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Zusammenfassung der Dissertation

Die Ataxia-telangiectasia mutated (ATM)-Kinase ist ein zentraler Regulator der zelluldren
DNA-Schadensantwort in Bezug auf DNA-Doppelstrangbriiche (DSB). In vorausgehenden
Forschungsarbeiten zeigte sich, dass die Inhibition der ATM zu starken synergistischen
Effekten mit verschiedenen etablierten antitumoralen Therapien fithren kann, weshalb die

Entwicklung potenter und selektiver ATM-Inhibitoren von groflem Interesse ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ATM-Inhibitoren verschiedener Strukturklassen
synthetisiert, charakterisiert und optimiert. Der Schwerpunkt lag in der Entwicklung neuer
ATM-Inhibitoren auf Benzimidazol- und 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Basis. Ausgehend von
der Darstellung erster vielversprechender Proof-of-Concept-Inhibitoren wurden
systematische Derivatisierungen verschiedener Teilstrukturen durchgefiihrt, um essenzielle
Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR) abzuleiten. Dabei konnten zwei vielversprechende
Leitstrukturen mit einstellig nanomolaren Hemmwerten und deutlich unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften identifiziert werden, die ferner hinsichtlich ihrer
metabolischen Stabilitit, der Aktivitdt auf zellularer Ebene und der Selektivitit innerhalb
ausgewdhlter verwandter Kinasen und des Kinoms charakterisiert wurden. Da die ersten
Leitstrukturen bei der Translation in den zelluldiren Assay einen ausgeprigten
Aktivitatsverlust aufwiesen, sollten weitreichende Modifikationen beider Strukturklassen
durchgefiihrt werden, um eine effiziente Inhibition auf Zellebene zu ermdoglichen.
Syntheseoptimierungen erlaubten in mehreren Syntheserouten die Darstellung von
Zwischenprodukten ohne sdulenchromatographische  Aufreinigungsschritte  und

ermoglichten in einigen Féllen eine effiziente Late-Stage-Derivatisierung der Inhibitoren.

Es gelang, mehrere ATM-Kinaseinhibitoren zu identifizieren, welche picomolare
Hemmwerte und zugleich subnanomolare Aktivitéit auf zelluldrer Ebene zeigen konnten.
Zusitzlich konnte durch weiterfiihrende Optimierungen eine hohe Selektivitit erreicht
werden. Zwei Vertreter wurden pharmakokinetisch evaluiert und waren oral verfiigbar,
sodass Kandidaten fiir weitergehende in vitro und in vivo Experimente zur Verfiigung

stehen.
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Summary of the Thesis

Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) kinase is a key regulator of the cellular DNA damage
responding to double-strand breaks. Previous research showed that ATM inhibition can
lead to potent synergistic effects with several established antitumor therapies, making the

development of potent and selective ATM inhibitors relevant.

In this work, ATM inhibitors of different structural classes were synthesized, characterized,
and optimized. The main aim was the development of new ATM inhibitors based on
benzimidazole and 3H-Imidazo[4,5-b]pyridine scaffolds. Starting from first promising
proof of concept inhibitors, systematic derivatizations of distinct substructures were
generated to derive essential structure-activity relationships (SAR). Two promising lead
structures with single-digit nanomolar inhibitory values and distinct physicochemical
properties were identified, which were further characterized regarding their metabolic
stability, activity at the cellular level, and selectivity within a kinome panel. Since the initial
lead structures exhibited a pronounced loss of activity at cellular level, extensive
modifications of both structural classes were generated striving to improve their inhibition
capacity. Optimization of the synthesis allowed the preparation of intermediates without
column chromatographic purification steps in key synthetic routes and, in some cases,

enabled efficient late-stage derivatization of the inhibitors.

Several ATM kinase inhibitors were successfully identified with picomolar levels of
on-target inhibition, subnanomolar activity at the cellular level, and high selectivity. Two
representatives were evaluated pharmacokinetically and were orally available, thus

providing candidates for further in vitro and in vivo experiments.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kinasen

Die Phosphorylierung durch Kinasen spielt eine wichtige Rolle in zahlreichen biologischen
Prozessen. Dabei wird eine y-Phosphatgruppe, zumeist eines Adenosintriphosphat (ATP)-
Molekiils, auf die Hydroxylgruppe verschiedener Substrate wie Peptide, Lipide oder
Kohlenhydrate tibertragen. Es sind {iber 500 fiir Proteinkinasen codierende Gene bekannt.
Die entsprechenden Kinasen werden in ihrer Gesamtheit als Kinom bezeichnet (Abbildung
1) und kdnnen auf unterschiedliche Arten weiter unterteilt werden. Eine Moglichkeit ist die
Einteilung nach Art der modifizierten Aminosidure am Substrat, wobei Serin/Threonin-
Kinasen, Tyrosinkinasen und dual-spezifische Proteinkinasen, welche alle drei Arten der

zuvor genannten Aminosiuren phosphorylieren, unterschieden werden konnen.!-

ePK

Kinom

i

aP

P

STE] faac]
TIF1 @_— RGC

Abbildung 1: Einteilung humaner Proteinkinasen. Abkiirzungen: aPK (atypische Kinasen, ePK
(eukaryotische Kinasen), AGC (Proteinkinasen A, G, C), TK (Tyrosinkinasen), TKL (Tyrosinkinase-dhnliche
Kinasen), RGC (Rezeptor-Guanylyl-Cyclasen), STE Kinasen (Homologs of Yeast Sterile 7, 11, and 20
Kinasen), CMGC (CDK, MAPK, GSK, CLK Kinasen), CK1 (Casein Kinase 1), CaMK (Calcium/Calmodulin-
abhdngige Kinasen), PDHK (Pyruvat Dehydrogenase Kinasen), Alpha-Kinasen, RIO-Kinasen, TIF1-Kinasen
(Transcriptional Intermediary Factor 1), ABCI/ADCK (ABCI Domain Containing Kinases), BRD
(Bromodomcdine Kinasen ), PIKK (Phosphatidylinositol 3-Kinase-Related Kinases).'”

Eine weitere Einteilung ist anhand der Sequenzhomologie moglich. Im Proteinkinase-
stammbaum nach Manning et al. werden eukaryotische Proteinkinasen (ePK) und
atypische Proteinkinasen (aPK) unterschieden, die jeweils mehrere Untergruppen
beinhalten (Abbildung 1).!? Eine weitere Unterteilung kann in katalytisch aktive Kinasen

und Pseudokinasen erfolgen. Letztere machen ca. 10 % des humanen Kinoms aus und sind



Einleitung

katalytisch inaktiv, da bestimmte Strukturmotive fehlen. Dennoch haben diese Proteine
eine hohe physiologische Bedeutung und verfiigen {iber wichtige regulatorische

Funktionen.*

1.2 Kinasen als Arzneistofftargets

Kinasen haben sich zu wichtigen 7argets fiir Arzneistoffe im 21. Jahrhundert entwickelt,
da sie eine pathophysiologische Relevanz in Bezug auf zahlreiche Krankheiten aufweisen.’
Der weltweit erste Kinaseinhibitor war Fasudil, der 1995 in Japan zugelassen wurde und
dessen Kinaseinhibition erst retrospektiv bekannt wurde. Sirolimus (oder Rapamycin) stellt
den ersten, durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen,
allosterischen Inhibitor im Jahr 1999 dar (Abbildung 2). Im Jahr 2001 kam der erste
synthetische Wirkstoff Imatinib (Gleevec®) auf den amerikanischen Markt, welcher gezielt
als Kinaseinhibitor entwickelt wurde. Dieser Wirkstoff zeigte, dass — trotz hoher
Strukturhomologie innerhalb der Kinasen — eine hohe Selektivitét erzielt werden kann.
Nach Imatinib folgten zahlreiche Zulassungen weiterer niedermolekularer Kinase-
inhibitoren . Aktuell sind mehr als 70 Kinaseinhibitoren von der FDA zugelassen, wobei
maligne Erkrankungen mit iiber 60 Vertretern die héufigste Indikation darstellen
(Abbildung 2).7# EIf Arzneistoffe aus dieser Klasse sind fiir nicht-maligne Erkrankungen
zugelassen (Abbildung 2, blau markiert).*® Bis auf wenige Ausnahmen, vor allem die
Makrolide Everolimus, Sirolimus und Temsirolimus, zeigen die Inhibitoren dhnliche
physikochemische Eigenschaften (Abbildung 2B). Der Median fiir die Polar Surface Area
(PSA) und fiir die relative Molekiilmasse liegen bei 96 A? und 482 Dalton. Die meisten
Vertreter verfiigen liber weniger als fiinf H-Briicken-Donoren und die Anzahl der H-
Briicken-Akzeptoren befindet sich in den meisten Fillen zwischen vier und zehn. Bis auf
drei Vertreter sind alle durch die FDA-zugelassenen Kinaseinhibitoren fiir die orale
Applikation zugelassen, wenngleich fiir einige neben der oralen auch andere
Applikationswege moglich sind. Auf das humane Kinom bezogen, konnen mit den durch
die FDA zugelassenen Kinaseinhibitoren ca. ein Zwanzigstel der iiber 500 Kinasen

adressiert werden.”
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Abbildung 2: A) Zugelassene Proteinkinaseinhibitoren durch die FDA (Stand: April 2023). Die blau
markierten Wirkstoffe sind fiir nicht maligne Erkrankungen zugelassen. B) PSA* in A°, relative Molekiilmasse
der Inhibitoren in Dalton (grau: Median) und Anzahl der H-Briicken-Donoren* (HBD) und H-Briicken-
Akzeptoren® (HBA). Stand: Mdirz 2023.5% (*ohne Pirtobrutinib und Tribanibulin)

1.3 PIKK-Familie
Die Phosphatidylinositol 3-Kinase Related Kinase (PIKK)-Familie wurde 1995 von Keith

und Schreiber klassifiziert. Die Kinasen innerhalb dieser Gruppe gehdren zu den aPKs und

besitzen eine hohe Strukturhomologie zu der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Familie.
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Die PIKK-Familie beinhaltet die Kinasen Mammalian Target of Rapamycin (mTOR),
DNA-dependent Protein Kinase Catalytic Subunit (DNA-PKcs), Ataxia-telangiectasia
Mutated (ATM), Ataxia-telangiectasia and Rad3-related Protein (ATR), Trans-
formation/Transcription Domain-associated Protein (TRRAP) und Suppressor of
Morphogenesis in Genitalia (SMG1).!Y Trotz der Verwandtschaft zu den PI3Ks
unterscheiden sich die PIKKs funktionell deutlich, da diese im Gegensatz zu den PI3Ks
keine Lipide phosphorylieren, sondern Ser/Thr-Proteinkinaseaktivitit aufweisen.!%!? Bei
allen PIKK-Vertretern handelt es sich um duBlerst groe Proteine mit {iber 2500 Amino-
sduren (Abbildung 3), bei denen die Kinasedoméne ca. 5 - 10 % der Sequenz ausmacht.
Aufgrund der enormen GroBe dieser Proteine wurde fiir die Strukturaufkldrung in den
letzten Jahren vor allem auf Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM) als Methode der Wahl

zuriickgegriffen, wobei zum Teil Auflésungen von unter 3,0 A realisiert werden konnten. -
16

Die Kinasen DNA-PKcs, ATM und ATR sind wichtige Bestandteile der DNA-Schadens-
antwort (DNA Damage Response, DDR), wihrend die mTOR-Kinase das Wachstum und
den Stoffwechsel eukaryotischer koordiniert.!”!® Die TRRAP reguliert unter anderem

Chromatin-basierte Prozesse und die SMG1-Kinase spielt im Nonsense-mediated mRNA

Decay (NMD) eine wichtige Rolle.!??

Die Kinasedoméne innerhalb der PIKK-Kinasen zeigt eine geringe Sequenzéhnlichkeit im
Vergleich zu klassischen ePKs, wodurch die PIKKs zu den aPKs gezéhlt werden.!!
Betrachtet man jedoch die Tertidrstruktur der PIKK-Kinasen, so finden sich zum Teil

deutliche Ahnlichkeiten im Vergleich zu den ePKs.??

Der N-terminale Bereich der PIKKs besteht aus einer o-Solenoid-Doméne, die aus HEAT
repeats (Huntingtin, Elongation factor 3, A subunit of protein phosphatase 2A, TORI1) in
unterschiedlicher Quantitit aufgebaut ist (Abbildung 3).!%2* Benachbart zur a-Solenoid-
Doméne befindet sich die FAT (FRAP-ATM-TRRAP)-Doméne, die aus Tetratricopeptid-
Wiederholungen (tetratrico-peptide repeats, TRD) aufgebaut und um die Kinasedomine
gewickelt ist (Abbildung 3).!%2*2> Ausgehend von der konservierten Kinasedomine (KIN)
zeigen die PIKKs zwei weitere konservierte Strukturmerkmale, die C-terminal zur KIN
liegen und als PIKK Regulatory Domain (PRD) und FAT C-terminale Motiv (FATC)
bezeichnet werden. Zusammen mit der FAT-Doméne verfligen diese Einheiten tiiber

12

regulatorische Funktionen.'> Die FATC-Doméne ist eine kleine hoch konservierte

Struktureinheit mit ca. 30 Aminosiuren, die nur in Kombination mit FAT auftritt.!>2¢
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A DNA-PKcs I W 4128 AS
ATM [ N W 3056 AS
ATR I W 2644 AS
mTOR I [ 2549 AS
SMG1

3661 AS

B a-Solenoid
B FAT

O Kinase

@ PRD

B FATC

O Andere

Abbildung 3: A) Schematische Darstellung der Domdnen der einzelnen PIKK-Mitglieder mit Ausnahme der
TRRAP (3859 AS/ 438 kDa).”’ Struktur B) der DNA-PKcs im Komplex mit DNA (PDB: 5Y3R)%, C) der ATM-
Kinase (PDB: 7SIC)*, D) der ATR-Kinase als ATR-ATRIP-Komplex (PDB:5YZ0)*° E), der mTORCI (PDB:
6BCX)*" und F) der SMGI-Kinase im SMGI-SMG8-SMG9-Komplex (PDB: 6SYT).’! Visualisierung (B-F)
mit ChimeraX.>?

Mutagenesen in diesem Bereich konnen zu einer Kinaseinaktivitit der ATM fiihren,

wohingegen das Domain-Swapping, also die Substitution dieses Elements mit der
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Aminosduresequenz einer anderen PIKK-Kinase, die Kinaseaktivitidt in manchen Fillen
wiederherstellen kann.?? Die Deletion der FATC fiihrt zu einem Verlust der Kinaseaktivitit,
wohingegen kleinere Deletionen innerhalb der PRD die Aktivitdt nicht beintrichtigen oder
sogar verstirken konnen.'>34% Dies liegt an der Tatsache, dass die PRD als Pseudosubstrat
fungieren kann, welches den Zugang zur Kinase steuert.?*¢ Die konserviertere C-terminale
Hilfte der PRD-Domaéne ist ferner fiir Protein-Protein-Interaktionen und posttranslationale

Modifikationen relevant.3’-38

1.4 ATM-Kinase

Die Ataxia Telangiectasia Mutated-Kinase (ATM-Kinase) ist eine ubiquitir exprimierte
Serin/Threonin-Kinase, die spezifisch S/TQ-Aminosduremotive phosphoryliert und
hauptséchlich im Nukleus lokalisiert ist.*** Das entsprechende 4 TM-Gen befindet sich auf
dem Chromosom 11g22-23, beinhaltet 12 Kilobasen und wurde 1995 identifiziert.?! Die
ATM ist ein wichtiger Teil der zelluliren DNA-Schadensantwort in Folge von DNA-
Doppelstrangbriichen (DSB).!7434 Mutationen in diesem Gen verursachen die autosomal
rezessive Krankheit Ataxia telangiectasia (A-T, auch Louis-Bar-Syndrom), die sich durch
einen komplexen Phinotyp auszeichnet und mit einer progressiven Ataxie,
Immunschwiche, Radiosensitivitit und Krebspridisposition einhergeht.*’*’ Die ATM-
Kinase wird als vielversprechendes 7arget in der Onkologie betrachtet, da deren Inhibition

in Kombination mit DSB-induzierenden Therapien starke synergistische Effekte zeigt.>%->4

1.4.1 Struktur der ATM-Kinase

Aufgrund der enormen Grofle der ATM-Kinase (3056 Aminosduren) beschriankt sich die
Strukturaufkldrung hauptsdchlich auf Cryo-EM-Aufnahmen. Dabei sind zahlreiche
Strukturen sowohl der humanen ATM-Kinase als auch von ihrem Ortholog aus Pilzen
(zumeist S. cerevisiae), die Tell*™, publiziert worden. Insgesamt dominiert die
homodimere Form, jedoch konnten auch Strukturen der monomeren ATM-Kinase
aufgenommen werden. In jlingster Vergangenheit wurden hohe Aufldsungen von teilweise
unter 3 A realisiert, wodurch die Aufklirung verschiedener Regulationsmechanismen und
die Bindemodi verschiedener niedermolekularer Liganden, wie nicht-hydrolisierbare ATP-

Analoga, als auch einiger ATM-Kinase-Inhibitoren ermoglicht wurden.!3-2428.36.55-58
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Abbildung 4: Struktur der ATM-Kinase als symmetrisch-geschlossenes Homodimer mit schmetterlingsartiger
Form (PDB: 7SIC, Cryo-EM). Gestrichelte Linien zeigen unaufgeloste Strukturbestandteile. Struktur als
Einteilung der Domcinen nach Warren et al. und Baretié et al.’*?® Visualisierung mit ChimeraX.>’

Fiir die ATM wurden eine Reihe verschiedener Zustinde beschrieben, die sich in Bezug

auf die enzymatische Aktivitit und in Bezug auf die Signalkaskaden unterscheiden (siche
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Kapitel 1.4.3). Im inaktiven Zustand liegt die ATM als autoinhibiertes, symmetrisches und
geschlossenes Homodimer vor, wobei die einzelnen Protomere gegenseitig die
Peptidsubstratbindung unterbinden (Abbildung 4). Davon sind dimere Zustinde zu
unterscheiden, bei denen durch post-translationale Modifikationen und durch induzierte
Konformationsinderung eine Kinaseaktivitit vorhanden ist.?** Des Weiteren ist der
monomere Zustand der ATM zu nennen, der vor allem mit der DNA-Schadensantwort im
Zusammenhang gebracht wird und enzymatisch signifikant aktiver als das geschlossene
Dimer ist. Als Marker dient dabei zumeist die Autophosphorylierung an Ser1981, welche
jedoch nicht essenziell fiir die erhohte enzymatische Aktivitit ist.*=” Die ATM kann in
mehrere Dominen unterteilt werden (Abbildung 4), die im Folgenden beginnend mit den

N-terminalen Strukturmotiven dargelegt werden.

Der N-terminale Bereich der ATM-Kinase wird als a- oder N-Solenoid bezeichnet und
besteht wie bei anderen PIKKSs aus zahlreichen HEAT repeats (Abbildung 3 und Abbildung
4).1® Das N-Solenoid kann in eine Spiral-Domine und eine Pincer-Domine unterteilt
werden (Abbildung 4). Die Spiral-Doméne ist fiir die Bindung verschiedener Substrate,
Regulator- oder Adapterproteine essenziell, darunter p53, BRCA1 und LKB1.24%° An
dieser Stelle erfolgt auch die Bindung des NBS1-Proteins des MRN-Komplexes, welcher
die ATM infolge von DNA-Doppelstrangbriichen rekrutiert (Abbildung 8, siche Kapitel
1.4.3).286! Die Pincer-Domine besteht aus fiinf Untereinheiten (N-Pillar, Bridge, C-Pillar,
Railing und Cap, in Abbildung 4 nicht dargestellt) und verbindet die Spira/-Domine mit
der FAT (FRAP, ATM, TRRAP)-Domine.?* Die N-Solenoid-Einheit ist deutlich flexibler
als die C-terminale FATKIN-Domine (Abbildung 4) und ist nicht an der Dimerisierung
beteiligt.!328

Der C-terminale Teil wird als FATKIN zusammengefasst und besteht aus der
Kinasedomine (KIN) und der FAT, wobei letztere wiederum in die Doménen die TRDI,
TRD2, TRD3, die Heat-repeats domain (HRD) unterteilt werden kann. Die FATKIN
vermittelt die ATM-Dimerisierung, die vor allem durch TRD2 und TRD3 mediiert
wird.?*?® Im geschlossenen Zustand bilden FATC, das LST8-binding element (LBE, siche
Abbildung 4), der Activation Loop (A-Loop), und das PRD der KIN-Doméne eine
kompakte Anordnung, die insgesamt als FLAP zusammengefasst wird (Abbildung 4,
Abbildung 5). Die TRD3 interagiert mit allen Elementen der FLAP, sodass die TRD3-
Doméne auch als FLAP binding element (FLAP-BE) bezeichnet wird. Im geschlossenen
ATM-Dimer driickt das FLAP-BE des einen Monomers auf die PRD-Doméne des anderen,
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sodass Peptidsubstrate nicht mehr die Kinase binden konnen.?* Die PRD bildet hydrophobe
Kontakte zum Leu2970 der KIN und H-Briicken ausgehend vom Glu2971 zum Backbone
des A-Loops (Pro2901, Thr2902) aus (Abbildung 5). Dabei ahmt das Glu2971 die ATM-
Substrate nach, die spezifisch an SQ/TQ-Motiven phosphoryliert werden.!* Die PRD ist
somit als regulatorisches Pseudosubstrat zu verstehen, sodass der geschlossene Zustand des
ATM-Dimers den inaktiven Zustand widerspiegelt.>* Ausgehend von der FAT-Domine,
die sich um die Kinasedoméne wickelt, sind einige wichtige PIKK-spezifische polare
Wechselwirkungen unter anderem zwischen den Aminosduren Glul959-Arg2849
(TRD1:--KD), Arg2486-Glu2950 (HRD---KD) und GIn2522-GIn2730 (HRD---KD)
beobachtbar.?* Mutationen an diesen Stellen fiihren zu verschiedenen Krankheitsbildern,
wodurch ausgegangen wird, dass diese Interaktionen wichtig fiir die Stabilisierung der
gesamten ATM-Kinase sind.?* Die R2849P-Mutation ist mit dem Phénotyp der A-T-
Krankheit assoziiert, wohingegen die R2486G-Mutation mit T-Zell Prolymphozyten-
leukdmie in Verbindung gebracht wird.®** Innerhalb des TRD1 der FAT-Einheit befindet

sich die Aminosdure Ser1981, welche infolge von DSBs autophosphoryliert wird.2*#°

Neben dem symmetrischen inaktiven ATM-Dimer konnte in der Publikation von Bareti¢
et al. ein offener dimerer Zustand mit insgesamt asymmetrischer Konformation beobachtet
werden. Wéhrend im geschlossenen Dimer die FLAP/FLAP-BE-Interaktion die
Substratbindung an der Kinase unterbindet, ist im offenen Zustand keine Interaktion
zwischen FLAP und der TRD3 erkennbar. Die PRD ist so orientiert, dass Peptidsubstrate
an die Kinase binden konnen.?* Dieses asymmetrische ATM-Dimer konnte jedoch in

anderen Arbeiten nicht beobachtet werden.?8

In der Publikation von Xiao et al. zeigte die monomere Ser1981-unphosphorylierte Form
der ATM eine ~10-fach hohere Kinaseaktivitit als das Dimer. Die katalytische Bindetasche
des Monomers ist offener und die PRD-Doméne deutlich flexibler, da die FLAP-BE-
abhingige Inaktivierung durch das zweite Monomer nicht mehr erfolgen kann und somit
die Substratbindung erleichtert wird. Deletionen im Bereich der PRD fiihren zu einer
Hyperaktivierung der Kinaseaktivitit, wodurch die Hypothese der Autoinhibition durch

PRD als Pseudosubstrat weiter bestirkt werden konnte.>’
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Abbildung 5: Kinasedomdne der ATM-Kinase mit gebundenen AMP-PNP (PDB: 7SIC). Nomenklatur
wichtiger Strukturelemente nach Warren et al., Kanev et al. und KLIFS.?*?%% Rechts oben: Die postulierte
Autoinhibition durch das Pseudosubstrat PRD am A-Loop nach Stakyte et al’® Visualisierung mit
ChimeraX.*

Die Kinasedomine der atypischen ATM-Kinase zeigt trotz zahlreicher Unterschiede in der
Primérstruktur im Vergleich zu ePKs eine prototypische Tertidrstruktur mit hoch
konservierten Regionen.??% Die fiir die Proteinkinasen typische zweigliedrige Struktur, die

sich in einem N- und einem C-Lobe einteilen ldsst, ist bei isolierter Betrachtung der

10
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Kinasedomine deutlich erkennbar (Abbildung 5).22 Der N-Lobe (AS 2614-2770) setzt sich
grofitenteils aus antiparallelen [-Faltblittern zusammen und beinhaltet wichtige
Strukturmotive wie den P-Loop (G-rich Loop), aC-Helix und die Gatekeeper-Aminosaure.
Der C-Lobe (AS 2771-2957) ist iiber die Hinge-Region mit dem N-Lobe verbunden, zeigt
insgesamt eine a-Helix-reiche Struktur und beinhaltet wichtige Strukturelemente wie aD-,
aE-Helix, den Activation und Catalytic Loop, als auch das xDLG-Motiv.??>?® Das ATP-
Molekiil bindet in der ATP-Bindetasche, welche sich zwischen beiden Lobes befindet
(Abbildung 6). In der Literatur sind mehrere Cryo-EM-Aufnahmen der humanen ATM mit
nicht-hydrolysierbaren ATP-Analoga ATPyS und AMP-PNP beschrieben.!*?® Innerhalb
der ATP-Bindetasche bildet der Adeninring zwei H-Briicken ausgehend vom N6 und N1
zum Riickgrat (Backbone) der Hinge-Region aus (Abbildung 6 und Abbildung 7). Der
Adeninrest wird von den hydrophoben Aminosiuren Leu2715, Leu2767 und Trp2769 des
N-Lobes und den Resten Leu2877 und 112888 des C-Lobes umschlossen. Der Riboserest
interagiert mit einer der Hydroxylgruppen des GIn2874 iiber H-Briickenbindungen. In der
Phosphatbindetasche sind eine Reihe verschiedener Interaktionen zu beobachten.
Ausgehend von der a-Phosphatgruppe bildet sich eine direkte Bindung zum Lys2717 (BIII)
des N-Lobes aus. Der C-Lobe wird indirekt iiber eine durch das Magnesiumion mediierte
Interaktion zur Aminosdure Asn2875 (Catalytic Loop) adressiert. Eine weitere Bindung zur
Aminosdure Asp2889 wird indirekt {iiber das Magnesiumion aufgebaut. Die
y-Phosphatgruppe wird von dem Tyr2969 und den Aminosduren Val2696 und Asn2697
des G-rich Loops umschlossen.?® Der Glycin-rich Loop, welcher in ePKs wichtig fiir die
katalytische Aktivitdt der Kinasen ist, unterscheidet sich innerhalb der aPKs und der ATM
jedoch deutlich, da das konservierte GxGxxG-Aminosduremotiv fehlt. Deshalb wird dieser
Loop in Bezug auf die aPKs bevorzugt als P-Loop bezeichnet (Abbildung 5).22% Die
Funktion des P-Loops ist in ePKs und aPKs dieselbe, ndmlich die Ausrichtung der
Phosphatgruppen des ATP-Molekiils.%

Im N-Lobe der ATM ist die aC-Helix (Abbildung 5 und Abbildung 6, blau) zu finden, die
fiir die Aktivitat essenziell ist. In ePKs kdnnen meist aC-in- und aC-ous-Konformationen
unterschieden werden, wobei die aC-in-Konformation die aktive Form darstellt. Eine
essenzielle Wechselwirkung fiir diesen Zustand ist die ionische Bindung zwischen einem
Glutamatrest am aC und dem Lysin des konservierten AxK-Aminosduremotives des
BIII-Faltblattes.?2%%%° In der ATM finden sich diesbeziiglich PI3K/PIKK-spezifische
Unterschiede (Abbildung 6). Einerseits fehlt in der ATM-Kinase das AxK-

11
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Aminosduremotiv, die stattdessen ein LVK-Motiv (BIII) an der dquivalenten Position
tragt.’> Andererseits befindet sich anstatt eines Glutamats eine kiirzere Aminosdure
Asp2725 in der aC, die nicht in der Lage ist, eine ionische Wechselwirkung zum Lys2717
(BIIT) auszubilden (Abbildung 6).7° Benachbart zum Asp2725 befinden sich in der
Backpocket der ATM-Kinase, also im Bereich zwischen dem Gatekeeper und der aC-
Helix, ein Aspartat-reicher Bereich (Abbildung 6B), welcher sich fiir die Adressierung mit

Inhibitoren eignet, die an entsprechender Stelle basische Funktionalititen tragen.”!

L2767
W2769 Gatekeeper

Abbildung 6: Bindung des ATP-Analogon AMP-PNP in der ATP-Bindetasche der ATM-Kinase (PDB: 7SIC).
A) ATP-Bindetasche der ATM-Kinase. In Blau ist die aC-Helix abgebildet (vgl. Abbildung 5). B) Aspartat-
reicher Bereich der ATM-Kinase in der Backpocket.? Visualisierung mit PyMol.”

Ein weiteres Strukturelement neben der aC-Helix, welches fiir die Aktivitit der Kinasen
essenziell ist, ist der 4-Loop (Abbildung 5). Der A-Loop ist unter anderem fiir die
Interaktion mit dem zu phosphorylierenden Substrat verantwortlich.%® Dieser beginnt fiir
gewohnlich in ePKs mit dem DFG-Motiv und endet mit einem APE-Motiv, das den A-Loop
an die oF-Helix positioniert.®*”> Die ATM-Kinase verfiigt iiber kein klassisches DFG-,

12
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sondern tragt ein DLG-Motiv (Abbildung 6). Im Ortholog der verwandten ATR-Kinase
ATRMECT zeigt eine F—L-Mutation an dquivalenter Stelle eine ca. 20-fach hohere Basal-
aktivitdt der Kinase. Dadurch wurde abgeleitet, dass das DLG-Motiv der Grund sein
konnte, warum die ATM ohne zusitzliches Aktivatorprotein und unabhingig von der
Autophosphorylierung eine hohe Phosphorylierungsbasalaktivitit aufweist.!>>”7* Des
Weiteren fehlt in der ATM, wie fiir die meisten aPKs iiblich, die gesamte aF-Helix und das
APE-Aminosduremotiv.?>”> Im Gegenzug findet sich ein spezifisches PFXLT-Motiv (in der
ATM: PFRLT), welches stattdessen das Ende des im Vergleich zu ePKs kiirzeren A-Loops

definiert.?

Réumlich benachbart zu dem A-Loop befindet sich der Catalytic Loop (Abbildung 5), der
in ePKs das wichtige Y/HRD-Motiv trigt. Das Aspartat in diesem Motiv fungiert bei der
Phosphorylierungsreaktion als Base und deprotoniert die Hydroxylgruppe des zu
phosphorylierenden Substrates.’®”” In der ATM liegt das HRD am Aspartat invertiert vor,
sodass sich ein DRH-Motiv ergibt. Es wurde postuliert, dass der Histidinrest anstatt des

Aspartates in aPKs als katalytische Base fungieren konnte. 2%78

In Proteinkinasen kdnnen zwei hydrophobe Spines definiert werden, welche nicht iiber die
Aminosduresequenz ableitbar sind, jedoch innerhalb der Tertidrstruktur konservierte
Motive bilden und sich iiber beide Lobes erstrecken. Man unterscheidet die R-Spine
(Regulatory Spine), welche das Substrat, und die C-Spine (Catalytic Spine), die das ATP-
Molekiil positioniert. Wahrend die C-Spine nur durch den Adeninring des gebundenen ATP
vervollstdndigt wird, ist die R-Spine aus Konformationsgriinden in der Regel nur in aktiven
Kinasen vorhanden.5®73798% In den aPKs unterscheiden sich die Spines gegeniiber den
ePKs, da im C-Lobe die aF-Helix, die in ePKs die R- und C-Spines ausrichtet, fehlt. Dies
fiihrt zu einer gewissen Reorganisation der Spines, insgesamt sind jedoch alternative
Strukturmuster hydrophober Aminosduren zur aF-Helix zu finden, die mit der C-Spine
interagieren.?>”>7> In Bezug auf die R-Spine liegt ein zentraler Unterschied im atypischen
DRH-Motiv im Catalytic Loop, welches trotz der Inversion mit dem DLG-Motiv

interagieren kann.??
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1.4.2 Pharmakophormodell der ATP-Bindetasche

Von Traxler ef al. wurde ein Pharmakophormodell definiert, welches die ATP-Bindetasche
der Proteinkinasen in verschiedene Regionen unterteilt, um den Bindemodus ATP-

kompetitiver Inhibitoren beschreiben zu konnen (Abbildung 7).33-81:82

Phosphat-
bindetasche

Ribose-
HRIl | pindetasche

Abbildung 7: A) Simplifizierte Darstellung der verschiedenen Regionen der ATM-Kinase nach dem Modell
von Traxler et al.¥! B) Bindemodus des ATP-Analogon ATP-ANP (PDB: 7SIC?) aus der gleichen Perspektive
wie A. (Einige Sekunddirstrukturmotive wie der P-Loop wurden ausgeblendet.) Visualisierung mit PyMol.”

Die drei Regionen der Adenin-, Ribose- und Phosphatbindetasche leiten sich von den
jeweiligen Strukturelementen des ATP-Molekiils ab. Zusétzlich wurden die beiden
hydrophoben Regionen I und II definiert, die nicht vom ATP besetzt werden. Die
hydrophobe Region II (HRII) ist dabei zu dem Solvens exponiert, wahrend sich die
hydrophobe Region I (HRI) neben dem N7 Stickstoff des Adeninrings befindet.®! Dort ist
die Gatekeeper-Aminosdure (GK, im Fall von ATM das Leu2767, Abbildung 7B) zu
finden, deren Sterik ein entscheidender Faktor fiir die Adressierbarkeit der HRI ist. Infolge
von Mutationen an dieser Stelle konnen sich Resistenzen gegeniiber Inhibitoren
entwickeln, indem sterisch anspruchsvolle Hemmstoffe nicht mehr binden kénnen.?
Neben dem Modell von Traxler ef al. sind eine Reihe weiterer Pharmakophormodelle
definiert worden, die eine Vielzahl weiterer Bereiche definieren und an dieser Stelle nicht
weiter erldutert werden sollen.®* Die Nomenklatur der Bindetasche bezieht sich in den
folgenden Kapiteln auf das Modell von Traxler et al. Der Begriff Backpocket wird
zusitzlich verwendet und bezieht sich auf den gesamten Bereich zwischen der Gatekeeper-

Aminosiure und der aC-Helix.??
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1.4.3 Signalkaskaden

In Verbindung DNA-Schadensantwort konnten Proteomanalysen zeigen, dass viele
hunderte Proteine durch die ATM- und die ATR-Kinase phosphoryliert werden.®
Aufgrund der komplexen Signaltransduktion sollen in diesem Kapitel lediglich einige

wichtige Signalkaskaden zusammengefasst werden.

