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Einleitung

1 Einleitung

Die ATP binding casette (ABC) Transporter stellen eine der gréfiten Familien von memb-
ranstandigen Transportproteinen dar. Sie kommen ubiquitér in eukaryotischen und pro-
karyotischen Zellen vor. ABC-Transporter besitzen vielféaltige Aufgaben da sie eine Viel-
zahl von Verbindungen aktiv, unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP), durch
die Zellmembran transportieren. Daher sind sie an Prozessen wie der Ausscheidung von
Toxinen, der N&hstoffaufnahme oder der Signaltransduktion beteiligt. Wéhrend Eukary-
onten Efflux-Transporter exprimieren, sind bei Prokaryonten auch Influx-Transporter be-
kannt. Ein typischer ABC-Transporter besteht aus zwei transmembrandren Domanen
(TMD), welche je aus sechs a-Helices bestehen und zwei im Zellinneren gelegenen hoch-
konservierten Nukleotidbindungsdoménen (NBD) (Beispiel siehe Abbildung 1.3) mit den
typischen Walker A und Walker B Motiven und der C-Schleifen-Signatur. Daneben exis-
tieren auch Halbtransporter die nur aus einer TMD und einer NBD bestehen (Beispiel
siehe Abbildung 1.1) und erst durch Oligomerisierung funktionsfahige Einheiten bilden.
Die Energie fiir den Transport von Substraten wird aus der Hydrolyse von ATP gewon-
nen. Dabei wird ATP an die NBDs gebunden und zu Adenosindiphosphat (ADP) und
Phosphat (P) hydrolysiert [1-8].

1.1 Humane ABC-Transporter

Es gibt 48 bekannte humane ABC-Transporter, welche sich durch die phylogenetische
Analyse ihrer NBD-Gensequenzen in sieben Subfamilien, ABCA — ABCG, einteilen las-
sen. Die Subfamilien ABCE und ABCF besitzen dabei keine TMDs, aber die ABC-Trans-
porter typischen NBDs [3,9]. Die meisten ABC-Transporter sind substratspezifisch, al-
lerdings konnen einige wie ABCB1, ABCG2 und ABCCL eine Vielzahl verschiedenster
Verbindungen transportieren [10]. Zu den bekanntesten und am besten untersuchten hu-
manen ABC-Transportern gehéren das P-Glycoprotein (P-gp, MDR1) / ABCB1, das
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Multidrug Resistance-associated Protein 1 (MRP1) / ABCCL1 und das Breast Cancer Re-
sistance Protein (BCRP) / ABCG2. Bei ABCG2 handelt es sich um einen Halbtransporter,
es besitzt daher nur eine TMD und eine NBD (Kapitel 1.3.1). Die zuvor genannten Trans-
porter Ubernehmen vor allem in Geweben mit Barrierefunktion wie z.B. Darm, Leber,
Niere, Plazenta oder Blut-Hirn-Schranke wichtige physiologische Aufgaben und sind
dadurch mit an der Absorption, Verteilung und Elimination von Stoffen beteiligt [3,10—
13]. Durch die Elimination von Toxinen und Xenobiotica besitzen sie eine zytoprotektive
Funktion. Die Mutation eines Transportergens kann zum Verlust oder zur Verminderung
der Transporterfunktion und somit zu einer Reihe schwerer Erkrankungen fihren. Als
Beispiel ist die Mukoviszidose als Folge einer Mutation des ABCC7-Gens zu nennen.
Die Adrenoleukodystrophie (ALD) erlangte ihre traurige Bekanntheit durch den Film
,,Lorenzos Ol und ist ebenfalls auf die Mutation eines ABC-Transporters, dem ABCD1-
Gen, zurtickzuftihren. Durch eine rezessive Vererbung des Gendefektes kdnnen auch die
nachfolgenden Generationen von der Krankheit betroffen sein [1,3,12,14].

1.2 Zusammenhang von ABC-Transportern und der

Multidrug Resistance (MDR) von Tumorzellen

Die Chemotherapie ist eine der wichtigsten Behandlungsmethoden maligner Erkrankun-
gen. Im Allgemeinen beschreibt die Multidrug Resistance (MDR) das Phanomen, dass
Zellen eine Kreuzresistenz gegen verschiedene Arzneistoffe, mit grofRer struktureller
Diversitat und unterschiedlichsten pharmakologischen Wirkungen, aufweisen. Die Ent-
wicklung einer MDR kann zum Versagen der Chemotherapie fiihren. Ursache dafur kon-
nen verschiedene Mechanismen sein, wie die erhdhte Expression abbauender Enzyme,
Mutationen, eine vermehrte DNA Reparatur, eine verminderte Apoptose oder auch ein
erhohter Efflux der die intrazelluldre Konzentration unter die Wirksamkeitsgrenze ab-
senkt [15]. Die Uberexpression von ABC-Transportern kann zu einem erhéhten Efflux
verschiedener Zytostatika aus der Zelle fiihren und somit Ursache fiir eine unspezifische
Resistenz sein [13,15-18]. Anhand der beispielhaft in Tabelle 1.1 aufgefihrten Arz-
neistoffe, die alle eine zytostatische Wirkung aufweisen, ist deutlich zu erkennen, dass

die polyspezifischen Transporter strukturell unterschiedlichste Verbindungen transpor-
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tieren konnen. Eine vermehrte Expression von ABC-Transportern konnte in verschiede-
nen resistenten Krebszelllinien und Tumorarten festgestellt werden (Kapitel 1.3.2, 1.4.1).
Allerdings ist davon auszugehen, dass die Entwicklung einer MDR durch eine Vielzahl
von Mechanismen verursacht wird [16,19]. Da sich diese Arbeit im Wesentlichen mit
ABCG2 und untergeordnet mit ABCB1 beschéftigt wird im Folgenden nur auf diese bei-
den Transportproteine naher eingegangen.

Tabelle 1.1: Beispiele von Zytostatika, die von drei der wichtigsten polyspezifischen ABC-
Transportern transportiert werden [20].

ABC-Transporter Substrate mit zytostatischer Wirkung
ABCG2/ BCRP Mitoxantron, Topotecan, Methotrexat
ABCB1/ P-gp Daunorubicin, Doxorubicin, Mitoxantron,

Vincristin, Toptecan, Paclitaxel

Daunorubicin, Doxorubicin, Methotrexat,

ABCC1/ MRP1 Vincristin

1.3 Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) / ABCG2

Das Breast Cancer Resistance Protein wird systematisch auch ABCG2 (ABC-Transpor-
ter, subfamily G, member 2) genannt. ABCG2 wurde 1998 zum ersten Mal beschrieben.
Dabei wiesen Doyle et al. das Protein in einer durch Doxorubicin und Verapamil selek-
tierten Mammakarzinomzelllinie MCF-7/AdrVp nach, wodurch der Transporter zu sei-
nem Namen BCRP kam [21]. Durch die zeitgleiche Entdeckung des ABCG2 Gens in
humanen Plazentagewebe und der zugehorigen cDNA in einer Mitoxantron resistenten
Colonkarzinomzelllinie erhielt das Protein auch die Bezeichnungen Placenta-specific
ABC protein (ABCP) und Mitoxantrone-Resistance protein (MXR) [22,23]. In dieser Ar-

beit wird der systematische Name ABCG2 verwendet.
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1.3.1 Aufbau von ABCG2

Der Halbtransporter ABCG2 (siehe Abbildung 1.1) besteht aus 665 Aminoséuren und hat
ein Molekulargewicht von 72 kDa. Das Protein besteht aus einer TMD mit sechs a-Heli-
ces und einer NBD. Die intrazelluldre NBD befindet sich in diesem Fall am N-Terminus,
wahrend sie bei anderen ABC-Transportern in der Regel am C-Terminus lokalisiert ist.
Um funktionsfahig zu werden muss der Halbtransporter oligomerisieren. Lange Zeit ging
man davon aus, dass eine Dimerisierung zweier Halbtransporter tiber Disulfidbricken zur
Bildung einer funktionsfahigen Einheit fihrt. Neben den Dimeren wurden auch Tetra-
mere, Octamere und Dodecamere diskutiert [24-27]. Nach neuesten Erkenntnissen wird

jedoch hdchstwahrscheinlich ein Tetramer gebildet [28].

TMD

Intrazellular

Abbildung 1.1: Topologiemodell von ABCG2.

1.3.2 Vorkommen von ABCG2 in humanem Gewebe

Wie bereits beschrieben kommt ABCG2 hauptsachlich in Geweben mit Barrierefunktion
vor. Eine hohe Expression des Proteins wurde in der Plazenta entdeckt [22]. Daneben
wurde ABCG2 auch in Dick- und Dinndarm, Gehirn, Leber, Niere sowie Nebenniere,
Milz, Prostata, Ovarien, ZNS, Lunge und Magen nachgewiesen [21,27,29,30]. Daher
spielt ABCG2 eine grolie Rolle bei der Absorption, Verteilung und Elimination von Stof-
fen. Neben zytoprotektiven Aufgaben, wie dem Transport von Toxinen und Xenobiotika
aus der Zelle heraus, wird ABCG2 auch im Zusammenhang mit der Sekretion von N&hr-
stoffen wie z.B. Riboflavin in die Muttermilch vermutet. Eine erhdhte Expression des

Proteins in den Brustdriisen am Ende der Schwangerschaft und wahrend der Stillzeit

4
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konnte nachgewiesen werden [31,32]. Daneben kdnnen natdrlich auch Xenobitika und
Toxine so den Weg in die Muttermilch finden und dem Saugling schaden [33]. Der Trans-
porter wurde auch in der sogenannten ,,Side Population* himatopoetischer Stammzellen
gefunden, wobei hier ebenfalls eine protektive Funktion vermutet wurde [31,34-36]. Wie
bereits beschrieben kann eine Uberexpression von ABCG2 in Tumorzellen zu einer MDR
gegenuber verschiedenen Zytostatika beitragen. Neben den oben genannten Beispielen
konnte auch bei einer Reihe weiterer Mitoxantron-selektierter Zelllinien wie der EPG 85-
257 Magenkarzinom-, der EPF 86-079 Fibrosarkomzelllinie und der humanen Brust-
krebszelllinie MCF-7 Resistenzen gegen das Zytostatikum im Zusammenhang mit einer
ABCG?2 Uberexpression beobachtet werden [37]. Andere Zellen zeigten eine Korrelation
zwischen ABCG2 Expression und der Resistenz gegenuber Topotecan [38,39]. Eine er-
hohte Expression von ABCG2 wurde des Weiteren in verschiedenen soliden Tumoren
und auch in Tumorstammzellen gefunden [40]. Insgesamt wurde in einer Vielzahl weite-
rer Studien eine Korrelation zwischen Zytostatikaresistenzen und der Expression von
ABCG?2 beobachtet, allerdings ist die genaue Rolle von ABCG2 bei der Resistenzent-
wicklung noch nicht abschlieBend geklart [41-43].

1.3.3 Substrate von ABCG2

Das Substratspektrum von ABCG?2 ist nicht nur auf Zytostatika beschrankt. Neben dem
Transport verschiedener Zytostatikaklassen wie Anthracycline, Camptothecinen und dem
Dihydrofolatreduktase-Hemmer Methotrexat konnen z.B. auch Virustatika, Antibiotika
und eine Vielzahl anderer Arzneistoffe sowie physiologische Verbindungen transportiert
werden, siehe Tabelle 1.2. Das Substratspektrum kann durch eine Punktmutation an Po-
sition 482 der Aminoséuresequenz wesentlich beeinflusst werden [42,44]. So kdnnen die
Anthracycline Doxorubicin und Daunorubicin sowie der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin
123 nur transportiert werden, wenn an Position 482 Arginin gegen Threonin oder Glycin
ausgetauscht wurde. Methotrexat kann hingegen nicht von den Mutanten transportiert
werden. Diese Mutation der Aminosauresequenz wurde nur in selektierten Zelllinien wie
MCF7/AdrVp3000 und S1-M1-80 festgestellt. In Wildtyp ABCG2 von normalem Pla-
zentagewebe und in klinischen Proben von Leukadmiepatienten konnte nur Arginin in Po-

sition 482 nachgewiesen werden, weshalb diese Mutation vermutlich keine klinische

5
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Relevanz besitzt. In weiteren Studien wurden auch andere Mutationen bestimmter Ami-
nosauren untersucht. Auch diese fiihrten zu einer Veranderung der Substratselektivitét
[41,42]. Der Transport von Fluoreszenzfarbstoffen durch ABCG2 wird zur funktionellen

Untersuchung von ABCG2 genutzt, siehe Kapitel 1.5.

Tabelle 1.2: Eine Auswahl von Substraten von ABCG2 [41-43,45-48].

Klasse Verbindungen

Zytostatika Mitoxantron
Aza-Anthrapyrazol
Bisanthrene
Topotecan
Irinotecan
SN-38
Diflomotecan
Methotrexat™*
Daunorubicin**
Doxorubicin**

Virustatika Lamivudin
Zidovudin (AZT)
Antibiotika Ciprofloxacin

Erythromycin

Nitrofurantoin
Glucuronid- und Sulfatkonjugate Estradiol-17-pB-D-glucuronid, Dehydroe-

piandrosteron-3-sulfat
Andere Prazosin

Flavopiridol

Imatinib

Pantoprazol

Cimetidin

Sulfasalazin

Indolcarbazol

Rosuvastatin

Fluoreszenzfarbstoffe Hoechst 33342
BODIPY-Prazosin
Pheophorbid A
Rhodamin 123**

* wird nur von Wildtyp ABCG2 transportiert
** wird nur durch die ABCG2 Mutante R482T und R482G transportiert
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1.3.4 Inhibitoren von ABCG2

Durch die Entdeckung von ABCG2 in resistenten Krebszelllinien wurde die Entwicklung
neuer Inhibitoren in den letzten Jahren immer interessanter. Wie die Substrate weisen
auch diese eine grof3e Strukturdiversitat auf, siehe Abbildung 1.2. Einige Inhibitoren von
ABCBL wie Elacridar (GF120918) oder Tariquidar (XR9576) erwiesen sich ebenfalls als
ABCG2 Inhibitoren [49-51]. Der Naturstoff Fumitremorgin C (FTC) wird vom Schim-
melpilz Aspergillus fumigatus sezerniert und wurde als potenter ABCG2 Inhibitor iden-
tifiziert. Allerdings verhindert seine neurotoxische Wirkung den Einsatz in vivo [52]. Eine
Weiterentwicklung von FTC fuhrte zu dem hochpotenten Analogon Ko143 [53]. Ko143
besitzt nur eine geringe Neurotoxizitat und galt lange Zeit als selektiv gegeniiber ABCG2.
Eine neuere Untersuchung zeigte allerdings, dass Ko143 ABCB1 und ABCCL1 ebenfalls
schon im mikromolaren Bereich inhibiert [54]. Vertreter der Arzneistoffklassen der HIV-
Protease- und Tyrosinkinaseinhibitoren besitzen auch inhibitorische Eigenschaften ge-
genuber ABCG2 [55,56]. Des Weiteren zeigten verschiedene Naturstoffe wie die
Flavonoide Chrysin und Biochanin und das Alkaloid Harmin eine Hemmwirkung gegen-
uber ABCG2 [57,58]. Ausgehend von den oben genannten Verbindungen wurde in den
letzten Jahren eine Vielzahl synthetischer Tariquidar-, Chromen-, Flavonoid-, Chalkon-
und Chinazolin Analoga synthetisiert und als Inhibitoren von ABCG2 identifiziert [59—
66]. Der genaue Mechanismus der ABCG2 Inhibition konnte bis heute nicht vollstandig
geklart werden. Man geht davon aus, dass es neben den Inhibitoren wie FTC und Ko143
die die ATPase Aktivitat hemmen auch kompetitive Inhibitoren gibt, die selbst Substrate
von ABCG2 sind und somit nur den Transport bestimmter VVerbindungen hemmen welche

die gleiche Bindungsstelle am Protein nutzen [42].
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1.4 P-Glykoprotein (P-gp) / ABCB1

ABCBL ist der am besten untersuchte eukaryotische ABC-Transporter [67-69]. Da
ABCBL in dieser Arbeit nur eine untergeordnete Rolle spielte werden die wichtigsten
Zusammenhange nur kurz erdrtert. 1976 wurde die Nager-Isoform des Proteins von Juli-
ano und Ling in einer Colchicin resistenten Ovarialkarzinomzelllinie chinesischer Hams-
ter (CHO-Zelllinie) entdeckt [70]. Die verminderte Permeabilitat (P) fur verschiedene
Zytostatika und die glykosilierung des Proteins bescherten ihm den Namen P-Glykopro-
tein. Erst 1986 wurde der Transporter im menschlichen Genom nachgewiesen [71]. Ein
weiterer Name des P-Glykoproteins ist Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR 1), wel-
cher sich auf seinen Zusammenhang zur MDR zurickfihren l&sst. In dieser Arbeit wird

der systematische Name ABCB1 verwendet.

1.4.1 Aufbau und Vorkommen von ABCB1

Das humane ABCBL besteht aus 1280 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von
170 kDa. Es besteht aus zwei homologen Hélften und ist wie ein typischer ABC-Trans-
porter aus zwei TMDs und zwei NBDs aufgebaut, siehe Abbildung 1.3 [72,73]. Anhand
von Homologiemodellen des ABCB1 konnten sowohl Bindungsstellen als auch die Struk-
tur des Proteins nachgewiesen werden [74—79]. Das erste Homologiemodell basierte auf
der Kristallstruktur eines bakteriellen ABC-Transporters (Sav1866) [80]. 2009 wurde
dann die Kristallstruktur des murinen P-Glykoproteins (Abcbla) publiziert, die eine Ho-
mologie von 87 % zum humanen ABCBL1 aufwies [81]. Diese musste nach Veroffentli-
chung der Kristallstruktur von P-Glykoprotein aus Caenorhabditis elegans im Jahr 2012

allerdings korrigiert werden [82].
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Abbildung 1.3: Topologiemodell von ABCB1.

Fur ABCB1 wurden verschiedene Modelle postuliert die den Transport der Substrate be-
schreiben sollen. Der genaue Transportmechanismus ist jedoch nicht bekannt. Die drei
wichtigsten Modelle sind dabei das ,,Poren-Modell*“ [83], das “HVC-Modell*“ [84,85]
(Abbildung 1.4) und das von Higgins und Gottesman beschriebene ,,Flippase- Modell*
[86] (Abbildung 1.5). Das ,,Poren-Modell* geht davon aus, dass die zwei TMDs einen
Kanal in der Membran bilden, durch den das Substrat aus dem Zytoplasma heraus trans-
portiert wird. Aufgrund der meist lipophilen Substrate von ABCBL ist allerdings eine
Anreicherung in der Zellmembran wahrscheinlicher [87]. Des Weiteren zeigten Untersu-
chungen eine Bindung der Substrate an der TMD des Proteins [77,78,88]. Danach wére
das ,,Poren-Modell* eher unwahrscheinlich. Das Hydrophobic Vacuum Cleaner =,,HVC-
Modell“ geht davon aus, dass das Substrat in der, dem Zytosol zugewandten, inneren
Membranschicht gebunden und von dort aus der Zelle heraustransportiert wird. Das
,Flippase-Modell* ist dem ,,HVC-Modell* recht dhnlich, allerdings wird hier das Substrat
von der inneren Membranschicht in die dulRere Membranschicht transportiert von wo aus

es dann anschliel’end aus der Zelle diffundieren kann.

ABCB1 kommt naturlich im menschlichen Gewebe vor und ist, wie ABCG2, an der Sek-
retion und Elimination von Substanzen beteiligt. Durch den Transport von Toxinen und
Xenobiotika besitzt auch dieses Protein eine zytoprotektive Funktion. Es wird u.a. in
Darm, Niere, Leber, Blut-Hirn-Schranke und Plazenta exprimiert [15,67,89]. Eine Ex-
pression von ABCB1 wurde auch in einer Reihe von resistenten soliden Tumoren gefun-
den und auch die Beteiligung von ABCB1 an der Resistenzentwicklung der AML gilt als
gesichert [90-94].
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1.4.2 Substrate von ABCB1

Auch ABCBL1 weist eine grof3e Substratdiversitat auf, die neben Zytostatika eine Vielzahl
anderer Arzneistoffe betrifft. Eine Auswahl von Substraten ist in Tabelle 1.3 zusammen-
gestellt. Wie auch im Fall des ABCG2 weisen die Substrate eine groRe strukturelle Viel-
falt auf. Zum Teil Gberschneiden sich die Substrat- wie auch die Inhibitorspektren beider
Transporter.

11
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Tabelle 1.3: Beispiele fur Substrate von ABCB1 [45,72,95,96].

Klasse Verbindungen

Zytostatika Daunorubicin
Doxorubicin
Mitoxantron
Vinblastin*
Vincristin
Toptecan
Irinotecan
SN-38
Imatinib
Etoposid
Paclitaxel
Virustatika Ritonavir*
Saquinavir*
Herz-Kreislauf -Therapeutika Digoxin
Verapamil*
Nifedipin
Diltiazem
Reserpin*
Andere Dexamethason
Loperamid*
Morphin
Cyclosporin A
Colchicin
Chinin*
Fluoreszenzfarbstoffe Calcein AM
Hoechst 33342
Rhodamin 123

* Substrate und Inhibitoren [96].

1.4.3 Inhibitoren von ABCB1

Die Inhibitoren von ABCB1 lassen sich in 3 Generationen einteilen, siehe Tabelle 1.4.
Die 1. Generation sind Arzneistoffe die selbst Substrate von ABCB1 sind und daher groR-

tenteils vermutlich als kompetitive Inhibitoren agieren (ausgenommen Cyclosporin A).

12
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Auf Grund ihrer niedrigen Bindungsaffinitdt mussten diese Arzneistoffe in hohen Dosen
verwendet werden, was zu inakzeptablen Nebenwirkungen und weiter auch zu pharma-
kokinetischen Interaktionen mit den verabreichten Zytostatika fiihrte. Zur 2. Generation
der ABCBL Inhibitoren gehtren weiterentwickelte Analoga oder starker wirksame Enan-
tiomere chiraler Arzneistoffe der 1. Generation. Diese besitzen eine h6here Affinitat zu
ABCB1 und waren auf Grund geringerer Dosierungen weniger toxisch. Allerdings wurde
auch hier der Metabolismus der verabreichten Zytostatika gehemmt, was ebenfalls zu
nicht tolerierbaren toxischen Effekten fiihrte. Die 3. Generation der ABCB1 Inhibitoren
stellen spezifische Inhibitoren von ABCBL1 dar, die keinen Einfluss auf die Metabolisie-
rung des verabreichten Zytostatikums zeigten [97-99].

Tabelle 1.4: Beispiele von ABCBL1 Inhibitoren [97-99].

Inhibitoren Verbindungen
1. Generation Chinin
Chinidin
Cyclosporin A
Verapamil
2. Generation Dexverapamil
PSC 833 (Valspodar)
3. Generation Elacridar (GF120918)

Tariquidar (XR9576)
Zosuquidar (LY 335979)

1.5 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat gegen-
uber ABCG2 und ABCB1

Um die inhibitorischen Eigenschaften der in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen,

in vitro, gegeniiber ABCG2 oder ABCBL1 exprimierenden Zellen zu untersuchen wurden

verschiedene fluoreszenzbasierte Assays eingesetzt. Allgemein wurden dabei Fluores-

zenzfarbstoffe verwendet die ein Substrat des jeweiligen Transporters darstellen. Die in-

hibitorischen Eigenschaften einer Verbindung, gegeniber dem jeweiligen ABC-Trans-

porter, konnten mit Hilfe der Anderung der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von
13
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der Inhibitorkonzentration detektiert werden. Die erhaltenen Werte der Fluoreszenzinten-
sitdt wurden hierzu gegen die Konzentration des jeweiligen Inhibitors aufgetragen und
man erhielt eine Konzentrations-Effekt-Kurve, aus der die halbmaximale inhibitorische

Konzentration (ICso) ermittelt werden konnte.

1.5.1 Hoechst 33342 Akkumulationsassay

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 ist ein lipophiles Bisbenzimidazol-Derivat und
ein Substrat von ABCG2 und ABCBL1. In dieser Arbeit wurde der Hoechst 33342 Assay
ausschlieBlich fur die Charakterisierung der Hemmwirkung gegentiber ABCG2 verwen-
det. Die Intensitat der Fluoreszenz dieser Verbindung ist abhdngig von der Umgebung.
Im Extrazellularraum (wassrig) weist das Molekul nur eine schwache Fluoreszenz auf,
wohingegen intrazellulér die Fluoreszenz erheblich ansteigt. Der Fluoreszenzanstieg ist
mit der intrazelluldren Interkalation in Adenin und Thymin reiche Sequenzen der DNA
und der Einlagerung in die Phospholipiddoppelschicht der Zellmembran verbunden und
folgt annahernd einer Kinetik erster Ordnung. Durch seine lipophilen Eigenschaften kann
Hoechst 33342 passiv durch die Zellmembran diffundieren, bis sich ein Gleichgewicht
zwischen der extra- und intrazelluldren Konzentration eingestellt hat. Wenn Zellen die
Transporter ABCG2 oder ABCB1 exprimieren wird der Fluoreszenzfarbstoff vermehrt
aus der Zelle heraustransportiert, wodurch seine intrazelluldre Konzentration und somit
die zelluldare Fluoreszenz abnimmt (Abbildung 1.6). Durch die Zugabe eines geeigneten
Inhibitors wird der aktive Transport durch ABC-Transporter gehemmt und die zellulére
Fluoreszenz steigt mit der Inhibitorkonzentration an. Die Durchfihrung des Hoechst
33342 Assays ist in Kapitel 7.2.3.4 beschrieben [100-106].
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Hoechst 33342 Akkumulationsassays.

1.5.2 Pheophorbid A Akkumulationsassay

Der Fluoreszenzfarbstoff Pheophorbid A ist ein selektives Substrat von ABCG2. Das
Porphyrin Derivat stellt eine Zwischenstufe im Chlorophyllabbau von Pflanzen dar. Phe-
ophorbid A kann passiv durch die Zellmembran diffundieren, wobei die intrazellulére
Anreicherung einer Kinetik erster Ordnung folgt. In ABCG2 exprimierenden Zellen kann
die Verbindung aktiv aus der Zelle transportiert werden, wodurch die intrazellulare Kon-
zentration und somit die zellul&re Fluoreszenzintensitat abnimmt. Durch die Zugabe eines
geeigneten Inhibitors wird der aktive Transport durch ABCG2 gehemmt und die zellulére
Fluoreszenz steigt mit der Inhibitorkonzentration an (Abbildung 1.7). Da das Molekil
sowohl intrazellular als auch extrazellular angeregt werden kann, wird die zelluléare Flu-
oreszenz mittels der Durchflusszytometrie bestimmt (Kapitel 7.2.3.5.1). Die Durchfih-
rung des Pheophorbid A Assay ist im Kapitel 7.2.3.5 beschrieben [107,108].

15
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Pheophorbid A Akkumulationsassay

1.5.3 Calcein AM Akkumulationsassay

Calcein AM ist der nicht fluoreszierende Acetoxymethylester des Fluoreszenzfarbstoffes
Calcein. Calcein AM kann passiv durch die Zellmembran diffundieren und wird intrazel-
luldr, durch unspezifische Esterasen, zum fluoreszierenden Calcein gespalten. Das anio-
nische Calcein kann nicht mehr frei durch die Membran diffundieren und reichert sich in
der Zelle an. Calcein AM ist ein Substrat von ABCB1 und ABCC1, wéahrend das fluores-
zierende Calcein nicht von ABCBL1 transportiert werden kann. Von ABCC1 kann es hin-
gegen mit einer deutlich geringen Affinitat, als zu Calcein AM transportiert werden. In
dieser Arbeit wurde der Calcein AM Assay ausschlieBlich fir die Charakterisierung der
Hemmung von ABCB1 verwendet. ABCB1 exprimierende Zellen kénnen Calcein AM
aktiv aus der Zelle transportieren und somit die intrazelluldre Bildung des fluoreszieren-
den Calcein senken, wodurch die zellul&re Fluoreszenzintensitat abnimmt. Durch die Zu-

gabe eines geeigneten Inhibitors wird der aktive Transport von Calcein AM durch
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ABCBL1 gehemmt und die zellul&re Fluoreszenz steigt an (Abbildung 1.8). Der anfangli-
che lineare Anstieg der Fluoreszenzintensitat wird zur Auswertung herangezogen. Die
Durchfiihrung des Calcein AM Assay ist in Kapitel 7.2.3.6 beschrieben [109-114].

Koo A
HO 0] OH
“Esterasen o O j i
/\‘ /(—\ 5 O
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Inhibitor

Calcein-AM

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des Calcein AM Akkumulationsassay.

17






Ziel der Arbeit

2 Ziel der Arbeit

Aufgrund dessen, dass die Uberexpression von ABCG2 eine Rolle bei der Entstehung der
MDR von Krebszellen spielt wurde die Entwicklung potenter und selektiver ABCG2 In-
hibitoren immer wichtiger. Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung und Synthese
neuer, selektiver Inhibitoren fiir ABCG2. Es sollten neue Chinazolin-, Chinolin- und Tet-
rahydro-B-carbolinderivate synthetisiert und auf ihre inhibitorischen Eigenschaften ge-
genuber ABCG2 untersucht werden.

Durch die Arbeit von Kapil Juvale wurde bereits eine Reihe von 2-Phenyl-4-Anilinchi-
nazolinen, mit verschiedensten Substitutionsmustern, als potente und selektive ABCG2
Inhibitoren identifiziert. Um zu untersuchen welchen Einfluss die bis dahin konservierten
Strukturbestandteile wie der Aminlinker an C4 und das Chinazolingrundgeriist auf die
inhibitorische Aktivitat haben, sollten verschiedene Modifikationen vorgenommen wer-
den (1., 2.) [64,66,115]

1. Chinazolinderivate mit veranderter Linkerstruktur an C4 als ABCG2 Inhi-

bitoren:

Um den Einfluss der Aminlinker Struktur auf die inhibitorische Aktivitat zu untersuchen,
sollte dieser durch andere Heteroatome ersetzt und der Einfluss auf die Hemmwirkung

gegentiber ABCG2 bestimmt werden.

Abbildung 2.1: Grundgerust der 2-Phenyl-4-X-phenylchinazoline.

2. Chinolinderivate als ABCG2 Inhibitoren:

Um zu priifen ob das Chinazolingerist essentiell fiir die inhibitorische Aktivitat gegen-
uber ABCG?2 ist, sollten Derivate mit einem leicht verdnderten Grundgerist synthetisiert

werden. Das Chinolingerist ist dem Chinazolin sehr &hnlich, weist dabei aber nur einen
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Stickstoff im Ringsystem auf (Abbildung 2.2). Inwiefern sich das Fehlen des zweiten
Stickstoffes im Ringsystem und die damit veranderten Eigenschaften auf die inhibitori-
sche Aktivitat auswirken, galt es zu untersuchen. Wahrend der Entwicklung der Chino-
linderivate ergaben sich weitere Modifikationsmdglichkeiten. Die dabei entstandenen
Chinolin-Chalkon-Hybride und Chinolonderivate wurden ebenfalls auf ihre Hemmwir-
kung gegenliber ABCG2 untersucht.

5 4 5 4
~ ~
7 N) 2 7 N~ 2
8 1 8 1
Chinazolin Chinolin

Abbildung 2.2: Grundgerist von Chinazolin und Chinolin

Tetrahydro-g-carbolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

Wie bereits in Kapitel 1.3.4 beschrieben ist Ko143 einer der bekanntesten und potentesten
Inhibitoren von ABCG2. Das Alkaloid Harmin wurde ebenfalls als selektiver und poten-
ter Inhibitor von ABCG2 beschrieben [58]. Beide Verbindungen leiten sich von einem
gemeinsamen Grundgerust, dem Pyrido[3,4-b]indol, ab (Trivialname: Tetrahydro-p-car-
bolin/ B-Carbolin). In dieser Arbeit sollten neue Verbindungen mit einem Pyrido[3,4-
b]indol Grundgerst synthetisiert und auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegeniber
ABCG2 untersucht werden. Auf Grund der gréReren Variationsmaoglichkeiten wurde das
Tetrahydro-B-carbolin Gerlst gewahlt.

N 2
6 \ /
1
~ No
o7 8 H
Ko143 Harmin

Abbildung 2.3: Struktur von Ko143 und Harmin; rot: Grundgerst Tetrahydro-g-carbo-
lin (links) und f-Carbolin (rechts).
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3 Chinazolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

Das Chinazolingerist (Abbildung 2.2) kommt sowohl in der Natur als auch synthetisch
in vielen Arzneistoffen, mit verschiedensten pharmakologischen Wirkungen, vor [116—
124]. Als Beispiele fur natirlich vorkommende Chinazolinalkaloide sind hier das Febri-
fugin (toxisch, antimalaria Wirkung) [124,125] und das Tetrodotoxin (neurotoxisch)
[124,126] zu nennen. Bei den synthetischen Arzneistoffen ist das Chinazolingerist zum
Beispiel in den Alphablockern Prazosin und Alfuzosin, dem Sedativum Methaqualon,
dem oralen Antidiabetikum Linagliptin und in den Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) u.a.
Gefitinib, Erlotinib und Lapatinib enthalten [124].

Da sich einige Verbindungen mit dem Chinazolingerist auch als Modulatoren von ABC-
Transportern erwiesen (Kapitel 1.3.4, 3.1) stellte diese Substanzklasse einen interessanten

Ansatz flr weitere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe dar.

3.1 Chinazoline mit modulatorischen Eigenschaften ge-

genuber ABC-Transportern

Der Alphablocker Prazosin ist ein Substrat von ABCG2 und in geringen Malen auch von
ABCB1 [127,128]. Als fluoreszierendes BODIPY-Prazosin wird es fur ABCG2 Trans-
portstudien verwendet [129]. Einige Vertreter der Klasse der Tyrosinkinaseinhibitoren
(TKI) sind sowohl Substrate als auch Inhibitoren von ABC-Transportern. Beispielweise
wurden die TKIs Lapatinib, Erlotinib und Gefitinib einerseits als Substrate beschrieben
[130-132], wahrend andere Arbeitsgruppen diese als Inhibitoren identifizierten [133-
136]. Gefitinib, Erlotinib und weitere TKIs mit Chinazolinstruktur, darunter Tyrphostin
AG 1478 und PD153035 wurden in unserer Arbeitsgruppe von Anne Pick als Inhibitoren
von ABCG2 bestatigt (Strukturen siehe Abbildung 3.1) [137,138].
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Abbildung 3.1: Strukturen von ABCG2-Modulatoren mit Chinazolingrundgerdst.

Spéter wurde in unserer Arbeitsgruppe von Kapil Juvale eine Reihe von sehr potenten
Inhibitoren mit Chinazolinkdrper synthetisiert und bezuglich ihrer inhibitorischen Eigen-
schaften gegenuber ABC-Transportern untersucht [64,66,115]. Die von Kapil Juvale syn-
thetisierten 2-Phenyl-4-Anilinchinazoline (Abbildung 3.1) mit verschiedenen Substituen-
ten an den Phenylringen zeigten eine gute inhibitorische Aktivitat gegentber ABCG2.
Basierend auf diesen Ergebnissen war eine Variation des bis dahin konservierten Amin-
linkers an C4 von groBem Interesse. Um dessen Einfluss zu untersuchen wurde im Rah-

men der vorliegenden Arbeit zun&chst der Aminlinker durch Sauerstoff und nachfolgend
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durch Schwefel ersetzt. Um zu priifen, ob der Austausch des Linker zu bioisosteren Mo-
lekulen fuhrt wurden diese anschlielend auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegen-
uber ABCG2 untersucht und mit den korrespondierenden 2-Phenyl-4-Anilinchinazolinen

von Kapil Juvale verglichen.

3.2 Synthese der 4-Phenoxy-2-phenylchinazolinderi-

vate

Bei der Synthese wurde 4-Chlor-2-phenylchinazolin mit dem entsprechenden Phenolde-
rivat umgesetzt, siehe Schema 3.1. Die Umsetzung zum 2-Phenyl-4-phenoxychinazolin
war aufgrund der geringeren Reaktivitat der phenolischen Hydroxylgruppe nicht mit dem
Syntheseweg der 2-Phenyl-4-anilinchinazolinen maéglich (in Isopropanol unter Reflux)
[64]. Die Variante das Phenolderivat mit dem 4-Chlor-2-phenylchinazolin in Ethanol mit
Kaliumcarbonat als Base umzusetzen, fuhrte nur bei einem Derivat zum gewinschten
Produkt (Verbindung 4). Weitere Synthesevarianten in wasserfreiem Methanol mit Nat-
riummethanolat oder mit 20%iger NaOH und TBAB in Butanon verliefen ebenfalls ne-
gativ [139,140]. Die gewinschten Produkte (Verbindungen 1, 2, 3, 5, 6) konnten erst
durch die Umsetzung mit Natriumhydrid (60% in Mineral6l) in Dimethylsulfoxid erhal-
ten werden [141].

a. Ref/Ux
4-Chlor-2-phenylchinazolin Phenolderivat >N
=
N

1-3,5-6
Schema 3.1: Synthese der 4-Phenoxy-2-phenylchinazoline.
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3.3 Synthese 4-Phenylthio-2-phenylchinazolinderivate

Bei der Synthese der 4-Phenylthio-2-phenylchinazolinderivate wurde das 4-Chlor-2-phe-
nylchinazolin mit dem entsprechenden Thiophenolderivat in Wasser unter Reflux zu den

gewiinschten Produkten (Verbindungen 7-10) umgesetzt, Schema 3.2 [142].

/ |
I_R
Cl SN
_ 4 Std. Reflux _
N/)\© % N)\@

4-Chlor-2-phenylchinazolin Thiophenolderivat

Schema 3.2: Synthese der 4-Phenylthio-2-phenylchinazoline.

3.4 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Tes-

tung der Chinazolinderivate

Die Verbindungen 1-10 wurden auf ihre inhibitorische Wirksamkeit gegeniiber ABCG2
untersucht. Um eine mdgliche Selektivitat der Verbindungen festzustellen wurden diese
hinsichtlich ihrer Aktivitat gegeniber ABCBL1 gescreent. Bei allen Assays wurden Kon-

zentrationen bis 10 pumol/l verwendet
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3.4.1 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitdt gegeniber
ABCG2

Alle Chinazolinderivate wurden im Hoechst 33342 Assay mit MDCK Il BCRP Zellen
untersucht. Als Standard wurde XR9577 verwendet. Die Funktion und Durchfuihrung des
Hoechst 33342 Assays sind in den Kapiteln 1.5.1 und 7.2.3.4 beschrieben. Die Stamml6-
sung der Verbindung 2 musste in DMF hergestellt werden, da diese sich nicht vollstandig
in DMSO loste. Des Weiteren waren zwei Verbindungen schwerldslich bei den niedrigen
Verdlnnungsstufen (2, 8). Durch Erhitzen und zlgiges Arbeiten bei der Herstellung der
Verdinnungsreihen wurde versucht dieses Problem zu umgehen. Die Ergebnisse der Un-

tersuchungen sind in Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.1: Inhibitorische Aktivitat der 4-Phenoxy-2-phenylchinazoline gegentber
ABCG2 im Hoechst 33342 Akkumulationsassay mit MDCK Il BCRP Zellen.

ke

Verbindung R ICs0+ SD [pumol/I]*
1 H 145+21

2%* 4-NO; K.A***

3 3-NO> 4,78 £ 1,62

4 4-Br 7,27 +2,08

5 3-Br 3,86+ 0,94

6 3-CF3 0,989 + 0,146
XR9577 0,704 + 0,147

*M+SD (n>3)
** schwerldslich
*** k. A.= keine inhibitorische Aktivitat
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Tabelle 3.2: Inhibitorische Aktivitat der 4-Phenylthio-2-phenylchinazoline gegentber
ABCG2 im Hoechst 33342 Akkumulationsassay mit MDCK |1 BCRP Zellen.

/ 1
3w
NN

Verbindung R ICs0£ SD [umol/I]*
7 H >>10

8** 3-Br K. A***

9 3-CFs 148+ 42

10 3-OCHjs 7,40 £ 3,65
XR9577 0,704 + 0,147

*M+SD (n>3)
** schwerl®slich
*** K. A.= keine inhibitorische Aktivitat

Beim Vergleich der inhibitorischen Aktivitaten der Derivate mit Schwefel- und Sauer-
stofflinker wurde deutlich, dass der Sauerstoff einen besseren Einfluss auf die Hemmwir-
kung gegeniiber ABCG2 aufwies. Bei beiden Klassen erhdhten die verschiedenen Sub-
stituenten die inhibitorische Wirksamkeit im Vergleich zum korrespondierenden unsub-
stituierten Derivat. Eine diesbezigliche Ausnahme stellten die Verbindungen 2 und 8 dar,
deren Ergebnisse jedoch aufgrund der schlechten Loslichkeit beider Verbindungen nur
bedingt aussagekraftig sind. Beim Vergleich der meta- und para-Substitution der Verbin-
dungen 2, 3, 4 und 5 zeigte sich, dass die meta-Substitution einen besseren Effekt auf die
inhibitorische Aktivitat hatte. Verbindung 3 und 5 erwiesen sich als moderate (ICso ~ 5
pmol/l; 4 umol/l) Inhibitoren und Verbindung 6 als potenter (ICso ~ 1 pmol/l) Inhibitor
gegenuber ABCG2. Alle drei Verbindungen wiesen dabei einen Sauerstofflinker und eine

meta-Substitution auf.
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3.4.2 Screening der inhibitorischen Aktivitat gegeniber
ABCB1

Die Verbindungen 1-10 wurden gegeniiber ABCB1 mit Hilfe des Calcein AM Assays
und A2780 Adr Zellen, mit Konzentration bis 10 pumol/l, gescreent. Die Funktion und
Durchfiihrung des Assay sind in Kapitel 1.5.3 und 7.2.3.6 beschrieben. Cyclosporin A
wurde als Standard verwendet. Die inhibitorische Aktivitat der getesteten Verbindungen

wurde prozentual, bezogen auf den Standard (100 %), angegeben.

