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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteinkinasen

Es gibt 518 bekannte Proteinkinasen im menschli@emom™™? Proteinkinasen (PKs) sind
Enzyme, die die Ubertragung eingdPhosphats des Co-Faktors Adenosin-5'-triphosphats
(ATP) auf die Hydroxygruppe einer Aminosaure (Sefihreonin oder Tyrosin) des spezifi-
schen Substrats katalysieten.Aufgrund der Substratspezifitat wird zwischen Seri
Threoninkinasen (SPK’s) und Tyrosinkinasen (TPKifgerschiedel Die Ausnahme bilden
einige wenige Kinasen, die sowohl Serin als aualesig phosphorylieren. Die Phosphorylie-
rung verlauft reversibel, wobei die Rickreaktiorefldosphorylierung) von Proteinphospha-

tasen durchgefhrt wird.

Proteinkinasen spielen eine zentrale Rolle bei @igansduktionskaskaden, die die Regulie-
rung wichtiger Prozesse im Organismus wie Metabulis, Transkription, Zelldifferenzierung

und Apoptose (programmierter Zelltod) tibernehffien.

Durch Mutationen kann es zu einer dauerhaften Adtinmg von Proteinkinasen kommen.
Das daraus resultierende unkontrollierte Zellwaamnstiuhrt haufig zu einer Entstehung von
malignen Erkrankungen wie Krebs oder Entziindungsumojmmunerkrankungen§ Die
Inhibierung von relevanten Proteinkinasen stelihiseinen vielversprechenden Therapiean-
satz gegen diese Krankheiten dar. Deshalb wurde Bed 1980er mit der Erforschung und
Entwicklung von Proteinkinaseinhibitoren begonnemJahr 2001 kam der erste zur Behand-
lung der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) etagsene Rezeptortyrosinkinase-

Inhibitor Imatinib (Gleeve?) der Firma Novartis auf den Mar#t.

1.2  Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) stehen am AnfangSignaltransduktionkaskade und beste-
hen aus einem extrazellularen Teil, der Rezeptoé&h@neinem Transmembranteil und einem
intrazellularen Teil, der Kinasedomane. Die Rezefaimane besteht aus funf immunoglobu-
linahnlichen Einheiten, die spezifisch ein Signdekdl, z.B. im Falle degplatelet derived
growth factor recepto{PDGF-R) den Wachstumsfaktor PDGhagelet derived growth fac-
tor) binden kénnéfl (s. Kap. 1.3). Die intrazelluldre Kinasedomanedigsaus eine€- und
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Einleitung

N-terminalen Doméne, die iiber die hinge-Region (Gelenk-Region) flexibel miteinander ver-
bunden sind. Die C-terminale Doméne besteht aus acht a-helikalen Bereichen und drei kurzen
antiparallelen B-Faltblittern. Die N-terminale Domidne ist aus einer a-Helix und finf
B-Faltblittern aufgebaut.'®! Zwischen beiden Doménen befindet sich die ATP-Bindetasche der
Kinase, die ein Erkennungsmotiv fiir den Cofaktor (ATP) besitzt (s. Abb. 1).

N-terminale Doméne @ \S ) \

N
N

-~
&

hinge-Region \

C-terminale Doméne

Abb. 1: Allgemeiner Aufbau einer Kinase. Hier beispielhaft die Kristallstruktur von PDGFR (Homologiemodell). Darge-
stellt mit PyMol.

Die Regulation der Kinaseaktivitdt wird durch eine Konformationsdnderung der flexiblen Ak-
tivierungsschleife (A-loop) ermoglicht.™ Am Anfang der Aktivierungsschleife befindet sich
ein hochkonserviertes DFG-Motiv, das fiir die Aminosduren Asparaginsédure (D), Phenylalanin
(F) und Glycin (G) steht. In der inaktiven Konformation der Kinase, DFG,y, ragt der Phenyl-
rest des DFG-Motivs aus der tiefen hydrophoben Tasche in die ATP-Bindetasche (Adeniner-
kennungsregion) und blockiert somit den Zugang fiir ATP und fiir das zu phosphorylierende
Substrat (s. Abb. 2).”") Findet extrazellulir die Bindung eines Signalmolekiils an den Rezeptor
statt, kommt es zu einer Dimerisierung der RTK, wobei eine Autophosphorylierung an mehre-
ren Positionen der intrazelluldren Kinasedoméne induziert wird. Eine entscheidende Rolle
spielt dabei die Phosphorylierung der Aminosdure Threonin des A-loops der C-terminalen
Doméne. Das dabei iibertragene Phosphat wechselwirkt mit der benachbarten aC-Helix der

N-terminalen Doméne und initiiert schlieBlich eine Konformationsianderung der Aktivierungs-
Seite | 2



Einleitung

schleife mit dem DFG-Motiv." In dem aktiven Zustand der Kinase, DFG;,, ragt der Phenyl-
rest des Phenylalanins in die tiefe hydrophobe Tasche der Kinase und gibt damit den Zugang
fiir ATP zur ATP-Bindetasche frei (s. Abb. 2). Dadurch wird eine Downstream Phosphorylie-

rung und die Signaltransduktion in die Zelle induziert.

Abb. 2: Darstellung der DFGiy,-Konformation. Links: DFG;,-Konformation. In der Bindetasche (dargestellt durch die
graue Oberfldche) der aktiven Kinase ist ein DFGy,-Inhibitor 1 (braun) gebunden. Der Phenylrest (blau) des DFG-Motivs ragt
in den Eingang zu der hydrophoben Tasche und blockiert somit deren Zugang. Rechts: DFG,,-Konformation. Der Phenylrest
(rot) des DFG-Motivs klappt aus der tiefen Tasche in die ATP-Binderegion und gibt somit den Zugang zu der tiefen Tasche
frei. In der Bindetasche einer inaktiven Kinase ist ein DFG,,-Inhibitor 2 (braun) gebunden, der die tiefe Tasche adressiert.

Die Abbildung wurde mit der Schrodinger Software (Maestro Vers. 10.0) visualisiert.

1.3 Platelet-derived Growth Factor Receptor (PDGFR)

PDGFR gehoren zu den RTK. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion der
PDGF und werden von unterschiedlichen Zellen wie mesenchymalen Zellen oder mesen-
chymalen Progenitor Zellen (Lunge, Haut) exprimiert."” Analog zu dem allgemeinen Aufbau
der RTK besteht PDGFR aus einer extrazelluldren Rezeptordoméne, einem Transmembranteil
und einem intrazelluldren Teil, der Tyrosinkinasedoméne. Die Kinasedoméne ist durch eine

Kinase Insert Domain (KID) erweitert!'" (s. Kap. 2.1).

Es sind zwei Isoformen, PDGFRa und PDGFRp, bekannt, die sich strukturell voneinander
unterscheiden''? (s. Abb. 3). Der platelet-derived growth factor (PDGF) gehért zu der Familie
der Wachstumsfaktoren und wird z.B. von Thrombozyten, von denen die Bezeichnung
stammt, gebildet!"*). Es handelt sich dabei um ein Polypeptid, das sowohl Homo- als auch
Heterodimere PDGF-AA, -BB, -AB, -CC und -DD bildet. Bindet eciner dieser Wachstumsfak-
toren am Rezeptor, dimerisieren die PDGF-Rezeptoren, wodurch sich entweder ein Homo-a-
bzw. B-Komplex oder ein Hetero-o/B-Komplex bildet.'” Die unterschiedlichen PDGE-
Dimere weisen eine unterschiedlich starke Affinitit zu den PDGFR-Isomeren aufl'?!" (s,

Abb. 3).
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Einleitung

Der PDGF-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Embryogenese, der Zellproliferation

und der Angiogenese.!"!'?! PDGF wird auch mit pathologischen Prozessen wie Arteriosklero-

se und Fibrosen in Verbindung gebracht.!'%)

Die vielseitige Beteiligung des PDGF Signalweges an malignen Erkrankungen macht den
PDGFR zu einem wichtigen Drug-Target. Aus diesem Grund wurden in der Arbeitsgruppe
Peifer et al. PDGFRp-Inhibitoren (DFG;,/DFG,y) entwickelt (s. Kapitel 2.1).

PDGF CC  PDGF AA PDGFAB PDGF BB PDGF DD

e e
TR

Abb. 3: Schematische Darstellung der PDGF und PDGF-Rezeptor Interaktion. Die PDGF-Dimere weisen eine unterschied-

lich starke Affinitit zu den PDFGR-Isoformen auf. Der durchgezogene Pfeil verdeutlicht eine starke Affinitdt; der gestrichelte

Pfeil eine niedrige. Grafik adaptiert nach S. Vézquez.!"”
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Einleitung

1.4 Kinaseinhibitoren

Kinaseinhibitoren lassen sich aufgrund ihrer Swokind Art der Bindung in funf Gruppen
klassifizieren: Typ-l1 (DFG-Binder), Typi l/II (DFGpjourBinder), Typ-ll (DFGurBinder),
Typ-lI (allosterische Binder) und Typ-IV (irrevébge Binder}” (s. Tab. 1).

Tabelle 1:Klassifizierung der Kinaseinhibitoren nach Typ-I1J/

Klasse Bindemodus K_onformatmn der Selektivitat Beispiel
Kinase

Kompetitiv zu ATP, bindet an der

hingeRegion, mdgliche Adressie- ) _ N
Typ-I DFG;, (aktiv) eher unselektiv  Gefitinfts!

rung der hydrophoben Tasche-l

und der hydrophoben Region.

Bindet zwischen der hydrophoben _
16e von S. Fi-

Typ-II/H Region und der allosterischerDFG,;und DFG, eher selektiv ;
scher et alt”!

Binderegion fleep pocket

Kompetitiv zu ATP, bindet in der
Typ-ll allosterische Binderegion déep DFG, (inaktiv) eher selektiv ImatinfB
pockej.

Nicht kompetitiv zu ATP, bindet ) 18
Typ-lil _ _ _ DFGund DFG, selektiv (Akt-I-1}*8
in der allosterischen Region.

Bindet irreversibel aul3erhalb der . 9
Typ-IV _ DF G,y und DFG, sehr selektiv (HK1-27%)?
ATP Bindetasche.

Die in dieser Arbeit behandelten DRhibitoren (s. Kap. 3.1) gehoren zu den Typ-I-
Inhibitoren, die in der aktiven Konformation dernidse binden. Die Bindung erfolgt dabei
kompetitiv zu ATP durch Ausbildung von Wasserstaittkenbindungen zu déinge Region.
Die Bindeaffinitat des Typ-I-Inhibitors zum aktivefentrum sollte héher sein als die des
ATPs, da die natlrliche ATP-Konzentrationvivo mit 2-10 nmm, verglichen mit der verab-

reichten Inhibitorkonzentration, relativ hoch ist.

Die ATP-Bindetaschen der unterschiedlichen Kinaseisen eine hohe strukturelle Ahnlich-
keit auf, die auf das Binden des gemeinsamen CafalTP zurlckzufuhren ist. Diese struk-
turelle Ahnlichkeit fuihrt zu einer schlechten Seiekiat und damit zu schwereren Nebenwir-
kungen®” Typ-I Inhibitoren haben meist eine niedrigere 8@litat als die anderen Inhibito-

ren (s.Tab.1), was auf die spezifische Strukturkiemsen zuriickzufiihren ist (s. Abb. ).
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Die Bindetasche der aktiven Kinase (DFGy,) besitzt jedoch Bereiche, die an die hochkonser-
vierte ATP-Binderegion angrenzen und sich strukturell voneinander unterscheiden: hydropho-
be Tasche-I und hydrophobe Region (s. Abb. 4). Neben der hinge-Region konnen diese beiden
Binderegionen von dem Typ-I-Inhibitor adressiert werden (Abb. 4, links), wodurch die Selek-
tivitit des Inhibitors erhdht werden kann."”) Der Zugang zu der hydrophoben Tasche-I wird
durch einen sog. gatekeeper (Tiirsteher-Aminosiure) reguliert. Dieser variiert bei den unter-
schiedlichen Kinasen in der Grof3e der Seitenkette und beeinflusst die Selektivitéit der Inhibi-
toren gegeniiber der Kinasen. Eine Mutation des gatekeepers kann dazu fiihren, dass es zwi-
schen dem fiir diese Kinase entwickelten Inhibitor und dem groBeren, mutierten Tiirsteher-
Aminoséurerest zu einem clash kommt. Dadurch wird der Zugang des Inhibitors zu der hyd-
rophoben Tasche-I eingeschrankt. Krebszellen, die eine Resistenz gegeniiber den Kinaseinhi-

bitoren (z.B. Imatinib) zeigen, weisen zum Teil eine Mutation des gatekeepers auf.”’

4=
hydrophobe
Region

" . y
/ , 5 v l . ~ F -
Adeninregion = &
. ) \/
DFG-Motiv =/
Z\ \
; Ve

Abb. 4: Schematische Darstellung der Bindemodi von Kinase-Inhibitoren nach Traxler.”!! Links: Komplex aus der aktiven
Konformation von PDGFRP und einem ATP-kompetitiven Typ-I-Inhibitor 1.2%! Der Inhibitor bildet Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu der hinge-Region aus (gelb). Der Methoxyrest adressiert die hydrophobe Tasche I (rosa). Der 3.4,5-
Trimethoxyphenylrest ragt in die hydrophobe Region. Rechts: DFG,,-Konformation (inaktiv) von PDGFR mit einem
Typ-II-Inhibitor 2, vide infra. Der Inhibitor bildet Wasserstoftbriickenbindungen zu der hinge-Region und dem DFG-Loop.
Der Inhibitor adressiert sowohl die hydrophobe Tasche I, die hydrophobe Region, als auch die in der inaktiven Konformation

zugéngliche tiefe Tasche, der sog. allosteric site (blau).

Die in dieser Arbeit behandelten DFGg,-Inhibitoren (s. Kap. 3.2) gehoren zu den Typ-II Inhi-
bitoren und inhibieren somit die inaktive Konformation der Kinase. Durch das Umklappen
des DFG-Motivs wird zwar der Zugang fiir den Cofaktor ATP zu der ATP-Binderegion blo-
ckiert, gleichzeitig wird aber der Zugang zu der tiefen hydrophoben Tasche (allosteric site,
Abb. 4 rechts) zuginglich gemacht. Ein Typ-II-Inhibitor stabilisiert somit beim Binden die
DFG,-Konformation der Aktivierungsschleife.[9] Die inaktive Konformation (DFG,,) der
Kinase weist zusitzlich eine weitere tiefere Tasche (allosteric site, Abb. 4 rechts) auf, die sich

strukturell teilweise stark von denen der anderen Kinasen unterscheidet. Die DFGgy-
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Inhibitoren weisen sowohl eine zu ATP kompetitive als auch eine allosterische Bindekompo-
nente auf.P1#12* Dyrch die zusitzliche Adressierung dieser sog. deep pocket kénnen die Typ-

II-Inhibitoren im Vergleich zu den Typ-I-Inhibitoren eine hohere Selektivitdt erreichen (s. Tab.
D). [3120]

Neben der Selektivitit spielt bei der Hemmaktivitit auch die On-/Off-Kinetik der Inhibitoren
eine wichtige Rolle. Die Typ-II-Inhibitoren weisen im Vergleich zu den Typ-I-Inhibitoren, die
eine schnelle On-/Off-Kinetik zeigen, eine langsame on-Bindungskinetik auf, dissoziieren
jedoch viel langsamer.”” Dadurch wird die Effektivitit der Hemmung bei den Typ-II-
Inhibitoren gesteigert.

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die Bindemodi einiger als Typ-II entwickelter Inhibitoren
sich eher zwischen Typ-I und Typ-II einordnen lassen. Diese Inhibitoren lassen sich daher als
Typ-1 I/ 11 Binder beschreiben.? Sie binden in dem Bereich zwischen der hydrophoben Regi-
on I und der deep pocket. Durch die Bindung des Inhibitors wird das sog. hydrophobe spine
(Riickgrat) unterbrochen. Bei dem hydrophoben spine handelt es sich um einen hochkonser-

vierten Bereich in einer Kinase, der aus vier nicht zusammenhingenden Aminosduren unter-

schiedlicher Bereiche besteht (s. Abb. 5).

d\\) Ber-Abl

Abb. 5: Darstellung eines unterbrochenen Riickgrats (spine) am Beispiel des Bindemodus von Imatinib in Ber-Abl (PDB:

3K5V). In blau und rot sind die Aminoséurereste des hydrophoben spine dargestellt. Durch die Bindung von Imatinib wird

das Riickgrat (spine) unterbrochen. Adaptiert nach Meharena.*!
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Ein Bestandteil dieses Ruckgrats ist z.B. der Pla¢anyinrest des DFG-Motivs. Dieses Ruck-
grat wirkt regulatorisch, wobei die T)Jd/H Inhibitoren sowohl in der inaktiven als auch in

der aktiven Konformation der Kinase binden und aeimspinewechselwirker?®

Daruiber hinaus sind noch zwei weitere Klassen vamasé-Inhibitoren bekannt. Die rein
allosterisch bindenden Inhibitoren (z.B. Akt-E)werden als Typ-Ill Inhibitoren bezeichnet.
Im Vergleich zu dem Typ-Il Inhibitor binden sie nur der allosterischen Binderegion der
Kinase und stabilisieren zum Teil die Dfggkonformation. Die vierte Klasse der Kinasein-
hibitoren (z.B. HKI-272}% bindet kovalent innerhalb der ATP-Binderegion tiilart zu einer

irreversiblen Inhibierung der Kinaseaktivitdt.
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2. Aktueller Stand der Forschung und Zielsetzung

2.1  Stand der Forschung: Pyrazin-2-on-Serie (DF¢-Inhibitoren)

Die im Rahmen dieser Arbeit bearbeiteten 3,5-D@mdzin-2-on PDGFR-Inhibitoren ge-
hen auf den in der Arbeitsgruppe Peifer entwickehech potenten VEGFR2-Inhibit8rzu-
ruck. Dieser basiert auf einem Pyrrol-2-on-Deriveusgehend von dieser Stoffklasse und der
in der Literatur beschriebenen marinen Hamacatffewurde ein Hybrid, ein Pyrazin-2-on-
Derivat5, aus beiden Strukturen entworfen (s. Abb?8Mit Hilfe von Molecular Modeling
Studien konnte ein plausibler Bindemodus des Pyfazns5 zu derhingeRegion von
VEGFR2 gezeigt werdefi’!

| Br

H
o) N
MeO N |
N
|
NH
MeO
¢ 5

OMe

Abb. 6: Pyrrol-2-on3, modelliertes Hamacathin-Derivatuund 3,5-Diarylpyrazin-2#)-on 5.

Das Pyrazin-2-on Derivd konnte erfolgreich in finf Schritten synthetisiestrden. Die Er-
gebnisse der biologischen Untersuchungen dieséindeing zeigten, dass der neu entwickel-
te Inhibitor5 (ICso = 2.3 M) im Vergleich zur Verbindun@ (ICso = 0.03 m) zwar eine Ab-
senkung der Hemmaktivitdt gegentber VEGFR2 aufwgéschzeitig aber eine Steigerung
der Hemmaktivitat (1§ = 0.5 ) gegeniiber PDGHRzeigte (s. Tab. 25
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Tabelle 2: Hemmaktivitat der Verbindungeduind5 gegeniiber VEGFR2 bzw. PDGEE?

# Verbindung ICso[uM] (VEGFR2)  ICso[um] (PDGFRp)

0.03 11

2.3 0.5

OMe

Im Rahmen seiner Doktorarbeit konnte SchlosseiSg@heseroute zur Darstellung der 3,5-
Diarylpyrazin-2-on-Derivate bezuglich der Reaktibedingungen optimieren (s. Abb. 7) und
die Verbindundb zielgerichtet darstellefA?1”!

(0] (0]
(0] CHj; O (0] (0]

OH N

H

SeOz CDI
MeO OMe MeO OMe MeO OMe R
OMe OMe OMe
6 7
Ammoniumacetat
AcOH, MW
(<] (0] H
Cs ® (0] N
SN _CH;3
(0) OH (0]
D NH3 MeO \
N
| A HCl/MeOH
MeO
[ = R
R: OH, MeO, C1 OMe
8 DFG;,-Serie

Abb. 7: Syntheseroute zur Darstellung der 3,5-Diarylpyr&zon-Derivate der DFSerie. Die Darstellung der Glyoxyl-
saure? findet durch Oxidation des Ketosmit SeQ statt. Die Synthese desKetoamins9 als Hydrochlorid, ausgehend
von der BenzoesauB; konnte in zwei Schritten realisiert werden. Diepiglung der Glyoxylsauré mit dema-Ketoamin9
wurde mit Hilfe von Carbonyldiimidazol (CDI) durchdgirt. Letzter Schritt: Der Ringschluss zum Pyrazifkomnte in
Anwesenheit von Ammoniumacetat und AcOH in einekralivelle durchgefiihrt werdéff!
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Die zielgerichtete Weiterentwicklung der Verbindungoasierend auf den ermittelten Struk-
tur-Wirkungsbeziehungen (SARMurde im Rahmen seiner Doktorarbeit von Schlosser
durchgefuhrt. Dabei wurde zunéachst eine virtuelfgi®ierung mittelsMolecular Modeling
Studien unter der Verwendung dechrédingerSoftware durchgefuhrt. Danach wurden die
entworfenen Inhibitoren synthetisiert und anscldie2durch biologische Testungen charakte-
risiert [221(2°)

Fur die computergestiitzte Optimierung wurde zurtdelme Modellstruktur der Zielkinase
(targed bendtigt. Aufgrund von fehlenden Kristallstruldaten der Kinasedomédne von
PDGFRB in derproteindata bank(PDB) wurden als erstes Homologiemodelle, abgalein
homologen Kinasekristallstrukturen, mit Hilfe d&chrodingetrSoftware erstellt. Zur Erstel-
lung der Homologiemodelle wurde die auf der Homepegn kinase.cohf! verodffentlichte
Aminosauresequenz der Kinasedomane von POBOFRwendet. Diese Sequenz besteht aus
354 Aminoséauren und ist durch eikimase insert domaiKID) erweitert. Das Fehlen von
KID in den fur das Homologiemodell ausgewahltendsekristallstrukturen sowie die Tatsa-
che, dass die biologische Funktion der KID bisheainnicht geklart ist und sie auR3erhalb der
ATP-Binderegion lokalisiert ist, fihrt zu der Anmaf, dass die KID keinen relevanten Ein-
fluss auf die Interaktion zwischen der Kinase uedhd.iganden aufweist. Diese Hypothese
wurde durch die Arbeiten von Gajiwala et®3.mit Sunitinib an der zu PDGPRverwandten
Kinase c-kit (ebenfalls ohne KID) untermauert. Alissem Grund wurde der Teil der Amino-
sauresequenz, der die KID kodiert, bei der Entwiclgl des Homologiemodells herausge-
l6scht?. Fur ein besseres Verstandnis beziglich des Bindamder entwickelten Inhibito-
ren und deren Zuordnung, ob sie in die aktive RF®zw. in die inaktive DFGyr
Konformation binden, wurden zwei unterschiedlichentblogiemodelle erstellt. Das DRG
Modell basiert auf den Kristallstrukturen von FMEDB-Code: 3LCD) und VEGFR2 (PDB-
Code: 2P2H) aufgrund ihrer hohen VerwandtschafPBGFR3. Das DFG-Modell basiert
auf der Kristallstruktur von c-kit (PDB-Code: 1T4®ei der Auswahl der Templates wurde
besonders darauf geachtet, dass zum einen dievasge Kristallstruktur einen zu den im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Inhibitoren stow&ll &hnlichen cokristallisierten Ligan-
den aufweist und zum anderen eine hohe Ubereinstigrmit der Aminosauresequenz von
PDGFR aufzeigt: die Ubereinstimmung der Sequene &liB zu PDGFR liegt fir FMS bei

66 %, fur c-kit bei 62 % und fir VEGFR2 bei 57 %elxwei erstellten Homologiemodelle
wurden fur die computergestlitzte Optimierung deGp¥bzw. DFGrInhibitoren verwen-
det!??
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Die von Schlosser durchgefiihrte virtuelle Optimmgyerfolgte folgendermafien: mit Hilfe
derSchrodingefrSoftware wurde zunachst eine virtuelle Bibliotmeit unterschiedlich substi-
tuierten Pyrazin-2-on-Derivaten erstellt und anief@dnd unter der Verwendung des RFG
Homologiemodells in die ATP-Tasche gedockt. Die khogergebnisse wurden mittels einer
ScoringFunktion des ProgramntlideXP quantifiziert. Ausgehend von dem Ranking wur-
den Kandidaten fur Synthese und biochemische Ctarsierung ausgewahlt. Die aus den
DockingStudien und den biochemischen Assays gewonnenieniinisse fuhrten zu einer
Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischden Pyrazin-2-on-Derivaten und
PDGFR3. Im Verlauf der Optimierung wurden unterschieddichrylreste an den 3- bzw. 5-
Positionen des Pyrazin-2-ons variiert. In 3-Positirden Arylreste mit variabler Anzahl der
Methoxysubstituenten in unterschiedlicher Posigamgefuhrt, wobei der 3,4,5-Trimethoxy-
phenylsubstituent die beste biochemische Aktivisiageniiber PDGHR zeigte® In 5-
Position wurden verschiedene mono- bzw. disubstit&iMethoxy-, Chlor- und Hydroxyphe-
nylreste eingeftihrt. Die SAR zeigten dabei, dagsHiydroxygruppe irpara- und die Me-

thoxygruppe immetaStellung die beste Hemmung erzielten.

Die Analyse der biologischen Daten der Verbinddn@Cso = 0.02 M) zeigten, dass die
Kombination dieser Substitutionsmuster zu einerobBumg der Hemmaktivitdt gegentber

PDGFRB im Vergleich zu der Verbindung (ICso = 0.5 M) um den Faktor 25 fuhrt (s. Abb.
8)_[22][29]

H
() N
MeO & OMe
N
MeO OH
OMe 1

Abb. 8: 5-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethgtyenyl)-(H)-pyrazin-2-on {), PDGFR ICso = 0.02 m.[221[29)

Der modellierte Bindemodus und die berechnetenrdkt®mnen der Verbindundl mit
PDGFR3 wurden mittels einer dreidimensionalen Darstellui®y Bindetasche (s. Abb. 9,
links) und einer zweidimensionalen Darstellung duemn sog. Ligand-Interaktion-Diagramm
(s. Abb. 9, rechts) visualisiert. Aus AbbildungIlKs) geht hervor, dass der genannte Inhi-
bitor 1 sehr gut in die Bindetasche der aktiven Konformma{DFG,) von PDGFR passt,
wobei der Pyrazinonring zwei Wasserstoffbrickenbimgen (kurz H-Brickenbindungen) zu
den Aminosauren Glu682 und Cys684 HergeRegion ausbildet (s. Abb. 9, rechts). Zuséatz-

Seite | 12



Aktueller Stand der Forschung und Zielsetzung

lich dient diepara-standige Hydroxygruppe am Phenylrest sowohl aBrtitkendonor als
auch als H-Brickenakzeptor und bildet H-Brickenbimgen zu den Aminosauren Lys634

und Asp844 des Aktivierungsloops aus. Diese zush&lBindung zu dem Protein im Ver-

gleich zu der Verbindun® sorgt flr eine Erhdhung der Affinitat des Inhilogozu der
PDGFR3-Bindetasché4l?]

Abb. 9: Darstellung des modellierten Bindemodus der Veting 1 im DFG,-Homologiemodell von PDGHR Links: In
der Bindetasche (dargestellt durch die graue Olotsdlder aktiven Kinase ist der DE@hibitor 1 (grau) gebunden. Gelbe,
gestrichelte Linien deuten Wasserstoffbrickenbigémnan.Rechts Das Liganden-Interaktions-Diagramm zeigt den Bin-
demodus des DFGInhibitors1 an. Die unterschiedlich gefarbten Kugeln stellenAdninosauren des Proteins dar. Die roten
Pfeile deuten die Wasserstoffbriickenbindungen heisd.igand und Protein an. Visualisierung dusdhrddingeiSoftware
(Release 2015-1).

Die von Schlosser entwickelte Verbinduhgliente im Rahmen dieser Arbeit als Leitstruktur

zur Optimierung der DFSerie.

2.2 Stand der Forschung: Pyrazin-2-on-Serie (DFG-Inhibitoren)

Bei der Entwicklung der DFg-Serie diente analog zu der DEGerie das an 3-Position
durch Indol substituierte Pyrazin-2-6nals Vorlage. Im Rahmen seiner Doktorarbeit wurden
von Schlosser zu Beginn unterschiedlich substitiiéndol-Derivate designt, synthetisiert
und biochemisch untersucht. Doch sowohl die beretemMolecular DockingErgebnisse als
auch die biologischen Untersuchungen der syntleeti#gsi Verbindungen sorgten nicht fur die
anvisierte Steigerung der Affinitat der entwickaltmhibitoren gegentiber PDGBR? Erst
der Austausch des Indols durch einen flexiblen Bkegt brachte den Durchbruch und sorgte
fur eine Adressierung der inaktiven KonformationF®.) der Kinase (s. Abb. 10). In der
DFGourKonformation ragt der Phenylrest des DFG-Motivs die ATP-Binderegion und
blockiert so die Bindung des Co-Faktors ATP in Berdetasche. Gleichzeitig wird aber der
Zugang zu der tiefen Taschaegep pocketirei gelegt. Dadurch ist der Inhibitor in der Lage,

die tiefe Tasche zu adressiereiale supra.
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Abb. 10: Konzeptidee: strukturelle Reduktion des Indols imter Ausbildung einer flexiblen Aminobenzylfurdstiin 11.12?

Wahrend der strukturbasierten Optimierung des Beesigs wurden Monosubstituenten
(OH, NH,, CH; bzw. OMe) in unterschiedlichen Positionen einga$&t Die Einfiihrung der
Aminogruppe in demetaPosition am Benzylrest zeigte in dbfolecular DockingStudien
die besten Ergebnisse gegeniber der RQF®nformation von PDGFR (Verbindung11).*?
Eine weitere Verbesserung brachte ein zusatzliBeszoylsubstituent an der Aminogruppe
des Aromaten (s. Tab. 3, Verbinduh®g). Der wahrend debockingStudien berechnete Bin-
demodus der Verbindunf zeigt, dass der Pyrazin-2-on-Ring analog zu dewiekelten
Inhibitoren der DFG-Serie zwei Wasserstoffbriickenbindungen zuhdege Region ausbil-
det. Zuséatzlich bildet die eingefiihrte AmidgruppaeeeWasserstoffbriickenbindung zu der
Aminosaure Glu651 aus, wobei die endstandige Bgnagpe die tiefe Tasche adressiert (s.
Abb. 11). Sowohl die berechnete Affinitat der Vedhing12 gegentuber PDGHRals auch
die biochemische Aktivitat (1§ = 0.1 pv) im Vergleich zu der Verbinduntll (ICsp = 7.6 M)
konnten durch diese strukturelle Variation gesteigerden (s. Tab. 332

Tabelle 3: PDGFR3 DFG,¢Inhibitoren.SchrédingeiGlideXP beinhaltet di&ScoringFunktion. Die 1G,-Werte beziehen sich

auf PDGFR2.
H
(o) N
MeO. NS ]\
N R
OMe

# R Score GlideXP) ICs0 [UM]

1 /\/@ -13.1 7.6
12 /\/Q)KQ -15.6 0.1

Eine strukturelle Analyse deeeppocketzeigt, dass in diesem Bereich noch Raum fur grofl3e-

re lipophile Substituenten vorhanden ist (s. Adh. 1
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Abb. 11: Modellierter Bindungsmodus der Verbindung 12 in der inaktiven DFG,,-Konformation des PDGFR} Homolo-
giemodells. Berechnet und dargestellt mit GlideXP, Schrédinger.

Die Darstellung der auf Pyrazin-2-on basierenden DFG,,-Serie wurde durch eine Anpassung
der Syntheseroute der DFGj,-Serie realisiert (s. Abb. 12). Im Vergleich zu der DFG;,-Serie
wurden anstelle einer Benzoesdure eine 3-Nitrophenylessigsdure (13) eingesetzt. Nach der
Ringschlussreaktion zu einem Pyrazinon 16 in der Mikrowelle wurde die Nitrogruppe zum
Amin reduziert. Das durch die Reduktion gebildete Amin 11 diente im Rahmen dieser Arbeit
als Building Block fiir die Darstellung von weiteren auf Pyrazin-2-on basierenden DFGgy-
Inhibitoren durch eine Kupplung von unterschiedlichen Substituenten an die Aminogruppe (s.
Abb. 12). Der von Schlosser entwickelte DFG,,-Inhibitor 12 diente im Rahmen dieser Arbeit

als Grundlage fiir die Entwicklung und Optimierung der DFG,-Serie.
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Abb. 12 Syntheseroute zur Darstellung der Pyrazin-2-onvate der DFGSerie. Die Darstellung der Glyoxylsaure
findet durch Oxidation des Keton§ mit SeQ statt. Die Synthese des Hydrochloridg, ausgehend von einer
3-Nitrophenylessigsaurd §), verlauft in zwei Schritten. Die Kupplung der Gkylsaure7 mit dema-Ketoaminl4 wird mit
Hilfe von Carbonyldiimidazol (CDI) durchgefiihrt. DRingschluss zu einem Pyrazina6 findet in Anwesenheit von Am-
moniumacetat als N-Quelle in der Mikrowelle st&tte anschlieRende Reduktion der Nitrogruppe wird Hilte von Pd/C,
Cyclohexen und MeOH in der Mikrowelle realisierteDetzte Syntheseschritt ist eine AmidkuppllfigDie unterschiedli-

chen Reste (R) der Amidsubstituenten werden im Kiapifethematisiert.

2.3  Zielsetzung fur beide Pyrazin-2-on-Serien (DFGjout)

Fur die Entwicklung von Kinaseinhibitoren gilt, dadiesmall moleculegine hdhere Affini-
tat zu der Bindetasche aufweisen sollten als Adi€alerweise sollten sie aul3erdem hochse-
lektiv gegenuber der Zielkinase sein. Des Weiter@tien diese die Lipinski RegelR(le of

Five)®? erfiillen und eine gute Bioverfiigbarkeit aufweisen.

Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit folgendeptaele fur die Bearbeitung der Pyra-
zin-2-on-Derivate der DFSerie formuliert:
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Strukturbasierte Optimierung des Pyrazin-2-bhisichtlich Affinitat und Selektivi-
tat gegenuber PDGHRmiIt Hilfe von Molecular ModelingStudien.

Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen B§Awischen den elektronenzie-
henden bzw. elektronenschiebenden SubstituentderimetaPosition und der Bin-

deaffinitat depara-OH-Gruppe zu dem Protein.
Optimierung der etablierten Syntheseroute (&. AB.
Synthese und biochemische Validierung der eh®iien Inhibitoren.

Prifung auf UV-Stabilitat des Pyrazinons undejEmenfalls Schitzung des Inhi-
bitors mit einer UV-labilen Schutzgruppe zur Ddlistey eines photoaktivierbaren

Prodrugs

Analog zu dem DF¢-Projekt wurden folgende Hauptziele im Rahmen diégbeit fur die

Bearbeitung der Pyrazin-2-on-Derivate der RRSerie formuliert:

1.

Strukturbasierte Optimierung der Leitstruktzrund Berechnung von Bindemodi zu
PDGFR3 mit Hilfe von Molecular ModelingStudien.

Optimierung der etablierten Syntheseroute (. AR).

Synthese und Verifizierung der biologischen x@ikiit Kinaseaktivitdtsassays und

Zellproliferationsassays.

Gegenuberstellung von DR&(Typ-1) und DFGyr (Typ-Il) -Inhibitoren bezuglich
ihrer Selektivitat und Affinitat gegenuber PDGEFRBmM Beispiel der im Rahmen dieser

Arbeit entwickelten Pyrazin-2-on-Inhibitoren.
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2.4 Neue Darstellungsmethode von Indol-2-ylmethylaminund Benzofuran-2-

ylmethylamin-Derivaten

Benzofuran- und Indol-Derivate findet man in vielegttrlichen, biologisch und pharmako-

233435 Daher spielt das Finden

logisch aktiven Verbindungen als Teil der Struktuvdede
von neuen Darstellungsmethoden dieseBaldding Blockgenutzten Strukturen eine wichti-
ge Rolle in der pharmazeutischen Chemie bei dewiEkiung von neuen pharmakologisch
wirksamen Verbindungen. In der Literatur sind hisreiahlreiche Methoden zur Darstellung
von Indol- bzw. Benzofuran-Derivaten beschrieB&8R Jedoch sind nur wenige Synthese-
methoden zur Darstellung von Heteroaryl-2-ylmetmjteen bekannt“*8%! pie beschrie-

benen Synthesemethoden bendtigen kostenintensive dehwer zugangige Edukte, haufig
handelt es sich auch um Patente. Im Rahmen seioktoiarbeit entdeckte Schlosser eine
alternative  Darstellungsmethode von Indol-2-yl-nylgmin - und  Benzofuran-2-yl-

methylamin-Derivaten.

Diese neue Methode wurde im Rahmen der SyntheseaufePyrazin-2-on basierenden
DFGourInhibitoren wahrend der Darstellung de&etoamins19 entdeckt (s. Abb. 1337140
Wie man in der Abbildung 13 (A) erkennen kann, &eftl die Darstellung des-Ketoamins

19 in zwei Syntheseschritten. Zuerst wird ein Oxazult Hilfe von 2-lsocyano-
methylessigester und CDI synthetisiert. Anschliel3eird dieses unter der Verwendung von
konz. HCI unter Ruckfluss gespalten. Dabei entstielst Hydrochlorid deg-Ketoamins, das
es vor Dimerisierung schiitZ®! Im Verlauf der Darstellung von unterschiedlich stitbierten
a-Ketoaminen sollte ein an danetaPosition durch eine Hydroxygruppe substituiertes
a-Ketoamin synthetisiert werden. Ausgehend von ditethoxyphenylessisgsau® wurde
das Oxazol21 erfolgreich dargestellt. Die anschlieRende sayraltGng des Methyl-5-(2-
methoxybenzyl)-1,3-oxazol-4-carboxylat81l] mit HBr fihrte entgegen unserer Erwartung
nicht zum gewinschtem-Ketoamin, sondern in hoher Ausbeute zum Benzof@rgh
methylamin 22) (s. Abb. 13 B). Basierend auf dieser Darstellungbode entstand die Idee,
ausgehend von einer 2-Nitrophenylessigsa8g €ine analoge Synthesemethode zu der Dar-

stellung von Indol-2-yl-methylamin-Derivat&® durchzufuhren (s. Abb. 13 C).
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Abb. 13: A) Darstellung desi-Ketoamins19 ausgehend von Phenylessigsaur@.(B) Darstellung des Benzofurar2?
ausgehend von 2-Methoxyphenylessigsau2é).(C) Darstellung von Indol-2-yl-methylamir26, ausgehend von der
2-Nitrophenylessigsaur@3d), in drei Syntheseschritten. Die Reaktionen wurdeter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:
a) 1. CDI; 2. 2dsocyanomethylessigester; b) HCI, MeOH (1:1), Ruickflussc) HBr, Rickflussd) Pd/C, Cyclohexen, MeOH,
MW.

