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3.1 Syntheseverfahren fir 4-(Indol-3-yl)chinazoline

Da eine Umsetzung von 3-(2-Hydroxybenzoyl)indolen mit Formamidinacetat zu 4-(Indol-3-
ylh)chinazolinen auf direktem Weg nicht mdglich ist, soll versucht werden, die 4-(Indol-3-
yl)chinazoline mit den im Kapitel 2 beschriebenen Substanzmerkmalen aus ihren beiden
Teilstrukturen, dem Chinazolin- und dem Indol-Grundgerust, zu synthetisieren. Dafur soll
zunachst eine Verbindung hergestellt werden, die als Modellsubstanz zur Uberpriifung
geeigneter Hetarylierungsverfahren dient. Zu diesem Zweck wurde das bisher unbekannte,
unsubstituierte 4-(Indol-3-yl)chinazolin (2) ausgewahlt (Abb. 18).

Abb. 18: Die Modellverbindung 2

Zur VerknlUpfung zweier Aryl-Grundgeriste stehen mehrere Aryl-Kopplungsreaktionen zur
Auswahl, von denen einige in Tabelle 4 kurz vorgestellt werden. Diese laufen allerdings nur

mit maRigen bis schlechten Ausbeuten ab [45].

-Fittia- Na Ar’-Hal
Wurtz-Fittig-Synthese Ar-Hal Ar-Na Ar-Ar
; Cu Ar’-l
Ulimann-Reaktion 2Ar-l —> Ar-Cu——> Ar-Ar’
_ Pd
Suzuki-Kopplung Ar-Br + Ar-B(OH),— Ar-Ar

; OH"
Gomberg-Bachmann-Reaktion Ar-H + Ar-NEN —  ArAr

Tabelle 4: Ausgewahlte Aryl-Kopplungsverfahren
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3.1.1 Angedachte Hetarylierung unter Verwendung zinnorganischer Verbindungen

Fur die Herstellung der Verbindung 2 stand deshalb zunachst ein Verfahren zur Diskussion,
das zinnorganische Verbindungen verwendet und in mehreren Patentschriften erwahnt wird
[46-48].

Bei dieser Hetarylierungsmethode kann entweder der Chinazolinteil (Abb. 19) oder der
Indolteil (Abb. 20) nach vorheriger Halogenierung mit Chlor oder lod metalliert und im
Anschluss daran mit dem entsprechenden halogenierten Indol bzw. Chinazolin verknlpft
werden [49, 50].

Bei der in Abbildung 19 dargestellten Methode lassen sich die Schritte 1.) und 2.) ohne
Probleme nachvollziehen. Allerdings ist im Anschluss daran eine Hetarylierung in Position 3
des Indols, wie in 3.) dargestellt, selektiv nicht mdglich, da das bereits vorhandene
Halogenmuster des Indol-Grundgertstes mdéglicherweise auch Hetarylierungen an anderen
Positionen des Indols zulasst. Infolgedessen wirden Mono- und Bis-Substitutionen mit
Zinnalkylen das fur die Wirksamkeit dieser Verbindungen essentielle Halogenmuster nicht

mehr garantieren.
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Abb. 19: Hetarylierungsverfahren zur Herstellung halogensubstituierter 4-(Indol-3-yl)chinazoline mit

einem metallierten Chinazolin nach Myers et al. [49, 50]
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Im Gegensatz dazu soll bei der Methode, die in Abbildung 20 beschrieben wird, das
halogensubstituierte Indol nach vorgehender lodierung bzw. Chlorierung in Position 3
zinnorganisch metalliert werden, um im Anschluss daran mit dem 4-Chlorchinazolin zum 4-
(Indol-3-yl)chinazolin umgesetzt zu werden.

Auch hier stellt sich das Problem, dass die zinnorganische Verbindung das halogenierte
Indol nicht selektiv in Position 3 metalliert und, wie bereits im vorherigen Abschnitt
beschrieben, dadurch das Ubrige Halogenmuster der Indol-Teilstruktur nicht zu erhalten

ware.

Abb. 20: Hetarylierungsverfahren zur Herstellung halogensubstituierter 4-(Indol-3-yl)chinazoline mit

einem metallierten Indol nach Myers et al. [49, 50]

Daher wurde von diesen Methoden zur Herstellung halogensubstituierter 4-(Indol-3-
yl)chinazoline (Abb. 19 und 20) Abstand genommen, und es wurden andere

Syntheseverfahren in Betracht gezogen (Kap. 3.1.2).

3.1.2 Versuch zur Herstellung der Modellsubstanz 2 unter Einsatz von Grignard-

Verbindungen

Da die im Kapitel 3.1.1 beschriebenen Methoden, Uber zinnorganische Verbindungen zu den
halogensubstituierten 4-(Indol-3-yl)chinazolinen zu gelangen, theoretisch fragwurdig waren,
wurden zunachst andere Indol-Metallierungen auf ihre Eignung flr eine Hetarylierungs-
Synthese mit Chinazolinen Gberpruft.

Dabei boten sich Indol-Metallierungsverfahren z. B. mit Lithium-, Natrium-, Kalium-, Silber-
und Magnesiumverbindungen an, bei denen das Indol-NH salzartig verandert wird, wodurch
ein partial anionischer Charakter im Indolkern induziert und die Elektronendichte an C3
erhoéht wird [51].

Indolyl-Metall-Verbindungen weisen allerdings unterschiedliche Bindungseigenschaften auf.
Ob die Stickstoff-Metall-Bindung ionisch oder polar-kovalent vorliegt, hangt im Wesentlichen
von der Ladung des verwendeten Metalls und der Struktur der organischen Verbindung, aber

auch vom verwendeten Lésungsmittel ab.
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Wahrend bei den Alkalimetallsalzen, die geringere Elektronegativitaten aufweisen, eher ein
ionischer Charakter zum Tragen kommt und sie dadurch schwer I8slich in organischen
Lésungsmitteln sind, werden Indolyl-Magnesium-Verbindungen in Diethylether durch eine
kovalente Bindung beschrieben.

Allerdings hat das Losungsmittel auf diese Bindung einen erheblichen Einfluss.
Beispielsweise bekommt die Indolyl-Magnesium-Verbindung in Tetrahydrofuran, einer
starkeren Base als Ether, einen ahnlich ionischen Charakter wie die entsprechenden
Alkalimetallsalze [52, 53].

10 Jahre nach der Entdeckung von Alkylmagnesiumhaliden durch Grignard, der dafir und
insbesondere fir das Studium der Reaktion zwischen Organomagnesium-Verbindungen und
Carbonylverbindungen im Jahr 1912 den Nobelpreis fir Chemie erhielt, beobachtete Oddo
die Reaktion von Indol mit Ethylmagnesiumiodid in Diethylether zum Indol-1-
ylmagnesiumiodid unter Bildung von Ethan. Von dieser metallierten Indol-Verbindung ist
bekannt, dass sie mit vielen Alkylierungs- und Arylierungsreagentien sowie halogenierten
Heterocyclen zu 3-substituierten Indolen mit exzellenten Ausbeuten reagiert [51].

Aus diesem Grund soll die Synthese substituierter 4-(Indol-3-yl)-chinazoline Uber die

Hetarylierung von Indolyl-Magnesium-Verbindungen in 3-Position versucht werden.

Die verwendeten Grignard-Verbindungen der Struktur R-Mg-X werden durch Umsetzung von
Alkyl- oder Arylhalogeniden mit metallischem Magnesium hergestellt. Dafur Uberschichtet
man die Magnesiumspane mit einem Ether und tropft anschlieRend das Alkylhalogenid dazu.
Infolgedessen geht das Metall unter Warmeentwicklung in Lésung. Die Triebkraft dieser
Reaktion ist das Bestreben des Metalls, eine ionische Bindung einzugehen. Man nimmt an,
dass die Einschiebung des Magnesiums in die R-X-Bindung des Alkylhalogenids radikalisch
verlauft.

Die Reaktion wird gewohnlich in wasserfreiem Diethylether und héheren Ethern, z. B.
Dibutylether und Amylether, auRerdem in Tetrahydrofuran, 1,4-Dioxan, Anisol, Ligroin,
Benzen und Xylen durchgeflihrt.

In Lésung befindet sich die Grignard-Verbindung im Gleichgewicht mit Dialkylmagnesium
und Magnesiumhalogenid (Schlenk-Gleichgewicht), ferner mit einem Dimer, bei dem es sich

um eine Elektronenmangelverbindung handelt (Abb. 21).
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Abb. 21: Darstellung der Grignard-Verbindung und des Schlenk-Gleichgewichtes [53]

Alle Verbindungen sind zudem mit Ether komplexiert, woflr eine Lewis-Saure/Lewis-Base-
Reaktion verantwortlich ist. Durch diese erlangt Magnesium eine Oktett-Konfiguration, durch
die die Stabilitat der Grignard-Verbindung erhoht wird.

Bei Verwendung anderer Losungsmittel als Diethylether kann sich das Schlenk-Gleich-
gewicht zur Seite der Nebenprodukte hin verlagern. Dadurch nimmt die Ausbeute an
Grignard-Verbindung erheblich ab. Der gleiche Effekt tritt auf, wenn ohne Eiskiihlung
gearbeitet wird. Der Diethylether ist somit Lésungsmittel und Ligand.

Aullerdem ist das verwendete Losungsmittel eine wichtige Vorraussetzung daftr, ob am N1
oder C3 des Indols alkyliert bzw. aryliert wird. Wahrend in Hexamethylphosphortriamid
hauptsachlich das N-substituierte Produkt entsteht, dominiert in Diethylether,
Tetrahydrofuran und Acetonitril die an C3 substituierte Verbindung. Zudem begulnstigen
Indolyl-Magnesium-Verbindungen eine C3-Alkylierung, was einen weiteren Vorteil gegentber
den entsprechenden, hauptsachlich N-alkylierenden Alkalimetall-salzen darstellt.

Substanzen wie Wasser, Alkohole, Amine, Alkine und andere C-H-acide Verbindungen

zersetzen Grignard-Verbindungen unter Bildung von Kohlenwasserstoffen [51-54].

Die Kohlenstoff-Magnesium-Bindung ist erwartungsgemafl stark polarisiert, wobei der
Kohlenstoff die negative Teilladung tragt.

Der partial anionische Charakter der Indolyl-Magnesium-Verbindung ist in Abb. 22
vereinfacht dargestellt. Hier wird erkennbar, dass die Elektronendichte an C3 im Vergleich
zum nicht-metallierten Indol steigt, wodurch eine elektrophile Substitution an dieser Position

erst mdglich wird.
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Abb. 22: Vereinfachte Darstellung des partial anionischen Charakters der Indolyl-Magnesium-
Verbindung [55]

Die auf diese Weise metallierten Indole sollten sich daher als Nucleophile im Rahmen von

Hetarylierungsverfahren eignen [55].

Deshalb wird versucht, das unsubstituierte 4-(Indol-3-yl)chinazolin (2) unter Verwendung von

Grignard-Reagenz aus kauflich erworbenem Indol und 4-Chlorchinazolin herzustellen.

Zunachst wird 4-Hydroxychinazolin in das entsprechende Elektrophil 4-Chlorchinazolin (1)
Uberfihrt. Dadurch wird die Position 4 des Chinazolins defizitdr und zusatzlich mit einer
guten Abgangsgruppe versehen (Abb. 23).

Zu diesem Zweck wird das 4-Hydroxychinazolin mit Thionylchlorid in Dimethylformamid
erhitzt. Nach dem Vertreiben des Loésungsmittels wird ein Feststoff erhalten, der einer
protonenresonanzspektroskopischen und massenspektrometrischen Untersuchung zugefihrt

wird. Dabei stellt sich heraus, dass keine Umsetzung zur Verbindung 1 stattgefunden hat.

