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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteom und posttranslationale Proteinmodifikationen (PTMs)

Das Genom umfasst alle vererbbaren Informationen eines Individuums. Die darin
enthaltenen Informationen werden jedoch weiter verarbeitet: Die DNA wird durch
Transkription in die entsprechende RNA uUbersetzt; Die RNA wird dann prozessiert und
nachfolgend durch Translation in die entsprechenden Proteine Ubersetzt (vgl. Abb.1).

Mit jedem Schritt nimmt dabei die Vielfalt und Komplexitat zu.

modifizierte Proteine: z.B. durch PTM

native Proteine
Proteom

Transkriptom

1

Genom

Abbildung 1: Vom Genom zum Proteom

Der Begriff Proteom beschreibt nicht nur alle im Genom direkt codierten Proteine,
sondern umfasst die Gesamtheit aller Proteinisoformen und deren Modifikationen einer
Zelle bzw. eines Organismus (vgl. Abb. 2) zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter
definierten Umstanden. Wahrend das Genom eine feste Menge an Informationen
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1. Einleitung

beinhaltet, umfasst das Proteom alle im Genom codierten Proteine, aber zusatzlich
auch noch alle alternativen Splice-Formen davon, alle nachtraglich modifizierten
Proteine, alle wahrend des Proteinabbaus auftretenden Zwischenstufen, sowie alle
durch Zusammenlagerung von einzelnen Proteinen entstehenden Komplexe. Das
Forschungsfeld der Proteomik beschaftigt sich folglich mit der strukturellen
Beschreibung von Proteinen und deren Interaktionen untereinander (insbesondere

auch in Multi-Protein-Komplexen).l3)

Abbildung 2: Gleiches Genom — unterschiedliches Proteoml'], [2]

Im Jahr 2014 haben die Gruppen um Gowda & Pandey sowie Farber & Kuster
unabhangig voneinander Proteom-Datenbanken verdéffentlicht, die aus verschiedenen
Geweben und Zelllinien gewonnen werden konnten und etwa 84 % bzw. >90 % des
humanen Proteoms abdecken.®} [l Farber & Kuster konnten zeigen, dass etwa 10.000
— 12.000 Proteine zusammen ein ,Basis-Proteom“ ausbilden, das in den
verschiedensten Geweben ubiquitar zu finden ist. Dieses ist vor allem an generellen
Kontrollfunktionen und an der Aufrechterhaltung allgemeiner Vorgange in Zellen
beteiligt.!

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) ermoglichen es im Organismus, die in einer
begrenzten Anzahl von Genen codierte und somit limitierte Anzahl von Proteinen
flexibel zu modifizieren und an unterschiedliche Anforderungen anzupassen. So
kénnen die vorhandenen Proteine z.B. fur ein bestimmtes Entwicklungsstadium eines
Organismus adaptiert werden oder aber auf verschiedene physiologische Vorgange
oder Umwelteinflisse abgestimmt werden. Uber 200 verschiedene Arten von PTMs
sind bekannt. Prominente Beispiele sind die Protein-Phosphorylierung
oder -Acetylierung.l’} 81 Bisher weniger bekannt, jedoch flr die vorliegende Arbeit von
2



1. Einleitung

besonderem Interesse, ist die ADP-Ribosylierung als posttranslationale
Proteinmodifikation. Bei dieser reversiblen PTM werden verschiedene Aminosauren

im Protein (z.B. Arg, Lys, Glu bzw. R, K, E) enzymatisch mit ADP-Ribose-Einheiten

verknupft.[’l. ¥l Die ADP-Ribose-Untereinheiten stehen aus NAD* zur Verfligung.

1.2 NAD* und NADP* aus Niacin

5°-Phosphoribosyl-
Niacin pyrophosphat

Das Coenzym NAD* (und auch das nahe
verwandte NADP*) wird im Korper aus

Vitamin B3 (Niacin) gewonnen.  Dabei

P kondensiert erst Niacin mit
tl'lJ N 5°-Phosphoribosylpyrophosphat zu
'O_T_o 5 :o: Nicotinatmononucleotid, dieses wird dann
© v unter Pyrophosphat-Abspaltung mit AMP (aus
Nicotinatmononucleotid ATP) verknupft. Abschliellend wird dann noch
ATP unter ATP-Verbrauch Ammoniak aus der
Pyrophosphat Amidgruppe eines Glutamins auf die
ATP |, Glutamin Carboxylatgruppe des Nicotinats Ubertragen
ADP +P 4\ Glutamat (vgl. Abb.3). Durch Phosphorylierung der
o 2’-Hydroxylgruppe der Adenin-Ribose-
X NH, Untereinheit kann NAD*® zu NADP* weiter
. & umgesetzt werden.[Bl ['T NAD* ist im Korper an
-o—y'—o . verschiedensten RedOx-Reaktionen beteiligt,
k J dient aber unter anderem auch als
OH OH NHz Donormolekiil bei der Ubertragung von ADP-
0 </ | SN Ribose-Resten auf Proteine (zu Details siehe
N N) Abb. 4).111
-o—ﬁ—o o
0
OH O
NAD*

Abbildung 3: Biosynthese von NAD* aus Niacin
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1.3 Das Writer-Reader-Eraser-Konzept

Posttranslationale Proteinmodifikationen (PTM) bieten die Moglichkeit, die im Genom
verankerten starren Informationen nachtraglich und bedarfsorientiert auf verschiedene
Umwelteinflisse, Stoffwechselsituationen oder diverse andere Anforderungen
anzupassen. Dafur ist es notwendig, dass ein dynamisch reguliertes System mit
verschiedenen Komponenten zur Verfugung steht, das diese Modifikationen an den
Proteinen anbringt (Writer), das Ablesen der Proteinmodifikation erlaubt (Reader) und
das durch Abspalten der Modifikation eine Ruckkehr zum Ursprungszustand
ermdglicht, wenn die dadurch Ubermittelte Information nicht mehr bendtigt wird
(Eraser). Die Aktivitaten von Writer und Eraser stehen in einem Gleichgewicht. Die
eigentlichen Writer, Reader bzw. Eraser sind jeweils katalytisch aktive Zentren von
komplexen Proteinen.l'?: ['31 Im Folgenden ist das Writer-Reader-Eraser-System fiir

die ADP-Ribosylierung von Proteinen beschrieben.

Writer

In Eukaryonten sind uber 20 Enzyme bekannt, die ADP-Ribose (ADP-R) auf
verschiedene Substrate Ubertragen kénnen. Die einzelnen Vertreter kbnnen in zwei
Gruppen eingeteilt werden: extrazellulare und intrazelluldre Enzyme.!'¥! Die Mitglieder
der Proteinfamilie der poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPs) gehdren zu den
intrazellular aktiven Enzymen. Sie sind in der Lage, einzelne ADP-Ribose-Reste oder
auch Ketten aus mehreren ADP-Ribose-Resten als PTM auf ein Akzeptor-Protein zu

»Schreiben®. Die PARP-Familie wird in Kapitel 1.5 naher dargestellt.

Die mono-ADP-Ribosylierung von Proteinen kann auf3erdem durch verschiedene
Toxine aus Bakterien induziert werden, wie z.B. Diphteria-, Cholera-, Pertussis- oder
Clostridien-Toxine, und spielt eine Rolle in der Pathogenese verschiedener

Krankheiten wie beispielsweise Cholera oder Botulismus.['5! [6]

Reader

Der erste bekannte Reader fur ADP-Ribose-Protein-Modifikationen wurde als ,PAR-
binding motif‘ (PBM) bezeichnet. Diese Domane ist bei sehr vielen Proteinen mit

unterschiedlichsten Funktionen zu finden und deutet dadurch bereits darauf hin, wie

4



1. Einleitung

weit verbreitet die Regulation von Proteinen Uber mono- bzw. poly-ADP-Ribosylierung

(MARYylierung bzw. PARYylierung) ist.

Eine weitere Reader-Domane fur ADP-R-Reste ist der ,PAR-binding Zinkfinger* (PBZ).
Sie erkennt zwei aneinander gebundene ADP-R-Einheiten innerhalb einer Kette aus
ADP-Ribosyl-Resten.

Die ,WWE-Domain“ ist nach drei in ihrer Sequenz konservierten Aminosauren benannt
(Trp-Trp-Glu bzw. W-W-E). Sie konnte bisher nur in zwei Proteinfamilien gefunden

werden: PARPs und Ubiquitin-Ligasen. Sie bindet bevorzugt iso-ADP-Ribose.l'"]

.Macrodomains“ sind Reader fir mono-ADP-Ribose-Einheiten (MAR). Dennoch
kodnnen manche Macrodomains auch Proteine, die poly-ADP-Ribose-Ketten tragen
erkennen, sie interagieren dabei aber dennoch nur mit der terminalen ADP-R-Einheit
der Kette. Aullerdem erkennen Macrodomains auch O-Acetyl-ADP-Ribose-
Modifikationen an Proteinen (vgl. Abb. 4). Macrodomains sind evolutionar hoch
konservierte Strukturelemente aus 130-190 Aminosauren, die neben ihrer Reader-

Funktion teilweise auch hydrolytische Aktivitat zeigen.!'4

Macrodomain Typ |

2
. . / ‘ o
Protein . Protein )
+NAD " -
- Niacin ﬁ ﬁ N
= o O—T—O—T—o o
o o
MARylierung
OH OH OH OH
*+NAD" ) Rylierung
NH. - Niacin
i
< ‘ WWE-Domain NH,
Protein N P PBZ
N
D T T R
/- o </ ‘ PBZ NH,
o N/
i S S P
oH o 0—P—-0—P—0— o ‘ ) NH
7 - o e
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N
i Iy
OH OH OH o o 0—FP —P— ° . ‘
\ [ P e, . -
o o ﬁ (‘)‘

Macrodomain Typ Il OH OH

Abbildung 4: MARylierung, PARYylierung und die entsprechenden Reader-Domains: Macrodomains
vom Typ | erkennen MAR-Reste an Proteinen, WWE-Domain bzw. PBZ erkennen unterschiedliche
Bereiche in der PAR-Kette, Macrodomains vom Typ Il erkennen die endstdndige ADP-Ribose-Einheit
einer PAR-Kettel'8]
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Weiterhin sind FHA- (forkhead-associated) und BRCT-Domains (BRCA1 C-terminal),
sowie verschiedene RNA- bzw. DNA-Bindungsmotive als Reader fur ADP-
Ribosylierung bekannt. Da sie fur diese Arbeit keine Rolle spielen, soll hier nicht weiter

darauf eingegangen werden.['?]

Eraser

Der Abbau von pADP-R-Ketten erfolgt unter anderem durch die Glycohydrolase PARG
(Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolase). Dabei handelt es sich um ein Enzym, das
bevorzugt als Exoglycosidase, optional aber auch als Endoglycosidase fungiert.!'"]
Weitere Enzyme, die den Abbau von PAR- bzw. MAR-Modifikationen durch
Abspaltung von AMP-Einheiten katalysieren sind beispielsweise ARH3 (ADP-ribosyl-
hydrolase 3), TARG 1 (ADP-ribose glycohydrolase 1), MacroD1 und MacroD2. Wie im
Namen der beiden letzteren ersichtlich, tragen diese Enzyme (wie auch PARG)
Macrodomains, die ADP-Ribose-Einheiten nicht nur erkennen, sondern auch
hydrolytisch abbauen kénnen. MacroD1 und MacroD2 spalten bevorzugt die MAR-

Einheit ab, die direkt mit dem Protein verkn(ipft ist.['3} [19]

1.4 Macrodomain-containing-proteins (MCP)

Es sind 11 humane Proteine bekannt (vgl. Abb. 5), die Macrodomains tragen, darunter
drei poly(ADP-Ribose)-Polymerasen, die jeweils zwei (PARPO@X, PARP15@X) bzw.
drei (PARP14@X) Macrodomains tragen (vgl. Kapitel 1.5). Auflerdem gibt es drei
Histonvarianten sowie verschiedene Glycohydrolasen, die Macrodomains tragen.['?
Macrodomains als Reader sind also in verschiedenen Enzymen gemeinsam mit
Writern, aber auch Erasern fir ADP-Ribose-Modifikationen vorhanden.!'3l Manche
Macrodomain-containing-proteins zeigen noch weitere katalytische Aktivitaten, wie
z.B. die Hydrolyse von O-Acetyl-Ribose (OAR) oder auch Phosphatase-Aktivitat.
Bisher relativ gut erforscht ist der Zusammenhang zwischen verschiedenen MCPs und
der Zellantwort auf DNA-Schaden, dennoch spielen diese Proteine auch in vielen

anderen Bereichen eine Rolle.['4]
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PARPI@1
PARP14@1

MacroD1
MacroD2

MacroD3 macroH2A1.1

macroH2A1.2
macroH2A2

PARP14@3 CHD1L

C6orf130

PARPI@?2

PARP15@2
PARP14@2 PARP15@1

PARG

Abbildung 5: Phylogenetischer Stammbaum der Macrodomains aller bekannten Macrodomain-
containing-proteins

1.5 Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARPSs)

Bisher sind 18 Mitglieder der PARP-Familie bekannt. Einige davon fungieren
tatsachlich als poly(ADP-Ribose)-Polymerasen, sie bauen an spezifischen
Aminosauren lineare oder verzweigte Ketten unterschiedlicher Lange aus ADP-
Ribose-Einheiten (ADP-R) auf. Andere Mitglieder dieser Familie sind mono(ADP-
Ribose)-Polymerasen, sie uUbertragen nur einen ADP-Ribose-Rest auf das Protein.
Zusétzlich werden noch einige PARPs auf Grund struktureller Ahnlichkeiten dieser
Familie zugerechnet, obwohl sie keine katalytische Aktivitat zeigen (vgl. Tab. 1). Im
Jahr 2015 wurde eine alternative Bezeichnung fur die Proteinfamilie etabliert: ARTD
(ADP-ribosyltransferase, diphteria toxin-like). Sie ist formal die richtigere
Bezeichnung, da eben nicht alle Mitglieder der Familie tatsachlich poly(ADP-Ribose)-
Einheiten auf Proteine Ubertragen und die Enzyme eigentlich Transferasen und keine

Polymerasen sind.[13}. [16]
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Name weitere Bezeichnungen ubertragene Einheit
PARP1 ARTD1 PAR, verzweigt
PARP2 ARTD2 PAR

PARP3 ARTD3 MAR

PARP4 ARTD4, vPARP MAR

PARP5A ARTDS5, Tankyrase 1 OAR

PARP5A / 6 ARTDG6, Tankyrase 2 OAR

PARP6 ARTD17 MAR

PARP7 ARTD14, tiPARP, RM1 MAR

PARP8 ARTD16 MAR

PARP9 ARTD9, BAL1 keine Aktivitat bekannt
PARP10 ARTD10 MAR

PARP11 ARTD11 MAR

PARP12 ARTD12, ZC3HDCA1 MAR

PARP13 ARTD13, ZC3HAV1, ZAP1 keine Aktivitat bekannt
PARP14 ARTDS8, BAL2, CoaSt6 MAR

PARP15 ARTD7, BAL3 MAR

PARP16 ARTD15 MAR

TPT1 ARTD18 keine Aktivitat bekannt

Tabelle 1: Proteine der PARP-Superfamilie mit ihren alternativen Bezeichnungen('8l

Die einzelnen Mitglieder der PARP-Familie sind Multi-Domain-Enzyme und an vielen
verschiedenen Prozessen in der Zelle beteiligt, beispielsweise an der Regulation der
Transkription, am Ausbilden der Spindel wahrend der Zellteilung, an der
Immunantwort, der Reparatur von DNA-Schaden oder an Transportmechanismen
innerhalb der Zelle.['" [3]. [19]

PARP-Inhibitoren sind auf Grund ihres Eingriffs in zahlreiche physiologische Vorgange
potentiell als Wirkstoffe z. B. zur Krebstherapie, zur Behandlung kardiovaskularer

sowie neurodegenerativer Erkrankungen geeignet.[® [13]. [20]



1. Einleitung

PARP14

Die poly(ADP-Ribose)-Polymerase 14 ist auch unter den Namen ARTD 8 (ADP-
ribosyltransferase, diphteria toxin-like 8), BAL2 (B-agressive lymphoma 2) und CoaSt6
(Collaborator of STAT6) bekannt.l?! Sie gehort zur Untergruppe der macroPARPSs; Die
Mitglieder der PARP-Familie, die Macrodomains tragen (PARP9/PARP14/PARP15).
Das Protein ist aus 1801 Aminosauren aufgebaut und enthalt drei Macrodomains, ein
RNA-recognition-motif, sowie eine WWE-Domain und C-terminal (wie die meisten
anderen Vertreter dieser Familie) die PARP-Domain selbst (vgl. Abb. 6). [11}. [13]. [18]

ART /
-‘ Macro Macro Macro WA= PARP

Abbildung 6: Aufbau der PARP14 (ART = PARP: ADP-R-Transferase; WWE: WWE-Domain; Macro:
Macrodomain; RRM RNA-recognition motif)[*3l

Bereits der alternative Name BAL2 (B-aggressive lymphoma) deutet an, dass PARP14
bei bestimmten Vorgangen in B-Lymphozyten (jedoch auch in T-Lymphozyten) eine
Rolle spielt. PARP14 ist in verschiedenen aggressiven Lymphomen Uberexprimiert. In
Experimenten mit Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass PARP14 einen
Interleukin-4-induzierten Apoptoseschutz in B-Zellen vermittelt. AuRerdem ist PARP 14
an der Differenzierung von B-Vorlauferzellen sowie an der IgA-vermittelten
Immunantwort beteiligt.[?? 231 PARP14 begtinstigt in T-Zellen, durch MARylierung der
Transkriptionsrepressoren Histondeacetylase 2 und 3 (HDAC2/HDAC3), die
Anlagerung des Transkriptionsfaktors STAT6 nach Interleukin-4-Stimulation an seine
Promotor-Region. Dadurch wirkt PARP14 protektiv gegen apoptotische Vorgange in
verschiedenen Zelltypen und reguliert auf gleiche Weise die Differenzierung von TH2-

Zellen.[1. 1141, [16]

Des Weiteren kann PARP14 Uber seine Macrodomains mit ADP-R-markiertem
PARP10 (einem Interaktionspartner des Transkriptionsfaktors MYC, einem Proto-
Oncoprotein) und mit dessen MARYylierten Substraten interagieren.['3 [14. [24]
Aulerdem spielt PARP14 eine Rolle bei Entzindungsgeschehen (als
antiinflammatorischer Faktor, z.B. bei Allergien)'l der Regulation des



1. Einleitung

Zellmetabolismus, der Aus- und Ruckbildung von Membranausstulpungen von Zellen
(durch Interaktion mit fokalen Adhasions-Komplexen), bei der Prozessierung von RNA

im Zellkern und der Transkription, sowie in verschiedenen Tumorarten.['4 [19]. [25]

In sich schnell teilenden Tumorzellen verlagert sich die Energiegewinnung in Richtung
der ,aeroben Glykolyse®. Dieser als Warburg-Effekt bezeichnete Vorgang geht oft
einher mit sehr aggressiven Tumoren (beispielsweise dem hepatozellularen Karzinom,
HCC) und einer schlechten Prognose flr den Patienten. PARP14 ist in vielen soliden
Tumoren (z.B. im HCC) stark hochreguliert und fuhrt durch Inaktivierung des pro-
apoptotischen Proteins JNK1 (c-Jun N-terminale Kinase) zu einer verringerten Aktivitat
von PKM2 (einer tumorspezifischen Isoform der Pyruvat-Kinase), wodurch der
Warburg-Effekt  (also  schnelles Tumorwachstum sowie antiapoptotische

Eigenschaften der Zellen) beglinstigt wird.[?6]

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass die mono-ADP-Ribosylierung von Proteinen eine
wichtige Rolle bei der Beseitigung von DNA-Schaden spielt, insbesondere im Rahmen
der homologen Rekombination (HR), einem Mechanismus zur Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen. PARP14 dient dabei nicht nur als Writer, sondern Uber seine
zweite Macrodomain (PARP14MD2) gleichzeitig als Reader von m-ADP-R-
Modifikationen an Proteinen (z.B. von PARP10). Die homologe Rekombination ist
einerseits essenziell fir die Stabilitdt des Genoms einer Zelle und schitzt diese
dadurch vor Entartung. Andererseits ist die HR einer der Hauptschutzmechanismen,
die Tumorzellen gegen verschiedene Chemotherapeutika einsetzen.l'®: 271 Somit
konnten Inhibitoren von PARP14, insbesondere von dessen zweiter Macrodomain, als

Sensitizer flir Tumorzellen auf bestimmte Zytostatika genutzt werden. 2%

Dafur spricht auch ein aktuell von der EMA und der FDA als Orphan Drug zugelassener
PARP-Inhibitor fir Patientinnen mit ,high-grade“ ser6sem epithelialem
Ovarialkarzinom. Das Arzneimittel Lynparza™ (Wirkstoff: Olaparib, vgl. Abb. 7) greift
in zellulare Reparaturmechanismen fur DNA-Schaden ein, die wahrend der Zellteilung
auftreten konnen. Dieser Wirkstoff hemmt als ,dirty drug“ allerdings verschiedene
Mitglieder der PARP-Familie, u.a. PARP1 und PARP5A-Tankyrase 2.1281 [29]. [30]
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1. Einleitung

Da die verschiedenen Mitglieder der PARP-Familie in so viele unterschiedliche
Mechanismen in Zellen regulierend eingreifen, ware ein moglichst selektiver Inhibitor
fur PARP14, oder idealerweise fur die einzelnen Domains (Macro/RRM/WWE/PARP),
wunschenswert: Einerseits als molekulares Werkzeug, um die Funktion von PARP14

besser verstehen zu lernen, andererseits moglicherweise als Leitstruktur flir neue

Arzneistoffe.

Abbildung 7: Olaparibl?®!
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

2. Themenstellung und Syntheseplanung
2.1 Themenstellung

2.1.1 Aufbau eines Assays fiir ein Macrodomain-high-throughput-screening

durch unseren Kooperationspartner in Oxford

Wahrend eines Projekts unseres Kooperationspartners in Oxford sollte ein
Primarscreening fur Verbindungen mit Aktivitdt an ADP-Ribose-bindenden Proteinen
und humanen Macrodomains etabliert werden. Zu Beginn des Projekts wurden die
Differential Scanning Fluorimetrie (DSF, auch Thermal Shift Assay genannt) sowie der
ALPHA-Screen als mdgliche geeignete Methoden fir die Testung mittlerer bis groler

Substanzbibliotheken in Betracht gezogen.

Das Messprinzip der DSF beruht auf einer Stabilisierung des Proteins durch die
Anlagerung eines Liganden. Setzt man ein Protein einer kontinuierlichen
Temperaturerhdhung aus, so denaturiert es bei seiner spezifischen
»~>chmelztemperatur®. Bei diesem Denaturierungsvorgang gelangen die hydrophoben
Teile des Proteins, die normalerweise im Inneren liegen, nach auf3en und ein zuvor
zugesetzter lipophiler Fluoreszenzfarbstoff kann sich anlagern, dadurch ist ein Anstieg
der Fluoreszenz im System messbar. Die Zugabe eines Liganden kann diesen
Schmelzpunkt durch eine Stabilisierung der Struktur erhéhen.Bl Im Falle der
Macrodomains ist die Stabilisierung durch Liganden sehr gering, so dass die
Unterschiede der Schmelztemperaturen des nativen Proteins und des Protein-Ligand-

Komplexes nicht sonderlich aussagekraftig sind.

Der ALPHA-Screen ist ein klassischer Proximity-Assay. Gemessen wird hier ein
Signal, das durch die raumliche Nahe zweier Strukturen zueinander entsteht, in
diesem Fall zwischen der Macrodomain und einem ADP-ribosylierten Peptid. Das
Erkennen der Zielstruktur durch die Macrodomain, wird in Anwesenheit eines Inhibitors
verhindert, die beiden Strukturen stehen dann nicht mehr in rdumlicher Nahe
zueinander und das Messsignal wird entsprechend abgeschwécht.[32 [33]. [34]. [38] Dijese
Methode ist in Kapitel 4.1.1 noch einmal genauer beschrieben. Es zeigte sich, dass

13



2. Themenstellung und Syntheseplanung

der ALPHA-Screen die geeignetere Methode fur die Bestimmung der Aktivitaten von

niedermolekularen Substanzen an verschiedenen Macrodomains ist.

2.1.2 N-(2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl)acetamid (1) als Leitstruktur

Nach der Etablierung und Optimierung des Assays in Oxford erfolgte ein Screening
von ca. 1000 Verbindungen. Etwa 200 Substanzen davon stammten aus unserem
Arbeitskreis. Gehring!3¢! entwickelte im Rahmen seiner Dissertation Kinase-Inhibitoren
sowie Modulatoren fur verschiedene zelluldre Charakteristika im Bereich der
Alzheimer-Erkrankung, ausgehend von der Leitstruktur Desaza-Annomontin. Die
Leitstruktur wurde aus dem Naturstoff Annomontin (vgl. Abb. 8) entwickelt, einem

Alkaloid aus dem tropischen Baum Annona montana (Annonaceae)i®’].

N N

Abbildung 8: Das Alkaloid Annomontin (2) und sein Analogon Desaza-Annomontin (3)

Neben zahlreichen anderen Substanzen wurden mehrere Desaza-Analoga von
Annomontin aus der Arbeit von Gehring getestet, die alle als Grundgertst ein an

Position 1 substituiertes Arylcarbazol haben (vgl. Abb. 9 und 10).
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

R'=Br R?=H R®=H R*=H
R'=H R?=cl R%®=cCl R*=H
R'= R?2=cCcl R®=Cl R*=Me
R'=H R?=Cl R3%=Cl R*=Bn

N o g b

Abbildung 9: Desaza-Annomontin-Derivate von Gehring, die im High-Throughput-Screening an
verschiedenen Macrodomains getestet wurden

O

° = AN N/ N) N/ cl

12
b ) /E ; N/CH3(_5\
AN CH,
HN [ j 16 ”
N
18

14

Abbildung 10: Auswahl von Verbindungen aus dem High-Throughput-Screening, die von Gehring
synthetisiert wurden
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Trotz der vielen ahnlichen Strukturen zeigte nur eine einzige Verbindung (1, Abb. 10)
im ALPHA-Screen eine sehr gute Aktivitat gegen die zweite Macrodomain von
PARP14 (PARP14MD2). Der Vergleich der relativ ahnlichen Verbindungen
miteinander (vgl. Abb. 10) lie3 erahnen, dass insbesondere der Acetamidrest von

Bedeutung fur die Aktivitat am Protein sein konnte.

Der ALPHA-Screen wurde als dose-response-Experiment bei nur einer Konzentration
durchgefuihrt. Um das Ergebnis zu bestatigen und um gleichzeitig eine quantitative
Aussage zu den inhibitorischen Eigenschaften der Verbindung 1 treffen zu kénnen,
wurden die ALPHA-Screen-Ergebnisse mittels Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
bestatigt. Bei der ITC werden Protein- und Ligandlésung unter isothermen
Bedingungen portionsweise vermischt. Dabei wird die Leistung (im Vergleich zu einer
Referenzzelle) ermittelt, die bendtigt wird um im Reaktionsgefald den isothermen
Zustand zu erhalten. Diese Methode wird in Kapitel 4.1.2 genauer erlautert. Mit der
ITC konnte die inhibitorische Aktivitat von Verbindung 1 bestatigt werden, es wurde

eine Dissoziationskonstante von 640 nM ermittelt.

Die Verbindung 1 war der erste bekannte Inhibitor fur die zweite Macrodomain von
PARP14. Da zu diesem Zeitpunkt die genaue Funktion von PARP14(MD2) noch nicht
bekannt war, eréffnete ein potenter und selektiver Inhibitor die Mdglichkeit aufzuklaren,
an welchen Vorgangen in der Zelle das Protein beteiligt ist bzw. in welche Signalwege

PARP14 durch das Erkennen der ADP-Ribosylierung an anderen Proteinen eingreift.

Meine Aufgabe war daher die rationale Synthese von Strukturanaloga von 1 und die
Analyse von Struktur-Wirkungs-Beziehungen in dieser Stoffklasse. Im Idealfall sollten

hierbei sowohl die Aktivitat als auch die Selektivitat weiter gesteigert werden.

2.1.3 Variationen der Leitstruktur

Das Hauptziel der Arbeit bestand in der Aufklarung von Struktur-Aktivitats-
Beziehungen anhand von Analoga der Leitstruktur 1. Die niedermolekulare
Verbindung 1 besitzt einen relativ Ubersichtlichen Aufbau. Grundkérper,
Phenylsubstituent und die Amid-Funktion bieten vielfaltige Variationsmdglichkeiten.

Am Ringsystem des Grundkérpers (Ringe A - C) sowie am Phenyl-Substituenten

16



2. Themenstellung und Syntheseplanung

sollten verschiedene Variationen durchgefiuhrt werden. Auferdem sollte die
Amidfunktion variiert werden (vgl. Abb. 11).

I
I

Abbildung 11: Der tricyclische Grundkdrper, der Phenylsubstituent (Ph) und die Amid-Funktion bieten
vielfaltige Variationsmaoglichkeiten

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die Leitstruktur so zu verandern, dass weitere
Wechselwirkungen (z.B. Wasserstoffbrickenbindungen) zum Protein ausgebildet
werden kdnnen, die mdglicherweise zu einer Steigerung der Aktivitat fihren. Denkbar
waren hier ebenfalls Variationen an der Amidgruppe, das Einfuhren weiterer
Substituenten an den aromatischen Ringen oder das Einfihren von Heteroatomen in
die bestehenden Ringsysteme (vgl. Abb. 12). Die durch weitere Interaktionen
gefestigte Bindung sollte die Mdglichkeit eréffnen, das Protein mit seinem Liganden
gemeinsam zu  kristallisieren. Aus  Kiristallisationsexperimenten  kdnnen
dreidimensionale Modelle erstellt werden, aus denen Ruckschlisse auf Interaktionen
zwischen den Bindungspartnern gezogen werden koénnen. Diese Informationen
wurden das Ableiten von Struktur-Aktivitats-Beziehungen erlauben, aber gleichzeitig
auch das rationale Design eines noch potenteren und selektiven Analogons

unterstitzen.
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Abbildung 12: Ins Auge gefasste Positionen fiir das Einflihren von Heteroatomen (X) beziehungsweise
fur Veranderungen an der Amidgruppe (R)

Aulierdem war es Ziel dieser Arbeit, anhand verschiedener Verbindungen zu zeigen,
ob Selektivitdt gegenlber den anderen Macrodomains besteht. Macrodomains sind
evolutionar hochkonservierte Proteindomanent®8, daher konnte das Erreichen von
Selektivitat eine gewisse Schwierigkeit darstellen. Zu Beginn meiner Arbeit waren die
Assays unseres Kooperationspartners in Oxford, die die Aktivitat der Verbindungen an
anderen Macrodomains zeigen sollten, noch im Aufbau, also konnte anfangs noch
keine Aussage zur Selektivitat der Leitstruktur 1 getroffen werden. Mit den
Ergebnissen aus der Testung der Leitstruktur und den Informationen, die ein 3D-
Modell der Verbindung liefern kann, sollte spater festgelegt werden, mit welchen

Eigenschaften sich die Selektivitat der Leitstruktur gegebenenfalls verbessern lasst.

Zusammenfassend sollten ausgehend von der Leitstruktur 1 Analoga entwickelt
werden, mit denen sich Struktur-Aktivitats-Beziehungen aufklaren lassen und die
idealerweise fur die Co-Kristallisation geeignet sind. Aul3erdem sollte die inhibitorische

Aktivitat, sowie insbesondere die Selektivitat der Verbindung gesteigert werden.

2.2 Syntheseplanung

2.2.1 Variationen der Acetamidfunktion der Leitstruktur 1

Fur die Darstellung verschiedener Amid-Analoga bot es sich an, von einer zentralen
Zwischenstufe mit einer Anilin-Partialstruktur auszugehen. Daflr sollte analog der von
Gehringl3®! durchgefiihrten Synthese der Leitstruktur vorgegangen werden. Zunachst
sollte in einer Fischer-Borsche-Reaktion mit 2-Bromphenylhydrazin (21) und

Cyclohexanont®® 19 nach anschlieRender Oxidation mit Chloranill*!l, die Vorstufe
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

1-Brom-9H-carbazol (19) dargestellt werden. Diese Vorstufe sollte dann Uber eine
Suzuki-Miyaura-Kupplung mit einer geeigneten Boronsaurel*? zur gewlinschten

zentralen Zwischenstufe 20 fihren (vgl. Abb. 13).

Fischer-
Borsche
+ q
/NHZ
N
H of
Br

21 22
Chloranil
O Suzuki
B(OH),
NH2 N
H Br
19

Abbildung 13: Darstellung der zentralen Zwischenstufe 20

Ausgehend von Verbindung 20 konnen  durch  Derivatisierung  mit
Carbonsaurechloriden!*3l oder -anhydriden verschiedenste Analoga der Leitstruktur 1
hergestellt werden. Weitere Modifikationen sollten z.B. durch den Einsatz von
Sulfonsaurechloriden moglich sein. Durch Umsetzung von Verbindung 20 mit
Isocyanaten oder Isothiocyanaten sollten sich Harnstoffe bzw. Thioharnstoffe

darstellen lassen.

2.2.2 Variationen des Phenylsubstituenten

Bei der Darstellung der Leitstruktur durch Gehring!3®! wurde 1-Brom-9H-carbazol (19)
in einer Suzuki-Kupplung mit 2-Acetamidophenylboronsdure (24) verknupft. Da

Boronsauren mit ortho-standiger Acetamidogruppe nur in sehr begrenztem Umfang
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

kauflich zur Verfigung stehen, sollte hier ein anderer, flexiblerer Syntheseweg eroffnet

werden.

Eine Arbeit von Merkull* beschreibt eine Methode zur Funktionalisierung eines
Indolgrundkorpers, ausgehend von einem Bromindol zum Pinacolester mit direkt
anschlieBender Kreuzkupplung mit verschiedenen Halogen(hetero)aromaten. Sollte
die Borylierung auf den hier bendtigten Carbazol-Grundkorper Ubertragbar sein, so
bestiinde die Moglichkeit, ausgehend von N-geschutztem 1-Bromcarbazol (25) und
unterschiedlichen halogenierten (Hetero)aromaten zu einer Vielzahl neuer

Zielverbindungen zu gelangen (vgl. Abb. 14).

O O N 1) R-Hal, Pd(PPhs), O Q
—— | >
s

B
N M ,/ O 2) TBAF N

| Br 0 H R
SEM
25 L 26 _

Abbildung 14: Geplante Borylierung des Carbazolgrundkoérpers mit anschlielRender Kreuzkupplung in
Anlehnung an Merkul44!

Falls diese Methode nicht zum Ziel fUhrt, kdnnten alternativ die fur die Suzuki-Kupplung
nach Gehring bendtigten Boronsauren selbst hergestellt werden. Dazu sollten
unterschiedlich substituierte Halogen(hetero)aromaten z.B. angelehnt an Moleele!*®!
mit n-Butyllithium lithiiert und anschlieRend mit Borsauretrimethylester zu den
entsprechenden Boronsauren umgesetzt werden. Alternativ stehen fur die Borylierung
auch andere Reagenzien wie Borsauretriisopropylester(46] oder
Diisopropylaminoboran(*’l zur Verfligung. Wahlweise sollten unter Verwendung
geeigneter Reagenzien wie z.B. Bispinacoldiboran*® auch die stabileren

Boronsaureester dargestellt werden kdnnen.
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

2.2.3 Variationen des Carbazolgrundkorpers

Um mdglichst variabel neue Reste an verschiedenen Positionen des Grundkdrpers
anfligen zu kdnnen, war es erforderlich, diesen jeweils neu aufzubauen. Je nachdem
an welchem der drei Ringe des Grundkorpers (vgl. Abb. 11) eine Variation erfolgen

sollte, waren verschiedene Vorgehensweisen notig.

Ring A:

Wahrend eines Projekts in unserem Arbeitskreis von Tremmel, das parallel zu meiner
Arbeit stattfand, wurden Verbindungen mit B-Carbolin-Grundkorper hergestellt. Im
Zuge dessen wurde von Tremmel auch das Aza-Analogon 27 zur Leitstruktur 1
dargestellt (vgl. Abb. 15). Welche weiteren Variationen an Ring A sinnvoll sind, sollte
unter Einbeziehung der Testergebnisse von Verbindung 27 zu einem spateren

Zeitpunkt festgelegt werden.

\

Iz
P4

~

(o}

Abbildung 15: p-Carbolin-Analogon 27 von Tremmel

Ring B:

Als naheliegende Variante der Leitstruktur 1 sollten Verbindungen dargestellt werden,
bei denen der Pyrrolstickstoff erhalten bleibt, jedoch substituiert mit verschiedenen
Resten ist. Fur erste Testungen mit Verbindungen dieses Musters sollten Substanzen
hergestellt werden, die am Pyrrol-Stickstoff eine Methyl- bzw. Benzyl-Gruppe tragen
(vgl. Abb. 16).
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

2 Q

| 7( 7(

28 29

Abbildung 16: N-substituierte Analoga der Leitstruktur

Die Darstellung der beiden Verbindungen sollte in Anlehnung an den Syntheseweg
der Leitstruktur 1 erfolgen: Dort wurde am Grundkdrper 1-Brom-9H-carbazol (19) Gber
eine Suzuki-Miyaura-Kupplung*? mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24) der
gewilnschte Substituent an Position 1 eingefuhrt. Hier sollten jedoch schon vor dem
Kupplungsschritt die gewiinschten Reste am Pyrrol-Stickstoff eingefuhrt werden. Die
am Stickstoff methylierte Spezies sollte durch Umsetzung von 19 mit dem
Alkylierungsmittel Dimethylsulfat in Anlehnung an eine Vorschrift von Romero-Alet°!
entstehen, flr die Darstellung der N-benzylierten Zwischenstufe sollte Benzylbromid

angelehnt an Milenl® als Alkylanz verwendet werden (vgl. Abb. 17).
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

I N Br
(o) H
\\ /0 Br
oés\ 19
/:/ \
N ! N !
Br Br
30 31
Suzuki l Suzuki
28 29

Abbildung 17: Syntheseplan fur N-substituierte Derivate der Leitstruktur 1

Der Pyrrol-Ring der Leitstruktur bietet unter anderem die Moglichkeit, verschiedene
Variationen durch Austausch des Heteroatoms darzustellen. Es sollte ein Sauerstoff-
und ein Schwefel-Analogon der Leitstruktur 1 entstehen. Ausgehend von dem kauflich
erwerbbaren 4-Bromdibenzofuran (32) sollte iber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung!4?
mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24), angelehnt an die Synthese der Leitstruktur 1,

der gewlinschte Acetamidophenyl-Substituent eingeflihrt werden (vgl. Abb. 18).

Suzuki-Kupplung

»
>

X o)
R
32 X=0 R=Br 24
33 X=S R=|

Abbildung 18: Darstellung des Thia- bzw. Oxa-Analogons (34 bzw. 35)
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Die bendtigte halogenierte Zwischenstufe 33 fir das Schwefel-Analogon sollte
angelehnt an eine Vorschrift von Jung®'l hergestellt werden: Dibenzothiophen (36)
sollte durch regioselektive Ringmetallierung mit n-Butyllithium und anschlieRende
lodierung mit 1,2-Diiodethan die monohalogenierte Verbindung 33 liefern (vgl. Abb.

19), die wiederum in einer Suzuki-Kupplung die Zielverbindung liefern sollte.

O = O =~ O3
2) /\/ s H\(
O
36 33 35

Abbildung 19: Synthese der Zwischenstufe 33 aus Dibenzothiophen 36

Eine andere Moglichkeit, Ring B der Verbindung zu verandern ist, den Pyrrolring an
sich zu verandern. Als Beispielverbindungen sollten das Seco-Analogon 37 und das
Acridon 38 dargestellt werden (vgl. Abb. 20).

©\H H " H
oY LY

Abbildung 20: Die geplanten Verbindungen 37 (Seco-Analogon) und 38 (mit Acridon-Grundkorper)

Fir die Darstellung der beiden Verbindungen (vgl. Abb. 21) sollte aus 2,2 -Dinitro-1,1"-
biphenyl (39) durch Reduktion der beiden Nitro-Gruppen das symmetrische 2,2°-
Diamino-1,1"-biphenyl (40) hergestellt werden. AnschlieRend sollte eine
Desymmetrisierung erfolgen. Eine Arbeit von Wang®? beschreibt die Acetylierung

einer Aminogruppe neben einer zweiten Aminogruppe. Angelehnt daran, sollte der im
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Produkt gewlinschte Acetamidophenyl-Substituent aufgebaut werden und gleichzeitig
noch eine weitere freie Aminogruppe fur die Anknupfung eines (substituierten)

Phenylrests zur Verfigung stehen (vgl. Abb. 21).

39 40 41

Abbildung 21: Geplante Reduktion von 2,2°-Dinitro-1,1"-biphenyl (39) und anschlielende
Desymmetrisierung

Ausgehend von Verbindung 41 sollten das gewlinschte Seco-Derivat 37 und eine
geeignete Zwischenstufe, die nach Ringschluss das Acridon 38 ergibt, Gber mehrere
Wege zuganglich sein. Eine MOoglichkeit ware eine direkte Aminierung und
anschlieBender Aromatisierung mit Cyclohex-2-en-1-on (42) angelehnt an eine
Vorschrift von Barros!®3 (vgl. Abb. 22). Neben der dort beschriebenen Oxidation zum
Aromaten mit lod, sollten auch andere Methoden zum Ziel fihren, wie etwa eine
Palladium-katalysierte Reaktion mit Sauerstoff als Oxidationsmittel®* oder die

Umsetzung mit Titan(IV)chlorid und Triethylamin[®l.,
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g oo
0" v zY

42 R=H

ZI

41

——
~

CER QiR
H lod H
H
DMSO N
37 R=H
43 R=COOMe o o

|

Abbildung 22: Geplante Darstellung des Seco-Analogons 37 bzw. der Zwischenstufe fir das Acridon 43
angelehnt an Barros!®3

Eine andere Mdglichkeit einen weiteren Phenyl-Substituenten mit dem aromatischen
Amin von Verbindung 41 zu verknlipfen bietet die Hartwig-Buchwald-Kupplungf®®! (vgl.
Abb. 23).

R
i
Pd-Kat. : :
HoN
R . 2 _—
[ ] H H
N\”/ NY
o
41

Iz

(o)

37TR=H
43 R = COOMe

Abbildung 23: Geplante Darstellung des Seco-Analogons 37 bzw. der Zwischenstufe 43 flr das Acridon

Uber eine Hartwig-Buchwald-Reaktion
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Aus der Zwischenstufe 43 sollte sich, angelehnt an eine Methode von Watterson(®7],
nach Spaltung des Esters zur freien Saure und Cyclisierung mit Polyphosphorsaure
das Acridon 38 darstellen lassen (vgl. Abb. 24).

N D Base N D PPA
—_— D ——
H H
H H N
N N
o o HO o
o
o (o]
43 44

38

Iz
= o

Abbildung 24: Geplante Esterspaltung und Cyclisierung zum Acridon 38

Um herauszufinden, ob die Wasserstoffbrickendonor-Eigenschaften des Pyrrol-NH
aus der Leitstruktur flr die Bindung des Inhibitors an das Protein von Bedeutung sind,
sollten zwei vom Fluoren abgeleitete Verbindungen hergestellt werden, die eine
Carbonylgruppe beziehungsweise einen sekundaren Alkohol anstelle des Pyrrol-NH
tragen (vgl. Abb. 25).

(2 ()

Abbildung 25: Verbindung 45 mit H-Bricken-Akzeptor-Eigenschaften und Verbindung 46 mit
H-Briicken-Donor-Eigenschaften (im Vergleich zur Leitstruktur 1 nicht im Grundgerust, sondern etwas
aullerhalb lokalisiert)

Als Grundbaustein fir beide Verbindungen sollte sich Biphenyl-2-carbonsaure (47)
eignen. In der Literatur ist eine lodierung nach ortho-Metallierung neben der

Carbonsaure als dirigierende Gruppe beschrieben. AnschlieBend kann die
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

entstehende Zwischenverbindung (48) saurekatalysiert zum 1-lod-9H-fluorenon (49)
cyclisiert werden®8 (vgl. Abb. 26).

Abbildung 26: Darstellung von 1-lod-9H-fluorenon nach Tillyt58!

Verbindung 49 sollte als zentraler Baustein fur die Darstellung der beiden
Zielverbindungen dienen. Uber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung*? mit der geeigneten
Boronsaure sollte sich die erste Zielverbindung 45 darstellen lassen. Eine
anschlielRende schonende Reduktion der Carbonylfunktion, z.B. mit Natriumborhydrid
in Anlehnung an Fominal®®, sollte zur zweiten Zielverbindung 46 fiihren (vgl. Abb. 27).
Es sollte ebenfalls moglich sein den Reduktionsschritt vorzuziehen und erst

anschlielRend die Suzuki-Kupplung durchzufihren.

() —=— ()
¢NaBH4 lNaBH4

|

50 46

Abbildung 27: Geplante Darstellung der Verbindungen 45 und 46 aus dem zentralen Baustein 49

N
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Ring C:

Eine Variation an Ring C des Grundkorpers sollte durch eine kleine Veranderung der
Synthesestrategie der Leitstruktur darstellbar sein. Der Baustein 1-Brom-9H-carbazol
(19) wird dort durch Dehydrierung des entsprechenden 5,6,7,8-Tetrahydrocarbazols
synthetisiert. Unterlasst man diesen Oxidationsschritt und setzt stattdessen die
Tetrahydro-Stufe 22 in einer Suzuki-Miyaura-Kupplung mit der entsprechenden
Boronsaure um, so sollte man das Tetrahydro-Analogon 51 zur Leitstruktur 1 erhalten
(vgl. Abb. 28).

/ Oxidation
é

N
Br H Br
22 19

l Suzuki l Suzuki

H
N N\( H\(
H

(0] (o}

Iz

Iz
Z

Abbildung 28: Geplante Synthese des Tetrahydro-Analogons 51

Aus den Arbeiten von Gehring!¢! standen im Arbeitskreis einige Tetrahydrocarbazol-
1-one mit verschiedenen Substitutionsmustern an Ring C zur Verfiugung. Da diese
Verbindungen Uber eine im Arbeitskreis etablierte Reaktionsfolge nach
Abramovitchl® 611 gut zuganglich sind, sollten sie als Edukte fiir neue Analoga der

Leitstruktur 1 mit verschiedenen Resten an Ring C dienen.

29



2. Themenstellung und Syntheseplanung

Eine Moglichkeit, die vorhandenen Tetrahydrocarbazol-1-one an C-1 mit dem
gewunschten Substituenten zu versehen, sollte die Umsetzung dieser zu den
entsprechenden Tosylhydrazonen und eine anschlieRende C-C-Bindungsknupfung
mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24) in Anlehnung an eine Methode von
Barluengal® sein (vgl. Abb. 29). Durch eine milde Dehydrierung der resultierenden
Dihydrocarbazole zum vollaromatischen System, z.B. mit Chloranil*'l, sollten die
gewunschten Analoga der Leitstruktur 1 mit verschiedenen Substituenten an Ring C

zuganglich sein.

[N [N
K=l ) — | X\
o\ ; }\NH
\ o
0=
HO\ /OH

) "’
S A

N N MR// H
o 9

Abbildung 29: Synthesestrategie fiir Analoga mit verschiedenen Substitutionsmustern an Ring C

Falls diese Methode nicht zu den gewilnschten an Ring C substituierten Analoga der
Leitstruktur 1 flhren sollte, bietet sich folgende Methode als Alternative an:
N-(2-Bromphenyl)acetamid (52) sollte mit tert-Butyllithium-Lésung (2 Aquiv.) lithiiert

werden und die dabei in situ entstehende metallorganische Verbindung sollte dann mit
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

der Carbonylgruppe der Tetrahydrocarbazol-1-one zu den entsprechenden tertiaren
Alkoholen umgesetzt werden kénnen. Diese sollten dann in Anlehnung an Gehring(®3l
in einem Arbeitsgang mit Schwefelsaure unter Dehydratisierung und Dehydrierung zu
den gewlnschten vollaromatischen Produkten umgesetzt werden koénnen (vgl.
Abb. 30).

/ N

1) t-BuLi, -78°C ¢ \
/
N
H

S B T H

0, [0,
oy sl

Abbildung 30: Alternativer Syntheseweg fur an Ring C substituierte Analoga

Als weitere Modifikation der Leitstruktur sollten Verbindungen dargestellt werden, die
an Stelle von Ring C nur noch Fragmente von diesem tragen, also ein substituiertes
Indol anstelle des Carbazols als Grundkorper haben. Durch die Wahl einer geeigneten
Aldehyd- oder Ketoverbindung sollten sich tber eine Fischer-Borsche-Synthesel*: [40]
mit 2-Bromphenylhydrazin-Hydrochlorid (21) Indolgrundkdrper mit verschiedenen
Resten an Position 2 bzw. 3 herstellen lassen. Diese sollten sich dann Uber eine
Suzuki-Miyaura-Kupplung*? zu den entsprechenden Indol-Analoga der Leitstruktur 1

umsetzen lassen (vgl. Abb. 31).
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

Br CI_+NH3
| Fischer- R? /
NH o Borsche-
Synthese Suzuki R H
+ —_— / _— H N
1 R'
R N
H o
R2 Br
21

Abbildung 31: Geplante Darstellung unterschiedlich substituierter Indol-Analoga der Leitstruktur 1

Abschliel3end sollten gegebenenfalls Strukturelemente der aktivsten bzw. selektivsten
Variationen in einer Verbindung kombiniert werden, um zu testen ob sich

synergistische Effekte erzielen lassen.
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3. Synthesen

3. Synthesen

3.1 Variationen der Amidgruppe

Am Anfang des Projekts war die Hit-Verbindung gea 69 (1) der erste bekannte
Inhibitor der Macrodomain 2 von PARP14. Deshalb war das Ziel zu Beginn dieser
Arbeit, rasch einen ersten Eindruck uUber Bindungs- und Platzverhaltnisse an der

Zielstruktur im Protein zu gewinnen.

Um maglichst schnell eine gro3e Anzahl verschiedener Analoga der Hit-Verbindung 1
fur erste weiterfihrende Testungen zu erhalten, wurde als zentrale Zwischenstufe
2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) hergestellt (vgl. Abb. 32). Hierzu wurde 1-Brom-9H-
carbazol (19), analog der Synthese von Gehring®9, in einer Fischer-Borsche-Reaktion
aus 2-Bromphenylhydrazin (21) mit Cyclohexanon?40l und anschlieRender Oxidation
mit Chloranil*!l dargestellt. Die Ausbeute an 1-Brom-9H-carbazol (19) betrug dabei
60 % Uber beide Stufen. Dieses konnte dann Uber eine Suzuki-Miyaura-Reaktion mit
der kommerziell erhaltlichen 2-Aminophenylboronsaure (23)“2 in sehr guten

Ausbeuten zur gewlnschten Zwischenstufe 20 umgesetzt werden.

(D = Q)

N N
H Br H Br
22 19
Pd(PPhs), O O
N32003
> H NHZ
B(OH),
23 20

Abbildung 32: Darstellung der zentralen Zwischenstufe (20)
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3. Synthesen

Durch Reaktion von 20 mit verschieden Saurechloriden in Gegenwart einer
Hilfsbasel*3 konnte eine grole Anzahl neuer Verbindungen hergestellt werden (vgl.
Abb. 33, 34, 35). Als mogliches Problem bei dieser Vorgehensweise war ein Angriff
des Saurechlorids am Carbazol-Stickstoff zu sehen. Da diese Nebenreaktion beim
Einsatz stéchiometrischer Mengen Saurechlorid nicht zu beobachten war, wurde auf
die Verwendung einer Schutzgruppe verzichtet. Im Folgenden sind die erhaltenen

Analoga dargestellt.