A Kanonischer Signalweg B Nicht-kanonischer Signalweg
DsB (Oxidativer Stress || Andere
0
DNA QMR /RO
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Abbildung 8: Ubersicht wichtiger Signalwege in Bezug auf die ATM-Kinase. A) Kanonischer Signalweg im
Sinne der ATM-abhdngigen DNA-Schadensantwort nach DSB. B) Auswahl beschriebener nicht-kanonischer
Signalwege in Bezug auf die ATM-Kinase.?3-#6.3493

Fiir die ATM-Kinase sind kanonische und nicht-kanonische Mechanismen beschrieben, die
sich in der Aktivierung und innerhalb der Downstream-Targets unterscheiden. Der
kanonische Signalweg bezieht sich auf die ATM-Aktivierung infolge von DNA-
Doppelstrangbriichen primdr durch den MRE11-RADS50-NBS1 (MRN)-Komplex.
Letzterer rekrutiert das inaktive ATM-Homodimer und fiihrt zur Monomerisierung,
wodurch es folglich zur Interaktion der ATM-Monomere mit verschiedenen Substraten
kommt. NBS1 interagiert direkt mit der ATM, wobei eine Ubiquitinierung der NBS1 durch
Skp2 E3 Ligase die Rekrutierung der ATM erleichtert.*>46-51:84.94 [n diesem Zusammenhang
spielt die Autophosphorylierung der ATM am Ser1981 eine wichtige Rolle, was im

Allgemeinen mit einer Aktivierung und Monomerisierung der ATM in Verbindung
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gebracht wird.*> Dariiber hinaus sind weitere Autophosphorylierungen, unter anderem an
den Aminosduren Ser367, Ser1893, Ser2996 und Thr1885 beschrieben, welche in Folge
von DNA-Schéden beobachtet werden konnen.?>*¢ Neben der Autophosphorylierung sind
Acetylierungen als post-translationale Modifikation der ATM mit hoher Relevanz
beschrieben, wobei nach DSBs eine Acetylierung am Lys3016 der ATM durch TIP60 (auch
KATS5) induziert wird.””-8

Ein wichtiges Target innerhalb der ATM-abhingigen DNA-Schadensantwort ist die
Phosphorylierung der H2AX (YH2AX) durch die ATM (Abbildung 8), die als yH2AX-Foci
wenige Minuten nach ionisierender Strahlung detektiert werden konnen und als Marker fiir
DSB fungieren konnen.®” Ein wichtiges Downstream-Target der ATM stellt das
Tumorsuppressorprotein p53 dar.** Solange DSBs bestehen, wird die ATM pulsierend tiber
einen Feedback-Mechanismus aktiviert. Dies fiihrt zu einer Phosphorylierung der CHK2-
Kinase, die zusammen mit der ATM das p53-Protein phosphorylieren und zu dessen
Stabilisierung flihren. Gleichzeitig wird das p53-Regulatorprotein MDM2 phosphoryliert,
welches infolgedessen die Degradierung und Ubiquitinierung des p53 unterbindet, sodass
eine Akkumulation von p53 resultiert.**%% Fiir die Dephosphorylierung der ATM und
zahlreicher Downstream-Targets ist die Phosphatase WIP1 verantwortlich.3*! Der
kanonische Signalweg flihrt zur DNA-Reparatur in Verbindung mit einem Zellzyklusarrest

bis hin zur Zellseneszenz oder zur Apoptose.>!:93:9%-100

Zu den nicht-kanonischen Signalwegen der ATM-Kinase gehort die Aktivierung durch
oxidativen Stress, der unabhéngig von DSB und dem MRN-Komplex ist. Dabei entsteht
eine intermolekulare Disulfid-Briicke an dem Cys2991 der PIKK regulatory domain (PRD)
zwischen den beiden Monomeren, die fiir diesen Signalweg essenziell ist.>*> Wihrend die
Autophosphorylierung am Ser1981, die Phosphorylierung von p53 (am Serl5) und der
CHK2-Kinase (an Thr68) sowohl im kanonischen als auch im ROS-abhéngigen Signalweg
beobachtet wurde, konnte nachgewiesen werden, dass Substrate wie H2AX oder KAPI
nicht durch oxidativen Stress iiber die ATM phosphoryliert werden.*>° Dariiber hinaus ist
die ATMIN-abhingige ATM-Aktivierung beschrieben, die in Verbindung mit
Chromatinidnderungen, z.B. aufgrund von hypotonischem Stress oder zelluldrer

Chloroquineinwirkung, eine Rolle spielt.>-10!
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1.4.4 Therapeutische Relevanz der ATM-Kinase

Mutationen im A7TM-Gen konnen zu der seltenen autosomal rezessiven Krankheit Ataxia
Telangiectasia fiithren, welche zuerst 1926 und wieder im Jahr 1941 durch Louis Bar
beschrieben wurde.*»1%2 Diese zeichnet sich durch einen komplexen Phinotyp aus und geht
unter andrem mit einer progressiven Ataxie, Immunschwiche und Radiosensitivitit

einher.?’

A-T-Zellen zeigen im Vergleich zu gesunden Zellen eine ausgeprdgte Sensitivitét
gegeniiber ionisierender Strahlung und DSB-induzierenden Agenzien, da sie nicht in der
Lage sind, die DNA-Synthese addquat zu regulieren.!®*!% Die damit verbundene
Unfihigkeit der Zellzykluskontrolle fiithrt zu einer ausgeprigten Krebspridisposition.*’->!
In gesunden Zellen fungiert die ATM-Kinase im Umkehrschluss als Tumorsuppressor
durch die Induktion eines Zellzyklusarrestes oder Apoptose. Krebszellen konnen den
tumorsupprimierenden Eigenschaften entgehen, indem die ATM-Expression unterbunden
wird. Ein Beispiel ist die microRNA miR18a, die in verschiedenen Brustkrebszelllinien
tiberexprimiert wird und die Expression von ATM hemmt.’"-!% Ein anderes Beispiel stellt
die Serin/Threonin-Phosphatase WIP1 dar, die fiir die Dephosphorylierung der ATM und
zahlreicher Downstream-Targets, wie p53, verantwortlich ist (Abbildung 8). Eine
Uberexpression von WIP1 kann in entarteten Zellen zu einer Unterdriickung des ATM-
Signalweges fithren.>!#%1%7 Umgekehrt kann eine WIP1-Suppression in entsprechenden
Tumorzellen Cisplatin-Resistenzen autheben, sodass eine ATM-mediierte Chemotherapie-

abhingige Apoptose induziert werden kann,>!-198

Interessanterweise weisen einige Tumorentititen einen hochregulierten ATM-Signalweg
auf.’! Beispielsweise kann das Melanom-assoziierte Antigen-kodierende (MAGE)-Gen
MAGE-C2 in A375-Zellen iiber eine ATM-abhingige Phosphorylierung des KAP1 die
DNA-Reparatur begiinstigen und eine Apoptose unterdriicken.!”” Eine verstirkte ATM-
Expression ist in Prostatakarzinomen durch den phosphorylierten ACKI-mediierten
Androgen-Rezeptor oder in Pankreaskarzinomzellen iiber den Transkriptionsfaktor CUX1
nachgewiesen worden.’!1%112 Ein moglicher Erklarungsversuch fiir die Verstirkung des
ATM-Signalwegs konnten Mutationen von Onkogenen in Prakanzerosen sein, die aufgrund
einer erhdhten Proliferationsrate gleichzeitig zu erhohtem Replikationsstress fithren und
den ATM-Signalweg aktivieren, um die vermehrt entstethenden DNA-Schiden
auszugleichen. Spétere Mutationen in Tumorsuppressorgenen, wie z.B. TP53, konnten

durch Aufhebung der Zellseneszenz und Vermeidung der Apoptoseinduktion letztlich zur
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Entstehung maligner Tumoren fiihren — unter weiterhin hochreguliertem ATM-Signalweg

und den damit verbundenen Reparaturmechnismen,>!>!13-113

Die Hochregulierung des ATM-Signalwegs in malignen Neoplasien kann das
Zelliiberleben, Resistenzen gegeniiber Chemo- und Bestrahlungstherapien, sowie die
Metastasierung von Tumoren begiinstigen.’! Chemoresistenzen sind unter anderem in
Verbindung mit der Uberexpression von Transglutaminase 2 oder HMGA und durch
Uberaktivierung der p38-MAPK beschrieben.’!-!1¢118 CIC-Brustkrebszellen, die einen
CD44"/CD24-°r°¥_Phinotyp aufweisen, zeigen eine ATM-abhiingige Radioresistenz, der
durch Inhibition der ATM durchbrochen werden kann.''” Auch eine ATM-abhéngige
AKT-Aktivierung kann das Uberleben von Tumorzellen steigern, wohingegen der NF«kB-
Signalweg in Verbindung mit ATM eine Metastasierung begiinstigen kann.’!!'20 Die
Betrachtung des p53-Status in Verbindung mit dem ATM-Status von Tumoren kann ferner
von Bedeutung sein. Wihrend Krebszellen mit 7P53""-Status von einer Inaktivierung der
ATM profitieren kdnnen, sind p53-defiziente Krebszellen vom ATM- und ATR-Signalweg

51,121,122

abhingig.

Es wurde bereits friih postuliert, dass ATM-Inhibitoren in der Onkologie vor allem in Ver-
bindung mit DSB-induzierenden Therapien synergistisch eingesetzt werden koénnten.>%->2
In zahlreichen Verdffentlichungen konnte eine effektive Radiosensibilisierung von
Tumorzellen in Verbindung mit ATM-Inhibitoren nachgewiesen werden,>2-%123-128
Kombinationen von ATM-Inhibitoren mit Topoisomerase-Inhibitoren, wie Etoposid oder
Irinotecan konnten in vivo eine deutliche Steigerung der antitumoralen Aktivitdt in
zahlreichen Xenograft-Modellen (z.B. SW620, HBCx-10, HBCx-10) zeigen, ohne die
Toxizitét signifikant zu erhohen. Der Zeitpunkt der ATM-Inhibition kann dabei eine grof3e
Rolle spielen: Eine Verabreichung des ATM-Inhibitors vier Stunden nach Etoposid-Gabe
zeigte im SW620-Xenograft keinen Unterschied gegeniiber Etoposid als Monotherapie.'?’
Die Monotherapie mit ATM-Inhibitoren war wirkungslos oder zeigte nur geringe
Auswirkungen in Bezug auf das Tumorwachstum.>!27:122. ATM-Inhibitoren konnten in
zahlreichen Experimenten in vitro und in vivo eine deutliche Sensibilisierung gegeniiber
ionisierender Strahlung (IR) hervorrufen bis hin zu kompletten Tumorregressionen.>*>
Weitere Synergien konnten unter andrem mit PARP-Inhibitoren unabhidngig vom BRCA-
Mutationsstatus nachgewiesen werden, was wiederum durch die Induktion von DSBs durch

PARP-Inhibition erklirt werden konnte.>*12°
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1.4.5 Inhibitoren der ATM-Kinase

Eine Vielzahl verschiedener niedermolekularer Verbindungen wurden seit den 1990er
Jahren als ATM-Kinase-Inhibitoren identifiziert. An dieser Stelle soll die Entwicklung und

die Eigenschaften einiger ausgewdhlter Vertreter zusammengefasst werden.

1.4.5.1 Unselektive und niederpotente ATM-Kinase-Inhibitoren

Innerhalb frither Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das psychotrope Xanthin
Coffein eine schwache Aktivitit gegeniiber der ATM-Kinase und anderen Vertretern in der
PIKK-Familie aufweist. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) liegt fiir die ATM
bei 0,2 mM (und ferner ICso™TOR = 0,4 mM, ICspA™ = 1,1 mM, ICs5°NA-PK = 11 mM),

sodass effektive Serumkonzentrationen in vivo praktisch nicht erreichbar sind, ohne

126,130

schwerste Nebenwirkungen hevorzurufen.
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Abbildung 9: Ubersicht unselektiver ATM-Kinase-Inhibitoren (Auswahl).

Des Weiteren wurde das Furansteroid Wortmannin, das in einigen Pilzarten vorkommt,
als Inhibitor der ATM mit einem ICso von 0,15 uM identifiziert.!3! Auch bei diesem
Inhibitor ist keine Selektivitdt gegeniiber verwandten Kinasen gegeben, sodass zahlreiche

Hemmwerte fur PIKK- und PI3K-Kinasen beschrieben wurden. Zudem handelt es sich um
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einen irreversiblen Inhibitor, welcher in der Lage ist, die e-Aminogruppe des Lysins (BIII-
Faltblattes) der Kinasen unter einer Ringdffnung des Furans zu binden. Aufgrund der

ausgeprigten Toxizitit kann diese Verbindung nicht klinisch genutzt werden.!3!:132

Eine wichtige Verbindung stellt Dactolisib (NVP-BEZ235) der Firma Novartis dar, welche
zundchst als selektiver mTOR/PI3K-Inhibitor beschrieben wurde.!3® Spétere Unter-
suchungen konnten jedoch zeigen, dass keine Selektivitdt innerhalb der PIKK-Familie
gegeben war und die Verbindung sehr hohe Potenzen gegeniiber ATM, DNA-PK und ATR
aufweist (ICso°NAPK = 5 nM, IC50*™® = 21 nM, IC50"™ = 7 nM)."** Das 3-Methyl-1,3-
dihydro-2H-imidaz[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriist aus dieser Verbindung ist in
zahlreichen spdter beschriebenen Inhibitoren u.a. von AstraZeneca und Merck KGaA
wiederzufinden und stellt insgesamt die momentan wichtigste Strukturklasse der ATM-

Kinase-inhibitoren dar, 3334129135

Die Verbindung CP466722 (Abbildung 9) wurde innerhalb der Firma Pfizer ausgehend
eines Screenings mit ca. 1500 Verbindungen identifiziert.!** Dieser Inhibitor lieferte mit
einem zelluldren ICso-Wert von 0,4 uM einen scheinbar guten Ausgangspunkt fiir
Optimierungen. Die Selektivitdt dieser Substanz war jedoch insgesamt unvorteilhaft, da
innerhalb eines Kinasenpanels 106 von 451 Targets (bei 3 uM) signifikant gehemmt
wurden (inkl. PIKK- und PI3K-Kinasen) und sich zudem die Loslichkeit (28,8 uM) als
auch die Pharmakokinetik insgesamt als unvorteilhaft herausstellten. Optimierungs-
versuche flihrten zum Inhibitor 27g (Abbildung 9), der zwar wichtige Eigenschaften wie
die mikrosomale Stabilitit (von 0,47 h auf > 4 h) oder die Selektivitit (41 Off-Targets bei
3 uM) dieser Strukturklasse verbessern konnte. Jedoch zeigte diese Verbindung neben

einer Abnahme der Loslichkeit auch eine Reduktion des ICso-Wertes auf 1,2 uM.!3¢

Die letzte Verbindung innerhalb dieser Reihe (SJ000573017) wurde urspriinglich nicht als
ATM-, sondern als PLK 1-Inhibitor entwickelt.!3”-!3® Erst als in einer spéteren Publikation
von Guo et al., in der ein Zell-basierter High-Throughput-Screening (HTS)-Assay fiir
ATM-Kinaseinhibitoren entwickelt wurde, zeigte dieser Inhibitor eine moderate Aktivitét

gegeniiber ATM mit einem zelluldren ICso-Wert von 0,48 uM.!38

1.4.5.2 Selektive ATM-Kinase-Inhibitoren
Die Firma KuDOS konnte den ATP-kompetitiven Inhibitor KU-55933 innerhalb eines
Screenings identifizieren (Abbildung 10), der einen niedrigen ICso*™-Wert von 12,9 nM
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mit gleichzeitig tiber 100-facher Selektivitit gegeniiber verwandten Kinasen der PIKK-
Familie zeigen konnte. Es wurde angenommen, dass der Morpholinring dieser Verbindung
als Hinge-Bindungsmotiv fungiert, was bereits fiir verwandte PI3K-Inhibitoren
kristallographisch bestétigt werden konnte.'?*!3 Die Kontrollsubstanz KU-58050
(Abbildung 10), bei der der Morpholinring mit einem Piperidinring substituiert wurde,
fiihrte zu einem deutlichen Aktivititsverlust, was die Hypothese weiter stiitzen sollte.!?
Erst 17 Jahre spéter konnte der Bindemodus iiber Cryo-EM von Stakyte et al. bestétigt

werden. "3

Die von AstraZeneca publizierte Verbindung AZ32 ist ein hoch potenter Inhibitor der
ATM-Kinase (ICso < 6,2 nM) mit hoher Selektivitit gegeniiber ATR und PI3Ka. Diese
Verbindung wies eine ausreichende Bioverfligbarkeit auf und war in der Lage, die Blut-
Hirn-Schranke zu passieren. Zudem konnte diese Verbindung in vitro und in vivo gegen
Glioblastome als Radiosensitizer eingesetzt werden. Im Einklang mit vorherigen
Publikationen wurde gezeigt, dass vor allem humane Zelllinien mit fehlerhafter p53- bzw.
Zellzyklus-Signaltransduktion —sensitiver gegeniiber einer ATM-Inhibition sind.
52.82,128,140.141 Jedoch wies dieser Inhibitor eine geringe Loslichkeit (24 pM) und eine
schwache Off-Target-Aktivitit gegeniiber dem kardialen hERG-Kanal (ICso = 17,6 uM)

auf.®?
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Abbildung 10: Auswahl selektiver ATM-Kinase-Inhibitoren.

Ein weiterer ATM-Inhibitor der Firma AstraZeneca ist AZ31, der zum Teil dhnliche
Eigenschaften wie AZ32 vorweisen konnte. Neben einer guten Hemmaktivitit gegeniiber
ATM (ICso < 1,2 nM) konnte diese Verbindung eine sehr hohe Selektivitit gegeniiber
zahlreichen Vertretern innerhalb der PIKK- und PI3K-Familie erreichen. Zusétzlich war
diese Verbindung im Vergleich zu AZ32 deutlich besser 16slich (> 750 uM) und die hERG-
Off-Target-Aktivitit lag bei einem ICso-Wert von 8,9 uM.82142
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1.4.6 ATM-Kinase-Inhibitoren in Kklinischer Evaluation

Die Weiterentwicklung der Verbindung KU-55933 fiihrte zu den potenteren Inhibitoren
KU-60019 (Abbildung 11) und KU-594053, die ICso-Werte im einstellig nanomolaren
Bereich aufweisen konnten.!?>!?” Der Inhibitor KU-60019 konnte vorteilhafte
Selektivititen innerhalb der PIKK-, PI3K-Familien und gegen 200 weitere Kinasen
demonstrieren. Dennoch wurden mikromolare Konzentrationen benétigt, um den ATM-
abhingige DDR-Signalweg auf zelluldrer Ebene effektiv zu inhibieren.!® In in vivo
Experimenten im murinen Gliobastom Xenograft-Modell erwies sich KU-60019 als
effektiver Radiosensitizer bei intratumoraler und somit intrakranieller Applikation. Es
zeigte sich, dass Gliome mit 7P53™ deutlich sensitiver auf die Gabe des ATM-Inhibitors
als TP53"" Zelllinien reagierten.'”® Momentan befindet sich die Verbindung KU-60019 in

einer klinischen Studie.!*?
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Abbildung 11: ATM-Inhibitoren in klinischen Studien.

AstraZeneca publizierte neben den Verbindungen aus Abbildung 10 noch eine Reihe
weiterer ATM-Kinaseinhibitoren.”"!4? Aufgrund einiger unvorteilhafter Eigenschaften der
ATM-Inhibitoren der Chinolin-3-carboxamid-Serie um AZ31 wurden vielversprechende
Optimierungen mit Inhibitoren auf dem 3-Methyl-1,3-dihydro-2 H-imidazo[4,5-c]chinolin-
2-on-Grundgeriist (vgl. NVP-BEZ235 in Abbildung 9) durchgefiihrt. Die wichtigsten und
am weitesten optimierten Verbindungen sind AZD0156 und AZD1390 (Abbildung 11).
Die Verbindung AZD0156, deren Entwicklung 2018 publiziert wurde, verfiigt iiber eine

sehr hohe Potenz gegeniiber der ATM auf enzymatischer und zelluldrer Ebene mit

22



Einleitung

subnanomolaren ICso-Werten. Die Kinomselektivitit innerhalb von 397 Kinasen bei 1 uM
fiihrte in fiinf Fallen (HASPIN, JAK1, LRRK2, mTOR und PIK4CB) zu einer Inhibition
iiber 65 %. Dariiber hinaus zeigten sich Restaktivititen gegeniiber einigen Vertretern aus
der PIKK- und PI3K-Familie im dreistellig-nanomolaren Bereich auf enzymatischer Ebene
(IC5oPNAPK = (0,14 uM, ICsg™TOR = 0,20 puM, ICs5o"B3%a = 0,32 uM, ICso™3Kd = 0,27 uM),
welche jedoch im Verhéltnis zur ATM-Inhibition dennoch zu guten Selektivititen
fiihren.!2*14! Neben sehr guten pharmakokinetischen und toxikologischen Eigenschaften
konnten fiir diese Substanz Synergien mit dem Topoisomerase-Inhibitor Irinotecan oder
dem PARP-Inhibitor Olaparib in SW620 und HBCx-10 Xenograft-Modellen nachgewiesen
werden, wohingegen die Monotherapie mit AZDO0156 keinerlei Wirksamkeit zeigte.
Aufgrund der insgesamt vielversprechenden priklinischen Daten mit dieser Verbindung

wurden klinische Studien durchgefiihrt.!2%:144

AZD1390 (Abbildung 11) stellt eine Weiterentwicklung des Inhibitors AZD0156 dar und
verfligt liber eine bessere Selektivitidt gegeniiber Kinasen aus der PIKK- und PI3K-
Familien. Zudem konnte die Blut-Hirn-Géngigkeit verbessert werden, sodass dieser ATM-
Kinaseinhibitor in klinischen Studien in Bezug auf die Aktivitit gegen Hirntumoren

untersucht wird.>3:143-146

Merck KGaA publizierte 2022 die zwei vielversprechenden ATM-Kinaseinhibitoren
M3541 und M4076 (Abbildung 11). Das Atropisomer M4076 zeigte dhnlich wie AZD1390
und AZDO0156 subnanomolare Aktivitdt auf der isolierten ATM-Kinase. Die starke
Inhibition konnte auch bei einer hohen ATP-Konzentration von 1 mM beibehalten werden.
Auf zelluldrer Ebene erreichte die Substanz in acht verschiedenen Zelllinien in
Kombination mit Strahlentherapie einen ICso-Wert im zweistelligen nanomolaren Bereich
in Bezug auf die ATM-Autophosphorylierung (pATM) und der Phosphorylierung des
Downstream-Targets pPCHK2 (im Durchschnitt 40 nM bzw. 27 nM). Der Inhibitor wurde
auf Synergien mit 79 Tumortherapeutika auf 34 verschiedenen Krebszelllinien gepriift,
wobei die effektivsten Kombinationen mit PARP-Inhibitoren (unabhingig vom BRCA-
Mutationsstatus) und ferner mit Topoisomerase-Inhibitoren erreicht werden konnten. In
Xenograft-Modellen  (FaDu, NCI-H1975, HBCx9, SW620) konnte eine
Kombinationstherapie mit M4076 einen signifikanten Effekt bis hin zur vollstindigen
Tumorregression zeigen.>* Zusitzlich konnte fiir diesen Inhibitor der Bindemodus in der
ATM-Kinase iiber Cryo-EM mit einer Aufldsung von 3,0 A aufgeklirt werden. Aktuell
befindet sich M4076 in der klinischen Priifung.>*!47
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2 Zielsetzung

Die ATM-Kinase ist ein vielversprechendes und durch zahlreiche Forschungsarbeiten
validiertes Target, dessen Inhibition die Effektivitit verschiedener antitumoraler Therapien
signifikant steigern kann. Aus diesem Grund ist die Erforschung entsprechender ATM-

Kinaseinhibitoren von groBem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Struktur-Wirkungsbeziehungen auf Basis des
Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriistes in Anlehnung an ATM-Inhibitoren, wie
AZDO0156 von AstraZeneca und der projektzugehdrigen Harnstoff-basierten Leitstruktur
CA-053, vor allem in Bezug auf die basische S1-Seitenkette weiter erforscht werden
(Abbildung 12A,B). Dariiber hinaus sollte iiberpriift werden, ob die Einflihrung eines
zusétzlichen H-Briicken-Donors in das Hinge-Bindungsmotiv zu Aktivitétsvorteilen fiihren

kann (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Designstrategien basierend auf dem Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriistes.

In einer Publikation von Guo et al. konnte der PLK1-Inhibitor SJ000573017 die ATM-
Kinase auf zellulirer Ebene mit moderater submikromolarer Potenz inhibieren.!3® Der
Schwerpunkt innerhalb dieser Arbeit stellte den Entwurf von neuen ATM-
Kinaseinhibitoren auf Benzimidazolbasis ausgehend von diesem initialen Hit dar. Dazu
sollten alle peripheren Reste der Verbindung SJ000573017 entfernt und durch neue
Substituenten ersetzt werden (Abbildung 13). Mit der Annahme, dass die
Benzimidazolgrundstruktur die Hinge-Region der ATM in dquivalenter Weise adressieren
kann, wie es fiir bekannte Chinolin-basierte ATM-Inhibitoren in der Literatur postuliert
wurde, sollten erste Proof-of-Concept-Hemmstoffe nach dem in Abbildung 13
dargestellten Designkonzept synthetisiert werden. An Position 6 des Benzimidazols sollten
zundchst zwei bekannte Seitenketten (S1) installiert werden, die effizient die Aspartat-

reiche Backpocket der ATM adressieren konnen. An Position 1 des Benzimidazols wurden
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zu Beginn unoptimierte und unsubstituierte lipophile Ringe (S2) eingefiihrt, die einerseits
eine Tautomerie verhindern, andererseits die Bindetasche in Richtung der hydrophoben
Region II bzw. der Zuckertasche okkupieren und dariiber hinaus die Derivatisierung in

verschiedene rdumliche Richtungen ermdglichen sollten (Abbildung 13, S2, graue

Markierung).
PLK1-Inhibitor
mit ATM als Off-Target Templat-Designkonzept
'd T\
e
eie \‘P‘“SP S1-Seitenkette
§2-5% "uRll Richtung HRI, DLG, aC
CFs R-‘Cmuﬂg ' .
]
0
H,N /U}% |:>
S_/
N O\
S
N o~
SJ000573017 L )

Abbildung 13: Inhibitordesignkonzept mit angestrebtem Bindemodus. Neben der Adressierung der Hinge-
Region wurden Wechselwirkungen in Richtung des Lysins (BIIl) und der Aspartat-reichen Region angestrebt.
Graue Punkte innerhalb der S2-Seitenkette markieren potenzielle Derivatisierungsstellen.

Durch biochemische Verfahren sollte die Hemmung der potenziellen Inhibitoren auf der
isolierten ATM-Kinase evaluiert werden, um Riickschliisse auf die SARs zu ermdglichen
und anhand dessen die weitere Vorgehensweise zu planen. Dariiber hinaus sollten potente
Inhibitoren auf zelluldrer Ebene erprobt und entsprechend weiterentwickelt werden.
Vielversprechende Vertreter sollten zusitzlich auf metabolische Stabilitdt und Selektivitét
getestet werden und ferner pharmakokinetisch hinsichtlich ihrer potenziellen oralen

Bioverfiigbarkeit evaluiert werden.
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3 Chemischer Teil

3.1 Chinoline-Inhibitoren basierend auf dem 3-Methyl-1,3-dihydro-2H-
imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriist

Zu Beginn des Projekts wurden Inhibitoren synthetisiert, die sich von dem in der Literatur
beschriebenen 3-Methyl-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-basierten Grund-
geriist ableiten (vgl. Kapitel 1.4.5). Teilergebnisse und Synthesen der Chinolin-basierten
Inhibitoren wurden in ,,Dimitrov, T., et al. (2022). "Development of novel urea-based ATM
kinase inhibitors with subnanomolar cellular potency and high kinome selectivity.”
European Journal of Medicinal Chemistry 235: 114234 und innerhalb der
Patentanmeldung W02022096361 publiziert. 4814

3.1.1 Modifikationen der Pyridinylether-Seitenkette

Ausgehend von der Verbindung AZD0156 sollten anfinglich verschiedene Modifikationen
an der Pyridinylether-Seitenkette durchgefiihrt werden (Abbildung 14).

Pyridinylether-Seitenkette

Q . Q X =0, NH
Q N O\/\/ rll Q N )é nicht-basische
N\>§ N i | > |:> Ny N Seitenketten

X

4

N N bioisoterer Austausch
oo s
AZD0156 mit einem Alkin?

Abbildung 14: Ubersicht der ersten Modifikationen der basischen Pyridinylether-Seitenkette ausgehend von
der publizierten Verbindung AZD0156.

Die publizierte Verbindung 2'?° (Schema 1) sollte als synthetischer Ausgangspunkt dienen,
um verschiedene Reste in Position 2 des Pyridinylrings erproben zu konnen. Die
Darstellung der Verbindung 2 begann mit der Synthese des Boronsdurepinacolesters 1 tiber
eine Miyaura-Borylierung ausgehend von 5-Brom-2-fluorpyridin mit méBigen bis sehr
guten Ausbeuten von 44-96 %. Dabei wurden klassische Bedingungen!>® verwendet, bis
auf den Austausch des Palladiumkomplexes (XPhos Pd G3 anstatt PdCly(dppf)). Die
Verbindung 2 konnte innerhalb einer Suzuki-Miyaura-Kupplung mit dem
korrespondierenden 8-Bromchinolin-Derivat!'?® dargestellt werden, welches zu diesem

Zeitpunkt als fertiges Edukt zur Verfligung stand (Schema 1, unten).
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Edukt fiir Reaktionschritt b

8-Brom-3-methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)
-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on

Schema 1: Synthese der ersten Chinolin-basierten Inhibitoren: (a) B2Pin2, KOAc, XPhos Pd G3, Dioxan 44-
96 %, (b) 8-Brom-3-methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on'%,
K3PO4+3H0, XPhos Pd G4, Wasser/Dioxan, 60 °C, 75 %, (c) Benzylamin (neat), 180 °C, 64 %, (d) (S)-(2,2-
Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methanol, NaH, DMF, 73 %, (e) wdssrige HCI (10 %), Dioxan, 57 % (f) H:
(1 bar), Pd/C, Dioxan, 50 °C, 48 h; (g) H2 (7,5 bar), Pd/C, Dioxan, 50 °C; (h) H> (7 bar), Pd/C + Pd(OH)./C
(1+1), Dioxan, 50 °C; (i) ) H2 (7 bar), Pd/C + Pd(OH)2/C (1+1), MeOH/EA (1+1), 50 °C.

Eine zentrale Strategie stellte die Einfithrung einer Aminogruppe in Position 2 des
Pyridinylrings dar, welche im spdteren Verlauf derivatisiert werden sollte. Dazu wurde
zunichst ein Benzylamin-Rest in Verbindung 3 mittels nucleophiler Substitution am
Aromaten (SyAr) in Benzylamin bei 180 °C eingefiihrt. Nach erfolgreicher Reaktion konnte
das Rohprodukt iiber eine Fillung mit »n-Pentan gewonnen werden, bevor es
sdulenchromatographisch aufgereinigt wurde. Neben der Funktion als synthetischer
Priakursor wurde auch die inhibitorische Aktivitit der Verbindung 3 evaluiert, um die
Akzeptanz der ATM-Bindetasche gegeniiber dem terminalen Benzyl-Rest zu priifen. Die
hydrogenolytische N-Debenzylierung erwies sich jedoch vermutlich aufgrund der
Amidinteilstruktur als herausfordernd. Die initialen Reaktionsbedingungen unter H»-
Atmosphére (1 atm) zeigten mit Pd/C als Katalysator in Dioxan keinerlei Umsetzung. Auch

fiir die Hydrierung im Reaktor bei Driicken um 7 bar und zusdtzlich bei erhohter
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Temperatur konnte keine Umsetzung nachgewiesen werden. Weitere Ansitze mit Zugabe
von Pd(OH)»/C und Austausch der Losungsmittel erwiesen sich ebenfalls als nicht
zielfithrend (Schema 1). Zusétzliche Versuche wurden nicht unternommen, da innerhalb
des Projektes parallel dazu alternative Syntheserouten durch Dr. Michael Forster etabliert

wurden. 48

Das Ketal 4 wurde innerhalb einer SnAr ausgehend von 2 mithilfe des korrespondierenden
Alkoholats in Dimethylformamid (DMF) synthetisiert, welches dariiber hinaus mit einem
Gemisch aus Dioxan/Salzsdure (aq., 10 %) zum Diol 5 umgewandelt werden konnte.
Aufgrund der leichteren Verfiigbarkeit des Edukts wurde sich in der Synthese von 4 auf

das (S)-Enantiomer beschrankt.

Innerhalb der Strukturklasse der Chinolin-basierten Inhibitoren wurde der ATM-Inhibitor
FM-647 durch AstraZeneca identifiziert, der hohe Hemmwerte auf der isolierten ATM-
Kinase zeigte (Abbildung 15).'? Davon abgeleitet, stellte sich die Frage, ob der Aryl-

Linker bioisoster mit einem Alkin-Linker substituiert werden kann.
(@]
_ (6]

? ::> WO\
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|
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7

Abbildung 15: Bioisosterer Austausch des Pyridinyl-Linkers aus FM-647 mit einem Alkin. Die Verbindung
FM-647 wurde von AstraZeneca beschrieben.'”’

FM-647

Um diese Fragestellung zu iberpriifen, wurde mithilfe einer Sonogashira-Kupplung
anschlieBender Methylierung ein 4-Methoxybut-1-in-Rest eingefiihrt, welcher in etwa die
gleiche Liange wie der urspriingliche Pyridinyl-Rest in der Ausgangssubstanz FM-647
aufweist."”! Neben dem angestrebten Inhibitor 7 (Schema 2) wurde die inhibitorische
Aktivitdt der unmethylierten Vorstufe 6 aufgrund des hoéheren H-Briickenbindungs-
potenzials (wegen sterischer Griinde und des zusétzlichen H-Briicken-Donors) gepriift. Der
Alkohol 6 zeigte eine leicht bessere Hemmung gegeniiber 7, jedoch verlieren beide Alkine
deutlich an Potenz im Vergleich zur Muttersubstanz FM-647, sodass dieser Ansatz nicht

weiterverfolgt wurde (siehe Kapitel 5.1).
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Schema 2: Darstellung der Verbindung 7 iiber eine Sonogoshira-Reaktion mit anschliefsender Methylierung.
Reaktionsbedingungen: (a) Cul, Et;N, But-1-in-4-ol, Pd(PPhs):Cl,, DMF, 60-70 °C, 71 %. (b) NaH, Mel,
DMF, 60 %.

3.1.2 Darstellung von Imidazo[4,5-c]chinolin-2-thion-Analoga

Neben der Synthese Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-basierter Inhibitoren war ein weiteres
Ziel, Imidazolidin-2-thion-Analoga bereits bekannter Inhibitoren zu testen. Dazu wurde
zundchst versucht, das fertige Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriist mithilfe des
Lawessons Reagenz (LR) in das gewlinschte Produkt 8, mit Anlehnung an eine
Patentvorschrift der Firma Novartis, welche die Thionierung strukturdhnlicher PI3K-
Inhibitoren durchgefiihrt haben, zu iiberfiihren (Schema 3).!? Jedoch fiihrte die Reaktion
mit verschiedenen Chargen an Lawessons Reagenz und in verschiedenen Losungsmitteln
(Dioxan oder Toluol) oder mit alternativen Edukten (8) nicht zu der gewiinschten

Umsetzung.

Als Alternative zum Lawessons Reagenz wurde ausgehend von den Chinolin-3,4-diaminen
in Schema 3B ein Ringschluss mit Thiocarbonyldiimidazol (TCDI) getestet. Wahrend bei
einer Reaktionsfilhrung in Tetahydrofuran (THF) bei Raumtemperatur kein Produkt 10
nachgewiesen werden konnte, &dnderte sich dies unter Refluxbedingungen. Dabei wurde
jedoch nur eine geringe Umsetzung beobachtet. Die Substitution des Losungsmittels mit
DMF!33 und die Durchfiihrung in der Mikrowelle bei 100 °C fiihrten zu einer deutlichen

Zeitersparnis, jedoch insgesamt zu keiner besseren Umsetzung.