Daher wird in der Literatur nach anderen Chlorierungsverfahren gesucht und eine Methode
gefunden, die Phosphorylchlorid und Phosphorpentachlorid verwendet [56].

Das 4-Hydroxychinazolin wird dazu mit Phosphorylchlorid und Phosphorpentachlorid unter
Ruckfluss erhitzt. Nach vorsichtigem Vertreiben des Losungsmittels wird hier tatsachlich das

gewulnschte Produkt 1 isoliert.

Die Umsetzung mit Phosphorylchlorid erfolgt nach einem Syi-Mechanismus, bei dem sich ein
Esterintermediat als Zwischenstufe bildet. Dadurch wird das C4 des Chinazolins defizitar und
kann von dem frei werdenden Chlorid-lon nucleophil angegriffen werden (Abb. 23)

Die entstehende Verbindung 1 ist instabil und wird sofort als Cross-coupling-Komponente

weiter umgesetzt.
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i) Phosphorylchlorid, Phosphorpentachlorid , AT
Abb. 23: Herstellung der Verbindung 1

Im Rahmen des Hetarylierungsverfahrens wird Methylmagnesiumiodid als Grignard-Reagenz
gewahlt, das aus metallischen Magnesium und Methyliodid in Diethylether zuganglich ist. Bei
dieser Reaktion aktiviert zugesetztes lod die Magnesiumoberfliche und bildet
Magnesiumiodid, das letzte Spuren von Wasser bindet [57].

Nach der Zugabe von kauflich erworbenem und in Diethylether gelostem Indol bildet sich
Indol-1-ylmagnesiumiodid. Dieses wirde ab einer Konzentration von 0,2 M in Diethylether
nicht mehr 16slich sein und eine viskose Masse am Boden des Reaktionsgefalles bilden.
Allerdings wird eine solche Konzentration hier nicht erreicht, sodass nur eine leicht tribe
Lésung auftritt [51]. Nach der Zugabe des in Diethylether kaum l6slichen Elektrophils 4-
Chlorchinazolin 1 als Feststoff entsteht ein Bodensatz, der sich durch nachfolgendes
Erhitzen unter Rickfluss zu einer klebrigen Masse verfestigt. Im Anschluss daran wird diese

Mischung mit Eiswasser hydrolysiert (Abb. 24).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eiskiihlung; ii) 4-Chlorchinazolin (1), AT; iii) Wasser, RT
Abb. 24: Herstellung von Verbindung 2

Nach der Extraktion des Ethylacetat ist bei der

dinnschichtchromatographischen Detektion eine bei einer Wellenlange von 254 und 366 nm

Hydrolyseproduktes — mit

stark hellblau fluoreszierende Substanz auffallig, die durch saulenchromatographische

dem FlieBmittelgemisch Ethylacetat/Ethanol (9:1) von den noch

Aufreinigung mit
vorhandenen Edukten abgetrennt und anschlieRend mittels einer Diffusionsumkristallisation

aus Ethylacetat/n-Hexan gereinigt wird.
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Die daraus entstehenden gelben Kristalle werden danach einer El-massenspektrometrischen
Untersuchung zugeflhrt, bei der die molare Masse der Wunschverbindung 2 durch einen

Molpeak bei m/z 245 bestétigt wurde.

Ein "H-Kernresonanz-Spektrum bestatigt die Struktur der entstandenen Verbindung 2 (Abb.
25). Es zeigt ein mit D,O austauschbares Signal bei 12,16 ppm, das dem Indol-NH
zuzuordnen ist. Auch die Ubrigen Signale im Aromatenbereich (ca. 7-9,5 ppm) passen
eindeutig auf das Aromatenmuster der Verbindung 2. Auffallig ist die starke
Tieffeldverschiebung des Protons am C2 des Chinazolins bei 9,34 ppm. Diese Entschirmung
dirfte durch die beiden elektronegativeren Stickstoffatome in der Nachbarschaft zum C2

hervorgerufen werden.
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Abb. 25 "H-NMR-Spektrum der Modellsubstanz 2

Des Weiteren wird ein Infrarotspektrum aufgenommen, mit dem die stark verbreiterte NH-

Valenzschwingung des Indols bei 3200 cm™ nachgewiesen wird (Abb. 26).
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Abb. 26: [IR-Spektrum der Verbindung 2

Durch diese Befunde kann die Struktur der Wunschverbindung 2 eindeutig bestatigt werden.
Damit zeigt sich, dass sich in diesem Fall das Hetarylierungsverfahren unter Einsatz von

Grignard-Verbindungen bewahrt hat.

Dieses Verfahren soll jetzt auf die Herstellung von 4-(5-Bromindol-3-yl)-6,7-

dimethoxychinazolin (5) ausgedehnt werden (Abb. 27).
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Abb. 27:  4-(5-Bromindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (5)

Gleichzeitig soll damit Uberprift werden, ob diese Methode auch fir die Synthese von am

Indol-Grundgerust halogensubstituierten 4-(Indol-3-yl)-chinazolinen geeignet ist.
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3.2 Herstellung von 4-(Indol-3-yl)chinazolinen durch Hetarylierung von 4-Chlor-
6,7-dimethoxychinazolin  (4) mit verschiedenen, vorrangig halogen-

substituierten Indolgrundkdrpern

Zunachst soll Uberprift werden, ob Halogene am Benzenring des Indols, die bei
vergleichbaren Anilinochinazolinen fiur die Wirksamkeit essenziell sind, wahrend der
Grignard-Reaktion unbeeinflusst bleiben [42, 44].

Aulerdem wird der Chinazolinteil mit einer pharmakokinetisch glinstigen 6,7-Dimethoxy-

Substitution versehen.
3.21 4-(5-Bromindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (5)

Zur Synthese des 4-(5-Bromindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolins (5) (Abb. 27) wird kauflich
erworbenes 5-Bromindol als halogenierter Indolbaustein eingesetzt. Die 4-Chlor-6,7-
dimethoxychinazolin-Teilstruktur (4) wird bevorzugt in Anlehnung an eine Patentvorschrift der
Zeneca LTD hergestellt [58].

3.2.1.1 Herstellung der Hetarylierungskomponente 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin

(4)

Zunachst wird versucht, tUber den nachfolgend gezeigten Syntheseweg zum 4-Chlor-6,7-

dimethoxychinazolin (4) zu gelangen (Abb. 28).
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i) Formamidinacetat, 2-Methoxyethanol, AT; ii) Thionylchlorid, N,N-Dimethylformamid, AT
Abb. 28: Herstellung von 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4)

Zu diesem Zweck wird 3,4-Dimethoxyanthranilsdure mit Formamidinacetat in 2-
Methoxyethanol rilickflieRend erhitzt. Ein Ringschluss flihrt zu analysenreinem 6,7-

Dimethoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (3).

Im "H-NMR-Spektrum ist das der cyclischen Saureamidgruppe zuzuordnende und mit D,O
austauschbare NH-Singulett bei 12,07 ppm deutlich sichtbar (Abb. 29).
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Abb. 29: 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 3

Die Verbindung 3 wird anschlieBend mit Thionylchlorid und N,N-Dimethylformamid zur
entsprechenden instabilen 4-Chlorverbindung 4 umgesetzt.

Bei der dabei stattfindenden Syi-Reaktion bildet sich als Zwischenstufe ein
Chlorsulfinsdureester mit Elektronen anziehenden Eigenschaften. Ein frei werdendes
Chlorid-lon kann deshalb das C4 des Chinazolins nucleophil gut angreifen. Dabei entsteht

die instabile, gewlinschte Verbindung 4, die weitgehend als Hydrochlorid vorliegt (Abb. 30).
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Abb. 30: Chlorierung der Verbindung 3 zum 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4)

3.2.1.2 Herstellung der Verbindung 5 unter Verwendung von Grignard-Reagenz

Die Herstellung der Verbindung 5 aus 5-Bromindol und 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin 4

erfolgt dann unter Einsatz einer Grignard-Verbindung (Abb. 31).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eisklhlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 31: Herstellung von Verbindung 5

Auch bei Verbindung 5 fallt nach dinnschichtchromatographischer Detektion im ultravioletten
Licht bei einer Wellenlange von 254 sowie 366 nm sofort eine starke hellblaue Fluoreszenz

auf.

Der saulenchromatographischen Aufreinigung von 5 folgt eine Diffusionsumkristallisation, die

zu gelben Kristallen fiihrt.

Das Massenspektrum dieser Verbindung 5 zeigt eindeutig den Molpeak bei m/z 383.

Im IR-Spektrum ist auch hier das verbreiterte Signal der NH-Valenzschwingung des Indol-

Grundgeriistes bei einer Wellenzahl von 3430 cm™ gut sichtbar.

Im 'H-NMR-Spektrum tritt das Signal der NH-Gruppe bei 12,08 ppm auf (Abb. 32). Das C2'-
Proton des Indols ist als Duplett bei 8,39 ppm erkennbar. Diese Kopplung wird durch das
NH-Proton bedingt. Auch alle anderen Signale innerhalb des Aromatenbereiches (ca. 7-
9,5 ppm) sind der Wunschverbindung 5 eindeutig zuzuordnen. Die beiden Methoxy-Gruppen

des Chinazolins erscheinen jeweils als Singulett bei 4,04 bzw. 4,01 ppm.

Diese Ergebnisse beweisen, dass das Hetarylierungsverfahren auch bei halogen-
substituierten Indol-Bausteinen unter Erhalt des fur die Wirksamkeit wichtigen

Halogenmusters gelingt.
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Abb. 32: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 5

Nachdem die Struktur dieser Verbindung zweifelsfrei geklart war, wurde die Substanz 5
hinsichtlich einer Inhibition der EGFR-Tyrosinkinase getestet. (Kap. 4.4.1).
Uberraschenderweise zeigt bereits diese Verbindung hervorragende EGFR-TK-inhibitorische
Aktivitaten von 81 % bei einer Konzentration von 100 nM, sodass sich die Arbeitshypothese
bereits im friihen Stadium der Arbeit als Erfolg versprechend erweist.

Aulerdem werden durch diese Daten die Aussagen der bereits zitierten Literaturstelle
widerlegt, in welcher behauptet wird, dass 4-(Indol-3-yl)chinazoline nur eine moderate HER2-
TK-inhibitorische Aktivitat im Bereich von 10-20 % bei einer Konzentration von 5 yM und
keine verwertbare EGFR-TK-inhibitorische Wirksamkeit zeigt [36]. Allerdings betreffen diese
Testergebnisse ausschlieBlich 4-(Indol-3-yl)chinazoline mit unsubstituierter Indolteilstruktur.
Zusatzlich wurde teilweise der Indol-Stickstoff substituiert und dadurch eine Bindungsstelle

zur Tyrosinkinase-Doméane des EGF-Rezeptors blockiert.

Die hervorragenden inhibitorischen Aktivitaten der Verbindung 5 und die auftretende
Fluoreszenz kdnnte eine interessante Option in der In-vitro-Diagnostik von Krebszelllinien mit

Uberexprimierendem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor sein.

Allerdings wird durch die Grofle des Broms sowie durch die starkere Polaritdt und damit
schwachere Lipophilie im Vergleich zu Fluor und Chlor eine schlechtere Zellgangigkeit und
damit eine nur unzureichende Zytotoxizitat erwartet. Daher wird die Substanz 5 einem

Zytotoxiztatstest an der wegen ihres hohen Gehaltes an Steroidrezeptoren
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hormonabhangigen MCF-7-Brustkrebszelllinie (Michigan Cancer Foundation) unterzogen
(Kap. 4.4.2).