3.1.1 Aliphatische lineare und cyclische Carbonsaureamide

(1,

N N\zj
H

S
e, I N e

53 (66 %) 54 (76 %) 5 (51 %) 56 (82 %)
57 (79 %) 58 (93 %) 59 (79 %)

Abbildung 33: Aliphatische lineare und cyclische Carbonsdureamide

Diese Verbindungen sind relativ nahe mit der Hit-Verbindung (1) verwandt. Die
homologe Reihe soll zeigen, ob durch Verlangerung der Acylkette eine Verbesserung
der Bindungseigenschaften an der Zielstruktur erreicht werden kann. Mit den beiden
cyclischen Analoga wurden sterisch anspruchsvollere Reste eingeflihrt, um zu sehen,

ob an dieser Position noch Platz an der Bindungsstelle zur Verfugung steht.
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3. Synthesen

3.1.2 (Hetero)aromatische Carbonsaureamide

),
¥ "~

(o) (o) (o)
(o) Cl
| /
Cl
60 (64 %) 61 (57 %) 62 (41 %)

Abbildung 34: Aromatische Carbonsdureamide

Mit dieser Reihe von Verbindungen stehen Strukturen zur Verfugung, die im
Grundkérper identisch zu 1 sind, sich allerdings im Amid-Rest sowohl elektronisch als
auch sterisch deutlich davon unterscheiden. Die neu eingefihrten Reste kdnnten
zusatzliche Wechselwirkungen (z.B. hydrophobe Wechselwirkungen, Kation-1r-
Wechselwirkungen) mit verschiedenen Aminosaureresten im Protein ermdglichen. Der
Heteroaromat konnte ferner die Mdglichkeit bieten, zusatzliche Wasserstoffbriicken
zum Protein aufzubauen und auf diese Art die Ligand-Protein-Bindung so weit
stabilisieren, dass eine Co-Kristallisation ermdglicht wird. Dies wurde tiefere Einblicke
in die Interaktionen in der Bindungstasche des Proteins gewahren, wodurch das
Ableiten von Struktur-Aktivitats-Beziehungen und damit das Optimieren des Inhibitors
deutlich vereinfacht wirde.
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3. Synthesen

3.1.3 Sulfonsaureamide

(o) (o)
I I/ A
S— S S
I §_u %u
(0] (o] (0]
63 (94 %) 64 (74 %) 65 (82 %)
o~ 9 s
S S
%n %_II‘@
(o) (o)
66 (76 %) 67 (55 %)

Abbildung 35: Verschiedene Sulfonsaureamide

Mit der homologen Reihe der Sulfonsaureamide wird die Amid-Gruppe an sich
verandert. Hier stehen nun zwei Sauerstoffatome fir Wechselwirkungen mit dem
Protein zur Verfugung. Die Geometrie des Amids ist etwas verandert von trigonal
planar zu tetraedrisch. Ebenso ist der Amid-Stickstoff hier leicht sauer im Vergleich
zum neutralen Carbonsaureamid. Beginnend mit dem Methansulfonsaureamid, das
zur Ausgangsverbindung 1 bioisoster ist, wurde hier ebenfalls die homologe Reihe
hergestellt, um gleichzeitig nochmals den Einfluss von volumindseren Resten auf die
Ligand-Protein-Bindung zeigen zu kénnen. Aulierdem wurde ein heteroaromatisches
Sulfonsdaureamid  dargestellt, um  Vergleiche zu den entsprechenden

(hetero)aromatischen Carbonsaureamid-Analoga ziehen zu kénnen.
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3. Synthesen

3.1.4 Weitere Variationen an der Amidfunktion

Eine Option, die Amidfunktion nur wenig zu verandern und trotzdem eine weitere
Interaktionsmdglichkeit zu schaffen, ist der Austausch dieser gegen eine
Harnstofffunktion. Die gewunschte Verbindung lasst sich aus der zentralen Vorstufe
20 in einer basenvermittelten Umsetzung mit dem entsprechenden Isocyanat (68)
darstellen (vgl. Abb. 36). In der Literatur wird die Umsetzung meist in Gegenwart von
Hilfsbasen wie Triethylamin oder Diisopropylethylamin beschrieben!®4, die nach dem
nucleophilen Angriff des Amins am Kohlenstoff des Isocyanats lediglich an der
Protonenibertragung beteiligt sind.%® Dies hat in der hier beabsichtigten Reaktion
nicht zum gewilnschten Produkt gefuhrt, deshalb wurde auf die starkere Base
Natriumhydrid zurtickgegriffen. So konnte durch Deprotonierung des aromatischen
Amins die Nukleophilie ausreichend gesteigert werden, um die Reaktion mit dem
Isocyanat 68 zum Harnstoff zu ermdglichen. Eine mdgliche Nebenreaktion ist die
Bildung des Harnstoffs an der, verglichen mit der Anilin-NH-Funktion, acideren NH-
Funktion des Carbazolgrundkérpers. Dies liefert eine Erklarung fur die relativ niedrige

Ausbeute.

1) DMSO, NaH (1.05eq.)

O Q ’ O\C\ O D \é

N NH
H 2

20 69

Abbildung 36: Synthese des Harnstoffs-Analogons 69 aus der zentralen Zwischenstufe 20

Als weitere Modifikation sollte eine basische Aminofunktion in die Seitenkette
eingefuhrt werden. Die bei physiologischem pH-Wert protonierte Form der
Aminogruppe erméglicht im Proteinumfeld mdglicherweise lon-lon-Wechselwirkungen
mit Glutamat oder Aspartat bzw. Kation-m-Wechselwirkungen zu verschiedenen
Aminosauren wie Phenylalanin, Thyrosin oder Tryptophan und konnte so die Affinitat

des Liganden zum Protein steigern.[6¢l
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3. Synthesen

Auch hier fand die zentrale Zwischenstufe 20 als Edukt Verwendung. Sie wurde in
Gegenwart einer Hilfsbase mit Bromacetyloromid®”l umgesetzt. Das entstandene
2-Bromacetamid (70) ergab dann mit Dimethylamin®® in einer Sn2-Reaktion die
gewunschte Verbindung 71 (vgl. Abb. 37). Die Ausbeute betrug Gber beide Stufen
87 %.

1) Et;N, DCM
2) Bromacetylbromid
N NH g N N B
H 2 H !
Q i
20 70
KoCOq O O " /
Dimethylamin-Losung (40 %, wassrig) N N\(\N\
THF, Acetonitril o H Q
(o]
71

Abbildung 37: Synthese des N,N-Dimethylaminoacetamid-Analogons (71)

Um herauszufinden, ob der Carbonyl-Sauerstoff der Amidfunktion der Leitstruktur 1 an
der Bindung zur Macrodomain mafgeblich beteiligt ist, sollte das Amin-Analogon
hergestellt werden. Dazu wurde Verbindung 1 mit Boran-Dimethylsulfid in Anlehnung

an eine Arbeit von Bonnat® reduziert (vgl. Abb. 38).
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O D H Boran-Dimethylsulfid ! i H

N N - N N
H Q Toluol, 96 % H
o Q

1 72

Abbildung 38: Reduktion mit Borandimethylsulfid

Mit dem nun zur Verfligung stehenden N-Ethylanilin-Analogon (72) war es moglich,
durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid ein tertidares Amid darzustellen (vgl. Abb.
39). So kann uberpruft werden, ob die NH-Funktion des Amids der Hit-Verbindung 1

fur die Aktivitat der Verbindung mitbestimmend ist.

H Acetanhydrid
N N\/ - N N
H ! 72 % H
72

Abbildung 39: Darstellung des teriaren Amids 73

Da die Leitstruktur nur eine begrenzte Anzahl funktioneller Gruppen besitzt, die
Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen konnen, lag die Vermutung nahe, dass
die Amidfunktion oder Teile davon maf3geblich an der Ligand-Protein-Bindung beteiligt
sind. Um festzustellen, ob die Amidgruppe bereits in der fir die Bindung idealen
Position im Molekul vorliegt, wurde ein Konstitutionsisomer zur Ausgangsverbindung
dargestellt, das die Amidgruppe metastandig zum Grundkorper tragt, anstelle von

orthostandig.

Dazu wurde 1-Brom-9H-carbazol (19) in einer Suzuki-Miyaura-Reaktion, angelehnt an
eine  Methode von de  Koningl*2, mit  kommerziell  erhaltlicher

3-Aminophenylboronsaure (74) gekuppelt und das erhaltene Anilin (75) im Anschluss
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mit Acetylchlorid in Gegenwart einer Hilfsbase zum Acetamid (76) umgesetzt (vgl.
Abb. 40).

B(OH), Pd(PPhs),
N32003
+ ’
N EtOH, DME
H . 88 %

19

O O Acetylchlorid
Pyr|d|n
N
H e
O
75

Abbildung 40: Synthese des Konstitutionsisomers 76

Als weitere Variation der Ausgangsverbindung (1) sollte das bioisostere Thioacetamid
dargestellt werden. Hierfiir wurde gea_69 (1) in Anlehnung an Koduril’® mit Lawessons
Reagenz in das Thioamid Uberfuhrt (vgl. Abb. 41).

O O H Lawessons Reagenz ! i H
N N > N N
y - g Q <
Q ’ s
1 77

Abbildung 41: Darstellung des Thioanalogons 77
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Ein anderes Bioisoster zur Amid-Gruppe, das urspringlich in Peptiden Anwendung
fand, ist die Trifluorethylamin-Funktion.[’'] Auch fiir die Synthese dieser Verbindung
konnte die zentrale Zwischenstufe 20 als Edukt genutzt werden. Uber eine Palladium-
katalysierte Kreuzkupplung mit 2-Brom-3,3,3-trifluor-1-propen (78) kann in Anlehnung
an Arbeiten von Kinol”? das 1,1,1-Trifluorpropan-2-imin (79) als Zwischenprodukt in

guter Ausbeute dargestellt werden (vgl. Abb. 42).

QA7

CF,
Pd (0)

A
sev iy N

N NH
H 2

. O

Abbildung 42: Palladium-katalysierte Kupplung von 20 mit 2-Brom-3,3,3-trifluor-1-propenlt’ (78)

Durch eine Reduktion von 79, z.B. mit komplexen Hydridenl’?, |asst sich das zu
Verbindung 1 bioisostere N-(1,1,1-Trifluorpropan-2-yl)anilin (80) herstellen (vgl.
Abb. 43). Dies gelang hier mit Natriumborhydrid in guter Ausbeute.
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Q

—>
o H
N N THF, 72 % N N
H H
CF;
79

Abbildung 43: Reduktion von 79 mit Natriumborhydrid

Ein anderer Weg, diese Verbindung herzustellen, ware eine reduktive Aminierung von
20 mit Trifluoraceton[’ in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid (Borch Reagenz).
Aullerdem gibt es noch die Mdglichkeit, das Arylamin 20 mit
Trifluoracetaldehydethylhalbacetal saurekatalysiert zum (1-Ethoxy-2,2,2-
trifluorethyl)amint’ umzusetzen und nach anschlieBender Reaktion mit

Methylmagnesiumbromid!”® die gewiinschte Verbindung 80 zu erhalten (vgl. Abb. 44).
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i (1§
O D + NaBH3CN, Trifluoressigsaure H
N NH, > N N
H CF3 DCM, <5°C H
CF;
20 80

TsOH (
NH, + )\ EtOH N N
* Ho” S0 TN : \(
CF;
81
MeMgBr
81 —_—

Abbildung 44: Alternative Synthesewege zu Verbindung 80

3.1.5 Diskussion der ersten Testergebnisse

Bei der ersten weiterfihrenden Testung am SGC in Oxford wurde die dose-response-
Beziehung mittels ALPHA-Screen-Methode im Vergleich zur Leitstruktur 1 ermittelt.
Die vollstandigen Daten sind in Kapitel 4 (biologische Testung) dargestellt. Es zeigte
sich, dass eine Verlangerung der Alkylkette von zwei auf vier Kohlenstoffatome
(Verbindung 55) zu einer Verbesserung der Affinitat zur zweiten Macrodomain von
PARP14 fuhrt. Ebenfalls zeigten das Methansulfonsaureamid (63) und das Benzamid
(61) eine erhohte Affinitat im Vergleich zu 1 (vgl. Abb. 45).
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Abbildung 45: Ausgewabhlte Strukturen aus dem ALPHA-Screen mit verbesserter Aktivitat im Vergleich
zur Leitstruktur

Um die Daten aus dem dose-response-Experiment flr die sechs aktivsten
Verbindungen zu bestatigen, wurde ein zweites ALPHA-Screen-Experiment
durchgefuhrt, bei dem die ICso-Werte der Verbindungen bestimmt wurden. Hierbei
zeigte sich, dass die Leitstruktur 1 den niedrigsten ICso-Wert (0.393 uM) im Vergleich
zu allen mitgetesteten Verbindungen aufweist. Die Ergebnisse aus dem ersten
ALPHA-Screen konnten also nicht reproduziert werden. Trotzdem bestatigte sich, dass
die Verbindungen 63, 55 und 61, die der Leitstruktur 1 relativ ahnlich sind, Aktivitaten
im einstelligen mikromolaren Bereich aufweisen und eine enge Struktur-Aktivitats-

Beziehung besteht.

Insgesamt ergab die Testung der Amidvariationen ein stimmiges Bild: Die Aktivitat
sinkt mit zunehmendem Volumen des Rests der Amidgruppe. Kleine Veranderungen
an der Amidfunktion selbst, z.B. vom Carbonsdureamid zum Sulfonsaureamid oder der
Austausch des Carbonylsauerstoffs gegen ein Schwefelatom, werden toleriert, kdnnen
die Aktivitat jedoch nicht steigern. GroRere Abweichungen, wie das Ersetzen der
Amidfunktion durch eine Aminofunktion oder das Einfuhren eines Alkylrests am
Amidstickstoff, flihren zu einem massiven Aktivitatsverlust (vgl. Tab. 3 > Kapitel 4

- biologische Testung).
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Die Ergebnisse zeigen, dass alle durchgefiihrten Modifikationen des Acetamids zu
einer Verringerung der Aktivitat fuhren. Aus diesem Grund wurde in den
nachfolgenden Verbindungen, mit Variationen in anderen Bereichen des Molekdls,

dieser Rest beibehalten.

Neben der Bestimmung der Aktivitat der neuen Verbindungen, wurden von unserem
Kooperationspartner in Oxford, mit den besten drei aus dieser Serie (63, 55, 61) Co-
Kristallisationversuche mit der zweiten Macrodomain von PARP14 durchgeflhrt.
Verbindung 63 lieferte den erhofften Kristall und ermdglichte ein dreidimensionales
Modell des Liganden im Protein (vgl. Abb. 46).

Abbildung 46:
A PARP14 Macrodomain 2 mit Verbindung 63
B PARP14 Macrodomain 2 mit dem natirlichen Liganden ADP-Ribosel"®!

Im direkten Vergleich erkennt man, dass der Inhibitor 63 nicht an der gleichen Position
im Protein lokalisiert ist wie der natlrliche Ligand ADP-Ribose. Aul3erdem sieht man
bei genauerer Betrachtung, dass das Protein mit dem Inhibitor in einer anderen
Konformation vorliegt als mit dem naturlichen Liganden. Beide Erkenntnisse sprechen
fur eine allosterische Bindung. Weiter fallt auf, dass sich 63, anders als ADP-Ribose,
nicht in einer Bindungstasche auf der Proteinoberflache anlagert, sondern tief im

Inneren des Proteins sitzt (vgl. Abb. 47).
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e,

Abbildung 47: Lage von 63 in der Proteindoméne

In der VergroRerung lasst sich die direkte Umgebung des Liganden beurteilen (vgl.
Abb. 48). Die NH-Funktion des Carbazols bildet eine Wasserstoffbricke zur
Carbonylgruppe von Prolin 1130. Von einem der beiden Sauerstoffatome der
Sulfonamidgruppe reichen zwei Wasserstoffbriicken zu Isoleucin 1132 und Glycin
1133. Das zweite Sauerstoffatom ist Uber eine Wasserstoffbricke mit der Amidgruppe
der Seitenkette von Asparagin 1178 verbunden. AuRerdem bildet der Ligand Uber die
NH-Funktion des Sulfonamids eine Wasserstoffbriicke zu einem Wassermolekail,
welches wiederum zwei Wasserstofforicken zu Lysin 1141 und zum
Carbonylsauerstoff aus der Seitenkette von Asparagin 1178 bildet. Diese beiden
Aminosauren liegen in zwei verschiedenen alpha-Helices und werden Uber das
Wassermolekil verbunden, was vermutlich die veranderte Konformation des Proteins

zusammen mit anderen Wechselwirkungen stabilisiert.
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Abbildung 48: Interaktionen von 63 mit der direkten Umgebung

Der Kristall bestatigte die bisherigen Testergebnisse. Sowohl die NH-Funktion des
(Sulfon)amids als Wasserstoffbricken-Donator, als auch die Carbonylgruppe bzw.
Sulfonylgruppe als Wasserstoffbricken-Akzeptor scheinen fur die Interaktion mit dem
Protein essenziell zu sein. Dies belegen auch die Testergebnisse der Verbindungen
72 (sekundares Amin) und 73 (tertiares Amid). Die Bindungsstelle im Inneren des
Proteins bietet wenig Platz flr sterisch anspruchsvolle Reste, was uUber die beiden
homologen Reihen (Carbonsaure- und Sulfonsaureamide) und verschiedene andere

voluminose Reste bestatigt werden konnte.

Entsprechend der Ergebnisse aus der ersten Testreihe und der Einblicke in die
Bindungstasche aus der Kristallstruktur wurden die Anforderungen an die folgenden
Zielstrukturen modifiziert. Die nachsten Variationen sollten idealerweise nur kleine
zusatzliche Reste am Grundkérper tragen, einen kleineren oder nur geringfiigig

veranderten Grundkorper besitzen oder Bioisostere zu 1 darstellen.
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3.2 Variationen des Phenylrings

Mit den Informationen aus dem Co-Kristallisations-Experiment konnten die Struktur-
Variationen besser geplant werden. Im 3D-Modell von Verbindung 63 an seiner
Bindungsstelle im Protein war zu sehen, dass im Umfeld des Phenylrings sehr wenig
Platz zur Verfugung steht. Aus diesem Grund sollte der Fokus flr Variationen an dieser

Stelle auf Bioisosteren mit ahnlichen Volumina liegen.

3.2.1 Exkurs: Bioisosterie

Die Affinitat eines Arzneistoffs zu seiner biologischen Zielstruktur ist von vielen
Faktoren abhangig. Dies sind unter anderem Eigenschaften wie Grol3e, Polaritat oder
Lipophilie der Substanz. Bei der Entwicklung von Wirkstoffen werden oft bioisostere
Analoga von bekannten Arzneistoffen entwickelt, mit dem Ziel die Wirkung zu erhalten
bzw. zu verbessern, aber gleichzeitig z.B. die Selektivitdt zu verbessern,
Nebenwirkungen zu verringern oder metabolische Stabilitdt zu erreichen.[’'l Eine
Verbindung ist bioisoster zu einer anderen Substanz, wenn sie in etwa die gleiche
raumliche Ausdehnung besitzt, eine ahnliche Elektronenverteilung aufweist und vor
allem eine vergleichbare pharmakologische Wirkung hervorruft.[’”1 Ein Beispiel fir ein
klassisches Bioisoster ist das Zytostatikum 5-Fluoruracil (83).1 Hier ist ein

Wasserstoffatom des Uracil gegen ein Fluoratom ausgetauscht (vgl. Abb. 49).

H NH NH
L X
N o N o
H H
82 83

Abbildung 49: Das Zytostatikum 5-Fluoruracil (83) ist ein Bioisoster der Nukleinbase Uracil (82)

Fluor und Wasserstoff besitzen eine sehr ahnliche Grolle, deshalb kdnnen
korpereigene Enzyme die beiden Verbindungen nicht unterscheiden und setzen beide
um. Das Enzymsystem, das normalerweise der Umsetzung von Uracil (82) in das
entsprechende Nukleotid dient, kann genutzt werden um das Prodrug 5-Fluoruracil in
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seine Wirkform 5-Fluordesoxyuracilmonophosphat zu Uberfihren. Diese bindet dann
kovalent an die Thymidylat-Synthase (TS) und kann auf Grund der durch das
zusatzliche Fluoratom blockierten Position 5 im Molekul nicht wieder abgespalten
werden. Das blockierte Enzym kann kein Thymidin bilden, der Mangel fuhrt
insbesondere bei sich schnell teilenden Zellen zu einer Hemmung des Zellwachstums.
Aullerdem koénnen Zwischenstufen aus der Aktivierung des Prodrugs
(5-Fluoruracildiphosphat und 5-Fluordesoxyuracildiphosphat) durch weitere Kinasen in
die entsprechenden Triphosphate (5-FUTP und 5-FAUTP) Uberflihrt werden. Diese
kénnen als falsche Basen in die RNA bzw. DNA eingebaut werden und beeintrachtigen

dadurch zusatzlich das Zellwachstum.[’®!

Mehrere Verbindungen die im Rahmen dieser Arbeit dargestellt wurden, wurden als
Bioisostere der Leitstruktur 1 designt. Sie gelten allerdings per Definition nur dann als
,echte Bioisostere, wenn sie zusatzlich zu &ahnlichen Eigenschaften auch eine
vergleichbare pharmakologische Wirkung wie die Leitstruktur hervorrufen. Dies ist
nicht bei allen als Bioisostere entwickelten Verbindungen der Fall, dennoch werden sie

hier der Einfachheit halber als Bioisostere bezeichnet.

3.2.2 Bioisostere Variationen des Phenylrings

Bioisostere Verbindungen entstehen oft durch den Austausch einzelner Atome, wie
z.B. Kohlenstoff gegen Stickstoff, Schwefel oder Sauerstoff. Da in unserer
Leitstruktur 1 der Phenylring den zur Verflugung stehenden Platz an der Bindungsstelle
optimal nutzt, sollte der sechsgliedrige Ring beibehalten werden, der Carbocyclus
sollte jedoch gegen einen Heteroaromaten ausgetauscht werden. Heteroatome bieten
neue Moglichkeiten zum Aufbau von Wasserstoffbricken zum Protein. Eine weitere
Wasserstoffbriicke konnte die Bindung des Liganden ans Protein festigen und so

gegebenenfalls die Affinitat im Vergleich zur Leitstruktur 1 steigern.

Pyridin gilt als bioisoster zu Benzol und sollte in eine Modellverbindung integriert
werden, um zu Uberprufen, ob Heteroatome im Phenylsubstituenten zu einer

Verbesserung der Aktivitat fihren.

Eine einfache Mdoglichkeit, die gewlnschten Aza-Analoga zu erhalten, ware die

Verbindung in Analogie zur Leitstruktur 1 Uber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung von
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1-Brom-9H-carbazol (19) mit den entsprechenden Boronsauren darzustellen (vgl. Kap.
3.1). Da die bendtigten Pyridin-Boronsauren nicht bzw. nur zu sehr hohen Preisen

kauflich erwerbbar sind, wurde nach einer alternativen Synthesestrategie gesucht.

Die neue Methode sollte die Mdglichkeit bieten, sehr variabel Substituenten mit dem
Grundkorper zu verknupfen. Die Suzuki-Miyaura-Kupplung lieferte in den
vorangegangenen Arbeiten gute bis sehr gute Ausbeuten und war in diesem Fall nur
wegen der fehlenden bzw. teuren Bausteine nicht geeignet. Deshalb war als flexible
Alternative geplant, die Boronsauregruppe (bzw. einen Boronsaureeester) an den
Carbazolring anzubringen, so dass sich anschlie®end durch Suzuki-Miyaura-
Kupplungen mit leicht zuganglichen Halogenpyridinen flexibel die gewunschten
Pyridylcarbazole herstellen lassen sollten. In einer Arbeit von Merkull*4 ist die
Darstellung einer Vielzahl von substituierten Indolen beschrieben, wobei hier eine
Halogenfunktion am Grundkérper in Anlehnung an Miyaural®® und Masudal®!l boryliert
und der entstandene Pinacolester direkt im Anschluss mit verschiedensten
halogenierten ~ Aromaten und Heteroaromaten zu den  gewunschten
(Hetero)Arylindolen umgesetzt wurde. Diese Methode konnte auf den

Carbazolgrundkorper ubertragen werden (vgl. Abb. 50).

H
|

seokad et NGy

B
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| Br 0
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25 — 26 -

Abbildung 50: Geplante Masuda-Borylierung des Carbazolgrundkérpers und anschlieRende Kupplung
mit Halogenaromaten

n—=

R

Eine Vielzahl von Halogen(hetero)aromaten mit ortho-standiger Amin- bzw.
Acetamidfunktion sind kommerziell erhaltlich. Somit stand eine flexible Methode zur
Verfligung, mit der sich der Acetamidophenyl-Substituent aus der Leitstruktur 1
nahezu beliebig gegen andere Aromaten austauschen lasst.
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Um zu sehen, ob das Einfihren von Heteroatomen generell zu einer Verbesserung
der Bindung des Liganden an die Macrodomain fuhrt, wurden zwei Aza-Analoga nach

der oben beschriebenen Methode dargestellt.

Tasch konnte in seiner Arbeit zur Masuda-Borylierung mit anschlieRender Suzuki-
Miyaura-Kupplung an Indolen zeigen, dass eine Schutzgruppe am Indolstickstoff zu
deutlich besseren Ausbeuten im Kupplungsschritt fiihrt.[82 Deshalb sollte am Stickstoff
des Pyrrolrings eine Schutzgruppe angebracht werden. Dazu wurde 1-Brom-9H-
carbazol (19) mit Natriumhydrid deprotoniert und anschlieBend mit
2-Trimethylsilylethoxymethylchlorid (SEM-CI) (84) geschutzt. Die Umsetzung erfolgte
annahernd quantitativ. Das erhaltene SEM-geschutzte Bromcarbazol (25) wurde dann
in Gegenwart von Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) und Triethylamin mit
4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan zum entsprechenden Pinacolboronsaureester
26 umgesetzt. Dieser Boronsaureester konnte dann ohne weitere Aufreinigung mit
4-Amino-3-brompyridin (85) bzw. 3-Amino-2-chlorpyridin (86) zu den in Position 1
entsprechend substituierten Carbazolen gekuppelt werden (vgl. Abb. 51). Die
aromatische Amino-Funktion der beiden Produkte konnte im Anschluss mit
Acetylchlorid in Gegenwart einer Hilfsbasel*3l zum benétigten Acetamid derivatisiert
werden. Durch Abspaltung der SEM-Schutzgruppe mit Tetrabutylammoniumfluorid
wurden die Zielverbindungen 87 und 88 erhalten (vgl. Abb. 51).
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Abbildung 51: Darstellung der Aza-Analoga 87 und 88

Da sich bei der biologischen Testung (vgl. Kapitel 3.2.4) dieser beiden Aza-Analoga
herausstellte, dass das Einfliihren eines Heteroatoms zu einem vollstandigen Verlust
der Aktivitat der Verbindung an der zweiten Macrodomain von PARP14 flhrt, wurden
auf die Darstellung weiterer Analoga mit Heteroaromaten als Substituenten am
Carbazol-Grundkoérper verzichtet. Dennoch ist es gelungen, eine Methode im
Arbeitskreis zu etablieren, die eine flexible Substitution von Carbazolen mit einer

Vielzahl kommerziell erhaltlicher Bausteine ermoglicht.
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3.2.3 Bachelorarbeit Britta Hettich

In der von mir betreuten Bachelorarbeit von Britta Hettich sollten verschiedene
Verbindungen entstehen, die wie die Leitstruktur 1 einen
Acetamidophenylsubstituenten tragen. Dieser sollte jedoch Uber Position N-9 an Stelle
von Position C-1 mit dem Carbazol-Grundkorper verknupft sein. Durch die Wahl
verschiedener Briicken zwischen Substituent und Grundkorper sollten Verbindungen
mit unterschiedlichen Freiheitsgraden der Rotation entstehen, die im Idealfall am
Protein die Moglichkeit haben, sich in eine fur die Bindung ideale Konformation zu

drehen (vgl. Abb. 52). Ferner wurde ein von Fluoren abgeleitetes Molekul (89) geplant.

90 91 89

Abbildung 52: Verbindungen aus der Bachelorarbeit von Britta Hettich

Bei der Darstellung von Verbindung 90 diente Carbazol (92) als Edukt. Mittels einer
nucleophilen aromatischen Substitution konnte der Grundkérper mit dem ortho-
Nitrophenyl-Substituenten nach einer Methode von Cooper verknupft werden (vgl.
Abb. 53).[831 AnschlieRend erfolgte eine schonende Reduktion der Nitrogruppe mit
Eisen/Ammoniumchlorid® und die Umsetzung mit Essigsaurechlorid in Gegenwart

einer Hilfsbase!*3 zum gewiinschten Acetamid 90.
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NO,
1) Fe, NH,CI
EtOH, H,0
2) AcCl, Pyridin, DCM
J— . :
0,
N DMF, Cs,CO; N 63 % N
H 94 % H
92 NO, NY
o)
93 90

Abbildung 53: Nucleophile aromatische Substitution an 2-Nitrofluorbenzol mit anschlielender Reduktion
und Umsetzung mit Acetylchlorid zu Verbindung 90

Verbindung 91 besitzt den flexibelsten Aufbau der drei Zielstrukturen, eines ihrer
Rotamere kann aber den Acetamidophenyl-Rest in die fast identische relative Position
zum Carbazolring bringen, wie es in der Leitstruktur 1 der Fall ist. Um Verbindung 91
herzustellen, konnte ebenfalls Carbazol (92) als Edukt genutzt werden. Uber eine
N-Benzylierung mit 1-Chlormethyl-3-nitrobenzol konnte der Stickstoff des
Grundkorpers, angelehnt an eine Methode von Milen%, mit dem gewilinschten
Substituenten versehen werden (vgl. Abb. 54). Anschliefend konnte erneut die
Strategie angewendet werden, die bereits bei Verbindung 90 zum Ziel gefiihrt hatte:
die Nitro-Gruppe wurde schonend mit Eisen/Ammoniumchlorid zum aromatischen
Amin reduziert’® und dieses dann mit Acetylchlorid zum Acetamid 91 umgesetzt!*3
(vgl. Abb. 54). Verbindung 91 entstand dabei mit einer Ausbeute von 38 % Uber beide
Schritte.

Cl

1) Fe, NH,CI
EtOH, H,O
2) AcCl, Pyridin, DCM
— —»

N TEBAC, Cs,CO;
H MW A
92 7% \n/

Abbildung 54: N-Benzylierung von Carbazol und anschlieBende Reduktion und Umsetzung mit
Essigsaurechlorid zu 91
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Die dritte Verbindung 89 besitzt als Tricyclus ein Fluoren, im Gegensatz zu den
anderen beiden Substanzen mit einem Carbazol als Grundkorper. Hier wurde fur die
Synthese Fluorenon (95) als Ausgangspunkt gewahlt. Dieses wurde mit para-
Toluolsulfonsaurehydrazid (96) nach einer Vorschrift von Mecal® zum

entsprechenden N-Tosylhydrazon 97 umgesetzt (vgl. Abb. 55).

I
Z2—2Z
V4
\O
Y
Z—
/
4
I

EtOH, A
75 % 0=—=S=—0

95 96

97

Abbildung 55: Darstellung des N-Tosylhydrazons 97 nach Mecal®®!

Aus Verbindung 97 konnte in situ mittels einer Bamford-Stevens-Shapiro-Reaktion(6}
871 angelehnt an eine Methode von Xiaol®®l, ein reaktives Diazointermediat erzeugt
werden, das Uber eine Palladium-katalysierte Kreuzkupplung mit 3-Nitrobenzylchlorid
zu 9-(3-Nitrobenzyliden)-9H-fluoren (98) umgesetzt werden konnte (vgl. Abb. 56). Die
erhaltene Nitroverbindung 98 sollte dann wiederum mit Eisen/Ammoniumchlorid
schonend reduziert werden® und mit Acetylchlorid in Gegenwart einer Hilfsbase*3!
zum gewunschten Acetamid 89 umgesetzt werden (vgl. Abb. 57). Die Reduktion der
Verbindung lieferte, vermutlich auf Grund der sehr reaktiven Fulven-Partialstruktur,
verschiedene Nebenprodukte jedoch das gewilinschte Produkt nur in Spuren. Da sich
bei der Testung der beiden ahnlichen Verbindung 90 und 91 herausstellte, dass beide
keine Aktivitat an der zweiten Macrodomain von PARP14 zeigen (vgl. Kap. 3.2.4),

wurde auf die Optimierung der Darstellung von Verbindung 89 verzichtet.
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Abbildung 56: Bamford-Stevens-Shapiro-Reaktion mit anschlieBender Palladium-katalysierter
Kreuzkupplung. Der Katalysecyclus startet mit der oxidativen Addition des Pd(0)-Katalysators (A) an
3-Nitrobenzylchlorid. Dabei erfolgt die Oxidation zur entsprechenden Palladium(ll)-Spezies (B).
Palladium koordiniert sich dann unter Abspaltung von elementarem Stickstoff an das reaktive
Diazointermediat (F) und bildet das instabile Pd-Carben-Intermediat (C). Es folgt die migratorische
Insertion der Benzylgruppe an das Carben (D) und die anschlieRende Freisetzung des Olefins (E) Gber
eine B-Hydrideliminierung. Die Pd(0)-Katalysator-Spezies wird mit Hilfe der Base regeneriert und der
Katalysecyclus kann erneut ablaufen (angelehnt an Xiaol88l)
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1) Fe, NH,CI
EtOH, H,0

2) AcCl, Pyridin, DCM
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Abbildung 57: Geplante Reduktion von 98 und anschlieRende Umsetzung zum Acetamid 89

In der Bachelorarbeit von Britta Hettich konnten somit in Anlehnung an die
Leitstruktur 1 zwei neue Verbindungen dargestellt werden, mit denen weitere
Erkenntnisse zu den Struktur-Aktivitats-Beziehungen bei der Bindung der Liganden an

die zweite Macrodomain von PARP14 gewonnen werden konnten.

3.2.4 Testergebnisse der Verbindungen mit Variationen des Phenylrings und

Diskussion

Bei der Testung der Pyridin-Analoga 87 und 88 (vgl. Abb. 58) durch unseren
Kooperationspartner in Oxford stellte sich heraus, dass beide Verbindungen keine
Aktivitat mehr an PARP14MD2 zeigen.

Abbildung 58: Pyridin-Analoga
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Als mogliche Erklarung fur die Inaktivitat von Verbindung 88 ware die Ausbildung einer
Wasserstoffbricke zwischen dem Pyridin-Stickstoff und der NH-Funktion des
Carbazols denkbar. Diese Wechselwirkung wurde die Rotation um die Bindung
zwischen beiden aromatischen Ringsystemen einschranken und eine bestimmte
Orientierung des Phenylsubstituenten relativ zum Grundkdrper fixieren, welche der
optimalen Ausrichtung der Amidgruppe fur die Wechselwirkungen mit dem Protein
entgegensteht. Dieser Aktivitatsverlust bei eingeschrankter Drehbarkeit um die
Bindung zwischen Grundkdrper und Phenylsubstituenten konnte auch bei anderen
Verbindungen beobachtet werden (vgl. Kap. 4 — biologische Testung). Dieser Effekt
liefert allerdings keine Erklarung fur die fehlende Aktivitat von Verbindung 87, bei der
eine entsprechende intramolekulare Wasserstoffbricke nicht maoglich ist. In der Co-
Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 ist zu erkennen, dass der
Phenylring im Protein in unmittelbarer Nachbarschaft zu zwei Phenylalanin-Resten
liegt. Der im Vergleich zum Phenylring der Leitstruktur polarere Pyridin-Rest kann nur
wesentlich schwachere oder gar keine hydrophoben Wechselwirkungen mit den
beiden Phenylringen des Proteins eingehen, dies konnte zu einer Abschwachung der

Bindung fuhren.

Da sich gezeigt hatte, dass der Austausch des Phenylrings gegen Heteroaromaten in
beiden Fallen zu einem totalen Verlust der Aktivitat der Substanzen am Protein fihrt,
wurde trotz der zur Verfliigung stehenden flexiblen Methode zur Darstellung derartiger

Modifikationen darauf verzichtet, weitere Hetero-Analoga herzustellen.

Die Testung der beiden in der Bachelorarbeit von Britta Hettich entstandenen
Substanzen (vgl. Abb. 59) ergab ebenfalls, dass beide Verbindungen keine Aktivitat

an der Macrodomain zeigen.
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90 91 1

Abbildung 59: Verbindungen aus der Bachelorarbeit von Britta Hettich, die auf ihre Aktivitdt an
PARP14MD2 getestet wurden; daneben die Leitstruktur 1

Verbindung 90 unterscheidet sich von der Leitstruktur durch die fehlende freie
NH-Funktion am Grundkoérper und durch eine relativ starke Veranderung der Lage der
Amidgruppe. Aus dem 3D-Modell von Verbindung 63 mit der Macrodomain ist bekannt,
dass beide Elemente in einer definierten relativen Anordnung fur die Wechselwirkung
mit dem Protein relevant sind. Somit Iasst sich die fehlende Aktivitat von Verbindung

90 erklaren.

Verbindung 91 kann sich theoretisch so ausrichten, dass die Lage der Acetamid-
Gruppe annahernd der in der Leitstruktur 1 entspricht. Dennoch steht aber auch hier
keine freie NH-Funktion fir Wechselwirkung mit dem Protein zur Verfigung. Das ist
eine mogliche Erklarung, warum auch Verbindung 91 keine Aktivitat an der zweiten

Macrodomain von PARP14 aufweist.

Zusammenfassend zeigen die hier diskutierten Testergebnisse, dass das
Substitutionsmuster der Leitstruktur mit dem Acetamidophenylsubstituenten an
Position 1 des Carbazols fir die Aktivitat der Verbindung essenziell ist. Veranderungen
der Lage des Substituenten oder seiner Polaritdt werden nicht toleriert. Bei der
Synthese weiterer Verbindungen sollten deshalb andere Bereiche der Leitstruktur 1

variiert werden.
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3.3 Variationen an Ring A der Leitstruktur 1

In dem aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit der zweiten Macrodomain
von PARP14 gewonnen dreidimensionalen Model war zu erkennen, dass Ring A des
Carbazolgrundkdrpers den im Protein zur Verfugung stehenden Raum exakt ausfullt
(vgl. Abb. 60). Da also extrem wenig Platz fur weitere Reste vorhanden ist, sollten
Analoga der Leitstruktur 1 mit zusatzlichen funktionellen Gruppen an Ring A keine
Verbesserung der Bindung des Liganden an das Protein bewirken. Aus diesem Grund

wurde auf die Darstellung derartiger Verbindungen verzichtet.
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Abbildung 60: Umfeld von Ring A im Protein
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3.3.1 p-Carbolin-Analoga

Eine Moglichkeit, Ring A ohne zusatzlichen Platzbedarf zu variieren, bietet die
Darstellung von Bioisosteren (vgl. Kap. 3.2.1). Zum Beispiel beim Austausch von
Kohlenstoffatomen durch Heteroatome entstehen Verbindungen mit &hnlichen
sterischen Eigenschaften und idealerweise einer vergleichbaren oder sogar
verbesserten biologischen Aktivitat. Die Co-Kristallstruktur zeigt, dass Ring A direkt
von den Seitenketten von Isoleucin 1112, Leucin 1147 und Isoleucin 1148 umgeben
ist. Dabei handelt es sich um drei apolare Aminosauren, die mdglicherweise die
Bindung des Inhibitors an das Protein durch hydrophobe Wechselwirkungen mit dem
apolaren Carbocyclus des Grundkoérpers stabilisieren. Auf Grund der aus dem 3D-
Modell gewonnenen Informationen bestand also die Vermutung, dass Heteroatome in
Ring A die Affinitat der Verbindung an seine Zielstruktur eher beeintrachtigen als

verbessern konnten.

In einem Projekt unseres Arbeitskreises von Tremmel, das parallel zu meinen Arbeiten
durchgefuhrt wurde, entstand eine Reihe von 1-substituierten p-Carbolinen. Im Zuge
dieses Projekts stellte Tremmel auch Verbindung 27 dar (vgl. Abb. 61), die als Aza-
Analogon der Leitstruktur 1 ideal geeignet war, erste Erkenntnisse zu Verbindungen

mit Modifikationen in Ring A zu gewinnen.
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Abbildung 61: Das B-Carbolin-Analogon 27 und dessen Synthesevorstufe 99
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3.3.2 Testergebnisse und Diskussion

Die Aktivitat von Verbindung 27 und von dessen Synthesevorstufe 99 wurde mittels
ALPHA-Screen bestimmt. Das B-Carbolin 27 zeigte, wie auf Basis der Informationen
aus dem Co-Kristall erwartet, eine etwa um den Faktor 30 verringerte Aktivitat an der
zweiten Macrodomain von PARP14 im Vergleich zur Leitstruktur 1. Die
Synthesevorstufe 99 mit der freien Anilinfunktion anstelle des Acetamides war vdllig
inaktiv. Auch dieses Ergebnis war zu erwarten, da bereits zuvor mit mehreren
Verbindung gezeigt werden konnte, dass die Amidfunktion essenziell fur die Aktivitat

der Substanzen am Protein ist.

Da die Annahme, dass das Einfuhren von Heteroatomen in Ring A die Aktivitat der
Verbindungen negativ beeinflusst, bestatigt werden konnte, sollte der Carbocyclus der
Leitstruktur 1 in diesem Teil des Grundkorpers bei den folgenden Verbindungen

beibehalten werden.
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3.4 Variationen des Pyrrol-Rings (Ring B) der Leitstruktur 1

Die Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 zeigte, dass die Pyrrol-
NH-Funktion als Donor flr eine Wasserstoffbrickenbindung zu Prolin 1130 fungiert.
Um herauszufinden, in wie weit diese Wasserstoffbriicke relevant fur die Affinitat des
Inhibitors zur Macrodomain ist, sollten neue Verbindungen synthetisiert werden, die
statt der NH-Gruppe andere Wasserstoffbrickendonatoren oder auch

Wasserstoffbrickenakzeptoren tragen.

Aulerdem waren Verbindungen geplant, die abweichend vom Carbazol-Grundkoérper
der Leitstruktur 1 ahnliche Tricyclen mit etwas veranderter Geometrie enthalten, wie
etwa ein Acridon. Zudem sollte eine weitere Verbindung dargestellt werden, bei der
der rigide Grundkdrper aufgebrochen ist, eine sogenannte Seco-Verbindung. Die
Intention dabei war, dass diese Verbindung in der gleichen raumlichen Anordnung
vorliegen kann wie die Leitstruktur 1, sich jedoch mdglicherweise durch ihre Flexibilitat

in eine fUr die Bindung zum Protein noch bessere Konformation ausrichten kann.

3.4.1 N-substituierte Carbazole

Um zu zeigen in welchem Ausmal die Wasserstoffbrickendonator-Eigenschaft der
Pyrrol-NH-Funktion fur die Affinitat von Bedeutung ist, sollten durch N-Alkylierung des
Grundkérpers verschiedene Derivate der Leitstruktur 1 hergestellt werden, die die
Wasserstoffbriicke zu Prolin 1130 nicht mehr ausbilden konnen. Hierfur konnte auf das
Syntheseschema der Leitstruktur zurlckgegriffen werden, jedoch mit einem

zusatzlichen Alkylierungsschritt am Grundkorper (vgl. Abb. 62).

FUr erste Testungen sollten das N-Methyl- sowie das N-Benzyl-Derivat der
Leitstruktur 1 aus den entsprechenden Vorstufen (100 bzw. 101) dargestellt werden.
Fur die Methylierung des Pyrrol-Stickstoffs wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von
Romero-Alel* Dimethylsulfat als Alkylanz gewahlt. Bei der N-Benzylierung von 19
wurde Benzylbromid, angelehnt an eine Methode von Milen®, eingesetzt (vgl. Abb.
62).
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Benzylbromid N

CSzCO3 Br
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Br
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Abbildung 62: Darstellung der N-substituierten Verbindungen 100 und 101

Im Anschluss an den Alkylierungsschritt konnten die erhaltenen Zwischenstufen 100
und 101 jeweils Uber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung mit dem gewilnschten
Substituenten an Position 1 versehen werden. In diesem Fall wurden die Kupplungen
mit 2-Aminophenylboronsaure (23) durchgefihrt und die Zwischenstufen 30 und 31
erst nachtraglich mit Acetylchlorid zu den Acetamiden derivatisiert (vgl. Abb. 63).
Durch diesen zusatzlichen Reaktionsschritt waren auch die beiden Anilin-Vorstufen fur

die Testung verfligbar.

Qi =-Q aoo
o

100 R=Me 30 R=Me (96 %) 28 R=Me (86 %)
101 R=Bn 31 R=Bn 87% 29 R=Bn (83 %)
19 R=H 20RH(80%) 1 R=H

Abbildung 63: Darstellung der Verbindungen 28 und 29 Uber die jeweilige Anilin-Zwischenstufe
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Auf gleiche Weise wurde auch die zentrale Vorstufe 20 fir die Amid-Derivate
dargestellt (vgl. Kap. 3.1). So standen zusatzlich drei Verbindungen fur die Testung
zur Verfugung, die statt der Acetamid-Gruppe eine Anilin-Funktion tragen (vgl.
Abb. 63).

3.4.2 Bachelorarbeit Carina Glas

Im Rahmen der von mir betreuten Bachelorarbeit von Carina Glas wurden zwei
Verbindungen hergestellt, die als Grundkdrper ein Fluorenon bzw. Fluorenol anstelle
des Carbazols besitzen. Die beiden Verbindungen konnten Uber einen gemeinsamen
Syntheseweg aufeinander aufbauend hergestellt werden. Als Ausgangspunkt der
Synthese wurde Biphenyl-2-carbonsaure (47) gewahlt. Mit der Carbonsaure als
dirigierender Gruppe gelang eine ortho-Metallierung mit sec-Butyllithium nach einer
Vorschrift von Tilly%8l, Die Reaktion der metallierten Spezies mit elementarem lod
fuhrte zu der in Position 3 iodierten Verbindung 48. Die auf diese Weise erhaltene
3-lod-[1,1'-biphenyl]-2-carbonsaure (48) kann dann mit Methansulfonsaure zu 1-lod-
9H-fluoren-9-on (49) cyclisiert werden!8 (vgl. Abb. 64).

1) sec-BuLi, THF Methansulfonsaure
—_— >

58 %

HoOC HOOC 1 |

47 48 49

Abbildung 64: Darstellung von 1-lod-9H-Fluoren-9-on (49) nach einer Methode von Tillyt58!

Verbindung 49 konnte als zentraler Baustein fur die beiden anvisierten Analoga der
Leitstruktur 1 verwendet werden. Die Fluorenonverbindung 45 konnte Uber eine
Suzuki-Miyaura-Kupplung*? des lodfluorenons 49 mit der kommerziell erhéltlichen
2-Acetamidophenylboronsaure (24) dargestellt werden. Das gewlnschte Fluorenol-
Analogon 46 konnte durch eine Reduktion des zentralen Bausteins 49 (mit komplexen
Hydriden in Anlehnung an Fominal®®l) und anschlieRende Kreuzkupplung mit der
Boronsaure 24 dargestellt werden, alternativ auch durch Reduktion der
Arylfluorenonverbindung 45 mit Natriumborhydrid (vgl. Abb. 65). Bei Durchfliihrung der
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Reduktion nach der Suzuki-Miyaura-Kupplung ergibt sich eine Gesamtausbeute von
34 % Uber beide Stufen, wird zuerst reduziert und die Kreuzkupplung erfolgt im zweiten

Schritt, ergibt sich eine Ausbeute von 10 % Uber beide Stufen.

Suzuki
>
79 % H\(

49 o 45 o 0

NaBH, NaBH,
56 % 43 %

Suzuki
>
18 % H
N
H 1 H
50 OH 46 OH

Abbildung 65: Flexible Darstellung des Fluorenol-Analogons 46 und des Fluorenon-Analogons 45

Das Fluorenol 46 besitzt wie die Leitstruktur 1 eine funktionelle Gruppe mit
Wasserstoffbrickendonor-Eigenschaften,  allerdings etwas aullerhalb  des
Grundkérpers. Es kénnte ebenfalls die aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63
mit PARP14MD2 ersichtliche Wasserstoffbriicke zu Prolin 1130 ausbilden. Das
Fluorenon 45 weist im Vergleich zur Leitstruktur 1 eine funktionelle Gruppe mit
Wasserstoffbrickenakzeptor-Eigenschaften auf. Diese Verbindung sollte die
Wasserstoffbriicke zu Prolin 1130 nicht aufbauen kénnen. Trotzdem sind andere

Interaktionen mit dem Protein denkbar.
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3.4.3 Bioisostere

Neben den Verbindungen aus der Bachelorarbeit von Carina Glas, sollten noch
weitere Verbindungen dargestellt werden, bei denen die Pyrrol-NH-Funktion mit
Wasserstoffbrickendonor-Eigenschaften  durch  Heteroatome mit  Akzeptor-
Eigenschaften ersetzt sind. Hierfur waren Dibenzofuran und Dibenzothiophen als neue

Grundkérper geeignet.

FUr die Darstellung des Oxa-Analogons der Leitstruktur 1 konnte das kommerziell
verfugbare 4-Bromdibenzofuran (32) genutzt werden. Mit Hilfe einer Suzuki-Miyaura-
Kupplung*? mit der Boronséure 24 konnte der Acetamidophenyl-Substituent an
Position 4, analog zum Substitutionsmuster der Leitstruktur 1, eingefiihrt werden (vgl.
Abb. 66).

Suzuki
—_—
52 %
H
(o) (o) N
Br

(o}
32 34

Abbildung 66: Palladium-katalysierte Kreuzkupplung an 4-Bromdibenzofuran (32)

Der halogenierte Grundkérper fur das Thia-Analogon stand nicht kommerziell zur
Verflgung, konnte aber in Anlehnung an eine Vorschrift von Jung®'l hergestellt
werden. Dazu wurde Dibenzothiophen (36) mit n-Butyllithium an Position 4 lithiiert und
das metallierte Intermediat mit 1,2-Diiodethan weiter zu 4-loddibenzothiophen (33)
umgesetzt (vgl. Abb. 67).
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1) n-BuLi, THF Suzuki
—_— —_—
2) 1,2-Diiodethan 50 %
H
S S S N
1
[o}
36 33 35

Abbildung 67: Darstellung des Thia-Analogons 35 aus Dibenzothiophen

Verbindung 33 konnte dann, analog der Darstellung des Oxa-Analogons 34, Uber eine
Palladium-katalysierte Kreuzkupplung*? mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24) zum

gewunschten Produkt 35 umgesetzt werden.