1004

75+
S
§=
c
§=t
=
o]
= 501
£ —_—
—
[a]
O
[ai]
<

254 -

I T -
0 L) T L] L) L) L] L] L] L) L)
O%Y* e Vv > ™ 15} © A Rl S ,\9

Chinazolinderivate 1-10

Abbildung 3.2: Effekt der Chinazolinderivate gegenliber ABCB1 (in Prozent, bezogen auf
Cyclosporin A (Cs A) als Standard) bei 10 pmol/l, n > 3.

Im Screening zeigten alle Derivate, mit Ausnahme von Verbindung 4, keinen signifikan-
ten Effekt gegenliber ABCB1 (Abbildung 3.2). Wie im vorherigen Kapitel bereits be-
schrieben waren auch hier die Verbindungen 2 und 8 schwerldslich. Die gegeniber
ABCG?2 potenteste Verbindung 6 und die moderat aktiven Verbindungen 3 und 5 zeigten
sich als selektive Inhibitoren gegentiber ABCG2 (in Bezug auf ABCB1). Fiir Verbindung
4 wurde an ABCB1 anschlief3end eine 1Cso von 13,1 + 0,9 (M = SD, n > 3) bestimmt. Wie
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bereits im Screening zu erkennen war erreichte die Verbindung 4 nicht den maximalen
Effekt des Standards Cyclosporin A. Um eine Konzetrations-Effekt-Kurve zu erstellen,
aus welcher der ICso-Wert dann ermittelt werden konnte, musste der maximale Effekt der

Verbindung auf den des Standards fixiert werden.

3.4.3 Vergleich der inhibitorischen Aktivitat der Chinazolinde-
rivate, mit Amin-, Sauerstoff- und Schwefellinker, gegen-
uber ABCG2

Die Hemmwirkung gegeniber ABCG2 der synthetisierten Verbindungen 1-10 wurden
mit denen von Kapil Juvale synthetisierten Derivaten (Stickstofflinker an C4) [64,66] in
Tabelle 3.3 verglichen.

Tabelle 3.3: Vergleich der inhibitorischen Aktivitat der Chinazolin Derivate mit Amin*-,
Sauerstoff- und Schwefellinker.

R X= -NH-* X=-O- X=-S-
ICs0+ SD ICs0+ SD ICs0+ SD
[umol/1]** [umol/1]** [umol/1]**
H 2,567 £0,28* 145+21 >>10
4-NO, 0,97 £ 0,24* K.A***
3-NO> 0,13 £ 0,03* 4,78+ 1,62
4-Br 6,83 £0,97* 7,27 £ 2,08
3-Br 0,57 £ 0,04* 3,86 £ 0,94 K A***
3-CFs 0,25 +0,10* 0,989 + 0,146 148+ 42
3-OCH3 1,32 +0,10* 7,40 £ 3,65

* Daten Ubernommen von Kapil Juvale [64,66,115]
**M + SD (n>3)
*** k.a.= keine inhibitorische Aktivitét
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Der Austausch des Stickstoffs gegen einen Schwefellinker erwies sich dabei als beson-
ders ungeeignet. Ein Austausch gegen Sauerstoff fuhrte an dieser Stelle ebenfalls nicht
zu bioisoteren Molekiilen, da auch hier die inhibitorischen Eigenschaften im Vergleich
zum Stickstofflinker schwacher ausgepragt waren. Basierend auf diesen Ergebnissen
konnte man davon ausgehen, dass der Linker an C4 wesentlich zur inhibitorischen Akti-
vitat beitrdgt. Da das Amin in dieser Position als Wasserstoffbriickendonor dient, wéh-
rend Schwefel und Sauerstoff eine Akzeptorfunktion besitzen, kdnnte dies bei der Wech-
selwirkung mit dem Protein eine Rolle spielen. Aufgrund, dass die Hemmwirkung gegen-
uber ABCG2 durch den Austausch des Linkers abnahm wurde von der Synthese weiterer
Derivate abgesehen.
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4 Chinolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

4.1 Chinoline

Da verschiedene Substanzen mit Chinolingrundgerist eine Affinitat gegeniiber ABC-
Transportern aufwiesen lag ein weiterer interessanter Ansatz darin zu untersuchen, wie
ein Austausch des Chinazolingeristes gegen einen Chinolingertst (Abbildung 2.2) die
inhibitorischen Eigenschaften gegentiber ABCG2 beeinflusst. Das Chinolinringsystem
besitzt dabei nur einen Stickstoff in Position 1. Es wurden verschiedene Derivate mit ei-
nem Chinolingrundkdrper synthetisiert und auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegen-
uber ABCG2 untersucht.

4.1.1 Chinoline mit modulatorischen Eigenschaften gegentber

ABC-Transportern

Zur Stoffklasse der Chinoline gehdrt unter anderem der bekannte antimalaria Naturstoff
Chinin, welcher als Inhibitor und als Substrat von ABCB1 beschrieben wurde [69,143—
145]. Das synthetische Malariamittel Chloroquin leitet sich strukturell vom Chinin ab und
wurde ebenfalls ein ABCB1 Modulator beschrieben. Fir beide Verbindungen wurde auch
eine inhibitorische Aktivitat gegenuber ABCG2 festgestellt (bei Konzentration von 100
pumol/l) [146] (Strukturen siehe Abbildung 4.1).

Die antibiotisch wirksamen Fluorchinolone Ciprofloxacin, Ofloxacin und Norfloxacin
(Abbildung 4.1) werden von ABCG2 transportiert und stellen somit Substrate dar.
ABCG?2 hat dadurch einen Einfluss auf die Wirksamkeit und Verteilung der Fluorchino-

lone im menschlichen Korper [46,147].
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Abbildung 4.1: Strukturen der Fluorchinolon Antibiotika und der Chinolinderivate Chlo-
roquin und Chinin.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 16 Derivate von N,2-Diphenylchinolin-4-
aminen synthetisiert und auf ihre inhibitorische Wirkung und Selektivitadt gegentber
ABCG2 untersucht. Auch hier wurde ein Vergleich zu den Chinazolinderivaten von Kapil
Juvale gezogen [64,66,115]. Um die inhibitorischen Eigenschaften der Chinolinderivate
mit denen der Chinazolinderivate besser vergleichen zu kénnen, wurden ahnliche Substi-
tutionsmuster gewahlt [64,66]. Bei der Synthese wurden 2-Phenylchinolin-4-onderivate
als Zwischenprodukte erhalten die eine strukturelle Ahnlichkeit zu Flavonen aufwiesen,
welche bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe als ABCG2 Inhibitoren untersucht wurden
[62,115]. Das Flavon- und das Chinolongerust unterscheiden sich nur durch ihr Hete-
roatom im Ringsystem (Sauerstoff bzw. Stickstoff). Aufgrund dieser Ahnlichkeit wurden
die 2-Phenylchinolin-4-onderivate ebenfalls auf ihre inhibitorischen Eigenschaften ge-
genuber ABCG2 untersucht (Kapitel 4.3).

4.1.2 Synthese der N,2-Diphenylchinolin-4-amine

Die Herstellung der N,2-Diphenylchinolin-4-amine erfolgte Gber eine 4 Stufen Synthese
(Schema 4.1). Im ersten Schritt wurde das ortho-Aminobenzophenon mit Triethylamin

und dem entsprechenden Benzoylchloridderivat zu einem Benzamid umgesetzt [148]. Die
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entstandenen Benzamidderivate (11-13) wurde dann weiter, mittels einer basenkatalysier-
ten Camps Zyklisierung (Chinolinsynthese), mit NaOH in tert-Butanol in der Mikrowelle
zu den entsprechenden 2-Phenylchinolin-4-onderivaten (14-16) zyklisiert [149]. Wie im
Syntheseschema aufgefuhrt war bei den 2-Phenylchinolin-4-onderivaten (14-16) eine
Keto-Enol Tautomerie moglich. Welches der beiden Tautomere bevorzugt vorliegt wurde
auch in der Literatur mehrfach diskutiert. Nach Jones et al. liegt die Ketoform bevorzugt
vor [150]. Nach Reitsema deuten die physikalischen Untersuchungen auf die Ketoform
hin, wahrend einige chemische Reaktionen die Phenolform bestatigten [151]. Nach E-
wing und Steck wurde beim 4-Chinolon mit chemischen Nachweisen vor allem die phe-
nolische Form identifiziert, wahrend das 2-Methyl-4-chinolon nur bei einigen chemi-
schen Nachweisen auf die phenolische Struktur hinwies [152]. Anhand der NMR Daten
(aufgenommen in DMSO-ds) lag bei den Verbindungen 14, 15 und 16 vermutlich die
Ketoform vor (Hinweis: chemische Verschiebung des -NH- Wasserstoffes im H-NMR
bei 11-12) [153]. Die FTIR Daten, siehe Anhang, dieser Verbindungen (vermessen als
Feststoff) deuteten ebenfalls auf die Ketoform hin, da keine OH-Valenzschwingung in
den Spektren zu sehen war (charakteristisch: OH-Valenzschwingung bei ~3200-3650 cm’
1. Nach Literatur sollte fiir die 4-Pyridon Struktur eine NH-Valenzschwingung bei ~2840
~ 3260 cm™ und eine Carbonyl-Valenzschwingung bei ~1633 cm charakteristisch sein
[153,154]. Bei allen drei Verbindungen sind die NH- und die Carbonyl-Valenzschwin-
gungen im Spektrum zu sehen. Die Intensitéat der Carbonyl-Valenzschwingung war aller-
dings nicht so stark ausgepréagt wie erwartet. Welche Form bevorzugt vorliegt konnte
daher nicht eindeutig geklart werden.

Die Chlorierung der 2-Phenylchinolin-4-one zu den 2-Phenyl-4-chlorchinolinen (17-19)
erfolgte mit Phosphorylchlorid [64]. Im letzten Schritt wurde das 2-Phenyl-4-chlorchino-
linderivat mit dem entsprechenden Anilin zum N,2-Diphenylchinolin-4-aminderivat sub-
stituiert (20-35). Die Substitution mit den verschieden Anilinderivaten erfolgte anfangs
unter 24 stiindigem refluxieren in Isopropanol oder absolutem Ethanol und wurde dann
durch eine sehr viel schneller ablaufende Mikrowellensynthese ohne Lésungsmittel er-
setzt [64,155]. Da alle N,2-Diphenylchinolin-4-amine nach der Aufarbeitung als Hydro-
chloride vorlagen (ein Singulett im H-NMR, & ~ 14,5) wurden diese, je nach Loslichkeit,
entweder in Dichlormethan gel6st und mit 1 mol/l wassriger NaOH ausgeschttelt oder
mit 0,5 mol/l ethanolischer NaOH umkristallisiert. Die gegenuiber dem 2-Phenylchinolin-
4-onen erhohte Basizitat des Chinolinstickstoffes der Endstufen (20-35) ist auf die phe-

nyloge Amidinpartialstruktur zurtickzufiihren [156].
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Schema 4.1: Synthese der N,2-Diphenylchinolin-4-amin Derivate

4.1.3 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Testung der

N,2-Diphenylchinolin-4-amine

Die Verbindungen 20-35 wurden im Hoechst 33342 Assay mit MDCK Il BCRP Zellen
auf ihre inhibitorische Wirksamkeit gegentiber ABCG2 untersucht. Um festzustellen, ob
die inhibitorische Aktivitat ggf. substratspezifisch ist wurden die Substanzen auch im
Pheophorbid A Assay vermessen. Die Ergebnisse des Pheophorbid A Assays werden im
Kapitel 4.1.3.2 naher diskutiert. Um die Selektivitat der Verbindungen zu untersuchen
wurden diese im Calcein AM Assay mit A2780 Adr Zellen auf ihre Aktivitat gegentiber
ABCB1 gescreent. Bei allen Assays wurden Konzetrationen bis 10 pmol/l verwendet.
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4.1.3.1 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat gegentiber ABCG2
mit dem Hoechst 33342 Assay

Die Funktion und Durchfiihrung des Hoechst 33342 Assay sind in den Kapiteln 1.5.1 und
7.2.3 beschrieben. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Als Standard
wurde XR9577 verwendet.

Das N,2-Diphenylchinolin-4-aminderivat 20, welches keine weiteren Substituenten an R*
- R* tragt, hatte eine inhibitorische Aktivitat mit einem ICso von 2,09 pmol/I, gegeniiber
ABCG2. Die Substitution des Anilinringes (R® und R in meta-Position mit Brom- (22)
oder Cyano- (24) sowie in meta- und para-Position mit Methoxygruppen (23) erhthte
diese inhibitorische Aktivitat (ICso ~ 1 pmol/l), wahrend ein Chlor in meta-Position (21)
keinen Einfluss zeigte. Die Substitution mit meta-Trifluormethyl (26), meta-Nitro (27)
oder mit meta-Chlor und para-Fluor (25) reduzierten hingegen die inhibitorische Wirk-
samkeit im Vergleich zum unsubstituierten Derivat. Die Substitution des zweiten Phenyl-
ringes (R und R?) mit einer Methoxygruppe in para oder 3,4-Dimethoxygruppen fiihrte
zu einer erheblichen Veranderung der inhibitorischen Eigenschaften. Eine einzelne para-
Methoxygruppe fiihrte, verglichen mit den an R* unsubstituierten Derivaten, zu einer star-
ken Abnahme der Hemmwirkung (28-31). Die Substitution mit 3,4-Dimethoxy an R* und
R? hingegen erhohte, im Vergleich zu den unsubstituierten Derivaten, die inhibitorische
Aktivitét bei zwei Verbindungen (34, 35). Im Falle der Verbindung 33 besal3 dieses Sub-
stitutionsmuster jedoch keinen Einfluss, wéhrend die Aktivitat der Verbindung 32 die
bereits am Anilinring zwei Methoxygruppen (R3, R*) aufwies, stark herabgesetzt wurde.
Dieser starke Einfluss der Methoxygruppen an R! und R? war bei den von Kapil Juvale

synthetisierten 2-Phenyl-4-Anilinchinazolin nicht zu beobachten [64,66].
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Tabelle 4.1: Inhibitorische Aktivitat der N,2-diphenylchinolin-4-amine an ABCG2 im
Hoechst 33342 Akkumulationsassay mit MDCK 11 BCRP Zellen
R3
R4

Verbindung R! R? R3 R4 Hoechst 33342 Assay
ICs0 + SD [umol/I]*

20 -H -H -H -H 2,09+0,30
21 -H -H -Cl -H 1,99+0,38
22 -H -H -Br -H 1,31+0,16
23 -H -H -OCH3 -OCHs 1,07+0,28
24 -H -H -CN -H 0,969 + 0,195
25 -H -H -Cl -F 4,36 £ 0,49
26 -H -H -CF3 -H 6,01+ 0,56
27 -H -H -NO2 -H 9,12+2,85
28 -OCH;3 -H -OCHs -OCHs >>10
29 -OCH;s -H -CN -H 7,62+2.23
30 -OCH;s -H -CF3 -H 8,30 £ 3,56
31 -OCH;3 -H -NO; -H >>10
32 -OCH;3 -OCH3 -OCHs -OCHs >>10
33 -OCHs -OCHs -CN -H 0,896 + 0,144
34 -OCH;s -OCHs -Cl -F 0,992 £ 0,165
35 -OCH3 -OCHs -CFs -H 1,58+0,14
XR9577 0,704 + 0,147

*M +SD (n=> 3)
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In Tabelle 4.2 wurden die Aktivitadtsdaten der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Chinoline denen der korrespondierenden Chinazoline von K. Juvale gegeniibergestelit.
Das unsubstituierte N,2-Diphenylchinolin-4-amin sowie das mit einem Chlorsubstituen-
ten an R® wiesen vergleichbare I1Cso-Werte zu den entsprechenden Chinazolinderivaten
von Kapil Juvale auf. Alle weiteren Chinolinderivate zeigten allerdings eine schwéchere
inhibitorische Aktivitat gegeniiber ABCG2, im Vergleich zu den korrespondierenden

Chinazolinderivaten.

Tabelle 4.2: Vergleich der inhibitorischen Aktivitat im Hoechst 33342 Assay (ICso Werte
als M; n > 3) der synthetisierten Chinolinderivate und den korrespondierenden Chinazo-
linderivaten von Kapil Juvale.

R3 R

R']
Chinoline Chinazoline*
1Cso [umol/l]
Rl=-H R!=-OCHs; R!=-OCH; R!=-H R!=-OCHs
R2=_H R2 = -H R2=-OCH: R?=-H R2=-OCHs
R¥=-H,R‘=-H 2,09 2,57* 1,99*
R®=-CI,R*=H 1,99 1,93*
R®=-Br,R*=-H 1,31 0,57* 0,29*
R3=-OCHs, R* = -OCH3s 1,07 >>10 >>10 0,19* 0,42*
R®=-CN,R*=-H 0,969 7,62 0,896 0,14* 0,19*
R®=-C|,R*=-F 4,36 0,992 1,66*
R3=-CFs3, R*=H 6,01 8,30 1,58 0,25* 0,30*
R3=-NO2, R*=-H 9,12 >>10 0,13* 0,076*

*Daten Ubernommen von Kapil Juvale [64,66,115]

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der zusétzliche Stickstoff in Po-

sition 3 des Chinazolingrundgeristes ebenfalls einen wesentlichen Einfluss auf die inhi-
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bitorische Aktivitat hat. Die Begriindung konnte in der VVeranderung der physikochemi-
schen Eigenschaften wie der erhohte Basizitat des Stickstoffs in Pos. 1 der Chinolinderi-
vate sowie die zusatzliche Wasserstoffbriickenakzeptor Funktion des Stickstoffes in Po-

sition 3 des Chinazolingerust liegen.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit dennoch eine Reihe potenter Inhibitoren mit
Chinolingrundstruktur erhalten werden, deren Aktivitat durch das Substitutionsmuster an
den beiden Phenylresten mal3geblich beeinflusst wurde. Die vier aktivsten Verbindungen

(23, 24, 33, 34) zeigten dabei eine ICso von etwa 1 pmol/I.

4.1.3.2 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat gegentiber ABCG2
mit dem Pheophorbid A Assay

Um zu untersuchen ob der inhibitorische Effekt gegenliber ABCG2 substratspezifisch ist,
wurden die N,2-Diphenylchinolin-4-amine zusatzlich im Pheophorbid A Assay unter
Verwendung von MDCK Il BCRP Zellen vermessen. Die Funktion und Durchfiihrung
des Assay ist in den Kapiteln 1.5.2 und 7.2.3.5 beschrieben. Eine Auswertung dieser Ver-
suche erwies sich jedoch als schwierig, da die Verbindungen kein Plateau in der Kon-
zentrations-Effekt-Kurve erreichten und die maximalen Fluoreszenzwerte tUber die des
Standards XR9577 hinausgingen. Des Weiteren zeigten auch die MDCK 11 Wildtyp Zel-
len einen Anstieg der Fluoreszenzwerte bei héheren Konzentrationen des Inhibitors, ob-
wohl diese kein ABCG2 exprimieren. Ein Anstieg der Fluoreszenzwerte der MDCK 11
Wildtyp Zellen konnte bei dem verwendeten Standard XR9577 nicht beobachtet werden.
Als Beispiel sind in Abbildung 4.2 exemplarische Konzentrations-Effekt Kurven der Ver-
bindung 23 und des Standards XR9577 dargestellt. Da diese Effekte bei der biologischen
Untersuchung der Verbindungen im Hoechst 33342 Assay nicht auftraten wurde entwe-
der eine Eigenfluoreszenz der Verbindungen bei der verwendeten Wellenldnge oder eine

Wechselwirkung mit Pheophorbid A vermutet.
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Abbildung 4.2: Konzentrations-Effekt-Kurven von XR9577 als Standard (oben) und Ver-
bindung 23 (unten) im Pheophorbid A Assay mit MDCK 11 BCRP (e) und Wildtyp (m)
Zellen

Eine Eigenfluoreszenz der Verbindungen bei der verwendeten Wellenldnge konnte aus-
geschlossen werden, indem der Assay in Abwesenheit von Pheophorbid A wiederholt
wurde. Eine Wechselwirkung der Verbindungen mit Pheophorbid A kénnte den passiven
Ein- und Ausstrom des Fluoreszenzfarbstoffes behindern und somit zu einer vermehrten
Anreicherung in der Zelle fuhren. Bei néherer Betrachtung des Molekiils Pheophorbid A
(Abbildung 4.4) fiel die Saurefunktion auf, welche gegebenenfalls mit dem basischen

Stickstoff des Chinolinringes der Verbindungen interagieren kdnnte. Daher wurden zu-
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sétzlich strukturell &hnliche Wirkstoffe, die ebenfalls einen basischen Stickstoff im Mo-
lekdl tragen, im Pheophorbid A Assay untersucht. Die Wahl fiel dabei auf die in Kapitel
4.1.1 beschriebenen Chinolinderivate Chloroquin und Chinin (Abbildung 4.1). Chloro-
quin besitzt zwei basische Stickstoffe, wovon sich einer ebenfalls im Chinolinring befin-
det. Im Falle des Chinins ist der basische Stickstoff im Chinuclidin Ring lokalisiert. Der
Chinolin Stickstoff des Chinins besitzt hingegen aufgrund der fehlenden phenylogen
Amidinstruktur keine starke Basizitat (pKs Wert bei 4,2) [156].
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Abbildung 4.3: Konzentrations-Effekt-Kurven von Chloroquindiphosphat (oben) und
Chinin (unten) im Pheophorbid A Assay mit MDCK 11 BCRP (e) und Wildtyp (m) Zellen
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Beide Substanzen zeigten im Pheophorbid A Assay einen ahnlichen Effekt auf die MDCK
Wildtyp Zellen wie die N,2-Diphenylchinolin-4-amine (Abbildung 4.3). VVon einer inhi-
bitorischen Wirkung an ABCG2 war, basierend auf Literaturdaten, bei den Konzentrati-
onen bis maximal 10 umol/I nicht auszugehen [146]. Diese Vermutung bestatigte sich
auch im Versuch, da es zu keinem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzwerte der MDCK
Il BCRP Zellen kam.

Einen moglichen Ansatz zur Erklarung des oben beschriebenen Phdnomens liefert der
Wirkmechanismus von Chinin und Chloroquin bei der Therapie der Malaria. Der Mala-
riaerreger spaltet in den befallenen Erythrozyten das H&moglobin, wobei das toxische und
l6sliche Abbauprodukt Ferriprotoporphyrin IX (FPIX) entsteht. Dieses kann durch den
Erreger Uber die Bildung von Dimeren und Polymerisierung entgiftet werden und fallt als
unlosliches, kristallines Hdmozoin aus. Man geht davon aus, dass Chloroquin das FPIX
komplexiert und dadurch die Bildung des Hdmozoins und somit die Entgiftung durch die
Plasmodien verhindert [157-161].

Bei der Betrachtung der Struktur des FPIX fiel die enorme strukturelle Ahnlichkeit zu
Pheophorbid A auf (Abbildung 4.4). Protoporphyrin IX stellt ebenfalls ein Substrat von
ABCG?2 dar [43]. Aufgrund der ebenso strukturellen Ahnlichkeit der N,2-Diphenylchino-
lin-4-amine zu Chloroquin kdnnte eine Komplexbildung zwischen den Verbindungen und
Pheophorbid A als Ursache in Betracht gezogen werden. Durch eine Komplexierung
wirde der passive Ausstrom des Fluoreszenzfarbstoffes aus der Zelle behindert werden,
was eine erhdhte Anreicherung in der Zelle zur Folge hatte. Die Recherche nach der Art
und Struktur des Chloroquin-FPIX Komplexes zeigte, dass die genauen Wechselwirkun-
gen zwischen Chloroquin und FPIX (z-n-Wechselwirkungen, Saure-Base Interaktion) so-
wie die Stochiometrie der Reaktion nur schwer zu erfassen sind, sodass in der Literatur

unterschiedliche Hypothesen publiziert wurden [158,160-167].

Eine praktikable Methode zum Nachweis des Komplexes wurde von Ncokazi et al. be-
schrieben [168]. Dabei wurde, in vitro, die Bildung von synthetischem Hamozoin (B-He-
matin) gehemmt und diese Inhibition durch Bildung eines roten Komplexes visuell und
spektroskopisch erfasst. Mittels einer von Sandra Vargas (Universitat Genf) modifizier-
ten Methode sollte eine mdgliche Interaktion der Chinoline mit Pheophorbid A untersucht
werden. Die gleiche Methode wurde auch bereits in der Dissertation von R. O. Brunner
beschrieben, der neben der spektroskopischen Auswertung auch die visuelle Auswertung
beschrieb [169]. Die erhaltenen Ergebnisse werden im nachfolgenden Kapitel diskutiert.
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Ferriprotoporphyrin IX Pheophorbid A

Abbildung 4.4: Struktur von FPIX und Pheophorbid A

4.1.3.3 Inhibition der g-Hamatin Bildung

Die Durchfiihrung des Assay nach der von Sandra Vargas modifizierten Methode ist in
Kapitel 7.2.3.9 beschrieben [170].

4.1.3.3.1 Prinzip des Assays

In vitro kann die Bildung von B-Hamatin (synthetisches Hdmozoin) aus H&matin durch
die Inkubation mit einer Acetat-Pufferlosung bei 60 °C herbeigefuhrt werden. Arz-
neistoffe wie z.B. Chloroquin hemmen die Bildung des p-H&matins unter diesen Bedin-
gungen. Nicht umgesetztes Hamatin kann anschlieBend mit Pyridin, durch die Bildung
eines roten Komplexes (Pyridin-Ferrohdmochrom-Komplex), nachgewiesen werden. Das
gebildete B-Hamatin kann dabei keinen farbigen Komplex mit Pyridin bilden, siehe Ab-
bildung 4.5 [168,170].
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NaOH pH 7,5
A
2x || _
N
Hamatin Pyridin-
Acetat-Puffer Ferrohamochrom-
pH 5 Komplex
60°C
60 Min.

B-Hamatin

Abbildung 4.5: Darstellung der p-Hamatin- und Pyridin-Ferrohd@mochrom Komplexbil-
dung [170]

4.1.3.3.2 Ergebnis und Diskussion

Der Versuch wurde mit den Verbindungen 20, 23, 29 und 34 durchgefiihrt. Chloroquin-
diphosphat diente als Positivkontrolle. Bereits die Herstellung der Probel6sungen erwies
sich als schwierig, da sich die ausgewahlten Verbindungen nicht gut in dem vorgegebe-
nen Losungsmittelgemisch (HCI 0,1 mol/l / MeOH / DMSO (5:3:2)) losten. Die Los-
lichkeit wurde durch Erhitzen zwar verbessert, allerdings enthielten die Lésungen im-
mer noch einen hohen Anteil an ungeldster Substanz. Zum Vergleich wurden auch Pro-
beldsungen in reinem Methanol hergestellt was die Loslichkeit der Testverbindungen
20, 23, 29 und 34 zwar verbesserte, allerdings lag auch hier noch ein Anteil ungeldster
Substanz vor. Chloroquindiphosphat zeigte hingegen eine gute Loslichkeit in dem L6-

sungsmittelgemisch, wahrend diese in reinem Methanol abnahm. Im ersten Versuch
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wurden nur die beiden oben genannten Losungsmittel (HCI 0,1 mol/l / MeOH / DMSO
(5:3:2) oder reines Methanol) verwendet. Als negativ Kontrolle diente das jeweilige L6-

sungsmittel.

In Abbildung 4.6 sind das Versuchsschema und das dazugehdérige Ergebnis von Ver-
such 1 dargestellt. Der Versuch lieR sich nicht auswerten, da die Negativkontrolle bei
beiden Lésungsmittelvarianten ein positives Ergebnis, durch die Bildung des roten Pyri-
din-Ferrohdmochrom Komplex, zeigte. Um den Versuch auswerten zu kénnen hatte die
Negativkontrolle farblos sein missen. In diesem Fall machte es den Eindruck, dass al-
lein die Losungsmittel schon einen Einfluss auf die Inhibition der B-Hamatin Bildung
hatten. Des Weiteren zeigte die Positivkontrolle Chloroquin in dem Ldsungsmittelge-
misch HCI 0,1 mol/l / MeOH / DMSO (5:3:2) keine positive Reaktion, da die Bildung
des roten Pyridin-Ferrohd&mochrom Komplex nahezu ausblieb (es lag nur eine leichte
Rosaféarbung vor). Bei den Verbindungen 20, 23, 29 und 34 (mit Ausnahme der metha-
nolischen Testlésung der Verbindung 23) zeigte sich eine rote Farbung, allerdings war
dieses Ergebnis aufgrund des Mangels einer auswertbaren Positiv- und Negativkontrolle

nicht verwertbar.
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LM der Testverbindungen: LM der Testverbindungen:
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Abbildung 4.6: Versuchsschema, Versuch 1 (oben), Ergebnis, Versuch 1 (unten), LM:
Losungsmittel fur die Herstellung der Testlésungen (50 mmol/l) der Verbindungen 20,
23, 29, 34 und der Positivkontrolle Chloroquindiphosphat (50 mmol/l); Negativkontrolle:
nur LM
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Ein zweiter Versuch flhrte zu einem dhnlichen Ergebnis.

LM der Testverbindungen: LM der Testverbindungen: LM der Testverbind .
gen: er Testverbindungen:
HCI 0,1 mol/l / MeOH /DMSO  p1ethanol ~ DMSO
(32 A ! A . A
r A r \:f A
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r A N A \lf A A \lf A Ve A
1 1
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Positiv- F Positiv-
kontrolle kontrolle
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Abbildung 4.7: Versuchsschema, Versuch 2 (oben), Ergebnis, Versuch 2 (unten), LM:
Losungsmittel fir die Herstellung der Testlosungen (50 mmol/l) der Verbindungen 20,
23, 29 und 34 und der Positivkontrolle: Chloroquindiphosphat (50 mmol/l); Negativkon-
trolle: nur LM.
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In Abbildung 4.7 ist das Versuchsschema und das dazugehorige Ergebnis des zweiten
Versuchs dargestellt. Neben den zuvor verwendeten Losungsmittelvarianten fur die Ver-
bindungen 20, 23, 29, 34 und Chlorquin (HCI 0,1 mol/l / MeOH / DMSO (5:3:2) oder
Methanol) wurde in diesem Versuch eine weitere Variante mit DMSO als Ldsungsmittel
verwendet. Die Verbindungen 20, 23, 29 und 34 waren in DMSO komplett I6slich, wah-
rend sich das verwendete Chloroquindiphosphat nicht gut in DMSO léste. Auch in diesem
Versuch zeigten alle Negativkontrollen (nur Losungsmittel) die Bildung des roten Pyri-
din-Ferrohdmochrom Komplex. Um den Versuch auswerten zu kénnen hatten auch hier
die jeweiligen Negativkontrollen nach Zusatz der Pyridin-HEPES-L6sung farblos bleiben

mussen.

Da dieser Assay in zwei unabhangigen Versuchen zu keinem auswertbaren Ergebnis

flihrte sollen an dieser Stelle mogliche Fehlerquellen diskutiert werden.

Hierbei kommen vor allem der verwendete Natriumacetatpuffer und die Inkubationsbe-
dingungen in Frage. Die Bildung des B-Hamatin soll stark pH-Wert abhéngig sein
[168,170], wodurch der Natriumacetatpuffer eine besonders wichtige Rolle spielte. Der
geséttigte Natriumacetatpuffer soll bei der Temperatur von 60 °C einen pH-Wert von 5
aufweisen. Nach der vorgegebenen Herstellungsvorschrift [170] liegt der pH-Wert aller-
dings unter 5 und musste somit abweichend von der Vorschrift mit NaOH 10 mol/I (an-
statt mit Essigsaure) auf den gewiinschten Wert von 5 eingestellt werden. Da die Tempe-
ratur beim Erhitzen des Puffers mit einem Heizrihrer nicht durchgehend auf exakt 60 °C
gehalten werden konnte und der pH-Wert temperaturabhéngig ist, kénnen leichte Abwei-
chungen bei der Bestimmung des pH-Wertes nicht ausgeschlossen werden. Die Inkuba-
tion bei 60 °C erfolgte in einem Trockenschrank. Es wurde darauf geachtet, dass dieser
eine gleichmaRige Temperatur von 60 °C anzeigte, allerdings kdnnen auch hier leichte
Schwankungen der Temperatur wahrend der Inkubationszeit nicht ausgeschlossen wer-
den. Da dieser Assay keinen essentiellen Bestandteil meiner Arbeit ausmachte wurde von

einer langwierigen Optimierung und somit von weiteren Versuchen abgesehen.

47



Chinolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

4.1.3.4 Screening der inhibitorischen Aktivitat gegeniiber ABCB1

Alle Verbindungen wurden gegenliber ABCB1 mit Hilfe des Calcein AM Assays mit
A2780 Adr Zellen, in Konzentration bis 10 pumol/Il, gescreent. Cyclosporin A wurde als
Standard verwendet. Die inhibitorische Aktivitét der getesteten Verbindungen wurde pro-
zentual, bezogen auf den Standard (100 %), angegeben. Das Ergebnis des Screenings ist
in Abbildung 4.8 dargestellt. Bei allen Verbindungen die einen signifikanten Effekt von
> 25 % gegenuber ABCB1 aufwiesen wurde anschlieRend der 1Cso Wert ermittelt, siehe
Tabelle 4.3.
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N,2-Diphenylchinolin-4-amine 20-35

Abbildung 4.8: Effekt der N,2-Diphenylchinolin-4-amine gegeniiber ABCB1 (in Prozent,
bezogen auf Cs A als Standard) bei 10 umol/l, n > 3.

Wie im Screening deutlich zu erkennen war erreichte keine der Verbindungen den maxi-

malen Effekt des Standards Cyclosporin A. Um Konzentrations-Effekt-Kurven zu erstel-

len, aus denen der ICso-Wert dann ermittelt werden konnte, mussten die maximalen Ef-

fekte der Verbindungen auf den Standard fixiert werden. Zwei der gegentber ABCG2
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aktivsten Verbindungen (24, 34) zeigten keinen signifikanten Effekt an ABCB1(< 25 %).
Die Verbindungen 23 und 33 hatten zwar eine inhibitorische Aktivitdt an ABCBL, aller-

dings erwiesen sie sich an ABCG?2 als deutlich potentere Inhibitoren (~1 pmol/l vs. > 5

pumol/l). Einige Verbindungen stellen hingegen duale Inhibitoren dar, da sie sowohl flr
ABCG2 und ABCB1 &hnliche ICso-Werte aufwiesen (21, 22, 25, 29). Zwei der drei Ver-

bindungen die an ABCG2 inaktiv waren (ICso >> 10 pmol/l), zeigten eine inhibitorische

Aktivitdt an ABCB1 mit einer halbmaximalen Hemmkonzentration von etwa 6 pmol/I

(28, 32).

Tabelle 4.3: Inhibitorische Aktivitat der synthetisierten N,2-Diphenylchinolin-4-amine
gegenliber ABCB1 im Calcein AM Assay mit A2780 Adr Zellen

Verbindung R! R? R3 R* Calcein AM Assay

ICs0 £ SD [umol/I]*
20 -H -H -H -H 6,07 £ 0,67
21 -H -H -Cl -H 2,34+0,14
22 -H -H -Br -H 3,18 £ 0,68
23 -H -H -OCHs OCH3 7,19+152
24 -H -H -CN -H 6,73+0,73
25 -H -H -Cl -F 6,38 £ 0,23
28 -OCH;s -H -OCHs OCH3 6,06 + 0,94
29 -OCHzs -H -CN -H 6,70 £ 1,08
32 -OCH; -OCHsz -OCHs OCHs 6,23 £ 0,56
33 -OCHz  -OCH3 -CN -H 5,06 £ 0,44
35 -OCH; -OCHs -CF3 -H 12,09 + 0,95

*M + SD (n > 3)

4.2 Chinolin-Chalkon Hybride

Erganzend zu den zuvor beschriebenen Chinolinen wurde noch eine kleine Serie, beste-

hend aus vier Chinolin-Chalkon-Hybriden, synthetisiert. Die Chalkone an sich wurden in
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unserer Arbeitsgruppe bereits als ABCG2 Inhibitoren untersucht [65,115]. Aus der Lite-
ratur sind Hybride aus Chalkonen und Chinolinen bekannt, welche u.a. auf ihre antiinfek-

tiose und antiulzerogene Eigenschaften hin untersucht wurden [171,172].

4.2.1 Synthese der Chinolin-Chalkon-Hybride

Das 4,7-Dichlorochinolin wurde mit dem entsprechenden Aminoacetophenon in Ethanol
unter Reflux erhitzt [171]. Die entstandenen Zwischenprodukte 36 und 37 wurden an-
schlieBend mit dem entsprechenden Benzaldehyd nach einer Claisen-Schmidt Kondensa-
tion in methanolischer KOH Lésung bei RT zum Chinolin-Chalkon-Hybrid umgesetzt,
(Schema 4.2) [172].

o~
: g
ol 0 XONH
N )\ EtOH, 8 Std. Reflux XX
joolINe - 0
cl N HN ¢l N

3-Aminoacetophenon/ 36, 37
4-Aminoacetophenon

4,7-Dichlorchinolin

2) R1 R2
NN 0
R' 10 % methanolische \
N o, H KOH (20 ml/mmol)
= A > O &
cl N R2 24-72 Std. bei RT O\
36, 37 Benzaldehydderivat X NH
X
—
Cl N
38-41

Schema 4.2: Synthese der Chinolin-Chalkon Hybride
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4.2.2 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Testung der
Chinolin-Chalkon Hybride

Die Verbindungen 38-41 wurden im Pheophorbid A Assay mit MDCK Il BCRP Zellen
auf ihre inhibitorische Wirksamkeit gegentiber ABCG2 untersucht. Um die Selektivitat
der Verbindungen zu untersuchen wurden diese im Calcein AM Assay mit A2780 Adr
Zellen bezlglich ihrer Aktivitat gegentiber ABCBL1 gescreent. Bei allen Assays wurden
Konzetrationen bis 10 pumol/l verwendet.

4.2.2.1 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat gegeniiber ABCG2
mit dem Pheophorbid A Assay

Aufgrund ihrer starken Eigenfluoreszenz bei der im Hoechst 33342 Assay verwendeten
Wellenlange, konnten die Chinolin-Chalkon Hybride nur mit Hilfe des Pheophorbid A
Assays auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegenuber ABCG2 untersucht werden. Als
Standard wurde XR9577 verwendet. Wie bei den zuvor beschriebenen N,2-Diphenylchi-
nolin-4-aminen war auch bei den Chinolin-Chalkon-Hybriden ein leichter Anstieg der
Fluoreszenzwerte der Wildtyp Zellen, bei hohen Inhibitorkonzentrationen, zu verzeich-
nen. Dieser war allerdings nicht so stark ausgepragt, verglichen zu den N,2-Diphenylchi-
nolin-4-aminen. Daher wurden diese Versuche unter VVorbehalt ausgewertet und die inhi-
bitorische Aktivitat nur unterhalb der 4 Derivate verglichen (Tabelle 4.4). Dabei waren
die Derivate, bei denen das Chalkongertst tiber den Amidlinker in meta-Position (38, 39)
mit dem Chinolinkdrper verbunden ist potenter als die para-verknlpften Derivate (40,
41). Das Einfiihren einer weiteren Methoxygruppe an R? zeigte keinen Einfluss auf die
inhibitorische Potenz. Da diese Verbindungen, auf Grund ihrer oben beschriebenen Ei-
genschaften, weder fur den Hoechst 33342 Assay noch fiir den Pheophorbid A Assay

besonders gut geeignet waren, wurden keine weiteren Derivate synthetisiert.