Eine weitere Testreaktion wurde mit 6-Brom-N*-(2-methoxyethyl)chinolin-3,4-diamin!#
durchgefiihrt, um die entsprechenden Thiocarbonyl-Verbindungen darzustellen (Schema
3C). Zwar wurde bei dieser Vorgehensweise eine deutlich bessere Umsetzung beobachtet,
nichtsdestotrotz konnte das Produkt nur als Edukt-Produkt-Gemisch isoliert werden, sodass

dieser Syntheseansatz nicht weiterverfolgt wurde.
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Schema 3: Strategien zur Herstellung verschiedener Thiocarbonyl-Grundgeriiste: (a) LR (1,1 - 2,2 eq.),
Dioxan, 72 h, 105 °C; (b) LR, Toluol, 120 °C, 20 h, unter Argon; (c) TCDI (1,2 eq), THF, RT, unter Argon;
(d) wie c) jedoch bei 50 °C; (e) TCDI (1,2 eq), DMF, 100 °C, MW, unter Argon, (f) TCDI (1,5 eq), DMF,
70 °C, unter N.. Fiir alle Reaktionen wurden trockene Losungsmittel verwendet. Die Edukte fiir Schema A
wurden nach WO2017046216 synthetisiert.”> Die Edukte fiir Schema B und C wurden in der
projektzugehorigen Arbeit von Dr. Michael Forster synthetisiert.!*

3.1.3 Modifikationen der 1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-phenylharn-stoff-
Seitenkette

Innerhalb des ATM-Projektes wurde der Inhibitor FM-638 isoliert, der im in silico Modell
aufgrund der Harnstoff-Funktion im Vergleich zur Referenzverbindung AZD0156
zusitzliche H-Briickenbindungen innerhalb der ATM-Bindetasche autbauen konnte. FM-
638 zeigte jedoch eine schlechte Loslichkeit in PBS-Puffer. Diese Problematik konnte mit
dem Inhibitor CA-053 weitestgehend behoben werden, indem die Tetrahydropyran-
Seitenkette (THP) mit einem Methoxyethylen-Rest substituiert wurde.
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Tetrahydropyran (THP)
Seitenkette
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Abbildung 16: Entwicklung des Inhibitors FM-638 innerhalb des ATM-Projektes. Die Loslichkeit der
Harnstoff-basierten Inhibitoren konnte mit der Substitution der THP-Seitenkette in FM-638 durch den
Methoxyethylen-Rest in CA-053 erheblich verbessert werden. (FM-638 wurde von Dr. Michael Forster
entwickelt. Die Verbindung CA-053 wurde innerhalb der Masterarbeit von Cetin Anli synthetisiert, die von
mir mitbetreut wurde.)

CA-053 erreichte eine Loslichkeit von 1570 uM (aq.) und war insgesamt iiber 40-fach
l6slicher als die Ausgangsverbindung FM-638.!4% Ausgehend von der Verbindung CA-053
sollten Struktur-Wirkungsbeziehungen der Harnstoff-Seitenkette ermittelt werden.
Zunichst sollten am Aryl-Linker zwischen der Harnstoff-Funktionalitit und dem Hinge-
Bindungsmotiv diverse Substitutionsmuster erprobt werden. Wahrend die gewiinschten
Harnstoff-Seitenketten zu Beginn des Projektes iiber eine Curtius-Umlagerung ausgehend
von der 4-Brombenzoesédure mit Diphenylazidophosphat (DPPA) und dem entsprechenden
Amin synthetisiert wurden, konnte die Synthese alternativ direkt iiber die entsprechenden
4-Bromaniline mit synthetischen Phosgenersatzstoffen wie Phenylchlorformiat realisiert
werden. Dazu wurde die One-Pot-Methode nach Kitteringham et al. verwendet, bei der das
jeweilige Phenylcarbamat in situ generiert wurde und anschlie8end direkt zur gewiinschten
Harnstoff-Verbindung umgesetzt werden konnte.!>> Nach dieser Methode wurden die
Verbindungen 12 und 13 dargestellt (Schema 4), wobei jeweils unterschiedliche
Aufreinigungsmethoden verwendet wurden. Das Rohprodukt der Verbindung 12 wurde
nach erfolgreicher Umsetzung der Reaktion und einem basischen Waschschritt als Ol

gewonnen und konnte mithilfe von Acetonitril (ACN) in ein kristallines Produkt tiberfiihrt
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werden. Da sich das Produkt jedoch bei hoheren Temperaturen (Raumtemperatur) teilweise
wieder in ACN 16st, wurde nur eine Ausbeute von 69 % erreicht. Im Gegensatz dazu konnte
nach sidulenchromatograpischer Aufreinigung der Verbindung 13 eine hohe Ausbeute von
iiber 90 % erreicht werden. Die Uberfiihrung in die korrespondierenden Inhibitoren 14 und
15 konnte iiber eine Suzuki-Kupplung mit zufriedenstellenden Ausbeuten realisiert werden
(Schema 4, unten). Es zeigte sich, dass kleine Substituenten, wie Fluoratome (Van-der-
Vaals-Radius: 1,47 A), von der Bindetasche akzeptiert wurden, wihrend groBere wie
Chloratome (Van-der-Vaals-Radius: 1,74 A) oder Methylreste zu deutlichen Aktivitiits-

verlusten fiihrten, sodass keine weiteren Derivate synthetisiert wurden. 4156

R? R4 b R 4y
A ey = iy
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Br Br © Br ©

12:R'=CI;R2=F
13:R'=F; R?=Me
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Schema 4: Darstellung von CA-053-Derivaten mit verschiedenen Substitutionsmustern am Phenyl-Linker:
(a) Phenylchlorformiat, Et;N, THF, (b) N,N-Dimethylethylendiamin, Et;N, THF, 69-91 % (Schritt a) und (b)
als One-Pot-Synthese), (c) 12 bzw. 13, K3PO43H>0, tBusP Pd G3, Wasser/Dioxan, 65 °C, 80 %.

Weitere Modifikationen wurden am N-(2-(Dimethylamino)ethyl)harnstoff durchgefiihrt.
Dabei sollte gekliart werden, ob die Methylierung des terminalen H-Briicken-Donors zu
einem Aktivitdtsverlust fiihrt, weshalb das N-Methyl-Analogon 20 der Verbindung CA-
053 synthetisiert wurde. Zudem wurden eine Reihe an Rigidisierungsversuchen mit den
Verbindungen 21 bis 23 erprobt (Schema 5), welche zum einen das Amin fixieren und zum
anderen ggf. die Loslichkeit weiter verbessern sollten, indem die Ausbildung

intermolekularer H-Briicken erschwert wird.!37:138
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Insgesamt zeigten die Reste I-III akzeptable Aktivititen, wéhrend der sterisch
anspruchsvollste Aminopiperidin-Rest in dieser Reihe (23) zu einem erheblichen

Aktivititsverlust fiihrte (siehe Kapitel 5.1).148
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18: R =1l 22:R=1ll
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Schema 5: Darstellung N-substituierter und rigidisierter Seitenketten: (a) korrespondierendes Amin als freie
Base oder Hydrochlorid, EtsN (in Falle von HCI-Salzen), Toluol oder DMF, RT, 68-100 %, (b)
korrespondierender Boronsdurepinacolester, K;POq43H>0, tBusP Pd G3, Wasser/Dioxan, 60-65 °C, 37-
89 %.

3.2 Scaffold-Hopping: Erprobung von Azaindol-Derivaten als Hinge-

Bindungsmotiv
Ein weiteres Ziel war die Darstellung alternativer Hinge-Bindungsmotive, die {iber einen
zusitzlichen H-Briicken-Donor verfiigen und somit gegeniiber den zuvor besprochenen
Inhibitoren eine weitere H-Briicke zur Hinge-Region der ATP-Bindetasche aufbauen
sollten (Abbildung 17). Es wurden mehrere Grundgertiste parallel synthetisiert, die sich
formal vom 7-Azaindol ableiten (Abbildung 18). Mit dem ersten Motiv (G1) sollten
zundchst Verbindungen mit einer Strukturdhnlichkeit zum literaturbekannten ATM-
Kinase-Inhibitor AZD1390 (Abbildung 11) synthetisiert werden. Die Ringe A und B,
einschlieBlich der Substituenten (R!, R2, Z), wurden unverindert beibehalten, wihrend sich
die hauptsichliche Modifikation auf den Ring C fokussieren sollte.>* Dariiber hinaus sollte
Ring A innerhalb der Synthese alternativ als Imidazolring geschlossen werden, sodass die
Substituenten R! und R? entfallen. Als zweites Motiv (G2) wurde das bicyclische
7-Azaindol gewdhlt, welches im weiteren Verlauf mit Halogenen an Position 4 oder 5

ausgestattet werden sollte. Uber die Halogensubstituenten sollten Kreuzkupplungs-
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reaktionen ermoglicht werden, wihrend die Einfiihrung der Seitenkette (SK) an Position 3

durch eine Friedel-Crafts-Reaktion mdglich ist.

Chinolin-basierte 7-Azaindol-basierte
Inhibitoren Inhibitoren
AN AN
N \>- N
¢ —> T
NS NS N
N zusétzliche N H
H H-Briicke zur B ‘.‘
~@@@~  He Q@O

Hinge Hinge

Abbildung 17: Schematische Darstellung des in silico Hinge-Bindungsmodus der Chinolin-basierten
Inhibitoren (links) und des angestrebten Bindemodus der 7-Azaindol-Derivate (rechts), um eine weitere H-
Briicke zur Hinge aufbauen zu konnen. (Vgl. mit Abbildung 6 und Abbildung 7).

Die Synthese der tricyclischen Grundgeriiste (G1) wurden nach Schema 6 durchgefiihrt
und sind zum Teil bereits beschrieben.!® Dabei wurde ausgehend von 4-Chlor-7-azaindol
nach Deprotonierung durch Natriumhydrid mit Tosylchlorid (TsCl) tosyliert, gefolgt von
der Einflihrung der Nitrogruppe mit Tetramethylammoniumnitrat und Trifluoressigséaure-
anhydrid (TFAA) in Position 5.15%16° Die Isopropyl-Seitenkette in 26 lieB sich einfach tiber
eine nucleophile Substitutionsreaktion mit iPrNH> in iPrOH mit hohen Ausbeuten
einfiihren. Bevor der Tricyclus mit Carbonyldiimidazol (CDI) geschlossen werden konnte,
musste zundchst die Nitrogruppe mit SnCl-2H>0 reduziert werden, um das Diamin 27 zu

erhalten. Die N-Methylierung von 29 erfolgte mithilfe von NaH und Methyliodid (Mel).

Ve

\
1H-Pyrrolo[2,3-b]pyridin-Grundgertiste
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Abbildung 18: Allgemeine Strukturen der 7-Azaindol-basierten Inhibitoren. Die tricyclische Markush-Formel
G1 leitet sich dabei vom Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grundgeriist ab (R' = Me, R* = O, Z = Alkyl). Des
Weiteren sollte Ring A zu einem Imidazolring geschlossen werden (R! = nicht vorhanden, R’ = H, Z = Alkyl).
Die bicyclische Variante G2 sollte in Position 4 und 5 unsubstituiert bleiben (X'> = H) oder jeweils ein
Halogen tragen. Letztere sollten Kreuzkupplungsreaktionen ermoglichen (X' = Br, X? = H oder X! = H, X?
= Cl). Der Rest SK reprdsentiert Seitenketten, die in Richtung der hydrophoben Region I, o C-Helix und DLG-
Motiv binden sollen.
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Zwar war eine Tosyl-Entschiitzung der Verbindung 29 zum Teil moglich, der Ansatz

wurde jedoch aufgrund der &uBerst schlechten Loslichkeit dieser Substanzklasse in

organischen Losungsmitteln nicht weiterverfolgt.
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Schema 6: Syntheseschema fiir das Grundgeriist G1: (a) NaH, TsCl, THF, 60 %, (b) MesN(NO3), TFAA,
DCM, 0 °C 2 RT, 94 %, (c) iPrNH: oder EtNH>, Et;N, iPrOH, Reflux, 95-97 %, (d) SnCl:2H-0, EtOH,
Reflux, 83 %, (e) CDI, DMF, 82 %, (f) NaH, Mel, DMF, 85 %, (g) Et:-N/HCOOH, Pd/C, Toluol, Reflux, 59-
98 %, (h) NBS, DMF, 39-56 %.
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Vergleichbare Probleme ergaben sich bei der Darstellung der 1,6-Dihydroimidazo[4,5-
d]pyrrolo[2,3-b]pyridine 31 und 34 (Schema 6). Diese wurden parallel mithilfe einer
dhnlichen Syntheseroute dargestellt, mit dem Unterschied, dass die Reduktion und
Ringschluss zum Imidazol ausgehend von den Nitroverbindungen 26 und 32 iiber eine One-
Pot-Methode  durchgefiihrt wurden. Dazu wurden die Nitrovorstufen mit
Triethylammoniumformiat zusammen mit katalytischen Mengen an Pd/C in Toluol
refluxiert, um die entsprechenden Tricyclen zu gewinnen. Diese Synthese stellt eine
abgewandelte Form der Vorschrift nach Zhu et al. dar, bei der die Reaktion unter
Mikrowellenbedingungen vollzogen wird.!®! Die beiden Verbindungen 34 und 31 konnten
zudem am Pyrrolring mit N-Bromsuccinimid (NBS) bromiert werden. Allergings
resultierte dies in &uBerst schwerloslichen Verbindungen, weshalb der Ansatz nicht

weiterverfolgt wurde.

Neben den tricyclischen Verbindungen in Schema 6 wurden bicyclische Inhibitoren (G2,
Abbildung 18) ausgehend von verschiedenen 7-Azaindolen nach dem Konzept in
Abbildung 19 synthetisiert. In Position 4 und 5 halogenierte Azaindole sollten dabei eine

Late-Stage-Derivatisierung ermoglichen.

potentielle
Derivatisierungsstellen

Abbildung 19: Konzept der bicyclischen 7-Azaindole. Wihrend das Hinge-Bindungsmotiv ausgetauscht
wurde, sollte die basische Pyridinylether-Seitenkette beibehalten werden.

Als hochspezifischer Rest, der in Richtung HRI und dariiber hinaus in die Aspartat-reiche
Region der ATM-Kinase bindet (siche Abbildung 6), sollte das in Literatur bekannte N, N-
Dimethyl-3-(pyridin-2-yloxy)propan-1-amin-Motiv angebracht werden (Abbildung 19).!%
Allerdings fiihrt der Shift vom Chinolin-Grundgeriist zum 7-Azaindol zu dem Problem,
dass die Pyridinylether-Seitenkette aufgrund der reduzierten RinggroBe des Pyrrols nicht
deckungsgleich in der Bindetasche liegen kann. Um dieses Problem zum Teil zu
kompensieren, sollte mithilfe einer Fridel-Crafts-Acylierung (FCA) ein Carbonyl-Linker
zwischen Azaindol und Pyridinring angebracht werden. Dies geschah aus der Uberlegung

heraus, dass die Carbonylgruppe selbst als H-Briicken-Akzeptor fungieren kann und daher
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selbst eine Wechselwirkung mit dem katalytischen K2717 eingehen kdnnte. Die genaue
Positionierung des terminalen Amins wurde zundchst vernachléssigt, da der Propyl-Linker
eine hohe Flexibilitdt aufweist und somit eine gewisse Anpassungsfahigkeit angenommen
wurde. Aufgrund dessen wurde zunéchst keine kompensierende Verkiirzung der Alkylkette

vorgenommen.

Zunichst wurde das génzlich unsubstituierte 7-Azaindol als Ausgangsverbindung gewéhlt
(Abbildung 18, G2, X2 = H), welches mit den korrespondierenden Siurechloriden
innerhalb einer FCA umgesetzt werden sollte (Schema 7). Fiir die Durchfiihrung der FCA
am C-3 des Heterocyclus wurde ein Uberschuss an AICl; bendtigt, da jeder zusitzliche
Stickstoff im Heterocyclus einen Komplex mit dem Aluminiumchlorid bilden kann. Das
erste Aquivalent an AICI; koordiniert am Pyridinstickstoff, was den pKs-Wert des Pyrrol
NH verringern und damit eine Deprotonierung durch ein zweites Aquivalent an AICl;

begiinstigen konnte., 62

Abbildung 20: Ein Uberschuss an Aluminiumchlorid wird benétigt, um eine Fridel-Crafts-Acylierung am C-
3 des 7-Azaindols zu erméglichen. (Modifiziert nach Zhang et al.'%?)

Aufgrund der Verwendung von 6-Chlornicotinoylchlorid als Edukt innerhalb der Synthese
von 35 (und 41) wurde ein weiteres Aquivalent an Lewis-Séure eingesetzt, um den fiir die
Reaktion bendtigten Komplex zwischen AICl3; und Séaurechlorid zu ermoglichen
(Abbildung 20). Als Losungsmittel wurden primér DCM und Dichlorethan verwendet, da
damit gute Ausbeuten erzielt werden konnten, wohingegen Nitromethan schlechte bis keine
Umsetzungen lieferte. Fiir die Verbindung 36 ergaben sich die besten Ausbeuten, wenn das
7-Azaindol 1-1,5 Stunden'®? mit AICl3 in DCM geriihrt wurde, bevor das 4-Fluorbenzoyl-
chlorid portionsweise in die Reaktion gegeben wurde. Wihrend die Verbindungen 35 und
36 extraktiv aufgearbeitet werden mussten, nahm die Loslichkeit fiir die Verbindung 41,
die einen zusitzlichen Bromsubstituenten trigt, so sehr ab, dass das Produkt beim
Verdiinnen der Reaktion mit MeOH in kristalliner Form ausfiel und iiber eine Filtration
gewonnen werden konnte. Im Gegensatz dazu war die Umsetzung von 4-Chlor-7-azaindol

innerhalb der Friedel-Crafts-Reaktion nicht moglich (Schema 7C).
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In Schema 7A wurde eine Tosyl-Schiitzung durchgefiihrt, die jedoch fiir die Darstellung
der Verbindungen 39 retrospektiv nicht notwendig war (vergleiche Schema 7B).
Ausgehend von 37 konnte innerhalb einer SxAr mit 3-Dimethylaminopropan-1-ol sowohl
das gewlinschte Amin eingefiihrt als auch die Tosylgruppe entfernt werden, indem ein
Uberschuss an Alkoholat gebildet wurde. Dabei wurde die Reaktion mit Natriumhydrid in
3-Dimethylaminopropan-1-ol als Losungsmittel durchgefiihrt. Bei Raumtemperatur konnte
nach einer Stunde keine Umsetzung zum gewiinschten Produkt 39 beobachtet werden,

weswegen eine erhdhte Temperatur von 60 °C eingestellt werden musste.
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Schema 7: 7-Azaindol-Derivate mit bicyclischem Hinge-Bindungsmotiv: (a) korrespondierendes
Sdurechlorid, AICIs, Dichlorethan oder DCM, RT-40 °C, 53-85 %, (b) NaH, TsCl, THF, 94-97 %, (c) NaH,
3-Dimethylaminopropanol (neat), 60-100 °C, 60-79 %.
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Parallel zu 39 wurde die Verbindung 40 unter dquivalenten Bedingungen synthetisiert,
welche anstatt den Pyridinyl- einen Phenyl-Rest trigt, um die Relevanz des Stickstoffes
evaluieren zu konnen (Schema 7). Anstatt des 6-Chlornicotinoylchlorides wurde 4-
Fluorbenzoylchlorid fiir die entsprechende FCA verwendet. Die Synthese des 5-Brom-7-
Azaindol-Derivates 42 wurde unter Umgehung der Tosyl-Schiitzung durchgefiihrt (Schema
7B). Dabei fiihrte die SxAr-Reaktion im letzten Schritt zu guten Ausbeuten von 79 %.

Neben den 7-Azaindol-basierten Inhibitoren wurde auch das 4-Azaindol als Grundgeriist
erprobt (Abbildung 21). Dieses Regioisomer erlaubt, wie in Schema 8 aufgefiihrt, die
Einflihrung der Pyridinyl-Seitenkette {iber eine Sn2-Reaktion. Dadurch fehlt die Carbonyl-
Funktionalitét, die in den zuvor besprochenen Verbindungen vertreten ist, womit die so
erzeugten Verbindungen einen potenziellen H-Briicken-Akzeptor verlieren. Dadurch
andert sich zudem die Ausrichtung der Pyridinyl-Seitenkette und diese gewinnt durch die

Methylen-Briicke an Flexibilitit.

Chinolin-basierte 4-Azaindol-basierte
Inhibitoren Inhibitoren

e = 3

- O@O~ w©@®w

Hinge Hinge

Abbildung 21: Schematische Darstellung des in silico Hinge-Bindungsmodus der Chinolin-basierten
Inhibitoren (links) und des angestrebten Bindungsmodus der 4-Azaindol-Derivate (rechts).

Die Syntheseroute begann mit der Uberfiihrung der 6-Chlornicotinsiure zum (6-
chlorpyridin-3-yl)methanol (44) mit LiAlH4 in THF unter Refluxbedingungen (Schema 8).
Der gewonnene Alkohol konnte iiber eine Reaktion mit SOCl; in das korrespondierende 2-
Chlor-5-(chlormethyl)pyridin 46 {iberfiihrt werden, welches in der darauffolgenden
Reaktion mit deprotoniertem Pyrrolo[3,2-b]pyridin zur Verbindung 48 reagierte. Uber die
Verbindung 48 konnte jedoch nicht die gewiinschte Testverbindung 50 dargestellt werden.
Als Alternative wurde die Syntheseroute ausgehend von der 6-Fluornicotinséure
wiederholt, um mithilfe des Fluorsubstituenten in 49 die SxAr zu 50 zu erleichtern.

Zusitzlich wurde auf die Verwendung von DMF ginzlich verzichtet und die Reaktion
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wurde direkt in 3-(Dimethylamino)propan-1-ol mit Natriumhydrid durchgefiihrt, wodurch

eine gute Ausbeute erzielt werden konnte.
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Schema 8: Darstellung 4-Azaindol-basierter Inhibitoren. Reaktionsbedingungen: (a) LiAlHs, THF, Reflux,
43-47 %, (b) SOClz, DCM; (c) 4-Azaindol, NaH, DMF, 35-79 % (iiber zwei Schritte) bzw. 80 % fiir 53 iiber
einen Schritt; (d') NaH, 3-(Dimethylamino)propan-1-ol, DMF; (d?) NaH, 3-(Dimethylamino)propan-1-ol
(neat), RT, 78 %, (e) mCPBA, n-Hexan/DME (2+1), 97 %, (f) POCI; (neat), Reflux, 81 %, (g)
Phenylboronsdure oder Furan-2-boronsdurepinacolester, XPhos Pd G3, K;PO+3H:0, Wasser/Dioxan,
70 °C, 94 %, (h) NaH, 3-(Dimethylamino)propan-1-ol neat oder in DMF, 11-67 %.

Wie in Abbildung 21 dargestellt, wurde eine Derivatisierungsstelle an Position 7 des 4-
Azaindols angestrebt, sodass ein Chlorsubstituent an dieser Stelle eingefiihrt werden sollte.
Ausgehend vom 4-Azaindol wurde zunichst das N-Oxid (51, Schema 8) iiber eine
Oxidaionsreaktion mit meta-Chlorperbenzoesédure (mCPBA) mit sehr hohen Ausbeuten
hergestellt, welches sich in einer Reaktion in POCI; unter Refluxbedingungen in das 7-

Chlor-4-azaindol {iberfiihren 1ieB.'> Nach vollstindiger Umsetzung wurde das
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Reaktionsgemisch (v.a. bei grofleren Ansédtzen) vorsichtig in lauwarmes Wasser getropft,
da die Beobachtung gemacht wurde, dass das POCI; in Eiswasser nicht immer sofort
abreagiert und sich teilweise als zweite Phase anreichert. Mit 52 konnte die Sn2-Reaktion
dquivalent zu 48 oder 49 durchgefiihrt werden, um schlielich mit 53 mithilfe einer Suzuki-
Reaktion Reste in Position 7 einfithren zu kdnnen. Erst am Ende der Syntheseroute wurde
jeweils der Aminoalkylether-Rest eingefithrt, um mit der basischen Aminogruppe

einhergehende sdulenchromatographische Trennungsprobleme vermeiden zu konnen.

Die 7-Azaindol- und 4-Azaindol-Inhibitoren zeigten auf der isolierten ATM-Kinase
schlechte Hemmaktivitdten, sodass diese Strukturklasse innerhalb dieser Arbeit nicht

weiterverfolgt wurde (siehe Kapitel 5.2).

3.3 Benzimidazole

Teilergebnisse der Benzimidazol-basierten Inhibitoren wurden in ,, Dimitrov, T. et al.
Design and Optimization of Novel Benzimidazole- and Imidazo[4,5-b]pyridine-Based ATM
Kinase Inhibitors with Subnanomolar Activities. Journal of Medicinal Chemistry 2023 *

publiziert. Zudem erfolgte eine Patentanmeldung beim Europdischen Patentamt am

22.03.2023 (Application number: EP23163492).

3.3.1 Proof-of-Concept-Inhibitoren

Innerhalb der Publikation von Guo et al. konnte eine attraktive Off-Target Aktivitit des
PLK I-Inhibitor SJ000573017 gegeniiber der ATM-Kinase nachgewiesen werden.!®
Dieser Umstand wurde innerhalb dieser Arbeit genutzt, um Inhibitoren basierend auf dem
Benzimidazol-Grundgeriist zu erstellen, die sich jedoch strukturell maBgeblich von dem

urspriinglichen Hit-Inhibitor SJ000573017 unterscheiden sollten.

Eine in silico Analyse des PLK1-Inhibitors SJ000573017 zeigte, dass der Imidazolring als
Hinge-Bindungsmotiv fungiert und eine H-Briicke in Richtung C2770 aufbauen kann.
Dabei liegt das Hinge-Bindungsmotiv des Inhibitors verglichen mit Chinolin-basierten

Inhibitoren!3:129:148

in der Simulation um 180° gedreht in der Bindetasche vor. Die beiden
Methoxygruppen sind Richtung Solvens orientiert, wihrend der Thiophen-2-carboxamid-
Rest mit dem Aspartat-Rest D2725 der aC-Helix eine lon-Dipol-Wechselwirkung eingeht

(Abbildung 22A und B). Das initiale Designkonzept beruhte zunichst auf der Annahme,
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dass Benzimidazol-basierte Inhibitoren einen dquivalenten Bindemodus zur Hinge-Region
aufbauen konnen, wie es fiir zahlreiche Chinolin-Inhibitoren zunichst nur in in silico
Modellen beschrieben und spiter mit Kryoelektronenmikroskopie bestéitigt wurde
(Abbildung 22C).!312%198 Dazu wurde eine Designstrategic verwendet, wobei die
Methoxysubstituenten entfernt und an Position 5 des Benzimidazols hochspezifische
bekannte Seitenketten installiert wurden (S1-Seitenkette), die in Richtung der HRI und
zudem in Richtung der Aspartat-reichen Region der Bindetasche (aC-Helix, DLG-Motiv)
binden sollten (S1, Abbildung 23). Auf der anderen Seite wurde die gesamte
Thiophencarboxamid-Seitenkette des PLK1-Inhibitors SJ000573017 entfernt und gegen
zunichst unspezifische lipophile Ringe ersetzt, die von Grund auf neu optimiert werden
sollten (S2, Abbildung 23). Der angestrebte Bindemodus ist in Abbildung 22D simplifiziert

dargestellt.
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Abbildung 22: Design-Konzept der Benzimidazol-basierten Inhibitoren: A) In silico Bindungsmodus des
PLK-Inhibitors SJ000573017. Dieser zeigt einerseits eine Wechselwirkung in Richtung C2770 (Hinge) und
zudem auch eine Interaktion mit D2725 der o C-Helix. Zudem konnte eine intramolekulare H-Briicke zwischen
der Amid- und der Etherfunktion beobachtet werden. Visualisierung mit PyMol.”?> B) Schematische
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Darstellung des in silico Bindemodus des PLK I-Inhibitors SJ000573017 aus A. C) Schematische Darstellung
des in silico Bindemodus der Verbindung AZD0156.'*® D) Design-Konzept und angestrebter Bindemodus der
Benzimidazol-basierten Inhibitoren. Die in silico Modelle fiir SJ000573017 und AZD0156 wurden von Dr.
Thales Kronenberger innerhalb des Projektes erstellt.

Innerhalb dieser Arbeit wurde zundchst auf eine in der Literatur beschriebenen
Syntheseroute zuriickgegriffen, um die Benzimidazol-Grundgeriiste darzustellen.'®* Im
weiteren Verlauf wurden zahlreiche Reaktionsbedingungen modifiziert und optimiert. In
Abbildung 23 ist die allgemeine Synthesestrategie der Benzimidazol-Inhibitoren
zusammengefasst. Die ersten Proof-of-Concept-Inhibitoren in Schema 9 konnten innerhalb
einer Ein-Schritt-Synthese iiber eine Suzuki-Reaktion dargestellt werden, da die N-
substituierte 6-Brombenzimidazole aus einem vorherigen Projekt'®* als Edukte zur
Verfiigung standen. Die Inhibitoren 58 und 59 konnten dabei in médBigen bis guten
Ausbeuten isoliert werden, wohingegen die Cyclopropyl-Verbindung 60 aufgrund der

Bildung von Nebenprodukten verworfen wurde.

Hingebinder
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Abbildung 23: Oben: Initiales Designkonzept der Benzimidazol-Inhibitoren. Unten: Allgemeiner
Syntheseaufbau, um die S2- und die S1-Seitenkette einzufiihren.

Die Synthese des korrespondierenden Boronsédurepinacolesters 61 ist in Schema 9 (unten)
aufgefiihrt, wobei eine publizierte Vorschrift verwendet wurde.!>* Mithilfe des
Metallierungsreagenzes n-BuLi kann am korrespondierenden Brompyridin ein Lithium-
Halogen-Austausch durchgefiihrt werden, wobei das so entstehende Metallorganyl tiber

eine  Reaktion mit  2-Isopropoxy-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan ~ und
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anschlieBender Hydrolyse mit wéssriger NH4CI-Losung zum  gewlinschten

Boronséurepinacolester (BPin-Ester) abreagieren kann (Schema 9, unten).

R R =
N Br 2 N '/ R= |
<\N <\N A
58: |
59: II

~ B
Br (0]
61

Schema 9: Darstellung der ersten Benzimidazol-basierten Inhibitoren (oben); Darstellung der
korrespondierenden Seitenkette (unten): (a) 61, K3POq43H:0, tBusP Pd G3 Wasser/Dioxan, 65 °C, 58-81 %,
(b)  3-((5-Brompyridin-2-yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin,  2-Isopropoxy-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan, n-BulLi (2,5 M in Hexan), THF, -70 bis -90 °C (Aceton/N>-Kdltemischung), 92 %. Grau = nicht
isolierte Verbindung.

Innerhalb der biologischen Testung auf der isolierten ATM-Kinase konnte vor allem die
rigidere Verbindung 59 erfolgsversprechende Ergebnisse liefern (siehe Kapitel 5.3), sodass
dieser Inhibitor weiter optimiert werden sollte. Neben der Pyridinyloxy-basierten
Seitenkette in 59 wurde auch die 1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-phenylharnstoff-
Seitenkette erprobt (Abbildung 24), die innerhalb der Chinolininhibitoren gute Ergebnisse
lieferte (vgl. Kapitel 3.1, Abbildung 16).!48

Der formal einfachste Vertreter dieser Klasse war die Verbindung LS-13, welche die
gleiche Aktivitdt auf der isolierten ATM-Kinase wie die Verbindung 59 zeigte (Abbildung
24). Die Harnstoff-basierte Seitenkette wurde zu Beginn bevorzugt, da sie neben einer
potenziell einfachen Derivatisierbarkeit auch zusétzliche Interaktionen mithilfe der NH-

Gruppen innerhalb der Bindetasche eingehen konnte.

Einerseits sollten ausgehend von der nicht-optimierten Verbindung LS-13 die Struktur-
Wirkungsbeziehungen des unsubstituierten Phenylrestes am Benzimidazol (S2) untersucht
werden, indem verschiedene Reste eingefiihrt werden sollten. Zum anderen sollten

grundlegende SARs in Bezug auf die basische S1-Seitenkette geklirt werden.

Beginnend mit der Derivatisierung der S1-Seitenkette wurden verschiedene

Methylierungsmuster am Harnstoff eingefiihrt, um die Relevanz der H-Briicken-Donoren
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(NH-Gruppen) zu evaluieren. Dariiber hinaus wurde der terminale Dimethylaminoethyl-

Rest zu einem N-Methylpiperidin-4-yl-Ring rigidisiert (Schema 10).

Einfiihrung verschiedenener Modifikationen des Dimethyl-
Reste in p-, m- und o-Position aminoethylharnstoff-Restes

| IV |
| AN N LN N\n/N\/\N/
N P —> G
| {1
N N
59 Derivatisierung LS-13
maoglich?

Abbildung 24: Einfiihrung der Harnstoff-basierten Seitenkette. LS-13 ist formal der einfachste Vertreter der
Harnstoff-basierten ~ ATM-Inhibitoren — auf  Benzimidazol-Basis. Dieser wurde innerhalb der
projektzugehorigen Masterarbeit von Lennart Seidel synthetisiert.'®

Die Darstellung der N-Methylpiperidin-Seitenkette erfolgte mit 4-Bromphenylisocyanat
und 4-Amino-N-methylpiperidin in Toluol mit quantitativer Ausbeute (Schema 10). Die
Synthese des einfach N-methylierten Harnstoffes 16 wurde dquivalent zu 62 dargestellt und
bereits in Schema 5 beschrieben. Die Variante des doppelt methylierten Harnstoffs 63
konnte ausgehend von 16 mithilfe der Deprotonierung des Harnstoffs mit Natriumhydrid
und der anschlieBenden Reaktion mit Methyliodid durchgefiihrt werden. Um die
korrespondierenden potenziellen ATM-Inhibitoren {iber eine Kreuzkupplung darstellen zu
konnen, wurde die Verbindung 64 in den entsprechenden Boronsdurepinacol-Ester (BPin-
Ester) transformiert (65, Schema 10). Eine anschlieBende Suzuki-Reaktion flihrte zu den
entsprechenden Testverbindungen 66 bis 68. Aufgrund persistierender Verunreinigungen
nach sdulenchromatographischer Aufreinigung mit Normalphasenkieselgel und
ammoniakalischem Losungsmittel (DCM/MeOH + 2 N NH3) musste bei allen drei Ver-
bindungen (66 bis 68) ein weiterer Aufreinigungsschritt mit Umkehrphasenkieselgel (Cisg)

durchgefiihrt werden, wodurch nur médfige Ausbeuten resultierten.
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Schema 10: N-Methylierungsmuster und Rigidisierung des terminalen Harnstoff-Restes. Reaktions-
bedingungen: (a) 4-Brom-phenylisocyanat, 1-Methylpiperidin-4-amin, Toluol, > 99 %, (b) NaH, Mel, DMF
(ggf- ungeeignet fiir grofere Mapstibe'®); (c) B2Pinz2, KOAc, Pd(dppf)Cls, Dioxan, 90 °C; (d) Arylbromide
aus A, K3PO4+3H:0, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser, 65 °C, 38-71 %.