3.4.4 Seco-Verbindung und Acridon-Analogon

Eine Moglichkeit, die Leitstruktur 1 zu verandern, dabei jedoch alle funktionellen
Gruppen zu erhalten, bot die Darstellung einer sogenannten Seco-Verbindung (lat.
secare fur schneiden). Der Gedanke dabei war es, eine Verbindung zu schaffen, die
alle Interaktionen mit dem Protein eingehen kann, zu denen auch die Leitstruktur 1 in
der Lage ist, die sich jedoch auf Grund ihrer wesentlich flexibleren Struktur noch besser
an der Bindungsstelle im Protein positionieren kann. Da es sich um einen
allosterischen Bindungstyp handelt, ergibt sich die finale Form der Bindungsstelle erst
mit Anlagerung des Liganden. Ein flexibler Inhibitor kénnte dabei mdglicherweise
besser mit dem Protein interagieren als die starrere Leitstruktur 1. Um diese flexible
Struktur zu ermdglichen, sollte der rigide Tricyclus des Grundkorpers aufgebrochen
werden (vgl. Abb. 68).
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Q
Tt T

Abbildung 68: Die flexible Seco-Verbindung 37

Um eine derartige Verbindung mit einer unsymmetrischen Biaryl- und einer
unsymmetrischen Diarylamin-Partialstruktur darzustellen, konnte nicht auf bisher
verwendete Syntheseschemata zurlickgegriffen werden. Als Ausgangpunkt fur die
Synthese der Seco-Verbindung 37 wurde die symmetrische Verbindung
2,2'-Dinitrobiphenyl (39) gewahlt. Die beiden Nitrogruppen konnten in Anlehnung an
eine Vorschrift von Meyer mit Eisen/Ammoniumchlorid in anndhernd quantitativer
Ausbeute zu primaren Aminogruppen reduziert werden. Wang®? beschreibt eine
Methode zur Mono-Acetylierung einer Verbindung, die zwei Anilin-Gruppen tragt, mit
Acetylchlorid im essigsauren Milieu. Angelehnt daran erfolgte eine Desymmetrisierung
von Verbindung 40 (vgl. Abb. 69). Die Darstellung von Verbindung 41 gelang mit einer
Ausbeute von 30-35 %. Als Nebenprodukt entsteht zu etwa einem Drittel die

diacetylierte Spezies und es kann etwa ein Drittel des Eduktes 40 zurlickgewonnen

werden.
O,N ‘ Fe/NH,CI H,N l H,N l
—_  —
H
NO, >98 % l NH;  30-35% ! NY
0
39 40 41

Abbildung 69: Reduktion von 2,2'-Dinitrobiphenyl (39) und anschlielende Desymmetrisierung
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Die nun unsymmetrische Verbindung 41 besitzt bereits den Strukturteil, der dem
Acetamidophenyl-Substituenten der Leitstruktur 1 entspricht. Aus der zweiten, noch
freien Anilin-Funktion musste nun noch ein Diarylamin aufgebaut werden, um zu der
gewlnschten Seco-Verbindung 37 zu gelangen. Dazu wurden verschiedene

Methoden getestet (vgl. Tab. 2).

Grundsatzlich boten sich zum Aufbau eines unsymmetrischen Phenyl-Aryl-Amins drei
Strategien an, die Palladium-katalysierte Buchwald-Hartwig-Aminierung mit lodbenzol,
eine Ullmann-artige Arylierung mit einem Halogenbenzol unter Kupfer-Katalyse, sowie

eine Kondensation mit einem Cyclohexanon bzw. Cyclohexenon, gefolgt von einer

Dehydrierung zum Phenylring.

Reaktionspartner | weitere Mechanismus Problem / Literatur
Reagenzien Ergebnis
0 lod, p-Toluol- | Kondensation, | Geringe Barros!®3l
sulfonsaure Oxidation Ausbeute,
R Produkt nicht
isolierbar
Cl CuSO0s4, K2COs3 | Ullmann- Keine Martin(8°l
f R Kondensation Umsetzung
Cl Brett-Phos, Buchwald- Keine Maitil®°!
R Brett-Phos- Kupplung Umsetzung
Pre-Kat.,
LHMDS
o 1) p-Toluol- 1) Saure- Keine Maruyamal®l
sulfonsaure katalysierte Umsetzung Srinivas!®®
R 2) TiCls, E&N Kondensation (Schritt 1)
2) Oxidation
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o Pd(OAc)2, Kondensation, | Keine Hajral®?
BusNBr, O2 Pd-katalysierte | Umsetzung
R Oxidation
Cl KOH, CuzCl2, | Ullmann- Keine Markovich!®3l
R NaHCOs3 Kondensation Umsetzung

Tabelle 2: Methoden und Reaktionsbedingungen die zur Einfilhrung des Phenylsubstituenten getestet
wurden (R = H bzw. COOMe bei Versuchen zur Darstellung einer Vorstufe des Acridons)

Zum Erfolg fihrte schlieBlich die Buchwald-Hartwig-Aminierung von lodbenzol
angelehnt an eine Methode von MacNeil®®l. Dabei wurde Verbindung 41 mit lodbenzol,
dem Katalysator Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium(0) und dem Liganden BINAP
(2,2'-Bis(diphenylphosphin)-1,1'-binaphthyl) umgesetzt (vgl. Abb. 70). Um das
gewlnschte Produkt vollstandig aufreinigen zu kénnen, wurde das Acetamid in
ethanolischer Kalilauge gespalten, das erhaltene Anilin isoliert und anschliel3end das
Amid durch Umsetzung des Anilins mit Acetylchlorid in Gegenwart von Pyridin erneut

dargestellt. Das gewunschte Produkt 37 entstand mit einer Ausbeute von 31 %.

R
I Pd,(dba)s
BINAP
H,N R NaOBu N

+ _— H
H H
N N

T Ohs

37 R=H
4 43 R =COOMe

Abbildung 70: Darstellung der Seco-Verbindung 37 Uber eine Hartwig-Buchwald-Aminierung
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Nach dem gleichen Syntheseschema konnte Verbindung 43 als geeignete
Zwischenstufe fur das Acridon 38 gewonnen werden (vgl. Abb. 70). Der Acridon-
Grundkorper besitzt drei anellierte Sechsringe. Der mittlere Ring ist ein Pyridin-4-on,
wahrend beim Carbazol der Leitstruktur 1 der mittlere Ring ein Pyrrol ist. Das
Acridon 38 verfugt somit verglichen mit der Leitstruktur 1 Gber eine leicht veranderte
Geometrie des starren Grundkorpers. Die neu eingebrachte Carbonylfunktion im
Acridon konnte jedoch weitere Wechselwirkungen zum Protein ermdglichen,

beispielsweise mit Methionin 1108 (vgl. Kap. 3.4.5).

Die Zwischenstufe 43 konnte nach oben beschriebenem Schema Uber eine Hartwig-
Buchwald-Aminierung von 2-lodbenzoesauremethylester mit Verbindung 41 in einer
Ausbeute von 14 % erhalten werden (vgl. Abb. 70). Aus dem Methylester 43 konnte
durch Reaktion mit Lithiumhydroxid die freie Carbonsaure 44 dargestellt werden. Diese
konnte anschlieBend ohne vorherige Aufreinigung mit Polyphosphorsaure, in
Anlehnung an eine Vorschrift von Wattersonl®’l, zum Acridon 38 cyclisiert werden. Die
Ausbeute Uber beide Stufen betrug 56 % (vgl. Abb. 71).

o
—_— —_—
N N N
H H H
N N N
o o) Y HO o} \n/ Sk
) o

102 R=H
43 44 38 R=Ac

AcClI
_>
Pyridin
N N
\R Y
o

102 R=H 38
38 R=Ac

N
H

=4

Abbildung 71: Darstellung des Acridons 38 aus der Vorstufe 43
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Unter den Bedingungen dieser Cyclisierung war die Amidbindung nur begrenzt stabil.
Es entstand ein Gemisch aus dem gewunschten Acetamid 38 und dem freien Anilin
102, deshalb wurde das rohe Reaktionsprodukt nach erfolgter Aufarbeitung (Isolierung
der organischen Bestandteile, Lésen in Dichlormethan) in Gegenwart der Hilfsbase

Pyridin mit Acetylchlorid“3l umgesetzt.

3.4.5 Ergebnisse der biologischen Testung der Verbindungen mit Variationen

an Ring B und Diskussion

Die beiden N-alkylierten Verbindungen 28 und 29 wurden im ersten ALPHA-Screen
dose-response-Experiment unseres Kooperationspartners getestet und zeigten dort,
im Vergleich zur Leitstruktur 1, keine nennenswerte Inhibition der Macrodomain
PARP14MD2. Deshalb wurde auch kein exakter ICso-Wert von beiden Verbindungen
bestimmt. Aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit der Macrodomain war
ersichtlich, dass die Pyrrol-NH-Funktion des Grundkorpers eine Wasserstoffbriicke zu
Prolin 1130 ausbildet, mit einem Substituenten am Stickstoff ist dies nicht mehr
moglich. Diese Annahme konnte mit den Testergebnissen der beiden Verbindungen
bestatigt werden. Ferner zeigte die Testung der beiden Anilin-Vorstufen 30 und 31 der
N-substituierten Verbindungen 28 und 29, sowie des Anilin-Derivats 20 der Leitstruktur
1 (vgl. Abb. 72), dass ein Fehlen der Acetamid-Gruppe zu einem vollstandigen Verlust
der Aktivitat fuhrt.

20 R'=H R%=H
1 R'=H R%?=Ac

N H 31 R'"=Bn RZ=H
N—R2 20 R'=Bn R2=Ac

R 30 R'=Me R2=H
28 R'=Me R2=Ac

Abbildung 72: Getestete Anilin-Vorstufen und deren Acetamid-Derivate
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Aus der von mir betreuten Bachelorarbeit von Carina Glas standen zwei Verbindungen
fur die biologische Testung zur Verfugung, die anstelle der Pyrrol-NH-Funktion, die als
Wasserstoffbrickendonor fungiert, tber eine Carbonylgruppe bzw. einen sekundaren
Alkohol verfiigen. Obwohl Verbindung 46 mit der Alkohol-Gruppe (vgl. Abb. 73) eine
Funktion tragt, die sowohl als Wasserstoffbrickenakzeptor (Uber das Sauerstoffatom)
als auch als Wasserstoffbruckendonor (uber das Wasserstoffatom) fungieren kann,
zeigte sie keine Aktivitat an der zweiten Macrodomain von PARP14. Auch

Verbindung 45, deren Carbonylfunktion des Fluorenon-Grundkoérpers nur als

Screen.

Wasserstoffbriickenakzeptor zur Verfligung steht, zeigte keine Aktivitat im ALPHA-
(5 » (5 »
N N
0O HO H

(o} o

45 46

O

35

ZI

(o)

\( i H\(
(o) N
Q O
34
Abbildung 73: Das Fluorenon 45 und das Fluorenol 46 aus der Bachelorarbeit von Carina Glas, sowie
das Thia-Analogon 35 und das Oxa-Analogon 34

Die beiden Bioisostere 34 und 35 der Leitstruktur 1 lieferten trotz ihrer Ahnlichkeit
zueinander kontrare Ergebnisse bei der biologischen Testung (vgl. Abb. 73). Das
Dibenzothiophen-Analogon 35 zeigte mit einem ICso-Wert von 2.5 uM eine nur etwas
geringere Aktivitat als die Leitstruktur 1 selbst, obwohl es die Wasserstoffbricke zu

Prolin 1130 nicht ausbilden kann. Leider sind die bisherigen Versuche unseres
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Kooperationspartners, diese Verbindung mit der Macrodomain zu co-kristallisieren
fehlgeschlagen. Uber das dreidimensionale Modell kénnte gezeigt werden, ob bzw.
welche andere Bindung die Substanz mit dem Protein eingeht. Das Oxa-Analogon 34
zeigte trotz einer groBen Ahnlichkeit zur Thia-Verbindung 35 keinerlei Aktivitat an
PARP14MD2.

Die Seco-Verbindung 37 ist im Vergleich zur Leitstruktur 1 sehr viel flexibler im Bereich
des Grundkorpers (vgl. Abb. 74). Dennoch kann diese Verbindung in einer
Konformation vorliegen, die weitgehend der der Leitstruktur 1 entspricht. Eine vollig
koplanare Ausrichtung kdnnte durch die beiden sterisch anspruchsvollen Aromaten an
der Aminfunktion verhindert werden. Ein Unterschied zwischen Verbindung 37 und der
Leitstruktur 1 liegt im C-N-C-Bindungswinkel (vgl. Abb. 74). Wahrend der Winkel im
Carbazol etwa 108°° misst, betragt der entsprechende Winkel in der Diphenylamin-
Partialstruktur von Verbindung 37 etwa 129°1%,

Die Testung zeigte, dass Verbindung 37 keine inhibitorische Aktivitat an PARP14MD2
aufweist. Die bevorzugte Konformation der Verbindung entspricht offenbar nicht der
Konformation, die flr eine Interaktion an der Bindungsstelle im Protein optimal ware.
Vermutlich ist die zu uUberwindende Energiebarriere, um Verbindung 37 in eine
geeignete Konformation zu drehen so hoch, dass keine fur eine Inhibition ausreichend
starke Bindung an das Protein moglich ist. Ein weiterer Grund fir die fehlende Aktivitat
konnte sein, dass die koplanare Ausrichtung des Ringsystems (wie in der Leitstruktur

1) optimal fUr die Bindung ist, diese Anordnung ist jedoch in Verbindung 37 sterisch

ungunstig.
129°
108°
VRN y y
H H
o] o
37 1

Abbildung 74: Die flexible Seco-Verbindung 37 im Vergleich zur Leistruktur 1 mit dem rigiden Carbazol-
Grundkorper
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Verbindung 38 unterscheidet sich von der Leitstruktur 1 zum einen durch die
Bindungswinkel innerhalb des mittleren Rings des Grundkodrpers: Im Sechsring des
Acridons 38 liegen die Bindungswinkel bei ca. 117-123°[%] wahrend die Winkel im
Finfring des Carbazols 1 bei ca. 106-108°®4 liegen. Dadurch ist die gesamte
Geometrie des Grundkoérpers etwas anders. Zum anderen unterscheidet sich
Verbindung 38 von der Leitstruktur 1 in der Basizitat des jeweils im Ring enthaltenen
Stickstoffs. Der pKa-Wert des Pyrrol-Stickstoffs im Carbazol 1 liegt bei ca. 20, der pKa-
Wert des Stickstoffs im Pyridin-4-on-Ring des Acridons 38 liegt bei ca. 15 71, Der
Stickstoff in der Leitstruktur 1 ist also basischer als der Stickstoff des phenylogen
Amids in Verbindung 38. Das Acridon 38, sollte mit der zusatzlichen Carbonyl-Funktion
eine weitere funktionelle Gruppe tragen, die Interaktionen mit dem Protein ermoglichen
kénnte. Denkbar ware z.B., dass Uber ein Wassermolekil (ahnlich wie bei einer der
Bindungen, die von der Amid-Funktion ausgehen, vgl. Abb. 75) eine Bindung zu
Methionin 1108 im direkten Umfeld ausgebildet werden kann. Das Wassermolekdl
konnte Uber seine beiden Wasserstoffatome als Donor jeweils eine Wasserstoffbricke
zur Carbonylfunktion des Acridon 38 und zum Schwefelatom aus Methionin 1108 als

Akzeptoren ausbilden.
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Abbildung 75: Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2

Die biologische Testung zeigte jedoch, dass diese Veranderung des Grundkorpers zu

einem kompletten Verlust der inhibitorischen Aktivitat an der Macrodomain fihrt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass keine der Variationen von Ring B zu
einer Verbesserung der Aktivitat im Vergleich zur Leitstruktur 1 geflihrt hat. Lediglich
das Thia-Analogon 35 zeigt eine gute Inhibition von PARP14MD2, allerdings auch
geringflgig unter dem Niveau der Leitstruktur 1. Aus diesem Grund, sollte bei den
folgenden Synthesen der Pyrrol-Ring mit seiner freien NH-Funktion als mittlerer Ring

des Grundkorpers beibehalten werden.
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3.5 Variationen an Ring C der Leitstruktur 1

Die Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit der zweiten Macrodomain von PARP14
lie® vermuten, dass im Umfeld von Ring C noch Platz fur kleinere Substituenten zur
Verfligung stehen sollte (vgl. Abb. 76).

%

VAL 1092\

. _ PHE 1129
» ‘ | / VAL 1032
Ilr‘" . / | [« :

«~ |ILE 1132 SER 1034

Abbildung 76: Ausschnitt aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2

In den Ebenen Gber bzw. unter dem Benzenring C des Grundkorpers liegen die Reste
der beiden apolaren Aminosauren Phenylalanin 1129 bzw. Isoleucin 1132. Sie kdnnten
hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Benzenring des Grundkdrpers eingehen und
auf diese Weise die Bindung zwischen der Substanz und dem Protein festigen. Diese
Theorie lasst sich mit der Testung von Verbindungen Uberprifen, die z.B. Heteroatome
im Ringsystem tragen, welche den Ring C weniger hydrophob machen. Als
Modellverbindung sollte ein a-Carbolin dargestellt werden (vgl. Abb. 77, links oben),
welches in  Positon 8 (entspricht C-1 der Leitstruktur 1) einen
Acetamidophenylsubstituenten tragt. Erweist sich die Theorie als zutreffend, sollte das
a-Carbolin-Analogon 103 eine geringere Aktivitat zeigen als die Leitstruktur 1.
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Eine weitere Mdglichkeit Ring C zu variieren, aber dennoch die hydrophoben
Eigenschaften dieses Rings zu erhalten, stellt ein 5,6,7,8-Tetrahydrocarbazol-
Analogon der Leitstruktur 1 dar (vgl. Abb. 77, links unten). Dieses verfugt uber eine
ahnliche Ladungsverteilung, jedoch durch die sp3-Hybridisierung von vier der sechs
Kohlenstoffatome des Rings C Uber eine unterschiedliche Geometrie, verglichen mit
dem planaren aromatischen System aus der Leitstruktur 1, an dem alle

Kohlenstoffatome sp2-hybridisiert sind.

104 o

X = CH, bzw. NH

Abbildung 77: Geplante Variationen an Ring C

AulRerdem sollten Verbindungen hergestellt werden, die unterschiedliche Reste an
Ring C tragen. Zum Beispiel sollten an Position 6 des Carbazol-Grundkodrpers kleine
polare oder apolare Gruppen eingefuhrt werden (vgl. Abb. 77, rechts oben). Eine
polare Gruppe an dieser Position kdnnte z.B. Uber eine Wasserstoffbriicke zu Serin
1034 die Bindung des Inhibitors an die Macrodomain positiv beeinflussen.
Wahrscheinlich ware auch eine polare Gruppe an Position 7 flr eine Interaktion mit
Serin 1034 geeignet. Da aber bei der Synthese eines Grundkdrpers mit einem Rest an
C-7 mit Schwierigkeiten durch die Bildung von Regioisomeren zu rechnen ist, sollten
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derartige Verbindungen erst hergestellt werden, wenn die Testung von Verbindungen

mit Substituent an Position 6 vielversprechend ausfallt.

Denkbar ware aber auch, dass eine apolare Gruppe an Position 6 Uber hydrophobe
Wechselwirkungen zu Valin 1092 und/oder Valin 1032 die Affinitdt des Inhibitors

steigern kann.

Zusatzlich sollte ein Analogon der Leitstruktur 1 hergestellt werden, das eine 7,8-
Dichlorcarbazol-Partialstruktur aufweist (vgl. Abb. 77, rechts oben). Dieses
Substitutionsmuster hat in Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe bei Kinase-Inhibitoren
vom B-Carbolin-Typ zu einer Steigerung der Affinitat der Substanzen geflihrt. Dieser
Effekt konnte auf Basis von Co-Kristallstrukturen auf die Ausbildung von Chlorbriicken
mit den Peptidgruppen in der Hinge-Region verschiedener Kinasen zurtckgefuhrt
werden!®®. Da die Leitstruktur einer Substanzbibliothek entstammt, die urspriinglich
zur Entdeckung neuer Kinase-Inhibitoren designt worden war, sollten die
Testergebnisse einer Verbindung, die dieses charakteristische 7,8-Dichlorcarbazol-
Muster tragt, auch erste Hinweise liefern, ob mit einer Kreuzreaktivitat der

Macrodomain-Inhibitoren auf Kinasen zu rechnen ist.

Da aus der Co-Kristallstruktur von PARP14MD2 mit Verbindung 63 keine direkten
Wechselwirkungen zwischen Ring C und dem Protein erkennbar sind, sollte aulerdem
mit Indol-Analoga (vgl. Abb. 77, rechts unten) der Leitstruktur 1 gezeigt werden, ob es

mdglich ist, auf Ring C (teilweise oder ganz) zu verzichten.

3.5.1 Exkurs: Buchwald-Liganden in Palladium-katalysierten Kreuzkupplungen

Die seit 1998 etablierte Familie der Dialkylbiarylphophin-Liganden (vgl. Abb. 78) spielt
bei Palladium-katalysierten Kreuzkupplungen neben Trialkylphosphinen und NHCs (N-
heterocyclische Carbene) eine wichtige Rolle. Die in der Arbeitsgruppe von Prof.
Stephen Buchwald entwickelten Liganden werden bei den unterschiedlichsten
Problemstellungen im Bereich der C-C-, C-N- und C-O-Bindungsknupfung verwendet.
Die Eigenschaften des jeweiligen Liganden sind abhangig von seinem Aufbau (vgl.
Abb. 78).
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R* fixiert die
Konformation von PR,
und begilinstigt
dadurch die reduktive
Eliminierung

R1/R?

> verhindern
Cyclometallierung
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begiinstigen L{Pd(0)
gegen L,Pd(0)

P

| \ Elektronendichte am

R < — Phosphoratom, dadurch wird die

R2 oxidative Addition beschleunigt

> sterisch anspruchsvolle Reste
begiinstigen die reduktive
Eliminierung und beeinflussen das
Gleichgewicht L,Pd(0) > L,Pd(0)
positiv

O R |R
~ > Alkylreste erhdhen die
R1

R3

Phenylring
> vergroBert das Volumen des Liganden
und wirkt protektiv gegen Oxidation durch O,
> stabilisiert Interaktionen zwischen Pd und Aromaten
> begiinstigt reduktive Eliminierung

Abbildung 78: Dialkylbiarylphosphinliganden und ihre Eigenschaften nach Buchwald®®

Durch die Wahl eines geeigneten Liganden lassen sich viele Reaktionen optimieren

oder gar Uberhaupt erst realisieren. Beispielsweise konnte mit dem Liganden

CyJohnPhos (vgl. Abb. 79) aus dieser Familie selektiv der Ringschluss zu Verbindung

105 (siehe Folgekapitel, Abb. 80) realisiert werden. Eine Weiterentwicklung dieser

Verbindungsklasse stellen zweizahnige Liganden, wie etwa Xantphos, dar (vgl.

Abb. 79). Sie begiinstigen durch Chelatisierung von Palladium!'®! bestimmte

Reaktionen, wie etwa

verschiedene Buchwald-Hartwig-Aminierungenl'9'l. Diese

Eigenschaft konnte ebenfalls bei der Darstellung von Verbindung 105 (siehe

Folgekapitel, Abb. 80) genutzt werden.
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Abbildung 79: CyJohnPhos 106 und Xantphos 107

Durch den Einsatz verschiedener Liganden lassen sich Reaktionen steuern bzw.
Reaktionsfolgen gezielt nacheinander umsetzen. Im folgenden Kapitel ist ein Beispiel

dafiir beschrieben.

3.5.2 a-Carbolin-Analogon

Fur die Darstellung der a-Carbolin-Verbindung 103 musste der tricyclische
Grundkérper neu aufgebaut werden. Die bisher bevorzugt gewahlte Methode der
Fischer-Borsche-Reaktion mit nachfolgender Dehydrierung zum aromatischen
Grundkorper konnte hier nicht in analoger Weise angewendet werden. Daher sollte
hier, angelehnt an Arbeiten von Minenol'%2: [103] der bromierte a-Carbolin-Grundkorper
105 durch eine Reihe aufeinanderfolgender Palladium-katalysierter Kreuzkupplungen

aufgebaut werden (vgl. Abb. 80).
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Abbildung 80: Darstellung des a-Carbolin-Analogons 103

Fur das Gelingen dieser Abfolge von Kreuzkupplungen war unter anderem die
unterschiedliche Reaktivitat der (Pseudo)Halogen-Substituenten (I >> Br > OTf
>>C|)['%4 ausschlaggebend. Durch die deutlich hdhere Reaktivitat von lod im Vergleich
zu Brom gelang im ersten Schritt unter Verwendung eines spezifischen Systems aus
Katalysator, Base und dem Liganden Xantphos (vgl. Kap. 3.5.1) eine selektive
Aminierung von 1-Brom-2-iodbenzol mit 3-Brompyridin-2-amin zu Verbindung 108 (vgl.
Abb. 80). Im Anschluss konnte durch Wahl eines flr die gewlnschte C-C-Kupplung
geeigneten Systems aus Palladium-Katalysator, Ligand (hier CyJohnPhos, vgl. Kap.
3.5.1) und DBU als Base der Ringschluss zum a-Carbolin 105 unter Erhalt des Brom-
Substituenten am Phenylring erfolgen. Der Brom-Substituent wurde im letzten Schritt,
ebenfalls Palladium-katalysiert (hier unter Verwendung von
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) als Katalysator-Ligand-System) mittels einer
Suzuki-Miyaura-Reaktion[*? gegen den gewiinschten Acetamidophenyl-Substituenten
ausgetauscht, um die Zielverbindung 103 zu erhalten. Die Ausbeute war im letzten
Schritt mit 7 % relativ niedrig, moglicherweise chelatisieren die beiden Stickstoffatome
des a-Carbolins den Palladium-Katalysator. Damit stand eine flexible Methode zur
Verfligung, die die Option erdffnete, zusatzlich zu dem neu eingefihrten Stickstoff-
Atom durch Wahl geeigneter Edukte auch noch weitere Substituenten an Ring C
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einzufihren (vgl. Abb. 81; denkbar ware auch das Einfuhren von Substituenten an
Ring A, jedoch steht hier kein Platz im Protein zur Verfigung, vgl. Kap. 3.3). Da der
Wechsel vom Carbazol- zum a-Carbolin-Ringsystem jedoch zu einem massiven
Aktivitatsverlust fuhrte (siehe Kap. 3.5.7), wurden keine weiteren Verbindungen mit
a-Carbolin-Grundkorper dargestellt und auch keine Anstrengungen unternommen, die

Ausbeute von 103 zu steigern.

R? R*
R? N Br
+
1 /
R N NH, I

Br

Abbildung 81: Die fiir die Darstellung von Verbindung 103 gewahlte Methode bietet prinzipiell auch die
Méglichkeit, a-Carboline mit weiteren Resten darzustellen

3.5.3 Tetrahydrocarbazol-Analogon der Leitstruktur 1

Fir die Darstellung einer Verbindung, die einen teilweise gesattigten Ring C besitzt,
konnte, mit einer kleinen Abwandlung, die fur die Synthese der Leitstruktur etablierte
Syntheseroute verwendet werden. Zuerst wurde der Grundkérper Uber eine Fischer-
Borsche-Synthesel*? 40 gufgebaut (vgl. Abb. 82).
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Abbildung 82: Darstellung des Grundkorpers Uber eine Fischer-Borsche-Synthese und anschlielende
Suzuki-Miyaura-Kupplung zur Zielverbindung 51

Aus Cyclohexanon und 2-Bromphenylhydrazin (21) konnte im essigsauren Milieu
durch Kondensation und anschlieBende Cyclisierung Verbindung 22 dargestellt
werden. Auf den bei der Darstellung des Grundkorpers der Leitstruktur 1 nun
folgenden Oxidationsschritt mit Chloranil wurde verzichtet, da hier das
Tetrahydrocarbazol-Strukturelement in der Zielverbindung erhalten bleiben sollte. Die
Zwischenstufe 22 konnte, in Anlehnung an die Synthese der Leitstruktur 1, in einer
Suzuki-Miyaura-Reaktion*l  mit  2-Acetamidophenylboronsdure  (24)  zur

Zielverbindung 51 umgesetzt werden.

3.5.4 Aza-Analogon des Tetrahydrocarbazols 51

Neben Verbindung 51, die im Vergleich zur Leitstruktur 1 lediglich eine veranderte
Geometrie des apolaren Rings C aufweist, sollte eine weitere Verbindung synthetisiert
werden, die im teilweise gesattigten Ring C zusatzlich eine polare Funktion tragt. Dazu

sollte ein Kohlenstoffatom des Rings C durch ein Stickstoffatom ersetzt werden (vgl.
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Abb. 83). Zum einen sollte die Verbindung durch den unter physiologischen
Bedingungen (bzw. in den wassrigen Puffersystemen der biologischen Testung)
protoniert vorliegenden Stickstoff eine verbesserte Loslichkeit aufweisen. Zum
anderen konnte die neu eingefiihrte Aminogruppe zusatzliche Interaktionen mit dem

Protein eingehen und so die Aktivitat der Verbindung steigern.

Fir die Synthese von Verbindung 109 wurde eine ahnliche Strategie genutzt, die
schon bei der Darstellung des Tetrahydrocarbazols 51 Anwendung fand (vgl. Abb. 83).
Der Grundkérper 110 konnte im salzsauren Milieu aus 2-Bromphenylhydrazin (21) und
Piperidin-4-on Uber eine Fischer-Cyclisierungl'®®! aufgebaut werden. Im Anschluss
wurde das sekundéare aliphatische Amin fir die folgende Suzuki-Miyaura-Kupplung®?!
geschitzt, da dies oft zu einer Verbesserung der Ausbeute in der
Kreuzkupplungsreaktion fuhrt. Es wurde die klassische Amin-Schutzgruppe Boc
(tert-Butyloxycarbonyl) verwendet, da diese unter den basischen Bedingungen der
Suzuki-Miyaura-Reaktion ausreichend stabil ist und im Anschluss an die Reaktion im

Sauren leicht wieder abgespalten werden kann.

HN H*
53 %
N
NH, Br Br
110

Boc,0,

Pyridin

98 %
Boc

HN \N
1) Suzuki
~ /
/ 2) TFA
N H
N N 14+2: 20 %
Br

Abbildung 83: Darstellung von Verbindung 109

21

Iz
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Die Umsetzung der Verbindung 110 mit Di-fert-butyldicarbonat in Gegenwart der
Hilfsbase Pyridin lieferte die N-geschitzte Verbindung 111 in sehr guter Ausbeute.
Mittels  einer  Suzuki-Miyaura-Kupplung?  von  Verbindung 111  mit
2-Acetamidophenylboronsaure (24) und anschlieBender Entschitzung mit
Trifluoressigsaure  konnte  Verbindung 109, das Aza-Analogon des

Tetrahydrocarbazols 51, dargestellt werden.

3.5.5 Flexible Einflihrung von Substituenten an Ring C

Um Grundkdrper mit verschiedenen Substituenten an Ring C aufzubauen, ware die fur
die Darstellung des a-Carbolin-Analogons 103 genutzte Synthesestrategie Uber
sequentielle Kreuzkupplungen!'®? (vgl. Kap. 3.5.1 bzw. 3.5.2) denkbar gewesen. Da
aber unter anderem Verbindungen mit zusatzlichen Halogensubstituenten an Ring C

geplant waren, war dies nicht die Methode der Wahl.

Ritter!'%] und Gehring®®! aus unserem Arbeitskreis konnten bereits zeigen, dass
unterschiedlich substituierte Tetrahydrocarbazol-1-one aus kommerziell erhaltlichen
Anilinen Uber eine Synthesestrategie von Abramovitch!®% 611 gut zuganglich sind (vgl.
Abb. 84). Dabei wird das entsprechende Anilin zuerst in saurer Losung mit Natriumnitrit
in der Kalte diazotiert. Dann wird das entstandene Diazoniumsalz mit einer LOsung von
zuvor verseiftem 2-Oxocyclohexansaureethylester versetzt, wobei in einer Japp-
Klingemann-Reaktion unter Decarboxylierung das entsprechende Hydrazon entsteht.
Dieses Hydrazon lasst sich Uber eine Fischer-Reaktion im Sauren zum
entsprechenden Tetrahydrocarbazol-1-on cyclisieren. Auf diese Weise wurden
Tetrahydrocarbazol-1-one mit einer Methoxy- bzw. einer Nitro-Gruppe (Verbindung
112 bzw. 113) an Position 6 dargestellt. Zusatzlich standen bereits einige weitere
Verbindungen mit unterschiedlichen Substitutionsmustern aus den Arbeiten von
Gehring zur Verfigung (vgl. Abb. 86).
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Abbildung 84: Synthese unterschiedlich substituierter Tetrahydrocarbazol-1-one

Aus den dadurch zuganglichen Tetrahydrocarbazol-1-onen sollten z.B. durch
Oxidation die entsprechenden Carbazol-1-ole zuganglich sein. Aus den resultierenden
Phenolen sollten sich dann z.B. Triflate als gute Abgangsgruppen flir ibergangsmetall-

katalysierte Kreuzkupplungen darstellen lassen.

Bereits Gering beschrieb in seiner Dissertation®¢! verschiedene Methoden um
Tetrahydrocarbazol-1-one zu Carbazol-1-olen zu oxidieren, jedoch gelang keine

davon in zufriedenstellenden Ausbeuten (vgl. Abb. 85).

(3 =~ O

N
(o} OH

(I) Pd/C, Xylol; (1) Pd/C, p-Cymol; (lll) Pd/C, PhOPh; (IV) Cer(IV)sulfat; (V) KMnO,

Abbildung 85: Versuche von Gehring zur Oxidation von Tetrahydrocarbazol-1-onen3¢!
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In einer Arbeit von Miller'%l wird eine Reaktionsfolge beschrieben, bei der
Tetrahydrocarbazol-1-one zuerst mit Kupfer(ll)boromid in ortho-Position zur
Carbonylfunktion bromiert werden (vgl. Abb. 86). Im Anschluss erfolgt eine
Dehydrobromierung mit einer Mischung aus Lithiumbromid und Lithiumcarbonat zu
den entsprechenden aromatischen Carbazol-1-olen. Angelehnt an diese Methode

konnten unterschiedlich substituierte Carbazol-1-ole dargestellt werden (vgl. Abb. 86).

R
CuBr,
\ — \ B
H o (o)
114 R =CF; 116 R=CF394 %
115 R=CI 117 R=Cl 94 %
LiBr, L|2CO3
- HBr
R
Tf,0, Pyridin
H OTf OH
120 R =CF;56 % 118 R=CF;80%
121 R=Cl 74 % 119 R=Cl 74 %

Abbildung 86: Darstellung von substituierten Carbazol-1-olen aus den entsprechenden
Tetrahydrocarbazol-1-onen und nachfolgende Umsetzung zu entsprechenden Aryltriflaten

Die erhaltenen Carbazol-1-ole konnten dann in Gegenwart der Hilfsbase Pyridin mit
Trifluormethansulfonsaureanhydrid zu den Triflaten umgesetzt werden (vgl. Abb. 86).
Mittels Suzuki-Miyaura-Kupplungen mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24) sollte der
dem Substitutionsmuster der Leitstruktur 1 entsprechende Rest eingefuihrt werden. Da
die bisher haufig genutzte Methode nach de Koning[*? nicht zum Ziel fiihrte, sollte in
Anlehnung an eine Vorschrift von Choshil'%l mit einem alternativen System aus

Katalysator, Ligand und Base der gewlinschte Substituent eingeflihrt werden. Da auch
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diese Reaktion trotz Variation der Parameter (wie Temperatur (70 — 120 °C),
Reaktionsdauer (12 — 48 Stunden)) nicht zum Ziel fuhrte, musste ein anderer

Syntheseweg gefunden werden.

Eine Veroffentlichung von Bracher!'® beschreibt die Darstellung von 1-Chlor-3-
carbolin (122) aus 2,3,4,9-Tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-1-on (123) (vgl. Abb. 87).

\
1) Pd/C
\ NH \ / N
2) POCl,
N N
o} H cl
123 122

Abbildung 87: Synthese von 1-Chlor-B-carbolin (122) nach Bracher!'%9

Diese Methode zur Dehydrierung/Halogenierung konnte auf Tetrahydrocarbazol-1-one
Ubertragen werden. Als Reagenz wurde Phosphoroxybromid gewahlt, da bromierte
Aromaten in der geplanten Folgereaktion in der Regel héhere Ausbeuten liefern als
chlorierte (vgl. Abb. 88). Phosphoroxybromid dient hier sowohl als Oxidationsmittel als
auch als Bromierungsreagenz, somit konnte auf den Dehydrierungsschritt mit
Palladium/Kohle (der bereits Gehring Schwierigkeiten bereitet hatte, vgl. Abb. 85)

verzichtet werden.

POBr3 Suzuk|
R? \ —_— R2
Q i
124 R'=H R2=cl R®=cCl 125 R'=H R2?=CI R®*=CI 50%

113 R'=NO, R?=H R®=H 126 R'=NO, R?=H R%®=H 17%

14 R'=CF; R2=H R3=H 127 R'=CF; R?>=H R®=H 12% 130 R'=H R?=CIR®=Cl 1%
115 R'=Cl R?=H R®=H 128 R'=Cl R?=H R®=H 28% 131 R'=Cl R?=H R®=H 10%
112 R'=0OMe R2=H R3=H 129 R'=OMe R?=H R®=H 29% 132 R'"=0Me R?>=H R®=H 25%

Abbildung 88: Darstellung von substituierten 1-Bromcarbazolen und anschlieRende Suzuki-Miyaura-
Kupplung
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Mit der beschriebenen Methode konnten beispielhaft funf Bromcarbazole mit
unterschiedlichen Substitutionsmustern an Ring C in Ausbeuten zwischen 12 und
50 % dargestellt werden (vgl. Abb. 88). Dabei war zu beobachten, dass die Ausbeuten
bei der Umsetzung von Edukten mit elektronenreicheren Aromaten hoher sind als bei
elektronenarmeren Systemen. Die erhaltenen in Position 1 bromierten Carbazole
konnten anschlielend mittels Suzuki-Miyaura-Kupplung(4? mit
2-Acetamidophenylboronsaure (24) zu den an Ring C variierten Analoga der
Leitstruktur 1 umgesetzt werden (vgl. Abb. 88). Die Verknupfung der
elektronenreicheren Grundkdérper mit der Boronsaure 24 erfolgte mit Ausbeuten
zwischen 10 und 25 %. Die elektronenarmeren Grundkdorper (mit Nitro- bzw.
Trifluormethyl-Substituenten an C-6) lieRen sich unter den gewahlten Bedingungen
nicht zu den gewunschten Produkten umsetzen. Die drei dargestellten
Zielverbindungen 130, 131 und 132 weisen eine aulerst geringe Loslichkeit in
verschiedensten Losungsmitteln auf. Da fur die biologische Testung und insbesondere
fur die spateren Anwendungsmdglichkeiten eines Wirkstoffs die L&slichkeit von
entscheidender Bedeutung ist, wurde auf eine Optimierung der Methode bezlglich der

Umsetzung elektronenarmerer Edukte verzichtet (vgl. Kap. 3.5.7).

3.5.6 Indol-Derivate

Um festzustellen, ob Ring C der Leitstruktur an der Bindung zur Macrodomain
Uuberhaupt mafRgeblich beteiligt ist, sollte als weitere Modifikation der Leitstruktur 1 eine
Verbindung mit Indol-Grundkérper und lediglich einem kleinen apolaren Rest anstelle
des aromatischen Rings C dargestellt werden (vgl. Abb. 89). Indole mit Resten an
Position 2 oder 3 lassen sich, ahnlich der Darstellung des Grundkorpers der
Leitstruktur, unter Verwendung einer geeigneten Carbonyl-Komponente Uber eine
Fischer-Indol-Synthesel39 [0 herstellen. Auf Basis von Dockingstudien wurde von
unseren Kooperationspartnern am SCG in Oxford ein Indol mit einem Isopropylrest an
C-3 vorgeschlagen. Durch Umsetzung von 2-Bromphenylhydrazin (21) mit
3-Methylbutyraldehyd im Sauren wurde 7-Brom-3-isopropyl-1H-indol (133) als
Grundkorper hergestellt. Dieser konnte anschliel3end mit
2-Acetamidophenylboronsaure (24) in einer Suzuki-Miyaura-Reaktion*?l gekuppelt

werden um die Zielverbindung 104 zu erhalten (vgl. Abb. 89).
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Abbildung 89: Darstellung des Indol-Grundkérpers 133 und anschlieBende Suzuki-Miyaura-Kupplung
zur Zielverbindung 104

Da die biologische Testung des Indols 104 verglichen mit der Leitstruktur eine ca. um
den Faktor 20 niedrigere Aktivitat am Protein ergab, wurden keine weiteren

zreduzierten“ Analoga mit Indol-Grundkdrpern hergestellt.

3.5.7 Ergebnisse der biologischen Testung und Diskussion

Das a-Carbolin-Analogon 103 zeigte im ALPHA-Screen keine Aktivitat an der zweiten
Macrodomain von PARP14. In der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit
PARP14MD2 ist zu sehen, dass Ring C von den apolaren Resten von Phenylalanin
1129 und Isoleucin 1132 umgeben ist (vgl. Abb. 90).
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Abbildung 90: Ausschnitt aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 mit Fokus
auf Ring C des Grundkorpers

Vermutlich stabilisieren hydrophobe Wechselwirkungen zwischen diesen Resten und
Ring C die Bindung des Inhibitors an das Protein. Bei der im Vergleich zu 63 polareren
Verbindung 103 ist dies offenbar nicht bzw. nur in stark abgeschwachten Ausmalf}

moglich.

Die Aktivitat des Tetrahydrocarbazols 51 wurde ebenfalls mittels ALPHA-Screen
bestimmt. Mit einem ICso-Wert von 1.1 uM zeigt die Verbindung eine relativ gute
inhibitorische Aktivitat an der zweiten Macrodomain von PARP14 (ICso von 1: 0.7 uM).
Die im Vergleich zur Leitstruktur 1 leicht veranderte Geometrie des ebenfalls apolaren
Rings C wird an der Bindungsstelle offenbar gut toleriert. Allerdings war durch diese
Strukturmodifikation auch kein Zugewinn an Aktivitat zu erreichen, der weitergehende
(und von der Synthese her wegen daraus resultierender EinfUhrung von

Asymmetriezentren anspruchsvolle) Strukturvariationen gerechtfertigt hatte.

Das von Verbindung 51 abgeleitete Aza-Analogon 109 (vgl. Abb. 91) wurde mittels
ITC- und BLI-Messungen auf seine Affinitat zur Macrodomain getestet. Trotz der

Ahnlichkeit der beiden Verbindungen zueinander zeigte Substanz 109 keine messbare
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Affinitat zu PARP14MD2. Dieses Testergebnis ist im Einklang mit den Erkenntnissen
aus der Testung der a-Carbolin-Verbindung 103, auch hier hat der Austausch eines
Kohlenstoffatoms gegen ein Stickstoffatom in Ring C zu einem vollstandigen Verlust
der Aktivitat gefuhrt.

Offensichtlich fuhrt jegliche Steigerung der Polaritat des Rings C zu einem Verlust an

Affinitat zur zweiten Macrodomain von PARP14.

SOl Qa H

Abbildung 91: Das a-Carbolin 103, das Tetrahydrocarbazol 51 und dessen Aza-Analogon 109

Verbindung 132, mit einem Methoxy-Substituenten in Position 6 (vgl. Abb. 92), zeigte
im ITC-Experiment keine Affinitat zur zweiten Macrodomain von PARP14. Zusammen
mit den Testergebnissen von den Verbindungen 109 und 103 I3sst sich ableiten, dass

auch polare Funktionen am Ring C zu einem starken Verlust an Affinitat fuhren.

c __—0
A5 ) O
H H H
N N N N N N
STt e (
o o (o]
130 131 132
Abbildung 92: Verbindungen mit Substituenten an Ring C

Die beiden Verbindungen 130 und 131 mit Chlor-Substituenten an verschiedenen
Positionen des Rings C zeigten mit 1.9 bzw. 2.8 uM ICso-Werte im ALPHA-Screen in
der GréRenordnung der Leitstruktur 1 (0.7 uM). Allerdings sind die absoluten Zahlen
hier kritisch zu bewerten, da alle Verbindungen mit Substituenten an Ring C (vgl.
Abb. 92) eine sehr schlechte Ldéslichkeit in den Pufferlésungen der Messsysteme
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aufweisen. Mdglicherweise liegen die realen ICso-Werte also niedriger, da davon
auszugehen ist, dass die Verbindungen wahrend der Testung nicht vollstandig gelost
vorlagen. Die Ergebnisse fur Verbindung 131 sollten Uber ITC-Messungen bestatigt
werden: Auf Grund der schlechten Loslichkeit ergaben sich schwankende Kp-Werte
zwischen 0.6 und 1.3 uM. Die Leitstruktur 1 liegt mit einem Kp-Wert von 1 uM etwa in
der Mitte der bestimmten Werte. Denkbar ist, dass die zusatzlichen Chloratome
hydrophobe Wechselwirkungen zu Valin 1092 und/oder Valin 1032 ausbilden und
daraus die erhdhte Aktivitat bzw. Affinitat im Vergleich zur Leitstruktur 1 resultiert. Die
gute Aktivitat von Verbindung 130 ist zumindest ambivalent zu sehen, da dieses
Substitutionsmuster auch bei Kinase-Inhibitoren zu finden ist.[®® Die Leitstruktur 1
zeigte bei Testungen gegenlber 40 verschiedenen Kinasen keinerlei Aktivitat (vgl.
Abb 93). Dennoch sind zusatzliche Testungen durch unseren Kooperationspartner in
Arbeit, die eine Kreuzreaktivitdit der Verbindungen gegenitber Kinasen (falls
vorhanden) aufzeigen konnen. Bisher stehen leider noch keine Daten aus diesen

Testungen zur Verfugung.

Da die Verbindungen mit den besten I1Cso- bzw. Kp-Werten im nachsten Schritt in
einem zellularen Testsystem untersucht werden sollten (vgl. Kap. 5.2 und 5.3) und
daflr Verbindungen mit guten Ld&slichkeitseigenschaften in wassrigen gepufferten
Systemen bendtigt wurden, wurden Strukturvariationen in dieser Substanzgruppe mit
Substituenten an Ring C nicht weiter verfolgt, obwohl hier vermutlich ein Inhibitor
vorliegt, der eine hohere Aktivitat als die Leitstruktur besitzt. Auch fur die spatere
Entwicklung eines Arzneistoffs ist eine gute Loslichkeit in physiologischen Medien

essenziell.
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O 1 Screening 'ta

Abbildung 93: Phylogenetischer Kinase-Stammbaum (markiert sind alle Kinasen an denen 1 auf
seine Aktivitat getestet wurde)

Als Beispielverbindung, um den Effekt eines fehlenden Ringes C auf die Aktivitat der
Substanz an der zweiten Macrodomain von PARP14 zu Uberprifen, diente ein
3-Isopropylindol mit dem Acetamidophenyl-Substituenten an Position 7 (entsprechend
C-1in der Leitstruktur 1). Die Aktivitat der Verbindung 104 wurde mittels ITC bestimmt,
das Ergebnis konnte uber BLI bestatigt werden. Der Kp-Wert von 104 liegt bei 18 uM.
Die Leitstruktur 1 besitzt mit einem Kp-Wert von ca. 1 uyM eine etwa 20fach hdhere
Aktivitat. Das Ersetzen des aromatischen Rings C der Leitstruktur durch kleinere

apolare Reste fuhrte also nicht zu der erhofften Erhéhung der Affinitat zum Protein.

96



4. Biologische Testung

4. Biologische Testung

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Zielverbindungen wurden in verschiedenen
Testsystemen auf ihre biologischen Aktivitdten untersucht. Bei unserem
Kooperationspartner, dem SGC in Oxford, wurden ICso-Werte sowie Kp-Werte der
Verbindungen an der humanen Macrodomain 2 von PARP14 bestimmt. In unserem
Arbeitskreis wurden routinemafig Agar-Diffusions-Tests und MTT-Assays von Frau
Martina Stadler durchgefuhrt. Die Testmethoden und deren Ergebnisse sind im

Folgenden beschrieben.

4.1 Methoden
4.1.1 ALPHA-Screen

Die Abkurzung ,ALPHA® steht flr: amplified luminescent proximity homogeneous

assay technology.

Bei dieser Technik werden zwei verschiedene Arten von Latex-Kugelchen, sogenannte
.beads” verwendet, die jeweils mit einem der beiden interagierenden Proteine (oder
Teilen davon) beladen werden. Man bezeichnet sie als Donor- und Akzeptor-Beads.
Die Donor-Beads sind mit dem Photosensitizer Phthalocyanin beschichtet und kénnen
bei einer definierten Wellenlange angeregt werden, woraufhin Singulett-Sauerstoff
erzeugt wird. Dieser kann innerhalb einer Reichweite von 200 nm auf ein Akzeptor-
Bead Ubertragen werden, das mit Thioxen-Derivaten beschichtet ist, welche durch die
Anregung Licht definierter Wellenlange emittieren (vgl. Abb. 94). Ist die Interaktion
zwischen den beiden Proteinen hinreichend stark, liegen die Donor- und Akzeptor-
Beads nahe beieinander und die Ubertragung kann stattfinden. Dabei verhalt sich die
Menge an erzeugtem Licht proportional zur Menge aneinander gebundener Donor-
und Akzeptor-Beads. Auf diese Art kann also die Interaktion zwischen Proteinen
quantifiziert werden. Dieser ,Blindwert* dient als Referenzwert fiur Messungen, bei
denen die Protein-Protein-Wechselwirkung, wie hier mit einem Inhibitor, modifiziert

werden soll.[32]: [33], [34], [35]
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Excitation
680 nm
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' B

Abbildung 94: Funktionsprinzip ALPHA-Screen 134

Excitation
680 nm

Fugt man dem bestehenden System eine niedermolekulare Verbindung hinzu, die die
Protein-Protein-Interaktion beeinflusst, so kann man durch Vergleich des daraufhin
ermittelten Werts mit dem Referenzwert Rulckschlisse auf die Aktivitat der
zugesetzten Verbindung ziehen. Ebenso lasst sich beurteilen, ob es sich um einen

Inhibitor oder einen Enhancer handelt.

4.1.2 ITC (Isotherme Titrationskalorimetrie)

Bei der Isothermal Titration Calorimetry (ITC) wird eine Messzelle und eine
Referenzzelle verwendet (vgl. Abb. 95). Die Referenzzelle ist mit Pufferlosung (oder
Wasser) gefullt und liefert einen zweiten Messwert, dieser dient als Vergleichswert zur
Messzelle. Die Messzelle wird mit Protein in Pufferldésung beschickt. Anschliel3end
wird eine Spritze eingefihrt, die mit dem zu testenden Liganden befullt ist. Wahrend
langsam Ligand in die Protein-Ldsung titriert wird, entsteht Warme (durch die Bindung
selbst, die Verdinnung von Ligand und Protein und durch das Ruhren im System).
Beide Zellen werden durch Heizen bzw. Kihlen auf gleicher Temperatur gehalten
(isotherm). In der Referenzzelle bleiben die Bedingungen konstant und somit auch die
erforderliche Leistung. In der Messzelle verandern sich die Bedingungen bei jeder
Zugabe von Ligand und die Leistung muss entsprechend angepasst werden. Je

nachdem ob die Reaktion in der Zelle exotherm oder endotherm ablauft, ist mehr oder
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weniger Leistung als in der Referenzzelle erforderlich. Die Leistungsdifferenz zwischen

den Zellen dient als MessgroRe.l'10]

Stirring syringe
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Abbildung 95: Schematischer Aufbau einer ITC-Apparatur [119

4.1.3 BLI (Bio-Layer Interferometrie)

Die Bio-Layer Interferometry (BLI) ist eine optische Messmethode fur Protein-Ligand-
Wechselwirkungen. Es handelt sich um eine labelfreie Analyse, die auf der
Bestimmung des Brechungsindexes und der Interferenzmuster im System beruht (vgl.
Abb. 96). Dazu werden optische Sensor-Stabchen mit Protein beladen bis sich ein
Gleichgewicht einstellt (Sattigung). Anschliel3end werden die beladenen Sensoren in
Ligand-Lésung getaucht (Assoziation). Nach der Gleichgewichtseinstellung werden
die Sensoren in Puffer-Lésung getaucht (Dissoziation). Aus den Anderungen von
Brechungsindex bzw. Interferenzmustern wahrend dieser Vorgange werden die
Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der Ligand-Protein-

Interaktion ermittelt, aus welchen der Kp-Wert flr den Liganden errechnet werden
kann.[1111, 1112], [113]
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Abbildung 96: Vorgange an den BLI-Sensor-Stabchen!!4l

4.2 Hochdurchsatz-Screening vor Beginn dieser Arbeit

Wahrend eines Projekts unseres Kooperationspartners (SGC) in Oxford wurde ein
Assay flr Inhibitoren verschiedener Macrodomains entwickelt. Gangige Methoden fir
die Testung mittlerer bis groRer Substanzbibliotheken als Inhibitoren von Protein-
Protein-Wechselwirkungen sind die DSF und der ALPHA-Screen. Im Falle der
Macrodomains stellte sich heraus, dass der ALPHA-Screen der geeignetere Assay ist.
Nach der Etablierung des Testsystems folgte ein Screening von mehr als 1000
niedermolekularen Verbindungen gegen vier verschiedene Macrodomains (MacroD1,
MacroD2, LOC221443 und PARP14MD2). Dabei war die Leitstruktur 1, die in unserer
Arbeitsgruppe von Gehring®8! synthetisiert worden war, die einzige Verbindung, die die
Erkennung von ADP-Ribose durch PARP14MD2 effektiv inhibieren konnte, obwonhl
eine ganze Reihe ahnlich aufgebauter Substanzen ebenfalls getestet wurde. Eine
Ubersicht dieser Verbindungen befindet sich in den Abbildungen 9 und 10 in Kapitel
2.1.2. Der Vergleich der Verbindungen mit der Leitstruktur 1 lie bereits vermuten,
dass die Acetamid-Funktion eine wichtige Rolle fir die inhibitorischen Eigenschaften

an der zweiten Macrodomain von PARP14 spielt (vgl. Kap. 2.1).
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PARP14 ist an verschiedenen Vorgangen in der Zelle beteiligt. Unter anderem ist
PARP14 in der Regulierung von fokalen Adhasionskomplexen?d, in der Regulierung
des Aktin-Cytoskelettsl?® und in zelluldren Reparaturmechanismen nach DNA-
Schaden!?’l involviert. Die genauen Mechanismen sind bisher weitgehend unbekannt.
PARP14-Inhibitoren konnten als Wirkverstarker bei Therapien mit Zytostatika, die zu
einer Schadigung der DNA von sich schnell teilenden Zellen flUhren, eingesetzt
werden, da sie DNA-Reparatur durch homologe Rekombination nach
Doppelstrangbriuchen verhindern und insbesondere sich schnell teilende Zellen gegen

DNA-Schaden hypersensibilisieren.[?”]