51



Chinolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

Tabelle 4.4: Inhibitorische Aktivitat der Chinolin-Chalkon Hybride gegeniiber ABCG2
im Pheophorbid A Assay mit MDCK Il BCRP Zellen

R! R?
(] " " ®
0 AN

oo 0
= —
Cl N Cl N

38, 39 40, 41
. Pheophorbid A Assay
Verbindung R! R?
1Cs0 + SD[umol/I]*
38 OCHjs OCH3s 1,82 + 0,28**
39 OCHzs H 1,19 + 0,34**
40 OCHjs OCH3s 3,28+ 0,41**
41 OCHjs H 3,37 £ 0,62**

*M+SD (n>3)
** inhibitorische Aktivitat gegeniiber ABCG2 kann nur innerhalb der Gruppe verglichen werden

4.2.2.2 Screening der inhibitorischen Aktivitat gegeniiber ABCB1

Die 4 Chinolin-Chalkon-Hybride wurden gegentiber ABCB1 mit Hilfe des Calcein AM
Assays mit A2780 Adr Zellen gescreent. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.9 darge-
stellt. Als Referenz wurde Cyclosporin A verwendet. Alle 4 Verbindungen wiesen eine
signifikante inhibitorische Aktivitat von > 25 % an ABCB1 auf, daher wurden anschlie-
Rend die ICso-Werte ermittelt (siehe Tabelle 4.5). Wie bereits im Screening deutlich zu
erkennen war erreichte keine der Verbindungen den maximalen Effekt des Standards
Cyclosporin A. Um eine Konzentrations-Effekt-Kurve zu erstellen, aus welcher der ICso-
Wert dann ermittelt werden konnte, musste der maximale Effekt der Verbindungen auf

den Standard fixiert werden
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Abbildung 4.9: Effekt der Chinolin-Calkon Hybride gegeniiber ABCBL1 (in Prozent, be-
zogen auf Cs A als Standard) bei Konzentrationen bis 10 umol/l, n >3

Tabelle 4.5: Inhibitorische Aktivitat der Chinolin-Chalkon Hybride gegeniiber ABCB1
im Calcein AM Assay mit A2780 Adr Zellen

Verbindung Calcein AM Assay
ICso £ SD [pumol/I]*

38 4,86 + 0,40
39 8,56 £ 0,85
40 10,6 £0,7

41 947+1,12

*M + SD (n > 3)

Anhand der Ergebnisse des Calcein AM Assays wurde gezeigt, dass die inhibitorische
Wirkung der Verbindungen gegentiber ABCBL1 nicht besonders ausgepragt war und im
Vergleich erst in héheren Konzentrationen eine Rolle spielte.
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4.3 Chinolone

Wie in Kapitel 4.1.1 bereits erwahnt wurden, aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu
den Flavonen (Abbildung 4.10), auch die bei der Synthese der Chinoline als Zwischen-
produkte erhaltenen 2-Phenylchinolin-4-one auf ihre Hemmwirkung gegentiber ABCG2
untersucht. Die inhibitorische Wirkung von Flavonoiden gegentber ABCG2 wurde be-
reits haufig beschrieben und auch eine Struktur-Wirkungsbeziehung erstellt [62,173—
176,176]. In unserer Arbeitsgruppe wurde von Anne Pick eine groRRe Zahl von Flavonoi-
den auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegenliber ABC-Transportern untersucht und
von Kapil Juvale eine Bibliothek von ABCG2 Inhibitoren mit Flavon- und Benzoflavon-
gerust synthetisiert [62,173].

Neben den 2-Phenylchinolin-4-onen wurden weitere Derivate dargestellt. Im ersten
Schritt wurden zu diesem Zweck 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-on Derivate syntheti-
siert und untersucht. Da bereits aus den Daten von Ahmed-Belkacem et al., Pick et al.
und Juvale et al. bekannt war, dass bei Flavonen eine Hydroxylgruppe in Position 3 die
inhibitorische Aktivitat gegenuber ABCG2 herabsetzte, sollten diese anschliel3end zu 3-
Methoxy-2-phenylchinolin-4-onen umgesetzt werden.[62,173,176]. Die Methylierung
der Hydroxylgruppe in Position 3 verlief allerdings erfolglos und wurde nach einer Viel-
zahl von Versuchen eingestellt. Ergdnzend zum Chinolongertst wurde auch ein Derivat

mit einem 1,8-Naphthydringertst synthetisiert.

Flavon Chinolon

Abbildung 4.10: Grundstrukturen von Flavon und Chinolon
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4.3.1 Synthese der 2-Phenylchinolin-4-onderivate

Die genaue Synthese der Verbindungen (14-16) wurde bereits im Kapitel 4.1.2 beschrie-

ben und ist in Schema 4.3 erneut zusammengefasst.

R2
Cl THF, Triethylamin
+ —_—
16 Std. RT
NH R’ NH
R2
o-Aminobenzophenon Benzoylchloridderivat O

R1

2) 0 0
NaOH. t-BuOH O | R?
NH MW, 120 °C,180 W N
Rz  20-60 Min. H O
OA@: 14-16 R
1113 R

Schema 4.3: Synthese der 2-Phenylchinolin-4(1H)-one

4.3.2 Synthese der 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-on / 3-Hy-
droxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4-onderivate

Bei der Synthese der Verbindungen (47-51) wurde im ersten Schritt das Anthranilsaure-
derivat bzw. 2-Aminonicotinsédure mit Kaliumcarbonat in DMF deprotoniert. Das erhal-
tene Carboxylat wurde anschlieBend mit dem entsprechenden 2-Bromacetophenoderivat
zum 2-Oxo-2-phenylethyl-2-aminobenzoat bzw. 2-Oxo-2-phenylethyl-2-aminonicotinat
umgesetzt [177]. Die entstandene Zwischenstufe wurde dann, je nach Substitution, mit
Polyphosphorséure (R= H) oder Trifluoressigsdure (R= OCHs) zum 3-Hydroxy-2-phe-
nylchinolin-4-on oder 3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on zyklisiert, (Schema
4.4) [177-179].
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Schema 4.4: Synthese der 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one und des3-Hydroxy-2-phe-
nyl-1,8-naphthyridin-4-on

4.3.3 Synthese der 3-Methoxy-2-phenylchinolin-4(1H)-on / 3-
Methoxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4 (1H) —onderivate

Um die Hydroxylgruppe selektiv zu methylieren wurde im ersten Schritt das sekundare
Amin mit BOC geschitzt. Hierzu wurden die 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one bzw.
das 3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on mit Dimethylaminopyridin (DMAP)
und Di-tert-butyldicarbonat (BOC-Anhydrid) in Acetonitril umgesetzt [180]. Die Me-
thylierung der Hydroxylgruppe wurde anschlieend mehrfach mit verschiedenen Reagen-
zien und Basen versucht:

1. lodmethan und Kaliumcarbonat in Aceton oder DMF (getrocknet), 24 Std Re-

flux (Aceton), 12 Std. RT (DMF) [62,181].

2. lodmethan und Natriumhydrid in Aceton oder THF (getrocknet) oder DMF (ge-
trocknet) bei RT und anschlieBend unter Reflux.
Dimethylsulfat und Kaliumcarbonat in Aceton, 7-9 Std. Reflux [182,183].

Dimethylcarbonat und Diazadicycloundecen, bis zu 24 Std. oder bis 48 Std., 90
°C [184].

Hw

Dies fiihrte allerdings in keiner Variante zu den gewiinschten Produkten (siehe Schema
4.5). Als Grund dafir konnte eine starke Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Hyd-

roxylgruppe und dem Carbonyl Sauerstoff vermutet werden.
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O O .
DMAP, Acetonitril
—_—
* )(())J\O)J\Ok 1: 6 Std. RT

2:4 Std. 60°C

BOC-Anhydrid

52 -56

Schema 4.5: Synthese der BOC-geschiitzten 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one und des
3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on.

4.3.4 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Testung der

Chinolonderivate

Die Verbindungen 14-16 und 47-56 wurden alle im Pheophorbid A Assay mit MDCK I
BCRP Zellen auf ihre inhibitorische Wirksamkeit gegeniiber ABCG2 untersucht. Dabei

wurden Konzentrationen bis 10 pmol/l verwendet.

4.3.4.1 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat gegentiber ABCG2
mit dem Pheophorbid A Assay

Aufgrund der Tatsache, dass einige Verbindungen eine starke Eigenfluoreszenz bei der
im Hoechst 33342 Assay verwendeten Wellenlange (Aex: 355 nm; Aem: 460 nm) aufwiesen
wurden alle Chinolonderivate im Pheophorbid A Assay untersucht. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind in Tabelle 4.6 dargestellt.

57



Chinolinderivate als ABCG2 Inhibitoren

Tabelle 4.6: Inhibitorische Aktivitéat der synthetisierten Chinolonderivate gegentiber
ABCG2 im Pheophorbid A Assay mit MDCK 11 BCRP Zellen

Verbindung R! R3 RS R’ R¥ R¥ X Pheophorbid A Assay
ICs0 £ SD [umol/I]*

2-Phenylchinolin-4-on

14 H H H H H H CH 6,37 £ 1,93
15 H H H H H OCHs CH 5,41+ 0,66
16 H H H H OCHs; OCHs; CH 8,76 £ 0,60

3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-on/3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on

47 H OH H H H H CH k.A**

48 H OH H H H H N k.A**

49 H OH H H H OCH; CH 159+3,5
50 H OH OCHz: OCH; H H CH 129+20
51 H OH OCHz: OCH; H OCH: CH nicht eindeutig

N-BOC-3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-on/N-BOC-3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on

52 BOC OH H H H H CH >>10
53 BOC OH H H H H N >>10
54 BOC OH H H H OCH; CH 8,34 £1,48
55 BOC OH OCHs; OCHs H H CH 7,03+2,73
56 BOC OH OCHs; OCHs H OCH; CH 3,96 + 1,02

*M+SD (n>3)
** Kk.A.: keine inhibitorische Aktivitat

Die 2-Phenylchinolin-4-onderivate (14-16) zeigten zwar inhibitorische Eigenschaften ge-
geniiber ABCG2, allerdings erwiesen sich diese Verbindungen mit einer 1Cso > 5 pumol/I
nicht als besonders potente Inhibitoren. Das Einftigen einer Hydroxylgruppe in Position
3 (47-51) fuhrte erwartungsgemaR zu einer starken Verringerung der inhibitorischen Ei-

genschaften, bis hin zu Inaktivitat gegentiber ABCG2.

Auch das Naphthyridrinderivat (48) zeigte keinerlei Hemmwirkung. Der negative Ein-
fluss der Hydroxylgruppe in Position 3 entsprach den Ergebnissen vorangegangener Ar-
beiten [62,173,175,176].
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Da die Umsetzung der 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one zu 3-Methoxy-2-phenylchino-
lin-4-onen, nach einer Vielzahl von Versuchen, nicht zu den gewinschten Produkten
fihrte wurden die an N1-BOC-geschutzten Zwischenprodukte (52-56) untersucht. Diese
zeigten zwar einen Anstieg der inhibitorischen Aktivitat (verglichen mit den Verbindun-
gen 47-51), allerdings hatte die aktivste Verbindung (56) gerade mal einen 1Cso von etwa
4 umol/l. Aufgrund dessen, dass keine Verbindung dieser Klasse eine gute Hemmwir-
kung gegenuber ABCG2 zeigte wurden im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Derivate

synthetisiert.

59






Tetrahydro-B-carboline als ABCG2 Inhibitoren

5 Tetrahydro-p-carboline als ABCG2 Inhibi-

toren

Die Substanzklasse der f-Carboline kommt in der Natur in verschiedenen Pflanzen vor.
Als Beispiel sind hier die Harman Alkaloide zu nennen, deren Biosynthese sich vom
Tryptophan ableiten. Zur Gruppe der Harman Alkaloide gehdren u.a. das B-Carbolin Har-
min und die Tetrahydro-p-carboline Tetrahydroharmin und Tryptolin. Vertreter der
Gruppe der B-Carboline kdnnen, neben vielen anderen pharmakologischen Wirkungen,
unter anderem die Monoaminooxidase- und die Serotoninwiederaufnahme hemmen
[185-188]. Durch ihre vielfaltige Wirkung im zentralen Nervensystem stellen sie einen
interessanten Ansatz flr die Entwicklung von Arzneistoffen gegen neurodegenerative
und psychische Erkrankungen dar. Das naturlich vorkommende Psychopharmakon Re-
serpin besitzt ebenfalls eine Tetrahydro-p-carbolinpartialstruktur im Molekdl. Ein weite-
rer bekannter synthetischer Wirkstoff mit Tetrahydro-p-carbolinpartialstruktur ist der

Phosphodiesterase-5-Hemmer Tadalafil. Die Strukturen sind in Abbildung 5.1 zusam-

mengefasst.
TN NH
- o
N 1 N R?
? H R H
Harmin R!: OCHs, R%: CHs= R-Tetrahydroharmin
R: H, R% H = Tryptolin
|
@]
o
0O

Reserpin Tadalafil

Abbildung 5.1: Beispiele naturlicher und synthetischer Verbindungen mit g-Carbolin und
Tetrahydro-g-Carbolin Struktur
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5.1 B-Carboline / Tetrahydro-g-carboline als Inhibitoren von

ABC-Transportern

Ko143 ist, wie zuvor beschrieben, einer der bekanntesten und potentesten Inhibitoren von
ABCG2 und galt lange Zeit als spezifisch [53]. In neuen Untersuchungen wurde aller-
dings festgestellt, dass Ko143 ABCB1 und ABCC1 ebenfalls inhibiert [54]. Die Struktur
leitet sich von dem Pilztoxin und ABCG2 Inhibitor Fumitremorgin C (FTC) ab (Abbil-
dung 5.2) [52]. Beide Molekiile besitzen eine Tetrahydro-p-carbolinstruktur. In der Lite-
ratur wurden bereits tetrazyklische Ko143- und FTC-Derivate ohne Methoxygruppe am
Ring A und verschiedenen Substitutionsmustern an Ring C (aliphatische, zyklische und
aromatische Reste) beschrieben und ihre inhibitorischen Eigenschaften gegeniber
ABCG?2 untersucht. Dabei besaRen die Derivate mit einem Isobutylrest die groite Wirk-
samkeit [189,190]. Auch der Einfluss der Methoxygruppe an Ring A wurde bei Ko143
und FTC untersucht und es zeigte sich, dass die Derivate ohne Methoxygruppe eine
schwéchere Hemmaktivitéat gegentiber ABCG2 aufwiesen [53]. Die zuvor bereits erwahn-
ten Alkaloide Harmin und Reserpin wurden ebenfalls als potente Inhibitoren von ABCG2
beschrieben [36,43,58]. Harmin zeigte nach Ma et al. keine Hemmwirkung gegentber
ABCBL, wéahrend Reserpin auch als Inhibitor von ABCB1 bekannt ist [43,58,191]. Auf
der Grundlage dieser vielversprechenden Strukturklasse wurden im Rahmen dieser Arbeit
verschieden substituierte trizyklische Tetrahydro-p-carboline synthetisiert und diese auf
ihre Hemmwirkung gegentiber ABCG2 untersucht. Da bereits von Kerstin Steggemann
beschrieben wurde, dass eine Substition an C1 essentiell fur die inhibitorische Aktivitat

ist wurde auf die Synthese C1-unsubstituierter Derivate verzichtet [192].

Ko143 Fumitremorgin C

Abbildung 5.2: Strukturen der ABCG2 Inhibitoren Ko143 und FTC
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5.2 Synthese der Tetrahydro-p-carbolinderivate

Ausgehend von Tryptamin und verschiedenen Aldehyden wurde in einer Pictet-Spengler-
Reaktion, in Dichlormethan unter Zugabe von Trifluoressigsaure, die 1-substituierten-
Tetrahydro-p-carboline (57-76) synthetisiert [193]. Diese wurden anschlieBend weiter
mit einem Benzoylchloridderivat, in getrocknetem Tetrahydrofuran unter Zugabe von
Triethylamin, zu den N2-Acyl-1-substituierten-tetrahydro-p-carbolinen (77-110) umge-
setzt (Schema 5.1) [194].

Ein Derivat wurde von 5-Methoxytryptamin ausgehend, wie oben beschrieben, zum 6-

Methoxy-N2-acyl-1-substituierten-tetrahydro-p-carbolin umgesetzt.

; 4 3 NH, o . S ’\éH
N 2 . e DCM/TFA N— 1
—
6 N H” R 24 Std. bei RT 7 Ne R
7 H 8 H
Tryptaminderivat Aldehydderivat 57-76
43 R2
5 2
NH o 6 N
A\ . )k THF/TEA A\ 1+ O
1 2 3
N R CI” R 1 Std. bei 0°C 7 No R
12 Std. bei RT 8 H
57-76 Benzoylchlorid- 77 - 110
derivat

Schema 5.1: Synthese der Tetrahydro-g-carbolinderivate

Ausgehend von den 1-substituierten-Tetrahydro-p-carbolinen und den N2-Acyl-1-substi-
tuierten-tertranydro-p-carbolinen wurden des Weiteren Derivate mit verandertem Substi-

tutionsmuster synthetisiert (Schema 5.2):
Das 1-substituierten-Tetrahydro-B-carboline

a) wurde mit DDQ in Dioxan zum entsprechenden 1-substituierten-p-Carbolin oxi-
diert [195].

b) wurde mit Benzylbromid, in getrocknetem Dimethylformamid und Triethyla-
min, zum entsprechenden N2-Aryl-1-substituierten-tetrahydro-p-carbolin umge-
setzt [196, 197].

¢) wurde mit Benzolsulfonylchlorid, in getrocknetem Tetrahydrofuran und
Triethylamin, zum entsprechenden Sulfonamid umgesetzt.
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Das N2-Acyl-1-substituierte-tertrahydro-p-carbolin

d) wurde mit lodethan, in getrocknetem Dimethylformamid und Natriumhydrid,
zum entsprechenden N2-Acyl-N9-ethyl-1-substituierten-tetrahydro-f-carbolin

umgesetzt [198].

NH
O N Dioxan/DDg
” O 4 Std. Reflux
69
F F
NH
DMF/TEA
uber Nacht
bei RT
58, 75 112,113
R2
W L
DMF/NaH
@EQ L0 3060 Mine ©\/Q
H R bei RT N
78,108
114, 115
NH (6]
A\ S THF/TEA
* cn —
N 0 1 Std. bei 0°C
H 12 Std. bei RT
75 . cl

Schema 5.2: Synthese der Tetrahydro-g-carbolinderivate mit verandertem Substitutions-
muster und des p-Carbolin
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5.3 Ergebnisse und Diskussion der biologischen Tes-

tung der Tetrahydro-p-carbolinderivate

Die in diesem Kapitel gezeigten Daten wurden, mit Ausnahme der Verbindungen 111

und 116, bereits im Journal of Medicinal Chemistry veréffentlicht [199].

Alle Derivate (mit Ausnahme von Verbindung 111) besitzen ein chirales Zentrum am C1

und wurden als Racemate untersucht.

Die Verbindungen 77-116 (ausgenommen Verbindung 111; diese wurde wegen ihrer Ei-
genfluoreszenz nur im Pheophorbid A Assay untersucht) wurden alle im Hoechst 33342
Assay mit MDCK Il BCRP Zellen auf ihre inhibitorische Wirksamkeit gegentiber
ABCG2 untersucht. Um zu ermitteln ob die inhibitorische Aktivitat substratspezifisch ist
wurden ausgewéhlte Verbindungen auch im Pheophorbid A Assay vermessen. Um die
Selektivitat der Verbindungen zu untersuchen wurden diese im Calcein AM Assay mit
A2780 Adr Zellen auf ihre Aktivitat gegeniiber ABCBL1 gescreent. Bei allen Assays wur-

den Konzentrationen bis 10 pmol/l verwendet.

5.3.1 Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat gegeniber
ABCG2

Die Vorstufen 57, 59, 69 und 73 (1-substituierte-Tetrahydro-p-carboline) wurden eben-
falls im Hoechst 33342 und Pheophorbid A Assay getestet und zeigten in beiden Testsys-
temen keine Hemmwirkung gegenuber ABCG2. Dieses Ergebnis entsprach den Resulta-
ten flr bereits beschriebenen trizyklischen FTC Analoga [189]. Die Ergebnisse der N2-
Acyl-1-substituierten-tetrahydro-B-carboline (77-110) sind in Tabelle 5.1 aufgefihrt.
ICs0-Werte die weit tber 10 pmol/l (>> 10) hinausgingen wurden in der folgenden Dis-
kussion als inaktiv (bis 10 umol/l) bezeichnet. Zum Vergleich wurden auch die Ergeb-
nisse der Standards Ko143 und XR9577 sowie von Harmin in der Tabelle aufgefiihrt.
Aufgrund der Eigenfluoreszenz von Harmin, bei der im Hoechst 33342 Assay verwende-

ten Wellenlénge, konnte dieses nur im Pheophorbid A Assay untersucht werden. Um zu
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zeigen, dass die Ergebnisse in beiden Assays vergleichbar waren wurden einige ausge-
wéhlte N2-Acyl-1-substituierte-tetrahydro-p-carboline ebenfalls im Pheophorbid A As-
say untersucht. Der Vergleich der pICso-Werte beider Assays zeigte eine sehr gute Kor-

relation der Ergebnisse mit einem quadrierten Korrelationskoeffizienten (r?) von 0,95

(Abbildung 5.3)

7.01
6.8+
6.6-
6.4
6.2
6.0+
5.84

5.6 1 1 1 1 1 1 1
56 58 6.0 62 64 66 68 7.0

plCsy Hoechst 33342 Assay

plCs, Pheophorbid A Assay

Abbildung 5.3: Streudiagramm der plCso-Werte (M £ SD, n > 3) der ABCG2 Inhibitoren
89, 93-95, 107, 108 und XR9577 im Hoechst 33342 und Pheophorbid A Assay, r? = 0,95
[199]
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Tabelle 5.1: Inhibitorische Aktivitat der Tetrahydro-f-carboline gegeniiber ABCG2 im
Hoechst 33342 und Pheophorbid A Akkumulationsassay mit MDCK 11 BCRP Zellen

. 4 3 2/52
N
6
7 N9 R’
H

8

8

| 4 3 R2
2
06 > N/§
N 1 O
7 No R!
H

77-109
Verbindung RL R? Hoetilsss:tai3342 Pheo/zzso;:id A

ICs0£ SD ICs0 £ SD
[umol/1]* [umol/I]*

77 Isobutyl Phenyl 2,33+0,23

78 Phenyl Phenyl 2,78 £ 0,15

79 3-OCHs;-Phenyl Phenyl 1,92+0,24 ---

80 4-OCHs-Phenyl Phenyl 2,21 +£0,33 -—-

81 3,4-OCH;-Phenyl Phenyl 3,62+ 0,41

82 4-CHs-Phenyl Phenyl 1,43 0,20

83 3-CN-Phenyl Phenyl 2,00+£0,18 ---

84 3-NO,-Phenyl Phenyl >>10 ---

85 4-acetamido-Phenyl Phenyl 7,82 +£1,32 -

86 4-CF3-Phenyl Phenyl >> 10

87 2-F-Phenyl Phenyl 4,49 +£0,34 ---

88 4-F-Phenyl Phenyl 1,89 £ 0,09

89 3,4-F-Phenyl Phenyl 1,10+ 0,10 1,80£0,18

90 2-Br-Phenyl Phenyl >>10

91 4-Br-Phenyl Phenyl 0,687 £0,127 ---

92 2-Cl-Phenyl Phenyl >>10 —

93 3-CI-Phenyl Phenyl 0,869 £ 0,068 0,811+ 0,140

94 4-Cl1-Phenyl Phenyl 0,741 £0,123 0,784 +£ 0,195

95 3,4-Cl-Phenyl Phenyl 0,328 + 0,055 0,365 + 0,036

96 3,4-F-Phenyl 4-Cl-Phenyl 1,26+ 0,30

97 4-Br-Phenyl 4-Cl-Phenyl 1,78 £ 0,19 ---

98 3,4-CI-Phenyl 4-Cl-phenyl 1,03+0,10 ---

99 3,4-Cl-Phenyl 3,4-OCHj3-Phenyl 0,698 £0,116 -

100 3,4-F-Phenyl 3,4-OCH3-Phenyl 1,10 + 0,20

101 3,4-Cl-Phenyl 1-Naphthyl 1,32+0,23
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Verbindung Rl R2 Hoechst 33342 Pheophorbid A
Assay Assay
ICs0£ SD ICs0 £ SD
[umol/1]* [umol/1]*

102 Phenyl 4-OCHjs-Phenyl 1,75+£0,16 -

103 3-OCH;-Phenyl 4-OCHs-Phenyl 1,45+0,16

104 4-CF3-Phenyl 4-OCHs-Phenyl 1,23+0,10

105 3,4-F-Phenyl 4-OCHjs-Phenyl 0,805 + 0,076 -

106 3-Cl1-Phenyl 4-OCHjs-Phenyl 0,883 + 0,093 -

107 3,4-Cl-Phenyl 4-OCHj3-Phenyl 0,233 £0,044 0,237 + 0,080

108 3,4-Cl-Phenyl 3-OCHj3-Phenyl 0,238 £ 0,044 0,206 + 0,025

109 3,4-Cl-Phenyl 2-OCHj3-Phenyl 0,421 £ 0,050 ---

110 3,4-Cl1-Phenyl Phenyl 0,382 £ 0,077
Harmin 5,08 £0,35
XR9577 0,704 + 0,147 0,741 + 0,146

Ko143 0,225 + 0,029 ---

*M £ SD (n > 3)

Die Verbindungen 77 und 78 tragen einen Isobutyl- bzw. Phenylrest an C1 und zeigten
eine vergleichbare, moderate inhibitorische Aktivitdt gegeniber ABCG2 (77: 2,33
umol/l; 78: 2,78 umol/l). Da ein Phenylring durch Substitution mit verschiedenen Resten
leicht zu variieren war und somit eine groRe Vielfalt an unterschiedlichen Derivaten ent-
stehen konnten, wurden verschieden substituierte aromatische Aldehyde fur die Synthese
verwendet. Die Substituenten des Phenylringes am C1 variierten dabei in ihrer Postion
(ortho, meta, para oder meta und para) und wiesen unterschiedliche mesomere und in-
duktive Effekte auf.

Diese Substituenten (an R*) wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Wiese auf ihre
physikochemischen Eigenschaften nach s-Hammet und ihre Lipophilie hin untersucht.
Ausgewahlte Verbindungen (78-83, 85, 88, 89, 91, 93-95) sind in Abbildung 5.4 in einem
o-n Streudiagramm dargestellt. In der linearen Regression zeigte sich eine signifikante
Korrelation beider Variablen (Formel 5.1). Eine separate Betrachtung der o-Hammet
Werte fur die meta- und para- Substitution fiihrt zu keiner VVerbesserung der Korrelation.
Die ortho-substituierten Derivate konnten auf Grund der fehlenden o-Werte nicht mit

einbezogen werden.
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Formel 5.1:

pICso = 0,458 (+ 0,041) m + 0,425 (+ 0,092) 5 + 5,639 (+ 0,027)
n =13; R? = 0,954; R%qj =0.945; s = 0,083; F= 104,5

1.5 ®
1.0
0.5 4

B 0.0 @ @ @ @rrrrrrrorreocseatacnacnns
-0.5 1 °

-1.0 4 o

-1.5 T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Abbildung 5.4: Verteilung der Substituenten am Phenylringe (R?) in einem ¢-7 Streudia-
gramm [199]

Diese Gleichung zeigte, dass die Lipophilie einen positiven Effekt auf die inhibitorische
Aktivitat der Verbindungen hat. Eine erhohte Lipophilie kann die Verteilung in die
Membran erhéhen und somit die lokale Konzentration steigern. Da wie in Kapitel 1.4.1
bereits beschrieben die Bindung von Substraten und Modulatoren an den ABC-Transpor-
ter hochstwahrscheinlich von der Membran aus stattfindet, wiirde eine erhohte Lipophilie
dies begunstigen. Auch die Anwesenheit elektronenziehender Substituenten zeigte gemaf
der Gleichung einen positiven Effekt auf die Hemmwirkung der Substanzen gegenuber
ABCG2. Der Grund dafur kdnnte eine durch diese Substituenten begunstigte n-nr Wech-

selwirkung des Phenylringes mit aromatischen Aminoséuren innerhalb des Proteins sein.

Die inhibitorische Aktivitat zweier Verbindungen (84: R = 3-NOz-Phenyl; 86: R* = 4-
CF3-Phenyl) weichte von diesem Ergebnis ab. Um zu uberprifen, ob es sich bei diesen
Verbindungen tatséchlich um Ausreiller handelte wurden diese auf ihre Loslichkeit hin
untersucht. Dazu wurden die Absorption, im Maximum, einer 10 pumol/l Lésung beider
Verbindungen (entspricht der héchsten Konzentration, die im Assay verwendet wurde)
uber einen Zeitraum von 120 Min. (Messzeit des Assays) vermessen. Nach 120 Min. wa-
ren die Absorptionswerte beider Verbindungen auf 20 % des Ausgangswertes (Minute 0)

abgefallen, was auf ein Ausfallen der Verbindungen in diesem Zeitraum hinwies. Es war
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davon auszugehen, dass die schlechte Loslichkeit der beiden Verbindungen fur die Inak-
tivitat gegenliber ABCG2 verantwortlich war. Ein Ausfallen der VVerbindungen war beim
Betrachten der Testlosungen mit bloBem Auge nicht zu erkennen. Aus diesem Grund
wurden von den Ubrigen inaktiven Verbindungen (90, 92, 112, 113, 115) ebenfalls Ab-
sorptionsspektren aufgenommen. Zur Kontrolle wurden ausgewéhlte aktive Verbindun-
gen mit hoher (107, ICso: 0,233 umol/l), moderater bis guter (78, 1Cso: 2,78 umol/Il; 104,
ICso: 1,23 pmol/l) und niedriger (85, | Cso: 7,82 pmol/l; 114, ICsp: 10,4 pmol/l) inhibito-
rischer Aktivitat vermessen. Die Verbindungen 90 und 92 zeigten ebenfalls eine Ab-
nahme der Absorptionswerte auf 40 % des Ausgangswertes (nach 120 Min.), wahrend

alle anderen untersuchten Verbindungen nahezu quantitativ in Losung blieben.

Die gute Korrelation der Struktur-Wirkungs-Beziehungsanalyse und der im Hoechst
33342 Assay gemessenen inhibitorischen Aktivitaten (ICso-Werte) der Verbindungen 77-
95 lieRen folgende Aussagen zu: Die Substitution an R! mit Chlor- oder Bromphenyl
hatte, abhéngig von der Position des Substituenten, einen positiven Einfluss auf die Ak-
tivitat. 3-Chlor-, 4-Chlor und 4-Bromphenyl (93, 1Cso: 0,869 pumol/l; 94, 1Cso: 0,741
pmol/l1;91, 1Cso: 0,687 pmol/l) steigerten die inhibitorische Aktivitat bis in den submik-
romolaren Bereich, wahrend 2-Chlor- und 2-Bromphenyl (92, 90) zu inaktiven Verbin-
dungen flhrte. Ein dhnliches Ergebnis, allerdings weniger stark ausgeprégt, erhielt man
auch beim Vergleich der 4-Fluor- und 2-Fluorphenyl Verbindungen (88, ICso: 1,89
pumol/l; 87, 1Cso: 4,49 pmol/l). Bei den Verbindungen 90 und 92 musste allerdings die
verminderte Loslichkeit tiber den Zeitraum des Assay berticksichtigt werden. Durch die
Substitution mit einem 3,4-Dichlorphenyl an R* (95) erhielt man eine der aktivsten Ver-
bindungen mit einem ICso von 0,328 umol/Il. Die Verbindung mit einem 3,4-Difluorphe-
nylrest (89, ICso: 1,10 umol/l) zeigte ebenfalls einen leichten Anstieg der Aktivitat im
Vergleich zu 4-Fluorphenyl (88, 1Cso: 1,89 pmol/l). Die Substitution des Phenylringes an
R! mit -OCHjs, -CHs oder -CN (79, ICso: 1,92 umol/I; 80, ICso: 2,21 umol/I; 81, 1Cso: 3,62
pumol/l; 82, ICso: 1,43 pumol/l; 83, ICso: 2,00 pumol/l) beeinflusste die inhibitorische Akti-
vitdt nur geringfugig im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung 78 (ICso: 2,78
pmol/l). Substituenten wie -NO2, -NH-CO-CHj3 oder -CF3 (84, 1Cso: >>10 pmol/l; 85,
ICs0: 7,82 umol/l; 86, ICso: >>10 umol/l) fuhrten hingegen zu einer starken Abnahme der
inhibitorischen Aktivitat, wobei dieser Effekt bei Verbindung 84 und 86 auf die zuvor
beschriebenen Loslichkeitsprobleme zuriickgefiihrt werden konnte.
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Die Variationen an R? filhrte zum Teil zu sehr heterogenen Ergebnissen. Bei den Verbin-
dungen mit einem 3,4-Difluorphenylring an R! hatten alle Variationen an R? (96 = 4-
Chlorphenyl, 1Cso: 1,26 pmol/l; 100 = 3,4-Dimethoxyphenyl, I1Cso: 1,10 pmol/l; 105 = 4-
Methoxyphenyl, 1Cso: 0,805 pmol/l) nur einen geringfiigigen Einfluss auf die inhibitori-
sche Aktivitat im Vergleich zu Verbindung 89 (R? = Phenyl, ICso: 1,10 umol/l). Bei hoch-
potenten Verbindungen wie 91 (ICso: 0,687 pmol/l) und 95 (ICse: 0,328 pmol/l) flihrte
ein 4-Chlorphenylsubstituent an R? zu einer signifikanten Abnahme der inhibitorischen
Aktivitat (97, 1Cso: 1,78 pmol/l; 98, ICso: 1,03 umol/l). Gleiches war fiir R? = 3,4-Dime-
thoxyphenyl (99, ICso: 0,698 pumol/l) oder 1-Naphthyl (101, ICso: 1,32 pmol/l) zu be-
obachten. Ein 4-Methoxyphenylrest an R? zeigte keinen (106, ICso: 0,883 umol/I) oder
nur einen leicht positiven Effekt (102, ICso: 1,75 pmol/l; 103, 1Cso: 1,45 pmol/l) auf die
inhibitorischen Eigenschaften. Eine Ausnahme waren die Verbindungen 86 und 104 (R*
= CF3) da hier der Austausch des Phenylringes in R? durch 4-Methoxyphenyl (104, ICso:
1,23 pmol/l) erst zu einer Inhibition von ABCG2 fiihrte. Dieser Effekt konnte durch die
bereits beschriebenen Loslichkeitsprobleme der Verbindung 86 erklart werden. Das Ein-
fiihren der 4-Methoxyphenylgruppe in R? filhrte an dieser Stelle zur Verbesserung der
Loslichkeit. Bei der Verbindung mit R = 3,4-Dichlorphenyl fiihrte der Austausch des
Phenylringes gegen 4-Methoxyphenyl in R? zu einem leichten Anstieg der inhibitorischen
Aktivitit gegeniiber ABCG2 (107, ICso: 0,233 pmol/l). Eine weitere Variation mit R? =
3-Methoxyphenyl steigerte die Aktivitat in gleicher Weise (108, 1Cso: 0,238 pmol/l),
wahrend R? = 2-Methoxyphenyl die Aktivitat leicht herabsetzte (109, 1Cso: 0,421 pmol/l).
Das Einfiigen einer zusatzlichen Methoxygruppe an C6 zeigte keine Auswirkung auf die
Aktivitat gegeniuber ABCG2 (Vgl. 95, I1Cso: 0,328 pmol/l; 110, ICso: 0,382 pmol/l). Die
inhibitorische Aktivitat der Verbindungen 107 und 108 ist mit der des bekannten Inhi-
bitors Ko143 (ICso: 0,225 pumol/l) vergleichbar. Das Alkaloid Harmin erwies sich mit
einer 1Cso-Wert von 5,08 umol/l nicht als sonderlich potenter Inhibitor gegeniber
ABCG2. Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den ABCG2 Inhibitoren Ko143
und FTC wurde der Phosphodiesterase-5-Hemmer Tadalafil ebenfalls untersucht. Sowohl
im Hoechst 33342 Assay als auch im Pheophorbid A Assay zeigte dieser keine Hemm-
wirkung gegenuiber ABCG2 (bis 10 pmol/l). Abgesehen davon, dass Tadalafil ein anderes
Substitutionsmuster wie die beiden bekannten Inhibitoren besitzt zeigte sich auch ein Un-
terschied in der Stereochemie der drei Substanzen. Tadalafil besitzt zwei Stereozentren
die beide R konfiguriert vorliegen, wahrend Ko143 und FTC je drei Stereozentren besit-

zen die alle S konfiguriert sind. Nach Szolomajer-Csikos et al. und van Loevezijn et al.
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zeigten die Ko143- und FTC Analoga mit S Konfiguration eine starkere inhibitorische
Aktivitdt gegenuber ABCG2 als die R oder R/S gemischt konfigurierten Derivate
[189,190,190]. Die in dieser Arbeit als hochpotente ABCG2 Inhibitoren identifizierten
Verbindungen wurden als Racemate untersucht (chirales Zentrum an C1). Die Race-
matspaltung und Untersuchung der enantiomerenreinen Verbindungen stellt somit einen

interessanten Ansatz fur zukunftige Studien dar.

Bei den Verbindungen 111-116 handelte es sich um Derivate die neben dem Austausch
von R! und R? weitere strukturelle Variationen aufwiesen, siehe Tabelle 5.2. Verbindung
111 ist die oxidierte Form (B-Carbolin) des 1-substituierten-Tetrahydro-f-carbolins 69.
Verbindung 69 war, wie bereits beschrieben, inaktiv an ABCG2, wahrend die oxidierte
Form 111 moderate inhibitorische Eigenschaften (ICso: 2,37 pumol/l) gegeniiber ABCG2
zeigte. Im Vergleich zu dem bereits diskutierten N2-Acyl-1-substituierten-Tetrahydro-f-
carbolin 89 (ICso: 1,10 umol/l) war Verbindung 111 schwacher aktiv was die Annahme
zulieR, dass die Substitution an N2 einen wichtigen Beitrag zur inhibitorischen Wirksam-

keit lieferte.

Um zu untersuchen inwiefern das Wasserstoffbriicken Donor-Akzeptor System des se-
kundaren Amins und der Carbonylgruppe eine Rolle spielte, wurden die Verbindungen
112-115 synthetisiert und untersucht. Sowohl der Austausch der Carbonylgruppe gegen
eine Methylengruppe als auch die Alkylierung an N9 fiihrte zu einer starken Abnahme
der inhibitorischen Aktivitat bis hin zur Inaktivitat gegentiber ABCG2. Um Loslichkeits-
probleme auszuschlieen wurde von den Verbindungen 112-115 ebenfalls die Absorp-
tion, im Maximum, tber 120 Min. vermessen. Das Ergebnis zeigte, dass die Verbindun-
gen alle nahezu quantitativ in Lésung blieben. Daher konnte angenommen werden, dass
das Wasserstoffbriicken Donor-Akzeptor System wichtig fir die Inhibition von ABCG2
war. Bei Verbindung 116 wurde die Carbonylgruppe durch einen anderen Wasserstoff-
briickenakzeptor, einer Sulfongruppe, ersetzt. Diese Verbindung zeigte zwar eine gute
inhibitorische Aktivitat gegenliber ABCG2 im submikromolaren Bereich, allerdings war
sie nicht so aktiv wie Verbindung 95 die eine Carbonylgruppe an dieser Stelle aufwies.
Neben der Akzeptorfunktion schienen daher auch noch andere Eigenschaften der Car-

bonylgruppe eine Rolle zu spielen.
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Tabelle 5.2: Inhibitorische Aktivitat der Tetrahydro-f-carboline mit verandertem Substi-
tutionsmusters und des p-Carbolins gegentiber ABCG2 im Hoechst 33342 oder Pheo-
phorbid A Assay mit MDCK 11 BCRP Zellen

Verbindung Struktur Hoechst 33342 Assay Pheophorbide A Assay
ICso % SD [umol/I]* ICs0£ SD [pumol/I]*
111 2,37+0,11
112 N//< >> 10 -
Ly
O
113 N/’< >> 10 -
L
N
R,
] Cl
114 N 10,4 £1,84
Cry :
> O
o
115 >>10
116 0,798 + 0,146

*M £ SD (n>3)
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5.3.2 Screening der inhibitorischen Aktivitat gegeniber
ABCB1

Alle Verbindungen wurden gegeniiber ABCB1 mit Hilfe des Calcein AM Assays mit
A2780 Adr Zellen, in Konzentration bis 10 umol/l, gescreent. Cyclosporin A wurde als
Standard verwendet. Die inhibitorische Aktivitat der getesteten Verbindungen wurde pro-
zentual, bezogen auf den Standard (100 %), angegeben. Das Ergebnis des Screenings ist
in Abbildung 5.5 dargestellt. Bei allen Verbindungen die eine Aktivitat von > 25 % ge-
gentber ABCBL1 aufwiesen wurde ein ICso-Wert ermittelt. Die aktivsten Verbindungen
gegenliber ABCG2 (95, 107, 108 und 110) zeigten keine signifikante Hemmung von
ABCBL1 (< 25 %) und konnten daher als selektiv (in Bezug auf ABCB1) gegenuber
ABCG2 angesehen werden.
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Tetrahydro-R-carboline 77-116

Abbildung 5.5: Effekt der Tetrahydro-f-carbolinderivate und des g-Carbolins gegeniiber
ABCBL (in Prozent, bezogen auf Cyclosporin A (Cs A) als Standard) bei Konzentrationen
bis 10 pumol/l, n >3

Wie im Screening schon deutlich zu erkennen war erreicht keine der Verbindungen den
maximalen Effekt des Standards Cyclosporin A. Um eine Konzentrations-Effekt-Kurve
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zu erstellen, aus welcher der ICso-Wert dann ermittelt werden konnte, mussten die maxi-
malen Effekte der Verbindungen auf den Standard fixiert werden. Ermittelte 1Cso-Werte
die weit Uber 10 pmol/l hinausgingen wurden als >> 10 angegeben, siehe Tabelle 5.3.
Alle Verbindungen die gegeniiber ABCG2 eine 1Cso < 1 pmol/l aufwiesen zeigten nur
leichte Effekte gegentiber ABCB1 mit ICso-Werten > 10 umol/l (mit Ausnahme von 105).
Die Verbindung 85 zeigte sowohl fiir ABCG2 als auch fir ABCB1 ahnliche inhibitori-
sche Eigenschaften mit ICso-Werten von etwa 7,5 pmol/I.

