d, %3 = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.12 (dd, ®J = 9 Hz, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.87 (d, *J =
9.0 Hz, 1 H, arom. CH), 2.64 (t, 3 = 7.4 Hz, 2 H, CH2 ), 2.31 (s, 3 H, CH3), 1.59 (q, 2J = 7.4 Hz, 2 H,
CHoCH,CHy), 1.39-1.27 (m, 14 H, CHa ), 0.88 (t, °J = 7.6 Hz, 3 H, CHa).

A-I1-21
(3-Benzyl-5-brom-2-
methyl-indol-1-yl)-(4-

chlor-phenyl)-

Br
o
N

9

C

Ausbeute: 28.0 mg (45.0%)

HPLC: R{=18.83 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 439 (32); 437 (24) [M"], 218 (8), 176
(7), 139 (100), 111 (24), 75 (6).

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C23H17Br(79)CI(35)NO [M]"
437.0182,

methanon gem. 437.0156
CQ3H17BFC|NO, 438.7439 g/mol
ﬁ Smp: 110-112°C, beiger Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 7.58 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.41-7.39 (m, 3 H, arom. CH),
7.25-7.20 (m, 2 H, arom. CH), 7.12-7.10 (m, 3 H, arom. CH), 7.04 (dd, %3 = 9 Hz, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom.
CH), 6.80 (d, 23 =9.0 Hz, 1 H, arom. CH), 3.95 (s, 3 H, CH, ), 2.31 (s, 3 H, CHa).
13C.NMR (100.6 MHz, CDCl3): = 168.42 (C=0), 139.50 (C,), 135.69 (Cq), 135.29 (Cq), 133.73 (Cq),
132.13 (Cq), 131.40 (2 C, arom. CH), 129.42 (2 C, arom. CH), 129.00 (arom. CH), 128.80 (2 C, arom.
CH), 128.28 (arom. CH), 126.52 (arom. CH), 126.02 (arom. CH), 121.56 (2 C, arom. CH), 117.72 (Cy),
116.21 (Cy), 115.60 (arom. CH), 30.19 (CHa), 13.73 (CHs).
Ausbeute: 60.0 mg (99.0%)
A-1-23 B r HPLC: Ry=9.91 min (C4)
(10-Brom-5,6-dihydro- \ \ GCMS, m/z (rel Int. %): 437 (32); 435 (23) [M"], 281 (5), 217
46 | benzofclcarbazol-7-y))- N (23), 207 (12), 189 (13), 139 (100), 111 (25), 75 (11).
(4-chlor-phenyl)- Q/&O Cas 11sBrCINO, 436.7280 g/mol
methanon cl )
beiger Feststoff
Ausbeute: 26.0 mg (70.0%)
A-IX-1 Br\©\—/© HPLC: R.= 16.87 min
47 (6-Brom-1,2,3,4- | N‘ GCMS, m/z (rel Int. %): 345 (51); 343 (53) [M*], 248 (5), 168
al tetrahydro-carbazol-9- - (16), 140 (4), 115 (3), 95 (100), 67 (2).
yh-furan-2-yl- @ O | CiHuBICINO,, 344.2026 gimol
methanon .
beiger Feststoff
Ausbeute: 28.0 mg (78.0%)
A-IX-5 Br — HPLC: R(=8.91 min (C4)
48 (5-Brom-3-ethyl-2- Nk GCMS, m/z (rel Int. %): 333 (23); 331 (24) [M*], 156 (8), 140
- methyl-indol-1-yl)- @AO (4), 115 (14), 95 (100), 67 (3).
furan-2-yl-methanon \_0 C16H14BrCINO2, 332.1919 g/mol
beiger Feststoff
Ausbeute: 28.6 mg (73.0%)
A-IX-8 Br s|HPLC: R=8.58 min (C4)
49 (6-Brom-1,4-dihydro- m,\l GCMS, m/z (rel Int. %): 363 (45); 361 (43) [M*], 266(10), 234
— 2H-3-thia-9-aza- (7), 186 (13), 154 (6), 140 (7), 114 (3), 95 (100), 67 (3).
fluoren-9-yl)-furan-2-yl- @/&O C1oHioBrNO,S, 362.2420g/mol
methanon .
oranger Feststoff, 80% rein
Ausbeute: 32.3 mg (81.0%)
A-IX-9 . HPLC: R¢=18.11 min
(2-Bromo- @\—/O GCMS, m/z (rel Int. %): 373 (33); 371 (33) [M"], 344 (9), 317
50 6,7,8,9,10,11- N (8), 276 (8), 248 (5), 167 (7), 154 (5), 140 (5), 115 (4), 95
- hexahydro- @/&O
\0

cycloocta[B]indol-5-yl)-
furan-2-yl-methanone

(100), 67 (3).
C19H1BBFN02, 372.2558 g/mol
beiger Feststoff
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A-IX-15
(6-Brom-3-tert.-butyl-
1,2,3,4-tetrahydro-
carbazol-9-yl)-furan-2-

Ausbeute: 40.0 mg (89.0%)

HPLC: Ri=19.93 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 401 (61); 399 (62) [M'], 315 (9), 287
(13), 260 (8), 208 (7), 167 (11), 140 (3), 95 (100), 57 (5).
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C21H22Br(79)NO2 [M]" 399.0834,
gem. 399.0811.

21 yl-methanon C21H2:BrNO, 400.3089 g/mol
Smp: 110°C, gelber Feststoff
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.63 (dd, °J = 1.8 Hz, *J = 0.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.55 (d, *J = 1.8 Hz,
1 H, arom. CH), 7.23-7.20 (m, 2 H, arom. CH), 7.12 (d, %3 = 9.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.63 (dd, J = 3.6
Hz, ‘3=18 Hz, 1 H, arom. CH), 2.7 (m, 2 H, CH3), 2.34 (m, H, CH), 2.00 (m, 2 H, CH3), 1.55 (m, 2 H,
CHy), 0.98 (m, 9 H, -tBu).
A-IX-17 . oH Ausbeute: 6.4 mg (16.4%)
W HPLC: R¢=12.01 min
52 | [B-Brom-i-(furan-2- N LC-MS: 361.91 [M-H]'; Ri= 10.11 min
carbonyl)-2-methyl-1H- @/&0 C16H12BrNO,, 362.1748 g/mol
indol-3-yl}-essigsaure © Smp: 193°C, beiger Feststoff
Ausbeute: 28.8 mg (60.0%)
A-1X-20 Br HPLC: Ri=23.38 min
53 (5-Brom-3-decyl-2- W GCMS, m/z (rel Int. %): 445 (25); 443 (25) [M"], 316 (35),
T methyk-indol-1-yl)- e 222 (3), 143 (3), 115 (3), 95 (100).
furan-2-yl-methanon CaeHaoBrNO,, 444.4045 g/mol
Ausbeute: 13.6 mg (32%)
A-IX-21® “ L [ )|HPLC: Ri=23.38 min
54 (3-Benzyl-5-brom-2- N GCMS, m/z (rel Int. %): 395 (45); 394 (45) [M*], 298 (3), 218
methyl-indol-1-yl)- @ o (12), 204 (3), 176 (9), 152 (5), 95 (100), 67 (3).
furan-2-yl-methanon Ca1H16BINO,, 394.2613 g/mol
Ausbeute: 26.8 mg (62.0%)
A-IX-23 Br O HPLC: Ry= 9.25 min (C4)
55 | (10-Brom-5,6-dihydro- ‘ N ‘ GCMS, m/z (rel Int. %): 393 (31); 391 (33) [M'], 312 (3), 296
benzo[c]carbazol-7-yl)- C/&O (5), 217 (28), 189 (13), 163 (3), 95 (100), 67 (3).
furan-2-yl-methanon \ 0 Ca1H14BrNO, 392.2454 g/mol
D-1-1 F Ausbeute: 12.5 mg (33.3%)
(4-Chlor-phenyl)-(6.8- | N | HPLC: R(=9.46 min (C4), 80% reirl
56 difluor-1.2.3.4- f GCMS, m/z (rel Int. %): 345 (28) [M*], 204 (5), 151 (5), 139
tetrahydro-carbazol-9- OA\@\ (100), 111 (29), 75 (9).
yl)-methanon Cll C1gH14CIF2NO, 345.7701 g/mol
Ausbeute: 27.2 mg (60.0%)
HPLC: R;=9.04 min (C4)
D-I-8 F s GCMS, m/z (rel Int. %): 363 (37) [M"], 224 (7), 190 (5), 152
(4-Chior-phenyl)-(6.6- | (5), 139 (100), 111 (33), 75 (12).
57 HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1gH12(35)CIF2NOS [M]*

difluor-1,4-dihydro-2H-
3-thia-9-aza-fluoren-9-
yl)-methanon
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363.0296,

gem. 363.0268.

C1gH12CIF2NOS, 363.8095 g/mol
Smp: 107-108°C, beiger Feststoff
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H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.63 (d, 31=86 Hz, 2 H, arom. CH), 7.44 (d, %1=86 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.95 (dd, %3 (HF) = 9 Hz, *J (HH) = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 6.63 (ddd, *J (HF) = 9 Hz, “J (HH) =
2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 3.79 (s, 2 H, CH,S), 3.05 (t, °J = 5.5 Hz, 2 H, CHyCH,S), 2.97 (t, 23 = 5.5 Hz, 2
H, CH2CH3S).

3C.NMR (100.6 MHz, CDCls): 6 = 166.79 (C=0), 157.13 (C,), 145.48 (C,), 138.93 (Cy), 131.70 (Cq),
131.17 (2 C, arom. CH), 129.98 (C,), 129.83 (2 C, arom. CH), 126.09 (Cy), 119.70 (Cq), 117.81 (Cy),
108.46 (arom. CH), 99.80 (arom. CH), 26.89 (CHz), 26.18 (CHy), 23.02 (CHs).

Ausbeute: 28.4 mg (73.0%)

HPLC: R¢=17.09 min

F-111-5 o GCMS, m/z (rel Int. %): 373 (53); 371 (55) [M"], 356 (7), 249
(7), 183 (100), 173 (5), 157 (28), 145 (9), 130 (7), 115 (3),
104 (8), 76 (9).

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C19H15(79)BrNO, [M]" 371.0521,