Die Verbindung 1 ist der erste bekannte Inhibitor fur die zweite Macrodomain von
PARP14, sie hat einen ICso-Wert von 0.4 uM. Damit eréffnete sich die Mdglichkeit, in
weiterfihrenden zellularen Tests zu zeigen, ob die Inhibition von PARP14MD2
geeignet ist, Tumorzellen gegen bestimmte Chemotherapeutika zu sensibilisieren.
Dafur sollte ein potenter und maoglichst selektiver Inhibitor, abgeleitet von 1, entwickelt

werden.

4.3 Testergebnisse zu den Verbindungen aus dieser Arbeit

Die Aktivitat der ersten Generation von Analoga der Leitstruktur 1 wurde Uber ein dose-
response-Experiment in einem ALPHA-Screen im Vergleich zu 1 bestimmt. Dabei
wurde bei sechs verschiedenen Konzentrationen der Grad der Inhibition der Interaktion
zwischen PARP14MD2 und einem ADP-ribosylierten Peptid bestimmt (vgl. Tab. 3).
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Konzentration| 250 pM 125uM | 625uM | 31.25uM | 18.75uM | 6.25 pM

. Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition
Verbindung

in % in % in % in % in % in %
1 45* 67*
55 45*
63
61
60 75* 67
7 46
69 84 40
57 91 90 89 54 31
20 85 63 83 59
67 90 64 38
29 70 54 36
62 77 31
28 49 36
30
31

Tabelle 3: Auswertung des dose-response-Experiments der ersten Reihe von Analoga von 1
(* Ausreiler)

Um die Testergebnisse zu bestatigen wurden von den sechs besten Verbindungen
aus dem dose-response-Experiment, sowie von den meisten spater dargestellten
Verbindungen, ICso-Werte mittels ALPHA-Screen bestimmt. Einige Verbindungen
wurden mittels ITC/BLI untersucht. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen

zusammengefasst.
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Verbindung ICs0 [UM] R
H
N [o]
1 0.4 \(\f
o O
N
63 0.9 X A N R
Ne 0
53 1.0 X Q
He o
54 1.0 Y\i
He o
55 1.0 \/f/
i/
N
64 1.2 X' i~
o
H
N [o]
58 1.2 X f
He o
X
61 2.2
N/
65 2.9 X AN
N/
66 3.3 X N~
(o]
Yn 0
71 5.3 \fN/
|
H
N [o]
X
69 8.3 \f

K

Tabelle 4: ICso-Werte an PARP14MD2 der Verbindungen mit Variationen der Amidgruppe
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Verbindung ICs0 [UM] R
H
77 10.5 \/"\fs
YH 0
60 >50
7 No
73 >50 N( 0
Y
N o
56 >50 Y \i/\
H
72 >50 Y"j
YH 0
59 >50
N
76 >50 "
O
)
Tabelle 4: Fortsetzung
Verbindung ICs0 [UM] R
1 04 s.0.
§ o
27 30 X \f
99 >50 Vs

Tabelle 5: ICso-Werte an der zweiten Macrodomain von PARP14 der B-Carbolin-Analoga
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ZI
o%

Verbindung ICs0 [UM] Struktur
1 0.4 s.0.
(259
35 2.5 s n\\(
Q S
(259
90 >50 Qé_")/?
e
(50
91 >50 Qi’@)
T
37 >50 ©\Hn
0 O \L]/
38 >50 O " O H
<Al
34 >50 O o O
@

Tabelle 6: ICso-Werte der Verbindungen mit Variationen im/am Ring-B
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Verbindung ICs0 [UM] Struktur
45 >50 . L\(
O
46 >50 ' n\(
O
Tabelle 6: Fortsetzung
Verbindung ICs0 [UM] Struktur
1 04 S.0.
(T $)
51 1.1 N L\(
Q-
s Y.
130 1.9 y N L\(
S
Cl
131 2.8 N n\(
S
Vs,
N
103 >50 N L\(
O

Tabelle 7: ICso-Werte der Verbindungen mit Variationen im/am Ring-C
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Verbindung ICs0 [UM] Struktur
1 0.4 S.0.
L5
87 >50 N N\\(
74 \ 0
N~
88 >50 N

Tabelle 8: ICso-Werte der Pyridin-Analoga

Die Affinitaten einiger weiterer Verbindungen wurden mittels ITC bestimmt. Bei dieser
Technik wird der Kp-Wert der Verbindung ermittelt (nicht der 1Cso-Wert, wie bei der
ALPHA-Screen-Technik). Der Ko-Wert kann dann mit dem der Leitstruktur in Relation

gesetzt werden. Die Messergebnisse wurden mit BLI-Experimenten bestatigt (vgl.

Tab. 9).

107



4. Biologische Testung

Substanz-Nr. | Kp-Wert (ITC) | Kpo-Wert (BLI) Verbindung
1 1.2 pM 3.1 pM s.0.
104 17.9 uM 18.0 pM O L\(
N
H
O
MeO,
132 >50 uM > 50 uM i . i H\(
H
QO
79 >40 UM >100 uM N NQ(
Q CF;
80 >25 uM >100 uM N H\(
Gt
5
109 >50 pM >50 M N L\(
S

Tabelle 9: Ergebnisse aus ITC- und BLI-Experimenten

Neben dem ICso-Wert ist auch die Selektivitat einer Verbindung gegenuber den
anderen Macrodomains von PARP14, bzw. gegenuber Macrodomains aus anderen
Proteinen in spateren zellularen Assays ausschlaggebend. Um Rickschlisse auf die

Selektivitat ziehen zu kdnnen, wurden eine Reihe von Verbindungen auf deren Aktivitat

gegenuber weiteren Macrodomains getestet (vgl. Tab. 10 und Abb. 97).
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1 63 130 131
PARP14MD2 0.7 2.1 1.9 2.8
PARP14MD3 K. I K. I K. I K. I
PARP9MD2 111* 361* K. I K. I
MACROD1 235" 23 K. I K. I
MACROD2 151* 84* K. I 90*
LOC221443 K. 1. 37 K. I. K. I.

Tabelle 10: ICso-Werte [uM] ausgewahlter Verbindungen an finf verschiedenen Macrodomains (* max.
Konzentration im Assay 50 uM - rechnerische Naherung; k.l. = keine Inhibition)

O PARPO@1
PARP14@1
O MacroD1 e
MacroD2
MacroD3 macroH2A1.1

macroH2A1.2
macroH2Az2

PARP14@3 CHD1L

PARP15@2 C60rf130
SARP14@2 o\ Rp15@1

PARG

Abbildung 97: Ergebnis des Selektivitats-Screening mit der Leitstruktur 1 ( O keine Aktivitat,
o Aktivitat, keine Markierung: bisher keine Testergebnisse)

Zusatzlich zur Bestimmung der Aktivitat der dargestellten Analoga der Leitstruktur ist
es unserem Kooperationspartner gelungen, Verbindung 63 (vgl. Abb. 98) mit der
zweiten Macrodomain von PARP14 zu co-kristallisieren. Das dreidimensionale Bild
(vgl. Abb. 99), das sich aus den Messdaten ergab, brachte neue Erkenntnisse z.B.
bezuglich des Bindungsmodus und der Platzverhaltnisse an der Bindungsstelle. Die
daraus gewonnenen Informationen ermoglichten eine Planung der nachfolgenden

Synthesen auf einer rationalen Basis (vgl. Kapitel 3.1.5).
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Abbildung 98: Verbindung 63 konnte mit PARP14MD2 co-kristallisiert werden

Das Bild des Co-Kristalls zeigt, dass von der Sulfonamid-Gruppe des Liganden
mehrere Wechselwirkungen zum Protein ausgehen (vgl. Abb. 99). Eines der beiden
Sauerstoffatome der Sulfonamidgruppe bildet zwei Wasserstoffbricken zu Isoleucin
1132 und zu Glycin 1133. Das andere Sauerstoffatom bildet eine Wasserstoffbriicke
zu Asparagin 1178. Asparagin 1178 dient gleichzeitig als Akzeptor einer
Wasserstoffbriicke zu einem Wassermolekul. Dieses Wassermolekul bildet noch zwei
weitere Wasserstoffbricken zu Lysin 1141 und zur NH-Funktion des Sulfonamids.
Aulierdem ist die NH-Funktion des Pyrrolrings im Carbazol-Grundkoérper Uber eine
Wasserstoffbriicke mit Prolin 1130 verbunden. Diese Erkenntnisse lassen vermuten,
dass insbesondere die Amid-Funktion, aber auch die Wasserstoffbricken-Donor-

Eigenschaft des Grundkdrpers flr die Aktivitat des Inhibitors von Bedeutung sind.
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Abbildung 99: Co-Kristallstruktur von 63 mit PARP14MD2. Das gebundene Wassermolekdl ist als
rotes ,x“ dargestellt.

4.4 Diskussion der Testergebnisse

Bei der Testung der ersten von mir hergestellten Substanzbibliothek (vgl. Tab. 3)
konnten Uber ein dose-response-ALPHA-Screen-Experiment erste Erkenntnisse zu
Struktur-Aktivitats-Beziehungen gewonnen werden. Mit einer Reihe verschiedener
Variationen der Acetamid-Gruppe konnte gezeigt werden, dass Reste an der
Amidfunktion, die etwas grof3er als der Methylrest in der Leitstruktur sind, noch gut
toleriert werden, zu groRRvolumige Reste aber zu einem starken Aktivitatsverlust
fuhren. Diese Beobachtung konnte spater mit der Kristallstruktur erklart werden: Da
der Ligand im Inneren des Proteins liegt, steht nur sehr begrenzt Platz fur die
Amidgruppe zur Verfigung (vgl. Abb. 99).
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Aulierdem zeigte sich in diesem dose-response-Experiment, dass eine Substitution
des Pyrrolstickstoffs im Carbazol mit einer Methyl- oder Benzylgruppe eine deutliche
Aktivitatsminderung zur Folge hat. Auch diese Beobachtung konnte uber die
Kristallstruktur erklart werden: Die NH-Funktion des Pyrrols bildet eine
Wasserstoffbricke zu Prolin 1130, diese Wechselwirkung ist bei den N-substituierten
Verbindungen nicht mehr maoglich (vgl. Kapitel 3.1.5, Abb. 48).

Weiterhin wurden drei Analoga (20, 30, 31) der Leitstruktur 1 getestet (vgl. Tab. 3), die
statt dem Acetamid nur eine Aminofunktion am Phenylring tragen. Auch hier war ein
massiver Verlust an Aktivitat zu beobachten, insbesondere bei den Verbindungen 30
und 31, bei denen im Vergleich zu 20 zusatzlich der Grundkdrper am Stickstoff
substituiert ist. Im Co-Kristall mit der Macrodomain ist zu sehen, dass von der
Amidfunktion mehrere Wechselwirkungen zum Protein ausgehen. Fehlen diese, ist
von einer schwacheren Bindung des Liganden an das Protein auszugehen, was die

ICs0-Werte der drei Verbindungen bestatigen.

Im Anschluss an das dose-response-Experiment, das eine erste Ubersicht zu Struktur-
Aktivitats-Beziehungen lieferte, wurden von den drei besten Verbindungen, sowie von
den meisten weiteren Variationen der Leitstruktur 1, ICso-Werte mittels ALPHA-Screen

bestimmt. Die Testung einiger weiterer Substanzen erfolgte mittels ITC/BLI.

Die getesteten Amid-Analoga beinhalten zwei homologe Reihen (Carbonsaureamide
und Sulfonsaureamide), bei beiden sinkt die Aktivitat mit zunehmender Lange der
Alkylkette ab (vgl. Tab. 4). In beiden Reihen zeigen die Verbindungen bis zu einer
Kettenlange von vier Kohlenstoffatomen gute Aktivitaten im einstelligen mikromolaren
Bereich, jedoch konnte die Aktivitat der Leitverbindung 1 (ICso = 700 nM) von keiner

der neuen Verbindungen ganz erreicht werden.

Ebenfalls gute Aktivitaten zeigten das Benzamid 61 und das Cyclopropancarboxamid
58, die ICso-Werte lagen allerdings auch hier geringfigig tber dem der Leitstruktur 1
(vgl. Tab. 4).

Im Arbeitskreis standen von Tremmel zwei Analoga der Leitstruktur 1 mit einem

B-Carbolingrundkérper zur Verfigung (vgl. Abb. 100).
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Abbildung 100: B-Carbolin-Analogon der Leitstruktur 1 und dessen Synthesevorstufe

Die Testergebnisse von 99 bestatigten auch hier, dass die Amid-Gruppe essenziell fur
die inhibitorische Funktion ist (vgl. Tab. 5). Verbindung 27 zeigte im Vergleich zur
Leitstruktur eine signifikante Verschlechterung der Aktivitat um den Faktor 40, das
primare Amin 99 hingegen war inaktiv. Eine mdgliche Erklarung fur die deutlich
geringere Aktivitat von 27 kénnte sein, dass der neu eingefihrte Stickstoff im Ring A
des p-Carbolins eine intramolekulare Wasserstoffbricke zur Amid-NH-Funktion
ausbildet (Energieinhalt ca. 20 kJ/moll''®l) und der Phenylring so in einer bestimmten,
ungunstigen raumlichen Lage relativ zum Grundkdrper vorliegt. In der Kristallstruktur
ist zu sehen, dass sich der Phenylring an der Bindungststelle relativ zum Grundkoérper
so ausrichtet, dass die Amidgruppe optimal mit dem Protein wechselwirken kann
(beide Ringsysteme sind in einem Winkel von ca. 45° zueinander ausgerichtet, vgl.
Abb. 101). Wird diese Ausrichtung durch eine intramolekulare Wasserstoffbricke

behindert, so konnte daraus eine schwachere Bindung zum Protein resultieren.

Abbildung 101: Ausrichtung des Phenylsubstituenten relativ zum Grundkoérper an der Bindungsstelle
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In der Reihe von Verbindungen mit Variationen an Ring B (vgl. Tab. 6) wurden mit dem
Dibenzofuran 34 und dem Dibenzothiophen 35 zwei Bioisostere der Leitstruktur 1
getestet. Die beiden Analoga tragen mit dem Sauerstoff- bzw. Schwefelatom jedoch
Wasserstoffbriickenakzeptoren an Stelle der NH-Gruppe, die laut Kristallstruktur als
Wasserstoffbriickendonor fungiert. Trotzdem besitzt das Dibenzothiophen 35 im
Vergleich zu 1 eine nur malig abgeschwachte Aktivitat. Das Oxa-Analogon 34 jedoch
zeigt einen massiven Verlust an Aktivitat. Als weitere Modifikationen von Ring B
wurden das Acridon 38 und das Seco-Analogon 37 getestet. Obwohl das Seco-
Analogon 37 aufgrund seiner Flexibilitat unter anderem in der gleichen raumlichen
Ausrichtung vorliegen kann wie die Leitstruktur 1, zeigten beide Verbindungen einen
massiven Verlust an Aktivitat. Offenbar ist die fixierte koplanare Molekulstruktur von 1
optimal fur die Wechselwirkung mit dem Protein. Um die flexible Seco-Verbindung 37

entsprechend auszurichten wird Energie bendtigt, was zu einem Affinitatsverlust fuhrt.

Im Rahmen zweier von mir betreuter Bachelorarbeiten entstanden weitere
Verbindungen, die verschiedene Reste am Carbazolstickstoff tragen bzw. bei denen
die Carbazol-NH-Funktion durch eine Carbonyl- oder Hydroxylgruppe ersetzt ist. In der
Arbeit von Britta Hettich(''®l entstanden zwei Verbindungen bei denen der
Phenylacetamid-Substituent innerhalb des Molekuls im Vergleich zu 1 verschoben ist
(vgl. Abb. 102).

Abbildung 102: Substanzen aus der Bachelorarbeit von Britta Hettich

Beide Substanzen zeigten keine Aktivitdt am Protein. Dies bestatigte erneut die
Erkenntnis, dass die freie Carbazol-NH-Funktion fur eine gute Aktivitat erforderlich ist.
In der Bachelorarbeit von Carina Glas!''"] entstanden zwei Analoga der Leitstruktur,
bei denen ebenfalls die NH-Funktion im Grundkorper variiert wurde (vgl. Abb. 103).

114



4. Biologische Testung

N N
Abbildung 103: Verbindungen aus der Bachelorarbeit von Carina Glas

Verbindung 45 tragt eine Carbonyl-Funktion, also einen Wasserstoffbricken-Akzeptor.
Die aus dem Co-Kristallisationsexperiment gewonnenen Daten lieRen bereits
vermuten, dass die Verbindung im Vergleich zur Leitstruktur 1 weniger Aktivitat zeigen
sollte, da sie die Wasserstoffbriicke zu Prolin 1130 nicht ausbilden kann. Die
Testergebnisse bestatigten diese Annahme. Die Hydroxylgruppe von Verbindung 46
konnte, wie auch die NH-Funktion aus dem Grundkdrper der Leitstruktur, als
Wasserstoffbricken-Donor fungieren. Trotzdem zeigte Verbindung 46 keine Aktivitat

am Protein.

Das dreidimensionale Bild aus dem Co-Kristallisationsexperiment lasst vermuten, dass
um Ring C noch etwas Platz zur Verfugung steht, deshalb wurden hier Variationen mit
kleinen Resten dargestellt. Die Verbindungen 130 mit einer 7,8 -Dichlor-
Partialstruktur und 131 mit einem Chlorsubstituenten an Position 6" zeigten
Aktivitaten, die mit denen der Leitstruktur vergleichbar sind (vgl. Tab. 7). Allerdings gab
es auf Grund der sehr schlechten Ldslichkeit dieser beiden Verbindungen im Assay-
Puffer groRe Schwankungen der Messwerte. Da die Loslichkeit der Verbindungen ein
entscheidender Faktor fur die spateren zellularen Testungen darstellt, wurde dieses

Variationsmuster nicht weiter verfolgt.

Das Tetrahydrocarbazol 51 zeigte ebenfalls gute Aktivitat. Abgeleitet von 51 sollte bei
Verbindung 109 durch Einflihren eines protonierbaren Stickstoffatoms in Ring C die
Loslichkeit verbessert werden. Diese Strukturvariation fuhrte allerdings zu einem

kompletten Verlust der Aktivitat an die Macrodomain (vgl. Tab. 9).

Der Phenylring aus der Leitstruktur wurde in weiteren Variationen durch einen
Heteroaromaten mit einem Stickstoffatom an verschiedenen Positionen relativ zum
Amidrest ersetzt. Die Testung dieser Pyridin-Analoga zeigte eine extreme

Verschlechterung der Aktivitat (vgl. Tab. 8). Moglicherweise ist auch hier eine

115



4. Biologische Testung

intramolekulare Wasserstoffbriicke eine Ursache. Der neu eingeflihrte Stickstoff in
Verbindung 88 konnte eine Wasserstoffbricke zur NH-Funktion des Pyrrols im
Grundkorper aufbauen und so die optimale Ausrichtung des Pyridinrings (und damit

der Amidfunktion) zum Protein verhindern.

Die mit Verbindung 63 und PARP14MD2 erhaltene Co-Kristallstruktur zeigte, dass die
vorliegende Inhibitor-Familie nicht an der gleichen Position im Protein bindet wie der
natlrliche Ligand ADP-Ribose. AulRerdem fuhrt die Bindung des Inhibitors zu einer
Konformationsanderung im Protein. Es handelt sich also um einen allosterischen

Bindungstyp.

Allosterische (griechisch: anderer Ort) Inhibitoren bieten den Vorteil, dass sie oft sehr
selektiv ein bestimmtes Protein innerhalb einer Gruppe ahnlicher Proteine hemmen,
da sie sich nicht an einer (meist hoch konservierten) Bindungstasche wie dem aktiven
Zentrum anlagern, sondern an einem anderen Teil des Proteins!''®l. Da sie bei ihrer
Bindung an das Protein aber dessen Konformation verandern, ist es sehr schwierig
vorherzusagen, ob eine kleine Veranderung eines bekannten Inhibitors zu einer
Verbesserung der inhibitorischen Eigenschaften oder aber zu einem Aktivitatsverlust
fUhrt.[119]

Es ist gelungen, in dieser Arbeit Verbindungen herzustellen, die &hnlich gute
Hemmeigenschaften wie die Leitstruktur 1 zeigen. Es konnte jedoch kein Inhibitor
gefunden werden, der einen ICso-Wert im gewlnschten niedrigen nanomolaren
Bereich aufweist. Mit dem Co-Kristall (vgl. Abb. 99) konnten die Bindungsverhaltnisse
von 63 an PARP14MD2 aufgeklart werden. AufRerdem konnte anhand einer Reihe von
Analoga die sehr hohe Selektivitdt der vorhandenen Verbindungen gegenuber

anderen Macrodomains belegt werden (vgl. Tab. 10).
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4.5 Agar-Diffusions-Test
4.5.1 Beschreibung der Testung

Der Agar-Diffusions-Test ist ein Standardverfahren zur Bestimmung der
antimikrobiellen Aktivitat von chemischen Verbindungen. Dazu werden verschiedene
Modellkeime (vgl. Tab. 11) in Gegenwart der zu untersuchenden Substanz auf Agar-

haltigen Nahrboden angezuchtet.

Mikroorganismus DSMZ-Nummer Art des Keims
Escherichia coli 426 . .
— gramnegative Bakterien
Pseudomonas marginalis 13124
Staphylococcus equgrum 20675 grampositive Bakterien
Streptococcus entericus 14446
Yarrov.wa lipolytica 1345 Hefen
Candida glabrata 11226
Asperqillus niger 1988 Schimmelpilz
Hyphopichia burtonii 70663 Dermatophyt

Tabelle 11: Modellkeime im Agar-Diffusions-Test

Besitzt eine Substanz die Fahigkeit das Keimwachstum zu hemmen oder vollstandig
zu inhibieren, so entstehen Hemmhofe in der Kolonie. Die Durchmesser der
Hemmhofe werden vermessen. Vergleicht man die Daten verschiedener
Verbindungen mit denen einer Referenzsubstanz, so ergibt sich ein semiquantitativer
Uberblick tber die antimikrobiellen Eigenschaften. Als Referenzsubstanzen dienten fir
den antibiotischen Effekt Tetracyclin (134) sowie Clotrimazol (135) als Antimykotikum
(vgl. Abb. 104).
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134 135

Abbildung 104 : Referenzsubstanzen Tetracyclin (134) und Clotrimazol (135)

Die Diffusion im wasserhaltigen Nahrmedium beeinflusst neben verschiedenen
anderen Effekten die Testung entscheidend, deshalb mussen zur exakten
Quantifizierung von Verbindungen, die hier Aktivitdt gegen die Mikroorganismen

gezeigt haben, weitere Untersuchungen durchgeflihrt werden.

Erlauterungen zur praktischen Durchfihrung des Agar-Diffusions-Tests finden sich in

Kapitel 6.3 (Arbeitsmethoden biologische Testung).

4.5.2 Testergebnisse und Diskussion

Bei keiner der in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen konnte eine
erwahnenswerte Aktivitat gegen die getesteten Modellkeime nachgewiesen werden.
Dies war eine wichtige Voraussetzung fir die Ubertragung der Substanzen in die
angestrebten zellularen Assays und um Nebenwirkungen zu vermeiden, sollte diese

Strukturfamilie spater als Wirkstoff in Erwagung gezogen werden.
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4.6 MTT-Test

4.6.1 Beschreibung der Testung

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat der in dieser Arbeit dargestellten
Verbindungen wurde der MTT-Test nach Mosmann!'?% durchgeflhrt. Dieser Test
bedient sich der Umsetzung des hellgelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) (136) in Anwesenheit metabolisch aktiver Zellen zum

dunkelblauen, schwerléslichen Formazan 137 (vgl. Abb. 105).

N
— —
Br_Y NADP* Y
s/ s/
136 (gelb) 137 (blau)

Abbildung 105: Reduktion des Tetrazoliumsalzes 136 zum Formazan 137 in Gegenwart lebender
Zellen

Die Reduktion wird durch Enzyme des endoplasmatischen Retikulums katalysiert.
Hierbei dienen NADH/H* bzw. NADPH/H* als Reduktionsaquivalente.l'?"l Die
Quantifizierung des entstandenen Formazans 137 erfolgt photometrisch. Aus den
Ergebnissen kann auf die Viabilitat der mit der zu bestimmenden Substanz
behandelten Zellen geschlossen werden. Fur die Testung wurden humane
Leukdmiezellen der Linie HL-60 verwendet. Als Positivkontrolle diente das
nichtionische Detergens Triton® X-100 und als Referenzsubstanz das Zytostatikum
Cisplatin. Substanzen mit einem ICso-Wert < 5 uM werden als nennenswert zytotoxisch
eingestuft. Um aber detaillierte Aussagen Uuber den zugrunde liegenden
Wirkmechanismus der getesteten Verbindung oder die Art des ausgelosten Zelltodes
(apoptotisch oder nekrotisch) ziehen zu kénnen, sind weitergehende Untersuchungen

notig.

Weitere Angaben zur praktischen Durchfuhrung des MTT-Tests sind Kapitel 6.3

(Arbeitsmethoden biologische Testung) zu entnehmen.
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4.6.2 Testergebnisse und Diskussion

Die ICso-Werte aller getesteten Verbindungen sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst. Die Berechnung erfolgte mit der Prism®4 Software.

Verbindung \ ICs0 [UM] Verbindung | ICso [uM] Verbindung \ ICs0 [M]
Amid-Analoga 59 >50 C-Ring-Variationen
63 >50 20 >50 51 >50
53 17.1 57 >50 130 >50
55 >50 62 >50 131 43.6
54 39.8 67 35.9 103 >50
64 35.2 79 >50 132 >50
58 31.4 80 33.2 109 >50
61 >50 B-Ring-Variationen 104 >50
65 37.5 35 10.6 Pyridin-Analoga
66 17.0 90 >50 87 >50
71 >50 91 >50 88 >50
69 >50 37 >50 weitere Verbindungen
77 28.8 38 >50 3 17.2
76 1.5 34 >50 30 33.7
60 >50 45 >50 1 >50
73 10.0 46 >50
56 >50 29 30.1
72 27.5 28 37.4

Tabelle 12: Testergebnisse des MTT-Assays

Auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass die meisten Verbindungen keine signifikante
Zytotoxizitat aufweisen. Auch die Leitstruktur 1 zeigt keine Zytotoxizitat.[261 Auffallig ist
Verbindung 76, die mit einem ICso-Wert von 1.5 uM toxischer ist als die
Referenzsubstanz Cisplatin (ICso-Wert ca. 5 uM). Bemerkenswert ist hier, dass
Verbindung 76 als Konstitutionsisomer der Leitstruktur 1 relativ ahnlich ist (vgl. Abb.
106).
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>
Ral!

Abbildung 106: Vergleich der cytotoxischen Verbindung 76 mit der fiir Zellen ungiftigen Leitstruktur 1

Aulerdem zeigen einige Verbindungen ein geringes zytotoxisches Potential mit ICso-
Werten zwischen 5 und 20 yM (vgl. Abb. 107). Drei dieser Verbindungen zeigten
gleichzeitig eine gute Aktivitat an PARP14MD2 (53 [0.9 uM], 35 [2.5 pM] und
66 [3.3 uM]). Wenn diese Substanzen in zellularen Assays Verwendung finden,

mussen deren (wenn auch geringe) zytotoxische Eigenschaften beachtet werden.

O o O
S O O

53 35 31

S S5

Abbildung 107: MaRig zytotoxische Verbindungen 53, 35, 31, 73, 66
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Darlber hinaus lassen sich keine Muster beziglich zytotoxischer Eigenschaften, z.B.
innerhalb der homologen Reihen, ableiten. Es ist zu berucksichtigen, dass die

dargestellten Werte in Einzelbestimmungen ermittelt sind.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Synthesen

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung von Struktur-Aktivitats-
Beziehungen von Inhibitoren an der zweiten Macrodomain von PARP14. Dazu sollten
verschiedenste Analoga des bis dahin einzigen bekannten Inhibitors, der Leitstruktur 1
(vgl. Abb. 108), dargestellt werden. PARP14 spielt u. a. eine Rolle bei der Regulation
des Aktin-Cytoskeletts, bei Mechanismen wahrend der Zellantwort auf DNA-Schaden
und wird auRBerdem bei verschiedenen Krebsarten Uberexprimiert.['!] [13. 1191 Ein
potenter sowie selektiver Inhibitor flr die zweite Macrodomain von PARP14, die der
Erkennung von mADP-Ribose-markierten Proteinen dient, soll Untersuchungen
ermoglichen, die z.B. zeigen sollen, welchen Phanotyp normale bzw. Tumorzellen
zeigen, die mit dem Inhibitor behandelt wurden und in welche Kaskaden und Vorgange
PARP14 im Detail in der Zelle eingreift.

Abbildung 108: Leitstruktur 1

Ausgehend von der Leitstruktur 1 sollten durch Variation der Amid-Gruppe, des
Phenylrings sowie der drei Ringe des Carbazol-Grundkdrpers (A-C) neue
Verbindungen dargestellt werden, die dann am Structural Genomics Consortium in
Oxford durch unseren Kooperationspartner auf ihre Aktivitat an PARP14MD2 getestet

werden sollten.
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Variationen der Amid-Gruppe

Die Acetamidfunktion der Leitstruktur 1 bot die Mdglichkeit, durch Einflihren
verschiedener anderer Reste anstelle der Acetylgruppe, eine Vielzahl neuer, der
Leitstruktur sehr ahnlicher Verbindungen herzustellen. Dafur wurde aus 1-Brom-9H-
carbazol (19) und 2-Aminophenylboronsaure (23) in einer Suzuki-Miyaura-Kupplung

Verbindung 20 als zentrale Zwischenstufe hergestellt (vgl. Abb. 109).

HO\ /OH

D O B O O Carbonsdureamide
NH; /
" —

N NH, —> Sulfonsdureamide
H

Br \
19 23 20 Q Harnstoff

Abbildung 109: Variable Umsetzungen der zentralen Zwischenstufe 20

=

Das Anilin 20 wurde mit unterschiedlichen Carbonsaure- und Sulfonsaurechloriden zu
den entsprechenden Amiden umgesetzt (vgl. Abb. 109), so dass jeweils eine
homologe Reihe an Verbindungen flr die biologische Testung zur Verfligung stand.
Aullerdem wurde Verbindung 20 mit tert-Butylisocyanat zu dem entsprechenden

Harnstoff 69 umgesetzt.

Ahnlich der Darstellung der zentralen Zwischenstufe 20 wurde 1-Brom-9H-carbazol
(19) mit 3-Aminophenylboronsdure (74) in einer Suzuki-Miyaura-Reaktion zu
Verbindung 75 verknlpft und diese anschlielliend mit Acetylchlorid in Gegenwart von
Pyridin zum Acetamid 76 umgesetzt (vgl. Kapitel 3.1.4). So entstand ein Analogon der
Leitstruktur 1, das den Acetamid-Rest meta- anstatt orthostandig zum Grundkoérper
tragt.

Verbindung 20 konnte des Weiteren in einer Palladium-katalysierten Reaktion mit
2-Brom-3,3,3-trifluor-1-propen gekuppelt und das gebildete Imin 79 anschlieRend zum
N-(1,1,1-Trifluorpropan-2-yl)anilin 80 reduziert werden, um ein Bioisoster der
Leitstruktur 1 zu erhalten (vgl. Abb. 110).
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CF3
Br
(

O O Pdz(dba);"CHC, O O O O
dppf NaBH, H
N NH —_— N N > N N
H 2 H Q( t \(
Q Q CF3 Q CFa
20 79 80

Abbildung 110: Darstellung des Bioisosters 80

Die Leitstruktur 1 selbst diente ebenfalls als Ausgangspunkt flir verschiedene
Modifikationen der Amidgruppe. Zum einen konnte aus 1 durch Reaktion mit
Lawessons Reagenz das Thioacetamid 77 hergestellt werden. Zum anderen konnte
das Amid 1 mit Boran-Dimethylsulfid zum sekundaren Amin 72 reduziert werden, das
weiter mit Acetylchlorid zum tertidren Amid 73 umgesetzt werden konnte (vgl. Abb.
111).

HN‘<
Lawessons Reagenz

H
N N /
H \( HN
O Boran-Dimethylsulfid
1 72

Abbildung 111: Verbindungen, die aus der Leitstruktur 1 dargestellt werden konnten

Unter Einsatz der beschriebenen Methoden wurden insgesamt 22 Verbindungen mit
Variationen der Amidgruppe der Leitstruktur 1 dargestellt, die unserem
Kooperationspartner fur die biologische Testung zur Verfligung gestellt werden

konnten.
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Mit einigen Verbindungen aus dieser Gruppe von Analoga wurden bei unserem
Kooperationspartner Co-Kristallisationsexperimente durchgefuhrt. Das
Methansulfonamid 63 (vgl. Kap. 3.1.3, Abb. 35) konnte erfolgreich mit PARP14MD2
co-kristallisiert werden. Dies ermoglichte eine dreidimensionale Darstellung des an das
Protein gebundenen Liganden (vgl. Abb. 112). Das dreidimensionale Bild erlaubte eine
strukturbasierte Planung der nachfolgenden Variationen, da nun einerseits der zur
Verfugung stehende Platz fir weitere Substituenten abgeschatzt sowie andererseits
mdgliche funktionelle Gruppen am Protein fur zusatzliche Interaktionen mit dem

Liganden identifiziert werden konnten.

Abbildung 112: Interaktionen der Verbindung 63 mit PARP14MD2. Der rote Stern stellt ein
Wassermolekl dar.
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Abbildung 113: Vergleich der Lage von Verbindung 63 (A) mit der Lage des natirlichen Liganden ADP-
Ribosel® (B) an PARP14MD2

Abbildung 113 zeigt die erhaltene Co-Kristallstruktur (A) im Vergleich zu der bekannten
Kristallstruktur von PARP14MD2 mit seinem nattrlichen Liganden ADP-Ribose (B). Es
ist eindeutig zu erkennen, dass der Inhibitor nicht an der gleichen Position an das
Protein bindet wie der naturliche Ligand. ADP-Ribose liegt im gebundenen Zustand in
einer Bindungstasche an der Oberflache des Proteins. Verbindung 63 hingegen
bedient eine Bindungsstelle im Proteininneren. Bei genauerer Betrachtung ist zu
erkennen, dass mehrere Bereiche des Proteins durch Bindung des Inhibitors einer
konformativen Anderung unterliegen, insbesondere auch die Bindungstasche fiir den
naturlichen Liganden ADP-Ribose. Es handelt sich also um einen allosterischen
Bindungstyp. Da der Inhibitor das Protein durch seine Bindung daran verandert und
seine Bindungsstelle somit selbst moduliert, ist es nur bedingt moglich, vorherzusagen,
ob neue Verbindungen mit anderen Strukturvariationen genauso gut oder sogar besser
mit dem Protein interagieren kénnen. Dennoch diente die Co-Kristallstruktur als

Anhaltspunkt fur die folgenden Strukturvariationen.

Variationen des Phenylrings

Unter Einbeziehung der Erkenntnisse aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63
mit PARP14MD2 erschien es aus sterischen Grinden nicht erfolgversprechend,
zusatzliche Substituenten an den Phenylring anzubringen. Der Fokus lag hier auf

Bioisosteren zur Leitstruktur 1 sowie auf Verbindungen, bei denen der
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Phenylacetamid-Rest an einer anderen Position mit dem Grundkdrper verkntipft ist als

in der Leitstruktur 1.

Es konnte eine neue Methode etabliert werden, die es ermoglicht, den Carbazol-
Grundkérper an C-1 flexibel mit unterschiedlichen Substituenten zu verknipfen. Dazu
wurde SEM-geschitztes 1-Brom-9H-carbazol (25) zum entsprechenden
Boronsaurepinacolester 26 umgesetzt (vgl. Abb. 114). Dieser Ester konnte ohne
weitere Aufarbeitung unter Palladium-Katalyse mit Halogenpyridinaminen zu
verschiedenen Aminopyridinyl-Carbazolen umgesetzt werden. Nach N-Acetylierung
und Entschutzung mit Tetrabutylammoniumfluorid standen die zwei Pyridin-Analoga
87 und 88 der Leitstruktur 1 fur die Testung an PARP14MD2 zur Verfugung.

Pinacolboran,

Pd(PPh3)s,
Et;N
—_—

SEM

25

Abbildung 114: Der an N-9 SEM-geschitzte Carbazol-1-boronsdurepinacolester 26 ermdglicht es,
flexibel Substituenten an C-1 einzuftihren

Zusatzlich zu diesen Bioisosteren wurden in einer von mir betreuten Bachelorarbeit
Verbindungen dargestellt, die den Acetamidophenyl-Substituenten nicht an C-1,
sondern an Position 9 des Carbazol-Grundkérpers tragen. Durch die Wahl
verschiedener Bricken zwischen Substituent und Grundkdrper wurden Analoga der
Leitstruktur 1 erhalten, die sich insbesondere in den zur Verfugung stehenden
Freiheitsgraden voneinander unterscheiden (vgl. Abb. 115). Verbindung 90 wurde Uber
die N-Arylierung von Carbazol (92) mit 1-Fluor-2-nitrobenzol, anschlieRende
Reduktion der Nitrogruppe und N-Acetylierung erhalten (vgl. Abb.115). Verbindung 91
konnte durch N-Benzylierung von Carbazol mit 3-Nitrobenzylchlorid, anschlieRende
Reduktion und N-Acetylierung dargestellt werden. Wahrend bei 90 der
Acetamidophenyl-Rest eine deutlich andere Position einnimmt als in der Leitstruktur,
koénnte er bei 91 durch Rotation um Einfachbindungen eine sehr ahnliche relative Lage

zum Carbazolgrundkdrper einnehmen wie in der Leitstruktur 1.
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Abbildung 115: Darstellung der Verbindungen 90 und 91 aus der Bachelorarbeit von Britta Hettich
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Variationen an Ring A des Grundkorpers

Aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 war ersichtlich, dass
das Protein den Liganden im Umfeld von Ring A so eng umschliel3t, dass fur
zusatzliche Reste kein Platz zur Verflgung steht. Ebenfalls war in dem
dreidimensionalen Modell zu erkennen, dass Ring A der Leitstruktur von den Resten
dreier apolarer Aminosauren (lsoleucin 1112, Leucin 1147 und Isoleucin 1148)
umgeben ist, was die Vermutung nahelegt, dass das Einflhren von Heteroatomen die
Affinitat einer dadurch polareren Verbindung zur Macrodomain beeintrachtigen kénnte.
Im Arbeitskreis stand aus einem parallel zu meinen Arbeiten durchgefihrten Projekt
von Tremmel das B-Carbolin-Analogon 27 und dessen Synthesevorstufe 99 fir die
Uberprifung dieser Annahme zur Verfligung. Nachdem sich diese bei der Testung als
inaktiv erwiesen hatten, wurden von mir keine weiteren Variationen an Ring A

vorgenommen.
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Variationen an Ring B des Grundkorpers

Erste einfache Variationen am Pyrrolring des Grundkorpers konnten durch N-
Methylierung bzw. N-Benzylierung erhalten werden. Aul3erdem konnten durch Suzuki-
Miyaura-Kupplungen von 2-Acetamidophenylboronsaure (24) mit dem kommerziell
verfugbaren 4-Bromdibenzofuran (32) bzw. dem Uber ortho-Metallierung von
Dibenzothiophen (36) zuganglichen 4-loddibenzothiophen (33) zwei Verbindungen mit
Dibenzothiophen- bzw. Dibenzofuran-Grundkdrper dargestellt werden, die als
Bioisostere der Leitstruktur 1 designt worden waren (vgl. Abb. 116). In einer weiteren
von mir betreuten Bachelorarbeit wurden zwei Verbindungen dargestellt, die mit einem
Fluorenon-Grundkorper einen Wasserstoffbriickenakzeptor bzw. mit einem Fluorenol-
Grundkérper sowohl Akzeptor als auch Donator anstelle des
Wasserstoffbriickendonators (NH-Funktion) aus der Leitstruktur 1 aufweisen. Beide
Zielverbindungen konnten aufeinander aufbauend aus Biphenyl-2-carbonsaure (47)
dargestellt werden (vgl. Abb. 116). Durch ortho-Metallierung neben der
Carbonsaurefunktion als dirigierender Gruppe und lodierung konnte der spater fir die
Suzuki-Miyaura-Kupplung erforderliche Halogen-Substituent eingefiihrt werden. Das
halogenierte Biphenyl 48 konnte mit Methansulfonsaure zum Fluorenon 49 cyclisiert
werden. Das erhaltene 1-lod-9H-fluorenon 49 konnte Palladium-katalysiert mit dem
gewulnschten Acetamidophenyl-Substituenten verknlpft werden. Die anschlieliende

Reduktion der Ketogruppe lieferte das Fluorenol 46.
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Abbildung 116: Bioisostere mit Dibenzothiophen- bzw. Dibenzofuran-Grundkérper und Verbindungen
mit Fluoren-Grundkoérper aus der Bachelorarbeit von Carina Glas

Aulerdem konnten aus der symmetrischen Verbindung 2,2°-Dinitrobiphenyl (39) ein
Seco-Derivat 37 der Leitstruktur 1 sowie ein Analogon mit Acridon-Grundkoérper 38
dargestellt werden (vgl. Abb. 117). Dazu wurden zuerst beide Nitrogruppen reduziert.
Im Anschluss konnte die Verbindung durch Reaktion mit Acetylchlorid im essigsauren
Milieu desymmetrisiert werden. Die noch freie Aminofunktion konnte in einer
Buchwald-Hartwig-Kupplung mit lodbenzol zum Seco-Analogon 37 bzw. mit Methyl-2-
iodbenzoat zur Vorstufe 43 des Acridons 38 aryliert werden. Um das Acridon 38 zu
erhalten, wurde aus dem Methylester 43 die freie Saure dargestellt und anschlieRend

mit Polyphosphorsaure cyclisiert.
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Abbildung 117: Darstellung des Seco-Analogons 37 bzw. des Acridon-Analogons 38 der Leitstruktur 1

Variationen an Ring C des Grundkorpers

Auch bei den Variationen von Ring C spielte das Bioisosterie-Prinzip eine Rolle. Uber
eine Abfolge Palladium-katalysierter Kupplungsreaktionen konnte als erste Variation
von Ring C ein a-Carbolin-Analogon der Leitstruktur 1 dargestellt werden (vgl.
Abb. 118). Dafur wurde 3-Brompyridin-2-amin mit 1-Brom-2-iodbenzol in einer
Buchwald-Hartwig-Aminierung in Gegenwart des zweizahnigen Phosphinliganden
Xantphos verknulpft. Im Anschluss konnte durch Einsatz eines einzahnigen Phosphin-
Liganden (CyJohnPhos) unter C-C-Knupfung der Ringschluss zum a-Carbolin 105
erfolgen. AbschlieRend wurde Verbindung 105 in einer Suzuki-Miyaura-Reaktion (mit
Triphenylphosphin als Ligand) mit dem gewunschten Acetamidophenyl-Substituenten

verknupft.
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Abbildung 118: Darstellung des a-Carbolins 103
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Aulierdem ist es gelungen, Uber Fischer-Synthesen von 2-Bromphenylhydrazin (21)
mit Cyclohexanon, 4-Piperidon bzw. Isovaleraldehyd die Grundkorper fir eine
Tetrahydro-Variante der Leistruktur 1, ein Aza-Analogon dieser sowie fur eine der
Leistruktur 1 verwandte Verbindung mit Indol-Grundkérper darzustellen (vgl. Abb.
119). Die erhaltenen Grundkdrper konnten anschlieRend mittels Suzuki-Miyaura-
Kupplungen mit 2-Acetamidophenylboronsaure (24) mit dem gewunschten

Substituenten versehen werden.

Q :N: ; 1) Boc,O, Pyridin
H
B
o 2 ro2 HO_OH
n\n/ HN
HN
=C / 0 /

H
Pd(PPh3), N N
N 3 H
H ) TFA
Br

o NH
Br NH, 110 0
H 109
21 Oi<
N
H
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Abbildung 119: Darstellung verschiedener neuer Grundkérper mittels Fischer-Reaktionen und jeweils
anschlielende Suzuki-Miyaura-Kupplung mit 2-Acetamidophenylboronsaure 24

Die Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 zeigte, dass im Umfeld
von Ring C noch Platz fur kleinere Substituenten zur Verfugung stehen sollte. Aus
diesem Grund wurden Verbindungen mit verschiedenen Resten an Ring C
synthetisiert. Es gelang, dafir eine neuartige Methode zu etablieren, mit der gut

zugangliche, unterschiedlich substituierte Tetrahydrocarbazol-1-one mit
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Phosphoroxybromid in einem Schritt oxidiert und bromiert werden (vgl. Abb. 120). Die
dadurch erhaltenen 1-Bromcarbazole mit unterschiedlichen Substituenten an Ring C
konnten dann mittels Suzuki-Miyaura-Reaktionen zu den gewunschten Analoga der

Leitstruktur 1 umgesetzt werden.

R!

ALY OQQO
Pd(PPha),

Iz

R3 [o]
Q o
1 2 - 3= 1= 3=
124 R—H RZ-CI RS—CI 125 R1 H 2 =Cl R3 cl 130 R'=H R2=Cl R3=Cl
115 =Cl R?=H R®=H 128 R'=Cl R2?=H R%=H 131 R'=Cl R2=H R®=H
112 R1 OMe R?=H R3®=H 129 R'=0OMe R?=H R3=H

132 R'=0OMe R?2=H R3®=H

Abbildung 120: Darstellung verschiedener Analoga von 1 mit Substituenten an Ring C

134



5. Zusammenfassung und Ausblick

5.2 Biologische Testung

Alle in dieser Arbeit dargestellten Zielverbindungen wurden von unserem
Kooperationspartner in Oxford auf deren Aktivitat bzw. Affinitat gegenlber
PARP14MD2 getestet. Dazu wurden verschiedene Methoden verwendet: ITC, BLI
oder ALPHA-Screen. Diese Methoden sind in Kapitel 4.1 ausflhrlich beschrieben.

Die Testung der homologen Reihen der Carbonsaureamide bzw. Sulfonsaureamide
zeigte, dass die Aktivitat der Verbindungen mit zunehmender Grélie des Rests an der
Amidfunktion sinkt. Verbindungen mit einer Kettenlange von bis zu vier
Kohlenstoffatomen weisen sowohl in der Reihe der Carbonsaureamide als auch in der
Reihe der Sulfonsaureamide Aktivitaten im einstelligen mikromolaren Bereich auf,
langere Reste flhren zu einer drastischen Abnahme der Aktivitat. Kleinere und
mittelgrof3e cyclische Reste, wie ein Cyclopropanring oder ein Phenylring werden gut
toleriert. Sterisch anspruchsvollere Reste, wie beispielsweise eine 3,5-Dichlorphenyl-
Gruppe, fuhren jedoch zu einem starken Absinken der Aktivitat. Die Testung des
sekundaren Amins 72 und des tertiaren Amids 73 konnte die Annahme, dass sowohl
die Carbonylfunktion als auch die NH-Gruppe des sekundaren Amids essenziell fur die
Bindung zum Protein sind, bestatigen. Weder das sekundare Amin 72 noch das tertiare
Amid 73 zeigten Aktivitat an PARP14MD2. Diese Erkenntnis wird zusatzlich durch die
Testergebnisse verschiedener Anilin-Derivate (z.B. die Synthesevorstufe von 1)
gestutzt. Ein Verschieben der Acetamid-Gruppe von der ortho- in die meta-Position
relativ zum Grundkdrper fuhrt ebenfalls zu einem vollstandigen Verlust an Aktivitat.
Aulierdem zeigte diese isomere Verbindung 76 stark zytotoxische Eigenschaften, was
ihre Eignung als Leitstruktur fur weitere Optimierungen ohnehin beeintrachtigt hatte
(vgl. Abb. 121).
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H-Briickendonoreigenschaft essenziell

H Reste: je kleiner, umso bessere Aktivitat
N \ < C5 wird gut toleriert
H ~a N\R Carbonyl-/Sulfonylgruppe als

H-Briickenakzeptor erforderlich
Anilin-Derivate unwirksam

Abstand zwischen Grundkorper
und Acetamid wichtig

Abbildung 121: Struktur-Aktivitats-Beziehungen abgeleitet aus Verbindungen mit Variationen der
Amidgruppe

Die als Bioisostere geplanten Pyridin-Analoga der Leitstruktur 1 zeigten in der
biologischen Testung keinerlei Aktivitat an PARP14MD2. Ein im Vergleich zum
Phenylring der Leitstruktur 1 polarerer Heterocyclus an C-1 des Carbazols wird also
an der Bindungsstelle nicht toleriert (vgl. Abb. 122). Als Grund ware denkbar, dass
Uber die zusatzlich eingefihrten Stickstoffatome Wasserstoffbricken (intramolekular
oder zum Protein) ausgebildet werden, die die relative Lage des Aromaten (und
dadurch auch die Lage der fur die Bindung essenziellen Acetamidfunktion) zum
Grundkoérper verandern, so dass die Verbindungen nicht mehr ausreichend mit der

Bindungsstelle interagieren konnen.