Bereits Mitte der 80er Jahre wurde erkannt, dass Estrogen in der Lage ist, eine grol3e Anzahl
von Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren sowie das entsprechende Signaling zu
stimulieren. Estrogen und Wachstumsfaktoren koregulieren die Expression von Genen, die in
die Regulation von Proliferation und Zelliiberleben involviert sind, woraus ein synergistisches

Wachstum von Mammakarzinomzellen resultiert [59-62].

Die Ergebnisse der In-vitro-Zytoxizitatstests der Verbindung 5 und des im gleichen Durchlauf
getesteten Cisplatins sind in Abb. 33 grafisch dargestellt. Cisplatin dient hier als
Vergleichssubstanz.

Als Mal fir die Zytotoxizitat werden dabei die ermittelten T/Cy,~-Werte [%] in Abhangigkeit

von der Inkubationszeit [h] herangezogen.

In einer Konzentration von 0,5 bzw. 1 yM zeigt die Verbindung 5 kaum antiproliferative
Eigenschaften, wahrend beim Cisplatin in diesen Konzentrationen Wachstum hemmende
Wirkungen beobachtet werden.

Cisplatin weist bei einer Konzentration von 5 yM nach ca. 175 Stunden eine komplette
Wachstumshemmung auf. AnschlieRend wird sogar noch eine Zell abtétende Wirkung
festgestellt. Im Gegensatz dazu wird bei der Verbindung 5 auch in einer Konzentration von

5 UM keine komplette Wachstumshemmung erreicht.

Diese Ergebnisse bestatigen eine bereits vermutete unzureichende Zytotoxizitat der
Verbindung 5, die, wie bereits beschrieben, in der ausgepragteren Polaritdt des
Bromsubstituenten und damit schlechteren Zellgangigkeit der Verbindung 5 begriindet sein

konnte.
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Abb. 33: Effekte der Verbindung 5 sowie des Cisplatins als Standardzytostatikum in Konzentrationen

von jeweils 0,5; 1 und 5 uM auf das Wachstum von MCF-7-Zellen

Deshalb ist auch die Verbindung 5 nur als Modellsubstanz anzusehen, deren Herstellung
vorrangig den Zweck hat, das Syntheseverfahren auf seine Eignung zu prifen.
Zusatzlich ware eventuell mit toxischen Nebenwirkungen durch den Bromsubstituenten zu

rechnen.

3.2.2 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (14)

Da die Bromsubstitution des Indolteils beim verwendeten Grignard-Syntheseverfahren
erhalten bleibt, wurde bei gleichbleibender 6,7-Dimethoxy-Substitution des Chinazolins das
5-Chlor-6-fluor-substituierte Indol als Hetarylierungskomponente eingesetzt.

Die aus der Cross-coupling-Reaktion beider Teilstrukturen resultierende Substanz 14 ist in
Abbildung 34 dargestellt.
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Abb. 34: 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (14)

Ausschlaggebend fur die Auswahl der Chlor-Fluor-Substituenten am Indolringsystem waren
die sehr guten EGFR-TK-inhibitorischen Aktivitaten der 4-(3-Chlor-4-fluoranilino)chinazoline,
zu denen auch das Gefitinib zahlt, und die bereits beschriebene, erwartete hohere
Zellgéngigkeit beim Austausch der 5-Bromindol-Teilstruktur gegen ein 5-Chlor-6-fluorindol-
Grundgertist. Dabei muss allerdings geprift werden, ob die ausgezeichnete EGFR-TK-

inhibitorische Aktivitat des 4-(5-Bromindol-3-yl)chinazolins (5) weiterhin gegeben ist.

Da das hierfur bendtigte 5-Chlor-6-fluorindol 10 nur unter sehr gro3em finanziellen Aufwand
zu erwerben ist, muss es in Anlehnung an die Vorschriften in den Patenten U 6569888 und
US 5494928 selbst hergestellt werden [63, 64].

3.2.2.1 Herstellung der Hetarylierungskomponente 5-Chlor-6-fluorindol (10) nach

Hemetsberger-Knittel

Nach eingehender Literatur- und Patentrecherche wurden die nachfolgend dargestellten
Reaktionsschritte zur Synthese von 5-Chlor-6-fluorindol 10 ausgewahlt (Abb. 35) [63, 64].
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i) Natriumazid, N,N-Dimethylformamid, RT ; ii) Natriummethanolat, 3-Chlor-4-fluorbenzaldehyd, RT ;
iii) Xylol, AT ; iv) Natronlauge, Ethanol, RT ; v) Diphenylether, AT
Abb. 35: Angedachter Syntheseweg zur Herstellung von Verbindung 10

a) Methylazidoacetat (6) Uber eine modifizierte Kolbe-Nitril-Synthese

Dazu wird kauflich erworbenes Methylbromacetat mit Natriumazid zum Methylazidoacetat 6
umgesetzt. Hierbei wird das defizitdre Kohlenstoff-Atom des Methylbromacetats mit dem N-
nucleophilen Azid unter Austritt des Bromid-Anions substituiert.

Nach Aufreinigung mithilfe einer Vakuumdestillation wird die Verbindung 6 als farbloses Ol

isoliert.

b) Methyl-5-chlor-6-fluorindol-2-carboxylat  (8) und  Methyl-7-chlor-6-fluorindol-2-

carboxylat (11) nach Hemetsberger-Knittel

Die Reaktion nach Hemetsberger-Knittel vereinigt die basenkatalysierte Kondensation eines
aromatischen Aldehyds mit einem Alkylazidoacetat und die anschlieRende thermische
intramolekulare Cyclisierung des dabei entstehenden, a,B-ungesattigten Carbonsaureesters

7 zum korrespondierenden Indol-2-carbonsaureester 8 [65, 66].

Fir diese Reaktion wird die vorliegende Verbindung 6 zusammen mit Natriummethanolat
und kauflich erworbenem 3-Chlor-4-fluorbenzaldehyd in einer Knoevenagel-Reaktion
umgesetzt. Dabei deprotoniert das Natriummethanolat die aktivierte Methylengruppe des
Methylazidoacetats (6) zum entsprechenden Anion. Dieses addiert anschlieRend als
Carbanion an das Carbonyl-Kohlenstoff-Atom des 3-Chlor-4-fluorbenzaldehyds. Nach
Protonierung und anschlieBender Wasserabspaltung wird das a,3-ungesattigte Methyl-a-

azido-3-chlor-4-fluorcinnamat (7) erhalten.
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Abb. 36: Mechanismus der Knoevenagel-Reaktion zum Zimtsaureester 7

Diese Reaktionsfiihrung ist aufgrund einer Reihe von Nebenreaktionen mit Schwierigkeiten

behaftet:

e Die Zugabe aller bendtigten Reagenzien muss innerhalb von 20-30 Minuten nach
Herstellung des Natriummethanolats erfolgen, da sonst basenkatalysierte Additionen an
die Azidogruppe (Dimroth-Reaktion) eine drastische Ausbeuteminderung bewirken.

e Das Carbanion des Eduktes 6 spaltet in einer raschen exothermen Reaktion Stickstoff
ab; infolge dessen muss der Ester 6 im Uberschuss eingesetzt werden.

e Die oxidativen Eigenschaften der Azidogruppe im Edukt 6 und im Produkt 7 sind flr
gleichfalls exotherme Nebenreaktionen, z.B. die Oxidation von Methanol zu Formaldehyd
verantwortlich.

e Bei hdheren Temperaturen besteht die Mdoglichkeit der Kondensation von zwei
Molekulen des eingesetzten Esters 6 (Claisen-Kondensation) [67].

Aufgrund dieser unerwiinschten Reaktionen muss anfanglich im Kihlbad gearbeitet werden,

um die Reaktionsmischung stets unter der maximal zulassigen Temperatur von 10°C zu

halten.

Auch bei der abschlieBenden Eliminierung des LoOsungsmittels im Vakuum darf eine

Temperatur von 40°C nicht Gberschritten werden, da sonst eine Zersetzung des Produktes

seine Qualitat und Quantitat mindert [66, 68].

Das in der entsprechenden Patentvorschrift verwendete FlieBmittel zur Aufreinigung der
Verbindung 7 durch Saulenchromatographie erweist sich als ungeeignet. Daher werden
mehrere Losungsmittelgemische auf ihre Verwendung zur Auftrennung des erhaltenen
Produktgemisches getestet, wobei die beste Trennung mit der Mischung Ethylacetat/
n-Hexan (1:3) gelingt.

Werden alle Malinahmen zur Unterdriickung der Entstehung von Nebenprodukten und die
Veranderung des FlieBmittels berlcksichtigt, dann kann dieses Verfahren gute Ausbeuten an
Verbindung 7 liefern. Allerdings ist die Stabilitdt dieser Substanz nur fiir einige Tage

gewabhrleistet.
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Das synthetisierte Zimtsaurederivat7 wird nun einer Cyclisierung zum Indol-2-
carbonsaureester 8 durch Thermolyse unterworfen [69]. Dazu wird die Verbindung 7 in
p-Xylen unter Ruckfluss erhitzt und die nach Eliminierung des groten Anteils des
Lésungsmittels entstehende Suspension bei Temperaturen von 5-8°C zum Zwecke der
quantitativen Ausfallung aufbewahrt. Nach Separierung des entstandenen Feststoffes wird

zu dessen ldentifizierung ein "H-NMR-Spektrum aufgenommen (Abb. 37).
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Abb. 37: 1H-NMR-Spektrum des Gemisches der Wunschverbindung 8 und der durch unselektive

Cyclisierung ebenfalls entstandenen Verbindung 11

Hier treten unerwartet zwei Singuletts bei 12,36 und bei 12,22 ppm auf. Eigentlich sollte an
dieser Stelle nur ein Signal, namlich das der NH-Gruppe des Wunsch-Indols 8 erscheinen.

Bei naherer Betrachtung liegt der Verdacht nahe, dass die intramolekulare Cyclisierung des
Zimtsaureesters 7 nicht regioselektiv an Position 6 des Benzenringes, sondern auch an
Position 2 stattgefunden hat (Abb. 38). Dadurch entstehen zwei verschiedene
halogensubstituierte Indole in ungefahr aquimolarer Menge. Das ist der Grund dafiir, dass

die beiden oben angesprochenen NH-Singuletts beobachtet werden.
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Abb. 38: Intramolekulare Cyclisierung der Verbindung 7 zu den Indolcarbonséureestern 8 und 11

Des Weiteren wird das Aromatenmuster genauer untersucht. Statt der erwarteten drei Peaks
im Aromatenbereich (ca. 7-8 ppm) sind funf Signale deutlich zu erkennen, von denen ein
Peak mit doppelter Intensitat auftritt. Die Ursache dafir liegt in einer Uberlagerung der
Signale.

Weiterhin sind die Signale der Protonen der beiden Methoxygruppen der vermuteten
Verbindungen 8 und 11 bei 3,88 ppm als Uberlagerte Singuletts zu erkennen.

Damit belegt das '"H-NMR-Spektrum die nichtselektive Cylisierung des Zimts&ureesters 7
und identifiziert eindeutig ein Gemisch der Wunschverbindung 8 und der ebenfalls

auftretenden Verbindung 11.

Auch der im Massenspekirum eindeutig gefundene, fliir beide Verbindungen identische
Molpeak bei m/z 277, die exakten Werte der Elementarananalyse und ein Infrarotspektrum
mit der typischen Indol-NH-Valenzschwingung bei einer Wellenzahl von 3327 cm™

unterstitzen diese Beweisflihrung.

Der Versuch, die beiden Verbindungen Uber Saulen- bzw. Dickschichtchromatographie zu
trennen, scheiterte trotz Verwendung verschiedener FlieBmittelgemische an den zu
ahnlichen Eigenschaften der Stoffe.