Die Darstellung der Indol-Derivate gelang in drehBtten. Nach der Synthese des Oxazols
24 wurde die Nitrogruppe mit Hilfe eines Pd/C Katatms und Cyclohexen in der Mikro-
welle zum Amin reduziert. Die anschlieende Oxgrmtsng und der dadurch induzierte
Ringschluss zum Indd6 wurde durch eine Reaktion in HCI unter Rickfluealisiert (s.
Abb. 13 C).

2.4.1 Zielsetzung zur Darstellung von Indol-Derivaten
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden folgende Ziestgelegt:

1. Optimierung der Syntheseroute (s. Abb. 13 Cg. @timierten Reaktionsbedingungen soll-
ten anschliel3end bei der Synthesewd&etoamin-Derivate (DF{yourSerien) angewendet

werden (vgl. Kap. 4).

2. Untersuchung der elektronischen Einflisse hRd -/+M) von verschiedenen Substituen-

ten an der 2-Nitrophenylessigsaure auf die Robiigiee neuartigen Syntheseroute.
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3. Computergestitzte Leitstrukturoptimierung

Bei der Leitstrukturoptimierung existieren unteligchiche Herangehensweisen. Im Jahr 1972
stellte J. Toplidd eine neue Strategie zur Optimierung von Substitstnustern von aromati-
schen Verbindungen vor. Bei dieser Methode wirdamatisches Wasserstoffatom formal
durch z.B. ein Chloratom oder eine Hydroxygruppegatauscht und die Verbindung an-
schlieBend experimentell auf ihre Bioaktivitat assart. Das Substitutionsmuster mit der
starkeren bioaktiven Wirkung wird fir die nachfaige Variation als Orientierungspunkt
verwendet. Dabei werden Substituenten mit ahnliclader starker ausgepragten physiko-
chemischen Eigenschaften ausgewdahlt und auf eirfesserte Aktivitat untersucht. Kommt
es durch die Einfihrung eines Substituenten zu &n@edrigung der Bioaktivitéat, so werden
Substituenten mit entgegengesetzten physikochemnisBigenschaften ausgewadflitDiese
Strategie kann auch bei einer computergestutztémigpung angewendet werden, wobei die
berechnete Voraussage der Bioaktivitat an dieestit experimentellen Bestimmung tritt.

Fur eine effiziente computergestiutzte Optimierumg deitstrukturenl und 12 wurde die
SchodingeiSoftware verwendet. Dabei wurden die bereits vddchlosser im Rahmen seiner
Doktorarbeif? aufgestellten Struktur-Wirkungsbeziehungen berigtigt (s. Kap. 2).

3.1 Software

Bei der verwendeten Software ,Maestro* der Sehrodingehandelt es sich um eine graphi-
sche Bedienungsoberflache, die Zugriff auf versitdme Molecular ModellingProgramme
wie ,MacroModel®™! LigPrep*?, ConfGen!*® und ,Glide®***! bietet. Zunachst wurde
eine virtuelle Bibliothek zweidimensional gezeictexeMolekile erstellt. AnschlielRend wur-
den die Molekile mit Hilfe der Software in eine idimensionale Form umgewandelt. Bevor
die virtuelle Bibliothek in eine 3D-Struktur desefroteins gedockt werden konnte, mussten
die Molekule in mehreren Schritten vorbereitet veerdm ersten Schritt wurde mit Hilfe des
Programms ,MacroModel* unter der Verwendung desftfehls optimized Potential for Li-
quid SimulationgOPLS_2005) ein lokales Minimum der dreidimensienabtruktur berech-
net. Als nachstes wurden mit Hilfe des ProgrammgRkep“ mdgliche Enantiomere, Tauto-
mere und lonisierungszustande in einem pH-Bererdschen 5 und 9 berechnet. Der letzte
vorbereitende Schritt wurde mittels ,ConfGER* durchgefiihrt, wobei eine Vielzahl von

Konformeren erzeugt wurde. Dadurch wird eine méglidnpassung des Liganden an das
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Zielprotein simuliert. Beim anschlieBendéigand-Receptor-Dockingnittels ,Glide 44!

(grid-based ligand docking with energetiaggrden die zuvor prozessierten Liganden in das
starre kristallstruktur-basierte HomologiemodelhveDGFR gedockt. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei verschiedene Homologiemodell&@&/..) des PDGF-Rezeptors ver-
wendet (vgl. Kap. 2.1). Wahrend dBsckingVorganges wurden von dem Programm neben
den unterschiedlichen Konformationen auch maglidfesserstoffbriicken- und Salzbindun-
gen zwischen dem Liganden und dem Protein sowiegetiech glnstige bzw. unglnstige
Wechselwirkungen zu der Binderegion berechnet. i@ieechneten Dockingergebnisse wur-
den abschlie3end tabellarisch in Form eines Raskinger der Angabe eines s8{idescores
dargestellt. DelGlidescorekorreliert im Idealfall mit der freien Bindungséatpie AG und

setzt sich wie folgt zusammen:

Glidescore= 0.065-vdW + 0.130- Coul + Lipo + Hbond + MetdBuaryP + RotB + Site (1)

mit vdW  Van-der-Waals-Energie
Coul  Coulomb-Energie
Lipo Lipophile Wechselwirkungen
Hbond Wasserstoffbriickenbindungen
Metal Metallbindungen
BuryP  Abzug fur vergrabene Ladungen
RotB  Abzug fur blockierte rotierbare Bindungen

Site Polare Wechselwirkungen im aktiven Zentrum

Je negativer der Wert des Glidescores, desto héheie berechnete Bindungsaffinitat des
Liganden zum Protein. Die berechnetenderte wurden mit dem Programm ,Epi* an-

naherungsweise bestimmit.
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3.2  Ergebnisse der computergestitzten Docking-Studie®™EGi,-Serie)

In den nachfolgenden Abschnitten werden die ErgseniderMolecular DockingStudien
unter Angabe deGlidescoreglargestellt. Diese Ergebnisse dienten im RahmeBaehelor-
Arbeit von D. Schmidt” als Auswahlkriterium der Verbindungen, die syriiett und bio-

chemisch verifiziert werden sollten.
3.2.1 Elektronischer Einfluss desmeta-Substituenten

Im Rahmen der Bachelor-Arbeit wurde von D. Schifidtler elektronische Einfluss von
metaSubstituenten des 4-Hydroxyphenylrestes des Rwagil auf die Bindeaffinitat der
para-Hydroxygruppe gegeniber PDGERurch die Auswahl von unterschiedlichen Resten
mit verschiedenen induktiven und mesomeren Eindiismtersucht. In Tabelle 4 sind neben
den Ergebnissen der Dockingstudien zusatzlich dte,Bpik“ berechneten pKa-Werte zur
Abschéatzung der Aciditat dgrara-Hydroxygruppe, abhéngig von demetaSubstituenten,

zusammengefasst.

Tabelle 4: Dockingergebnisse der Verbindunger?27-38 an PDGFR (Homologiemodell DF).

0. N
MeO X I R!
N
MeO OH
OMe R?
# R R? pKa 2 Glidescore
1 -OMe -H 9.8 -11.5
27 -OMe -OMe 9.8 -11.5
28 -CHjs -H 10.3 -10.7
29 -H -H 9.8 -10.9
30 -N(Me);, -H 12.0 -11.0
31 -NH, -H 9.7 -10.8
32 -OH -H 9.8 -11.5
33 -Cl -H 8.5 -10.6
34 -F -H 8.7 -10.8
35 -NO, -H 7.0 -10.6
36 -"N(Me)s -H 7.7 -11.6
37 -Cl -Cl 7.1 -10.1
38 -NO, -NO, 3.7 -9.8

& Berechnete pkWerte der phenolischen Hydroxygruppe isCHEDpik).

Die in der Tabelle 4 aufgelisteten Verbindungenserielektronenschiebende (Verbindungen
1, 27-32) bzw. elektronenziehende (Verbindung®h38) Substituenten imetaStellung auf.
Durch einen elektronenziehenden Substituenten iméne -I- bzw. einem -M-Effekt an der

metaPosition sollte die phenolische Hydroxygruppe ksérpolarisiert werden. Dadurch
Seite | 22



Computergestitzte Leitstrukturoptimierung

kénnten die Wasserstoffbriickenbindungen zu den Asdiaren Asp844 und Lys634 des Pro-
teins verstarkt und somit die Bindeaffinitat degdnden zu dem Protein erhdht werden. Die
starkere Polarisierung deara-Hydroxygruppe fuhrt zu einer erhéhten Aciditat. Abhén-

gigkeit von dem pH-Wert kann daher die Ausbilduimges Phenolat-lons beginstigt werden.
Zwischen diesem und der Aminogruppe des Lys634 é&bnanische Bindungen ausgebildet

werden, wodurch die Bindeaffinitat gegentiber PD@GRRIter erhdht werden kann.

Anhand der Tabelle 4 lasst sich erkennen, dasbatiechnete Aciditat der 4-Hydroxygruppe
in Abhangigkeit der elektronenschiebenden Substiare entweder &hnlich zu der Aciditat
der Leitstrukturl bleibt (Verbindunger27-30 und 32) oder durch den Aminosubstituenten
(Verbindung31, pKa= 12) gesenkt wird. Im Gegensatz dazu tragen @itreinenziehenden
metaSubstituenten der Verbindung®88-38 zur Erhéhung der Aciditat der phenolischen Hyd-
roxygruppe bei. Besonders der Einsatz von zweoNBruppen in demetaPositionen zeigte
die starkste Abnahme des berechneten pKa-Wertebifdeing38, pKa= 3.7) im Vergleich
zu der Verbindund. (pKa = 9.8). Aufgrund von minimalen Schwankunges derechneten
Glidescoresder entsprechenden Verbindungen im Bereich zwiseBe und -11.5 konnte
keine Korrelation zwischen der hoheren Aciditat wet berechneten BindeaffinitaGl{-
descorg festgestellt werden. Auf der Grundlage dwlecular ModelingErgebnisse kénnen
an dieser Stelle keinen eindeutigen Aussagen behidgs elektronischen Einflusses dez-
ta-Substituenten auf die Erhéhung der Bindeaffinit&t Pyrazin-2-on DFgInhibitoren ge-
genuber PDGFR getroffen werden und missen mittels biochemisétssays untersucht

werden.
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3.2.2 Sterischer Einfluss dermeta-Substituenten

Ein anderer Ansatz fur die Optimierung war die Wsitehung der sterischen Einflisse von
verschieden grol3emetaSubstituenten. Betrachtet man die Binderegion 4ék/droxy-3-
methoxyphenyls, erkennt man, dass dort Raum fii8eye Reste im Vergleich zu der Me-
thoxygruppe vorhanden ist (s. Abb. 14).

Abb. 14: Ausschnitt aus dem Bindemodus der Verbindliri@raun) in PDGFR. Die Oberflache der Bindetasche ist grau
dargestellt. Bei der abgebildeten dreidimension8teunktur handelt es sich ein Homologiemodell deGafKonformation.

Um die Bindetasche in dieser Region besser ausenfidind verschiedene Substituenten wie
Alkylether (Ethoxy, Propoxy), Alkylreste (Ethyl, &pyl, i-Propyl), primare Amine, sekundare
Amine und weitere Substituenten denkbar (s. Tab. 5)

Biochemische Prozesse im menschlichen Korper findemwassrigen Milieu statt, weshalb
sich Wassermolekiile in der unbesetzten Bindetabefiaden?® Durch die Bindung eines
Liganden in der Bindetasche kommt es in der Bingierezu einer Verdrangung dieser Was-
sermolekule. Energetisch labile Wassermolekulesutie in hydrophoben Bereichen der Bin-
detasche befinden, kénnen keine H-Briickenbindurzgedem Protein ausbilden und tragen
deshalb beim Verdrangen durch den Liganden zu é&n@shung der Entropie (entropisches
Wasser) bei. Die daraus resultierende Erh6hungdeopie wirkt sich positiv auf den Betrag
der freien Bindungsenthalpi\G) aus® Das Verdrangen von Wassermolekiilen, die sich
dagegen in hydrophilen Bereichen der Bindetaschimds®n und H-Brickenbindungen zu
dem Protein ausbilden, wirkt sich thermodynamisoblunstig auf die freie Bindungsenthal-
pie aus. Wird aber eines dieser Wassermolekulenceiren hydrophilen Rest eines Liganden,
der Wasserstoffbriickenbindungen zu dem Proteinildesbersetzt, kommt es zu keinem ne-
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gativen Einfluss auf die Bindungsenthall5#.Die Bindung des Liganden fiihrt allerdings
ebenfalls zu einer Limitierung der Freiheitsgrads dliganden und sorgt deshalb fir eine
Erniedrigung der Entropie. Ob die Bindungsenthaggieoht bzw. erniedrigt wird, hangt von

der Summe aller Beitrage ab.

Um den Beitrag des verdrangten Wassers zu der Bifgigit berechnen zu kénnen, wurden
in Kooperation mit Dr. Daniel Cappel von der BxhrodingetWaterMap*® Berechnungen
durchgefuhrt. Mittels deWaterMapMethode kdonnen die Enthalpie, Entropie und digefre
Energie der Hydrathtlle in einer Bindetasche barethverden. Wahrend der Berechnung
werden folgende Parameter beriicksichtigt: statistisThermodynamik, molekildynamische
Berechnungen und die Solvatation der Bindeta&¢hbiese Methode wurde schon mehrfach
erfolgreich bei der Entwicklung von selektiven Inibren verwendet? Die Ergebnisse die-
ser Berechnung fur das Moleklikann man aus der Abbildung 15 entnehmen.

THR.

100 VAL
TYR 84 I;.g
102 ALA GLU VAL
LEU 51 101 33 ) '
169 4 J ’ MET.
CYs { 74

103

TYR

o 105 GLU PHE

70 181
106
ARG
104 w ASP
i GLY
0 182
ARG \ » & y ¥y W
2/ . 53/
v @ LEY < J J ¢ o
& \ 179
107 26
Charged (negative) ) Metal — n-cation
» Charged (positive) H:0 Water — H-bond (backbone)
Polar _ Hydration site -= H-bond (side chain)
Hydrophobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Glycine — TI-N stacking Solvent exposure

Abb. 15: WaterMapBerechnung. Darstellung der Ergebnisse durch dgendinteraktions-Diagramm von der Verbindung
in der Bindetasche von PDGBRHomologiemodell). Die verschieden gefarbten Kagelie ein drei Buchstabencode bein-
halten, stellen die Aminosauren des Proteins dar.ubterschiedlich gefarbten Kugeln ohne Beschriftstellen die sog.
Hydration sitedar. Die gefarbten Kugeln mit einem roten (X) steltlie verdrangtehlydration sitesdar. Die rot gefarbten

Kugeln stellen die instabiledydration sitesund die griin gefarbten die stabikitesdar?®

In der Abbildung 15 ist ein Ligand-Interaktions-Bramm der Verbindund in der Bindeta-
sche von PDGFR (Homologiemodell) dargestellt. Die nicht bescletién, verschieden ge-
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farbten Kugeln stellen die Wassermolekiile dar,siih in der Bindetasche befinden. Uber
diese Wassermolekile ist die gedockte StrukturMéebindungl gelegt. Daraus kann man
entnehmen, welche Wassermolekiile von dem Ligandegits verdrangt bzw. ersetzt wurden.
Zusatzlich werden Wassermolekuile dargestellt, dsrdrangung sich positiv bzw. negativ
auf die freie Bindungsenthalpi®G auswirken. Diese Informationen werden mittelseein
Farbcodierung dargestellt: die griin gefarbten Kugeaellen die stabilen, die rot gefarbten
Kugeln die instabilen Wassermolekile dar. Im Gegensu den stabilen tragen die instabilen
Wassermolekiile positiv zu der Bindeaffinitat degdaden bei. Der Pyrazinonkern, der Was-
serstoffbrickenbindungen zu dengeRegion ausbildet, verdrangt die instabilen rotlges
farbten Wassermolekile. Dmara-standige Hydroxygruppe des 3-Methoxyphenylrestss v
drangt sowohl ein instabiles (rétlich) als auch stiabiles (griin) Wassermolekil, welches in
ein H-Brucken Netzwerk mit Lys53 und Asp180 asswriist. Diese Tatsache allein wirde
nicht die hohe Affinitatssteigerung dieser Gruppdéagen (vgl. Kap. 2.1). Das Besondere an
dieser Gruppe ist, dass das stabile Wassermolesiil @infach nur verdrangt, sondern auch
gleichzeitig ersetzt wird, wodurch die zwei Wass#flriickenbindungen zu dem Protein
weiterhin ausgebildet werd&{ Obwohl das Ersetzen des stabilen Wassermolekihsns-
gativ auf die Entropie des Systems auswirkt, korasinsgesamt durch die gleichzeitige Er-
hoéhung der Enthalpie zu einer Erniedrigung deefrdBindungsenthalpie und somit zu einer
Steigerung der Affinitat des Liganddngegeniiber PDGHR?® Die Betrachtung der noch
verbliebenen instabilen Wassermolekile in der Bisstghe hilft bei der weiteren Optimierung
der VerbindundL. Das eine instabile Wassermolekdl, das sich zwisalen drei Aminosauren
MET-73, ILE-98 und VAL-84 befindet, kdnnte durclmen groéReremetaSubstituenten wie

z.B. eine Ethoxygruppe verdrangt werden

Mit Hilfe der obengenannten Ergebnissddo¢kingStudien, WaterMap wurden folgende
Verbindungen designt und in das DFFEomologiemodell gedockt (s. Tab. 5).
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Tabelle 5: DockingErgebnisse der Verbindungen an PDBKRomologiemodell).

O, N

OMe

# R! R® Glidescore
1 -OMe -H -11.54
27 -OMe -OMe -11.51
30 N(Me), “H -10.97
31 -NH, -H -10.80
39 -N(Me) H -11.33
40 -Et -H -11.12
41 -Pr -H -11.28
42 -iPr -H -11.40
43 -Bu -H -11.50
44 -OEt -H -11.88
45 -OPr -H -12.13
46 -OiPr -H -12.07
47 -OBuU -H -11.75
48 -OMe -Cl -11.43
49 -OEt -Cl -11.65

Allgemein lasst sich die Tendenz erkennen, dass Hidihrung von groReremeta
Substituenten den Betrag der Bindeaffinitat erhBesonders hohe Werte weisen die Verbin-
dungend4-47 auf, wobei man einen Zusammenhang bezlglich degd&@ethoxy, Ethoxy,
Propoxy) und der Bindeaffinitdt erkennen kann. Bexbindungend5 und 46, die langere
bzw. sterisch anspruchsvollere Reste (PropoRyopoxy) tragen, weisen den hochs@iir
descoreauf (s. Tab. 5). Au3erdem tragen die Alkylethaof®xy,iPropoxy) im Vergleich zu
den Alkylresten starker zu einer Bindeaffinitatggteung bei. Die Substitution tber ein Stick-
stoffatom (Amine) fuihrte zu einer Erniedrigung d&glescoredei den VerbindungeB0, 31
und 39. Aufgrund von nur minimalen Veranderungen @slescorekénnen an dieser Stelle
keine zuverlassigen Voraussagen uber die Bioaidtidér entworfenen Verbindungen getrof-
fen werden. Um diese Tendenzen zu uberprifen, mimssgewahlte Molekile zunachst syn-
thetisiert und anschliel3end biologisch getesteterer

3.2.3 Syntheseauswahl der Zielmolekle fir die DF¢-Serie

Die in dieser Arbeit beschriebenen Dhibitoren wurden im Rahmen der Bachelorarbeit
von D. Schmidf” ausgewahlt und synthetisiert. Der Einfluss dekted®enziehendeme-
ta-Substituenten sollte durch die Synthese der Vdtbigen33, 37 und48 tberprift werden.
Zur Uberpriifung des Einflusses eines groRerenjsskeranspruchsvolleren Substituenten

wurde die Verbindung4 ausgewahlt. Dabei wurde an 3-Position des 4-Hyb&nylrestes
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die Methoxy- durch eine Ethoxygruppe ausgetaudriet.Verbindung49 stellt die Kombina-
tion dieser beider Einflisse dar. Die nach den ajpmmannten Kriterien ausgewéhlten Test-

verbindungen sind in der Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Ubersicht der Zielmolekiile.

0,

MeO \ R!
N

MeO OH

OMe R?
# R! R? Glidescore
27 -OMe -OMe -11.5
33 -Cl -H -10.6
37 -Cl -Cl -10.1
44 -OEt -H -11.9
48 -OMe -Cl -11.4
49 -OEt -Cl -11.7

3.3  Ergebnisse der computergestitzten Docking-StudieMEGyy-Serie)

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine computergei®ptimierung der von J. Schlod&ar
entwickelten Leitstrukturl2 und damit verbundene Verbesserung der Affinititegéer
PDGFR3 durchgefiihrt werden. Dies wurde mit Hilfe dahrédingetSoftware durchgefuhrt.
Die Ergebnisse daviolecular DockingStudien werden in den nachfolgenden Abschnitten in
Form von Tabellen 7 und 8 unter der Angabe @kdescoresdargestellt. Das dabei resultie-
rende Ranking und der berechnete Bindemodus dienmteRahmen dieser Arbeit als Aus-
wabhlkriterien derjenigen Verbindungen, die syntfiett und biochemisch getestet werden

sollten.

3.3.1 Einfihrung der unterschiedlich substituierten Benzamide

Aufgrund der hydrophoben Beschaffenheit deep pocketvurden im Rahmen der virtuellen
Optimierung der von Schlos&8t entwickelten Verbindung2 aromatische Reste wie Ben-
zoe- oder Nicotinsauren mit unterschiedlichen Suesiten variiert. DeiXP-Visualizer ein
Bestandteil deiSchrodingerSoftware, ermoglicht es, graphisch die hydrophobétlich)
bzw. die hydrophilen Bereiche (blau) der Bindetasdhs Proteins darzustellen (s. Abb. 16).
Der vordere Bereich der ATP-Binderegion zugewan@eite weist vorwiegend hydrophobe

Eigenschaften auf (s. Abb. 16, umkreist).
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Abb. 16: PDGFR DFGout-Inhibitor12. Darstellung dehydrophobic/philic mapurch ,Maestro* Schrédinger. Die rote
Farbe codiert den hydrophilen und die blaue Fadmehydrophoben Bereich.

Fur eine bessere Adressierung des vorderen Begetldrdiefen Tasche wurden Substituenten
mit einem -I-Effekt (Cl, F, Br) zur Erh6hung derpbiphilie des Inhibitors ausgewahlt (vgl.
Tab. 7). Des Weiteren wurde auch ein polarer Suwigsti mit einem +M-Effekt (OH) einge-
fuhrt, um dessen Einfluss auf die Affinitdt gegeaitidemtarget PDGFR3 zu untersuchen.
Die Ergebnisse dd3ockingssind mittels Angabe déslidescoresn der Tabelle 7 abgebildet.
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Tabelle 7: Docking Ergebnisse der Verbindunggril, 5C-58 an PDGFR (DFG, -Homologiemodell).

H
O, N
MeO. NS ]\
N R
MeO
OMe

# R Glidescore # Glidescore

u , I 120 54 A/QJ\(T 13.2
(o]
12 /\QJ\Q 134 55 A)@\)h 13.3

(S
50 J\Q 147 56 A/@J\ﬁj -13.4

51 A/@)h 135 57 /\QJ\(D -14.1
o OH
52 : HJ\@v@ 138 58 AQ\J\(D\ 143

&/@\ I &/@ At
53 HJ\@ -13.3 -15.1

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die EinfjibemeanetaTrifluorphenylrestes zum
Adressieren des hydrophoben Bereichsdbsp pocketu einer Steigerung der berechneten
Bindeaffinitat der Verbindun§0 (Glidescore = -14.7) gegenuber der RBR&onformation
des PDGFR-Homologiemodells im Vergleich zu der Ausgangsvedong 12 (Gli-
descore = -13.4) fuhrt. Die Verbindung®h bis 56 weisen einen ahnlichen Betrag der Bin-
dungsaffinitat wie die Ausgangsverbindub?auf. Auch der Austausch der Benzoesaurederi-
vate durch Nicotinsaurederivate fuhrte zu keingnifikanten Veranderung der berechneten
Bindeaffinitat der VerbindungeBb3-56. Erst durch die Erweiterung der Nicotinsdure durch
einen anellierten Phenylring in Form eines Carboresjuinolins bei den Verbindungé&y
und 58 konnte eine Verbesserung debdescoresm Vergleich zu der Verbindung2 erzielt
werden. Die hochste berechnete Bindeaffinitat gelgenPDGFR (DFGoyy) zeigt die Verbin-
dung?2 (Glidescore = -15.1). Der dabei eingesetzte Bedaylethylpiperazin-Rest wurde in
Anlehnung an den als Referenz verwendeten faHGhibitor Imatinib adaptiert. Daftr wur-
de ein Bindemodus von Imatinib berechnet und ajshd-Interaktions-Diagramuhargestellt

(s. Abb. 17).
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& NH ™ S 55 HE

VAL AP
15 -.\__/ {y
VAL
LEY LEU
146 ay ’J LE I =y e
i 38 154 VAL / ey o 135
66 J 134
_ Charged (negative) Polar =+ Distance — Salt bridge
) Charged (positive) @ Unspecified residue -»  H-bond (packbone) Solvent exposure
Glyche Water “#  H-bond (idechan)
Hydraphobic Hydration site — Metal coordnation
) Metal X Hydration site (displaced) e-e PiPistacking

Abb. 17: Ligand-Interaktions-Diagramm von Imatinib, gedockt in das PDGFR DFG,,-Homologiemodell.

Imatinib bildet H-Briickenbindungen zu den Aminosduren Cys85 und Thr82 der hinge-
Region aus. Die Amidgruppe bildet eine H-Briickenbindung zu der Glu52 aus. Der hydropho-
be Bereich der deep pocket wird durch den Piperazinsubstituenten adressiert, wobei zusétzlich

eine Salzbriicke zu der Asp156 ausgebildet wird (s. Abb. 17).

Abb. 18: PDGFRB DFG,-Inhibitor Imatinib. Darstellung der Aydrophobic/philic map durch ,,Maestro* Schrodinger. Die
rote Farbe kodiert den hydrophilen und die blaue Farbe den hydrophoben Bereich.
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Zusatzlich wurde der Bindemodus von Imatinib mindé¢P Visualizervon Schrodingemit-
tels derhydrophobic/philic maplargestellt. Der eingesetzte Benzyl-4-methylpiperdRest
adressiert dabei mit der Benzylgruppe den hydrophaimd mit dem Methylpiperazingruppe
den hydrophilen Bereich der tiefen Tasche von PDEGER Abb. 18). Fir die von Imatinib
abgeleitete Struktl2 konnte ein &dhnlicher Bindemodus berechnet werden.

3.3.2 Einfihrung der unterschiedlich substituierten Harnstoffderivate

Neben den Benzamidderivaten wurden auch Harnstofde bezuglich ihrer Substituenten
variiert. Bei der Auswahl der Substituenten wurd@lag zu den Benzamiden vorgegangen
(vgl. Kap. 3.3.1). DieDockingErgebnisse der designten Harnstoffderiva®e66 sind in der

Tabelle 8 zusammen gestellt.

Tabelle 8: Docking Ergebnisse der Verbindungg3i66 an PDGFR (DFG,,; Homologiemodell).

H
O, N
MeO. NS ]\
I j N R
MeO
OMe
R

# R Glidescore # Glidescore

so (JSAI L, a5 e L LD 1356
o LALD e QLT 139
o1 AN as7 e LI 14,0
o2 LSO a0 e QLD s

Sowohl fur die Benzamide als auch die Harnstofidge wurden &hnliche Bindungsaffinita-
ten im Bereich zwischen -13 und -1Glidescorg berechnet. Die Verbindung@&® bis 65, bei
denen die unterschiedlichen Substituenten sowohkemem -I-Effekt (Cl), einem +I-Effekt
(Me) als auch mit einem +M-Effekt (OMe) variiert wden, zeigen berechnete Bindungsaffi-
nitaten im Bereich zwischen -13.61) und -14.1 §0).

3.3.3 Syntheseauswahl der Zielmolekule fir die DFG,-Serie

Basierend auf deDockingErgebnissen wurden die Verbindundge®0, 60, 62 und 66 fur die
Synthese und anschlieRende biochemische Untersgi@usgewahlt. Von den Benzamidderi-
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vaten (s. Tab. 7) zeigten die von Imatinib abgeteiverbindun@ und die VerbindunO0 in
denDockingStudien die hdchste berechnete biologische Aktiviegeniber PDGHR Aus
der Serie der unterschiedlich substituierten Haffdgrivate (s. Tab. 8) wurden die drei Ver-

bindungen60, 62 und 66 mit den hochsten berechneten BindungsaffinititeRRGFR aus-
gewahlt.
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4. Synthese

Die Darstellung der 3,5-disubstituierten Pyrazior2 der DFG-Serie wurde von
Schlosséf? entwickelt und kann in zwei Syntheseschritten,gabend von der Phenylgly-
oxylsaure7 und dema-Ketoaminll, realisiert werden. Beide Ausgangsverbindunged sin
synthetisch gut zugénglich (s. Kap. 4.1 und 4.8). die DFG,-Serie werden unterschiedlich
substituierte Benzoesaurénverwendet (s. Kap. 4.2). Der nachfolgende Synswwsét ist
eine Amidkupplung zwischen der Glyoxylsaureind demo-Ketoaminll (s. Kap. 4.3). Das
dabei entstandene Glyoxylsaureanhiid wird anschlieend mittels der von Schlosser be-

schriebenen Ringschlussreaktion in der MikrowellenzPyrazin-2-on umgesetzt (s. Abb.
19) [22][28]

Die Darstellung der 3,5-disubstituierten Pyraziofiz der DFGy~Serie erfolgt analog zu der
Syntheseroute der DRfSerie. Als Carbonsaure fir die DEESerie dient die 3-
Nitrophenylessigsaurd ), die in zwei Syntheseschritten zuniKetoaminll umgesetzt wird.
Im ersten Schritt wird die Carbonséure zu einemzOkamgesetzt und anschliel3end durch
Oxazolspaltung in das-Ketoaminll dberfuhrt. Das durch die Amidkupplung dargestellte
Glyoxylsaureamidll wird mittels einer Ringschlussreaktion in ein Ryna2-on tberfuhrt.
Dieses wird anschlieend durch Reduktion der Nitrpge zu der Aminoverbindurnidl um-
gesetzt (s. Kap. 4.5). Die Verbindufg dient bei der Darstellung der DEgSerie alsBuil-
ding Block Im letzten Syntheseschritt wird dBuilding Block11 durch eine Kupplung mit
einer Benzoesaure zum Benzamid oder mit einem ds@tyzu einem Harnstoffderivat umge-
setzt (s. Kap. 4.6).

Wahrend der Darstellung derKetoamine hat Schlosser im Rahmen seiner Dokteragine
neuartige Syntheseroute zur Darstellung von Indghi#thylaminderivaten entdeckt (s. Kap.
2.4). Die Darstellung der unterschiedlich substitign Indolderivate wird im Kapitel 4.7 be-
schrieben. Die im Rahmen der Synthese der Indeiakerioptimierten Reaktionsbedingungen
der Oxazoldarstellung konnten auf die SyntheserdeteDFG, o, rSerien angewendet wer-

den.
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0
o CH, o
oH 6) ® o o OH
Se0, Y\NH3 a
—_— -
R R
MeO OMe MeO OMe €Dl
It I
OMe
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Ringschluss 1. Ringschluss
2. Reduktion
H H
(o) N (o) N
MeO X ]\/Q\
MeO \N . b,
R
MeO OH MeO
OMe OMe 11
DFG;,-Serie
Benzamid- bzw.
Harnstoffsynthese
H
(o) N
I (0]
: MeO S JL
DFG;,-Serie: R = H, 4-Cl, OMe, OEt N g R
DFG,,-Serie: R' = Arylreste MeO
OMe
DFG,,-Serie

Abb. 19: Syntheseroute zur Darstellung der 3,5-Diarylpyr&zon-Derivate der DFg, Serie. Die Darstellung der Gly-
oxylsaure7 konnte durch Oxidation des Keto@snit SeQ durchgefihrt werden. Die Carbonsaurémnnten in zwei Schrit-
ten zu deru-Ketoaminenll als Hydrochlorid umgesetzt werden. Die Kupplung @g/oxylsdure7 mit dema-Ketoaminli
wurde mit Hilfe von CDI durchgefiihrt. Der Ringschlusn Pyrazinon konnte in Anwesenheit von Ammoniuetaicin der
Mikrowelle realisiert werdef® Im Rahmen der Darstellung der DESerie wurde deBuilding Block11, ausgehend von
einem Glyoxylsaureamidll , in zwei Schritten dargestellt. AnschlieRend wudie Verbindungll zu Benzamiden bzw.

Harnstoffderivaten umgesetzt.

4.1  Synthese von 2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsauré)

Die Phenylglyoxylsaur& konnte durch eine von Riley et. beschriebene Oxidationsreak-

tion des Acetophenor& unter Verwendung von Selendioxid, in Pyridin @hsguter Ausbeu-
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te (91%) erhalten werden. Dabei wurde selektivodiRosition der Carbonylgruppe bis zu der
a-Ketosaure oxidiert (s. Abb. 26"

B Q
o CH, o +II
OH
1V 0
2 + 3 Se0, —LPyridin o, 2 + 3Se
-2 H,0
MeO OMe MeO OMe
OMe 91 % OMe
6 7

Abb. 20: Oxidation von 3,4,5-Trimethoxyacetophenéih Zur Glyoxylsaur& mit Selendioxid.

4.2  Synthese dem-Ketoaminderivate ausgehend von Carbonsauren

Die Synthese den-Ketoaminel4 und 80-85 (s. Tab. 9) wurde ausgehend von benzyl-
geschutzten Benzoesauréit72 fiur die DFG,-Serie bzw. 3-NitrophenylessigsaurE3) fur
die DFGyrSerie in zwei Schritten realisiert. Die Carbons@uwerden zunachst mit Hilfe
von Carbonyldiimidazol (CDI) aktiviert und anscidend durch Umsetzung mit einer Base
und Methylisocyanoacetat nach Sufitkzu den Oxazolef3-79 umgesetzt (s. Abb. 21). Die
Oxazole werden anschlieRend unter sauren Bedingungeden stabileren Hydrochloriden
der a-Ketoaminel4, 80-85 gespalten (s. Abb. 21! Die einzelnen Verbindungen und die
zugehorigen Ausbeuten sind in der Tabelle 9 zusarmgefasst.

—N
/ oM
Os_ _OH oL o ® ©
Y 2 g b g Y\NH3 a
R R o R
13, 67-72 73-79 14, 80-85

Abb. 21: Umsetzung von Carbonséurederivaten zuwdgetoaminderivaten in zwei Syntheseschritten nacrugf®"':

a) CDI, NaHMDS, Methylisocyanoacetat, THF, 20 1§ konz. HCI/MeOH (1:1), Riickfluss.
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Tabelle 9: Dargestelltar--Ketoamine ausgehend von Carbonsauren durch Oxaitoisg.

Carbonséaure Oxazol Ausbeute (%) a-Ketoamin Ausbeute (%)
[o]
(o] (0]
MeO N
\
OH , 0> ® o
52 Nt 85
NO, NO,
13 No, 14
73
N=
0, OH MeO, _\ o) @
0 NH;
/ P
MeO’ OMe 84 MeO OMe 82
MeO OMe
OBn OH
OBn
67 74 80
N=
N weoy L b N
J/ P
59 91
Cl Cl1
OBn < OH
OBn
68 81
75
N=
0Os_ _OH MeO, \_\0 Y ﬁH;
I/ P
Cl Cl 41 Cl Cl 99
OBn Cl Cl o
OBn
69 82
76
N=
N Wl b N
J/ P
49 94
OEt OEt
OEt
OBn OH
OBn
70 7 83
N=
Os_ _OH MeO, \_\0 o o
U P
Cl OMe 30 Cl1 OMe 94
OBn Cl OMe oH
OBn
71 84
78
N=
0, OH MeO, \_\0 0, ﬁn;
J/ P
Cl1 OEt 68 Cl OEt 91
OBn Cl OEt on
OBn
72 85
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4.2.1 Synthese dem-Ketoaminderivate 80-85

Fur die Synthese von DR&nhibitoren wurden unterschiedlich substituieriea-
ra-Hydroxybenzoeséuren verwendet (vgl. Kap. 3). Dereke Umsatz vonpara
substituierten Hydroxybenzoesauren mit CDI und Migbcyanoacetat flihrte zun&chst nicht
zum gewinschten Oxazol. Die ReaktionskontrolleetstHPLC zeigte eine Vielzahl von Ne-
benprodukten, die weder isoliert noch identifiziererden konnten. Dieser Befund kann
wahrscheinlich auf die phenolische Hydroxygruppeana-Stellung zurtickgefuhrt werden.
Wahrend im ersten Schritt die Aktivierung der Cardiure mit CDI vermutlich noch statt-
fand, kam es im zweiten Schritt unter basischenirBeohgen zu einer Deprotonierung der
Hydroxygruppe. Das negativ geladene Sauerstoffatesnentstandenen Phenolaisbt einen
+M-Effekt auf das konjugierte System aus, was nereReduzierung der Carbonylaktivitat
der phenylogen Carbonsaure fihrt (s. Abb. 22).

N N
0e 0]
I I

Abb. 22: Mesomere Grenzformeln einer mit CDI aktivierfehlydroxybenzoeséaure.

So kam es trotz Aktivierung der Carbonylgruppe @il zu einer Verminderung der Elek-
trophilie des Carbonylkohlenstoffes und zum Audi#ei einer nucleophilen Substitution. Um
diesen Effekt depara-standigen Hydroxygruppe zu unterbinden, musste 8ichutzgruppe
eingefuhrt werden, die sich unter den basischennBedgen der Oxazolsynthese nicht ab-
spaltet. Die Wahl fiel dabei auf eine Benzylschuipge. Die selektive Schiitzung der Hydro-
xygruppe verlief in zwei Syntheseschritten nachnhemand®? Zunachst wurde die
p-Hydroxybenzoesaure mit Benzylbromid und Natriurboaiat (NaCOs) umgesetzt. Dabei
kam es gleichzeitig zu der Bildung des Benzylethard des Benzylesters. Anschlie3end
wurde die Estergruppe durch Umsetzung mit Kaliunnbyi in wassrig ethanolischer L6-
sung verseift (s. Abb. 23). Die Benzyl-geschifzaea-Hydroxybenzoesauré2 wurde kom-

merziell erworben.
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(o) OH o) OBn (o) OH
a » b >
R! R? R! R? R! R?
OH OBn OBn
86-90 91-95 67-71

Abb. 23: Benzylschiitzung der-HydroxybenzoesaurederivaB6-90. 67/86/91: R = R? = OMe; 68/87/92 R* = H, R = Cl;
69/88/93 R! = R? = Cl; 70/8994: R' = H, R = OEt; 71/90/95: R' = Cl, R = OMe. a) Benzylchlorid, NaCO;, DMF; b)
KOH, H,0, MeOH. R=H, OMe, Cl. B = Cl, OEt, OMe.