(4-Brom-phenyl)-(3-
ethyl-5-methoxy-2-
methyl-indol-1-yl)-

24

Br

59 methanon gem. 371.0542.
C19H1gBrN02, 372.2558 g/mol
griines Ol
TH-NMR (400 MHz, CDCls): = 7.55 (d, °J = 8.5 Hz, 2 H, arom. CH), 7.49 (d, *J = 8.5 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.85 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.83 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.58 (dd, °J = 8.6 Hz, “J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.77 (s, 3 H, OCHs), 2.59 (q, °J = 7.6 Hz, 2 H, CHy), 2.24 (s, 3 H, CH3), 1.14
(t,*J = 7.6 Hz, 3 H, CH,CHs).
F-111-8 0 Ausbeute: 14.0 mg (34.0%)
(4-Brom-phenyi)-(6- w HPLC: R(= 16.14 min
@ methoxy-1,4-dihydro- o GCMS, m/z (rel Int. %): 403 (50); 401 (49) [M'], 218 (25),
2H-3-thia-9-aza- %\@Br 185 (100), 175 (10), 155 (27), 104 (8), 76 (12).
fluoren-9-yl)-methanon C19H16BrNO,S, 402.3059 g/mol
F-111-9 Ausbeute: 8.5 mg (19.0%)
(4-Brom-phenyl)-(2- /O\Q@ HPLC: Ri=10.72 min +
61 | methory-67.89,10,11- N GCMS, m/z (rel Int. %): 413 (52); 411 (51) [M"], 385(15), 228
- hexahydro- o*@ (37), 200 (23), 185 (100), 173 (5), 157 (28), 115 (5), 104 (8),
cycloocta[bJindol-5-yl)- Br| 76 (10).
methanon C22H22BrNO2, 412.3196 g/mol
Ausbeute: 11.0 mg (25.0%)
F-111-18 o |HPLC: Ri=13.81 min
3.{1-(4-Brom-benzoyl)- /OWOH LC-MS: 414.39; 416.36 [M-H]"; R;= 10.92 min
5-methoxy-2-methyl- N HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C2oH17BrNO4 [M-H] 414.0341,
1H-indol-3-yl]- OJ\@ gem. 414.0346
64 propionsaure B | CaoH18BrNO4, 416.2700 g/mol
Smp: 210°C, weiler Feststoff
TH-NMR (400 MHz, CD30D): § = 7.73 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.60 (d, ®J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.00 (d, *3 = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.91 (d, ®J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.67 (dd, %J = 8.6 Hz, *J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.80 (s, 3 H, OCHs), 2.81 (t,°J = 7.6 Hz, 2 H, CH.), 2.49 (t,®J = 7.6 Hz, 2 H,
CH>), 2.29 (s, 3 H, CHs3).
Ausbeute: 17.0 mg (33.3%)
F-111-20 HPLC: Ri=23.59 min
(@-Brom-phenyl)-(3- | T | 6CMS, m/z (rel Int. %): 485 (54); 483 (56) [M], 356 (32),
65 | decyl-5-methoxy-2- OJ\Q 300 (9), 281 (3), 207 (8), 183 (100), 175 (15), 158 (16), 105
methyl-indol-1-y1)- Br (10), 76 (5).
methanon C27H34BrNO2, 484.4684 g/mol
Farbloses Ol
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H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.62 (d, 51=86 Hz, 2 H, arom. CH), 7.56 (d, 51=86 Hz, 2 H, arom.
CH), 6.91-6.89 (m, 2 H, arom. CH), 6.65 (dd, *J = 9 Hz, “J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 3.84 (s, 3 H,
OCHs), 2.64 (t, 3 =7.4 Hz, 2 H, CHy ), 2.30 (s, 3 H, CH3), 1.60 (q, °J = 7.4 Hz, 2 H, CH,CH2CHy), 1.35-
1.26 (m, 14 H, CHy), 0.88 (t, °J = 7.6 Hz, 3 H, CHs).

¥C-NMR (100.6 MHz, CDCl3): 6 = 166.80 (C=0), 157.86 (Cy), 135.04 (Cq), 133.95 (Cy), 132.49 (Cq),
132.18 (2 C, arom. CH), 131.58 (Cq), 131.31 (2 C, arom. CH), 127.57 (Cg), 120.60 (C4CH.), 115.16
(arom. CH), 111.00 (arom. CH), 101.96 (arom. CH), 56.10 (CH30), 32.31 (CH), 30.15-29.75 (6C, CHy),
24.43 (CHy), 23.11 (CHy), 14.56 (CHs3), 13.83 (CHs).

F-111-18Me
3-[1-(4-Brom-benzoyl)-

Ausbeute: 8.0 mg (18.0%)
HPLC: Ri=10.72 min
GCMS, m/z (rel Int. %): 431 (38); 429 (39) [M"], 358 (17),

66 5-methoxy-2-methyl-
= 1H-indol-3-yi]- OA@L 249 (7), 185 (100), 173 (8), 155 (22), 130 (5), 104 (8), 76
propions&ure- gr | (10).
methylester C21H20BrNO4, 430.2918 g/mol
F-111-21 0 Ausbeute: 7.0 mg (13.7%)
(3-Benzyl-5-methoxy- \ N\ O HPLC: Rt= 17.54 min, beiger Feststoff
67 | 2-methylindol-1-yl)-(4- . GCMS, m/z (rel Int. %): 435 (69); 433 (77) [M], 355 (5), 250
brom-phenyl)- %\@Br (11), 207 (23), 183 (100), 165 (13), 157 (22), 104 (8), 76 (9).
methanone C24H20BrNO>, 434.3251 g/mol
Ausbeute: 6.0 mg (13.1%)
F-111-23 o O HPLC: R:= 18.04 min, gelber Feststoff
68 (4-Bromo-phenyl)-(10- \ \ GCMS, m/z (rel Int. %): 433 (60); 431 (63) [M*], 248 (11),
= | methoxy-5,6-dihydro- \ 232 (8), 217 (11), 204 (3), 183 (100), 155 (20), 104 (7), 76
benzo[c]carbazol-7-yl)- 02\@ ).
methanon Br
C24H1sBI'N02, 432.3093 g/mol
Ausbeute: 14.0 mg (31.0%)
E-111-24 o o HPLC: Ri=14.42 min _ .
a{t-(a-Brom-benzoyl)- | Wg LC-MS: 430.23; 428.23 [M-HT ; Ry= 10.92 min
5-methoxy-2-methyl- . A@ HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C21H:sBrNO4 [M-H] 428.0497,
1H-indol-3-yl]- B gem. 428.0505
69 butterséure C21H20BrNO4, 430.2918 g/mol
Smp: 71°C, gruner Feststoff
TH-NMR (400 MHz, CD30OD): 5 = 7.70 (d, >J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.57 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.08 (d, *3 = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.23 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.65 (dd, %J = 8.6 Hz, *J
= 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.81 (s, 3 H, OCH3), 2.73 (t, °J = 7.00 Hz, 2 H, CHy), 2.37 (t, % = 7.00 Hz, 2
H, CHz), 2.26 (s, 3 H, CH3), 1.91 (g, % = 7.00 Hz, 2 H, CHy).
F-111-24Me Ausbeute: 8.3 mg (18.0%)
4-[1-(4-Brom-benzoyl)- /Owo\ HPLC: R¢=16.30 ”1'“ .
70 | 5-methoxy-2-methyl- \ 0 | GCMS, miz (rel Int. %): 445 (47); 443 (47) [M*], 412 (5), 356
- 1H-indol-3-yl]- O)\©\ (22), 249 (7), 183 (100), 173 (12), 157 (20), 130 (7), 104 (8),
butterséduremethyl Br 76 (9).
ester C22H22BrNO4, 444.3184 g/mol
F-111-25 Ausbeute: 12.0 mg (23.1%)
o LC-MS: 491.09; 489.05 [M-H]; Rt= 11.91 min
(2-Benzoyl-8-methoxy- | o NJK© . ) N
71 | 1234-etahyaro- T GCMS, miz (rel Int. %): 490 (45); 488 (47) [M'], 385 (7), 355

pyrido[4,3-BJindol-5-yl)-
(4-brom-phenyl)-
methanon

(20), 327 (7), 305 (27), 207 (7), 185 (100), 172 (29), 155
(29), 105 (52), 77 (35).
C26H21BrN20O3, 489.3606 g/mol, beiger feststoff
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0 Ausbeute: 16.1 mg (41.3%)
F-VI-5 \m,\“\ HPLC: Ri=18.32 min
72 | Biphenyl-4-yl-(3-ethyl- o GCMS, m/z (rel Int. %): 369 (39) [M*], 188 (3), 181 (100),
S-methoxy-2-methyl- 173 (3), 152 (32), 145 (5), 103 (3), 77 (3).
indol-1-y})-methanon CasHasNO,, 369.4557 g/mol
Ausbeute: 33.9 mg (81.0%)
F-VI-7 o HPLC: R{=12.13 min .
Biphenyldoyl6- |~ @‘\T/‘QN/ GCMS, m/z (rel Int. %): 396 (10) [M"], 353 (32), 325 (7), 281
methoxy-2-methyl- ) (13), 215 (8), 207 (33), 18"1 (100), 152 (32),+73 (5).
1,2,3,4-tetrahydro-B- O HR-MS (FAB, m/z): ber. fur C26H24N202 [M]™ 396.1838,
carbolin-9-yl)- gem. 396.1829.
methanon C26H24N205, 396.4810 g/mol
Smp: 197-199°C, beiger Feststoff
B IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 =7.79-7.73 (m, 3 H, arom. CH), 7.68-7.63 (m, 3 H, arom. CH), 7.52-7.74
(m, 3 H, arom. CH), 7.05 (d, 31=86 Hz, 1 H, arom. CH), 6.81 (d, 43=25 Hz, 1 H, arom. CH), 6.76 (dd,
%3 =8.6 Hz, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 4.83 (m, 1 H, CHzN(CHj)), 4.12 (m, 1 H, CHoN(CHs)), 3.83 (s,
3 H, OCH3), 3.74 (m, 1 H, N(CH3)CHa), 2.58 (m, 2 H, CHoCHy), 3.22 (m, 1 H, N(CH3)CH2), 3.06 (s, 3 H,
NCHs).
3C.NMR (100.6 MHz, CDCls): 6 = 168.53 (C=0), 156.53 (Cg), 146.22 (Cg), 139.53 (Cq), 133.11 (Cy),
131.62 (Cq), 131.42 (Cq), 130.36 (2 C, arom. CH), 129.27 (2 C, arom. CH), 128.80 (2 C, arom. CH),
128.43 (Cq), 127.69 (arom. CH), 127.50 (2 C, arom. CH), 116.19 (arom. CH), 113.65 (arom. CH),
109.55 (Cq), 110.68 (arom. CH), 56.10 (CH30), 51.18 (CHz), 50.20 (CHy), 41.95 (CHs), 22.39 (CHy).
F-VI-8 o Ausbeute: 24.8 mg (58.5%)
Biphenyl-4-yl-(6- Ty HPLC: R= 17.57 min
74 | methoxy-1,4-dihydro- o GCMS, m/z (rel Int. %): 399 (35) [M'], 218 (5), 188 (9), 181
2H-3-thia-9-aza- O (100), 174 (3), 152 (33), 127 (3).
fluoren-9-yl)-methanon C25H12NO2S, 399.5058 g/mol
F-VI-9 o Ausbeute: 3.0 mg (6.7%)
iphenyiayiz- | L L1 ] |HPLC: Ri= 11.32 min
75 | methoxy-6,7,8,9,10,11- o GCMS, m/z (rel Int. %): 409 (33) [M*], 381 (5), 228 (6), 200
hexahydro- (3), 181 (100), 152 (27), 127 (3).
cycloocta[Blindol-5-yl)- CagHarNO,, 409.5195 g/mol
methanon
F-VI-15 Ausbeute: 15.1 mg (32.6%)
Biphenyl-4-yl-(3-tert.- /OW HPLC: Ri=21.94 min, gelber Feststoff
76 butyl-6-methoxy- N GCMS, m/z (rel Int. %): 437 (53) [M*], 198 (3), 181 (100),
— 1,2,3 4-tetrahydro- o 152 (00) 127 )
carbazol-9-yl)- . CaoH31NOy, 437.5727 g/mol
methanon
F-VI-18 o 9 )
3.[1-(Biphenyl4- WOH Ausbeute: 7.3 mg (17_.0%), griiner Feststoff
77 | carbonyl)-5-methoxy-2- 5 LC-MS: 412.29 [M-H] ; Ri= 11.61 min
methyl-1H-indol-3-yl]- C26H23NOy4, 413.4652 g/mol
propionsaure
F-VI-18Me o |Ausbeute: 9.0 mg (20.2%)
3{1-@ipheny4- [0 |HPLC: Ri=16.86 min
78 | carbonyl)-5-methoxy-2- \ GCMS, m/z (rel Int. %): 427 (34) [M*], 354 (4), 181 (100),

methyl-1H-indol-3-yl]-
propionsauremethyl-
ester

£

152 (27), 127 (3), 77 (3).
CZ7H25NO4, 427.4917 g/mol
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F-VI-20