Die beiden Verbindungen aus der Bachelorarbeit von Britta Hettich, die den
Acetamidophenyl-Substituenten an N-9 an Stelle von C-1 am Grundkoérper tragen,
zeigten in der biologischen Testung keine Aktivitat an PARP14MD2. Dies bestatigte
erneut die Erkenntnis, dass die Position der Acetamid-Funktion derjenigen von

Leitstruktur 1 entsprechen muss, um Aktivitat an der Macrodomain zu gewahrleisten.
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N

n=0-1 ( X=C,N
> 0 Y=Nc \ 0
verinderte Lage T Y= \

des Substituenten

wird nicht toleriert Erh6hung der Polaritét

im Substituenten fiihrt zu
inaktiven Verbindungen

kein Platz an der
Bindungsstelle fiir
weitere Reste am
Phenylring

Abbildung 122: Durch Verbindungen mit Variationen des Phenyl-Substituenten aufgeklarte Struktur-
Aktivitats-Beziehungen

Ring A bot wenig Mdoglichkeiten fur Variationen. Aus der Co-Kristallstruktur war
ersichtlich, dass kein Raum fur zusatzliche Reste an diesem Ring zur Verfugung steht.
Die Testung einer Verbindung mit B-Carbolin-Grundkérper (vgl. Abb. 123) bestatigte
die Annahme, dass sich die Affinitat zum Protein mit zunehmender Polaritat
verschlechtert. Denkbar ware auch, dass das hier zusatzlich eingefuhrte
Stickstoffatom eine Wasserstoffbricke zur Amid-NH-Funktion ausbildet und so eine
koplanare Orientierung der beiden Ringsysteme zueinander begtinstigt. Aus der Co-
Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2 ist ersichtlich, dass die Amid-
Funktion nur dann ihre Interaktionen mit dem Protein ausbilden kann, wenn der

Phenylring etwa in einem Winkel von 45° zum Grundkorper orientiert ist.
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zusatzliche Reste werden auf
Grund der Platzverhéltnisse an der
Bindungsstelle nicht toleriert

l Polaritat in Ring A
— flihrt zu stark

«— verringerter Aktivitat
\ Va

~

(o)

I=z

Abbildung 123: Struktur-Aktivitats-Beziehungen abgeleitet aus den Testergebnissen des B-Carbolins 27
und aus der Co-Kristallstruktur von Verbindung 63 mit PARP14MD2

Die Testung N-9-substituierter Verbindungen (28 und 29) bestatigte die auf Basis der
Co-Kristallstruktur aufgestellte Vermutung, dass die Wasserstoffbricke ausgehend
von der freien Pyrrol-NH-Funktion zu Prolin 1130 fir die Bindung essenziell ist. Andere
Wasserstoffbriickendonatoren an dieser Position, wie im Fluorenol 46 (das gleichzeitig
auch ein Akzeptor ist), oder Wasserstoffbrickenakzeptoren, wie im Fluorenon 45,
fuhrten zu einem vollstandigen Verlust der Aktivitat. Das Einfuhren einer zusatzlichen
Carbonylgruppe bei der Acridon-Verbindung 38 flhrte nicht zu den erhofften
zusatzlichen Interaktionen mit dem Protein. Die Verbindung war, moglicherweise unter
anderem auch auf Grund der veranderten Geometrie des Grundkdrpers, inaktiv. Die
flexible Seco-Verbindung 37 zeigte ebenfalls keine Aktivitdt und passt sich offenbar
nicht, wie beabsichtigt, besser an die Bindungsstelle an. Mdgliche Grinde dafir
konnten der stark veranderte C-N-C-Bindungswinkel (vgl. Abb. 124) und/oder die
sterisch  bedingte  deutliche Abweichung von der Koplanaritat des
Carbazolgrundkodrpers sein. Der planare Grundkdrper ist offenbar fur die Interaktion
mit dem Protein optimal. Das Dibenzothiophen 35 zeigte, im Gegensatz zu dem sehr
ahnlichen Dibenzofuran 34, eine nur geringfligig niedrigere Aktivitat als die
Leitstruktur 1.  Aktuell laufen  Co-Kristallisations-Versuche  bei  unserem

Kooperationspartner, die die Grinde dafur aufklaren sollen.
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flexibles Seco-Derivat Carbonylgruppe bildet
ermoglicht kein keine zusatzlichen
besseres Anpassen Wechselwirkungen

an die Bindungsstelle zum Protein aus

C-N-C-Bindungswinkel
aus Carbazol optimal

X=N,0,S,C

Dibenzothiophen- R =H, Me, Bn, OH, Carbonyl

Analogon fiihrt nur zu
einem minimalen Verlust

an Aktivitat wahrend /
Dibenzofuran-Analogon

keine messbare Aktivitat
zeigt

Substituenten am Stickstoff verhindern das
Ausbilden einer essenziellen H-Briicke

auch H-Briicken-Akzeptoren bzw. andere H-
Briicken-Donatoren als NH werden nicht
toleriert

Abbildung 124: Durch Variationen im Bereich von Ring B abgeleitete Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Die verschiedenen Analoga mit Variationen an Ring C ergaben in der biologischen
Testung ein stimmiges Bild. Eine Erhéhung der Polaritat im Ring C, z. B. bei den Aza-
Analoga 103 und 109, fuhrt zu einem Verlust der Aktivitat gegen PARP14MD2. Auch
das EinfUhren polarer Reste, wie in Verbindung 132, fuhrte zu einem vollstandigen
Verlust der Aktivitat. Das Tetrahydrocarbazol 51 zeigte gute Aktivitat in der
Grollenordnung der Leitstruktur 1 (vgl. Abb. 125). Verbindungen mit apolaren
Halogenresten (130 und 131) zeigten ebenfalls gute Aktivitaten. Auf Grund der
schlechten Ld&slichkeit dieser Verbindungen in den Medien der biologischen Testung
konnte jedoch nicht abschlieend geklart werden, ob die Aktivitdten dieser
Verbindungen auf &hnlichem Niveau wie die der Leitstruktur 1 oder sogar noch dartber
liegen. Da alle Verbindungen mit apolaren Substituenten an Ring C zwar gute Aktivitat
zeigen, jedoch eine so schlechte Loslichkeit aufweisen, dass sie nicht flr spatere
zellulare Testungen oder als Wirkstoff geeignet sind, wurde diese Substanzfamilie

nicht weiter optimiert.
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103 Y=NR'=H R?=H R%®=H
130 Y=CR'=H R2?=CIR®=ClI
131 Y=CR'=Cl R?=H R%®=H
132 Y=CR'=OMeR%?=H R®=H

<

51 X =CH,
109 X = NH

RZ

%i
;2;\_</
Iz
2T

Steigerung der Polaritat
wird nicht toleriert
apolares Tetrahydro-

Derivat zeigt gute
Aktivitat apolare Substituenten

fehlender Ring C fiihrt (R'- R®) fithren zu

zu c_ie_u}licht_er Verbindungen mit
Aktivititsminderung guten Aktivititen

> hydrophobe _
Wechselwirkungen polare Substituenten

mit dem Protein sehr (R") fiihren zu inaktiven
wahrscheinlich Verbindungen

Abbildung 125: Uber Veranderungen an Ring C aufgeklarte Struktur-Aktivitats-Beziehungen

In weiteren Untersuchungen unserer Kooperationspartner stellte sich heraus, dass die
bearbeitete Substanzklasse sehr hohe Selektivitat fur die zweite Macrodomain von
PARP14 zeigt und keine Kreuzreaktivitat gegenuber diversen anderen Macrodomains

vorliegt.

Durch die systematische Darstellung einer grol’en Anzahl von Variationen der
Leitstruktur 1 und deren biologischer Testung durch unsere Kooperationspartner
konnten umfassende Erkenntnisse zu Struktur-Aktivitats-Beziehungen der ersten
bekannten Inhibitor-Familie fur die zweite Macrodomain von PARP14 gewonnen

werden.

Basierend auf dem ersten Datensatz aus der Testung von zahlreichen
1-(Hetero)Arylcarbazolen aus der Dissertation von Gehring (aus der 1 als einzige
aktive Verbindung hervorgegangen war) und meinen hier beschriebenen
umfangreichen und systematischen Strukturvariationen, lasst sich folgende Erkenntnis
ableiten: Die Verbindung 1 und einige mit ihr eng verwandte Analoga sind die ersten
hochselektiven allosterischen Inhibitoren der PARP14MD2. Ihr spezieller
Bindungsmodus hat zur Folge, dass Strukturvariationen nur in einem sehr engen

Rahmen erfolgen durfen, andernfalls kommt es zu einem drastischen Verlust an
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Affinitat. Mit den hier entwickelten Verbindungen stehen hochattraktive molekulare
Werkzeuge zur Verfugung, die es nun ermdglichen, die biologischen Funktionen von

PARP14 im Detail zu untersuchen.

5.3 Ausblick

In einer weiteren von mir betreuten Bachelorarbeit soll ein Derivat der Leitstruktur 1
synthetisiert werden, das uUber einen PEG-Linker mit einer ,klickbaren® funktionellen
Gruppe versehen ist. Diese Substanz soll unserem Kooperationspartner Pulldown-
Experimente ermdglichen. Damit kann in zellularen Assays gezeigt werden, mit

welchen weiteren Proteinen PARP14 in der Zelle interagiert.

Zusatzlich sollen Verbindungen aus der nun zur Verfligung stehenden Substanzklasse
in weiteren Experimenten eingesetzt werden, die zeigen sollen, wie genau PARP14
(insbesondere auch dessen zweite Macrodomain) in Vorgange in Zellen eingreift, an

denen das Protein beteiligt ist (z.B. DNA-damage-response oder Zellmigration).
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6. Experimenteller Teil

6. Experimenteller Teil

6.1 Gerate und Parameter

Ausbeuten

Die jeweiligen Ausbeuten beziehen sich auf die mittels Saulenchromatografie

gereinigten Substanzen.

Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Ldsungsmittel wurden in kommerziell verfugbarer p. a. Qualitat
benutzt. Losungsmittel mit geringerer Qualitdt wurden durch Destillation gereinigt.
Tetrahydrofuran wurde Uber Natrium-Benzophenon-Ketyl unter Ruckfluss erhitzt und
abdestilliert. Fur die analytische HPLC wurden Loésungsmittel in HPLC Qualitat
verwendet, sowie bidest. Wasser. Die Chemikalien und Materialien wurden von Acros,
Sigma Aldrich, TCI, VWR, Fisher Scientific, abcr, Th. Geyer und Alfa Aesar bezogen

und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mittels eines Bilchi B-540 Apparates

(Buchi, Flawil, Schweiz). Die Werte wurden nicht korrigiert.

Dunnschichtchromatographie

Als stationare Phase wurden DC-Fertigfolien Polygram® SIL G/UV254nm von
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet (Schichtdicke 0.2 mm, Format 40 x
80 mm). Die Detektion erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm und 366 nm.

Flash-Saulen-Chromatographie

Bei allen saulenchromatographischen Aufreinigungen wurde Kieselgel 60, Korngrdlie

0.040 - 0.063 mm, der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) als stationare Phase
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verwendet. AuRerdem wurden alle Saulen unter leichtem Uberdruck durchgefihrt. Die
jeweilige Zusammensetzung des Elutionsmittels ist in Volumenteilen angegeben und

bei der Beschreibung der Verbindungen zu finden.

NMR-Spektren

Die NMR-Spektren wurden mit folgenden Spektrometern aufgenommen: Jeol JNMR
GX 400 (400 MHz), Jeol JNMR GX 500 (500 MHz) (beide von Jeol, Peabody, USA),
Avance Ill HD 400 MHz Bruker Biospin und Avance Ill HD 500 MHz Bruker Biospin
(beide von Bruker, Billerica, USA). Bei NMR-Spektren in CDCl3, CD2Cl2, DMSO-ds,
Aceton-ds und MeOD-d4 diente TMS als interner Standard.

IR-Spektren

Es wurde das IR-Spektrometer Perkin-Elmer FT-IR Paragon 1000 Spektrometer
(PerkinElmer, Waltham, USA) oder Jasco FT/IR-410 (Jasco Inc., Easton, USA)
genutzt. Feststoffe wurden mit Hilfe eines KBr-Presslings, 6lige Substanzen als Film
zwischen zwei Natriumchlorid-Platten vermessen. Weitere Vermessungen mit ATR-
Einheit erfolgten am IR-Gerat Jasco FT/IR-4100 mit ATR PRO450-S (Jasco Germany
GmbH). Die ATR-Spektren wurden als KBr-Spektren korrigiert.

Massenspektren

Die hochauflésenden Massenspektren (HRMS) wurden durch Elektronenstol3-
lonisation (El) bei 70 eV Anregungsenergie oder mittels Elektrospray-lonisation (ESI)
bestimmt. Hierbei wurden folgende Spektrometer eingesetzt: Jeol JIMS-GCmate Il (EI)
(Jeol, Peabody, USA), Finnigan MAT 95 (EI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
und Thermo Finnigan LTQ FT (ESI) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

GC-MS-Analytik

Die Reaktionskontrolle erfolgte mit einem Shimadzu GC 17 -A System mit GCMS OP-
5000 (Shimadzu, Kyoto, Japan).
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HPLC-Reinheit

Die HPLC-Reinheit wurde an einer HP Agilent 1100 HPLC mit Dioden Array Detektor
(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) und einer Agilent Poroshell Saule
(120 EC-C18; 3.0 x 100 mm; 2.7 Micron) bestimmt.

Mobile Phase: Acetonitril/WWasser/THF/1M NaOH (80:20:2%:0.2%).
Flussrate: 0.9 mL/min.

Temperatur: 50 °C, konstant.

Wellenlangen: 210 nm und 254 nm (mit einer Bandbreite von 4 nm)

Injektionsvolumen: 10 uL einer Lésung von 100ug/mL (Probe in mobiler Phase)

Mikrowellen-unterstiitzte Synthesen

Die Synthesen wurden in den single-mode Mikrowellenreaktoren CEM Discover S-
Class Plus SP (Matthews, USA) oder CEM Discover S-1856 (Matthews, USA)
durchgefuhrt.

Software

Als Software wurden Microsoft Office 2013 (Microsoft, Redmond, USA), MestReNova
9.1.0 (Mestrelab, Santiago de Compostela, Spanien) und ChemBioDraw Ultra 14.0
(CambridgeSoft, Cambridge, UK) verwendet.
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6.2 Beschreibung der Substanzen

2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20)

C1sH14N2
Mr = 258.32 g/mol

710 mg (2.89 mmol) 1-Brom-9H-carbazol (19) wurden zusammen mit 500 mg (2.88
mmol)  2-Aminophenylboronsaure (23) und 333 mg (0.288 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 30 mL
1,2-Dimethoxyethan und 20 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 11 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlieend Uber 12 Stunden bei 90 °C statt. Das Reaktionsgemisch wurde dann in
100 mL Wasser aufgenommen und das Gemisch viermal mit je 60 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 7:3) aufgereinigt.

Ausbeute: 598 mg (2.31 mmol/80 %) hellgelber Feststoff

Schmelzpunkt: 173 °C
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H-NMR

(500 MHz, CD2Clz):

13C-NMR

(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

5 (ppm) = 8.41 (bs, 1H, 9°-H), 8.13 — 8.09 (m, 2H, 4"-H, 5'-
H), 7.46 — 7.40 (m, 3H, 2°-H, 7°-H, 8"-H), 7.34 (t, J = 7.6
Hz, 1H, 6"-H), 7.31 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, 3-H), 7.29 —
7.22 (m, 2H, 5-H, 3"-H), 6.96 — 6.86 (m, 2H, 4-H, 6-H), 3.77
(s, 2H, 1-NHz)

5 (ppm) = 144.49 (C-1), 140.29 (C-8°a), 138.20 (C-9'a),
131.68 (C-3), 129.53 (C-3°), 127.36 (C-7°), 126.51 (C-2°),
124.54 (C-2), 124.06 (C-4°a), 123.94 (C-4b), 122.74 (C-
1), 120.83 (C-5), 120.37 (C-6"), 120.03 (C-5), 119.97 (C-
4°),119.33 (C-4), 116.34 (C-6), 111.40 (C-8")

7 (cm) = 3438 (s), 3347 (s), 1609 (m), 1451 (m), 1420 (m),
1320 (m), 1242 (m), 750 (s), 619 (m), 487 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 259 (100) (M + H)*

m/z = 259.1233 (berechnet fur C1sH1sN2*
[M + H]*: 259.1235)

98 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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8-Brom-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol (22)

C12H12BrN
Mr = 250.14 g/mol

1.0 g (4.5 mmol) 2-Bromphenylhydrazin-Hydrochlorid (21) und 0.69 mL (6.7 mmol)

Cyclohexanon wurden in einer Mischung aus 20 mL Ethanol und 1 mL Eisessig gelost.

Das Gemisch wurde 4 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Nach dem AbkUhlen auf

Raumtemperatur wurde das Gemisch filtriert und das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt. Der Riuckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute:

H-NMR
(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

148

0.81 g (3.2 mmol/72 %) heligelbes O

5 (ppm) = 8.01 (bs, 1H, 9-H), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 5-H),
7.23(d, J=7.7 Hz, 1H, 7-H), 6.93 (t, J = 7.7 Hz, 1H, 6-H),
2.81—2.72 (m, 2H, 4-H), 2.72 — 2.63 (m, 2H, 1-H), 1.96 —
1.80 (m, 4H, 2-H, 3-H)

5 (ppm) = 135.79 (C-9a), 134.74 (C-8a), 129.71 (C-4b),
123.53 (C-7), 120.64 (C-6), 117.42 (C-5), 111.85 (C-4a),
104.30 (C-8), 23.66 (C-2), 23.64 (C-3), 23.57 (C-1), 21.53
(C-4)

¥ (cm™) = 3397 (s), 3341 (s), 2933 (s), 2852 (m), 1693 (s),
1613 (m), 1487 (m), 1462 (m), 1442 (m), 1321 (s), 772 (s),
735 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 248 (100) (M - H), 250 (95) (M - H)

m/z = 248.0084 (berechnet fur C12H11BrN-
[M - H]: 248.0075)

93 % (A =210 nm)

90 % (A = 254 nm)
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1-Brom-9-{[2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl}-9H-carbazol (25)

C18H22BrNOSI
Mr = 376.37 g/mol

500 mg (2.03 mmol) 1-Brom-9H-carbazol (19) wurden unter Stickstoffatmosphare in
12 mL trockenem Tetrahydrofuran geldst und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Die Losung
wurde anschlieend einem 120 mg (3.00 mmol) NaH-Dispersion (60 % in Mineraldl)
enthaltenden Kolben zugespritzt, der ebenfalls zuvor auf 0 °C gekuhlt wurde. Das
Gemisch wurde 30 Minuten bei 0 °C geruhrt. Anschliellend wurden 530 uL (2.99 mmol)
2-(Trimethylsilyl)-ethoxymethylchlorid (SEM-CI) zugesetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 2 Stunden geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 50 mL Wasser versetzt und anschliefend dreimal mit je
50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
nacheinander mit 20 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und 20 mL
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und anschliel3end tber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der Riuckstand wurde

mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9) aufgereinigt.
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6. Experimenteller Teil

Ausbeute:

1H-NMR
(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(101 MHz, CD2Cl2):

IR (Film):

MS (EI):

HR-MS (El):

150

690 mg (1.83 mmol/>99 %) gelbes Ol

5 (ppm) = 8.07 (ddd, J = 7.8, 1.2, 0.7 Hz, 1H, 4-H), 8.06
(dd, J=7.7,1.1 Hz, 1H, 5-H), 7.63 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H,
7-H), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 8-H), 7.51 (ddd, J = 8.4, 7.1,
1.2 Hz, 1H, 2-H), 7.30 (ddd, J = 7.9, 7.1, 1.0 Hz, 1H, 3-H),
7.13(t, J= 7.7 Hz, 1H, 6-H), 6.14 (s, 2H, 1°-H), 3.63 — 3.58
(m, 2H, 17-H), 0.91 — 0.85 (m, 2H, 2""-H), -0.09 (s, 9H,
Si(CHa)s)

5 (ppm) = 142.50 (C-9a), 137.45 (C-8a), 132.00 (C-7),
127.56 (C-4b)), 127.29 (C-2), 123.33 (C-4a), 121.60 (C-6),
121.23 (C-3), 120.63 (C-5), 119.92 (C-4), 110.79 (C-8),
104.04 (C-1), 72.91 (C-1°), 66.04 (C-17"), 18.51 (C-2""), -
1.26 (Si(CH3)3)

7 (cm') = 3384 (w), 2951 (m), 2895 (m), 1482 (m), 1456
(m), 1417 (m), 1319 (m), 1248 (m), 1221 (m), 1199 (m),
1070 (s), 1041 (m), 858 (s), 835 (s), 743 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 377 (40) [M*], 375 (40) [M*], 317
(60), 319 (55), 258 (100), 260 (95), 222 (45), 179 (85)

m/z = 375.0651 (berechnet fir C1sH22BrNOSi: 375.0654)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9-Methyl-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (28)

C21H1sN20
Mr = 314.39 g/mol

Eine Lésung von 100 mg (0.367 mmol) 2-(9-Methyl-9QH-carbazol-1-yl)anilin (30) in
1 mL Dichlormethan wurde mit 33 yL (0.41 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend
unter Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 28 pL (0.39 mmol) Acetylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 102 mg (0.324 mmol/86 %) rosa Feststoff
Schmelzpunkt: 75 °C

TH-NMR o (ppm) =8.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 6°-H), 8.20 (dd, J = 7.5,
(400 MHz, CD2Cl2): 1.5 Hz, 1H, 4""-H), 8.15(ddd, J=7.8, 1.3, 0.7 Hz, 1H, 5"~

H), 7.52 — 7.43 (m, 2H, 5"-H, 7"-H), 7.41 — 7.35 (m, 2H,
3°-H, 8"-H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 1H, 3""-H), 7.29 — 7.25 (m,
2H, 2"-H, 6"-H), 7.22 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, 4°-H), 6.90
(bs, 1H, 1-NH), 3.30 (s, 3H, 1""-H), 1.74 (s, 3H, 2-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

152

5 (ppm) = 161.95 (C-1), 142.64 (C-8""a), 138.93 (C-9""a),
137.27 (C-17), 131.59 (C-3), 130.19 (C-27), 129.25 (C-
2°7),129.11 (C-5°), 126.75 (C-7""), 124.76 (C-4""a), 124.04
(C-4"), 123.06 (C-4°'b), 121.12 (C-6"), 120.96 (C-4"),
120.65 (C-17"), 120.56 (C-5"), 119.89 (C-6""-), 119.70 (C-
3"), 109.55 (C-8""), 31.79 (C-1"""), 24.85 (C-2)

¥ (cm') = 3405 (m), 1676 (m), 1579 (m), 1517 (s), 1463 (m),
1439 (s), 1404 (m), 1297 (m), 1230 (m), 1131 (m), 749 (s)

m/z (rel. Int. in %) =313 (100) (M - H)

m/z = 313.1351 (berechnet fur C21H17N20"
[M - H]: 313.1341)

97 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9-Benzyl-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamide (29)

C27H22N20
Mr = 390.49 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.287 mmol) 2-(9-Benzyl-9H-carbazol-1-yl)anilin (31) in
2 mL Dichlormethan wurde mit 27 pL (0.33 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend
unter Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 23 pL (0.32 mmol) Acetylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 90 mg (0.23 mmol/83 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 75 °C

TH-NMR o (ppm) = 8.25 (dd, J=7.8, 1.3 Hz, 1H, 4""-H), 8.22 (ddd,
(400 MHz, CD2Clz): J=7.8, 1.3, 0.8 Hz, 2H, 6-H, 5-H), 7.46 (ddd, J = 8.3,

7.1,1.3Hz, 1H, 7"-H), 7.40 = 7.28 (m, 4H, 5"-H, 3""-H, 6 -
H, 8"-H), 7.18 (dd, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, 2"-H), 7.13 = 7.07
(m, 2H, 3"-H ,47"""-H), 7.07 — 6.98 (m, 3H, 4"-H, 3"""-H,
57""-H), 6.48 (s, 1H, 1-NH), 6.42 — 6.36 (m, 2H, 2""""-H,
6"""-H), 5.19 — 5.03 (m, 2H, 1°"-H), 1.62 (s, 3H, 2-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 168.22 (C-1), 142.57 (C-8""a), 138.26 (C-1""""),
(126 MHz, CD2Cl2): 138.22 (C-9""a), 137.21 (C-17), 131.49 (C-3°), 129.47 (C-
2°), 129.46 (C-2""), 129.23 (C-5°), 128.76 (C-3"""", C-5""""),
127.52 (C-4°"""), 126.98 (C-7), 125.99 (2", C-6"""),
125.48 (C-4""a), 123.69 (C-47), 123.34 (C-4"'b), 121.09 (C-
6°), 121.02 (C-4""), 121.00 (C-1""), 120.74 (C-5"), 120.35
(C-3""), 120.13 (C-6"), 110.07 (C-8""), 47.89 (C-1"""),

24.81 (C-2)
IR (KBr): ¥ (cm™) = 3411 (s), 1695 (m), 1582 (m), 1518 (s), 1494 (m),
1444 (s), 1410 (m), 1300 (m), 1203 (m), 752 (s), 731 (m)
MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 389 (100) (M - H)
HR-MS (ESI): m/z = 389.1665 (berechnet flr C27rH21N20"

[M - H]: 389.1654)
HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

2-(9-Methyl-9H-carbazol-1-yl)anilin (30)

C19H16N2
M = 272.35 g/mol

500 mg (1.92 mmol) 1-Brom-9-methylcarbazol (100) wurden zusammen mit 462 mg
(2.66 mmol) 2-Aminophenylboronsaure (23) und 228 mg (0.197 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einem Mikrowellenvial eingewogen und
unter Stickstoffatmosphéare verschlossen. Es wurden 6 mL Dioxan zugespritzt, durch
welches zuvor 10 Minuten lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10
Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wurden 5 mL einer 2M Kaliumcarbonat-
Lésung zugespritzt, die zuvor ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde.
Die Umsetzung fand anschlieBend unter Mikrowellenbedingungen bei 120 °C,
100 Watt Leistung und einem zulassigen Maximaldruck von 17 bar Uber 15 Minuten
statt. Das Reaktionsgemisch wurde in 50 mL Wasser aufgenommen und das Gemisch
dreimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:1 — 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 496 mg (1.82 mmol/96 %) gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 52 °C
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6. Experimenteller Teil

H-NMR
(500 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl>):

IR (Film):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

156

5 (ppm) = 8.21 — 8.11 (m, 2H, 4°-H, 5°-H), 7.50 (ddd, J =
8.3,7.1,1.2 Hz, 1H, 7°-H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 8"-H),
7.34 —7.22 (m, 5H, 3-H, 5-H, 2°-H, 3"-H, 6"-H), 6.87 (td, J
=7.4,1.2 Hz, 1H, 4-H), 6.81 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H, 6-H),
3.59 (bs, 2H, 1-NH2), 3.47 (s, 3H, CHa)

5 (ppm) = 145.82 (C-1), 142.46 (C-8"a), 139.09 (C-9'a),
131.72 (C-3), 129.47 (C-5), 129.21 (C-2°), 126.41 (C-7"),
125.96 (C-2), 124.34 (C-4°a), 123.13 (C-4b), 122.63 (C-
1), 120.46 (C-5°), 120.17 (C-4"), 119.60 (C-6"), 119.55 (C-
3°), 118.33 (C-4), 115.08 (C-6), 109.37 (C-8°), 31.13 (CH3)

¥ (cm') = 3463 (m), 3376 (m), 3050 (w), 1613 (s), 1501 (m),
1486 (m), 1464 (s), 1449 (m), 1438 (s), 1404 (s), 1337 (m),
1298 (m), 1230 (m), 1128 (m), 874 (w), 797 (W)

m/z (rel. Int. in %) = 273 (100) (M + H)*

m/z = 273.1390 (berechnet fiir C19H17N2*
[M + H]*: 273.1392)

>99 % (A = 210 nm)
>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

2-(9-Benzyl-9H-carbazol-1-yl)anilin (31)

Ca2sH20N2
M: = 348.16 g/mol

500 mg (1.49 mmol) 9-Benzyl-1-brom-9H-carbazol (101) wurden zusammen mit 368
mg (2.12 mmol) 2-Aminophenylboronsaure (23) und 175 mg (0.149 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einem Mikrowellenvial eingewogen und
unter Stickstoffatmosphéare verschlossen. Es wurden 6 mL Dioxan zugespritzt, durch
welches zuvor 10 Minuten lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10
Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wurden 5 mL einer 2M Kaliumcarbonat-
Ldsung zugespritzt, die zuvor ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde.
Die Umsetzung fand anschlieBend unter Mikrowellenbedingungen bei 120 °C,
100 Watt Leistung und einem zulassigen Maximaldruck von 17 bar uber 15 Minuten
statt. Das Reaktionsgemisch wurde in 50 mL Wasser aufgenommen und das Gemisch
dreimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:1 — 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 453 mg (1.30 mmol/87 %) oranger Feststoff

Schmelzpunkt: 62 °C
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6. Experimenteller Teil

H-NMR
(400 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (Film):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

158

5 (ppm) = 8.24 — 8.19 (m, 2H, 4°-H, 5°-H), 7.47 — 7.38 (m,
2H, 7°-H, 4""-H), 7.36 — 7.29 (m, 3H, 3"-H, 6'-H, 8"-H),
7.25 (dd, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, 2-H), 7.19 (td, J = 8.0, 1.6
Hz, 1H, 5-H), 7.11 — 7.05 (m, 2H, 3"""-H, 5"""-H), 6.96 (dd,
J=7.5,1.5Hz, 1H, 3-H), 6.69 (dd, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H, 6-
H), 6.65 (td, J = 7.4, 1.2 Hz, 1H, 4-H), 6.58 (d, J = 6.9 Hz,
2H, 2°"-H, 6"""-H), 5.27 (s, 2H, 1""-H), 3.38 (bs, 2H, 1-NH2)

5 (ppm) = 145.71 (C-1), 142.27(C-8"a), 138.79 (C-1"""),
138.36 (C-9'a), 131.56 (C-3), 129.76 (C-2°), 129.45 (C-5),
128.87 (C-4"""), 128.60 (C-3"", C-5"""), 127.27 (C-3°),
126.61 (C-7°), 126.31 (C-2"", C-6"""), 125.32 (C-2), 124.94
(C-4a), 123.54 (C-4'b), 122.82 (C-17), 120.61 (C-5),
120.30 (C-47), 120.04 (C 6°), 118.29 (C-4), 115.29 (C-6),
110.11 (C-8°), 47.65 (C-17")

7 (cm") = 3374 (m), 1612 (s), 1501 (m), 1450 (s), 1410 (m),
1337 (m), 1307 (m), 1204 (m), 1127 (s), 1070 (m), 748 (s),
730 (m), 694 (m)

miz (rel. Int. in %) = 349 (100) (M + H)*, 258 (8)

m/z = 349.1704 (berechnet fir C2sH21N2*
[M + H]*: 349.1705)

99 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(Dibenzofuran-4-yl)phenyl]acetamid (34)

C20H15NO2
Mr = 301.35 g/mol

200 mg (0.809 mmol) 4-Bromdibenzofuran (32) wurden zusammen mit 145 mg (0.810
mmol)  2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 94 mg (0.081mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 10 mL
1,2-Dimethoxyethan und 5 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 4 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlielend bei 90 °C Uber 15 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde in 100
mL Wasser aufgenommen und dann viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC
(Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde aus Pentan

rekristallisiert.

Ausbeute: 126 mg (0.418 mmol/52 %) weilder Feststoff

Schmelzpunkt: 78 °C
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6. Experimenteller Teil

1H-NMR 5 (ppm) = 8.18 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 6'-H), 8.10 — 8.00 (m,

(400 MHz, CD2Cl2): 2H, 1"-H, 9""-H), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6"-H), 7.54 —
7.44 (m, 5H, 3°-H, 5°-H, 2"-H, 3"-H, 7°"-H), 7.41 (td, J =
7.5,1.1 Hz, 1H, 8""-H), 7.29 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 4"-H), 7.22
(bs, 1H, 1-NH), 1.82 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.76 (C-1), 156.64 (C-5""a), 153.81 (C-4""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 136.27 (C-17), 131.53 (C-3"), 129.40 (C-2""), 129.23 (C-
37), 128.39 (C-2°), 128.26 (C-77'), 125.40 (C-47"), 125.16
(C-4"), 124.60 (C-9"°a), 124.15 (C-57), 123.76 (C-87),
123.51 (C-67), 122.92 (C-9"'b), 121.46 (C-17"), 121.28 (C-
9), 112.27 (C-6""), 24.70 (C-2)

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3260 (m), 1660 (s), 1527 (m), 1447 (s), 1407 (m),
1289 (m), 1197 (s), 847 (m), 750 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 301 (50) [M*], 283 (20), 259 (100),
230 (20), 204 (15)

HR-MS (El): m/z = 301.1099 (berechnet fir C20H15sNO2: 301.1103)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(Dibenzothiophen-4-yl)phenyl]acetamid (35)

C20H1sNOS
Mr = 317.41 g/mol

462 mg (1.49 mmol) 4-loddibenzothiophen (33) wurden zusammen mit 322 mg (1.80
mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 173 mg (0.150 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 15 mL
1,2-Dimethoxyethan und 8 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurde 10 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlielend bei 90 °C Uber 16 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde in 100
mL Wasser aufgenommen und dann viermal mit je 60 mL Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC
(Dichlormethan/Ethylacetat 9:1 — 1:9) aufgereinigt. Das Produkt wurde aus Pentan
rekristallisiert.

Ausbeute: 238 mg (0.750 mmol/50 %) hellbrauner Feststoff

Schmelzpunkt: 79 °C
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6. Experimenteller Teil

H-NMR
(400 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

MS (El):
HR-MS (EI):
HPLC-Reinheit:

162

5 (ppm) = 8.31 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 9"-H), 8.30 — 8.21 (m,
2H, 17-H, 6°-H), 7.86 — 7.82 (m, 1H, 7""-H), 7.63 (dd, J =
7.9, 7.3 Hz, 1H, 2""-H), 7.53 — 7.49 (m, 2H, 5"-H, 6 "-H),
7.48 — 7.45 (m, 1H, 8""-H), 7.43 (dd, J = 7.4, 1.2 Hz, 2H,
3°-H, 3"-H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 4°-H), 6.99 (bs, 1H, 1-
NH), 1.83 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 168.69 (C-1), 140.61 (C-4""a), 140.04 (C-1°),
136.90 (C-4""), 136.23 (C-5""a), 135.90 (C-9"'a), 133.18
(C-9"'b), 130.85 (C-2), 130.46 (C-5'), 129.69 (C-3°),
128.44 (C-37), 127.70 (C-6"), 125.83 (C-2""), 125.22 (C-
9), 124.82 (C-4"), 123.38 (C-7""), 122.44 (C-6", C-87),
121.93 (C-17"), 24.91 (C-2)

7 (cm™) = 3415 (s), 1670 (s), 1637 (m), 1583 (m), 1519 (s),
1438 (s), 1385 (m), 1300 (m), 752 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 317 (40) [M*], 275 (100), 184 (25)
m/z = 317.0873 (berechnet flr C20H1sNOS: 317.0874)
90 % (A =210 nm)

97 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2'-(Phenylamino)-(1,1'-biphenyl)-2-yl]Jacetamid (37)

C20H18N20

M = 302.38 g/mol

200 mg (0.884 mmol) N-(2'-Amino-[1,1'-biphenyl]-2-yl)acetamid (41), 100 yL (0.897
mmol) lodbenzol, 2 mg (0.002 mmol) Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium(0), 4 mg
(0.006 mmol) BINAP (2,2'-Bis(diphenylphosphin)-1,1'-binaphthyl) und 119 mg (1.06
mmol) Kalium-tert-butanolat wurden in 2 mL Toluol suspendiert. Das
Reaktionsgemisch wurde 12 Stunden bei 110°C geruhrt. AnschlielRend wurden 5 mL
gesattigte Ammoinumchlorid-Losung zugesetzt und viermal mit je 30 mL Diethylether
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, zweimal mit 20 mL Wasser und
einmal mit 20 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/Dichlormethan 1:9)
aufgereinigt. Das erhaltene Produkt wurde zur weiteren Aufreinigung in 5 mL Ethanol
geldst, mit 500 mg Natriumhydroxid versetzt und 4 Stunden bei 90 °C gerihrt. Die
Lésung wurde mit 6N Salzsaure neutralisiert und dreimal mit je 30 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(isoHexan/Dichlormethan 1:1) aufgereinigt. Das erhaltene primare Amin wurde in 5 mL
Dichlormethan geldst und mit 100 pL (1.23 mmol) Pyridin versetzt. Die Mischung
wurde im Eisbad auf 0 °C gekihlt und dann mit 80 pyL (0.85 mmol) Acetanhydrid
versetzt. Anschlielend wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde
die organische Phase mit 10 mL Wasser, 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-

Lésung und 10 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische
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6. Experimenteller Teil

Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt. Der

aufgereinigt.

Ausbeute:

Schmelzpunkt:

TH-NMR
(500 MHz,
Methanol-da):

3C-NMR
(126 MHz,
Methanol-da4):

IR (Film):

MS (EI):
HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:
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Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/Dichlormethan 1:9)

82 mg (0.27 mmol/31 %) weiller Feststoff

52 °C

5 (ppm) = 7.58 (dt, J = 8.0, 0.9 Hz, 1H, 3°-H), 7.41 — 7.33
(m, 2H, 4"-H, 3"-H), 7.31 = 7.25 (m, 3H, 5"-H, 6"-H, 4""-H),
7.20—-7.12 (m, 3H,6"-H, 5" ""-H, 3"""-H), 7.01 (td, J = 7.5,
1.2 Hz, 1H, 57-H), 6.99 — 6.94 (m, 2H, 2""""-H, 6"""-H),
6.82 (tt, J= 7.5, 1.1 Hz, 1H, 4”""-H), 1.81 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 172.44 (C-1), 145.12 (C-1""""), 142.28 (C-2"),
136.46 (C-17), 135.57 (C-27), 132.73 (C-6"'), 132.63 (C-
4°"), 130.67 (C-17), 130.12 (C-3"""", C-5""""), 129.61 (C-
6°), 129.24 (C-4°), 127.52 (C-57), 127.30 (C-3°), 122.38 (C-
57), 121.46 (C-4""""), 119.67 (C-3"), 118.37 (C2""", C-
67""), 22.99 (C-2)

¥ (cm") = 3407 (m), 3289 (m), 3045 (m), 3011 (m), 1674
(s), 1593 (s), 1573 (s), 1518 (s), 1498 (s), 1472 (m), 1443
(s), 1306 (s), 1368 (M), 749 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 302 (65) [M*], 243 (100), 167 (55)
m/z = 302.1438 (berechnet fur C20H1sN20: 302.1419)
>99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9-Ox0-9,10-dihydroacridin-4-yl)phenyl]lacetamid (38)

C21H16N202
r = 328.37 g/mol

178 mg (0.494 mmol) 2-((2'-Acetamido-[1,1'-biphenyl]-2-
yl)amino)benzoesauremethylester (43) und 63 mg (1.5mmol) Lithiumhydroxid
Monohydrat wurden in einer Mischung aus 2 mL Methanol, 2 mL Tetrahydrofuran und
1 mL Wasser geldst. Das Gemisch wurde 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Das
Ldsungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mit 10 mL Wasser
versetzt und mit 6N Salzsaure angesauert. Der entstehende Niederschlag wurde durch
Filtration abgetrennt und getrocknet. Zum erhaltenen Ruckstand wurde 3 g
Polyphosphorsaure gegeben und das Gemisch unter Ruhren auf 165 °C erwarmt.
Nach 2 Stunden wurden Eis und Natriumhydroxid zugesetzt bis das Gemisch einen
pH-Wert von 3-4 erreichte. Das Gemisch wurde dreimal mit je 40 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 3 mL
Dichlormethan gelost, mit 120 pL (1.49 mmol) Pyridin versetzt und auf 0 °C gekuhlt.
Der Lésung wurden 100 pL (1.06 mmol) Acetanhydrid zugesetzt und anschliel3end 2
Stunden bei Raumtemperatur gerhrt. Die organische Phase wurde mit 10 mL Wasser,
10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und 10 mL gesattigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen und uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(Ethylacetat/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.
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Ausbeute:
Schmelzpunkt:

1H-NMR
(400 MHz, DMSO-d¢):

13C-NMR
(101 MHz, DMSO-dé):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (El):
HPLC-Reinheit:

166

91 mg (0.28 mmol/56 %) hellgelber Feststoff
313 °C

8 (ppm) = 9.91 (bs, 1H, 10"-H), 9.15 (bs, 1H, 1-NH), 8.31
(dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, 1"-H), 8.23 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz,
1H, 87-H), 7.76 — 7.68 (m, 2H, 3°-H, 5""-H), 7.65 (ddd, J =
8.5,6.8, 1.6 Hz, 1H, 6"-H), 7.50 (ddd, J = 8.2, 6.4, 2.4 Hz,
1H, 5°-H), 7.45 (dd, J= 7.2, 1.6 Hz, 1H, 3"-H), 7.40 — 7.34
(m, 2H, 4°-H, 6'-H), 7.32 (dd, J = 8.0, 7.2 Hz, 1H, 2""-H),
7.24 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.2 Hz, 1H, 7"-H), 1.69 (s, 3H, 2-
H)

5 (ppm) = 177.00 (C-9°), 168.84 (C-1), 140.92 (C-10""a),
138.71 (C-4""a), 136.46 (C-2°), 135.03 (C-3""), 133.10 (C-
67), 131.41 (C-6), 131.21 (C-17), 128.74 (C-57), 127.53
(C-9""a), 126.56 (C-3), 125.77 (C-1"", C-8"), 125.62 (C-
4°),121.28 (C-47'), 121.21 (C-7""), 120.80 (C-2""), 120.22
(C-8""a), 118.38 (C-5""), 22.91 (C-2)

¥ (cm™) = 3274 (m), 2412 (m), 1688 (s), 1628 (s), 1618 (s),
1608 (s), 1596 (s), 1584 (s), 1525 (m), 1435 (m), 1388 (m),
1288 (m), 755 (s)

miz (rel. Int. in %) = 328 (15) [M*], 286 (100), 268 (40),
162 (25)

m/z = 328.1220 (berechnet fur C21H16N202: 328.1212)
>99 % (A =210 nm)
96 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

2-[(2'-Acetamido-[1,1'-biphenyl]-2-yl)amino]benzoesauremethylester (43)

C22H20N203
Mr = 360.41 g/mol

400 mg (1.77 mmol) N-(2'-Amino-[1,1'-biphenyl]-2-yl)acetamid (41), 265 pL (1.80
mmol) 2-lodbenzoesauremethylester, 3.5 mg (0.0038 mmol)
Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium(0), 6.6 mg (0.011 mmol) BINAP (2,2'-
Bis(diphenylphosphin)-1,1'-binaphthyl) und 242 mg (2.16 mmol) Kalium-tert-butanolat
wurden in 4 mL Toluol unter Stickstoffatmosphare suspendiert. Das Reaktionsgemisch
wurde 12 Stunden bei 110 °C geruhrt. Das Gemisch wurde dann in 20 mL gesattigter
Ammoniumchlorid-Lésung aufgenommen und das Gemisch dreimal mit je 50 mL
Diethylether und zweimal mit je 40 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel
unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/Dichlormethan

1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 89 mg (0.25 mmol/14 %) hellorangener Feststoff
Schmelzpunkt: 71°C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.96 (bs, 1H, 2""""-NH), 8.20 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
(500 MHz, CDCl3): 37"-H), 7.90 (d, J= 8.2 Hz, 1H, 6°-H), 7.55 (d, J = 8.1 Hz,

1H, 6"""-H), 7.43 - 7.34 (m, 2H, 5" "-H, 4""""-H), 7.34 - 7.28
(m, 3H,3"-H, 4"-H,6""""-H), 7.25-7.17 (m, 3H,3"""-H, 4"
H, 5"""-H), 7.09 (bs, 1H, 17"-H), 6.78 — 6.73 (m, 1H, 5'-H),
3.73 (s, 3H, O-CHs), 1.81 (s, 3H, C-CH3)
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13C-NMR 5 (ppm) = 168.24 (C-1), 168.22 (C-CH3), 146.72 (C-2"),

(126 MHz, CDCl3): 139.10 (C-2""""), 135.56 (C-1""""), 133.95 (C-4°), 132.18
(C-6",C-6"""), 131.16 (C-2"""), 130.85 (C-3"""), 129.20 (C-
177), 129.17 (C-4""""), 128.92 (C-5"""), 124.67 (C-5"""),
124.03 (C-4"""), 121.95 (C-6"""), 121.64 (C-3""""), 118.24
(C-57), 113.88 (C-3°), 113.60 (C-17), 51.93 (O-CHs), 24.55
(C-CHs)

IR (Film):  (cm™) = 3054 (s), 2987 (m), 2306(m), 1692 (s), 1583 (m),
1520 (s), 1444 (s), 1264 (s), 1085 (m), 896 (m), 750 (s), 705
(s)

MS (EI): m/z (rel. Int. in %) = 360 (100) [M*], 301 (45), 285 (60),
167 (50)

HR-MS (El): m/z = 360.1466 (berechnet fiir C22H20N203: 360.1474)
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N-[2-(9-Ox0-9H-fluoren-1-yl)phenyl]lacetamid (45)

C21H15NO2
M = 313.36 g/mol

102 mg (0.334 mmol) 1-lod-9H-fluoren-9-on (49) wurden zusammen mit 60 mg (0.33
mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 40 mg (0.035 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in 3 mL 1,2-Dimethoxethan und 2 mL Ethanol
gelost. Das Gemisch wurde 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt und anschlie3end
mit 1 mL 2 M Natriumcarbonat-Lésung versetzt. Das Gemisch wurde weitere 10
Minuten mit Stickstoff durchstromt und anschlieend 12 Stunden bei 70 °C geruhrt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden 50 mL Wasser zugesetzt. Die
wassrige Phase wurde abgetrennt und dreimal mit je 40 mL Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rlckstand wurde mittels FSC

(Ethylacetat/isoHexan 3:7) aufgereinigt.

Ausbeute: 83 mg (0.26 mmol/79 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 176 °C

TH-NMR 0 (ppm) =7.99 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6°-H), 7.65 — 7.60 (m,
(500 MHz, CD2Clz): 2H,4"-H, 6""-H), 7.56 (ddd, J=17.2, 8.4, 6.9 Hz, 3H, 3"'-

H,5"-H, 8"-H), 7.43 (dt, J = 8.6, 4.7 Hz, 1H, 5°-H), 7.38 —
7.30 (m, 1H, 7°-H), 7.24 (d, J = 4.5 Hz, 2H, 4‘-H, 3'-H),
7.15 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 2"-H), 7.00 (bs, 1H, 1-NH), 1.86
(s, 3H, 2-H)
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13C-NMR 5 (ppm) = 193.7 (C-97"), 168.7 (C-1), 145.9 (C-4""a), 144.2

(126 MHz, CD2Cl2): (C-4"'b), 137.8 (C-8""a), 136.1 (C-1’), 135.4 (C-3""), 135.4
(C-57), 134.5 (C-2'), 132.6 (C-2"), 131.2 (C-9"a), 131.1
(C-17), 130.6 (C-3"), 129.9 (C-7"), 129.3 (C-5'), 125.1
(C-4’), 124.6 (C-8"), 123.8 (C-6’), 120.9 (C-6""), 120.8
(C-4""), 24.5 (C-2)

IR (KBr): 7 (cm™*) = 3358 (s), 1710 (s), 1681 (s), 1608 (m), 1589 (m),
1530 (m), 1298 (m), 1287 (m), 917 (m), 751 (m)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 313 (24) [M*], 254 (100)

HR-MS (EI): m/z = 313.1099 (berechnet fur C21H15NO2: 313.1103)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9-Hydroxy-9H-fluoren-1-yl)phenyl]acetamid (46)

C21H17NO2
Mr = 315.37 g/mol

Variante A:

54 mg (0.17 mmol) N-(2-(9-Oxo-9H-fluoren-1-yl)phenyl)acetamid (45) wurden in 1 mL
Tetrahydrofuran gelést und anschlieBend 36 mg (0.94 mmol) Natriumborhydrid
zugegeben. Das Gemisch wurde 3 Stunden bei 75 °C geruhrt. Dann wurde 1 mL
Wasser zugegeben. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und dreimal mit je 15 mL
Dichlormethan extrahiert. Die verenigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde nicht weiter aufgereinigt, dass die Reaktion das gewunschte

Produkt lieferte, konnte mittels GC-MS nachgewiesen werden.
Variante B:

156 mg (0.508 mmol) 1-lod-9H-fluoren-9-ol (50) wurden zusammen mit 92 mg (0.51
mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 60 mg (0.052 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in 6 mL 1,2-Dimethoxyethan und 3 mL
Ethanol gelést. Das Gemisch wurde 10 Minuten mit Stickstoff durchstréomt und
anschlielend mit 2 mL 2M Natriumcarbonat-Lésung versetzt. Die Mischung wurde
weitere 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt und dann 12 Stunden bei 70 °C geruhrt.
Dann wurden 70 mL Wasser zugegeben. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und
dreimal mit je 40 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
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wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 3:7) aufgereinigt.