Die p-O-Benzyl-geschitzte Benzoesaure wurde anschlieettels CDI aktiviert. Die L6-
sung der aktivierten Saure wurde dann langsamrer €osung aus der jeweiligen Base und
Methylisocyanoacetat in THF zugetropft und 18 h 2@i°C gerthrt. Im Laufe der Optimie-
rung der Oxazolsynthese im Rahmen der Darstellung mdol-2-yl-methylaminderivaten
lieferte der Einsatz von NaHMDS als Base die be&mrgebnisse (vgl. Kap. 4.7.2). Die im
Kapitel 4.7.2 beschriebenen Reaktionsbedingungedewnufiir die hier beschriebene Synthe-
se angewendet. Die gewinschten Produkte konnteAusiieuten zwischen 30 % und 59 %
dargestellt werden. Das erhaltene Oxazol wurdergaeren Bedingungen zumKetoamin
umgesetzt, wobei es zu einer Decarboxylierung dethWesters unter Abspaltung von Me-
thanol und Freisetzung von Kohlenstoffdioxid kameiGhzeitig wurde der Oxazolring ge-
spalten und das-Ketoamin als Hydrochlorid gebildet (s. Abb. 24)nter den stark sauren
Reaktionsbedingungen wurde zusatzlich die Benzylzghuppe quantitativ abgespalten. Die

nach dieser Methode dargestellten Produkte koninteehr guten Ausbeuten (> 90 %) erhal-

ten werden.
o OH o) @
NH;
P
R! R? R?
OBn OBn OH
67-72 74-79 80-85

Abb. 24: Synthese det-Ketoamine80-85 via Oxazolspaltung, mi7/74/80: R = R? = OMe; 68/7581: R'= H, R = CI;
6976/82 R = R’ = Cl; 70/77/83 R'= H, R* = OEt; 71/7884: R'= Cl, R = OMe; 72/79/85: R* = Cl, R = OEt.a) 1. CDlI,
abs. THF2. NaHMDS, Methylisocyanoacetat, 20 °C, THif HCI/MeOH (1:1), Ruckfluss, 4 h.
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4.2.2 Synthese deg-Ketoamins 14

Bei der Darstellung der 3,5-Diarylpyrazin-2-one 8&1G,,~Serie wurde anstelle der Benzoe-
saure 3-Nitrophenylessigsaurg3) verwendet (vgl. Kap. 2). Das benotigieKetoamin 14
wurde analog zu der im vorangegangenen Kapitel 4@schriebenen Methode dargestellt (s.

Abb. 25).
0O
MeO
0 N 0
[ >
OH (0)
a b .8
52 % 75 %
NOZ N02 N02
13 73

14

Abb. 25: Synthese des-Ketoaminsl4 via Oxazolspaltunga) 1. CDI, abs. THF2. NaHMDS, Methylisocyanoacetat, 20 °C,
THF; b) HCI/MeOH (1:1), Ruckfluss, 4 h.

4.3  Synthese der Glyoxylsdureamide 15, 98-103

Die Kupplung zwischen der Glyoxylsauie und einema-Ketoamin wird nach der von
Schlosser etablierten Methode mit CDI als Aktiviggsreagenz durchgeflfit. Die Aktivie-
rungsreaktion sorgt fur eine Steigerung der Rea#itider Carbonylgruppe, wobei neben dem
Glyoxylsadureimidazolid und Imidazol auch Kohlenfdadxid freigesetzt wird. Das C&Gas
entweicht aus der Reaktionsmischung und sorgtifig ¥erschiebung des Gleichgewichtes in
Richtung des Produkté¥! Der Fortschritt der Reaktion wird mittels eines@#nzahlers tiber
die CQ-Gasentwicklung uberprift. Das bei der Reaktiongésetzte Imidazol ist eine
schwache Base (pKs ="} und sorgt fiir Deprotonierung des Ammoniumchloridm eine
Selbstaddition, d.h. eine Dimerisierung (s. Abb) 2éitens des-Ketoamins zu vermeiden,
sollte keine zuséatzliche Base verwendet werdentaen hat es sich als sinnvoll erwiesen,

das Amin portionsweise zu der aktivierten Glyoxyls zuzugeben.
4.3.1 Synthese der Glyoxylsdureamide 98-103

Nach der Aktivierung der Glyoxylsauiewurde zu der Reaktionslésung da&etoamin81
als Hydrochlorid zugegeben und 18 h bei 20 °C inAN§&rthrt. AnschlieRend wurde lang-
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sam Wasser zugegeben. Da sich kein Niederschldgtéilwurde saulenchromatographisch
aufgereinigt. Das gewinschte Produkt (Saureamidnteonicht isoliert werden. Um einen
maoglichen Einfluss depara-standigen Hydroxygruppe derKetoamine80-85 auszuschlie-
Ben, wurde bei dem nachfolgenden Versuch anstedie aeKetoamine 80-85 das 3-
Chlorphenyl-2-oxoethanammoniumchloB@ eingesetzt (s. Abb. 26).

Cl

(0] ® O N
NH;Cl -~
2 Base X
_> N
-2 H,0
Cl -2 HCI
96 4 9

Abb. 26: Beispielhafte Darstellung der Dimerisierung zweidfetoamined6 in Anwesenheit einer Base.

Nach der durchgefuhrten Kupplungsreaktion konntdhtndas gewinschte Produkt isoliert
werden, sondern nur das Dinf desa-Ketoamins96 (s. Abb. 26). Bei der Optimierung der
Reaktionsbedingungen der Amidkupplungsreaktion iamrRen der Bachelorarbeit durch D.
Schmidt” filhrte der Austausch des Losungsmittels NMP diDbtF schlieRlich zum ge-
wunschten Produk®9 mit einer Ausbeute von 32 %. Des Weiteren sorgie ldngsame Zu-
tropfen und die Erhéhung der Aquivalente sowohl@sfoxylsaure als auch des Kupplungs-

reagenz CDI fiir eine Steigerung der Ausbeute agh4d

o o ® © 0)
OH NH;Cl

MeO NH
+ —2 gy OH

MeO OMe R! (BT2%) - MeO
(4 €

OMe
OMe OH

7 80-85 98-103

Abb. 27: Synthese der Glyoxylsaureamide mittels Aktivigguturch CDI:a) 1. CDI, DMF, 3 h bei 20 °Q. a-Ketomin, 18
h, 20°C.80/98; R' = R? = OMe; 81/99: R'= H, R’ = Cl; 82100 R'= R? = CI; 83101 R'=H, R’ = OEt 84/102 R'=CI, R
= OMe; 85103 R'= CI, R = OEt.
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4.3.2 Synthese des Gyloxylsdureamids 15

Die Kupplung der Glyoxylsdurg mit 1-Amino-3-(3-nitrophenyl)propan-2-on Hydrochhb
(14) wurde analog zu der optimierten Amidsynthese dwefiligt. Bei der Aufarbeitung des
Rohproduktes hat sich jedoch gezeigt, dass siothdiie langsame Zugabe von Eis ein gelb-
licher Niederschlag bildet, der sich anschlieRebfiltaeren lie3. Das saubere Produl&

wurde ohne weitere Aufreinigung in einer guten Aaigle von 69 % erhalten (s. Abb. 28).

0 (0} (0]
(o)
OH (0] NO,
® O
NH;Cl MeO NH
a >
* 69 % o
MeO OMe NO, MeO
OMe OMe
7 14 15

Abb. 28: Synthese des Glyoxylsdureamidsdurch Aktivierung der Glyoxylsaurémit CDI: a) CDI, DMF, 20 °C.

4.4  Synthesen der (H)-Pyrazin-2-one 16, 27, 33, 37, 44, 48, 49

Fur die Ringschlussreaktion von Glyoxylsaureamiden Pyrazin-2-onen wurde von J.
Schlosser im Rahmen seiner Doktorarbeit eine Mikl@msynthese entwickeff! Diese
Methode basiert auf einer von Miyaké beschriebenen Ringschlussreaktion von Diketoami-
den. Bei der von Miyake beschriebenen Methode wedie Diketoamide in einer wassrigen
Ammoniaklésung 48 h unter Ruckfluss umgesetzt. @ptimierung der Reaktionsbedingun-
gen wurde diese Methode auf die Mikrowelle Ubedragind die Ammoniaklésung durch
Ammoniumacetat und Eisessig ersetzt. Die dabehsyisierten Produkte sind in der Tabelle

10 dargestellt.
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Tabelle 1C: Synthetisierten (1H)-Pyrazin-2-04€, 27, 33, 37, 44, 48, 4¢

MeO.
MeO
OMe

H
O, N
\]\
N R
#

# R R
OEt
NO, OH
OMe OMe
27 48
OH OH
OMe Cl
OEt
Cl
33 A@: 49 /\Q:
OH
OH
Cl
k@(‘ 1
37
OH
Cl

4.4.1 Ringschlussreaktion zu den (H)-Pyrazin-2-onen 27, 33, 37, 44, 48, 49

Die Glyoxylsaureamid®8-103 wurden gemalf der von J. Schlosser beschrieberdingsm-
gen mit Ammoniumacetat in Eisessig in einem 5 mhak&ensrohrchen flr wenige Minuten
bei 130 °C erhitzt (s. Abb. 29).

0
H
R! o) N
0
MeO NH MeO N R?
OH N
0 R? 20-65 %
MeO -65 %  MeO OH
OMe OMe R!
98-103 27, 33,37, 44, 48, 49

Abb. 29: Ringschlussreaktion zur Darstellung der Pyrazin@7e83, 37, 44, 48, 49). 27/98: R' = R = OMe 33/99: R'= H,
R?=Cl; 37/100 R'= R = Cl; 44101 R'= H, R = OEt; 48/102 R' = Cl, R = OMe; 49103 R'= CI, R = OEt.a) Ammo-
niumacetat, Eisessig, 130 °C MW, 8 min.

Nach Beendigung der Reaktion wurden bei der Auilgeimg unterschiedliche Loésungsmittel
(MeOH, EtOH/HO, EA) fur die Umkristallisation getestet. Ethyltatestellte sich dabei als
das am besten geeignete Losungsmittel heraus.rbDikilge27, 33, 37, 44, 48, 49 konntenin

guten Ausbeuten (20-65 %) dargestellt werden.
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4.4.2 Ringschlussreaktion zu dem (H)-Pyrazin-2-on 16

Die Ringschlussreaktion zur Darstellung des 5-(8dWienzyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
pyrazin-2-ons 16) wurde analog zu der oben beschriebenen Synthesd’ytazin-2-one
durchgefuhrt. Dazu wurde das Glyoxylsaureafrbanit Ammoniumacetat und Eisessig in der
Mikrowelle umgesetzt (s. Abb. 30). Das an der S5HiRwsmit 3-Nitrobenzyl substituierte Py-

razinonl6 konnte in guter Ausbeute von 86 % erhalten werden.

(0]
H
(0] N
(0] NO, |
MeO NH MeO NS
a N NO,
_>
(0] 86 %
MeO MeO
OMe 15 OMe 16

Abb. 30: Ringschlussreaktion zur Darstellung des Pyrazirdi@éna) Ammoniumacetat, Eisessig, 90 °C MW, 20 min .

4.5  Reduktion der Nitrogruppe in der Mikrowelle

Der Building Block11, der zur Darstellung unterschiedlich substiture®&G,,Inhibitoren
bendtigt wird, wurde ausgehend der Nitroverbindd6gdurch Reduktion synthetisiert. Bei
dieser Synthese wurde erneut eine Mikrowellenreaktiurchgefiihrt. Dabei wurde auf die
Erfahrungen bei der Entwicklung der Syntheserowte Iddolderivate (vgl. Kap. 4.7.3) zu-
riickgegriffei®. Die Nitroverbindundl6 wurde mit Pd/C als Katalysator und Cyclohexen als
Reduktionsaquivalent bei 85 °C in einem Mikrowettsaktor in Methanol umgesetzt (s. Abb.
31).

H H
(o) N (o) N
MeO . ]\/©\ —2 3 MeO X ]\/@
N NO, 65 % N NH,
MeO MeO
OMe 16 OMe 11

Abb. 31: Reduktion der Nitrogruppe in der Mikrowell&: Cyclohexen, Pd/C, MeOH, 10 min, 85 °C.

Das Produkt wurde in Form von gelben Nadeln inrefaesbeute von 65 % erhalten.
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4.6  Synthese unterschiedlich substituierter Benzamidend Harnstoffderivate

Die retrosynthetische Zerlegung der designten RHGhibitoren zeigt zwei Moglichkeiten,
denBuilding Block1l zu erweitern. Zum einen kann dguilding Block11 mit einer Carbon-
saure (z.B.: Benzoesaure, Nikotinsaure) zu einenz&®id zum anderen mit einem Isocya-

nat zu einem Harnstoffderivat umgesetzt werdeAlgb. 32).

H
(0) N
| (0]

MeO & )JL

N N 'R

H
MeO
OMe

7 Ny

O~
O \

+ )j\ + SN
iy

NH, HO R' NH,

Abb. 32: Retrosynthetische Zerlegung der DE@nhibitor Serien.

4.6.1 Amidkupplung des Building Blocks 11 mit den Benzoesauren 104 und 105 zu den
Benzamiden 2 und 50

Der in Kapitel 4.5 beschrieberuilding Block1l wurde durch eine Amidkupplung mit den
Benzoesaurederivatek04 und 105 umgesetzt. Fur die Amidkupplung wurde die berbés
schriebene Methode mittels CDI-Aktivierung angewafsd Abb. 33). Die Produkte wurden

anschlieRend séaulenchromatographisch aufgereinigt.
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o,
j\/@\ ]\Q\ I
MeO JI
104 105 ¢ Sy N R

MeO

2= 43 %, 50 = 65 %. OMe ) 50
’

CH.
l/\N/ 3
R= R= N\)

CF;

50, 104 2,105

Abb. 33: Synthese der Benzami@eund 50: a): CDI, DMF, 20 °C, 16 h. Ausbeut&0 = 65 %; b): HATU, DIPEA, DMF,
90 °C MW, 30 min. Ausbeut& = 43 %.

4.6.1.1Darstellung des Benzamids 2

Das Benzamid® konnte zunachst nicht mittels einer AmidkupplungctiuUmsetzung mit
CDI in DMF dargestellt werden.

(0) N
| (0]
MeO. NS
N N
MeO
OMe

[Nj
1
2 CH;

Abb. 34: 4-(4-Methylpiperazin-1-ylmethyIN-{3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrazin-2H)-on-5-yl)methylphenyl}-
benzamid 2)

Die Benzoesaur&05 wurde zunachst zur Aktivierung der Carboxylgruppié CDI in DMF
umgesetzt. Die Reaktionskontrolle mittels HPLC #eigedoch kaum Umsatz unter diesen
Bedingungen. Auch die Aktivierung der Benzoesauuen zSaurechlorid mit Hilfe von
Thionylchlorid und anschlieBender Umsetzung mit dauiding Block11 flhrte nicht zum
gewulnschten Produl Bei der 4-(4-methylpiperazin-1-yl)-methylbenzoeasa( 05 handelt

es sich um einen Ampholyten, da sie sowohl einees@uuppe (Carboxylfunktion) als auch

Seite | 46



Synthese

eine basische Gruppe (4-Methylpiperazinyl) aufwelggi einem neutralen pH-Wert findet
eine intramolekulare Séure-Base-Reaktion stattasodie Séuré als Carboxylall in der

Losung vorliegt, was zu einer niedrigen CarbonWtiedat fihrt (s. Abb. 35).

0
2)
HO o
—
-
N N
E j [Hj
1 )
CH; CH;
I I

Abb. 35: Autoprotolyse von 4-(4-Methylpiperazin-1-yl)-mgthenzoesaurelQ5).

Da in der Literatur bereits erfolgreiche Kupplungemit der vorliegenden Saurk05 be-
schrieben sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit Biede von unterschiedlichen Kupplungs-
reagenzien getestet (s. Tab. 11).

Tabelle 11:Reaktionsbedingungen fir die Amidkupplung der Berénoes 05.

# Kupplungsreagenz Reaktionsbedingungen  Ausbeute (o
1 CDI 20 °C 0

2 EDCI 20 °C 0

3 T3P, HOBt 20 °C 0

4 PyBOP 20 °C V]

5 PyBOP 60 °C, MW 35

6 HATU 20 °C 1

7 HATU 90°C, MW 43

3 Das Produkt konnte mittels LC-MS identifiziert atmécht isoliert werden® Das Produkt konnte nicht vollstandig von dem
NebenprodukPhosphorsauretriamitil1 getrennt werden.

Im Reaktionsverlauf der Amidkupplung mit CBI?® EDCFP® und T;P*" (Versuche 1-3)

konnte kein Umsatz zum gewiinschten Produkt unterieler Literatur beschriebenen Be-
dingungen beobachtet werden. Bei der Reaktion g (Versuch 4) als Kupplungsre-
agenz bei 20 °C konnten Spuren von dem gebildeteipfedukt2 mittels LC-MS identifi-

ziert werden. Nach dem Erhitzen der Reaktionslésaufge0 °C fiur 3 h (Versuch 5) konnte
wahrend der Reaktionskontrolle mittels HPLC eindréh Umsatz im Vergleich zum Versuch
4 detektiert werden (s. Tab. 11). Das Erhitzen ldisung fur weitere 2 h fuhrte zu keiner
Steigerung der Umsetzung. Weiterhin gelang es hild# reine Produkt zu isolieren. Der Me-
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chanismus der Kupplungsreaktion mittels PyBOPR als Kupplungsreagenz und die Entste-
hung des Nebenproduktes Phosphorsauretridfdikann der Abbildung 36 entnommen wer-

den.

O o}

)]\ + HN—R' Jj\ R'
R “OH ? R H’
106 107 113
PyBOP A H N’RI HOBL =
y 4 2
DIPEA Ho'N\© 107
HoBt 108 H,N—R'

R o—lID- N Jl\
HOBt
N R o”
§ 7 112

Abb. 36: Mechanismus der Amidkupplung mit PyBOP und DIPEA.

Im ersten Schritt wird die Carbonsaur@6 durch den Einsatz einer Base (DIPEA) deproto-
niert. Das negativ geladene Carboxylation greichfie3end nucleophil am Phosphor des
PyBOPs {10 an, wobei formal das 1-Hydroxybenzotriazol (HOBY freigesetzt wird.
Das dabei entstandene Phosphoniumbs@@reagiert weiter mit HOB108 zum Oxybenzotri-
azol-Aktivesterl12 Sowohl das Phosphoniumsal@9 als auch der Aktivestdrl2 setzen sich
mit der Aminkomponentel07 zum Amid 113 um. Die Entstehung des thermodynamisch
stabilen Nebenprodukts Phosphorsauretriaiditi(s. Abb. 36) stellt die Triebkraft der Reak-
tion dar’®® Das dabei entstandene Nebenprodulitkonnte weder durch saulenchromatogra-
phische Aufreinigung noch durch Umkristallisatioonvdem gewiinschten Produkgetrennt

werden. Deshalb wurde ein weiteres in der Literdbaischriebenes Kupplungreagenz
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(HATU)P? fiir die Amidkupplung eingesetzt (Versuche 6 undah. 9). Der erste Reaktions-
versuch wurde zunéchst bei Raumtemperatur (20 eghdefiihrt (Versuch 6). Das ge-
wunschte Produkt konnte anschliel3end jedoch neinier niedrigen Ausbeute von 1 % iso-
liert werden. Die Adaptierung der Reaktionsbedirggmauf die Mikrowelle und die Erho-
hung der Reaktionstemperatur auf 90 °C fur 30 nderuch 7) fihrten anschlie3end zu einer

Steigerung der Ausbeute auf 43 %.
4.6.2 Darstellung der Harnstoffderivate

Alternativ zu der Amidkupplung wurde die Synthesm \Harnstoffderivaten zur Darstellung
von DFGyrInhibitoren durchgefiihrt. Dabei wurde dguilding Block11 mit den Isocyanaten
114-116umgesetzt (s. Abb. 31"

C/ \R'
7
o~ o}
114-116
DIPEA : R N N~ R
R NH, H H
11 60, 62, 66
H
o) N
_ MeO \ ]\)\
R= N
MeO
OMe
CH;
R = l/\N/
N
Cl MeO OMe
60,114 62,115 66, 116

Abb. 37: Darstellung der Harnstoffderiva6®), 62 und 66, ausgehend von deBuilding Block1l und den Isocyanatetil4
116!%

Die Isocyanatell4 und 115 wurden durch eine Reaktion mit ddBuwilding Block11 und
DIPEA in abs. DMF bei 20 °C unter Stickstoffatmodphzu den Harnstoffderivat&® und

62 umgesetzt. Dabei ist es sehr wichtig unter Aussshon Wasser zu arbeiten, da Isocyana-
te durch eine Reaktion mit Wasser unter,@®spaltung zu Aminen abreagieren (vgl. Abb.
38). Das so entstandene Aniih8 kann wiederum mit dem Isocyarit7 zu dem Dimerd19
reagieren. Die beschriebene Dimerisierung ist arspié des Isocyanatkl7 in der Abbil-

dung 38 dargestellt.
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N
- 117 O
0//C —H0 o —_— J\
-co,} DIPEA
NH N

117 118 119
Abb. 38: Dimerisierung am Beispiel eines IsocyanHtg unter Einfluss von Wasser.

Der mit HPLC detektierte Umsatz zum gewiinschtemstaiffderivat konnte durch die Zuga-
be des Molekularsiebs und dem Arbeiten unter Sgastmosphare ¢gNverbessert werden.
Das jeweilige Produkt wurde durch die Zugabe vors$#a gefallt, abfiltriert und saulen-

chromatographisch aufgereinigt.

4.6.2.1Darstellung des Isocyanats 116 und anschlieRende Yetzung zum
Harnstoffderivat 66

Zur Darstellung kommerziell nicht erhéltlicher Iyaoate findet man in der Literatur mehrere
Methoden. Wie in der Abbildung 39 dargestellt, katas Isocyanatl?7 z.B. durch Umset-
zung des Amind18 entweder mit Hilfe von CLAY oder mittels Triphosg& in situ darge-
stellt werden.

CDI
— >

©/NH2 DMSO,20°C,2 h ©/N\\C
<o
—_—

Triphosgen

118 DCM, E;N, 117
2 h, reflux

Abb. 39: Darstellungsmethoden eines Isocyardd@unter der Verwendung von CBH oder Triphosgéf?.

Fur die Darstellung des Harnstoffderivaé&swurde das daflr bendtigte Isocyathhb ausge-
hend von 4-(4-Methylpiperazin-1-ylmethyl)-phenylanfi20) synthetisiert. Das kommerziell
erworbene Amirl20 wurde mit Hilfe von CDI in DMSO zum Isocyanat ursgézt und fur
die nachfolgende Kupplung ohne Aufarbeitung einttgs. Abb. 40).
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H,N CH N CH
|/\N/ 3 _ C// (\N/ 3
\) CDI, DMSO o~ \)
—»
N 20°C,2 h N
120 116

Abb. 40: Darstellung des Isocyandt$8 unter der Verwendung von CDI.

Das Isocyanat wurde anschliel3end mit d&amiding Blockl1l zum Harnstoffderiva®6 umge-
setzt.Nach der saulenchromatographischen Aufreinigungldlagdusbeute allerdings bei nur
1%. Eine mdgliche Ursache fiir die geringe Ausbé&dtete der schlechte Umsatz des Amins
120 zum Isocyanall6 mit CDI sein. Aul3erdem konnte mittels LC-MS diddBing des Di-
mers des Isocyanatd 6 detektiert werden.
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4.7 Darstellung der Indolderivate

Die Darstellung der unterschiedlichen Indolderiviedente in drei Syntheseschritten, ausge-

hend von verschieden substituierten Nitrophenydssésiren121-126 realisiert werden (s.
Abb. 41).

121-126 127-132 133-138

121/127/133/139: R =5-F 124/130/136/142: R =5-OMe
122/128/134/140: R =5-C1  125/131/137/143: R = 4,5-OMe

123/129/135/141: R =5-Br ®
A NH3
126/132/138/144: 1-Nitrobenzo|[c]phenylessigsiurederivate RAL \ e
I ~N Cl
H
139-144

Abb. 41: Darstellung der Indol-2-ylmethylaminE39-144, ausgehend von den 2-Nitrophenylessigsaur2h126, in drei
Syntheseschritten. Die Reaktionen wurden unter falge Bedingungen durchgefiihr): 1. CDI, 2. 2-Methyl-
isocyanoacetab): Pd/C, Cyclohexen, MeOH, MW; c): HCI/MeOH (1:1), Rickfluss, 5 h.

4.7.1 Darstellung der Nitrophenylessigsauren

Die Nitrophenylessigsaureh?1 und 125 wurden kommerziell erworben und direkt fir die
Darstellung der OxazolderivatéZ7, 131) eingesetzt. Di@rtho-Nitrophenylessigsaureh?2-

124 und 126 wurden zunachst in zwei Syntheseschritten nachostek et af! dargestellt (s.

Abb. 42).
R a N CN N ©
| = | S l Z OH
R/ NO, R/ NO, R/ NO,

145-148 149-152 122-124, 126

Abb. 42 Darstellung deortho-Nitrophenylessigsaureh22-124, 126 in zwei Syntheseschritten. Die Reaktionen wurden
unter folgenden Bedingungen durchgefuhay: 4-Chlorphenoxyacetonitril, Kaliurtert-butanolat, 24 °C, DMF; b):
HCI/AcOH (1:5), Ruckfluss 4 hl45 R = 4Cl; 146 R = 4Br; 147. R = 40Me; 122/149 R = 5CI; 123150 R = 5Br;

124151 R = 5-OMe 148152 1-Nitronaphthalinderivate; 126 1-Nitrobenzo§]phenylessigsaurederivat.
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Die Darstellung dewortho-Nitrobenzylnitrilderivate149-152 ausgehend von den aromati-
schen Nitroverbindunget45-148 wurde durch eine stellvertretende nukleophilesftiiion
(vicarious nucleophilic substitutipNS) nach Makosza et & durchgefiihrt. Diese Me-
thode stellt einen Spezialfall der nukleophilennaatischen Substitution (8r) dar. Im Ver-
gleich zur KAr wird bei der VNS anstelle einer Abgangsgrupp® (zein Halogen) ein Was-
serstoffatom substituiert. Der -M-Effekt der Nitragpe dirigiert die VNS in diertho- und
para-Position, wobei di®rtho-Position bevorzugt st In der Abbildung 43 ist der Mecha-

nismus dieser Reaktion am Beispiel des Nittd9 dargestellt.

NO,
H H H
O —» 9
B + _ +
X X \\\\
154 155 &
Cl

NO, X

H
145 CN
e H
NO, NO, H C%
® A{ - -
- -
CN < CN Cl
156
Cl Cl
149 157

Abb. 43: Mechanismus einer VNS nach Makd&3am Beispiel des Nitril449. X = Abgangsgruppe (Cl, OPhCI).

Bei der VNS wird das Nucleophll54 verwendet, das eine elektronenziehende Gruppe (CN)
und eine Abgangsgruppe (X) tragt. Im ersten Sciwiid mittels einer Base (Bein Proton an
154 abgespalten. Das dabei entstehende At greift nucleophil am Aromatef45 an.

Der -M-Effekt der Nitrogruppe dirigiert den Subsgnten in dieortho-Position. Dabei ent-
steht zunachst die Zwischenstdfe6 Anschlie3end kommt es in Anwesenheit einer Base z
einer B-Eliminierung und zu einer Ausbildung einer C-C-Pefbindung (Verbindund.57).
Durch die anschlieRende Hydrolyse mit einer SaH@l) wird das gewiinschte Nitril49
gebildet (s. Abb. 42).

Zu Beginn des Projektes wurde im Rahmen dieseriffiedie Synthese des Nitrils Chloro-

acetonitril als Nucleophil und Natriumhydrid alsd®aeingesetzt. Die Aufreinigung des Pro-
duktes dieser Methode gestaltete sich jedoch &ls ssdhwierig. Wahrend der Reaktion ent-
stand eine Vielzahl von nicht identifizierten Nepesdukten in Form eines dunkelbraunen
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Niederschlags, der nur schwer durch Extraktion amsthlieRende sdulenchromatographische
Aufreinigung zu entfernen war. Im Verlauf der Openung der Reaktionsbedingungen wurde
ein Austausch der Base (NaH) durch die starkeesjssh gehinderte Base Kaliuter-
butanolat durchgefuhrt. Zusétzlich wurde das Nywhdo (Chloracetonitril) durch 4-
Chlorphenoxyacetonitril ausgetauscht. Das fuhrtdief8lich zu einer hoheren Ausbeute und
einer einfacheren Aufarbeitutfj’ Die anschlieBende Hydrolyse des Nitrils zu derspet
chendero-Nitrophenylessigsauren erfolgte unter sauren Brdigen mit sehr guten Ausbeu-
ten (64-99 %}

4.7.2 Synthese des 4-Methoxynitrobenzols

4-Methoxynitrobenzol ¥47) wurde ausgehend von dem 4-Nitrophenthb8 mittels einer
Methylierung mit lodmethan und Kaliumcarbonat irteguAusbeute von 98 % dargestellt (s.
Abb. 44).

NO, NO,
K2C03, Mel
DMF
98 %
OH OMe
158 147

Abb. 44: Synthese des 4-Methoxynitrobenzdld49).

4.7.3 Synthese der Oxazolderivate

Der erste Schritt der neuartigen IndolsynthesalisstDarstellung des Oxazols. Dazu wurde
die ortho-Nitrophenylessigsaureh21-126im ersten Syntheseschritt mit CDI aktiviert und
anschlie3end in Anwesenheit einer sterisch anspuatlen Base (NaHMDS) und Methyliso-

cyanat zum Oxazol nach SuzBkiumgesetzt (s. Abb. 45).
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NO,
0]
. AN 1.a
R~ T2 R
s OH )

121-126 127-132

121/127: R=5-F  124/130: R = 5-OMe
122/128: R=5-C1 125/131: R = 4,5-OMe
123/129: R =5-Br 126/132: 1-Nitrobeno|c]phenylessigsirederivate

Abb. 45: Oxazolsynthese ausgehend von deho-Nitrophenylessigsaurei?1-126. 1. a): CDI, abs. THF2. b): NaHMDS,
Methylisocyanat, THF, 20 °C.

Die Darstellung des Oxazols, ausgehend von einemnkerziell erhéaltlichen 2,4-
Dinitrophenylessigsaure, konnte nicht erfolgreiciothgefihrt werden, da diese Saure in Lo-
sung bei 20 °C decarboxyliert. Das dabei entstel@tDinitrotoluol konnte mit Hilfe einer
LC-MS- und NMR-Analytik identifiziert werden.

4.7.4 Reduktion der Nitrogruppe zu einem Amin

Der nachste Syntheseschritt ist die Reduktion dgodfuppe zu einem Amin. Die Reduktion
der Verbindungerl27-132wurde mit Hilfe von Pd/C als Katalysator und Cywsen als
Wasserstofflieferant in Methanol bei 90 °C in eitikrowelle durchgefiihr?®? Bei dem
Versuch, diese Methode auch zur Reduktion der €hind Brom-substituierten Verbindun-
genl28und129einzusetzen, kam es wiederholt zunéchst zu eidektiwen Abspaltung des
Halogens und anschlie3end zu einer Reduktion deodduppe (Versuch 1, Tab. 12). Die
Reduktion der Nitrogruppe in Anwesenheit eipeBluorsubstituenten verlief dagegen ohne
Nebenreaktionen in guter Ausbeute (95 %). Daraufhirden unterschiedliche milde Reduk-
tionsmethoden getestet. Bei der Reduktion mit Rdéd<atalysator und HGas (1 bar) sowie
der Reduktion mit Fegl 6 HO und Zink unter sauren Bedingungen konnte keirdékb
isoliert werden (Versuch 3, Tab 12).
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Tabelle 12 Methoden zur Reduktion der Nitrogruppe in Anwesgnéines Chlor- bzw. Bromsubstituenten

# Reduktionsmethode Ausbeute [%]

1 Pd/C, Cyclohexen, MeOH, MW 0

2 Pd/C, H, 1 bar, MeOH, 20 °C 0

3 FeCk*6 - HO, Zn, AcOH, DMF/HO (1:1), 0
Ruckfluss

4 NaS,04 H,O/THF (1:1), N 56°/36°

3 Das mit Chlor substituierte Oxaz8IDas mit Brom substituierte Oxazol.

Erst der Einsatz von Natriumdithiofift als Reduktionsmittel fiihrte schlieBlich ohne reuk

ven Abspaltung der Halogene Chlor und Brom zu demimschten Produkt. Dabei wurde
die in THF geloste Nitroverbindun$28 und 129 zu einer Lésung aus Natriumdithionit
(NaxS,04) in Wasser gegeben und anschliel3end fur 6 h @tiekstoff-Atmosphare geruhrt.

Da sich das Natriumdithionit durch den Kontakt B&uerstoff zersetzt, sollte es moglichst
frisch und unter Schutzatmosphare eingesetzt weMgrdieser Methode konnte die Reduk-
tion der Nitrogruppe der Chlor- und Brom-substittea Oxazole erfolgreich durchgefuhrt

werden“?!

4.7.5 Darstellung der Indol-2-yl-methylamin Hydrochloride 139-144

Im letzten Schritt der neuartigen Indolsynthese dear die Oxazolel33-138 unter sauren
Bedingungen gespalten und durch den darauf folgefiagschluss zu den gewtlnschten
Indolen 139144 umgesetzt. Der Mechanismus dieser Reaktion kan\bleildung 46 ent-

NH2 CI
- C02
- MeOH

nommen werden.

OMe

HCI
N HCOOH
0/ -

25

®

NH3
A\
N - H20
H

26
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Abb. 46: Mechanismus der Ringschlussreaktion zum Indol.

Durch den Einsatz von Salzsaure unter Rickflussievaunachst das Oxaz®b gespalten,
wobei es zu einer Decarboxylierung der Methylestgage unter Freisetzung von Ameisen-
saure, Kohlenstoffdioxid und Methanol kam. Die érdiminogruppe am Phenylring griff an-
schliel3end nucleophil am Carbonylkohlenstoff ddgilgetena-Ketoamingruppe an, wobei es
unter Abspaltung eines Wassermolekils (Kondensstgaktion) zu einer Ringschlussreak-
tion und zur Bildung des Indo&6 kam.
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5. Methoden der biochemischen Charakterisierung

Die im Rahmen dieser Arbeit bearbeiteten und syisieeten 3,5-Diarylpyrazin-2-on
PDGFRB-Inhibitoren (, 2, 33, 44, 50, 60, 62, 66) sollten biochemisch untersucht werden (s.
Tab. 13). Zur biochemischen Charakterisierung aestsubstanzen wurden unterschiedliche
biochemische Methoden wie Proliferationsassay, $@aasay oder Western Blot Untersu-
chungen verwendet. Die drei genannten Assays wwderChristian Renn im Rahmen seiner
Master-Arbeif® am Pharmazeutischen Institut in Kiel durchgefitnhand dieser Ergebnis-
se wurde anschlieRend jeweils die Verbindung mitsdérksten antiproliferativen Wirkung
aus der DF¢z- bzw. der DFGySerie fur externe Untersuchungen zur Bestimmuisgeleei-

ligen Selektivitatsprofils ausgewabhit.

Tabelle 13: Auswahl der PDGFR Inhibitoren fiir biochemische Untersuchungen.

OMe

H
O, N
MeO. N ]\
N R
MeO'
#

R
[0}
OMe
1 50 X
OH
CF;3
2 OO e
Cl
OMe
Cl1 (o]
33 /\C[ 62 /\/@NJLNQ/
f f OMe

OFEt o (\N’CHS
u X oo L LD

5.1 Proliferationsassay

Die in der Tabelle 1&ufgeflhrteninhibitoren wurden in einem Proliferationsassaydan
Glioblastomzelllinie U87-MG, bei der der PDGBignalweg autokrin stimuliert &t ge-
testet. Die biochemische Untersuchung wurde wigt fdurchgefihrt: eine definierte Anzahl
der Zellen wurden in eine 98kllPlatte ausgesat und fir 24 h in einem Zellmediwen b

37 °C und 5 % C@inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit destsubstanzen unter-
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schiedlicher Konzentration, geldst in DMSO, verseitzd weitere 48 h inkubiert. Die End-
konzentration von DMSO betrug 0.5 %. Fir die Bestumg der zellularen Proliferation
wurde eine Referenzplatte verwendet, deren Zell£a@})l direkt vor Substanzzugabe be-
stimmt wurde. Zur Bestimmung der Zellkonzentratiwarde der Redoxindikator Resazurin
verwendet, welcher durch metabolisch aktive Zelerdem fluoreszierenden Resorufin redu-
ziert wird. Die mittels eines Fluoreszenz-Spektrtaredetektierte Emission korreliert linear

mit der Zellkonzentratidf.
5.1.1 Auswertung der Daten

Die prozentuale Zellproliferation wurde mit Hilfelfender Gleichungen berechnet:

Zellproliferation [%] = Tci__TTZ -100; wennT; = T, (1)

Zellproliferation [%] = % 100;wennT; < T, (2

Z

Dabei sind T= Zellzahl der Probe (Testplatte) nach 48 h Inkigibamit Inhibitoren
T, = Zellzahl bei Inhibitorzugabe (Referenzplatte) ®é Inkubation mit Inhibitoren
C = Zellzahl nach 48 h Inkubation mit 0.5 % DMSQirolle (Negativkontrolle)

Mit Hilfe der Software GraphPad Prisffbwurden die bestimmten Zellproliferationswerte
in Prozent gegen die logarithmierte Inhibitor-Kontzation graphisch aufgetragen und eine
sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurve gefittet. In derllldung 47 ist ein idealisierter Verlauf
einer Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt. Die gemasseZellwachstumswerte (in %) kénnen
in zwei Bereiche eingeteilt werden: im Bereich zshisn 0 und 100 % kann ein zytostatischer
Effekt, der von der Inhibitorkonzentration abhangity beobachtet werden. Im Bereich zwi-
schen 0 und -100 % kann ein zytotoxischer Effekt,dem die Inhibitorkonzentration zum
Absterben der Zellen fuhrt, beobachtet werden. Mite des Programms GraphPad Prism5
konnen drei Inhibitorkonzentrations-Kennwerte {5TGI, LCsq) berechnet werden. Der
Kennwert Gio leitet sich aus dem englisch@rowth Inhibitionab und steht fir eine Inhi-
bitorkonzentration, bei der eine Wachtumsreduktien Zellen um 50 % erreicht wird. TGI
leitet sich aus dem englischéiotal Growth Inhibitionab und steht fir eine Inhibitor-
konzentration, bei der eine WachstumsreduktionZddien von 100 % beobachtet wird. Der
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Kennwert LCsq steht fiir die Konzentration des Inhibitors, die fiir 50 % der Zellen letal ist.

Dieser Kennwert leitet sich aus dem englischen Lethal Concentration ab.

100
=S ]
g 507 zytostatischer
2 ] Effekt
= 04
S ]
= .50 zytotoxischer
E ] Effekt
100
42 10 - “-6\4 2 0

Gl TGl LC_
log [Inhlbltor ( M)]

Abb. 47: Idealisierter Verlauf einer Dosis-Wirkungs-Kurve. Die aufgenommenen Zellproliferationswerte in Prozent sind
gegen die logarithmierte Inhibitor-Konzentration aufgetragen. Es sind drei Kennwerte (Glso, TGI, LCs,) gekennzeichnet.
AulBlerdem konnen den Inhibitorkonzentrationen der zytostatische und ein zytotoxische Effekt zugeordnet werden. Verdndert

nach Pinchuk.[”

5.2 Kinaseassay

Zu der Bestimmung von ICsp-Werten der Inhibitoren bezogen auf die Hemmung der Kinase-
aktivitit wurde ein aktivititsbasierender PDGFRB-Kinaseassay von C. Renn'® durchgefiihrt.
Dabei wurde der ,,ATP-GLO™ Kinase Assay* der Fa. Promega verwendet. Die Funktions-
weise dieses Assays ist in der Abbildung 48 schematisch dargestellt.