Ausbeute: 12.6 mg (24.7%), gelber Feststoff

”W\ HPLC: Ri= 16.86 min
79 | Biphenyl-4-yl-(3-decyl- & 0 GCMS, m/z (rel Int. %): 481 (36) [M*], 354 (4), 300 (5), 181
?-methoxy-2-methyl- (100), 152 (17).
indol-1-ylj-methanon CasH3oNO,, 481.6683 g/mol
F-VI-21 o Ausbeute: 10.3 mg (22.5%), beiger Feststoff
(3-Benzyl-5-methoxy- ‘ N‘ O HPLC: Ry=18.64 min
80 2-methyl-indol-1-yl)- o GCMS, m/z (rel Int. %): 431 (28) [M"], 250 (4), 207 (5), 181
biphenyl-4-yl- O (100), 165 (3), 152 (18).
methanon C30H25NO2, 481.6683 g/mol
F-VI-24 o oH
4-{1-(Biphenyl-4- L/ o |Ausbeute: 6.3 mg (14.0%), beiger Feststoff
82 | carbonyl)-5-methoxy-2- o LC-MS: 426.20 [M-H] ; R;= 6.63 min
methyl-1H-indol-3-yl]- O C27H25NOy4, 427.4917 g/mol
buttersaure
F-VI-24Me . . |Ausbeute: 11.3 mg (25.0%)
4{1-Biphenyl4- |~ [T T~ § |HPLC: Ri=17.40 min
83 | carbonyl)-5-methoxy-2- o GCMS, m/z (rel Int. %): 441 (35) [M*], 410 (3), 354 (4), 200
methyl-1H-indol-3-yl}- (3), 181 (100), 152 (25), 127 (3), 77 (3).
buttersauremethyl- CagHarNOy, 441.5183 g/mol
ester
F-VI-25 o
(2-Benzoyl-8-methoxy- /Ot n : :NJ\© ﬁ;ii?usz—zﬁfi??n(iis.()%)
1,2,3,4-tetrahydro- N R
34 pyrido[4,3-l3]indzl-S-yl)- ° LC-MS: 487.14 [M+H] " ; Ri= 12.61 min
biphenyl-4-yl- [ ) | CazHaeN20s, 486.5605 g/mol
methanon
. F-VI-27 0 ‘ : O Ausbeute: 20.5 mg (43.0%)
Biphenyl-4-yl-[3-(4- N OH | HPLC: R¢= 16.57 min
85 hydroxy-benzyl)-5- ° LC-MS: 448.11 [M+H] " ; R;= 9.59 min
.r:rc]jjh:%igi:]:;n ()| CaoHasNOs, 447 5244 gimol
Ausbeute: 5.6 mg (17.0%)
F-VIII-5 /OW HPLC: R=12.19 min
86 | (3-Ethyl-5-methoxy-2- N GCMS, m/z (rel Int. %): 294 (100) [M'], 279 (27), 188 (7),
methyl-indol-1-y1)- T 173 (6), 158 (9), 145 (11), 130 (5), 106 (80), 78 (29) 51 (7).
pyridin-2-yl-methanon CigH18N202, 294.3478 g/mol
F-VIII-7 o B Ausbeute: 8.1 mg (23.0%)
(6-Methoxy-2-methyl- m“‘ HPLC: Ri= 7.14 min, 80% rein
87 12,3 4-tetrahydro- N GCMS, m/z (rel Int. %): 321 (27) [M*], 278 (100), 249 (27),
pyrido[4,3-Bindol-5-yl)- o X ; 215 (9), 199 (8), 172 (44), 116 (5), 106 (43), 78 (24), 51 (8).
pyridin-2-yl-methanon C19H19N302, 321.3732 g/mol
F-VIII-8 0 S Ausbeute: 84 mg (23.0%), beiger Feststoff
(6-Methoxy-1.4- m HPLC: Ri= 11.65 min
88 dihydro-2H-3-thia-9- N GCMS, m/z (rel Int. %): 324 (100) [M'], 278 (11), 249 (5),
aza-fluoren-9-yl)- o 1 : 218 (28), 186 (32), 172 (11), 106 (57), 78 (37), 51 (9).

pyridin-2-yl-methanon

C1gH16N202S, 324.3979 g/mol
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F-VIII-9 Ausbeute: 21.6 mg (59.0%)
(2-Methoxy- /O©\_/C> HPLC: R¢=7.79 min .
89 6.7.8.9.10.11- N GCMS, m/z (rel Int. %): 334 (100) [M'], 306 (32), 279 (8),
= hexahydro- o7, | 228 (42), 200 (30), 185 (7), 174 (8), 158 (9), 106 (72), 78
cycloocta[Blindol-5-yl)- N~ (43), 51 (9).
pyridin-2-yl-methanon C21H22N202, 334.4117 g/mol
F-VIII-18 o
3.{5-Methoxy-2-methyl- /OWOH Ausbeute: 6.1 mg (16.0%)
@ 1-(pyridin-2-carbonyl)- N LC-MS: 337.45 [M-H]_; 339.17 [M+H] +; Ri=8.23 min
1H-indol-3-yl]- o I\‘l ; C19H18N204, 338.3573 g/mol
propionsaure
F-VIlI-18Me o |Ausbeute: 1.2 mg (3.0%)
3-[5-Methoxy-2-methyl- /OWO/ HPLC: R¢=11.08 min
91 | '-{pyridin-2-carbonyl)- e GCMS, m/z (rel Int. %): 352 (69) [M"], 279 (45), 186 (8), 173
1H-indol-3-yl}- oS (6), 158 (11), 106 (100), 78 (35), 51 (7).
proplonsaure- N CaoH20N;04, 352.3839 g/mol
methylester
Ausbeute: 19.3 mg (42.0%)
F-VIII-20 /OW HPLC: Ri=20.49 min
92 | (3-Decyl-5-methoxy-2- N GCMS, m/z (rel Int. %): 406 (86) [M*], 300 (8), 279 (85), 174
o methyl-indol-1-yl)- v (12), 158 (11), 106 (100), 78 (27), 51 (3).
pyridin-2-yl-methanon CasHaaN202, 406.5604 g/mol
o Ausbeute: 14.3 mg (36.0%)
F-Viil-21 g ‘ ‘ O HPLC: R;= 20.49 min
93 | (3-Benzyl-5-methoxy- N GCMS, m/z (rel Int. %): 356 (100) [M'], 250 (11), 207 (12),
2-methyl-indol-1-yl)- 1) |165(12), 106 (78), 78 (30), 51 (7).
pyridin-2-yl-methanon CasH20N20,, 356.4172 g/mol
F-VIlI-24 o on
4-[5-Methoxy-2-methyl- | w Ausbeute: 10.6 mg (26.8%)
94 | 1-(pyridin-2-carbonyl)- ON N LC-MS: 351.31 [M-HJ ; 353.18 [M+H] *; R(= 8.47 min
1H-indol-3-yl]- N C20H20N204, 352.3839 g/mol
buttersaure
F-VllI-24Me Ausbeute: 6.2 mg (15.8%)
4-{5-Methoxy-2-methyl- | ~O7 ™" HPLC: Ri= 11.72 min
95 | T-{pyridin-2-carbonyl)- N GCMS, m/z (rel Int. %): 366 (67) [M"], 335 (8), 279 (47), 200
TH-indol-3-yIJ- iy (5), 186 (7), 173 (9), 158 (14), 106 (100), 78 (36), 51 (8).
buttersauremethyl- CorHasN2Os, 366.4105 g/mol
ester
Ausbeute: 22.7 mg (49.0%), beiger Feststoff
E-VIII-25 o HPLC: Ri=11.13 min
(2-Benzoyl-8-methoxy- /o\:‘ CNJ\© LC-MS: 412.18 [M+H]"; Fft= 9.29 min )
1,2,3 4-tetrahydro- N HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C25H22N303 [M+H]" 412.1661
pyrido[4,3-Blindol-5-yl)- o gem. 412.1673
96 pyridin-2-yl-methanon Ca5H21N303, 411.4527 g/mol

Smp: 107°C

"H-NMR (400 MHz, CD3OD): & = 8.89-8.84 (m, 2 H, arom. CH), 8.16 (d, ®J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH),
7.63 (dd, *J = 8.0 Hz, “J = 5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.47-7.57(m, 6 H, arom. CH), 6.92-6.87 (m, 1 H,
arom. CH), 6.74 (dd, 31=86 Hz, ‘43=25 Hz, 1 H, arom. CH), 4.91 (m, 1 H, CH2N), 4.28 (m, 2 H, CH>),
3.84 (s, 3 H, OCHs3), 3.70 (m, 1 H, CHy), 2.87 (m, 2 H, CHy).
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Ausbeute: 20.0 mg (48.0%), farbloses Ol

F-viil-2zz— | HPLC: R= 11.24 min
[3-(4-Hydroxy-benzyl)- |~ (L] N ® on | LC-MS: 373.26 [M+H]"; R= 9.50 min
5-methoxy-2-methyl- OAO HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir CosH21N203 [M+H]" 373.1552
indol-1-yl]-pyridin-2-yl- N~

97 methanon gem. 373.1524.
- Ca23H20N203, 372.4166 g/mol

TH-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 8.96-8.92 (m, 2 H, arom. CH), 8.33 (d, °J = 8.0 Hz, 1 H, arom. CH),
7.75 (dd, *J = 8.0 Hz, “J = 5.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.06 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH ), 6.88 (d, °J =
8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.81 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.75-6.73 (m, 2 H, arom. CH), 6.65 (dd, >J
= 8.6 Hz, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.95 (s, 2 H, CHy), 3.75 (s, 3 H, OCHs3), 2.35 (s, 3 H, CHs).

1. HO,S
J-1-1 3 \©‘\—/‘© Ausbeute: 24.0 mg (58.0%), 80 % rein
98 | 9-(4-Chlor-benzoyl)- \ LC-MS: 388.31 [M-H ; Ri= 7.47 min
6.,7,8,9-tetrahydro-5H- OJ\Q C19H16CINOSS, 389.8534 g/mol
carbazol-3-sulfonsaure Cl
_l- HO,S
J-I-5 ° W Ausbeute: 5.1 mg (13.0%), 80 % rein
% 1-(4-Chlor-benzoyl)-3- N LC-MS: 376.26 [M-H] ; Ri=6.09 min
ethyl-2-methyl-1H- 02\©\ C1sH16CINOSS, 377.8427 g/mol
indol-5-sulfons&ure cl

J-1-7
HO3S ~
5-(4-Chlor-benzoyl)-2- | =~ ° m'* Ausbeute: 2.0 mg (5.0%)
100 methyl-2,3,4,5- j‘\@ LC-MS: 403.43 [M-HJ ; 405.06 [M+H]* ;:R;= 7.62 min

tetrahydro-1H- ° CigH17CIN204S, 404.8681 g/mol
pyrido[4,3-B]indol-8-

sulfonsaure

Ausbeute: 23.1 mg (53.0%), gelber Feststoff

J-1-8 HO,S . HPLC: R¢=7.50 min
6.(4-Ghior-berzoyi) % LC-MS: 406.15 [M-HJ ; R;= 6.17 min _
1,2,4,9-tetrahydro-3- 5 %\©\ HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1gH13CINO4S, [M-H] 405.9974
101 thia-9-aza-fluoren-6- gem. 405.9972.
— sulfonsaure C18H14CINO4S,, 407.8928 g/mol
Smp: 153-155°C
TH-NMR (400 MHz, CD30D): 6 = 7.99 (d, “J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.69 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.57 (d, %3 = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.47 (dd, *J = 8.6 Hz, *J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.09 (d, 3J
= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 3.87 (s, 2 H, CH2S), 2.94-2.89 (m, 4 H, CH,CH,S).

J-1-9 Ausbeute: 19.8 mg (44.0%), beiger Feststoff
5-(4-Chlor-benzoyl)- HOSs@@O HPLC: Ri= 14.42 min
6,7,8,9,10,11- N LC-MS: 416.28 [M-H] ; Ri= 8.40 min
hexahydro-GH- OJ\Q Ca1Hz0CINO4S, 417.9065 g/mol
102 cycIoocta[B.].lndoI-Z- cl Smp: 104°C
_— sulfonsaure

'H-NMR (400 MHz, CDs0D): & = 7.98 (d, *J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.66 (d, ®J = 8.6 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.56 (d, %J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.48 (dd, ®J = 8.6 Hz, “J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 6.84 (d, *J
= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 2.98 (t, *J = 6.24 Hz, 2 H, CCH,CHy), 2.89 (t, *J = 6.24 Hz, 2 H, CCH,CH,),
1.73 (M, 4 H, CHaCH,CHy), 1.52 (m, 2 H, CH,CH2CHy), 1.37 (m, 2 H, CH2CH2CHy).