Tabelle 5.3: Inhibitorische Aktivitat der synthetisierten Tetrahydro-g-carboline und des
S-Carbolins 111 gegentiber ABCB1 im Calcein AM Assay mit A2780 Adr Zellen

Verbindung Calcein AM Assay
ICs0+ SD [umol/I]*

77 12,9+ 0,6
78 7,94 £ 1,83
79 6,22 + 0,38
80 12,0+ 28
81 7,33+£0,85
83 6,55+ 0,77
85 7,40+ 0,94
87 113+1,.3
88 13,4+ 0,5
89 8,76 + 1,30
93 >> 10

96 >>10

99 143+15
100 2,86 +0,19
102 9,55+2,32
103 3,38+0,64
105 8,24 +£1,03
106 >>10

109 >>10

111 10,4+ 0,6
114 9,23+0,88
Cyclosporin A 1.09+£0.02

*M £ SD (n > 3)
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5.3.3 Untersuchung der Zytotoxizitdt (MTT-Assay)

Die intrinsische Zytotoxizitat der Verbindungen in MDCK Il BCRP und Wildtyp Zellen
wurde mit Hilfe des MTT-Assays bestimmt. Die Daten der Verbindungen 91 und 94 wur-
den freundlicherweise von Katja Stefan zur Verfiigung gestellt [199]. Das Prinzip des
Assays basiert auf folgendem Mechanismus. Das wasserlosliche, gelbe 3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT) wird in lebenden Zellen zum kor-
respondierenden blauen Formazan reduziert, siehe Abbildung 5.6. Die gemessene Ab-
sorption ist proportional zur Zellvitalitat. [200]. Die Durchfuhrung des Assays ist in Ka-
pitel 7.2.3.7 beschrieben.

=N _ +2¢", +2H" ;\‘—NH
SR Br —————~ HBr
N Dehydrogenase N=N
Abbildung 5.6: Reduktion des gelben MTT zum blauviolett gefarbten Formazan.

Der MTT-Assay wurde mit den ausgewéhlten hochaktiven Verbindungen (ICso im sub-
mikromolaren Bereich) 91, 94, 95, 107, 108 und 110, im Vergleich zum moderat aktiven
unsubstituierten Derivat 78 und den bekannten Inhibitoren Harmin und Ko143, mit Kon-
zentrationen bis zu 100 pumol/l durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.4 aufge-
fiinrt. Die Verbindungen mit einem 3,4-Dichlorphenyl Substituenten an R* (95, 107, 108
und 110) zeigten dabei sehr ahnliche toxische Effekte auf die Zellen. Der Vergleich der
Glso und ICso Werte zeigte allerdings, dass die inhibitorische Aktivitat stets 20fach hoher
war als der zytotoxische Effekt. Die Verbindung 78 (R! = Phenyl) zeigte ahnliche zyto-
toxische Effekte wie Ko143. Die Verbindungen 91 (R* = 4-Bromphenyl) und 94 (R! = 4-
Chlorphenyl) zeigten die geringste Toxizitat im MTT-Assay. Im Vergleich zu ihren inhi-
bitorischen Aktivtaten gegeniiber ABCG2 waren die zytotoxischen Effekte 20-30fach
schwacher ausgepragt. Das Alkaloid Harmin zeigte insgesamt die starksten zytotoxischen
Effekte auf die Zellen. Ein Vergleich des Glso- und des ICso-Wert zeigte, dass der Zyto-
toxizitét in diesem Fall 2fach starker war als die Hemmwirkung gegeniiber ABCG2.
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Tabelle 5.4: Intrinsische Toxizitat von Ko143, Harmin sowie der Verbindungen 78, 91,
94, 95, 107, 108 und 110 in MDCK Il BCRP und Wildtyp Zellen im MTT-Assay [199]

e NZ/QRZ b NEL
eals Sa S8
7 Ne R 7 N R!
8 H 8 H
78 -108 110
Verbindung R!? R? MDCK Il BCRP MDCK Wildtyp
Glso £ SD [pmol/lI]*  Glso % SD [pumol/I]*
Ko143 11,1+ 0,75 109+0,9
Harmin 2,42 +0,72 2,30 0,63
78 Phenyl Phenyl 129+1,1 124+17
91 4-Br-phenyl Phenyl 206+1,8 194+1,0
94 4-Cl-phenyl Phenyl 18,1+ 15 16,4 + 0,4
95 3,4-Cl-phenyl  Phenyl 6,95 + 1,07 7,29 £ 0,52
107 3,4-Cl-phenyl  4-OCHs-phenyl 4,67 + 0,46 4,83+ 0,57
108 3,4-Cl-phenyl ~ 3-OCHs-phenyl 5,82 + 0,60 6,55 + 0,15
110 3,4-Cl-phenyl  Phenyl 4,17 +0,75 5,27 + 1,44

*M £ SD (n > 3)

5.3.4 Aufhebung der durch ABCG2 verursachten Zytostatika-

resistenz

Die Daten dieser Untersuchungen wurden freundlicherweise von Katja Stefan erhoben
[199]. Auch diese Versuche wurden mit den ausgewahlten hochaktiven Verbindungen
(ICso im submikromolaren Bereich) 91, 94, 95, 107, 108 und 110, im Vergleich zum mo-
derat aktiven unsubstituierten Derivat 78 und den bekannten Inhibitoren Harmin und
Ko0143 durchgefiihrt.

Die Fahigkeit der Substanzen die, durch ABCG2 verursachte, Zytostatikaresistenz der
MDCK Il BCRP Zellen aufzuheben konnte mit Hilfe eines modifizierten MTT-Assays
mit SN-38 (7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin) untersucht werden. Die zytotoxische Ver-
bindung SN-38 ist der aktive Metabolit des Zytostatikums Irinotecan und ein Substrat
von ABCG2 [201]. Der zytotoxische Effekt von SN-38 auf MDCK Il BCRP und Wildtyp
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Zellen wurde in Ab- und Anwesenheit verschiedener Konzentrationen der zu untersu-

chenden Inhibitoren gemessen. Anhand der in Tabelle 5.5 aufgefihrten Glso-Werte wurde

deutlich, dass alle getesteten Verbindungen, konzentrationsabhangig, den Transport von

SN-38 durch ABCG?2 in unterschiedlichem MaRe aufheben konnten.

Tabelle 5.5: Aufhebung der durch ABCG2 verursachten Zytostaikaresistenz gegeniiber

38. Dargestellt am Beispiel der Verbindungen 78, 91, 94, 95, 107, 108 und 110 im

Vergleich zu Harmin und Ko143 mit MDCK Il BCRP und Wildtyp Zellen [199]
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Die Verschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve der ABCG2 exprimierenden MDCK
I1 BCRP Zellen, in Anwesenheit verschiedener Konzentration eines Inhibitors, wurde am
Beispiel von Ko143 und der Verbindung 107 in Abbildung 5.7 dargestellt. Trotz &hnlicher
ICso-Werte im Hoechst 33342 Assay war die Aufhebung der ABCG2 assoziierten Zytos-
tatikaresistenz durch die Verbindungen 95, 107, 108 und 110 10fach geringer ausgepréagt
als durch Ko143. Dieser Effekt war bei den Verbindungen 78, 91, 94 und Harmin noch
deutlicher zu beobachten. Der Unterschied der im Hoechst 33342 Assay ermittelten 1Cso-
Werte und in diesem Versuch erfassten Glso-Werte der Verbindungen, im Vergleich zu
Ko143, wies auf die Wahrscheinlichkeit einer substratspezifischen Wechselwirkung hin.
Untersuchungen mit weiteren Substraten wurde in dieser Arbeit nicht vorgenommen, stel-

len aber fir die Zukunft einen interessanten Ansatz dar.
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Abbildung 5.7: Konzentrations-Effekt-Kurve von SN-38 erhalten im MTT-Assay, in An-
und Abwesenheit verschiedener Konzentrationen der Inhibitoren 107 (oben) und Ko143
(unten), gemessen in MDCK Il BCRP und Wildtyp Zellen. @ = Kontrolle; m = Konz. In-
hibitor 0,01 umol/l; ¥ = Konz. Inhibitor 0,1 pmol/l; ¢ = Konz. Inhibitor 1 pmol/l; o =
Wildtyp Zellen [199]
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5.3.5 ATPase Assay

Die Daten fur ausgewdhlte Verbindungen wurden freundlicherweise von Katja Stefan zur
Verfugung gestellt [199].

Beim ATPase Assay kann indirekt der Einfluss von Substanzen auf die Aktivitét eines
ABC-Transporters, in diesem Fall ABCG2, bestimmt werden. Wie in der Einleitung be-
reits beschrieben transportieren Effluxtransporter Substrate entgegen einem Konzentrati-
onsgradienten aktiv, unter Verbrauch von ATP, aus der Zelle heraus. Die Energie wird
dabei aus der Hydrolyse von ATP zu ADP und Phosphat gewonnen. Die freigesetzte
Menge anorganischen Phosphats ist dabei proportional zur Transporteraktivitat und kann
einfach kolorimetrisch bestimmt werden. Substrate des betreffenden Transporters kénnen
die ATPase Aktivitat und somit die Hydrolyse von ATP erhdhen, wahrend Inhibitoren
die ATPase Aktivitat senken. Gemessen wurde die Vanadat sensitive ATPase Aktivitat,
isolierter ABCG2 enthaltender Sf9 Membranen. [26,199,202—-204]
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Abbildung 5.8: Effekt der Verbindungen 78, 91, 94, 95, 107, 108, 110 und Harmin auf die
Vanadat sensitive ATPase Aktivitat, isolierter ABCG2 enthaltender Sf9 Membranen. Po-
sitivkontrolle: Quercetin als Aktivator der ATPase; Negativkontrolle: Ko143 als Inhibitor
der ATPase Aktivitat. Alle Verbindungen wurden bei der Konzentration von 1 pmol/l un-
tersucht. (n = 3) [199]

In Abbildung 5.8 sind die Ergebnisse des ATPase Assays im Vergleich zur basalen-, der

durch Quercetin stimulierten und der durch Ko143 inhibierten ATPase Aktivitéit darge-

stellt. Alle Verbindungen, auBer Harmin, inhibierten bei einer Konzentration von 1
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pumol/l die ATPase Aktivitat im gleichen Malle wie 1 umol/l des bekannten Inhibitors
Ko0143. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass diese Verbindungen keine Substrate von
ABCG2 sind. Das Alkaloid Harmin zeigte hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die
ATPase Aktivitat.

Des Weiteren wurden noch Konzentrations-Effekt-Kurven des inhibitorischen Effekts
auf die basale ATPase Aktivitdt im Vergleich zur Quercetin stimulierten ATPase Aktivi-

tat bestimmt. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 5.6 zusammengefasst.

Tabelle 5.6: Inhibitorischer Effekt der Verbindungen 78, 91, 94, 95, 107, 108, 110 und
Ko143 auf die Vanadat sensitive ATPase Aktivitat, isolierter ABCG2 enthaltender Sf9
Membranen, gemessen ausgehend von der basalen ATPase Aktivitat und der Quercetin
stimulierten ATPase Aktivitat [199]

Verbindung Basal Aktivitat
ICso = SD [umol/I]* ICs0 = SD [umol/I]*

Quercetin stimulierte Aktivitat  Shift

Ko143 0.004 + 0.000 0.028 + 0.001 7.2
78 0.196 + 0.032 2.02+0.37 103
91 0.112 +0.015 0.863 + 0.028 7.7
94 0.060 + 0.012 0.560 + 0.106 9.3
95 0.031 + 0.002 0.262 + 0.036 8.4
107 0.026 + 0.002 0.285 + 0.004 11.0
108 0.038 + 0.003 0.262 + 0.030 7.0
110 0.029 + 0.005 0.299 + 0.023 10.4
*M £ SD (n = 3)

In Abbildung 5.9 sind beispielhaft die Konzentrations-Effekt-Kurven von Verbindung
110 und Ko143 dargestellt. Die im Hoechst 33342 Assay aktivsten Verbindungen (95,
107, 108 und 110) zeigten im ATPase Assay ICso Werte die eine logarithmische Einheit
groRer waren als die von Ko143. Die plCso Werte der synthetisierten Verbindungen zeig-
ten im Hoechst 33342 Assay und im ATPase Assay eine gute lineare Korrelation. Alle
im ATPase Assay getesteten Verbindungen sowie Ko143 hemmten ebenfalls die Querce-
tin stimulierte ATPase Aktivitat. Dabei war im Vergleich zur basalen ATPase Aktivitat
eine konstante Verschiebung um den Faktor 9 zu beobachten. Dies deutete auf eine kom-
petitive Interaktion mit der durch Quercetin hervorgerufenen ATPase Stimulation hin.
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Abbildung 5.9: Konzentrations-Effekt-Kurven der Verbindung 110 (oben) und Ko143
(unten) auf die Vanadat sensitive ATPase Aktivitat, isolierter ABCG2 enthaltender Sf9
Membranen. e = Basale ATPase Aktivitat; m = Quercetin (1 pumol/l) stimulierte ATPase
Aktivitat [199]
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer, potenter und selektiver ABCG2 In-
hibitoren. Dazu wurde eine Substanzbibliothek von neuen Chinazolin-, Chinolin- und
Tetrahydro-B-carbolinderivaten synthetisiert, untersucht und die inhibitorischen Eigen-

schaft gegentiber ABCG2 mit strukturell verwandten ABCG2 Inhibitoren verglichen.

Im ersten Projekt dieser Arbeit (Kapitel 3) wurden 4-Phenoxy-2-phenylchinazolin- und
4-Phenylthio-2-phenylchinazolinderivate synthetisiert, um den Einfluss der bis dahin
konservierten Linkerstruktur an C4 der bereits publizierten 2-Phenyl-4-Anilinchinazolin
Inhibitoren von Kapil Juvale zu untersuchen. Der Anilinstickstoff wurde hierbei gegen
Sauerstoff bzw. Schwefel ausgetauscht. Mit einer schnell durchfiihrbaren Einstufen-Syn-
these ausgehend von 4-Chlor-2-phenylchinazolin und den entsprechenden Phenol- und
Thiophenolderivaten (Schema 6.1) wurden 10 Derivate synthetisiert und auf ihre inhibi-
torische Aktivitat gegenuber ABCG2 untersucht. Der Austausch des Aminlinkers gegen
Sauerstoff oder Schwefel fuihrte zur einer starken Abnahme der inhibitorischen Aktivitat.
Ein Schwefellinker erwies sich als besonders ungeeignet. Die Verbindungen mit einem
Sauerstofflinker zeigten zwar eine Hemmwirkung gegentiber ABCG2, allerdings waren
die ICso-Werte um ein vielfaches hoher als die der 2-Phenyl-4-Anilinchinazoline. Nur
eine Verbindung (6) zeigte eine gute Hemmwirkung mit einem 1Cso-Wert von etwa 1
umol/l. Anhand der Ergebnisse konnte von einem signifikanten Beitrag des Aminlinkers

zur inhibitorischen Aktivitat der 2-Phenyl-4-Anilinchinazoline ausgegangen werden.

R

R
24
2
S |\R Cl N (o)
Sy Sty ™ O
- —
Z = Z

Schema 6.1: Zusammenfassung der Synthese der 4-Phenoxy-2-phenylchinazolin- und
4-Phenylthio-2-phenylchinazolin Derivate

Im zweiten Projekt (Kapitel 4) wurden Chinolinderivate synthetisiert und untersucht. Im
Vergleich zu den Chinazolinderivaten besitzen die Chinolinderivate nur einen Stickstoff
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im Ringsystem an Position 1. Uber eine Vierstufen Synthese ausgehend von o-Amino-
benzophenon wurden 16 N,2-Diphenylchinolin-4-amine synthetisiert (Schema 6.2) und
ihre inhibitorische Aktivitat gegeniiber ABCG2 bestimmt.
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Schema 6.2: Zusammenfassung der Synthese der N,2-Diphenylchinolin-4-amine
(Zwischenstufe: Chinolon)

Dabei erwiesen sich einige Derivate (22, 23, 24, 33, 34) als potente Inhibitoren mit ICso-
Werten von etwa 1 pmol/l. Eine Struktur-Wirkungsbeziehung der N,2-Diphenylchinolin-
4-aminderivate ist in Abbildung 6.1 zusammengefasst.

3
R wenn R", R2=H
R4
@ 3-CN ~ 3,4-OCHj3 > 3-Br
© 3-Cl4-F > 3-CF3 > 3-NO,
HN ~ 3-Cl

R'=0CH3 RZ=H<R'=H,R?=H
R'=H, R?=H >/</~R'= OCHj, R? = OCHj,4
(Einfluss abhangig von R3, R*)

Abbildung 6.1: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehung der
N,2-Diphenylchinolin-4-amine

Im Vergleich zu den von Kapil Juvale publizierten, korrespondierenden 2-Phenyl-4-Ani-
linchinazolinderivaten zeigten die N,2-Diphenylchinolin-4-aminderivate (mit Ausnahme

der Verbindungen 20 und 21) eine verminderte Hemmwirkung gegeniiber ABCG2. Der
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wesentliche Unterschied beider Substanzklassen lag in Position 3 der Grundstruktur.
Durch das Fehlen des Stickstoffes in Position 3 wiesen die N,2-Diphenylchinolin-4-amine
eine erhohte Basizitat am Chinolinstickstoff und nur einen Wasserstoffbriickenakzeptor
im Ringsystem auf. Anhand der Ergebnisse lies sich vermuten, dass der zweite Stickstoff
in Position 3 des Chinazolingerust ebenfalls einen wesentlichen Beitrag zur inhibitori-
schen Aktiviét gegentiber ABCG2 liefert (Abbildung 6.2).

Substitutionsmuster:
X=NH>>0>S /R meta > para > ortho
= | ®® NO,, CN, OH, CF4
S @ Br, Cl, OCH,
5
RS ; N 3 X=N>CH
Substitution hat X —> =
keinen Effekt /)\2
R 7 N R ~—
8 1 ®® 3,4-Dimethoxyphenyl ~ Phenyl
© H

Abbildung 6.2: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehung der Chinazolin
Derivate. schwarz: bereits bekannt [115]; rot: neu hinzugeflgt

Eine andere interessante Entdeckung war, dass die N,2-Diphenylchinolin-4-amine
hochstwahrscheinlich das Porphyrinderivat Pheophorbid A komplexieren und dadurch
den passiven Ausstrom aus der Zelle verhindern kénnen. Durch die erhdhten Fluores-
zenzwerte im Pheophorbid A Assay sowohl in ABCG2 exprimierenden als auch Wildtyp
Zellen wurde deutlich, dass die Anreicherung von Pheophorbid A noch durch einen wei-
teren Mechanismus als der Hemmung von ABCG2 hervorgerufen wurde. Die Vermutung
der Komplexierung baut auf dem Wirkmechanismus des strukturell verwandten Arz-
neistoffes Chloroquin in der Therapie der Malaria auf. Der Versuch die Komplexierung
von Pheophorbid A indirekt durch eine kolorimetrische Methode zum Nachweis der
Komplexierung von Hdmatin nachzuweisen fuhrte leider zu keinem auswertbaren Ergeb-

nis.

Bei der Bestimmung der inhibitorischen Aktivitét der kleinen Gruppe der Chinolin-Chal-
kon-Hybride (Schema 6.3) spielte dieses Phdnomen ebenfalls eine Rolle, allerdings war
es hier weniger stark ausgepragt. Da eine alternative Untersuchung, aufgrund von Eigen-
fluoreszenz, im Hoechst 33342 Assay nicht mdglich war konnten die im Pheophorbid A

Assay ermittelt Daten nur innerhalb dieser Gruppe verglichen werden.
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Schema 6.3: Zusammenfassung der Synthese der Chinolin-Chalkon-Hybride

Die Chinolonderivate die zuerst als Zwischenstufe bei der Synthese der N,2-Diphenyl-
chinolin-4-amine (Schema 6.2) isoliert wurden, stellten einen weiteren interessanten An-
satz dar. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den Flavonen, die bereits als
ABCG2 Inhibitoren bekannt waren, wurden weitere Derivate synthetisiert und unter-
sucht. Uber die Stufe der 3-Hydroxychinolonderivate sollten 3-Methoxychinolonderivate
dargestellt werden. Allerdings lieR sich die Umsetzung zu den 3-Methoxychinolonderi-
vaten nicht verwirklichen (Schema 6.4). Die Chinolonderivate erwiesen sich leider nicht
als gute ABCG2 Inhibitoren und wurden daher nicht weiter untersucht.

AR R
G S W &
§
Xy SoH Br X o X
RE P o) RI _ o —
X~ NH, X~ >NH,

®© Q0

hinolonderivat
-Naphthydrinderivat

1,

Schema 6.4: Zusammenfassung der Synthese der 3-Hydroychinolonderivate

Im dritten Projekt (Kapitel 5) wurden Tertrahydro-p-carbolinderivate synthetisiert und

auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber ABCG2 untersucht. Zur Synthese des
86



Zusammenfassung

am C1 substituierten Pyrido[3,4-b]indol Grundgerists (Tetrahydro-B-carbolin) wurde
Tryptamin mit verschiedenen aromatischen Aldehyden in einer Pictet-Spengler Reaktion
umgesetzt. Da die entstandenen 1-substituierten-Tetrahydro-p-carboline keine Hemm-
wirkung gegenliber ABCG2 zeigten wurden diese Derivate in einem weiteren Schritt mit
verschiedenen aromatischen S&urechloriden zum N2-Acyl-1-substituierten-tertrahydro-
[-carbolin umgesetzt (Schema 6.5).

Schema 6.5: Zusammenfassung der Synthese der substituierten Tetrahydro-f-carboline/
S-Carbolin

Auf diese Weise entstanden 34 Derivate der N2-Acyl-1-substituierten-tertrahydro-p-car-
boline mit unterschiedlichsten Substitutionsmustern. Um die Struktur-Wirkungs-Bezie-
hung (Abbildung 6.3) noch besser zu verstehen wurden 6 Verbindungen mit weiteren
Variationen, an bis dahin konservierten Strukturbestandteilen, synthetisiert. Die aktivsten
Verbindungen der N2-Acyl-1-substituierten-tertrahydro-p-carboline zeigten 1Cso-Werte
im submikromolaren Bereich (ICso = 0,233 pumol/l) und waren vergleichbar mit der Ak-
tivitat von Ko143 (ICso = 0,225 pumol/l). Die potentesten Verbindungen zeigten des Wei-
teren keinen signifikanten Effekt gegeniiber ABCB1 und konnten in Bezug auf die beiden
Proteine als selektiv gegeniiber ABCG2 angesehen werden. Auf Grund ihrer guten inhi-
bitorischen Funktion wurden einige Derivate auch noch auf ihre Toxizitat, ihre Fahigkeit
die ABCG2 verursachte Resistenz aufzuheben und ihre Eigenschaften gegenuiber der AT-
Pase Aktivitat untersucht. Auf diese Weise konnten potente und selektive ABCG2 Inhi-
bitoren identifiziert werden, die gleichzeitig die ATPase Aktivitdt von ABCG2 hemmen
und die ABCG2 verursachte Zytostaikaresistenz aufheben konnten. Zudem zeigten sie,
dass ihre inhibitorische Aktivitat (1Cso) 20-30fach héher war als ihr zytotoxischer Effekt
(Glso). Eine Struktur-Wirkungsbeziehung ist in Abbildung 6.3 zusammengefasst.
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Substitution des N2 notwendig:
®C=0>0=8=0

OCH,
4 \ /R @® Phenyl, 3-Methoxyphenyl, 4-Methoxyphenyl > 2-Methoxyphenyl

OCHj hat R.6 5 N—X (©3,4-Dimethoxyphenyl, 1-Naphtyl, 4-Chlorphenyl
keinen Effekt \ 2
1
7 N9 R

\
8 R \ Substitution notwendig*

l Phenyl ~ Isobutyl
(© Substitution an N9 Einfluss der Substituenten am Phenyl**

® 3-OCH3, 3-CN, 4-CH3, Halogene

Y

meta + para > meta oder para
Cl~Br>F

© 3,4-OCH3, 4-Acetamido, 2-F

NH TN
— \/
N R !
H

inaktivan ABCG2 aktiv an ABCG2

Abbildung 6.3: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehung der substituierten
Tetrahydro-p-carboline/ g-Carbolin. * [192], ** nicht alle Substituenten aufgefiihrt

Zusammenfassend konnte durch diese Arbeit ein Beitrag zur Erweiterung der Struktur-
Wirkungsbeziehung der von Kapil Juvale untersuchten hochpotenten 2-Phenyl-4-anilin-
chinazolinderivate geleistet werden. Die Aminlinkerstruktur und der Stickstoff in Posi-
tion 3 konnten als wichtiger Bestandteile fur die inhibitorische Aktivitat identifiziert wer-
den. Des Weiteren prasentierten sich die die N,2-diphenylchinolin-4-amine als neuartige
Klasse von guten ABCG2 Inhibitoren. Die Struktur des Tetrahydro-B-carbolin ist bereits
in bekannten Inhibitoren enthalten. In dieser Arbeit konnte durch eine effektive Synthe-
semethode neue Tetrahydro-p-carbolinderivate als hochpotente ABCG2 Inhibitoren iden-
tifiziert werden, deren Hemmwirkung mit der des bekannten Inhibitors Ko143 vergleich-

bar ist.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Synthese

7.1.1 Material und Methoden

7.1.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Lésungsmittel wurden von den Firmen ABCR, Acros Organics,
Alfa Aeser, Deutero, Fluka, Grissing, Maybridge, Merck, oder Sigma-Aldrich bezogen.
Bei Bedarf wurden in einer Losungsmitteldestille THF Gber Lithiumaluminiumhydrid
und DCM uber Calciumhydrid getrocknet. Fir alle Arbeiten im wassrigen wurde aus-

schlie3lich demineralisiertes (dem.) Wasser verwendet.

7.1.1.2 DUnnschichtchromatographie (DC)

Die Dunnschichtchromatographie diente der Reaktionskontrolle und der Uberpriifung der
erfolgten Aufreinigung der synthetisierten Verbindungen. Fir alle weiteren analytischen
Methoden wurden nur DC reine Verbindungen verwendet. Die DC erfolgt mittels Kiesel-
gel-Platten Typ 60 F2s4 der Firma Merck. Die Auswertung erfolgte unter dem UV-Kabi-
nett mittels der Fluoreszenzléschung bei 254 nm. Als FlieBmittel dienten vor allem DCM
oder DCM/Methanol, Ethylacetat/Petrolether Gemische. Je nach den Eigenschaften der
Verbindungen wurden die FlieBmittel mit sauren (Ameisensaure) oder basischen (Am-

moniak) Zuséatzen variiert.
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7.1.1.3 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die Struktur der synthetisierten Verbindungen konnte mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
tiberpriift werden. Die Spektren wurden mit dem Bruker Advance 500 (*H: 500 MHz;
13C: 126 MHz) oder dem Bruker Advance 600 (*H: 600 MHz; 3C: 151 MHz) aufgenom-
men, wobei die Kopplungskonstanten (J) in Herz (Hz) und die chemische Verschiebung
(0) in parts per million (ppm) angegeben sind. Als Losungsmittel wurden DMSO-ds oder
CDCls verwendet, deren Losungsmittelpeaks gleichzeitig als interner Standard dienten
(DMSO-ds: H 2,49 ppm; 3C 39,7 ppm/ CDCls: tH 7,26 ppm; 3C 77,0 ppm). Haufig
zeigte sich ein Wasserpeak in den *H-Spektren bei 3,3 ppm (DMSO-ds) und 1,56 ppm
(CDClz). Die Multiplizitaten wurden als Singulett (s), Dublett (d), Doppeldublett (dd),
Dublett vom Triplett (dt), Triplett (t) oder Multiplett (m) angegeben.

7.1.1.4 Elementar Analyse (EA)

Die Reinheit der synthetisierten Verbindungen wurde mit Hilfe der Elementar Analyse
bestimmt. Diese wurden mit dem Gerét Vario EL der Firma Elementar (Hanau, Deutsch-
land) durchgefuhrt. Die gemessenen Werte fur Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff

wurden dabei in Prozent angegeben.

7.1.1.5 Infrarotspektroskopie (FTIR)

Die FTIR-Spektren (FTIR = Fourier-Transformations-Infrarotspektrometrie) wurden mit
dem FTIR-Spektrometer ALPHA (Probenmodul Platinum ATR) der Firma Bruker auf-
genommen und die Spektren anschliefend mit der Software Opus ausgewertet. Es wurde
jeweils eine atmospharische Kompensation (atmospharische Storsignale entfernt) und
Grundlinienkorrektur (Glattung) vorgenommen und die aufgenommenen ATR-Spektren

in Transmissionsspektren umgewandelt.
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7.1.1.6 UV-Vis-Spektroskopie

Die Absorptionsspektren wurden mit dem Ultraspec 2001 UV/visible Spektrometer der

Firma Pharmacia Biotech Ltd. gemessen.

7.1.1.7 Mikrowellensynthese

Bei den beschriebenen Mikrowellensynthesen wurde die Synthesemikrowelle Discover
SP der Firma CEM verwendet.

7.1.2 Synthesevorschriften und Monographien

7.1.2.1 Synthese der 2-Phenyl-4-phenoxychinazoline

Methode 1:

Das entsprechende Phenolderivat (1 dqg.) wurde in Ethanol (10 ml/mmol) gel6dst, mit Ka-
liumcarbonat (5 &q.) versetzt und 5 Min. bei RT geruhrt. 4-Chloro-2-Phenylchinazolin (1
aq.) wurde hinzugeflgt und der Ansatz 5-10 Std. unter Reflux erhitzt. Eine Reaktions-
kontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz in Eis-
wasser (100 ml/mmol) gegeben. Die wassrige Phase wurde 3x mit Ethylacetat ausge-

schuttelt, die organische Phase einrotiert und der entstandene Riickstand getrocknet.

Methode 2:

Natriumhydrid (60 % in Mineraldl, 1,6 dq.) wurde in DMSO (5 - 10 ml/mmol) vorgelegt
und 20 Min. bei RT geruhrt. Das entsprechende Phenolderivat (1 &q.) wurde zu dem An-
satz hinzugefiigt und weitere 10 Min. bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde das 4-Chloro-

2-phenylchinazolin (1 &4g.) zum Ansatz gegeben und dieser 3 Std. unter Reflux erhitzt.
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Eine Reaktionskontrolle erfolget mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der
Ansatz mit Wasser versetzt und 3x mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase
wurde mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen, mit Magnesi-
umsulfat getrocknet und einrotiert. Der flissige Riickstand wurde in Methanol aufgenom-
men und im Kuhlschrank auskristallisiert, abfiltriert und getrocknet. Bei Bedarf wurde in
Methanol oder Ethanol/Wasser (1/1) umkristallisiert

1 4-Phenoxy-2-phenylchinazolin

98
S

Hergestellt aus 1 mmol (94 mg) Phenol und 1 mmol (240 mg) 4-Chlor-2-phenylchinazo-
lin, nach Methode 2.

Summenformel: C20H14N20

Molekulargewicht: 298,34 g/mol
Aussehen: weile Nadeln
Ausbeute: 33 % (98 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.38 (dt, J=8.1, 1.1 Hz, 1H), 8.24 —8.19 (m, 2H), 8.07
~8.00 (M, 2H), 7.77 — 7.71 (m, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 2H), 7.49 — 7.40 (m, 5H), 7.40 —
7.35 (M, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) & 166.60, 158.87, 152.39, 152.04, 137.12, 134.93,
130.99, 129.77(2C), 128.66(2C), 127.96(2C), 127.89, 127.77, 12597, 123.61,
122.17(2C), 114.57.

EA: berechnet: C, 80.52; H, 4.73; N, 9.39
gefunden: C, 79.94; H, 5.02; N, 9.28

2 4-(4-Nitrophenoxy)-2-phenylchinazolin

o
e
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Hergestellt aus 1 mmol (139 mg) 4-Nitrophenol und 1 mmol (240 mg) 4-Chlor-2-phenyl-
chinazolin, nach Methode 2. Es entstand ein fester Riickstand der nicht 16slich in Metha-
nol ist. Alternativ wurde der Riickstand dann in Methanol unter Reflux kurz erhitzt und
dann abfiltriert.

Summenformel: C20H13N303
Molekulargewicht: 343,34 g/mol

Aussehen: weiller, watteartiger Feststoff
Ausbeute: 73 % (251 mg)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8.46 — 8.37 (m, 2H), 8.36 — 8.27 (m, 3H), 8.08 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 7.97 — 7.85 (m, 1H), 7.63 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.60 — 7.51 (m, 2H), 7.48
—7.38 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCI3) § 165.84, 159.58, 157.56, 152.96, 145.19, 137.15, 134.49,
130.93, 128.55 (2C), 128.38, 128.34 (2C), 127.32, 125.31 (2C), 123.27, 122.82 (2C),
114.65.

EA: berechnet: C, 69.96; H, 3.82; N, 12.24
gefunden: C, 69.89; H, 3.92; N, 11.97

3 4-(3-Nitrophenoxy)-2-phenylchinazolin

Hergestellt aus 1 mmol (139 mg) 3-Nitrophenol und 1 mmol (240 mg) 4-Chlor-2-phenyl-
chinazolin, nach Methode 2.

Summenformel: C20H13N303
Molekulargewicht: 343,34 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 44 % (151 mgq)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.44 (t, ] = 2.2 Hz, 1H), 8.43 — 8.37 (m, 1H), 8.29 —
8.23 (m, 1H), 8.25 — 8.19 (m, 2H), 8.10 — 8.03 (m, 2H), 8.04 — 7.98 (m, 1H), 7.86 (dd, J
=11.0,5.4 Hz, 1H), 7.81 - 7.74 (m, 1H), 7.51 — 7.40 (m, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166.17, 158.61, 152.60, 152.16, 148.64, 136.90,
135.16, 131.10, 130.99, 129.41, 128.74(2C), 127.96(2C), 127.93, 127.91, 123.63, 120.95,
117.72,114.41.
EA: berechnet: C, 69.96; H, 3.82; N, 12.24

gefunden: C, 69.75; H, 4.01; N, 12.05
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4 4-(4-Bromphenoxy)-2-phenylchinazolin

Hergestellt aus 0,62 mmol (107 mg) 4-Bromphenol und 0,62 mmol (150 mg) 4-Chlor-2-
phenylchinazolin, nach Methode 1

Summenformel: C20H13BrN20
Molekulargewicht: 377,23 g/mol
Aussehen: gelbliches Pulver
Ausbeute: 85 % (199 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.54 — 8.50 (m, 2H), 8.15 — 8.11 (m, 1H), 7.97 — 7.89
(m, 2H), 7.65 — 7.58 (m, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 3H), 7.33 — 7.25 (m, 2H), 6.77 — 6.67 (m,
2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166.36, 159.11, 156.93, 151.32, 137.60, 134.26,
132.11(2C), 130.87, 128.66(2C), 128.16(2C), 127.75, 127.15, 123.37, 117.68(2C),
114.75, 109.98.

EA: berechnet: C, 63.68; H, 3.47; N, 7.43
gefunden: C, 62.69; H, 4.61; N, 6.68

5 4-(3-Bromphenoxy)-2-phenylchinazolin

Hergestellt aus 1 mmol (173 mg) 3-Bromphenol und 1 mmol (240 mg) 4-Chlor-2-phe-
nylchinazolin, nach Methode 2. Es entstand ein fester Ruckstand der schwerldslich in
Methanol ist. Alternativ wurde der Rickstand dann in Methanol unter Reflux kurz erhitzt
und dann abfiltriert und in Ethanol/Wasser (1/1) umkristallisiert.

Summenformel: C20H13BrN20O
Molekulargewicht: 377,23 g/mol

Aussehen: weiler, watteartiger Feststoff
Ausbeute: 29 % (108 mgq)
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.35 (dt, J =8.0, 1.1 Hz, 1H), 8.24 —8.19 (m, 2H), 8.08
—8.00 (M, 2H), 7.80 — 7.71 (m, 2H), 7.61 — 7.56 (m, 1H), 7.55 — 7.49 (m, 2H), 7.49 —
7.42 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166.35, 158.74, 153.07, 152.11, 137.04, 135.06,
131.44, 131.09, 128.98, 128.74 (2C), 127.95 (2C), 127.91, 127.87, 125.44, 123.61,
121.65, 114.44. Ein quartares C fehlt (C-Br)

EA: berechnet: C, 63.68; H, 3.47; N, 7.43
gefunden: C, 63.49; H, 3.52; N, 7.39

6 2-Phenyl-4-(3-(trifluormethyl)phenoxy)chinazolin

F
FLF

Hergestellt aus 1 mmol (162 mg) 3-(Trifluormethyl)phenol und 1 mmol (240 mg) 4-
Chlor-2-phenylchinazolin, nach Methode 2.

Summenformel: C21H13F3N20
Molekulargewicht: 366,34 g/mol
Aussehen: weile Nadeln
Ausbeute: 14 % (51 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.42 — 8.37 (m, 1H), 8.24 — 8.18 (m, 2H), 8.09 — 8.02
(m, 2H), 7.97 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.85 — 7.73 (m, 4H), 7.50 — 7.42 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166.26, 158.64, 152.57, 152.14, 137.00, 135.09,
131.09, 131.03, 130.56, 130.30, 128.70 (2C), 127.89 (2C), 126.61, 123.61, 122.67,
122.64, 119.69, 119.66, 114.46.

EA: berechnet: C, 68.85; H, 3.58; N, 7.65
gefunden: C, 68.77; H, 3.78; N, 7.67

7.1.2.2 Synthese der 4-Phenylthio-2-phenylchinazoline

Eine Suspension von 4-Chlor-2-phenylchinazolin (1 &g.) und dem entsprechenden Thio-
phenolderivates (1,1 4g.) wurden in Wasser (5 ml/mmol) 4 Std. refluxiert. Eine Reakti-
onskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der NS abfiltriert

und in Ethanol umkristallisiert und getrocknet.
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7 2-Phenyl-4-(phenylthio)chinazolin

N
S

Hergestellt aus 0,744 mmol (82 mg) Thiophenol und 0,62 mmol (150 mg) 4-Chlor-2-
phenylchinazolin.

Summenformel: C20H14N2S
Molekulargewicht: 314,40 g/mol
Aussehen: weilRe Nadeln
Ausbeute: 51 % (100 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.23 (dt, J=8.2, 1.0 Hz, 1H), 8.15 —8.10 (m, 2H), 8.04
—7.99 (M, 2H), 7.77 — 7.71 (m, 3H), 7.66 — 7.58 (m, 3H), 7.47 — 7.42 (m, 1H), 7.42 —
7.36 (M, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.65, 158.00, 148.77, 137.07, 136.06(2C), 134.91,
130.95, 129.99, 129.53 (2C), 128.83, 128.59 (2C), 128.02, 127.99 (2C), 126.91, 123.68,
121.27.

EA: berechnet: C, 76.40; H, 4.49; N, 8.91
gefunden: C, 76.29; H, 4.61; N, 8.91

8 4-((3-Bromphenyl)thio)-2-phenylchinazolin

Hergestellt aus 0,744 mmol (141 mg) 3-Bromthiophenol und 0,62 mmol (150 mg) 4-
Chlor-2-phenylchinazolin

Summenformel: C20H13BrN2S
Molekulargewicht: 393,30 g/mol

Aussehen: weiler, wattedhnlicher Feststoff
Ausbeute: 71 % (172 mQ)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.23 — 8.16 (m, 3H), 8.05 — 8.01 (m, 3H), 7.86 — 7.80
(m, 1H), 7.76 — 7.71 (m, 2H), 7.55 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.50 — 7.40 (m, 3H).

96



Experimenteller Teil

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.70, 157.95, 148.88, 138.22, 137.04, 135.06,
134.60, 132.80, 131.35, 131.07, 129.35, 128.88, 128.68(2C), 128.15, 128.02(2C), 123.63,
121.89, 121.23.

EA: berechnet: C, 61.08; H, 3.33; N, 7.12
gefunden: C, 61.21; H, 3.40; N, 6.95

9 2-Phenyl-4-((3-(trifluormethyl)phenyl)thio)chinazolin

F
FLF

Hergestellt aus 0,718 mmol (125 mg) 3-(Trifluormethyl)thiophenol und 0,65 mmol (157
mg) 4-Chlor-2-phenylchinazolin

Summenformel: C21H13F3sN2S
Molekulargewicht: 382,40 g/mol
Aussehen: weille Nadeln
Ausbeute: 72 % (180 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.24 (dt, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.14 — 8.10
(m, 2H), 8.07 — 8.02 (m, 3H), 8.01 — 7.97 (m, 1H), 7.83 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.79 — 7.74
(m, 1H), 7.49 — 7.44 (m, 1H), 7.41 — 7.35 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) & 169.60, 157.94, 148.89, 139.60, 136.95, 135.14,
132.83 (d, J = 3.8 Hz), 131.10, 130.66, 130.15 (d, J = 32.1 Hz), 128.89, 128.78,
128.58(2C), 128.22, 127.93(2C), 126.65 (d, J = 3.5 Hz), 124.00 (d, J = 272.5 Hz), 123.65,
121.25.