Kinase Reaktion Schntt 1. Zufiigen des ATP-Glo™ Reagenz \
t.s“bs"at ‘ 1 Degradleren
- Uberschiissiges ATP Uberschiissiges ATP
Substrat nach der Reaktion.
oder + —_—>
P,

Schritt 2. Zufiigen des Kinase Detektions Reagenz
ATPase Reaktion

' ' Uberfuhren ‘.. Detektieren E Licht

Neu synthetisiertes ATP

Thre Reaktion Produkt der Reaktion ADP-Glo™ Assay

Abb. 48: Schematische Darstellung des Detektionsprinzips des Kinaseassays. Adaptiert nach Promega.[’”

Im ersten Schritt iibertrégt die PDGFRB-Kinase ein Phosphat vom ATP auf das in diesem As-
say eingesetzte Substrat Polypeptid (GlusTyr;). Nach der Zugabe des ADP-Glo-Reagenz wird
die Reaktion abgebrochen, wobei das iiberschiissige ATP degradiert wird. Das nach der Reak-

Seite | 60



Methoden der biochemischen Charakterisierung

tion mit der Kinase entstandene ADP wird durch Zligabe eines Detektions-Reagenzes zu
ATP phosphoryliert (s. Abb. 48, rechts). Wahrend [detektion wird das neu gebildete ATP
wieder zu ADP und das zugegebene Luciferin zu Qxifgdn mit Hilfe von Luciferase kata-
lytisch umgesetzt. Die dabei entstehenden Photaveeden mit Hilfe eines Luminometers
detektiett®. Daraus folgt, dass die bei der Reaktion entstnénmineszenz mit der Aktivi-

tat der Kinase korreliert.

5.2.1 Durchfiihrung und Auswertung des Kinaseassays

Die Durchfiihrung des Kinaseassays wurde iW\&#-Platten unter der Verwendung von un-
terschiedlichen Inhibitorkonzentrationen realisidite Messungen wurden zwei Mal durch-
gefuhrt. Nach der Zugabe aller Reagenzien wurdeni@bei Raumtemperatur inkubiert, wo-
bei je nach Fragestellung die ATP-KonzentrationBereich zwischen 10 und 100 vari-

iert wurde.

Die prozentuale Kinaseaktivitat wurde mit folgen&ermel (4) berechnet:

C ey Signalintensitét Inhibitor—Hintergrundsignal

041 = .
Aktivitat [/0] 100 Signalintensitdt ohne Inhibitor—Hintergrundsignal (3)
Mit Hilfe der Software GraphPad Prisfffbwurde die gemessene Aktivitat in Prozent gegen
die logarithmierte Inhibitor-Konzentration graphsdargestellt und die Sigmoidfunktion an

die Werte gefittet. Mit Hilfe dieser Funktion wurddie 1GgWerte bestimmt.

5.2.2 Kinaseassay mit Prainkubationszeiten

Der Kinaseassay mit Prainkubationszeiten wurdeognal der im Kapitel 5.2 beschriebenen
Methode mit dem DFgrInhibitor 2 durchgefihrt. Fir die Untersuchung wurde eine ATP-
Konzentration von 1000Nu und eine Inhibitorkonzentration von 0.1 bis 5000 gewabhilt.
Die unterschiedlichen Konzentrationen der Verbirgd@hwurden zu der PDGHRKinase
gegeben und fur 0, 10, 20, 30, 60 und 120 min gurert. Durch die Zugabe von ATP wur-
de die Kinasereaktion gestartet. Anschliel3end warddog zu der bereits beschriebenen Me-
thode die Lumineszenz gemessen. Zum Vergleich wudiEse Versuche mit Inkubationszei-
ten von 0, 60 und 120 min mit dem DRE®Ghibitor CP-673451 als Referenz durchgefihrt.
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53 Western Blot

Der antiproliferative und zytotoxische Effekt der Proliferationsassay gemessenen Inhibito-
ren sollte auf der Signaltransduktionsebene mitfééstern Blot verifiziert werden. Dafir
wurden zum einen das phosphorylierte PD@HR-PDGFR) und dastotal PDGFR3
(t-PDGFR3), das als Ladekontrolle diente, mit einem spediies AntikOrper vermessen. Des
Weiteren wurden die phosphorylierten Kinasen ERKtiacellular-signal Regulated Kinase)
und AKT, die in der Signalkaskade unterhalb von B lokalisiert sind, untersucht. ERK
reguliert die Zellteilung und fuhrt bei Inhibierungn PDGFR zur Inaktivierung der Zell-
proliferation. Gleichzeitig sorgt die Inhibierungrv PDGFR Uber AKT fir Apoptose der

Zelle 472l

5.3.1 Durchfuihrung der Western Blot-Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Western Blotsuehe mit den Zelllinien U87-MG und
NIH3T3 durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen 72irfkubiert und nach der Zugabe von
verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen die Sigaakduktion untersucht. AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert und die Proteinkonzemratbestimmt. Mit Hilfe einer Sodium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SExfe) wurden die Proteine getrennt
und mit spezifischen Antikérpern die phosphorygerKinasen (vgl. Kap. 5.3) detektiert. Die

Gesamtmengen der entsprechenden Kinasen dienteadsdkontrolle.

5.4  Selektivitatsprofil der Verbindungen 1 und 2

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von den zwei Tebindungenl (DFGy-Inhibitor) und2
(DFGoyrinhibitor) Selektivitatsprofile mit zwei untersaulichen Methoden bestimmt. Die
Messungen bei der Fa. ProQinase wurden mit eindivitdksbasierten Kinaseassay und bei

der Fa. DiscoveRm bindungsbasierten Kinaseassay durchgefihrt.

5.4.1 Aktivitatsbasierter Selektivititsassay

Fur die Aufnahme eines Selektivitatsprofils wurdik@ oben genannten Substanzen bei einer
Konzentration von 1 M an 300 unterschiedlichenasan von der Fa. ProQinase vermessen.
Die fur das Assay verwendeten Kinasen lagen vomvidgn der hyperphosphorylierten (akti-
ven) Form vor. Es handelte sich um einen radioaktin vitro Kinaseassay, bei dem ein

Phosphor im Phosphatrest des ATPs durch das Phisptop **P ausgetauscht wurde. Wah-
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rend des Assays wird das radioaktiv markierte Phaisdurch die Kinase auf das Substrat
Ubertragen. Danach wird das radioaktive Substrat dem radioaktiven ATP chromatogra-
phisch oder durch Filtration getrennt und die Rakiivitdt des Substrats gemessen. Die Ra-

dioaktivitat ist dabei proportional zu der Kinaseakat.

5.4.1.1Durchfiihrung und Auswertung

Der Kinaseassay der Fa. ProQinase wurde inBB-Platten mit einem Reaktionsvolumen
von 50 pl durchgefuhrt.

Fur die Auswertung des Assays wurden fir jede Kindr®i Werte mit Inhibitor, drei ohne
Inhibitor (Vergleichswert) und drei Werte ohne Beslteile (Hintergrundsignal) aufgenom-
men. Die dabei erhaltenen Messwerte wurden gemittel mit Hilfe der Gleichung (4) die
Restaktivitat bestimmit.

o ey Signalintensitat—Hintergrundsignal

04] = .
Restaktivitat [/0] 100 Signalintensitit ohne Inhibitor—Hintergrundsignal (4)
Die Ergebnisse dieser Messung wurden tabellarigclalfe Kinasen in Form eindreatmap
dargestellt. Im verwendeten Farbcode steht Rotigtrige Restaktivitat, Weil3 fur hohe Wer-

te. Weitere experimentelle Details sind in der Memtbeit von C. Reftt zu finden.

5.4.2 Bindungsbasierter Selektivitatsassay

Im Gegensatz zu der im Kapitel 5.4.1 beschriebéviethode verwendet die Fa. DiscoveR
einen bindungsbasierten Kinaseassay zur Bestimraimag Selektivitatsprofils. Die Testver-
bindungen 1 und 2 wurden an tber 96 Kinasen ber &onzentration von 1nugetestet. Bei
dem Assay wird in Abwesenheit von ATP die kompeiti/erdrangung des nicht spezifischen
Inhibitors Staurosporin durch die Testsubstanzkiiete¢. In der Abbildung 49 ist die Funk-
tionsweise dieser Methode schematisch dargesidlé. Testsystem besteht dabei aus sog.
Beads(kleinen Kugeln), an denen Staurosporin gebundénDie Kinasen sind mit einem
DNA-Fragment versehen und binden zunachst an denobilisierten Inhibitor (Abb. 49 A).
Bei der Zugabe der Testverbindung verdréangt diese Eeil das Staurosporin aus der Binde-
tasche. Die Kinase wird somit von der Festphasgdsetzt (Abb. 49 B). Weist die Testver-
bindung dagegen eine schwachere Affinitat zu eifiease auf als der Inhibitor, dann bleibt
das System aus Inhibitor und Kinase erhalten (A4BKC).
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B C
ID%' ' i DNA markierte Kinase
m;%' () O immobilisierter Ligand
' ' Testverbindung
M el U =
kompetitive Bindung keine kompetitive Bindung Legende
- Testverbindung + Testverbindung

Abb. 49: Bindungsbasierter Assay der Fa. DiscoveR,. Adaptiert nach DiscoveR,.!"”!

5.4.2.1Durchflhrung und Auswertung des Bindungsassays

Der Kinaseassay der Fa. DiscoveRy wurde in 384-Well-Platten mit einem Reaktionsvolumen
von 40 pl durchgefiihrt. Die mit Staurosporin beschichteten Beads wurden mit der getesteten
Kinase inkubiert. Die nicht gebundenen Kinasen wurden durch Waschen entfernt. Nach der
anschliefenden Inkubation mit der Testverbindung wurden die Beads gewaschen und in ei-
nem Elutionspuffer suspendiert. Die Restkonzentration der eluierten Kinasen in Losung wur-

de mit qPCR bestimmt. Mit der Gleichung (5) wurde die Restbindung in Prozent bestimmt:

Signalintensitét Inhibitor—Hintergrundsignal

Restbindung [%] = 100 - )

Signalintensitit ohne Inhibitor—Hintergrundsignal
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6. Ergebnisse der biologischen Untersuchungen

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten 3,5rd@yrazin-2-on Inhibitoren (DF und
DFGourSerie) wurden zunachst in einem Proliferationsasad ihre Bioaktivitdt gegeniber
der Zelllinie U87-MG, bei der der PDGBRSignalweg autokrin stimuliert i€e! untersucht.
Fur die biochemische Untersuchung der Inhibitoren @FG,-Serie wurden zwei von D.
Schmidt” im Rahmen seiner Bachelor-Arbeit synthetisiertgnitlitoren33 und 44, die von
J. Schlossé&? entwickelte Leitstruktul sowie der kommerziell erhaltliche DR@nhibitor
CP-673451 als Referenz, ausgewahlt. Bei der Urntktswg der Inhibitoren der DR Serie
wurden flnf synthetisierte Inhibitoren sowie Imdtials Referenz fur die DFR&-Inhibitoren

verwendet (s. Tabelle 14).

Tabelle 14: Auswahl der PDGFR Inhibitoren fiir biochemische Untersuchungen.
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6.1  Ergebnisse der DFG-Inhibitoren

In der Abbildung 50 sind die Ergebnisse des Pna@ifensassays der getesteten RFG
Inhibitoren an der U87-MG-Zelllinie dargestellt. dangegebenen TGI-Werte wurden mit
Hilfe der gefitteten Dosis-Wirkungs-Kurven ermitteDiese Ergebnisse zeigen, dass die Ver-
bindungenl (Glidescore -11.5) und44 (Glidescore -11.9, TGI= 552 uM) in dieser Testreihe
die schwachsten antiproliferativen Effekte aufweisab einer Inhibitorkonzentration héher
als 1 i zeigen die beiden Verbindungen zwar eine zytostatisjedoch keine zytotoxische
Wirkung (s. Abb. 50).

200 -

¢ 33
150 -

A 44
100 - e 1

50 | B CP-673451

-50 -

Zellwachstum / %
o

-100 -

-150 -

log [Verbindung (M)]

Abb. 50: Dosis-Wirkungs-Kurven der DEGInhibitoren an der U87-MG-Zelllinie nach 48 h Irddation der Zellen mit den
Inhibitoren. Dargestellt sind Mittelwerte und Standabweichungen von zwei Replikaten.

Der Referenz-Inhibitor CP-673451 (T&RO0 pv) und die Verbindun@3 (Glidescore = -10.7,
TGI = 35 pv) zeigen den starksten antiproliferativen Effekt #allproliferationsassay (s.
Abb. 50), wobei die Dosis-Wirkungskurve der Verhind33im Gegensatz zu dem Referenz-
Inhibitor CP-67351 keinen sigmoidalen Verlauf auBtieDas deutet auf einen komplexen
Wirkmechanismus hin. Die Abweichung einiger Daterifia (blaue Rauten) von der gefit-
teten Funktion &uRern sich auch in dem niedrigemetationskoeffezienten @R 0.92).

6.2  Ergebnisse der DFG-Inhibitoren

Die Ergebnisse des Proliferationsassays der getasigF-G,rInhibitoren zeigen, dass die

Verbindung2 und der Referenzinhibitor Imatinib die starkstei@oliferative Wirkung ge-
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genuber der Zelllinie U87-MG aufweisen (s. Abb. ,5&pbei Imatinib die starkste Wirkung
zeigt. Die VerbindungeB0, 60 und 66 weisen ein ahnliches Verhalten auf: zum einenezeig
die drei Verbindungen im Vergleich zu der Verbinguh (TGI = 55 m) eine signifikant
schwachere antiproliferative Wirkung. Zum anderarauch bei hohen Konzentrationen der
Inhibitoren50 (TGI = 177 M) und 60 (TGI = 190 ), mit der Ausnahme der Verbindu6g
(TGI = 189 ), kein 100 %iger zytotoxischer Effekt erreicht. rDi@hibitor 62 (TGI =
1000 uv) zeigt ab der Konzentration von 1&zwar einen zytostatischen- aber auch bei ho-
hen Konzentrationen keinen zytotoxischen EffekA{h. 51).

150 - *2
D S 4 50
100 - m 60
® 62

i 50 - + 66
5 Imatinib
2 O T T T
3 8 7 6 3
=
© -50 -
N [ ]
-100 -
-150 - log [Verbindung (M)]

Abb. 51: Dosis-Wirkungs-Kurven der DR Inhibitoren an der U87-MG-Zelllinie nach 48 h Ifdation der Zellen mit den
Inhibitoren. Dargestellt sind Mittelwerte und Stardgbbweichungen von zwei Replikaten.

Im Proliferationsassay wurde Imatinib als Mesylarwendet. Die Verbindun@ wurde
grundsatzlich als freie Base fur die biochemisddatersuchungen eingesetzt. Fir eine besse-
re Vergleichbarkeit der Inhibitore und Imatinib wurde das Imatinib-Mesylat in dieiére
Base uberfuhrt. AnschlieRend wurde der Prolifersassay mit den Inhibitore) Imatinib-

Mesylat und Imatinib als freie Base wiederholt. Biggebnisse sind in der Abbildung 52 dar-
gestellt.
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150 - ¢ 2
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Abb. 52: Dosis-Wirkungs-Kurven von den Inhibitoréh Imatinib-Mesylat und Imatinib als freie Base arr t87-MG-
Zelllinie nach 48 h Inkubation der Zellen mit derhibitoren. Dargestellt sind Mittelwerte und Start#édoweichungen von

zwei Replikaten.

Die Ergebnisse des Zellproliferationsassays dedteauf hin, dass Imatinib als freie Base
(TGI =75 v £ 5 pm) aufgrund einer schlechteren Aufnahme in die Zeilleen niedrigeren
inhibitorischen Effekt aufweist als Imatinib-Mesyld@GIl = 45 (M + 13 um). Die sigmoidale
Funktion der Verbindung weist einen ahnlichen Verlauf und einen geringjlgdbheren TGI-
Wert von 85 w £ 23um auf (s. Abb. 52).

6.3  Ergebnisse des PDGFR-Kinaseassays

Mit Hilfe des PDGFR Kinaseassays wurden J&Werte der VerbindungeB, des Imatinibs
und des Inhibitors CP-673451 (Positivkontrolle) geigber PDGFR bestimmt. Des Weiteren
wurde mit der Verbindun@ eine Testreihe durchgefiihrt, bei der die Preinkohateiten
zwischen 0 und 120 min zur Bestimmung des Bindemdmiziiglich der bevorzugten Kina-

sekonformation (DFfgou) variiert wurden.

6.3.1 Bestimmung der IGyWerte des DFG-Inhibitor 2 im PDGFR g-Kinaseassay

Die Bestimmung der I§gWerte mittels PDGFR-Kinaseassay wurde in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. C. Peifer durch C. Renn etabliert. Rmhmen seiner Masterarbeit zur Validie-
rung des Assays wurden zunachsii@/erte des DF¢s-Inhibitors CP-675431 bestimmt und

mit dem in der Literatur angegebenen Wert verghch&ir CP-675431wurde von Robeets
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al. in einem &hnlichen Assay eind@MNert von 1 m bei einer ATP-Konzentration von 10
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Abb. 53: PDGFHR3 Kinaseassay mit dem Inhibitor CP-673451. Deg{@ert von CP-673451 bei einer ATP-Konzentration

von 10 i betréagt 1 m.

Wahrend der Validierung wurde fir CP-673451 ein deitn Literaturwert (1 m) identischer
ICso-Wert bei einer ATP-Konzentration von 1 bestimmt (s. Abb. 53). AnschlieRend wur-
den IGyWerte der Inhibitoren2 und Imatinib ermittelt. Die Ergebnisse der PD@GFR

Kinaseassays sind in der Abbildung 54 dargestgittimatinib wurde ein Ig-Wert von 58
nM und fur den DFGInhibitor 2 ein IGg-Wert von 19 m bestimmt (s. Abb. 54).

115 -

95 -

75 -

55 -

R2=0.99
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Kinaseaktivitat (% zur Kontrolle)
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Abb. 54: ICs-Werte der Inhibitorer?, Imatinib und CP-673451 gegenuber PD@FBei einer ATP-Konzentration von

10 pm.
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6.3.2 Bestimmung des Bindemodus des Inhibitors 2 im PDGHRKinaseassay

Basierend auf Arbeiten von Iwagd al!”® wurden zur Uberpriifung des Bindemodus der Ver-
bindung2 die Prainkubationszeiten des Kinaseassays vaiatiei ging es darum, mit Hilfe
des Kinaseassays herauszufinden, ob der am Congrgignte DFG,-Inhibitor 2 auch tat-
sachlich in die DFgrKonformation von PDGFRbindet. Die fur den Assay verwendete
Kinase liegt hyperphosphoryliert, also vorwiegendler DFG,-Konformation, vor. Aufgrund
der langsamen Bindekinetik der Typ-ll-Inhibitorerrdvdaher im artifiziellen Kinaseassay die
inhibitorische Aktivitat dieser Verbindungen médlerweise falsch abgebildet. Um diesen
Effekt zu bericksichtigen, wurde der Inhibitor naér hyperphosphorylierten PDGBR
Kinase vor der Zugabe von ATP prainkubiert. Zumgl&ich wurde dieser Versuchsansatz
auch mit dem DFgInhibitor CP-673451 durchgefuhrt. Es wurde einesbfeihe mit den
Prainkubationszeiten von 0, 10, 30, 60 und 120fiimbeide Inhibitoren durchgefihrt. In der
Abbildung 55 sind die Ergebnisse dieser Untersuglabgebildet.

xt =0 Minuten
120 -
T At =10 Minuten
£ 100 + t = 30 Minuten
c
g 80 e t = 60 Minuten
E +t=120 Minuten
E’\o/ 60 -
8 40 |
=
% 20
()
~]|
£ 0 h—
< 4
-20 - log [Verbindung 2 (nv)]

Abb. 55: Ergebnisse der Prainkubationszeit-abhédngigepMessung: Aufgenommene Messungen dey, lei finf unter-
schiedlichen Prainkubationszeiten der Verbind2n@ie ATP-Konzentration lag bei 1 um (Kontrolle: [3®).

Die Ergebnisse der Messung zeigen, dass abhangigien Prainkubationszeit die Kinase-
aktivitat nach t = 120 min im Vergleich zu der Aktét nach t = O min starker von der Ver-
bindung?2 inhibiert wurde (s. Abb. 55). Der bei der Zeit 120 min bestimmte I§g-Wert liegt
bei 20 m und ist um den Faktor 7 niedriger als degpi@/ert bei der Zeit t = 0 min (143wm
s. Tab. 14). Das deutet auf eine zeitabhangigdiehing (On-/Off-Kinetik slow bindejy und

somit auf einen DFgrBindemodus hin. Die Messkurven bei t = 30 und 60 folgten nicht
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dem Trend. Die abweichenden Ergebnisse werden ipitéd&/.3.1 diskutiert. Die Ergebnisse
der Messreihe (t = 0, 60 und 120 min) des InhiBitGP-673451 zeigen hingegen, dass die
Prainkubation keinen Einfluss auf die Inhibierurey &inaseaktivitat hat (s. Abb. 56). Auch
die bei unterschiedlichen Inkubationszeiten bestiemiG;-Werte zeigen kaum Veranderung
(s. Tab. 14).

Tabelle 15 ICs-Werte der Verbindungehund CP-673451 bei unterschiedlichen Prainkubatigiten.

DFGgy-Inhibitor 2 DFG j5-Inhibitor CP-673451
Prainkubationszeit [min] IC 50 (NM) Prainkubationszeit [min] IC 50 (M)
0 143 0 7
10 60 60 8
120 20 120 11
120 -
$ ¢
2 100 - .
o t=0 min
< +t=60 min
% 80 1 ¢t =120 min
N
g 60 -
8 40
>
2
8 20 -
g .
S : : : —
2 -1 0 1 2 3 4
log [CP-673451 (m)]

Abb. 56: Ergebnisse der Prainkubationszeit-abhéngigeg-Messung bei drei unterschiedlichen Prainkubatieitez des
Inhibitors CP-673451 gegeniiber PDGF®ie ATP-Konzentration lag bei Iyu(Kontrolle: DMSO).

6.4  Validierung der Western Blot-Analyse

Mit Hilfe der Western Blot-Experimente wurde dierkimung von PDGFRdurch die Inhibi-
torenl, 2 und Imatinib auf der Signaltransduktions-Eben@l@anDownstreanKinasen AKT
und ERKIin vitro untersucht. Die ersten Versuche mit der Zelllid&7-MG, die bereits beim
Zellproliferationsassay verwendet wurde, zeigtemeeschwache Auspragung des Western
Blot-Signals (s. Abb. 57, Spalten 1-4). Deshalb dear Versuche mit der Zelllinie NIH3T3
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durchgefiihrt, deren Signale deutlich ausgepriagter ausfielen (Spalten 5 und 6) als die von

U87-MG. Die Messungen wurden von C. Renn im Rahmen seiner Masterarbeit durchgefiihrt.

1 2 3 4 5 6
ug7 NIH3T3
MEM DMEM DMEM

p-PDGFRp

t-AKT

p-AKT

- t-ERK

Abb. 57: Methodenentwicklung fiir den Western Blot-Versuch. Getestete Zellen sind U87-MG und NIH3T3. Detektion von
t/p-PDGFR, t/p-AKT und t/p-ERK im Zelllysat. .t steht fiir fotal, also gesamte Menge und ,,p* steht fiir phosphoryliert.
Spuren die mit (-) markiert sind, zeigen die Signale von Zellen, die 16 bis 20 h ohne FBS im Kulturmedium kultiviert wur-
den. Signale, die mit (+) markiert sind, zeigen die Signale von Zellen, die durchgehend mit FBS kultiviert wurden. DMEM:
Dulbeccos’s modifiziertes Eagle Medium. MEM: Modifiziertes Eagle Medium. Die U87-MG-Zellen zeigen kein Signal bei t-
PDGFR und nur ein schwaches Signal bei p-PDGFRf3. Ohne Zusatz von FBS wurden die Signale deutlicher detektiert. Die
NIH3T3 Zellen zeigen im Vergleich zu den U87-MG-Zellen ein deutliches Signal bei p-PDGFR und ein schwaches Signal
bei t-PDGFR3. Im Rahmen seiner Masterarbeit von C. Renn durchgefiihrt. Adaptiert nach C. Renn. !

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die NIH3T3 Zelllinie fiir weitere Western Blot-Versuche

ausgewdhlt.

6.4.1 Western Blot-Versuche der Inhibitoren 1, 2 und Imainib auf NIH3T3 Zellen

Die Ergebnisse der Western Blot-Versuche sind in der Abbildung 58 dargestellt. Die phospho-
rylierte Form von PDGFR[3, AKT und ERK konnte ab einer Inhibitorkonzentration von 1 um
der Verbindung 2 nicht mehr detektiert werden. Der Referenzinhibitor Imatinib inhibiert da-
gegen die Phosphorylierung von PDGFR[3 schon ab einer Konzentration von 0.1 uM. Die
phosphorylierte Form von AKT und ERK hingegen kann noch schwach bei einer Konzentra-

tion von 1 uM von Imatinib detektiert werden. Erst bei einer Inhibitorkonzentration von
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10 uM gibt es keine Detektion des Signals fiir p-AKT mehr (s. Abb. 58). Die phosphorylierte
Kinase ERK wird auch bei einer Imatinib-Konzentration von 10 uM schwach detektiert. Das

deutet auf einen unterschiedlichen Wirkmechanismus hin.

NIH3T3 Zellen /2 NIH3T3 Zellen / Imatinib
10 1 01 001 0 10 1 01 001 o [Inhibitor] /um

t-PDGFRB

p-PDGFRB

t-AKT

p-AKT

t-ERK

p-ERK

Abb. 58: Western Blot-Versuch: konzentrationsabhédngiger inhibitorischer Effekt der Verbindung 2 und Imatinib auf die
Signalkaskade des PDGFR[3 in den NIH3T3 Zellen.

Der Konzentrations-abhingige Western Blot-Versuch der Verbindung 1 zeigt ab einer Inhi-
bitorkonzentration von 100 uM kein Signal der phosphorylierten Form von PDGFR[3 mehr. Im
Vergleich dazu werden sowohl die phosphorylierte als auch die nicht phosphorylierte Form
von AKT-Konzentrations-unabhingig detektiert. Die im Downstream Signaling PDGFR[3
liegende Kinase ERK wird ab einer Inhibitorkonzentration der Verbindung 1 von 1 uM nicht

in der phosphorylierten Form detektiert (s. Abb. 59).
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NIH3T3 Zellen / 1
10 1 0.1 _0.01 0 [Inhibitor] / um

t-PDGFRB

p-PDGFRB

t-AKT

Abb. 59: Western Blot-Versuch: konzentrationsabhingiger inhibitorischer Effekt der Verbindung 1 auf eine Signalkaskade
der NIH3T3 Zellen.

6.5  Selektivitatsprofile der Verbindungen 1 und 2

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Selektivititsprofile des DFGj,-Inhibitors 1 und des DFGgy-
Inhibitors 2 bei zwei unterschiedlichen Unternehmen (ProQinase und DiscoveRy) aufgenom-
men. Bei der Fa. ProQinase wurde ein aktivitdtsbasierter Kinaseassay mit einer Inhibitorkon-
zentration von 1 pM an 300 Kinasen aufgenommen. Das Selektivititsprofil der Verbindung 1
zeigt eine Restaktivitidt von unter 50 % fiir insgesamt 48 von 300 Kinasen, wobei 16 von die-
sen 48 Kinasen zu der Familie der Rezeptortyrosinkinasen gehdren. Daraus ergibt sich ein
Selektivitiatswert von Sso = 0.16. Besonders hervorzuheben ist die Restaktivitit der Zielkinase

PDGFRS, die bei 1 % liegt (vgl. Abb. 60 A).

Das Selektivititsprofil des DFGgy-Inhibitors 2 zeigt, dass bei einer Inhibitorkonzentration von
1 uM insgesamt nur 4 von 300 Kinasen eine Restaktivitdt von max. 50 % aufweisen. Das deu-
tet auf eine hohe Selektivitit hin (Sso = 0.013). Die Zielkinase PDGFRJ (18 %) und die nah
verwandten Tyrosinkinasen RET (10 %) und VEGFR2 (5 %) zeigen eine sehr niedrige
Restaktivitét auf (s. Abb. 60 B). Das vollstindige Selektivititsprofil der beiden Verbindungen
in Form einer Tabelle ist im Anhang auf Seite 162 eingefiigt.
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Abb. 60: Selektivititsprofile der Verbindungen 1 und 2. Ergebnisse des aktivitdtsbasierten Kinaseassay der Fa. ProQinase.
Adaptiert nach Manning.™”

Es wurden Selektivititsprofile der beiden Verbindungen 1 und 2 bei der Fa. DiscoveRy in Auf-
trag gegeben. Dabei handelt es sich um einen bindungsbasierten Selektivititsassay, bei dem
die kompetitive Verdringung des nicht spezifischen Inhibitors Staurosporin detektiert wird
(vgl. Kap. 5.4.2). Der Selektivitdtsassay wurde mit einer Inhibitorkonzentration von 1 uM an
97 Kinasen durchgefiihrt. In der Abbildung 61 sind die Ergebnisse des Selektivititsassays
dargestellt. Analog zu der Darstellung in der Abbildung 60 werden Kinasen mit einer Rest-
bindung von Staurosporin von unter 50 % in Form von roten Kreisen gezeigt. Die Verbindung
2 fiithrt bei 11 von 97 Kinasen zu einer Restbindung von unter 50 % des Staurosporins, wobei
die 11 genannten Kinasen alle zu der Familie der Rezeptortyrosinkinasen gehdren (Sso =
0.11). Die Zielkinase PDGFR[3 wird dabei vollstindig von der Verbindung 2 besetzt. Im Ver-
gleich zu dem aktivitdtsbasierten Kinaseassay zeigen die Kinasen PDGFRa, RET und
VEGFR2 eine Restbindung von Staurosporin von 0 %. Des Weiteren erkennt man, dass die
Kinase ABLI, die bei diesem Testsystem sowohl in der phosphorylierten als auch in nicht
phosphorylierten Form vorlag, unterschiedlich stark von der Verbindung 2 kompetitiv gebun-
den wurde. Die nicht phosphorylierte Form (Restbindung von 0.6 %) wurde viel stirker ge-
bunden als die phosphorylierte Form (Restbindung von 67 %). Das ist ein weiteres Indiz fiir

einen DFG,,-Bindemechanismus der Verbindung 2.
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Abb. 61: Selektivititsprofile der Verbindungen 1 und 2. Ergebnisse des bindungsbasierten Selektivititsassay der Fa. Dis-
coveR,. Adaptiert nach Manning

Die Verbindung 1 zeigt eine hohe Bindeaffinitit (Restbindung von < 50 %) gegeniiber 21 von
97 Kinasen (Sso = 0.22). Dieses Ergebnis entspricht in etwa dem des aktivititsbasierten
Assays. Besonders hohe Affinitit zeigt die Verbindung 1 gegeniiber PDGFRJ (0.7 %), RET
(2 %) und KIT (2.6 %). Das vollstidndige Selektivititsprofil der beiden Verbindungen in Form
einer Tabelle ist im Anhang auf Seite 169 hinterlegt.
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7. Diskussion

7.1  Diskussion der biologischen und computergesttitztelargebnisse der DFG,-Serie

Ein Ziel dieser Arbeit war es, mittels einer congrgestiutzten Optimierung die Bindeaffinitat
der Leitstrukturl (DFGp-Serie) gegeniuber PDGBRuU verbessern. Zu Beginn deocking
Studien wurde der elektronische Einfluss destaSubstituenten auf die Bindeaffinitat der
para-standigen Hydroxygruppe untersucht (vgl. Kap. .3Z2)sétzlich zu de®ocking Studien
wurden mit Hilfe des Programms ,Epik" pKa-Werte gara-standigen Hydroxygruppe be-
rechnet. Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen iddoktiven und dem mesomeren
Effekt der Substituenten und der berechneten Aitidier phenolischen Hydroxygruppe in
para-Stellung festgestellt werdeMetaSubstituenten mit einem -I/-M- bzw. einem +I/+M-
Effekt sollten je nach Auspragung des Effektes nsstd@edlich stark den pKa-Wert im Ver-
gleich zu der Leitstruktut erhohen bzw. senken. Den starksten +1/+M-Effekgteederme-
ta-Dimethylamin-Substituent durch eine Steigerungml€a-Wertes depara-Hydroxygruppe
von 9.8 (Verbindund) auf 12 (Verbindun@0). Neben dem negativen induktiven Effekt der
Halogene (Cl, F) sorgten vor allem Substituentet emmiem -M-Effekt (NQ) fur eine Sen-
kung des phenolischen pKa-Wertes. Theoretischesditr elektronenziehende Einfluss der
metaSubstituenten fir eine starkere Polarisierbardteifpara-standigen Hydroxygruppe und
somit zu einer Starkung der H-Briickenbindungen @dwes dem Liganden und dem Protein
fihren und damit die Bindeaffinitat verstarken. \@lem sollte durch die starkere Polarisie-
rung der Hydroxygruppe die Aciditat soweit erhotgrden, dass in Abhangigkeit von dem
pH-Wert ein Phenolat-lon gebildet werden kdnntes Basbilden eines Phenolat-lons wirde
die Bildung einer ionischen Bindung zwischen denwArund der Aminogruppe des Lys634
ermdglichen, wodurch die Bindeaffinitat weiter g sollte. Die Ergebnisse dPocking
Studien lieferten entgegen den Erwartungen keinerefaiion zwischen den berechneten
pKa-Werten und deGlidescoreqvgl. Kap. 3.2, Tab. 4Die Variation demetaSubstituenten
mit unterschiedlichen elektronischen Eigenschafteigte keine signifikante Senkung oder
Steigerung der berechneten Bindeaffinitaten deandgn im PDGFR-Homologiemodell.
Ein Grund fir dieses Ergebnis kdonnte die in BerckingStudien verwendete starre Kristall-
struktur des Proteins sein. Unter nattrlichen Bguligen gibt es eine gegenseitige konfor-
melle Anpassung zwischen der Kinase und dem Ligande bei derDockingStudien ver-
wendete Kristallstruktur stellt dagegen eine stdimmentaufnahme des Proteins dar. Wah-

rend desDockingswird die Konformation des Liganden, aber nicht des Proteins variiert.
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Zur Berucksichtigung der konformellen Veranderumg &roteins konnte das Prograrm
duced fit Dockingverwendet werdeli® Dabei werden der Inhibitor und das Protein dyna-
misch aneinander gedockt. Diese Berechnungen simdzeitaufwendig und eignen sich da-
her nur bedingt fur eiscreeningDa anhand debockingErgebnisse keine eindeutige Aus-
sage bezuglich des elektronischen Einflussesng¢aSubstituenten getroffen werden konnte,
sollten ausgewahlte Verbindungen synthetisiert bimdhemisch auf den jeweiligen Einfluss

untersucht werden.

Des Weiteren wurde neben dem elektronischen auchstgische Einfluss demeta
Substituenten bezlglich einer besseren Anpassuniiganden an die Bindetasche des Pro-
teins (PDGFR) durch Verdnderung der Grol3e der Substituenteersuntht. Die computer-
gestltzten Ergebnisse der Variation der steris@prachsvollenrmetaSubstituenten zeigten
einen Zusammenhang zwischen der LangendetaSubstituenten (Methoxy, Ethoxy, Pro-
poxy) und dem Anstieg der berechneten Bindeaftinjglanger der Substituent, desto hoher
die Bindeaffinitat (vgl. Tab. 5). Die Ursache fiie teigerung der berechneten Bindeaffinitat
gegenuber dem PDGPBRHomologiemodell durch den Einsatz eines steris@pauchsvolle-
ren metaSubstituenten liegt in der besseren AnpassunglLagmden an die hydrophobe
Tasche I. Neben den Alkylethern wurden auch Allstein ihrer Lange variiert, wobei die
erstgenannten den zweitgenannten in BeokingErgebnissen Uberlegen waren. Zum einen
kénnte diese Differenz der berechne@idescoresaufgrund der konformellen Unterschiede,
bezogen auf den Bindungswinkel, zustande kommem @inderen kénnte es an den elektro-
nischen Eigenschaften des Alkylethers liegen. Seoiite der Austausch der Methoxygruppe
durch einen sterisch anspruchsvolleren Alkylettstree einer Steigerung der biologischen
Aktivitat des DFGy-Inhibitors gegentber PDGPBRuhren.

Basierend auf deBockingErgebnissen wurden die Verbindundef 33, 37, 44, 48 und 49,
die sowohl den elektronischen als auch den starmsé&hinfluss bertcksichtigen, synthetisiert
(s. Tab. 16).
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Tabelle 16: Ubersicht der synthetisierten Molekiile.

O,

MeO S R!
N
MeO' OH
OMe R?

# R! R? Glidescore
27 -OMe -OMe -11.5
33 -Cl -H -10.6
37 -Cl -Cl -10.1
44 -OEt -H -11.9
48 -OMe -Cl -11.4
49 -OEt -Cl -11.7

Aus dieser Reihe wurden die zwei Verbindun@3und 44 in einem Proliferationsassay an
der U87-MG-Zelllinie untersucht. Mit Hilfe der Varidung 33 wurde der elektronische und
mittels der Verbindung4 der sterische Einfluss verifiziert. Die Ergebniges Proliferations-
assays zeigten, dass die Einfihrung eines steamsspruchsvolleren Restes (OEt) im Ver-
gleich zu der Methoxygruppe der Verbinduhgu keiner signifikanten Steigerung der Bioak-
tivitat fuhrte (vgl. Kap. 6.1, Abb. 50). Die VerbinduAg zeigte analog zu der Leitstruktir
zwar einen zytostatischen, jedoch keinen zytotdveacEffekt. Im Vergleich dazu wies die
durch Chlor substituierte Verbindu®@ neben der zytostatischen auch eine zytotoxischie Wi
kung auf. Dabei wies die gefittete Dosis-Wirkungsrie keinen sigmoidalen Verlauf und
somit auch keinen 100 %igen zytotoxischen Effekt Bxer Grund fir das Fehlen der zyto-
toxischen Wirkung kénnte unter anderem an pharmaktikchen Eigenschaften wie Absorp-
tion, Distribution, Metabolismus und Elimination@ME) der Verbindunge und44 liegen.
Die Betrachtung dieser Eigenschaften und weitemem@ werden im Kapitel 7.3 am Bei-
spiel der Verbindung ausfiihrlich beschrieben.