Daher wird zunachst mit dem entstandenen Stoffgemisch weitergearbeitet und die Trennung

zu einem spateren Zeitpunkt vorgenommen.

Interessanterweise treten bei der Verwendung einer bestimmten Charge des kauflich
erworbenen Aldehyds nach Ablauf der Hemetsberger-Knittel-Reaktion plotzlich weitere
unerwartete Signale im 'H-NMR-Spektrum auf.

So erscheinen zum Beispiel nach der nichtselektiven Cyclisierung des Zimtsaureesters (7)
im Bereich des Indol-NHs (ca. 11,5-12,5 ppm) ratselhafterweise nicht nur die beiden Signale
der Wunschverbindung 8 und des Nebenproduktes 11, sondern es tritt ein weiterer Peak auf,
der zunachst nicht zugeordnet werden kann. Nach Uberpriifung der tbrigen Signale wurde

festgestellt, dass die Anzahl der Peaks auf ein Gemisch dreier Indolderivate hinweist.
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Deshalb wird fieberhaft nach der Struktur des dritten unbekannten Indols gesucht, die dann
mithilfe eines Protonenresonanzspektrums identifiziert wird.

Abbildung 39 zeigt das "H-NMR-Spektrum des nach der Verseifung vorliegenden Gemisches
der drei Indol-2-carbonséauren.

Der Versuch, das Auftreten des dritten Indols zu erklaren, gestaltet sich problematisch, da in
der Literatur keine dementsprechende Umlagerung bekannt ist.

Da das dritte Indolderivat nur bei dieser einen Charge des kommerziell erworbenen
Benzaldehydes auftritt, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine Fehlproduktion des

gelieferten Aldehyds seitens der Synthesefirma handelt.
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Abb. 39: 'H-NMR-Spektrum des Gemisches der drei entstandenen Indolcarbonsauren, die aus

einer Falschlieferung des Benzaldehyds als Ausgangsstoff resultierten

c) 5-Chlor-6-fluorindol-2-carbonsaure (9) und 7-Chlor-6-fluorindol-2-carbonsaure (12)

durch hydrolytische Spaltung des Gemisches aus Verbindung 8 und 11

Das Gemisch der Indolcarbonsauremethylester 8 und 11 wird einer basenkatalysierten
Verseifungsreaktion durch nucleophile Substitution unterzogen. Die dabei entstehenden
Carboxylate werden durch Ansauern in die freien Carbonsauren 9 und 12 Uberflihrt, die, wie
die durchgefiihrte Elementaranalyse belegt, keiner weiteren Aufreinigung bedirfen.

Auch auf dieser Stufe ist es aufgrund A&hnlicher chemischer und physikalischer

Eigenschaften unmdglich, die beiden Substanzen 9 und 12 voneinander zu trennen, sodass
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auch die nachfolgende Decarboxylierung mit dem Gemisch beider Verbindungen vollzogen
wird.

Das in Abbildung 40 dargestellte Protonenresonanzspektrum zeigt das Gemisch der beiden
Indolcarbonsduren 9 und 12. Hier erscheinen die Protonen der Saurefunktionen bei
13,1 ppm neben den beiden Singuletts der NH-Protonen der Indole. Das charakteristische
Singulett der beiden Methoxygruppen der Verbindungen 8 und 11, das bei etwa 4 ppm

auftreten sollte, fehlt hingegen.
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Abb. 40: "H-NMR-Spektrum des Gemisches der Verbindungen 9 und 12

Im Infrarotspektrum ist die Saurefunktion durch einen breiten Sauresack zwischen 3300 und
2700 cm™ gekennzeichnet, der durch die Banden der an Wasserstoffbriicken beteiligten OH-

Gruppen zustande kommt und sich mit den NH-Gruppen der Indole bei 3439 cm™ (iberlagert.

d) 5-Chlor-6-fluorindol (10) und 7-Chlor-6-fluorindol (13) durch Decarboxylierung des

Gemisches der beiden Indolcarbonsauren 9 und 12

Unter Verwendung von Diphenylether soll nun das Indolcarbonsaure-Gemisch (9, 12) bei

rund 260°C decarboxyliert werden.

Die anschlieRende dinnschichtchromatographische Detektion des Reaktionsgemisches im
FlieBmittelgemisch Toluol/n-Hexan (1:3) zeigt frontal bei 254 nm eine sehr starke Léschung

des Diphenylethers. Ferner werden zwei Substanzen mit dhnlicher Laufhdhe sichtbar, die
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einen zum Eduktgemisch unterschiedlichen R-Wert aufweisen. Nach einer gewissen Zeit
sind die beiden Verbindungen sowie der Diphenylether auch im sichtbaren Licht anhand ihrer

Farbgebung deutlich zu erkennen.

Aufgrund des hohen Siedepunktes des Diphenylethers von ca. 260°C erweist sich die
herkdbmmliche Methode zur Vertreibung des Lésungsmittels im Vakuum als ungeeignet.
Daher wird das im oben genannten Patent beschriebene saulenchromatographische
Verfahren gewahlt, bei dem zunachst der Diphenylether mit n-Hexan eluiert wird, wobei die
beiden Substanzen am Startpunkt der Saule verbleiben. Nachdem kein Diphenylether mehr
detektierbar ist, wird die mobile Phase der Saule unter Einsatz des Flielimittelgemisches
Toluol/n-Hexan (1:3) gewechselt. Durch Verwendung dieses Elutionsmittels gelingt
schlielBlich eine Trennung der beiden, einen sehr ahnlichen RgrWert aufweisenden
Verbindungen 10 und 13.

Die zur Identifizierung herangezogenen Massenspektren zeigen bei beiden Substanzen den

gewulnschten Molpeak bei m/z 169.

Ebenso wird im IR-Spektrum wieder eindeutig die NH-Valenzschwingung des Indols bei
3390 bzw. 3409 cm™ sichtbar, wohingegen der beim Eduktgemisch auftretende S&uresack
komplett fehlt, was als Hinweis auf eine erfolgreich durchgefihrte Decarboxylierung gewertet

werden kann.

Aulerdem werden Protonenresonanzspektren angefertigt (Abb. 41 und 42), die die Struktur
der beiden Verbindungen belegen. In beiden Spektren erscheinen wieder die Signale der
Indol-NHs bei 11,32 bzw. bei 11,61 ppm. Die Peaks der Protonen der Sauregruppen des

Eduktgemisches sind hingegen verschwunden.

Abbildung 41 zeigt das 'H-NMR-Spektrum des gewiinschten 5-Chlor-6-fluorindols (10). Bei
7,70 und 7,38 ppm erscheinen die Signale der Protonen der C-Atome des Benzenringes, die
deutlich das charakteristische Substitutionsmuster in Abgrenzung zur ebenfalls entstandenen

Verbindung 13 identifizieren.
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Abb. 41: 1H—NMR—Spektrum der Verbindung 10

Beim Nebenprodukt 13 (Abb. 42) liegen die Peaks der Protonen der C-Atome des
Benzenringes bei 7,53 und 7,04 ppm. Sie zeigen ein im Vergleich zur Verbindung 10

anderes Muster.

F. |
[ |
I {]
/ Cl |
| HN
1
[ 13 [
| ‘
| | 1 |
| |
]
\I ‘
1
|
| | Al
| | I‘ ]
It |
i \ f
A e i st # ¥ ol W,
T e A e s e e L S e S SRR e

Abb. 42: 1H—NMR—Spektrum der Verbindung 13
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Die Gesamtsynthese des Wunschindols 10 liefert in Abweichung zu den Aussagen der oben
genannten Patente weile bis leicht rosafarbene Kristalle von 10 im Gegensatz zu im Patent
charakterisierten, leicht braunen Kristallen und weille bis hellbeige Kristalle des

Nebenproduktes 13, das als dunkelbraunes Ol beschrieben wird [63, 64].

Im Rahmen der erfolgreichen Synthese der wichtigen Zwischenverbindung 5-Chlor-6-
fluorindol (10) fallt zusatzlich als Nebenprodukt das interessant erscheinende 7-Chlor-6-

fluorindol (13) an, das ebenfalls flr eine spatere Hetarylierung infrage kommt.
3.2.2.2 Herstellung der Verbindung 14
Zur Synthese des 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolins (14) wird das 5-

Chlor-6-fluorindol (10) mit dem 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4) unter Einsatz einer

Grignard-Verbindung umgesetzt (Abb. 43).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eisklihlung; ii) AT; iii)) Wasser, RT
Abb. 43: Herstellung der Verbindung 14

Zur Erhéhung der Ausbeute wird hier die nach der Hydrolyse entstehende Suspension mit
einem Ultra-Turrax sehr fein in der wassrigen Phase verteilt, wodurch sich die Oberflache

der Teilchen stark vergrof3ert und somit mehr Angriffsflache fur die Wassermolekdle bietet.
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Bei der dunnschichtchromatographischen Detektion ist wieder eine auffallend hellblau
fluoreszierende Substanz mit mittlerem RWert signifikant.

Die Separierung dieser Verbindung erfolgt durch Saulenchromatographie mit dem
FlieRmittelgemisch Ethylacetat/Ethanol (9:1), die Aufreinigung durch Diffusionsum-

kristallisation aus Ethylacetat/n-Hexan.

Nachfolgend ist das Protonenresonanzspektrum der Substanz 14 dargestellt (Abb. 44). Auch
hier findet sich wieder das mit D,O austauschbare Signal der NH-Gruppe der
Indolteilstruktur, welches durch den Elektronen ziehenden, paramagnetischen Effekt des
Chinazolin-Grundgertstes im Vergleich zum 5-Chlor-6-fluorindol (10) entschirmt wird und bei
einer chemischen Verschiebung von 12,10 ppm auffallt.

Die NH-Gruppe ist auch im Infrarotspektrum als Valenzschwingung bei einer Wellenzahl von
3432 cm sichtbar.

Die im Aromatenbereich des Protonenresonanzspektrums (ca. 7-9 ppm) auftretenden
Signale belegen eindeutig die Struktur der Wunschverbindung 14. So liegt das durch die
Nachbarschaft der beiden Stickstoffe entschirmte Singulett des C2-Protons bei 9,09 ppm,
das durch die Kopplung mit dem NH leicht angerissene Signal des C2’-Indol-Protons bei
8,44 ppm, die beiden Dupletts der Protonen von C4" bzw. C7° des Indols bei 8,37 bzw.
7,54 ppm, sowie die beiden Singuletts der C5- und C8-Protonen des Chinazolins bei 7,68
bzw. 7,39 ppm.

Somit ist bewiesen, dass bei der verwendeten Cross-coupling-Reaktion auch die Fluor-
Chlor-Substitutionsmuster erhalten bleiben, womit sich diese Methode im Vergleich zum

Verfahren, das zinnorganische Verbindungen verwendet, als tUberlegen erweist.
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Abb. 44: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 14

Um die auftretende Fluoreszenz zu charakterisieren, wird die Verbindung 14 in einer
Konzentration von 5 pM fluorimetrisch untersucht (Abb. 45, Tabelle 5) [70, 71].
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Abb. 45: Fluoreszenzspektrum der Verbindung 14 bei einer Konzentration von 5 yM

Exzitation [nm] | Emission [nm] | Relative Intensitat

255 409,8 1183

345 411,4 6951

Tabelle 5: Daten zum Fluoreszenzspektrum der Verbindung 14
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Die Substanz 14 weist in Ethylacetat bei 5 yM unter Einstrahlungswellenldngen von 255 nm

und 345 nm jeweils ein Emissionsmaximum bei 410 nm auf.

Zum Vergleich wurde das in Abbildung 46 dargestellte Emissionsspektrum des sehr stark
fluoreszierenden Chininsulfats in einer Konzentration von 1 uM in verdiinnter Schwefelsaure
vermessen.