EA: berechnet: C, 65.96; H, 3.43; N, 7.33
gefunden: C, 65.59; H, 3.59; N, 7.36

10 4-((3-Methoxyphenyl)thio)-2-phenylchinazolin

OCH;
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Hergestellt aus 0,75 mmol (105 mg) 3-Methoxythiophenol und 0,682 mmol (165 mg) 4-
Chlor-2-phenylchinazolin.

Summenformel: C21H1sN20S

Molekulargewicht: 344,43 g/mol
Aussehen: weilRe Nadeln
Ausbeute: 11 % (26 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.22 (dt, J = 8.2, 1.0 Hz, 1H), 8.19 — 8.16 (m, 2H), 8.04
~7.99 (m, 2H), 7.76 — 7.70 (m, 1H), 7.55 — 7.37 (m, 4H), 7.36 — 7.27 (m, 2H), 7.22 —
7.16 (M, 1H), 3.81 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.49, 159.89, 158.04, 148.83, 137.13, 134.93,
131.00, 130.33, 128.86, 128.63 (2C), 128.03 (3C), 127.97, 123.67, 121.32, 120.93,
116.11, 55.61. Ein Peak fehlt

EA: berechnet: C, 73.23; H, 4.68; N, 8.13
gefunden: C, 73.21; H, 4.74; N, 8.06

7.1.2.3 Synthese der N-(2-Acetylphenyl)benzamide

Das 2’-Aminoacetophenon (1 &q.) wurde in getrockneten THF (5 ml/mmol) gel6st und
mit Triethylamin (1,2 4q.) versetzt. Der Ansatz wurde unter Rihren in einem Eisbad ge-
kihlt und anschlieRend wurde langsam das entsprechende Benzoylchlorid (1,1 &q.) zuge-
tropft. Die L6sung wurde anschlieend 6-12 Std bei RT geriihrt. Eine Reaktionskontrolle
erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Niederschlag abfiltriert
und das Filtrat einrotiert. Der Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mit
wassriger NaOH 1 mol/l, dann mit wéssriger HCI 1 mol/l und anschliel’end mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde (iber MgSOs getrocknet, einrotiert und der
Ruckstand anschlieRend in EtOH/H-0 (1:1) umkristallisiert.

11 N-(2-Acetylphenyl)benzamid

L

@)

Hergestellt aus 15 mmol (2028 mg) 2’-Aminoacetophenon und 16,5 mmol (2319 mg)
Benzoylchlorid.
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Summenformel: C15H13NO2
Molekulargewicht: 239,27 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 93 % (3342 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds)  12.35 (s, 1H), 8.65 (dd, ] = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 8.11 (dd,
1=8.0,1.6 Hz, 1H), 7.98 — 7.94 (m, 2H), 7.70 — 7.57 (m, 4H), 7.30 — 7.22 (m, 1H), 2.69
(s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 203.65, 165.16, 139.85, 134.78, 134.52, 132.33(20),
129.11(2C), 127.19(2C), 123.54, 123.23, 120.40, 28.84.

12 N-(2-Acetylphenyl)-4-methoxybenzamid

L,

@)
o~

Hergestellt aus 7 mmol (946 mg) 2’-Aminoacetophenon und 7,7 mmol (1313 mg) 4-Me-
thoxybenzoylchlorid.

Summenformel: C16H15sNO3
Molekulargewicht: 269,30 g/mol
Aussehen: weilRe Nadeln
Ausbeute: 87 % (1640 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.30 (s, 1H), 8.66 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 8.10 (dd,
3=8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.96 — 7.91 (m, 2H), 7.70 — 7.62 (m, 1H), 7.27 — 7.20 (m, 1H), 7.15
—7.09 (m, 2H), 3.85 (s, 3H), 2.69 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 203.69, 164.66, 162.50, 140.20, 134.80, 132.37,
129.15(2C), 126.60, 123.21, 122.89, 120.24, 114.38(2C), 55.64, 28.85.

13 N-(2-Acetylphenyl)-3,4-dimethoxybenzamid

Hergestellt aus 5 mmol (676 mg) 2’-Aminoacetophenon und 5,5 mmol (1103 mg) 3,4-
Dimethoxybenzoylchlorid.

Summenformel: C17H17NOy4
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Molekulargewicht: 299,32 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 72 % (1084 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 5 12.31 (s, 1H), 8.65 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 8.09 (dd,
3=8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.70 — 7.62 (m, 1H), 7.57 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 2.1
Hz, 1H), 7.27 — 7.19 (m, 1H), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.85 (d, J = 2.9 Hz, 6H), 2.68 (s,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 203.71, 164.76, 152.30, 148.90, 140.22, 134.84,
132.41, 126.77, 123.25, 122.92, 120.40, 120.20, 111.58, 110.66, 55.90, 55.71, 28.88.

7.1.2.4 Synthese der 2-Phenylchinolin-4(1H)-one

Die zuvor synthetisierten N-(2-Acetylphenyl)benzamide (1 &qg.) wurden mit NaOH (5 &q.)
und tert-Butanol (5 dq.) in einem geeigneten Mikrowellengefal} gemischt und anschlieRen
bei 120 °C und 180 W 20 bis 3 x 20 Min. in der Mikrowelle umgesetzt. Eine Reaktions-
kontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz mit Was-
ser versetzt (25 ml/mmol) und mit wéassriger HCI 1 mol/l auf pH 5-6 eingestellt. Die L6-
sung wurde einrotiert und der Rickstand mit Wasser und anschlieBend mit einer Mi-
schung aus Aceton/DCM (1:1) kalt gewaschen. Bei 16 viel das Produkt bei der Einstel-
lung des pH-Wertes auf 5-6 als Niederschlag aus. Dieser wurde abfiltriert und ebenfalls

mit Wasser und anschlieBend mit einer Mischung aus Aceton/DCM (1:1) kalt gewaschen.

14 2-Phenylchinolin-4(1H)-on

L]
N
i

Hergestellt aus 10 mmol (2393 mg) 11.

Summenformel: CisH11NO
Molekulargewicht: 221,25 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 85 % (1883 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 11.92 (s, 1H), 8.09 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H), 7.92 —
7.84 (m, 3H), 7.69 — 7.62 (m, 1H), 7.61 — 7.53 (m, 3H), 7.32 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.33 (s,
1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 177.09, 150.12, 140.76, 134.27, 131.80, 130.52,
129.07(2C), 127.60(2C), 125.01, 124.78, 123.34, 119.00, 107.39.

15 2-(4-Methoxyphenyl)chinolin-4(1H)-on

@)

L,
N
a®

o~

Hergestellt aus 6 mmol (1508 mg) 12.

Summenformel: C16H13NO2
Molekulargewicht: 251,28 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 89 % (1348 mq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 11.54 (s, 1H), 8.08 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 1H), 7.82 —
7.77 (m, 2H), 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.68 — 7.60 (m, 1H), 7.34 — 7.27 (m, 1H), 7.14 —
7.10 (M, 2H), 6.29 (s, 1H), 3.84 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 176.99, 161.20, 149.79, 140.64, 131.76, 128.96(2C),
126.40, 124.95, 124.82, 123.19, 118.72, 114.53(2C), 106.65, 55.58.

16 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)chinolin-4(1H)-on

Hergestellt aus 3 mmol (898 mg) 13.

Summenformel: C17H15NO3
Molekulargewicht: 281,31 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 78 % (659 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.56 (s, 1H), 8.09 (dd, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H), 7.76 (d,
J=7.9Hz, 1H), 7.68 — 7.63 (m, 1H), 7.44 — 7.36 (m, 2H), 7.36 — 7.28 (m, 1H), 7.14 (d,
J=8.3Hz, 1H), 6.39 (s, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.84 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 150.89, 150.05, 149.05, 140.65, 131.77, 126.61,
124.88, 124.79, 123.25, 120.28, 118.79, 111.98, 111.01, 106.78, 55.93, 55.87. Ein Peak
fehlt
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7.1.2.5 Synthese der 4-Chlor-2-phenylchinoline

Die entsprechenden 2-Phenylchinolin-4(1H)-one wurden unter Eiskiihlung mit Phospho-
rylchlorid (5 ml/mmol) versetzt und 10 Min. unter Eiskiihlung geruhrt. AnschlieRend
wurde der Ansatz 9-18 Std. unter Reflux erhitzt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz einrotiert und anschlielend vor-
sichtig mit Eiswasser (20 ml) versetzt. Die Losung wurde mit Ammoniak neutralisiert.
Die waéssrige Losung wurde 3x mit DCM extrahiert und die vereinten organischen Phasen
anschlieBend mit geséattigter NaCl-Losung (3x) und Wasser (1x) gewaschen. Die organi-
sche Phase wurde tiber MgSQOj4 getrocknet und einrotiert. Das Produkt wurde bei Bedarf
mit EtOH/H20 umkristallisiert.

17 4 Chlor-2-phenylchinolin
Cl
®
=
N

Hergestellt aus 7 mmol (1549 mg) 14.

Summenformel: C1sH10CIN
Molekulargewicht: 239,70 g/mol
Aussehen: nicht erfasst
Ausbeute: 82 % (1384 mg)

Kein NMR aufgenommen.

18 4-Chlor-2-(4-methoxyphenyl)chinolin

Hergestellt aus 3,51 mmol (883 mg) 15.

Summenformel: C16H12CINO
Molekulargewicht: 269,73 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
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Ausbeute: 72 % (682 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.32 (s, 1H), 8.29 —8.25 (m, 2H), 8.19 — 8.13 (m, 1H),
8.11—8.07 (m, 1H), 7.89 — 7.81 (m, 1H), 7.73 — 7.65 (m, 1H), 7.11 — 7.07 (m, 2H), 3.84
(s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 161.19, 156.17, 148.47, 142.20, 131.13, 130.03,
129.59, 129.02(2C), 127.55, 124.36, 123.62, 118.48, 114.42(2C), 55.48.

19 4-Chlor-2-(3,4-dimethoxyphenyl)chinolin

Hergestellt aus 1,77 mmol (500 mg) 16.

Summenformel: C17H14CINO2
Molekulargewicht: 299,75 g/mol

Aussehen: gelblich weiller Feststoff
Ausbeute: 84% (448 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.39 (s, 1H), 8.20 — 8.14 (m, 1H), 8.13 — 8.07 (m, 1H),
7.92 —7.87 (m, 2H), 7.89 — 7.82 (m, 1H), 7.73 — 7.66 (m, 1H), 7.11 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
3.91 (s, 3H), 3.84 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156.23, 150.97, 149.19, 148.38, 142.15, 131.10,
130.19, 129.61, 127.56, 124.39, 123.60, 120.64, 118.67, 111.88, 110.63, 55.83, 55.76.

7.1.2.6 Synthese der N,2-Diphenylchinolin-4-amine

Methode 1:

Das 4-Chlor-2-phenylchinolin (1 &g.) wurde in Isopropanol oder absoluten EtOH (20
ml/mmol) gel6st. Das entsprechende Anilin Derivat (1,2 - 2 &g.) wurde zum Ansatz hin-
zugefugt und der Ansatz 24-30 Std. unter Reflux erhitzt. Nach dem Abkuhlen fiel das
Produkt aus. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser und kaltem Isopropanol
oder EtOH gewaschen. Da unter diesen Bedingungen der Chinolinstickstoff protoniert
vorlag, wurde das Produkt in DCM aufgenommen und mit wassriger NaOH 1 mol/l aus-
geschittelt. Die organische Phase wurde anschlieBend mit MgSOas getrocknet und einro-
tiert. Wenn Produkte unldslich in DCM waren, wurden diese in ethanolischer NaOH 0,5

mol/l umkristallisiert
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Methode 2:

Das 4-Chlor-2-phenylchinolin Derivat (1 4q.) wurde mit dem entsprechenden Anilin De-
rivat (2 - 4 dqg.) in der Mikrowelle bei 150 W, 150 °C fiir 15-30 Min. umgesetzt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz mit Ethylacetat versetzt, wobei das Produkt
nicht in Losung ging (Ausnahme 23, Ioste sich in Ethylacetat). Der Niederschlag wurde
abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Da unter diesen Bedingungen der Chinolinstick-
stoff protoniert vorlag, wurde das Produkt in DCM aufgenommen und mit wassriger
NaOH (1 mol/l) ausgeschittelt. Die organische Phase wurde anschlieBend mit MgSQOa4
getrocknet und einrotiert. Wenn Produkte unloslich in DCM waren, wurden diese in etha-
nolischer NaOH 0,5 mol/l umkristallisiert. Da Verbindung 23 bereits l6slich in Ethyl-
acetat war, wurde die organische Phase 1x mit wassriger HCI 1 mol/l und anschlieRend
2x mit wassriger NaOH (1 mol/l ausgeschdittelt. Die organische Phase wurde im An-

schluss ebenfalls iber MgSO4 getrocknet und einrotiert.

20 N,2-Diphenylchinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 2,5mmol (233 mg) Anilin.
Loslich in DCM

Summenformel: Co1HisN2
Molekulargewicht: 296,37 g/mol
Aussehen: weilBer Feststoff
Ausbeute: 29% (55 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.01 (s, 1H), 8.42 — 8.35 (m, 1H), 8.01 — 7.98 (m, 2H),
7.95 (dd, J = 8.5, 0.8 Hz, 1H), 7.75 — 7.67 (m, 1H), 7.56 — 7.48 (m, 1H), 7.49 — 7.40 (m,
8H), 7.18 — 7.13 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 154.74, 153.05, 139.42, 137.39, 134.07, 132.46,
131.95, 130.10(2C), 129.37(2C), 128.58(2C), 127.51, 127.06, 125.44(2C), 123.70,
120.95, 116.72, 98.89.

EA: berechnet: C, 85.11; H, 5.44; N, 9.45
berechnet x 0,5 H,0: C, 82.60; H, 5.61; N, 9.17
gefunden: C, 82.96; H, 5.61; N, 9.05
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21 N-(3-Chlorphenyl)-2-phenylchinolin-4-amin

Cl

Hergestellt nach Methode 1 in Isoprpanol aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 0,75mmol (96
mg) 3-Chloranilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C21H15CIN;
Molekulargewicht: 330,81 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 48 % (99 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 9.11 (s, 1H), 8.35 — 8.32 (m, 1H), 8.06 — 8.02 (m, 2H),
7.98 (dd, J = 8.5, 0.8 Hz, 1H), 7.77 — 7.70 (m, 1H), 7.57 — 7.52 (m, 2H), 7.51 — 7.47 (m,
2H), 7.46 — 7.41 (m, 4H), 7.17 — 7.12 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 154.48, 153.22, 139.40, 139.16, 134.13, 134.10,
132.33,132.01, 131.57, 129.34(2C), 128.71(2C), 127.17, 127.13, 125.17, 123.82, 123.80,
120.97, 116.90, 99.50.

EA: berechnet: C, 76.24; H, 4.57; N, 8.47
gefunden: C, 76.62; H, 4.60; N, 8.35

22 N-(3-Bromphenyl)-2-phenylchinolin-4-amin

Br

Hergestellt nach Methode 1 in EtOH aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 1,25 mmol (215
mg) 3-Bromanilin.
Unloéslich in DCM

Summenformel: C21H1sBrNz
Molekulargewicht: 375,26 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 20 % (48 mg)
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9.10 (s, 1H), 8.35 — 8.30 (m, 1H), 8.07 — 7.99 (m, 2H),
8.00 — 7.95 (m, 1H), 7.77 — 7.70 (m, 1H), 7.59 — 7.52 (m, 3H), 7.52 — 7.42 (m, 4H), 7.37
(t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.32 — 7.25 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156.72, 149.09, 147.85, 143.07, 139.67, 131.43,
129.99, 129.66, 129.32, 128.80(2C), 127.09(2C), 125.76, 125.04, 124.04, 122.27, 122.13,
120.06, 119.45, 100.14.

EA: berechnet: C, 67.21; H, 4.03; N, 7.47
gefunden: C, 67.52; H, 4.20; N, 7.54

23 N-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-phenylchinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 1,25 mmol (191 mg) 3,4-
Dimethoxyanilin.
Loslich in Ethylacetat

Summenformel: C23H20N202
Molekulargewicht: 356,42 g/mol

Aussehen: beiger, glanzender Feststoff
Ausbeute: 54 % (121 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.87 (s, 1H), 8.38 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.99 — 7.96
(m, 2H), 7.92 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.73 — 7.66 (m, 1H), 7.52 — 7.37 (m, 4H), 7.25 (s,
1H), 7.06 — 7.00 (m, 2H), 6.97 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.77 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156.66, 149.82, 149.54, 148.98, 146.12, 140.01,
133.48, 129.68, 129.55, 129.10, 128.73(2C), 126.96(2C), 124.48, 121.94, 118.68, 115.89,
112.70, 108.88, 97.76, 55.89, 55.77.

EA: berechnet: C, 77.51; H, 5.66; N, 7.86
gefunden: C, 77.79; H, 5.99; N, 7.84
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24 3-((2-Phenylchinolin-4-yl)amino)benzonitril

CN

@NH
®
—
e
Hergestellt nach Methode 2 aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 2,5 mmol (295 mg) 3-Ami-
nobenzonitril.

Loslich in DCM

Summenformel: C22H15N3
Molekulargewicht: 321,37 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 37 % (74 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.22 (s, 1H), 8.33 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 8.09 — 8.03
(m, 2H), 7.99 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.81 — 7.72 (m, 3H), 7.63 — 7.40 (m, 7H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 154.39, 153.41, 139.46, 138.74, 134.17, 13231,
132.04, 131.34, 130.75, 130.11, 129.31(2C), 128.83(2C), 128.63, 127.26, 123.88, 121.06,
118.33, 117.01, 112.90, 99.66.

EA: berechnet: C, 82.22; H, 4.70; N, 13.08
gefunden: C, 81.42; H, 4.92; N, 12.86

25 N-(3-Chlor-4-fluorphenyl)-2-phenylchinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 1,25 mmol (182 mg) 3-
Chlor-4-fluoranilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C21H14CIFN2
Molekulargewicht: 348,80 g/mol
Aussehen: violetter Feststoff
Ausbeute: 65 % (142 mgQ)
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 9.06 (s, 1H), 8.33 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 1H), 8.06 — 8.01
(m, 2H), 7.96 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 7.77 — 7.68 (m, 1H), 7.59 — 7.57 (m, 1H), 7.58 —
7.50 (M, 1H), 7.50 — 7.42 (m, 5H), 7.41 (s, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 156.75, 153.68 (d, J = 242.7 Hz), 149.01, 148.46,
139.69, 138.35 (d, J = 3.0 Hz), 129.95, 129.65, 129.28, 128.75(2C), 127.12(2C), 124.96,
124.18, 122.75 (d, J = 7.0 Hz), 122.01, 120.08 (d, J = 18.6 Hz),119.13, 117.69 (d, J =
21.9 Hz), 99.22.

EA: berechnet: C, 72.31; H, 4.05; N, 8.03
gefunden: C, 72.18; H, 4.15; N, 7.92

26 2-Phenyl-N-(3-(trifluormethyl)phenyl)chinolin-4-amin

F
FF

NH
(L
—
¢
Hergestellt nach Methode 2 aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 1,25 mmol (201 mg) 3-
(Trifluormethyl)anilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C2oHisF3N2
Molekulargewicht: 364,36 g/mol
Aussehen: weilRe Nadeln
Ausbeute: 58 % (132 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.26 (s, 1H), 8.35 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 1H), 8.07 — 8.02
(m, 2H), 7.99 (dd, J = 8.5, 1.1 Hz, 1H), 7.80 — 7.72 (m, 2H), 7.71 (d, J = 2.0 Hz, 1H),
7.64 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.60 (s, 1H), 7.60 — 7.52 (m, 1H), 7.51 — 7.46 (m, 2H), 7.46 —
7.40 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 156.74, 149.14, 147.71, 142.32, 139.62, 130.74,130.38
(d, J=31.5 Hz), 130.04, 129.68, 129.35, 128.79(2C), 127.10(2C), 125.12, 124.49, 124.26
(g, J = 272.5 Hz),122.15, 119.57,119.19 (d, J = 4.0 Hz), 117.60 (g, J = 3.9 Hz), 100.19.

EA: berechnet: C, 72.52; H, 4.15; N, 7.69
gefunden: C, 71.89; H, 4.29; N, 7.55
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27 N-(3-Nitrophenyl)-2-phenylchinolin-4-amin

NO,

Hergestellt nach Methode 1 in Isopropanol aus 0,63 mmol (150 mg) 17 und 0,75 mmol
(104 mg) 3-Nitroanilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C21H15N30;
Molekulargewicht: 341,36 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 13 % (28 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.40 (s, 1H), 8.34 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H), 8.21 (t, J
= 2.2 Hz, 1H), 8.12 — 8.07 (m, 2H), 8.01 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H), 7.93 — 7.86 (m, 2H),
7.79-7.73 (m, 1H), 7.68 (dd, J = 13.1, 4.9 Hz, 2H), 7.61 — 7.54 (m, 1H), 7.52 — 7.43 (m,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 154.36, 153.50, 148.86, 139.58, 139.15, 134.15,
132.30, 132.03, 131.35, 131.23, 129.28(2C), 128.85(2C), 127.26, 123.88, 121.44, 121.13,
119.80, 117.19, 99.80.

EA: berechnet: C, 73.89; H, 4.43; N, 12.31
gefunden: C, 73.32; H, 4.51; N, 11.85

28 N-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-(4-methoxyphenyl)chinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,37 mmol (100 mg) 18 und 0,93 mmol (142 mg) 3,4-
Dimethoxyanilin.
Unloslich in DCM

Summenformel: C24H22N203
Molekulargewicht: 386,44 g/mol
Aussehen: grauer Feststoff
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Ausbeute: 78 % (111 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.81 (s, 1H), 8.35 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 1H), 7.95 - 7.91
(m, 2H), 7.88 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.70 — 7.63 (m, 1H), 7.49 — 7.42 (m, 1H), 7.22 (s,
1H), 7.05 — 7.00 (m, 4H), 6.96 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 1.5 Hz, 6H), 3.77 (s,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160.29, 156.27, 149.62, 149.53, 149.00, 146.03,
133.61, 132.38, 129.59, 129.36, 128.28(2C), 124.12, 121.91, 118.53, 115.78, 114.14(2C),
112.71, 108.78, 97.25, 55.91, 55.77, 55.34.

EA: berechnet: C, 74.59; H, 5.74; N, 7.25
gefunden: C, 73.92; H, 5.81; N, 7.18

29 3-((2-(4-Methoxyphenyl)chinolin-4-yl)amino)benzonitril

CN

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,37 mmol (100 mg) 18 und 0,93 mmol (110 mg) 3-
Aminobenzonitril.
Unloslich in DCM

Summenformel: C23H17N30
Molekulargewicht: 351,40 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 53 % (69 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 9.17 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 8.07 — 7.99
(m, 2H), 7.95 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.79 — 7.67 (m, 3H), 7.62 — 7.56 (m, 1H), 7.54 (s,
1H), 7.51 (dq, J = 7.6, 1.5 Hz, 2H), 7.06 — 7.02 (m, 2H), 3.81 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160.52, 156.43, 149.14, 147.35, 142.65, 131.97,
130.93, 129.98, 129.50, 128.57 (2C), 126.26, 125.54, 124.79, 123.88, 122.16, 119.48,
118.86, 114.19 (2C), 112.48, 100.17, 55.39.

EA: berechnet: C, 78.61; H, 4.88; N, 11.96
berechnet x 0,5 H,0: C, 76.65; H, 5.03; N, 11.66
gefunden: C, 77.12; H, 4.99; N, 11.45
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30 2-(4-Methoxyphenyl)-N-(3-(trifluormethyl)phenyl)chinolin-4-amin

F
FLF

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,44 mmol (120 mg) 18 und 1,11 mmol (180 mg) 3-
(Trifluormethyl)anilin.
Unloslich in DCM

Summenformel: CasHi7F3N2
Molekulargewicht: 394,39 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 78 % (135 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 9.16 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H), 8.06 — 8.01
(m, 2H), 7.95 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.79 — 7.73 (m, 2H), 7.76 — 7.68 (m, 1H), 7.62 —
7.56 (m, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.53 — 7.49 (m, 2H), 7.07 — 7.00 (m, 2H), 3.81 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160.51, 156.42, 149.14, 147.35, 142.66, 131.96,
130.93, 129.97, 129.49, 128.56(2C), 126.24, 125.53, 124.78, 123.87, 122.16, 119.48,
118.86, 114.19(2C), 112.47, 100.16, 55.39.

EA: berechnet: C, 70.04; H, 4.34; N, 7.10
gefunden: C, 69.94; H, 4.45; N, 7.05

31 2-(4-Methoxyphenyl)-N-(3-nitrophenyl)chinolin-4-amin

NO,

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,37 mmol (100 mg) 18 und 1,48 mmol (204 mg) 3-
Nitroanilin.
Unloslich in DCM

Summenformel: C22H17N303
Molekulargewicht: 371,39 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 17 % (24 mQ)
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IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 9.36 (s, 1H), 8.31 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.19 (s, 1H),
8.06 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.73 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 9.9, 6.3 Hz, 2H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 3.81 (s, 3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 160.56, 156.41, 149.20, 148.89, 147.12, 143.23,
131.87, 130.90, 130.07, 129.52, 128.60(2C), 126.34, 124.92, 122.21, 119.63, 116.80,
114.57, 114.22(2C), 100.56, 55.40.

EA: berechnet: C, 71.15; H, 4.61; N, 11.31
berechnet x 1 H20: C, 67.86; H, 4.92; N, 10.79
gefunden: C, 68.33; H, 4.52; N, 10.59

32 N,2-Bis(3,4-dimethoxyphenyl)chinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,33 mmol (100 mg) 19 und 0,84 mmol (128 mg) 3,4-
Dimethoxyanilin.
Unloslich in DCM

Summenformel: C25H24N204
Molekulargewicht: 416,47 g/mol
Aussehen: brauner Feststoff
Ausbeute: 43 % (59 mg)

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 8.83 (s, 1H), 8.35 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 7.72 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 1H), 7.49 — 7.43 (m, 1H), 7.39 (dd, J =
8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 3H), 6.96 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H), 3.83
(s, 3H), 3.78 (d, J = 9.5 Hz, 9H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 156.39, 150.07, 149.52, 149.49, 148.94(2C), 145.98,
133.66, 132.74, 129.62, 129.42, 124.20, 121.94, 119.58, 118.63, 115.65, 112.70, 111.81,
110.50, 108.60, 97.50, 55.93, 55.78, 55.70, 55.67.

EA: berechnet: C, 72.10; H,5.81; N, 6.73
berechnet x 0,5 H,0: C, 70.57; H, 5.92: N, 6.58
gefunden: C, 70.31; H, 5.97; N, 6.47
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33 3-((2-(3,4-Dimethoxyphenyl)chinolin-4-yl)amino)benzonitril

CN

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,33 mmol (100 mg) 19 und 0,84 mmol (99 mg) 3-Ami-
nobenzonitril.
Unloslich in DCM

Summenformel: C24H19N30;
Molekulargewicht: 381,43 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 62 % (78 mg)

IH NMR (600 MHz, DMSO-de) § 9.19 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.97 (dd,
J=8.4,1.2Hz, 1H), 7.80 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.77 — 7.70 (m, 3H), 7.61 — 7.57 (m, 2H),
7.57 — 7.54 (m, 1H), 7.55 — 7.48 (m, 2H), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.81 (s,
3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 156.55, 150.29, 149.09, 149.01, 147.20, 142.69,
132.26, 130.94, 130.00, 129.56, 126.18, 125.43, 124.86, 123.67, 122.18, 119.95, 119.57,
118.88, 112.43, 111.83, 110.63, 100.53, 55.75, 55.69.

EA: berechnet: C, 75.57; H, 5.02; N, 11.02
gefunden: C, 74.74; H, 5.21; N, 11.04

34 N-(3-Chlor-4-fluorphenyl)-2-(3,4-dimethoxyphenyl)chinolin-4-amin

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,33 mmol (100 mg) 19 und 0,84 mmol (122 mg) 3-
Chlor-4-fluoranilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C23H18CIFN20O;
Molekulargewicht: 408,85 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 53 % (71 mg)
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IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 9.02 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H), 7.94 (dd,
J=8.6, 1.3 Hz, 1H), 7.74 — 7.68 (m, 2H), 7.59 (dd, J = 6.6, 2.0 Hz, 1H), 7.54 — 7.48 (m,
2H), 7.48 — 7.43 (m, 2H), 7.42 (s, 1H), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.80 (s, 3H).
13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 156.53, 154.36, 152.75, 150.24, 149.00, 148.11,
138.56 (d, J = 2.9 Hz), 132.39, 129.93, 129.53, 124.71, 123.80, 122.47 (d, J = 7.0 Hz),
122.02, 120.07 (d, J = 18.7 Hz), 119.86, 119.10,117.71 (d, J = 21.9 Hz) , 111.83, 110.60,
99.16, 55.76, 55.71.

EA: berechnet: C, 67.57; H, 4.44; N, 6.85
gefunden: C, 66.94; H, 4.55; N, 6.83

35 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-N-(3-(trifluormethyl)phenyl)chinolin-4-amin

F
FLF

NH
P
T
O/

Hergestellt nach Methode 2 aus 0,33 mmol (100 mg) 19 und 0,84 mmol (135 mg) 3-
(Trifluormethyl)anilin.

Loslich in DCM

Summenformel: C24H19F3N202
Molekulargewicht: 424,42 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 49 % (68 mg)

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 9,27(s,1H), 8.32 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H), 7.96 (dd, J
= 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.76 — 7.69 (m, 4H), 7.64 — 7.57 (m, 2H), 7.56 — 7.49 (m, 2H), 7.40
(dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.80 (s, 3H).

13 NMR (151 MHz, DMSO-de) & 156.45, 150.26, 149.13, 149.00, 147.45, 142.63,
132.28, 130.74, 130.31 (d, J = 31.5 Hz), 129.97,129.52,124.78, 124.33, 124.32 (q, J =
272.4 Hz), 122.19, 119.82, 119.57, 118.93 (q, J = 3.8 Hz), 117.12 (q, J = 3.8 Hz)., 111.83,
110.47, 100.05, 55.74, 55.60.

EA: berechnet: C, 67.92; H, 451; N, 6.60
berechnet x 1 H,0: C, 65.15; H, 4.78; N, 6.33
gefunden: C, 65.89; H, 4.62; N, 6.31
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7.1.2.7 Synthese der Chinolin-Chalkon Hybride

Vorstufe:

4,7-Dichlorchinolin (1 &g.) wurde mit dem entsprechenden Aminoacetophenon (1,1 4q.)
in EtOH (5 ml/mmol) 8 Std. unter Reflux erhitzt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz auf RT abgekuhlt und der entstan-
dene Niederschlag abfiltiert. Der Niederschlag wurde in EtOH umkristallisiert und ge-
trocknet.

36 1-(3-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)ethanon

o

m
/
Cl N

Hergestellt aus 4,7-Dichlorochinolin 10 mmol (1980 mg) und 3-Aminoacetophenon 11
mmol (1490 mg)

Summenformel: C17H13CIN20O
Molekulargewicht: 296,75 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 96 % (2850 mq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.36 (s, 1H), 8.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.54 (d, J= 7.0
Hz, 1H), 8.22 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.03 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.99 (dt, = 7.7, 1.4 Hz, 1H),
7.87 (dd, J = 9.1, 2.1 Hz, 1H), 7.80 — 7.74 (m, 1H), 7.72 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.85 (d, J =
7.0 Hz, 1H), 2.62 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 197.38, 154.92, 143.71, 139.28, 138.55, 138.48,
137.73, 130.53, 129.93, 127.56, 127.25, 126.41, 124.84, 119.41, 116.27, 100.56, 26.99.
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37 1-(4-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)ethanon

O

HN/@)J\
o
=
Cl N

Hergestellt aus 4,7-Dichlorochinolin 10 mmol (1980 mg) und 4-Aminoacetophenon 11
mmol (1490 mg)

Summenformel: C17H13CIN2O
Molekulargewicht: 296,75 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 95 % (2823 mQ)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.37 (s, 1H), 8.95 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.59 (d, J = 6.9
Hz, 1H), 8.22 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.13 — 8.08 (m, 2H), 7.87 (dd, J = 9.1, 2.1 Hz, 1H),
7.68 — 7.60 (M, 2H), 7.03 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 2.61 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 196.98, 154.30, 143.96, 141.77, 139.43, 138.62,
135.10, 130.05 (2C), 127.68, 126.54, 124.55 (2C), 119.53, 116.67, 101.35, 26.86.

Endstufe:

Das entsprechende Benzaldehyd (1,1 4q.) wurde mit 10 %iger methanolischer KOH (20
ml/mmol) versetzt und unter Ruhren das entsprechende Acetophenon Derivat (36 oder
37) (1 &q.) langsam hinzugegeben. Im Anschluss wurde der Ansatz 12-72 Std. bei RT
gertihrt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion
wurde der Ansatz mit Wasser versetzt. Der enstandene Niederschlag wurde abfiltriert und
mit Wasser gewaschen. Das Produkt wurde dann in EtOH/Wasser (2:1) umkristallisiert

und getrocknet

116



Experimenteller Teil

38 1-(3-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on

@)
l NH
joe
~
Cl N

Hergestellt aus 36 1,68 mmol (500 mg) und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd 1,84 mmol (305
mg)

Summenformel: C26H21CIN2O3
Molekulargewicht: 444,91 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 31 % (233 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.26 (s, 1H), 8.51 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.44 (d, J = 9.1
Hz, 1H), 8.03 (t, = 1.9 Hz, 1H), 7.95 (dt, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
7.75 (9, J = 15.5 Hz, 2H), 7.68 — 7.64 (m, 1H), 7.63 — 7.58 (m, 2H), 7.52 (d, J = 2.0 Hz,
1H), 7.39 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 6.9, 1.6 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 15.4 Hz,
6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 188.98, 152.20, 151.56, 149.78, 149.20, 147.72,
144.98, 141.05, 139.35, 134.15, 129.95, 127.89, 127.61, 126.53, 125.29, 124.60, 124.10,
121.88, 119.85, 118.65, 111.79, 111.14, 102.37, 55.93, 55.78. Ein Peak fehlt (CH)

EA: berechnet: C, 70.19; H, 4.76; N, 6.30
berechnet x 1 H20: C, 67.46; H, 5.01; N, 6.05
gefunden: C, 67.88; H, 4.99; N, 7.55
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39 1-(3-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)-3-(3-methoxyphenyl)prop-2-en-1-on

O/

0]
l NH
0
—
Cl N

Hergestellt aus 36 1,68 mmol (500 mg) und 3-Methoxybenzaldehyd 1,84 mmol (251 mg)

Summenformel: C25H19CIN20:
Molekulargewicht: 414,88 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 30 % (188mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8 9.26 (s, 1H), 8.51 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.44 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 8.05 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 7.96 (dt, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H), 7.93 — 7.88 (m, 2H), 7.73
(d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.70 — 7.65 (m, 1H), 7.64 — 7.57 (m, 2H), 7.47 (t, J = 2.1 Hz, 1H),
7.43 (d, 3 =7.7 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.04 — 6.99 (m, 2H), 3.82 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 189.13, 159.81, 152.19, 149.77, 147.68, 144.40,
141.12, 138.97, 136.16, 134.14, 130.07, 130.02, 127.88, 126.73, 125.29, 124.58, 124.19,
122.54, 121.98, 121.76, 118.65, 116.85, 113.69, 102.39, 55.45.

EA: berechnet: C, 72.37; H, 4.62; N, 6.75
gefunden: C, 71.32; H, 4.58; N, 6.69

40 1-(4-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-on

Hergestellt aus 37 1,68 mmol (500 mg) und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd 1,84 mmol (305
mg)
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Summenformel: C26H2:CIN203
Molekulargewicht: 444,91 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 42% (317mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.45 (s, 1H), 8.62 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.40 (d, J = 9.1
Hz, 1H), 8.23 — 8.18 (m, 2H), 7.97 (q, J = 3.2, 2.5 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
7.69 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.63 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.51 —
7.47 (m, 2H), 7.37 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 3.86 (s, 3H), 3.82 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 187.24, 152.24, 151.34, 149.87, 149.21, 146.23,
145.74, 143.84, 134.34, 132.08, 130.47(2C), 127.96, 127.83, 125.69, 124.85, 123.93,
119.73, 119.45, 119.39(2C), 111.78, 110.90, 105.21, 55.92, 55.77.

EA: berechnet: C, 70.19; H, 4.76; N, 6.30
berechnet x 1 H20: C, 67.46; H, 5.01; N, 6.05
gefunden: C, 66.02; H, 4.74; N, 8.43

41 1-(4-((7-Chlorchinolin-4-yl)amino)phenyl)-3-(3-methoxyphenyl)prop-2-en-1-on

Hergestellt aus 37 1,68 mmol (500 mg) und 3-Methoxybenzaldehyd 1,84 mmol (251 mg)

Summenformel: C2sH19CIN20:
Molekulargewicht: 414,88 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 49 % (344 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8 9.47 (s, 1H), 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.39 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 8.23 — 8.19 (m, 2H), 7.98 — 7.93 (m, 2H), 7.70 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.62 (dd, J
=9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.51 — 7.46 (m, 3H), 7.42 (dt, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.31 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.05 — 6.98 (m, 1H), 3.83 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 187.35, 159.82, 152.24, 149.87, 146.13, 146.03,
143.32, 136.40, 134.35, 131.70, 130.64(2C), 130.05, 127.97, 125.72, 124.85, 122.46,
121.72, 119.50, 119.28(2C), 116.68, 113.43, 105.40, 55.46.

EA: berechnet: C, 72.37; H, 4.62; N, 6.75
berechnet x 0,5 H,0: C, 70.84; H, 4.76; N, 6.61
gefunden: C, 70.67; H, 5.23; N, 6.38
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7.1.2.8 Synthese der 2-Oxo0-2-phenylethyl-2-aminobenzoate und des 2-

Oxo-2-phenylethyl-2-aminonicotinat

Das Anthranilsaurederivat oder die 2-Aminopyridin-3-carbonsaure (1 &qg.) wurde mit
K2COs (1,1 dqg.) in DMF (3 ml/mmol) 2 Std. bei 90 °C gerthrt und anschlieRend auf RT
abgekihlt. Das daraus entstandene Carboxylat wurde mit dem entsprechenden 2-Bro-
moacetophenonderivat versetzt und weitere 3 Std. bei 50 °C gerihrt. Eine Reaktionskon-
trolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz auf RT ab-
gekuhlt und auf Eiswasser gegeben. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und getrocknet. Bei Bedarf wurde das entstandene Produkt in
EtOH/Wasser umkristallisiert.

42 2-0Oxo-2-phenylethyl 2-aminobenzoat
o)
L
NH, ©

Hergestellt aus Anthranilsdurel0 mmol (1371 mg) und 2-Bromacetophenon 10 mmol
(1990 mg)

Summenformel: C15H13NO3
Molekulargewicht: 255,27 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 76 % (1937 mq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.00 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 2H), 7.81 (dd, J = 8.1, 1.7
Hz, 1H), 7.72 — 7.66 (m, 1H), 7.60 — 7.52 (m, 2H), 7.32 — 7.25 (m, 1H), 6.79 (dd, J = 8.5,
1.1 Hz, 1H), 6.61 (s, 2H), 6.60 — 6.53 (m, 1H), 5.66 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 193.33, 166.81, 151.66, 134.47, 134.17, 134.03,
130.93, 129.04 (2C), 127.90 (2C), 116.74, 114.94, 108.40, 66.51.

120



Experimenteller Teil

43 2-Ox0-2-phenylethyl 2-aminonicotinat

(@)
T °©

o)
N7 “NH,

Hergestellt aus 2-Aminopyridine-3-carbonsaurel0 mmol (1381 mg) und 2-Bromaceto-
phenon 10 mmol (1990 mg)

Summenformel: C14H12N203
Molekulargewicht: 256,08 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 41 % (1049 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8.25 (dd, J = 4.7, 2.0 Hz, 1H), 8.16 (dd, J = 7.8, 2.0
Hz, 1H), 8.00 (dt, J = 8.5, 1.5 Hz, 2H), 7.73 — 7.68 (m, 1H), 7.61 — 7.55 (m, 2H), 7.13 (s,
2H), 6.67 (dd, J = 7.8, 4.7 Hz, 1H), 5.71 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 193.03, 166.02, 159.64, 154.50, 140.05, 134.15,
134.04, 129.09 (2C), 127.95 (2C), 112.17, 104.31, 67.03.

44 2-(4-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl 2-aminobenzoat
o) RN
L™
NH, ©

Hergestellt aus Anthranilsdure 5 mmol (686 mg) und 2-Brom-4’-methoxyacetophenon 5
mmol (1145 mg)

Summenformel: C16H15NO4
Molekulargewicht: 285,29 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 88 % (1260mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.00 — 7.96 (m, 2H), 7.80 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H),
7.31-7.24 (m, 1H), 7.11 — 7.05 (m, 2H), 6.81 — 6.76 (m, 1H), 6.61 (s, 2H), 6.56 (td, J =
7.6,7.1, 1.1 Hz, 1H), 5.59 (s, 2H), 3.86 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 191.57, 166.86, 163.78, 151.63, 134.42, 130.96,
130.26(2C), 127.07, 116.73, 114.94, 114.30(2C), 108.54, 66.22, 55.75.