Die Hemmaktivitaten der Leitstruktdrund den VerbindungeB3 und 44 unterscheiden sich
bezuglich deDockingUntersuchungen und der Bioaktivitdt im Prolifevagsassay nur ge-
ringfiigig voneinander. Aufgrund der geringen Untarede und der Tatsache, dass bereits
Testdaten zu der Verbindudgvorhanden waren, wurde die potente Verbindligr weitere
biochemische Charakterisierung wie Kinaseassayiaieslot und Bestimmung des Selekti-
vitatsprofils fur den Vergleich zwischen DF&und DFGrInhibitoren ausgewahilt.
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7.2  Diskussion der biologischen und computergestttztelargebnisse der
DFGou-Serie

Mit Hilfe der computergestitzten Optimierung soliie Bioaktivitdt und die Selektivitat der
Leitstruktur 12 (DFGyyrInhibitor) gegentuber PDGHRverbessert werden. Im Rahmen der
Optimierung wurden unterschiedlich substituierteB®e- bzw. Nikotinsauren zu einer besse-
ren Adressierung des lipophilen Bereichs der tief@sche variiert. Zusatzlich zu den
Benzamiden wurden auch Harnstoffderivate desiggit ap. 3.3). Besondere Aufmerksam-
keit wurde dem Substituenten 4-(4-Methylpiperazighinethylbenzoesaurel(7), der von
Imatinib abgeleitet wurde, gewidmet. D®ckingErgebnisse der DFRSerie zeigten, dass
die Verbindunger? (Glidescore= -15.1) unds0 (Glidescore= -14.7) die hochste Affinitats-
steigerung gegenuber dem Homologiemodell von PO§&GRRVergleich zu der Leitstruktur
12 (Glidescore= -13.4) hatten. Der berechnete Bindemodus ddriMdung?2 zeigte aul3er-
dem, dass der eingefuhrte 4-Methylpiperazinresttdelophoben Bereich der tiefen Tasche
adressiert und zusatzlich eine weitere H-Bruckeshiong zu dem Protein am Ausgang der
tiefen Tasche ausbildet (vgl. Kap. 3.3). BasieranfldenDockingErgebnissen wurden die
Verbindunger?, 50, 60, 62 und66 synthetisiert und biochemisch untersucht.

Die Ergebnisse des Proliferationsassays zeigtesg dldle getesteten DEggInhibitoren, mit
Ausnahme der Verbindun@2, konzentrationsabhéangiginen zytostatischen bzw. zytotoxi-
schen Effekt gegenuber der U87-MG-Zelllinie hab&nch bei hohen Inhibitorkonzentra-
tionen der Verbindun§2 konnte keine zytotoxische Wirkung im Proliferasassay erreicht
werden. Die Verbindungehund44 zeigten den starksten antiproliferativen Effekyeygliber
den U87-MG-Zellen, wobei der Inhibit@neben dem Referenzinhibitor Imatinib die starkste
Hemmwirkung zeigte. Mit Hilfe dieser Ergebnisse ktam die von der Software berechneten
Affinitats-Tendenzen auch biochemisch bestatigtderer Basierend auf den Ergebnissen des
Proliferationsassays wurde die am besten wirkeredgvé&rbindun@ (DFGoSerie) fur die
weitere biochemische Charakterisierung und denl®etg mit dem DFG-Inhibitor 1 ausge-

wahlt.

Seite | 80



Diskussion

7.3  Gegenuberstellung der DFG- (Typ-1) und DFG gy -Inhibitoren (Typ-I11)
bezuglich ihrer Affinitdt und Selektivitdt gegentbe PDGFR[3

Eines der zentralen Ziele dieser Arbeit war eingedbéberstellung der DR (Typ-1) und
der DFGyrinhibitoren (Typ-ll) bezlglich ihrer Affinitat undSelektivitat gegeniber
PDGFR3. Fur die genannte Gegenuberstellung wurde aus d&,/pE&erie die potenteste
Verbindung2 und aus der DF-Serie die bereits entwickelte Verbindutigaufgrund der
potenten Wirkung und einer bereits zum Teil duréhigegen Charakterisierurd’ ausge-
wahlt. Die Ergebnisse der biologischen Testungeali(Brationsassay, Western Blot, Kinase-
assay) der beiden Verbindungkennd?2 sind in der Tabelle 17 gegenibergestellt.

Tabelle 17: Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung/eiindungent und 2. ICse-Wert: Inhibitorkonzentration,
bei der PDGFR zu 50 % inhibiert wurde (ATP-Konzentration 10 piyp: Inhibitorkonzentration, bei der im Western Blot
das jeweilige phosphorylierte Protein nicht mit dentikdrper detektiert werden konntesgSQuotient zwischen der Anzahl
der inhibierten Kinasen, die eine Restaktivitdt bRestbindung zu < 50 % aufweisen, gegen die Geshhdea getesteten
Kinasen. Je kleiner der Wert, desto selektiveniidbindung. * Aufgrund von schwacher inhibitoriscWgirkung im analy-

sierten Bereich konnte der TGI-Wert nicht ermittedrden.

Testsystem Verbindung 1 Verbindung 2
Glidescore -11.5 -15.1

ICs0 (PDGFR, 10 jm ATP) 20 vl 19 v

TGI (us7-MG, 48 h, Resazurin) - 85+ 23 M
ICND (NIH3T3, 45 min, Western BIPDGF-FB) 1 pm 1pm

|CND (NIH3T3, 45 min, Western BIoAKT) keine Inhibition 1w

ICND (NIH3T3, 45 min, Western BICERK) 1pm 1pm

S50 (1 v, aktivitatsbasiert, 300 Kinasen, ProQinase) 0.16%! 0.013

SSO (1 M, bindungsbasiert, 97 Kinasen, DiscoveRx) 0.22 0.11

Die beiden Verbindungerl und 2 inhibieren die Zielkinase PDGIBRIm niedrigen
nMm-Bereich (s. Tab. 17). Obwohl die Hemmwirkung deidien Inhibitoren im Kinaseassay in
einem ahnlichen Bereich liegt, unterscheidet dich zellulare Wirkung deutlich voneinander.
Der DFG,-Inhibitor 1 zeigt im Proliferationsassay an der U87-MG-Zeidibei den geteste-
ten Inhibitorkonzentrationen zwar einen zytostd#st jedoch keinen zytotoxischen Effekt
(vgl. Kap. 6.1.1). Das Fehlen der zytotoxischenkig konnte bis auf die Zelllinie HL-60
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auch in einem weiteren Proliferationsassay, in dem fiinf verschiedene Zelllinien (HL-60,
TK 10, 786-0, M14, MCF-7) verwendet wurden, beobachtet werden. Der Inhibitor 1 zeigte
somit bei vier von fiinf Zelllinien nur einen zytostatischen Effekt. Bei HL-60, einer humanen
Myeloblasten-Leukidmie-Zelllinie (PDGF-Signal-abhingig)’”, zeigte der getestete Inhibitor 1

einen schwachen zytotoxischen Effekt (Abb. 62).1%!

Verbindung 1
100 = HL-60
TK10
 GIso - 786-0
E - M14
2 1ol < MCF-7
=
<
]
Z
3 .CSO .
N
I
-100 -
9 8 7 6 5 4 3
log [Verbindung 1 (nm)]

Abb. 62: Dosis-Wirkungs-Kurven des DFG;,-Inhibitors 1 an fiinf unterschiedlichen Zelllinien. Veréndert nach Horbert.[*”!

Im Vergleich zu der Verbindung 1 zeigte der DFGgy-Inhibitor 2 einen dhnlich starken anti-
proliferativen Effekt gegeniiber der U87-MG-Zelllinie (TGI = 85 puM + 23 uM) wie die freie
Base des Referenzinhibitors Imatinib (TGI =75 uM £+ 5 pM, vgl. Kap. 6.1.2). Neben der freien
Base wurde auch das Mesylat des Imatinibs, das im Handelspriparat (Glivec®) enthalten ist,
an der U87-MG-Zelllinie getestet. Dieses zeigte eine stirkere antiproliferative Wirkung im
Vergleich zu der freien Base, was in der besseren Bioverfiigbarkeit des Salzes begriindet ist.!”
Deshalb wire es fiir weitere biochemische Untersuchungen interessant, die Verbindung 2 in
einen Mesylat zu iiberfiihren und die Hemmaktivitit im Vergleich zu der freien Base zu iiber-

priifen.

Fiir die Unterschiede der inhibitorischen Wirkung der beiden Verbindungen 1 und 2 auf zellu-
larer Ebene im Vergleich zu dem Kinasesassay konnte es mehrere Griinde geben. Zum einen
kann es an den pharmakokinetischen Eigenschaften (ADME) der Verbindung 1 liegen. ADME
steht fiir Absorption (Aufnahme in den Blutkreislauf), Distribution (Verteilung im Korper),
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Metabolismus (Stoffwechsel zu einer aktiven bzvakiiven Verbindung) und Elimination
(Ausscheidung). Auf die Zelle tbertragen steht Apson fir die Aufnahme des Inhibitors in
die Zelle (intrazellulare Bioverfugbarkeit). Danger Wirkstoff seine Wirkung in der Zelle
entfalten kann, muss dieser zunéachst die Zellmembaasieren. Die Membrangangigkeit der
Wirkstoffe hangt von ihrer Lipophilie ab. Die migeQikProp (Version 4.2) deschrddinger
Software berechnete Lipophilie der Verbinduh@og p fur Octanol/Wasser = 4.0) ist fast 1.5-
mal hoher als die der Verbindurdg(log p fir Octanol/Wasser = 2.8) und korreliert wher
schwacheren Bioaktivitat im Zellassay. Des Weitékénnte auch die unspezifische Bindung
an Proteine der Zelle zu einer Herabsenkung ddéprahterativen Wirkung fihren. Ein Hin-
weis darauf konnte das weniger spezifische Seléktbprofil der Verbindund. im Vergleich

zu der Verbindun@ darstellen (s. Kap. 6.3). Aul3erdem konnte diediérBindung wichtige
Hydroxygruppe des Inhibitors nach der AufnahmeienZklle mittels der zelleigenen Enzyme
zu einer inaktiven Form in einer Phase-llI-Reaktmatabolisiert und aus der Zelle ausge-
schieden werdefi?® Auch die Elimination in Form eines aktiven Trangpales Wirkstoffes
entgegen dem Konzentrationsgefalle durch Membnraspi@rter aus der Zelle heraus kommt
als mogliche Ursache in Frage. Es ist bekannt, Haskszellen Fremdstoffe (Xenobiotika)
aktiv mit Hilfe von Membrantransportern (z.B. P-Gbprotein) aus der Zelle beférdern und
somit Resistenzen gegen den eingesetzten Wirkatefbilden konnel®™® Aus diesem
Grund wurden Aufnahmestudien von dem Inhibitanit Caco-2-Zellen durchgefuiiff! Die
maximale intrazellulare Inhibitorkonzentration vé@ % wurde nach 60 min Inkubationszeit
erreicht. Die gemessene intrazellulare Inhibitodentration entsprach dabei der gemessenen
Konzentration im Medium. Diese Aufnahmerate sdbiée einer Inkubationszeit von 48 h fur
eine ausreichend hohe Inhibitorkonzentration irgitatar sorgen. Fur eine genauere Untersu-
chung dieses Phdanomens sind Metabolismusstudieweitekre Permeabitatstests an Caco-2-

Monolayern der beiden Verbindunggémind2 im Vergleich denkbar.

Eine weitere These bezlglich der unterschiedlicaetiproliferativen Wirkung der beiden
Inhibitoren1 und 2 betrachtet den Bindemodus dieser Verbindungen.@&Piarylpyrazin-
2-on 1 gehort zu den Typ-I-Inhibitoren und bindet kompetzu ATP in der aktiven Form
(DFG;,) der Kinase. Die physiologische ATP-Konzentratiorder Zelle betragt 1-10 m'®”!
Der Kinaseassay wurde dagegen mit einer ATP-Konaom von nur 10 M durchgefuhrt.
Die vergleichsweise hohe intrazellulare ATP-Koneatibn kdnnte dazu fuhren, dass die inhi-
bitorische Wirkung des Inhibitors gegentiber PDGHRherabsetzt wird. Zur Klarung dieses
Phanomens wurden zunachst Western Blot-Versuch&m@rsuchung der Phosphorylierung

der in der PDGFR-Signalkaskade nachgeschalteteaskmERK und AKT an der U87-MG-
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Zelllinie durchgefuihr?® Aufgrund der schwachen Exprimierung von PD@F$eitens der
U87-MG-Zelllinie konnte nur bedingt ein Einflusssdmhibitors1 auf die Phosphorylierung
des PDGF-Signalweges nachgewiesen werden. Deshatdewdie U87-MG durch die
PDGFR3-abhéangige NIH3T3-Zelllinie ersetzt. Wie bereitsd@m Kapitel 6.3.1 beschrieben,
konnte der DGEyInhibitor 2 im Western Blot-Versuch die Phosphorylierung vidFBR3
und den beiden im Signalweg nachfolgenden Kinagdeh And ERK bei einer Inhibitorkon-
zentration>1 pm inhibieren (vgl. Abb. 59, S. 73). Im Vergleich dahemmt der DF¢s
Inhibitor 1 nur die Phosphorylierung von PDFBRBNnd ERK ab einer Konzentration von 1
pM. Durch die Inhibierung der Signaltransduktion BRK wird die Zellproliferation von
NIH3T3 reduziert. Im Vergleich zu dem DEglInhibitor 2 weist der DFG-Inhibitor 1 aber
bei der Phosphorylierung von AKT keinen inhibitahien Effekt auf (vgl. Abb. 59, S. 74). Da
AKT ein negativer Regulator fir Apoptose ist, komast durch dessen Nichtinhibierung zu
keiner Induzierung der ApoptoSé. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von dem Pralife
tionsassay uberein, bei dem fir die Verbinddngur ein zytostatischer Effekt beobachtet
werden konnte (vgl. Kap. 6.1.1). Das bedeutet, d¢hsgohl die Kinase PDGHRdurch die
Verbindungl inhibiert wurde, die im Signalweg nachgeschaliGtease AKT trotzdem aktiv
blieb. Das aufgenommene Selektivitatsprofil dedberiVerbindungerd und 2 im Vergleich
konnte einen madglichen Erklarungsansatz fur di€sgsbnis liefern. Obwohl die Zielkinase
(PDGFRB) durch die Verbindund potent inhibiert wird (Restaktivitat 1 %), werdench
weitere 47 von 300 getesteten Kinasen deutlich mefte(Restaktivitat unter 50 %). Der
intrazellulare Signalweg ist ein komplex verzweggtdetzwerk aus unterschiedlichen Kina-
sen, wobei didDownstreamKinase AKT von mehrerellpstreamKinasen aktiviert werden
kann. Die schlechtere Bioverfuigbarkeit der Verbmgld im Vergleich zu der Verbindung
konnte dazu fuhren, dass einige aufwarts liegendaden nicht von dem Inhibitdrin ihrer

Bioaktivitdt gehemmt werden, weshalb es zur Phaggieoung von AKT kommt.

7.3.1 Kinetische Untersuchung des DF&-Inhibitors 2 im PDGFR Kinaseassay

Die Verbindung? (Sso = 0.013) zeigt im Selektivitatsprofil der Fa. Piogse eine 10-mal so
hohe Selektivitat wie die Verbindurig(Sso = 0.16). Dieses Ergebnis muss aber kritisch be-
trachtet werden, da in den aktivitdtsbasierten g@aasays hyperphosphorylierte Kinasen
verwendet wurden, bei denen das Gleichgewicht aeff 8eite der aktiven DR
Konformation liegt. Bei der Verbindur@gghandelt es sich um einen Typ-Il-Inibitor, der bevor
zugt die inaktive Konformation (DFR§z) der Kinase bindet. Wie bereits im Kapitel 1.4 be-

schrieben, binden die Typ-ll-Inhibitoren zwar ni&oimpetitiv zu ATP, weisen aber eine lang-
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samere On-/Off-Kinetik im Vergleich zu den Inhibga des Typ-l auf. Dadurch werden die
Typ-ll-Inhibitoren in dem aktivitatsbasierten Assaft negativ detektiert. Diese Hypothese
kénnte durch die Ergebnisse des bindungsbasiedsays untermauert werden. Die Konfor-
mation der Kinase spielt im bindungsbasierten Keaasay der Fa. DiscovgRine geringe
Rolle. Dies spiegelt sich auch im Selektivitatsprdér getesteten Verbindungénund 2 wi-

der. Der $-Wert der Verbindungdl (0.22) ist doppelt so hoch wie der der Verbindinhg
(0.11). Das heildt, dass die Verbinduhg dem bindungsbasierten Kinaseassay eine deutlich

niedrigere Selektivitat als im aktivitatsbasierfessay hat.

Zur Uberprifung des Bindemodus und der On-/Off-iikneler Verbindung2 wurde eine
Messreihe mit unterschiedlichen Prainkubationsmeita PDGFM-Kinaseassay durchge-
fuhrt. Wie ahnliche Arbeiten von Iwagt al. zeigten, kommt es bei einer l[angeren Prainkuba-
tion des DFGyrInhibitors mit der Kinase und damit verbundenendging des Inhibitors in
die inaktive Form der Kinase zu einer Verschiebdeg Gleichgewichtes von der aktiven zu
der inaktiven Form. Da die DR Inhibitoren zwar eine langsame On-Bindungs-Kinatier
auch eine deutlich langsamere Off-Dissoziationsekkn aufweisen, kommt es nach einer
Prainkubationszeit von 120 min zu einer Erniedrgguies IG-Wertes des Inhibitors TAK-
593 im Vergleich zu dem Wert bei t = 0 min um dekter 6.5 (s. Abb. 63§

— 120-
2 ] —— Omin
§ 1907 —=— 5min
S | 80-. 10min
% 60 —— 15min
N 40! « 20min
o .
S | —— 30min
T 2 NN ~ 45min
> 01 — —— 60min
% -20+——————7—1—1—1 — 75min
% 43 12 11 10 9 8 -7 6 -5 -4 . gomin
E log [Inhibitor (n m)] —— 105min
x .
~— 120min

Abb. 63: ICs-Bestimmung (PDGFB) von dem DFG,-Inhibitor TAK-593 bei unterschiedlichen Préainkuioasszeiten. |Gy
Wert bei t = 0 min:; 15m % 2.7nMm, ICs-Wert bei t = 120 min: 2.3wmz 0.36nM. Verandert nachwatal™

Dieser Effekt konnte auch fur die VerbinduBdei unterschiedlichen Prainkubationszeiten
beobachtet werden (vgl. Kap. 6.2.2). Dabei wurdaee éflessreihe mit Prainkubationszeiten

zwischen 0 und 120 min und einer ATP-Konzentration 1 v durchgefihrt. Der dabei ge-
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messene I§-Wert zum Zeitpunkt t = 0 min von 143/nwvurde nach einer Prainkubationszeit
von 120 min um den Faktor 7 auf eined@/ert von 20 m gesenkt. Die gefitteten Sigmoid-
funktionen nach 30 und 60 min Prainkubation wurdender Auswertung vernachlassigt (vgl.
Abb. 55). Diese Kurven sind nicht reprasentativsigabei niedrigen Inhibitorkonzentrationen
keine 100 %ige und bei hohen Inhibitorkonzentragiokeine 0 %ige Kinaseaktivitat errei-
chen. Der Grund fir die Abweichung kdnnte ein Aakefaufgrund des manuellen Pipettierens
sein. Da dieses sehr zeitaufwendig ist, kann esteveichungen der Inkubationszeiten inner-
halb des Assays kommen (Platteneffekt). Ein Pipettboter wirde die Genauigkeit bei den
kleinen Volumina und der Zeit erhbhen. Des Weitekennte die Raumtemperatur nicht in
allen Raumen konstant gehalten werde, so dass 8stesankungen von mind. 4 °C gekom-

men ist.

Grundsatzlich lasst sich anhand der Ergebnissekidetischen Untersuchungen feststellen,
dass der DFGInhibitor 2 eine langsamere On-/Off-Kinetik als der DRGhibitor CP-

673451 zeigt und somit die VerbinduBginen Typ-lI-Bindemodus aufweist. Eine langsame
Bindegeschwindigkeit und eine gleichzeitig viel daamere Dissoziationsgeschwindigkeit,
die bei Inhibitoren des Typ-Il vorgefunden wird{ leene hohere Selektivitat zur Folge. Dabei

gibt es zwei gangige Mechanismen, die die langs@améOff-Bindekinetik beschreibéfr’

One-stepBindemechanismus:

ky[1]

E<—EI

Two-stepBindemechanismus:

ki
E=—=EI ——E*]

ky

Eine langsame Bindungskonstaritg (iInd eine noch langsamere Dissoziationskonstégjte (
die bei demOne-stepBindemechanismus beobachtet wird, fihren zu eilz@rgsamen An-
fang der Hemmung. Ein Beispiel fur déme-stepAblauf stellt derangiotensin-converting
Enzym (ACE) Hemmer Captopril d&F Bei dem Two-stepBindungsmechanismus gibt es
zwei Schritte, bis sich ein Gleichgewicht der Inerang eingestellt hat. Die Bildung des En-
zym-Inhibitor-Komplexes (El) im ersten Schritt ldgtbei einen schnellen Verlauf. Die darauf

folgende Bildung eines stabileren Enzym-Inhibitayriplexes (E*I) verlauft dagegen lang-
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samer. Dadurch kommt es zu einer optimierten kométlen Anpassung zwischen dem
Liganden und dem Protein, wodurch die Dissoziatiesshwindigkeit verlangsamt wird. Im
Fall des DFGyrInhibitors2 kommt es wahrend der Préinkubationszeit zu einafdtmellen
Anderung des PDGHRvon der aktiven in die inaktive Form. Dabei komestzur Bindung
des Inhibitors und zur Bildung des stabilen Enzymibitor-Komplexes. Die Bildung des
Komplexes sorgt fir eine langsame Off-Dissoziatj@sshwindigkeit und somit fiir eine h6-
here Selektivitat. Da es sich sowohl bei der Vatbirgl als auch dem Referenzinhibitor CP-
673451 um einen Typ-I-Inhibitor handelt, sollte lawtie Verbindundl eine Prainkubations-
zeiten-unabhangige Hemmung im Kinaseassay zeiggin Kap. 6.3.2). Fir das Bindungs-
verhalten der Verbindund wuirde das bedeuten, dass der Inhibitor eine schnelle On-
Bindekinetik aber auch eine schnelle Off-Dissomiaggeschwindigkeit zeigt. Dies sollte fur
eine niedrigere Selektivitat sorgen. Zur Uberprigfaieser These sollte der Kinaseassay mit

den unterschiedlichen Prainkubationszeiten aucldeniverbindund. durchgefihrt werden.

7.4  Untersuchung der UV-Stabilitat der Verbindungen 1 wnd 2

In der Gruppe von Prof. Dr. C. Peifer konnten lererfolgreich mehrere photoaktivierbare
Prodrugsvon Kinaseinhibitoren hergestellt werd&#®® Durch Einbringen einer photolabi-
len Schutzgruppe (PPG) werden dabei zunachst ueakirbindungendaged compoungls
geschaffe®¥ Dabei wird das Pharmakophor durch eine kovaleielug zur photolabilen
Schutzgruppe blockiert. Die biologisch inaktiverrbdadungen kénnen dann durch Bestrah-
lung mit Licht einer geeigneten Wellenlange wiedktiviert werden. Durch die lokal und
zeitlich induzierte Aktivierung desaged compoundst eine lokal erhdhte Freisetzung des
Wirkstoffs im Zielgewebe und eine gleichzeitige Mémderung von Nebenwirkungen denk-
bar. Des Weiteren kdonnten photoaktivierbBredrugsauch als pharmakologiscii@ols fir

kinetische und mechanistische Untersuchungen dienen

Bevor ein Inhibitor fur das Photerodrug-Projekt eingesetzt werden kann, sollten Bestrah-
lungsversuche bezlglich der UV-Stabilitdt der awstdten Verbindung durchgefuhrt wer-
den. Deshalb wurden die Verbindungkenind 2 mit einer LED-UV-Lampe der Wellenlange
365 nm fur 5 min mit 5.4 Watt bestrahlt. Anschlis@avurden die Proben mittels HPLC un-
tersucht (s. Abb. 64).

Die Verbindungerl und 2 wurden wahrend der Bestrahlung unspezifisch zaré¢etAbb. 64

B und C), sodass die dabei entstandenen Produdtieisoliert werden konnten. Daraus folgt,
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dass die 3,5-Diarylpyrazin-2-one nur bedingt als Ausgangspunkt fiir das PPG-Projekt geeignet
sind. Es wire aber denkbar, eine geeignete Schutzgruppe zu finden, die mit Licht einer lange-
ren Wellenlénge, bei der die Pyrazin-2-one stabil bleiben, abgespalten werden kann. Das UV-
Absorptionsspektrum der Verbindung 2 zeigt, dass 2 UV-Licht oberhalb der Wellenlédnge von
450 nm nicht mehr absorbiert (s. Abb. 65). Somit sollte der Inhibitor 2 bei hoheren Wellen-

langen chemisch stabil bleiben.

3,5-Diarylpyrazin-2-one, deren PPG mit Licht einer Wellenldnge > 450 nm abgespalten wer-
den kann, sollten sich fiir das PPG-Projekt eignen. Zum Zeitpunkt der angefertigten Arbeit

konnte noch keine entsprechend geeignete Schutzgruppe in dem PPG-Projekt etabliert wer-

den.
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Abb. 64: UV-Stabilitdtsuntersuchungen der Verbindungen 1 und 2. Verbindung 1: A) Vor der Bestrahlung. B) Nach der Be-
strahlung der Probe in DMSO mit der Wellenlénge von 365 nm filir 5 min und einer Leistung von 5.4 W. Verbindung 2: C)
Vor der Bestrahlung. D) Nach der Bestrahlung der Probe in DMSO mit der Wellenldnge von 365 nm fiir 5 min und einer
Leistung von 5.4 W.
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Abb. 65: UV-Absorptionsspektrum am Beispiel der Verbindung 2.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Allein in Europa gab es im Jahr 2012 3.5 Milliong¢auerkrankungen an Krebs. Fur das Jahr
2015 prognostizierte die WeltgesundheitsorganisafyHO), dass die Zahl der Neuerkran-
kungen ansteigen wiftf! Deshalb ist die Entwicklung von neuen Wirkstoffgegen die ver-
schiedenen Krebsarten von grof3em Interesse, sdimotlle Wissenschatt, die klinische An-
wendung als auch fir die Gesellschaft. Seit deagaing von Imatinifl im Jahr 2001 wer-
den in der Krebstherapie neben den klassischenst&ika vermehrt Kinaseinhibitoren als
Chemotherapeutika gegen unterschiedliche Zielkmassgesetzt. Bei der Mehrheit der aktu-
ell zugelassenen Kinaseinhibitoren handelt es githATP-kompetitive Typ-I-Inhibitoren,
weshalb es aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiteder ATP-Binderegion der unterschied-
lichen Kinasen wahrend der Behandlung mit Kinagbitdren zu schweren Nebenwirkun-
gen, bedingt durch geringe Selektivitat, kommemkaml. Kap. 1.4)*” Deshalb spielt neben
der Affinitat auch die Selektivitat bei der Entwigkg von neuen Kinaseinhibitoren eine

wichtige Rolle!™!

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 3,5-Diarylpyrazioi2 DFG,- und DFGrInhibitoren hin-
sichtlich der Affinitdt und Selektivitat gegenub®DGFR3 mittels Molecular Modeling
Studien optimiert. Sie wurden anschliel3end syrdlegtiund biochemisch verifiziert. Basie-
rend auf den Ergebnissen der biochemischen Untausgen wurden die DR und DFG-

Inhibitoren miteinander verglichen.

8.1  Ergebnisse der Optimierung der DFG,-Serie

Im Rahmen der Optimierung der 3,5-Diarylpyrazinf2foFG,-Serie wurde zunachst virtuell
im PDGFR3 Homologiemodell der elektronische Einfluss der gbmsdenen meta
Substituenten auf die Polarisierbarkeit und sorait die Bindeaffinitat dempara-standigen
Hydroxygruppe zu den Aminosauren Lys634 und Asp8dtersucht. Parallel dazu wurden
sterisch anspruchsvollmetaSubstituenten bezuglich der Anpassung des Inhmgigm die
Bindetasche variiert. Di®ockingErgebnisse hinsichtlich des elektronischen Eisfssdes
metaSubstituenten lieferten keinen eindeutigen Hinvaeié eine mdgliche Steigerung bzw.
Senkung der Bindeaffinitat des Inhibitors bezigRIIGFRB (vgl. Kap. 3.2.1). Die Anderung
der sterisch anspruchsvollemetaSubstituenten in ihrer GrélRe, insbesondere detadigsh
der Methoxy- durch eine Ethoxy-, Propoxy- sowie @&wygruppe, sorgte in deBocking
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Studien abhangig von der Lange der Alkylkette fileeSteigerung der berechneten Bindeaf-
finitat (vgl. Kap. 3.2.2).

Basierend auf deWolecular DockingStudien wurden Kandidaten fir die anschliel3ende bi
logische Untersuchung ausgesucht und von D. SchmdRahmen seiner Bachelorarbeit
unter meiner Anleitung erfolgreich synthetisierte [3ynthese der in der Tabelle 18 dargestell-
ten Verbindungen konnte in einer von J. Schid<¥&! entwickelten Syntheseroute in sechs
Syntheseschritten realisiert werden. Zusammenfdsk#sst sich sagen, dass die etablierte
Syntheseroute optimiert und die Zielmolekile ineguAusbeuten erhalten werden konnten
(val. Kap. 4).

Tabelle 18: Ubersicht der Zielmolekiile.

H
0, N
MeO. X R!
N
MeO OH
OMe R?
1

# R R?

1 -OMe H
27 -OMe -OMe
33 -Cl -H
37 -Cl -Cl
44 -OFEt -H
48 -OMe -Cl
49 -OFEt -Cl

Die synthetisierten Verbindung&3 und44 wurden anschliel3end auf ihre biologische Aktivi-
tat in einem Proliferationsassay an der U87-MGH{itédl untersucht. Dabei zeigte die Verbin-
dung 44 im Proliferationsassay analog zu der Leitstrukturwar einen zytostatischen aber
keinen zytotoxischen Effekt. Im Vergleich dazu ktenim Proliferationsassay fur die Verbin-
dung 33 sowohl eine zytostatische als auch eine schwatdtaxysche Wirkung gegentber
der U87-MG Zelllinie detektiert werden. Somit zedlie Verbindung33 eine héhere Bioakti-

vitat im Proliferationsassay als die Verbindung

Fur den Vergleich der 3,5-Diarylpyrazin-2-on DFGnit den DFGyrInhibitoren wurde trotz
der geringfugig hoheren Hemmwirkung der Verbind@8gm Proliferationsassay die Verbin-
dungl ausgewahlt, da bereits biochemische Daten zurdveskindung vorgelegen haben.

Zusatzlich sollte Uberprift werden, ob die Verbingd durch eine Schitzung deara-
standigen Hydroxygruppe mit einer photolabilen $Szgwppe aldrodrug im Rahmen des
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PhotoProdrugProjektes eingesetzt werden kann. Die UV-Stalsht&rsuche, die in DMSO
durchgefuhrt wurden, zeigten jedoch, dass die 3aylpyrazin-2-one beim Bestrahlen mit
Licht einer Wellenlange von 365 nm zersetzt werdeaass sich die Pyrazin-2-one unter die-
sen Bedingungen nicht fir die beschriebene Anwegdeignen. Das aufgenommene UV-
Spektrum am Beispiel der VerbinduBgeigt, dass die Verbindung oberhalb der Wellerdang
von 450 nm kein UV-Licht mehr absorbiert. Durch Whl einer geeigneten PPG, wie z.B.
Bodipy®®®"! die mit einer Wellenlange > 450 nm abgespalterdamrkann, ware die Ver-

wendung der 3,5-Diarylpyrazin-2-one als PPG-gestb&@rodrugsdenkbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich datEgines PDGHRHomologiemodells

in der DFG,-Konformation fiir eine strukturbasierte Entwickludgr 3,5-Diarylpyrazin-2-on
Inhibitoren eignet. Im Rahmen der computerbasie@ptimierung bezuglich des elektroni-
schen Einflusses demnetaSubstituenten stiel3 das Modell jedoch an seineZére Es konnte
keine Korrelation zwischen der Auspragung des sdeikichen Einflusses und de@li-
descoregefunden werden. Die SAR kdnnen an dieser StellemiuHilfe von biochemischen
Untersuchungen verifiziert werden. Um eine fun@di&tissage bezlglich der SAR treffen zu
konnen, sollten die synthetisierten DF-@hibitoren in einem Kinaseassay auf inre Hemmak-

tivitat gegentiber PDGHRuntersucht werden.

8.2  Ergebnisse der Optimierung der DFG-Serie

Bei der Optimierung der 3,5-Diarylpyrazin-2-on Dfg&serie wurden unterschiedlich substi-
tuierte Benzoe- bzw. Nikotinsdurederivate flr eessere Adressierung des lipophilen Be-
reichs der tiefen Tasche variiert. Zuséatzlich za &snzamider2, 50-58 wurden auch die
Harnstoffderivatec9-66 designt und anschliel3end gedockt. DmckingErgebnisse ergaben,
dass die Verbindungehund50 die hochste Bindeaffinitdt gegeniuber dem PDGFH@molo-
giemodell aufwiesen QGlidescore 2=-15.1; 50=-14.7). Der Einsatz des Benzyl-4-
methylpiperazin-Rests in der VerbinduBgorgte in deMolecular ModelingStudien fur die
hdchste Steigerung der Bindeaffinitdt gegenuber RIDGFR Homologiemodell. Diese
Steigerung beruht auf der besseren Adressierungipagrhilen tiefen Tasche und der zusatz-
lichen Ausbildung einer Wasserstoffbriicke der Mealong2 zum Protein im Vergleich zu der

Ausgangsverbindung2.

Die Darstellung der DFggrInhibitoren konnte mit Hilfe der abgewandelten QFG

Syntheseroute nach Schlo$&érerfolgreich in 7 Syntheseschritten realisiert veerdDabei
Seite | 92



Zusammenfassung und Ausblick

konnten einige Syntheseschritte optimiert werdaim&chst konnte deBuilding Block11,
ausgehend von der Glyoxyl- und 3-Nitrophenylessigsdin 6 Schritten dargestellt werden.
Anschliel3end konnten die Benzamideind 50 durch Amidkupplung synthetisiert werden.
Nach anfanglichen Schwierigkeiten bei der Synthdse Verbindung2 konnte durch
Variierung der Kupplungsreagenzien eine geeignetest®llungsmethode durch Umsetzung
mit HATU und DIPEA als Base in der Mikrowelle beé) 8C gefunden werden. Die Ausbeute
des gewtinschten Produkswvurde von 1 % auf 43 % gesteigert. Deshalb warsirasvoll,
die veranderten Reaktionsbedingungen auch auf dist@lung des InhibitorsO zu adaptie-
ren, um dadurch gegebenenfalls die Ausbeute ddxingung50 (65 %) zu erhdhen. Zusatz-
lich konnten alternativ zu den Benzamid2rund 50 durch eine Umsetzung d&uilding

Blocks11 mit Isocyanaten die Harnstoffderiva®, 62 und66 erfolgreich dargestellt werden.

Eine neue Syntheseroute zur Darstellung der Inddivizthylaminderivate, die J. Schlosser
im Rahmen seiner Doktorarbéit wahrend der Oxazolsynthese (DiESerie) entdeckte,
wurde auf ihre Robustheit untersucht. Mittels dieSgntheseroute konnten die unterschied-
lich substituierten Indolderivate in drei Synthetegten, ausgehend von den 2-Nitrophenyl-
essigsauren, realisiert werden. Die fur die Syrheotigten Ausgangsverbindungen konn-
ten erfolgreich in zwei Syntheseschritten durcheeitNS-Reaktion nach Makos%4 und
anschlieBender Hydrolyse des Nitrils dargestellrder. Die Reaktionsbedingungen der
Oxazolsynthese konnten erfolgreich optimiert untldie Synthese der DR urSerien adap-
tiert werden. Des Weiteren wurde eine milde MethpgieReduktion der Nitrogruppe in An-
wesenheit von Chlor- und Bromsubstituenten der ObeelZ30 und131 unter der Verwendung
des Natriumdithionit&” gefunden. Im letzten Syntheseschritt konnten sielsgterschiedlich
substituierte Indol-2-yImethylaminderivate38-144 erfolgreich durch Oxazolspaltung und
anschlieBender Ringschlussreaktion in guten Ausbedargestellt werdéff! Somit wurde
die Robustheit dieser neuen DarstellungsmethodeigieAls Erweiterung der vorgestellten
Syntheseroute ware es denkbar, neben den Indol- Bemzofuranderivaten auch die Ben-

zothiophen- bzw. Heteroaryl-2-ylmethylaminderivdtgzustellen.

Die synthetisierten DFgrInhibitoren 2, 50, 60, 62 und 66 wurden anschlielend in einem
Proliferationsassay gegentuber der U87-MG-Zelllau ihre antiproliferative Wirkung unter-
sucht. Dabei wiesen alle getesteten REF@hibitoren (mit Ausnahme der Verbindurég)
sowohl eine zytostatische als auch zytotoxischekiig gegentber der U87-MG Zelllinie
auf. Im Verlauf der antiproliferativen Zelltestuhgt sich gezeigt, dass die Harnstoffderivate

im Vergleich zu den Benzamiden schlechter im vededen wassrigen Medium Iéslich wa-
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ren. Dies konnte eine Erklarung daftir sein, dassvdrbindunger60 und 66 auch bei hohen
Inhibitorkonzentrationen keine 100 %ige zytotoxisdaNirkung in den U87-MG-Zellen zeig-
ten. Der Unterschied in der Loslichkeit zwischen 8esnzamiden und den Harnstoffderivaten
konnte am Beispiel der Verbindung2nund 66 mit Hilfe des Programms QikProp bestétigt
werden: der log s-Wert fur Wasserldslichkeit derbifedung2 betragt-5.28 und der Wert der
Verbindung 66 betragt -5.95. Deshalb sollte die Ldslichkeit destverbindungen mittels
HPLC bestimmt und mit den berechneten Werten wargh werden. Die Verbindung@rund

50 zeigten im Vergleich zu den Harnstoffderivaten sligrkste antiproliferative Wirkung ge-
genuber der U87-MG-Zelllinie, wobei die VerbinduRglie héchste Zytotoxizitat besal3. Aus
diesem Grund wurde aus der DfgEserie die Verbindung fir weitere biochemische Unter-

suchungen und fir den Vergleich mit dem QHGhibitor 1 ausgewahlt

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gegirltdurbasierte Weiterentwicklung eines
3,5-Diarylpyrazin-2-on DF@Inhibitors unter der Verwendung des PDGFRiomolo-
giemodells in der DFgrKonformation erfolgreich durchgefuhrt werden kanrnDie mittels
der SchrodingerSoftware berechneten Affinitats-Tendenzen korrire mit der biologischen

Aktivitat im zellularen Assay (vgl. Kap. 7.2).