Ausbeute: 6.0 mg (11.5%), gelber Feststoff
3-1-20 HPLC: R;=9.01 min (C4)
- MW LC-MS: 488.33 [M-H] ; Ry=7.92 min
103 | 1-(4-Chlor-benzoyl)-3- og\@ HR-MS (FAB, m/z): ber. fir C2sH32CINO4S [M-H] 488.1663
decyl-2-methyl-1H-
) B o gem. 488.1671.
indol-5-sulfonsaure CasHasCINOLS, 490.0553 g/mol
Smp: 126-128°C
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H-NMR (400 MHz, CD30D): 8= 8.00 (d, ‘3=18 Hz, 1 H, arom. CH), 7.67 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.57 (d, %3 = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.53 (dd, *J = 8.6 Hz, “J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.03 (d, %J
= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 2.74 (t, %) = 7.4 Hz, 2 H, CHy), 2.35 (s, 3 H, CH3), 1.66 (q, °J = 7.4 Hz, 2 H,
CH2CH,CHy), 1.41 = 1.29 (m, 14 H, CHy), 0.89 (t, °J = 7.0 Hz, 3 H, CHj).

3C.NMR (100.6 MHz, CD30D): § = 168.65 (C=0), 139.27 (C,), 137.25 (Cq), 134.31 (Cy), 134.18 (Cy),
131.25 (2 C, arom. CH), 129.71 (Cy), 129.12 (2 C, arom. CH), 127.57 (C,), 120.64 (arom. CH), 120.25
(Cq), 116.25 (arom. CH), 113.43 (arom. CH), 32.09 (CH,), 30.10-29.48 (6C, CHy), 23.79 (CH,), 22.77
(CH2), 13.51 (CHs), 12.31 (CHs).

Ausbeute: 2.6 mg (6.0%), gelber Feststoff
HPLC: R;= 8.85 min (c18kurz)
J-1-21 HOsS T ()| LC-MS: 438.22 [M-H] ; Re= 6.79 min
3-Benzyl-1-(4-chloro- N HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C23H17CINO4S [M-H] 438.0567
b?nzoyl)-Z-meth¥I-1H- o gem. 438.0594.
indol-5-sulfonsaure C23H16CINO,S, 439.9121 g/mol
Smp: 107-108°C

'H-NMR (400 MHz, CDs0OD): 8= 7.96 (d, “J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.71 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.58 (d, 3J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.54 (dd, ®J = 8.6 Hz, “J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.24-7.23
(m, 4 H, arom. CH), 7.16-7.13 (m, 1 H, arom. CH), 7.03 (d, %] = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 412 (s, 2 H,
CHa), 2.39 (s, 3 H, CHs).

=
(6)]

J-1-24 HOS AN OOH Ausbeute: 2.4 mg (5.0%)
4-[1-(4-Chlor-benzoyl)- Oj\@ LC-MS: 434.39 [M-H] ;R¢= 7.25 min
2-methyl-5-sulfo-TH- o | CaoH1sCINOGS, 435.8788 g/mol

indol-3-yl]- buttersaure

J-1-24Me

4-[1-(4-Chlor-benzoyl)- HQSW("\ Ausbeute: 4.8 mg (10.0%), 80 % rein
2-methyl-5-sulfo-1H- N ©

06 LC-MS: 448.76 [M-H] ; Ry= 6.09 min
indol-3-yil- OJ\CL CarHaoCINOGS, 449.9053
. cl 21H20 6S, . g/mol
buttersauremethyl-
ester
J-1-25

[¢]
2-Benzoyl-5-(4-chlor- Hoaswﬂ\(j Ausbeute: 12.4 mg (23.0%), 80 % rein, beiger Festsoff
benzoyl)-2,3,4,5- N LC-MS: 493.50 [M-HJ ; Ri= 7.77 min

tetrahydro-1H- OA\@L C2sH1sCIN20sS, 494.9475 g/mol
pyrido[4,3-Blindol-8- “

sulfonsaure

=
(0]

J-1-27

HO;S . .
1-(4-Chlor-benzoyl)-3- OH Ausbeute: 2.0 mg (4.0%), 90% rein

(4-hydroxy-benzyl)-2- OJ\CL LC-MS: 454.3 [M-H] ;R¢= 7.87 min
methyl-1H-indol-5- cl C23H18CINOsS, 455.9115 g/mol
sulfonsaure

=
O

Ausbeute: 37.5 mg (99.0%), beiger Feststoff

A-VIII-1 Br HPLC: Ri=12.13 min
(6-Brom-1,2,3,4- | N | HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1gH16(79)BrN2O [M+H]"
tetrahydro-carbazol-9- 355.0446,
yl)-pyridin-2-yl- CN(% gem. 355.0427.
methanon Z C18H15BrN20O, 355.2286 g/mol

Smp: 113-114°C

H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.95 (m, 2 H, arom. CH), 8.28 (d, 31=8.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.75 (dd,
%1=8.0 Hz, 431=50 Hz, 1 H, arom. CH), 7.56 (s, 1 H, arom. CH), 7.20-7.25 (m, 2 H, arom. CH), 2.64
(m, 2 H, CHp), 2.43 (m, 2 H, CHy), 1.85-1.77 (m, 4 H, CH)).
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A-VIII-8
(6-Brom-1,4-dihydro-

Ausbeute: 6.9 mg (17.0%), beiger Feststoff
HPLC: Ri=7.44 min
GCMS, m/z (rel Int. %): 374 (39); 372 (39) [M"], 266 (12),

tetrahydro-pyrido[4,3-

199 (9), 183 (5), 156 (8), 139 (100), 111 (27), 75 (7).

110 2H-3-thia-9-aza- @/&O 234 (7), 186 (11), 140 (6), 114 (4), 106 (100), 78 (43), 51
fluoren-9-yl)-pyridin-2- | N (10).
yl-methanon C17H13BrN20S, 373.2680 g/mol
Ausbeute: 4.3 mg (11.0%)
A-VIII-9 Br HPLC: R.=12.62 min
111 (2-Brom-6,7,8,9,10,11- @‘\T/‘O GCMS, m/z (rel Int. %): 384 (25); 382 (27) [M], 356 (11),
=== hexahydro- ~ o 276 (9), 207 (8), 168 (5), 154 (5), 141 (6), 115 (4), 106 (100),
cycllo$>cta[[3]indol-5-yl)- LN 78 (41), 51 (8).
pyridin-2-yl-methanon C20H19BrN20, 383.2817g/mol
A-VIII-15 ] Ausbeute: 11.3 mg (26.0%), beiger Feststoff
(6-Brom-3-tert.-butyl- r\©\—/©>< HPLC: Ri=9.93 min
112 | 123 4-tetrahydro- N GCMS, m/z (rel Int. %): 412 (51); 410 (52) [M*], 328 (9), 299
carbazol-9-yl)-pyridin- jN © (5), 167 (8), 106 (100), 78 (33), 51 (5).
2-yl-methanon C22H23BrN20, 411.3349 g/mol
Ausbeute: 4.3 mg (9.0%)
A-VIII-20 BF\W\ HPLC: R{=10.72 min
113 (5-Brom-3-decyl-2- g GCMS, m/z (rel Int. %): 456 (35); 454 (32) [M'], 329 (15),
methyl-indol-1-yl)- O 224 (5), 143 (5), 115 (4), 106 (100), 78 (32), 51 (5).
pyridin-2-yl-methanon CasHa1BrN20O, 455.4305 g/mol
Ausbeute: 32.0 mg (90.0%), beiger Feststoff
HPLC: Rt=19.12 min
I-1-1 m GCMS, m/z (rel Int. %): 323 (60) [M"], 184 (8), 167 (5), 139
(4-Chlor-phenyl)-(6- N (100), 111 (24), 75 (6).
methyl-1.2,3,4- &\@ HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir CooH1sCINO [M]" 323.1077,
tetra;‘;i’:ﬁ;;a;:2§°"g' o | gem. 323.1083.
C20H1sCINO, 323.8158 g/mol
114 Smp: 134-136°C
H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.04 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.64 (d, 31=82 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.21 (s, 1 H, arom. CH), 7.05 (d, %] = 8.4 Hz, 1 H, arom. CH), 6.91 (d, °J = 8.4 Hz, 1 H, arom. CH),
2.67 (M, 2 H, CHy), 2.62 (m, 2 H, CHy), 2.43 (s, 3 H, CHs), 1.86-1.80 (m, 4 H, CHy).
B3C-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 168.20 (C=0), 138.75 (C,), 136.22 (Cq), 134.78 (Cq), 132.63 (C),
131.79 (Cq), 130.99 (2 C, arom. CH), 130.58 (Cg), 129.14 (2 C, arom. CH), 124.68 (arom. CH), 118.27
(arom. CH), 115.35 (Cg), 114.56 (arom. CH), 26.19 (CHy), 23.98 (CHy), 21.3 (CHs), 22.68 (CHy), 21.55
(CH2).
Ausbeute: 13.6 mg (40.0%)
I-1-5 ] HPLC: R.= 18.49 min
115 | (4-Chlor-phenyl)-(3- N GCMS, m/z (rel Int. %): 311 (30) [M*], 296 (5), 172 (6), 156
T ethyl-2,5-dimethyl- O%\@ (5), 139 (100), 111 (26), 75 (7).
indol-1-yD)-methanon | CroH15CINO, 311.8051 g/mol
I-1-7 Ausbeute: 28.5 mg (77%), beiger Feststoff
@-Chioro-pheny)-28- | |~ T N |HPLC: Ri=11.23 min
116 dimethyl-1,2,3,4- o E\Q GCMS, m/z (rel Int. %): 338 (26) [M"], 295 (65), 267 (27),
(¢]]

Blindol-5-yl)-
methanone

C20H19C|N20, 338.8304 g/mol
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|
\l

I-1-8
(4-Chlor-phenyl)-(6-
methyl-1,4-dihydro-2H-
3-thia-9-aza-fluoren-9-
yl)-methanon

Ausbeute: 18.0 mg (48.0%), beiger Feststoff

HPLC: R¢=17.59 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 341 (57) [M"], 295 (3), 202 (24), 170
(15), 154 (3), 139 (100), 111 (30), 75 (7).

C19H16C|NOS, 341.8552 g/mol

=
o

1-1-18 Ausbeute: 9.0 mg (23.0%), beiger Festsoff
3-[1-(4-Chloro- W HPLC: R¢= 14.63 min
119 | benzoyly25-dimethy- ) LC-MS: 354.64 [M-H] ;R;= 11.41 min
1H-indol-3-yl}- Ca0H15CINO3, 355.8146 g/mol
propionsaure
1-1-20 Ausbeute: 30.0 mg (65.0%), weisser Feststoff

(4-Chlor-phenyl)-(3-
decyl-2,5-dimethyl-
indol-1-yl)-methanon

HPLC: Ri=15.31 min (C4)

GCMS, m/z (rel Int. %): 423 (42) [M"], 296 (37), 284 (3), 157
(11), 139 (100), 111 (15), 75 (3).