Das Spektrum von Chininsulfat ist durch vier Maxima charakterisiert, die bei einer

Konzentration von 1 uM ahnliche Intensitaten wie die der Verbindung 14 aufweisen.
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Abb. 46: Fluoreszenzspektrum von Chininsulfat bei einer Konzentration von 1 yM

Exzitation [nm] | Emission [nm] | Relative Intensitat
225 461,4 2416
250 470,6 7089
319 468,6 1542
345 468,6 1556

Tabelle 6: Daten zum Fluoreszenzspekirum des Chininsulfats

Damit wird gezeigt, dass die bemerkenswerten, stark fluoreszierenden Eigenschaften der
Substanz 14 zwar nicht so ausgepragt wie die des Chininsulfats sind, aber sie kdnnen

dennoch als ahnlich bezeichnet werden.
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Aufgrund der exzellenten EGFR-TK-inhibitorischen Eigenschaften der Verbindung 5, wurde
auch die Substanz 14 auf eine EGFR-TK-hemmende Wirksamkeit hin untersucht.

Die ermittelten, hervorragenden Aktivitdten sind mit denen des bereits zugelassenen
Arzneistoffs Gefitinib (Kap. 1.5) vergleichbar (Tabelle 7).

Konzentration [nM] Inhibitorische Aktivitat [%]
100 62
20 29

Tabelle 7: EGFR-TK-Inhibition der Verbindung 14

Die starke Fluoreszenz der Verbindung 14 und die sehr gute EGFR-TK-Inhibition bieten eine
zukunftsweisende Option fir eine medizinisch-pharmazeutische Anwendung dieser
Substanzklasse.

So konnte das 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (14) beim Einsatz als In-
vitro-Diagnostikum in  Zellpraparationen Wachstumsfaktor-Rezeptoren mithilfe  der
Fluoreszenz der gebundenen Substanz quantitativ kenntlich machen und damit im Hinblick

auf eine fir den Patienten abgestimmte Therapie hilfreich sein.

Aufgrund der hervorragenden EGFR-TK-inhibitorischen Ergebnisse wird die Substanz
zusatzlich einem Test auf Zytotoxizitdt an der MCF-7-Brustkrebszelllinie (Michigan Cancer
Foundation) unterzogen (Kap. 4.4.1).

Infolge der bereits beschriebenen synergistischen Wirkung von Estrogen und
Wachstumsfaktoren wird fiir die Substanz 14 ebenfalls eine beachtliche Zytotoxizitat an

MCF-7-Brustkrebszellen erwartet.

Die Ergebnisse der In-vitro Zytotoxizitatstests der Verbindung 14 sowie als Vergleich die des
in demselben Durchlauf getesteten Cisplatins sind in Abb. 48 graphisch dargestellt.

Als MalR fur die Zytotoxizitdt werden dabei die ermittelten T/Cy,-Werte [%] in Abhangigkeit
von der Inkubationszeit [h] herangezogen. Demnach hat die Substanz 14 ausgepragte
zytotoxische Eigenschaften, die Uberraschenderweise sogar die des Cisplatins wesentlich
Ubertreffen.

In einer Konzentration von 5 uM wird bei Cisplatin nach 175 Stunden, bei der Verbindung 14
sogar schon nach 60 Stunden das Zellwachstum zunachst komplett gehemmt, nachfolgend
werden Zellen gar abgetotet. Auch in einer Konzentration von 1 uM ist bei der Substanz 14
nach 60 Stunden eine komplette Wachstumshemmung eingetreten, wohingegen das
Cisplatin mit einem T/Cyo~Wert von 70 % nach ungefahr 150 Stunden nur schwache

antiproliferative Eigenschaften zeigt.
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Abb. 48: Effekte der Verbindung 14 sowie des Cisplatins als Standardzytostatikum in Konzentra-

tionen von jeweils 0,5; 1 und 5 uM auf das Wachstum von MCF-7-Zellen

Diese exzellenten zytotoxischen, EGFR-TK-inhibitorischen und fluorimetrischen Ergebnisse

dienen als Richtwert fir nachfolgende Konzeptionen.

3.2.3 4-(7-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (15)

Als nachstes soll die Beeinflussung EGFR-inhibitorischen Aktivitat durch verschiedene

Verbindungen mit unterschiedlichem Substitutionsmuster am Indolteil Uberprift werden.

Bei der Synthese des Indols 10 fiel als Nebenprodukt das Indol 13 an, welches durch
unselektive Cyclisierung des a-Azido-3-chlor-4-fluorzimtsduremethylesters (7) entstand.

Um den Einfluss der Position der Halogensubstituenten am Indolgrundkérper auf die EGFR-
TK-Inhibition deutlich zu machen, soll auch das 7-Chlor-6-fluorindol (13) analog der
beschriebenen Synthese in einer Hetarylierungsreaktion mit dem 4-Chlor-6,7-
dimethoxychinazolin (4) zum 4-(7-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (15)
verknupft werden (Abb. 48, 49).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eiskihlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 49: Herstellung der Verbindung 15

Der separierte Feststoff 15 ist wiederum durch die signifikante hellblaue Fluoreszenz dieser

Stoffklasse charakterisiert.

Die 'H-NMR-spektroskopische Vermessung zeigt wieder die fiir diese Substanzklasse
signifikante NH-Gruppe des Indols bei 12,44 ppm. AulRerdem belegt die Aufspaltung der
Signale bei 8,10 bzw. 7,22 ppm eindeutig das Halogenmuster am Indol (Abb. 50).
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Abb. 50: 1H—NMR—Spektrum der Verbindung 15

Die Substanz 15 wird einem Test auf ihre EGFR-TK-inhibitorische Aktivitdt unterzogen.
Erstaunlicherweise sinkt die EGFR-TK-Inhibition bei einer Konzentration von 100 nM auf
4 %. Der starke Aktivitatsabfall von 62 % bei der Verbindung 14 auf 4 % bei der
Verbindung 15 kommt interessanterweise nur durch den Positionswechsel des Chlor-
Substituenten von der Position 5 in die Position 7 zustande. Dies kdnnte eventuell in einer
durch die Nachbarschaft des Chlorsubstituenten verursachten sterischen Hinderung des

Indol-NHs als mdglicher Bindungsstelle begriindet sein.

Im nachsten Schritt soll die Verbindung 23 hergestellt werden, bei der im Gegensatz zu 14
die Chlor-Fluor-Substituenten vertauscht sind. Dabei ist interessant, welchen Einfluss dieser
Austausch auf die EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat hat.
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3.2.4  4-(6-Chlor-5-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (23)

Die Synthese der nachfolgend erwdhnten Verbindung 23 geht wieder von den beiden
Hetarylierungsteilstrukturen, namlich dem konstant  gehaltenem 4-Chlor-6,7-
dimethoxychinazolin (4) sowie dem zu synthetisierenden 6-Chlor-5-fluorindol (19), das sich
nur durch einen Positionstausch der Halogene von der Verbindung 10 unterscheidet, aus
(Abb. 51).

Abb. 51: 4-(6-Chlor-5-fluorindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (23)

3.2.4.1 Herstellung der Hetarylierungskomponente 6-Chlor-5-fluorindol (19) durch

eine Hemetsberger-Knittel-Reaktion

Dazu wird zunachst die Indolgrundstruktur 19 mithilfe des bereits erfolgreich verwendeten

Verfahrens, bei dem kommerziell erworbener 4-Chlor-3-fluorbenzaldehyd als Edukt fir die

Hemetsberger-Knittel-Reaktion eingesetzt wird, synthetisiert.

H H
Cl N v) Cl N 0
Y ‘ /
19 18

i) Natriumazid, N,N-Dimethylformamid, RT ; ii) Natriummethanolat, 4-Chlor-3-fluorbenzaldehyd, RT ;

i) Xylol, AT ; iv) Natronlauge, Ethanol, RT ; v) Diphenylether, AT
Abb. 52: Syntheseweg zur Herstellung von Verbindung 19
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Aus dem Protonenresonanzspektrum des Methyl-6-chlor-5-fluorindol-2-carboxylats (17) wird
ersichtlich, dass auch hier keine regioselektive Cyclisierung des Zimtsaureesters 16
stattgefunden hat und wiederum zwei Indole 17 und 20 entstanden sind (Abb. 53, 54).
Diesmal ist allerdings die Quantitdt zugunsten der in doppelter Menge vorliegenden
Wunschverbindung 17 verschoben.

e . SN | L | | S ———— L

Abb. 53: "H-NMR-Spektrum des Gemisches der Verbindungen 17 und 20
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Abb. 54: Intramolekulare Cyclisierung der Verbindung 16 zu den Indolcarbonsaureestern 17 und 20

Bei der dunnschichtchromatographischen Detektion der beiden Verbindungen 17 und 20
resultieren aus den ahnlichen Eigenschaften fast identische R~Werte. Aufgrund dessen
lassen sich die beiden Substanzen in verschiedenen FlieBmittelgemischen wieder nicht
trennen, sodass auch hier die anschlieRenden Syntheseschritte zunachst mit einem
Gemisch beider Verbindungen durchgefiihrt werden missen.

Daher liegen auch nach der Verseifung von 17 und 20 die beiden Indol-2-carbonsauren 18
und 21 nebeneinander vor (Abb. 55).
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Abb. 55: "H-NMR-Spektrum des Gemisches der Verbindungen 18 und 21

Die Trennung der beiden Indolderivate 19 und 22 erfolgt erst nach einer Decarboxylierung
von 18 und 21 wiederum auf der Stufe des Indols. Zun&chst wird auch hier der Diphenylether
durch das FlieBmittel n-Hexan eluiert. Nach anschlieBendem FlieRmittelwechsel zu einem

Toluol/n-Hexan-Gemisch (1:3) sind beide Indole einzeln separierbar.

Die Abbildungen 56 und 57 zeigen die Protonenresonanzspektren der Wunschverbindung 19
und des Nebenproduktes 22.

Bei einer chemischen Verschiebung von 11,29 bzw. 11,83 ppm liegen die Signale der mit
D,0O austauschbaren NH-Gruppen der Indole, die auch sehr gut im Infrarot-Spektrum als NH-
Valenzschwingungen bei Wellenzahlen von 3390 bzw. 3459 cm™ sichtbar sind.

AuRerdem erscheinen in den Aromatenbereichen der 'H-NMR-Spektren (ca. 6,5-8 ppm) die
Signale mit der charakteristischen Aufspaltung flr das jeweilige Substitutionsmuster des

entsprechenden Indols.
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Abb. 57: 1H—NMR—Spektrum der Verbindung 22

Aufgrund der flr eine Hetarylierung nicht ausreichenden Menge des Nebenproduktes 22,

wird diese Reaktion, wie geplant, nur mit dem 6-Chlor-5-fluorindol (19) durchgeftihrt.
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3.2.4.2 Herstellung der Verbindung 23 mit Hilfe von Grignard-Reagenzien

Zur Synthese der Verbindung 23 wird 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4) und 6-Chlor-5-

fluorindol (19) einer Cross-coupling-Reaktion mithilfe einer Grignard-Verbindung unterworfen

(Abb. 58).
Mg-I

Cl H ) Cl ll\l
o— 100
F 19 F 8

i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eiskihlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 58: Herstellung der Verbindung 23

Nach Aufreinigung und Umkristallisation des duinnschichtchromatographisch sehr gut
detektierbaren, hellblau fluoreszierenden Produktes wurde ein Protonenresonanzspektrum
aufgenommen (Abb. 59). In diesem fallt wieder das signifikante Singulett der NH-Gruppe

des Indols bei 12,14 ppm auf.