3.3.1.1 Allgemeine Synthese des Benzimidazol-Grundgeriistes und
Modifikationen der S2-Seitenkette

Neben den zuvor beschriebenen N-Methylierungen und Rigidisierungsversuchen der
Harnstoff-Seitenkette sollte der unsubstituierte Phenyl-Rest (S2-Seitenkette) optimiert
werden. Dazu wurde als Startmaterial fiir die Synthesen 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen
verwendet, wobei verschiedene Aniline innerhalb einer SyAr-Reaktion installiert wurden,
die spdter die S2-Seitenkette ergaben (Schema 11). Wihrend die endgiiltigen S2-Reste bei
einigen Verbindungen eingefiihrt wurden (z.B. das 73, Schema 11 und weitere in spiteren
Kapiteln), sind davon Derivate abzugrenzen, die Modifikationen an der S2-Seitenkette im
spateren Verlauf der Syntheseroute ermoglichen. Dazu zéhlen vor allem innerhalb der in
Schema 11 dargestellten Verbindungen die geschiitzten Amine in para- und meta-Position

70, 71 und 72.
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Die SnAr in Schema 11 wurde zunichst entsprechend der Vorschrift in der Dissertation
von Dr. Michael Forster durchgefiihrt.!* Dabei wurde das 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen
zusammen mit dem korrespondieren Anilin in iPrOH mit EtzN als Hilfsbase bei 70°C
geriihrt. Das Losungsmittel iPrOH wurde innerhalb dieser Arbeit mit dem polar-
aprotischen Losungsmittel Dimethylformamid (DMF) substituiert, womit sich die
Reaktionszeiten z.B. im Fall von Anilin 69 (Schema 11) bei dhnlichen
Reaktionstemperaturen von 48 h!'®* auf ca. 14-16 h reduzieren lieBen. Die Ausbeuten waren
innerhalb dieser Reaktion grundsitzlich gut bis sehr gut, lediglich bei 73 zeigte sich eine
méfBige Ausbeute mit 50 % aufgrund der ortho-stindigen Methoxy-Substitution. In der
Regel bendtigten die SnAr-Reaktionen keine anschlieende sdulenchromatographische
Aufreinigung der jeweiligen Nitroprodukte. Diese wurden meist direkt iiber eine Fallung
mit Wasser und anschlieBender Filtration in ausreichender Reinheit gewonnen.
Persistierten Verunreinigungen nach der Aufarbeitung, so konnten die Produkte oftmals in
heiBem Methanol suspendiert und nach abschlieBender Abkiihlung auf Raumtemperatur
wieder durch Filtration mit sehr hoher Reinheit erhalten werden. Umkristallisationen sind
zwar moglich (z.B. in MeOH/Aceton-Gemischen), sollten jedoch vermieden werden, da
neben einem erhohten zeitlichen Aufwand und héheren Losungsmittelverbrauchen, die
kristallinen Produkte teilweise zu Problemen aufgrund der damit einhergehenden
verminderten Losungsgeschwindigkeit in der darauffolgenden Reduktion fiihren konnen.
Bevor der Ringschluss zu den gewiinschten 6-Brombenzimidazol-Grundgeriisten
vollzogen werden konnte, mussten die korrespondierenden Phenylendiamine iiber eine
Reduktion der Nitrogruppe gewonnen werden, was zunédchst mit Zinn-(II)-chlorid in EtOH
unter Refluxbedingungen durchgefiihrt wurde.!®* In spéteren Synthesen wurden
ausschlieSlich Zn/NH4Cl als Reduktionsmittel verwendet, da dies eine einfachere
Reaktionsfithrung mit Methanol als Losungsmittel bei Raumtemperatur erlaubte und zum
Teil zu hoheren Ausbeuten (siche z.B. 64) fiihrte. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Verdiinnung des Ansatzes mit Ethylacetat (EA) oder Dichlormethan (DCM), wodurch die
ungewlinschten anorganischen Nebenprodukte ausgefdllt und mithilfe einer

Kieselgurfiltration entfernt werden konnten.
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Schema 11: Synthese der ersten Benzimidazol-Grundgeriiste und Modifikationen der S2-Seitenketten.
Reaktionsbedingungen: (a) korrespondierendes Anilin, Ets;N, DMF, 70 °C iiber Nacht, 50-92 %, (b)
Zn/NH4Cl, MeOH, RT oder SnCl>2H:0 in EtOH, 70 °C; (c) Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toluol, 60-
80 °C, 74-98 % (iiber zwei Schritte); (d) ethanolische HCI (1,25 M), RT-60 °C, 74-95 %, (e) KOH,
Wasser/MeOH, MW 140 °C, 25 min, 80 %, (f) NaH, Mel in DMF, RT; (g) korrespondierende Sdure,
EDC-HCl in DCM, RT, 81 %.

Da sich die entsprechenden Phenylendiamine unter Lichteinwirkung schnell verfirben,
wurden wihrend der Reaktion zehn Aquivalente an Zinkstaub als physikalischer
Lichtschutz verwendet. Aulerdem wurden diese Zwischenprodukte direkt und in der Regel
ohne weitere Charakterisierung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt. Der Ringschluss
zu den korrespondierenden Benzimidazolen wurde primdr mithilfe von
Triethylorthoformiat und einer katalytischen Menge an para-Tosylsdure-Monohydrat bei
60-80 °C in Toluol durchgefiihrt.'®* Es wurde zudem getestet, ob der Ringschluss direkt
mit dem methanolischen Filtrat der vorherigen Reduktionsreaktion durchfiihrbar ist, was
jedoch in Rahmen einer Testreaktion fehlschlug. Im spéteren Verlauf konnte der

Ringschluss jedoch in iPrOH realisiert werden (269, Schema 34). Die Reaktionen zu den
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gewlinschten Benzimidazolen zeigten grundsétzlich immer gute bis sehr gute Ausbeuten

iiber zwei Syntheseschritte (Schema 11).

Die Boc-geschiitzten Aniline 74 (para-substituiert) und 79 (meta-substituiert) wurden mit
ethanolischer HCl in die jeweiligen freien Anilinen {iberfiihrt, um Modifikationen der NH-
Gruppe zu ermoglichen. Dabei erfolgte die Reaktion bei Raumtemperatur oder bei erhohten
Temperaturen bis zu 60 °C. Die entsprechenden Produkte konnten als HCI-Salz mit Ether
(1-2 Teile) gefdllt und via Filtration gewonnen werden. In geséttigter NaHCO3-Losung
konnte das Produkt in die freie Base iiberfiihrt und gleichzeitig prazipitiert werden, sodass

diese innerhalb einer zweiten Filtration gewonnen werden konnten.

Neben der Darstellung der Verbindung 76 iiber die oben beschriebene Boc-Entschiitzung
konnte alternativ auch die Acetylgruppe des Anilides 75 abgespalten werden. Dazu wurde
eine methanolische KOH (1M)/Wasser-Mischung genutzt, um die Acetylgruppe innerhalb
einer Mikrowellenreaktion bei 140 °C zu entfernen. Ausgehend von den Anilinen 76 und
81 (Schema 11) wurden verschiedene Anilide mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid Hydrochlorid (EDC-HCI) und den korrespondierenden Sduren hergestellt
(Schema 11, 77, 78, 82, 83 und 84).

H
HoN O\\ N

X =
/S N
_>
"o "ol
$ I
\
N N
76 oder 81 R = 88: Me (para)
89: cPr (para)
90: Me (meta)

91: Et (meta)
92: cPr (meta)

Schema 12: Darstellung der Sulfonamid-Vorstufen: (a) korrespondierendes Sulfonylchlorid in DCM/Et;N
oder DCM/Pyridin, oder in Pyridin, RT, 40-74 %.

Neben den Carbonsdureaniliden wurden eine Reihe an Sulfonsdureaniliden synthetisiert
(Schema 12). In den ersten Ansédtzen wurde DCM als Losungsmittel und Et;N oder Pyridin
als Hilfsbase benutzt. Allerdings zeigte sich eine bessere Umsetzung mit hoheren Mengen
an Pyridin, sodass dieses schlussendlich direkt als Losungsmittel verwendet wurde. Eine
extraktive wéssrige Aufarbeitung war fiir die in Schema 12 aufgefiihrten, relativ
hydrophilen Sulfonamiden unvorteilhaft, da diese zum Teil in der wissrigen Phase

persistieren und erst zeitversetzt nadelformig ausfielen (91). Aus diesem Grund wurde bei
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spiteren Ansétzen lediglich das Pyridin iiber Destillation entfernt, gefolgt von einer
direkten sdulenchromatographischen Aufreinigung des Rohprodukts. Diese Problematik
bestand nicht bei lipophileren N-substituierten Sulfonamiden, welche kein freies NH tragen

und im spéteren Verlauf der Arbeit synthetisiert wurden (siehe Kapitel 3.3.4.4).

3.3.1.2 Verkniipfung des Benzimidazol-Grundgeriistes mit der S1-Seitenkette

Die Verkniipfung der 6-Brombenzimidazole aus Schema 11 und Schema 12 mit den S1-
Seitenketten konnte dquivalent zu den ersten Inhibitoren aus Schema 9 iiber eine Suzuki-
Reaktion realisiert werden. Dabei war ein generelles Ziel, die basischen terminalen Zentren
innerhalb der Syntheserouten mdglichst am Ende einzufiihren (Abbildung 25), um damit
einhergehende Probleme bei der sdulenchromatographischen Aufreinigung mit Normal-

phasenkieselgel moglichst zu vermeiden.

Conker>—( 8]
N [X\]/.—.—’W ®
<\: e <\:

® = -BPin oder -Br

Abbildung 25: Dominierende Synthesestrategie, um die Inhibitoren innerhalb der ersten SAR-Studien zu
gewinnen. B = basische Funktion.

Zusitzlich wurden die Vorstufen der basischen Seitenketten in den meisten Fillen als
limitierendes Edukt verwendet, da eine unvollstindige Umsetzung wéhrend der Suzuki-
Reaktion und damit verbundene Riickstinde in den Rohprodukten oftmals einen

zusitzlichen Aufreinigungsschritt mit Umkehrphasenkieselgel verlangen.

Grundsitzlich mussten entweder die 6-Brombenzimidazol-Grundgeriiste oder die
anzubringende basische S1-Seitenkette in einen Boronsdurepinacolester (BPin-Ester)
iiberfiihrt werden, um die Kreuzkupplung durchfiihren zu konnen (Abbildung 26). Um das
umstindliche Uberfiihren aller Benzimidazole aus Schema 11 und Schema 12 in die
entsprechenden BPin-Estern zu umgehen, sollte zunichst der Prikursor der konstant
bleibenden Harnstoff-S1-Seitenkette einmalig {iber eine Miyaura-Borylierung in den BPin-

Ester tiberfiihrt werden (Abbildung 26, Route 2).
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Grundgeriist + S2 S1-Seitenkettenprdkursor Testverbindung
- @ H H Suzuki-
% N BPin . Kupplung
RSP ~

N Br
Miyaura- Miyaura- E ca. 50 % Ni O
Borylierung Borylierung | Umsetzung 4 O
Y N
~ @ H H Suzuki-
N__N Kupplung
£ N B, Q vy S
o
x <\N PinB ©
T T Darstellung der Harnstoff-BPin-Ester
unter Umgehung der Miyaura-Reaktion
PinB _

Abbildung 26: Mogliche Synthesestrategien zur Verkniipfung der SI-Seitenkette mit dem Benzimidazol-
Grundgeriist.

Schema 13A zeigt die anfingliche Synthesestrategie der S1-Seitenkettenvorstufen, um die
gewlinschten BPin-Ester zu erhalten. Zunichst erfolgte die Darstellung des Harnstoffs 93
auf zwei verschiedenen Wegen: In der ersten Variante wurde 4-Brombenzoeséure als Edukt
verwendet, das innerhalb einer Curtius-Umlagerung mithilfe von Diphenylazidophosphat
(DPPA) unter Hitze in situ zum 4-Bromphenylisocyanat {iberfiihrt werden kann. Dieses
reagiert wiederum mit N, N-Dimethylethylendiamin zum gewiinschten Produkt. Alternativ
konnte das kommerziell erhiltliche 4-Bromphenylisocyanat verwendet werden, das direkt
mit dem entsprechenden Amin bei Raumtemperatur das gewiinschte Produkt 93 lieferte.
Der einzige Aufarbeitungsschritt bestand in der zweiten Variante darin, das entsprechende
Losungsmittel zu entfernen, um die Produkte mit quantitativen Ausbeuten zu erhalten. !
Der darauffolgende Versuch, die Verbindung 93 iiber eine Miyaura-Borylierung in den
gewiinschten BPin-Ester unter klassischen Bedingungen!>® in Dioxan oder unter leicht
modifizierten Ansétzen zu iiberfiihren, blieb jedoch erfolglos, da lediglich circa die Hélfte

des Arylbromids zum gewiinschten Produkt reagierte, bevor die Reaktion zum Erliegen
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kam (Schema 13A). Als Alternative wurde unter Umgehung der Miyaura-Borylierung die
direkte Umsetzung vom kommerziell erhiltlichen p-Anilinboronsdurepinacolester zum
gewlinschten Harnstoff-Derivat vorgenommen (Schema 13B). Zu Beginn wurde die
Synthese zundchst mit Triphosgen durchgefiihrt. Zwar konnte dabei eine sehr gute
Ausbeute mit > 90 % erzielt werden, dennoch wurde die Reaktion modifiziert, um auf das
hochtoxische Triphosgen verzichten zu konnen. Ein alternatives Reagenz ist das
Phenylchlorformiat, welches den Vorteil bietet, dass die entstehende Phenylcarbamat-
Zwischenstufe (95) wahlweise isoliert oder direkt zum gewiinschten Harnstoff umgesetzt
werden kann (Schema 13B). Dabei wurde die Synthese nach der Vorschrift von
Kitteringham et al. angepasst, um symmetrische Harnstoffnebenprodukte oder die Bildung
des korrespondierenden Dicarbamates moglichst zu vermeiden.'>® In der One-Pot-Variante
(ohne Isolation der Phenylcarbamat-Zwischenstufe) wurde dabei das Phenylchlorformiat
in Tetrahydrofuran (THF) vorgelegt und langsam mit dem Anilin versetzt. Die Zugabe von

Et:N fiihrte zur vollstdndigen Umsetzung zum Carbamat 95.

A

(0]
OH ﬁa
Br NN c NN
e e
NN . NN
O | keine . (6] |
Br vollstandige ~ PinB
O NCO ) 93 Umsetzung 94
Br
B
NH N_ _oph f NN
e ~ >\
GRS R SR O h e
PinB PinB PinB
95 94

Schema 13: A) (a) 1) DPPA, Et;sN, 80 °C, 2) N,N-Dimethylethylendiamin, RT, in Toluol, 83 %, (b) N,N-
Dimethylethylendiamin, Toluol, > 99 %, (c) B:Pin: (1 eq.), KOAc (3 eq.), PdAc2’XPhos Pd G3 oder
PdClz(dppf), Dioxan, (ca. 50 % Umsetzung),; B) alternative Syntheseroute. (d) 1) Triphosgen, EtsN, -5 °C in
THF, 2) N,N-Dimethylethylendiamin, RT; (e) Phenylchlorformiat, Et;N in THF, RT, (f) korrespondierendes
Amin, Et;N, Reflux, 32 %.

Mit N,N-Dimethylethylendiamin konnte unter Refluxbedingungen die Bildungen des
gewlinschten Harnstoff-Produkts 94 erzielt werden. Grundsitzlich benétigt die Formation

der Isocyanat-Zwischenstufe iiber einen ElcB-Mechanismus!®’ eine Hilfsbase. Aufgrund
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des zweiten basischen Zentrums im N, N-Dimethylethylendiamin kann auf die Verwendung

eines zweiten Aquivalentes an Triethylamin verzichtet werden.

Nt 2,
o R

Verbindungen aus
Schema 11/12

R
- T )
' R
por 2 ? 7 N
! H,N )LNH NH TS-NH S=NH
Rp E et e A 0 A o}

; 96 97 98 99 100
; 0
: N
! \S\\NH Q <\;> l/l}

para-Derivate |
A e e e e
i 101 102 103 104
! Rm
| Ny Ny N N
: HoN O
5 I o’ X ~ X P
: o o) o) 0o

R !
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meta-Derivate ! O‘\S'N \f O‘\S'N \f O‘\S'N \f
5 /0 — 0 f ‘o
: 110 11 112
i 7\
e 0
; o)

Andere: .

s ~o
113 114 115

Schema 14: Darstellung der substituierten LS-13-Analoga. a) 94, K3PO43H>0, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser
60-80 °C, 35-89 %. Die korrespondierenden 6-Bromimidazole Edukte der Verbindungen 102, 103, 104 und
115 standen als Edukte zur Verfiigung und mussten nicht synthetisiert werden.

Das innerhalb der Reaktion entstehende Triethylammoniumchlorid konnte einfach tiber

Filtration entfernt werden, allerdings gestaltete sich die Entfernung des Phenols als

schwierig. Eine wissrige Extraktion des Phenols bei basischen pH-Werten verschleppte
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zum Teil das gewiinschte Produkt. Dennoch konnte das Produkt 94 in kontaminierter Form
als briunliches Ol gewonnen werden (mit deutlichem Phenolgeruch), welches unter
Lagerung in Ethylacetat nach lingerer Zeit zu einer bemerkenswerten Kristallbildung
filhrte. Ausgehend von der Verbindung 94 und den Benzimidazolen aus Schema 11 und
Schema 12 wurden iiber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung die potenziellen ATM-Kinase-

Inhibitoren in Schema 14 synthetisiert.

R R
R
b c
— —

HN Br N Br

)0 I
O,N N

R=1I M7:R=1 1M9:R=1

116:R =1l ;|a 18:R =1l 120: R =l

121: R =1
122: R =1l

CPE—
— O \n/\/\,r/ 9‘
EPII

Schema 15: Darstellung der Cyclohex-1-en- und Cyclohex-1-an-Derivate. Reaktionsbedingungen: (a)
NH./HCOO, Pd/C, EtOH, Reflux, 62 %, (b) 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen, EtsN, DMF, 70 °C, 71-86 %, (c)
1) Zn, NH.Cl, MeOH, RT; 2) Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toluol, 70-75 °C, 64-68 % (iiber zwei
Schritte); (d) 94, KsPO4+3H>O, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser, 60-65 °C, 51-83 %.

Neben den Derivaten in Schema 14 wurden auch Cyclohexyl- und Cyclohex-1-enyl-Reste
in para-Position der S2-Seitenkette installiert (Schema 15). Die Synthese erfolgte dabei
ausgehend von 4-(Cyclohex-1-enyl)-anilin und war groBtenteils dquivalent zu den bereits
beschriebenen Reaktionen in Schema 11 und Schema 14. Innerhalb der Reaktionsfolge zur
Darstellung der Verbindung 121 konnten durchgehend kleine und konstante Mengen an
Nebenprodukt iiber HPLC detektiert werden. Infolgedessen wurde die Testverbindung 121
neben der sdulenchromatographischen Aufreinigung mit Normalphasenkieselgel zusitzlich
mit Umkehrphasenkieselgel purifiziert. Nichtsdestotrotz persistierte die Verunreinigung
zum Teil, sodass die Testverbindung 121 lediglich mit ca. 92 % HPLC-Reinheit isoliert

werden konnte. Um das entsprechende Cyclohexyl-Derivat 122 darzustellen, wurde die
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Doppelbindung des 4-(Cyclohex-1-enyl)-anilin mithilfe von Ammoniumformiat und Pd/C
unter Refluxbedingungen in EtOH entfernt. In der korrespondierenden SxAr konnte die
Verbindung 118, anders als in der ersten Syntheseroute, ohne Verunreinigungen isoliert

werden. Dies war auch in den folgenden Reaktionen der Fall, sodass die Testverbindung

122 im Gegensatz zu 121 mit hohen Reinheiten gewonnen werden konnte.

Grundgeriist £ S2 Vorstufe der S1-Seitenkette

Testverbindung
- H
R-N=
L 1K
BPi
<N "o Q \g/ ?f Suzuki-
o N Br Kupplung
E -
N3
£ 3 S
30 TNHZ—Mod/f/kat/on
gﬁ:
HaN
\ @
N BPin N O
I I
N N

Miyaura-Borylierung

Suzuki-

a Kupplun
N Br . /©/ e 7"' pplung
<\NI>/ PinB ©

ZT
ZT

Route 2

Abbildung 27: Modifizierte Route 1.

Neben der Darstellung zahlreicher Testverbindungen iiber Route 2 (Abbildung 27,
vergleiche Abbildung 26) in Schema 14 und Schema 15 wurden einige Derivate {iber die
invertierte Route 1 hergestellt, bei der die Benzimidazole 76 und 81 in die BPin-Ester
transferiert wurden (Schema 16). Uber diese Route sollte die Einfiihrung verschiedener S1-

Seitenkette erleichtert werden (siehe Kapitel 3.3.4.1). Ausgehend von den BPin-Estern 123
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und 124 sollten Late-Stage-Modifikationen an der anilinischen NH>-Gruppe moglichst

unmittelbar vor der Kreuzkupplung ermoglicht werden.

Die Miyaura-Reaktionen fiihrten insgesamt zu moderaten Ausbeuten zwischen 54-67 %.
Dies lag an dem Umstand, dass nach sdulenchromatographischer Aufreinigung der BPin-
Ester zum Teil moderate Mengen an Nebenprodukt tiber HPLC detektierbar waren, sodass
zusitzlich jeweils eine Kristallisation der 6ligen Produkte in ACN bei -18 °C durchgefiihrt
wurde. Ausgehend von 123 und 124 konnten sowohl Anilide als auch Sulfonséureanilide

hergestellt werden (Schema 16).

o)
HoN o~ HaN .~ /\e\NH
Q a W b
N Br N BPin
LY ST o
~ N Se
N
76 (p-NH,) 123 (p-NH,)
81 (m-NH,) 124 (m-NH,) 125
H d
o, N .
S o)
R0
N BPin NH
Q
N
126: R = Me

127:R = nPr R= N R
TN I
d 0 ' N
o H 129
\\S:
nPr’ ~O :

Schema 16: Darstellung und Derivatisierung der Pinacolester aus den Anilinen 76 und 81: (a) B2Pin2, KOAc,
Pd(dppf)CLs, Dioxan, 70-100 °C, 54-67 %, (b) 2-Methyl-buttersdure, EDC-HCI in DCM, RT, 46 %, (c)
korrespondierendes Sulfonylchlorid, Pyridin, RT, 87 %. (d) 93, KsPO+3HO, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser,
60 °C, 58-66 %.

Mit den Zwischenverbindungen 126 und 127 wurden jeweils innerhalb einer Suzuki-
Reaktion die beiden Testverbindungen 129 und 128 synthetisiert. Die Substanz 126 war

Ausgangspunkt zahlreicher Inhibitoren mit modifizierten S1-Resten (siehe Kapitel 3.3.4.1).
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Neben den bereits aufgefiihrten ATM-Inhibitoren in Schema 14 bis Schema 16 wurden eine
Reihe weiterer Benzimidazol-basierter Testverbindungen in der projektzugehorigen Arbeit
von Dr. Michael Forster und innerhalb der Masterarbeit von Lennart Seidel synthetisiert.
Dabei riickten zwei Inhibitorklassen aufgrund hoher Aktivititen auf der isolierten ATM-
Kinase in den Vordergrund. Die erste Gruppe stellt die Sulfonamid-basierten Inhibitoren
ausgehend von 110 dar und die zweite Gruppe leitet sich vom Biphenyl-basierten Inhibitor

L.S-48 (Abbildung 28) ab.

Proof-of-Concept-

y Inhibitoren %

Biphenyl-Gruppe Sulfonamid-Gruppe

[} O H
S, -

HIE® o "o PR
"i,' \n/ V\N/ N (@]
° N 0 | N O

. "

N\

N basierend auf LS-48 basierend auf 110

(N J (N J

Parallele Optimierung beider Gruppen

Abbildung 28: Mit den ersten SARs kristallisierten sich zwei Inhibitorgruppen heraus, die
erfolgsversprechende Ergebnisse lieferten. Die eine Gruppe leitet sich von dem Inhibitor 110 und dessen
Derivate ab, welche eine Sulfonamid-basierte S2-Seitenkette tragen (grau markiert, rechts). Die zweite
Gruppe basiert auf dem Inhibitor LS-48, der innerhalb der projektzugehérigen Masterarbeit von Lennart

Seidel unter meiner Mitbetreuung synthetisiert wurde und einen Biphenyl-Rest als S2-Seitenkette trigt
(links).'%

3.3.2 Synthese der Hybridverbindung 144

Nach der Identifikation der Verbindung 110 und des Biphenyl-Derivats LS-48 stellte sich
die Frage, ob eine Kombination der Funktionalititen beider S2-Seitenketten zu
synergistischen Effekten fiihren wiirde, sodass ein Hybridinhibitor hergestellt werden sollte
(Abbildung 29). Als Startmaterial fiir die Synthese des Hybridinhibitors wurde das
2-Brom-5-nitroanilin gewihlt (Schema 17). Um die Syntheseroute moglichst kurz zu
halten, wurde zundchst versucht, die Mesylgruppe direkt zu Beginn einzufiihren. Die

Reaktion wurde dabei mit MsCl in Pyridin umgesetzt und resultierte in einer mifigen
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Ausbeute von 43 %. Entgegen den Erwartungen filihrte der Versuch der Resynthese von
130 mit einer anderen Charge an MsClI zu einem Produktgemisch aus Edukt, gewiinschtem
Produkt und zweifach mesyliertem Nebenprodukt, sodass ein Uberschuss an MsCl

verwendet wurde, um ausschlieBlich das doppelt mesylierte Produkt zu erhalten (131,

Schema 17).

Hybridmolekdil

AN /,o
/m\
o zx
:<z:|:
§I
—z
A\

Abbildung 29: Hybridinhibitor 144, welcher sowohl das Biphenyl- als auch das Sulfonamid-Motiv aus LS-
48 und 110 tragen sollte.

Dieses konnte in einer Mischung aus wéssriger NaOH (2 N) und MeOH selektiv zum
urspriinglich gewiinschten Produkt 130 iiberfiihrt werden. Die darauffolgende Reduktion
der aromatischen Nitrogruppe mit Zn/NH4Cl fiihrte allerdings zu zahlreichen

Nebenprodukten, sodass es zu einem vollstdndigen Verlust des Ansatzes kam.

Br Br Br
N o N o N
> a se d P X > Hybridmolekdil
> 5 — Tyl P » 144
NO, NO, NH;
130 132
|
0=8=0 Br
b 0, ,N c
/S\\
0]
131 NO2

Schema 17: Fehlgeschlagene erste Syntheseroute: (a) 1,1 eq. MsCl, Pyridin; (b) 2,15 eq. MsCl, Pyridin, 3 d;
(¢) NaOH (2N) in MeOH (3+1); (d) Zn, NH.«Cl in MeOH.

Aufgrund dessen sollte als Alternative das 2-Brom-5-nitroanilin zunichst mithilfe einer
Boc-Gruppe geschiitzt werden, um die Sulfonamidgruppe im spéteren Verlauf der Synthese
einfiilhren zu konnen (Schema 18). Die Schutzgruppe sollte nach der Reduktion der

Nitrogruppe zum Anilin eine moglichst regioselektive SnAr in para-Position zum Brom
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ermoglichen. Allerdings fiihrten erste Versuche mit Di-fert-butyldicarbonat (Boc2O)
zundchst bei Raumtemperatur in DCM oder bei 75 °C in fBuOH zu keiner detektierbaren
Umsetzung (Schema 18), sodass eine DMAP-katalysierte Reaktion getestet wurde. In
Dioxan als Losungsmittel konnte fiir die entsprechende Reaktion bei Raumtemperatur
lediglich eine sehr langsame Umsetzung beobachtet werden, weshalb zunéchst die
Temperatur auf 65 °C erhoht wurde. Dies resultierte jedoch in einem Gemisch aus Edukt,

dem korrespondierenden Bis-Boc-Produkt und 1,3-Bis(2-Brom-5-nitrophenyl)harnstoff als

Nebenreaktion 8.
Br a . Br
HeN b Boc”\I
133
c
NO, NO,
Eoc Br Br H H Br
q Boc .\ \ﬂ/
o]
NO, NO, NO,
134 135
L?:oc Br
N
e Boc”
40h, 84%
NO,
134

Schema 18: Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe: (a) Boc:0 (1,05 eq), DCM, RT, 4 d; (b) Boc:0 (1,0 eq),
tBuOH, 75 °C; (c) Boc20 (1,0 eq), DMAP, Dioxan, RT; (d) wie (c) nur bei 65 °C; (e) Boc20 (2-3 eq), RT.
Das initial angestrebte Produkt (grau) konnte nicht nachgewiesen werden (DC-MS), es bildete sich jedoch
bei 65 °C sowohl das Harnstoff-Nebenprodukt als auch das Bis-Boc-Derivat. Bei Raumtemperatur gelingt es
Jjedoch das Bis-Boc-Derivat (mit einem Uberschuss an Boc:0) selektiv mit guter Ausbeute herzustellen (84-
88 %). Allerdings verliuft die Reaktion langsam und dauert i.d.R. ldnger als 30 h.

Um die Bildung des Harnstoff-Nebenprodukts zu vermeiden, wurde die Reaktion trotz der
langsamen Umsetzung bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Eine zusétzliche Modifikation,
um keine Produktgemische, sondern ausschlieBlich das Bis-Boc-Derivat 134 zu erhalten,
war der Einsatz von mindestens zwei Aquivalenten an Boc,O. Auf die selektive Abspaltung

einer Boc-Gruppe (z.B. mithilfe von LiBr)!®

wurde verzichtet, da die nachfolgenden
Reaktionen ohne Probleme mit 134 realisiert werden konnten. Ausgehend von der
Verbindung 134 konnte, trotz der sterisch anspruchsvollen Boc-Schutzgruppen in ortho-

position zum Bromsubstituenten, das Biphenyl-Motiv erfolgreich innerhalb einer Suzuki-
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Reaktion synthetisiert werden. Auch die Reduktion der aromatischen Nitrogruppe bereitete
innerhalb dieser Syntheseroute, im Gegensatz zu 130, keine Probleme und lieferte mit 86 %
eine zufriedenstellende Ausbeute (Schema 20). Aufgrund der geringen Nukleophilie des
Anilins 136 musste die SNAr angepasst werden, da die Reaktionsgeschwindigkeit unter den
Bedingungen aus Schema 11 sehr langsam war. Daher wurde das Anilin zunédchst mithilfe
von NaH in THF deprotoniert und die Reaktion wurde nach Zugabe von 4-Brom-2-
fluornitrobenzen unter Refluxbedingungen und Inertgas vollzogen. Retrospektiv stellte
sich heraus, dass die verwendete Charge an Natriumhydrid zum Teil wahrscheinlich
degradiert war, weswegen deutlich mehr als ein Aquivalent verwendet werden musste, um
eine vollstdndige Umsetzung der Verbindung 140 zu erzwingen. Es konnten zudem zwei
Nebenprodukte in der DC-MS identifiziert werden. Das erste Nebenprodukt zeigte die
Masse des 5-Brom-2-nitrophenols, welches durch die Reaktion mit NaOH (Kontamination
des NaH) erklirt werden kann (Schema 19, 137). Zudem konnte die Masse, die dem doppelt
substituierten Anilin entspricht, gefunden werden (139). Mit der Verbindung 138 wurden
die folgenden Schritte dquivalent, wie zuvor beschrieben, durchgefiihrt (sieche Schema 11
und Schema 12). Dabei wurden insgesamt, mit Ausnahme der SyAr (138),
zufriedenstellende Ausbeuten erzielt (Schema 20). Zwar konnte der Hybrid-inhibitor in
Bezug auf die inhibitorische Aktivitit vielversprechende Ergebnisse liefern, jedoch verlor
dieser Inhibitor im Vergleich zu LS-48 deutlich an Selektivitit, weshalb die hybride
Verbindungsklasse nicht weiterverfolgt wurde (siehe Kapitel 5.3).

O BocoN
F B oo NaH BocoN O
. 2 I . — NO
ON THF, 60°C NR? 2
2 HN Br N Br
N Ty
136 O,N ON
Br
138 139

NaH + H,0

Y

NaOH + Hy(1) HO:@/ Br

NR!

5-Brom-2-nitrophenol
137

Schema 19: Angestrebte SnAr zur Darstellung der Zwischenverbindung 138 und die beiden Nebenreaktion
(NR). Das Produkt konnte jedoch mit 57 % Ausbeute in ausreichender Menge gewonnen werden. Die beiden
Nebenprodukte wurden in verschiedenen Fraktionen innerhalb der sdulenchromatographischen
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Aufreinigung isoliert und mithilfe der DC-MS analysiert: m/z = 215,9 [M-H] fiir das Phenol 137 und 681,0
[M-Boc] fiir das zweite Nebenprodukt 139 (mit entsprechendem Bromisotommuster).

Br Br O O
HoN a BocoN c
N — 3 BocN ! — 3 BocoN ‘
NO, NO,
NO, NH,
134 140 136

05 Ol
¢ _
05: Ol
&
<.
2
\

143 144

Schema 20: Zusammenfassung der erfolgreichen Synthese des Hybridinhibitors 144: (a) Boc:0 (2 eq.),
DMAP, Dioxan, RT, 84 %, (b) Phenylboronsdure, tBusP Pd G3, K3sPO4+3H>0, Wasser/Dioxan, 70 °C, 94 %;
(c) Zn/NH.Cl, MeOH, RT, 86 %, (d) 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen, NaH, THF, Reflux, 57 %, (e) Zn/NH4ClI,
MeOH, RT; (f) Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toulol, 65-75 °C, 76 % (iiber zwei Schritte); (g)
ethanolische HCI, 50-60 °C, 82 %, (h) MsCl, Pyridin, RT, 75 %, (i) 94, tBusP Pd G3, K:PO+3H:O,
Wasser/Dioxan, 75 °C, 70 %.

3.3.3 Synthese und Modifikationen der Biphenyl-basierten Inhibitoren

Die Verbindung LS-48, die innerhalb der projektbezogenen Masterarbeit von Lennart
Seidel synthetisiert wurde, konnte neben einer hohen Aktivitit auf der isolierten ATM-
Kinase auch eine auBlerordentlich gute Selektivitit gegeniiber verwandten PIKK-Kinasen
zeigen. Da dieser Inhibitor nur eine moderate zelluldre Aktivitit aufwies, sollte die
Substanzklasse innerhalb dieser Arbeit primér diesbeziiglich optimiert werden (Abbildung
30).
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Biphenyl-basierte Inhibitorgruppe

Derivatisierung o
des S2-Restes Modifikationen

des S1-Restes
P |

7 Ri .
X _Z._ Y. no_
o SRR
Q
N

& J

Abbildung 30: Ubersicht der Modifikationen am S2- bzw. S1-Rest und am Hinge-Bindungsmotiv ausgehend
von der Leitstruktur LS-48. A', 4>, A3 = -H, -F, -OMe, -NO>; X = CH, N; Z= O, NH; R = CH, C=0; Y =
CH, NH, NR; n = 0-1; Ri = Cyclisierung. Die Verbindung LS-48 wurde in der projektzugehorigen Arbeit von
Lennard Seidel synthetisiert.'