Ausbeute: 28 mg (0.089 mmol/18 %) weiller Feststoff
TH-NMR 0 (ppm) = 8.27 (bs, 1H, 1-NH), 7.81 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 4'-
(400 MHz, CD2Cl2): H),7.72 (d, J=7.6 Hz, 2H, 2""-H, 6‘-H), 7.53 (d, J = 7.4 Hz,

1H, 87°-H), 7.49 — 7.35 (m, 4H, 4"-H, 6"-H, 5'-H, 3H),
7.32 (td, J = 7.4 Hz, 1.1 Hz, 2H, 5""-H, 7""-H), 7.09 (d, J =
7.6 Hz, 1H, 3"-H), 5.67 (s, 1H, 9°"-H), 3.19 (bs, 1H, 9""-
OH), 1.82 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.0 (C-1), 146.6 (C-8""a), 144.5 (C-1’), 141.7

(126 MHz, CD2Cl2): (C-4""a), 140.2 (C-4"'b), 137.0 (C-1""), 135.8 (C-9 a),
134.5 (C-2'), 129.9 (C-67), 129.8 (C-47), 129.5 (C-37"),
129.2 (C-5), 129.1 (C-2""), 128.6 (C-7""), 126.1 (C-3),
125.6 (C-87'), 124.7 (C-4), 120.6 (C-57"), 120.2 (C-6'), 74.3
(C-97), 24.2 (C-2)

IR (KBr): 7 (cm™) = 3424 (s), 1655 (m), 1637 (m), 1522 (m), 1443
m), 1368 (m), 1235 (m), 1024 (m), 759 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 315 (20) [M*], 272 (30), 254 (100)

HR-MS (El): m/z = 315.1246 (berechnet fur C21H17NO2: 315.1259)

HPLC-Reinheit: 99 % (A =210 nm)

98 % (A = 254 nm)
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1-lod-9H-fluoren-9-ol (50)

C13HolO
Mr = 308.12 g/mol

236 mg (0.769 mmol) 1-lod-9H-fluoren-9-on (49) wurden in 5 mL Tetrahydrofuran

gelést und anschliefend mit 160 mg (4.21 mmol) Natriumborhydrid versetzt. Das

Gemisch wurde 2 Stunden bei 75 °C geruhrt. Anschlie®end wurden 5 mL Wasser

zugegeben. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und dreimal mit je 15 mL

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber

Natriumsulfat getrocknet und das Losungmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand

wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR

(126 MHz, CD2Clz):

IR (KBr):

133 mg (0.432 mmol/56 %) weiller Feststoff
115 °C

5 (ppm) = 7.70 — 7.65 (m, 3H, 4-H, 5-H, 8-H), 7.65 — 7.63
(m, 1H, 2-H), 7.43 (td, J = 7.5 Hz, 1.3 Hz, 1H, 6-H), 7.37
(td, J = 7.4 Hz, 1.2 Hz, 1H, 7-H), 7.13 (t, J = 7.7 Hz, 1H, 3-
H), 5.52 (d, J = 6.7 Hz, 1H 9-H), 2.66 (d, J = 6.8 Hz, 1H, 9-
OH)

5 (ppm) = 148.4 (C-9a), 145.2 (C-8a), 142.8 (C-4b), 139.7
(C-4a), 137.7 (C-4), 131.4 (C-3), 129.8 (C-5), 129.0 (C-7),
125.9 (C-2), 120.8 (C-8), 120.4 (C-6), 93.6 (C-1), 77.8 (C-
9)

7 (cm') = 3423 (s), 3290 (m), 2363 (m), 1636 (m), 1560
(m), 1438 (m), 1307 (m), 1192 (m), 1172 (m), 1028 (s), 755
(s)
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MS (EI): m/z (rel. Int. in %) = 308 (49) [M*], 181 (100), 152 (44)
HR-MS (El): m/z = 307.9688 (berechnet fiir C13HslO: 307.9698)
HPLC-Reinheit: 98 % (A = 210 nm)

88 % (A =254 nm)
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N-[2-(5,6,7,8-Tetrahydro-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (51)

C20H20N20
Mr = 304.39 g/mol

143 mg (0.572 mmol) 8-Brom-1,2,3,4-tetrahydro-1H-carbazol (22) wurden zusammen
mit 102 mg (0.570 mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 66 mg (0.057 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einem Mikrowellenvial eingewogen und
unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 6 mL
1,2-Dimethoxyethan und 4 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 2.5 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlie3end unter Mikrowellenbedingungen bei 80 °C, 150 Watt Leistung und einem
zulassigen Maximaldruck von 10 bar Uber 15 Minuten statt. Das Reaktionsgemisch
wurde in 100 mL Wasser aufgenommen und dann dreimal mit je 60 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 70 mg (0.23 mmol/40 %) hellgelber Feststoff

Schmelzpunkt: 185 °C
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H-NMR
(400 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (El):

HPLC-Reinheit:

176

5 (ppm) = 8.29 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6-H), 7.74 (bs, 1H, 1-
NH), 7.50 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.44 — 7.35 (m, 2H, 3'-
H, 5°-H), 7.23 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, 4"-H), 7.20 — 7.13
(m, 2H, 6"-H, 9""-H), 7.03 (dd, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H, 7""-H),
2.72 (t, J = 4.9 Hz, 2H, 3"-H), 2.66 (t, J = 5.5 Hz, 2H, 2""-
H), 1.94 — 1.85 (m, 4H, 4""-H, 1""-H), 1.85 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 169.12 (C-1), 136.24 (C-1°), 135.71 (C-9""a),
134.41 (C-8""a), 130.88 (C-3"), 129.55 (C-2°), 129.01 (C-
4°'b), 128.94 (C-57), 124.89 (C-4°), 122.34 (C-6), 122.04
(C-7""), 120.51 (C-8"), 119.95 (C-6""), 118.30 (C-57),
110.93 (C-4""a), 24.83 (C-2), 23.79 (C-47'), 23.66 (C-1""),
23.59 (C-2""), 21.46 (C-3")

7 (cm™) = 3403 (m), 3313 (M), 2931 (m), 2850 (m), 1686
(s), 1583 (m), 1522 (s), 1445 (s), 1366 (m), 1304 (s), 791
(m), 756 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 304 (100) [M*], 261 (51), 234 (67),
219 (18), 43 (19)

m/z = 304.1564 (berechnet flr C20H20N20: 304.1576)
95 % (A =210 nm)
95 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-2,2,2-trifluoracetamid (53)

C20H13F3N20
Mr = 354.33 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 35 pL (0.43 mmol) Pyridin versetzt und anschlieliend unter
Rihren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 56 pL (0.40 mmol)
Trifluoressigsaureanhydrid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 15 mL Wasser, einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 90 mg (0.25 mmol/66 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 162 °C

TH-NMR 0 (ppm)=8.35(d, J=7.8 Hz, 1H, 6'-H), 8.20 (ddd, J= 7.0,
(400 MHz, CD2Cl2): 2.0,0.7Hz, 1H,4""-H), 8.14 (d, J=7.8 Hz, 1H, 5""-H), 8.06

(bs, 1H, 1-NH), 8.02 (bs, 1H, 9°"-H), 7.60 — 7.55 (m, 2H,
3°-H, 5°-H), 7.48 — 7.35 (m, 5H, 4'-H, 2"-H, 3"-H, 7""-H,
8°"-H), 7.28 (ddd, J = 8.0, 6.6, 1.5 Hz, 1H, 6""-H)
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13C-NMR
(101 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (EI):
HPLC-Reinheit:

178

5 (ppm) = 155.24 (q, J = 37.3 Hz, C-1), 140.16 (C-8""a),
138.25 (C-9""a), 133.50 (C-27), 131.22 (C-3°), 130.07 (C-
1), 129.81 (C-5°), 127.25 (C-4°), 127.04 (C-7""), 126.74
(C-27), 124.78 (C-4"a), 123.69 (C-4"'b), 122.53 (C-6"),
121.45 (C-4""), 121.03 (C-5""), 120.56 (C-3""), 120.50 (C-
6"'), 119.35 (C-1""), 114.58 (C-2), 111.41 (C-8"")

¥ (cm™) = 3381 (s), 1720 (s), 1585 (m), 1544 (m), 1457 (m),
1418 (m), 1320 (m), 1274 (m), 1234 (m), 1201 (m), 1160
(s), 754 (s), 736 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 355 (22) [M*], 354 (100) [M*], 285
(25), 284 (11), 257 (16), 256 (34), 255 (22)

m/z = 354.0965 (berechnet fur C20H13F3N20: 354.0980)
>99 % (A =210 nm)
>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]propionsaureamid (54)

C21H18N20
Mr = 314.39 g/mol

Eine Losung von 50 mg (0.19 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 18 pL (0.22 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 18 yL (0.21 mmol) Propionylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde zweimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriuhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 46 mg (0.15 mmol/76 %) weilder Feststoff
Schmelzpunkt: 166 °C

TH-NMR O (ppm) = 8.38 (bs, 1H, 9"-H), 8.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 3'-

(500 MHz, CD2Cl2): H), 8.16 (ddd, J = 6.8, 2.2, 0.7 Hz, 1H, 4"-H), 8.13 (dd, J

=7.8,0.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.48 — 7.43 (m, 2H, 4°-H, 7""-H),
7.43 -7.39 (m, 2H, 6"-H, 8"-H), 7.39 — 7.34 (m, 2H, 2""-H,
3""-H), 7.29 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, 5-H), 7.26 (ddd, J =
8.0, 5.7, 2.4 Hz, 1H, 6"-H), 7.11 (bs, 1H, 1-NH), 2.06 —
1.88 (m, 2H, 2-H), 0.81 (t, J = 7.6 Hz, 3H, 3-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 8 (ppm) = 173.02 (C-1), 140.19 (C-8"'a), 138.29 (C-9""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 136.19 (C-27), 131.16 (C-4"), 129.59 (C-17), 129.33 (C-6"),
127.21 (C-27'), 126.76 (C-77'), 125.27 (C-57), 124.17 (C-
4a), 123.65 (C-4'b), 123.01 (C-3°), 121.03 (C-17),
120.88 (C-5"), 120.79 (C-4""), 120.32 (C-3"), 120.14 (C-
6), 111.40 (C-8""), 30.98 (C-2), 9.56 (C-3)

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3405 (m), 3288 (m), 1682 (s), 1581 (m), 1519 (s),

1496 (m), 1454 (s), 1446 (s), 1319 (m), 1235 (m), 753 (s)
MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 314 (70) [M*], 258 (100), 129 (20)
HR-MS (El): m/z = 314.1424 (berechnet fur C21H1sN20: 314.1419)
HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

96 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]butansaureamid (55)

ZT

C22H20N20
M: = 328.42 g/mol

Eine Lésung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yhanilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 uL (0.446 mmol) Pyridin versetzt und anschlief3end unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 43 uL (0.416 mmol) Butansaurechlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Lodsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 67 mg (0.20 mmol/51 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 145 °C

TH-NMR o (ppm) = 8.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 6°-H), 8.25 (bs, 1H, 9-
(400 MHz, CD2Cl2): H), 8.16 (dd, J = 6.1, 2.8 Hz, 1H, 4"-H), 8.13 (d, J=7.8

Hz, 1H, 5-H), 7.51 — 7.43 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.43 - 7.38
(m, 2H, 77-H, 87-H)), 7.38 — 7.33 (m, 2H, 2"-H, 3"-H),
7.29(t, J=9.2, 7.4 Hz, 1H, 4"-H), 7.24 (dd, J = 6.4, 1.5 Hz,
1H, 67-H), 7.07 (bs, 1H, 1-NH), 2.03 — 1.85 (m, 2H, 2-H),
1.41 —1.30 (m, 2H, 3-H), 0.69 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 4-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 172.24 (C-1), 140.21 (C-8""a), 138.39 (C-9""-a),
(126 MHz, CD2Cl2): 136.30 (C-17), 131.15 (C-3"), 129.64 (C-27), 129.38 (C-5),
127.17 (C-27'), 126.80 (C-77'), 125.31 (C-4°), 124.26 (C-
4a), 123.73 (C-4'b), 123.14 (C-6"), 121.10 (C-17),
120.91 (C-5"), 120.83 (C-4"), 120.38 (C-3"), 120.21 (C-
67), 111.43 (C-8""), 39.86 (C-2), 19.22 (C-3), 13.76 (C-4)

IR (Film): ¥ (cm') = 3409 (m), 3009 (m), 1681 (m), 1519 (s), 1497 (m),
1455 (m), 1447 (s), 1418 (m), 1320 (m), 1237 (m), 1216 (s),
1052 (m), 1028 (m), 752 (s), 666 (M)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 329 (100) (M + H)*, 259 (90)

HR-MS (ESI): m/z = 329.1654 (berechnet fir C22H21N20*
[M + HJ*: 329.1654)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]pentansaureamid (56)

C23H22N20
Mr = 342.44 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 34 uL (0.42 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 49 uL (0.40 mmol) Valeriansaurechlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 15 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 109 mg (0.32 mmol/82 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 156 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.57 (bs, 1H, 9"-H), 8.30 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6'-
(500 MHz, CD2Clz): H), 8.17 (dd, J=5.9, 3.1 Hz, 1H, 4"-H), 8.14 (d, J = 7.8

Hz, 1H, 5""-H), 7.48 — 7.34 (m, 6H, 3°-H, 5"-H, 2""-H, 3"
H, 7"-H, 8"-H), 7.31 — 7.24 (m, 2H, 4°-H, 6"-H), 7.15 (bs,
1H, 1-NH), 1.99 — 1.85 (m, 2H, 2-H), 1.30 — 1.09 (m, 2H,
3-H), 1.01 (h, J = 7.5 Hz, 2H, 4-H), 0.60 (t, J = 7.3 Hz, 3H,
5-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (El):
HR-MS (EI):
HPLC-Reinheit:

184

5 (ppm) = 172.41 (C-1), 140.29 (C-8""a), 138.29 (C-9""a),
136.25 (C-17), 131.18 (C-3°), 129.64 (C-27), 129.28 (C-5"),
127.24 (C-2""), 126.73 (C-7""), 125.22 (C-4"), 124.18 (C-
4°a), 123.66 (C-4"'b), 122.90 (C-6’), 121.07 (C-17),
120.85 (C-57), 120.78 (C-4""), 120.28 (C-3""), 120.10 (C-
6""), 111.50 (C-87"), 37.73 (C-2), 27.83 (C-3), 22.56 (C-4),
13.83 (C-5)

¥ (cm™) = 3395 (m), 3285 (s), 2955 (m), 1687 (s), 1677 (s),
1581 (s), 1518 (s), 1498 (m), 1445 (s), 1420 (m), 1407 (m),
1321 (m), 1299 (m), 1241 (m), 1219 (m), 755 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 342 (55) [M*], 258 (100)
m/z = 342.1734 (berechnet flr C23H22N20: 342.1732)
96 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]Joctansaureamid (57)

Ca26H28N20
Mr = 384.52 g/mol
Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL

Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 72 pL (0.42 mmol) Octanoylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 122 mg (0.317 mmol/79 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 102 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.32 — 8.22 (m, 2H, 6-H, 97"-H), 8.16 (dd, J =

(400 MHz, CD2Cl2): 6.1,2.9Hz,1H,4"-H), 8.12 (d, J=7.9 Hz, 1H, 5""-H), 7.51

—7.42 (m, 2H, 3°-H, 5"-H), 7.42 — 7.33 (m, 4H, 2""-H, 3"
H, 7°-H, 8"-H), 7.30 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H, 4"-H), 7.25
(ddd, J = 8.0, 6.3, 1.9 Hz, 1H, 6"-H), 7.07 (bs, 1H, 1-NH),
2.05 — 1.85 (m, 2H, 2-H), 1.32 — 1.19 (m, 2H, 3-H), 1.19 —
1.10 (m, 2H, 7-H), 1.07 —=0.91 (m, 6H, 4-H, 5-H, 6-H), 0.81
(t, J = 7.3 Hz, 3H, 8-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (Film):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:
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5 (ppm) = 172.46 (C-1), 140.22 (C-8""a), 138.37 (C-9""a),
136.28 (C-17), 131.16 (C-3"), 129.74 (C-27), 129.37 (C-5),
127.16 (C-2""), 126.82 (C-7""), 125.34 (C-4"), 124.24 (C-
4a), 123.73 (C-4b), 123.20 (C-6"), 121.13 (C-17),
120.91 (C-5""), 120.82 (C-4""), 120.36 (C-3"), 120.23 (C-
67'), 111.45 (C-87'), 38.13 (C-2), 32.01 (C-6), 29.46 (C-5),
29.34 (C-4), 25.88 (C-3), 23.10 (C-7), 14.35 (C-8)

¥ (cm') = 3407 (m), 3300 (m), 2926 (s), 2855 (m), 2360 (M),
2341 (m), 1677 (m), 1581 (m), 1520 (s), 1454 (s), 1446 (s),
1319 (m), 1236 (m), 752 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 385 (100) (M + H)*, 259 (35)

m/z = 385.2281 (berechnet flr C2sH29N20*
[M + H]*: 385.2280)

96 % (A =210 nm)
>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]cyclopropancarboxamid (58)

C22H18N20
Mr = 326.40 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 38 pL (0.42 mmol)
Cyclopropancarbonsaurechlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde zweimal mit je 10 mL
Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der

Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 118 mg (0.362 mmol/93 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 155 °C

TH-NMR o (ppm) = 8.33 (bs, 1H, 9"-H), 8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 6'-
(500 MHz, CD2Clz): H), 8.16 (dt, J=7.5, 0.9 Hz, 1H, 4"-H), 8.13 (dd, J = 7.9,

0.7 Hz, 1H, 5"°-H), 7.47 — 7.43 (m, 2H, 5"-H, 7°"-H), 7.43 —
7.39 (m, 3H,3"-H, 2""-H, 8""-H), 7.37 (t, J= 7.4 Hz, 1H, 3"
H), 7.33 (bs, 1H, 1-NH), 7.29 (td, J = 7.4, 1.2 Hz, 1H, 4'-
H), 7.26 (ddd, J = 8.0, 6.6, 1.5 Hz, 1H, 6 "-H), 1.13 — 0.95
(m, 1H, 2-H), 0.96 — 0.43 (m, 4H, 3-H, 4-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 173.09 (C-1), 140.19 (C-8""a), 138.38 (C-9"a),

(126 MHz, CD2Cl2): 136.31 (C-17), 131.20 (C-57), 129.59 (C-27), 129.33 (C-3),
127.21 (C-27'), 126.74 (C-77'), 125.27 (C-4°), 124.19 (C-
4a), 123.65 (C-4'b), 123.29 (C-6"), 121.15 (C-17),
120.85 (C-4""), 120.75 (C-57"), 120.34 (C-3"), 120.11 (C-
6), 111.40 (C-87'), 15.86 (C-2), 8.15 (C-3, C-4)

IR (KBr): ¥ (cm') = 3398 (m), 3389 (m), 3289 (M), 1676 (s), 1582 (M),
1522 (s), 1497 (m), 1443 (s), 1419 (m), 1319 (m), 1300 (m),
1237 (m), 956 (m), 755 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 326 (80) [M*], 258 (100)
HR-MS (El): m/z = 326.1427 (berechnet fur C22H1sN20: 326.1419)
HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

96 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]cyclohexancarboxamid (59)

C25H24N20
M: = 368.48 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 34 uL (0.42 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 54 pL (0.40 mmol)
Cyclohexancarbonsaurelchlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2
Stunden bei Raumtemperatur gerlihrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 15 mL
Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der

Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 113 mg (0.307 mmol/79 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 150 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.50 (bs, 1H, 9"-H), 8.26 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6'-
(500 MHz, CD2Clz): H), 8.17 (dd, J=6.1, 2.8 Hz, 1H, 4"-H), 8.14 (d, J = 7.9

Hz, 1H, 5°-H), 7.51 — 7.32 (m, 6H, 3"-H, 5"-H, 2"-H, 3"
H, 7"°-H, 8""-H), 7.34 — 7.21 (m, 2H, 4°-H, 6""-H), 7.20 (bs,
1H, 1-NH), 1.81 (tt, J = 11.5, 3.5 Hz, 1H, 2-H), 1.65 — 1.29
(m, 5H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H), 1.18 — 0.88 (m, 5H, 3-H,
4-H, 5-H, 6-H, 7-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 175.25 (C-1), 140.21 (C-8""a), 138.28 (C-9""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 136.25 (C-17), 131.12 (C-37), 129.94 (C-2°), 129.27 (C-5),
127.20 (C-27"), 126.71 (C-7""), 125.29 (C-4"), 124.16 (C-
4a), 123.61 (C-4"b), 123.28 (C-67), 121.11 (C-17),
120.84 (C-5""), 120.75 (C-4""), 120.23 (C-3""), 120.06 (C-
6"'), 111.46 (C-8""), 46.30 (C-2), 29.66 (C-3), 29.64 (C-7),
25.99 (C-5), 25.87 (C-4), 25.82 (C-6)

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3401 (s), 3278 (m), 2928 (m), 1629 (s), 1517 (m),
1446 (m), 1414 (m), 1319 (m), 1232 (m), 1232 (m), 747 (s),
735 (m)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 368 (50) [M*], 258 (100)

HR-MS (El): m/z = 368.1866 (berechnet fir C25H24N20: 368.1889)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]furan-2-carboxamid (60)

C23H16N202
M = 352.39 g/mol

Eine Lésung von 50 mg (0.19 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 18 pL (0.22 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Rihren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 21 uyL (0.21 mmol) 2-Furoylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet und
das Lodsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 45 mg (0.13 mmol/64 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 173 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.53 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 6""-H), 8.25 (bs, 1H, 1-
(400 MHz, CD2Clz): NH), 8.21 — 8.16 (m, 2H, 4"""-H, 9""'-NH), 8.14 (d, J=7.8

Hz, 1H, 5 "-H), 7.54 — 7.47 (m, 2H, 3""-H, 5"-H), 7.45 —
7.35(m, 4H,2""-H,3"""-H, 7""-H, 8""-H), 7.32 (td, J = 7.5,
1.2 Hz, 1H, 4""-H), 7.25 (ddd, J = 8.1, 6.5, 1.7 Hz, 1H, 6"~
H), 7.12 (dd, J = 1.7, 0.8 Hz, 1H, 5"-H), 6.97 (dd, J = 3.5,
0.8 Hz, 1H, 3"-H), 6.36 (dd, J = 3.5, 1.8 Hz, 1H, 4'-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 156.60 (C-1), 148.19 (C-2°), 144.96 (C-5'),

(126 MHz, CD2Cl2): 140.18 (C-8"""a), 138.45 (C-9"""a), 135.94 (C-1""), 131.00
(C-37), 129.54 (C-57), 129.04 (C-2""), 127.11 (C-2"""),
126.76 (C-7"""), 125.22 (C-47"), 124.46 (C-4"""a), 123.72
(C-4""'b), 121.98 (C-6""), 120.97 (C-4"""), 120.91 (C-5"""),
120.59 (C-17""), 120.40 (C-3"""), 120.18 (C-6"""), 115.21
(C-3°), 112.65 (C-4), 111.37 (C-8""")

IR (Film):  (cm) = 3386 (m), 1672 (m), 1583 (s), 1528 (s), 1449 (s),
1318 (m), 1109 (m), 751 (m)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 353 (100) (M + H)*

HR-MS (ESI): m/z = 353.1291 (berechnet fir C23H17N202*

[M + H]*: 353.1290)
HPLC-Reinheit: 94 % (A =210 nm)

97 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]benzamid (61)

C25H18N20
Mr = 362.43 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 48 pL (0.42 mmol) Benzoylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 82 mg (0.23 mmol/57 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 210 °C

TH-NMR 0 (ppm) =8.55(d, J=8.0 Hz, 1H, 6""-H), 8.31 (bs, 1H, 9""'-
(400 MHz, CD2Cl2): H),8.19(d,J=7.7 Hz, 1H,4"""-H), 8.13 (d, J = 7.8 Hz, 1H,

5'"-H), 7.95 (bs, 1H, 1-NH), 7.57 = 7.49 (m, 2H, 3""-H, 5""-
H), 7.45 (d, J= 7.4 Hz, 1H, 2 *""-H), 7.43 = 7.35 (m, 4H, 4 -
H, 3""-H, 7"""-H, 8""-H), 7.35 — 7.29 (m, 3H, 2"-H, 6"-H,
47-H), 7.25 (ddd, J = 7.9, 6.0, 2.0 Hz, 1H, 6""-H), 7.19 (t,
J=7.7Hz, 2H, 3"-H, 5"-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):

HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

194

5 (ppm) = 165.97 (C-1), 140.22 (C-8"""a), 138.38 (C-9"""a),
136.44 (C-17), 135.15 (C-17), 132.20 (C-4"), 131.03 (C-
57), 129.62 (C-37), 129.46 (C-2""), 129.10 (C-3", C-5"),
127.15 (C-27, C-6, C-2"""), 126.90 (C-7"""), 125.40 (C-4""),
124.49 (C-4"""a), 123.72 8C-4""'b), 122.41 (C-6""), 121.08
(C-4"""), 120.98 (C-5"""), 120.86 (C-1"""), 120.52 (C-3"""),
120.31 (C-6"""), 111.41(C-8""")

 (cm™) = 3405 (m), 3277 (s), 1662 (s), 1583 (m), 1528 (s),
1498 (m), 1450 (s), 1418 (m), 1314 (m), 1241 (m), 759 (s),
753 (s), 682 (m), 583 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 361 (100) (M - H)

m/z = 361.1347 (berechnet flir C2sH17N20"
[M - H]: 361.1341)

96 % (A = 210 nm)

98 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-3,5-dichlorbenzamid (62)

C25H16CI2N20
Mr = 431.32 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 60 pL (0.42 mmol)
3,5-Dichlorbenzoylchlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL
gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 59 mg (0.14 mmol/41 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 265 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 10.85 (bs, 1H, 9"7"-H), 9.89 (bs, 1H, 1-NH), 8.14
(500 MHz, DMSO-ds): - 8.06 (m, 2H, 4""-H, 5"""-H), 7.79 — 7.67 (m, 2H, 5"-H,

6"-H), 7.61 (dd, J= 7.5, 1.8 Hz, 1H, 3"-H), 7.56 — 7.43 (m,
5H, 2°-H, 4°-H, 6°-H, 4""-H, 8"""-H), 7.36 (t, J = 7.7 Hz, 1H,
7°7-H), 7.29 (d, J= 7.4 Hz, 1H, 2"""-H), 7.20 — 7.12 (m, 2H,
3 H, 6-H)
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13C-NMR 5 (ppm) = 163.09 (C-1), 140.15 (C-8"""a), 137.89 (C-9"""a),

(126 MHz, DMSO-de):  137.46 (C-1°), 135.19 (C-1""), 134.36 (C-2""), 134.11 (C-
3", C-5), 130.76 (C-3"), 130.65 (C-6""), 128.08 (C-4"),
127.12 (C-5"), 126.71 (C-2"""), 126.15 (C-2, C-4", C-6"),
125.59 (C-7"""), 123.25 (C-4"""a), 122.46 (C-4""'b), 121.86
(C-1"""), 120.05 (C-5"""), 119.48 (C-4"""), 118.65 (C-3"""),
118.45 (C-6"""), 111.36 (C-8""")

IR (KBr): 7 (cm™) = 3418 (s), 3303 (s), 1670 (s), 1583 (m), 1565 (m),
1529 (s), 1450 (m), 1416 (m), 1318 (m), 1239 (m), 799 (m),
759 (m), 748 (m), 734 (m)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 429 (100) (M - H), 431 (65) (M - HY,
432 (15) (M - HY

HR-MS (ESI): m/z = 429.0571 (berechnet fur C2sH15CI2N20"
[M - H]: 429.0561)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyllmethansulfonsdaureamid (63)

C19H16N202S
Mr = 336.41 g/mol

Eine Lésung von 40 mg (0.15 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Rihren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 15 pL (0.19 mmol)
Methansulfonsaurelchlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei
Raumtemperatur gertuhrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 15 mL Wasser, einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 49 mg (0.15 mmol/94 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 135 °C

TH-NMR 0 (ppm) =8.17 (d, J=7.4 Hz, 1H, 4'-H), 8.13 (d, J=7.8
(400 MHz, CD2Clz): Hz, 1H, 5°-H), 8.07 (bs, 1H, 9°-H), 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H,

6-H), 7.53 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, 5-H), 7.49 (dd, J = 7.6,
1.7 Hz, 1H, 2°-H), 7.46 — 7.40 (m, 2H, 3-H, 8"-H), 7.40 —
7.31 (m, 3H, 4-H, 3°-H, 7"-H), 7.28 (ddd, J = 8.0, 6.2, 1.9
Hz, 1H, 6°-H), 6.43 (bs, 1H, 1-NH), 2.81 (s, 3H, CHa)
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13C-NMR
(101 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:
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5 (ppm) = 140.24 (C-8°a), 138.33 (C-9°a), 135.62 (C-1),
131.74 (C-2), 130.12 (C-5), 129.89 (C-2), 126.98 (C-3),
126.88 (C-7°), 125.88 (C-4), 124.70 (C-4'a), 123.87 (C-
4'b), 121.27 (C-4°), 121.21 (C-5), 121.05 (C-6), 120.71
(C-3"), 120.51 (C-6"), 120.23 (C-1), 111.54 (C-8"), 40.39
(CHs)

¥ (cm') = 3421 (s), 1624 (m), 1602 (m), 1455 (m), 1419 (m),
1320 (s), 1233 (m), 1153 (s), 970 (m), 755 (s), 523 (M)

m/z (rel. Int. in %) = 335 (100) (M - H), 257 (22)

m/z = 335.0860 (berechnet flir C19H15N202S"
[M - H]: 335.0854)

>99 % (A = 210 nm)
>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]ethansulfonsaureamid (64)

C20H18N202S
Mr = 350.44 g/mol

Eine Lésung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yhanilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 34 uL (0.42 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekulhlt. Nach der Zugabe von 38 uL (0.40 mmol) Ethansulfonylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 105 mg (0.362 mmol/74 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 157 °C

TH-NMR 0 (ppm)=8.17 (dd, J=7.4,1.5Hz, 1H,4-H), 8.14 (d, J =
(500 MHz, CD2Cl2): 7.8 Hz, 1H, 5-H), 8.09 (bs, 1H, 9-H), 7.74 (dd, J=8.3, 1.2

Hz, 1H, 3-H), 7.50 (td, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H, 4-H), 7.48 —
7.40 (m, 3H, 6-H, 7°-H, 8°-H), 7.38 (t, J = 7.3 Hz, 1H, 3"-
H), 7.36 — 7.30 (m, 2H, 5-H, 2"-H), 7.28 (ddd, J = 8.0, 6.4,
1.7 Hz, 1H, 6"-H), 6.38 (bs, 1H, 1-NH), 2.95 (qd, J = 7.4,
2.2 Hz, 2H, CH2), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHa)
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13C-NMR 5 (ppm) = 140.23 (C-8'a), 138.31 (C-9'a), 135.69 (C-2),

(126 MHz, CD2Cl2): 131.72 (C-6), 130.03 (C-77), 129.62 (C-1), 126.96 (C-2°),
126.88 (C-4), 125.62 (C-5), 124.66 (C-4a), 123.85 (C-
4'b), 121.25 (C-4°), 121.04 (C-57), 120.96 (C-3), 120.71
(C-3"), 120.48 (C-67), 120.29 (C-1), 111.53 (C-8"), 46.99
(CHz), 8.22 (CH3)

IR (KBr): ¥ (cm'!) = 3379 (s), 3249 (s), 1505 (m), 1482 (m), 1455 (m),
1408 (m), 1333 (s), 1317 (m), 1234 (m), 1165 (s), 1157 (s),
914 (m), 751 (s)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 349 (100) (M - H)

HR-MS (ESI): m/z = 349.1016 (berechnet fir C20H17N202S" [M - H]:
349.1011)

HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]propan-1-sulfonsaureamid (65)

C21H20N202S
M: = 364.46 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 34 pL (0.42 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Riuhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 44 pL (0.39 mmol)
Propansulfonylchlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung und einmal mit 10 mL
gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 116 mg (0.318 mmol/82 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 160 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.18 (ddd, J=7.4, 1.5, 0.6 Hz, 1H, 4"-H), 8.17
(400 MHz, CD2Clz): (bs, 1H, 9°°-H), 8.14 (ddd, J=7.9, 1.0 Hz, 1H, 5"-H), 7.74

(dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H, 6"-H), 7.53 — 7.49 (m, 1H, 5°-H),
7.47 (ddd, J=7.6,1.7, 0.5 Hz, 1H, 3"-H), 7.43 (dd, J = 6.6,
1.2 Hz, 1H, 77°-H), 7.42 — 7.39 (m, 1H, 8""-H), 7.39 — 7.34
(m, 2H, 4"-H, 3""-H), 7.34 — 7.31 (m, 1H, 2""-H), 7.28 (ddd,
J=8.1,6.6, 1.6 Hz, 1H, 6"-H), 6.41 (bs, 1H, 1"-NH), 2.88
—2.81 (m, 2H, 1-H), 1.50 — 1.36 (m, 2H, 2-H), 0.76 (t, J =
7.4 Hz, 3H, 3-H)
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13C-NMR 5 (ppm) = 140.29 (C-8""a), 138.35 (C-9"a), 135.70 (C-1°),

(101 MHz, CD2Cl2): 131.71(C-3"), 129.99 (C-57), 129.95 (C-2°), 126.96 (C-2""),
126.85 (C-77"), 125.72 (C-4°), 124.69 (C-4""a), 123.88 (C-
4°'b), 121.44 (C-67), 121.21 (C-47'), 121.03 (C-5""), 120.67
(C-6"), 120.47 (C-3"), 120.45 (C-1""), 111.55 (C-8"),
54.43 (C-1), 17.55 (C-2), 12.94 (C-3)

IR (KBr):  (cm™) = 3370 (s), 3240 (s), 1600 (m), 1579 (m), 1506 (s),
1489 (s), 1483 (s), 1454 (s), 1410 (s), 1331 (s), 1240 (m),
1156 (s), 928 (m), 754 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 364 (20) [M*], 257 (100)
HR-MS (El): m/z = 364.1218 (berechnet flr C21H20N202S: 364.1246)
HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)

202



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]butansulfonsdaureamid (66)

C22H22N202S
M: = 378.49 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.387 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 34 pL (0.42 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 52 pL (0.40 mmol) Butansulfonylchlorid
wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und
das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 111 mg (0.293 mmol/76 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 75 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.18 (ddd, J=7.6, 1.4, 0.7 Hz, 1H, 4"-H), 8.13
(500 MHz, CD2Clz): (dd, J=17.8, 1.0 Hz, 1H, 5"°-H), 8.10 (bs, 1H, 9"°-H), 7.75

(dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H, 3°-H), 7.50 (ddd, J = 8.2, 7.4, 1.7
Hz, 1H, 4°-H), 7.47 (dd, J= 7.6, 1.6 Hz, 1H, 6"-H), 7.43 (dd,
J=6.7,1.2 Hz, 1H, 2""-H), 7.42 — 7.40 (m, 1H, 8""-H), 7.38
(t, J = 7.4 Hz, 1H, 3"-H), 7.36 — 7.32 (m, 2H, 5'-H, 7""-H),
7.28 (ddd, J = 8.0, 6.6, 1.5 Hz, 1H, 6"-H), 6.40 (bs, 1H, 1-
NH), 2.88 — 2.83 (m, 2H, 1-H), 1.41 — 1.25 (m, 2H, 2-H),
1.23 —1.02 (m, 2H, 3-H), 0.67 (t, J = 7.3 Hz, 3H, 4-H)
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13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:
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5 (ppm) = 140.22 (C-8"'a), 138.29 (C-9"'a), 135.64 (C-2°),
131.66 (C-67), 130.01 (C-4"), 129.85 (C-1°), 126.97 (C-7""),
126.81 (C-27), 125.74 (C-5), 124.67 (C-4""a), 123.86 (C-
4°'b), 121.47 (C-3°), 121.22 (C-47'), 121.03 (C-5""), 120.70
(C-37), 120.49 (C-67), 120.39 (C-1""), 111.51 (C-87),
52.40 (C-4), 25.74 (C-3), 21.79 (C-2), 13.63 (C-1)

¥ (cm™) = 3348 (s), 1504 (m), 1482 (m), 1455 (s), 1418
(m), 1398 (m), 1330 (s), 1320 (s), 1235 (m), 1147 (s), 925
(m), 755 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 378 (40) [M*], 257 (100)
m/z = 378.1411 (berechnet flr C22H22N202S: 378.1402)
96 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]thiophen-2-sulfonsaureamid (67)

C22H16N202S2
Mr = 404.50 g/mol

Eine Losung von 40 mg (0.15 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 36 pL (0.45 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 36 mg (0.20 mmol)
2-Thiophensulfonylchlorid wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal
mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung und einmal mit 10 mL
gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand

wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 43 mg (0.11 mmol/55 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 106 °C

TH-NMR 0 (ppm) =8.14-8.10 (m, 2H,4""-H, 5"-H), 7.87 (ddd, J =
(400 MHz, CD2Clz): 8.2,1.1,0.4 Hz, 1H, 6°-H), 7.65 (bs, 1H, 9""-H), 7.51 (ddd,

J=82,7.1,2.0Hz 1H, 5-H), 7.44 (ddd, J = 8.2, 7.1, 1.2
Hz, 1H, 7°"-H), 7.39 — 7.30 (m, 4H, 4-H, 3"-H, 4°-H, 8""-H),
7.30 —7.23 (m, 2H, 3"-H, 6""-H), 7.17 (dd, J = 3.8, 1.4 Hz,
1H, 3-H), 6.91 (dd, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H, 2"-H), 6.82 (dd, J
= 5.0, 3.7 Hz, 1H, 5-H), 6.75 (bs, 1H, 1"-NH)
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13C-NMR 5 (ppm) = 140.17 (C-8""a), 139.59 (C-1), 138.35 (C-9""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 134.90 (C-17), 133.14 (C-3), 133.08 (C-4), 131.30 (C-4"),
130.76 (C-27), 129.90 (C-5°), 127.82 (C-5), 126.89 (C-7""),
126.45 (C-3°), 126.41 (C-2"), 124.50 (C-4""a), 123.78 (C-
4°'b), 122.92 (C-67), 121.12 (C-57'), 121.03 (C-4""), 120.53
(C-3), 120.41 (C-6""), 119.81 (C-1"), 111.53 (C-8"")

IR (KBr): 7 (cm™*) = 3409 (s), 1455 (m), 1418 (m), 1401 (s), 1339 (s),
1320 (m), 1230 (m), 1160 (s), 1017 (m), 755 (s), 591 (s)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 403 (100) (M - H)

HR-MS (ESI): m/z = 403.0576 (berechnet fir C22H15N202S2

[M - H]: 403.0575)
HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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1-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-3-(tert-butyl)harnstoff (69)

C23H23N30
M: = 357.46 g/mol

Unter Stickstoffatmosphare wurden 1.5 mL Dimethylsulfoxid und 8 mg (0.2 mmol)
Natriumhydrid (Suspension 60 %) unter Eiskiuhlung vorgelegt. Nach 10 Minuten
wurden 50 mg (0.19 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20) zugegeben und das
Gemisch bei Raumtemperatur geruhrt bis eine Rotfarbung auftrat. Anschlielend
wurden 23 pL (0.20 mmol) tertButylisocyanat zugetropft. Dann wurde 12 Stunden bei
55 °C gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 10 mL Wasser versetzt und
anschlieend dreimal mit je 20 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 22 mg (0.062 mmol/32 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 162 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.42 (bs, 1H, 9°'-H), 8.14 — 8.09 (m, 2H, 4""-H,
(500 MHz, CD2Cl2): 57-H), 7.92 (dd, J=8.2,1.2 Hz, 1H, 6°-H), 7.43 - 7.31 (m,

5H, 3°-H, 5"-H, 2°"-H, 3"-H, 7°"-H, 8"-H), 7.24 (ddd, J =
8.0, 6.4, 1.7 Hz, 1H, 6""-H), 7.21 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H,
4°-H), 5.96 (bs, 1H, 1-H), 4.31 (bs, 1H, 2-H), 1.15 (s, 9H,
2 H, 37"H, 4H)
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13C-NMR 5 (ppm) = 155.42 (C-2), 140.24 (C-8""a), 138.46 (C-9""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 137.41 (C-17), 131.38 (C-3"), 130.05 (C-27), 129.27 (C-5),
127.30 (C-7""), 126.60 (C-2"'), 124.30 (C-4°), 124.06 (C-
4a), 123.69 (C-4'b), 123.66 (C-6"), 121.91 (C-17),
120.77 (C-4""), 120.49 (C-57"), 120.29 (C-3"), 120.01 (C-
6), 111.57 (C-8""), 51.08 (C-1"""), 29.36 (C-2""", C-3""", C-
4)

IR (KBr):  (cm™) = 3405 (s), 2962 (m), 2925 (m), 1647 (s), 1551 (s),
1521 (s), 1454 (s), 1417 (m), 1320 (m), 1275 (m), 1234 (m),
1207 (s), 751 (s)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 356 (55) (M - HY, 257 (100)

HR-MS (ESI): m/z = 356.1769 (berechnet flr C23H22N30"
[M - H]: 356.1763)

HPLC-Reinheit: 87 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-2-(dimethylamino)acetamid (71)

ZT
/
[6)]

C22H21N30
Mr = 343.43 g/mol

17 uL (0.20 mmol) Bromacetylbromid wurden bei 0 °C in eine Mischung aus 34 mg
(0.13 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (20), 19 pL (0.14 mmol) Triethylamin und 5 mL
Dichlormethan eingetropft. Die Ldosung wurde 30 Minuten bei 0 °C geruhrt und
anschlieBend auf Raumtemperatur erwarmt. Nach Zugabe von weiteren 10 mL
Dichlormethan wurde dreimal mit je 15 mL gesattigter Ammoniumchlorid-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum bei Raumtemperatur entfernt. Der Rickstand wurden in
einer Mischung aus 4 mL Tetrahydrofuran und 8 mL Acetonitrii geldst und
anschlieRend mit 138 mg (1.00 mmol) Kaliumcarbonat und 127 pyL (1.13 mmol)
Dimethylamin-Losung (40 %ig, wassrig) versetzt. Die Loésung wurde eine Stunde bei
95 °C geruhrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat unter Vakuum
eingeengt. Der Ruckstand wurde in 20 mL Dichlormethan aufgenommen und diese
Losung zweimal mit je 15 mL Wasser und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruickstand wurde mittels FSC

(Ethylacetat) aufgereinigt.

Ausbeute: 39 mg (0.11 mmol/87 %) helloranger Feststoff

Schmelzpunkt: 198 °C
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6. Experimenteller Teil

1H-NMR 5 (ppm) = 9.36 (bs, 1H, 1-NH), 8.45 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6'-

(400 MHz, CD2Cl2): H), 8.21 (bs, 1H, 9°"-H), 8.15 (dd, J = 6.1, 2.8 Hz, 1H, 4"
H), 8.12 (d, J = 7.7 Hz, 1H, 5"-H), 7.53 — 7.44 (m, 2H, 3'-
H, 5"-H), 7.43 — 7.38 (m, 2H, 7"-H, 8 "-H), 7.38 — 7.32 (m,
2H, 27-H, 3""-H), 7.31 — 7.19 (m, 2H, 4°-H, 6""-H), 2.85 —
2.59 (m, 2H, 2-H), 1.65 (s, 6H, 4-H, 5-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.62 (C-1), 140.19 (C-8"'a), 138.38 (C-9""a),

(126 MHz, CD2Cl2): 136.50 (C-17), 130.89 (C-3°), 129.45 (C-57), 128.92 (C-2),
127.27 (C-27), 126.64 C-7"), 124.73 (C-4"), 124.05 (C-
4°"a), 123.82 (C-4"'b), 121.28 (C-6, C-1""), 120.86 (C-5""),
120.56 (C-4""), 120.21 (C-3""), 120.07 (C-6"), 111.31 (C-
8°), 63.66 (C-2), 45.38 (C-4, C-5)

IR (KBr): 7 (cm'') = 3292 (m), 1676 (s), 1580 (m), 1529 (s), 1453 (s),
1412 (m), 1320 (m), 1239 (m), 1043 (m), 766 (M), 752 (m),
735 (m)

MS (EI): m/z (rel. Int. in %) = 343 (13) [M*], 284 (6), 256 (5), 58
(100)

HR-MS (El): m/z = 343.1680 (berechnet fiir C22H21N30: 343.1685)

HPLC-Reinheit: 91 % (A = 210 nm)

96 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

2-(9H-Carbazol-1-yl)-N-ethylanilin (72)

C20H41sN2
Mr = 286.38 g/mol

100 mg (0.333 mmol) N-(2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl)acetamid (1) wurden in 2 mL
Toluol suspendiert und auf 0 °C gekuhlt. Es wurden 200 pyL (0.400 mmol) Boran-
Dimethylsulfid-Komplex-Losung (2M in Tetrahydrofuran) zugespritzt. Die nun klare
Losung wurde 15 Minuten bei 0 °C geruhrt und dann 4 Stunden unter Ruckfluss erhitzt.
Anschlieliend wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 6
mL Natriumcarbonat-Lésung (10%) versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 92 mg (0.32 mmol/96 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 130 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.30 (bs, 1H, 97°-H), 8.12 (dd, J = 7.8, 0.9 Hz,
(500 MHz, CD2Clz): 1H, 4°-H), 8.11 (ddd, J = 7.8, 0.7 Hz, 1H, 5"'-H), 7.44 —

7.39 (m, 3H, 2"-H, 7""-H, 87-H), 7.36 — 7.32 (m, 2H, 5"-H,
6"-H), 7.28 —7.22 (m, 2H, 3°-H, 3""-H), 6.87 — 6.81 (m, 2H,
4°-H, 6°-H), 3.68 (bs, 1H, 1-NH)), 3.27 — 3.01 (m, 2H, 1-H),
1.08 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 2-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 146.13 (C-17), 140.15 (C-9""a), 138.34 (C-8 "a),

(126 MHz, CD2Cl2): 131.43 (C-3"), 129.73 (C-57), 127.50 (C-2""), 126.48 (C-
77), 12429 (C-2°), 124.01 (C-47a), 123.92 (C-4"b),
122.61 (C-1"), 120.81 (C-4""), 120.40 (C-6""), 120.00 (C-
57), 119.94 (C-3"), 117.59 (C-6"), 111.36 (C-87'), 111.32
(C-4"), 38.92 (C-1), 15.03 (C-2)

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3393 (s), 1597 (m), 1576 (m), 1511 (s), 1493 (m),

1453 (s), 1415 (m), 1317 (s), 1234 (m), 760 (s), 747 (s)
MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 286 (100) [M*], 271 (90), 136 (40)
HR-MS (El): m/z = 286.1469 (berechnet fur C20H1sN2: 286.1470)
HPLC-Reinheit: 96 % (A =210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-N-ethylacetamid (73)

C22H20N20
Mr = 328.42 g/mol

Eine Losung von 100 mg (0.349 mmol) 2-(9H-Carbazol-1-yl)-N-ethylanilin (72) in 2 mL
Dichlormethan wurde mit 32 uL (0.40 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 33 pL (0.35 mmol) Acetanhydrid wurde
das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 82 mg (0.25 mmol/72 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 227 °C
TH-NMR 0 (ppm)=8.09-8.04 (m, 2H,4""-H, 5""-H), 7.68 — 7.63 (m,

(400 MHz, MeOD-d4): 1H, 3"-H), 7.62 — 7.51 (m, 2H, 4’-H, 5°-H), 7.44 — 7.38 (m,
2H,6°-H, 8 "-H), 7.34 (ddd, J=8.2, 7.1, 1.2 Hz, 1H, 7""-H),
7.21 (t, J=7.5Hz, 1H, 3"-H), 7.19 - 7.13 (m, 2H, 2""-H,
6°"-H), 3.74 (dq, J =14.0, 7.0 Hz, 1H, 1"""-H), 2.69 (dq, J =
13.9, 7.0 Hz, 1H, 17""-H), 1.90 (s, 3H, 2-H), 0.96 (t, J=7.2
Hz, 3H, 2"""-H) (Messtemperatur: 50 °C)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(101 MHz, MeOD-d4):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:

214

o (ppm) = 172.85 (C-1), 142.59 (C-17), 141.82 (C-8 "a),
139.51 (C-97"a), 138.10 (C-27), 133.35 (C-3°), 131.31 (C-
67), 130.10 (C-4"), 130.01 (C-57), 126.83 (C-7""), 126.45
(C-27), 125.32 (C-47"a), 124.43 (C-4"'b), 122.76 (C-17"),
120.98 (C-4""), 120.73 (C-5""), 120.13 (C-6""), 119.81 (C-
37), 112.12 (C-87"), 45.05 (C-1"""), 22.92 (C-2), 12.89 (C-
2°"") (Messtemperatur: 50 °C)

 (cm™) = 3140 (m) 3078 (m), 2978 (m), 2899 (m), 1621
(s), 1600 (m), 1454 (m), 1413 (m), 1317 (m), 752 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 328 (100) [M*], 271 (85), 131 (55)
m/z = 328.1576 (berechnet fur C22H20N20: 328.1576)
95 % (A =210 nm)

94 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

3-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (75)

C1sH1aN2
r = 258.32 g/mol
100 mg (0.406 mmol) 1-Brom-9H-carbazol (19) wurden zusammen mit 153 mg (0.823

mmol) 3-Aminophenylboronsdure Hemisulfat (74) und 47 mg (0.041 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 6 mL
1,2-Dimethoxyethan und 3 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 2 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstrdmt wurde. Das Reaktionsgemisch wurde
16 Stunden zum Ruckflu® erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden
100 mL Wasser zugesetzt, die organische Phase abgetrennt und die wassrige Phase
dann dreimal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Dichlormethan 1:4) aufgereinigt.
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6. Experimenteller Teil

Ausbeute:

1H-NMR
(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

216

92 mg (0.36 mmol/88 %) farbloses Ol

5 (ppm) = 8.63 (bs, 1H, 9°-H), 8.11 (ddd, J = 7.8, 0.8 Hz,
1H, 5"-H), 8.06 (ddd, J = 7.8, 1.2, 0.7 Hz, 1H, 4-H), 7.46
—7.39 (m, 3H, 2"-H, 7°-H, 8°-H), 7.33 (ddd, J = 8.0, 7.5,
0.5 Hz, 1H, 5-H), 7.30 (dd, J = 7.8, 7.3 Hz, 1H, 3"-H), 7.24
(ddd, J = 8.1, 6.4, 1.8 Hz, 1H, 6°-H), 7.06 (ddd, J = 7.5,
1.7, 1.0 Hz, 1H, 4-H), 7.00 (ddd, J = 2.2, 1.8, 0.5 Hz, 1H,
2-H), 6.75 (ddd, J = 8.0, 2.4, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 3.90 (bs,
2H, NHz)

5 (ppm) = 148.17 (C-1), 140.55 (C-3), 140.09 (C-8'a),
137.78 (C-9°a), 130.66 (C-5), 126.40 (C-77), 125.96 (C-2),
125.88 (C-17), 124.00 (C-4"a), 123.89 (C-4'b), 120.81 (C-
5°),120.25 (C-3°), 119.90 (C-6"), 119.77 (C-4"), 118.70 (C-
4), 115.10 (C-2), 114.60 (C-6), 111.27 (C-8")

7 (cm™) = 3428 (m), 3337 (m), 3219 (m), 3056 (m), 1603
(s), 1587 (s), 1456 (s), 1414 (s), 1321 (s), 1238 (s), 1025
(m), 756 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 257 (100) (M - H)

m/z = 257.1088 (berechnet fiir C1gsH13N2"
[M - H]: 257.1079)

98 % (A = 210 nm)

98 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[3-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (76)

C20H16N20
Mr = 300.36 g/mol

Eine Losung von 50 mg (0.19 mmol) 3-(9H-Carbazol-1-yl)anilin (75) in 1 mL
Dichlormethan wurde mit 18 pL (0.22 mmol) Pyridin versetzt und anschlieRend unter
Ruhren auf 0 °C gekuhlt. Nach der Zugabe von 15 uL (0.21 mmol) Acetylchlorid wurde
das Eisbad entfernt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Gemisch wurde dreimal mit je 10 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(Ethylacetat/Dichlormethan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 54 mg (0.18 mmol/93 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 220 °C

TH-NMR O (ppm) = 10.38 (bs, 1H, 1-NH), 9.32 (bs, 1H, 97"-H), 8.17
(500 MHz, Aceton-ds): —8.12(m, 2H,4""-H, 5""-H), 7.94 (t, J = 1.9 Hz, 1H, 2"-H),

7.79 (ddd, J= 8.1, 2.2, 1.2 Hz, 1H, 4°-H), 7.55 (dt, J = 8.1,
0.9 Hz, 1H, 8""-H), 7.45 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 7.44 —
7.35(m, 3H, 6°-H, 2""-H, 7"-H), 7.29 (t, J= 7.6 Hz, 1H, 3"
H), 7.20 (ddd, J = 8.0, 7.1, 1.0 Hz, 1H, 6""-H), 2.12 (s, 3H,
2-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 169.02 (C-1), 141.21 (C-8""a), 140.97 (C-1°),

(126 MHz, Aceton-de):  140.42 (C-3°), 138.30 (C-9""a), 130.19 (C-5°), 126.53 (C-
77), 126.19 (C-27), 125.89 (C-4°'b), 124.61 (C-17),
124.05 (C-6), 123.99 (C-4""a), 120.90 (C-57), 120.21 (C-
37), 120.19 (C-47), 119.97 (C-67'), 119.84 (C-2"), 118.91
(C-4°), 112.06 (C-87"), 24.28 (C-2)

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3373 (m), 3261 (m), 1663 (s), 1604 (m), 1532
(m), 1485 (m), 1395 (m), 1309 (m), 1232 (m), 785 (m), 751
(m), 739 (s)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 299 (100) (M - H)

HR-MS (ESI): m/z = 299.1188 (berechnet fiir C20H15N20"
[M - HJ: 299.1184)

HPLC-Reinheit: 98 % (A =210 nm)

98 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]thioacetamid (77)

C20H16N2S
Mr = 316.42 g/mol

40 mg (0.13 mmol) N-(2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl)acetamid (1) und 59 mg (0.15
mmol) Lawessons Reagenz wurden in einem Schlenkkolben unter
Stickstoffatmosphare in 1 mL trockenem Tetrahydrofuran suspendiert. Das
Reaktionsgemisch wurde 12 Stunden bei 55°C gerlihrt. Dann wurde das Gemisch mit
20 mL Wasser versetzt und dreimal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan) aufgereinigt.