60 Chemisch-Pharmakologischer Teil

Abb. 59: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 23

Um den Einfluss des Positionswechsels der Fluor-Chlor-Substituenten im Vergleich zur
hervorragend EGFR-TK-inhibierenden Substanz 14 zu beurteilen, wird auch die Substanz 23
auf ihre EGFR-TK-Inhibition getestet.

Dabei wird bei einer Konzentration von 100 nM eine EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat von
14 % festgestellt, die damit viel niedriger ist, als die bei der gleichen Konzentration
gemessene Inhibition der Verbindung 14 von 62 %.

So ist also der Positionstausch der Fluor-Chlor-Substituenten fur diesen drastischen Abfall
der EGFR-TK-Hemmung verantwortlich.

Auch hier kdnnte einer der Grinde flr diese Aktivitdtsminderung darin liegen, dass jetzt der
Chlor-Substituent durch seine GroéfRe die Indol-NH-Bindungsstelle starker abschirmt, und

dass dadurch die Bindung zu den Aminosauren des Rezeptors weniger stark ausgepragt ist.
3.25  4-(6-Fluor-5-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (31)

Da sich die bisherige Indol-Substitution ausschlieRlich auf Elektronenakzeptoren mit einem
-I-Effekt beschrankt hat, soll jetzt die Beeinflussung der Wirksamkeit durch einen
zusatzlichen Substituenten mit +I-Effekt untersucht werden.

Zudem soll geklart werden, ob sich das bisherige Hetarylierungsverfahren mithilfe einer
Grignard-Verbindung trotz der Anderung der elektronischen Eigenschaften des Indols als

geeignet erweist.
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Ein zu synthetisierendes 4-(6-Fluor-5-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (31) weist
dementsprechend eine Indolteilstruktur ~ mit  einem Fluor-Substituenten als

Elektronenakzeptor und einen Methyl-Substituenten als Elektronendonator auf (Abb. 60).

Abb. 60: 4-(6-Fluor-5-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (31)

Im Rahmen der Synthese von Verbindung 31 wird das 6-Fluor-5-methylindol (27) als

Indolbaustein ausgewahlt.

3.2.5.1 Herstellung der Hetarylierungskomponente 6-Fluor-5-methylindol (27) nach

Hemetsberger-Knittel

Das entsprechende Indol 27 wird aus dem kauflch erworbenen 4-Fluor-3-
methylbenzaldehyd durch eine Hemetsberger-Knittel-Reaktion mit anschlieBender

Verseifung und Decarboxylierung hergestellt (Abb. 61).

27 26
i) Natriumazid, N,N-Dimethylformamid, RT ; ii) Natriummethanolat, 4-Fluor-3-methylbenzaldehyd, RT ;
iii) Xylol, AT ; iv) Natronlauge, Ethanol, RT ; v) Diphenylether, AT
Abb. 61: Syntheseweg zur Herstellung von Verbindung 27
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Auch hier cyclisiert der Zimtsdureester 24 nicht regioselektiv, sodass wieder zwei
Indolcarbonsaureester 25 und 28 entstehen (Abb. 62).

25 28

Abb. 62: Intramolekulare Cyclisierung der Verbindung 24 zu den Indolcarbonsaureestern 25 und 28

Allerdings wird aufgrund des Protonenresonanzspektrums (Abb. 63) vermutet, dass die
Eigenschaften der Verbindungen 25 und 28 wahrscheinlich noch ahnlicher sind, als bei den
zuvor synthetisierten Indolbausteinen, da die beiden signifikanten Indol-NH-Gruppen nahezu
die gleiche chemische Verschiebung bei 11,82 bzw. 11,79 ppm aufweisen.
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Abb. 63: "H-NMR-Spektrum des Gemisches der Verbindungen 25 und 28

Die nachfolgende Verseifung mit verdlinnter Natronlauge ergibt wieder zwei

Indolcarbonsauren, 26 und 29, die anschlieRend zu dem Gemisch der entsprechenden
Indole 27 und 30 decarboxyliert werden.
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Der Versuch, die beiden im Gemisch vorliegenden Indole nach Eluierung des Diphenylethers
mit dem Ublichen Verfahren der Saulenchromatographie unter Verwendung des
FlieRmittelgemisches Toluol/n-Hexan (1:3) zu trennen, schlug aufgrund zu &hnlicher
Eigenschaften der beiden Substanzen fehl. Auch der Einsatz verschiedener anderer
Elutionsmittel, die Trennung mit Dickschichtchromatographie bzw. eine Umkristallisation der

Indolderivate erwiesen sich als ungeeignet.

Das Protonenresonanzspektrum des nicht trennbaren Gemisches der beiden Indole 27 und
30 lasst die Singuletts der beiden NH-Gruppen der Indole bei einer chemischen
Verschiebung von 11,23 bzw. 11,05 ppm und die der beiden Methylgruppen bei 2,44 bzw.
2,34 ppm erkennen (Abb. 64).

I T—_ S

Abb. 64: "H-NMR-Spektrum des Gemisches der beiden Indole 27 und 30

Aufgrund der nicht erfolgreichen Trennung soll die nachfolgende Cross-coupling-Reaktion
zunachst mit dem Gemisch der beiden Indole durchgefiihrt werden und ein eventuell

auftretendes Produktgemisch auf der Schlussstufe getrennt werden.
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3.2.5.2 Herstellung der Verbindung 31 unter Verwendung von Grignard-Reagenz

Fur die Synthese der Verbindung 31 (Abb. 60) wird wieder auf das das bereits bewahrte
Hetarylierungsverfahren zurickgegriffen.

Dazu werden 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4) und das Gemisch der metallierten Indole
27 und 30 umgesetzt (Abb. 65). Zur Vereinfachung der Abbildung wurde hier nur die

Reaktion mit dem Wunschindol 27 dargestellt.
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eisklhlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 65: Herstellung der Verbindung 31 (vereinfachte Darstellung)

Bei der diinnschichtchromatographischen Detektion werden zwei dicht beieinander liegende,
stark hellblau fluoreszierende Substanzen sichtbar.

Zur Aufreinigung der Substanzen wird saulenchromatographisch mit dem FlieBmittelgemisch
Ethylacetat/Ethanol (9:1) getrennt.

Eine erste 'H-NMR-spektroskopische Kontrolle nach der Aufreinigung zeigt Edukt-freies
Substanzgemisch in Form von 4-(6-Fluor-5-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (31)
und 4-(6-Fluor-7-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (32).

Deshalb wurden verschiedene Flielmittelgemische fir die Sdulenchromatographie getestet
und damit die Verbindung 31 weiter aufgereinigt. Allerdings konnte dabei die Menge an
Verbindung 32 nur reduziert, aber nicht komplett eliminiert werden.

Nach zweimaliger Diffusionsumkristallisation aus Ethylacetat/n-Hexan wurde dann aber doch

die reine Wunschverbindung 31 isoliert.
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Das Protonenresonanzspektrum des 4-(6-Fluor-5-methylindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolins
(31) (Abb. 66) weist groBe Ahnlichkeiten mit dem des 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-
dimethoxychinazolins (14) auf, da das einzige Unterscheidungsmerkmal dieser beiden
Substanzen nur der Methyl-Substituent in Position 5 des Indols ist.

Die Abschirmung und die damit begriindete Hochfeldverschiebung der Protonen des
Indolteils der Substanz 31 sind durch die Methylgruppe im Gegensatz zum

Chlorsubstituenten der Verbindung 14 erklarbar.

o T T Lo B L A B L B

Abb. 66: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 31

Anschliel3end wurde auch diese Substanz auf EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat hin getestet.
Erstaunlicherweise betragt die EGFR-TK-Inhibition bei einer Konzentration von 100 nM -9 %,
was bedeutet, dass die Substanz 31 das EGFR-TK-abhangige Zellwachstum stimuliert. Nur
durch den Austausch des Chlorsubstitutenten der Verbindung 14 gegen einen
Methylsubstituenten der Verbindung 31 verandert sich die EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat
bei gleich bleibender Konzentration von 100 nM von 62 % auf -9 % drastisch.

Aus diesem unerwarteten Ergebnis lasst sich schlussfolgern, dass 4-(Indol-3-yl)chinazoline
mit partiell donatorsubstituierten Indolbausteinen ihre EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat

einblfRen.
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3.2.6  4-(5,6-Dimethoxyindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (33)

Die folgende geplante Synthese eines 4-(Indol-3-yl)chinazolins 33 mit ausschlielllicher

Donatorsubstitution am Indolteil soll der Untermauerung der oben genannten These dienen.

Dazu soll kauflich erworbenes und mit zwei Elektronendonatoren substituiertes 5,6-
Dimethoxyindol mit 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4) zum 4-(5,6-Dimethoxyindol-3-yl)-6,7-
dimethoxychinazolin (33) umgesetzt werden (Abb. 67).
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Abb. 67: 4-(5,6-Dimethoxyindol-3-yl)-6,7-dimethoxychinazolin (33)

Die Synthese soll mit der bereits beschriebenen Cross-coupling-Reaktion unter Einsatz einer
Grignard-Verbindung erfolgen (Abb. 68).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eiskihlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 68: angedachter Syntheseweg zur Herstellung der Verbindung 33

Dabei gestaltet sich die sehr schlechte Ldslichkeit des 5,6-Dimethoxyindols in Diethylether
problematisch, da sich auch durch eine Erhéhung der Losungsmittelmenge und Erwarmen
keine nachhaltige Verbesserung erzielen lasst. Deshalb erfolgt die Zugabe des Indols zum

Methylmagnesiumiodid gréftenteils in Form einer Suspension.
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Schon zu diesem Zeitpunkt fallt die farbliche Veranderung der Mischung auf. Wahrend sich
beim Zutropfen der in Diethylether I6slichen Indole zum Methylmagnesiumiodid eine gelbe,
leicht triibe Lésung bildet, entsteht bei Zugabe des schwer |8slichen 5,6-Dimethoxyindols
eine weilte Suspension.

Nach der Hydrolyse wird ein gelber Feststoff isoliert, der bei dinnschichtchromato-
graphischer Kontrolle mit anschlieBender Detektion im ultravioletten Licht bei einer
Wellenlange von 254 und 366 nm nicht die charakteristische Fluoreszenz dieser Stoffklasse
aufweist. Trotzdem wird zur Trennung des Stoffgemisches eine Saulenchromatographie
durchgefiihrt. Die isolierten Substanzen werden einer massenspektroskopischen sowie einer
protonenresonanzspektroskopischen Uberpriifung unterzogen.

Die Massenspektiren zeigen Basispeaks bei m/z 177 bzw. m/z 224. Diese sind eindeutig den
beiden Edukten zuzuordnen. Ein fir die Verbindung 33 erwarteter Molpeak bei m/z 365 fritt
nicht auf. Auch in den 'H-NMR-Spektren sind nur die Signale des 4-Chlor-6,7-

dimethoxychinazolins (4) bzw. des 5,6-Dimethoxyindols zu erkennen.

Daraufhin wird nach einem besseren Lésungsmittel flir das Indol gesucht, das gleichzeitig fir
Grignard-Reaktionen geeignet sein muss. Diese Eigenschaften finden sich in dem cyclischen
Ether 1,4-Dioxan. In diesem weist das 5,6-Dimethoxyindol eine gute Léslichkeit auf, die auch

nach Zugabe von Diethylether erhalten bleibt.

Daher wird das Methylmagnesiumiodid mit dem Uublichen Verfahren in Gegenwart von
Diethylether hergestellt, um auf diese Weise Uber die Ligandenfunktion des Diethylethers die
Oktettkonfiguration des Magnesiums zu erhalten. Das Indol wird in 1,4-Dioxan gel6st. Aber
sofort nach dem Hinzutropfen zum Methylmagnesiumiodid fallt ein farbloses Produkt
schleimiger Konsistenz aus, das sich auch nach weiterer Dioxan-Zugabe nicht wieder
auflost.