121



Experimenteller Teil

45 2-0Ox0-2-phenylethyl-2-amino-4,5-dimethoxybenzoat
o}
0 NH, ©

Hergestellt aus 2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesdure 7 mmol (1380 mg) und 2-Bromace-
tophenon 7 mmol (1393 mg)

Summenformel: C17H17NOs
Molekulargewicht: 315,32 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 89 % (1957 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.01 — 7.98 (m, 2H), 7.72 — 7.66 (m, 1H), 7.59 — 7.54
(m, 2H), 7.24 (s, 1H), 6.43 (s, 2H), 6.39 (s, 1H), 5.60 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.66 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 193.64, 166.32, 155.41, 148.84, 139.64, 134.29,
133.98, 129.04(2C), 127.89(2C), 112.75, 99.33, 99.29, 66.23, 56.27, 55.42.

46 2-(4-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl-2-amino-4,5-dimethoxybenzoat

Hergestellt aus 2-Amino-4,5-dimethoxybenzoesaure 7 mmol (1380 mg) und 2-Brom-4’-
methoxyacetophenon 7 mmol (1603 mg)

Summenformel: C18H19NOg
Molekulargewicht: 345,35 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 90 % (2168 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8.00 — 7.95 (m, 2H), 7.23 (s, 1H), 7.09 — 7.06 (m, 2H),
6.42 (s, 2H), 6.38 (s, 1H), 5.54 (s, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.66 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 191.87, 166.36, 163.73, 155.37, 148.79, 139.63,
130.23(2C), 127.17, 114.28(2C), 112.81, 99.46, 99.30, 65.93, 56.28, 55.75, 55.42.
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7.1.2.9 Synthese der 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one/3-Hydroxy-2-
phenyl-1,8-naphthyridin-4—on

Methode 1:
WennR=H

Das 2-Oxo-2-phenylethyl-2-aminobenzoat oder das 2-Oxo-2-phenylethyl-2-aminonico-
tinat wurde in vorgewarmte Polyphosphorséaure (6 ml/mmol) gegeben und bei 120 °C 2
Std. gerlhrt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion
wurde der Ansatz auf RT abgekihlt und vorsichtig mit Wasser versetzt, bis die Polyphos-
phorsdure abreagiert war und ein Niederschlag ensteht. Der Niederschlag wurde abfil-
triert, mit reichlich Wasser gewaschen und anschlieRend getrocknet. Das Produkt wurde

in DMF umkristallisiert.

Methode 2:
Wenn R = OCH3

Das 2-Oxo-2-phenylethyl-2-aminobenzoat Derivat wurde mit Trifluoressigsaure (TFA)
(6 ml/mmol) versetzt und 2-4 Std. refluxiert. Eine Reaktionskontrolle erfolget mittels DC.
Nach Beendigung der Reaktion wurde die TFA abrotiert und der Riickstand in Diethyl-
ether (5 ml/mmol) aufgenommen und 5 Min. ins Ultraschallbad gestellt. Der Nieder-
schlag wurde abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und anschlieRend getrocknet.

47 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4(1H)-on

0]

OH
L,
N
e

Hergestellt nach Methode 1 aus 42 6 mmol (1532 mg)

Summenformel: C15H11NO2
Molekulargewicht: 237,25 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 51 % (723 mQ)
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.53 (s, 1H), 8.15 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.81 —
7.77 (m, 2H), 7.73 — 7.68 (m, 1H), 7.60 — 7.53 (m, 3H), 7.53 — 7.48 (m, 1H), 7.30 — 7.23
(m, 1H). Ein H fehlt (OH)

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 170.16, 138.19, 137.92, 132.49, 131.54, 130.66,
129.36 (3C), 128.41 (2C), 124.57, 121.99, 121.91, 118.56.

EA: berechnet: C, 75.94; H, 4.67; N, 5.90
berechnet x 0,5 H,0: C, 73.16; H, 4.91; N, 5.69
gefunden: C, 73.74; H, 5.09; N, 7.04

48 3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4(1H)-on

0
OH

N\

Iz

Hergestellt nach Methode 1 aus 43 6 mmol (1536 mg)

Summenformel: C14H10N20;
Molekulargewicht: 238,24 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 34 % (488 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8 12.12 (s, 1H), 8.74 (dd, J = 4.4, 1.9 Hz, 1H), 8.54 (dd,
J=8.1,1.9 Hz, 1H), 7.80 — 7.75 (m, 2H), 7.54 — 7.46 (m, 3H), 7.36 (dd, J = 8.1, 4.4 Hz,
1H). Ein H fehlt (OH)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.71, 152.75, 148.00, 138.60, 134.41, 132.51,
131.83, 129.66 (2C), 129.36, 128.18 (2C), 118.63, 116.38.

EA: berechnet: C, 70.58; H, 4.23; N, 11.76
gefunden: C, 70.74; H, 4.25; N, 11.63

49 3-Hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chinolin-4(1H)-on

O

OH
(L]
N
e
O/

Hergestellt nach Methode 2 aus 44 2,85 mmol (815 mg)

Summenformel: C16H13NO3
Molekulargewicht: 267,28 g/mol
Aussehen: weilder Feststoff
Ausbeute: 92 % (698 mg)
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.44 (s, 1H), 8.12 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.78 —
7.74 (m, 2H), 7.72 — 7.68 (m, 1H), 7.59 — 7.52 (m, 1H), 7.28 — 7.21 (m, 1H), 7.13 - 7.08
(m, 2H), 3.83 (s, 3H). Ein H fehlt (OH)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.85, 160.11, 138.09, 137.64, 131.53, 130.77 (2C),
130.52, 124.58, 124.50, 121.93, 121.77, 118.50, 113.88 (2C), 55.50.

EA: berechnet: C, 71.90; H, 4.90; N, 5.24
gefunden: C, 70.99; H, 4.89; N, 5.09

50 3-Hydroxy-6,7-dimethoxy-2-phenylchinolin-4(1H)-on

Hergestellt nach Methode 2 aus 45 5 mmol (1575 mg)

Summenformel: C17H15sNOg4
Molekulargewicht: 297,31 g/mol
Aussehen: hellbrauner Feststoff
Ausbeute: 40 % (600 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.61 (s, 1H), 7.82 — 7.77 (m, 2H), 7.58 — 7.53 (m,
2H), 7.52 — 7.47 (m, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.21 (s, 1H), 3.86 (5, 3H), 3.86 (s, 3H). Ein H fehlt
(OH)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 167.58, 152.91, 146.78, 136.87, 134.24, 132.44,
131.05, 129.29, 129.17 (2C), 128.44 (2C), 115.78, 102.88, 99.18, 55.77, 55.71.

Keine EA bestimmt

51 3-Hydroxy-6,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)chinolin-4(1H)-on
0]
_0 OH
IO |
UL
H
O/

Hergestellt nach Methode 2 aus 46 3 mmol (1035 mg).

Summenformel: C18H17NOs
Molekulargewicht: 327,33 g/mol
Aussehen: hellbrauner Feststoff
Ausbeute: 66 % (648 mQ)
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.29 (s, 1H), 7.79 — 7.75 (m, 2H), 7.42 (s, 1H), 7.19
(s, 1H), 7.13—7.06 (m, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.83 (s, 3H). Ein H fehlt (OH)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.29, 159.92, 152.65, 146.39, 136.74, 134.16,
130.45 (2C), 130.01, 124.74, 115.71, 113.87 (2C), 103.10, 99.15, 55.70, 55.64, 55.46.

EA: berechnet: C, 66.05; H, 5.23; N, 4.28
gefunden: C, 65.31; H, 5.32; N, 4.22

7.1.2.10  Synthese der N-BOC-3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-one/
N-BOC-3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naphthyridin-4—on

Das 3-Hydroxy-2-phenylchinolin-4-on Derivat oder das 3-Hydroxy-2-phenyl-1,8-naph-
thyridin-4—on (1 &qg.) wurde in Acetonitril (10 ml/mmol) gertihrt und mit Dimethylamono-
pyridin (1,5 &q.) versetzt. Es enstand eine klare Losung. AnschlieRend wurde das Di-tert-
butyldicarbonat (BOC-Anhydrid) (1,5 &q.) hinzugefligt und der Ansatz 6 Std. bei RT und
anschlieRBend 4 Std. bei 60 °C gerihrt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz auf RT abgekuhlt, wobei die Verbindungen
52 und 53 bereits als Niederschlag ausfielen. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit
Acetonitril gewaschen. Bei den Verbindungen 54, 55 und 56 wurde der entstandene Nie-
derschlag abfiltriert und verworfen. Das Filtrat wurde einrotiert und der entstandene
Rickstand in Ethylacetat aufgenommen und mit Wasser und wassriger HCI 1 mol/l aus-
geschittelt. Die organische Phase wurde anschlieBend uber MgSO4 getrocknet und ein-
rotiert, um die Produkte 54, 55 und 56 zu erhalten.

52 t-Butyl-3-hydroxy-4-oxo-2-phenylchinolin-1(4H)-carboxylat

Hergestellt aus 47 2,11 mmol (500 mg) und BOC-Anhydrid 3,17 mmol (691 mg)

Summenformel: C20H19NOy4
Molekulargewicht: 337,37 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
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Ausbeute: 26 % (182 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.96 (s, 1H), 8.15 (dt, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H), 7.72 —
7.68 (M, 2H), 7.59 (s, 5H), 7.40 — 7.33 (m, 1H), 1.37 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.12, 151.11, 143.02, 139.25, 132.03, 131.23,
131.18, 130.35, 128.77 (2C), 128.72 (2C), 125.20, 124.96, 123.33, 118.80, 82.72, 27.29
(3C).

EA: berechnet: C, 71.20; H, 5.68; N, 4.15
gefunden: C, 71.23; H, 5.72; N, 4.25

53 t-Butyl-3-hydroxy-4-oxo-2-phenyl-1,8-naphthyridin-1(4H)-carboxylat

Hergestellt aus 48 2,10 mmol (500 mg) und BOC-Anhydrid 3,17 mmol (691 mg)

Summenformel: C19H18N204
Molekulargewicht: 338,36 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 10 % (72 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds)  12.59 (s, 1H), 8.82 (dd, J = 4.5, 1.9 Hz, 1H), 8.54 (dd,
J=8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.56 (s, 5H), 7.46 (dd, J = 8.0, 4.5 Hz, 1H), 1.36 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.54, 153.67, 150.86, 149.49, 144.28, 134.85,
131.90, 130.46, 130.38, 128.87(2C), 128.57(2C), 119.86, 119.51, 82.99, 27.24(3C).

Keine EA bestimmt

54 t-Butyl-3-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-4-oxochinolin-1(4H)-carboxylat

Hergestellt aus 49 1,92 mmol (513 mg) und BOC-Anhydrid 2,88 mmol (628 mg)

Summenformel: C21H21NOs
Molekulargewicht: 367,40 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
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Ausbeute: 50 % (353 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.83 (s, 1H), 8.15 — 8.10 (m, 1H), 7.73 — 7.65 (m,
2H), 7.56 — 7.51 (M, 2H), 7.39 — 7.32 (m, 1H), 7.16 — 7.12 (m, 2H), 3.84 (s, 3H), 1.39 (s,
9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.06, 160.88, 151.15, 142.76, 139.20, 131.94,
131.22, 130.28 (2C), 125.07, 124.94, 123.22, 123.19, 118.70, 114.26 (2C), 82.67, 55.60,
27.33 (3C).

EA: berechnet: C, 68.65; H, 5.76; N, 3.81
gefunden: C, 67.97; H, 5.89; N, 3.83

55 t-Butyl 3-hydroxy-6,7-dimethoxy-4-oxo-2-phenylchinolin-1(4H)-carboxylat

Hergestellt aus 50 1,63 mmol (484 mg) und BOC-Anhydrid 2,44 mmol (532 mg)

Summenformel: C22H23NOs
Molekulargewicht: 397,42 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 22 % (141 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 11.74 (s, 1H), 7.59 — 7.54 (m, 5H), 7.47 (s, 1H), 7.16
(s, 1H), 3.86 (s, 6H), 1.37 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.89, 153.28, 151.23, 146.92, 141.24, 135.00,
131.37, 130.68, 130.18, 128.77 (2C), 128.65 (2C), 119.22, 104.02, 99.55, 82.57, 55.83,
55.69, 27.31 (3C).

EA: berechnet: C, 66.49; H, 5.83; N, 3.52
gefunden: C, 66.41; H, 5.85; N, 3.67
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56 t-Butyl-3-hydroxy-6,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4-oxochinolin-1(4H)-car-
boxylat

Hergestellt aus 51 1,81 mmol (592 mg) und BOC-Anhydrid 2,71 mmol (591 mg)

Summenformel: C23H2sNO7
Molekulargewicht: 427,45 g/mol
Aussehen: beige-brauner Feststoff
Ausbeute: 18 % (139 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.63 (s, 1H), 7.53 — 7.48 (m, 2H), 7.46 (s, 1H), 7.16
(s, 1H), 7.14 — 7.10 (m, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 1.39 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.80, 160.72, 153.20, 151.27, 146.83, 141.05,
134.97, 130.64, 130.14 (2C), 123.43, 119.06, 114.24 (2C), 104.03, 99.54, 82.52, 55.82,
55.68, 55.57, 27.35 (3C).

EA: berechnet: C, 64.63; H, 5.90; N, 3.28
gefunden: C, 63.84; H, 5.96; N, 3.41

7.1.2.11  Synthese der 1-substituierten-Tetrahydro-f-carboline/1,6-

substituierten-tetrahydro-beta-carbolin

Tryptamin oder 5-Methoxytryptamin (1 &g.) und das entsprechende Aldehyd (1,2 &q.)
wurden in DCM (2 ml/mmol) geldst. TFA (1,5 &q.) wurde tropfenweise hinzugefiigt und
der Ansatz 24 Std. bei RT geruhrt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz einrotiert, der Rickstand mit wassriger, 5
%iger K>COz Losung (3 ml/mmol) versetzt und mit DCM extrahiert. Die organische
Phase wurde uber MgSO4 getrocknet, filtriert und einrotiert. Das erhaltene Produkt wurde
bei Bedarf in EtOH umkristallisiert. Wenn das Produkt bereits im Reaktionsansatz aus-
gefallen war (unloslich in DCM) wurde der Reaktionsansatz filtriert und der Niederschlag
mit wassriger, 5 %iger K:COz Ldsung und DCM gewaschen und getrocknet. Das erhal-

tene Produkt konnte dann ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet werden.
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57 1-Isobutyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
N

N
H

Hergestellt aus Tryptamin 7,5 mmol (1200 mg) und Isovaleraldehyd 9 mmol (775 mg).

Summenformel: CisH20N2
Molekulargewicht: 228,33 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 92 % (1575 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 11.10 (s, 1H), 9.25 (s, 1H), 7.51 — 7.32 (m, 2H), 7.15
—~6.97 (m, 2H), 4.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.59 (dt, J = 12.3, 4.6 Hz, 1H), 3.40 — 3.32 (m,
1H), 3.00 — 2.86 (M, 2H), 2.05 — 1.89 (m, 2H), 1.75 (t, J = 10.2 Hz, 1H), 1.00 (dd, J =
25.3, 6.0 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 136.39, 130.72, 126.00, 121.86, 119.16, 118.12,
11151, 105.76, 50.79, 41.08, 41.02, 23.53 (2C), 21.40, 18.34.

58 1-Phenyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol [193,205]

NH
(L
N
O

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und Benzaldehyd 6 mmol (636 mg).

Summenformel: C17H16N2
Molekulargewicht: 248,32 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 48 % (595 mgq)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 10.38 (s, 1H), 7.40 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 — 7.30 (m,
2H), 7.29 — 7.25 (m, 3H), 7.22 (dt, J = 8.0, 0.9 Hz, 1H), 7.03 — 6.96 (m, 1H), 6.98 — 6.90
(m, 1H), 5.08 (s, 1H), 3.06 (dt, J = 12.1, 5.3 Hz, 1H), 2.97 — 2.88 (m, 1H), 2.77 — 2.61
(m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 143.39, 136.08, 135.50, 128.54 (2C), 128.20 (2C),
127.25, 127.01, 120.58, 118.27, 117.61, 111.16, 108.41, 56.71, 41.32, 22.40.

EA: berechnet: C, 82.22; H, 6.49; N, 11.28
gefunden: C, 82.01; H, 6.54; N, 11.06
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59 1-(3-Methoxyphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol [193]
e
N\

Hergestellt aus Tryptamin 10 mmol (1600 mg) und 3-Methoxybenzaldehyd 12 mmol
(1633 mg).

Iz _

Summenformel: CisH1sN20
Molekulargewicht: 278,35 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 72 % (2004 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-d6) 5 10.36 (s, 1H), 7.40 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.26 — 7.20 (m,
2H), 7.02 - 6.91 (m, 2H), 6.89 — 6.82 (m, 3H), 5.05 (s, 1H), 3.72 (d, J = 4.7 Hz, 3H), 3.11
—3.04 (M, 1H), 2.97 — 2.89 (m, 1H), 2.77 — 2.61 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 159.33, 144.91, 136.06, 135.47, 129.21, 126.99,
120.75, 120.59, 118.28, 117.62, 114.34, 112.59, 111.17, 108.27, 56.75, 55.12, 41.47,
22.35.

EA: berechnet: C, 77.67; H, 6.52; N, 10.06
gefunden: C, 77.96; H, 6.59; N, 10.02.

60 1-(4-Methoxyphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-Methoxybenzaldehyd 6 mmol (817
mQ).

Summenformel: C1sH18N20
Molekulargewicht: 278,35 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 45 % (626 mQ)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.86 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.33 —7.24 (m, 3H), 7.14 — 7.07 (m, 1H), 7.06 — 7.01 (m, 3H), 5.89 (s, 1H), 3.48 — 3.39
(m, 2H), 3.30 (s, 3H), 3.14 — 3.04 (m, 1H), 3.04 — 2.89 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160.48, 136.65, 131.36 (2C), 128.87, 126.72, 125.83,
122.08, 119.17, 118.30, 114.37 (2C), 111.66, 107.39, 55.50, 55.32, 18.37, ein Peak fehlt.
13C NMR (151 MHz, CDCI3) & 161.04, 136.43, 131.22 (2C), 127.35, 126.03, 125.10,
123.24, 120.28, 118.66, 114.62 (2C), 111.35, 108.98, 56.15, 55.38, 40.38, 18.46.
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61 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
G ;
N
H

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 3,4-Dimethoxybenzaldehyd 6 mmol
(997 mg).

Summenformel: C19H20N202
Molekulargewicht: 308,37 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 84 % (1295 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.82 (s, 1H), 9.36 (s, 1H), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.29 (dt, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H), 7.14 — 6.99 (m, 4H), 6.82 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 5.82 (s,
1H), 3.77 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.46 (dt, J = 12.5, 5.5 Hz, 1H), 3.44 — 3.34 (m, 1H), 3.13
~3.03 (m, 1H), 3.03 - 2.93 (M, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 150.01, 148.96, 136.63, 129.27, 127.38, 125.92,
122.42, 121.99, 119.11, 118.28, 113.38, 111.88, 111.66, 107.38, 55.86, 55.82, 55.73,
40.37, 18.60.

62 1-(p-Tolyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

g

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-Methylbenzaldehyd 6 mmol (721 mg).

Iz _

Summenformel: CisH1sN>
Molekulargewicht: 262,35 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 43 % (564 mq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 10.32 (s, 1H), 7.42 — 7.37 (m, 1H), 7.21 (dd, J = 7.9,
1.1 Hz, 1H), 7.14 (g, J = 8.0 Hz, 4H), 7.01 - 6.91 (m, 2H), 5.03 (s, 1H), 3.06 (dt, J = 12.2,
5.2 Hz, 1H), 2.96 — 2.86 (m, 1H), 2.75 — 2.58 (m, 3H), 2.28 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 140.38, 136.33, 136.06, 135.75, 128.76 (2C), 128.45
(2C), 127.03, 120.53, 118.25, 117.58, 111.15, 108.28, 56.52, 41.44, 22.42, 20.83.
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63 3-(2,3,4,9-Tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-1-yl)benzonitril

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 3-Formylbenzonitril 6 mmol (787 mg).

Summenformel: C1sH1sN3
Molekulargewicht: 273,33 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 18 % (246 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.43 (s, 1H), 7.77 — 7.70 (m, 2H), 7.63 (dt, J = 7.9,
1.5 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H), 7.22 (dt, J = 8.0, 1.0
Hz, 1H), 7.05 — 6.97 (m, 1H), 6.99 — 6.92 (m, 1H), 5.16 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 3.07 — 2.91
(m, 3H), 2.79 — 2.69 (m, 1H), 2.70 — 2.61 (m, 1H).

13 NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 145.01, 136.13, 134.51, 133.42, 132.08, 131.13,
129.52, 126.91, 120.88, 119.07, 118.45, 117.80, 111.19, 111.16, 108.74, 55.92, 41.36,
22.21.

64 1-(3-Nitrophenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

O NH
Ly

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 3-Nitrobenzaldehyd 6 mmol (907 mg).

Iz __

Summenformel: C17H15N30;
Molekulargewicht: 293,32 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 60 % (880 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.94 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 8.37 — 8.34 (m, 1H), 8.33
~8.29 (m, 1H), 7.83 — 7.75 (m, 2H), 7.56 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.32 — 7.27 (m, 1H), 7.17
~7.10 (m, 1H), 7.09 — 7.04 (m, 1H), 6.18 (s, 1H), 3.55 — 3.40 (m, 2H), 3.18 — 3.09 (m,
1H), 3.04 (dt, J = 10.3, 5.5 Hz, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 147.96, 136.91, 136.73, 136.70, 130.65, 127.74,
125.79, 124.97, 124.77, 122.39, 119.37, 118.51, 111.75, 108.00, 54.86, 40.41, 18.36.
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65 N-(4-(2,3,4,9-Tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-1-yl)phenyl)acetamid

NH
O \
O
NH
o

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-Acetamidobenzaldehyd 6 mmol (979
mQ).

Summenformel: C19H19N30
Molekulargewicht: 305,37 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 82 % (1252 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.78 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 7.66 — 7.61 (m, 2H), 7.52
~7.48 (m, 1H), 7.30 — 7.24 (m, 3H), 7.13 — 7.05 (m, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 1H), 5.74 (d, J
= 2.0 Hz, 1H), 3.41 — 3.29 (m, 3H), 3.08 — 2.99 (m, 1H), 2.98 — 2.92 (m, 1H), 2.04 (s,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 168.65, 140.42, 136.58, 130.40, 130.19 (2C), 129.78,
126.02, 121.86, 119.19 (2C), 119.04, 118.21, 111.60, 107.56, 55.56, 40.25, 24.13, 18.99.

66 1-(4-(Trifluormethyl)phenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
L,
N
T

CF3

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-(Trifluormethyl)benzaldehyd 6 mmol
(1045 mg).

Summenformel: CisHisF3N2
Molekulargewicht: 316,12 g/mol
Aussehen: weilder Feststoff
Ausbeute: 97 % (1533 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.90 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.62 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.13 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.08 (s, 1H), 3.53 — 3.40 (m, 2H), 3.12 (dt, J = 13.0,
6.3 Hz, 1H), 3.03 (dt, J = 16.1, 5.6 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 139.1, 136.6, 130.9 (2C), 130.12 (g, J = 32.1 Hz),
127.7, 125.71 (d, J = 3.4 Hz, 2C), 125.6, 123.95 (q, J = 272.4 Hz), 122.1, 119.1, 118.3,
111.5, 107.6, 54.9, 40.2, 18.2.
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67 1-(2-Fluorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

O NH
~0)

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 2-Fluorbenzaldehyd 6 mmol (745 mg).

Iz __

Summenformel: Ci7H1sFN2
Molekulargewicht: 266,31 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 32 % (426 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.94 (s, 1H), 9.72 (s, 1H), 7.60 — 7.51 (m, 2H), 7.45
~7.37 (M, 1H), 7.32 — 7.23 (m, 2H), 7.16 — 7.10 (m, 2H), 7.10 — 7.02 (m, 1H), 6.16 (s,
1H), 3.58 — 3.49 (m, 1H), 3.48 — 3.40 (m, 1H), 3.17 — 3.07 (m, 1H), 3.07 — 2.97 (m, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) & 160.77 (d, J = 249.1 Hz), 136.64, 132.38 (d, J = 8.5
Hz), 131.46, 127.48, 125.74, 125.06, 122.25, 121.89 (d, J = 13.2 Hz), 119.25, 118.37,
116.12 (d, J = 21.2 Hz), 111.67, 107.82, 48.88, 40.17, 18.30.

68 1-(4-Fluorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

R

F

Iz _

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-Fluorbenzaldehyd 6 mmol (745 mg).

Summenformel: C17H15FN2
Molekulargewicht: 266,31 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 76 % (1012 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- ds) 5 10.89 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 7.56 — 7.49 (m, 1H), 7.48
~7.39 (M, 2H), 7.37 — 7.26 (M, 3H), 7.16 — 7.08 (m, 1H), 7.09 — 7.01 (m, 1H), 5.98 (s,
1H), 3.49 — 3.39 (m, 2H), 3.16 — 3.05 (m, 1H), 3.06 — 2.96 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO- dg)  163.00 (d, J = 246.6 Hz), 136.68, 132.37 (d, J = 8.7
Hz, 2C), 131.06 (d, J = 2.7 Hz), 128.36, 125.77, 122.20, 119.24, 118.37, 115.89 (d, J =
21.8 Hz, 2C), 111.68, 107.57, 54.94, 40.11, 18.30.
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69 1-(3,4-Difluorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

Hergestellt aus Tryptamin 10 mmol (1600 mg) und 3,4-Difluorbenzaldehyd 12 mmol
(1705 mg).

Summenformel: Ci7H1aF2N2
Molekulargewicht: 284,30 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 91 % (2587 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 10.92 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 7.62 — 7.51 (m, 2H), 7.52
—7.44 (m, 1H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.26 — 7.21 (m, 1H), 7.17 — 7.09 (m, 1H), 7.08
—7.02 (m, 1H), 5.99 (s, 1H), 3.52 — 3.40 (m, 2H), 3.10 (dt, J = 11.9, 5.9 Hz, 1H), 3.01
(dt, J = 16.0, 5.6 Hz, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 149.39 (dd, J = 249.2, 12.2 Hz), 148.45 (dd, J = 240.2,
12.8 Hz), 136.72, 132.36, 127.91, 127.39, 125.76, 122.33, 119.31, 119.31 (d, J = 18.0 Hz)
118.47,111.72, 118.11 (d, J = 17.4 Hz), 107.77, 54.63, 40.19, 18.29.

70 1-(2-Bromphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
P
N
W)

Hergestellt aus Tryptamin 6,25 mmol (1000 mg) und 2-Brombenzaldehyd 7,5 mmol
(1388 mg).

Summenformel: C17H1sBrN2
Molekulargewicht: 327,22 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 56 % (1145 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- ds) & 10.95 (s, 1H), 9.65 (s, 1H), 7.89 — 7.79 (m, 1H), 7.55
(dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.47 — 7.38 (m, 2H), 7.29 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.19 — 6.99
(m, 3H), 6.15 (s, 1H), 3.60 — 3.51 (m, 1H), 3.43 — 3.34 (M, 1H), 3.18 — 3.09 (M, 1H), 3.05
~2.96 (M, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) & 136.71, 133.89, 133.50, 132.05, 131.77, 128.47,
127.62, 125.65, 125.18, 122.36, 119.29, 118.44, 111.69, 108.06, 54.82, 39.78, 18.33.
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71 1-(4-Bromphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

o

Br

Iz _

Hergestellt aus Tryptamin 7,5 mmol (1200 mg) und 4-Brombenzaldehyd 9 mmol (1665
mQ).

Summenformel: C17H1sBrN:
Molekulargewicht: 327,22 g/mol
Aussehen: weiles Pulver
Ausbeute: 33 % (810 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.88 (s, 1H), 9.64 (s, 1H), 7.73 — 7.67 (m, 2H), 7.53
(dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.36 — 7.31 (m, 2H), 7.29 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.16 — 7.09
(m, 1H), 7.08 — 7.01 (m, 1H), 5.96 (s, 1H), 3.48 — 3.39 (m, 2H), 3.14 — 3.06 (M, 1H), 3.05
—2.97 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 136.70, 134.11, 132.21 (2C), 131.96 (2C), 128.10,
125.76, 123.45, 122.25, 119.27, 118.39, 111.69, 107.63, 55.07, 40.21, 18.31.

72 1-(2-Chlorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
L
N
ny

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 2-Chlorbenzaldehyd 6 mmol (843 mg).

Summenformel: C17H15CIN;
Molekulargewicht: 282,77 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 56 % (792 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 10.95 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.68 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz,
1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H), 7.38 (td, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H), 7.29 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H),
7.16 — 7.07 (m, 2H), 7.09 — 7.02 (m, 1H), 6.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 3.55 (dt, J = 12.1, 5.8
Hz, 1H), 3.44 — 3.35 (m, 1H), 3.17 — 3.09 (m, 1H), 3.07 — 2.97 (m, 1H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 136.70, 134.34, 132.37, 131.80, 131.67, 130.17,
127.92, 127.64, 125.70, 122.33, 119.28, 118.43, 111.70, 108.11, 52.18, 39.92, 18.37.
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73 1-(3-Chlorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

NH
(L
N
O

Cl

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 3-Chlorbenzaldehyd 6 mmol (843 mg).

Summenformel: C17H15CIN2
Molekulargewicht: 282,77 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 80 % (1131 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.92 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 7.59 — 7.47 (m, 4H), 7.34
~7.28 (m, 2H), 7.16 — 7.09 (m, 1H), 7.09 — 7.02 (m, 1H), 5.98 (s, 1H), 3.52 — 3.37 (m,
2H), 3.16 — 3.06 (m, 1H), 3.01 (dt, J = 10.3, 5.6 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 137.22, 136.70, 133.53, 130.92, 129.90, 129.84,
128.74, 127.97, 125.77, 122.29, 119.29, 118.44, 111.72, 107.77, 55.08, 40.30, 18.34.

74 1-(4-Chlorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

Rs

Iz _

Hergestellt aus Tryptamin 5 mmol (800 mg) und 4-Chlorbenzaldehyd 6 mmol (843 mg).

Summenformel: C17H15CIN2
Molekulargewicht: 282,77 g/mol
Aussehen: gelbes Feststoff
Ausbeute: 37 % (523 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.89 (s, 1H), 9.64 (s, 1H), 7.59 — 7.51 (m, 3H), 7.42
~7.38 (m, 2H), 7.29 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H), 7.16- 7.08 (m, 1H), 7.08 — 7,01 (m, 1H),
5.98 (s, 1H), 3.44 (td, J = 7.0, 6.4, 4.3 Hz, 2H), 3.15 — 3.05 (m, 1H), 3.06 — 2.97 (m, 1H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 136.70, 134.75, 133.71, 131.95 (2C), 129.02 (2C),
128.15, 125.76, 122.25, 119.28, 118.40, 111.69, 107.63, 54.99, 40.21, 18.31.
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75 1-(3,4-Dichlorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

g

cl Cl

Iz _

Hergestellt aus Tryptamin 15 mmol (2400 mg) und 3,4-Dichlorbenzaldehyd 18 mmol
(3150 mg).

Summenformel: C17H14Cl2N2
Molekulargewicht: 317,21 g/mol
Aussehen: beiger Feststoff
Ausbeute: 51 % (2426 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.90 (s, 1H), 9.71 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
7.69 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.36 — 7.27 (m, 2H), 7.13 (td, J = 8.2,
7.6, 1.3 Hz, 1H), 7.09 — 7.03 (m, 1H), 6.00 (s, 1H), 3.54 — 3.39 (m, 2H), 3.15 — 3.06 (m,
1H), 3.06 — 2.95 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 136.70, 135.63, 132.76, 132.11, 131.55, 131.18,
130.33, 127.69, 125.73, 122.38, 119.35, 118.48, 111.72, 107.83, 54.57, 40.42, 18.29.

76 1-(3,4-Dichlorphenyl)-6-methoxy-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

_0 N NH
N
I

cl Cl

Hergestellt aus 5-Methoxytryptamin 1,8 mmol (342 mg) und 3,4-Dichlorbenzaldehyd
2,16 mmol (378 mg).

Summenformel: C18H16CI2N20
Molekulargewicht: 347,24 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 45 % (281 mgq)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.72 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.67 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.32 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.04 (d,
J=25Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 5.97 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.52 — 3.38 (m,
2H), 3.07 (dt, J = 13.3, 6.3 Hz, 1H), 3.02 — 2.93 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 153.73, 135.70, 132.73, 132.07, 131.74, 131.54,
131.17, 130.30, 128.22, 126.09, 112.43 (2C), 107.60, 100.47, 55.60, 54.64, 40.46, 18.36.
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7.1.2.12  Synthese der N2-Acyl-1-substituierten-tetrahydro-g-carbo-

line

Die entsprechende Verbindung (57-76) (1 &g.) wurden in getrocknetem THF (10
ml/mmol) geldst und mit TEA (1,2 dq.) versetzt. Unter Rilhren und bei Eiskiihlung wurde
vorsichtig das entsprechende Benzoylchlorid (1,1 dq.) hinzugefiigt und der Ansatz 1 Std.
unter Eiskiihlung und anschlieBend 12 Std. bei RT geriihrt. Eine Reaktionskontrolle er-
folgt mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde das ausgefallene Triethylamin-
HCI abfiltriert, das Filtrat einrotiert und das erhaltene Produkt in EtOH oder EtOH/THF
(9:1) umkristallisiert.

77 (1-1sobutyl-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl) (phenyl)methanon

Iz

Hergestellt aus 57 2,19 mmol (500 mg) und Benzoylchlorid 2,41 mmol (339 mg).

Summenformel: C22H24N20
Molekulargewicht: 332,22 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 21 % (153 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- ds) & 10.93 (s, 1H), 7.50 — 7.45 (m, 3H), 7.40 — 7.36 (m,
2H), 7.33 (dd, J = 14.3, 7.9 Hz, 2H), 7.08 — 7.01 (m, 1H), 6.98 — 6.91 (m, 1H), 5.85 (dd,
J=105, 3.7 Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 13.6, 4.6 Hz, 1H), 3.53 — 3.41 (m, 1H), 2.67 — 2.54
(m, 2H), 1.90 — 1.77 (m, 2H), 1.74 — 1.69 (m, 1H), 1.10 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.99 (d, J =
6.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO ds) & 170.30, 137.08, 136.05, 135.23, 129.37, 128.70 (2C),
126.48, 126.29 (2C), 120.97, 118.61, 117.69, 111.20, 105.86, 46.94, 43.43, 41.07, 24.94,
23.69, 22.46, 22.04.

EA: berechnet: C, 79.48; H, 7.28; N, 8.43
gefunden: C, 79.17; H, 7.67; N, 8.02.

Smp: 188-189 °C
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78 Phenyl(1-phenyl-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)methanon [205]

Hergestellt aus 58 1 mmol (248 mg) und Benzoylchlorid 1,1 mmol (155 mg).

Summenformel: C24H20N20
Molekulargewicht: 352,43 g/mol
Aussehen: weilR-beiger Feststoff
Ausbeute: 63 % (222 mg)

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.05 (s, 1H), 7.47 (d, J = 5.9 Hz, 4H), 7.42 — 7.28 (m,
8H), 7.09 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 3.64 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 3.26 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 2.86 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.2 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 169.71, 140.42, 136.39 (2C), 131.58, 129.65, 128.71
(2C), 128.66 (2C), 128.14, 127.96 (2C), 126.43 (2C), 126.32, 121.47, 118.79, 118.05,
111.38, 108.12, 51.65, 41.30, 21.83.

EA: berechnet: C, 81.79; H, 5.72; N, 7.95
gefunden: C, 81.69; H, 5.48; N, 7.58.

Smp: 238-239 °C

79  (1-(3-Methoxyphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)meth-

anon

Hergestellt aus 59 1,08 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,18 mmol (166 mg).

Summenformel: C25H22N20;
Molekulargewicht: 382,45 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 77 % (318 mg)

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.04 (s, 1H), 7.54 — 7.36 (m, 7H), 7.34 — 7.24 (m,
2H), 7.09 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 14.5 Hz, 3H), 3.72 (s,
3H), 3.65 (d, J = 11.7 Hz, 1H), ein Signal fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), 2.84 (d, J
=13.0 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.5 Hz, 1H).
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IH NMR (600 MHz, CDCls) § 8.11 (s, 1H), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.44 — 7.35 (m, 5H),
7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.23 — 7.15 (m, 2H), 7.15 — 7.10 (m, 1H), 7.08 (s, 1H), 7.01 (s,
1H), 6.95 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.78 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 3.74 (s,
3H), 3.40 (t, J = 12.5 Hz, 1H), 2.97 — 2.86 (m, 1H), 2.77 (d, J = 15.3 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.77, 159.55, 141.97, 136.42 (2C), 131.56, 129.77,
129.70, 128.76 (2C), 126.47 (2C), 126.32, 121.52, 120.31, 118.83, 118.11, 114.36,
112.96, 111.41, 108.13, 55.22, 51.63, 41.48, 21.85.

EA: berechnet: C, 78.51; H, 5.80; N, 7.32
gefunden: C, 78.48; H, 5.92; N, 7.34.

Smp: 222-223 °C

80 (1-(4-Methoxyphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)meth-
anon [205]

Hergestellt aus 60 1,0 mmol (278 mg) und Benzoylchlorid 1,1 mmol (155 mg).

Summenformel: C2s5H22N20:
Molekulargewicht: 382,45 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 29 % (111 mg)

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.00 (s, 1H), 7.50 — 7.44 (m, 4H), 7.40 — 7.35 (m,
2H), 7.27 (dd, J = 46.7, 7.3 Hz, 3H), 7.09 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.03 - 6.99 (m, 1H), 6.96 —
6.87 (M, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.62 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.27 (s, 1H), 2.85 (s, 1H), 2.74 (d, J
= 14.8 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 169.60, 159.05, 136.53, 136.41, 132.55, 131.97,
129.64, 129.47 (2C), 128.73 (2C), 126.44 (2C), 126.37, 121.44, 118.78, 118.05, 114.03
(2C), 111.37, 108.06, 55.28, 51.18, 41.11, 21.89.

EA: berechnet: C, 78.51; H, 5.80; N, 7.32
gefunden: C, 78.62; H, 5.82; N, 7.29

Smp: 182-183 °C
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81 (1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phe-
nyl)methanon

Hergestellt aus 61 1,3 mmol (400 mg) und Benzoylchlorid 1,43 mmol (201 mg).

Summenformel: C26H24N203
Molekulargewicht: 412,48 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 30 % (161 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.01 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 7.2, 4.1 Hz, 4H), 7.39 (dd,
J=6.4,3.2Hz, 2H),7.32 (d, J=7.7 Hz, 1H), 7.11 — 7.03 (m, 2H), 7.01 (td, J = 7.5, 1.0
Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.68 (s, 1H), 3.72 (d, J = 8.2 Hz, 6H), 3.66 — 3.57 (m,
1H), ein Signal fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), 2.85 (s, 1H), 2.74 (d, J = 13.4 Hz,
1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.27 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.36 (m, 5H),
7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.21 — 7.15 (m, 2H), 7.15 — 7.10 (m, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.70 (t,
J=7.2Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.78 (s, 4H), 3.38 (t, J = 12.0 Hz, 1H), 2.92 (d, J = 10.6 Hz,
1H), 2.78 (d, J = 14.7 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.67, 148.97, 148.79, 136.55, 136.42, 132.97,
131.86, 129.62, 128.73 (2C), 126.44 (2C) 126.32, 121.44, 120.57, 118.76, 118.06,
112.10, 111.70, 111.36, 108.11, 55.71 (2C), 51.47, 41.25, 21.91.

EA: berechnet: C, 75.71; H, 5.86; N, 6.79
gefunden: C, 75.96; H, 5.95; N, 6.35.

Smp: 238-239 °C

82 Phenyl(1-(p-tolyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)methanon [205]

Hergestellt aus 62 1,14 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,25 mmol (175 mg).
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Summenformel: C2sH22N20
Molekulargewicht: 366,45 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 34 % (1420 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.00 (s, 1H), 7.46 (dt, J = 7.4, 3.0 Hz, 4H), 7.40 —
7.36 (M, 2H), 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 8.0 Hz, 4H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 7.03
—6.98 (M, 1H), 6.92 (s, 1H), 3.62 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.24 (d, J = 19.8 Hz, 1H), 2.85 (s,
1H), 2.73 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 2.29 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.64, 137.53, 137.25, 136.50, 136.42, 131.83,
129.63, 129.19(2), 128.73(2), 128.14(2), 126.43(2), 126.37, 121.44, 118.79, 118.04,
111.38, 108.07, 51.43, 41.23, 21.88, 20.79.

EA: berechnet: C, 81.94; H, 6.05; N, 7.64
gefunden: C, 82.09; H, 5.94; N, 7.74.