8.3  Vergleich der DFG,- bzw. DFGy-Inhibitoren 1 und 2

Obwohl die beiden Verbindungdn(ICso-Wert = 19 m) und 2 (ICso-Wert = 20 m) in dem
Kinaseassay gegenuber PDGFRine hohe Hemmaktivitat immBereich zeigen, unter-
scheidet sich ihre inhibitorische Wirkung auf zglher Ebene. Der Grund fur diesen Unter-
schied kénnte die Adressierung des nicht konsdendipophilen Bereichsdgep pockétdes
PDGFR3 seitens der Verbindur@ggsein. Wahrend der DRgzInhibitor 2 nebendemzytostati-
schen auch einen zytotoxischen Effekt aufweistgtzder DFG,-Inhibitor 1 ausschlief3lich
den zytostatischen Effekt gegentber der U87-MGHA®I (vgl. Kap. 7.3). Ein ahnliches Er-
gebnis konnte auch in den Western Blot-Versuchabdehtet werden. Dort zeigte die Ver-
bindung 2 eine konzentrationsabhangige Hemmung der Phosironryg der Kinasen
PDGFR3, AKT und ERK ab einer Inhibitorkonzentration vorutt. Dagegen zeigte die Ver-
bindungl in dem Western Blot-Experiment keine Hemmaktivgégentber der Phosphory-
lierung derDownstreamKinase AKT. Aufgrund einer besseren Bioverfugbarkeimmt die
Verbindung2 wahrscheinlich didJpstreamRezeptortyrosinkinasen von AKT. Der im bin-

dungsbasierten Selektivitatsassay der Fa. DiscoleRimmte Selektivitatswert {S= 0.22)
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war um den Faktor 2 schlechter als der Selektsxitétt der Verbindung (Sso = 0.11). Der
Unterschied der Selektivitatsprofile der beidenibitbren 1 (Ssp = 0.16) und?2 (Sso = 0.013)

im aktivitatsbasierten Kinaseassay der Fa. Pro@imes noch deutlicher, wobei dieser kri-
tisch betrachtet werden muss. Beim aktivitatsbesieAssay wird eine hyperphosphorylierte
PDGFR3-Kinase verwendet, bei der das Gleichgewicht aufSi#gte der DF¢-Konformation
liegt. Da es sich bei der VerbinduBgber um einen Inhibitor des Typs-1l handelt, devdr-
zugt in die inaktive DFGrKonformation der Kinase bindet, wird die Hemmwinkudieser
Verbindung oft negativ detektiert. Zur Bertcksiging dieses Effektes und zur Untersu-
chung des Bindeverhaltens der Verbind@wurden kinetische Untersuchungen im Kinase-
assay (PDGFR durch Variierung der Prainkubationszeit durchgefiAnhand der Ergebnis-
se konnte gezeigt werden, dass es sich bei deindentg 2 tatsachlich um einen Typ-II-
Inhibitor handelt, der eine langsame On-/Off-Kiketufweist (vgl. Kap. 7.3.1).

Im Vergleich zu der Verbindung zeigte der DF¢-Inhibitor 1 in der U87-MG-Zelllinie keine
Hemmaktivitat gegentber der PhosphorylierungdievnstrearrKinase AKT und induzierte
damit keine Apoptose der Krebszellen. Das Fehlenzg#otoxischen Effektes sollte zusatz-
lich an anderen Zelllinien, wie z.B. NHI3T3, midetines Proliferationsassays untersucht

werden, damit zellspezifische Effekte analysiertdea kbnnen.

Aufgrund der gleichzeitigen Inhibierung der zu PORBFah verwandten Tyrosinkinasen (c-
kit, VEGFR2 und ABL) sollte der im Kinaseassay im-Bereich wirkende, hochselektive
DFGoyrInhibitor 2 aul3erdem an weiteren Zelllinien auf seine antife@iive Wirkung getes-
tet werden, um herauszufinden, fur welche Krebbaziglsich der Inhibito2 als Wirkstoff am

besten eignet.

Bei der Behandlung von CML mit Imatinib traten le@igen Patienten als Folge einer Muta-
tion dergatekeepeAminosaure der BCR-ABL-Kinase Imatinib-Resistenzeril” Laut der
DockingStudien sollte die Verbindung nicht durch Mutation degatekeepers ihrer Bin-
deaffinitat gehindert werden. Zur Uberpriifung di€Beese sollten antiproliferative Untersu-
chungen mit Zelllinien durchgefuhrt werden, die diatierte und nicht mutierte BCR-ABL-
Kinase Uberexprimieren. Sollte sich diese Thes&hgen, konnte die Verbindurijals eine

Alternative zu Imatinib zur Behandlung von CML vesgntwickelt werden.
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Fur eine weitere biochemische Charakterisierung dewal Vergleich mit der Verbindung
ware es wichtig, toxikologische und pharmakokiradtes Untersuchungen, wie Metabolismus,

Bioverfugbarkeit und weitere Aspekte fur die Inbibenl und 2, durchzufuhren.

Zusammenfassend konnte am Beispiel der 3,5-Diarghpy-2-on DFGourInhibitoren ge-
zeigt werden, dass DFRggInhibitoren im Vergleich zu DFgInhibitoren eine héhere Selekti-
vitdt und eine starkere zellulare Hemmaktivitatveeisen. Da DFg-Inhibitoren nicht kom-
petitiv zu ATP binden und eine langsame On-/Offé&ik zeigen, kénnte dies eine Dosis-
reduktion im Vergleich zu &ahnlich potenten Typ-hilpitoren ermoglichen. Unerwinschte
Arzneimittelwirkungen koénnten somit gemindert bzwermieden werden. Es wére daher
sinnvoll, den in dieser Arbeit entwickelten hochigaden DFG,Inhibitor 2 alslead structure
beziiglich einer besseren Bioverfluigbarkeit weitepgtimieren, um die Bioaktivitat in ersten

Tierversuchen zu testen.
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9. Experimenteller Teill

9.1 Allgemeine Methoden

Die zur Synthese und Analytik verwendeten Chemgkahvurden von den Firmen ABCR,
Acros, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich und VWR bezog&me wurden ohne vorherige Aufrei-
nigung verwendet. Folgende Gerate wurden zur Auifyjang und Charakterisierung der syn-

thetisierten Substanzen verwendet:
Mikrowellensynthese:

Die Synthese wurde mittels Mikrowellensynthesizesddver der Fa. CEM durchgefuihrt. Die
Synthesen wurden mit einer max. Leistung von 10h\Reaktionsgefal3en (5 mL) und an-

schlieBender Luftkihlung durchgefinhrt.
Saulenchromatographie:La Flash, VWR
Saulenmaterial:
* LiChroprep Si 60 (25-40 pm), Merck KGaA
e LiChroprep RP-18 (25—-40 um), Merck KGaA
Lichtquelle:

Die UV-Stabilitatsversuche wurden mit einer LED-L@ender Firma Sahlmann Photochemi-

cal Solution eingesetzt:

365 nm: 12x Nichia NCSUO33B, 100 % 5.4 W
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NMR-Spektroskopie:

Die NMR-Spektren wurden mit den folgenden Geraten der FiBnaker bei 300 K gemes-
sen: ARX 300 (1H-NMR bei 300 MHz, 13C-NMR bei 75 MHind ARX 500 (1H-NMR bei
500 MHz, 13C-NMR bei 125.8 MHz). Zur besseren Zuowmty der Signale wurden zweidi-
mensionale Spektren (1H-1H-COSY, HSQC und HMBCpanobmmen.

Als interner Standard diente das Restsignal desifgen deuterierten Losemittels:
CDCly 1H 7.26 ppm (s)

13C 77.00 ppm (1)
DMSO-ds 1H 2.504 ppm (s)

13C 39.52 ppm (1)

Massenspektrometrie:

Agilent 1100 HPLC System

Esquire-LC Mass Spectrometer, Fa. Bruker.

EI/Cl: MAT 8200, Finnigan

MALDI-TOF: BiflexTM lll, Bruker

IR:

FTIR-Spektrophotometer: IRAffinity-1S der Fa. Shitaa

HPLC:

Hewlett Packard 1050 Series, UV-Detector
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HPLC Methoden:

Methode 1
Flielmittel 1: Methanol
Fliemittel 2: KEPQOy-Puffer 0,01 M, pH 2,3
Saule: ZORBAX EclipseXDB-@Bpum (150 x 46 mm)
Flussrate: 1,5 ml/min
Zeit (min) Fliel3mittel 1 (%) Fliel3mittel 2 (%)
0 40 60
8,00 85 15
13,00 85 15
14,00 40 60
16,00 40 60
Methode 2
FlieBmittel 1: Methanol
FlieBmittel 2: KbEPOs-Puffer 0,01 M, pH 2,3
Saule: ZORBAX EclipseXDB-GBpm (150 x 46 mm)
Flussrate: 1,5 mli/min
Zeit (min) Fliel3mittel 1 (%) Fliel3mittel 2 (%)
0 20 80
8,00 85 15
13,00 85 15
14,00 20 80
15,00 20 80
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9.2 Einzelvorschriften

9.2.1 Synthese von 2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsaur&’)

1.00 g (4.73 mmol) 3,4,5-Trimethoxyacetopher®mnd 0.79 g (7.14 mmol) Selendioxid
wurden in 15 mL Pyridin gelést und 3 h unter Riugkfl erhitzt. Die Losung verfarbte sich
gelb. AnschlieBend wurde Selen (schwarz) abfiltnigrd mit Pyridin gewaschen. Das L6-
sungsmittel wurde mit Hilfe von Toluen kodestiltieDer Riuckstand wurde in 50 mLM
Natriumcarbonat-Losung aufgenommen und dreimal jeni50 mL DCM gewaschen. Die
wassr. Phase wurde so lange mit konz. Salzsausetegrbis sich ein farbloser Niederschlag
bildete. Die Suspension wurde dreimal mit je 50 Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
org. Extrakte wurden tber Natriumsulfat getrockimad das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Es

wurde ein hellgelber Feststoff erhalten.
Ausbeute:1.04 g (4.40 mmol, 91 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOek): 6 = 3.79 (s, 3 H, OB3), 3.85 (s, 6 H, OH3), 7.21 (s, 2 H,
2-H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOd): & = 56.1 (GCHs), 60.3 (QCH3), 106.8 (4€), 126.9 (3€),
143.5 (6€), 153.0 (5€), 166.0 (1€), 187.5 (2€) ppm.

IR (cm™): 2938, 1721, 1683, 1643, 1588, 1505, 1453, 14898, 1239, 1156, 1126, 983,
669, 774, 691.

LC-MS: m/z= 241 [MH], (ber.m/z= 240.2 fiir GiH1,0¢).
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9.2.2 Synthese von 3-Ethoxy-4-hydroxybenzoesaure (89)

4.79 g (120 mmol) Natriumhydroxid wurden in 80 mla¥8er geldst und 2.79 g (12.0 mmol)
Silber(l)oxid zugegeben. Unter Rihren wurde es5ufC erhitzt und 2.0 g (12 mmol) 3-

Ethoxy-4-hydroxybenzaldehyd zugegeben. Anschliefemdle 1.5 h ohne weitere Hitzezu-
fuhr gerhrt. Es fiel ein flockiger, silbriger Niedschlag aus, der abfiltriert wurde. Das Filtrat
wurde mit konz. Schwefelsaure versetzt, woraufiiingelber Niederschlag ausfiel. Der Nie-

derschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen ikl getrocknet.
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit

Ausbeute:1.35 g (7.41 mmol, 61 %).

Schmelzpunkt: 161 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 1.34 (t,3J = 6.9 Hz, 3 H, OCKCH3), 4.05 (g,3J = 6.9
Hz, 2 H, OGH,CHs), 6.85 (dsJ = 8.4 Hz, 1 H, 5H), 7.41-7.45 (m, 2 H, 2,69, 9.76 (br. s, 1
H, OH), 12.43 (br. s, 1 H, CO&) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO¢k): & = 14.7 CHs), 63.9 CH,), 114.0 (5€), 115.1 (2€),
121.6 (1€), 123.5 (6€), 146.3 (3€), 151.4 (4€), 167.2 COOH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 183 [MH]". (ber.m/z= 182.1 fiir GH1004).
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9.2.3 Benzylschiitzung der 4-Hydroxybenzoesaurederivate 671

Synthesevorschrift zur Schitzung der 4-Hydroxybenzesaurederivate in zwei Schritten:

1 eq. der 4-Hydroxybenzoeséaure, 5 eq. Natriumcatond 5 eq. Benzylbromid wurden in
abs. DMF geldst und 15 h bei 20 °C geruhrt. Diekeaslésung wurde auf Wasser gegossen
und dreimal mit EA extrahiert. Die org. Phase wuidber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Lésungsmittel i. Vak entfernt. Das zweifgebchitzte Rohprodukt wurde ohne wei-
tere Aufreinigung fur die nachste Stufe einges@et. entsprechende Benzoeséurebenzylester
wurde in einer Lsg. aus B/EtOH (1:4) geloést und mit 5 eq. Kaliumhydroxidrsetzt. Es
wurde 2 h unter Rickfluss gerihrt. Das Losungsimittede i. Vak. entfernt und der Rick-
stand wurde in Wasser aufgenommen. Die Losung wonitldkonz. Schwefelsaure versetzt,
bis sich ein farbloser Niederschlag bildete. Esdeudreimal mit EA extrahiert und das L6-

sungsmittel wurde i. Vak. entfernt.

4-Benzyloxy-3,5-dimethoxybenzoeséure (67)

Ausbeute:1.25 g (4.34 mmol, 86 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOd): & = 9.35 (br. s, 1 H, COB), 7.46-7.43 (m, 2 H, AH),
7.39-7.28 (m, 3 H, AH), 7.24 (s, 2 H, 2,64), 4.99 (s, 2 H, €1,), 3.82 (s, 6 H, O83) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€): 6 = 56.0 (QCH3), 73.9 CH,), 106.5 (2,6€), 126.0 (1€),
127.8 (ArC), 127.9 (ArC), 128.1 (ArC), 137.5 (g€), 140.1 (4€), 152.8 (3€), 166.9
(COOH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 289 [MH]', (ber.m/z= 288.3 fiir GeH160s).
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4-Benzyloxy-3-chlorbenzoesaure (68)

(0) OH

Cl
OBn

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:farbloser Feststoff, 2.96 g (11.3 mmol, 97 %).
Schmelzpunkt: 211 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 5.30 (s, 2 H, €2), 7.51-7.31 (m, 6 H, 5, 7.88 (dd,
2J = 2.1 Hz,3J = 8.6 Hz, 1 H, 64), 7.93 (d,sJ = 2.1 Hz, 1 H, 2H), 12.97 (br. s, 1 H,
COOCH),ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#gg): 8 = 70.3 CHy), 113.7 (5€), 121.4 (3€), 124.2 (1€),
127.5 (ArC), 128.1 (ArC), 128.5 (ArC), 129.9 (6€), 130.8 (2€), 136.0 (ArE), 157.0 (4-
C), 165.9 COOH), ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z = 265, 263 [MH], (ber.m/z= 262.0 fir G4H1:ClO3).

4-Benzyloxy-3,5-dichlorbenzoeséaure (69)

(0] OH

Cl Cl
OBn

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:farbloser Feststoff, 2.66 g (8.95 mmol, 92 %).

Schmelzpunkt: 211 °C.
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1H-NMR (300 MHz, DMSO6): § = 5.10 (s, 2 H, €,), 7.45-7.38 (m, 3 H, AH), 7.53 (dd,
W =1.8Hz,z)=7.8Hz, 2 H, AH), 7.94 (s, 2 H, ), 13.53 (br. s, 1 H, COd) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#): § = 74.91 CH,), 128.4 (ArC), 128.5 (ArC), 128.7 (1€),
129.0 (3€), 129.9 (2€), 135.7 (ArC), 153.8 (4€), 164.8 COOH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 299, 297 [MH], (ber.m/z= 296.0 fiir GsH1oClO5).

4- Benzyloxy-3-ethoxybenzoeséure (70)

() OH

OBn
Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schififtit
Ausbeute:gelber Feststoff, 1.41 g (5.18 mmol, 79 %).
Schmelzpunkt: 169 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSOs¢k): 6 = 1.34 (t,3J = 6.9 Hz, 3 H, El3), 4.07 (q,3J = 6.9 Hz, 2
H, CH,), 5.18 (s, 2 H, €,), 7.12 (d,3J = 8.4 Hz, 1 H, 5H), 7.46 (d,.J = 2.0 Hz, 1 H, 2H),
7.30-7.47 (m, 5 H, AH), 7.53 (dd4J = 2.0 Hz,3] = 8.4 Hz, 1 H, &), 12.61 (br. s, 1 H,
COOCH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€g): 5 = 14.7 CHs), 63.9 CH,), 69.8 CH,), 112.9 (5€),
113.6 (2€), 123.0 (6€), 123.3 (1€), 127.6 (ArC), 127.9 (ArC), 128.5 (ArC), 136.7 (Ar-
C), 147.8 (3€), 151.8 (4€), 167.0 COOH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z = 273 [MHT", (ber.m/z= 272.3 fiir GgH1¢0s).
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4-Benzyloxy-3-chlor-5-methoxybenzoesaure (71)

(0) OH

Cl OMe
OBn

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:gelber Feststoff, 2.61 g (8.94 mmol, 90 %).
Schmelzpunkt: 147 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSO#k): 6 = 3.92 (s, 3 H, OH3), 5.09 (s, 2 H, &), 7.33-7.41 (m, 3
H, Ar-H), 7.47 (dd4J = 1.7 Hz,3J = 7.9 Hz, 2 H, ArH), 7.52 (d,J = 1.9 Hz, 1 H, 64), 7.55
(d,sJ=1.9 Hz, 1 H, 2H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#gg): & = 56.3 (QCH5), 74.3 CH>), 112.3 (6€), 122.6 (2€),
127.2 (5€), 127.4 (1€), 128.2 (ArC), 128.3 (AFC), 128.3 (ArC), 136.6 (AFC), 146.9 (3-
C), 153.4 (4€), 165.9 COOH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 295, 293 [MH], (ber.m/z= 292.1 fiir GsH13CIlOy).
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9.2.4 Synthesen der 1,3-Oxazol-4-carbonsduremethylested-79

Synthesevorschrift zur Darstellung des Oxazols, agehend von einer Benzoesaurd: eq.
4-Benzyloxybenzoesaure und 1.2 eq. CDI wurden g &bIF gelost und so lange bei 20 °C
geruhrt, bis keine Gasentwicklung mehr beobachtar Danach wurde weitere 2 h bei
50 °C geruhrt. Die Lsg. verfarbte sich gelb. DaslRiensgemisch wurde langsam zu einer
Lsg. aus 1.1 eq. IsocyanoessigsauremethylesteDindg. NaHMDS in abs. THF getropft.
Es wurde 15 h bei 20 °C gerthrt. Die Losung vet&dich dunkelbraun. Das Losungsmittel
wurde i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde in EAggnommen und dreimal mit ges. Natri-
umchlorid-Lésung gewaschen. Die org. Phase wurde Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rudkdtavurde saulenchromatographisch gerei-

nigt.

5-(4-Benzyloxy-3,5-dimethylphenyl)-1,3-oxazol-4-caonsauremethylester (74)

Ausbeute: 216 mg (0.59 mmol, 84 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOe): 6 = 3.83 (s, 3 H, CO0OKs), 3.85 (s, 6 H, OH3), 5.00 (s, 2
H, CHy), 7.32-7.38 (m, 3 H, AH), 7.40 (s, 2 H, H), 7.46-7.49 (m, 2 H, AH), 8.55 (s, 1 H,
2-H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOég): & = 51.9 (COQH3), 56.1 (QCH3) 74.0 CH,), 105.9 (7-
C), 121.7 (4€), 125.7 (5€), 127.8 (ArC), 127.9 (ArC), 128.1 (ArC), 137.5 (g, ArE),
138.2 (9€), 150.5 (2€), 152.9 (8€), 154.1 (5€), 162.0 (C=0), ppm.

MS (MALDI-TOF, CI-CCA): m/z = 370 [MHT, (ber.m/z= 369.4 fiir GoH1sNOs).
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5-(4-Benzyloxy-3-chlorphenyl)-1,3-oxazol-4-carbonséiemethylester (75)

N=—
MeO, _\

\0

Cl
OBn

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schififtit
Ausbeute:1.55 g (4.52 mmol, 59 %).
Schmelzpunkt.: 109 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDC4): & = 3.87 (s, 3 H, COORBy), 5.15 (s, 2 H, €), 6.97 (d,3J =
8.8 Hz, 1 H, 10H), 7.22-7.41 (m, 5 H, AH), 7.76 (s, 1 H, ), 7.98 (ddgJ = 8.8 Hz,,J =
2.2 Hz, 1 H, 11H), 8.13 (duJ = 2.2 Hz, 1 H, 7H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): & = 53.0 (CO@Hs), 71.5 CH,), 113.3 (10€), 120.1 (8€),
123.4 (6€), 125.8 (4€), 127.0 (ArC), 128.2 (ArC), 128.2 (7€), 128.7 (Arc), 130.2 (11-
C), 135.9 (ArC), 148.6 (2€), 154.4 (6€), 155.8 (3€), 162.4 C=0) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 346, 344 [MH]+, 314, 312 [M - OCH3] (ber.m/z= 343.1 fiir
C18H14ClOy).
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5-(4-Benzyloxy-3,5-dichlorphenyl)-1,3-oxazol-4-catnsauremethylester (76)

N_—\
MeO,
QO
(0)
Cl Cl
OBn

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schififtit
Ausbeute:800 mg (2.09 mmol, 41 %).
Schmelzpunkt.: 146 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDC4): 5 = 3.90 (s, 3 H, COOR,), 5.04 (s, 2 H, €), 7.26-7.37 (m, 3
H, Ar-H), 7.49 (ddsJ = 1.7 Hz,3J = 7.9 Hz, 2 H, ArH), 7.85 (s, 1 H, 24), 8.11 (s, 2 H, H)
ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): § = 52.6 (CO@H5), 75.2 CH>), 123.9 (8€), 127.2 (4€),
128.5 (7€), 128.5 (ArC) 128.6 (ArC), 128.8 (ArC), 130.0 (qE), 135.9 (ArC), 149.2 (2-
C), 152.7 (9€), 162.0 C=0) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 382, 380, 378 [MH] (ber.m/z= 378.2 fiir GgH1sCI,NOs).
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5-(4-Benzyloxy-3-ethoxyphenyl)-1,3-oxazol-4-carboésremethylester (77)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:638 mg (1.81 mmol, 49 %).
Schmelzpunkt: 115 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 1.43 (t,3J = 7.0 Hz, 3 H, El3), 3.87 (s, 3 H, CO0B3),
413 (q,3J=7.1 Hz, 2 H, €l,), 5.14 (s, 2 H, 6>), 6.89 (d;3J = 8.5 Hz, 1 H, 1(H), 7.20-7.39
(m, 5H, ArH), 7.57 (ddgJ=8.5Hz4J=2.1 Hz, 1 H, 1H), 7.76 (s, 1 H, 24), 7.80 (d,,J =
2.1 Hz, 1 H, ™) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDC}): & = 14.8 CH3), 52.3 (COQ@Hs3), 64.7 (GH,), 70.9 CH>),
113.5 (7€), 113.9 (10€), 119.7 (6€), 121.5 (11€), 125.2 (4€), 127.1 (ArC), 127.9 (Ar-
C), 128.5 (ArC), 136.8 (ArC), 148.2 (2€), 148.7 (q€), 150.4 (g€), 155.8 (9€), 162.6
(C=0) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 354 [MH]’, 322 [M - OCH3], (ber.m/z= 353.4 fiir GgH1gNOs).
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5-(4-Benzyloxy-3-chlor-5-methoxyphenyl)-1,3-oxazal-carbonsauremethylester (78)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute: 158 mg (0.423 mmol, 30 %).
Schmelzpunkt: 134 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDC4): § = 3.88 (s, 3 H, COOR5), 3.90 (s, 3 H, O83), 5.05 (s, 2 H,
CH,), 7.23-7.34 (m, 3 H, AH), 7.45 (dd4J = 1.6 Hz,3J = 8.0 Hz, 2 H, ArH), 7.69 (d,,J =
2.1Hz, 1 H, 11H), 7.82 (s, 1 H, M), 7.86 (d4J = 2.1 Hz, 1 H, 7H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCI3):3 = 53.2 (CO@Hs), 57.0 (QCHs), 75.7 CHy), 112.0 (7€),
122.6 (10€), 123.4 (¢€), 126.5 (qE), 128.2 (ArC), 128.3 (ArC), 128.4 (ArC), 128.8 (11-
C), 136.8 (ArC), 146.0 (qE), 148.7 (2€), 153.7 (8€), 154.2 (9€), 162.4 C=0) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 376, 374 [MH], 344, 342 [M - OCH", (ber.m/z= 373.1 fir
C10H16CINO,).

Seite | 110



Experimenteller Teil

5-(4-Benzyloxy-3-chlor-5-ethoxyphenyl)-1,3-oxazol-darbonsauremethylester (79)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute: 169 mg (0.44 mmol, 68 %).
Schmelzpunkt: 95 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 1.43 (t,3J = 7.0 Hz, 3 H, El3), 3.89 (s, 3 H, CO0B&3),
4.11 (q,3J = 7.0 Hz, 2 H, @), 5.07 (s, 2 H, 62), 7.23-7.33 (m, 3 H, AH), 7.46 (ddJ =
1.6 Hz,3J = 8.0 Hz, 2 H, ArH), 7.66 (d4J = 2.1 Hz, 1 H, 11H), 7.81 (s, 1 H, H), 7.82 (d,
«J=2.1Hz, 1 H, ™) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDC}): = 14.7 CHs), 52.5 (CO@HSs), 64.9 CH.), 75.0 CH,),
112.2 (11€), 121.7 (7€), 122.6 (10€), 126.4 (q€), 128.2 (AkC), 128.3 (AFC), 128.5 (AF
C), 128.8 (q€), 136.9 (ArC), 146.2 (qE), 148.7 (2€), 153.0 (8C€), 154.2 (9€), 162.4
(C=0) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z = 390, 388 [MH], 358, 356 [M - OCH*, (ber.m/z= 387.8 fir
CaoH1sCINOg).
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9.2.5 Synthesen defm-Ketoamine 80-85

Synthesevorschrift zur Spaltung der 1,3-Oxazol-4-chonsauremethylester: 1 eq. des
Oxazols wurde in einer Lsg. aus MeOH/HCI (1:1) gelind 4 h unter Ruckfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Riuakst wurde mit Aceton versetzt. Die Sus-

pension wurde filtriert und der Niederschlag wungie Et,O gewaschen.

2-(3,5-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethanammoniumblorid (80)

MeO

Ausbeute: 170 mg (0.69 mmol, 82 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO€): 6 = 3.85 (s, 6 H, OB3), 4.52 (s, 2 H, H), 7.28 (s, 2 H, 4-
H), 8.46 (br. s, 3 H, N3), 9.62 (br. s, 1 H, 8) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#g): & = 44.3 (1€), 56.2 (Q@CHs), 106.2 (4€), 124.0 (3€),
142.1 (6€), 147.7 (5€), 190.9 (2€), ppm.

MS (El, 70 eV):m/z= 212 [M - CI]*, (ber.m/z= 247.7 fur GoH14CINOy).
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2-(3-Chlor-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethanammoniumchloid (81)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute:616 mg (2.79 mmol, 91 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO6): & = 4.49 (s, 2 H, H), 7.24 (d3J = 8.6 Hz, 1 H, TH), 7.84
(dd, 3J = 8.6 Hz,sJ = 2.2 Hz, 1 H, &), 8.01 (d.+J = 2.2 Hz, 1 H, 4H), 8.39 (s, 3 H, M),
11.73 (s, 1 H, @) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOdg): & = 44.2 (1€), 116.6 (7€), 120.2 (5€), 125.9 (3€),
128.9 (8€), 130.5 (4€), 158.9 (6€), 190.3 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 188, 186 [M - CI}, 168, 170 [M - CI - HOJ", 133 [M - 2 CI -
H20]+, (ber.m/z: 222.3 fur QHgC|2NOz).

2-(3,5-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethanammoniumblorid (82)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute: 470 mg (1.83 mmol, 99 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 4.53 (s, 2 H, H), 8.01 (s, 2 H, 4), 8.50 (br. s, 3 H,
NH3), 11.44 (br. s, 1 H, B), ppm.

Seite | 113



Experimenteller Teil

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOeg): § = 44.5 (1€), 122.5 (5€), 126.3 (3€), 129.0 (4€),
154.4 (6€), 190.0 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 188, 186 [M - CI], 168, 170 [M - Cl - KOJ", 133 [M - 2 CI -
H,0]", (ber.m/z= 255.0 fiir GHgCIsNO,).

2-(3-Ethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethanammoniumchlad (83)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiitit
Ausbeute:hellgelber Feststoff, 370 mg (1.60 mmol, 94 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOds): 5 = 1.35 (t,3J = 6.9 Hz, 3 H, €ls), 4.09 (q,3J = 6.9 Hz, 2
H, CH,), 4.45 (s, 2 H, H), 7.0 (d,3J = 8.3 Hz, 1 H, 7H), 7.46 (d,sJ = 2.0 Hz, 1 H, 44),
7.54 (ddsJ = 8.3 Hz,»J = 2.0 Hz, 1 H, &), 8.41 (br. s, 3 H, N3), 10.38 (br. s, 1 H, B)

ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOdg): 5 = 14.6 CHa), 44.2 CHy,), 64.2 CH,), 112.5 (4€),
115.4 (7€), 123.3 (8€), 125.4 (3€), 146.9 (5€), 153.4 (6€), 190.7 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 196 [M - CI[, 178 [M - CI - HO]". (ber. m/z = 231.1 fir
C10H14CINOs3).
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2-(3-Chlor-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)-2-oxoethanammniumchlorid (84)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute: 260 mg (1.03 mmol, 94 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOeék): 6 = 3.92 (s, 3 H, O83), 4.53 (s, 2 H, H), 7.48 (d,4J =
2.0 Hz, 1 H, 8H), 7.71 (d,s,J = 2.0 Hz, 1 H, 4H), 8.40 (br. s, 3 H, N3), 10.72 (br. s, 1 H,
OH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#gg): & = 44.4 (1€), 56.5 (GCH3), 109.7 (8€), 119.9 (7€),
123.2 (4€), 125.1 (3€), 148.5 (6€), 148.7 (5€), 190.5 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 218, 216 [M - CIf, 200, 198 [M - CI - HOJ*, 163 [M - 2 CI -
H20]+, (ber.m/z= 251.0 for @H]_lClzNOg).

2-(3-Chlor-5-ethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethanammoiumchlorid (85)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiffiidt
Ausbeute: 69 mg (0.259 mmol, 91 %).

Schmelzpunkt: 202 °C.
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1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 1.38 (t,3J = 7.0 Hz, 3 H, OChKICH3), 4.18 (9,3 = 7.0
Hz, 2 H, OGH,CHj3), 4.52 (s, 2 H, H), 7.47 (duJ=1.9Hz, 1 H, 84), 7.70 (d,J=1.9Hz, 1
H, 4-H), 8.43 (br. s, 3 H, N3), 10.49 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#€q): § = 14.4 CHs), 44.4 (1€), 64.9 CH,), 110.8 (8€),
120.0 (5€), 123.1 (4€), 125.2 (3€), 147.7 (6€), 148.9 (7€), 190.6 (2€) ppm.

LC-MS (EIl, 70 eV):m/z= 232, 230 [M - CI}, 214, 212 [M - CI - HOJ", (ber.m/z= 266.1 fiir
C10H13CLNO3).

9.2.6 Synthesen der Glyoxylsdureamide

Synthesevorschrift zur Amidkupplung desa-Ketoamins mit der Glyoxylsaure 1.1 eq. 2-
(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsdur@)(und 1.2 eq. CDI wurden in abs. DMF gel6st und
3h bei 20°C geruhrt. AnschlieBend wurde das eethgnde 2-Aryl-2-oxoethan-
ammoniumchlorid in abs. DMF gel6st und zu der a&tien S&aure zugetropft. Das Reak-
tionsgemisch wurde 15 h bei 20 °C geruhrt. Ans@dred wurde Eis zu der Losung gegeben
es fiel ein Niederschlag aus. Der Niederschlag wuafigesaugt und mit Wasser, wenig

kaltem Methanol sowie Diethylether gewaschen.
2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsaureN-2-(3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-oxo-

ethylamid (98)

MeO 1 OMe

Ausbeute:90 mg (0.2 mmol, 51 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 3.80 (s, 3 H, OB3), 3.86 (s, 6 H, O83), 3.90 (s, 6 H,
OCH3), 4.81 (d,3J =5.85 Hz, 2 H, H), 7.33 (s, 2 H, 1H), 7.50 (s, 2 H, H), 9.22 (t,3) =
5.8 Hz, 1 H, N\H), 9.46 (s, 1 H, @) ppm.
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13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€6): 8 = 45.5 CH,), 56.1 CHa), 56.2 CHs), 60.3 CHa),
106.0 (12€), 107.5 (4€), 125.0 (11€), 128.1 (3€), 141.4 (6€), 143.4 (14€), 147.7 (13-
C), 152.9 (5€), 165.9 (C=0), 189.4C=0), 192.5 C=0) ppm.

2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsdureN-2-(3-chlor-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethylamid
(99)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute:90 mg (0.22 mmol, 49 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO¢k): 6 = 3.80 (s, 3 H, H), 3.90 (s, 6 H, 84), 4.76 (d,3J=5.8
Hz, 2 H, 9H), 7.10 (d,3J=8.5Hz, 1 H, 1H), 7.50 (s, 2 H, 4), 7.89 (ddgJ = 8.5 Hz,4,J =
2.2 Hz, 1 H, 164), 8.05 (d4J= 2.2 Hz, 1 H, 1H), 9.23 (t,3J = 5.8 Hz, 1 H, M), 11.28 (br.
s, 1 H, H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#): § = 44.2 (9€), 56.1 (8€), 60.3 (7€), 107.4 (4€), 116.4
(15-C), 120.2 (13€),127.1 (16€), 128.0 (3€), 128.8 (12€), 130.2 (11€), 143.2 (6€),
152.9 (5€), 158.1 (14€), 166.1 (1€), 189.4 (2€), 191.9 (10€) ppm.

LC-MS m/z = 410, 408 [MH], (ber.m/z= 407.8 firr GoH1sCINO).
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2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsaureN-2-(3,5-dichlor-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethyl-
amid (100)

1 Cl

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiitit
Ausbeute: 320 mg (0.723 mmol, 74 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#k): 6 = 3.80 (s, 3 H, H), 3.90 (s, 6 H, 84), 4.80 (d,3J=5.8
Hz, 2 H, 9H), 7.49 (s, 2 H, 4), 8.05 (s, 2 H, 13), 9.27 (t,3J = 5.8 Hz, 1 H, M), 11.29
(br. s, 1 H, ®) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOde): & = 45.6 (9€), 56.2 (8€), 60.3 (7€), 107.4 (4€), 122.4
(12-C), 127.4 (11€), 128.1 (3€), 128.8 (12€), 143.3 (6€), 153.0 (5€), 153.9 (14€),
166.1 (1€), 189.4 (2€), 191.6 (10€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 444, 443, 442 [MH], (ber.m/z= 442.0 fiir GsH17ClLNO,).

2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsdureN-2-(3-ethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-oxoethyl-
amid (101)

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiiftit
Ausbeute: 260 mg (0.623 mmol, 72 %).
1H-NMR (300 MHz, DMSOek): 5 = 1.36 (t;J = 7.0 Hz, 3 H, OCKCHs), 3.90 (s, 6 H, &),

3.80 (s, 3 H, H), 4.11 (q3J = 7.0 Hz, 2 H, O@G,CHg), 4.75 (d;3gJ = 5.8 Hz, 2 H, ), 6.92
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(d,3)=8.3 Hz, 1 H, 154), 7.50 (s, 2 H, 4), 7.52 (duJ = 2.0 Hz, 1 H, 1), 7.60 (ddgJ =
8.3 Hz,4J = 2.0 Hz, 1 H, 164), 9.20 (t,3J = 5.8 Hz, 1 H, M), 10.02 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO+dg): 6 = 14.6 (OCHCH3), 45.4 (9€), 56.2 (8€), 60.3 (7€),
64.1 (QCH,CHsz), 107.5 (4€), 112.6 (12€), 115.2 (15€), 122.9 (16€), 126.5 (11€), 128.1
(3-C), 143.2 (6€), 146.8 (13€), 152.5 (14€), 153.0 (5€), 166.0 (1€), 189.4 (2€), 192.4
(20-C) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 418 [MHT', (ber.m/z= 417.4 fiir G;H»3NOs).

2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsdureN-2-(3-chlor-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)-2-
oxoethylamid (102)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiffidt
Ausbeute; 120 mg (0.274 mmol, 69 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#g): 5 = 3.80 (s, 3 H, H), 3.90 (s, 6 H, 84), 3.93 (s, 3 H, 17-
H), 4.80 (d,sJ = 5.8 Hz, 2 H, 9H), 7.49 (s, 2 H, 4), 7.53 (dJ = 1.9 Hz, 1 H, 164), 7.74
(d,sJ=1.9 Hz, 1 H, 124), 9.25 (tsJ = 5.8 Hz, 1 H, M), 10.54 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOde): & = 45.5 (9€), 60.3 (7€), 56.4 (17€), 56.2 (8€), 107.5
(4-C), 109.8 (16€), 119.9 (13€), 122.7 (12€), 126.2 (11€), 128.1 (3€), 143.2 (6€),
148.1 (14€), 148.5 (15€), 153.0 (5€), 166.0 (1€), 189.4 (2€), 192.1 (10€) ppm.
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2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glyoxylsdureN-2-(3-chlor-5-ethoxy-4-hydroxyphenyl)-2-oxo-
ethylamid (103)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schifftit
Ausbeute: 260 mg (0.623 mmol, 72 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOdg): 6 = 1.39 (t,3J = 7.0 Hz, 3 H, OChICH3), 3.80 (s, 3 H, H),
3.89 (s, 6 H, &), 4.19 (q3J = 7.0 Hz, 2 H, OEl,CHs), 4.78 (dzJ = 5.8 Hz, 2 H, 9), 7.48
(s,2H, 4H), 751 (d4yJ=1.8Hz, 1 H, 164), 7.72 (d,,J = 1.8 Hz, 1 H, 1), 9.25 (t,3] =
5.6 Hz, 1 H, M), 10.32 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€): 6 = 14.4 (Q@CH,CHj3), 45.5 (9€), 56.2 (8€), 60.3 (7€),
64.9 (OCHCHg), 107.4 (4€), 110.9 (16€), 120.0 (13€), 122.6 (12€), 126.3 (11€), 128.1
(3-C), 143.2 (6€), 147.6 (14€), 148.2 (15€), 152.9 (5€), 166.0 (1€), 189.4 (2€), 192.1
(20-C) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 452, 454 [MH], (ber.m/z= 451.8 fiir G;H,,CINOg).

9.2.7 Synthesen der (H)-pyrazin-2-one

Synthesevorschrift zum Ringschluss des Glyoxylsaumenids: 1 eq. des Glyoxylsaureamids
und 10 eq. Ammoniumacetat wurden in 3 mL Eisessigsg und 8 min bei 130 °C in der
Mikrowelle umgesetzt. Das Reaktionsgemisch faritke goldgelb. Anschliel3end wurde das
Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Ruckstan&Aaufgenommen. Es wurde zweimal mit
ges. Natriumchlorid-L6sung gewaschen und das Ld&suiitel erneut i. Vak entfernt. Der

Ruckstand wurde aus EA umkristallisiert.
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5-(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethayphenyl)-(1H)-pyrazin-2-on (27)

MeO

Ausbeute: 15 mg (0.04 mmol, 20 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOs€g): 6 = 3.74 (s, 3 H, 1H), 3.85 (s, 6 H, 1), 3.86 (s, 6 H,
17H), 7.28 (s, 2 H, 14H), 8.00 (s, 2 H, 84), 8.04 (s, 1 H, M), 8.44 (s, 1 H, 64), 12.68 (br.
s, 1 H, H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€): 6 = 55.7 (12€), 55.8 (17€), 60.1 (11€), 102.1 (14€),
105.9 (8€), 126 (5€), 131.5 (6€), 135 (<€), 139.1 (10-C), 142.3 (16), 148.2 (15€),
152.2 (9€), 154.6 (2€) ppm.