C27H34CINO, 424.0177 g/mol

=
[y

I-1-21
(3-Benzyl-2,5-dimethyl-
indol-1-yl)-(4-chlor-
phenyl)-methanon

Ausbeute: 24.5 mg (60.0%), beiger Feststoff

HPLC: R¢=18.68 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 373 (63) [M'], 234 (11), 218 (5), 189
(5), 178 (7), 156 (3), 139 (100), 111 (24), 75 (5).
C24H20CINO, 373.8744 g/mol

[
w

I-1-24 Ausbeute: 11.0 (25%), beiger Festsoff
122 4-{1-(4-Chloro- | HPLC: Ri=15.11 min
=££ | benzoyl)-2,5-dimethyl- LC-MS: 368.28 [M-H] :R;= 12.03 min
1H-indol-3-yl}- Co1HaoCINOs, 369.84 g/mol
buttersaure
I-1-25 Ausbeute: 33.0 mg (70.0%), beiger Feststoff

(2-Benzoyl-8-methyl-
1,2,3,4-tetrahydro-
pyrido[4,3-Blindol-5-yl)-
(4-chlor-phenyl)-
methanon

HPLC: R¢= 16.26 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 428 (80) [M'], 323 (9), 308 (8), 295
(27), 289 (25), 281 (7), 267 (8), 207 (11), 183 (3), 169 (11),
154 (3), 139 (100), 111 (32), 105 (65), 77 (33), 51 (5).
C26H21C|N202, 428.9099 g/mol

'_\
~

I-1-27
(4-Chlor-phenyl)-[3-(4-
hydroxy-benzyl)-2,5-
dimethyl-indol-1-yl]-
methanon

Ausbeute: 18 mg (42.0%), beiger Feststoff

HPLC: R¢=16.33 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 389 (52) [M'], 281 (15), 250 (11),
207 (51), 165 (10), 139 (100), 111 (20).

C24H20CINO,, 389.8738 g/mol

=
a1

[-1-18Me
3-[1-(4-Chlor-benzoyl)-
2,5-dimethyl-1H-indol-

Ausbeute: 9 mg (23.0%)
HPLC: R¢=16.74 min
GCMS, m/z (rel Int. %): 369 (47) [M"], 296 (24), 170 (7), 156

=
o

el . (7), 139 (100), 111 (23), 75 (5).
pr°p'°”zz‘::me v C21H20CINO3, 369.8411 g/mol
I-1-24Me Ausbeute: 11.5 mg (25.0%)

4-[1-(4-Chlor-benzoyl)-
2,5-dimethyl-1H-indol-
3-yl]-buttersaure-
methylester

HPLC: R¢=17.30 min

GCMS, m/z (rel Int. %): 383 (45) [M'], 352 (5), 296 (24), 170
(5), 157 (11), 139 (100), 128 (3), 111 (23), 75 (5).
022H22C|NO3, 383.8677 g/mol
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(Ziﬂjt(r109xy- S Ausbeute: 5.1 mg (1.4.0%), beige-griiner Feststoff
6.7.8.9.1011- @@ HPLC: R¢=17.55 min )
127 hexahydro- g GCMS, m/z (rel Int. %): 339 (65) [M'], 311 (20), 306 (17),
cycloocta[Blindol-5-yl)- o p 283 (5), 228 (25), 200 (16), 158 (5), 111 (100), 83 (5).
thiophen-2-yl- C20H21NO2S, 339.4523
methanon
F-XI1-9 o
(4-Dimethylamino- e — Ausbetute._1 .6 mg (4..0 %), beiger Feststoff
phenyl)-(2-methoxy- [ I N [ HPLC: Ri=17.90 min
128 6.7.8,9,10.11- OA@L GCMS, m/z (rel Int. %): 376 (18) [M"], 228 (3), 148 (100),
hexahydro- N | 119 (3), 105 (4), 77 (3).
cycloocta[B]indol-5-yl)- ‘ C24H28N202, 376.4914 g/mol
methanon
L-1-9 Ausbeute: 8.8 mg (21.0%), gelber Feststoff
(4-Chloro-phenyl)-(2- OzNj@UO HPLC: Ri= 18.98 min
129 | nitro-6,7,89,10,11- N GCMS, m/z (rel Int. %): 382 (19) [M'], 139 (100), 111 (22),
hexah}/dro- 02\@\ 75 (4).
cyeloocta[Blindol-5-yl)- | Ca1H1sCIN,Os, 382.8399 g/mol
methanone
J-1X-9
5-(Furan-2-carbonyl)- HoSS@@ Ausbeute: 16.0 mg (39.0%), beiger Feststoff
130 6.7,8,9,10,11- N LC-MS: 372.30 [M-H] ;R= 7.13 min
hexahydro-SH- 1% | CioHisNOsS, 373.4239 gimol
cycloocta[Blindol-2-
sulfonsaure
I-1-9 Ausbeute: 16.9 mg (44.0%), gelber Feststoff
(4-Chlor-phenyl)-(2- @L—/\O ripLe: Ru=20.75 min R
131 | mety6.7.89.10,11- N GCMS, m/z (rel Int. %): 351 (52) [M"], 323 (14), 295 (4), 212
— hexahydro- O)\©\ (22), 184 (7), 167 (5), 157 (6), 139 (100), 128 (4), 111 (28),
cycloocta[B]indol-5-yl)- cl |75 (5).
methanon C22H22CINO, 351.8689 g/mol
K-1-9
HOOC )
5-(4-Chloro-benzoyl)- @\\—/\O Ausbeute: 3.1 mg (7.4%), beiger Feststoff
132 6.7,8,9,10,11- N LC-MS: 380.30 [M-H] ;R¢= 12.65 min
hexahydro-SH- OAQ Ca2H20CINO3, 381.8518 g/mol
cycloocta[Blindole-2- C|
carboxylic acid
J-1X-1 HO3S\©‘\—/‘© Ausbeute: 32.0 mg (85%), beiger Feststoff
133 | 9-(Furan-2-carbonyl)- N LC-MS: 344.20 [M-H] ;R;= 6.54 min
6,7.8,9-tetrahydro-5H- ™7 | CirH1sNOsS, 345.3707 g/mol
carbazol-3-sulfonsaure
J-1X-5 HOsS [ T 1[  |Ausbeute: 4.8 mg (13%)
134 | 3-Ethy-1-(furan-2- N LC-MS: 332.20 [M-H] ;R;= 6.20 min
carbonyl)-2-methyl-1H- 0% | CreHisNOsS, 333.3600 g/mol
indole-5-sulfonsaure
J-1X-8 HOGS
S . o i
9-(Furan-2-carbonyl)- m Ausbeute: 22.0 mg (55.0%), beiger Feststoff
135 | 124 9-tetrahydro-3- N o LC-MS: 362.20 [M-H] ;R(= 6.17 min
thia-9-aza-fluoren-6- 0" ) | C16H13NOsSz, 363.4102 g/mol

sulfonsaure

152




6 Experimenteller Teil

J-1X-18

Ausbeute: 1.3 mg (3.0%)

3-[1-(Furan-2- OH
136 | carbonyl)-2-methyl-5- ] LC-MS: 376.30 [M-H] ;R;= 5.72 min
sulfo-1H-indol-3-yl]- oy C16H1sNO7S, 377.3695 g/mol
propionsaure
J-1X-18Me
3-[1-(Furan-2- HOLS OO/ Ausbeute: 2.5 mg (6.0%)
137 | carbonyl)}-2-methyl-5- L LC-MS: 390.30 [M-H] ;R = 6.29 min
psrzgf’o::al:‘r‘i:'q:tﬂ o C1sH17NO;S, 391.3961 g/mol
ester
J-1X-20 T CaRE Ausbeute: 6.4 mg (13.0%)
138 | 3-Decyl-1-(furan-2- 0 LC-MS: 444.30 [M-HJ ;R= 9.21 min
Ca‘I:;‘;’:y;)silrf‘:;t:ayLrLH L C24Ha1NOsS, 445.5727 g/mol
J-1X-21 HO5S
ﬁ‘ Ausbeute: 3.0 mg (7%)
I
139 | 3-Benzyl-1-(furan-2- S NG O LC-MS: 394.20 [M-H] ;R = 7.24 min
Car:zzl”eyzz’l‘;j;z:r Y C21H17NOsS, 395.4294 g/mol
| -0-SU u
J-1X-24
4-[1-(Furan-2- HO,S — OOH Ausbeute: 2.0 mg (5.0%)
140 | carbonyl)-2-methyl-5- ON 5 LC-MS: 390.40 [M-H] ;R= 6.15 min
sulfo-1H-indol-3-yl]- L/ C1gH17NO7S, 391.3961 g/mol
buttersaure
J-IX-24Me
4-[1-(Furan-2- HOS A~ oL | Ausbeute: 3.0 mg (7.0%)
141 | carbony)-2-methyl-5- e ®  |LC-MS: 404.30 [M-H ;R = 6.67 min
iUI:?_L';_m::qI:r;y:]_ W, C1eH1eNO7S, 405.4227 g/mol
uttersaur yl-
ester
J-IX-25
2-Benzoyl-5-(furan-2- |, ¢ NO Ausbeute: 7.5 mg (15%), beige-oranger Feststoff
142 carbonyl)-2,3,4,5- \©\—N/‘© | Le-ms: 449.50 [M-H] ;R = 6.65 min
) t,:”?;édg]’:d*"l . % Ca3H18N206S, 450.4649g/mol
yrido[4,3-B]indol-8-
sulfonsaure
L1 Ausbeute: 4.4 mg (11.3%), beiger Feststoff
-1= O,N HPLC: R¢=17.68 min
(4-Chlor-phenyl)-(6- \QQO HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C1oH16CIN2O3 [M+H]* 355.0849,
nitro-1,2,3,4- ;\Q
0 gem. 355.0862.
te“ahly)f’;z;a;:j?"g' || C1oH15CIN;O3, 354.7868 g/mol
Y Smp: 189°C
143 |'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.33 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 8.01 (dd, %J = 9 Hz, *J = 2.0 Hz, 1

H, arom. CH), 7.67 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.51 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.32(d,%J=9
Hz, 1 H, arom. CH), 2.75 (t, ®J = 6 Hz, 2 H, CH; ), 2.60 (t, °J = 6 Hz, 2 H, CH. ), 1.90-1.83 (m, 4 H,

CHy).

3C-NMR (100.6 MHz, CDCls): 6 = 168.00 (C=0), 143.77 (Cq), 139.69 (C,), 139.34 (Cq), 131.27 (2 C,
arom. CH), 130.13 (Cq), 129.52 (2 C, arom. CH), 127.66 (Cy), 118.85 (arom. CH), 118.53 (Cy), 114.95
(Cq), 114.52 (arom. CH), 114.51 (arom. CH), 26.03 (CH,), 23.61 (CH,), 22.40 (CHy), 21.30 (CHy).
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F-1-17Et B o Ausbeute: 6.3 mg (15.4%), weiller Feststoff
[1-(4-Chlor-benzoyl)-5- L6 HPLC: Ry=9.69 min
145 | methoxy-2-methyl-1H- Oj‘\@ GCMS, m/z (rel Int. %): 385 (75) [M'], 312 (32), 246 (3), 173
indol-3-yi]- o | (9), 158 (15), 139 (100), 130 (5), 111 (13), 75 (5).
essigsaureethylester C21H20CINOy4, 385.8405 g/mol
F-1-17iPr Ausbeute: 2.0 mg (4.7%)
[1-(4-Chlor-benzoyi)-5- | ~7 OOT HPLC: Ri=10.08 min
146 | methoxy-2-methyl-1H- N GCMS, m/z (rel Int. %): 399 (50) [M"], 312 (35), 246 (3), 173
_ indol-3-ylJ- OJ\CLG (11), 158 (12), 139 (100), 130 (3), 111 (22), 75 (5).
ess'gsa‘;r:t::’pmpy" C22H22CINO4, 399.8671 g/mol
F-1-18

Ausbeute: 15.5 mg (39.4%), weilier Festsoff

[0}
O.
3-{1-(4-Chlor-benzoyl)- | ~ WOH HPLC: Ri= 8.43 min
147 y ‘

5-methoxy-2-methyl- OA@ LC-MS: 370.14 [M-H] ;R;= 5.49 min

1H-indol-3-y[}- o | CatHaoCINO3, 371.8140 g/mol
propionsaure
F-1-18Me o Ausbeute: 8.8 mg (21.6%)
3-[1-(4-Chlor-benzoyl)- /om\)ko/ HPLC: R;= 9.65 min
148 | S-methoxy-2-methyl- N GCMS, m/z (rel Int. %): 385 (75) [M*], 312 (30), 186 (5), 173
TH-indol-3-yl}- 04\@ (5), 158 (9), 139 (100), 111 (23), 75 (5).

propionsauremethyl-

Cz1 H20C|NO4, 385.8405 g/mol
ester

Ausbeute: 18.8 mg (46%), weilker Feststoff
EF-1-24 HPLC: R;=8.70 min (c18kurz)

o OH . N ,
4-[1-(4-Chlor-benzoyi)- W LC-MS: 384.18 [M-H] ; R,= 5.59 min

5-methoxy-2-methyl- O;\@ HR-MS (FAB, m/z): ber. fir C21H19CINO4 [M-H] 384.1002
1H-indol-3-yl]- al gem. 384.1013.
&9 buttersaure C21H20CINOy4, 385.8405 g/mol
Smp: 105°C

"H-NMR (400 MHz, CDsOD): & = 7.64 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.54 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom.
CH), 7.03 (d, “J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.2 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 6.65 (dd, °J = 8.6 Hz, *J =
2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.81 (s, 3 H, OCHs), 2.73 (t, °J = 7.00 Hz, 2 H, CHy), 2.37 (t, >J = 7.00 Hz, 2 H,
CHa), 2.26 (s, 3 H, CH3), 1.91 (q, 3 =7.00 Hz, 2 H, CHy).