3.3.3.1 Substitutionen am terminalen Ring des S2-Restes

In der urspriinglichen Darstellung der Verbindung L.S-48 innerhalb der Masterarbeit von
Lennart Seidel erfolgte der entscheidende Derivatisierungschritt der S2-Seitenkette
(Biphenyl-Rest) zu Beginn der Syntheseroute unter der Verwendung von 4-
Aminobiphenyls als Zwischenprodukt. Um effektive SAR-Studien des Biphenyl-Motivs zu
ermOglichen, musste die Synthese so umgestellt werden, dass die Derivatisierung moglichst
im letzten Schritt durchgefiihrt werden konnte. Dabei ist der ATM-Inhibitor FM-987
(initial synthetisiert von Dr. M. Forster) in den Fokus geriickt, da dieser als Arylhalogenid
potenziell fiir eine Late-Stage-Modifikation der S2-Seitenkette innerhalb einer
Kreuzkupplung in Frage kommt (sieche Schema 21). Die Synthese des Inhibitors FM-987
wurde innerhalb dieser Arbeit modifiziert und optimiert, sodass ausgehend vom 4-Brom-
2-fluor-1-nitrobenzen bis zur  Darstellung der  Verbindung 147  keine

sdulenchromatographische Aufreinigung mehr benotigt wurde (Schema 21).
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Schema 21: Darstellung der Verbindung FM-987. Diese wurde zuerst von Dr. Michael Forster innerhalb des
Projektes isoliert und charakterisiert. Innerhalb dieser Arbeit wurde die Syntheseroute optimiert, sodass
keine sdulenchromatographische Aufreinigung der einzelnen Stufen mehr notig war. Ausgehend von der
Verbindung 147 konnten zahlreiche Biphenyl-Analoga dargestellt werden. Bedingungen: (a) p-Chloranilin,
EtsN, DMSO, 60 °C, 60 %, (b) 1) Zn, NH4CI, MeOH, RT, 2) EtO3(CH), p-TsOH-H:O, Toluol, 60-80 °C, 90 %
(iiber 2 Schritte); (c) 94, KsPOq4+3H>0, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser (4+1), 75 °C, 73 %, (d) tBusP Pd G3
oder XPhos Pd G4, K>2CO;3 oder K3PO4+3H>O, korrespondierende Boronsdure, Wasser/Dioxan, 70-80 °C,
43-84 %.

Fir die initiale SnAr innerhalb der Syntheseroute wurde, entsprechend der nicht-
publizierten Vorschrift von Dr. M. Forster, DMSO als Losungsmittel verwendet. Entgegen
der urspriinglichen Synthesevorschrift wurde das Rohprodukt aufgrund der AnsatzgrofBe

innerhalb dieser Arbeit (>28 mmol) nicht sdulenchromatographisch aufgereinigt. Als

63



Chemischer Teil

alternative  Aufreinigungsmethode konnte gewonnenes Rohprodukt durch das
Suspendieren in heilem MeOH und anschlieBender Filtration bei Raumtemperatur
purifiziert und mit einer moderaten Ausbeute von 60 % gewonnen werden. Fiir das daraus
korrespondierende =~ Benzimidazol 146  wurden die zuvor  beschriebenen
Reaktionsbedingungen aus Schema 11 angewendet. Das schwarzbraune Rohprodukt lief3
sich in kleinen Mengen kaltem MeOH (< 10 °C) suspendieren und iiber eine Filtration mit
hoher Ausbeute (90 % iiber zwei Schritte) und hoher Reinheit (> 99 %) als nahezu farbloses

Pulver gewinnen.

Die anschlieBende Einfithrung der S1-Seitenkette wurde, wie bei den zuvor besprochenen
Derivaten (vgl. z.B. Schema 14), iiber eine Suzuki-Reaktion eingefiihrt und fiihrte zum
gewiinschten Arylhalogenid 147. Auch dieses konnte erfolgreich ohne Sdulenchromato-
graphie mit hoher Reinheit {iber eine Kristallisation in kaltem ACN (-18 °C) und
anschlieBender Filtration purifiziert werden. Eine Besonderheit dieser Syntheseroute
stellen die zwei aufeinanderfolgenden Suzuki-Reaktionen dar. Die Regioselektivitit ist
aufgrund der unterschiedlichen Halogensubstituenten des Dihalogenids 146 und zusétzlich
iiber die Anpassung der Stoffmengenverhiltnisse wihrend der ersten Kreuzkupplung
gegeben. Ausgehend von 147 konnte durch diese Synthesestrategie ein Portfolio an
verschiedenen mono-, di- und trisubstituierten Biphenyl-Derivaten dargestellt werden
(Schema 21). Verglichen mit der vorangegangenen Suzuki-Kupplung wurden bei der
Darstellung der Biphenyl-basierten Testverbindungen hohere Temperaturen und reaktivere
Boronséduren anstatt BPin-Ester als Edukte verwendet. Zudem wurden grundsétzlich zwei
Aquivalente an Boronsiure eingesetzt, um eine vollstindige Umsetzung des Eduktes (147)
zu gewihrleisten. Trotz dieser Anpassungen konnten das p-Nitro-Derivat 156 und die
beiden Pyridin-Derivate 162 und 163 nur als Produkt/Edukt-Gemische isoliert werden,

sodass die Ansitze verworfen werden mussten.

3.3.3.2 Einfithrung verschiedener S1-Seitenketten

Neben den zahlreichen Modifikationen des Biphenyl-Motives (S2-Rest) wurden auch
verschiedene Anderungen an der S1-Seitenkette durchgefiihrt. Eine Strategie war der
Versuch, den Dimethylaminoethyl-Rest der S1-Seitenkette zu einem N-Methylpiperazin in
der Verbindung 165 zu rigidisieren, um mit der einhergehenden Fixierung des basischen
Zentrums und der Entfernung eines H-Briicken-Donors die Auswirkungen auf die

enzymatische und zellulire Hemmaktivitit priifen zu konnen (Schema 22). Im
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Allgemeinen ist davon auszugehen, dass die Reduktion der frei drehbaren Bindungen die
Membranpermeabilitéit erhohen kann.!”® Eine Rigidisierung des terminalen Restes in eine
fiir die Bindung ungiinstige Konformation oder eine Rigidisierung, die mit einer
unvorteilhaften Sterik einhergeht, kann andererseits zu Aktivititseinbullen fithren, was flir
die Verbindung 165 beobachtet wurde. Aufgrund dessen wurden im weiteren Verlauf

zahlreiche alternative Cyclisierungsstrategien gepriift.

oS
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Br — > RN
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Schema 22: Modifikationen der basischen Seitenkette. (a) 1) Phenylchlorformiat, EtsN in THF, RT, 2) N-
Methylpiperazin, Et;N, Reflux, 43 %. (b) tBusP Pd G3, K3;PO4+3H>O, (6-Fluorpyridin-3-yl)boronsdure oder
164 oder 60, Wasser/Dioxan (4+1), 60 °C, 91-97 %.

Aufgrund der nicht zielfiihrenden Strategie in 165 wurde alternativ dazu die Pyridinyloxy-
Seitenkette, welche zuvor in den Proof-of-Concept-Inhibitoren 59 und 58 vorhanden war,
erprobt. Mit diesem Rest sollte tiberpriift werden, ob die geringe zelluldre Aktivitét auf die
Harnstoff-Funktionalitit zurlickzufithren ist. Zusitzlich sollten zwei weitere

Rigidisierungsversuche ausgehend vom Inhibitor 166 die Konformationsmoglichkeiten der
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im Vergleich zu den Harnstoffanaloga flexibleren Pyridinylether-Seitenkette begrenzen.
Dazu wurden in 168 und 169 terminale Pyrrolidin-Seitenketten eingefiihrt. Wahrend in der
Verbindung 168 ein &quivalenter Cs-Spacer, (wie in 166 zwischen Amin- und
Etherfunktion) vorhanden ist, ist die Kohlenstoftkette im Konstitutionsisomer 169 um eine

Einheit verkiirzt.

3.3.3.3 Evaluierung des 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Hinge-Bindungsmotives
Neben dem Benzimidazol-Hinge-Bindungsmotiv sollte auch das Imidazo[4,5-b]pyridin-
Grundgeriist (= 7-Azabenzimidazol), welches einen zusitzlichen Stickstoff trigt, im Sinne

eines Scaffold-Hoppings-Ansatzes erprobt werden (Abbildung 31).

- -
seals s

1H-Benz[d]imidazol 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin

Abbildung 31: Einfiihrung eines zusdtzlichen Stickstoffatoms in das Hinge-Bindungsmotiv.

Um diese korrespondierenden Inhibitoren zu synthetisieren, wurde 2,6-Dibrom-3-
nitropyridin als Startmaterial fiir die Synthese gewihlt, das sich in der Reaktivitdt deutlich
von dem zuvor verwendeten 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen unterscheidet. Zudem tragt
dieses Edukt zwei gleichwertige Halogene in ortho-Position zum Pyridinstickstoff,
wodurch zunichst unklar war, ob eine selektive Einfilhrung der gewiinschten Reste
moglich ist. Innerhalb von zwei Testreaktion (ca. 1 pmol) in DMSO und DMF bei
Raumtemperatur konnten weniger Nebenprodukte im Falle von DMSO {iiber DC-Analytik
detektiert werden, sodass ein dquivalenter Ansatz mit 4,3 mmol angesetzt wurde (Schema
23). Dabei konnte jedoch verhdltnismaBig viel disubstituiertes Nebenprodukt isoliert und
iiber Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) nachgewiesen werden, sodass die
Reaktionsbedingungen angepasst werden mussten. Mit Anlehnung an die Vorschrift aus

dem Patent WO2006024666 wurde auf Alkohole als Losungsmittel zuriickgegriffen.!”!
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Schema 23: Synthese der 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-basierten Inhibitoren. Reaktionsbedingungen: p-
Chloranilin, Et;N bei RT in (a) DMSO; (b) MeOH, 1.5d; (¢) MeOH, 4 d; (d) Zn/NH.Cl, MeOH, RT, 2)
EtOs3(CH), p-TsOH-H-O, Toluol, 60-80 °C, 83-96 % (iiber 2 Schritte), (e) tBusP Pd G3 oder XPhos Pd G4,
K>COs3 oder K3PO43H:0, korrespondierender BPin Ester, Wasser/Dioxan, 65-75 °C, 62-73 %, (f)
tBusP Pd G3 oder XPhos Pd G4, K>CO;3 oder K3;PO43H:0, korrespondierende Boronsdure,
Wasser/Dioxan, 70-80 °C, 43-93 %. n.i. = nicht isoliert. Fiir die Zwischenverbindungen (mit Ausnahme
von 172) war nach Optimierung der Synthese keine sdulenchromatographische Aufreinigung notwendig.

Das EtOH wurde mit MeOH substituiert, um das gewiinschte Produkt 170 wihrend der
Reaktion besser ausfillen zu konnen, bevor die Nebenreaktion zum N2 N°-Bis(4-
chlorphenyl)-3-nitropyridin-2,6-diamin stattfinden kann. Mit dieser Modifikation konnte
die Ausbeute im Vergleich zum ersten Ansatz verdoppelt werden, mit dem Nachteil, dass
die Synthese mit vier Tagen Reaktionszeit bei Raumtemperatur verhéltnismaBig lange
dauerte. Ausgehend von 170 konnte der Ringschluss zum 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin,
dquivalent zu den vorherigen Benzimidazolsynthesen durchgefiihrt werden. Das

resultierende Dihalogenid 171 wurde genutzt, um sowohl die Harnstoff-basierte als auch
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die Ether-basierte Variante der basischen S1-Seitenkette aus LS-48 und 166 am
alternativen Hinge-Bindungsmotiv zu installieren. Mithilfe einer direkt im Anschluss
folgenden zweiten Kreuzkupplungsreaktion konnte der Chlorphenyl-Rest zu den
gewiinschten Biphenyl-Motiven (S2) iiberfiihrt werden. Dabei wurden sowohl die
unsubstituierten LS-48/166-Analoga 176 und 174 als auch die p-Methoxy-Varianten 175
und 177 (analog zu 154) isoliert. Zudem wurde die Trimethoxyphenylverbindung 178
dargestellt.

3.3.4 Modifikationen der Sulfonamid-basierten Inhibitoren

Neben den Biphenyl-basierten ATM-Kinase-Inhibitoren sollte die Gruppe der Sulfonamide
ausgehend von 110, 111 und 112 weiter erforscht werden. Ein zentrales Ziel war die
Optimierung der zelluldren Potenz, da sich eine starke Diskrepanz zwischen enzymatischer

und zelluldrer Aktivitét zeigte.

Sulfonamid-basierte Inhibitorgruppe

O

&

H
‘s’N Hq
o O TN

basierend auf 110

U

Ubersicht wichtiger Modifiktionen

S2 S1
HBD|, Methylierung, HBD|, Cyclisierung, pKs/,
Cyclisierung... Harnstoff/Amin-Bioisostere...

H--Me N \
Substitutionen

-H— -OMe

Abbildung 32: Modifikation der Sulfonamid-basierten Inhibitoren ausgehend von der Leitstruktur 110. C =
Cyclisierung/Rigidisierung; A', A = H oder F; G = CH, N; X = NH, NR, CH>, O; Z = Carbonyl, CH:,
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Thiocarbonyl; Y = NH, NR, CH>; Q = CH», CH-Alkyl, NCH;, N-Alkyl; M = pKs-modulierende Gruppen; R
= Alkyl; n = 0-1.

Eine Strategie, um Letzteres zu verbessern, war die Erhohung der Lipophilie dieser
Substanzklasse, da angenommen wurde, dass sich die hydrophilen funktionellen Gruppen
der insgesamt amphoteren Struktur negativ auf die passive Zellmembranpermeabilitit
auswirken konnten. Ob andere Faktoren bei der geringen Zellaktivitit eine Rolle spielen,
wie z.B. die Beteiligung von ABC-Transportern, wurde nicht iiberpriift und kann
grundsétzlich nicht ausgeschlossen werden. Neben der Einfiihrung lipophilerer Reste sollte
die Relevanz der einzelnen H-Briicken-Donoren evaluiert und Rigidisierungsstrategien an

verschiedenen Stellen erprobt werden (Abbildung 32).

3.3.4.1 Sulfonamid-Inhibitoren: Derivatisierung der S1-Seitenkette

Zu Beginn sollten Modifikationen der Harnstoff-basierte S1-Seitenkette durchgefiihrt
werden, um die SARs der einzelnen Strukturelemente (Phenyl-Linker, Harnstoff-Funktion,
terminaler Dimethylaminoethyl-Rest) evaluieren zu kénnen. Durch das Eliminieren der
terminalen 1-(2-(Dimethylamino)ethyl)harnstoff-Partialstruktur in Verbindung 180 sollte
die Relevanz dieses Restes gepriift werden (Schema 24). Die Darstellung des Inhibitors
konnte einfach iiber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung ausgehend von 90 mit 4-Amino-
phenylboronsdurepinacolester realisiert werden. Mit der resultierenden Verbindung 180
konnte ein starker Aktivitatsverlust auf dem Enzymassay im Vergleich zu 110 verzeichnet
werden, was die Signifikanz dieses Restes in Bezug auf die inhibitorische Potenz

verdeutlichen konnte.

Ausgehend von 110 sollten zahlreiche Anderungen der S1-Seitenkette erprobt werden, die
die Lipophilie und die H-Briicken-Donor-Eigenschaften beeinflussen oder die Basizitdt des
terminalen Amins modulieren (Abbildung 32). Die Synthesestrategie ist in Schema 24
aufgefiihrt. Dabei konnten drei Syntheserouten unterschieden werden. Zum einen wurde
das Benzimidazol-Grundgeriist mit fertiger S2-Seitenkette entweder als Bromid (90) oder
als BPin-Ester (126) innerhalb einer Suzuki-Reaktion eingesetzt, je nachdem mit welcher
Funktionalitét der entsprechende S1-Seitenkettenprikursor vorlag. Zudem wurden einige
Testverbindungen innerhalb dieses Schemas ausgehend vom Anilin 180 synthetisiert, da
die S1-Reste zum Teil nicht mit Suzuki-Reaktionen kompatibel waren (siehe Kapitel

3.3.4.2).
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Mit den Verbindungen 181 bis 183 in dieser Reihe sollte iiberpriift werden, welche
Auswirkungen der bioisostere Austausch von Wasserstoffen mit Fluorsubstitutionsmustern
am Phenyl-Linker zwischen Harnstoff und Hinge-Bindungsmotiv hat.!”> Dabei wurden S1-
Seitenketten getestet, welche innerhalb der projektzugehorigen Chinolin-basierten
Inhibitoren erprobt wurden. Dort kristallisierte sich heraus, dass Monofluorsubstitutionen
gut von der Bindetasche akzeptiert wurden, wohingegen die 2,3-Difluorsubstitution zu
leichten Aktivitdtsriickgingen fiihrten.!*® Neben der damit einhergehenden Erhéhung der
Lipophilie stellte sich die Frage, ob eine ortho-Fluorsubstitution relativ zum Harnstoff tiber
eine Maskierung der NH-Funktion die zelluldre Aktivitdt erhohen kann.!”?!7* Im
Gegensatz dazu ist dies mit der meta-substituierten Kontrollverbindung 181 aufgrund der

raumlichen Distanz nicht moglich.!”>

Fiir die entsprechenden Synthesen lag der fertige Seitenkettenpréakursor fiir die Verbindung
181 als Arylbromid'*® vor, dagegen mussten die Edukte fiir die Verbindungen 182 und 183
innerhalb dieser Arbeit synthetisiert werden (199 und 200, Schema 25). Dabei wurde die
Synthese vergleichbar mit den publizierten Vorschriften in Publikation I'*® durchgefiihrt,
mit dem einzigen Unterschied, dass die Phenylcarbamat-Zwischenstufe nicht isoliert
wurde, sondern die entsprechenden Edukte iiber die bereits zuvor beschriebene One-Pot-

Methode!™ direkt in die gewiinschten Harnstoffe iiberfiihrt wurden (Schema 25).

Im Gegensatz zu den Methylierungsstrategien am Harnstoff in Schema 10, die vermutlich
eine unvorteilhafte Konformationsdnderung der Seitenkette induzieren konnen (siehe
Kapitel 5.3, Abbildung 51) und zudem zu sterischen Effekten fiihren konnen, sollte diese
Problematik mit der Verbindung 184 vermieden werden, indem die dem Aromaten
zugewandte NH-Gruppe mit einer Methylengruppe substituiert wurde. Mit der Entfernung
der Harnstoff-Funktion verliert sich zum Teil die damit einhergehende Konformations-
beschriankung, sodass sich die Anzahl frei drehbarer Bindungen erhoht. Als Alternative
wurde in der Testverbindung 185 der Phenylring mit einem Indolinring substituiert, sodass

auch hier ein HBD entfillt.
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Schema 24: Darstellung von 110-Derivaten mit modifizierten S1-Seitenketten. Bedingungen: (a) tBusP Pd
G3, K3;PO+3H>0, 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)anilin,

Nacht, 81 %; (b) tBusP Pd G3, K3POqs+3H-0, korrespondierender BPin-Ester (b') oder Arylbromid (b°),

Wasser/Dioxan, 55-75 °C, iiber Nacht, 38-82 %, (c) Chloracetylchlorid, FEt:N, Dixoan,

korrespondierendes Amin, 50 °C, 48-65 %; (d) 1) Phenylchlorformiat, EtsN, THF, RT, 2) 1-(2-
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Methylbenzyl)piperazin®, 60 °C, iiber Nacht, 23-48 %. Die Synthese der entsprechenden SI-Seitenketten
wird in Schema 25 besprochen. Fiir die Verbindungen 181, 186, 194, 195, 196 und 197 lagen fertige
Préikursoren der S1-Seitenketten als Arylbromide vor, da diese fiir die projektzugehérigen Chinolin-basierten
Inhibitoren synthetisiert und zum Teil publiziert wurden.!* ¥ *Es wurde I-(2-Methylbenzyl)piperazin
verwendet, da das 1-Benzylpiperazin aufgrund rechtlicher Beschrinkungen nicht verfiigbar war.

Im Gegensatz zu den Verbindungen 184 und 185 sollte der bioisostere Austausch der
Harnstoff-Funktionalitdt mit einer Carbamat-Funktion in Verbindung 187 das terminale
NH ersetzen. Im Vergleich zu der Methylierung der gleichen NH-Gruppe in Schema 10 hat

das Carbamat den Vorteil, dass keine sterischen Effekte den Bindungsmodus beeinflussen.

Die Synthese der S1-Seitenkettenvorstufen der Verbindungen 184, 185 und 187 ist in
Schema 25 aufgefiihrt. Die Synthese des Carbamats 203 lieB sich leicht mit 2-
(Dimethylamino)ethan-1-ol und 4-Bromphenylisocyanat dquivalent zum Schema 10
darstellen und trotz einer versehentlichen Temperatureinstellung von 150 °C konnte eine
sehr gute Ausbeute von 97 % erzielt werden. Im Gegensatz dazu musste die Synthese der
S1-Seitenkette der Verbindung 185 modifiziert werden, da ausgehend vom 5-Bromindolin
eine Harnstoffdarstellung tiber Phenylchlorformiat nicht oder nur erschwert mdglich ist.
Aufgrund des N-substituierten Eduktes kann keine Bildung der Isocyanat-Zwischenstufe
erfolgen.!>>167.176 Ays diesem Grund wurde die Synthese invertiert (Schema 25B) und
ausgehend vom N,N-Dimethylethylendiamin mit 4-Nitrophenylchlorformiat das
p-Nitrophenylcarbamat in situ generiert, welches iiber eine Aminolyse mit 5-Bromindolin
die gewiinschte Vorstufe 201 ergab. Fiir die Vorstufe 202 (Schema 25B) wurde
N,N-Dimethylethylendiamin und 4-Bromphenylessigsdure als Startmaterial genutzt, um

mithilfe von EDC-HCI das gewiinschte Amid zu erhalten.

Mit dem Anilid 188 sollte iiberpriift werden, ob die Einfiihrung eines Methylen-Restes
zwischen N-Me und der Carbonylfunktion im Gegensatz zu der Verbindung 66 (aus
Schema 10) zu einem Aktivititsvorteil filhren konnte (Abbildung 33). Durch die
zusétzliche Methylengruppe wurde neben der Flexibilitit auch geringfiigig die Basizitdt
des Stickstoffes erhoht. Neben der duflerst flexiblen Seitenkette in 188 wurden konformativ
eingeschrinkte Varianten mit dem Azetidin-basierten Inhibitor 189 und mit der sterisch
anspruchsvolleren Piperidin-basierten Verbindung 190 synthetisiert. Die zwei Anilide 188
und 189 wurden ausgehend vom Anilin 180 hergestellt. Dazu wurde zunichst mithilfe von
Chloracetylchlorid die Anilidfunktion eingefiihrt, gefolgt von einer nucleophilen
Substitution am terminalen Chlorsubstituenten mit den entsprechenden Aminen (Schema
24). Die Verbindung 190 wurde abweichend iiber eine Suzuki-Reaktion hergestellt. Das

entsprechende Anilid wurde dabei zuvor iiber die Route in Schema 25E dargestellt.
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Abbildung 33: Vergleich der S1-Seitenketten der Verbindungen 66 und 188. Durch die Installation des
Methylen-Spacers zwischen Carbonyl und der NMe-Funktion erhoht sich die Anzahl der drehbaren
Bindungen um zwei.

Alternative Rigidisierungsstrategien wurden in den Inhibitoren 191 bis 195 durchgefiihrt,
mit einer Einbeziehung der Harnstofffunktion und der damit einhergehenden Entfernung
eines HBD in den Verbindungen 191 bis 193, wohingegen die Harnstofffunktion innerhalb
von 194 und 195 unberiihrt bleibt. Abgeleitet von dem Pyrrolidin 194 wurde zudem das
ringoffene Derivat 196 synthetisiert.

Fiir die Synthese der Testverbindung 193 wurde 180 als Edukt genutzt, wobei die
Harnstoff-Funktion iiber eine One-Pot-Reaktion!® mit Phenylchlorformiat und dem
korrespondierenden Benzylpiperidin aufgebaut werden konnte. Im Gegensatz dazu wurden
die Piperidine 191 und 192 mit den S1-Seitenkettenvorstufen 164 und 204 aus Schema 25
dargestellt.

Um die Abhingigkeit der inhibitorischen Aktivitdt der Strukturklasse in Bezug auf den
pKs-Wert der terminalen basischen Funktion zu priifen, wurden die beiden Fluorazetidine
197 und 198 synthetisiert.!”” Das entsprechende Desfluorazetidin konnte aufgrund einer

sehr schlechten Loslichkeit in organischen Losungsmitteln nicht isoliert werden.
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Schema 25: Darstellung der modifizierten basischen Seitenketten. Reaktionsbedingungen: (a) Phenyl-

chlorformiat, EtsN, THF; (b) N,N-Dimethylethylendiamin, Reflux, 59-79 %, (c) p-Nitrophenylchlorformiat,

THF, RT, dann (d) 5-Bromindolin, 50 °C, iiber Nacht, 34 %, (e) p-Bromphenylessigsdure, EDC-HCI, DCM,
RT, 49 %, (f) 2-(Dimethylamino)ethan-1-ol, Toluol, 150 °C, 97 %, (g) N-Methylpiperazin oder N,N-
Dimethylpiperidin-4-amin oder 1-(2-Methylbenzyl)piperazin, THF oder Dioxan, 70-80 °C, 43-98 %, (e)

Chloracetylchlorid, Et;N, Dioxan, 84 %, (f) 1-Methylpiperazin, THF, 50 °C, 32 %.
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3.3.4.2 Fehlgeschlagene S1-Seitenketten-Modifikationen

Die Testverbindung 188 (siche Abbildung 33 und Schema 24) sollte urspriinglich iiber die
in Schema 26 dargestellte Route hergestellt werden. Dabei wurde ausgehend von
4-Bromanilin und Chloracetylchlorid das Anilid 208 synthetisiert, das in einer Sn2-
Reaktion in Dioxan mit N,N,N‘-Trimethylethylendiamin zur Zwischenverbindung 209
reagieren sollte. Da die Reaktion bei 100 °C durchgefiihrt wurde, bildeten sich signifikante
Mengen des unerwiinschten Menschutkin-Produkts, welches iiber DCMS nachgewiesen
werden konnte. Dieses liel sich jedoch aufgrund der hohen Polaritét leicht iiber eine
Kieselgel-Filtration entfernen. Die Umsetzung des Diamins 209 mit dem entsprechenden
BPin-Ester erwies sich jedoch unter den Suzuki-Bedingungen aus Schema 26 als
unmoglich, sodass die Synthese zwangsldufig, wie in Schema 24 aufgefiihrt, invertiert

werden musste.

m/z = 527,3 [M]*

[
Fragment

m/z = 269,0 [M-C15H, 3BrN20]
|

o O \H/\N/\/N* /©/

210 (Menschutkin-Produkt)

NH H GHs
2 g N b
O oretle e
Br Br (0]
208
H
O\\ /N \\ H (I:H3
C /S\\O /

N N
AN /\/ ~
N = (0]

Schema 26: Urspriinglicher Versuch, die Verbindung 188 zu isolieren. Reaktionsbedingungen: (a)
Chloracetylchlorid, EtsN, DCM, 68 %, (b) N,N,N “-Trimethylethylendiamin, Dioxan, 46 %, (c) 126, tBusP Pd
G3, K3PO+3H20, Wasser/Dioxan, 70 °C.

Eine dhnliche Problematik wie in Schema 26 konnte auch bei dem Versuch beobachtet
werden, das Thioharnstoff-Analogon der Verbindung 110 zu synthetisieren (Schema 27).
Ausgehend vom 4-Bromphenylthioisocyanat konnte der Thioharnstoff 211 nahezu in

quantitativer Ausbeute hergestellt werden, jedoch wurde innerhalb der darauffolgenden
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Suzuki-Kupplung keinerlei Umsetzung zum gewiinschten Produkt beobachtet, weshalb

dieser Ansatz nicht weiterverfolgt wurde.

A
¢ 1
N~ \F
212

Schema 27: Gescheiteter Versuch, das Thioharnstoffanalogon der Verbindung 110 darzustellen.
Reaktionsbedingungen: (a) N,N-Dimethylethylendiamin, Toluol, RT, 96 %, (b) 126, tBusP Pd G3, K3POq
-H>0, Wasser/Dioxan, 65 °C.

3.3.4.3 Modifikationen des Hinge-Bindungsmotives

Neben den zahlreichen Variationen an der basischen S1-Seitenkette sollte auch die
Benzimidazol-Kernstruktur modifiziert werden (Abbildung 34). Mehrere Moglichkeiten
wurden dabei in Betracht gezogen: Zum einen sollte getestet werden, ob Reste in Position 2
des Imidazolrings von der Bindetasche akzeptiert werden. Zum anderen sollte das
Kohlenstoffatom in Position 7 durch einen Stickstoff substituiert werden, um das 3H-
Imidazo[4,5-b]pyridin-Grundgeriist zu erhalten, welches bei den Biphenyl-Inhibitoren
bereits erfolgreich erprobt wurde (siehe Kapitel 3.3.3.3).

H
O\\S/N Q CH-N
o |
N

Einfiihrung —— <\
von Resten? N

Abbildung 34: Primdre Anderungen am Benzimidazol-Kern der Inhibitoren.

Die Einfiihrung von Resten in Position 4 wurde nicht in Betracht gezogen, da dies
vermutlich aus sterischer Sicht die Bindung zur Hinge-Region der ATM-Kinase behindern
wiirde.!*? Reste in Position 5 des Benzimidazolrings wurden in spéteren Inhibitoren

eingefiihrt (sieche Kapitel 3.3.6).

Die Darstellung der Methylimidazol-Analoga der Sulfonamide konnte einfach realisiert
werden, indem ausgehend von der Verbindung 72 nach Reduktion der Nitrogruppe

Triethylorthoacetat anstatt Triethylorthoformiat verwendet wurde (Schema 28). Die

76



Chemischer Teil

folgenden Reaktionen innerhalb dieser Syntheseroute blieben unverdndert. Insgesamt

wurden drei Testverbindungen mit dem Methylimidazol-Motiv isoliert (218 bis 220).

H H
O\\,N\Q O\\,N\Q H H
S S -
C B\’ d B\’ \/\N
_“, R0 _ 5 RO O hif |
N Br N
—< 1y ~ 10
N N

215: R=Me 218: R = Me
216: R=Et 219: R=Et
217: R =cPr 220: R = cPr

Schema 28: Darstellung der 2-Methylbenzimidazole. Reaktionsbedingungen: (a) 1) Zn, NH4CI, MeOH, RT,
2) Triethylorthoacetat, p-TsOH-H>O, Toluol, 70-90 °C, 98 % (iiber zwei Schritte); (b) ethanolische HCI,
50 °C, 74 %, (c) korrespondierendes Sulfonsdurechlorid, Pyridin, 40-69 %, (d) tBusP Pd G3, K3;PO43H>0,
94, Wasser/Dioxan, 70-75 °C, iiber Nacht, 59-68 %.

Die Synthese des 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Motivs erfolgte dquivalent zu den Biphenyl-
Inhibitoren unter der Verwendung von 2,6-Dibrom-3-nitropyridin als Startmaterial. Als
Losungsmittel wurde jedoch DMF verwendet, da diese Synthese vor der zuvor
beschriebenen Optimierung der Reaktion in Schema 23 durchgefiihrt wurde. Bei
Reaktionstemperaturen von 70 °C (wie in Schema 11) entstand ein Produktgemisch mit
Ausbeuten von unter 20 %. Mitunter konnte die Masse des doppelt substituierten Pyridins
iiber DC-MS nachgewiesen werden. Ein Unterschied zu der zuvor besprochenen Reaktion
mit p-Chloranilin in Schema 23 ist, dass im Fall des tert-Butyl(3-aminophenyl)carbamat
als Nucleophil die Reaktion bei Raumtemperatur in DMF ohne die Bildung signifikanter
Mengen an Nebenprodukten durchgefiihrt werden konnte, sodass die Verwendung von
Alkoholen als Losungsmittel nicht zwangslaufig notwendig war. Die Aufarbeitung der
Nitropyridine innerhalb dieser Methode unterschied sich zudem geringfiigig von den zuvor
beschriebenen Nitrobenzen-Dertivaten aus Schema 11. Wéhrend sich die Nitrobenzene
einfach in Wasser féllen lieBen, ist dies mit den Pyridinanaloga nicht moglich, da diese sich
grundsitzlich auch unter Kiihlung (< 10 °C) nicht als Feststoff, sondern als Ol aus der
Losung abscheiden. Um eine filtrierbare Suspension zu erhalten, musste ein kleiner Teil

des Produkts mit geringen Mengen an MeOH angerieben werden, sodass eine
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Kristallisation zu initiiert wurde. Nach erfolgreichem Animpfen konnte Verbindung 221

schlussendlich tiber eine Filtration gewonnen und purifiziert werden.
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Schema 29: Darstellung der 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-basierten Inhibitoren 225 und 226. Reaktions-
bedingungen: tert-Butyl(3-aminophenyl)carbamat, Et;:N in DMF, (a) bei 70 °C, < 20 %, (b) bei RT, 85 %.
(c) 1) Zn, NH«CIl, MeOH, RT, 2) Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toluol, 60-70 °C, 60 % (iiber zwei
Schritte); (d) ethanolische HCI, 50 °C; (e) MsCl, Pyridin, 74 % (iiber zwei Schritte); (f) tBusP Pd G3,
K3PO4+3H>0, 94, Wasser/Dioxan, 60-70 °C, tiber Nacht, 44-77 %, (g) 1) Chloracetylchlorid, EtsN, RT dann
N,N-Dimethylazetidin-3-amin, Et;N, 50 °C in Dioxan, 76 %.

Die nachfolgenden Syntheseschritte wurden ohne weitere Modifikationen durchgefiihrt,
sodass die beiden Inhibitoren 225 und 226 als 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Analoga der
Verbindungen 110 und 189 gewonnen werden konnten. Die Seitenkette 227 fiir 226

(Schema 29) wurde in Analogie zu Schema 25E dargestellt.

3.3.4.4 Optimierung der Sulfonamidgruppe
Die Sulfonamidgruppe hat einen weitreichenden Einfluss auf die physikochemischen
Eigenschaften der ATM-Kinase-Inhibitoren, weswegen eine Optimierung dieser

Funktionalitét eine hohe Prioritét hatte. Vor allem die leicht acide NH-Gruppe (pKs der V-
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Phenylmethanesulfonamid-Teilstruktur betrigt ca. 13 in DMSO!7®) stand im Verdacht, die
Permeabilitét negativ beeinflussen zu kdnnen. Unter der Annahme, dass die HBD-Funktion
dieser Gruppe irrelevant fiir den Bindemodus ist (siche Tabelle 6, Verbindung 105), wurden
verschiedene N-Substituenten an der Sulfonamidgruppe beginnend mit dem N-Methyl-

Analogon 229 der Verbindung 110 in Schema 30 eingefiihrt.
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Schema 30: Darstellung des N-Methyl-Analogons 229 der Verbindung 110. Reaktionsbedingungen: (a)
MsCl, Pyridin, RT, 79 %, (b) 94, tBusP Pd G3, Dioxan/Wasser, 60 °C, 6 h, 72 %. Fiir die Synthese der
Verbindung 80 siehe Schema 11.

Die Synthese der Verbindung 229 wurde analog zu 110 und ausgehend von 80 (Schema
11) durchgefiihrt. Da dieser Inhibitor im Enzymassay nahezu dquipotent im Vergleich zu
110 war, aber die zelluldre Aktivitat deutlich verbessert wurde, folgten eine Reihe weiterer
N-substituierter Inhibitoren. Dabei wurden Rigidisierungsstrategien verfolgt, um die
Sulfongruppe gezielt auszurichten und die N-Aryl-Bindung in ihrer Drehbarkeit
einzuschrianken, was zunichst mit der Einfiihrung einer Indolin-basierten S2-Seitenkette
realisiert wurde (siehe Abbildung 35 und Schema 31). Dariiber hinaus sollten verschiedene
S1-Seitenketten und das alternative 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Motiv erprobt werden
(Abbildung 35). In Schema 31 ist die Synthesestrategie der Indolin-basierten Inhibitoren
aufgefiihrt. Als Startmaterial wurde das 6-Nitroindolin gewéhlt, an dem die Ms-Gruppe am
Indolin Stickstoff eingefiihrt wurde (230), gefolgt von der Reduktion der Nitrogruppe zum
6-Aminoindolin 232, der SxAr-Reaktion (234) und der Cyclisierung zum Benzimidazol
(236). Ausgehend von 236 wurden die drei potenziellen Inhibitoren 238 bis 240 gewonnen,
welche jeweils Harnstoff-, Anilid-, und Ether-basierte S1-Seitenketten tragen (Schema 31).
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Die Syntheseroute konnte so optimiert werden, dass mit Ausnahme der Suzuki-Kupplung
im letzten Schritt keine sdulenchromatographische Aufreinigung der Zwischenprodukte

notwendig war.