IR (cm™): 2916, 2848, 1716, 1697, 1683, 1653, 1647, 13889, 1471, 1456, 1417, 1338,
1217, 1124, 1114, 997, 858

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 415 [MH]', (ber.m/z= 414 fiir GiH,,N,O5).

5-(3-Chlor-4-hydroxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxypheryl)-(1H)-pyrazin-2-on (33)

MeO.

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schififtit

Ausbeute:47 mg (0.07 mmol, 31 %).
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Schmelzpunkt: 265 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSOe€g): 6 = 3.74 (s, 3 H, 1H), 3.85 (s, 6 H, 1), 7.04 (d,3J =
85Hz,1H,1M), 7.77 (ddgJ=8.5Hz,,J=2.2 Hz, 1 H, 1&84), 7.87 (s, 2 H, 84), 7.93 (d,
$J=2.2Hz,1H,14), 7.95 (s, 1 H, 64), 10.28 (s, 1 H, N), 12.68 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOde): & = 55.9 (12€), 60.1 (11€), 106.3 (8€), 116.9 (17€),
120.1 (15€), 122.6 (6€), 124.5 (18€), 126.0 (14€), 128.4 (7€), 130.7 (g€), 131.5 (13-
C), 139.3 (10€), 148.5 (q€), 152.3 (9€), 152.6 (16€), 154.6 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 391, 389 [MH]J, (ber.m/z= 388.8 fiir GoH17CIN,Os).

5-(3,5-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyhenyl)-(1H)-pyrazin-2-on (37)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:66 mg (0.16 mmol, 46 %).
Schmelzpunkt: 279 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSO#€g): & = 3.74 (s, 3 H, 1H), 3.85 (s, 6 H, 1H), 7.84 (s, 2 H,
14H), 7.96 (s, 2 H, 84), 8.08 (s, 1 H, 64), 10.22 (br. s, 1 H, N), 12.76 (br. s, 1 H, B)
ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#g): § = 55.9 (12€), 60.1 (11€), 106.3 (8€), 122.8 (15€),
123.5 (6€), 124.6 (14€), 129.0 (qE), 129.3 (7€),131.3 (13€), 139.4 (10€), 142.3 (16€),
148.8 (q€), 148.3 (17€), 152.3 (9€), 154.7 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):miz= 425, 424, 423 [MH], (ber.m/z= 423.2 fiir GsH16CloN,0s).
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5-(3-Ethoxy-4-hydroxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphayl)-(1H)-pyrazin-2-on (44)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:93 mg (0.23 mmol, 65 %).
Schmelzpunkt: 218 °C.

1H-NMR (300 MHz, DMSO#k): 6 = 1.36 (t,3J = 7.0 Hz, 2 H, OCKCH3), 3.74 (s, 3 H, 11-
H), 3.85 (s, 6 H, 1H), 4.13 (q,3J = 7.0 Hz, 2 H, OEl,CHs), 6.85 (d,;3J = 8.2 Hz, 1 H, 17-
H), 7.38 (ddgJ=8.2 Hz,,J=2.0 Hz, 1 H, 184), 7.55 (d,,J=2.0 Hz, 1 H, 1), 791 (s, 1
H, NH), 7.94 (s, 2 H, 84),9.0 (s, 1 H, &4), 12.63 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€): 6 = 14.8 (OCHCH3), 55.9 (12€), 60.1 (11€), 63.7
(OCH,CHj3), 106.1 (8€), 110.0 (14€), 115.8 (17€), 117.3 (18€), 122.0 (6€), 127.4 (7€),
131.6 (13€), 132.1 (g€), 139.1 (10€), 146.8 (15€), 147.0 (16€), 147.9 (g€), 152.3 (9-
C), 154.6 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 399 [MHJ". (ber.m/z= 398.4 fiir GiH25N>Os).
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5-(3-Chlor-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trinethoxyphenyl)-(1H)-pyrazin-2-on
(48)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute: 54 mg (0.13 mmol, 57 %).
Schmelzpunkt: 213 °C

1H-NMR (300 MHz, DMSO€): 6 = 3.74 (s, 3 H, 1H), 3.85 (s, 6 H, 1), 3.92 (s, 3 H,
19H), 7.57 (s, 2 H, 14, 18H), 7.93 (s, 2 H, &), 8.06 (s, 1 H, M), 9.50 (s, 1 H, 64),
12.73 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#): & = 55.8 (12€), 56.1 (19€), 60.1 (11€), 106.1 (8€),
107.0 (18€), 117.5 (14€), 120.4 (15€), 122.6 (6€), 127.7 (7€), 130.5 (qE), 131.4 (13-
C), 139.2 (10€), 142.3 (16€), 148.2 (g€), 149.0 (17€), 152.3 (9€), 154.7 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 421, 419 [MH], (ber.m/z= 418.8 firr GoH1sCIN;0g).
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5-(3-Chlor-5-ethoxy-4-hydroxyphenyl)-3-(3,4,5-trim¢éhoxyphenyl)-(1H)-pyrazin-2-on
(49)

MeO

Im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert durch Schiftit
Ausbeute:gelbgriner Feststoff, 19 mg (0.04 mmol, 42 %).
Schmelzpunkt: 229 °C

1H-NMR (300 MHz, DMSO#g): 5 = 1.39 (g, = 7.0 Hz, 3 H, OCkCHs), 3.74 (s, 3 H, 11-
H), 3.85 (s, 6 H, 1H), 4.19 (q.sJ = 7.0 Hz, 2 H, O€l,CH3), 7.56 (s, 2 H, 144, 18H), 7.92
(s, 2 H, 8H), 8.05 (s, 1 H, M), 9.30 (s, 1 H, 64), 12.71 (br. s, 1 H, B) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOdg): & = 14.6 (OCHCHs), 55.7 (12€), 60.1 (11€), 64.4
(OCH,CH), 106.1 (8€), 108.1 (18€), 117.5 (14€), 120.4 (15€), 127.7 (7€), 131.4 (13-
C), 139.2 (10€), 142.5 (16€), 148.1 (17€), 152.3 (9€), 154.7 (2€) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 435, 433 [MH], (ber.m/z= 432.8 firr G;H2.CIN,Og).
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9.2.8 Synthese des Methyl-5-(2-nitrobenzyl)-1,3-oxazol-darboxylats (73)

Synthesevorschrift zur Darstellung des Oxazols, agehend von einer Phenylessigsaure:
600 mg (3.31 mmol, 1 eqg.) 3-Nitrophenylessigsauré 591 mg (3.64 mmol, 1.1 eq.) CDI
wurden in 15 mL abs. THF geldst und solange beiQ@eruhrt, bis keine Gasentwicklung
mehr beobachtbar war. Danach wurde weitere 2 lB®EC gerthrt. Die Lsg. verfarbte sich
gelb. Das Reaktionsgemisch wurde langsam zu eisgr 4us 331 pL (3.64 mmol, 1.1 eq.)
Isocyanoessigsauremethylester und 550 pL (3.64 minbleq.) DBU in 10 mL abs. THF
zugetropft. Es wurde 15 h bei 20 °C geruhrt. Disulriy verfarbte sich dunkelbraun. Das L6-
sungsmittel wurde i. Vak. entfernt. Der Ruckstangrde in EA aufgenommen und dreimal
mit ges. Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die dtgase wurde Uber Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel i. Valntiernt. Der Rickstand wurde sdulenchroma-

tographisch gereinigt.
Ausbeute: 448 mg (1.71 mmol, 52 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSOsg): 6 = 3.84 (s, 3 H, O83), 4.57 (s, 2 H, €)), 7.63 (td,3J =
7.8Hz,J=0.7Hz,1H,H), 7.72 (m, 1 H, 64), 8.11-8.16 (m, 2 H, 2,8, 8.42 (s, 1 H, 10-
H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€): 6 = 30.6 CH,), 51.8 CH3), 122.0 (4€), 123.3 (2€),
126.8 (12€), 130.2 (5€), 135.4 (6€), 138.3 (5€), 147.9 (3€), 151.3 (10€), 156.2 (8€),
161.8 (13€) ppm.

IR (cm™): 3233, 1715, 1615, 1526, 1445, 1362, 1344, 13284, 1205, 1161, 1086, 1052,
932, 848, 815, 804, 791, 721

LC-MS (El, 70 eV) m/z=263,0 [MHT, (ber.m/z= 262.2 fiir GoH1oN2Os).
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9.2.9 Synthese des 1-Amino-3-(3-nitrophenyl)propan-2-on-idrochlorids (14)

, ® ©
NH; Cl

Synthesevorschrift zur Spaltung des Oxazols 73 zumKetoamin: 820 mg (2.31 mmol, 1
eg.) des Oxazols wurde in einer Lsg. aus MeOH/HCl)(gel6st und 4 h unter Ruckfluss
erhitzt. Das Lésungsmittel wurde i. Vak. entferndwder Rickstand wurde mit Aceton ver-

setzt. Die Suspension wurde filtriert und der Nrsdklag wurde mit EO gewaschen.
Ausbeute: 543 mg (2.34 mmol, 75 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO¢): 6 = 4.07 (d,sJ = 4.95 Hz, 2 H, H), 4.14 (s, 2 H, H),
7.62-7.71 (m, 2 H, 5,64), 8.13-8.17 (m, 2 H, 2,8}, 8.41 (bs, 3 H, N3) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOe): 5 = 44.8 (7€H,), 46.8 (9CH,), 121.8 (4€), 124.5 (2€),
129.7 (5€), 135.8 (1€), 136.8 (6€), 147.6 (3€), 201.0 (8€) ppm.

IR (cm™): 2855, 1729, 1526, 1481, 1335, 1316, 1109, 1864, 796, 741, 703.

LC-MS (El, 70 eV) m/z195 [MH], (ber.m/z= 195.2 fiir GH11N,O3).
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9.2.10 Synthese ded-[3-(3-Nitrophenyl)-2-oxopropyl]-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2-

oxoacetamids (15)

Synthesevorschrift zur Amidkupplung desa-Ketoamins mit der Glyoxylsaure 400 mg
(2.73 mmol, 1.1 eq.) 2-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)glytsdure ) und 337 mg (2.08 mmaol,
1.2 eq.) CDI wurden in 15 mL abs. NMP gel6st urtdt3i 20 °C gerthrt. AnschlieRend wur-
de das entsprechendeKetoamin in 5 mL abs. NMP geldst und zu der aktiteén Saure zu-
getropft. Das Reaktionsgemisch wurde 15 h bei 2ge@hrt. AnschlieRend wurde Eis zu der
Losung zugegeberes fiel ein Niederschlag aus. Der Niederschlagdeabgesaugt und mit
Wasser, wenig kaltem Methanol sowie@&igewaschen.

Ausbeute: 500 mg (1.20 mmol, 69 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO€): & = 3.78 (s, 3 H, 7-83), 3.84 (s, 6 H, 8-83), 4.12 (s, 2 H,
11-CH,), 4.34 (d,3J = 5.82 Hz, 2 H, 9-8), 7.41 (s, 2 H, &), 7.64 (td,3J = 7.58 Hz,4J =
0.88 Hz, 1 H, 164), 7.70 (dtg) = 7.61 Hz4J = 1.5 Hz, 1 H, 1), 8.12-8.16 (m, 2 H, 13,15-
H), 9.21 (t,3J = 5.76 Hz, 1 H, M) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOd): 5 = 45.3 (11€H,), 48.7 (9CH,), 56.5 (8€Hs3), 60.8 (7-
CHa), 107.9 (4€), 122.2 (15€), 124.9 (13€), 128.4 (3€), 130.1 (16€), 137.0 (12€),
137.2 (17€), 143.7 (€), 148.1 (14€), 153.4 (5€), 166.2 (1€), 189.5 (2€), 203.1 (10€)

ppm.

IR (cm™): 3286, 3078, 1727, 1664, 1632, 1578, 1535, 16837, 1415, 1349, 1234, 1167,
1131, 992, 859, 808, 765, 703.

LC-MS (El, 70 eV) m/z417.2 [MHT, (ber.m/z= 416.4 fir GoH2oN;0s).
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9.2.11 Synthese von 5-(3-Nitrobenzyl)-3-(3,4,5-trimethoxypenyl)pyrazin-2(1H)-on (16)

MeO

Synthesevorschrift zum Ringschluss des Glyoxylsduaenids 15 244 mg (0.59 mmol, 1
eg.) des Glyoxylsaureamid$ und 452 mg (5.86 mmol, 10 eq.) Ammoniumacetat enrith

3 mL Eisessig gelost und 20 min bei 90 °C in dekrlivelle umgesetzt. Das Reaktionsge-
misch farbte sich braun. AnschlieBend wurde Wazsgegeben. Es bildete sich ein brauner
Niederschlag; er wurde filtriert und mit E{O gewaschen. Ein hellbrauner Feststoff wurde er-

halten.
Ausbeute: 200 mg (0.503 mmol, 86 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO#€): & = 3.70 (s, 3 H, 11-8B5), 3.79 (s, 6 H, 12-83), 4.04 (s, 2
H, CH,), 7.44 (s, 1 H, 64), 7.61 (t,3J = 7.92 Hz, 1 H, 164), 7.76 (s, 2 H, 84), 7.83 (d;sJ =
7.68 Hz, 1 H, 154), 8.07 (m, 1 H, 1H), 8.27 (m, 1 H, 1%), 12.35 (s, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO¢e): 5 = 37.9 (13€), 55.6 (12€), 60.0 (11€), 105.9 (8€),
121.2 (17€), 123.4 (19€), 124.4 (6€), 129.7 (16€), 131.2 (7€), 132.6 (5€), 135.8 (15-
C), 139.1 (10€), 142.2 (18€), 147.7 (14€), 149.0 (3€), 152.1 (9€), 154.4 (2€) ppm.

IR (cm™): 2837, 1639, 1610, 1584, 1518, 1456, 1414, 133388, 1325, 1236, 1225, 1128,
995, 862, 765, 702.

LC-MS (El, 70 eV) m/z= 398.1 [MHT', (ber.m/z= 397.4 fur GoH1gN3O).
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9.2.12 Synthese von 5-(3-Aminobenzyl)-3-(3,4,5-trimethoxyenyl)pyrazin-2(1H)-on
(11)

MeO.

Synthesevorschrift zur Reduktion der Nitrogruppe: 80 mg(0.20 mmol) der Nitroverbin-
dung16, 100 pL (0.101 mmol, 5 eq.) Cyclohexen, 1 Spat#CPLO % und 5 mL MeOH wur-
den in einem (5 mL) Druckbehalter in der Mikrowe(leEM Discover) 10 min bei 85 °C
(max. 100 W) erhitzt. Nach dem Abkthlen auf 20 °Grae der Ansatz filtriert und i. Vak.
eingeengt. Es wurde aus MeOH umkristallisiert. Edeben sich gelbe Kristalle, die mitJ&x

gewaschen wurden.
Ausbeute: 48 mg (0.13 mmol, 65 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO€s): 5 = 3.70 (s, 3 H, OB3), 3.72 (s, 2 H, €l,), 3.79 (s, 6 H,
OCH3), 4.95 (bs, 2 H, Ny), 6.37-6.41 (m, 1 H, 1®), 6.45-6.48 (m, 2 H, 15,18, 6.93 (1,
sJ=7.56 Hz, 1 H, 164), 7.24 (s, 1 H, 64), 7.77 (s, 2 H, 84), 12.28 (bs, 1 HNH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#€q): & = 39.2 CH,), 55.8 (Q@CH3), 60.1 (QCH3), 106.0 (8-C),
111.8 (17€), 114.3 (19€), 116.4 (15€), 124.9 (6€), 128.7 (16€), 131.4 (5€), 134.5 (18-
C), 139.0 (10€), 140.3 (3€), 148.6 (14€), 152.2 (9€), 154.5 (2€) ppm.

IR (cm-1):2934, 2836, 1641, 1584, 1518, 1504, 1456, 14140,18538, 1223, 1126, 995,
862, 702, 522.

LC-MS (El, 70 eV) m/z=368.3 [MHT, (ber.m/z= 367.4 fur GoH21N304).
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9.2.13 Amidkupplung

Synthesevorschrift zur Amidkupplung desBuilding Blocks 11 mit unterschiedlich substi-
tuierten Benzoesaurenl.1 eq. der Benzoeséaure und 1.2 eq. CDI wurdetvsn DMF geldst
und 3 h bei 20 °C geruhrt. Anschlieend wurde désnthobenzolll in abs. DMF gelost
und zu der aktivierten Saure zugetropft. Das Reaktiemisch wurde 15 h bei 20 °C gerihrt.
Anschlielend wurde Wasser zu der Losung zugegebdrdieimal mit EA extrahiert. Das
Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das Roldpit wurde sdulenchromatographisch
aufgereinigt.

N-{3-[(3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)pyrazin-2(1H)-on-5-yl)methyl]phenyl}-3-
(trifluormethyl)benzamid (50)

16

MeO

13 19

Ausbeute: 48 mg (0.13 mmol, 65 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 3.70 (s, 3 H, OB3), 3.77 (s, 6 H, 0O83), 3.79 (s, 2 H,
CHy), 7.14 (d;3J =7.77 Hz, 1 H, 184), 7.31 (t,3J = 7.85 Hz, 1 H, 164), 7.36 (s, 1 H, 64),
7.61 (d,3J =8.10 Hz, 1 H, 1'H), 7.75-7.80 (m, 2 H, 19,29, 7.77 (s, 2 H, 84), 7.96 (d,3J
=8.01 Hz, 1 H, 294), 8.24 (d,3sJ =8.01 Hz, 1 H, 23), 8.28 (s, 1 H, 2H), 10.43 (s, 1 H,
NH), 12.33 (br. s, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO¢): & = 38.9 CH,), 55.7 (QCH3), 60.0 (GCH3), 106.0 (8€),
118.5 (17€), 121.0 (19€), 123.9 (q,1Jcr = 273.2 Hz, 28), 124.1 (6€), 124.2 (27€),
124.7 (15€), 128.1 (25€), 128.6 (16€), 129.1 (g,2Jcr = 31.9 Hz, 26), 129.7 (24€),
131.4 (7€), 131.8 (23€), 133.9 (14€), 135.7 (5€), 138.8 (22€), 139.0 (10€), 140.5 (18-
C), 149.0 (3€), 152.1 (9€), 154.5 (2€), 163.9 (21€) ppm.

IR (cm™®): 1670, 1634, 1603, 1578, 1521, 1506, 1489, 14286, 1413, 1338, 1325, 1201,
1188, 1169, 1109, 1072, 1007. 866
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HRMS (EI, 70 eV) m/z=539.1656 [MH], (ber.m/z= 539.1668 fiir GsH»47sN30s).

4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)-N-{3-[(3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)pyrazin-2(1H)-on-
5-yl)methyl]phenyl}benzamid (2)

6 15 17 o
| 14 23
MeO . NN 2 24
13 19 H
20 25
1 MeO 26
N
27
E jZS
N
|
CH;

Synthesevorschrift zur Amidkupplung desBuilding Blocks 11 mit der Benzoeséaure 105
1.5 eq. der Benzoesaut85s 1 eq.Building Block1l und 1.6 eq. HATU wurden in abs. DMF
gel6ést und 30 min bei 20 °C geriuhrt. AnschlieRenalden 5 eq. DIPEA zugetropft und 30
min bei 90 °C in der MW bei max. 100 Watt gertzi. dem Reaktionsgemisch wurden 50
mL einer 1M NaOH-Lsg. gegeben und dreimal mit EA extrahieds Ddsungsmittel wurde i.

Vak. entfernt und das Rohprodukt wurde saulenchtognaphisch aufgereinigt.
Ausbeute: 88 mg (0.15 mmol, 43 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO#€g): & = 2.15 (s, 3 H, 29-B5), 2.25-2.42 (m, 8 H, 27,28+),
3.52 (s, 2 H, 26-8,), 3.69 (s, 3 H, 11-B3), 3.77 (s, 6 H, 12-85), 3.89 (s, 2 H, 13-8,) 7.09
(d,3d = 7.62 Hz, 1 H, 154), 7.28 (t,3J = 7.85 Hz, 1 H, 164), 7.35 (s, 1 H, 64), 7.43 (dgJ
=8.37 Hz, 1 H, 244), 7.58 (d, 1 HgJ = 9.18 Hz, 1), 7.77 (s, 2 H, 84), 7.80 (s, 1 H, 19-
H), 7.88 (daJ = 8.31 Hz, 2 H, 234), 10.15 (s, 1 H, N), 12.34 (br. s, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOd): & = 38.9 (13€H,), 45.7 (29€Hs), 52.6 (27€H,), 54.7
(28-CH,), 55.7 (12-GCH3), 60.1 (11-@Hs), 61.6 (26€H,), 106.0 (8€), 118.2 (17€), 120.8
(19-C), 124.1 (6€), 124.3 (15€), 127.5 (23€), 128.5 (16€), 128.6 (24€), 131.4 (26€),
133.6 (22€), 134.0 (5€), 139.0 (10€), 139.2 (18€), 140.4 (14€), 142.2 (25€), 149.0 (3-
C), 152.1 (9€), 154.5 (2€), 165.3 (21€) ppm.
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IR (cm™): 2836, 1641, 1583, 1517, 1504, 1456, 1414, 13389, 1223, 1126, 995, 862, 702,
522.

LC-MS (El, 70 eV) m/z584.4 [MHT, (ber.m/z= 583.3 fuir GsHz7N50s).

9.2.14 Darstellung der Harnstoffderivate

Synthesevorschrift zur Darstellung der Harnstoffdeivate durch Umsetzung desBuil-
ding Blocks 11 mit Isocyanaten 1.1 eq. des Isocyanats, 1 &wilding Block1l und 1.6 eq.
DIPEA wurden in abs. DMF gelost und 16 h bei RTupetr. Zu dem Reaktionsgemisch wur-
den 50 mL Wasser zugegeben und 3-mal mit EA exdraHbas Losungsmittel wurde i. Vak.

entfernt und das Rohprodukt wurde saulenchromapbigeh aufgereinigt.

1-(2-chlorophenyl)-3-(3-((5-ox0-6-(3,4,5-trimethoxgyclohexa-1,3-dien-1-yl)-4,5-
dihydropyrazin-2-yl)methyl)phenyl)urea (60)

| 26
14 Jj\n 23
5 27

Cl

MeO

Ausbeute 30 mg (0.06 mmol, 30 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSO#€): § = 3.70 (s, 3 H, OBz), 3.78 (s, 6 H, O3), 3.87 (s, 2 H,
CH,), 6.98-7.05 (m, 2 H, 15,1/), 7.26-7.34 (m, 4 H, 6,17,28), 7.45 (dda) = 7.97 Hz,4J

= 1.30 Hz, 1 H, 264), 7.52 (s, 1 H, 194), 7.79 (s, 2 H, 84), 8.14 (ddgJ = 8.27 HzJ = 1.22
Hz, 1 H, 25H), 8.26 (s, 1 H, 2H), 9.38 (s, 1 H, M), 12.33 (bs, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#y): § = 38.9 (CH), 55.7 (OCH), 60.1 (OCH), 106.0 (8-C),
116.1 (17€), 118.6 (19€), 121.2 (24€), 121.8 (28€), 122.8 (15€), 123.2 (26€), 124.1 (6-
H) 127.5 (25€), 128.8 (16€), 129.2 (27€), 131.4 (7€), 135.9 (10€), 139.0 (gE), 139.4
(g-C), 140.7 (14€), 152.0 (21€), 152.1(9€), 154.5 (2€) ppm.
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IR (cm™): 2940, 1647, 1558, 1539, 1506, 1497, 1489, 14437, 1436, 1339, 1298, 1123,
1033, 999, 748

LC-MS (El, 70 eV) m/z=523 [MH]", (ber.m/z= 522.5 fiir G;H27CIN4Os).

1-(2,4-dimethoxyphenyl)-3-(3-((5-o0x0-6-(3,4,5-trimtboxycyclohexa-1,3-dien-1-yl)-4,5-
dihydropyrazin-2-yl)methyl)phenyl)urea (62)

16 25
OMe 29
6 15 17 o 24
| 26
14
MeO s 2 2 27
18 'N” 21 'N
13 19 H H 28
20 OMe 30

Ausbeute 35 mg (0.06 mmol, 34 %)

1H-NMR (300 MHz, DMSOsdg): 6 = 3.71 (s, 3 H, OB3), 3.73 (s, 3 H, O83), 3.79 (s, 6 H,
OCHgy), 3.85 (s, 3, OC§J, 3.86 (s, 2 H, 6,), 6.47 (ddzJ = 8.88 Hz,J = 2.68 Hz, 1 H, 25-
H) 6.61 (d,sJ =2.70 Hz, 1 h, 2H), 6.93 (d,3J = 7.10 Hz, 1 H, 194), 7.17-7.23 (m, 2 H,
16,17H), 7.33 (s, 1 H, 64), 7.50 (s, 1 H, 1H), 7.79 (s, 2 H, 84), 7.91 (d,3J = 8.80 Hz, 1
H, 24H), 7.96 (s, 1 H, W), 9.16 (s, 1 H, M), 12.34 (bs, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOdg): & = 39.4 (CH), 55.7 (GCH3), 56.2 (QCH3), 56.3 (CCH3),
60.5 (QCH3), 99.2 (27€), 104.6 (25€), 106.5 (8-C), 116.2 (1©), 118.8 (19-C), 120.1 (24-
C), 122.2 (23-C), 122.7 (15-C), 123.9@- 129.2 (16-C), 131.9 (©), 134.3 (3€), 139.5
(10-C), 140.5 (=), 141.0 (g€), 149.6 (3-C), 152.6 (9-C), 153.0 (£); 155.0 (2-C), 155.4
(26-C) ppm.

IR (cm™): 2920, 1647, 1636, 1558, 1541, 1506, 1497, 1482, 1456, 1437, 1339, 1207,
1157, 1126, 1036, 862, 831, 785, 701

LC-MS (El, 70 eV) m/z= 547 [MH]", (ber.m/z= 546.5 fiir GoHaN4O»).
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1-(4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)phenyl)-3-(3-(5-ox0-6-(3,4,5-trimethoxycyclohexa-
1,3-dien-1-yl)-4,5-dihydropyrazin-2-yl)methyl)pheny)harnstoff (66)

MeO

Fur die Darstellung des Harnstoffderivat@swurde das dafur benotigte Isocyadas, aus-
gehend von 4-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)pheayin @120, synthetisiert. 1 eq. des
Amins 120, wurden mit 1.2 eq. CDI in abs. DMSO geldst untd Bei 20 °C gerihrt. An-
schlieRend wurde 30 min bei 50 °C gerlhrt, bis &&hasentwicklung mehr detektiert werden

konnte. Das Isocyanat wurde fur die nachfolgendpgtiung ohne Aufarbeitung eingesetzt.
Ausbeute3 mg (0.005 m, 1 %).

LC-MS (El, 70 eV) m/z600 [MH]", (ber.m/z=599.5 fiir GsH4oNgOs).
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Indol-Synthese

9.2.15 Synthese von 1-Methoxy-4-nitrobenzol (147)

Synthesevorschrift fur die Methylierung des p-Nitrophenols: 708 mg (5.1 mmol)p-
Nitrophenol, 1.62 g (11.7 mmol, 2.3 eq)&0;und 1.16 g, (11.7 mmol, 2.3 eq.) Mel wurden
in 10 mL DMF gel6st. Die Losung wurde 15 h bei ZD derthrt. Nach der Beendigung der
Reaktion wurden 200 mL Wasser zugegeben und dremtge 100 mL EtO extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen wurden Ubep®@, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Es wurde ein

gelber Feststoff erhalten.
Ausbeute: 760 mg (4.97 mmol, 98 %).

1H-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 3.91 (s, 3 H, OH3), 6.96 (d;3J = 9.36 Hz, 2 H, 3H), 8.21
(d,33=9.41 Hz, 2 H, H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCJ): 55.9 (CGCH3), 114.0 (3€), 125.9 (2€), 141.6 (1€), 164.6
(4-C) ppm.

IR (cm™): 3118, 1607, 1589, 1497, 1456, 1439, 1329, 12603, 1105, 1020, 862, 845, 750,
690.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 154 [MHT', (ber.m/z= 153.0 fiir GH;NO).
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9.2.16 Synthese von 2-Nitrophenylacetonitrils

Synthesevorschrift fir die Darstellung von Nitrilen: 1 eq. des Nitrobenzols und 1.2 eq. des
4-Chlorphenoxyacetonitrils wurden in 10 mL abs. Di#l6st und langsam zu einer Losung
von 2.3 eg. von Kaliuntert-butoxid in DMF bei -24 °C getropft. Die Losung fébte sich
violett und wurde flr weitere 2.5 h bei -24 °C detiiDanach wurde die Reaktionsmischung
auf eiskalte 5 %ige HCI-Losung gegeben. Es bildatie ein brauner Niederschlag. Es wurde
dreimal mit je 50 mL (EA) extrahiert und i.Vak. geengt. Das Rohprodukt wurde sdulen-
chromatographisch aufgereinigt.

2-(5-Chlor-2-nitrophenyl)acetonitril (145)

Ausbeute: 600 mg (3.05 mmol, 48 %).

1H-NMR (300 MHz, CDCY): § = 4.22 (s, 2 H, €l,), 7.55 (ddgJ = 8.76 HzuJ = 2.25 Hz, 1
H, 5H), 7.75 (dxJ = 2.24 Hz, 1 H, 34), 8.1 (d,sJ = 8.79 Hz, 1 H, ) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): § = 22.7 CH>), 115.7 CN), 127.3 (6€), 127.7 (5€), 129.8
(3-C), 131.1 (4€), 141.2 (2€), 145.7 (1€) ppm.

IR (cm™): 2320, 1605, 1568, 1518, 1474, 1340, 1179, 1931, 889, 841, 750.

LC-MS (El, 70 eV):m/z= 197 [MH], (ber.m/z= 196.6 fiir GHsCIN,Oy).
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2-(5-Brom-2-nitrophenyl)acetonitril (146)

NO,

CN

Ausbeute 970 mg (4.02 mmol, 81 %).

1H-NMR (300 MHz, CDC): § = 4.21 (s, 2 H, €,), 7.71 (ddg) = 8.75 HzuJ = 2.12 Hz, 1
H, 5-H), 7.90 (d4J = 2.04 Hz, 1 H, 34), 8.1 (d,sJ = 8.73 Hz, 1 H, &4) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): § = 22.6 CH,), 115.7 CN), 127.3 (4€), 127.6 (6€), 129.6
(3-C), 132.9 (5€), 134.1 (3€), 146.3 (1€) ppm.

IR (cm'): 2956, 2933, 1601, 1564, 1508, 1467, 1404, 13298, 1178, 1097, 1068, 952,
931, 872, 860, 837

LC-MS (El, 70 eV) m/z241 [MH]", (ber.m/z= 241.0 fur GHsBrN,Oy).

2-(5-Methoxy-2-nitrophenyl)acetonitril (147)

Ausbeute 430 mg (2.24 mmol, 68 %)

1H-NMR (300 MHz, CDC}): § = 3.97 (s, 3 H, €3), 4.26 (s, 2 H, €,), 6.99 (ddsJ = 9.18
Hz, 4J = 2.76 Hz, 1 H, 8), 7.20 (dJ = 2.73 Hz, 1 H, 3), 8.27 (dgJ = 9.18 Hz, 1 H, &)
ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): & = 23.4 CH,), 55.2 CHa), 113.9 (3€), 116.3 (5€), 116.4
(CN), 128.7 (6€), 140.4 (2€), 155.7 (1€), 164.1 (4€) ppm.
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IR (cm™): 2933, 1587, 1502, 1462, 1411, 1393, 1329, 13287, 1246, 1163, 1070, 1016,
937, 845, 758, 689, 650, 594.

LC-MS (El, 70 eV) m/z193 [M+H]", (ber.m/z= 192.2 fiir GHsN203).

2-(1-Nitronaphthalen-2-yl)acetonitril (148)

7 CN
3
%

Ausbeute: 530 mg (2.50 mmol, 87 %).

1H-NMR (300 MHz, CDC4): § = 3.88 (s, 2 H, €l), 7.67 (m, 3 HH), 7.82 (m, 1 HH), 7.94
(m, 1 H,H), 8.07 (dsJ = 8.58 Hz, 1 HH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDC4): § = 20.7 CH), 115.9 CN), 120.1 (¢€), 121.9 (ArC), 124.6
(g-C), 125.1 (4€), 128.1 (ArC), 128.2 (ArC), 129.5 (3€), 132.2 (4€), 133.5 (2€), 147 (1-

C) ppm.

IR (cm™): 1522, 1418, 1354, 1113, 928, 862, 802, 734

LC-MS (El, 70 eV):m/z213 [M+HT", (ber.m/z= 212.2 fiir G;HgN,0»).
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9.2.17 Synthese der 2-Nitrophenylessigsauren

Synthesevorschrift zur sauren Hydrolyse des Nitrils1 eq. des Nitrils wurde in einer LO-
sung aus AcOH/HCI (1:5) gel6st und unter Ruckfldds erhitzt. Es wurde drei Mal mit 50
mL EA extrahiert, Gber N&O, getrocknet und i. Vak. eingeengt.

2-(5-Chlor-2-nitrophenyl)essigsaure (122)

NO,

COOH

Cl
Ausbeute 480 mg (2.23 mmol, 68 %).

1H-NMR (300 MHz, CDCY): & = 4.01 (s, 2 H, Cb), 7.64 (ddgJ = 8.76 Hz,sJ = 2.40 Hz, 1
H, 5-H), 7.73 (d4J = 2.19 Hz, 1 H, 3-H), 8.11 (¢J = 8.73 Hz, 1 H, 6-H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): & = 39.1 CH,), 127.2 (6€), 128.9 (5€), 133.4 (4€), 133.7
(3-C), 138.7 (2€), 147.7 (1€), 171.3 C=0) ppm.

IR (cm™): 2845, 1699, 1609, 1570, 1516, 1418, 1339, 13283, 1236, 1180, 1111, 883,
831, 129, 689.

LC-MS (El, 70 eV):m/z170.1, 172.1 [M-COOH] (ber.m/z= 215.6 fiir GHsCINOy).

2-(5-Brom-2-nitrophenyl)essigsaure (123)

NO,

COOH

Br

Ausbeute 340 mg (1.31 mmol, 98 %).
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1H-NMR (300 MHz, DMSO#g): 5 = 4.01 (s, 2 H, €,), 7.78 (ddaJ = 8.72 Hz,J = 2.24 Hz,
1 H, 5H), 7.87 (d4J = 2.22 Hz, 1 H, 3H), 8.03 (d;3J = 8.70 Hz, 1 H, &), 12.63 (CO®Y)
ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOde): 5 = 38.5 (G1,), 126.7 (6€), 127.3 (4€), 131.4 (3€),
132.8 (2€), 136.1 (5€), 147.6 (1€), 170.8 COOH) ppm.

MS (El): m/z214.1, 216.1 [M-COOH] (ber.m/z= 260.2 fiir GHeBrNO,).

2-(5-Methoxy-2-nitrophenyl)essigsauré124)

NO,

COOH

//0

Ausbeute 665 mg (3.15 mmol, 88 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO€dg): 6 = 3.88 (s, 3 H, B3), 3.99 (s, 2 H, 65), 7.06 (dd;3J =
9.00 Hz, 2.88 Hz, 1 H, BY, 7.11 (d,4J = 2.67 Hz, 1 H, 3H), 8.14 (d,;3J = 9.03 Hz, 1 H, 6-
H), 12.46 (bs, 1 H, COB) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€q): & = 39.7 CH), 56.1 (QCH3), 113.1 (5€), 118.7 (3€),
127.5 (6€), 133.7 (2€), 141.3 (1€), 163.0 (4€), 171.2 COOH) ppm.

IR (cm™): 2976, 2901, 2646, 1703, 1614, 1578, 1502, 13283, 1258, 1194, 1082, 1030,
945, 827, 750, 706.

LC-MS (El, 70 eV):m/z234 [M+N4&], 166 [M-COOHTJ, (ber.m/z= 211.2 fiir GHsNOs).
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2-(1-Nitronaphthalen-2-yl)-essigséure (126)

NO,

1

~ SCOOH
3

4

Ausbeute 330 mg (1.43 mmol, 64 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOek): 6 = 3.86 (s, 3 H, 6,), 7.62 (d,3J = 8.52 Hz, 1 H, 3H),
7.65-7.75 (m, 3 H, AH), 8.11 (m, 1 H, AH), 8.19 (d3J = 8.52 Hz, 1 H, 44), 121.70 (s, 1
H, COCH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOe): & = 37.1 (G1,), 121.0 (ArC), 123.7 (g€), 125.8 (q€),
127.4 (ArC), 128.3 (Ar-C), 128.8 (A€), 129.1 (3€), 131.1(4€), 132.4 (2€), 147.0 (1€),
170.7 COOH) ppm.

IR (cm®): 2900, 1732, 1705, 1508, 1489, 1471, 1456, 14338, 1330, 1272, 1244, 1209,
1161, 918, 817, 769

LC-MS (El, 70 eV):m/z254 [M+Na&], (ber.m/z= 231.2 fiir GoHgNOy).

9.2.18 Synthese der Oxazole

Synthesevorschrift: 1 eq. der Nitrophenylessigsaure und 1.2 eq. CDidem in abs. THF
gel6st und solange bei RT gerihrt, bis keine Gasekiung mehr zu beobachten war. Da-
nach wurde die Losung weitere 2 h bei 50 °C gerilihd Lsg. verfarbte sich gelb. Das Reak-
tionsgemisch wurde langsam zu einer Lsg. aus 1.Iseqyanoessigsauremethylester und 0.8
eg. NaHMDS in abs. THF zugetropft. Es wurde 15 h26e°C gerlhrt. Die Lsg. verfarbte
sich dunkelbraun. Das Losungsmittel wurde i. Vakfernt. Der Riickstand wurde in EA auf-
genommen und dreimal mit ges. Natriumchlorid-Lsgwaschen. Die org. Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losunmgel i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wur-

de saulenchromatographisch gereinigt.
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5-(5-Fluor-2-nitrobenzyl)oxazol-4-carbonsduremethyaster (127)

Ausbeute: 288 mg (1.03 mmol, 82 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO¢): & = 3.83 (s, 3 H, 6l3), 4.75 (s, 2 H, €), 7.40-7.49 (m, 2
H, 3,5H), 8.17-8.22 (m, 1 H, &%), 8.37 (s, 1 H, 164) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOek): § = 29.6 CH,), 52.3, 116.4 (dJ = 23.52 Hz, 52), 119.7
(d,J =24.54 Hz, X&), 127.3 (12€), 128.7 (dJ = 10.31 Hz, 62), 134.4 (dJ = 9.73 Hz, 2-
C), 145.5 (d,J = 2.87 Hz, 1€), 151.5 (10€), 162.1 (8€), 164.4 (d,J = 253.74 Hz, 4),

166.0 COOH) ppm.

IR (cm™): 1715, 1616, 1585, 1526, 1477, 1452, 1350, 13241, 1165, 1082, 1067, 962,
870, 845, 796, 766, 750.