F-1-24Me Ausbeute: 7.5 mg (17.7%)
4-[1-(4-Chlor-benzoyl)- | -~ — OO\ HPLC: R¢=8.77 min (C4)
150 | S-methoxy-2-methyl- N GCMS, m/z (rel Int. %): 399 (47) [M"], 312 (22), 186 (5), 173
1H-indol-3-yI]- OA@LCI (8), 158 (11), 139 (100), 111 (23), 75 (4).
b“tterszztr::"ethy" Ca2H22CINO, 399.8671 g/mol
F-1-25 Ausbeute: 32.6 mg (69.0%), weiler Feststoff
(2-Benzoyl-8-methoxy- | o Nj)\© HPLC: R;= 8.45 min (C4) )
151 | 1234-etahydro |ONS GCMS, m/z (rel Int. %): 444 (54) [M'], 339 (7), 311 (27), 283
— | pyrido[4,3-Blindol-5-yl)- o%\©\ (7), 207 (5), 185 (17), 172 (7), 139 (100), 111 (30), 77 (38),
(4-chlor-phenyl)- cl 51 (8).
methanon C26H21CIN203, 444.9093 g/mol
F-1-27 0 Ausbeute: 16.0 mg (37.2%), weiller Feststoff
(4-Chlor-phenyl)-{3-(4- OH HPLC: Ri=9.45 min
152 | hydroxy-benzyi)-5- o*@ LC-MS: 406.12 [M+H]";R;= 10.23 min
Ir’]‘;ztlhf’;‘l’]i;”;j:;n O | CauHa0CINO3, 405.8732 g/mol
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Ausbeute: 10.1 mg (26.0%), weilRer Feststoff
K-l-1 HPLC: R¢=10.85 min (c18kurz)

HOOC ’ _
6-(4-Chior-benzoy) @Q@ LC-MS: 352.16 [M-H]'; Ri= 5.21 min
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir CooH15CINOs [M-H] 352.0741

6,7,8,9-tetrahydro-5H- o
carbazol-3- o gem. 352.0767.

carbonsaure C20H16CINO3, 353.7987 g/mol
Smp: 254-255°C

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 8.12 (d, *J = 2.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.78 (dd, 3J = 9 Hz, *J = 2.0 Hz, 1
H, arom. CH), 7.66 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.54 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 7.24 (d, %) =9
Hz, 1 H, arom. CH), 2.73 (t, °J = 6 Hz, 2 H, CHy), 2.57 (t, °J = 6 Hz, 2 H, CHy), 2.03-1.82 (m, 4 H, CH>).
3C-NMR (100.6 MHz, CDCl3): 5 = 210.19 (C=0), 179.37 (C=0).139.26 (C,), 137.59 (Cy), 137.29 (Cq),
139.97 (Cg), 131.02 (2 C, arom. CH), 129.15 (2 C, arom. CH), 127.35 (C,), 125.12 (Cq), 124.83 (arom.
CH), 120.20 (arom. CH),118.28 (Cg), 114.00 (arom. CH), 25.77 (CHy), 23.58 (CHy), 22.33 (CHy), 21.05
(CHy).

K-1-8 HoOC s |Ausbeute: 2.5 mg (6.0%), weiBer Feststoff
9-(4-Chlor-benzoyl)- WN‘ HPLC: R¢= 10.07 min

1,2,4,9-tetrahydro-3- /@Ao LC-MS: 370.11 [M-H] ;R.= 5.57 min
thia-9-aza-fluoren-6- | C19H14CINO3S, 371.8381 g/mol

=
iy

carbonséure
K-1-20 Ausbeute: 1.2 mg (2.4%), weilber Feststoff
5 | 1@-Chiorbenzoy)a- | <L~ [HPLC: Ri=15.55min
decyl-2-methyl-1H- @ LC-MS: 452.34 [M-H] ;R = 7.80 min
indol-5-carbonsaure C27H32CINO3, 454.0006 g/mol
K-1-24 HOOG on| Ausbeute: 1.6 mg (4%), beiger Feststoff
3-(3-Carboxy-propyl)- L o |HPLC: R¢=8.93 min
1-(4-chlor-benzoyl)-2- o*@ LC-MS: 398.17 [M-H] :R;= 4.20 min
methyl-1H-indol-5- cl
. C21H18CINOs, 399.8241 g/mol
carbonsaure
J-VI-1 Hus
9-(Biphenyl-4- ’ L Ausbeute: 15.1 mg (23.8%), weisser Feststoff
carbonyl)-6,7,8,9- o) O LC-MS: 430.30 [M-H]_ ,Rt =6.76 min
tetrahydro-5H- O Ca5H21NO4S, 431.5046 g/mol
carbazol-3-sulfonséure
J-VI-7 o
3, e
5-(Biphenyl-4- %N Ausbeute: 7.6 mg (11.6%), weisser Feststoff, 80% rein
carbonyl)-2-methyl- o O LC-MS: 445.30 [M-HJ :R;= 4.65 min
2,3,4,5-tetrahydro-1H- ()| CasHzzN204S, 446.5193 gimol
pyrido[4,3-B]indol-8-
sulfonsaure
J-VI-8 o
. S
9-(Biphenyl-4- m,\“ Ausbeute: 34.0 mg (51.5%), oranger Feststoff

carbonyl)-1,2,4,9- O o LC-MS: 448.20 [M-H] ;R¢= 6.57 min
tetrahydro-3-thia-9- CasH1sNO4S2, 449.5440 g/mol
aza-fluoren-6- O
sulfonsaure

=
N

J-VI-20
1-(Biphenyl-4- “°3SW\ Ausbeute: 8.3 mg (10.6%), weisser Feststoff

carbonyl)-3-decyl-2 o LC-MS: 530.40 [M-H] :R.= 8.21 min
methyl-1H-indole-5- @ Ca2H37NO4S, 531.7065 g/mol

sulfonsaure
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J-VI-21
3-Benzyl-1-(biphenyl-

HO3S

{z

Ausbeute: 3.0 mg (4%), beiger Feststoff

163 | 4-carbonyl)-2-methyl- Y LC-MS: 480.30 [M-H] ;R¢= 7.00 min
1H-indol-5- O Ca9H23N04S, 481.5633 g/mol
sulfonsaure
\] -VI'24 HO,S OH
4-1-(Biphenyl-4- W Ausbeute: 3.4 mg (5%), beiger Feststoff
164 | carbonyl)-2-methyi-5- 80 LC-MS: 476.30 [M-H] ;R¢= 6.33 min
sulfo-1H-indol-3-yl]- O C26H23NO6S, 477.5300 g/mol
buttersaure
J-VI-25 .
2-Benzoyl-5-(biphenyl- HO3S\©‘\—/‘©\IK© Ausbeute: 21.3 mg (27%), beiger Feststoff
165 4-carbonyl)-2,3,4,5- ON LC-MS: 535.30 [M-H] ;R{= 6.59 min
tetrahydro-1H- Ca1H24N205S, 536.5987 g/mol
pyrido[4,3-B]indol-8- O
sulfonsaure
J-VI-27
HO;S
1-(Biphenyl-4- ’ \ N O o Ausbeute: 5.5 mg (7.5%), oranger Feststoff, 60% rein
166 carbonyl)-3-(4- a5 LC-MS: 496.30 [M-H] ;R;= 6.74 min
hydroxy-benzyl)-2- ) | CasHasNOsS, 497.5627 g/mol
methyl-1H-indol-5-
sulfonsaure
J-VIII-1 Hoss
9-(Pyridin-2-carbonyl)- \©\\—/\© Ausbeute: 10.6 mg (20.3%), gelber Feststoff
167 | 678 9-tetran \ LC-MS: 355.2 [M-H] ;R¢= 4.77 min
= ,7,8,9- ydro-5H- Rt
carbazol-3- M ; C18H16N204S, 356.3967 g/mol
sulfonsaure
JVi-8 | o, . | o
9-(Pyridin-2-carbonyl)- m Ausbeute: 8.5 mg (15.5%), gelber Feststoff
168 | 124 9-tetranydro-3- N LC-MS: 373.20 [M-H] ;R;= 4.53 min
e S
thia-9-aza-fluoren-6- © N C17H14N204S>, 374.4361 g/mol
sulfonsaure
J-VIII-20
3-Decyl-2-methyl-1- Hoasw Ausbeute: 12.5 mg (18.7%), gelber Feststoff
169 (pyridi ) LC-MS: 455.4 [M-H] ;R;= 6.88 min
== pyridine-2-carbonyl)- S Nt
1H-indol-5- @ Ca25H32N204S, 456.5987 g/mol
sulfonsaure
J-vi-21 | | 0
3-Benzyl-2-methyl-1- Ausbeute: 1 mg (2%), gelber Feststoff
170 | (pyridine-2-carbonyl)- N LC-MS: 405.20 [M-H] ;R;= 5.29 min
X
1H-indol-5- U | CaH1sN204S, 406.4554 g/mol
sulfonsaure
Ausbeute: 13.8 mg (23.6%), weiler Feststoff
J-XII-1 o HPLC: R:=10.85 min (c18kurz)
9-(4-Dimethylamino- | ™" ("] LC-MS: 397.20 [M-HJ ; R;= 5.33 min
N
171 benzoyl)-6,7,8,9- o;\© HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C21H21N204S [M-H] 397.1222

tetrahydro-5H-
carbazol-3-
sulfonsaure

\

-2

gem. 397.1195.
C21H22N204S, 398.4765 g/mol
Smp: 215-217°C
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N

J-XII-8
9-(4-Dimethylamino-
benzoyl)-1,2,4,9-
tetrahydro-3-thia-9-
aza-fluoren-6-
sulfonsaure

Ausbeute: 17.6 mg (28.8%), gelber Feststoff
LC-MS: 415.20 [M-H] ;R{= 5.51 min
C20H20N204S2, 416.5159 g/mol

J-XI1-20
3-Decyl-1-(4-
dimethylamino-
benzoyl)-2-methyl-1H-
indol-5-sulfonsaure

Ausbeute: 7.5 mg (10.3%), beiger Feststoff
LC-MS: 497.40 [M-H] ;R¢= 7.66 min
CagH3sN204S, 498.6784 g/mol

=
(6]

J-X-1
9-(Thiophene-2-
carbonyl)-6,7,8,9-
tetrahydro-5H-
carbazol-3-
sulfonsaure

"H-NMR (400 MHz, C
Hz, 1 H, arom. CH), 7

DCls): 6 = 7.95 (m, 2

Ausbeute: 26.1 mg (65.7%), beiger Feststoff

LC-MS: 360.20 [M-H] ; Ri= 1.53 min

HR-MS (FAB, m/z): ber. fur C17H14NO4S, [M-H] 360.0364
gem. 360.0336.

C17H15NO432, 361.4373 g/mol

Smp: 65°C

H, arom. CH), 7.60-7.57 (m, 2 H, arom. CH), 7.32 (d, %1=86

.22 (m, 1 H, arom. CH), 2.3 (m, 4 H, CH), 1.88 (m, 4 H, CHy).