Smp: 207 - 208°C

83 3-(2-Benzoyl-2,3,4,9-tetranydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-1-yl)benzonitril

Hergestellt aus 63 0,84 mmol (230 mg) und Benzoylchlorid 0,92 mmol (130 mg).

Summenformel: C2sH19N30
Molekulargewicht: 377,44 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 73 % (231 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.00 (s, 1H), 7.83 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.70 (d, J =
14.2 Hz, 2H), 7.62 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.51 — 7.45 (m, 4H), 7.44 (s, 2H), 7.35 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 7.15 — 7.08 (m, 1H), 7.06 — 6.99 (M, 1H), 6.93 (s, 1H), 3.69 (s, 1H), 3.32 (d, J =
9.9 Hz, 1H), 2.87 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 2.78 (d, J = 12.5 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.12, 141.87, 136.50, 136.06, 132.92, 131.85,
131.54, 130.53, 130.09, 129.83, 128.71 (2C), 126.57 (2C), 126.24, 121.73, 118.94,
118.74, 118.21, 111.67, 111.51, 108.69, 51.41, 41.73, 21.63,

EA: berechnet: C, 79.55; H, 5.07; N, 11.13
gefunden: C, 79.37; H, 5.19; N,11.03.

Smp: 231 - 234 °C (Zers.)
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84 (1-(3-Nitrophenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanone

Hergestellt aus 64 1,02 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,12 mmol (157 mg).

Summenformel: Co4H19N303
Molekulargewicht: 397,43 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 39 % (158 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.05 (s, 1H), 8.22 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H),
7.79 (s, 1H), 7.70 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.53 — 7.45 (m, 4H), 7.43 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 7.36
(d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.15 - 7.09 (m, 1H), 7.08 — 6.99 (m, 2H), 3.70 (s, 1H), ein Signal
fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), 2.91 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 2.80 (d, J = 14.0 Hz, 1H).
Kein ergénzendes Spektrum, da unléslich in CDCls.

13C NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 170.2, 148.1, 142.5, 136.6, 136.0, 134.7, 130.5, 130.5,
129.9, 128.8 (2C), 126.6 (2C), 126.3, 123.1, 122.7, 121.9, 119.0, 118.3, 111.6, 108.8,
51.4,41.8, 21.7.

EA: berechnet: C, 72.53; H, 4.82; N, 10.57
gefunden: C, 72.42; H, 4.97; N, 10.48.

Smp: 284 - 286 °C (Zers.)

85 N-(4-(2-Benzoyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-1-yl)phenyl)acetamid

Hergestellt aus 65 1,31 mmol (400 mg) und Benzoylchlorid 1,44 mmol (202 mg).

Summenformel: C26H23N302
Molekulargewicht: 409,48 g/mol

Aussehen: gelb-orangener Feststoff
Ausbeute: 45 % (241 mg)
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.01 (s, 1H), 9.96 (s, 1H), 7.56 (d, J = 8.0 Hz,2H),
7.49 — 7.43 (m, 4H), 7.39 (d, J = 3.3 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 7.0
Hz, 2H), 7.11 — 7.06 (m, 1H), 7.04 — 6.97 (m, 1H), 6.90 (s, 1H), 3.63 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
3.28 (s, 1H), 2.85 (s, 1H), 2.74 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 2.02 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.62, 168.37, 139.05, 136.48, 136.40, 134.91,
131.82, 129.60, 128.70 (2C), 128.51 (2C), 126.44 (2C), 126.35, 121.41, 119.18 (2C),
118.76, 118.03, 111.37, 108.04, 51.31, 41.21, 24.03, 21.86.

EA: berechnet: C, 76.26; H, 5.66; N, 10.26
gefunden: C, 74.72; H, 5.66; N, 9.94.

Smp: ab 190 °C (Zers.)

86 Phenyl(1-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-

yl)methanon

Hergestellt aus 66 0,95 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,04 mmol (146 mg).

Summenformel: C2sH19F3N20
Molekulargewicht: 420,43 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 58 % (231 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.03 (s, 1H), 7.76 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 6.5
Hz, 2H), 7.51 — 7.44 (m, 4H), 7.42 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.15 —
7.07 (M, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 1H), 7.00 (s, 1H), 3.69 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 3.27 — 3.19
(m, 1H), 2.89 (s, 1H), 2.77 (d, J = 14.5 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.83, 144.74, 136.33, 135.97, 130.63, 129.64 (2C),
128.88, 128.58 (2C), 128.16 (d, J = 31.8 Hz), 126.36 (2C), 126.13, 125.49 (d, J = 3.9 Hz,
2C), 124.27 (q, J = 272.3Hz).121.53, 118.78, 118.03, 111.33, 108.38, 51.27, 41.48, 21.58.

EA: berechnet: C, 71.42; H, 4.56; N, 6.66
gefunden: C, 71.61; H, 4.57; N, 6.77.

Smp: 260 - 261 °C
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87 (1-(2-Fluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 67 1,12 mmol (298 mg) und Benzoylchlorid 1,24 mmol (174 mg).

Summenformel: C24H19FN20
Molekulargewicht: 370,42 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 50 % (207 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- dg) & 10.92 (s, 1H), 7.51 — 6.96 (m, 14H), 3.72 (s, 1H), 3.37
(s, 1H), 2.74 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO ds) & 169.73, 160.14 (d, J = 248.2 Hz), 136.20 (d, J = 7.8
Hz), 130.70, 130.36, 130.09 (d, J = 7.5 Hz), 129.51, 128.48(2C), 126.91 (d, J = 17.0 Hz),
126.43(3C), 126.15,124.19 (d, J = 3.0 Hz), 121.38, 118.67, 117.89, 115.68 (d, J = 21.4
Hz), 111.31, 108.19, 46.34, 41.68, 21.73.

EA: berechnet: C, 77.82; H, 5.17; N,7.56
gefunden: C, 77.66; H, 5.37; N, 7.50

Smp: 211 - 213 °C

88 (1-(4-Fluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 68 1,88 mmol (500 mg) und Benzoylchlorid 2,07 mmol (291 mg).

Summenformel: C24H19FN20
Molekulargewicht: 370,42 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 54 % (376 mQ)

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 8.16 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.34 (m, 7H),
7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.22 — 7.16 (m, 1H), 7.15 — 7.12 (m, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.97 (t, J
= 8.5 Hz, 2H), 3.82 — 3.73 (m, 1H), 3.39 — 3.27 (m, 1H), 2.93 (s, 1H), 2.84 — 2.73 (m,
1H).
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13C NMR (151 MHz, CDCls) & 170.66, 162.54 (d, J = 247.4 Hz), 136.34, 136.18, 135.68,
131.06, 130.61 (d, J = 7.0 Hz, 2C), 129.71(2C), 128.56(2C), 126.54, 126.48, 122.36,
119.76, 118.21, 115.42 (d, J = 21.4 Hz, 2C), 111.18, 109.74, 51.55, 41.34, 22.26.

EA: berechnet: C, 77.82; H,5.17; N,7.56
gefunden: C, 77.45; H, 5.44; N, 7.28

Smp: 153 - 156 °C

89 (1-(3,4-Difluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)meth-

anon

Hergestellt aus 69 1,05 mmol (299 mg) und Benzoylchlorid 1,16 mmol (163 mg).

Summenformel: C24H18F2N20
Molekulargewicht: 388,41 g/mol
Aussehen: hellrosa Feststoff
Ausbeute: 44 % (179 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 11.01 (s, 1H), 7.52 — 7.44 (m, 5H), 7.42 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.34 (d, J =8.1 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H), 7.13 - 7.09 (m, 1H), 7.04 — 7.00 (m, 1H), 6.89
(s, 1H), 3.67 (s, 1H), ein Signal fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), 2.87 (t, J = 10.6 Hz,
1H), 2.77 (d, J = 13.4 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) & 8.29 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.46 — 7.39 (m, 3H),
7.39 —7.34 (m, 2H), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.23 — 7.18 (m, 2H), 7.16 — 7.11 (m, 2H),
7.09-7.01 (m, 2H), 3.79 (dd, J = 14.1, 5.3 Hz, 1H), 3.37 — 3.26 (m, 1H), 2.99 — 2.88 (m,
1H), 2.79 (dd, J = 15.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 170.01, 148.49 (dd, J = 246.0, 12.7 Hz), 148.19 (dd,
J =247.8, 12.4 Hz),, 138.08, 136.50, 136.13, 130.86, 129.84, 128.75 (2C), 126.58 (2C),
126.26, 125.00, 121.73, 118.95, 118.23,117.72 (d, J = 17.1 Hz), 117.15 (d, J = 16.6 Hz).
, 111.52, 108.57, 51.05, 41.54, 21.70.

EA: berechnet: C, 74.21; H, 4.67; N, 7.21
gefunden: C, 73.95; H, 4.84; N, 7.09

Smp: 236 - 237 °C
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90 (1-(2-Bromphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 70 1,53 mmol (500 mg) und Benzoylchlorid 1,68 mmol (236 mg).

Summenformel: C24H19BrN2O
Molekulargewicht: 388,41 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 34 % (202 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- de) & 10.96 (s, 1H), 7.75 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 7.51 — 7.38 (m,
6H), 7.34 — 7.27 (m, 3H), 7.13 — 7.06 (m, 1H), 7.06 — 6.97 (m, 2H), 6.82 — 6.78 (m, 1H),
3.68 (s, 1H), 3.27 — 3.19 (m, 1H), 2.70 (d, J = 15.2 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO- ds) § 171.12, 139.12, 136.29, 136.12, 133.45, 131.36,
131.31, 130.08, 130.01, 128.64 (2C), 127.63, 127.02 (2C), 126.34, 123.70, 121.58,
118.85, 118.05, 111.50, 108.51, 51.96, 41.79, 22.12.

EA: berechnet: C, 66.83; H, 4.44; N, 6.49
gefunden: C, 66.85; H, 4.51; N, 6.47

Smp: 268 - 273 °C (Zers.)
91 (1-(4-Bromphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 71 0,83 mmol (271 mg) und Benzoylchlorid 0,92 mmol (129 mg).

Summenformel: C24H19BrN20
Molekulargewicht: 388,41 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 32 % (103 mgQ)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.01 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.50 — 7.44 (m,
4H), 7.40 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 7.30 (dd, J = 25.7, 7.4 Hz, 3H), 7.12 — 7.07 (m, 1H), 7.05
~6.98 (m, 1H), 6.90 (s, 1H), 3.66 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 3.27 — 3.19 (m, 1H), 2.86 (s, 1H),
2.75 (d, J = 14.4 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 169.87, 139.82, 136.47, 136.26, 131.63 (2C), 131.12,
130.43 (2C), 129.77, 128.76 (2C), 126.51 (2C), 126.32, 121.64, 121.26, 118.91, 118.16,
111.47, 108.41, 51.23, 41.41, 21.80.
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EA: berechnet: C, 66.83; H, 4.44; N, 6.49
gefunden: C, 66.76; H, 4.36; N, 6.09

Smp: 236 - 237 °C

92 1-(2-Chlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 72 1,06 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,17 mmol (164 mg).

Summenformel: C24H19CIN2O
Molekulargewicht: 386,87 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 17 % (70 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.96 (s, 1H), 7.57 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.51 — 7.42 (m,
4H), 7.38 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 7.32 (dt, J = 8.1, 0.8 Hz, 1H), 7.26 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H),
7.15 (s, 1H), 7.13 — 7.06 (m, 1H), 7.02 (dd, J = 11.0, 3.9 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 7.7, 1.6
Hz, 1H), 3.68 (s, 1H), 3.25 (s, 1H), 2.66 (d, J = 34.5 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.80, 137.51, 136.34, 136.22, 133.42, 131.19,
131.05, 130.08, 129.94, 129.89, 128.68, 127.14 (2C), 126.93 (2C), 126.38, 121.62,
118.89, 118.09, 111.53, 108.66, 49.66, 41.68, 22.10.

EA: berechnet: C, 74.51; H, 4.95; N, 7.24
gefunden: C, 74.74; H, 5.16; N, 6.88.

Smp: 276 - 278 °C (Zers.)

93 (1-(3-Chlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 73 1,06 mmol (300 mg) und Benzoylchlorid 1,17 mmol (164 mg).

Summenformel: C24H19CIN20O
Molekulargewicht: 386,87 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
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Ausbeute: 27 % (111 mg)

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11.04 (s, 1H), 7.51 — 7.45 (m, 4H), 7.44 — 7.37 (m,
4H), 7.33 (t, J = 13.7 Hz, 3H), 7.13 — 7.09 (m, 1H), 7.04 — 7.00 (m, 1H), 6.91 (s, 1H),
3.68 (d, J=10.2 Hz, 1H), Ein Signal fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), 2.86 (d, J=10.0
Hz, 1H), 2.77 (d, J = 14.2 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCl3) 8 8.21 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.38 (m, 3H),
7.39 — 7.33 (M, 4H), 7.30 — 7.25 (m, 2H), 7.24 — 7.18 (m, 2H), 7.14 (td, J = 7.5, 1.0 Hz,
1H), 7.09 (s, 1H), 3.83 — 3.75 (m, 1H), 3.39 — 3.30 (m, 1H), 2.93 (t, J = 11.2 Hz, 1H),
2.82-2.74 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 170.29, 143.16, 136.80, 136.49, 133.69, 131.20,
131.05 (2C), 130.16, 129.10, 128.41, 128.31, 127.19, 126.87 (2C), 126.61, 122.04,
119.28, 118.55, 111.85, 108.84, 51.74, 41.92, 22.06.

EA: berechnet: C, 74.51; H, 4.95; N, 7.24
gefunden: C, 74.24; H, 4.96; N, 7.12

Smp: 219 - 220 °C

94 (1-(4-Chlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon
[205]

Hergestellt aus 74 1,06 mmol (305 mg) und Benzoylchlorid 1,17 mmol (164 mg).

Summenformel: C24H19CIN2O
Molekulargewicht: 386,87 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 16 % (66 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.02 (s, 1H), 7.51 — 7.42 (m, 6H), 7.36 (dd, J = 35.1,
6.8 Hz, 5H), 7.12 — 7.07 (m, 1H), 7.05 — 6.98 (m, 1H), 6.92 (s, 1H), 3.66 (d, J = 10.2 Hz,
1H), 3.26 — 3.19 (m, 1H), 2.87 (s, 1H), 2.75 (d, J = 14.7 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.80, 139.35, 136.41, 136.20, 132.62, 131.11,
130.01, 129.71 (2C), 128.70 (2C), 128.63 (2C), 126.45 (2C), 126.26, 121.57, 118.8,
118.09, 111.41, 108.33, 51.11, 41.34, 21.72.

EA: berechnet: C, 74.51; H, 4.95; N, 7.24
gefunden: C, 74.75; H, 5.00; N, 7.40

Smp: 223 - 224 °C
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95 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)meth-

anon

Hergestellt aus 75 0,95 mmol (301 mg) und Benzoylchlorid 1,04 mmol (146 mg).

Summenformel: C24H18CI2N20
Molekulargewicht: 421,32 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 40 % (160 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 11.00 (s, 1H), 7.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.53 — 7.45 (m,
5H), 7.42 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 9.3 Hz, 2H), 7.15 — 7.08 (m, 1H), 7.06 — 6.99
(m, 1H), 6.88 (s, 1H), 3.68, ein Signal fehlt (liegt unter dem Wasserpeak), (s, 1H), 2.92 —
2.83 (m, 1H), 2.78 (d, J = 13.1 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls3) § 8.27 (s, 1H), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.41 — 7.34 (m, 4H),
7.32 - 7.27 (m, 3H), 7.26 — 7.20 (m, 2H), 7.18 — 7.12 (m, 1H), 7.12 — 7.06 (m, 1H), 7.00
(s, 1H), 3.74 (d, J=11.5 Hz, 1H), 3.25 (t, J = 12.5 Hz, 1H), 2.92 — 2.83 (m, 1H), 2.74 (d,
J =15.6 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.05, 141.38, 136.49, 136.04, 131.30, 130.99,
130.75, 130.54, 130.08, 129.85, 128.73 (2C), 128.48, 126.56 (2C), 126.22, 121.77,
118.97, 118.23, 111.52, 108.68, 51.04, 41.68, 21.63.

EA: berechnet: C, 68.42; H, 4.31; N, 6.65
gefunden: C, 68.22; H, 4.47; N, 6.45

Smp: 209 - 210 °C

96 (4-Chlorphenyl)(1-(3,4-difluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-

yl)methanon

Hergestellt aus 69 1,4 mmol (398 mg) und 4-Chlorbenzoylchlorid 1,54 mmol (270 mg).
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Summenformel: C24H17CIF2N20
Molekulargewicht: 422,85 g/mol
Aussehen: weilBer Feststoff
Ausbeute: 15 % (89 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.00 (s, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 2H), 7.49 — 7.40 (m,
4H), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H), 7.10 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H), 7.02 (td, J =
7.5, 1.0 Hz, 1H), 6.86 (s, 1H), 3.65 (s, 1H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.88
(t, J=10.6 Hz, 1H), 2.77 (d, J = 12.5 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.02 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.43 — 7.36 (m, 2H),
7.36 —7.28 (m, 3H), ein Signal liegt unter dem Chloroformpeak,7.23 —7.20 (m, 1H), 7.17
—7.11 (m, 2H), 7.08 (dt, J = 9.9, 8.1 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 3.76 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.39
—3.29 (m, 1H), 2.93 (t, J = 11.0 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 15.6, 4.2 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.02, 148.51 (dd, J = 245.3, 12.7 Hz), 148.22 (dd,
J=246.1, 12.7 Hz, 137.98, 136.51, 134.86, 134.57, 130.75, 128.85 (2C), 128.70 (2C),
126.25, 125.09, 121.76, 118.97, 118.23,117.72 (d, J = 17.0 Hz), 117.22 (d, J = 17.0 Hz).
, 111.53, 108.56, 51.22, 41.63, 21.67.

EA: berechnet: C, 68.17; H, 4.05; N, 6.62
gefunden: C, 67.99; H, 3.99; N, 6.43

Smp: 215 - 216 °C

97 (1-(4-Bromphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(4-chlor-

phenyl)methanon

Hergestellt aus 71 0,83mmol (272 mg) und 4-Chlorbenzoylchlorid 0,92 mmol (161 mg).

Summenformel: C24H18BrCIN20O
Molekulargewicht: 465,77 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 41 % (158 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.01 (s, 1H), 7.57 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 7.54 — 7.50 (m,
2H), 7.46 (dd, J = 13.2, 8.1 Hz, 3H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 6.8 Hz, 2H),
7.12 — 7.08 (m, 1H), 7.05 — 6.98 (m, 1H), 6.88 (s, 1H), 3.64 (d, J = 10.5 Hz, 1H), ein
Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.87 (s, 1H), 2.75 (d, J = 14.2 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.09 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.43 — 7.37 (m, 4H),
7.32 — 7.24 (m, 5H), ein Signal liegt unter dem Chloroformpeak, 7.23 — 7.16 (m, 1H),
7.17 —7.11 (m, 1H), 7.02 (s, 1H), 3.79 — 3.71 (m, 1H), 3.38 — 3.28 (m, 1H), 2.91 (t, J =
11.3 Hz, 1H), 2.80 (dd, J = 15.5, 4.1 Hz, 1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 5 168.86, 139.67, 136.47, 134.96, 134.49, 131.63 (2C),
130.99, 130.45 (2C), 128.86 (2C), 128.62 (2C), 126.29, 121.65, 121.31, 118.92, 118.15,
111.48, 108.39, 51.38, 41.49, 21.74.

EA: berechnet: C, 61.89; H, 3.90; N, 6.01
gefunden: C, 61.52; H, 4.07; N, 5.77

Smp: 236 - 237 °C

98 (4-Chlorphenyl)(1-(3,4-dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-

yl)methanon

Hergestellt aus 75 0,73mmol (232 mg) und 4-Chlorbenzoylchlorid 0,81 mmol (142 mg).

Summenformel: C22H17CI3N20
Molekulargewicht: 455,76 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 42 % (140 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 10.99 (s, 1H), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.57 — 7.42 (m,
6H), 7.32 (dd, J = 20.9, 7.9 Hz, 2H), 7.14 — 7.08 (m, 1H), 7.02 (td, J = 7.5, 0.9 Hz, 1H),
6.86 (s, 1H), 3.66 (s, 1H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.87 (dd, J =18.7, 7.9
Hz, 1H), 2.78 (d, J = 12.5 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.16 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.41 —
7.38 (m, 2H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.34 — 7.25 (m, 4H), 7.25 — 7.19 (m, 1H), 7.18 —
7.12 (m, 1H), 7.01 (s, 1H), 3.76 (dd, J = 12.5, 4.6 Hz, 1H), 3.36 — 3.29 (m, 1H), 2.91 (d,
J=11.8 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 15.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.08, 141.25, 136.51, 134.78, 134.61, 131.34,
131.25, 131.01, 130.83, 130.46, 130.14, 128.85 (2C), 128.71 (2C), 126.23, 121.81,
119.01, 118.26, 111.56, 108.69, 51.21, 41.78, 21.63.

EA: berechnet: C, 63.25; H, 3.76; N, 6.15
gefunden: C, 62.89; H, 4.06; N, 6.09

Smp: 240 - 241 °C
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99 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yI)(3,4-dime-
thoxyphenyl)methanon

Hergestellt aus 75 0,44 mmol (140 mg) und 3,4-Dimethoxybenzoylchlorid 0,49 mmol
(98 mg).

Summenformel: C26H22CI12N203
Molekulargewicht: 481,37 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 18 % (38 mg)

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 8.20 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.46 (s, 1H), 7.35
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.22 — 7.18 (m, 1H), 7.17 — 7.11 (m, 1H),
7.00 — 6.93 (m, 3H), 6.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.97 — 3.84 (m, 7H), 3.32 (s, 1H), 2.96 (d,
J=12.5Hz, 1H), 2.83 (dd, J = 15.4, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, CDCI3) § 170.61, 150.40, 149.01, 139.99, 136.41(2C), 132.75,
132.43, 130.53(2C), 130.23, 128.09, 126.45, 122.58, 119.88, 119.47, 118.31, 111.26,
110.59, 110.29(2C), 67.93, 56.01, 55.96, 55.93, 25.57.

EA: Dberechnet: C, 64.87; H, 4.61; N, 5.82
gefunden: C, 64.80; H, 5.04; N, 5,42.

Smp: 131-134 °C

100 (1-(3,4-Difluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(3,4-dimethox-
yphenyl)methanon
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Hergestellt aus 69 1,4 mmol (398 mg) und 3,4-Dimethoxybenzoylchlorid 1,54 mmol (309
mQ).

Summenformel: C26H22F2N203
Molekulargewicht: 448,46 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 49 % (308 mgq)

'H NMR (500 MHz, DMSO-de)  10.97 (s, 1H), 7.49 (dd, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H), 7.43 (dft,
J=10.6, 8.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.30 (m, 2H), 7.14 (s, 1H), 7.14 — 7.07 (m, 1H), 7.04 — 6.96
(m, 4H), 6.82 (s, 1H), 3.78 (d, J = 14.4 Hz, 7H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak,
2.98 - 2.86 (m, 1H), 2.79 (dd, J = 15.8, 3.6 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCl3) & 8.27 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.31 — 7.25 (m, 1H),
ein Signal liegt unter dem Chloroformpeak,7.23 —7.16 (m, 1H), 7.17 — 6.93 (m, 6H), 6.86
(d, J =8.2 Hz, 1H), 3.97 — 3.81 (m, 7H), 3.38 — 3.26 (m, 1H), 2.98 (t, J = 13.2 Hz, 1H),
2.83 (dd, J=15.4, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.86, 150.15, 148.72,148.46 (dd, J = 246.2, 12.8
Hz), 148.14 (dd, J = 245.0, 12.6 Hz), 138.10, 136.48, 131.10, 128.20, 126.29, 125.01,
121.70, 119.57, 118.92, 118.25,117.65 (d, J = 16.9 Hz), 117.24, 111.49, 110.73
(2C),108.61, 55.77, 55.73, 51.30, 41.77, 21.80.

EA: berechnet: C, 69.63; H, 4.94; N, 6.25
gefunden: C, 69.54; H, 4.80; N, 5.99

Smp: 192 - 193 °C

101 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(naphthalin-1-

yl)methanon

Hergestellt aus 75 0,73 mmol (232 mg) und 1-Naphthoylchlorid 0,81 mmol (154 mg).

Summenformel: C28H20CI2N20
Molekulargewicht: 471,38 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 44 % (151 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.05 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 8.02 (t, J = 7.7 Hz, 2H),
7.79 — 7.66 (m, 1H), 7.61 — 7.51 (m, 4H), 7.51 — 7.40 (m, 3H), 7.36 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
7.11 (dd, J = 13.8, 5.8 Hz, 2H), 7.06 — 6.98 (m, 1H), 3.32 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.21 (dd, J
=15.2,10.3 Hz, 1H), 2.81 (s, 1H), 2.69 (d, J = 13.5 Hz, 1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 169.16, 141.58, 136.58, 134.24, 133.76, 133.14,
131.46, 131.23, 130.97, 130.64, 130.07, 129.28, 128.60, 127.32, 126.69, 126.21, 125.62,
124.46, 123.70, 123.50, 121.83, 119.00, 118.27, 111.58, 108.96, 50.93, 41.30, 21.53.

EA: berechnet:C, 71.34; H, 4.28; N, 5.94
gefunden: C, 71.00; H, 4.20; N, 5.73

Smp: 264 - 265 °C

102  (4-Methoxyphenyl)(1-phenyl-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)meth-
anon [205]

Hergestellt aus 58 1,2 mmol (298 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 1,33 mmol (227

mQ).

Summenformel: C25H22N20;
Molekulargewicht: 382,45 g/mol

Aussehen: gelblich-beiger Feststoff
Ausbeute: 48 % (220 mq)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.01 (s, 1H), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.40 — 7.27 (m,
8H), 7.11 - 7.07 (m, 1H), 7.04 — 6.98 (m, 3H), 6.92 (s,1H), 3.77 (d, J = 19.9 Hz, 4H), ein
Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.93 — 2.84 (m, 1H), 2.76 (dd, J = 15.3, 3.2 Hz, 1H).
'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 8.04 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.43 - 7.33 (m, 4H),
7.32-7.26 (m, 4H), 7.21 — 7.15 (m, 1H), 7.16 — 7.10 (m, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.92 — 6.88
(m, 2H), 3.82 (s, 4H), 3.39 (s, 1H), 2.96 (s, 1H), 2.81 (dd, J = 15.3, 4.0 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 169.66, 160.35, 140.46, 136.42, 131.84, 128.64 (2C),
128.57 (2C), 128.40, 128.21, 127.92 (2C), 126.38, 121.46, 118.81, 118.07, 113.99 (2C),
111.40, 108.17, 55.40, 51.83, 41.47, 21.94.

EA: berechnet: C, 78.51; H, 5.80; N, 7.32
gefunden: C, 78.01; H,5.97; N, 7.11

Smp: 190 - 191 °C
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103 (4-Methoxyphenyl)(1-(3-methoxyphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-
2(9H)-yl)methanon

Hergestellt aus 59 1,08 mmol (300 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 1,18 mmol (201
mQ).

Summenformel: C26H24N203
Molekulargewicht: 412,48 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 45 % (200 mq)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 11.01 (s, 1H), 7.48 — 7.45 (m, 1H), 7.38 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.35 - 7.25 (m, 2H), 7.16 — 7.06 (m, 1H), 7.04 — 6.98 (m, 3H), 6.93 — 6.80 (m, 4H),
3.80 (s, 3H), 3.75(d, J=2.7 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak,
2.88 (s, 1H), 2.81 - 2.72 (m, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls3) § 8.08 (s, 1H), 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.39 — 7.34 (m, 2H),
7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.22 — 7.15 (m, 2H), 7.15 — 7.09 (m, 1H), 7.06 — 6.88 (m, 5H),
6.82 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.45 — 3.36 (m,
1H), 3.00 — 2.88 (m, 1H), 2.84 — 2.75 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.67, 160.35, 159.50, 142.00, 136.38, 131.75,
129.70, 128.55 (2C), 128.37, 126.32, 121.47, 120.32, 118.79, 118.07, 113.98 (2C),
112.85, 111.37 (2C), 108.11, 55.38, 55.18, 51.77, 41.53, 21.86.

EA: berechnet: C, 75.71; H, 5.86; N, 6.79
gefunden: C, 75.71; H, 6.06; N, 6.64

Smp: 219 - 220 °C
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104 (4-Methoxyphenyl)(1-(4-(trifluormethyl)phenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]in-
dol-2(9H)-yl)methanon

Hergestellt aus 66 0,95 mmol (300 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 1,04 mmol (177
mQ).

Summenformel: Ca6H21F3N202
Molekulargewicht: 450,45 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 56 % (240 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.01 (s, 1H), 7.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.54 (s, 2H),
7.48 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.14 — 7.07
(m, 1H), 7.05 - 6.97 (m, 3H), 6.96 (s, 1H), 3.80 (s, 4H), ein Signal liegt unter dem Was-
serpeak, 2.91 (td, J = 13.8, 11.6, 5.7 Hz, 1H), 2.78 (dd, J = 15.4, 4.1 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls3) & 8.44 —8.34 (m, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.50 (d, J =
7.6 Hz, 4H), 7.37 — 7.32 (m, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.22 — 7.18 (m, 1H), 7.16 —
7.10 (m, 2H), 6.93 — 6.88 (m, 2H), 3.89 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.35 - 3.25 (m, 1H), 3.01 -
2.92 (m, 1H), 2.81 (dd, J = 15.5, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.7, 160.3, 144.8, 136.3, 130.8, 128.9 (2C), 128.5
(2C), 128.09 (d, J = 31.7 Hz), 127.9, 126.1, 125.42 (d, J = 3.5 Hz,2C), 124.14 (q, J =
272.1 Hz), 121.5, 118.8, 118.0, 113.8 (2C), 111.3, 108.4, 55.4, 51.5, 41.6, 21.6.

EA: Dberechnet: C, 69.33; H, 4.70; N, 6.22
gefunden: C, 69.14; H, 4.45; N, 5.87

Smp: 231 - 232 °C
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105 (1-(3,4-Difluorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(4-methoxy-
phenyl)methanon

Hergestellt aus 69 1,4 mmol (398 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 1,54 mmol (263
mQ).

Summenformel: CasH20F2N202
Molekulargewicht: 418,44 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 54 % (316 mg)

IH NMR (600 MHz, CDCls) § 8.24 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.20 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.14 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.04 (g, J
= 9.0, 8.4 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.89 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.31 (s, 1H), 2.97
(t, J = 10.6 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 15.4, 3.7 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.93, 160.50, 148.47 (dd, J = 246.7, 12.8 Hz),
148.15 (dd, J = 245.7, 12.5 Hz), 138.15, 136.49, 131.08, 128.71 (2C), 128.08, 126.29,
125.01, 121.70, 118.94, 118.22,117.66 (d, J = 17.1 Hz, 117.10, 113.99 (2C), 111.51,
108.57, 55.42, 51.35, 41.64, 21.71.

EA: berechnet: C, 71.76; H, 4.82; N, 6.69
gefunden: C, 71.89; H, 4.96; N, 6.60

Smp: 222 - 223 °C

106 (1-(3-Chlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(4-methoxy-
phenyl)methanon

Hergestellt aus 73 1,06 mmol (300 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 1,17 mmol (200
mQ).
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Summenformel: C25H21CIN20O;
Molekulargewicht: 416,90 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
Ausbeute: 57 % (252 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds)  11.00 (s, 1H), 7.48 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.44 — 7.37 (m,
4H), 7.35—7.26 (m, 3H), 7.14 — 7.07 (m, 1H), 7.04 — 6.97 (m, 3H), 6.86 (s, 1H), 3.80 (s,
4H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.95 — 2.84 (m, 1H), 2.79 (dd, J = 15.4, 3.8
Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 8.26 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.38 — 7.25 (m, 6H),
7.22-7.17 (m, 2H), 7.17 — 7.11 (m, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.93 — 6.89 (m, 2H), 3.89 (s, 1H),
3.82 (s, 3H), 3.34 (s, 1H), 3.00 — 2.91 (m, 1H), 2.81 (dd, J = 15.5, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.88, 160.48, 142.87, 136.46, 133.32, 131.10,
130.66, 128.67(3C), 128.12, 128.00, 126.81, 126.31, 121.68, 118.93, 118.20, 114.02
(2C), 111.50, 108.51, 55.42, 51.66, 41.62, 21.78.

EA: berechnetC, 72.02; H, 5.08; N, 6.72
gefunden: C, 71.69; H, 4.91; N, 6.34

Smp: 225 - 226 °C (Zers.)

107 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(4-methoxy-

phenyl)methanon

Hergestellt aus 75 0,73 mmol (232 mg) und 4-Methoxybenzoylchlorid 0,81 mmol (138
mQ).

Summenformel: C25H20CI2N202
Molekulargewicht: 451,34 g/mol
Aussehen: weiller Feststoff
Ausbeute: 55 % (181 mg)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 10.99 (s, 1H), 7.67 — 7.63 (m, 1H), 7.49 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.16 —
7.08 (m, 1H), 7.06 — 6.99 (m, 3H), 6.84 (s, 1H), 3.81 (s, 4H), ein Signal liegt unter dem
Wasserpeak, 2.96 — 2.86 (m, 1H), 2.80 (dd, J = 15.5, 3.6 Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls3) § 8.19 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.38 —
7.32 (m, 3H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.24 — 7.17 (m, 1H), 7.17 — 7.11 (m, 1H), 7.00 (s,
1H), 6.93 - 6.89 (m, 2H), 3.90 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.36 — 3.26 (m, 1H), 2.96 (t, J = 12.0
Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 15.5, 4.0 Hz, 1H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.98, 160.53, 141.42, 136.50, 131.28, 130.96,
130.79, 130.71, 130.08, 128.73 (2C), 128.52, 128.00, 126.27, 121.76, 118.98, 118.25,
114.01 (2C), 111.54, 108.70, 55.42, 51.48, 41.87, 21.74.

EA: berechnet: C, 66.53; H, 4.47; N, 6.21
gefunden: C, 66.49; H, 4.37; N, 5.77

Smp: 232 - 233 °C

108 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(3-methoxy-

phenyl)methanon

Hergestellt aus 75 0,63 mmol (200 mg) und 3-Methoxybenzoylchlorid 0,69 mmol (118
mQ).

Summenformel: Ca5H20CI2N202
Molekulargewicht: 451,34 g/mol
Aussehen: hellgelber Feststoff
Ausbeute: 42 % (119 mgq)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) § 11.00 (s, 1H), 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.48 (d,J=7.9
Hz, 2H), 7.41 — 7.36 (m, 1H), 7.33 (dd, J = 16.6, 7.9 Hz, 2H), 7.11 (t, J = 7.2 Hz, 1H),
7.06 — 7.00 (m, 2H), 6.95 (d, J = 11.8 Hz, 2H), 6.86 (s, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.70 (d, J =
10.4 Hz, 1H), ein Signal liegt unter dem Wasserpeak, 2.85 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.77 (d,
J=14.1Hz, 1H).

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.26 (s, 1H), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.37 —
7.26 (m, 4H), 7.23 - 7.18 (m, 1H), 7.16 — 7.12 (m, 1H), 7.03 (s, 1H), 6.99 — 6.94 (m, 1H),
6.92 (dt, J=7.5, 1.2 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 2.6, 1.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 4H), 3.34 —3.25 (m,
1H), 2.98 — 2.88 (m, 1H), 2.80 (dd, J = 15.2, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 169.74, 159.40, 141.38, 137.42, 136.50, 131.31,
131.03, 130.77, 130.55, 130.13, 130.02, 128.56, 126.24, 121.79, 118.99, 118.52, 118.28,
115.67,111.82, 111.54, 108.73, 55.44, 51.04, 41.65, 21.76.

EA: berechnet: C, 66.53; H, 4.47; N, 6.21
gefunden: C, 66.44; H, 4.54; N, 6.27

Smp: 160 - 162 °C (Zers.)
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109 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(2-methoxy-

phenyl)methanon

Hergestellt aus 75 0,63 mmol (200 mg) und 2-Methoxybenzoylchlorid 0,69 mmol (118
mQ).

Summenformel: C25H20CI2N202
Molekulargewicht: 451,34 g/mol
Aussehen: weiBer Feststoff
Ausbeute: 37 % (104 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.15 (s, 1H), 7.67 (dd, J = 15.7, 8.4 Hz, 1H), 7.60 (d,
J=2.0 Hz, 1H), 7.50 — 7.32 (m, 4H), 7.32 — 7.23 (m, 1H), 7.12 — 6.97 (m, 4H), 6.91 (d,
J=125Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.48 (g, J = 9.7, 9.3 Hz, 1H), 3.25 — 3.14 (m, 1H), 2.82 —
2.61 (M, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 167.69, 155.08, 141.28, 136.44, 131.24, 130.76,
130.73, 130.65, 130.39, 129.30, 127.94, 127.09, 126.23, 125.53, 121.75, 120.99, 118.99,
118.22, 111.70, 111.53, 108.42, 55.86, 50.35, 41.16, 21.61.

EA: berechnet: C, 66.53; H, 4.47; N, 6.21
gefunden: C, 66.18; H, 4.74; N, 6.22

Smp: 238 - 239 °C

110 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-6-methoxy-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-
yl)(phenyl)methanon

Hergestellt aus 76 0,4 mmol (139 mg) und Benzoylchlorid 0,44 mmol (62 mg).

Summenformel: C25H20CI2N202
Molekulargewicht: 451,34 g/mol
Aussehen: hellbeiger Feststoff
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Ausbeute: 28 % (51 mg)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 10.83 (s, 1H), 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.51 — 7.45 (m,
4H), 7.42 (s, 2H), 7.31 (s, 1H), 7.23 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.85 (s,
1H), 6.75 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.66 (s, 1H), ein Signal liegt unter dem
Wasserpeak, 2.84 (s, 1H), 2.74 (d, J = 13.2 Hz, 1H).

Kein ergéanzendes Spektrum, da unléslich in CDCls.

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 170.21, 153.63, 141.55, 136.13, 131.63, 131.39,
131.27, 131.11, 130.84, 130.13, 129.99, 128.88, 128.53, 126.68 (2C), 126.65 (2C),
112.31, 111.79, 108.60, 100.56, 55.67, 51.20, 41.81, 21.80.

EA: berechnet: C, 66.53; H, 4.47; N, 6.21
gefunden: C, 66.24; H, 4.59; N, 5.90

Smp: 262 - 263 °C

7.1.2.13  Synthesen des g-Carbolins und der Tetrahydro-p-carboline

mit verandertem Substitutionsmuster

111 1-(3,4-Difluorphenyl)-9H-pyrido[3,4-b]indol

1,05 mmol (299 mg) der Verbindung 69 wurde in Dioxan (40 ml/mmol) gel6st und mit
DDQ 2,10 mmol (477 mg) versetzt. Der Ansatz wurde 4 Std. unter Reflux erhitzt. Eine
Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz
einrotiert und der Ruckstand in DCM aufgenommen. Der erhaltene Niederschlag wurde
abfiltriert und der Riickstand in EtOH/Wasser (1:2) umkristallisiert.

Summenformel: Ci7H10F2N2
Molekulargewicht: 280,27 g/mol
Aussehen: gelber Feststoff
Ausbeute: 37 % (110 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 11.57 (s, 1H), 8.45 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 8.26 (d, ] = 7.9
Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 5.2, 0.6 Hz, 1H), 8.06 — 7.98 (m, 1H), 7.91 — 7.86 (m, 1H), 7.68 —
7.62 (M, 2H), 7.60 — 7.53 (m, 1H), 7.31 — 7.23 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 148.82 (dd, J = 245.3, 10.6 Hz), 148.72 (dd, J = 244.8,
10.4 Hz), 141.33, 139.93, 138.51, 136.02, 133.06, 129.72, 128.54, 125.47, 121.82,
120.92, 119.83, 117.91 (d, J = 17.2 Hz), 117.54 (d, J = 17.9 Hz), 114.56, 112.52,
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EA: berechnet: C, 72.85; H, 3.60; N, 10.00
gefunden: C,72.19; H,3.36; N,9.32

112 2-Benzyl-1-phenyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

1,24 mmol (308 mg) der Verbindung 58 wurden in getrockneten DMF (1 ml/mmol) ge-
l6st, mit TEA 1,24 mmol (141 mg) und anschlieend mit Benzylbromid 1,24 mmol (212
mg) versetzt. Der Ansatz wurde (iber Nacht bei RT gerlhrt. Eine Reaktionskontrolle er-
folgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde tropfenweise eine wassrige 1
mol/l NaOH Ldsung (12 ml) hinzugefugt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert

und mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das entstandene Produkt wurde in EtOH um-

kristallisiert.

Summenformel: CaH2N2
Molekulargewicht: 338,44 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 30 % (126 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- ds) & 10.30 (s, 1H), 7.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.36 — 7.20 (m,
11H), 7.03 — 6.96 (M, 1H), 6.98 — 6.91 (m, 1H), 4.74 (s, 1H), 3.71 (d, J = 13.6 Hz, 1H),
3.50 (d, J=13.6 Hz, 1H), 3.01 (dt, J = 11.9, 5.2 Hz, 1H), 2.82 — 2.66 (m, 2H), 2.67 — 2.58
(m, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO dgs) & 141.95, 139.55, 136.51, 134.71, 128.97(2C),
128.52(2C), 128.35 (2C), 128.33 (2C), 127.53, 126.99, 126.61, 120.69, 118.38, 117.77,
111.21, 107.16, 62.70, 57.36, 46.49, 20.31.