Auch hier wird nach der Hydrolyse ein gelber Feststoff isoliert, der keine charakteristische
Fluoreszenz bei der dunnschichtchromatographischen Detektion erkennen lasst. Daher wird
zunachst auf eine Aufreinigung der Mischung durch Saulenchromatographie verzichtet und

sofort eine massenspektroskopische Kontrolle durchgefiihrt (Abb. 69).
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Abb. 69: Massenspektrum des entstandenen Gemisches der beiden Edukte

Hier liegen die zwei Basispeaks der Edukte bei m/z 177 und 224 nebeneinander vor. Der

erwartete Molpeak der Wunschverbindung 33 von m/z 365 fehlt erneut.

Aufgrund der unzureichenden Ldslichkeit des Eduktes 5,6-Dimethoxyindol in Diethylether
bzw. anderer fir die Grignard-Reaktion geeigneter Losungsmittel flhrt die Cross-coupling-
Reaktion mit 4-Chlor-6,7-dimethoxychinazolin (4) nicht zum gewilinschten Produkt. Daher
kann auch keine Aussage darlber getroffen werden, inwieweit bei der Substanzklasse der 4-
(Indol-3-yl)chinazoline eine Indolsubstitution partiell mit Elektronendonatoren die EGFR-TK-

inhibitorische Aktivitat beeinflusst.
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3.3 Ubersicht uber die EGFR-TK-Inhibition synthetisierter  4-(Indol-3-

ylchinazoline mit variabler Indol-Grundstruktur

Zusammenfassend wird hier noch einmal eine Ubersicht iber die EGFR-TK-inhibitorischen
Aktivitaten der synthetisierten 4-(Indol-3-yl)chinazoline 5, 14, 15, 23 und 31 mit konstant

gehaltener 6,7-Dimethoxy-Substitution des Chinazolins und variabel substituiertem Indol-Teil

tabellarisch vorgestellt (Tabelle 8).

EGFR-TK-Inhibition [%] bei einer
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Tabelle 8: EGFR-Inhibition synthetisierter 4-(Indol-3-yl)chinazolinen mit variabler Indolsubstitution
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Anhand dieser Gegenuberstellung der Ergebnisse sind Uberraschenderweise trotz nur
geringer Variation der Indol-Substituenten grofle Unterschiede in der inhibitorischen

Wirksamkeit dieser Substanzklasse erkennbar.

Eine exzellente EGFR-TK-Inhibition wird bei der Verbindung 5 erzielt. Allerdings ist hier eine
gute Zellgangigkeit aufgrund der geringeren Lipophilie fraglich.

Auch bei der Verbindung 14 wurden hervorragende EGFR-inhibitorische Testergebnisse bei
zusatzlich exzellenter Zytotoxizitat festgestellt.

Alle anderen hergestellten Verbindungen weisen allerdings eine mit Abstand schlechtere
EGFR-TK-hemmende Aktivitat auf, die bei den Verbindungen 15 und 23 mit einer durch die
Nahe des groleren Chlor-Substituenten bedingten Abschirmung des Indol-NHs als
moglicher Bindungsstelle zu den Aminosauren des Rezeptors zu begrinden ist. Bei der
Verbindung 31 werden dieser drastische Aktivitdtsabfall und der EGFR-TK-stimulierende
Effekt mit dem als Elektronendonator fungierenden Methyl-Substituenten begriindet.
Zusammenfassend ist die Verbindung 14 deshalb als Leitsubstanz dieser Substanzklasse zu

bezeichnen.

Im nachsten Teil der Arbeit soll versucht werden, die pharmakokinetischen Eigenschaften
der Substanz 14 durch Variation der Substitution des Chinazolinteils zu optimieren. Dabei

soll der Indolteil mit der bewahrten 5-Chlor-6-fluor-Substitution konstant gehalten werden.
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34 Herstellung von 4-(Indol-3-yl)chinazolinen durch Hetarylierung
unterschiedlich substituierter Chinazolingrundkdrper mit 5-Chlor-6-fluorindol
(10)

Bei Cross-coupling-Reaktionen des 6,7-Dimethoxychinazolins (4) mit am Benzenring
unterschiedlich  substituierten  Indolen zeigt das  4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-
dimethoxychinazolin (14) eine hervorragende EGFR-TK-inhibitorische Aktivitat bei
gleichzeitig exzellenter Zytotoxizitat und dient als Leitsubstanz fiir weitere Strukturvariationen
(Abb. 34).

Aufgrund dessen wird das 5-Chlor-6-fluorindol (10) als Indolbaustein fir nachfolgende
Hetarylierungsreaktionen mit variabel substituierten Chinazolinen ausgewahlt. Ziel dieser
Synthesen ist eine Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften der
Substanzklasse.

Dafir soll auf Substitutionsmuster zugelassener 4-Anilinochinazoline zurlckgegriffen

werden, die bereits einen optimierten Chinazolinbaustein aufweisen.
341 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolin (39)

Zunachst wird die Struktur des Arzneistoffes Erlotinib genauer analysiert (Abb. 70). Erlotinib
besitzt 6,7-Di-(2-methoxyethoxy)-Substituenten am Chinazolingrundkérper. Diese kdnnten
sich laut Traxler in der Phosphatbindungsregion des EGF-Rezeptors anstelle des

Triphosphatrestes des ATP’s ausrichten [72].

T
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Abb. 70: Erlotinib (Tarceva®)
Daher soll versucht werden, das bereits bewahrte 5-Chlor-6-fluorindol (10) mit dem

Chinazolinbaustein des Erlotinibs in einer Cross-coupling-Reaktion zum 4-(5-Chlor-6-

fluorindol-3-yl)-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolin (39) umzusetzen (Abb. 71).
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Abb. 71: 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolin (39)

3.4.1.1 Herstellung der Cross-coupling-Komponente 4-Chlor-6,7-di-(2-methoxy-
ethoxy)chinazolin (38)

Die Synthese der Chinazolinkomponente erfolgt in Anlehnung an ein Patent der American
Cyanamid Company (Abb. 72) [73].
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i) 2-Bromethylmethylether, Kaliumcarbonat, Aceton, AT; ii) Salpetersaure, Eiskiihlung, iii) Palladium/Kohle 10 %,
Cyclohexen, Methanol, AT; iv) Formamidinacetat, 2-Methoxyethanol, AT; v) Thionylchlorid, N,N-Dimethylform-
amid, AT

Abb. 72: Synthese des 4-Chlor-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolins (38)
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a) Ethyl-3,4-di-(2-methoxyethoxy)benzoat (34) mit Hilfe einer Williamson-Ethersynthese

Der erste Schritt der in Abbildung 72 gezeigten Synthese geht vom kommerziell erworbenen
Ausgangsstoff Ethyl 3,4-Dihydroxybenzoat aus, der mit 2-Bromethylmethylether, Kalium-
carbonat und Aceton unter Rickfluss erhitzt wird. Bei der dabei stattfindenden Williamson-
Ethersynthese werden die beiden phenolischen Hydroxygruppen entsprechend verethert
(Abb. 73).
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Abb. 73: Herstellung von Ethyl-3,4-di-(2-methoxyethoxy)benzoat (34) mit Hilfe einer

Williamson-Ethersynthese

Nach der Aufreinigung mittels Saulenchromatographie unter Verwendung des
FlieBmittelgemisches Ethylacetat/n-Hexan (2:3) wird die Verbindung 34 als farbloses,

wachsartiges Produkt isoliert.

b) Ethyl-4,5-di-(2-methoxyethoxy)-2-nitrobenzoat (35) durch Nitrierung Uber einen
Wheland-Komplex

Im Anschluss daran wird die Substanz 34 einer Nitrierung unterzogen. Dazu wird gekihlte
konzentrierte Salpetersaure in Anteilen zum Ethyl 3,4-Di-(2-methoxyethoxy)benzoat (34)
gegeben und gerihrt. Zum Schluss wird die Reaktionsmischung in Wasser gegossen und
die dabei entstehende kolloidale, hellgelbe Losung mit Dichlormethan ausgeschittelt. Nach
Elimination des Ldsungsmittels im Vakuum bleibt ein braunes Ol zuriick, das durch
Saulenchromatographie mit dem Fliemittelgemisch Ethylacetat/n-Hexan (2:3) aufgereinigt
und dadurch von Nebenprodukten und unumgesetztem Edukt befreit wird.

Da unter diesen Bedingungen keine vollstandige Nitrierung stattgefunden hat, wird die
Reaktionszeit von Verbindung 34 in konzentrierter Salpetersaure von der im Patent
angegebenen Zeit von zehn Minuten auf zwei Stunden verlangert. Zusatzlich wurde die
Menge der konzentrierten Salpetersadure erhéht. Durch diese Malnahmen konnte die
Ausbeute gesteigert werden, sodass eine vollstdndige Umsetzung die Aufreinigung der

Verbindung 35 durch nicht mehr vorhandendes Edukt wesentlich erleichterte.
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Bei der Nitrierung greift das Nitronium-Kation als Elektrophil den mafig aktivierten Aromaten
an. Dabei wirden die bereits vorhandenen Substituenten den Eintritt der Nitrogruppe
hauptsachlich in meta-Position zur Estergruppe beginstigen. Aber aufgrund der sperrigen
Seitenketten erfolgt die Nitrierung in Position 2 des Aromaten, obwohl diese Position nur
einmal durch den para-stéandigen Ethersubstituenten aktiviert und zweimal durch die meta-
standige Ethergruppe und die ortho-standige Estergruppe deaktiviert ist.

Die Bildung eines Wheland- bzw. o-Komplexes ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
dieser Zweistufen-Reaktion. Wheland-Komplexe sind Hochenergie-Zwischenstufen, da sie
nicht Uber das durchkonjugierte aromatische Elektronensextett von Edukt und Produkt
verfigen. Im zweiten Teilschritt wird durch die Abspaltung des Protons der Aromat
regeneriert (Abb. 74) [74].
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Abb. 74: Nitrierung der Verbindung 34
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c) Reduktion der Nitrogruppe der Verbindung 35 zum Ethyl-2-amino-4,5-di-(2-
methoxyethoxy)benzoat (36)

Im Anschluss daran wird die Nitrogruppe der Substanz 35 zur Aminofunktion reduziert. In der
Versuchsvorschrift des oben erwdhnten Patentes werden Cylohexen als Wasserstoffdonator
und Palladium auf Aktivkohle als Katalysator vorgeschlagen. Bei diesem Wasserstofftransfer
Ubertragt Cyclohexen in Gegenwart von Palladium/Kohle zwei Wasserstoffmolekile und wird
dabei selbst zum Benzol dehydriert. Dabei muss darauf geachtet werden, dass der
Katalysator méglichst frisch verwendet wird.

Auch hier wird nach der Aufreinigung von 36 durch S&ulenchromatographie mit dem

FlieRmittelgemisch Ethylacetat/n-Hexan (2:3) als Produkt ein braunes Ol erhalten.
d) Ringschluss zum 6,7-Di-(2-methoxyethoxy)-3,4-dihydrochinazolin-4-on (37)
Durch Erhitzen der Verbindung 36 mit Formamidinacetat in 2-Methoxyethanol wird der

Ringschluss zum Chinazolin-4-on vollzogen. Nach Eliminierung des Ldsungsmittels im

Vakuum kann die Verbindung 37 als Feststoff separiert werden. Die Aufreinigung erfolgt
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mittels

Saulenchromatographie  unter

Dichlormethan/Methanol (9:1).