=
(o]

J-X-5
3-Ethyl-2-methyl-1-
(thiophen-2-carbonyl)-

HO5S
I
N

Ausbeute: 8.8 mg (22.9%), beiger Feststoff
LC-MS: 348.10 [M-H] ;R{= 5.57 min

=
\‘

- S
1H-indol-5- ") | CieH1sNO4S,, 349.4266 g/mol
sulfonsaure
J-X-7

2-Methyl-5-(thiophen-
2-carbonyl)-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-
pyrido[4,3-B]indol-8-
sulfonsaure

Ausbeute: 2.4 mg (6%), weilRer Feststoff
LC-MS: 375.20 [M-H] ;R¢= 4.81 min
C17H16N20432, 376.4520 g/mol

=
(0]

J-X-8
9-(Thiophen-2-
carbonyl)-1,2,4,9-
tetrahydro-3-thia-9-
aza-fluoren-6-
sulfonsaure

Ausbeute: 19.3 mg (46.3%), oranger Feststoff
LC-MS: 378.10 [M-H] ;R¢= 5.41 min
C16H13NO4S3, 379.4768 g/mol

1H-indol-3-yl]-
propionsaure

J-X-9
5_(;:1::::;;]__2_ HOBS@O Ausbeute: 22.0 mg (51.4%), beiger Feststoff
179 6.7.8,9,10.11- N s |LCwms: 388.20 [M-HJ ;R= 6.07 min
hexahydro-5H- 0" ") | C1gH1gNO4S,, 389.4905 g/mol
cycloocta[Blindol-2-
sulfonsaure
J-X-17Et
[2-Methyl-5-sulfo-1- HOS AN OOV Ausbeute: 2.0 mg (5.0%), weiler Feststoff
181 | (thiophen-2-carbonyl)- g LC-MS: 406.20 [M-HJ ;R;= 5.47 min
1H-indol-3-yl]- o / C1sH17NOsS,, 407.4627 g/mol
essigsaureethylester
J-X-18 .
3-[2-Methyl-5-sulfo-1- HOgSWOH Ausbeute: 3.8 mg (8.8%), beiger Feststoff, 80% rein
182 | (thiophen-2-carbonyl)- v LC-MS: 392.20 [M-H] ;R;= 3.75 min
O

C17H15N0682, 393.4361 g/mol
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J-X-18Eth
3-[2-Methyl-5-sulfo-1- | 1 < oo/\ Ausbeute: 4.9 mg (11.3%), beiger Feststoff, 80% rein
183 | (thiophen-2-carbonyl)- SNe LC-MS: 420.20 [M-H ;R = 5.47 min
1H-indol-3-yI]- oS, C1oH1sNOsS,, 421.4893 g/mol
propionsaureethyl-
ester
J-X-20
3-Decyl-2-methyl-1 HOS Ausbeute: 11.1 mg (22.0%), weilRer Feststoff
- ) -1~ W\ i )
184 | (thiophen-2-carbonyl)- Sk LC-MS: 460.30 [M-H] ;R¢= 7.72 min
1H-indol-5- / C24H31NO4S2, 461.6393 g/mol
sulfonsaure
J-X-21
3-Benzyl-2-methyl-1- Hoﬁs Ausbeute: 5.0 mg (11.1%), weiRer Feststoff
185 | (thiophen-2-carbonyl)- N LC-MS: 410.20 [M-H] ;R¢= 6.07 min
1H-indol-5- MY C21H17NO4S2, 411.4960 g/mol
sulfonsaure
J-X-24
4-[2-Methyl-5-sulfo-1- HO5S — OH| Ausbeute: 6.9 mg (15.4%), beiger Feststoff
186 (thiophen-2-carbonyl)- o N S © LC-MS: 406.20 [M-H] ;R¢= 5.40 min
1H-indol-3-yl}- L C18H17NOgS2, 407.4627 g/mol
buttersaure
J-X-24Et
4-[2-Methyl-5-sulfo-1- HOS o1 Ausbeute: 3.7 mg (8.3%)
187 | (thiophen-2-carbonyi)- 2 © | LC-MS: 434.20 [M-H] ;R,= 5.80 min
1H-indol-3-yI]- Ly C20H21NO6S2, 435.5159 g/mol
buttersaureethylester
J-X-25
2-Benzoyl-5-(thiophen- | 0. Nj’\© Ausbeute: 12.0 mg (23.4%), 70% rein
188 | 2-carbonyl)-2,3,4,5- m.q‘ LC-MS: 465.20 [M-H] :R;= 5.52 min
tetrahydro-1H- oS CasH18N205S,, 466.5315 g/mol
pyrido[4,3-B]indol-8-
sulfonsaure
F-X-8 Ausbeute: 12.8 mg (35%), griiner Feststoff
(6-Methoxy-1,4- /Om HPLC: R;=8.60 min (C4)

189 | dihydro-2H-3-thia-9- N < GCMS, m/z (rel Int. %): 329 (68) [M"], 218 (15), 186 (26),
azt:j“”s"e”;"?")' Y 175 (8), 142 (5), 111 (100), 83 (7).
zzt::nony C17H1sNO,S;, 329.4385 g/mol

F-X-17 o on
[5-Methoxy-2-methyl-1- - p@! Ausbeute: 12.5 mg (34.5%)
190 | (thiophen-2-carbonyl)- g LC-MS: 330.10 [M+H]";R;= 8.10 min
1H-indol-3-yl]- ) C17H1sNO4S, 329.3713 g/mol
essigsaure
F-X-17Et
-0 O~ | Ausbeute: 4.5 mg (11.5%)
[6-Methoxy-2-methyl-1- L]
191 N © LC-MS: 358.10 [M+H]":R; = 8.10 min

(thiophen-2-carbonyl)-
1H-indol-3-yl]-
essigsaureethylester

C19H19NO4S, 357.4245 g/mol
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F-X-18
3-[5-Methoxy-2-methyl-

Ausbeute: 8.9 mg (23.6%)

192 1-(thiophen-2- LC-MS: 344.10 [M+H]" ;R;= 8.45 min
carbonyl)-1H-indol-3- oS C1gH17NO4S, 343.3979 g/mol
yl]-propionséure
F-X-18Et
3-[5-Methoxy-2-methyl- | o OO/\ Ausbeute: 5.8 mg (14.2%)
193 1-(thiophen-2- W LC-MS: 372.20 [M+H]";R,= 10.15 min
carbonyl)-1H-indol-3- oS, CaoH2:NO,S, 371.4511 g/mol
yl]-propionsaureethyl
ester
E-X-20 Ausbeute: 9.5 mg (21%)
(3-Decyl-5-methoxy-2- | 2~ HPLC: R(= 11.19 min (C4)
194 methyl-indol-1-yl)- " GCMS, m/z (rel Int. %): 411 (48) [M"], 300 (7), 284 (39), 174
thiophen-2-yl- o (8), 158 (8), 111 (100), 83 (3).
methanon C25H33NO2S, 411.6011 g/mol
F-X-21 Ausbeute: 11.8 mg (29.7%)
(3-Benzyl-5-methoxy- ° \ | O HPLC: R=9.34 min (C4)
195 | 2methyl-indol-1-yl)- g GCMS, m/z (rel Int. %): 361 (65) [M'], 250 (8), 207 (9), 165
thiophen-2-yl- ) (9), 111 (100), 83 (5).
methanon C22H19NO2S, 361.4578 g/mol
F-X-24Et
4-[5-Methoxy-2-methyl- | -0 — O~ Ausbeute: 4.0 mg (9.4%)
197 1-(thiophen-2- N ° |LC-MS: 386.10 [M+H]" :R;= 10.52 min
carbonyl)-1H-indol-3- o 15/ CorHsNO4S, 385.4777 g/mol
yl]-buttersaureethyl-
ester
F-X-27
[3-(4-Hydroxy-benzyl)- /0 Ausbeute: 11.5 mg (2+7.7%)
198 | s.methoxy-2-methyl- I 7o |LC-MS: 378.20 [M+H] "R = 9.52 min
indol-1-yl]-thiophen-2- W C22H19NO3S, 377.4572 g/mol
yl-methanon
F-XI1-8 Ausbeute: 18.9 mg (47.3%)
(4-Dimethylamino- /Om LC-MS: 367.20 [M+H] ;th.= 10.52 min .
phenyl)-(6-methoxy- N HR-MS (FAB, m/z): ber. fir C21H22N20,S [M+H]" 367.4780
1,4-dihydro-2H-3-thia- OJ\Q | gem. 367.1452.
199 9-aza-fluoren-9-yl)- N C21H22N20,S, 366.4777 g/mol
_ methanon Smp: 80-82°C
TH-NMR (400 MHz, CD3OD): § = 7.57 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 6.99 (d, ®J = 9.0 Hz, 1 H, arom.
CH), 6.90 (d, *J = 2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 6.73 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, arom. CH), 6.66 (dd, *J =9 Hz, “J =
2.5 Hz, 1 H, arom. CH), 3.81 (m, 5 H, OCHs, CH2S ), 3.09 (s, 6 H, NCHs ), 2.97 (t, °J = 5.5 Hz, 2 H,
CH2CH,S), 2.87 (t, %1 = 5.5 Hz, 2 H, CH,CH,S).
F-XI1-17 0 OH
[1-(4-Dimethylamino- \N\ o Ausbeute: 8.1 mg (20.0%)
@ LC-MS: 367.10 [M+H]";R;= 8.49 min

benzoyl)-5-methoxy-2-
methyl-1H-indol-3-yl]-
essigsaure

CZ1H22N204, 366.4105 g/mol
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F-XI-17Et | o
[1-(4-Dimethylamino- \ N\ 3 Ausbeute: 3.6 mg (8.3%)
201 | benzoy)-5-methoxy-2- OAQ\ LC-MS: 395.20 [M+H]";R;= 10.07 min
methyl-1H-indol-3-yl]- N~ | C2sH26N204, 394.4636 g/mol
essigsaureethylester
F-XI1-18 ] 0
3.[1-(4-Dimethylamino- | ~ WOH Ausbeute: 5.8 mg (13.9%)
202 | benzoyi)-5-methoxy-2- o ! LC-MS: 381.20 [M+H]" ;R = 8.70 min
methyl-1H-indol-3-yl]- )\©\N/ C22H24N204, 380.4370 g/mol
propionsaure !
F-XII-18Et o
3-{1-(4-Dimethylamino- /Owo« Ausbeute: 2.5 mg (5.6%)
203 | benzoyl)-5-methoxy-2- N LC-MS: 409.40 [M+H]";R;= 10.41 min
methy.|-1 H:ind0|-3-Y|]' OA@\N/ CasH2sN204, 408.4902 g/mol
propionsaureethyl- |
ester
F-Xl11-20
(3-Decyl-5-methoxy-2- /OW Ausbeute: 9.9 mg (20.0%)
204 | methyl-indol-1-yl)-(4- o*@ HPLC: R¢=11.19 min (C4)
dimethylamino- W C29H140N202, 448.6402 g/mol
phenyl)-methanon
F-XI1-24 o oK
4-[1-(4-Dimethylamino- \N\ & | Ausbeute: 7.0 mg (16.2%)
205 | benzoyi)-5-methoxy-2- o*@ LC-MS: 393.27 [M+H]";R;= 5.35 min
methyl-1H-indol-3-yl]- l‘\l/ C23H26N204, 394.4636 g/mol
buttersaure
F-XII-24Et | _ o
4-[1-(4-Dimethylamino- W Ausbeute: 3.1 mg (6.7%)
206 | benzoyi)-5-methoxy-2- OAQ LC-MS: 423.40 [M+H]";R;= 10.83 min
methyl-1H-indol-3-yl]- N Ca5H30N204, 422.5168 g/mol
buttersaureethylester
Ausbeute: 10.9 mg (27.0%), beiger Feststoff
HPLC: Ri=12.60 min
A-1X-18 Br 0 LC-MS: 376.10; 374.10 [M-H] ; Rt=4.39 min
3-[5-Brom-1-(furan-2- WOH HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C17H13(79)BrNO4 [M-HJ
carbonyl)-2-methyl-1H- N 374.0028
indol-3-y1}- @ﬁo gem. 373.9996.
207 propionsaure
— C17H14BrNOg4, 376.2014 g/mol
Smp: 144°C
TH-NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 7.59 (s, 1 H, arom. CH), 7.52 (d, *J = 1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.11 (d, *J
= 3.5 Hz, 1 H, arom. CH), 7.09 (d, ’1=88 Hz, 1 H, arom. CH), 6.89 (d, 31=88 Hz, 1 H, arom. CH),
6.56 (s, 1 H, arom. CH), 2.91 (t, %1 = 7.6 Hz, 2 H, CHy), 2.49 (t,°J = 7.6 Hz, 2 H, CHy), 2.29 (s, 3 H,
CHs).
J-1-23 H03$ Ausbeute: 10.8 mg (23.0%), 80% rein
208 | 7-(4-Chlor-benzoyl)- N LC-MS: 434.52 [M-H] ;R = 8.82 min
7H-benzofc]carbazol- o C23H14CINO,S, 435.8803 g/mol
10-sulfonsaure a
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6 Experimenteller Teil