LC-MS (El, 70 eV):m/z281 [M+H]", (ber.m/z= 280.2 fiir GoHoFN,Ox).
5-(5-Chlor-2-nitrobenzyl)oxazol-4-carbonsduremethydster (122)

(0
1\1()2 OMe

/N
0/

Ql
Ausbeute: 50 mg (1.69 mmol, 36 %).

1H-NMR (300 MHz, CDC}): 6 = 3.94 (s, 3 H, 63), 4.80 (s, 2 H, 65), 7.30 (d, 1 H, %),
7.42 (dd;3J =8.73 Hz,J = 2.28 Hz, 1 H, 8d), 7.79 (s, 1 H, 1#4), 8.01 (d,3J =8.73 Hz, 1
H, 6-H) ppm.
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13C-NMR (75.5 MHz, CDCY): & = 28.9 CH,), 52.3 CH3), 126.7 (6€), 128.32 (126),
128.7 (5€), 131.9 (3€), 132.6 (2€), 139.8 (4€), 147.3 (1€), 149.8 (10€), 154.9 (8€),
162.0 COOCHs) ppm.

IR (cm™): 1711, 1616, 1602, 1568, 1558, 1521, 1489, 14456, 1346, 1325, 1296, 1207,
1178, 1166, 1107, 1080, 1064, 893, 835, 794

LC-MS (El, 70 eV):m/z297 [M+HT", (ber.m/z= 296.6 fiir GoHgCIN,Os).

5-(5-Brom-2-nitrobenzyl)oxazol-4-carbonsduremethylster (123)

Ausbeute 223 mg (0.654 mmol, 68 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOe¢g): 6 = 3.83 (s, 3 H, €3), 4.72 (s, 2 H, €,), 7.81-7.83 (m, 2
H, 3,5H), 8.02 (d3J =9.21 Hz, 1 H, 64), 8.36 (s, 1 H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€k): 6 = 28.8 CHy), 51.8 CH3), 126.7 (4€), 126.9 (6€),
127.3 (12€), 131.9 (3€), 132.4 (2€), 135.2 (5€), 147.1 (1€), 151.0 (10€), 154.9 (8€),
161.6 COOCH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z341 [M+HT', (ber.m/z= 341.2 fur GoHgBrN,Os).
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5-(5-Methoxy-2-nitrobenzyl)oxazol-4-carbonsauremetylester (124)

OMe

Ausbeute 550 mg (1.88 mmol, 61 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO+dg): 6 = 3.83 (s, 3 H, OB3), 3.87 (s, 3 H, O83), 4.75 (s, 2 H,
CHy), 7.04 (d,,J = 2.73 Hz, 1 H, 3#), 7.11 (dd;gJ = 9.12 Hz,,J = 2.82 Hz, 1 H, 34), 8.15
(d,33=9.09 Hz, 1 H, @4), 8.33 (s, 1 H, 104) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOsdg): 6 = 29.9 CH,), 51.8 (QCH3), 56.1 (GCH3), 113.3 (5€),
118.0 (3€), 126.5, 127.9 (&), 133.3 (2€), 141.3 (1€), 150.8 (10€), 155.6 (8€), 161.7
(4-C), 163.1 COOCHs) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z293 [M+HT, (ber.m/z= 292.2 fiir GsH12N,0g).

5-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)oxazol-4-carbonsdumethylester (125)

MeO

Ausbeute 246 mg (0.764 mmol, 74 %).

'H NMR (300 MHz): (CDC}) & in ppm: 3.91 (s, 3 H, O), 3.94 (s, 3 H, O83), 3.95 (s, 3
H, OCH3), 4.83 (G1,), 6.80 (s, 1 H, 34), 7.67 (s, 1 H, 64), 7.73 (s, 1 H, 104) ppm.

13c NMR (75 MHz): (CDC}) & in ppm: 29.6 CH,), 52.2 (CO@Hs), 56.4 (QCHs), 56.4
(OCHs), 108.4 (6€), 113.5 (3€), 125.3 (2€), 127.7 (12€), 141.2 (1€), 148.2 (5€), 149.4

(10-C), 153.6 (4€), 156.3 (9€), 162.4 COOCH;) ppm.
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IR (cm™): 3136, 2922, 2852, 1705, 1638, 1609, 1583, 13@85, 1339, 1323, 1273, 1206,
1155, 1128, 1057, 986, 862, 802.

LC-MS (El, 70 eV):m/z223 [M+H]". 1", (ber.m/z= 322.3 fiir G4H14N205).

5-((1-Nitronaphthalen-2-yl)-methyl)oxazole-4-carbosauremethylester (132)

Ausbeute 290 mg (0.929 mmol, 67 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#€): & = 3.84 (s, 3 H, OHy), 4.74 (s, 2 H, €,), 7.58 (d,sJ =
8.58 Hz, 1 H, 3H), 7.66-7.78 (m, 3 H, 6,7,89, 8.10 (m, 1 H, 64), 8.20 (d,sJ = 8.49 Hz, 4-
H), 8.42 (s, 1 H, 14).

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#g): & = 27.3 CH,), 51.8 CHs), 120.8 (9€), 123.6 (16€),
125.4 (ArC), 127.1 (7€), 127.2 (8€), 127.8 (ArC), 128.3 (8€), 129.4 (4€), 131.5 (3€),
132.4 (ArC), 147.0 (1€), 151.4 (14€), 154.7(12€), 161.6 COOCHp).

IR (cm™): 3159, 1703, 1610, 1526, 1437, 1358, 1197, 11685, 1055, 812, 790, 758.

LC-MS (El, 70 eV):m/z313 [M+HT, (ber.m/z= 312.3 fiir GeH12N,0s).

9.2.19 Reduktion der Nitrogruppe der Oxazolderivate (133)

Methode A: 1 eq. des Oxazols, 1 Spatel Pd/C 10%, 5 eq. Gggken und 5 mL MeOH wur-
den in einem (5 mL) Druckbehalter in der Mikrowg&EM Discover) 3 min bei 95 °C (max.
100 W) erhitzt. Nach dem Abkiuhlen wurde der Angtizert und i. Vak. eingeengt. Es wur-
de ein 6liges Produkt erhalten.
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5-(2-Amino-5-fluorbenzyl)oxazole-4-carbonsauremethgster (133)

Ausbeute 170 mg (0.680 mmol, 95 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#g): 5 = 3.84 (s, 3 H, OB3), 4.62 (s, 2 H, €), 4.90 (bs, 2 H,
NH,) 6.65 (ddgJ = 8.72 Hz,.J = 5.12 Hz, 1 H, 64), 6.69 (ddgJ = 9.50 HzJ = 2.93 Hz, 1
H, 3-H), 6.82 (tdgJ = 8.62 Hz,,J = 3.05 Hz, 1 H, 5), 8.39 (s, 1H, 104).

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO¢e): & = 27.6 CH>), 52.3 CHa), 114.6 (d,) = 21.76 Hz, 52),
116.0 (d,J = 18.51 Hz, 3€), 116.2 (d,J = 3.46 Hz, 6€)), 120.9 (dJ = 6.82 Hz, 2€), 127.3
(12-C), 143.3 (dJ) = 1.63 Hz, 1€), 151.5 (10€), 154.7 (d,) = 231.50 Hz, 4), 157.0 (8€),
162.8 COOCH).

IR (cm™): 2955, 1717, 1607, 1504, 1437, 1360, 1319, 12469, 1145, 1089, 1047, 954,
821, 771.

LC-MS (El, 70 eV):m/z251 [M+HT, (ber.m/z= 250.2 fiir GoH1FN,Os).
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5-(2-Amino-5-methoxybenzyl)oxazol-4-carbonsauremettiester (136)

OMe

Ausbeute 110 mg (0.420 mmol, 94 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOeg): 6 = 3.60 (s, 3 H, 63), 3.84 (s, 3 H, 63), 4.20 (s, 2 H,
CH,), 4.81 (bs, 2 H, Ny), 6.49 (t,,J = 1.64 Hz, 1 H, 3), 6.63 (d,+«J = 1.62 Hz, 1-H, &),
8.37 (s, 1 H, 1H) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€g): & = 27.3 CH,), 51.8 (COQ@Hs), 55.8 (QCH3), 113.2 (3-
C), 115.4 (5€), 116.2, 120.7, 126.5, 139.5, 150.9, 151.1 ¢)0157.0, 162.3COOCH;)
ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z263 [M+HT, (ber.m/z= 262.2 fiir GsH1aN,04).

5-(2-Amino-4,5-dimethoxybenzyl)oxazole-4-carbonsaemethylester (137)

MeO

Ausbeute 131 mg (0.448 mmol, 90 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO+dg): & = 3.59 (s, 3 H, OB3), 3.66 (s, 3 H, 0O83), 3.85 (s, 3 H,
OCHy), 4.14 (s, 2 H, 6, 4.63 (bs, 2 H, N), 6.35 (s, 1 H, 64), 6.58 (s, 1 H, 34), 8.34 (s,
1 H, 10H) ppm.
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13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#€g): & = 26.7 CH,), 51.8 (COGH3), 55.2 (QCH3), 56.7
(OCHs), 100.6 (6€), 110.1 (3€), 115.9 (2€), 126.0 (12€), 140.2 (1€), 140.7 (4€), 149.1
(10-C), 150.7 (5€), 157.6 (8€), 162.5 (COOCH) ppm.

IR (cm™): 3379, 3117, 2920, 1699, 1603, 1516, 1440, 13385, 1283, 1207, 1170, 1148,
1078, 1049, 1003, 831, 213

LC-MS (El, 70 eV):m/z293 [M+HT", (ber.m/z= 292.3 fiir G4H16N20s).

5-((1-Aminonaphthalen-2-yl)-methyl)oxazol-4-carbonguremethylester (138)

Ausbeute: 60 mg (0.21 mmol, 24 %).

LH-NMR (300 MHz, DMSOd): & = 3.88 (s, 3 H, OB), 442 (s, 2 H, €), 5.66 (s, 2 H,
NHy), 7.10 (s, 1 H), 7.11 (s, 1 H), 7.39 (m, 2 H,A)-7.71 (m, 1 H, A), 7.13 (m, 1 H, Ar-
H), 8.36 (s, 1 H, 1@4) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#): § = 27.6 CH,), 51.9 (GQCH5), 112.1 (Ar<), 115.8 (Ar<),
122.2 (ArC), 122.8 (ArC), 124.2 (ArC), 125.2 (Arc), 126.3 (ArC), 127.7 (ArC), 128.4
(Ar-C), 133.3 (ArC), 141.4 (ArC), 150.9 (10€), 157.5 (Arc), 162.6 COOCH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z283 [M+HT", (ber.m/z= 282.3 fiir GsH14N203).

Seite | 149



Experimenteller Teil

Methode B:

Synthesevorschrift zur Reduktion der Nitrogruppe de Oxazolderivate 128und 129 11
eg. Natriumdithionit wurden in 5 mL Wasser gel@at. dieser Mischung wurde eine Losung
aus 1 eq. Oxazol und THF zugegeben. Es wurde Gdr D Atmosphéare bei 20 °C geruhrt.
Das Rohprodukt wurde dreimal mit Wasser gewaschenamschlie3end saulenchromatogra-

phisch gereinigt.

5-(2-Amino-5-chlorbenzyl)oxazol-4-carbonsauremethyster (134)

Ausbeute 50 mg (0.19 mmol, 56 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#g): 5 = 3.84 (s, 3 H, OB3), 4.20 (s, 2 H, €), 5.19 (bs, 2 H,
NH,), 6.66 (d,3J = 8.55 Hz, 1 H, 6H), 6.87 (d,sJ = 2.52 Hz, 1 H, 3H), 6.99 (ddg] = 8.55
Hz, 4] = 2.55 Hz, 1 H, 54), 8.39 (s, 1 H, 104) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO€e): 5 = 26.9 CH,), 51.9 CH3), 116.2 (6€), 119.2, 120.8,
126.8, 127.5, 128.9, 145.4, 151.1 @)-156.5 (8€), 162.4 COOCHs) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z267 [M+H]’, (ber.m/z= 266.7 fur G;H1:CIN2Os).
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5-(2-Amino-5-brombenzyl)oxazole-4-carbonsduremethgkter (135)

Ausbeute:51 mg (0.16 mmol, 36 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOs€g): 6 = 3.84 (s, 3 H, O83), 4.20 (s, 2 H, €,), 5.22 (bs, 2 H,
NH>), 6.61 (d,3J = 8.55 Hz, 1 H, @4), 6.69 (d,,J = 2.37 Hz, 1 H, 3H), 7.10 (dd3J = 8.57
Hz,,J=2.42 Hz, 1 H, 34), 8.39 (s, 1 H, 14) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOsdg): & = 26.9 CH,), 51.9 CHs), 106.5 (4€), 116.7 (6€),
121.3 (2€), 126.7, 130.3, 131.6, 145.7, 151.1 @D-156.4 (8€), 162.3 COOCH) ppm.

LC-MS (El, 70 eV):m/z311.1 [MT, (ber.m/z= 311.1 fiir GH11BrN,Ox).
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9.2.20 Darstellung der H-Indol-2-ylmethylamin-Hydrochloride (139 — 144)

Synthesvorschrift zur Oxazolspaltung und dem Ringddul3 zum Indol: 1 eq. Oxazol
wurde in MeOH/HCI (1:1) geldst und 5 h unter Ruak8 gerthrt. Das Losungsmittel wurde

i. Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde mit Acetord lEEO gewaschen.
5-Fluor-1H-indol-2-ylmethylamine-Hydrochlorid (139)

F. A~ S
6 \ 10
; 2 ® ©
’ NH;3Cl

8

=Z

1

Ausbeute 141 mg (2.54 mmol, 99 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO¢k): 6 = 4.17 (d,3J = 4.71 Hz, 2 H, G,), 6.54 (s, 1 H, 3H),
6.96 (m, 1 H, M), 7.30 (ddgJ = 9.96 Hz,J = 2.52 Hz, 1 H, 54), 7.38 (dd3J = 8.90 Hz 3J
=4.67 Hz, 1 H, &), 8.68 (bs, 3 H, N3), 11.54 (bs, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#): = 35.8 CH,), 101.8 (dgJ = 4.55 Hz, 3€), 104.7 (dgJ
= 23.15 Hz, 5¢), 109.8 (dJ = 26.13 Hz, 7€), 112.2 (d,J = 9.79 Hz, 8 ), 127.7 (dJ =
10.42 Hz, 4€), 132.6 (2€), 133.8 (9€), 157.0 (d,) = 231.41 Hz, 6) ppm.

IR (cm™): 3304, 3001, 1595, 1556, 1489, 1454, 1379, 12962, 995, 952, 871, 862, 802,
765

HRMS (EI, 70 eV) m/z=164.07436 [M], (ber.m/z= 164.0750 fir GHoFN,).
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5-Chlor-1H-indol-2-ylmethylamine-Hydrochlorid (140)

al
A\

® ©

N NH; CI

Ausbeute: 12 mg (0.05 mmol, 33 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOsg): 6 = 4.17 (s, 2 H, €5), 6.54 (s, 1 H, 34), 7.10 (dd3J =
8.67 Hz,,J =2.10 Hz, 1 H, H), 7.41 (d,3J =8.70 Hz, 1 H, &), 7.59 (d,,J = 1.98 Hz, 1 H,
5-H), 8.64 (br. s, 3 H, N3), 11.63 (br. s, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO+dg): 6 = 36.2 CHy), 101.3, 112.9, 119.3, 121.6, 123.8, 128.6,
133.6, 134.4 (€) ppm. Aufgrund der geringen Menge der Testsubskamnten die 13C-
Signale nur mit Hilfe des HMBC-Spektrums detektierirden. Eine eindeutige Zuordnung
der Signale war somit nicht mdglich.

IR (cm™): 2976, 2887, 1716, 1683, 1635, 1558, 1541, 15883, 1456, 1379, 1313, 1144,
1066, 935, 879, 798, 785

HRMS (EI, 70 eV) m/z=180.0448 [MH], (ber.m/z= 180.0454 fiir gHgCIN,).

5-Brom-1H-indol-2-ylmethylamine-Hydrochlorid (141)

Br
A\
® ©
1;11 NH; Cl

Ausbeute: 18 mg (0.07 mmol, 53 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO#d): 6 = 4.18 (s, 2 H, Ch), 6.54 (s, 1 H, 3-H), 7.21 () = 8.04
Hz, 1 H, 8-H), 7.37 (dJ =8.70 Hz, 1 H, 7-H), 7.74 (s, 1 H,_.5-H), 8.62,(B4H, NH), 11.63
(bs, 1 H, NH) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOsg): § = 35.7 CH,), 101.2 (3€), 111.7 (8€), 122.3 (6€),
124.1, 129.4, 133.5, 134.6 (3-ppm.
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IR (cm™): 2997, 2906, 1716, 1683, 1597, 1541, 1496, 1489], 1456, 1417, 1375, 1338,
1305, 1149, 1051, 993, 906, 879, 700

HRMS (EI, 70 eV) m/z= 223.9937, 225.9929 [MH] (ber.m/z = 223.9949, 225.9932 fiir
CgHgBer).

5-Methoxy-1H-indol-2-ylmethylamine-Hydrochlorid (142)

MeO
\
[: I > \® ©
N NH; Cl
H

Ausbeute:110 mg (0.420 mmol 99 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO€): & = 3.74 (s, 3 H, OBj), 4.14 (daJ = 5.70 Hz, 2 H, €l),
6.45 (d,sJ = 1.29 Hz, 1 H, 34), 6.74 (ddgJ = 8.79 HzJ = 2.49 Hz, 1 H, H), 7.03 (d4J =
2.46 Hz, 1 H, 54), 7.27 (d,3J = 8.76 Hz, 1 H, 84), 8.58 (bs, 3 H, N3), 11.20 (s, 1 H, N)
ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSOdg): & = 35.9 CH,), 55.2 (QCHs3), 101.5 (3€), 101.7 (5€),
111.8 (7€), 111.9 (8€), 127.9 (4€), 131.1 (2€), 132.1 (9€), 153.4 (6€) ppm.

IR (cm™): 3003, 1487, 1456, 1379, 1296, 1206, 1175, 11088, 995, 941, 847, 802, 758

HRMS (EI, 70 eV) m/z=176.0951 [MH], (ber.m/z= 176.0950 fiir @H12N0).
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5,6-Dimethoxy-IH-indol-2-ylmethylamine-Hydrochlorid (143)
MeO
I
® ©O
MeO 1:1 NH;Cl

Ausbeute: 80 mg (0.33 mmol, 97 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSO¢k): 6 = 3.74 (s, 3 H, O83), 3.77 (s, 3 H, O83), 4.12 (d,3J =
5.61 Hz, 2 H, El,), 6.39 (d,sJ = 1.41 Hz, 1 H, 3H), 6.92 (s, 3 H, M), 7.03 (s, 1 H, &),
8.52 (s, 1 H, 34), 11.04 (s, 1 H, N) ppm.

13C-NMR (75.5 MHz, DMSO¢s): 5 = 35.9 CH,), 55.6 (Q@CH3), 55.8 (GCH3), 94.9 (8€),
101.8 (3€), 102.4 (5€), 120.2 (4€), 129.6 (2€), 130.5 (9€), 144.6 (6€), 146.8 (7€)
ppm.

IR (cmi™): 3142, 2999, 1716, 1616, 1556, 1485, 1447, 13385, 1165, 1136, 1113, 1001,
943, 881, 831.

HRMS (EI, 70 eV) m/z=206.1051 [MH], (ber.m/z= 206.1055 fiir GH1sN,0,).

1H-Benzol[g]indol-2-yImethylamine-Hydrochlorid (144)

Ausbeute: 40 mg (0.17 mmol, 81 %).

1H-NMR (300 MHz, DMSOsg): 8 = 4.31 (dgJ = 5.25 Hz, 2 H, El,), 6.69 (d,4J = 1.59 Hz,
1H,3H), 743 (m, 2 H, 5,64), 7.55 (t,3J = 7.20 Hz, 1 H, H), 7.66 (d,3J = 8.58 Hz, 1 H,
10-C), 7.92 (dgJ = 7.95 Hz, 1 H, 84), 8.34 (d3J = 8.07 Hz, 1 H, 1H), 8.76 (bs, 3 H, N5),
12.71 (s, 1 H, N) ppm.
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13C-NMR (75.5 MHz, DMSO#g): 8 = 36.0 CH>), 103.4 (3€), 119.9 (ArC), 120.5 (ArC),
120.6 (ArC), 121.8 (ArC), 123.2 (ArC), 123.8 (ArC), 125.4 (ArC), 128.3 (2€), 129.8
(13-C), 130.7 (7€) ppm.

IR (cm'): 3323, 2953, 2891, 1508, 1481, 1394, 1363, 883, 877

HRMS (EI, 70 eV) m/z=196.0999 [MH], (ber.m/z= 196.1001 fiir GH13CIN,).
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11. Anhang

11.1 Selektivitatsprofil der Fa. ProQinase

# Kinase Klna_se Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
1 ABL1 TK 64 96
2 ABL2 TK 61 108
3 ACK1 TK 84 82
4 ACV-R1 TKL 13 97
5 ACV-R1B TKL 90 107
6 ACV-R2A TKL 65 105
7 ACV-R2B TKL 11 94
8 ACV-RL1 TKL 16 107
9 AKT1 AGC 96 103
10 AKT2 AGC 103 104
11 AKT3 AGC 101 104
12 ALK (GST-HIS-tag) TK 85 95
13 AMPK-alphal aal-550 CAMK 93 101
14 ARK5 CAMK 41 125
15 ASK1 STE 106 96
16 Aurora-A OTHER 79 92
17 Aurora-B OTHER 84 100
18 Aurora-C OTHER 93 95
19 AXL TK 57 112
20 BLK TK 43 133
21 BMPR1A TKL 61 108
22 BMX TK 103 110
23 B-RAF TKL 100 112
24 BRK TK 92 149
29 CAMK2B CAMK 79 79
30 CAMK2D CAMK 86 101
31 CAMK4 CAMK 116 118
32 CAMKK1 OTHER 96 108
33 CAMKK2 OTHER 64 101
34 CDC42BPA AGC 85 104
35 CDC42BPB AGC 101 100
36 CDK1/CycA2 CMGC 86 94
37 CDK1/CycB1 CMGC 79 104
38 CDK1/CycE1l CMGC 92 99
39 CDK2/CycA2 CMGC 64 115
40 CDK2/CycE1l CMGC 85 98
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
41 CDK3/CycE1l CMGC 114 140
42 CDK4/CycD1 CMGC 79 105
43 CDK4/CycD3 CMGC 106 115
44 CDK5/p25NCK CMGC 71 105
45 CDK5/p35NCK CMGC 49 94
46 CDK6/CycD1 CMGC 88 88
a7 CDK7/CycH/MAT1 CMGC 104 107
48 CDK8/CycC CMGC 79 97
49 CDKO9/CycK CMGC 75 108
50 CDKO9/CycT1 CMGC 97 101
51 CHK1 CAMK 110 134
52 CHK2 CAMK 88 100
53 CK1-alphal CK1 102 88
54 CK1-delta CK1 79 85
55 CK1-epsilon CK1 85 90
56 CK1l-gammal CK1 86 102
57 CK1l-gamma?2 CK1 75 95
58 CK1l-gammas3 CK1 78 98
59 CK2-alphal OTHER 84 95
60 CK2-alpha2 OTHER 87 100
61 CLK1 CMGC 24 99
62 CLK2 CMGC 12 99
63 CLK3 CMGC 80 96
64 CLK4 CMGC 5 94
65 COoT STE 108 105
66 CSF1-R TK 28 92
67 CSK TK 99 101
68 DAPK1 CAMK 15 78
69 DAPK2 CAMK 25 97
70 DAPK3 CAMK 21 94
71 DCAMKL2 CAMK 122 93
72 DDR2 TK 82 79
73 DMPK AGC 98 103
74 DNA-PK ATYP 74 92
75 DYRK1A CMGC 43 110
76 DYRK1B CMGC 16 100
77 DYRK2 CMGC 9 102
78 DYRKS CMGC 20 93
79 DYRK4 CMGC 50 115
80 EEF2K ATYPICAL 99 105
81 EGF-R TK 97 78
82 EIF2AK2 OTHER 84 95
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
83 EIF2AK3 OTHER 107 99
84 EPHAL1 TK 106 120
85 EPHA2 TK 103 123
86 EPHA3 TK 104 124
87 EPHA4 TK 104 107
88 EPHAS TK 97 98
89 EPHAY TK 92 111
90 EPHAS8 TK 104 110
91 EPHB1 TK 97 127
92 EPHB2 TK 86 112
93 EPHB3 TK 107 121
94 EPHB4 TK 80 142
95 ERBB2 TK 96 103
96 ERBB4 TK 88 112
97 ERK1 CMGC 91 98
98 ERK2 CMGC 89 90
99 ERKY CMGC 71 102
100 FAK aa2-1052 TK 97 96
101 FER TK 66 116
102 FES TK 71 119
103 FGF-R1 TK 83 115
104 FGF-R2 TK 39 110
105 FGF-R3 TK 69 135
106 FGF-R4 TK 90 110
107 FGR TK 36 105
108 FLT3 TK 16 100
109 FRK TK 65 108
110 FYN TK 53 130
111 GRK2 AGC 97 98
112 GRK3 AGC 87 91
113 GRK4 AGC 85 100
114 GRK5 AGC 79 95
115 GRK6 AGC 85 86
116 GRK7 AGC 88 89
117 GSG2 OTHER 74 106
118 GSK3-alpha CMGC 66 99
119 GSK3-beta CMGC 67 98
120 HCK TK 56 133
121 HIPK1 CMGC 42 101
122 HIPK2 CMGC 34 112
123 HIPK3 CMGC 51 129
124 HIPK4 CMGC 5 94
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
125 HRI OTHER 103 106
126 IGF1-R TK 85 121
127 IKK-alpha OTHER 66 99
128 IKK-beta OTHER 104 133
129 IKK-epsilon OTHER 80 104
130 INS-R TK 95 113
131 INSR-R TK 109 111
132 IRAK1 TKL 91 97
133 IRAK4 (untagged) TKL 43 110
134 ITK TK 46 106
135 JAK1 TK 103 100
136 JAK2 TK 97 95
137 JAK3 TK 91 101
138 JNK1 CMGC 99 96
139 JNK2 CMGC 99 104
140 JNK3 CMGC 74 88
141 KIT TK 42 93
142 LCK TK 53 128
143 LIMK1 TKL 75 108
144 LIMK2 TKL 119 122
145 LRRK2 TKL 12 97
146 LTK TK 92 113
147 LYN TK 54 100
148 MAP3K1 STE 95 103
149 MAP3K10 STE 114 91
150 MAP3K11 STE 68 105
151 MAP3K7/MAP3K7IP1 STE 59 110
152 MAP3K9 STE 89 97
153 MAP4K2 STE 74 99
154 MAP4K4 STE 57 96
155 MAP4K5 STE 78 101
156 MAPKAPK2 CAMK 72 86
157 MAPKAPK3 CAMK 103 106
158 MAPKAPK5 CAMK 82 122
159 MARK1 CAMK 115 87
160 MARK2 CAMK 95 111
161 MARK3 CAMK 99 98
162 MARK4 CAMK 96 109
163 MATK TK 108 144
164 MEK1 STE 69 80
165 MEK2 STE 57 92
166 MEKK2 STE 75 96
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
167 MEKKS3 STE 79 90
168 MELK CAMK 15 97
169 MERTK TK 44 143
170 MET TK 101 106
171 MINK1 STE 63 103
172 | MKK6 S207D/T211D** STE 102 97
173 MKNK1 CAMK 65 88
174 MKNK2 CAMK 70 92
175 MST1 STE 38 110
176 MST2 STE 36 104
177 MST3 STE 95 106
178 MST4 STE 112 115
179 mTOR ATYPICAL 101 101
180 MUSK TK 78 103
181 MYLK CAMK 70 67
182 MYLK2 CAMK 83 97
183 MYLK3 CAMK 74 96
184 NEK1 OTHER 99 107
185 NEK11 OTHER 104 119
186 NEK?2 OTHER 93 103
187 NEK3 OTHER 87 97
188 NEK4 OTHER 105 98
189 NEKG6 OTHER 111 104
190 NEK?7 OTHER 82 112
191 NEK9 OTHER 105 106
192 NIK STE 105 123
193 NLK CMGC 75 97
194 p38-alpha CMGC 94 109
195 p38-beta CMGC 106 103
196 p38-delta CMGC 93 128
197 p38-gamma CMGC 99 91
198 PAK1 STE 103 97
199 PAK2 STE 152 97
200 PAK3 STE 97 95
201 PAK4 STE 99 106
202 PAK6 STE 91 91
203 PAKY7 STE 72 113
204 PASK CAMK 73 121
205 PBK OTHER 93 121
206 PCTAIRE1/CycY CMGC 88 97
207 PDGFR-alpha TK 59 46
208 PDGFR-beta TK 1 18
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
209 PDK1 AGC 89 99
210 PHKG1 CAMK 72 98
211 PHKG2 CAMK 93 91
212 PIM1 CAMK 77 103
213 PIM2 CAMK 78 94
214 PIM3 CAMK 22 93
215 PKA AGC 103 79
216 PKC-alpha AGC 103 115
217 PKC-betal AGC 96 102
218 PKC-beta2 AGC 97 110
219 PKC-delta AGC 108 98
220 PKC-epsilon AGC 103 115
221 PKC-eta AGC 103 88
222 PKC-gamma AGC 101 101
223 PKC-iota AGC 106 104
224 PKC-mu AGC 101 132
225 PKC-nu AGC 96 119
226 PKC-theta AGC 100 108
227 PKC-zeta AGC 100 99
228 PLK1 OTHER 109 107
229 PLK3 OTHER 98 111
230 PRK1 AGC 97 104
231 PRK2 AGC 91 99
232 PRKD2 CAMK 103 98
233 PRKG1 AGC 100 94
234 PRKG2 AGC 88 93
235 PRKX AGC 64 84
236 PYK2 TK 86 118
237 RAF1 Y340D/Y341D TKL 112 97
238 RET TK 5 10
239 RIPK2 TKL 9 99
240 RIPK5 TKL 99 103
241 ROCK1 AGC 94 96
242 ROCK2 AGC 92 98
243 RON TK 110 126
244 ROS TK 91 101
245 RPS6KA1 AGC 42 104
246 RPS6KA2 AGC 33 99
247 RPS6KA3 AGC 27 99
248 RPS6KA4 AGC 101 109
249 RPS6KAS5 AGC 104 116
250 RPS6KA6 AGC 16 99
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family

1uM 1uM
251 S6K AGC 96 117
252 S6K-beta AGC 113 99
253 SAK OTHER 58 99
254 SGK1 AGC 71 104
255 SGK2 AGC 109 96
256 SGK3 AGC 113 131
257 SLK STE 85 103
258 SNARK CAMK 86 100
259 SNF1LK2 CAMK 43 97
260 SNK OTHER 97 112
261 SRC (GST-HIS-tag) TK 49 99
262 SRMS TK 99 110
263 SRPK1 CMGC 112 113
264 SRPK2 CMGC 120 111
265 STK17A CAMK 78 116
266 STK23 CAMK 106 107
267 STK25 STE 93 94
268 STK33 CAMK 81 90
269 STK39 STE 100 95
270 SYK aal-635 TK 110 114
271 TAOK2 STE 91 97
272 TAOK3 STE 92 105
273 TBK1 OTHER 73 107
274 TEC TK 101 106
275 TGFB-R1 TKL 104 100
276 TGFB-R2 TKL 28 89
277 TIE2 TK 92 115
278 TLK1 AGC 74 93
279 TLK2 AGC 98 88
280 TRK-A TK 44 104
281 TRK-B TK 50 142
282 TRK-C TK 36 111
283 TSF1 OTHER 79 112
284 TSK2 CAMK 104 92
285 TSSK1 CAMK 84 130
286 TTK OTHER 70 132
287 TXK TK 71 95
288 TYK2 TK 73 105
289 TYRO3 TK 96 118
290 VEGF-R1 TK 52 65
291 VEGF-R2 TK 21 5
292 VEGF-R3 TK 41 82
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# Kinase Klnqse Verbindung 1 | Verbindung 2
Name Family
1uM 1uM

293 VRK1 CK1 106 106

294 WEE1 OTHER 104 89

295 WNK1 OTHER 103 105

296 WNK2 OTHER 91 96

297 WNK3 OTHER 97 116

298 YES TK 54 109

299 ZAK TKL 72 123

300 ZAP70 TK 104 116

So=10.16 S0 =0.013

11.2 Selektivitatsprofil der Fa. DiscoveR
Target Verbindungl DiscoveR | Verbindung?2 DiscoveR
Gene Symbol % Ctrl 1uM % Ctrl 1uM
ABL1(E255K)-phosphorylated 20 85
ABL1(T315I)-phosphorylated 53 99
ABL1-nonphosphorylated 30 0,6
ABL1-phosphorylated 30 67
ACVR1B 89 96
ADCK3 98 96
AKT1 100 98
AKT?2 100 100
ALK 100 100
AURKA I 75
AURKB 17 100
AXL 13 g8
BMPR2 96 100
BRAF 100 100
BRAF(V6000E) 100 100
BTK 100 93
CDK11 77 63
CDK2 93 94
CDK3 94 93
CDK7 25 100
CDK9 92 94
CHEK1 87 77
CSF1R 22 0
CSNK1D 81 93
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Target Verbindungl DiscoveR | Verbindung2 DiscoveR
Gene Symbol % Ctrl 1uM % Ctrl 1uM

CSNK1G2 61 100
DCLK1 97 94
DYRK1B 0 53
EGFR 90 73
EGFR(L858R) 81 69
EPHA2 95 100
ERBB2 97 79
ERBB4 88 100
ERK1 100 100
FAK 89 94
FGFR2 83 83
FGFR3 100 100
FLT3 1,3 8,2
GSK3B 100 100
IGF1R 99 100
IKK-alpha 90 100
IKK-beta 89 100
INSR 81 88
JAK2(JH1domain-catalytic) 90 96
JAK3(JH1domain-catalytic) 35 100
JNK1 39 85
JNK2 57 85
JNK3 46 100
KIT 2,6 0
KIT(D816V) 0,45 30
KIT(V559D,T670l) 34 6,2
LKB1 89 100
MAP3K4 86 89
MAPKAPK?2 100 100
MARKS3 99 91
MEK1 100 100
MEK?2 100 100
MET 100 100
MKNK1 100 93
MKNK2 59 100
MLK1 100 100
p38-alpha 100 85
p38-beta 75 75
PAK1 70 100
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Target Verbindungl DiscoveR | Verbindung?2 DiscoveR
Gene Symbol % Ctrl 1uM % Ctrl 1uM
PAK2 46 96
PAK4 56 95
PCTK1 100 100
PDGFRA 6,3 0
PDGFRB 0,7 0
PDPK1 99 99
PIK3C2B 48 73
PIK3CA 43 90
PIK3CG 0,7 48
PIM1 67 100
PIM2 54 100
PIM3 18 100
PRKACA 100 100
PLK1 88 89
PLK3 100 100
PLK4 4,5 98
PRKCE 95 100
RAF1 100 97
RET 2 0
RIOK?2 100 100
ROCK2 89 100
RSK?2 35 100
SNARK 26 100
SRC 43 100
SRPK3 100 100
TGFBR1 92 86
TIE2 68 81
TRKA 10 59
TSSK1B 100 100
TYK2 43 100
ULK?2 97 95
VEGFR2 55 0,35
YANK3 100 100
ZAP70 100 100
S50 =0.22 S50=0.11
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Laut Statistischem Bundesamt war Krebs im Jahr 2@CB den Herz-Kreislauferkrankungen
die zweithaufigste Todesursache in Deutschi&hdEine Behandlungsmaglichkeit stellt die
Chemotherapie dar, wobei neben den klassischerstayilca seit der Erstzulassung von Ima-
tinib (Glivec®) im Jahr 2001 auch Kinaseinhibitoren eingesetztiam Bei einer Vielzahl der
aktuell zugelassenen Kinaseinhibitoren handeltia@s wm Typ-I-Inhibitoren, die kompetitiv
zu ATP in der Zielkinase binden. Aufgrund der kamsaten Struktur der ATP-Bindetasche
der unterschiedlichen Kinasen kann es wahrend e@daidlung mit Kinaseinhibitoren, z.B.
aus Mangel an Selektivitat, zu Nebenwirkungen kommais diesem Grund wurden in die-
ser Arbeit neben den Typ-I- auch Typ-ll-Inhibitorele nicht ATP-kompetitiv in die Zielkina-

se binden, entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden 3,5-Diarylpyrazifone als PDFGRKinaseinhibitoren
(DFGiouy) designt, synthetisiert und anschlie3end biochemis einem Proliferationsassay
an der U87-MG-Zelllinie untersucht. Anhand der Engese des Proliferationsassays wurden
zwei Verbindungen aufgrund ihrer biologischen Altéiv fur weitere biochemische Charakte-
risierung wie Kinaseassay, Western Blot und Aufnahrdes Selektivitatsprofils ausgewabhilt.
Im Verlauf dieser Untersuchungen erwies sich degawahlte DFG,-Inhibitor als hoch po-
tent und selektiv gegentber PDGEMer Vergleich der beiden Systeme miteinandertegig
dass der DFGInhibitor aufgrund der zusatzlichen Adressierumeg tiefen Tasche der inak-
tiven Konformation des PDGHRDFG..) eine starkere antiproliferative Wirkung, eine &6h
re Selektivitdt und eine langsamere On-/Off-Kindtik Vergleich zu dem DFgInhibitor
aufweist. Somit kénnten die Ergebnisse dieser Arti@zu beitragen, einen neuartigen, hoch

selektiven und potenten PDGERhibitor als Wirkstoff gegen Krebs zu entwickeln.
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Abstract

Abstract

According to the Federal Statistical Office of Gamyg (Destatis) in 2013, cancer was the
second most common cause of death in Germany. Gherapy is one option for the treat-
ment of cancer. Since the introduction of Imatif@ivec®) into cancer therapy in 2001, ki-
nase inhibitors are used in addition to classiotoptic drugs. Most of the approved kinase
inhibitors are type-I-binders (DR, which bind to the target competitively to ATPuiihg
the treatment, side effects may occur due to sstialttural differences of the conserved ATP
binding pocket, causing low selectivity. With thbackground the type-lI und type-Il inhibi-
tors, which are binding to the target noncompetlyinto ATP, were developed in this work.

In the present work 3,5-diarylpyrazin-2-ones weesigned as PDGHRkinase inhibitors
(DFGiou), synthesized and biochemically examined in aiferaition assay against U87-MG
cells. In light of the results of the biologicalidies, two compounds were selected for further
investigations like kinase assays, western blotyarsaand selectivity profiling. Herein, the
highly potent and remarkably selective Dfgnhibitor 2 was found. The comparison of both
systems showed that in contrast to the RR@hibitor, the DFGy; inhibitor offered higher
selectivity, a stronger cytotoxic effect and slowaroff kinetics caused by an interaction with

the deep pocket of the target kinase.

Consequently, the results of this study might pteva basis for the development of novel

cancer agents.
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