Ausbeute: 25 mg (0.079 mmol/59 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 90 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.61 (bs, 1H, 97"-H), 8.39 (bs, 1H, 1-NH), 8.14
(400 MHz, CD2Clz): (ddd, J =7.7, 1.3, 0.7 Hz, 1H, 4"-H), 8.10 (ddd, J = 7.8,

0.8 Hz, 1H, 5"-H), 8.00 — 7.96 (m, 1H, 6'-H), 7.60 — 7.56
(m, 1H, 4"-H), 7.56 — 7.47 (m, 2H, 3"-H, 5°-H), 7.43 — 7.36
(m, 3H, 2" "-H, 7"-H, 8"-H), 7.33 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 3""-H),
7.24 (ddd, J = 8.1, 6.4, 1.8 Hz, 1H, 6""-H), 2.28 (d, J= 0.5
Hz, 3H, 2-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 203.67 (C-1), 140.09 (C-8""a), 138.70 (C-9""a),

(101 MHz, CD2Cl2): 137.03 (C-17), 134.23 (C-2°), 131.93 (C-4°), 128.90 (C-5),
128.75 (C-3°), 128.69 (C-67), 127.27 (C-2""), 126.78 (C-
77), 123.69 (C-4""a), 123.34 (C-4'b), 121.01 (C-17),
120.80 (C-4""), 120.78 (C-5""), 120.06 (C-6""), 120.02 (C-
37), 111.21 (C-8""), 35.38 (C-2)

IR (Film): ¥ (cm™') = 3329 (m), 3188 (m), 1511 (m), 1499 (m), 1455
(s), 1417 (s), 1362 (s), 1319 (m), 1235 (s), 1162 (m), 752
(s), 737 (m)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 316 (10) [M*], 282 (100), 141 (15)

HR-MS (El): m/z = 316.1036 (berechnet flr C20H16N2S: 316.1034)

HPLC-Reinheit: 98 % (A =210 nm)

92 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl]-1,1,1-trifluorpropan-2-imin (79)

C21H15F3N2
M = 352.36 g/mol

Es wurden 40 mg (0.039 mmol) Tris(dibenzylideneaceton)dipalladium(0)-chloroform-
Addukt, 64 mg (0.12 mmol) 1,1'-Bis(diphenylphosphin)ferrocen und 303 mg (0.929
mmol) Casiumcarbonat mit 2 mL Toluol unter Stickstoffatmosphare versetzt und unter
Ruhren im Eisbad gekuhlt. Dem Gemisch wurden 200 mg (0.774 mmol) 2-(9H-
Carbazol-1-ylanilin (20) und 96 mg (0.93 mmol) 2-Brom-3,3,3-trifluor-1-propen
zugesetzt. AnschlieRend wurde 15 Stunden bei 110 °C gerUhrt. Dann wurde das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekuhlt, filtriert und mit 20 mL Diethylether
nachgewaschen. Das Filtrat wurde unter Vakuum eingeengt. Der Rickstand wurde

mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 182 mg (0.517 mmol/67 %) farbloses Ol
TH-NMR 0 (ppm) = 8.67 (bs, 1H, 9"'-H), 8.12 — 8.08 (m, 2H, 4""-H,
(400 MHz, CD2Clz): 57-H), 7.65 (dd, J=7.7, 1.4 Hz, 1H, 3"-H), 7.51 (ddd, J =

7.7,1.5 Hz, 1H, 5°-H), 7.47 (ddd, J = 8.2, 1.4, 0.8 Hz, 1H,
8"-H), 7.45 — 7.36 (m, 3H, 4"-H, 2"-H, 7""-H), 7.31 (t, J =
7.6 Hz, 1H, 3"-H), 7.25 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.4 Hz, 1H, 6"
H), 6.96 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, 6"-H), 1.70 (s, 3H, 3-H)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR 5 (ppm) = 158.66 (g, J = 33.8 Hz, C-2), 145.46 (C-1°),

(126 MHz, CD2Cl2): 140.63 (C-8""a), 137.48 (C-9""a), 132.24 (C-3"), 129.22 (C-
57, 129.12 (C-2°), 127.58 (C-7""), 126.56 (C-2""), 126.37
(C-4"), 124.45 (C-4""a), 123.86 (C-4"'b), 122.37 (C-17),
120.73 (C-4""), 120.33 (C-5""), 120.17 (C-6""), 119.99 (C-
3), 119.29 (C-6"), 118.67 (C-1), 111.45 (C-8""), 15.16 (C-
3)

IR (KBr):  (cm") = 3440 (s), 3349 (s), 3193 (m), 3058 (m), 1609 (M),
1505 (m), 1452 (s), 1420 (m), 1337 (m), 1319 (m), 1224 (s),
1153 (s), 887 (m), 749 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 353 (18) [M*], 352 (84) [M*], 284
(21), 283 (100), 241 (31), 142 (25), 121 (28)

HR-MS (El): m/z = 352.1182 (berechnet fur C21H1sF3N2: 352.1187)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

96 % (A = 254 nm)
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6. Experimenteller Teil

2-(9H-Carbazol-1-yl)-N-(1,1,1-trifluorpropan-2-yl)anilin (80)

C21H17F3N2
Mr = 354.38 g/mol

50 mg (1.3 mmol) Natriumborhydrid wurden unter Stickstoffatmosphare in einem
Schlenkkolben mit 1 mL Tetrahydrofuran und 3 Tropfen Methanol versetzt. Das
Gemisch wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlieend wurde eine
Lésung von 150 mg (0.426 mmol) N-(2-(9H-Carbazol-1-yl)phenyl)-1,1,1-trifluorpropan-
2-imin (79) in 2 mL Tetrahydrofuran zugetropft und weitere 2 Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 mL
Ethylacetat gestoppt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und mit 10 mL Ethylacetat
nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 2:8) aufgereinigt.

Ausbeute: 108 mg (0.305 mmol/72 %) farbloses Ol

TH-NMR o (ppm) = 8.13 — 8.06 (m, 2H, 4°-H, 5°-H), 7.42 (ddd, J =

(400 MHz, MeOD-d4): 8.2,1.0 Hz, 1H, 8"-H), 7.37 — 7.30 (m, 2H, 3-H, 7°-H), 7.30
—7.23(m, 3H, 5-H, 2°-H, 3"-H), 7.17 (ddd, J=8.0, 7.0, 1.1
Hz, 1H, 6°-H), 6.98 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 6-H), 6.91 (ddd, J =
7.4,1.1 Hz, 1H, 4-H), 4.15 (bs, 1H, 2"-H), 1.09 (d, J = 6.8
Hz, 3H, 3""-H) (Messtemperatur: 50 °C)
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6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(101 MHz, MeOD-d4):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

224

5 (ppm) = 145.37 (C-1), 141.75 (C-8"a), 139.45 (C-9'a),
132.08 (C-5), 130.07 (C-27), 129.29 (C-17"), 127.73 (C-3),
126.82 (C-7°), 126.44 (C-2), 125.05 (C-4'a), 124.43 (C-
4'b), 122.95 (C-17), 121.01 (C-57), 120.59 (C-4"), 120.32
(C-3"), 120.03 (C-6"), 119.76 (C-4), 113.76 (C-6), 112.08
(C-87), 51.52 (g, J = 30.7 Hz, C-2""), 15.10 (C-3")

 (cm™) = 3429 (s), 3007 (m), 2960 (s), 2870 (m), 1695 (s),
1618 (m), 1434 (s), 1334 (m), 1197 (m), 1037 (m), 881 (m),
823 (m), 778 (s), 737 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 356 (15) (M + H)*, 355 (100) (M + H)*

m/z = 355.1417 (berechnet fir C21H18F3N2*
[M + H]*: 355.1422)

>99 % (A =210 nm)
99 % (A =254 nm)



6. Experimenteller Teil

N-[3-(9H-Carbazol-1-yl)pyridin-4-yl]lacetamid (87)

C19H15N30
Mr = 301.35 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 200 mg (0.531 mmol) 1-Brom-9-{|2-
(trimethylsilyl)ethoxy]lmethyl}-9H-carbazol (25) und 18 mg (0.016 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in Stickstoffatmosphare vorgelegt. Dann
wurden 3 mL trockenes Dioxan zugespritzt und das Gemisch 10 Minuten mit Stickstoff
durchstréomt. Daraufhin wurden die Suspension auf 80 °C erwarmt und langsam 740 uL
(5.31 mmol) trockenes Triethylamin und 116 uL (0.799 mmol) 4,4,5,5-Tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Stunden bei 80 °C
geruhrt (DC-Kontrolle). Es wurden weitere 116 yL (0.799 mmol) 4,4,5,5-Tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan zugesetzt und das Gemisch uber 12 Stunden bei 80 °C gerthrt.
Das Gemisch wurde auf Raumtemperatur abgekihlt und mit 3 mL trockenem
Methanol, 92 mg (0.53 mmol) 4-Amino-3-brompyridin (85) und 432 mg (1.33 mmol)
Casiumcarbonat versetzt. Das Gemisch wurde uber 12 Stunden bei 100 °C geruhrt.
Das Gemisch wurde mit 50 mL Wasser versetzt und dann dreimal mit je 50 mL
Diethylether extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen wurde
nach Trocknen Uber Natriumsulfat unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde
mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9 - 9:1) aufgereinigt. Das erhaltene
Zwischenprodukt wurde in 5 mL Dichlormethan gelést und mit 90 yL (1.1 mmol) Pyridin
versetzt. Nach Abkuhlen der Lésung auf O °C wurden 60 pL (0.84 mmol) Acetylchlorid
zugegeben. Die Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 2 Stunden

geruhrt. Dann wurden dem Gemisch 15 mL Wasser zugefugt und dreimal mit je 30 mL
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Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:1) aufgereinigt. Dem erhaltene
Zwischenprodukt wurde 3 mL Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran (1M)
zugesetzt und das Gemisch anschlieRend flr 16 Stunden zum Sieden erhitzt. Dem
Gemisch wurden 20 mL Wasser zugesetzt. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und
dreimal mit je 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Rulckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 9:1) aufgereinigt. Das

Produkt wurde dreimal aus Pentan rekristallisiert.

Ausbeute: 19 mg (0.063 mmol/12 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 124 °C

TH-NMR 6 (ppm) = 10.47 (bs, 1H, 9°"-H), 8.50 (s, 1H, 2°-H), 8.38 (d,
(500 MHz, CD2Cl2): J=4.7 Hz, 1H, 5°-H), 8.32 - 8.25 (m, 1H, 6°-H), 8.21 (dd,

J=72,15Hz 1H,4"-H), 8.14 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 5"'-H),
7.48 (d, J =8.1 Hz, 1H, 8" "-H), 7.45 — 7.41 (m, 2H, 1-NH,
77°-H),7.40-7.36 (m, 2H, 2"-H, 3"'H), 7.25 (t, J= 7.5 Hz,
1H, 6°°-H), 1.91 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 169.62 (C-1), 151.13 (C-27), 150.24 (C-6"),

(101 MHz, CD2Cl2): 143.74 (C-4"), 141.05 (C-8""a), 139.31 (C-9""a), 127.06 (C-
2°'), 126.88 (C-77"), 124.98 (C-4""a), 123.52 (C-3", C-4"'b),
121.67 (C-4""), 120.88 (C-5""), 120.16 (C-6"), 120.08 (C-
37), 116.58 (C-17"), 114.38 (C-57), 111.75 (C-87'), 25.27
(C-2)

IR (KBr): 7 (cm') = 3400 (m), 3058 (m), 2955 (m), 1701 (s), 1573 (s),
1500 (s), 1456 (m), 1235 (m), 1180 (m9; 1149 (m), 1120
(s), 1071 (s), 1026 (s), 751 (s), 721 (m), 695 (m), 541 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 301 (90) [M*], 277 (75), 258 (100)
HR-MS (EI): m/z = 301.1203 (berechnet fur C19H15N30: 301.1215)
HPLC-Reinheit: 84 % (A =210 nm)

80 % (A =254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-1-yl)pyridin-3-yl]acetamid (88)

C19H15N30
Mr = 301.35 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg (0.266 mmol) 1-Brom-9-{[2-
(trimethylsilyl)ethoxylmethyl}-9H-carbazol (25) und 10 mg (0.0087 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in Stickstoffatmosphare vorgelegt. Dann
wurden 2 mL trockenes Dioxan zugespritzt und das Gemisch 10 Minuten mit Stickstoff
durchstréomt. Daraufhin wurden die Suspension auf 80 °C erwarmt und langsam 380 uL
(2.72 mmol) trockenes Triethylamin und 118 uL (0.758 mmol) 4,4,5,5-Tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Stunden bei 80 °C
geruhrt (DC-Kontrolle). Es wurden weitere 116 yL (0.799 mmol) 4,4,5,5-Tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan zugesetzt und das Reaktionsgemisch 12 Stunden bei 80 °C
geruhrt. Das Gemisch wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 3 mL trockenem
Methanol, 35 mg (0.27 mmol) 3-Amino-2-chlorpyridin (86) und 220 mg (0.675 mmol)
Casiumcarbonat versetzt. Das Gemisch wurde 12 Stunden bei 100 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 40 mL Wasser versetzt und dann dreimal mit je 50 mL
Diethylether extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen wurde
nach Trocknen Uber Natriumsulfat unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde
mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9 - 9:1) aufgereinigt. Das erhaltene
Zwischenprodukt wurde in 3 mL Dichlormethan geldst und mit 45 pyL (0.56 mmol)
Pyridin versetzt. Nach Abkuhlen der Lésung auf O °C wurden 30 pL (0.42 mmol)
Acetylchlorid zugegeben. Die Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere

2 Stunden geruhrt. Dann wurden dem Gemisch 10 mL Wasser zugefugt und dreimal
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mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:1) aufgereinigt. Dem erhaltene
Zwischenprodukt wurde 2 mL Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran (1M)
zugesetzt und das Gemisch anschlieRend flr 16 Stunden zum Sieden erhitzt. Dem
Gemisch wurden 20 mL Wasser zugesetzt. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und
dreimal mit je 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 9:1) aufgereinigt. Das

Produkt wurde dreimal aus Pentan rekristallisiert.

Ausbeute: 23 mg (0.076 mmol/29 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 214 °C
TH-NMR 6 (ppm) = 10.43 (bs, 1H, 97"-H), 8.68 (bs, 1H, 1-NH), 8.53

(400 MHz, Aceton-ds):

3C-NMR

(101 MHz, Aceton-ds):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (El):

HPLC-Reinheit:

228

(d, J=8.1Hz, 1H, 4"-H), 8.48 (dd, J=4.6, 1.6 Hz, 1H, 6'-
H), 8.23 -8.13 (m, 2H,4""-H, 5"°-H), 7.65 (dd, J = 7.4, 1.1
Hz, 1H, 2°"-H), 7.55 (dt, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H, 8""-H), 7.45 —
7.35 (m, 2H, 5°-H, 7"-H), 7.29 (t, J = 7.6 Hz, 1H, 3""-H),
7.21 (ddd, J=8.0, 7.1, 1.0 Hz, 1H, 6""-H), 2.02 (s, 3H, 2-
H)

5 (ppm) = 169.58 (C-1), 149.45 (C-27), 145.88 (C-6"),
141.27 (C-8""a), 139.37 (C-9""a), 133.91 (C-3"), 132.28 (C-
57, 126.71 (C-7""), 126.58 (C-2""), 125.27 (C-4""a), 123.84
(C-4"'b), 123.20 (C-4), 121.66 (C-17), 121.47 (C-4"),
120.87 (C-5""), 119.92 (C-3""), 119.57 (C-6""), 112.12 (C-
8°), 24.04 (C-2)

7 (cm') = 3416 (m), 3315 (m), 1679 (s), 1598 (m), 1537 (s),
1496 (m), 1456 (m), 1429 (m), 1320 (m), 1305 (s), 1231
(m), 747 (s), 738 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 301 (85) [M*], 286 (25), 258 (100)
m/z = 301.1213 (berechnet fur C19H15N30: 301.1215)
90 % (A =210 nm)

86 % (A =254 nm)
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N-[2-(9H-Carbazol-9-yl)phenyl]acetamid (90)

C20H16N20
Mr = 300.36 g/mol
200 mg (0.696 mmol) 9-(2-Nitrophenyl)-9H-carbazol (93), 194 mg (3.47 mmol)

Eisenpulver, sowie 19 mg (0.35 mmol) Ammoniumchlorid wurden mit 6 mL eines
Ethanol-Wasser-Gemisches (2:1) versetzt und 90 Minuten bei 100 °C geruhrt. Nach
dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch unter Vakuum filtriert und mit
Ethylacetat und Wasser nachgewaschen. Anschliel3end wurde die organische Phase
des Filtrats abgetrennt und dreimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde in 3 mL Dichlormethan gel6st, mit 61 pyL (0.76 mmol)
Pyridin versetzt und dann unter Rihren auf 0 °C abgekihlt. Dann wurden 52 L
(0.73 mmol) Acetylchlorid zugesetzt und 2 Stunden bei 0 °C gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 15 Stunden
geruhrt. Nach einer DC-Kontrolle wurden weitere 61 pL (0.76 mmol) und 52 pL (0.73
mmol) Acetylchlorid zugesetzt. Nach 30 Minuten Rihren bei Raumtemperatur wurden
dem Gemisch 50 mL Dichlormethan zugesetzt. Die organische Phase wurde dreimal
mit je 40 mL Wasser, einmal mit 20 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung
und einmal mit 20 mL gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organischen
Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel unter Vakuum

entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt.
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Ausbeute:
Schmelzpunkt:

1H-NMR
(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

230

132 mg (0.440 mmol/63 %) weiller Feststoff
68 °C

5 (ppm) = 8.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6"-H), 8.18 (ddd, J =
7.7,1.2,0.7 Hz, 2H, 4"-H, 5"-H), 7.57 = 7.51 (m, 1H, 5'-
H), 7.42 (ddd, J=8.3,7.2, 1.2 Hz, 2H, 2""-H, 7"-H), 7.39
—7.26 (m, 4H,3""-H, 68""-H, 4"-H, 3°-H), 7.13 (d, J = 8.2 Hz,
2H, 1”"-H, 8"-H), 6.92 (br s, 1H, 1-NH), 1.74 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 168.8 (C-1), 141.4 (C-8""a, C-9""a), 136.2 (C-1,
C-27), 129.8 (C-57), 129.3 (C-3°), 126.9 (C-2", C-7"),
125.3 (C-4°), 124.3 (C-4""a, C-4°'b), 122.8 (C-6°), 121.3
(C-4”", C-57), 121.0 (C-3", C-67), 110.5 (C-1", C-8"),
24.9 (C-2)

 (cm™) = 3251 (s), 3047 (m), 1678 (m), 1660 (s), 1590 (s),
1530 (s), 1490 (s), 1455 (s), 1298 (m), 1229 (m), 749 (s),
722 (s)

m/z (rel. Int. in %) =299 (100) (M - H)

m/z = 299.1186 (berechnet fur C20H15N20"
[M - H]: 299.1184)

>99 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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N-{3-[(9H-Carbazol-9-yl)methyl]phenyl}acetamid (91)

C21H18N20
Mr = 314.39 g/mol

300 mg (0.992 mmol) 9-(3-Nitrobenzyl)-9H-carbazol (94), 277 mg (4.96 mmol)
Eisenpulver sowie 27 mg (0.49 mmol) Ammoniumchlorid wurden mit 12 mL eines
Ethanol-Wasser-Gemisches (2:1) versetzt und 90 Minuten bei 100 °C geruhrt. Nach
dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch unter Vakuum filtriert und mit
Ethylacetat und Wasser nachgewaschen. AnschlieRend wurde die organische Phase
des Filtrats abgetrennt und dreimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde in 5 mL Dichlormethan geldst, mit 88 pL (1.1 mmol)
Pyridin versetzt und dann unter Ruhren auf 0 °C abgekuhlt. Dann wurden 74 uL (1.0
mmol) Acetylchlorid zugesetzt und 2 Stunden bei 0 °C gerthrt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 20 Stunden gerihrt. Dem
Reaktionsgemisch wurden 50 mL Dichlormethan zugesetzt. Die organische Phase
wurde dreimal mit je 20 mL Wasser, einmal mit 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 10 mL gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rlckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/Ethylacetat 99:1) aufgereinigt.
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Ausbeute:
Schmelzpunkt:

1H-NMR
(500 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:

232

112 mg (0.381 mmol/38 %) beiger Feststoff
178 °C

5 (ppm) = 8.15 — 8.10 (m, 2H, 4""-H, 5""-H), 7.47 (d, J
=7.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.43 (ddd, J= 8.2, 7.0, 1.2 Hz, 2H, 2"""-
H, 7°"-H), 7.38 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 1"""-H, 8"""-H), 7.25
(ddd, J=8.0,7.0,1.1 Hz, 2H, 3""-H, 6"""-H), 7.21 (d, J=7.9
Hz, 1H, 6"-H), 7.18 (br s, 1H, 1-NH), 7.15 (s, 1H, 2"-H),
6.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H, 4"-H), 5.51 (s, 2H, 1""-H), 2.00 (s,
3H, 2-H)

5 (ppm) = 168.7 (C-1), 141.1 (C-3°), 139.3 (C-17), 138.9
(C-8"a, C-9""a), 129.9 (C-4"), 126.4 (C-2"", C-77"),
123.4 (C-4""a, C-4""'b), 122.5 (C-57), 120.8 (C-4""", C-
57, 119.8 (C-3", C-6"""), 119.2 (C-6"), 117.7 (C-2°),
109.4 (C-1"", C-8"""), 46.9 (C-1""), 24.8 (C-2)

 (cm™) = 3265 (m), 1666 (s), 1609 (M), 1542 (s), 1484 (s),
1460 (m), 1332 (m), 1324 (m), 1212 (m), 751 (s), 722 (M)

miz (rel. Int. in %) = 314 (100) [M*], 148 (65), 106 (40)
m/z = 314.1408 (berechnet fir C21H1sN20: 314.1419)
>99 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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9-(3-Nitrobenzyl)-9H-carbazol (94)

C19H14N202
Mr = 302.33 g/mol

300 mg (1.79 mmol) Carbazol (92), 371 mg (2.16 mmol) 1-(Chlormethyl)-3-nitrobenzol,
702 mg (215 mmol) Casiumcarbonat und 41 mg (0.18 mmol)
Triethylbenzylammoniumchlorid wurden in ein Mikrowellen-Vial eingewogen und bei
135 °C, 40 Watt und einem zuldssigen Maximaldruck von 17 bar 3 Stunden umgesetzt.
Der erhaltene Feststoff wurde in 20 mL Ethylacetat aufgenommen und die Lésung mit
20 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels

FSC (Dichlormethan/isoHexan 1:99) aufgereinigt.

Ausbeute: 402 mg (1.33 mmol/74 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 132 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.16 (dd, J = 7.8, 0.7 Hz, 2H, 4-H, 5-H), 8.08
(500 MHz, CD2Cl>): (ddt, J = 7.8, 2.6, 1.7 Hz, 1H, 4""-H), 8.05 (s, 1H, 2""-H),

7.49-7.40 (m, 3H, 2-H, 7-H, 5"-H), 7.39 (dd, J = 12.9, 4.9
Hz, 3H, 1-H, 8-H, 6""-H), 7.28 (ddd, J=7.2, 5.6, 1.0 Hz, 2H,
3-H, 6-H), 5.62 (s, 2H, 1°-H)
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13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:

234

5 (ppm) = 149.1 (C-37'), 140.9 (C-8a, C-9a), 140.2 (C-1"),
133.0 (C-6""), 130.5 (C-5"), 126.6 (C-2, C-7), 123.7 (C-4a,
C-4b), 123.1 (C-4""), 122.0 (C-2""), 121.0 (C-4, C-5), 120.2
(C-3, C-6), 109.2 (C-1, C-8), 46.5 (C-1")

7 (cm™) = 3418 (m), 1524 (s), 1483 (m), 1459 (m), 1453
m), 1345 (s), 1212 (m), 753 (s), 724 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 302 (100) [M*], 180 (35), 166 (60)
m/z = 302.1047 (berechnet fur C19H14N202: 302.1055)
76 % (A =210 nm)

79 % (A = 254 nm)
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9-(3-Nitrobenzyliden)-9H-fluoren (98)

C20H13NO2
Mr = 299.33 g/mol

Es wurden 200 mg (0.574 mmol) N’-(9H-Fluoren-9-yliden)-4-
methylbenzensulfonsaurehydrazid (97), 98 mg (0.57 mmol) 1-(Chlormethyl)-3-
nitrobenzol, 27 mg (0.11 mmol) Tris(2-furyl)phosphin und 133 mg (0.145 mmol)
Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium(0) unter Stickstoffatmosphare in 7.5 mL
wasserfreiem Toluol suspendiert. Dann wurden 3 mL Lithium-tert-butanolat (1M in
Hexan) zugespritzt und das Reaktionsgemisch 18 Stunden bei 80 °C geruhrt. Nach
dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde vorsichtig Wasser zugesetzt. Das Gemisch
wurde anschlieBend filtriert und mit 10 mL Wasser und 10 mL Ethylacetat
nachgewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels

FSC (Dichlormethan/isoHexan 1:4) aufgereinigt.

Ausbeute: 30 mg (0.10 mmol/18 %) roter Feststoff
TH-NMR 6 (ppm) = 8.44 (s, 1H, 2"°-H), 8.27 — 8.22 (m, 1H, 4""-H),
(500 MHz, CD2Cl2): 7.97 —7.92 (m, 1H, 6"°-H), 7.81 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 8-H),

7.76 — 7.72 (m, 2H, 4-H, 5-H), 7.66 (t, J = 7.9 Hz, 2H, 5""-
H, 1°-H), 7.42 (td, J= 7.4, 1.1 Hz, 1H, 6-H), 7.39 — 7.33 (m,
3H, 1-H, 2-H, 3-H), 7.06 (td, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H, 7-H)

235



6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (E):

236

5 (ppm) = 149.0 (C-37"), 142.1 (C-1"), 139.9 (C-9), 139.5
(C-4b), 139.2 (C-4a), 138.9 (C-9a), 136.4 (C-8a), 136.0 (C-
67), 130.2 (C-57"), 129.8 (C-3), 129.5 (C-6), 127.8 (C-2),
127.5 (C-7), 124.7 (C-2""), 124.6 (C-1°), 124.5 (C-1), 123.3
(C-4""), 121.0 (C-8), 120.6 (C-5), 120.3 (C-4)

 (cm") = 3439 (M), 1522 (s), 1448 (m), 1347 (s), 1272 (m),
777 (m), 733 (M) 722 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 299 (75) [M*], 252 (100)

m/z = 299.0929 (berechnet fur C20H13NO2: 299.0946)
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9-Benzyl-1-brom-9H-carbazol (101)

C19H14BrN
Mr = 336.23 g/mol

In einem Mikrowellenvial wurden 100 mg (0.406 mmol) 1-Brom-9H-carbazol (19),
160 mg (0.491 mmol) Casiumcarbonat, 60 yL (0.51 mmol) Benzylbromid und 10 mg
(0.044 mmol) Triethylbenzylammoniumchlorid vorgelegt. Die Umsetzung fand unter
Mikrowellenbedingungen Uber eine Dauer von 3 Stunden, bei 135 °C und einer
Leistung von 40 Watt und einem zulassigen Maximaldruck von 17 bar statt. Das
Rohprodukt wurde in 10 mL Ethylacatet digeriert und filtriert. Der Filterkuchen wurde
mit 5 mL Ethylacetat gewaschen. Die vereinigten Ethylacetat-Phasen wurden unter

Vakuum eingeengt und anschlieRend im Hochvakuum vollstandig getrocknet.

Ausbeute: 135 mg (0.402 mmol/99 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 138 °C

TH-NMR 0 (ppm)=8.12(d, J=7.7, 1.1 Hz, 1H, 4-H), 8.11 (d, J =
(400 MHz, CD2Cl2): 7.7 Hz, 1H, 5-H), 7.61 (dd, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H, 2-H), 7.44

(ddd, J=8.3,7.1, 1.2 Hz, 1H, 7-H), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
8-H), 7.31 — 7.21 (m, 4H, 6-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H), 7.12 (t,
J=7.7Hz, 1H, 3-H), 7.09 — 7.04 (m, 2H, 2""-H, 6""-H), 6.06
(s, 2H, 1°-H)
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13C-NMR
(101 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (EI):
HPLC-Reinheit:

238

5 (ppm) = 142.26 (C-8a), 139.09 (C-17"), 137.40 (C-9a),
131.77 (C-2), 129.11 (C-3"", C-5""), 127.64 (C-4""), 127.23
(C-7), 126.83 (C-4a), 126.49 (C-2", C-6"), 122.94 (C-4b),
120.97 (C-4), 120.68(C-3, C-6), 120.07 (C-5), 110.19 (C-
8), 103.36 (C-1), 47.93 (C-1")

 (cm™) = 3431 (m), 2361 (m), 2342 (m), 1746 (m), 1450
(s), 1413 (m), 1331 (m), 1265 (m), 1246 (m), 1196 (m), 1124
(m), 1051 (m), 1027 (m), 846 (m), 788 (M), 743 (s), 726 (s),
693 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 337 (58) [M*], 335 (65) [M*], 256
(22), 254 (43), 165 (17), 91 (100)

m/z = 335.0332 (berechnet fir C19H14BrN: 335.0310)
>99 % (A =210 nm)
>99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(9H-Pyrido[2,3-b]indol-8-yl)phenyl]lacetamid (103)

C19H15N30
Mr = 301.35 g/mol

Unter Stickstoffatmosphare wurden 940 mg (2.87 mmol) 3-Brom-N-(2-
bromophenyl)pyridin-2-amin (108), 129 mg (0.575 mmol) Palladium(ll)acetat und 201
mg (0.573 mmol) CyJohnPhos (106) in 5 mL N,N-Dimethylacetamid suspendiert. Das
Gemisch wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und dann mit 860 pL
(5.76 mmol) DBU (1,8-Diazabicyclo [5.4.0lundec-7-en)  versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 130 °C erhitzt und 16 Stunden bei dieser Temperatur
geruhrt. Dem Gemisch wurden 5 mL Wasser, 20 mL Ethylacetat und 5 mL
Tetrahydrofuran zugefligt. Die organische Phase wurde abgetrennt und einmal mit
30 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels
FSC (Dichlormethan/isoHexan 1:1) aufgereinigt. 313 mg (1.27 mmol) des erhaltenen
Zwischenprodukts 8-Brom-9H-pyrido[2,3-b]indol (105) wurden zusammen mit 269 mg
(1.50 mmol) 2-Acetamidophenylboronsdure (24) und 150 mg (0.130 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 15 mL
1,2-Dimethoxyethan und 8 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurde 10 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand

anschlieBend bei 90 °C uber 12 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde in
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100 mL Wasser aufgenommen und dann viermal mit je 60 mL Dichlormethan

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet

und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/Ethylacetat 9:1 - 1:9) aufgereinigt. Das Produkt wurde aus Pentan

rekristallisiert.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(500 MHz, DMSO-d):

13C-NMR

(126 MHz, DMSO-d¢):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (EI):

HPLC-Reinheit:

240

26 mg (0.079 mmol/7 %) rotbrauner Feststoff

>250 °C

5 (ppm) = 11.29 (bs, 1H, 97"-H), 9.01 (bs, 1H, 1-NH), 8.54
(dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, 4 "-H), 8.40 (dd, J = 4.9, 1.6 Hz,
1H, 2°"-H), 8.18 (dd, J = 6.2, 2.8 Hz, 1H, 5"-H), 7.72 (d, J
= 8.0 Hz, 1H, 6"-H), 7.48 — 7.38 (m, 2H, 3"-H, 5°-H), 7.35 —
7.25 (m, 3H, 4™-H, 6"-H, 7"-H), 7.21 (dd, J = 7.7, 4.8 Hz,
1H, 37-H), 1.75 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 168.67 (C-1), 152.34 (C-9""a), 146.20 (C-2"),
137.01 (C-8""a), 135.82 (C-1"), 132.27 (C-27), 130.85 (C-
3%), 128.25 (C-4""), 127.92 (C-5°), 127.58 (C-7""), 125.98
(C-67), 125.41 (C-4"), 122.48 (C-87), 121.22 (C-4"'b),
120.29 (C-5""), 119.48 (C-6""), 115.36 (C-4""a), 115.07 (C-
37), 23.17 (C-2)

7 (cm'") = 3418 (m), 3371 (m), 3062 (m), 1677 (s), 1582 (s),
1520 (s), 1448 (s), 1411 (s), 1300 (m), 1274 (m), 1238 (m),
778 (m), 755 (m), 744 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 301 (80) [M*], 258 (100), 170 (65)
m/z = 301.1217 (berechnet fir C19H15N30: 301.1215)
>99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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N-(2-(3-lsopropyl-1H-indol-7-yl)phenyl)acetamid (104)

C19H20N20
r =292.38 g/mol

400 mg (1.68 mmol) 7-Brom-3-isopropyl-1H-indol (133) wurden zusammen mit 153 mg
(1.68 mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 194 mg (0.168 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 20 mL
1,2-Dimethoxyethan und 10 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 10 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlie3end bei 90 °C Uber 12 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde dann in
100 mL Wasser aufgenommen und viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(Dichlormethan/isoHexan 9:1) aufgereinigt. Das noch verunreinigte Produkt wurde
mittels einer zweiten FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:9) weiter aufgereinigt. Das
erhaltene Produkt wurde in Diethylether suspendiert, filtriert und der Filterkuchen

getrocknet.
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Ausbeute:
Schmelzpunkt:

1H-NMR
(500 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (EI):

HPLC-Reinheit:

242

98 mg (0.34 mmol/20 %) weiller Feststoff
185 °C

5 (ppm) = 8.25 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6°-H), 8.03 (bs, 1H, 1""-
H), 7.71 (ddd, J = 7.9, 0.9 Hz, 1H, 6""-H), 7.41 (ddd, J =
8.5, 7.6, 1.7 Hz, 1H, 5°-H), 7.38 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H,
3°-H), 7.27 —=7.18 (m, 2H, 4°-H, 5""-H), 7.15 (bs, 1H, 1-NH),
7.11(dd, J = 7.2, 1.1 Hz, 1H, 4”-H), 6.97 (d, J = 2.2 Hz,
1H, 2°"-H), 3.24 (septd, J = 6.9, 0.9 Hz, 1H, 1°""-H), 1.82
(s, 3H, 2-H), 1.38 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 2""-H, 1""""-H)

5 (ppm) = 169.20 (C-1), 136.21 (C-17), 135.33 (C-7""a),
130.94 (C-3°), 129.53 (C-2°), 129.03 (C-5°), 127.97 (C-
3""a), 125.05 (C-4"), 124.79 (C-37'), 123.05 (C-4 "), 122.67
(C-67), 121.46 (C-7), 120.66 (C-2"), 120.02 (C-6"),
119.91 (C-57"), 26.09 (C-1"""), 24.76 (C-2), 23.67 (C-2"",
1)

# (cm") = 3408 (m), 3293 (s), 2954 (m), 2865 (m), 1687 (s),
1524 (s), 1450 (m), 1308 (m), 765 (m), 748 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 292 (49) [M*], 277 (41), 235 (100)
m/z = 292.1564 (berechnet fur C19H20N20: 292.1576)
>99 % (A =210 nm)

95 % (A =254 nm)
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3-Brom-N-(2-bromphenyl)pyridin-2-amin (108)

C11HsBra2N2
Mr = 328.01 g/mol

38 mg (0.17 mmol) Palladium(ll)acetat und 98 mg (0.17 mmol) Xantphos (4,5-
Bis(diphenylphosphin)-9,9-dimethylxanthen, 107) wurden unter Stickstoffatmosphare
in 10 mL Anisol suspendiert und 10 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Dann
wurden 600 mg (3.47 mmol) 2-Amino-3-brompyridin, 450 pL (3.50 mmol) 1-Brom-2-
iodbenzol und 1.6 g (4.9 mmol) Casiumcarbonat zugesetzt. Das Gemisch wurde
weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde die Mischung
auf 130 °C erhitzt und 12 Stunden bei dieser Temperatur gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 12 mL Wasser
versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und das Loésungsmittel unter
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in 10 mL Ethylacetat gelést und mit 10 mL
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/isoHexan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 756 mg (2.30 mmol/66 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 83 °C

TH-NMR o (ppm) = 8.60 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H, 6°-H), 8.18 (dd, J

(400 MHz, CD2Cl2): =4.8,1.6 Hz, 1H, 6-H), 7.82 (dd, J=7.8, 1.6 Hz, 1H, 4-H),

7.71 (bs, 1H, 2-NH), 7.59 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 3"-H),
7.38 — 7.28 (m, 1H, 5°-H), 6.91 (ddd, J = 8.0, 7.3, 1.6 Hz,
1H, 4"-H), 6.73 (dd, J = 7.8, 4.8 Hz, 1H, 5-H)
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13C-NMR 5 (ppm) = 152.03 (C-2), 146.76 (C-6), 141.02 (C-4), 138.52
(101 MHz, CD2Cl2): (C-17), 132.87 (C-3"), 128.49 (C-5°), 123.64 (C-4"), 120.92
(C-67), 117.03 (C-5), 114.13 (C-27), 107.82 (C-3)

IR (Film): 7 (cm") = 3365 (s), 1602 (s), 1557 (m), 1526 (s), 1461 (s),
1455 (s), 1441 (s), 1401 (m), 1339 (m), 1305 (m), 1021 (m),
1011 (m), 782 (m), 749 (s)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 327 (40) (M + H)*, 329 (100) (M + H)*,
331 (45) (M + H)*, 247 (65), 249 (65)

HR-MS (ESI): m/z = 326.9129 (berechnet flir C11HoBraN2*
[M + H]*: 326.9132)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(2,3,4,5-Tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indol-6-yl)phenyl]lacetamid-
Hydrochlorid (109)

ZT

C19H20CIN3O
Mr = 341.84 g/mol
530 mg (1.51 mmol) tert-Butyl-6-brom-1,3,4,5-tetrahydro-2H-pyrido[4,3-b]indol-2-

carboxylat (111)  wurden zusammen mit 270 mg (1.51 mmol)
2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 175 mg (0.151 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einem Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 20 mL
1,2-Dimethoxyethan und 10 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 8 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlieBend bei 70 °C uber 12 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde in
100 mL Wasser aufgenommen und dann viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(Ethylacetat/isoHexan 1:1) aufgereinigt. Das erhaltene Zwischenprodukt wurde in
5 mL Dichlormethan geldst und mit 2 mL Trifluoressigsaure versetzt. Das Gemisch
wurde Uber 12 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung versetzt und anschlieRend zweimal
mit 15 mL Dichlormethan und zweimal mit 15 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel

unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (Aceton + 3 % Triethylamin)
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aufgereinigt. Das Produkt wurde in 1 mL Dichlormethan geldst und durch Zugabe von

Salzsaure (4M in Dioxan) als Hydrochlorid ausgefallt.

Ausbeute: 91 mg (0.27 mmol/20 %) gelbes Ol

1H-NMR 5 (ppm) = 10.69 (bs, 1H, 5 -H), 9.65 (bs, 2H, 2""-H), 8.97
(400 MHz, DMSO-de):  (bs, 1H, 1-NH), 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 6"-H), 7.45 (d, J =
7.7 Hz, 1H, 9°"-H), 7.42 — 7.36 (m, 2H, 3"-H, 5"-H), 7.34 —
7.27 (m, 1H, 4"-H), 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 8""-H), 6.96 (d,
J=7.2Hz, 1H, 7"-H), 4.30 (s, 2H, 1""-H), 3.48 — 3.35 (m,
2H, 3""-H), 2.98 (t, J = 5.9 Hz, 2H, 4"-H), 1.78 (s, 3H, 2-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 168.55 (C-1), 135.76 (C-17), 133.94 (C-5""a),

(101 MHz, DMSO-de):  132.72 (C-27), 131.47 (C-4""a), 130.42 (C-5°), 127.76 (C-
3°), 126.22 (C-67), 125.78 (C-6"), 125.37 (C-4°), 122.18
(C-7"), 122.06 (C-9""a), 119.03 (C-8"), 116.90 (C-97),
102.09 (C-97'b), 40.76 (C-37'), 39.91 (C-1"), 23.16 (C-2),
20.19 (C-47")

IR (KBr): 7 (cm) = 3398 (s), 3251 (s), 2816 (M), 2368 (s), 1663 (s),
1526 (m), 1305 (m), 1047 (m), 1025 (s), 1003 (s), 765 (s)

MS (El): m/z (rel. Int. in %) = 305 (45) [M*], 276 (85), 234 (100)
[freie Base vermessen]

HR-MS (El): m/z = 305.1529 (berechnet fur C19H19N30: 305.1528)
[freie Base vermessen]

HPLC-Reinheit: 95 % (A =210 nm)
92 % (A = 254 nm)

246



6. Experimenteller Teil

6-Brom-2,3,4,5-tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indol (110)

C11H11BrN2

Mr = 251.13 g/mol

400 mg (1.79 mmol) (2-Bromphenyl)hydrazin-Hydrochlorid (21) und 275 mg
(1.79 mmol) 4-Piperidon-Hydrochlorid-Monohydrat wurden in 6 mL Ethanol geldst

und anschliefend mit 2 mL konzentrierter Salzsaure versetzt. Das Reaktionsgemisch

wurde 3 Stunden bei 87 °C geruhrt. Das Gemisch wurde filtriert und der Rickstand

mit 10 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt. Die wassrige

Phase wurde anschliel3end mit dreimal mit je 25 mL Ethylacetat extrahiert. Die

organischen Phasen wurden vereinigt und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(500 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR

(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

240 mg (0.956 mmol/53 %) beiger Feststoff
184 °C

5 (ppm) = 8.26 (bs, 1H, 5-H), 7.35 (dd, J = 7.8, 0.9 Hz, 1H,
9-H), 7.25 (dd, J = 7.6, 0.9 Hz, 1H, 7-H), 6.94 (t, J = 7.7
Hz, 1H, 8-H), 4.00 (t, J = 1.7 Hz, 2H, 1-H), 3.19 (t, J= 5.7
Hz, 2H, 3-H), 2.78 (tt, J = 5.8, 1.7 Hz, 2H, 4-H), 1.78 (bs,
1H, 2-H)

0 (ppm) = 134.65 (C-5a), 134.32 (C-4a), 127.87 (C-9a),
123.83 (C-7), 120.91 (C-8), 117.38 (C-9), 111.49 (C-9b),
104.57 (C-6), 43.86 (C-3), 42.69 (C-1), 25.01 (C-4)

7 (em™) = 3310 (m), 3053 (M), 2916 (M), 2797 (s), 1586 (M),
1472 (s), 1430 (s), 1326 (s), 1260 (s), 1131 (m), 975 (m),
771 (m), 732 (s)
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MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 253 (95) (M + H)*, 251 (100) (M + H)*

HR-MS (ESI): m/z = 251.0184 (berechnet fir C11H12BrN2* [M + H]*:
251.0184)

HPLC-Reinheit: 68 % (A =210 nm)

40 % (A = 254 nm)
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tert-Butyl-6-brom-1,3,4,5-tetrahydro-2H-pyrido[4,3-b]indol-2-carboxylat (111)

C16H19BrN202
r = 351.24 g/mol

100 mg (0.398 mmol) 6-Brom-2,3,4,5-tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indol (110) und 81 L
(1.0 mmol) Pyridin wurden in 3 mL Dichlormethan suspendiert und im Eisbad auf 0 °C
gekuhlt. AnschlieRend wurden 218 mg (0.999 mmol) Di-tert-butyldicarbonat zugesetzt
und die Mischung Uber 12 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Das Gemisch wurde
mit 10 mL Wasser versetzt. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und mit dreimal mit
je 20 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/Ethylacetat/isoHexan 1:1:2)

aufgereinigt.

Ausbeute: 137 mg (0.390 mmol/98 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 79 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.29 (bs, 1H, 5-H), 7.48 — 7.32 (m, 1H, 7°-H),
(500 MHz, CDCl3): 7.29 (d, J=7.6 Hz, 1H, 9'-H), 6.97 (t, J = 7.7 Hz, 1H, 8-

H), 4.63 (s, 2H, 1°-H), 3.91 — 3.72 (m, 2H, 4"-H), 2.85 (dd,
J=5.7 Hz, 2H, 3°-H), 1.52 (s, 9H, C(CHa)3)

13C-NMR 5 (ppm) = 155.28 (C-1), 134.67 (C-5'a), 133.24 (C-4'a),

(101 MHz, CDCl3): 126.87 (C-9°a), 123.96 (C-9°), 120.80 (C-8"), 116.88 (C-
7°), 108.76 (C-9'b), 104.39 (C-6"), 80.16 (C(CHa)a), 41.47
(C-4°), 40.69 (C-17), 28.61 (C(CHa)3), 23.64 (C-3")
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IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (El):
HPLC-Reinheit:

250

7 (cm") = 3301 (m), 2975 (m), 1676 (s), 1460 (m), 1420 (s),
1366 (m), 1169 (s), 1147 (s), 1104 (m), 770 (m), 733 (m)

miz (rel. Int. in %) = 350 (2) [M*], 352 (1) [M*], 293 (85),
249 (35), 223 (100)

m/z = 350.0626 (berechnet fiir C16H19BrN202: 350.0630)
68 % (A = 210 nm)

40 % (A = 254 nm)
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6-Methoxy-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (112)

.
, —0

C13H13NO2
M:r = 215.25 g/mol

5.0 g (41 mmol) 4-Methoxyanilin wurden in 85 mL Wasser suspendiert, mit 11 mL
konzentrierter Salzsaure versetzt und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Nach Zugabe von
3.9 g (567 mmol) Natriumnitrit wurde 1 Stunde bei 0 °C geruhrt. Anschliefiend wurden
2.7 g (45 mmol) Harnstoff zugesetzt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung neutralisiert. Nach Ende der Gasentwicklung wurde eine auf 0 °C abgekuhlte
Mischung von 7.2 mL (45 mmol) 2-Oxocyclohexansaureethylester und 3.2 g (57 mmol)
Kaliumhydroxid in 30 mL Wasser, die zuvor 4 Stunden bei 30 °C geruhrt wurde,
zugegeben. Mit Eisessig wurde anschlieRend sofort ein pH-Wert unter 3 eingestellt
und Uber Nacht bei Raumtemperatur weiter gertihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde
abgesaugt, in 85 mL wasserfreier Ameisensaure aufgenommen und 12 Stunden bei
80 °C geruhrt. Die Ameisensaure wurde am Rotationsverdampfer unter Vakuum
entfernt und der Rickstand in 35 mL Ethylacetat gelést, mit 60 mL 2N
Natriumhydroxid-Losung versetzt und nach Zusatz von gesattigter Natriumchlorid-
Lésung dreimal mit je 70 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum

entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (Ethylacetat/isoHexan 1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 1.2 g (5.6 mmol/14 %) brauner Feststoff

Schmelzpunkt: 215 °C (entspr. Lit.['?2: 213-214 °C)
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H-NMR
(400 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(101 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (E):

HPLC-Reinheit:

252

5 (ppm) = 8.96 (bs, 1H, 9-H), 7.34 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 1H,
7-H), 7.05—7.00 (m, 2H, 5-H, 8-H), 3.85 (s, 3H, 2-H), 2.97
(t, J = 6.1 Hz, 2H, 4-H), 2.62 (dd, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H, 2-H),
2.29 - 2.22 (m, 2H, 3-H)

5 (ppm) = 191.48 (C-1), 155.04 (C-6), 133.68 (C-8a),
132.45 (C-4a), 129.18 (C-4b), 126.71 (C-9a), 118.87 (C-
5), 113.88 (C-7), 101.79 (C-8), 56.17 (C-2), 38.81 (C-2),
25.59 (C-3), 21.94 (C-4)

 (cm") = 3256 (s), 1638 (s), 1537 (m), 1486 (m), 1288 (m),
1217(s), 901 (m), 805 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 215 (100) [M*], 200 (45), 172 (20),
159 (30)

m/z = 215.0989 (berechnet fir C13H13NO2: 215.0946)
>99 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)
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6-Nitro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (113)

C12H10N203
Mr = 230.22 g/mol

5.0 g (36 mmol) 4-Nitroanilin wurden in 75 mL Wasser suspendiert, mit 9 mL
konzentrierter Salzsaure versetzt und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Nach Zugabe von
3.5 g (51 mmol) Natriumnitrit wurde eine Stunde bei 0 °C geruhrt, anschliel3end 2.4 g
(40 mmol) Harnstoff zugesetzt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung
neutralisiert. Nach Ende der Gasentwicklung wurde eine auf 0 °C abgekuihlte Mischung
von 6.4 mL (40 mmol) 2-Oxocyclohexansaureethylester und 2.8 g (560 mmol)
Kaliumhydroxid in 25 mL Wasser, die zuvor 4 Stunden bei 30 °C geruhrt wurde,
zugegeben. Mit Eisessig wurde anschlieend sofort ein pH-Wert unter 3 eingestellt
und Uber Nacht bei Raumtemperatur weiter gertihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde
abgesaugt, in 75 mL wasserfreier Ameisensaure aufgenommen und Uber Nacht bei
80 °C geruhrt. Die Ameisensaure wurde am Rotationsverdampfer unter Vakuum
entfernt und der Rickstand in 25 mL Ethylacetat gelést, mit 50 mL 2N
Natriumhydroxid-Losung versetzt und nach Zusatz von 30 mL gesattigter
Natriumchlorid-Losung dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel
unter Vakuum entfernt. Der Rulckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan)

aufgereinigt.