Rigidisierung ‘
der S2-SK variable S1-SK
CH oder N

Abbildung 35: Konzepte zur Modifikation des Inhibitors 229. SK = Seitenkette.

Parallel dazu wurde eine zweite Syntheseroute etabliert, die mit der initialen Einfiihrung
der Boc-Schutzgruppe am 6-Nitroindolin eine Moglichkeit bieten sollte, verschiedene
Sulfonamid-Substituenten zum spiteren Zeitpunkt anbringen zu kénnen (231, Schema 31).
Von dieser Moglichkeit wurde jedoch innerhalb dieser Arbeit kein Gebrauch gemacht, da
spéter andere Substanzklassen in den Fokus riickten. Aus der Zwischenverbindung 237
sollte innerhalb einer modifizierten Synthese ein cyclisiertes Pyrrolidin-Analogon der
Verbindung 240 dargestellt werden (244). Dazu wurde zunichst der 2-Fluorpyridinyl-Rest
in 241 tber eine Suzuki-Reaktion eingefiihrt, gefolgt von einer SnAr-Reaktion mit
(1-Methyl-pyrrolidin-3-yl)methanol. Zunédchst wurde nur das Mesyl-Derivat 244 als Proof-
of-Concept-Verbindung isoliert und auf der ATM-Kinase getestet. Da dieser Inhibitor
entgegen den Erwartungen eine deutliche Aktivititsabnahme zeigte, wurde der Ansatz

dieser Pyrrolidin-basierten S1-Seitenkette nicht weiterverfolgt.
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Schema 31: Darstellung der ersten Indolin-basierten Inhibitoren. Reaktionsbedingungen fiir (a) MsCI,
Pyridin, RT, 42-99 %, (b) Boc20, DMAP, Dioxan, RT, 76-89 %, (c) Zn/NH4CIl, MeOH, RT, 64-93 %, (d) 4-
Brom-2-fluor-1-nitrobenzen, EtsN, DMF, 70°C, 40-67 %, (e) 1) Zn/NH.Cl, MeOH, RT, 2)
Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, 70 °C, 96-98 % (iiber zwei Schritte); (f) tBusP Pd G3, K;PO+3H:O,
korrespondierender Boronsdurepinacolester, Wasser/Dioxan, 50-80 °C, 39-94 %, (g) (I-Methylpyrrolidin-
3-yl)methanol, NaH, THF, 50 °C, 82 %;, (h) ethanolische HCI, 90 %. Fiir die Zwischenverbindungen 230 bis
237 war nach Optimierung der Synthese keine sdulenchromatographische Aufreinigung erforderlich.
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3.3.5 Synthese der 3H,3°H-5,5‘-Bibenz|d]imidazole 247 und 250

Wihrend der Harnstoff-basierte Inhibitor 238 im Vergleich zum Ether-basierten Inhibitor
240 eine Uberlegenheit auf enzymatischer Ebene zeigte, fiihrte die Harnstoff-Funktion auf
zelluldrer Ebene zu einem erheblichen Verlust an Hemmaktivitit, was oftmals bei dieser
Substanzklasse beobachtet werden kann.!>” Im Gegensatz dazu konnte der Inhibitor 240
die Aktivitit auf zelluldrer Ebene groftenteils beibehalten (siehe Kapitel 5.3.3.3).
Ausgehend von dieser Beobachtung stellte sich die Frage, ob mit einem nicht-klassischen
bioisoteren Austausch der Harnstoff-Funktion gegen einen Imidazolring und die damit
einhergehende Entfernung eines HBD einen Aktivitéitsvorteil auf enzymatischer Ebene
gegeniiber dem Ether 240 und auf zelluldrer Ebene gegeniiber dem Harnstoff 238 bieten
konnte. Die entsprechende Cyclisierungsstrategie wurde mit dem Bibenzimidazol-Derivat
247 realisiert (Abbildung 36). Parallel dazu sollte die Verbindung 250 synthetisiert werden,
welche anders als 247 iiber keinen H-Briicken-Donor am Benzimidazol der S1-Seitenkette
verfligt und damit als Bioisoster der Pyridinyloxy-Seitenkette (aus 240) zu verstehen ist.
Die Verbindung 250 tragt im Gegensatz zu 240 nur noch einen HBA, dessen Position sich

deutlich dndert.

Cyclisierungsstrategien
der S1-Seitenketten

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3- N,N-Dimethyl-3-(pyridin-2-yloxy)-
phenylharnstoff-Seitenkette | | propan-1-amin-Seitenkette

\
HBA
QN QN NN
/S\\ N /S\\ N
7 O \>_\_ 7 O
/
N N N
Q H \
N HBD

247 250

Abbildung 36: Konzept der Bibenzimidazole.

Die Synthese der Verbindung 247 ist in Schema 32 beschrieben. Dabei wurde 5-Brom-2-

nitroanilin als Startmaterial genutzt, das zunichst zum korrespondierenden Phenylen-
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diamin reduziert wurde. Das Diamin konnte in die gewiinschte Vorstufe 245 umgewandelt
werden, indem es mit 3-Dimethylaminpropionsidure in konzentrierter Salzsdure unter
Riickfluss erhitzt wurde.!” Diese Synthese fiihrte nur zu geringen Ausbeuten von 17-21 %.
Ein Optimierungsversuch wurde nicht vorgenommen, da lediglich ein Inhibitor innerhalb
dieser Syntheseroute hergestellt wurde. Die anschlieBende Boc-Schiitzung fiihrte zu einem
Produktgemisch aus den zwei moglichen Konstituionsisomeren (246). Die Boc-Schiitzung
war notwendig, da das ungeschiitzte Benzimidazol 245 keine Umsetzung innerhalb einer
Suzuki-Reaktion zeigte. Vorteilhafterweise fiihrte die Kreuzkupplung mit 246 nach
langerem Riihren (3 Tage bei 80 °C) zu einer gleichzeitigen Abspaltung der Boc-
Schutzgruppen und somit direkt zum gewiinschten Bibenzimidaol 247. Dieses konnte trotz
zusitzlicher sdulenchromatographischer Aufreinigung mit Umkehrphasenkieselgel (C18)
lediglich mit einer HPLC-Reinheit von 94 % isoliert werden. Trotzdem wurde diese
Verbindung getestet und zeigte eine duBerst hohe Potenz im einstellig nanomolaren
Bereich, womit der bioisostere Austausch der Phenylharnstoffgruppe als erfolgreich
erachtet wurde. Im Gegensatz dazu konnten auf zellulirer Ebene keine Aktivitdtsvorteile

erzielt werden (siehe Kapitel 5.3.3.4).

Das zweite Bibenzimidazol 250 (Abbildung 36) wurde ausgehend von 4-Brom-1-fluor-2-
nitrobenzen dargestellt (Schema 32B). Dazu wurde mithilfe einer SnAr-Reaktion die
N,N-Dimethylpropan-1-amin Seitenkette installiert, gefolgt vom dquivalenten Vorgehen
beim Ringschluss zum Benzimidazol wie in Schema 32A. Mit einer abschlieBenden
Suzuki-Reaktion wurde das gewiinschte Bibenzimidazol 250 erhalten. Die Verbindung 250
fiihrte zu keiner Inhibition der ATM-Kinase auf enzymatischer Ebene, sodass das Konzept

Bibenzimidazol-Inhibitoren nicht weiterverfolgt wurde.
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Schema 32: Synthese der Testverbindungen 247 und 250. Reaktionsbedingungen: (a) Zn, NHsCl, MeOH, RT;
(b) 3-Dimethylaminopropionsdure (HCI-Salz), in HCI (aq.), Reflux, 17-21 % (iiber zwei Schritte); (c) Boc:0,
DMAP, Dioxan, RT, 73 %, (d) 251, tBusP Pd G3, K;POq43H:0, Wasser/Dioxan, 80 °C, 3 d, 45-79 %, (e)
N,N-Dimethylpropan-1,3-diamin, Et;:N, iPrOH, 50 °C, 99 %, (f) Triethylorthoformiat, p-TsOH-H:0, 80-
90 °C; (g) B2Pinz, PdClx(dppf), KOAc, Dioxan, 80 %.
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3.3.6 Darstellung von 5-Methoxy-Benzimidazolen

Mit dem ATM-Inhibitor M4076 von der Firma Merck KGaA konnte gezeigt werden, dass
7-Methoxychinolin-basierte Strukturmotive gut von der ATM-Bindetasche akzeptiert
werden und eine hohe Selektivitit gegeniiber anderen PIKK-Kinasen aufweisen.>4!80-181
Deshalb sollte gepriift werden, ob die Methoxygruppe am Benzimidazol-Grundgeriist an
der korrespondierenden Stelle angebracht werden kann und von der Bindetasche toleriert
wird (Abbildung 37) und ob sich dadurch Selektivititsvorteile innerhalb der PIKK- und
PI3K-Kinasen ergeben.

N
(‘) > O\\,N
] P\
N
Q
N o/

M4076

Abbildung 37: Konzept zur Einfiihrung der Methoxygruppe an Position 5 des Benzimidazol-Grundgeriistes.

Um die entsprechenden Verbindungen darstellen zu kdnnen, musste die Syntheseroute
geringfiigig modifiziert werden. Als Startmaterial fiir die Synthese wurde 2-Brom-4-fluor-
S-nitrophenol gewéihlt, welches innerhalb einer Reaktion in trockenem Aceton mit
Methyliodid und K,CO; als Base methyliert werden konnte (252, Schema 33).!82 Die
Reaktion wurde mit Wasser gestoppt und das Produkt konnte mit einer weiteren
Verdiinnung unter Kiithlung zur Fillung gebracht werden, sodass abweichend zu der
Synthesevorschrift aus dem Patent WO2015006100 keine Extraktion notwendig war und
das Produkt {iiber eine Filtration gewonnen werden konnte. Da die zusitzliche
Methoxygruppe in der Verbindung 252 deutliche Auswirkungen auf die Reaktivitit in der
darauffolgenden SnAr-Reaktion hatte, mussten die Reaktionsbedingungen geringfiigig
angepasst werden, sodass N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) anstatt DMF als Losungsmittel
gewdhlt wurde. Zusitzlich wurde das niedrigsiedende Et;N (Siedepunkt: 89 °C)!83 mit
Diisopropylethylamin (DIPEA) substituiert (Siedepunkt: 128 °C)!%4, um ein Entweichen
der Hilfsbase bei den erhohten Reaktionstemperaturen zu vermeiden. Bei der
nachfolgenden Reduktion der Nitrogruppe wurde der Ansatz zu Beginn mit einem Eisbad
gekiihlt, da unter diesen Reaktionsbedingungen vor allem bei groBeren Ansédtzen und
schneller Zugabe des Zinkpulvers selten spontane Siedeverziige beobachtet wurden.

Innerhalb dieser Syntheseroute wurde zudem das Losungsmittel beim Ringschluss zum
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korrespondierenden Benzimidazol (254) iPrOH anstatt Toluol verwendet, welches

hinsichtlich des niedrigeren Siedepunkts einfacher zu entfernen ist.
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Schema 33: Einfiihrung des Methoxy-Restes am Benzimidazol-Hingebindungsmotiv. Reaktionsbedingungen.
(a) Mel, K>2COs, Aceton, Reflux, 89-94 %, (b) 233, DIPEA, NMP, 105-110 °C, 54 %; (c) Zn, NH+«CI, MeOH,
< 10°C =2 RT; (d) HC(OE)s, p-TsOH-H:0, iPrOH, 70 °C; (e) ethanolische HCI, 55 °C, 78 % tiber drei
Schritte; (f) MsCl, Pyridin, RT, 85 %, (g) 94 oder 60, KxCOs, XPhos Pd G4, 70-80 °C, 42-81 %.

Die Boc-Schutzgruppe, welche mit 253 eingefiihrt wurde, sollte die Moglichkeit bieten,
ausgehend von 255 verschiedene Alkylreste am Sulfonamid zu installieren. Aufgrund des
deutlichen Aktivititsverlustes der Verbindungen 257 und 258 wurde diese Inhibitorklasse

jedoch nicht weiterverfolgt.

3.3.7 Einfithrung des 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Grundgeriistes innerhalb der

Sulfonamidinhibitoren

Neben dem Benzimidazol-Rest, der als Hinge-Bindungsmotiv fungiert, sollte innerhalb der

Sulfonamid-basierten Inhibitoren das alternative 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin  (7-

86



Chemischer Teil

Azabenzimidazol) als Grundgeriist getestet werden, das bereits innerhalb der
Sulfonamidgruppe mit den Inhibitoren aus Schema 29 sehr gute Ergebnisse lieferte (sieche
Kapitel 5.3.3.2). Dabei wurden an dieser Stelle zwei Versionen der Synthese realisiert: Zum
einen wurde eine etwas langere Syntheseroute gewihlt, indem das Boc-geschiitzte Indolin
(233, Schema 31) eingefiihrt wurde, um im spéteren Verlauf der Synthese die Sulfonamid-
Funktionalisierung zu erlauben (Schema 34A). Zum anderen wurde mit Schema 34B ein
schnelleres Syntheseverfahren entworfen, bei dem direkt zu Beginn das Mesylindolin als
S2-Seitenkette eingefiihrt wurde (Schema 34B). Neben den Indolinderivaten wurde zudem
eine Ringerweiterung zum Tetrahydrochinolin in Schema 34B durchgefiihrt, um den Effekt
der geringfiigig abweichenden Ausrichtung der Sulfongruppe zu priifen. Bei beiden
Syntheserouten in Schema 34 konnten nach Optimierung, bis auf 267 und 268, alle
Zwischenprodukte ohne sdulenchromatographische Aufreinigung isoliert werden. In
dieser Serie lag der Fokus bei den Pyridinylether-basierten Seitenketten, da diese bei
vorherigen Inhibitoren die hochsten zelluldren Aktivitdten zeigten. Mit den Inhibitoren 272,
273 und 274 sollten die Aktivititen der drei verschiedenen Alkylreste an der

Sulfonamidgruppe evaluiert werden.

Die Ringerweiterung zum Tetrahydrochinolin innerhalb der Verbindung 275 resultierte
zwar in einen marginalen Aktivititsriickgang auf der isolierten ATM-Kinase, gleichzeitig
fiilhrte diese Strukturdnderung jedoch zu besseren Selektivitidten gegeniiber verwandten

Kinasen (siehe Kapitel 5.3.3.5).

Ausgehend von den Verbindungen 272 und 275 sollten Inhibitoren mit Fokus auf eine
modulierte Lipophilie als Backup-Verbindungen fiir die pharmakokinetische Evaluation
dargestellt werden. Dazu sollte primir das terminale Amin modifiziert werden. Einerseits
wurden die Methylgruppen schrittweise mit Indolin-Derivaten 277 und 278 und dem
Tetrahydrochinolin 281 entfernt, um die Relevanz dieser Alkylreste zu priifen und die
Hydrophilie der Inhibitoren zu erhéhen. Im Gegensatz dazu wurden mit den erweiterten
Pyrrolidin- und Piperidin-Seitenketten in den Verbindungen 279, 280, 282 und 283
insgesamt lipophilere Inhibitoren synthetisiert. Zudem wurde das Harnstoff-Analogon 284
des Inhibitors 275 dargestellt, um die Bestindigkeit der SARs analog zu den zuvor

isolierten Indolininhibitoren zu priifen.
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«—Schema 34: Synthese der Indolin- und Tetrahydrochinolinderivate: A) Syntheseroute, die eine spite
Einfiihrung verschiedener Sulfonamid-Funktionalititen erlaubt und B) Syntheseroute mit direkter
Einfiihrung des Sulfonamidrestes. Reaktionsbedingungen: (a) 233 (= a') oder 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (=
a®), EtsN oder DIPEA, DMF (80 %) oder EtOH (76-82 %), RT;: (b) Zn, NH.CIl, MeOH, RT, 73-100 % ; (c)
Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toluol oder iPrOH, 60-80 °C, 93-98 % (iiber zwei Schritte); (d) HCI,
EtOH, 55 °C, 67 %, (e) korrespondierendes Sulfonylchlorid, Pyridin, RT, 19-99 %, (f) tBusP Pd G3 oder
XPhos Pd G4, K:COs3 oder K3POq4+3H20, korrespondierender Boronsdurepinacolester oder Arylbromid,
Wasser/Dioxan, 50-80 °C, 21-91 %. (g) B2Pin2, KOAc, Pd(dppf)Clz, Dioxan, 80-85 °C, 90-98 %. *Im Falle
von 277 wurde ausgehend von 266 eine Suzuki-Kupplung nach (f) mit 2-Fluorpyridin-5-ylboronsdure (=
285), gefolgt von einer SnAr mit 3-Aminopropanol, KOtBu in THF (49 % iiber zwei Schritte).

Die Verbindung 283 aus dem Schema 34 konnte zudem kristallisiert werden und wurde

rontgenkristallograpisch vermessen, um die Struktur zu bestatigen (Abbildung 38).

Abbildung 38: Rontgenkristallstruktur der Verbindung 283. Kristallisation erfolgte mit ca. 8 mg Substanz in
ca. 0,4 ml d6-DMSO. Die Aufnahme der Struktur erfolgte durch Dr. Dieter Schollmeyer aus der Zentralen
Analytik der Johannes-Gutenberg-Universitdt in Mainz. Messung erfolge mit einem STOE Stadi Vari
Diffiraktometer (120 °K, CuKa, Wellenlinge: 1.54178 A, Kristall: 0.020 x 0.030 x 0.640 mm?, farblose Nadel,
Anmerkung: Piperidin ist stark ungeordnet). Die Struktur wurde in der CCDC-Datenbank unter der Nummer
CCDC-2232013 hinterlegt.

Eine weitere wichtige Verbindung in Bezug auf die SARs war das nicht-basische 277-
Analogon 276, wobei eine bioisostere Substitution der terminalen Aminogruppe zum
korrespondierenden Alkohol unternommen wurde. Aufgrund der Hypothese, dass das
terminale Amin iiber eine ionische Wechselwirkung in die Aspartat-reiche Region (siche
Abbildung 6B) der ATM-Kinase bindet, sollte mit 276 {liberpriift werden, ob mit diesem
nicht-basischen Derivat eine Aktivitdtsabnahme zu verzeichnen ist, da lediglich eine

schwiéchere Anion-Dipol-Wechselwirkung aufgebaut werden kann.

Die Vorstufen der modifizierten Pyridinylether-S1-Seitenketten wurden nach Schema 35

dargestellt. Grundsdtzlich wurden die korrespondierenden Alkoholate mit 5-Brom-2-
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fluorpyridin zu den gewiinschten Ethern umgesetzt. Lediglich bei der Verbindung 286
musste die Reaktion angepasst werden, um die Bildung des ungewiinschten 1,3-Bis((5-
Brompyridin-2-yl)oxy)propan-Nebenprodukts mdglichst zu unterbinden. Der Einsatz von
vier Aquivalenten Propan-1,3-diol resultierte in Ausbeuten von >90 % gegeniiber einer
Ausbeute von 65 % bei Verwendung dquimolarer Mengen.

a' oder a2 AN 0\/\/0H

a?: 90-97 % 1,3-Bis((5-brompyridin-2-yl)oxy)propan-
N F Nebenprodukt (287)

R=
b No O~ R § D O
— = IJ XY X
o 288 289

290

Schema 35: Darstellung der modifizierten Pyridinylether-Seitenketten. Reaktionsbedingungen: (a') Propan-
1,3-diol (1 eq.), NaH, THF, (a’) Propan-1,3-diol (4 eq.), NaH, THF, 90-97 %; (b) korrespondierender
Alkohol, KOtBu, THF, 93 %.

Die Verbindung 276 sollte zudem urspriinglich ein Derivatisierungspunkt fiir weitere
Inhibitoren darstellen. Dazu sollte die terminale Alkoholgruppe innerhalb einer Hoover-
Stahl-Oxidation!®> zu einem Aldehyd oxidiert werden, um eine Late-Stage-Einfiihrung des
terminalen Amins zu erlauben. Die Reaktion wurde dabei mit verschiedenen
Losungsmitteln getestet (DMF, NMP). Dabei war die duflerst schlechte Loslichkeit der

Verbindung 276 problematisch, sodass diese Synthesestrategie verworfen wurde.

3.3.7.1 Verschiebung der Sulfonamidgruppe
Sulfonamid-Shift

275 295

Abbildung 39: Verschiebung der Sulfonamidgruppe mit der Verbindung 295.
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Um die Struktur-Wirkungsbeziehungen der Sulfonamid-Funktionalitit weiter aufkliren zu
konnen, sollte ausgehend von dem Inhibitor 275 {iberpriift werden, welche Auswirkungen
die Verschiebung dieser funktionellen Gruppe um eine Position haben wiirde (Abbildung
39). Dazu wurde das kommerziell erhiltliche 2-Boc-7-Amino-1,2,3,4-tetrahydroiso-
chinolin als Startmaterial fiir die Synthese genutzt, um das Konstitutionsisomer 295 des

Inhibitors 275 darstellen zu konnen (Schema 36).
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Schema 36: Darstellung des Tetrahydroisochinolin-Analogons der Verbindung 275. Reaktionsbedingungen:
(a) 2,6-Dibrom-3-nitropyridin, DIPEA, EtOH, RT, 73 %, (b) 1) Zn-Pulver, NH.CIl, MeOH, RT; 2)
Triethylorthoformiat, p-TsOH-H>O, Toluol, 70 °C; (c) ethanolische HCI, 50-60 °C, 50 % (iiber drei Stufen);
(d) MsCl, Pyridin, RT, 84 %, (e) 60, K2COs, XPhos Pd G4, Wasser/Dioxan, 60 °C, 27 %.

3.3.7.2 Weitere Modifikationen an den 3H-Imidazo[4,5-b]|pyridin-basierten
Hemmstoffen

Ein weiteres Nebenprojekt war der Versuch, den Pyridinyl-Linker der Verbindung 272 mit
einem Pyrazolring zu ersetzen. Mit der Verbindung 266 konnte innerhalb einer Suzuki-
Kupplung der Pyrazol-Rest eingefiihrt werden, der in der darauffolgenden Snx2-Reaktion
mit dem Mesylat 296 zur gewiinschten Zielverbindung 298 tiberfiihrt werden konnte. Das
Mesylat 296 konnte einfach iiber eine Reaktion von 4-(Dimethylamino)-propan-1-ol und
Mesylchlorid in DCM mit Anlehnung an die Vorschrift von Tsubaki et al. hergestellt
werden.!®® Dabei wurde auf die Verwendung von Inertgas verzichtet und die Reaktion
wurde bereits nach 20 min gestoppt, indem das ausgefallene Hydrochloridsalz des Produkts

iiber eine Filtration gewonnen wurde.
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Schema 37: Substitution des Pyridinyl-Linkers mit einem Pyrazolyl-Linker. Oben: Einfiihrung der Ms-
Gruppe am Alkohol: (a) MsCl, DCM, RT, 20 min, 90 %. Unten: (b) 4-Pyrrazolboronsdure-pinacolester,
(tBu)3;P Pd G3, K3POq+3H>0, Waser/Dioxan, 70-80 %, 5 h, 80 %, (c) 296, K2CO;, ACN, 71 %.

Aufgrund deutlicher Aktivititsverluste auf der isolierten ATM-Kinase wurde dieser Ansatz

nicht weiterverfolgt.

Der Inhibitor 272 aus Schema 31 konnte sowohl auf enzymatischer als auch auf zelluldrer
Ebene eine sehr hohe inhibitorische Aktivitit zeigen. Jedoch fiihrte diese Verbindung zu
einer moderaten Stabilitdit im mikrosomalen Stabilidtsassay (murin) und zu einer
geringeren maximalen Blutkonzentration in der Maus im Vergleich zu den
Ausgangsverbindungen 110 und 240. Es stellte sich die Frage, ob die Pharmakokinetik
mithilfe einer Deuterierung!'®” der Methylgruppen am Amin verbessert werden konnte
(Abbildung 40).

D

\\ bUU Caa
D

272 300 (d6-272)

Abbildung 40: Deuterierung der Verbindung 272.

Um dieses Derivat darstellen zu konnen, musste die Syntheseroute umgestellt werden, da
die kommerzielle Verfligbarkeit deuterierter Edukte beschriankt war. Ausgehend von 276
sollte die terminale Hydroxygruppe tosyliert werden, um eine nukleophile Substitution mit
d6-Dimethylamin an der Position ermdglichen zu kdnnen. Da die Loslichkeit der
Verbindung 276, wie zuvor beschrieben, in organischen Losungsmitteln dulerst gering ist,

wurde das ebenfalls schwerldsliche Rohprodukt (299) direkt innerhalb der nichsten
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Reaktion weiterverwendet, um eine sdulenchromatographische Aufreinigung umgehen zu
konnen. Ausgehend von der Zwischenverbindung 299 wurde eine Mikrowellenreaktion mit
d6-Dimethylamin als Hydrochlorid und Triethylamin als Hilfsbase bei 85 °C durchgefiihrt
(Schema 38).
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Schema 38: A) Syntheseversuch der deuterierten Verbindung 300. Reaktionsbedingungen: (a) TsCl, Et;N,
DMAP, DMF, 50 °C; (b) HN(CD:3): als Hydrochlorid (> 5 eq), EtsN, MeOH, 85 °C, 25 min. B) Kontroll-
synthese zur Darstellung der Ausgangsverbindung 272. (c) wie (b) nur mit HN(CH3)2 als Hydrochlorid.

Das Produkt 300 konnte iiber eine anschlieBende sdulenchromatographische Aufreinigung

gewonnen werden. Wihrend {iber DC-MS die gewlinschte Produktmasse detektiert werden
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konnte, zeigte 300, entgegen den Erwartungen, Anderungen zahlreicher Signale im NMR.
Ein zusitzliches breites Singulett (bei 10,4 ppm in d6-DMSO), welches zudem in MeOD
austauschbar war und gewisse Ahnlichkeiten zum NMR der Verbindung 296 zeigte, fiihrte
zunichst zu der Vermutung, dass eine Protonierung des terminalen Amins vorliegen
konnte. Ein Versuch, Kristalle der Verbindung 300 zu erzeugen, um diese
rontgenkristallographisch vermessen zu konnen, schlug aufgrund der zu geringen
KristallgroBe fehl. Sowohl die Verbindung 300 als auch die undeuterierte Variante 272
wurden innerhalb eines MS-MS-Experimentes von Dr. Christian Geibel vermessen
(Abbildung 41). Dabei konnten die erwarteten exakten Massen beider Verbindungen
nachgewiesen werden. Zudem wurden die Fragmentierungsmuster beider Verbindungen
gemessen, die insgesamt plausibel und untereinander gleich waren. Lediglich ein
zusitzliches Signal der Verbindung 300 mit m/z = 342,1655 konnte nicht zugeordnet

werden.

Trotz der unvollstandigen Strukturaufklarung wurde die Verbindung 300 im mikrosomalen
Stabilititsassay durch Mark Kudolo und auf inhibitorische Aktivitidt auf der isolierten
ATM-Kinase getestet (unter den gleichen Bedingungen wie in Tabelle 20). Nach
Inkubation der Verbindung 300 mit murinen Lebermikrosomen zeigte diese Substanz eine
deutlich hohere Stabilitit, wobei ca. 66 % Reststubstanz nach 120 min detektierbar waren,
wihrend bei der undeuterierten Ausgangssubstanz 272 ca. 35 % nachgewiesen werden
konnten (Abbildung 69). Auf der isolierten ATM-Kinase zeigte 300 jedoch einen starken
und unerwarteten Aktivitdtsverlust (ICso' > 100 nM). Die Synthese wurde ausgehend von
276 wiederholt und zusitzlich eine Kontrollreaktion mit undeuteriertem Dimethylamin und
Dimethylaminhdrochlorid durchgefiihrt. In allen Féllen konnten die gewiinschten
Produktmassen gefunden werden, jedoch entsprachen die Produkte nicht der
Ausgangsverbindung 272 und zeigten neben den unterschiedlichen NMR-Signalen auch
unterschiedliche Signale in der HPLC. Eine genauere Analyse (NMR, DC-MS) des
Zwischenprodukts 299 konnte zeigen, dass es sich nicht, wie gewlinscht, um das tosylierte

8 ablief, die zur chlorierten

Derivat handelte, sondern vermutlich eine Nebenreaktion'®
Verbindung 302 fiihrte. Die genaue Struktur der Verbindung 300 konnte nicht aufgeklért

werden, sodass dieser Ansatz verworfen wurde.
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Abbildung 41: MS-MS-Versuch fiir die Verbindung 272 (A) und fiir 300 (B). Gemessene exakte Masse (MS1)
und entsprechendes Fragmentierungsmuster (M2) bei CE = 35 V. Fiir die Verbindung 300 konnte ein Signal
mit m/z = 342,1655 nicht zugeordnet werden. Der Deuterierungsgrad der Verbindung 300 wurde bestimmt,
indem das Integralverhdltnis zwischen m/z = 498,2329 (fiir d5-300) und m/z = 499,2405 (d6-300) berechnet
wurde.'®® Durchgefiihrt von Dr. Christian Geibel, Arbeitskreis Limmerhofer, Tiibingen. Gemessen via
Direktinjektion in TripleToF 5600+ Massenspektrometer mit einer TurbolonSpray Quelle. Infusion rate: 10
ul/min, MS1: ESI+ mit folgenden Einstellungen: Nebulizer Gas (GS1): 30 psi, Heater Gas (GS2): 30 psi,
Curtain Gas (CUR): 30 psi, Source Temperature (T): 200 °C, Ion Source Voltage (ISVF): +55007V,
Declustering Potential (DP): 70 V, Collision Energy (CE): 5 V, Collision Energy in MS2: 35 V.

3.3.7.3 Weitere Ansiitze: Thioether-basierte S1-Seitenketten

Neben den zahlreichen Varianten der S1-Seitenketten innerhalb der 110-Analoga (Schema
24) wurde zusitzlich getestet, ob die Einfiihrung einer Thioether-Seitenkette mit simultaner
Verkiirzung des Alkyl-Linkers zum terminalen Amin von der ATM-Kinase akzeptiert wird.
Die entsprechende Verbindung wurde ausgehend von 4-Bromthiophenol iiber eine
nukleophile Substitution und anschlieBender Suzuki-Kupplung synthetisiert (Schema 39).
Dieser Inhibitor fiihrte zu einem moderaten ICso'-Wert von 23 nM und brachte somit keinen

Aktivititsvorteil, sodass diese Inhibitorgruppe nicht weiterverfolgt wurde.

‘zT

Jij e Jij O”Q“S\/\N

303

O

Schema 39: Darstellung Thioether-basierter S1-Seitenketten. Reaktionsbedingungen: (a) NaOH, 2-Chlor-
N,N-dimethylethan-1-amin (als Hydrochlorid), EtOH, Reflux, 2 h, 91 %, (b) 126, K3;PO4+3HO, tBusP Pd G3,
Wasser/Dioxan, 83 %. Durch den verkiirzten Linker zwischen Amin und Thioether wird die Basizitdt des
Amins beeinflusst (ApKs = -1,7).177
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3.3.7.4 Weitere Ansiitze: Alternative Reduktion der 5-Brom-2-nitroaniline

Neben den in Schema 11 beschriebenen Nitro-Reduktionen mit SnClz-2H>0 und Zn/NH4Cl
der 5-Brom-2-nitroaniline wurde innerhalb dieser Arbeit die Methode nach Lu et al.
erprobt. Dabei wird die aromatische Nitrogruppe mit B;Pin, und KO7Bu in iPrOH
reduziert.!”® Diese Vorschrift wurde innerhalb mehrerer Testansitze erprobt. Entgegen den
Erwartungen fiihrte diese Synthese nicht zu den gewiinschten Phenylendiaminen, sondern
vermutlich zu einem Ringschluss zum Benzimidazol (Schema 40). 307 wurde als einzige
Verbindung isoliert, da diese iiber eine andere Syntheseroute in der Literatur beschrieben
ist.!”! Das vom Produkt aufgenommene 'H-NMR zeigte dabei die beschriebenen Signale,
jedoch wurden dariiber hinaus Signale gefunden, die weder der Struktur noch einer
Verunreinigung zugeordnet werden konnten, sodass keine endgiiltige Aussage dariiber
getroffen werden kann, ob es sich um das besagte Molekiil handelt. Aufgrund der
unerwarteten Reaktion wurde diese Methode nicht weiterverwendet. Sollte sich
herausstellen, dass dieser Ansatz zum Ringschluss in Schema 40 fiihrt, konnte dies ein
interessanter Ansatz sein, um eine Metall-freie Reduktion von Nitroarenen mit
anschlieBendem Ringschluss zu ermdglichen. Hervorzuheben ist, dass dabei die Reaktion
eine Toleranz gegeniiber von Arylhalogeniden zeigt (307), was innerhalb der zuvor
besprochenen Palladium-katalysierten Methode in Schema 6 nach Zhu et al. nicht moglich

ist.!01

Exakte Masse: 313,0426

JJ\/ N Br
e O
F Br , j\/“ B b
= oy -
O,N o/ o o
R N Br
305 BELES }/-—<\N:©/
0
307

Exakte Masse: 309,01
gefunden: m/z = 308.0/310.0 [M-HJ

Schema 40: Nitro-Reduktion nach Lu et al. Reaktionsbedingungen. Reaktionsbedingungen: (a)
korrespondierendes Amin, EtsN, DMF, 65-70 °C, 80-89 %, (b) B2Pinz (3,1 eq.), KOtBu (1,2 eq.), in iPrOH
bei 70-110 °C. Die DC-MS-Analyse von (b) zeigte Massen, die einem Ringschluss zum Benzimidazol
entsprechen wiirden.
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4 Biologische Testung

Im Rahmen des Projektes wurden alle potenziellen ATM-Kinaseinhibitoren beziiglich ihrer
Hemmaktivitdt auf enzymatischer Ebene und in vielen Féllen auf zelluldrer Ebene
charakterisiert. Die vielversprechendsten Kandidaten wurden auf Selektivitdt gepriift.
Ferner wurden fiir ausgewihlte Verbindungen in vivo und in vitro Drug Metabolism and
Pharmakinetics (DMPK) Experimente durchgefiihrt. Alle aufgefiihrten Methoden
innerhalb dieses Kapitels wurden durch Dritte durchgefiihrt.

4.1 Enzymatische Assaysysteme

Die ICso-Werte, die mit einem breiten Konzentrationsbereich und einer
Maximalkonzentration von 10 uM getestet wurden, werden auch als ICs¢-Werte
bezeichnet. ICso-Werte, die mit einer Maximalkonzentration von 1 uM oder 0,1 uM

gemessen wurden, werden dagegen als ICsg'! angegeben.

4.1.1 Reaction Biology Corp. ATM FRET-Assay

Dieser Enzymassay wurde bei Reaction Biology Corp. (RBC) durchgefiihrt und in der
Publikation I beschrieben.!*®!°2 Fiir die jeweiligen Inhibitoren erfolgte eine 5-
Punktbestimmung beginnend mit einer Maximalkonzentration von 10 pM und 10-fach
Verdiinnungen (= ICso') oder 10-Punktbestimmung mit 3-fach Verdiinnungen beginnend
ab 0,1 uM (= ICso"). (Referenzverbindung: AZDO0156, 10-Punktbestimmung, 3-fach
Verdiinnungen beginnend ab 100 nM). Der FRET-Assay beinhaltet zwei Schritte.
Innerhalb des ersten Schrittes wurde das Substrat p53 (Konzentration 100 nM) mit ATP
(Konzentration: 10 uM) durch die ATM-Kinase phosphoryliert. Im zweiten Schritt erfolgte
durch Reagenzienzugabe das Stoppen der Reaktion und das Detektieren des
phosphorylierten p53-Proteins an Serin 15. Das resultierende FRET-Signal verhélt sich

proportional zum Phosphorylierungsgrad des Substrates. 145192
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4.1.2 HTRF-Assay bei Eurofins

Der zweite enzymatische ATM-Kinase Assay wurde bei Eurofins KinaseProfiler™

durchgefiihrt (Produktnummer: ITEM 14-933KP10).