Verwendung

des

Fliemittelgemisches

Im Protonenresonanzspektrum zeigt die NH-Gruppe ein verbreitertes Signal bei 12,07 ppm.

Bei einer chemischen Verschiebung zwischen 3,5 und 4,5 ppm liegen die Signale der

Protonen der beiden Seitenketten (Abb. 75).

Abb. 75: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 37

e) Chlorierung der Verbindung 37 zum 4-Chlor-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolin (38)

Die Verbindung 37 wird nach dem bereits bewahrten Verfahren mit Thionylchlorid und

N,N-Dimethylformamid

in einer Syi-Reaktion

in der Position 4 chloriert. Die dabei

entstehende Verbindung 38 wird nach kurzem Trocken aufgrund ihrer Instabilitat sofort in

einer Cross-coupling-Reaktion weiterverarbeitet.
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3.4.1.2 Herstellung der Verbindung 39 unter Einsatz einer Grignard-Verbindung

Die beiden Kopplungskomponenten 4-Chlor-6,7-di-(2-methoxyethoxy)-chinazolin (38) und 5-
Chlor-6-fluorindol (10) werden jetzt zum Wunschprodukt 39 weiter umgesetzt (Abb. 76).
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i) Methylmagnesiumiodid, Diethylether, Eisklihlung; ii) AT; iii) Wasser, RT
Abb. 76: Herstellung der Verbindung 39
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Nach der Extraktion von Verbindung 39 mit Ethylacetat wird eine dinnschicht-
chromatographische Untersuchung mit Detektion bei Wellenlangen von 254 und 366 nm
durchgefuhrt. Dabei ist wieder eine stark hellblau fluoreszierende Substanz auffallig, die
durch Saulenchromatographie mit dem FlieBmittelgemisch Ethylacetat/Ethanol (9:1)

separiert wird.

Das angefertigte Protonenresonanzspektrum zeigt das verbreiterte Signal des Indol-NHs bei
12,11 ppm. Im Aromatenbereich (ca. 7-9 ppm) sind die charakteristischen Muster der
Protonen der Chinazolin- und Indolkomponente erkennbar. Die Signale der Protonen der
beiden Seitenketten des Chinazolins liegen zwischen 3,5 und 4,5 ppm (Abb. 77).

Im Infrarot-Spektrum ist die NH-Valenzschwingung des Indols bei einer Wellenzahl von
2929 cm™ deutlich erkennbar.

ppn 13 12 11 10 ] 1] 7 1 b 4

Abb. 77:  "H-NMR-Spektrum der Verbindung 39

Die in ihrer Struktur bewiesene Substanz 39 wird ebenfalls auf ihre EGFR-TK-inhibitorische
Aktivitat getestet. Dabei wird bei einer Konzentration von 100 nM eine sehr gute Inhibition
von 43 % ermittelt. Das bedeutet, dass durch die Einflihrung der Idngeren und damit sterisch
anspruchsvolleren Seitenketten am Chinazolinteil kaum eine AktivitatseinbuRe im Vergleich
zu Substanz 14 (62 %) mit zwei Dimethoxy-Substituenten resultiert. Allerdings zeigt der

Arzneistoff Erlotinib mit einer ICsy von 2 nM/L eine noch starkere inhibitorische Aktivitat.
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Aufgrund ihrer sehr guten EGFR-TK-Inhibition wurde die Zytotoxizitat der Verbindung 39 an
der MCF-7-Brustkrebszelllinie Uberpruft. Da Wachstumsfaktoren und Estrogene die
Genexpression coregulieren und Wachstumsfaktoren durch Estrogene stimuliert werden

kénnen, wird auch bei dieser Verbindung ein gutes Ergebnis erwartet [59-62].

Die Ergebnisse der In-vitro-Zytotoxizitatstests sind in Abb. 78 graphisch dargestellt. Zum
Vergleich wurde die Zytotoxizitdt von Cisplatin als Standardzytostatikum im gleichen
Durchlauf getestet.
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Abb. 78: Effekte der Verbindung 39 sowie des Cisplatins als Standardzytostatikum in Konzentrationen
von jeweils 0,5, 1 und 5 yM auf das Wachstum von MCF-7-Zellen

Als Mal fir die Zytotoxizitat werden auch hier die ermittelten T/Cyo-Werte [%] in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit [h] herangezogen.

Erstaunlicherweise wird hier eine wesentlich schlechtere Zytotoxizitat der Verbindung 39 im
Vergleich zu Cisplatin und zur bereits getesteten, zytotoxisch exzellent wirksamen
Substanz 14 festgestellt. Sogar bei einer Konzentration von 5 uM ist nur eine schwache
antiproliferative Wirkung erkennbar. Eine Ursache fiir die deutlich schlechtere Zytotoxizitat
kénnten die langeren und dadurch Raum einnehmenden Seitenketten und eine damit

verbundene geringere Zellgangigkeit sein.
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Zusatzlich wurde auch die Substanz 39 in einer Konzentration von 5 uM in Ethylacetat

fluoreszenzspektroskopisch vermessen (Abb. 79, Tabelle 9) [70, 71].
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Abb. 79: Fluoreszenzspektrum der Verbindung 39 bei einer Konzentration von 5 yM

Exzitation [nm] | Emission [nm] | Relative Intensitat

260 411,8 2701
300 4144 2413
350 412,6 6530

Tabelle 9: Daten zum Fluoreszenzspektrum der Verbindung 39

Die Substanz 39 weist in Ethylacetat bei Einstrahlungswellenlangen von 260 nm, 300 nm
und 350 nm jeweils ein Emissionsmaximum auf (Tabelle 9). Die Lage der Maxima bei einer
Einstrahlung von 260 und 350 nm und ihre jeweiligen Intensitaten sind mit denen der
Verbindung 14 vergleichbar. Zusatzlich tritt ein Maximum bei 300 nm auf. Diese
vergleichbaren Fluoreszenzen liegen in dem sehr dhnlichen Fluophor der beiden Substanzen

begrindet.

4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-6,7-di-(2-methoxyethoxy)chinazolin (39) zeigt also durch die
Einflhrung der langeren Seitenketten eine leichte Abschwachung der EGFR-TK-Inhibition
sowie eine deutlich schwachere Zytotoxizitdt an der MCF-7-Zelllinie im Vergleich zur
Substanz 14.

Daher soll versucht werden, die Seitenketten weniger stark zu verandern, um damit die
hervorragende EGFR-TK-Inhibition und Zytotoxizitdt der Substanz 14 bei gleichzeitig

optimierter Pharmakokinetik zu erhalten.



80 Chemisch-Pharmakologischer Teil

3.4.2 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-7-methoxy-6-(2-methoxyethoxy)chinazolin (47)

Um sich wieder den hervorragenden pharmakologischen Testergebnissen der Substanz 14
zu nahern, wird bei der Konzeption der folgenden Substanz 47 eine Strukturvariante gewanhlt,
bei der das Substitutionsmuster des Chinazolins eine 7-Methoxy-Gruppe, vergleichbar mit
Substanz 14, und eine 6-(2-Methoxyethoxy)-Gruppierung, vergleichbar mit Verbindung 39,
besitzt (Abb. 80).

Durch die Verwendung dieser Chinazolin-Teilstruktur wird erwartet, dass sowohl die EGFR-

TK-Inhibition als auch die Zytotoxizitat der Substanz 39 verbessert werden kénnen.

Abb. 80: 4-(5-Chlor-6-fluorindol-3-yl)-7-methoxy-6-(2-methoxyethoxy)chinazolin (47)

Der Syntheseweg fuhrt 2zundchst zum 6-Acetoxy-4-chlor-7-methoxychinazolin  als
Kopplungskomponente flir die Hetarylierung. Erst nach der Cross-coupling-Reaktion mit
5-Chlor-6-fluorindol (10) wird die Seitenkette in Position 6 eingefihrt.

3.4.2.1 Herstellung der Cross-coupling-Komponente 4-Chlor-6-acetoxy-7-

methoxychinazolin (42)

Bei der Synthese der Verbindung 47 wird zunachst das 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydro-
chinazolin-4-on (3) hergestellt, das zum 6-Hydroxy-7-methoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on
(40) demethyliert wird. AnschlieRend wird die 6-Hydroxygruppe acetyliert (41), um so die
nachfolgende Chlorierung selektiv in Position 4 des Chinazolins zu ermdglichen (42)
(Abb. 81).
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i) Formamidinacetat, 2-Methoxyethanol, AT; ii) Methansulfonsaure, Methionin, AT; iii) Acetanhydrid, Pyridin, AT;
iv) Thionylchlorid, N,N-Dimethylformamid, AT
Abb. 81: Herstellung von 4-Chlor-6-acetoxy-7-methoxychinazolin (42)

a) Ringschluss zum 6,7-Dimethoxy-3,4-dihydrochinazolin-4-on (3)

Im Rahmen der in Abb. 81 gezeigten Synthese wird zunachst 3,4-Dimethoxyanthranilsdure,
wie bereits beschrieben, mit Formamidinacetat in 2-Methoxyethanol zum 6,7-Dimethoxy-3,4-

dihydrochinazolin-4-on (3) umgesetzt.

b) Regioselektive Etherspaltung der Verbindung 3 zum 6-Hydroxy-7-methoxy-3,4-
dihydrochinazolin-4-on (40) in Anlehnung an die Zeisel-Viebdck-Methode

Nachfolgend wird die Verbindung 3 mit Methansulfonsdure und Methionin unter Ruckfluss
(250°C) erhitzt. Im Anschluss daran wird die Reaktionsmischung in Eiswasser gegeben und
mit 40 prozentiger Natronlauge neutralisiert. Aus der Suspension wird zunachst ein
schwarzer, kohledhnlicher Niederschlag isoliert, der nach Optimierung der

Reaktionstemperatur auf 160°C eine violette Farbe zeigt.

Bei der dabei stattfindenden Demethylierung spaltet Methansulfonsdure (pKs = 1,75) in
Anwesenheit des soft-Nukleophils und Methylgruppen-Akzeptors Methionin den Methylether
in Position 6 des Chinazolins zur phenolischen Hydroxygruppe (Abb. 82).

Die Reaktion wird durch Protonierung des Ethersauerstoffs und der Aminofunktion des
Methionins eingeleitet. Ein Phenolether-Oxoniumion aktiviert die Methylgruppe, an die der
Thioether des Methionins in einer Sy2-Reaktion nucleophil angreift. In Position 6 des

Chinazolins bildet sich die phenolische Hydroxygruppe. Durch die nennenswerte Affinitat des
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Methylkations zum Schwefel entsteht aufllerdem S-Methyl-methioninbismethansulfonat
(Abb. 82) [75, 76].
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Abb. 82: Regioselektive Etherspaltung der Verbindung 3 zur Verbindung 40

Das zunachst entstehende violette Produkt wird durch Saulenchromatographie mit dem

FlieBmittelgemisch Dichlormethan/Methanol (9:1) zu einem weil3en Feststoff aufgereinigt.

Das angefertigte Protonenresonanzspektrum zeigt die Singuletts der NH-Gruppe bei
11,92 ppm und der Hydroxygruppe bei 9,81 ppm. Im Bereich von ca. 7-8 ppm sind die
aromatischen Protonen sichtbar. Die Signale der Protonen der Methoxygruppe erscheinen

bei einer chemischen Verschiebung von 4,08 ppm (Abb. 83).
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Abb. 83: 1H—NMR—Spektrum der Verbindung 40
c) Einfihrung einer Acetyl-Schutzgruppe in Position 6 der Verbindung 40

Da mit der Hydroxygruppe in Position 6 der Verbindung 40 eine zusatzliche Angriffstelle fir
die nachfolgende Behandlung mit Thionylchlorid vorliegt, soll di