EA: berechnet: C, 85.17; H, 6.55; N, 8.28
gefunden: C, 84.80; H, 6.60; N, 8.25

Smp: 165 - 166 °C
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113 2-Benzyl-1-(3,4-dichlorphenyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

1,58 mmol (501 mg) der Verbindung 75 wurde in getrockneten DMF (1 ml/mmol) gel6st,
mit TEA 1,58 mmol (180 mg) und anschliel’end mit Benzylbromid 1,58 mmol (270 mg)
versetzt. Der Ansatz wurde tber Nacht bei RT geruhrt. Eine Reaktionskontrolle erfolgte
mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde tropfenweise eine wassrige 1 mol/I
NaOH Losung (12 ml) hinzugefugt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das entstandene Produkt wurde in EtOH umkris-

tallisiert.

Summenformel: C24H20CI2N2
Molekulargewicht: 407,33 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 48 % (309 mgq)

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.40 (s, 1H), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 2.0
Hz, 1H), 7.42 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.33 — 7.29 (m, 4H),
7.26 — 7.23 (m, 1H), 7.22 (dt, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H), 7.03 — 7.00 (m, 1H), 6.97 — 6.94 (m,
1H), 4.78 (s, 1H), 3.70 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 3.51 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 3.02 — 2.95 (m,
1H), 2.79 — 2.69 (m, 2H), 2.66 — 2.59 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 143.26, 139.17, 136.56, 133.74, 130.92, 130.82,
130.62, 130.04, 129.06, 128.48 (2C), 128.37 (2C), 127.08, 126.44, 120.98, 118.53,
117.93, 111.22, 107.53, 61.68, 57.41, 46.59, 20.22.

EA: berechnet: C, 70.77; H, 4.95; N, 6.88
gefunden: C, 70.44; H, 5.15; N, 6.84

Smp: 175-176 °C
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114 (9-Ethyl-1-phenyl-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)(phenyl)methanon

0,57 mmol (200 mg) der Verbindung 78 wurde in getrockneten DMF (5 ml/mmol) gel6st,
mit Natriumhydrid (60% in Mineral6l) (1,5 mmol/mmol) und anschlieBend mit lodethan
1,71 mmol (267 mg) versetzt. Der Ansatz wurde 30-60 Min. bei RT gerlhrt. Eine Reak-
tionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz ein-
rotiert und der Rickstand in Wasser (15 ml) aufgenommen. Die wassrige Suspension
wurde mit Ethylacetat (3x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit Wasser und geséttigter NaCl Losung gewaschen und anschlieBend ber Magnesi-
umsulfat (wasserfrei) getrocknet und abfiltriert. Die organische Losung wurde einrotiert
und das erhaltenen Produkt in EtOH umkristallisiert.

Summenformel: C26H224N20
Molekulargewicht: 380,48 g/mol
Aussehen: weilder Feststoff
Ausbeute: 67 % (145 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO- dg) § 7.55 — 7.29 (m, 12H), 7.20 — 7.13 (m, 1H), 7.09 — 7.02
(m, 2H), 4.06 — 3.94 (m, 1H), 3.75 (td, J = 13.6, 6.4 Hz, 1H), 3.66 — 3.56 (m, 1H), 3.35 —
3.30 (m, 1H), 2.94 — 2.75 (m, 2H), 0.99 (t, J = 6.7 Hz, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.57, 139.51, 136.27, 136.06, 131.81, 129.72,
128.86 (2C), 128.71 (2C), 128.60 (2C), 128.41, 126.49, 126.31, 121.66, 119.08 (2C),
118.39, 109.78, 108.19, 50.83, 40.73, 37.88, 21.72, 14.75.

EA: berechnet: C, 82.07; H, 6.36; N, 7.36
gefunden: C, 82.07; H, 6.79; N, 6.96

Smp: 118-120 °C
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115 (1-(3,4-Dichlorphenyl)-9-ethyl-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yI)(3-me-
thoxyphenyl)methanon

0,89 mmol (402 mg) der Verbindung 108 wurden in getrockneten DMF (5 ml/mmol)
geldst, mit Natriumhydrid (60% in Mineral6l) (1,5 mmol/mmol) und anschlieBend mit
lodethan 2,66 mmol (415 mg) versetzt. Der Ansatz wurde 30-60 Min. bei RT geruhrt.
Eine Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach Beendigung der Reaktion wurde der
Ansatz einrotiert und der Ruckstand in Wasser (15 ml) aufgenommen. Die wassrige Sus-
pension wurde mit Ethylacetat (3x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Wasser und gesattigter NaCl Lésung gewaschen und anschlieRend iber Mag-
nesiumsulfat (wasserfrei) getrocknet und abfiltriert. Die organische Losung wurde einro-

tiert und das erhaltenen Produkt in EtOH umkristallisiert.

Summenformel: C27H24CI2N202
Molekulargewicht: 479,40 g/mol
Aussehen: weiler Feststoff
Ausbeute: 62 % (264 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.44
(d, J=8.2 Hz, 1H), 7.37 (t, = 8.1 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.22 — 7.15 (m, 1H),
7.10 — 6.96 (m, 3H), 6.95 — 6.91 (M, 2H), 4.09 — 3.98 (m, 1H), 3.77 (s, 4H), 3.67 (d, J =
13.9 Hz, 1H), 3.27 (s, 1H), 2.94 — 2.75 (m, 2H), 1.00 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169.55, 159.39, 140.38, 137.30, 136.17, 131.52,
131.24, 131.11, 130.70, 130.51, 129.99, 128.97, 126.23, 121.95, 119.22, 118.60, 118.56,
115.79, 111.80, 109.96, 108.78, 55.45, 50.02, 40.88, 37.91, 21.56, 14.83.

EA: Dberechnet: C, 67.65; H, 5.05; N, 5.84
gefunden: C, 67.32; H, 5.33; N, 5.73

Smp: 165 - 167 °C
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116 1-(3,4-Dichlorphenyl)-2-(phenylsulfonyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol

Hergestellt aus 75 0,63 mmol (200 mg) und Benzolsulfonylchlorid 0,76 mmol (134 mg),
nach der Synthesevorschrift im Kapitel 7.1.2.12

Summenformel: C23H18CI2N202S
Molekulargewicht: 457,37 g/mol
Aussehen: grauer Feststoff
Ausbeute: 37 % (107 mg)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.75 (s, 1H), 7.78 — 7.74 (m, 2H), 7.61 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 7.52 — 7.47 (m, 1H), 7.43 — 7.38 (m, 2H), 7.36 — 7.26 (M, 3H), 7.17 (dd, J = 8.4, 2.2
Hz, 1H), 7.09 — 7.00 (m, 1H), 6.97 — 6.90 (m, 1H), 6.23 (s, 1H), 4.02 (dd, J = 14.6, 5.7
Hz, 1H), 3.30 — 3.20 (m, 1H), 2.64 (dd, J = 16.0, 3.6 Hz, 1H), 2.45 — 2.34 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 140.90, 140.27, 136.28, 133.02, 131.24, 130.93,
130.88, 129.95, 129.66, 129.27 (2C), 128.36, 126.59 (2C), 125.96, 121.79, 118.84,
118.14, 111.45, 108.10, 54.56, 39.82, 19.63.

EA: berechnet: C, 60.40; H, 3.97; N, 6.12
gefunden: C, 59.80; H, 3.96; N, 6.11

Smp: ab 165 °C (Zers.)
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7.2 Biologische Untersuchungen

7.2.1 Material

7.2.1.1 Chemikalien fur Zellkultur/Assays/Puffer

Chemikalien Hersteller
Calcein AM Sigma-Aldrich
Calciumchlorid-Dihydrat Merck
Cyclosporin A Sigma-Aldrich
Chloroquindiphosphat Sigma-Aldrich
Chinin Sigma-Aldrich
D-Glucose Monohydrat Merck
Dimethylformamid (DMF) Fisher
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Eisessig VWR

HEPES (freie Saure) Applichem
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Applichem
Ko143 Tocris
Magnesiumsulfat Heptahydrat Applichem
Methanol Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydroxid Lésung (1 mol/l) Grissing
Natruimhydroxid Lésung (0,1 mol/l) VWR
Natriumacetat VWR

Pheophorbid A Fontier Scientific
Pyridin Prolabo
Salzséure (1 mol/l) Fluka

Salzséure (0,1 mol/l) Fluka

XR9577

Hergestellt von Sebastian Kohler
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7.2.1.2 Instrumente fur Zellkultur/Assays/Puffer

Instrumentenart

Bezeichnung

Hersteller

Durchflusszytometer
Heizblock

Inkubator

Magnetruhrer

Microplatereader

Mikroskop
pH-Meter
Pipettierhilfe

Pipetten

Sterilbank

Thermo Mixer (fiir Platten)
Trockenschrank/Warmeschrank
Vakuumpumpe

Vortexer

Waage

Wasserbad

Zellzéhler

Zentrifuge

FACSCalibur

ThermoStat plus

CO2 water jacket incubator
CO2 cell

RH basic magnetic stirrer

FLUOstar Optima fluorescence
plate reader

POLARstar Galaxy fluorescence
plate reader

Axiovert 25 microscope
744 pH-Meter

Accu-Jet

2-20 ul

10-100 pl

20-200 pl

100-1000 pl

500-5000 pl

Multikanalpipette (12) 15-300 pl
Laminar flow, Safe 2010
MKR 23

Typ BVC21
Minishaker SK1
Feinwaage R160P

Typ 1083

CASY1 Modell TT
Avanti J-25
Mikrozentrifuge 5417C

Becton Dickenson
Eppendorf

IBS Interga Bioscience
Air liquide

IKA Labortechnik

BMG Lab Tech.

BMG Lab Tech.

Zeiss
Metrohm
Brand

Eppendorf / Thermo Fisher Sci-
entific

Holten LaminAir
HLC

Memmert
Vacuubrand

IKA Labortechnik
Sartorius

GFL

Schérfe System
Beckmann

Eppendorf
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7.2.1.3 Material fir die Zellkultur/Assays/Puffer

Materialart

Bezeichnung

Hersteller

CASY Losung
CASY Rohrchen

Einmalpipetten

Einmalspritze

Falcons

FKS
FACS Ldsungen

Gewebekulturflaschen

Glutamin

Kryorohrchen

Mikrotiterplatten

Mikrozentrifugenréhrchen

Nahrmedium

P/S
Pasteurpipetten
PBS-Puffer

CASY®ton Lésung

Serologische Pipetten 10 ml, ste-
ril

Serologische Pipetten 25 ml, ste-
ril

Norm-Ject 10 ml

Norm-Ject 20 ml

Conical test tube PP 15 ml, ste-
rile

Conical test tube PP 50 ml, ste-
rile

Fetales K&lberserum
FACSclean
FACSflow
FACSrinse

Tissue culture flasks, 75 cm2, fil-
ter cap, sterile

Tissue culture flasks, 175 cm2,
filter cap, sterile

L-Glutamin 200 mmol/I
Cryos PP with screw cap, sterile

96 Well, clear PS microplate, flat
bottom

96 Well, clear PS microplate, U-
shape bottom

96F untreated black microwell
SH plate

96 Well tissue culture plate, flat
bottom with lid, sterile

96 Well, 1,2ml, storage plate

1.5 ml natural microtubes with
attached pp cap

2.0 ml MaxyClear microtubes
D-MEM 5671

RPMI-1640
Penicillin-Streptomycin Ldsung
Glasspasteurpipetten (230mm)

Phosphate buffered saline, sterile
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Schérfe System
Schérfe System

Sarstedt

Sarstedt

B.Braun

B.Braun

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Sigma-Aldrich
Becton Dickenson
Becton Dickenson

Becton Dickenson

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Sigma-Aldrich

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Nunc

Starlab

ThermoFisher Scientific

Sigma-Aldrich
PAN Biotech
Sigma-Aldrich
VWR international
PAN Biotech
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TipOne 1-200 ul, yellow pipette

Pipettenspitzen tips Starlab
'I_'|pOne 101-1000 pl, blue pipette Starlab
tips
1_.0-5.0 ml Bulk, natural pipette Starlab
tips
Sterilfilter Membranfilter 0.2 umol/l, steril ~ Whatman
Trypsin/EDTA Lésung Trypsin/EDTA Ldsung PAN Biotech

7.2.1.4 Verwendete Puffer

7.2.1.4.1 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

PBS wurde vor allem zum Waschen der Zellen in der Zellkultur verwendet. Der Puffer

wurde als fertige, sterile Losung von der Firma PAN Biotech bezogen.

7.2.1.4.2 Krebs-HEPES-Puffer (KHP)

KHP wurde fir alle Fluoreszenz Assays und Verdiunnungsreihen (auBBer beim MTT As-
say) verwendet. Der Vorteil lag darin, dass die Zellen Giber einen begrenzten Zeitraum in
diesem Puffer Uberleben konnen, dieser aber nicht bei der Messung stort. Dieser Puffer

wurde wie folgt hergestellt.

Herstellung KHP 5x:

Chemikalien Einwaage in g/500ml KHP 5x
Natruimchlorid 17,33

Kaliumchlorid 0,876
Kaliumdihydrogenphosphat 0,408
Natriumhydrogencarbonat 0,882

D-Glucose Monohydrat 5,796

HEPES (freie Sdure) 5,958

Wasser dem. ad 500 ml

173



Experimenteller Teil

Fur die Herstellung wurden alle Chemikalien zuvor eingewogen und in 450 ml Wasser
dem. geldst. Der pH-Wert der Lésung wurde mit Hilfe von wassriger NaOH 1 mol/l auf
7,4 eingestellt, der Ansatz in einen 500 ml Messkolben tberfiihrt und mit Wasser dem.
auf 500 ml aufgefillt. Das KHP 5x wurde dann zu je 100 ml aufgeteilt und bei -20 °C
gelagert.

Herstellung KHP 1x:

100 ml KHP 5x wurde in einen 500 ml Messkolben tberfiihrt und mit 650 ul Calcium-
chloridlésung 1 mol/l versetzt. Der Ansatz wurde auf ca. 450 ml mit Wasser dem. aufge-
fullt und anschlieBend 600 pl Magnesiumsulfatldsung 1 mol/l hinzugeftigt. Das VVolumen
der L6sung wurde dann mit Wasser dem. bis auf 500 ml aufgefullt. Nach kraftigem Mi-
schen wurde die fertige KHP 1x Losung in 50 ml Falcons steril filtriert (Porengrofie 0,2

pumol/l) und bei -20 °C gelagert.
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7.2.2 Zellkultur

7.2.2.1 Verwendete Zelllinien

7.2.21.1 MDCK Il BCRP und MDCK Il Wildtyp

Die MDCK |1 Zelllinie ist ein Subklon der MDCK (Madin Darby Canine Kidney) Zellli-
nie. Die MDCK Il BCRP wurde durch retrovirale Transfektion der MDCK 1l Zelllinie
mit humaner ABCG2 cDNA erzeugt. Das ABCG2 Gen ist dabei mit GFP (Green flu-
orescent protein) verknupft, welches zur Kontrolle der ABCG2 Expression in den ver-
wendeten Zellen verwendet werden kann. Das fluoreszierende GFP (Aext. = 475nm, Aem. =
509nm) lasst sich dabei vor allem mit der Durchflusszytometrie erfassen. Die MDCK I
BCRP und MDCK 11 Wildtyp Zelllinien wurden freundlicherweise von Dr. Alfred Schin-
kel (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Niederlande) zur Verfligung gestellt.
Die Kultivierung erfolgte in DMEM mit 10 % FKS, 2 mmol/l L-Glutamin, 50 U/ml Pe-
nicillin G und 50 pg/ml Streptomycin.

7.2.2.1.2 A2780 Adr und A2780 Sens.

Bei der A2780 Zelllinie handelt es sich um eine humane Ovarialkarzinomzelllinie. Durch
kontinuierliche Behandlung mit Doxorubicin wurde die ABCB1 uberexprimierende, re-
sistente A2780 Adr Zelllinie erhalten. Die sensitive A2780 (No. 93112519) und die re-
sistente A2780 Adr (No. 93112520) Zelllinien wurden bei der European Collection of
Cell Cultures (ECACC, Salsbury, Wiltshire, UK) erworben. Die Kultivierung erfolgte in
RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS, 50 U/ml Penicillin G und 50 pg/ml Streptomycin.
Um die Zytostatikaresistenz der A2780 Adr Zelllinie zu erhalten wurden diese in regel-
maRigen Abstdnden mit 1 pumol/I Doxorubicin behandelt.
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7.2.2.2 Kultivierung der Zellen

Je nach benétigter Anzahl von Zellen wurden diese in T75 (75 cm?) oder T175 (175 cm?)
Gewebekulturflaschen, in dem im Kapitel 7.2.2.1 beschriebenen N&hrmedien, im Inku-
bator bei 37 °C, 5 % CO> kultiviert. Alle verwendeten Zelllinien zeigten ein adh&rentes
Wachstum. Das Medium wurde, je nach Zelldichte, alle 2 - 3 Tage unter aseptischen Be-
dingungen gewechselt. Allgemein konnte die Notwendigkeit des Mediumwechsels durch
den Farbumschlag des im Medium enthaltenen Indikators Phenolrot beobachtet werden,
da das verbrauchte Nahrmedium zu einer pH Erniedrigung fiihrt. Bei T75 Gewebekultur-
flaschen wurde 15-20 ml und bei den T175 Gewebekulturflaschen 25-30 ml N&hrmedium

verwendet

Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % des Zellrasens wurden die Zellen in neuen
Gewebekulturflaschen unter aseptischen Bedingungen subkultiviert. Dabei wurde vor
dem Ablosen der Zellen das Nédhrmedium entfernt, die Zellen mit sterilem PBS (T75-
Flaschen mit 3 ml, T175- Flaschen mit 5 ml) gewaschen und mit dem gleichen Volumen
Trypsin-EDTA Ldsung vom Boden der Kulturflasche abgelost. Flr den Zeitraum bis zum
vollstandigen Abldsen der Zellen (A2780 Zelllinie ca. 5 Min./ MDCK 11 Zelllinie ca. 10-
15 Min.) wurden die Flaschen im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert. Die vollstan-
dige Ablosung der Zellen konnte dabei unter dem Mikroskop beobachtet werden. Nach
Beendigung der Inkubation wurden die Zellen, unter aseptischen Bedingungen, mit fri-
schen Medium vom Flaschenboden gespiilt und die Zellsuspension (Gesamtvolumen 10
ml) in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Die Zellsuspension wurde bei 266 x g, 4
°C fiir 4 Min. zentrifugiert. Unter aseptischen Bedingungen wurde der Uberstand abge-
saugt und das Zellpellet in frischen Medium (T75 Flachen mit 5 ml, T175 Flaschen mit
10 ml) resuspendiert und je nach gewiinschter Zellzahl in einer neuen Gewebekulturfla-
sche mit frischem Medium ausgesat. Die restliche Zellsuspension wurde entweder fir

einen Assay verwendet oder verworfen.

7.2.2.3 Kryokonservierung und Ausfrieren von Zellen

Fir die Kryokonservierung von Zellen in flissigem Stickstoff wurden die gewunschten

Zellen zuvor in T175 Gewebekulturflaschen bis zu einer Konfluenz des Zellrasens von
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80-90 % kultiviert. Das Ablosen der Zellen erfolgte nach gleichem VVorgehen wie im Ka-
pitel 7.2.2.2 beschrieben. Nach dem resuspendieren der Zellen im frischen Medium wur-
den diese gezahlt und erneut bei 266 x g, 4 °C fur 4 Min. zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in einer definierten Menge frischem
Medium resuspendiert, so dass man eine Suspension von 10 Mio. Zellen/900 pl Medium
erhielt. Je 900 pl dieser Zellsuspension wurden in ein Kryoréhrchen tberfuhrt und an-
schliefend 100 ul DMSO hinzugefiigt, um die Bildung von Eiskristallen beim Einfrieren
zu vermeiden. Die Aliquots wurden fiir 24 Std. bei -80 °C eingefroren und anschlieRend

im flussigen Stickstoff gelagert.

Um eine kryokonservierte Zelllinie wieder in Kultur zu nehmen, wurde das Aliquot aus
dem fllssigen Stickstoff entnommen und bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Anschlie-
Rend wurde der Inhalt des Aliquots zligig in Zentrifugenréhrchen tberfihrt, mit 9 ml fri-
schem Medium versetzt und bei 266 x g, 4 °C fur 4 Min. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, das Zellpellet mit 15 - 20 ml frischen Medium resuspendiert und die
Zellsuspension komplett in eine T75 Gewebekulturflasche tberfihrt. Die Zellen wurden
dann im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO: kultiviert.

Alle Arbeiten der Kryokonservierung und des Ausfrierens der Zellen wurden unter asep-

tischen Bedingungen durchgefuhrt.

7.2.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung wurde mit Hilfe des CASY®1 Model TT bestimmt. 20 pl der
Zellsuspension wurden dabei mit 10 ml steril filtrierter CASY®ton Losung gemischt und
anschlieBend vermessen. Hierbei wurde eine Kapillare mit einem Innendurchmesser von
150 pmol/l vewendet. Bei der Messung wurde sowohl die Anzahl als auch die Grolien-

verteilung der Zellen ermittelt.
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7.2.3 Assays

7.2.3.1 Herstellung der Verdinnungsreihen der Testsubstanzen

Zuvor wurden von den zu testenden Verbindungen eine 10 mmol/l (10?) Stammlésung
in DMSO hergestellt und bei -20 °C gelagert. Die Verdinnungsreihen wurden aus dieser
Stammlosung in KHP hergestellt. Um die Loslichkeit zu verbessern wurde ein Anteil
Methanol hinzugefuigt, wobei der Methanolgehalt in der Endkonzentration auf der Mikro-
titerplatte bei maximal 5 % lag. Die Verdlnnungsreihen wurden unmittelbar vor dem

Versuch hergestellt.

7.2.3.2 Verdunnungsschemata bzw. Endkonzentration der Testsubstan-

zen auf der Mikrotiterplatte

n
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Abbildung 7.1: Verdinnungsschemata auf Mikrotiterplatte fur das Hoechst 33342-/ Phe-
ophorbid A- und Calcein-AM Assay (Reihe A); Verdinnungsschemata fiir das Screening
im Calcein-AM Assay (Reihe E)
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7.2.3.3 Vorbereitung der Zellsuspensionen fiir den Assay

Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % des Zellrasens wurden diese wie im Kapi-
tel 7.2.2.2 beschrieben abgeldst. Nach dem Zentrifugieren wurde das Zellpellet in 3-5 ml
(T75 Flaschen) oder 6-10 ml (T175 Flaschen) frischen Medium resuspendiert und die
Zellzahl der Suspension mittels des CASY®1 Model TT bestimmt. Das gewiinschte Vo-
lumen der Zellsuspension wurde in ein 2 ml Cap Uberflhrt und der Rest der Zellsuspen-
sion weiter kultiviert oder verworfen. Die entnommene Zellsuspension wurde in der Ep-
pendorfzentrifuge bei maximal 10000 x g 7 Sek. zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und das Zellpellet in 1 ml KHP resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 3x
durchgefuhrt, um eine vollstandige Entfernung des Mediums zu gewahrleisten. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 1 ml KHP resuspendiert und mit der ben6-
tigten Menge KHP auf die gewuinschte Zelldichte verdiinnt. Zum Ausplattieren wurde die
Zellsuspension dann in eine Pipettierschale Gberfuhrt und mit einer Multikanalpipette auf
die Mikrotiterplatte pipettiert. Die Zellsuspensionen wurden immer unmittelbar vor dem

Ausplattieren hergestellt.

7.2.3.4 Hoechst 33342 Assay

Die Durchfuhrung erfolgte nach der Literatur [172,204,205] mit kleinen Modifikationen.
[173,206,207]

20 pl jeder Verdunnungsstufe wurden, nach dem im Kapitel 7.2.3.2 beschriebenen
Schema, in das vorgesehene Well einer schwarzen 96 Well Mikrotiterplatte (flacher Bo-
den) pipettiert. Fur den Nullwert wurde 20 pul KHP in das erste Well jeder Reihe (A-H)
vorgelegt. Im Anschluss wurden 160 pl der vorbereiteten Zellsuspension (MDCK 1l
BCRP, MDCK |1 Wildtyp), Kapitel 7.2.3.3, auf die Platte pipettiert (~ 27000 Zellen pro
Well) und die Mikrotiterplatte 30 Min bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Nach Beendi-
gung der Inkubation wurden 20 pl einer frisch hergestellten 10 pmol/l Hoechst 33342
Losung in KHP in jedes Well pipettiert (Endkonzentration Hoechst 33342 auf der Platte
1 umol/l) und die Platte unmittelbar im Microplatereader unter folgenden Einstellungen

120 Min. vermessen.
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Einstellung der Plattenreader

Scan Modus Platte
Inkubator Temperatur 37°C
Anzahl der Zyklen 120
ZyKklusdauer 60 Sek.
Anzahl der Lichtblitze 10/Sek.
Intervall zwischen den Reihen 0,2 Sek.
MeRrichtung horizontal
Exzitationswellenlange 355 nm
Emissionswellenlange 460 nm
Gain FLUOstar 1500
Gain POLARstar 43-45
Required value 20 %

Fur die Auswertung der erhaltenen Daten wurden diese in Microsoft® Excel kopiert und
ein Mittelwert der Fluoreszenzwerte im Steady-State (Fluoreszenzplateau) von 100-109
Min. fir jede Konzentration der Testsubstanz berechnet. Mit diesen Daten konnte dann
in GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA) iiber eine nichtlineare Regression eine
sigmoidale Konzentrations-Effekt-Kurve erstellt werden.

7.2.3.5 Pheophorbid A Assay

Die Durchfiihrung erfolgte nach der Literatur [51,208] mit kleinen Modifikationen.

20 pl jeder Verdunnungsstufe wurden, nach dem im Kapitel 7.2.3.2 beschriebenen
Schema, in das vorgesehene Well einer klaren 96 Well Mikrotiterplatte (U-Boden) pipet-
tiert. Fur den Nullwert wurden 20 pl KHP in das erste Well jeder Reihe (A-H) vorgelegt.
Im Anschluss wurden 160 pl der vorbereiteten Zellsuspension (MDCK || BCRP, MDCK
Il Wildtyp), Kapitel 7.2.3.3, auf die Platte pipettiert (~ 36000 Zellen pro Well) und die
Mikrotiterplatte 15-30 Min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach Beendigung der In-
kubation wurden 20 pl einer frisch hergestellten 5 pumol/l Pheophorbid A Lésung in KHP
in jedes Well pipettiert (Endkonzentration Pheophorbid A auf der Platte 0,5 pmol/l) und
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die Platte unter Lichtausschluss 120 Min. bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Nach Been-
digung der Inkubation und Erreichen des Steady-State wurden die Zellen in der Platte mit
einer Multikanalpipette resuspendiert und die zelluldre Fluoreszenz mit Hilfe der Durch-

flusszytometrie gemessen.

Einstellung des Durchflusszytometers

Messmodus Hochdurchsatz/Platte
Probenvolumen 10 ul

Probenflussgeschwindigkeit 3 pl/Sek.

Mischvolumen 100 pl
Mischgeschwindigkeit 200 pl/Sek.
Probenwaschvolumen 200 pl

Anzahl der Mischzyklen 2
Exzitationswellenléange 488 nm
Emissionswellenlange 650 nm (FL-3)

Fir die Auswertung der Daten wurde der durch CellQuest Pro® 5.2.1 (BD Biosciences,
San Jose, USA) ausgewertete geometrische Mittelwert der gemessenen Fluoreszenzwerte
in Microsoft® Excel gedffnet und anschlieRend konnte in GraphPad Prism® 5.0 (San
Diego, CA, USA) uber eine nichtlineare Regression eine sigmoidale Konzentrations-Ef-

fekt-Kurve erstellt werden.

7.2.3.5.1 Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorting)

Die Fluoreszenz einzelner Zellen wurde im Pheophorbid A Assay mit Hilfe eines Durch-
flusszytometers, dem FACScalibur® (BD Biosciences, San Jose, USA), bestimmt. Bei
dieser spektroskopischen Methode wurde die Zellsuspension mit Hilfe einer Kandle in
eine schnell flieRende Trégerfliissigkeit eingebracht und die Zellen einzeln an einem La-
serstrahl vorbeifiihrt. Somit konnte jede Zelle einzeln optisch erfasst werden [209,210].
Bei dem verwendeten Laser handelte es sich um einen Argonlaser mit einer Anregungs-
wellenldnge von 488 nm. Das Detektionssystem erfasste zum einen das Vorwartsstreu-
licht (FSC = forward angle light scatter), welches proportional zur Zelloberflache war,
und das durch Reflexion und Brechung erzeugte Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter),
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welches ein Mal} fur die Granularitat der Zelle darstellte. Zum anderen wurde in drei
unterschiedlichen Fluoreszenzkanélen (FL-1, FL-2, FL-3) die Fluoreszenzemmision der
vermessenen Zellen detektiert [209,210]. Beim Pheophorbid A Assay wurde der Fluores-
zenzkanal 3 (FL-3) genutzt, welcher einen Filter flr 650 nm und hdhere Wellenldngen
hat. Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe der Software CellQuest Pro® 5.2.1 (BD
Biosciences, San Jose, USA)

7.2.3.6 Calcein AM Assay

Die Durchfiihrung erfolgte nach der Literatur [66] mit kleinen Modifikationen.

20 pl jeder Verdunnungsstufe wurden, nach dem im Kapitel 7.2.3.2 beschriebenen
Schema, in das vorgesehene Well einer klaren 96 Well Mikrotiterplatte (flacher Boden)
pipettiert. Fur den Nullwert wurden 20 pl KHP in das erste Well jeder Reihe (A-H) vor-
gelegt. Im Anschluss wurden 160 ul der vorbereiteten Zellsuspension (A2780adr Zellen,
A2780 Sens.), Kapitel 7.2.3.3, auf die Platte pipettiert (~ 27000 Zellen pro Well) und die
Mikrotiterplatte 30 Min. bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Nach Beendigung der Inku-
bation wurden 20 pl einer frisch hergestellten 3,125 pumol/l Calcein AM (Calbiochem
206700) Losung in KHP in jedes Well pipettiert (Endkonzentration Calcein AM auf der
Platte 0,3125 pmol/l) und die Platte unmittelbar im Microplatereader unter folgenden

Einstellungen 60 Min. vermessen.

Einstellung der Plattenreader

Scan Modus Platte
Inkubator Temperatur 37°C
Anzahl der Zyklen 60
Zyklusdauer 60 Sek.
Anzahl der Lichtblitze 10/Sek.
Intervall zwischen den Reihen 0,2 Sek.
MeRrichtung horizontal
Exzitationswellenlénge 485 nm
Emissionswellenldnge 520 nm
Gain FLUOstar 1500
Gain POLARstar 43-45
Required value 20 %
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Fir die Auswertung der erhaltenen Daten wurden diese in Microsoft® Excel kopiert und
die Steigung der Fluoreszenz (10-29 Min.) fur jede aufgetragene Konzentration der
Testsubstanz berechnet. Mit diesen Daten konnte dann in GraphPad Prism® 5.0 (San
Diego, CA, USA) uber eine nichtlineare Regression eine sigmoidale Konzentrations-Ef-

fekt-Kurve erstellt werden.

7.2.3.7 MTT Assay (Zytotoxizitat)

Die Durchfiihrung erfolgte nach der Literatur [211] mit kleinen Modifikationen.

Die verwendeten Zellen (MDCK |1 BCRP, MDCK |1 Wildtyp) wurden wie in Kapitel
7.2.3.3 beschrieben aus der T75 Gewebekulturflasche abgeldst. Nach dem Zentrifugieren
wurden die Zellen in 5 ml frischen Medium resuspendiert und die Zellzahl dieser Suspen-
sion bestimmt. Die Zellsuspension wurde mit frischen Medium verdunnt, so dass eine
Zellkonzentration von ~16500 - 17000 Zellen/ml erhalten wurde. 180 pl dieser Zellsus-
pension wurden mit einer Multikanalpipette in jedes Well einer sterilen 96 Well Gewe-
bekulturplatte pipettiert (~ 3000 Zellen/Well), deren Zwischenrdume (zwischen den
Wells) bereits mit sterilem PBS beschickt wurden (um eine Verdunstung des Mediums
wahrend der 72 Std. Inkubation zu reduzieren). Die Gewebekulturplatte wurde dann ca.
6 Std. bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert und das Anwachsen der Zellen an die Gewebe-
kulturplatte mittels Mikroskop Uberprift. In der Zwischenzeit wurden die Verdinnungs-
reihen der Testsubstanzen in dem verwendeten Zellmedium hergestellt (Verdinnungs-
schemata abweichend, siehe Abbildung 7.2). Im Anschluss wurden 20 pl jeder Verdiin-
nungsstufe in das dafiir vorgesehene Well pipettiert. Als Negativkontrolle wurden 20 pl
Medium in das erste Well jeder Reihe (LA-1H) und als Positivkontrolle 20 ul DMSO in
das letzte Well jeder Reihe (12A-12H) pipettiert und die Platte anschlieRend fir 72 Std.
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Bis hier wurden alle Arbeiten unter aseptischen Bedin-

gungen durchgefihrt.
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Abbildung 7.2: Verdunnungsschemata des MTT Assay auf der Mikrotiterplatte

Nach Beendigung der Inkubation von 72 Std. wurden 40 pl einer frisch hergestellten
MTT-L6sung 5 mg/ml in PBS mit einer Multikanalpipette in jedes Well pipettiert und die
Platte erneut flr ca. 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. Die Bildung des blau ge-
farbten Formazans kann dabei unter dem Mikroskop beobachtet werden. Nach Beendi-
gung der Inkubation wurde das Medium aus der Platte entfernt und das schwerldsliche
Formazan in DMSO 100 pl/Well geldst. Die Absorption des gebildeten Formazans wurde
unmittelbar bei 595 nm und RT im Microplatereader (FLUOstar® Optima, BMG Lab
Technologies) vermessen. Eine Hintergrundmessung erfolgte bei 710 nm. Die Hinter-
grundabsorption wurde von den anderen Absorptionswerten abgezogen. Die Zellviabilitat
wurde dann in Bezug auf die Negativkontrolle (nur Medium) berechnet. Mit diesen Daten
konnte dann in GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA) iiber eine nichtlineare Re-

gression eine sigmoidale Konzentrations-Effekt-Kurve erstellt werden.
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7.2.3.8 Berechnung der 1Cso und Glso Werte aus der Konzentrations-Ef-
fekt-Kurve mit Hilfe von GraphPad Prism® 5.0

Die ICsp (halbmaximale inhibitorische Konzentration) Werte der verschiedenen Fluores-
zenzassays und die Glso (halomaximale Wachstumshemmungs Konzentration) Werte des
MTT Assays wurden mit Hilfe von GraphPad Prism® 5.0 ermittelt. Dabei wurden in einer
nichtlinearen Regression, unter Verwendung der 4-Parameter-logistischen Gleichung
(variabler Hillkoeffizient) im Vergleich zur 3-Parameter-logistischen Gleichung (fixierter
Hillkoeffizient bei 1), sigmoidale Konzentrations-Effekt-Kurven nach folgendem mathe-

matischen Model erstellt.

Top — Bottom

Y = Bottom + 1 + 10((togiCc50—-logX)+Hillkoef fizient)

X = Konzentration der Testsubstanz; Bottom = minimaler Effekt der Testsubstanz (Konzentration 0); Top
= maximaler Effekt der Testsubstanz; Hillkoeffizient = Steigung im Wendepunkt der sigmoiden Kurve;

1Cso = halbmaximale inhibitorische Konzentration der Testsubstanz

Wenn der maximale Effekt der Testverbindungen (Topwert) unterhalb des Topwertes des
verwendeten Standards lag wurde dieser auf den Topwert des Standards fixiert, um die

Konzentrations-Effekt-Kurve zu ermitteln.

7.2.3.9 p-Hamatin Assay

Das Prinzip des Assays ist in Kapitel 4.1.3.3.1 beschrieben.

Der Assay wurde mit leichten Modifikation nach der Vorschrift von Sandra Vargas und
Ralf Oskar Brunner durchgefuhrt [169,170]. Die Verbindungen 20, 23, 29 und 34 wurden

flr diesen Versuch verwendet (Testlosung).
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Verwendete Lésungen

Herstellung

Testlésungen Variante 1

Testlésungen Variante 2

Testlésungen Variante 3

Hé&matin Losung

HEPES Losung 20 mmol/l

Pyridin-HEPES- Lésung (15%)

Natriumacetat Puffer

Positivkontrolle

Negativkontrolle

Weitere:
HCI 1 mol/l
NaOH 10 mol/I

50 mmol/l in HCI 0,1 mol/l / MeOH / DMSO
(5:3:2)

50 mmol/l in MeOH
50 mmol/l in DMSO

6,84 mg Rinder-Hamin in 10 ml NaOH 0,1 mol/I
(frisch herstellen)

238 mg HEPES in 50 ml Wasser

7,5 ml Pyridin auf 50 ml mit HEPES Lésung 20
mmol/I

18 g Natriumacetat + 23,4 ml Eisessig + 17 ml
Wasser; mit NaOH 10 mol/l auf pH 5 einstellen

Chloroquindiphosphat 50 mmol/I; Herstellung wie
Testlésung 1-3

Nur Lésungsmittel, der Testlésungen 1-3
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Durchfiihrung:

Die jeweiligen Pipettierschmata sind in Abbildung 4.6 und Abbildung 4.7 im Kapitel
4.1.3.3.2 dargestellt.

10 ul der jeweiligen Testldsungen, der Positiv- und Negativkontrolle wurden in eine 96-
Well Platte (1,2 ml) pipettiert. AnschlieRend wurde 100 pl der frisch hergestellten Hama-
tin Losung und 10 pl der 1 mol/l HCI-L6sung auf die Platte pipettiert und diese dann bei
900 rpm, 10 Min. bei RT geschiittelt. 60 pul des auf 60 °C temperierten Natriumacetatpuf-
fers wurde auf die Platte gegeben und diese dann bei 900 rpm, 1 Min. bei RT geschdttelt.
Die Platte wurde flir 90 Min. bei 60 °C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation musste
die Platte 10 Min. bei RT abkuhlen und anschlieBend wurde entweder 750 ul der Pyridin-
HEPES- Losung oder 750 pl der 20 mmol/l HEPES-L6sung (als Negativkontrolle fiir den
Pyridin-Ferrohdmochrom Komplex) pipettiert und die Platte bei 900 rpm, 10 Min. ge-
schiittelt.

Die Bildung eines roten Pyridin-Ferrohdamochrom Komplex deutete auf eine Inhibition
der B-Hamatin Bildung hin. Die Replikate die nur mit der 20 mmol/l HEPES-L6sung

versetzt wurden sollten hingegen farblos bleiben.
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Anhang

AbkuUrzungsverzeichnis

ABC- Transporter ATP-binding-casette-Transporter
ABCG2 (BCRP, ABCP, MXR) Breast Cancer Resistance Protein
ABCB1(P-gp, MDR1) P-Glycoprotein

ABCC1 (MRP1) Multidrug resistance-associated protein 1
ADP Adenosindiphosphat

ALD Adrenoleukodystrophie

AML Akute Myeloische Leukémie

ATP Adenosintriphosphat

&q. aquivalent

BOC-Anhydrid Di-tert-butyldicarbonat

Calcein-AM Calcein-Acetoxymethylester

CsA Cyclosporin A

DC Dinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon
DMAP 4-(Dimethylamino)-pyridin

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EA Elementaranalyse

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtOH Ethanol

FPIX Ferriprotoporphyrin X

FTC Fumitremorgin C

FTIR Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer
GFP green fluorescent protein

HCI Salzsdure

HVC-Modell Hydrophobic Vacuum Cleaner-Modell
1Cso halbmaximale inhibitorische Konzentration
Isoprop. Isopropanol

k.A. keine inhibitorische Aktivitat

KHP Krebs-HEPES-Puffer

M Mittelwert

MDR Multidrug Resistance

MeOH Methanol

Min. Minute
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MTT

zolium-bromid

MW

NBD

NMR
J
3
ppm
S
d
dd
dt
t
m

PBS

pICso

rpm

RT

SD

Sf9

Smp.

SN-38

Std.

TBAB

t-BuOH

TEA

TFA

THF

TMD

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-

Mikrowelle
Nucleotidbindungsdomane
Kernspinresonanzspektroskopie
Kopplungskonstante

chemische Verschiebung

parts per million

Singulett

Dublett

Doppeldublett

Dublett vom Triplett

Triplett

Multiplett

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
negativen dekadischen Logarithmus des ICso
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Standardabweichung

Spodoptera frugiperda Ovarzellen
Schmelzpunkt
7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin
Stunde
Tetrabutylammoniumbromid
tert-Butanol

Triethylamin

Trifluoressigséure
Tetrahydrofuran
transmembrandre Doméne
Wellenlénge

Pi

Sigma
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