Zusammenfassung der Vorgehensweise: ATM (h) wird in Assay-Puffer inkubiert, der
30 nM GST-cMyc-p53 und Mg/ATP ([ATP] = 10 uM) enthélt. Die Reaktion wird durch
Zugabe der Mg/ATP-Mischung eingeleitet. Nach 30 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wird die Reaktion durch Zugabe von EDTA-haltiger Stopplosung
gestoppt. SchlieBlich wird der Detektionspuffer hinzugegeben, der einen d2-markierten
monoklonalen Anti-GST-Antikoérper und einen Europium-markierten Anti-Phospho-
Ser15-Antikdrper gegen phosphoryliertes p53 enthélt. Die Platte wird dann im
zeitaufgelosten Fluoreszenzmodus abgelesen und das homogene zeitaufgeldste
Fluoreszenzsignal (HTRF) wird nach der Formel HTRF = 10000 x (Em665nm/Em620nm)
bestimmt. Die ATP-Konzentration betrigt 10 pM. '3

Es wurden 5-Punktbestimmungen mit einer Maximalkonzentration von 1 pM und mit
10-fach Verdiinnungen fiir die jeweiligen Verbindungen getestet. Um das Assaysystem von
Eurofins mit dem Assay von RBC zu vergleichen, wurden die Inhibitoren L.S-48, 110, 112,
225, 238, 189, 239, 226, 144 und AZDO0156 zusitzlich ausgehend von einer
Maximalkonzentration bei 0,1 uM getestet (5-Punktbestimmungen, 4-fach Verdiinnungen,

siehe Kapitel 4.1.3).

Die CI 95 %-Werte im Falle von Mehrfachbestimmungen sind in Kapitel 8 aufgefiihrt. Die
Kalkulation erfolgte mit GraphPad Prism (Methode: log(Inhibitor) vs. Response — Variable

Slope, Four Parameters) und wurde von Dr. Thales Kronenberger durchgefiihrt.

4.1.3 Untersuchung der Aquivalenz beider Assays

Anhand mehrerer Verbindungen, die sowohl bei Eurofins als auch bei RBC unter gleichen
Bedingungen getestet wurden, sollte iiberpriift, ob beide Assayformate gleichwertige
Ergebnisse liefern. Fiir beide Experimente wurde eine Maximalkonzentration von 0,1 uM
gewdhlt. Bei RBC wurden 10-Punktbestimmungen mit 3-fach Verdiinnungen (n=1)
durchgefiihrt. Innerhalb des KinaseProfilers wurden die entsprechenden Verbindungen

iiber eine 5-Punktbestimmung mit 4-fach Verdiinnungen (n = 2) getestet.
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Abbildung 42: Vergleich der enzymatischen ATM-Kinaseassays bei RBC und Eurofins.

4.1.4 KinaseProfiler Selektivitit

Die Selektivitdten innerhalb der PIKK-Familie und innerhalb des Minipanels wurden mit

den verfligbaren Assayformaten innerhalb des KinaseProfilers™ von Eurofins

durchgefiihrt. Dabei wurde die entsprechende Off-Target-Restaktivitit bei einer
Konzentration von 1 uM (n = 1 — 2) oder im Falle des Minipanels bei 1 uM und 0,1 pM (n

= 1) gemessen. Die verwendeten Assays sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Eurofins KinaseProfiler Assays. Es handelt sich um radiometrische Assay, mit Ausnahme der
PI3K-Assays, die HTRF-basiert sind.

Kinase Produktnummer
Abl(h) 14-529KP10
ALK(h) 14-555KP10
Aurora-B(h) 14-835KP10
BRK(h) 14-613KP10
CaMKK2(h) 14-931KP10
CDKl1/cyclinB(h) 14-450KP10
CDK2/cyclinA(h) 14-448KP10
CDKL1(h) 16-002KP10
CHK2(h) 14-347KP10
CLIK1(h) 15-026KP10
CLK4(h) 14-917KP10
DYRKI1A(h) 14-951KP10
EGFR(h) 14-531KP10
Fit3(h) 14-500KP10
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Kinase Produktnummer
GRK1(h) 14-935KP10
GSK3pB(h) 14-306KP10
HIPK2(h) 14-623KP10
IKKe(h) 14-926KP10
JAK3(h) 14-629KP10
KDR(h) 14-630KP10
Lck(h) activated 14-842KP10
PAK1(h) 14-927KP10
PDGFRp(h) 14-463KP10
PKC0(h) 14-444KP10
PTKS5(h) 14-693KP10
Pyk2(h) 14-567KP10
TLK1(h) 14-938KP10
PI3Kalpha (p110a/p85a)(h)* 14-602KP10
PI3Kgamma (p120gamma)(h)* 14-558KP10
PI3Kbeta (p110b/p85a)(h)* 14-603KP10
PI3Kdelta (p110d/p85a)(h)* 14-604KP10
DNA-PK(h) 14-950KP10
ATR(h) 14-953KP10
mTOR(h) 14-769KP10

*HTRF-basierte Assays

4.1.5 DSF-Assay

Der DSF-Assay wurde von Martin Schwalm (Arbeitsgruppe von Professor Stefan Knapp,
Frankfurt) vermessen. Die entsprechende Methodik wurde innerhalb der Publikation I
verdffentlicht und wird an dieser Stelle zusammenfassend wiedergegeben: Unterschiede in
den Schmelztemperaturdaten (ATn*) wurden wie in Fedorov et al. (PMID: 21960218)
beschrieben gemessen.!*%1%4 Gereinigte Proteine wurden in 25 mM HEPES (pH 7,5) und
500 mM NacCl gepuffert und auf einer 384-Well-Platte mit einer Proteinkonzentration von
2 uM (V = 10 pL) getestet. Die Inhibitoren wurden mit einem akustischen Pipetierroboter
(ECHO 550, Labcyte) und einer Endkonzentration von 20 uM hinzugegeben. SYPRO-
Orange (Molecular Probes) wurde in einer Verdiinnung von 1:5000 zugegeben. Die Filter
fiir die Anregung und Emission wurden auf 465 nm bzw. 590 nm eingestellt. Die
Temperatur wurde wihrend der Messung unter Verwendung des QuantStudio5 (Applied

Biosystems) von 25 °C mit 3 °C/min bis zu einer Endtemperatur von 95 °C erhoht. Die
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Daten wurden mit der Boltzmann-Gleichung in der Protein Thermal Shift Software
(Applied Biosystems) analysiert. Die Proben wurden in technischen Duplikaten gemessen.

148,194 (* AT relativ zur DMSO-Negativkontrolle)

4.1.6 Mikrosomaler Stabilititsassay

Dieses Assayformat wurde arbeitskreisintern von Mark Kudolo durchgefiihrt. Die
entsprechende Methodik wurde innerhalb der Publikation I verdffentlicht und wird an
dieser Stelle zusammengefasst wiedergegeben: Lebermikrosomen von ménnlichen Mausen
wurden von Xenotech erworben. Die Inkubation der ATM-Inhibitoren erfolgte in
Gegenwart eines NADPH-regenerierenden Systems (5 mM Glucose-6-phosphat, 5 U/ml
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 1 mM NADP+). Der Inhibitor (100 uM), das
NADPH-Regenerierungssystem und 4 mM MgCl-6H>O in 0,1 M Tris-Puffer (pH 7,4)
wurden 5 Minuten lang bei 37 °C und 750 U/min auf einem Schiittler vorinkubiert. Die
Inkubationsmischung wurde in 50 pl Aliquots aufgeteilt und die Reaktion wurde durch
Zugabe von Mauslebermikrosomen gestartet. Die Reaktion wurde an ausgewdhlten
Zeitpunkten (0, 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten) durch Zugabe von 100 ul internem
Standard in einer Konzentration von 50 uM in MeCN gestoppt. Die Proben wurden 30
Sekunden lang geschiittelt und zentrifugiert (19.800 g/4 °C/15 min). Der Uberstand wurde
direkt fiir die LC-MS-Analyse verwendet. Alle Inkubationen wurden in dreifacher

Ausflihrung durchgefiihrt.!#8

4.2 Zellulirere Assaysysteme

4.2.1 Zellulirer In-Cell-Western Assay

Die Evaluation der zelluldren Aktivitit der Inhibitoren wurde basierend auf der Methode
von Guo et al. von Athina Moschopoulou durchgefiihrt, in Publikation I bereits
verdffentlicht und wird an dieser Stelle in kiirzerer Form zusammengefasst.!3%!4® Fiir den
In-Cell-Western Assay wurden A549 Zellen (1,5-10%) mit 25 pM Etoposid und den zu
testenden Verbindungen in verschiedenen Konzentrationen behandelt. Nach 1 h Wirkzeit
wurden die Zellen fixiert und nach dem Protokoll von Guo et al. gefarbt. Die
Fluoreszenzbilder wurden iiber ein automatisiertes LI-COR Odyssey Classic System bei

700 nm (DRAQS5) und 800 nm (pKAP1) aufgenommen. Die Signalitensitit wurde iiber die
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Image Studio Lite Software quantifiziert. Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mit
GraphPad Prism (V 9.1.2, San Diego, CA, USA) erstellt (Einstellung: four-parameter non-

linear dose response-variable slope).!38:148

4.2.2 Pharmakokinetik (murin)

Die pharmakokinetischen Studien wurden bei der Pharmacelsus GmbH (GBA Holding
GmbH Gruppe) durchgefiihrt. Die Verbindungen wurden als p.o.-Formulierung (EtOH
10 %, PEG400 30 % und Phosal 50PG 60 %) mit einer Dosis von 10 mg/kg verabreicht
(als Cassette Dosing, n = 3, Geschlecht der Mause: ménnlich, Stamm: C57BL6). Die
Blutproben der Méuse wurden aus dem Schwanz entnommen und in Li-heparin-Réhrchen

gefiillt.
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5 Biologische Evaluation und Diskussion

5.1 Chinolin-basierte Inhibitoren

Inhibitoren basierend auf dem 3-Methyl-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]cinolin-2-on
bilden aktuell die allgemein wichtigste Klasse an ATM-Kinasehemmern mit den meisten
Vertretern in klinischen Studien.!3>:!1%5 Weitere Inhibitoren, die in diese Klasse eingeordnet
werden konnen, wurden innerhalb des ATM-Kinase-Projektes im Arbeitskreis Laufer
entwickelt und evaluiert.!#%!4° Teilergebnisse dieser Chinolin-basierten Inhibitoren wurden
bereits in ,,Dimitrov, T., et al. (2022). ‘Development of novel urea-based ATM kinase
inhibitors with subnanomolar cellular potency and high kinome selectivity.” European
Journal of Medicinal Chemistry 235: 114234.“ und innerhalb der Patentanmeldung
W02022096361 publiziert,!48:149

0 | o)
>‘N /N O\/\/ N ~ >_N
N | N Modifizierte
i A Z O Seitenketten
N\ N\
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AZD0156 B —
Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-
Grundgeriist

Abbildung 43: Erste Modifikationen ausgehend von dem subnanomolaren ATM-Kinase-Inhibitor AZD0156
der Firma AstraZeneca.'” Unter Beibehaltung des Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Grungeriistes als Hinge-
Bindungsmotiv wurden zundchst Modifikationen an der Pyridinylether-Seitenkette durchgefiihrt, welche in
Richtung der hydrophoben Region I, der aC-Helix und dem DLG-Motiv der Bindetasche bindet.

Bei den ersten isolierten Inhibitoren handelt es sich um Derivate der Verbindung AZD0156
(Abbildung 43), wobei Modifikationen an der basischen Pyridinylether-Seitenkette
durchgefiihrt wurden. Die isolierten Substanzen wurden innerhalb eines FRET-basierten
Enzymassays bei der Firma Reaction Biology getestet. Beginnend mit der Verbindung 2
(Tabelle 2), welche bereits als synthetische Vorstufe fiir den ATM-Inhibitor von
AstraZeneca AZD0156 in der Literatur beschrieben ist!??, sollte diese zusitzlich innerhalb
dieses ATM-Projektes auf die inhibitorische Aktivitdt auf der ATM-Kinase tiberpriift
werden. Mit einem ICso-Wert von 4 nM zeigte diese Verbindung auf dem isolierten Enzym,
trotz der deutlich verkiirzten Seitenkette im Vergleich zum optimierten ATM-Inhibitor
AZDO0156, eine hohe Aktivitdt im einstellig nanomolaren Bereich. Der Inhibitor 3, der
einen Benzylamin-Rest am Pyridinring trigt, konnte mit einem ICso.-Wert von 7 nM eine

dhnliche Aktivitdt in der gleichen GroBenordnung zeigen. Diese Verbindung wurde

103



Biologische Evaluation und Diskussion

urspriinglich als synthetischer Prakursor synthetisiert und auf die inhibitorische Aktivitét
auf der ATM-Kinase getestet, da der lipophile terminale Benzyl-Rest als potenziell
interessante Seitenkette erschien, um die ATM-Bindetasche in Richtung der hydrophoben

Region I (HRI) zu adressieren.

Tabelle 2: Modifikationen der terminalen Pyridinyl-Seitenkette.

Verbindung R= ATM ICso [nM]?

N\
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FRET-basierter Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5 Konzentrationen und 10-
fach Verdiinnung innerhalb einer Verdiinnungsreihe beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)

Die meisten der zu Beginn dieser Arbeit in der Literatur publizierten und intern
entwickelten Chinolin-basierten Inhibitoren trugen ein terminales Amin (vgl. Abbildung
46), sodass es sich insgesamt um basische Verbindungen handelte.!*® Mit der Verbindung
5 (Tabelle 2) sollte ein neutraler Hemmstoff dargestellt werden, der mithilfe des Diols zwei
H-Briicken (im Sinne von Ion-Dipol-Wechselwirkungen) in Richtung der Aspartat-reichen

Region der ATM-Bindetasche ausbilden sollte (Abbildung 44). Dieser Inhibitor konnte
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eine hohe Potenz mit einem Hemmwert von 3 nM auf der ATM-Kinase zeigen, ist jedoch
den basischen ATM-Kinasehemmstoffen, die grundsitzlich subnanomolare ICso-Werte

aufweisen konnten, etwas unterlegen.!2%-148

( N\ ( N\

/
N® 0
I~ NV /N \
\ o S) \ o H
— o — ,O @)'
D2889 H o a
DLG Motiv 0.0 D2889

O

DLG Motiv
aC Helix @ aC Helix

. J . J

Abbildung 44: Design-Konzept fiir 5: Links (A): schematischer Ausschnitt des in silico Bindemodus des ATM-
Inhibitors AZD0156 von AstraZeneca.'*® Rechts (B): angestrebter Bindemodus der Verbindung 5.

Neben 5 wurde auch die Hemmaktivitdt der Ketal-Vorstufe 4 vermessen (Tabelle 2).
Gegeniiber dem Diol 4 zeigte diese mit einem ICso-Wert von 37 nM eine deutlich geringere
Potenz. Dies geht vermutlich mit der zu hohen Lipophilie einher, welche unvorteilhaft fiir

die recht polare Aspartat-reiche Region der ATM-Bindetasche sein kdnnte.

Die Verbindung FM-647 von AstraZeneca stellt einen ATM-Inhibitor dar, der sich aus
Strukturelementen der Verbindungen AZD0156 und AZ31 zusammensetzt (Abbildung
15).12%:142 Ausgehend von FM-647 sollte {iberpriift werden, ob ein bioisosterer Austausch
des Pyridinyl-Linkers mit einem in etwa gleich langem Alkin durchgefiihrt werden konnte.
Die entsprechende Verbindung 7 fiihrte jedoch mit einem ICso-Wert von 95 nM zu einem
deutlichen Aktivitdtsabfall. Zudem wurde auch die Aktivitdit der nicht-methylierten
Vorstufe 6 evaluiert, welche mit 50 nM eine etwas effektivere Hemmung zeigen konnte.
Dieser Ansatz wurde aufgrund des deutlichen Aktivititsriickgangs dieser Strukturklasse

nicht weiterverfolgt.
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Bioisoster
FM-647 TD-206 zum Pyridinring?

Abbildung 45: Bioisosterer Austausch des Pyridinyl-Linkers aus FM-647 mit einem Alkin. (Die Verbindung
FM-647 wurde von AstraZeneca publiziert'” und zeigte unter den gleichen Assaybedingungen, wie in Tabelle
2 beschrieben, einen ICso-Wert von 1,2 nM.)

Innerhalb des ATM-Projektes im Arbeitskreis von Prof. Stefan Laufer wurde der Harnstoft-
basierte Inhibitor FM-638 (durch Dr. Michael Forster, siche Abbildung 46) isoliert, der im
in silico Model einen vorteilhafteren Bindungsmodus gegeniiber der Pyridinylether-
Seitenkette der Verbindung AZD0156 zeigen konnte, da die Harnstoffgruppe in der Lage
war, zusitzliche H-Briickenbindungen zum Aspartat (D2725) der aC-Helix aufzubauen.
Die Ausgansverbindung AZDO0156 von AstraZeneca fiihrte lediglich zu einer iiber den
Pyridinylether vermittelte H-Briicke in Richtung des Lysins 2717 (Abbildung 44, links).!*
Ein groBer Nachteil der Harnstoff-basierten Verbindung FM-638 war jedoch die extrem
verringerte Loslichkeit in PBS-Puffer mit 36 uM im Gegensatz zu 2970 puM fiir die
Referenzverbindung AZDO0156 (bei pH = 7,4), sodass es ein zentrales Ziel war, die
Loslichkeit dieser Inhibitorgruppe zu verbessern. Dies konnte mit dem Inhibitor CA-053
erreicht werden, indem die Tetrahydropyran-Seitenkette (THP) mit einem
Methoxyethylen-Rest substituiert wurde. Der Inhibitor CA-053 erreichte eine Loslichkeit
von 1570 uM und ist somit {iber 40-fach besser 16slich als die Ausgangsverbindung FM-
638 (Abbildung 46).!4
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Tetrahydropyan (THP)
Seitenkette

Einfiihrung der
N Harnstoff-
Funktionalitat
AZD0156 FM-638

Einfiihrung des

Methoxyetylen-

Restes zur Léslichkeits-

verbesserung

weitere Modifikationen

Abbildung 46: Zusammenfassender Ausschnitt aus der Publikation 1.'*® Der Inhibitor FM-638 wurde
innerhalb des ATM-Projektes von Dr. Forster dargestellt. Die zundchst schlechte Loslichkeit dieser
Harnstoff-basierten Inhibitorklasse konnte mit der Substitution der THP-Seitenkette in FM-638 durch den
Methoxyethylen-Rest in CA-053 erheblich verbessert werden (isoliert von Cetin Anli). Dagegen hatte die
Substitution des Pyridinyl- mit einem Phenyl-Linker keine signifikanten Auswirkungen auf die Loslichkeit.
Sowohl AZDO0156 als auch FM-638 und CA-053 zeigen unter den Assaybedingungen in Tabelle 3
subnanomolare ICso-Werte. Ausgehend von CA-053 wurden in dieser Arbeit weitere Modifikationen an der
basischen Phenylharnstoff-Seitenkette durchgefiihrt, um weitere SARs zu evaluieren.'*® A = Substituenten am
Phenyl-Linker, R = Rigidisierungsstrategien bzw. NH-Maskierung.

Ausgehend von der Leitstruktur CA-053 sollten Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR) der
Harnstoff-Seitenkette ermittelt werden (Abbildung 46), wobei zunidchst diverse
Substitutionsmuster am Aryl-Linker zwischen der Harnstoff-Funktionalitit und dem
Hinge-Bindungsmotiv erprobt wurden. Dabei kristallisierte sich heraus, dass vor allem
kleinere Fluorsubstituenten von der Bindetasche akzeptiert werden, wohingegen grofere,
wie der Chlorsubstituent in 14 oder der Methylsubstituent in 15, eine signifikante
Verschlechterung der Hemmwerte verursachten (Tabelle 3). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde abgeleitet, dass weitere Modifikationen des Phenyl-Linkers nicht zielfiihrend sein
wiirden, da insgesamt alle Substituenten jenseits der GroBe eines Fluoratoms zu

AktivititseinbuBen fiihrten.!4®
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Tabelle 3: Modifikationen der Harnstoff-Seitenkette.

Verbindung R= ATM ICso [nM]?
H
N

H
Cl N
) Y ”
(@)
F S
7~
15 \n/\/\“l‘ 37
(0]
HoA
7
" ST L

21 H N/j/ h 4

22

H
2 "
\(©/ O
FRET-basierter Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5 Konzentrationen und 10-

fach Verdiinnungen innerhalb einer Verdiinnungsreihe beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir
weitere Informationen.)

945

Modifikationen am terminalen N-(2-(Dimethylamino)ethyl)harnstoff-Rest sollten kléren,
welche Auswirkungen eine einseitige Maskierung der NH-Funktion des Harnstoffes in 20
haben wiirde und ob eine Rigidisierung der Seitenkette moglich ist (21 bis 23, Tabelle 3).
Betrachtet man den N-methylierten Inhibitor 20, so zeigte sich eine leichte
Verschlechterung der Hemmung in dem nanomolaren Bereich, wohingegen die
Leitstruktur CA-053 im subnanomolaren Bereich lag. Die Rigidisierungsstrategien in den
Inhibitoren 21 bis 23 fiihrten zu duBerst interessanten Ergebnissen: Wéhrend der Azetidin

und Pyrrolidinring in 21 und 22 mit einstellig nanomolaren Hemmwerten eine hohe Potenz
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aufwiesen, zeigte der sterisch anspruchsvollere Piperidinring in 23 einen substantiellen
Aktivitdtsverlust. Insgesamt wurde die Einflihrung der Ringstrukturen bzw. die NH-
Maskierung als nicht zielfiihrend erachtet, da fiir alle Inhibitoren im Vergleich zu CA-053

ein Aktivitatsabfall resultierte.

Weitere Ergebnisse beziiglich dieser Substanzklasse sind in der Publikation ,,Dimitrov, T.,
etal. (2022). ‘Development of novel urea-based ATM kinase inhibitors with subnanomolar
cellular potency and high kinome selectivity.” European Journal of Medicinal Chemistry
235: 114234.“ zu finden. Die weiteren dort aufgefiihrten Inhibitoren wurden von Cetin Anli

und Dr. Michael Forster dargestellt.

5.2 Azaindol-basierte ATM-Kinaseinhibitoren
Neben den Chinolin-basierten ATM-Kinasehemmstoffen war eines der initialen Ziele
innerhalb dieser Arbeit, Inhibitoren zu entwickeln, die eine zweite H-Briicke zur Hinge-

Region der Kinase aufbauen sollten (Abbildung 47).

Lys-Adressierung

()
0]
y-N /N O~
S
N
Hinge
. J

Abbildung 47: Urspriingliches Design-Konzept ausgehend von AZD0156 (links), um die Hinge-Region der
ATM-Kinase mit einer zusdtzlichen H-Briicke ausgehend vom NH der 7-Azaindol-Teilstruktur zu adressieren.

Aufgrund der problematischen Realisierung einiger Konzepte hinsichtlich synthetischer
Limitierungen (sieche Kapitel 3.2) wurden lediglich strukturell reduzierte bzw. vereinfachte
Varianten der Hemmstoffe isoliert (Tabelle 4, 39 bis 42). Diese Inhibitoren tragen neben
dem 7-Azaindol als Hinge-Bindungsmotiv und Grundgeriist die hochspezifische

Pyridinylether-Seitenkette!?

, welche in Richtung der Backpocket binden soll (vergleiche
Abbildung 44).!*8 Insgesamt war jedoch nicht klar, ob eine dquivalente Bindung dieser
Seitenkette in Kombination mit dem 7-Azaindol-Hinge-Bindungsmotiv erfolgen kann, da

sich neben der Geometrie des 7-Azaindols (durch den Pyrrolring), auch aufgrund des

109



Biologische Evaluation und Diskussion

synthesebedingten Carbonyl-Linkers, die Position der Pyridinylether-Seitenkette
insgesamt signifikant dndert (Abbildung 47). Betrachtet man die ersten Verbindungen 39
und 40 (Tabelle 4), bei denen sich lediglich der Linker zwischen dem Ether und der
Carbonyl-Funktion unterscheidet (Pyridin-2-yl vs. Phenyl), so war mit diesen Inhibitoren

kaum bis keine messbare Hemmung der ATM-Kinase erzielbar.

Tabelle 4: 7-Azaindol- und 4-Azaindol-basierte Inhibitoren.

Verbindung Struktur ATM ICsp [nM]?
N
o) - o)
39 X N 9800
| A\
NT R
© O\/\/ N
40 | N\ N >10 000
NT R
0 =N o)
B \J N/
r \
42 | N 247
N R

f(/N/fo [
50 (I) N\ Y > 10 000

= N \
My
N
=N
/
56 d \J N >10 000
=
<
N
o, =N _o )
\_/ N
57 P N >10 000
PV
N

FRET-basierter Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5 Konzentrationen und 10-
fach Verdiinnungen innerhalb einer Verdiinnungsreihe beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir
weitere Informationen.)

Interessanterweise zeigte die Verbindung 42, die verglichen mit 39 einen zusétzlichen
Bromsubstituenten an Position 5 des Azaindols trigt, eine erheblich bessere Hemmung der

ATM-Kinase. Die Hypothese hierbei lautet, dass der Bromsubstituent die hydrophobe
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Region II (HRII) der Kinase okkupieren konnte, wihrend es den anderen beiden
Verbindungen génzlich an Resten fehlt, die in diese Richtung der Bindetasche ragen. Neben
den 7-Azaindol-basierten Inhibitoren wurden auch 4-Azaindole dargestellt (Tabelle 4), die
einen Methylen-Linker anstatt eines Carbonyl-Linkers trugen. Alle isolierten
Verbindungen in dieser Reihe wiesen jedoch keinerlei Inhibition der ATM-Kinase auf,

sodass diese Substanzklasse nicht weiterverfolgt wurde.

5.3 Inhibitoren auf Basis des Benzimidazol Hinge-Bindungsmotivs

Teilergebnisse der Benzimidazol-basierten Inhibitoren wurden in ,, Dimitrov, T. et al.
Design and Optimization of Novel Benzimidazole- and Imidazo[4,5-b]pyridine-Based ATM
Kinase Inhibitors with Subnanomolar Activities. Journal of Medicinal Chemistry 2023 *
publiziert. Zudem erfolgte eine Patentanmeldung beim Europdischen Patentamt am

22.03.2023 (Application number: EP23163492).

In der Publikation von Guo et al, in der ein zelluldrer In-Cell-Western (ICW) Assay fiir
High-throughput Screenings (HTS) vorgestellt wurde, zeigte der PLKI-Inhibitor
SJ000573017 (Abbildung 48) eine signifikante Off-Target-Aktivitit gegeniiber der ATM-
Kinase mit einem zelluldren ICso-Wert von 0,48 uM.!3%1% Diese Erkenntnis wurde genutzt,
um Inhibitoren mit dem gleichen Benzimidazol-Motiv zu entwerfen, ohne jedoch die
Substituenten der Verbindung SJ000573017 zu iibernehmen, da diese als nicht optimiert
in Bezug auf die ATM-Kinase angesehen wurden. Es wurde angenommen, dass das
Benzimidazol-Motiv eine dquivalente Bindung an die Hinge aufbauen kann, wie es fiir
zahlreiche Chinolin-basierte Inhibitoren bereits postuliert wurde.’*!2%!* Um diese
Hypothese zu iiberpriifen, wurden erste Proof-of-Concept-Inhibitoren ausgehend vom
Benzimidazol-Grundgeriist mit zwei grundlegenden Modifikationen synthetisiert:
Zunichst sollte ein unspezifischer Rest an Position 1 des Imidazols installiert werden.
Dieser soll in Richtung der hydrophoben Region II bzw. der Zuckertasche der ATP-
Bindetasche binden (S2-Seitenkette, Abbildung 48) und zudem durch die N/-Substitution
am Imidazolring eine unerwiinschte Tautomerie eines unsubstituierten Benzimidazols
verhindern, um somit die H-Briicken-Akzeptor-Funktion des N3-Stickstoffes am Imidazol
zu garantieren. Dafiir wurde zunichst ein Phenyl- und ein Cyclohexyl-Rest eingefiihrt,
wobei die synthetischen Bausteine aus einem vorherigen Projekt!¢* bereits als Edukte zur

Verfiigung standen.
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PLK1-Inhibitor .
mit ATM als Off-Target Designkonzept
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Abbildung 48: Design-Konzept der ersten Proof-of-Concept-Inhibitoren. An der Benzimidazol-Grundstruktur
wurde ein unspezifischer lipophiler Rest ,,R* (S2-Seitenkette) installiert, der spdter optimiert wurde und
sowohl in Richtung der hydrophoben Region I als auch angrenzend an der Zuckertasche (Sugar pocket, SP)
binden sollte. Zudem wurden bekannte hochspezifische Seitenketten S1 eingefiihrt, die im in silico Modell
verschiedene Wechselwirkungen in Richtung des katalytischen Lysins (K2717) und der Aspartat-reichen
Region der Backpocket eingehen kénnen, welche die hydrophobe Region I der ATM-Kinase umgeben
(vergleiche Abbildung 6).

Auf der anderen Seite sollten in Position 6 des Benzimidazolrings bereits bekannte Reste
installiert werden, die hochspezifisch in Richtung der Backpocket binden konnen (S1-
Seitenkette). Der erste Rest ist dabei die N,N-Dimethyl-3-(pyridin-2-yloxy)propan-1-amin-

Seitenkette, die bereits von AstraZeneca beschrieben wurde.!?’

S1 = N,N-Dimethyl-3-(pyridin- S1 = 1-(2-(Dimethylamino)ethy!l)
2-yloxy)propan-1-amin -3-phenylharnstoff

Abbildung 49: Schematische Wechselwirkungen der beiden S1-Seitenketten. Die Seitenkette in Abb. A wurde
von AstraZeneca beschrieben, wohingegen die Seitenkette in Abb. B innerhalb der Chinolin-basierten
Inhibitoren im Arbeitskreis von Prof. Stefan Laufer entwickelt wurde (siehe Kapitel 5.1).12%1%8

Dabei fungierte der Pyridinring zusammen mit der Ether-Funktion im in silico Model als
H-Briickenakzeptor gegeniiber dem Lysin K2717, wihrend das terminale Amin in
protonierter Form eine ionische Wechselwirkung innerhalb der Aspartat-reichen Region
der Bindetasche aufbauen konnte (Abbildung 49).'*8 Als zweite Seitenkette wurde der 1-

(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-phenylharnstoff-Rest eingesetzt (welcher bereits im Kapitel
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5.1 im Rahmen der Chinolin-basierten Inhibitoren besprochen wurde). Dieser hat den
Vorteil, dass die Harnstoff-Funktion tiiber die NH-Gruppen potenziell zusétzliche
Wasserstoffbriickenbindungen in Richtung D2525 aufbauen kann (Abbildung 49).148

Die isolierten Inhibitoren wurden (dquivalent zu den Inhibitoren aus den vorherigen
Kapiteln) innerhalb eines FRET-basierten Enzymassays bei der Firma Reaction Biology

getestet, der in den folgenden Kapiteln als ,,primédrer Assay* (ICso") bezeichnet wird.

Betrachtet man die ersten synthetisierten Inhibitoren 58 bis LS-13 in Tabelle 5, so zeigte
die deutlich flexiblere Cyclohexyl-Seitenkette in 58 mit einem ICso' von 283 nM die
geringste Aktivitéit. Die beiden Inhibitoren 59 und LS-13, die jeweils unterschiedliche S1-
Seitenketten tragen, flihrten verglichen mit 58 zu einer hoheren und untereinander
dhnlichen Aktivitit. Ausgehend von den ersten Ergebnissen wurde die Harnstoff-basierte
Seitenkette aufgrund der einfachen Synthese und der einfachen Derivatisierbarkeit fiir die

Entwicklung weiterer Inhibitoren gewéhlt.

Tabelle 5. Erste Inhibitoren basierend auf dem Benzimidazol-Grundgeriist.

Verbindung Struktur ATM ICs' [nM]?

|
Q Napr O~ NS
58 \ P 283
N
|
N\ OV\/N\
59 9 | 66

&
N
\/\N/
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LS-23* \ O \g/ | 2026
Q CI
N
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Verbindung Struktur ATM ICs' [nM]*
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FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnung innerhalb einer Verdiinnungsreihe beginnend mit 10 uM, n = 1.
(Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.) *Inhibitoren mit dem Kiirzel ,, LS wurden innerhalb der
Masterarbeit von Lennart Seidel dargestellt, welche unter meiner Mitbetreuung gefertigt wurden.'

Der in silico Bindungsmodus der Verbindung L.S-13 ist in Abbildung 50 dargestellt. Dabei
zeigte vor allem der S1-Rest zahlreiche Wechselwirkungen und bildete ausgehend vom
Harnstoff eine H-Briicke gegeniiber dem Lysin (K2717) und parallel zum Aspartat (D2725)
aus, wohingegen das terminale Amin eine attraktive ionische Wechselwirkung zum
Aspartat D2889 des DLG-Motivs aufbauen konnte. Neben der Verbindung LS-13 sollte
auch die Positionierung des Phenyl-Restes iiberpriift werden. Dazu wurde dieser Rest mit
einem Benzyl-Rest in LS-23 substituiert (Tabelle 5). Der eingefiihrte CHz-Spacer zwischen
dem Hinge-Bindungsmotiv und der S1-Seitenkette fiihrte zu einem erheblichen
Aktivititsverlust (ICso' > 2 uM), sodass dieser Ansatz innerhalb des Projektes nicht
weiterverfolgt wurde. Zudem wurde die Bedeutung des Harnstoffs als H-Briicken-Donor
(HBD) iiberpriift, indem die Stickstoffe in den Verbindungen 66 und 67 N-methyliert
wurden (Tabelle 5). Dabei ist deutlich ersichtlich, dass eine einfache Methylierung bei der
Verbindung 66 nur duferst schlecht toleriert wurde, wohingegen die doppelte Methylierung
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im Falle von 67 zu keiner messbaren Aktivitit innerhalb des Assays fiihrte. Spétere
Inhibitoren konnten zeigen (siche Tabelle 14 und Tabelle 15), dass nicht unbedingt die

Absenz der H-Briicken-Donoren fur diesen Aktivitidtsabfall ursiachlich ist.

S —D2721

Abbildung 50: Bindungsmodus der Verbindung LS-13 (beige). Die Erstellung des Modells wurde innerhalb
der Publikation I'*® beschrieben und von Thales Kronenberger durchgefiihrt. Tiirkis: Hinge-Bindungsregion,
orange: Gatekeeper-Aminoscure (L2767), griin: G-rich Loop, blau: aC-Helix, violett: DLG-Motiv.>
Visualisierung mit PyMol.”

Eine Moglichkeit konnte eine unvorteilhafte cis,cis-Konformation des N-methylierten
Harnstoffs darstellen.!®” Dies konnte retrospektiv in einem in silico Experiment bestatigt
werden. Dazu wurde zunidchst eine Simulation mit dem MMFFs-Algorithmus!'®®
durchgefiihrt, die eine Konformationsinderung zeigte. Zudem wurde mit dem ,,OM
Conformer and Tautomer Predictor ein zweites in silico Experiment von Dr. Thales
Kronenberger durchgefiihrt, dessen Ergebnis in Abbildung 51 aufgefiihrt ist. Dabei zeigte
die Verbindung LS-13 die angestrebte trans,trans-Konformation, die in Abbildung 50 zu
sehen ist, wohingegen die Verbindung 67 primér in der ungiinstigen cis,cis-Konformation

vorlag.