Ausbeute: 1.0 g (4.3 mmol/12 %) brauner Feststoff

Schmelzpunkt: 265 °C (entspr. Lit.l'?2: 265 °C)
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6. Experimenteller Teil

H-NMR
(500 MHz, DMSO-dé):

13C-NMR
(126 MHz, DMSO-ds):

IR (KBr):

MS (EI):
HR-MS (EI):

HPLC-Reinheit:

254

5 (ppm) = 12.34 (bs, 1H, 9-H), 8.71 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 5-
H), 8.15 (dd, J = 9.1, 2.3 Hz, 1H, 7-H), 7.53 (d, J = 9.1 Hz,
1H, 8-H), 3.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H, 2-H), 2.61 (dd, J = 7.2,
5.6 Hz, 2H, 4-H), 2.18 (p, J = 6.3 Hz, 2H, 3-H)

5 (ppm) = 190.78 (C-1), 141.01 (C-6), 140.47 (C-8a),
133.98 (C-9a), 130.31 (C-4a), 124.51 (C-4b), 120.73 (C-
7), 118.92 (C-5), 113.35 (C-8), 38.04 (C-4), 24.32 (C-3),
20.62 (C-2)

¥ (cm'") = 3258 (m), 2430 (M), 1642 (s), 1618 (m), 1521 (s),
1471 (m), 1330 (s), 827 (m), 735 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 230 (100) [M*], 174 (70), 128 (40)
m/z = 230.0693 (berechnet fiir C12H10N203: 230.0691)
>99 % (A = 210 nm)

>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

(¥)-2-Brom-6-(trifluormethyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (116)

C13HoBrFsNO
Mr = 332.12 g/mol

715 mg (3.20 mmol) Kupfer(ll)bromid wurden in 4 mL Ethylacetat suspendiert und auf
60 °C erhitzt. Eine Losung von 400 mg (1.58 mmol) 6-(Trifluormethyl)-2,3,4,9-
tetrahydro-1H-carbazol-1-on (114) in 4 mL Ethylacetat wurde langsam zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde 12 Stunden bei 60 °C gerlhrt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die Suspension filtriert und der Filterrickstand mit 15 mL
Ethylacetat nachgewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden unter
Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan/isoHexan/Ethylacetat 6:13:1 — 6:3:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 494 mg (1.49 mmol/94 %) beiger Feststoff

Schmelzpunkt: 145 °C

TH-NMR 0 (ppm) =9.18 (bs, 1H, 9-H), 8.07 - 8.01 (m, 1H, 5-H), 7.66

(500 MHz, CD2Clz): —7.56 (m, 2H, 7-H, 8-H), 4.78 (dd, J = 4.5, 3.7 Hz, 1H, 2-
H), 3.24 — 3.11 (m, 2H, 4-H), 2.72 — 2.58 (m, 2H, 3-H)

3C-NMR o (ppm) = 184.12 (C-1), 140.03 (C-8a), 130.51 (C-9a),

(126 MHz, CD2Cl>): 129.88 (C-4a), 129.48 (C-17), 125.54 (C-6), 124.75 (C-4b),

124.30 (C-7), 120.20 (C-5), 113.75 (C-8), 50.81 (C-2),
34.39 (C-3), 19.27 (C-4)

IR (KBr): 7 (cm1) = 3369 (m), 1632 (m), 1582 (M), 1333 (s), 1273 (s),
1111 (s), 893 (m), 816 (m), 657 (M)
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MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 332 (90) (M - HY, 330 (100) (M - HY,
328 (90) (M - Hy

HR-MS (ESI): m/z = 327.9601 (berechnet flir C13HsBrFsNO-
[M - H]: 327.9585)

HPLC-Reinheit: 66 % (A =210 nm)

65 % (A = 254 nm)
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(¥)-2-Brom-6-chlor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (117)

C12H9BrCINO
M = 298.56 g/mol

804 mg (3.60 mmol) Kupfer(ll)bromid wurden in 4 mL Ethylacetat suspendiert und auf
60 °C erhitzt. Eine Lésung von 400 mg (1.82 mmol) 6-Chlor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-

carbazol-1-on (115)

in 4 mL Ethylacetat wurde langsam zugetropft. Das

Reaktionsgemisch wurde 12 Stunden bei 60 °C gerlhrt. Nach dem Abkuhlen auf

Raumtemperatur wurde die Suspension filtriert und mit 15 mL Ethylacetat

nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand

wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan/Ethylacetat 6:13:1 — 6:3:1) aufgereinigt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(500 MHz, CD2Cl2):

3C-NMR

(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

512 mg (1.71 mmol/94 %) beiger Feststoff
133 °C

5 (ppm) = 8.94 (bs, 1H, 9-H), 7.72 — 7.66 (m, 1H, 5-H), 7.46
—7.31 (m, 2H, 7-H, 8-H), 4.75 (dd, J = 4.6, 3.7 Hz, 1H, 2-
H), 3.21 — 2.99 (m, 2H, 4-H), 2.70 — 2.53 (m, 2H, 3-H)

5 (ppm) = 183.98 (C-1), 137.24 (C-8a), 130.14 (C-9a),
128.95 (C-4a), 128.45 (C-7), 127.16 (C-6), 126.93 (C-4b),
121.36 (C-5), 114.33 (C-8), 51.01 (C-2), 34.44 (C-3), 19.26
(C-4)

¥ (cm™) = 3275 (m), 3011 (m), 1644 (s), 1539 (m), 1469 (m),
1272 (m), 1057 (m), 888 (m), 811 (s), 726 (m), 604 (m)
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MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 298 (30) (M - HY, 296 (100) (M - HY,
294 (70) (M - Hy

HR-MS (ESI): m/z = 293.9334 (berechnet flr C12HsBrCINO-
[M - H]: 293.9321)

HPLC-Reinheit: 62 % (A =210 nm)

71 % (A = 254 nm)
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6-(Trifluormethyl)-9H-carbazol-1-ol (118)

C13HsF3sNO
Mr = 251.21 g/mol
400 mg (1.20 mmol) (x)-2-Brom-6-(trifluormethyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on

(116) wurden in 10 mL trockenem Dimethylformamid geldést und erst mit 156 mg
(1.80 mmol) Lithiumbromid und anschlief3end mit 133 mg (1.80 mmol) Lithiumcarbonat
versetzt. Die Suspension wurde auf 150 °C erhitzt und 4 Stunden bei dieser
Temperatur gerihrt. Das Gemisch wurde auf Eiswasser gegeben und dann mit dreimal
mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das LoOsungsmittel unter Vakuum entfernt. Der

Ruckstand wurde mittels FSC (isoHexan/Ethylacetat 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 242 mg (0.96 mmol/80 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 148 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.62 (bs, 1H, 9-H), 8.35 (dd, J= 1.7, 0.9 Hz, 1H,
(400 MHz, CD2Cl3): 5-H), 7.71 (ddd, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H, 4-H), 7.67 (ddd, J =

8.6, 1.8, 0.7 Hz, 1H, 7-H), 7.57 (ddd, J = 8.5, 0.7 Hz, 1H,
8-H), 7.15 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 3-H), 6.94 (dd, J = 7.7, 0.9
Hz, 1H, 2-H), 5.45 (bs, 1H, 1-OH)

13C-NMR 5 (ppm) = 142.01 (C-1), 141.51 (C-8a), 130.19 (C-9a),

(101 MHz, CD2Cl2): 127.28 (C-1°), 125.21 (C-4a), 123.70 (C-4b), 123.15 (C-7),
122.09 (C-6), 121.24 (C-3), 118.69 (C-5), 113.70 (C-4),
112.11 (C-2), 111.76 (C-8)
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IR (KBr): 7 (cm™) = 3480 (s), 3304 (m), 1581 (m), 1328 (s), 1279 (s),
1255 (m), 1236 (s), 1129 (m), 1094 (s), 1082 (s), 819 (m),
729 (m), 714 (m), 652 (m)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 250 (100) (M - HY

HR-MS (ESI): m/z = 250.0484 (berechnet fiir C13H7F3NO"
[M - H]": 250.0480)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

92 % (A = 254 nm)
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6-Chlor-9H-carbazol-1-ol (119)

C12HsCINO

Mr = 217.65 g/mol

400 mg (1.34 mmol) (x)-2-Brom-6-chlor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (117)

wurden in 15 mL trockenem Dimethylformamid geldst und erst mit 174 mg (2.00 mmol)

Lithiumbromid und anschlie3iend mit 148 mg (2.00 mmol) Lithiumcarbonat versetzt.

Die Suspension wurde auf 150 °C erhitzt und 4 Stunden bei dieser Temperatur geruhrt.

Das Gemisch wurde auf Eiswasser gegeben und dann mit dreimal mit je 50 mL

Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels

FSC (isoHexan/Ethylacetat 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(500 MHz, CD2Cl2):

3C-NMR

(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

217 mg (0.997 mmol/74 %) beiger Feststoff
160 °C

5 (ppm) = 8.44 (bs, 1H, 9-H), 8.02 (ddd, J = 2.0, 0.7 Hz,
1H, 5-H), 7.63 (ddd, J = 7.9, 0.8 Hz, 1H, 4-H), 7.42 (dd, J
= 8.6, 0.6 Hz, 1H, 8-H), 7.38 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, 7-H),
7.09 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 3-H), 6.89 (dd, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H,
2-H), 5.58 (bs, 1H, 1-OH)

5 (ppm) = 141.94 (C-1), 138.33 (C-8a), 130.27 (C-9a),
126.42 (C-7), 125.26 (C-4b), 125.20 (C-6), 124.78 (C-4a),
120.70 (C-5), 120.68 (C-3), 113.59 (C-4), 112.64 (C-8),
111.81 (C-2)

¥ (cm™) =3486 (m), 3396 (s), 1581 (s), 1469 (m), 1452 (m),
1308 (m), 1263 (m), 1231 (s), 1187 (m), 1097 (s), 810 (s),
744 (m)
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MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 218 (30) (M - HY, 216 (100) (M - H)"

HR-MS (ESI): m/z = 216.0221 (berechnet flr C12H7CINO-
[M - H]: 216.0216)

HPLC-Reinheit: >99 % (A = 210 nm)
87 % (A = 254 nm)
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6-(Trifluormethyl)-9H-carbazol-1-yl-trifluormethansulfonat (120)

C14H7FsNO3S
Mr = 383.26 g/mol

200 mg (0.796 mmol) 6-(Trifluormethyl)-9H-carbazol-1-ol (118) wurden mit 2 mL
Pyridin versetzt und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Nach 10 Minuten wurden 1.6 mL
(1.6 mmol) Trifluormethansulfonsaureanhydrid-Lésung (1M in  Dichlormethan)
tropfenweise zugegeben und das Reaktionsgemisch weitere 2 Stunden bei 0 °C
geruhrt. AnschlielRend wurden 5 mL Acetonitril zugesetzt und die Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in Dichlormethan gelést und mit 10 mL
Salzsaure (1N) gewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels

FSC (isoHexan/Ethylacetat 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 171 mg (0.446 mmol/56 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 168 °C

TH-NMR O (ppm) = 8.74 (bs, 1H, 9-H), 8.40 (dd, J= 1.8, 0.9 Hz, 1H,
(500 MHz, CD2Clz): 5-H), 8.15 (ddd, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H, 4-H), 7.76 (ddd, J =

8.5, 1.8, 0.7 Hz, 1H, 7-H), 7.65 (ddd, J = 8.6, 0.7 Hz, 1H,
8-H), 7.47 (dd, J = 8.1, 0.9 Hz, 1H, 2-H), 7.35 (t, J = 8.0
Hz, 1H, 3-H)
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13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

264

5 (ppm) = 141.90 (C-8a), 134.87 (C-1), 132.33 (C-9a),
127.32 (C-4a), 125.81 (C-17), 124.51 (C-7), 123.10 (C-4b),
122.00 (C-6), 121.31 (C-4), 121.28 (C-3), 119.32 (C-2),
118.95 (C-5), 112.55 (C-17"), 112.33 (C-8)

7 (cm™) = 3424 (s), 1416 (s), 1344 (m), 1272 (m), 1220 (s),
1159 (m), 1133 (m), 1117 (s), 947 (m), 819 (m), 613 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 383 (15) (M - HY, 382 (100) (M - H)

m/z = 381.9978 (berechnet fiir C14HsFsNO3S"
[M - HJ: 381.9973)

>99 % (A = 210 nm)

93 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

6-Chlor-9H-carbazol-1-yl-trifluormethansulfonat (121)

C13H7CIFsNO3S
Mr = 349.71 g/mol

200 mg (0.919 mmol) 6-Chlor-9H-carbazol-1-ol (119) wurde mit 2 mL Pyridin versetzt
und im Eisbad auf 0 °C geklhlt. Nach 10 Minuten wurden 1.6 mL (1.6 mmol)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid-Lésung (1M in Dichlormethan) tropfenweise
zugegeben und das Reaktionsgemisch weitere 2 Stunden bei 0 °C geruhrt.
Anschlielend wurden 5 mL Acetonitril zugesetzt und die Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan geldst und mit 10 mL Salzsaure (1N)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC

(isoHexan/Ethylacetat 9:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 217 mg (0.997 mmol/74 %) weilder Feststoff

Schmelzpunkt: 119 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.47 (bs, 1H, 9-H), 8.02 — 7.97 (m, 2H, 4-H, 5-

(500 MHz, CD2Cl2): H), 7.44 — 7.42 (m, 2H, 7-H, 8-H), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
2-H), 7.25 (t, J = 7.9 Hz, 1H, 3-H)

3C-NMR o (ppm) = 138.61 (C-8a), 134.74 (C-1), 132.23 (C-9a),

(126 MHz, CD2Clz): 127.80 (C-7), 126.93 (C-4a), 126.51 (C-6), 124.50 (C-4b),

121.15 (C-5), 120.86 (C-4), 120.65 (C-3), 118.94 (C-2),
118.04 (C-17), 113.01 (C-8)
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IR (KBr): ¥ (cm™) = 3433 (s), 1414 (s), 1249 (m), 1217 (s), 1132 (m),
1081 (m), 941 (m), 872 (m), 822 (m), 611 (m)

MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 350 (35) (M - H),, 348 (100) (M - H)

HR-MS (ESI): m/z = 347.9715 (berechnet fur C13HsCIFsNO3S-

[M - HJ: 347.9709)
HPLC-Reinheit: >99 % (A = 210 nm)

98 % (A = 254 nm)
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8-Brom-1,2-dichlor-9H-carbazol (125)

C12HeBrCI2N
Mr = 314.99 g/mol
200 mg (0.787 mmol) 7,8-Dichlor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (124) wurden in

12 mL Anisol suspendiert und mit 1.4 g (4.9 mmol) Phosphoroxybromid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde eine Stunde auf 120 °C erhitzt. Das Gemisch wurde auf
Raumtemperatur abgekuhlt und mit 70 mL Wasser versetzt. Anschlieend wurde mit
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und
dreimal mit je 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

Der Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan /isoHexan 1:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 125 mg (0.397 mmol/50 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 147 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.50 (bs, 1H, 9-H), 7.98 (ddd, J = 7.9, 0.8 Hz,
(500 MHz, CD2Clz): 1H, 5-H), 7.88 (dd, J = 8.4, 0.7 Hz, 1H, 4-H), 7.63 (dd, J =

7.8,0.9 Hz, 1H, 7-H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 6-H), 7.18 (t,
J=7.8Hz 1H, 3-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 138.85 (C-8a), 137.93 (C-9a), 130.26 (C-2),

(101 MHz, CD2Cl2): 129.54 (C-7), 124.96 (C-4b), 123.91 (C-4a), 122.45 (C-3),
122.26 (C-6), 120.30 (C-5), 120.25 (C-4), 115.50 (C-1),
104.96 (C-8)

IR (KBr): 7 (cm™) = 3408 (s), 1603 (m), 1561 (m), 1490 (m), 1467 (m),

1428 (s), 1296 (s), 1230 (m), 1186 (m), 1163 (s), 801 (m),
768 (s), 726 (m)
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MS (EI):

HR-MS (EI):
MS (ESI):

HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

268

m/z (rel. Int. in %) = 317 (50) [M*], 315 (100) [M*], 313
(70) [M*], 280 (20), 252 (40), 234 (50), 198 (40), 162 (40)

m/z = 312.9067 (berechnet flir C12HsBrCI2N: 312.9061)

m/z (rel. Int. in %) = 316 (50) (M - HY, 314 (100) (M - HY,
312 (65) (M - Hy

m/z = 311.8996 (berechnet fliir C12HsBrCI2N-
[M - H]: 311.8982)

>99 % (A =210 nm)
>99 % (A = 254 nm)



6. Experimenteller Teil

1-Brom-6-nitro-9H-carbazol (126)

C12H7BrN202
Mr =291.10 g/mol

1000 mg (4.344 mmol) 6-Nitro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (113) wurden in
20 mL Anisol suspendiert und mit 3.5 g (12 mmol) Phosphoroxybromid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde eine Stunde bei 120 °C geruhrt. Das Gemisch wurde auf
Eiswasser gegossen. AnschlieRend wurde mit Natriumhydrogencarbonat neutralisiert.
Die wassrige Phase wurde abgetrennt und dann dreimal mit je 40 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Dichlormethan /isoHexan 7:3 + 1 % Triethylamin) aufgereinigt.

Ausbeute: 221 mg (0.759 mmol/17 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 141 °C
TH-NMR o (ppm) = 11.18 (bs, 1H, 9-H), 9.11 (dd, J = 2.3, 0.5 Hz,

(400 MHz, Aceton-de):  1H, 5-H), 8.45 — 8.30 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.82 — 7.68 (m,
2H, 2-H, 8-H), 7.29 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 3-H)

13C-NMR 5 (ppm) = 144.24 (C-8a), 142.30 (C-6), 140.66 (C-9a),
(101 MHz, Aceton-de):  130.58 (C-2), 125.48 (C-4a), 123.94 (C-4b), 122.74 (C-3,
C-7), 121.30 (C-4), 118.47 (C-5), 112.56 (C-8), 105.05 (C-

1)

IR (KBr): 7 (cm™) = 3428 (s), 3308 (s), 1628 (m), 1607 (m), 1512 (m),
1495 (m), 1354 (m), 1337 (s), 1326 (s), 1242 (m), 1187
(m), 735 (m)
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MS (EI): miz (rel. Int. in %) = 292 (95) [M*], 290 (100) [M*], 244
(45), 165 (65)

HR-MS (El): m/z = 289.9683 (berechnet fiir C12H7BrN202: 289.9691)

HPLC-Reinheit: 91 % (A = 210 nm)

91 % (A = 254 nm)
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1-Brom-6-(trifluormethyl)-9H-carbazol (127)

C13H7BrFsN
r=314.11 g/mol
400 mg (1.58 mmol) 6-(Trifluormethyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (114)

wurden in 24 mL Anisol suspendiert und mit 2.8 g (9.8 mmol) Phosphoroxybromid
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten auf 120 °C erhitzt. Das Gemisch
wurde auf Eiswasser gegossen. AnschlieRend wurde mit Natriumhydrogencarbonat
neutralisiert. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und dreimal mit je 50 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels

FSC (Dichlormethan /isoHexan 7:3 + 1 % Triethylamin) aufgereinigt.

Ausbeute: 61 mg (0.099 mmol/12 %) hellgelber Feststoff

Schmelzpunkt: 166 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.60 (bs, 1H, 9-H), 8.36 — 8.33 (m, 1H, 5-H), 8.05

(400 MHz, CD2Clz): (ddd, J=7.82,0.78,0.78 Hz, 1H, 4-H), 7.73 - 7.69 (m, 1H,
7-H), 7.67 —7.58 (m, 2H, 2-H, 8-H), 7.19 (t, J=7.8 Hz, 1H,
3-H)

3C-NMR o (ppm) = 141.26 (C-8a), 139.28 (C-9a), 129.55 (C-2),

(101 MHz, CD2Clz): 127.09 (C-4b), 124.56 (C-4a), 123.80 (C-7), 122.84 (C-6),

122.52 (C-17), 121.98 (C-3), 120.18 (C-4), 118.98 (C-5),
111.94 (C-8), 104.84 (C-1)

IR (KBr): 7 (cm™) = 3433 (s), 1631 (m), 1308 (M), 1347 (s), 1333 (s),
1323 (s), 1274 (s), 1165 (s), 1124 (m), 1113 (s), 1103 (s),
1056 (m), 826 (m) 757(m), 650 (m)
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MS (EI): miz (rel. Int. in %) = 315 (55) [M*], 313 (50) [M*], 235
(100), 194 (65), 166 (40), 139 (40)

HR-MS (EI): miz = 312.9734 (berechnet fiir C13H7BrFaN: 312.9714)

HPLC-Reinheit: >99 % (A = 210 nm)

98 % (A =254 nm)
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1-Brom-6-chlor-9H-carbazol (128)

C12H7BrCIN

Mr = 280.55 g/mol

300 mg (1.37 mmol) 6-Chlor-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (115) wurden in

15 ml Anisol suspendiert und mit 2.4 g (8.4 mmol) Phosphoroxybromid versetzt. Das

Reaktionsgemisch wurde eine Stunde bei 120 °C geruhrt. Das Gemisch wurde auf

Raumtemperatur abgekuhlt und mit Wasser versetzt. Anschlielend wurde mit

Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je

50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der

Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan /isoHexan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute:
Schmelzpunkt:
TH-NMR

(400 MHz, CD2Cl2):

13C-NMR

(101 MHz, CD2Cl2):

IR (KBr):

106 mg (0.378 mmol/28 %) hellgelber Feststoff
117 °C

5 (ppm) = 8.41 (bs, 1H, 9-H), 8.02 (ddd, J = 1.8, 0.8 Hz,
1H, 5-H), 7.98 (dt, J = 7.8, 0.9 Hz, 1H, 4-H), 7.61 (dd, J =
7.8, 1.0 Hz, 1H, 2-H), 7.48 — 7.40 (m, 2H, 7-H, 8-H), 7.14
(t, J = 7.8 Hz, 1H, 3-H)

5 (ppm) = 139.25 (C-9a), 138.05 (C-8a), 129.24 (C-2),
127.16 (C-7), 125.96 (C-6), 125.30 (C-4b), 124.17 (C-4a),
121.46 (C-3), 121.00 (C-5), 120.10 (C-4), 112.76 (C-8),
104.70 (C-1)

7 (cm™) = 3443 (s), 1606 (m), 1562 (m), 1490 (m), 1460
m), 1444 (s), 1276 (s), 1231 (m), 1065 (m), 801 (s), 738 (s)
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MS (ESI): m/z (rel. Int. in %) = 282 (33) (M - HY, 280 (100) (M - HY,
278 (85) (M - Hy

HR-MS (ESI): m/z = 277.9377 (berechnet fur C12HsBrCIN-
[M - H]: 277.9372)

HPLC-Reinheit: >99 % (A =210 nm)

97 % (A = 254 nm)
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1-Brom-6-methoxy-9H-carbazol (129)

C13H10BrNO
Mr = 276.13 g/mol

1.0 g (4.6 mmol) 6-Methoxy-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-on (112) wurden in
30 mL Anisol suspendiert und mit 3.5 g (12 mmol) Phosphoroxybromid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten bei 120 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Eiswasser gegossen. AnschlieRend wurde mit Natriumhydrogencarbonat
neutralisiert. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und anschliefend dreimal mit je
50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der

Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan 1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 372 mg (1.35 mmol/29 %) beiger Feststoff
Schmelzpunkt: 182 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 8.26 (bs, 1H, 9-H), 7.99 (ddd, J = 7.8, 0.8 Hz,
(400 MHz, CD2Clz): 1H, 4-H), 7.56 (dd, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H, 2-H), 7.54 (d, J =

2.6 Hz, 1H, 5-H), 7.43 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 1H, 8-H), 7.13
—7.08 (m, 2H, 3-H, 7-H), 3.91 (s, 3H, CH3)

13C-NMR 5 (ppm) = 154.94 (C-6), 139.38 (C-9a), 134.56 (C-8a),

(101 MHz, CD2Cl2): 128.41 (C-2), 125.08 (C-4a), 124.56 (C-4b), 120.67 (C-3),
119.83 (C-4), 116.46 (C-7), 112.39 (C-8), 104.61 (C-1),
103.81 (C-5), 56.44 (CHa)

IR (KBr): # (cm'') = 3403 (m), 2359 (m), 1496 (s), 1479 (s), 1288 (s),
1220 (s), 1190 (m), 1170 (s), 1134 (m), 810 (s), 784 (s), 760
(m)
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MS (EI): miz (rel. Int. in %) = 277 (95) [M*], 275 (100) [M*], 262
(75), 260 (80), 234 (20), 232 (20)

HR-MS (El): m/z = 274.9948 (berechnet fiir C13H10BrNO: 274.9946)

HPLC-Reinheit: 91 % (A = 210 nm)

91 % (A = 254 nm)
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N-[2-(7,8-Dichlor-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (130)

C20H14CI2N20
M = 369.25 g/mol

150 mg (0.476 mmol) 8-Brom-1,2-dichlor-9H-carbazol (125) wurden zusammen mit
86 mg (0.48 mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 56 mg (0.046 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 10 mL
1,2-Dimethoxyethan und 5 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 4 mL einer 2M Natriumcarbonat-Losung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlieRend bei 90 °C Uber Nacht statt. Das Reaktionsgemisch wurde dann in
100 mL Wasser aufgenommen und viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mittels FSC

(Ethylacetat/isoHexan 1:1 — 99:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 20 mg (0.054 mmol/11 %) weilder Feststoff
Schmelzpunkt: 233 °C

TH-NMR 0 (ppm) = 10.64 (bs, 1H, 9"-H), 9.06 (bs, 1H, 1-NH), 8.23
(400 MHz, DMSO-ds): -8.12(m,2H,4""-H, 5"-H), 7.69 (d, J = 7.4 Hz, 1H, 6"-H),

7.49 —7.37 (m, 3H, 3°-H, 5°-H, 3""-H), 7.37 — 7.27 (m, 3H,
4°-H,2"-H, 6"'-H), 1.74 (s, 3H, 2-H)

277



6. Experimenteller Teil

13C-NMR
(101 MHz, DMSO-dé):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (E):
MS (ESI):

HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

278

5 (ppm) = 169.19 (C-1), 138.49 (C-8"'a), 137.96 (C-9""a),
135.89 (C-17), 132.44 (C-2°), 131.07 (C-57), 128.09 (C-3",
C-27), 127.86 (C7""), 126.34 (C-6"), 125.56 (C-4"), 123.39
(C-4""a), 123.24 (C-4"'b), 123.14 (C-8""), 120.61 (C-37),
120.29 (C-6"), 120.04 (C-5"), 119.79 (C-4""), 113.88 (C-
17, 23.08 (C-2)

 (cm") = 3375 (m), 3262 (m), 1633 (s), 1516 (s), 1431 (m),
1414 (m), 1370 (m), 1306 (m), 1161 (m), 787 (m), 756 (s),
741 (m)

m/z (rel. Int. in %) = 370 (50) [M*], 369 (10) [M*], 368 (60)
[M*], 326 (100), 327 (35), 328 (55), 277 (55), 278 (20),
159 (20)

m/z = 368.0481 (berechnet flr C20H14CI2N20: 368.0483)

m/z (rel. Int. in %) = 369 (70) (M - H), 368 (25) (M - H),
367 (100) (M - HYy

m/z = 367.0422 (berechnet fir C20H13CI2N20"
[M - H]: 367.0405)

>99 % (A = 210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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N-[2-(6-Chlor-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (131)

C20H15CIN20
r = 334.80 g/mol

120 mg (0.428 mmol) 1-Brom-6-chlor-9H-carbazol (128) wurden zusammen mit 77 mg
(0.43 mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 50 mg (0.043 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 10 mL
1,2-Dimethoxyethan und 5 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 4 mL einer 2M Natriumcarbonat-L6sung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlie3end bei 90 °C Uber 18 Stunden statt. Das Reaktionsgemisch wurde dann in
100 mL Wasser aufgenommen und viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(Ethylacetat/isoHexan 1:1 — 99:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 15 mg (0.045 mmol/10 %) beiger Feststoff

Schmelzpunkt: >250 °C
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H-NMR
(500 MHz, CD2Clz):

13C-NMR
(126 MHz, CD2Cl>):

IR (KBr):

MS (EI):

HR-MS (El):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

280

5 (ppm) = 8.29 (bs, 1H, 9""-H), 8.22 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 6
H), 8.11 (dd, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H, 4""-H), 8.09 (d, J = 1.9
Hz, 1H, 5°-H), 7.47 (ddd, J = 8.6, 7.5, 1.7 Hz, 1H, 5"-H),
7.44 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H, 3"-H), 7.42 — 7.33 (m, 4H,
2""-H, 3""-H, 7"-H, 8'"-H), 7.31 (ddd, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H,
4°-H), 7.03 (bs, 1H, 1-NH), 1.78 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 169.47 (C-1), 139.04 (C-9"'a), 138.52 (C-8 "a),
136.20 (C-17), 131.16 (C-3"), 129.51 (C-57), 127.89 (C-2",
C-4"a), 126.81 (C-7"), 125.57 (C-4), 125.55 (C-2°),
124.99 (C-4"'b), 123.49 (C-6°), 123.41 (C-6""), 121.45 (C-
17), 121.04 (C-47'), 120.78 (C-57"), 120.64 (C-3""), 112.52
(C-8""), 24.67 (C-2)

7 (cm') = 3391 (m), 3289 (m), 1686 (s), 1581 (m), 1522 (s),
1449 (s), 1305 (m), 1240 (m), 798 (m), 766 (m), 747 (m)

miz (rel. Int. in %) = 336 (40) [M*], 335 (30) [M*], 334 (90)
[M*], 292 (100), 293 (25), 294 (40), 255 (20), 256 (60),
257 (20)

m/z = 334.0871 (berechnet fiir C20H1sCIN20: 334.0873)
m/z (rel. Int. in %) = 333 (100) (M - H), 335 (40) (M - H)"

m/z = 333.0809 (berechnet flir C20H14CIN20"
[M - H]: 333.0795)

>99 % (A =210 nm)
>99 % (A = 254 nm)
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N-[2-(6-Methoxy-9H-carbazol-1-yl)phenyl]acetamid (132)

C21H18N202
r = 330.39 g/mol

50 mg (0.18 mmol) 1-Brom-6-methoxy-9H-carbazol (129) wurden zusammen mit
32 mg (0.18 mmol) 2-Acetamidophenylboronsaure (24) und 21 mg (0.018 mmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einen Schlenkkolben eingewogen und der
Kolben unter Stickstoffatmosphare verschlossen. Es wurde ein Gemisch aus 4 mL
1,2-Dimethoxyethan und 2 mL Ethanol zugespritzt, durch welches zuvor 10 Minuten
lang Stickstoff geleitet wurde. Die Suspension wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurden 2 mL einer 2M Natriumcarbonat-L6sung zugespritzt, die zuvor
ebenfalls 10 Minuten mit Stickstoff durchstromt wurde. Die Umsetzung fand
anschlieend bei 90 °C Uber 12 Stunden statt. Im Anschluss wurde das Gemisch mit
100 mL Wasser versetzt und dann viermal mit je 60 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mittels FSC
(Dichlormethan/isoHexan 1:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde aus Pentan

rekristallisiert.

Ausbeute: 30 mg (0.091 mmol/25 %) weilder Feststoff
Schmelzpunkt: 224 °C
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H-NMR

(500 MHz, Aceton-ds):

3C-NMR
(126 MHz, Aceton-de):

IR (KBr):

MS (ESI):
HR-MS (ESI):

HPLC-Reinheit:

282

5 (ppm) = 9.80 (bs, 1H, 9""-H), 8.25 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 6'-
H), 8.15 (bs, 1H, 1-NH), 8.13 (ddd, J= 7.6, 1.4, 0.7 Hz, 1H,
4"-H), 7.72 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 5""-H), 7.45 — 7.38 (m, 3H,
3°-H, 5°-H, 8"-H), 7.30 — 7.21 (m, 3H, 4"-H, 2"-H, 3""-H),
7.04 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H, 7°"-H), 3.90 (s, 3H, O-CHs),
1.80 (s, 3H, 2-H)

5 (ppm) = 169.21 (C-1), 154.92 (C-6""), 139.77 (C-9""a),
137.50 (C-17), 136.11 (C-8""a), 131.54 (C-57), 129.44 (C-
2°), 128.99 (C-3°), 127.45 (C-2"'), 125.07 (C-4°), 124.66
(C-4""a), 124.46 (C-4"'b), 123.81 (C-6"), 122.20 (C-17"),
120.76 (C-47), 119.63 (C-3"), 116.08 (C-7""), 112.78 (C-
8°"), 103.62 (C-5""), 56.12 (O-CHs), 24.06 (C-2)

7 (cm™) = 3410 (m), 3313 (s), 1689 (s), 1520 (s), 1463 (m),
1450 (s), 1287 (m), 1209 (s), 754 (s)

m/z (rel. Int. in %) = 331 (100) (M + H)*, 289 (15)

m/z = 331.1441 (berechnet fir C21H19N202*
[M + H]*: 331.1447)

97 % (A = 210 nm)

95 % (A = 254 nm)
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7-Brom-3-isopropyl-1H-indol (133)

C11H12BrN
Mr = 238.13 g/mol

500 mg (2.24 mmol) 2-Bromphenylhydrazin-Hydrochlorid (21) und 0.360 mL
(3.36 mmol) Isovaleraldehyd wurden in einer Mischung aus 10 mL Ethanol und 0.5 mL
Eisessig gelost. Das Gemisch wurde 6 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und filtriert. Das Filtrat wurde
unter Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde mittels FSC (Dichlormethan/isoHexan

1:9) aufgereinigt.

Ausbeute: 403 mg (1.69 mmol/76 %) gelbes Ol
TH-NMR 0 (ppm) = 8.19 (bs, 1H, 1-H), 7.61 (ddd, J = 7.9, 0.8 Hz,
(400 MHz, CD2Clz): 1H, 4-H), 7.33 (dd, J=7.4, 0.8 Hz, 1H, 6-H), 7.06 (dd, J =

24,009 Hz, 1H, 2-H), 6.99 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 3.19
(septd, J=6.9, 1.0 Hz, 1H, 1°-H), 1.36 (d, J = 6.8 Hz, 6H,

2°-H, 17-H)
13C-NMR 5 (ppm) = 135.71 (C-7a), 128.64 (C-3a), 125.76 (C-3),
(101 MHz, CD2Cl2): 124.54 (C-6), 120.67 (C-5), 120.65 (C-2), 119.18 (C-4),

105.10 (C-7), 26.22 (C-17), 23.59 (C-2", C-1"")

IR (KBr): 7 (cm) = 3429 (m), 2959 (m), 2869 (m), 1488 (m), 1433
(s), 1334 (s), 1197 (s), 1037 (m), 778 (s), 737 (s)
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MS (EI): miz (rel. Int. in %) = 239 (32) [M*], 237 (32) [M*], 224
(94), 222 (100), 143 (59)

HR-MS (El): miz = 237.0152 (berechnet fiir C11H12BrN: 237.0153)

HPLC-Reinheit: >99 % (A = 210 nm)

74 % (A = 254 nm)
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6.3 Arbeitsmethoden biologische Testung
6.3.1 ALPHA-Screen

Die Experimente wurden am SGC in Oxford von unserem Kooperationspartner
durchgefuhrt.

Dose-response:

Die idealen Konzentrationen an Macrodomain-Protein und Macrodomain-ALPHA-
Screen Peptid wurden Uber ,dose-response“-Experimente ermittelt. Das Peptid wurde
dazu gegen Macrodomain-Protein in Konzentrationsbereichen jeweils zwischen
3200 nM und 0.2 nM in 15 Verdunnungsstufen titriert. Alle Reagenzien wurden in
Assay-Puffer (25 mM HEPES, 100 mM NaCl, 0.1 % BSA und 0.05 % CHAPS) geldst
und vor dem Auftragen auf die Assay-Platten auf Raumtemperatur equilibriert. Der
Assay wurde in 20 uL Wells auf low-volume ProxiPlateTM-384 Plus Assay-Platten
(PerkinElmer) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dazu wurden 4 uL Peptid mit 4 pL
Protein in 4 yL Assay-Puffer Uber 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 8 L AlphaScreen donor und acceptor beads (jeweils 5 mg/mL; finale Assay-
Konzentration: 16 pg/mL, Perkin Elmer AlphaScreen® Histidine (Nickel Chelate)
Detection Kit) unter Schwachlicht-Bedingungen zugegeben und die Platten mit Folie
versiegelt. Anschliefend wurde weitere 60 Minuten inkubiert. Die Platten wurden mit
einen PHERAstar FS plate reader (BMG Labtech) unter Verwendung des AlphaScreen

680 excitation/570 emission filter set ausgelesen.

Testung:

Fur die Testung der einzelnen Verbindungen wurden 20 nL der geldsten Verbindung
mit einem Echo acoustic liquid handler in ProxiPlateTM-384 Plus Assay-Platten
(PerkinElmer) verteilt. Dann wurden 12 uL einer Loésung zugegeben, die sowohl das
Macrodomain-ALPHA-Screen-Peptid als auch das Macrodomain Protein (in der
jeweils zuvor bestimmten optimalen Konzentration fur den Assay) in Assay-Puffer (25
mM HEPES, 100 mM NaCl, 0.1 % BSA und 0.05 % CHAPS, 0.5 mM TCEP) enthalt.
Alternativ wurden 12 uL einer Losung von biotinyliertem, Hexahistidin-markiertem
Linker-Peptid zugesetzt um Counterscreen-Experimente zur Validierung einer
Verbindung durchzufihren. AnschlieRend wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurden 8 puL AlphaScreen donor und acceptor beads (jeweils 5 mg/mL;
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finale Assay-Konzentration: 16 ug/mL, Perkin Elmer AlphaScreen® Histidine (Nickel
Chelate) Detection Kit) unter Schwachlicht-Bedingungen zugegeben und die Platten
mit Folie versiegelt. AnschlieRend wurde weitere 60 Minuten inkubiert. Die Platten
wurden mit einem PHERAstar FS plate reader (BMG Labtech) unter Verwendung des

AlphaScreen 680 excitation/570 emission filter set ausgelesen.

6.3.2 ITC (Isotherme Titrationskalorimetrie)

Die Experimente wurden am SGC in Oxford von unserem Kooperationspartner
durchgefuhrt. Fur die Messungen wurde ein VP-ITC Mikro-Titrationskalorimeter von
MicroCal™, LLC (Northampton, MA), mit einem ThermoVac-Modul, einem
Zellvolumen von 1.8 mL und einer 350 pyL Mikrospritze verwendet. Das Protein wurde
Uber Nacht gegen ITC-Puffer dialysiert (50 mM HEPES pH 7.5 bei 25 °C, 300 mM
NaCl, 5 % Glycerol, 0.5 mM TCEP), der auch fur die Herstellung der Lésungen der
Testverbindungen benutzt wurde. Die Experimente wurden bei 12 °C und einer
Ruhrgeschwindigkeit von 307 UpM in ITC-Puffer durchgefiuhrt. Die
Mikroinjektionsspritze wurde mit der Losung der Testverbindung (0.8 mM — 1.0 mM in
ITC-Puffer) beladen und in die Kalorimeter-Messzelle eingebracht, die mit Protein-
Losung (40 pM — 50 pM) befullt war. Das System wurde aquilibriert bis die
Messtemperatur von 12 °C erreicht war. Das Experiment wurde dann nach
zusatzlichen 120 Sekunden Verzdgerung gestartet. Alle Versuche wurden mit einer
Initial-Injektion von 2 pL, gefolgt von 28 identischen Injektionen von 10 uL mit einer
Dauer von 4 Sekunden pro Injektion und einer Pause von 240 Sekunden zwischen den
einzelnen Injektionen durchgefuhrt. Die Daten-Analyse erfolgte mit der zum Gerat
gehorigen MicroCal™ Origin  Software, die Bindungsenthalpien (AH) und
Dissoziationskonstanten (Kb) liefert. Thermodynamische Parameter wurden berechnet
(AG = AH - TAS = RTInKp, wobei AG, AH und AS die jeweilige Anderung der freien
Energie, Enthalpie und Entropie ist). Es wurde ein ,single binding site“ Modell

angewendet.
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6.3.3 BLI (Bio-Layer-Interferometrie)

Die Experimente wurden am SGC in Oxford von unserem Kooperationspartner
durchgefuhrt. Die BLI-Bindungs-Assays wurden an einem Octet RED384 BLI Gerat
(fortéBio) durchgefuhrt. Superstreptavidin  (SSA) Biosensoren wurden mit
biotinyliertem Macrodomain-Protein beladen und 120 Sekunden in Assay-Puffer
(25 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.01 % Tween 20) aquilibriert. Die Assoziation
wurde in Assay-Puffer, der jeweils eine von sieben 1:1 Verdlinnungen der zu testenden
Verbindung enthielt, iber 240 Sekunden gemessen. Die Dissoziation wurde Uber 240
Sekunden in reinem Assay-Puffer gemessen. Die Experimente wurden mit SSA-
Biosensoren ohne biotinyliertem Protein wiederholt. Die erhaltenen Daten wurden mit
der Analysen-Software von fortéBio ausgewertet. Die Assoziations-Rate ko, und die
Dissoziationsrate Ko# wurden unter Verwendung einer ,single-site binding“-Naherung

berechnet. Die Dissoziationskonstante Kp wurde aus dem Verhaltnis kol kon errechnet.

6.3.4 Agar-Diffusions-Test

Von den zu testenden Verbindungen wurden 1 %ige (m/V) Stammloésungen in
Dimethylsulfoxid hergestellt und davon jeweils 3.0 uL auf Testplattchen (Durchmesser
6 mm) der Firma Macherey-Nagel aufgetragen, was einer Menge von 30 ug Substanz
pro Filterplattchen entspricht. Das antimykotisch wirksame Clotrimazol und das
antibiotisch aktive Tetracyclin wurden als Referenzsubstanzen verwendet. Von diesen
Referenzen wurden 1 %ige (m/V) Stammldsungen in Dimethylsulfoxid hergestellt.
Jeweils 3.0 yL dieser Referenzldsungen wurden auf Rundfilter aufgetragen, was einer
Menge von 30 ug Substanz pro Filterplattchen entspricht. Die Blindwerte wurden durch
Auftragen von 3.0 yL reinem Dimethylsulfoxid pro Rundfilter gemessen. Die
Testplattchen wurden vor dem Aufbringen auf die Testplatten 24 Stunden zum

Trocknen ausgelegt.

Die Pilze und Bakterien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DMSZ) in Braunschweig bezogen und entsprechend der
mitgelieferten Vorschriften in Flissigkultur angezichtet. Als Nahrmedium wird flr
Candida glabrata, Hyphopichia burtonii, Yarrowia lipolytica, Escherichia coli und
Pseudomonas marginalis, ein All-Culture Agar (AC-Agar) der Firma Sigma verwendet.
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Fur die Herstellung des Nahrmediums werden 35.2 g AC-Agar und 20 g Agarin 1.0 L
Wasser suspendiert und anschlieRend autoklaviert. Flr Streptococcus entericus und
Staphylococcus equorum wird ein Agar aus 10.0 g Caseinpepton, 5.0 g Hefeextrakt,
5.0 g Glucose und 5.0 g Natriumchlorid in 1.0 L Wasser genutzt, welcher ebenfalls
autoklaviert wird. Unter sterilen Arbeitsbedingungen werden je 15 mL des noch
warmen, flussigen Agars in Petrischalen gefullt und dann mindestens 1 Stunde bei
8 °C gekduhlt, bis der Agar erstarrt ist. Flr den Schimmelpilz Aspergillus niger dient ein
Potato Agar als Nahrmedium. Hierzu werden zur Herstellung 32 g Potato Dextrose
Agar und 20 g Agar in 1.0 L Wasser suspendiert und autoklaviert. Unter sterilen
Arbeitsbedingungen werden ebenfalls je 15 ml des noch warmen, flissigen Agars in

Petrischalen gefullt und dann mindestens eine Stunde bei 8 °C gekuhlt.

Die erstarrten Agar-Boden werden mit einem in der Flussigkultur des jeweiligen Keims
getrankten Wattestabchen bestrichen und sofort mit vier Substanzplattchen, sowie
dem als Blindwert und dem als Referenz praparierten Plattchen belegt. Anschlie3end
werden die praparierten Agar-Platten 36 Stunden bei 32.1 °C (fur Bakterien)
Beziehungsweise bei 28.0 °C (fur Pilze) inkubiert. Der Durchmesser der Hemmhofe

wird manuell ausgemessen.

6.3.5 MTT-Test

Der MTT-Test wird an Zellen der humanen Leukamiezelllinie HL-60 durchgefihrt. Die
Zellzahl pro Milliliter wird auf 9 x 10° Zellen eingestellt. Hierzu wird die aktuelle
Zelldichte der Kultur mittels einer Hamozyten-Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal)
bestimmt und die Zellsuspension in einer Petrischale auf die erforderliche Zelldichte
mit Medium verdinnt. AnschlieBend werden in einer 96-Wellplatte je 99 uL

Zellsuspension pro Well ausgesat und 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Von den zu untersuchenden Testsubstanzen werden jeweils 10 mM Stammldsungen
in Dimethylsulfoxid hergestellt, welche dann sechsmal nacheinander im Verhaltnis 1:2
verdinnt werden. Der Nullwert enthalt 1 yL Dimethylsulfoxid. Die Kontrollzellen
werden mit reinem Nahrmedium versetzt. Als Positivkontrolle wird eine Triton® X-100-
Lésung in einer Endkonzentration von 1 ug/mL zugesetzt. Von jeder Testlosung bzw.
von reinem Dimethylsulfoxid und von der Triton® X-100-Stammlésung werden je 1 uL

in je ein Well, welches schon mit 99 uL der HL-60 Zellsuspension befillt ist, pipettiert
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und 24 Stunden bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert. Danach wird jedes Well mit 10 yL
MTT-LOsung (5 mg MTT in 1.0 mL PBS) versetzt und weitere 2 Stunden unter den
oben angefuhrten Bedingungen inkubiert. Danach werden 190 pL Dimethylsulfoxid
zugesetzt und nach einer Stunde sowie gelegentlichem Rutteln, wird die Platte
photometrisch bei einer Wellenlange von 570 nm (Referenzwellenlange 630 nm) in
einem ELISA-Reader (SLT Spectra, Crailsheim) vermessen. Die statistische
Auswertung sowie die Berechnung der ICso-Werte erfolgt mit Hilfe der Prism 4
Software (GraphPad, USA).

6.3.6 Proteinkristallographie

Die Experimente wurden am SGC in Oxford von unserem Kooperationspartner
durchgefuihrt. Die Kristallisations-Screenings wurden sowohl unter ligand friendly
screen 6 (LFS6)“-Bedingungen, ,Joint Center for Structural Genomics 7 (JCSG7)’-
Bedingungen als auch ,Hampton Index Screen 3 (HIN3)“-Bedingungen nach der
sitting-drop-vapour-diffusion-Methode!'?3] durchgefiihrt. Dabei wurden 150 nL Tropfen
aus Lésungen von frischem bzw. tiefgefrorenem Protein mit Konzentrationen von 12 -
20 mg/mL mit Verhaltnissen von Protein zu Kristallisations-Puffer von 1:2, 1:1 und 2:1
aufgesetzt. Die Kristallisations-Platten wurden bei 4 °C bzw. 20 °C Uber einen Zeitraum
von zwei Monaten inkubiert und mit einem CrystalMation™ Minstrel 11l abgebildet. Die
Kristalle wurden mit Nylon-Osen gefasst und in fliissigen Stickstoff tUberfihrt. Die

Daten wurden mit einer Diamond Synchrotron beamline erfasst.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

7. Abkurzungsverzeichnis

°C

Mg

ML

MM

3D
Abb.
AcCl
Aceton-ds
AcOH
ADP
ADP-R
ALPHA
AMP
Arg/R
ARTD
Asp /N
ATP
ATR
BAL
BINAP
BLI

Bn

Boc
Boc20
br
BRCT
BuaNBr
bzw.
CD2Cl2
CDCl3
CO2

Wellenzahl (cm™)
Grad

Grad Celsius
Mikrogramm
Mikroliter

Mikromol
dreidimensional
Abbildung
Essigsaurechlorid
deuteriertes Aceton
Essigsaure
Adenosindiphosphat
Adenosindiphosphat-Ribose

Amplified luminescent proximity homogeneous assay

Adenosinmonophosphat
Arginin

ADP-ribosyltransferase, diphteria toxin-like

Asparagin
Adenosintriphosphat
Attenuated Total Reflectance
B-aggressive lymphoma

2,2'-Bis(diphenylphosphin)-1,1'-binaphthyl

Bio-layer Interferometrie
Benzyl
tert-Butyloxycarbonyl
Di-tert-butyldicarbonat
breit

BRCA1 C-terminal-domain
Butylammoniumbromid
beziehungsweise
deuteriertes Dichlormethan
deuteriertes Chloroform
Kohlenstoffdioxid
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CoaSt6
Cs2C0s3
Cu2Cl2
CuBr2
CuSOq4
d

DBU
DC
DCM
dd
DME
DMF
DMSO
DMSO-ds
DNA
dppf
DSF
DSMz
El
EMA
ESI

Et

et al.
EtsN
EtOH
eV

FDA
Fe
FHA
FSC

g
GC-MS
Glu/E
Gly/G
H20
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Collaborator of STAT6
Casiumcarbonat

Kupfer(l)chlorid

Kupfer(ll)bromid

Kupfer(ll)sulfat

Dublett
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dunnschichtchromatographie
Dichlormethan

Dublett eines Dublett
1,2-Dimethoxyethan
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
1,1'-Bis(diphenylphosphino)ferrocen
Differential Scanning Fluorimetrie
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Elektronensto3-lonisation
European Medicines Agency
Elektrospray-lonisation

Ethyl

et alii (und andere)

Triethylamin

Ethanol

Elektronenvolt

US Food and Drug Administration
Eisen

forkhead-associated domain
Flash-Saulen-Chromatographie
Gramm

Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Glutaminsaure

Glycin

Wasser
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HBr
HCC
HCI
HDAC
HPLC

K2COs
Kap.
Kat.
KBr

Kb
KMnO4
KOH

L
LHMDS
Li2COs3
LiBr
LiOH
LiOtBu
Lys/K
M

m

m/z
MAR

Bromwasserstoff

hepatozellulares Karzinom
Chlorwasserstoff
Histondeacetylase
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
homologe Rekombination
hochauflésende Massenspektroskopie
Herz

lod

mittlere inhibitorische Konzentration
Immunglobulin A

Isoleucin

Infrarotspektroskopie

Isothermal Titration Calorimetry
Kopplungskonstante in der NMR-Spektroskopie
c-Jun N-terminale Kinase

keine Inhibition

Kaliumcarbonat

Kapitel

Katalysator

Kaliumbromid
Dissoziationskonstante
Kaliumpermanganat
Kaliumhydroxid

Ligand

Lithiumhexamethyldisilazid
Lithiumcarbonat

Lithiumbromid

Lithiumhydroxid
Lithium-tert-butanolat

Lysin

Molar (Mol je Liter)

Multiplett

Masse je Ladungseinheit
mono(ADP)-Ribose
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MCP
Me
MeMgBr
MeOD-d4
Met / M
mg

MHz
min

mL

mm
mmol

Mr

MS
MSA
MTT
MW

N
Na2CO03
NaBHsCN
NaBH4
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NaH
NaNO:2
NaOtBu
n-BulLi
NH4ClI
NHC

nm
NMR

02
pADP-R
PAR
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Macrodomain-containing-protein
Methyl
Methylmagnesiumbromid
deuteriertes Methanol
Methionin

Milligramm

Megaherz

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimol

relative Molekllmasse
Massenspektrometrie
Methansulfonsaure

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Mikrowellen-Bedingungen

Normal

Natriumcarbonat

Natriumcyanoborhydrid

Natriumborhydrid
Nicotinamidadenindinukleotid, oxidiert
Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, oxidiert
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, reduziert
Natriumhydrid

Natriumnitrit

Natrium-fert-butanolat

n-Butyllithium

Ammoniumchlorid

N-heterocyclische Carbene

Nanometer

Kernspinresonanzspektroskopie

Sauerstoff

poly-Adenosindiphosphat-Ribose
poly(ADP)-Ribose
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PARG
PARP
PARP14MD2
PBM

PBZ
Pd(OAc):2
Pd(P(Ph)s)4
Pd/C
Pd2(dba)s
Pd2(dba)s*CHCI3
PEG

Ph

Phe / F
PhOPh
pKa
POBr3
POCIs
PPA

ppm
Pro/P
PTM

q

R

RNA

RP

RRM

RT

s

SAR

sec
sec-BulLi
SEM

sept
Ser/S
SGC

Poly(ADP-Ribose)-Glycohydrolase
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

zweite Macrodomain von PARP14
PAR-bindung motif

PAR-binding Zinkfinger
Palladium(ll)acetat
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
Palladium auf Kohle
Tris(dibenzylideneaceton)dipalladium(0)
Tris(dibenzylideneaceton)dipalladium(0) Chloroform-Addukt
Polyethylenglycol

Phenyl

Phenylalanin

Diphenylether

Saurekonstante

Phosphoroxybromid
Phosphoroxychlorid
Polyphosphorsaure

parts per million

Prolin

Posttranslationale Proteinmodifikationen
Quartett

Rest

Ribonukleinsaure

reversed Phase

RNA-recognition motif
Raumtemperatur

singulett

Structur-Activity Relationship

sekundar

sec-Butyllithium
2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl

Septett

Serin

Structural Genomics Consortium
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Smp. Schmelzpunkt

SN2 Nucleophile Substitution zweiter Ordnung
t Triplett

T Temperatur

Tab. Tabelle

TARG ADP-ribose glycohydrolase 1
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

tBuLi tert-Butyllithium

TEBAC Benzyltriethylammoniumchlorid
tert tertiar

Tf Triflylgruppe

Tf20 Trifluormethansulfonsaureanhydrid
TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TiCls Titan(IV)chlorid

T™MS Tetramethylsilan

TS Thymidylat-Synthase

TsOH Toluolsulfonsaure

uv Ultraviolett

Val/V Valin

vgl. vergleiche

WWE WWE-Domain

z.B. zum Beispiel

o) Chemische Verschiebung in der NMR-Spektroskopie (ppm)
A Wellenlange
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