(4-Ch|o|:-pljh3nyl)-(2- FiC Ausbeute: 21.0 mg (.47.0%), 70% rein
trifluoromethyl- PN HPLC: R{=10.30 min (C4)
209 6.7.8,9,10.11- N GCMS, m/z (rel Int. %): 411 (48) [M"], 300 (7), 284 (39), 174
hexahydro- OJ\CLG (8), 158 (8), 111 (100), 83 (3).
cycloocta[Blindol-5-yl)- C22H19CIF3NO, 405.8403 g/mol
methanone
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6.6 Versuche zu Kapitel 4.5
6.6.1 Versuche zu Kapitel 4.5.2
6.6.1.1 Material

Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Sterile Werkbank Nuaire (Plymouth, UK)
Tischzentrifuge (Biofuge 13) Kendro (Henau)

Pipetten Gilson (Abimed, Langenfeld)
Zellkulturflaschen und —schalen (Falcon) Becton Dickinson (USA)
96-Loch-Mikrotiterplatten Becton Dickinson (USA)
Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Amersham Pharmacia
Biotech (Braunschweig), Gibco BRL (Eggenstein) und J.T. Baker (Deventer, Holland)
bezogen

Eukaryotische Zelllinie
T98g, menschliche maligne Gliomazelllinie, bezogen von American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, USA)

Medium
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
1 mM Natriumpyruvat
4.5 g/l Glucose
0.1 mM nichtessentielle Aminosauren
10% Fotales Kalberserum (FBS)
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6.6.1.2 Methoden

Einfrieren von Zellen:

Die verwendeten Zellen wurden erst mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA
inkubiert. Danach wurde das Trypsin mit Kulturmedium neutralisiert und die Zellen
von der Kulturflasche abgelost. Die Zellzahl wurde bestimmt. Nach vorsichtiger
Zentrifugation (900 rpm) und Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen im
Einfriermedium (10% DMSO) resuspendiert (10* Zellen/ml). Zunéchst wurden die
Zellen Uber Nacht bei —=70°C in einem 1.8 ml Kryordhrchen eingefroren. Am nachsten
Tag wurden die Rohrchen in flussigem Stickstoff gelagert

Auftauen von Zellen:

Die in Medium mit 10% DMSO eingefrorene Zellen kénnen wieder in Kultur
aufgenommen werden. Es ist wichtig darauf zu achten, dass sie nach dem Auftauen
schnell in frisches Medium uberfihrt werden, da die DMSO-Konzentration fir die
Zellen schadlich ist. Hierzu wurde die Zellsuspension schnell bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut und in 9 ml frisches Medium Uberfihrt. Nach einem funfminttigen
Sedimentationsschritt wird das Zellpellet in einer Kulturschale mit 3 ml Medium
resuspendiert und bei 37°C inkubiert. Nach spatestens 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel, um das DMSO und nicht angeheftete Zellen zu entfernen.

Kultivierung der Zelllinie:

Die Zellen wurden bei 37°C und 7.5% CO, unter Dampfsattigung (95% relative
Luftfeuchte) kultiviert. Bei Bedeckung der gesamten Kulturflasche (Konfluenz), etwa
alle drei bis vier Tage wurde eine Subkultivierung der Zellen durchgefuhrt. Diese
erfolgte durch Passagieren, das heiRt eine Uberfiihrung der Zellen unter Verdiinnung
in neue KulturgefalRe. Fir eine Subkultivierung wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit einer Losung Trypsin/EDTA etwa 5 Minuten bei
37°C inkubiert, um die Zellen von der Oberflache abzuldsen. Die abgeldsten Zellen
konnten mit Medium abgespult und je nach Bedarf verdinnt und neu ausplattiert
werden.

Cytotoxizitats-Assay (MTT-Assay):

Die Zellen T98g (10* Zellen pro Loch) wurden in einer 96-Mikrotiterplatte mit flachem
Boden und konstantem Standardvolumen von 200ul 24 Stunden inkubiert. Nach der
Wirkstoff und Cytotoxikazugabe wurden die Zellen 4 Tage ohne Mediumwechsel bei
37°C und 7.5% CO,; inkubiert. Nach Abschluss der Wachstumsphase wurden mit
einer Mehrkanalpipette vorsichtig 100 yl abgenommen. Es wurde 20 pl einer Losung
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von PBS mit 5 mg/ml MTT zugegeben und 2 Stunden bei 37°C und 7.5% CO;
inkubiert. Anschlieend werden die Zellen mit 150 pl Isopropanol-Salzsauregemisch
aufgeschlossen und damit auch der blaue Farbstoff gelost. Die Losung wurde 45
Minuten auf der Schittelplatter gemischt und danach mit der Mehrkanalpipette
mehrmals durchmischt, um alle Prazipitate zuldésen. Sofort im Anschlul® wurde mit
einem UV-Spektroskopischen-Plattenleser die Absorption bei 620 nm gemessen. Die
Ergebnisse wurden mit Hilfe des Tabelenkalkulationsprogramms Excel
weiterverarbeitet. Die Messwerte wurden in prozentualer Abhangigkeit zur
Kontrollmessung angegeben. Die Experimente wurden mindestens dreimal
durchgefuhrt.
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7 Anhang

Abklrzungsverzeichnis

AAV
Aq.
arom.
ber.
Boc
br.
Cbz
CDCl3
CIP

)

d

dd
DBU
DCE
DIC
DIPEA
DMSO
DMF
DOX
DVB
EDC
EGFR
ESI-MS

FAB-MS
FGFR
Fmoc
FT

gef.
GC-MS

HCL
HOAt
HOBt
HMQC
HPLC
HR-MAS
HR-MS
HTS
Hz
IGFR
IR

LR-MS

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Aquivalente

Aromatisch

berechnet

N-tert.-Butyloxycarbonyl

Breit

N-Benzyloxycarbonyl

Deuterochloroform
2-Chlor-1,3-dimethyl-imidazolidinium-hexafluorophosphat
chemische Verschiebung

Dublett

Doppeldublett
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en(1,5-5)
Dichlorethan

N,N-Diisopropylcarbodiimid
N,N-Diisopropyl-N-ethylamin

Dimethylsulfoxid

Dimethylformamid

Doxorubicin

Divinylbenzol
Ethyldiaminopropylcarbodiimidhydrochlorid
Epidermale Wachstumsfactor Rezeptor
Elektronenspray-lonisatis-Massenspektroskopie
Extinktionskoeffizient

Fast Atom Bombardment-Massenspektroskopie
Fibroblastenwachstumsfaktor Rezeptor
9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
Fourier-Transformation

gefunden

Gaschromatograph mit Massendetektor

Stunde

Salzsaure

7-Aza-1-hydroxybenzotriazol
1-Hydroxybenzotriazol

Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
Hochdruckflissigchromatographie
Hochaufgeldste Magic Angle Kernresonanzspektroskopie
Hochaufgeldste Massenspektrometrie
High-Throughput-Screening (Hochdurchsatzscreening)
Hertz

Insolin-ahnlicher Wachstumsfaktor-Rezeptor
Infrarot-Spektroskopie

Kopplungskonstante

Niedrigaufgeloste Massenspektrometrie
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M Multiplett

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

NBS N-Bromsuccinimid

NMR Nuclear Magnetic Resonance (Kernresonanzspektroskopie)
PBS Phosphat-gepufferte Natriumchloridldsung
Pd(PPhs)s Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0)

PKC Proteinkinase C

PS Polystyrol

q Quartett

quant. quantitativ

R+-Wert Retentionszeit bei der Dinnschichtchromatogrphie
RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinasen

S Singulett

Smp. Schmelzpunkt

SiO, Kieselgel

t Triplett

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TFA Trifluoressigsaure

TFFH Fluor-dipyrrolidinocarbenium-hexafluorophophat
THF Tetrahydrofuran

Tie-2 Endothelial-spezifische Rezeptortyrosinkinase
TIPS-CI Triisopropylsilylchlorid

uv Ultraviolett

VEGFR Vaskularer endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor
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Anhang zu Kap 6.6.1

Messdaten des Cytotoxizitats-Assay flr die neun aktiven Indolderivate (Kategorie c),

(Kap. 4.5.2).
Kein NSAID | Indomethacin 64 69
Kein DOX 100.0+4.3 100.9+£ 1.3 945+ 3.3 952+ 2.1
0.1 uM DOX 75.8+49 69.3+0.3 59.0+2.6 63.6+2.3
0.2 uM DOX 71422 56.6 + 3.2 486 1.9 53.7 £ 3.9
0.5 uM DOX 37.2+1.0 18.7 + 2.1 116+2.6 169+ 2.3
Kein NSAID | Indomethacin 16 119
Kein DOX 100.0+ 2.8 101.6+£25 942+ 3.7 88.5+15
0.1 uM DOX 69.4+29 67.1+£0.5 61.0+1.9 60.1+1.0
0.2 uM DOX 67.1+14 49.7 £ 0.7 48.2+0.5 48.8 + 3.0
0.5 yM DOX 30.5+15 12.8+£0.6 13.1 £ 1.1 18.5+1.0
Kein NSAID | Indomethacin 122 147
Kein DOX 100.0+ 1.8 100.2 £ 0.6 89.5+0.6 91.1+0.7
0.1 uM DOX 72.2+23 69.6+2.0 61.3+1.0 67.0+24
0.2 yM DOX 63.6 +5.3 520+ 2.6 53.7+£1.1 52.6 £ 0.1
0.5 uM DOX 384+1.8 158+ 0.7 19.9+0.6 12.8+04
Kein NSAID Indomethacin 149 153
Kein DOX 100.0+ 2.6 94.7+2.3 87.8+29 85.3+3.6
0.1 uM DOX 71.9+£0.8 66.2 +5.2 66.6 +4.9 53.4+5.1
0.2 uM DOX 65.0 + 3.1 52.7+3.3 53.1+5.1 456 +2.3
0.5 uM DOX 33.7+15 13.7+1.9 128+ 1.1 21.8+1.0
Kein NSAID Indomethacin 154 193
Kein DOX 100.0+ 0.4 98.8+0.8 88.8+04 926+ 3.6
0.1 uM DOX 75.0+ 2.1 67.0+6.4 61.9+£20 66.2+4.9
0.2 uM DOX 689+24 53.8+ 3.0 55.9+0.3 62.0 + 3.9
0.5 yM DOX 33.6+2.0 15.1+1.2 182124 27.8+29
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Anhang zu Kap 4.5.1

Messwerte der Rezeptor-Tyrosin-Kinasetests. Die Tests wurden durchgefiihrt von
Ralph Mazitscheck, Arbeitskreis Giannis, Universitat Leipzig. Auf der x-Achse der
unten dargestellten Diagramme ist die Konzentration [uM] der Testsubstanz und auf
der y-Achse die Intensitat der Lichemission aufgezeichnet.
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Titel Y-Achse
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IGF1R:
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Tie2:
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