Die Rigidisierungsstrategie, welche in der Verbindung 68 umgesetzt wurde, fiihrte
ebenfalls zu einem kompletten Aktivititsverlust. Dabei konnte gegebenenfalls eine
Interaktion mit den Aspartat-Resten der Bindedomine nicht mehr mdglich sein. Zudem

konnten ungiinstige lipophobe Interaktionen eine Rolle spielen.

Als letzter Vertreter in dieser Reihe wurde 114 synthetisiert. Mit den drei angebrachten

Methoxygruppen sollte iiberpriift werden, ob es zu einem Aktivititsabfall aufgrund
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sterischer Einschrankungen in der Bindetasche kommt. Da dieser Inhibitor de facto die
gleiche Aktivitdt verglichen mit der Mutterverbindung LS-13 aufwies, folgten zahlreiche
Modifikationen an dem Phenyl-Rest der S2-Seitenkette.

Haufigkeit der Konformation innerhalb der Boltzmann-Population

LS-13

66

67

Abbildung 51: Berechnete Konformationen der Verbindungen LS-13, 66 und 67. Dabei liegen die
Verbindungen 66 und LS-13 in der angestrebten trans,trans-Konformation vor, wihrend die Verbindung 67
die ungiinstige cis,cis-Konformation annimmt. (QM Conformer and Tautomer Predictor, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2021, durchgefiihrt von Dr. Thales Kronenberger.)

5.3.1 Primire SAR-Studien der Benzimidazol-Inhibitoren

Zundchst wurden zahlreiche, synthetisch einfach zugidngliche Reste an der Phenyl-
Seitenkette (S2) in ortho-, meta- und para-Position installiert (Tabelle 6). Innerhalb der
ortho-Substitutionen in LS-24 und 113 war der sterisch weniger anspruchsvolle Fluor-
Substituent mit einem Hemmwert von 78 nM aktiver als der Methoxy-Rest in 113

(197 nM).
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Tabelle 6: Primdre Modifikationen der S2-Seitenkette.

Verb. R= ICso' [nM]*  Verb. R= ICso' [nM]?
H,N
LS-13*
(Ausgangs- 60 96 42
verbindung)
O/
LS-24% Q 78 LS-07* Q 35
F
Cl
113 Q 197 FM-987+ Q <1
=0
Br
HoN
105 71 FM-992+ 3
/O
LS-14* 31 115 16
F
LS-10* Q 75

FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.) *Inhibitoren mit dem Kiirzel ,,LS* wurden innerhalb der Masterarbeit von Lennart Seidel
dargestellt, welche unter meiner Mitbetreuung gefertigt wurde.!® Verbindungen mit dem Kiirzel ,, FM*“
wurden von Dr. Michael Forster, der als Postdoktorand am Projekt beteiligt war, synthetisiert.

Eine Aminogruppe in meta-Position (105) fiihrte im Vergleich zu der Ausgangsverbindung
LS-13 zu keinem Aktivititsvorteil, wohingegen ein m-Methoxy-Rest (LS-14) eine leicht
erhohte Potenz aufweisen konnte. Die para-Positionierung der Reste in den Verbindungen
LS-10, 96 und LS-07 zeigte eine leichte Praferenz fiir den Amino- und Methoxy-Rest
gegeniiber dem Fluor. GréBere Halogene in den Inhibitoren FM-987 und FM-992 fiihrten
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zu einer deutlich erhohten Aktivitit im einstelligen nanomolaren Bereich fiir den Brom-
substituenten und im subnanomolaren Bereich fiir FM-987 (Chlorsubstituent), wobei die
Auflosungsgrenze des Assays unterschritten wurde. Die letzte Modifikation innerhalb
dieser Reihe war der alicyclische Rest in Verbindung 115, der in einen ICso'-Wert von

16 nM resultierte.

Ausgehend von den ersten Struktur-Wirkungsbeziehungen in Tabelle 6 wurden weitere
para-substituierte Derivate mit modifizierten S2-Resten synthetisiert, die sich formal in
anilinische- und nicht-anilinische Derivate (bzw. 96-Derivate und nicht-96-Derivate)
einteilen lassen (Tabelle 7). Betrachtet man den Inhibitor 97 (Tabelle 7), so war zu
beobachten, dass der eingefiihrte Acetanilid-Rest einen Aktivitdtsvorteil gegeniiber der
Ausgangsverbindung 96 aufwies. Die Verbindungen 98 und 129 wurden urspriinglich
synthetisiert, um synthetische Liicken innerhalb einer SAR-Studie zu fiillen, bei der in einer
projektzugehorigen Masterarbeit eine Reihe an p-substituierten Aniliden dargestellt
wurden. Eine retrospektive Analyse der NMR-Spektren zeigte jedoch, dass die
urspriinglichen Verbindungen innerhalb dieser Masterarbeit meta- und nicht para-
substituiert waren. Bei den Verbindungen 98 und 129 war insgesamt zu erkennen, dass
groflere aliphatische Reste tendenziell zu einem Abfall der Aktivitét gegeniiber 97 fiihrten.
Das Methoxyacetanilid 101 konnte im Gegensatz dazu einen kleinen Aktivitdtsvorteil
gegeniiber 97 zeigen und wies innerhalb der 96-Derivate mit einem ICso'-Wert von 10 nM
die hochste Aktivitit auf. Mit der Betrachtung der Sulfonamide 99 und 100 zeichnete sich
ab, dass das Methansulfonsdureamid eine dhnliche Potenz wie das Acetanilid 97 ergab,
wohingegen das Cyclopropylsulfonsdureamind 100 eine leicht erhohte Aktivitét
prisentierte. Die alicyclische Verbindung 102 brachte mit einem ICso'-Wert von 25 nM
keinen Aktivitatsvorteil durch die Einfiihrung des Piperidin-Restes. Die Aktivitét sank mit
dem Morpholin-Rest in 103 (ICso' = 110 nM) deutlich, doch dieser Aktivititsabfall wurde
durch die Verbriickung des Morpholinrings zum  (1R,4R)-2-Oxa-5-azabi-
cyclo[2.2.1]heptan-Rest weitestgehend aufgehoben (FM-1000, ICso' = 45 nM). Neben den
Derivaten der Verbindung 96 wurden eine Reihe weiterer cyclischer Reste in para-Position

eingefiihrt (Tabelle 7, rechts).
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Tabelle 7: Weitere para-Substitutionsmuster an der S2-Seitenkette. Verbindungen 97 bis FM-1000 (links)
lassen sich formal in anilinische-Derivate und 122 bis 104 (rechts) in nicht-anilinische-Derivate unterteilen.

R

Verb. R= ICso' [nM]? Verb. R= ICs' [nM]?
Anilinische Derivate Nicht-Anilinische Derivate
5
97 NH 18 122 89
e
o
98 NH 30 121%* 4
e
(0]
129 NH 67 LS-48* <1
e
0] =
101 0/ ~NH 10 FM-994* 0 3
/ ,)»-"
'(l) =
99 ~S~NH 22 FM-993+* s 1
0] A,«'
N i
100 $-NH 12 104+ l} <1
(0] ,,,lv" )«"‘
102%* Q 25
D
O
103 <\;> 110
e
(0]
FM-1000* t N; 45
e

FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5 Konzen-
trationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.) *Inhibitoren mit dem Kiirzel ,, LS wurden innerhalb der Masterarbeit von Lennart Seidel
dargestellt, welche unter meiner Mitbetreuung gefertigt wurde.!® Verbindungen mit dem Kiirzel ,, FM*“
wurden von Dr. Michael Forster, der als Postdoktorand am Projekt beteiligt war, synthetisiert. **Die HPLC-
Reinheit lag bei den markierten Inhibitoren zwischen 91,5-95 %.
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Im Hinblick auf die Verbindungen 122 bis LS-48 war zu beobachten, dass die Inhibition
der ATM-Kinase mit rigideren Resten zunahm (Cyclohexyl < Cyclohexenyl < Phenyl),
wobei LS-48 eine attraktive subnanomolare Aktivitit zeigen konnte. Die Einfiihrung
verschiedener Heterocyclen in den Verbindungen FM-994, FM-993 und 104 fiihrte
verglichen mit 121 und LS-48 zu &hnlichen Aktivititen (Furan-2-yl- < Thiophen-2-yl <
Imidazol-1-yl-). Des  Weiteren wurden neben den verschiedenen para-
Substitutionsmustern der S2-Seitenkette in Tabelle 7 auch eine Reihe an meta-

Substitutionsmustern untersucht (Tabelle 8).

Tabelle 8: Weitere meta-Substitutionen an der S2-Seitenkette.

Verb. ICs' [nM]*  Verb. R= ICso! [nM]?

R=
LS-35% 3\\; 14 112 S \;{ <1

H H
106 —~ N\; 1 128 s’N\f 2

- N
108 7 109 o 62
- /\\g 7( \\g
H
H N\ff
o, N

110 ;S\\O\f <1 107 Q/\\g 41

H
111 O“S’\N\?g <1

FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.) *Inhibitoren mit dem Kiirzel ,, LS wurden innerhalb der Masterarbeit von Lennart Seidel
dargestellt, welche unter meiner Mitbetreuung gefertigt wurde.'®

120



Biologische Evaluation und Diskussion

Dabei wurden primédr Abkommlinge der Verbindung 105 hergestellt (mit Ausnahme von
LS-35). Im Hinblick auf die Verbindungen LS-35, 106 und 110 war zu beobachten, dass
die Aktivitit in der Reihe m-Ac < m-NHAc¢ < m-NHMs steigt, wobei der ICso'-Wert im
Falle von 110 im subnanomolaren Bereich lag. GroBere aliphatische Reste am Sulfonamid
in den Verbindungen 111 und 112 zeigten keine detektierbaren Aktivitdtsunterschiede. Erst
mit der Einfiihrung des nPr-Restes in 128 konnte eine leichte Abschwichung der Aktivitat
konstatiert werden (ICso' = 2 nM). Im Gegensatz zu den p-Derivaten in Tabelle 7 (97 und
101) inhibierte das Methoxyacetanilid 108 die ATM-Kinase geringfiigig schlechter als das
Acetanilid 106.

Der vorletzte Inhibitor in dieser Reihe war die Verbindung 109, die als Boc-geschiitztes
Anilin eine synthetische Vorstufe darstellt. Obwohl die Hemmung nicht sonderlich hoch
war (ICso' = 62 nM), zeigte dieser Inhibitor mit seiner Aquipotenz im Vergleich zur
Mutterverbindung 105, dass die sterisch anspruchsvolle Boc-Schutzgruppe keinen
Aktivititsverlust verursachte und von der Bindetasche akzeptiert wurde. Als weiterer
sterisch anspruchsvoller Rest wurde das Phenylessigsdureamid in 107 erprobt, welches

unwesentlich aktiver als 109 war.

Ausgehend von den Struktur-Wirkungsbeziehungen, die bis zu diesem Punkt abgeleitet
werden konnten, kristallisierten sich zwei Hauptgruppen heraus, die weiter beleuchtet und
optimiert werden sollten (Abbildung 52). Dabei handelte es sich zum einen um die
Sulfonamidgruppe basierend auf 110 und zum anderen um die Biphenylgruppe basierend
auf der Verbindung L.S-48. Bevor weitere Modifikationen vorgenommen wurden, sollten
diese beiden Klassen zunichst tiefgreifender charakterisiert werden. Neben einem
angepassten enzymatischen Assay wurde die zelluldre Aktivitit auf humane A549-Zellen
(Lungenadenokarzinomzellen) liberpriift, begleitet von frithen in vitro und in vivo DMPK-
Versuchen (Drug Metabolism and Pharmacokinetics), einer Selektivitétstestung innerhalb
der PIKK-Familie und dariiber hinaus einer Kinom-Selektivitdt iiber einen DSF-Assay
(Differential scanning fluorimetry assay). Die Anpassung des enzymatischen HTRF-
basierten Assays erfolgte durch eine Adjustierung des Konzentrationsbereiches, um eine
hohere Auflosung bei niedrigen ICso-Werten zu erlauben (gekennzeichnet durch ICso',
sekundérer Assay). Betrachtet man die Ergebnisse dieses sekundédren Assays in Tabelle 9,
so liegen die ICso-Werte fiir die Inhibitoren 110, 112 und LS-48 im einstelligen
nanomolaren Bereich. Um die zelluldre Aktivitét dieser ersten Verbindungen zu evaluieren,

wurde der In-Cell Western Assay (ICW) von Guo et al. in modifizierter Form angewendet
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(durchgefiihrt von Athina Moschopoulou, siehe Kapitel 4.2.1). In diesem Assay wurde der
Doppelstrangbruch-induzierende Topoisomerase-II-Inhibitor Etoposid verwendet, um den
ATM-Signalweg zu aktivieren. Gemessen wurde die Phosphorylierung des ATM-

Downstream-Targets KAP1.138:148

2
g NN
| LT
o
|
5 ¢ °
k N Ls-13
E |C50= 60 nM
f Biphenyl-Gruppe ) Sulfonamid-Gruppe )

|
o

erste SARs

LS-48 110
ICso < 1nM ICso < 1nM

~ SN N (¢)
N\[Or ! <\N

el g
S. -
/ \O O \n/ \/\,il
N
< O
N Hybridmolekdil

144

| Parallele Optimierung beider Gruppen |

Abbildung 52: Innerhalb der ersten SAR-Studien (ausgehend von LS-13) wurden die Verbindung LS-48 und
die Sulfonamid-basierten ATM-Inhibitoren (einfachheitshalber nur 110 abgebildet) identifiziert. Beide
Gruppen sollten parallel optimiert werden. Dariiber hinaus wurde der Hybridinhibitor 144 synthetisiert,
welcher beide Strukturmotive aufweist (Methansulfonsdureamid-Motiv aus 110 und der Biphenyl-Rest aus
LS-48).

Das Biphenyl-Derivat LS-48 zeigte eine moderate zelluldre Aktivitit mit einem ICso'“W-
Wert von 0,63 uM (Tabelle 9). Innerhalb der Sulfonamide fiihrte 110 zu einem deutlichen
Aktivitdtsabfall im Vergleich zu 111 und 112. Der genauere Aktivititsunterschied war
jedoch zunéchst lange Zeit unklar, da zum Teil keine eindeutigen sigmoidalen Kurven
innerhalb des ICW-Assays generiert werden konnten. Aus diesem Grund wurde der Mesyl-
Rest der Verbindung 110 zundchst in zahlreichen nachfolgenden Verbindungen

beibehalten.
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Tabelle 9: ATM-Hemmaktivitit am isolierten Enzym (sekunddirer Assay, ICs". links) und im zelluléiiren System
(ICW-Assay, ICWso'7). Off-Target-Selektivitiit (innerhalb der PIKK-Familie) als Restaktivitiit ausgewdihlter
Inhibitoren bei 1 uM (rechts).

Inh. ICs" [nM]* ICso!¥ [uM]® Off-Target-Restaktivitiit bei 1 pMe
L.S-48 5,8 0,63
(0,526 - 0,745) 100 %
110 3,7 11 .
(7.6-17) o
111 - 0,61 50 %
(0,37 -1,04)
112 1.4 0,36 2%
(0,25-0,53) a4 3 0%
144 0,79 0,26
0,17-0,39) ATR mTOR DNA-PK

“FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt bei Eurofins mit 5 Konzentrationen, 4-fach
Verdiinnung beginnend bei 0,1 uM. Eurofins ATM-Kinase-Assay (n = 2). "ICW-Assay, durchgefiihrt von
Athina  Moschopoulou, grau in Klammern: CI 95 %. ¢Selektivititsdaten wurden bei Eurofins
KinaseProfiler™ durchgefiihrt, n = 2. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Neben den getesteten Verbindungen beider Inhibitorgruppen wurde zudem das
Hybridmolekiil 144 synthetisiert, welches sowohl das Sulfonsdureamid-Motiv aus 110 als
auch den Biphenyl-Rest aus LS-48 trigt (Abbildung 52). Dieser Inhibitor zeigte am
isolierten Enzym ebenso wie auf zelluldrer Ebene eine erhohte Potenz im Vergleich zu den
beiden Muttersubstanzen. Zusétzlich wurden auch die Selektivititen innerhalb der
verfiigbaren PIKK-Kinasen bei 1 pM Inhibitorkonzentration gemessen (Tabelle 9,
Heatmap). Bei keiner der Verbindungen konnte eine Hemmung der ATR-Kinase
festgestellt werden. Im Fall der mTOR-Kinase wies LS-48 die hochste Selektivitdt mit
93 % Enzymrestaktivitdt auf, wohingegen das Sulfonamid 110 zu einer deutlichen
Hemmung fiihrte, die sich mit 112 noch weiter verstirkte. Das Hybridmolekiil 144
prasentierte mit 44 % mTOR-Restaktivitit ein vergleichbares Ergebnis. Gegeniiber der
DNA-PK zeigten alle Inhibitoren grundsétzlich die geringste Selektivitéit, dennoch wies
das Biphenyl LS-48 auch hier mit groBem Abstand die geringste Hemmung im Vergleich
zu den anderen Inhibitoren auf. 110 und 112 hemmten die DNA-PK mit nahezu 90 %,
wohingegen das Hybridmolekiil 144 zu einer vollstindigen Hemmung bei 1 pM fiihrte und
insgesamt nicht die hohe Selektivitit der Ausgangsverbindung LS-48 beibehalten konnte.
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Neben der Evaluierung beider Inhibitorgruppen in Tabelle 9 wurde die murine
mikrosomale Stabilitdt der Inhibitoren 110 und LS-48 gepriift (Abbildung 53). Das
Biphenyl-Derivat LS-48 wies dabei eine hohere Stabilitdt mit 63 % Restsubstanz nach 120
Minuten gegeniiber 43 % fiir das Sulfonamid 110 auf und lag damit in der gleichen
GroBenordnung wie die mitgetestete Referenzverbindung AZDO0156 (66 % nach 120
Minuten). Sowohl fiir die Benzimidazole als auch fiir das Chinolin-Derivat AZD0156
konnte jeweils ein Hauptmetabolit beobachtet werden, der in allen Féllen die Masse m/z =
[M+16] (ESI-MS) zeigte, was mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine Oxidationsreaktion
spricht. Es wurde angenommen, dass es sich um eine N-Oxidation des terminalen
Dimethylamin-Restes iiber die Flavin-haltige Monooxigenase (FMO) handelt, da diese
Phase-I-Reaktion fiir die Referenzverbindung AZDO0156 beschriecben wurde.'?
AstraZeneca konnte den entsprechenden Metabolit der Verbindung AZD0156 iiber eine

biokatalytische Oxidationsreaktion isolieren und charakterisieren.
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Abbildung 53: Mikrosomale Stabilitit (in murinen Lebermikrosomen) der Verbindung 110 und LS-48
innerhalb von 120 Minuten. Fiir beide Inhibitoren wurde jeweils ein Hauptmetabolit mit der Masse m/z =
[M~+16] (iiber ESI-MS) gefunden. In Klammern: Quantitit nach 120 min. Die Testung wurde von Mark
Kudolo durchgefiihrt. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Zusitzlich zu der PIKK-Selektivitidt konnte die Kinomselektivitdt von 110 und LS-48
innerhalb eines DSF-Assays mit 97 Kinasen bestimmt werden (Abbildung 54). Der
Inhibitor 110 erwies sich insgesamt als deutlich promiskuitiver als LS-48. Die Verbindung
LS-48 zeigte trotz der hoheren Lipophilie eine unerwartet gute Selektivitét, die insgesamt

mit der Referenzverbindung AZD0156 vergleichbar war.!4
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"lllustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. (www.cellsignal.com)" “lllustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. (www.cellsignal.com)"

Abbildung 54: Kinom-Screen der Verbindungen LS-48 (4) und 110 (B) innerhalb des DSF-Assays. Der pan-
Kinaseinhibitor Staurosporin wurde als Kontrolle verwendet, Negativkontrolle: DMSO. Blaue Punkte zeigen
getestete Kinasen ohne relevante Bindung (AT» < 2 °C). Potenzielle Off-Targets sind als orangene Punkte
aufgefiihrt. Die kleineren orangenen Punkte zeigen dabei AT, > 2 °C und die groferen fiir AT > 5 °C. Das
Experiment wurde von Martin Schwalm (Arbeitskreis Prof. Stefan Knapp, Frankfurt) durchgefiihrt.!*® Die
Visualisierung erfolgte mit KinMap.'* (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Mit Fokus auf die Diskrepanz zwischen enzymatischer und zelluldrer Aktivitdt beider
Inhibitorklassen und im Hinblick auf die héhere Lipophilie der Verbindung LS-48 wurden

im weiteren Verlauf beide Inhibitorgruppen parallel optimiert.

5.3.2 Modifikationen der Biphenyl-Inhibitoren

Vor der weiteren Derivatisierung der Biphenyl-Inhibitoren wurde zusitzlich zu den oben
genannten DMPK-Experimenten die murine Pharmakokinetik der Inhibitoren LS-48 und
144 evaluiert (Abbildung 55). Der Hybridinhibitor 144 erreichte mit einer maximalen
Blutkonzentrationen (Cmax) von 0,42 uM einen Wert, der nur leicht iiber den zelluldren
ICso-Wert lag (ca. 1,6-fach). Die Cnax von LS-48 lag mit 0,15 uM dagegen deutlich unter
dem zelluldren ICs'“W-Wert von 0,63 uM, weshalb eine ausreichende Hemmung der
ATM-Kinase bei dieser oralen Dosierung als unwahrscheinlich angesehen wurde. An
dieser Stelle ist jedoch zu beachten, dass es sich bei der Applikation um so genanntes
,Cassette-Dosing* handelt. Wenngleich diese Methode einige Vorteile bietet (z.B. aus

ethischer Sicht, da weniger Tiere bendtigt werden), sind dabei auch potenzielle Nachteile
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zu beachten: Interaktionen zwischen mehreren Inhibitoren, welche die Absorption, die
Verteilung, den Transport, den Metabolismus oder die Elimination betreffen, konnen bei

dieser Methode nicht ausgeschlossen werden.?°
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Abbildung 55: Murine Pharmakokinetik der Verbindungen LS-48, 144 und 166 (aus Tabelle 12) bei einer
Dosierung von 10 mg/kg p.o. Die Testung wurde bei Pharmacelsus durchgefiihrt, n = 3. (Siehe Kapitel 4 fiir
weitere Informationen.)

Obwohl die Verbindung 144 teilweise gute Ergebnisse lieferte, war sowohl die geringe
Selektivitit gegeniiber der DNA-PK (und ferner mTOR) als auch das relativ hohe
Molekulargewicht (> 560 Da) nicht optimal. Zudem wurde die erzielte maximale

Blutkonzentration relativ zum zelluldren ICso'¢V

-Wert als insgesamt zu niedrig angesehen.
Hinzu kam die aufwindigere Synthese der Verbindung 144, weshalb diese hybride
Inhibitorklasse nicht weiterverfolgt wurde und sich die folgenden Biphenyl-Inhibitoren

ausschlieBlich von der Verbindung LS-48 ableiten.

5.3.2.1 Modifikationen der S2-Seitenkette der Biphenyl-basierten Inhibitoren
Ausgehend von LS-48 sollte zunichst die S2-Seitenkette (= Biphenyl-Rest) derivatisiert

werden, indem verschiedene Fluor-, Nitro- und Methoxy-Substitutionsmuster eingefiihrt

wurden (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Modifikationen des Biphenyl-Motivs.

R

IC 5 0II IC 5 0II
Inh. R= Inh. R =
" [nM]* " [nMJ*
LS-48 O.N
(Ausgangs- 5,8 155 4.8
verbindung)

149

150

151
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17 157

by

F
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F

Q y
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14 159 FQ 25
\
O

6.4 160 /OQ 23

7,1 161*
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O

4.4
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9,3
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“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei 1 uM (n = 2, *n = 1 fiir 161). (Siehe Kapitel 4
fiir weitere Informationen.)
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Durch die Einfithrung des Monofluor-Substitutionsmusters in den Verbindungen 149 bis
151 konnten leicht hohere ICso''-Werte im Vergleich zu LS-48 im Bereich zwischen 14 und
17 nM und ohne Priferenz fiir eine bestimmte Position gemessen werden (Tabelle 10). Die
Methoxy-Analoga 152 bis 154 fiihrten zu niedrigeren, einstellig nanomolaren ICso’-Werten
im Bereich von 6,4 bis 9,3 nM. Auch hier war keine eindeutige Préferenz fiir eine Position
ersichtlich, was sich gleichermallen bei den Difluorbiphenylen (157 bis 159) fortsetzte.
Letztere fithrten zu den schwichsten Hemmaktivititen in der gesamten Reihe. Der
Dimethoxy-Rest in 160 konnte mit einem ICso''-Wert von 2,3 nM die ATM-Kinase stirker
inhibieren als die Monomethoxy-Verbindungen. Mit einem dritten Methoxysubstituent in
161 konnte keine weitere Verbesserung der Hemmung festgestellt werden. Das einzige

Nitro-Derivat 155 zeigte einen Hemmwert von 4,8 nM.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich folgende SARs fiir die S2-Seitenkette
innerhalb dieser Reihe ergeben: Die Hemmung nimmt in der Reihe von -Difluor < -Fluor
< -Methoxy < -Nitro = -Trimethoxy < -Dimethoxy zu. Dabei ist nicht ableitbar, welche
Eigenschaften der Substituenten aktivitdtsbestimmend sind. Die Inhibitoraktivitét ist
hochgradig substituentenabhéngig, jedoch insgesamt unabhéngig von der Substituenten-
position. Trotz der zum GroBteil niedrigen enzymatischen ICso"'-Werte der Verbindungen
aus Tabelle 10 konnte keiner der Inhibitoren im zelluldiren Assay eine bessere Inhibition
im Vergleich zu LS-48 (oder 144) erreichen. Lediglich die Verbindung 161 fiihrte mit

ICW

einem zelluldren ICso'“™ von 106 nM zu einer leichten Aktivititssteigerung, was im

Verhiltnis zur enzymatischen Aktivitdt immer noch eine gro3e Diskrepanz darstellte.

5.3.2.2 Modifikationen der S1-Seitenkette der Biphenyl-basierten Inhibitoren

Weiterfiihrende Strategien wurden erprobt, um die zelluldre Aktivitit der L.S-48-Analoga
zu optimieren. Zum einen wurde mit der Verbindung 165 versucht, die Harnstoft-
Seitenkette zu rigidisieren (Abbildung 56), was allerdings zu einem erheblichen

Aktivitatsverlust fiihrte.
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Abbildung 56: Rigidisierung der Harnstoff-Seitenkette zum Piperazin. (Getestet wie in Tabelle 10
beschrieben.)

Des Weiteren wurde die Substitution der S1-Seitenkette in LS-48 mit der lipophileren
Pyridinylether-Seitenkette in Verbindung 166 (Tabelle 12) getestet (vergleiche Tabelle 5).
Diese Verbindung zeigte mit einem ICso-Wert von 9,9 nM einen Hemmwert in der
gleichen GroBenordnung wie die Ausgangssubstanz L.S-48 auf enzymatischer Ebene (ICso"
= 5,8 nM, Tabelle 6). Der theoretische Ansatz hinter dieser Strategie war die Annahme,
dass die polare Harnstoff-Funktion sich unter Umstdnden negativ auf die Zellpermeabilitit
auswirken konnte.'>” Diese Uberlegung konnte mithilfe von in silico Modellierung gestiitzt
werden (Tabelle 11). Dabei konnte eine sehr gute Permeabilitét fiir 166 kalkuliert werden,
wohingegen sich der Harnstoff-Inhibitor L.S-48 im Vergleich dazu im moderaten Bereich
befand. Die initiale zelluldre Testung des Inhibitors 166 zeigte zunichst eine scheinbar gute
Aktivitdit im ICW-Assay, jedoch folgte die Dosis-Wirkungs-Kurve keinem eindeutigen
sigmoidalen Trend. Nichtsdestotrotz wurde die Verbindung 166 pharmakokinetisch im
Mausmodell untersucht (Abbildung 55, Seite 126) und flihrte mit Cpmax von 1,54 uM zu
einem circa 10-fach hheren Wert im Vergleich zur Verbindung L.S-48 bei gleicher oraler

Dosierung. Eine spitere Reevaluation des zelluldren 1Cso"“V

-Wertes mit angepasstem
Konzentrationsbereich zeigte, dass die urspriingliche Annahme der deutlich hoheren
Aktivitit falsch war und der Inhibitor 166 mit einem ICso'“V-Wert von 0,61 uM nicht
nennenswert potenter auf A549-Zellen als die Ausgangsverbindung L.S-48 (Tabelle 11) ist.
Zwar befand sich die maximale Blutkonzentration des Inhibitors 166 iiber dem ICso'“W-

Wert, trotzdem wurde dieser Wert insgesamt als nicht ausreichend hoch erachtet.
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Tabelle 11: QikProp-Kalkulationen und ICW-Assay.

QPPCaco [nm/sec]? Q[I;Ir;l\//ggc(]:g( ICs50"% [uM]°
0,63
LS-48 217 148 053075
0,61
166 1082 596 (0,46 — 0,80)

“Durchgefiihrt mit QikProp, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2022. Werte > 500 gelten als sehr gut; Werte
< 25 als schlecht. "ICW-Assay, durchgefiihrt von Athina Moschopoulou, in Klammern: CI 95 %.

Als weitere Modifikationen wurden rigidere Varianten der S1-Seitenkette aus 166 erprobt.
Dazu wurde der endstindige Dimethylaminopropyl-Rest mit einem 2-(1-Methylpyrrolidin-
3-yl)methoxy-Rest in 168 substituiert, wobei jedoch ein deutlicher Riickgang der Aktivitét
zu sehen war (ICso"! = 66 nM, Tabelle 12). Das Konstitutionsisomer 169 fiihrte zu einem
noch stirkeren Aktivititsverlust, sodass diese Strategie als nicht zielfiihrend angesehen

wurde.

Tabelle 12: Alternative S1-Seitenketten (= R).

Verb. = IC50H [nM]?

N (@) N
166 ‘q/ﬂl¢jI/ i 9,9
=

168 | 66
X
vo L0
169 “ N 333
X

“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivitiitsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei 1 uM, n = 2. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)
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5.3.2.3 Modifikationen des Hinge-Bindungsmotivs der Biphenyl-Inhibitoren

Als weitere Modifikation der Biphenyl-Reihe wurde ein abgewandeltes Hinge-
Bindungsmotiv erprobt, wobei die Benzimidazol-Grundstruktur durch ein 3H-Imidazo[4,5-
b]pyridin substituiert wurde (Tabelle 13). Es wurden dabei jeweils zwei S1-Reste (R?) mit
drei S2-Seitenketten (R') kombiniert. Bei der Gegeniiberstellung beider S2-Reste (R?) ist
zu erkennen, dass die Harnstoff-basierten Inhibitoren 173 bis 177 in allen Féllen tendenziell
hohere Aktivitdten als die dquivalenten Verbindungen 172 bis 175, die die Ether-basierte
Seitenkette tragen, aufweisen konnten. Vergleicht man die 3H-Imidazo[4,5-b]pyridine mit
den Benzimidazol-Analoga, so hemmte 174 die ATM-Kinase in dhnlichem Mafle wie die
Muttersubstanz 166 (Tabelle 12). Im Gegensatz dazu zeigten die Verbindungen 176 und
177 marginal bessere Hemmwerte als ihre Benzimidazol-Analoga LS-48 (ICso"" = 5,8 nM)
und 154 (ICso" = 9,3 nM). Mit der Verbindung 178 (Tabelle 13) wurde neben 161 (Tabelle
10) ein weiteres Trimethoxybiphenyl-Derivat getestet, allerdings zeigte sich hier ein

leichter Aktivitétsriickgang mit einem ICso"f von 17 nM (im Vergleich zu 4,4 nM fiir 161).

Trotz weitreichender Modifikationen, die ausgehend von LS-48 durchgefiihrt wurden,
konnte kein attraktiver Zuwachs der zelluldren Aktivitéit innerhalb der Biphenyl-basierten
Inhibitoren erzieht werden. Zwar konnten die Verbindungen 144 und besonders 166 als
Inhibitoren mit guten pharmakokinetischen Eigenschaften identifiziert werden, allerdings
wurde die maximale Blutkonzentration relativ zu den zelluliren Hemmwerten als nicht
ausreichend erachtet. Insgesamt war die Diskrepanz von enzymatischem und zellulirem
Hemmwert innerhalb aller Biphenyl-Inhibitoren unverhéltnismiBig grofl, wobei die
genauen Griinde hierfiir nicht abschlieend geklirt werden konnten. Grundsétzlich kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Lipophilie dieser Reihe zu hoch war oder dass es
sich um ein zelllinienspezifisches Phanomen handelt. Auch andere Faktoren, wie eine
Beteiligung von Effluxpumpen, wiren denkbar. Aufgrund der durchgehend

unzureichenden zelluldren Hemmwerte wurde diese Inhibitorklasse nicht weiterverfolgt.
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Tabelle 13: Erprobung des abgewandelten Hinge-Bindungsmotivs (3H-Imidazo[4,5-b]pyridin).

R?
NN R?
Al
Verb. R!= R = ICso" [nM]*
|
cl Nap O NS
172 166
SN S
N O~ N
174 Q \(Ej/ NNV 11
=
O/ |
N (0] N
175 Q | N O IN 10
=
NN
Cl \n/ ~">N7
173 . \(@ T | 58
~ >\~
176 Q \(©/ g N 2,2
0o
/
) NN
~ >\~
177 Q \(@ T N 2,1
(0]
o 5 |
N O\/\/N
178 /OQ \(Ej b 17
=

“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivitiitsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei 1 uM, n = 2. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)

5.3.3 Optimierung der Sulfonamid-basierten Inhibitoren

Neben dem Ziel, die enzymatische Hemmung dieser Substanzklasse weiter zu verbessern,

lag der Fokus auf der Verbesserung der zelluldren Aktivitit. Der GroBteil der verschiedenen
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Modifikationen, die an dieser Inhibitorgruppe durchgefiihrt werden sollten, sind in der

Abbildung 57 zusammengefasst.

NH-Maskierung Modifikationen
der Harnstoff-Funktion

Rigidisierung
und pKs-Modulation

e — |
Derivatisierung Modifikationen
des Hinge-Bindungsmotivs des Phenyllinkers

Abbildung 57: Ubersicht der wichtigsten Konzepte der Modifikationen der Sulfonamid-basierten ATM-
Kinase Inhibitoren.

5.3.3.1 Modifikationen der 1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-phenylharnstoff-
Seitenkette (S1-Seitenkette)

Zundchst wurden die Struktur-Wirkungsbeziehungen der basischen S1-Seitenkette
evaluiert, die im in silico Modell zahlreiche Wasserstoftbriickenbindungen ausgehend vom
Harnstoff sowie eine ionische Wechselwirkung mit dem terminalen Amin ausbildete
(Abbildung 50). Dazu wurde die Aktivitdt der synthetischen Vorstufe 180 {iberpriift, bei
der ein Grofteil der Seitenkette fehlt (Abbildung 58). Die Verbindung 180 fiihrte zu einem
substanziellen Potenzverlust auf der isolierten ATM-Kinase (ApICso'! > 3), was die

Wichtigkeit dieses Restes belegt.

H H
O M H H O M NH
AN = <
N @ N
.y .y
N N
110 180

ICsoI <1nM ICsoI =1125nM

Abbildung 58: Das Entfernen der Harnstoff- und der Amin-Funktion fiihrt zu einem erheblichen
Aktivitiitsverlust. (Gemessen mit dem primcren Enzymassay (ICsd). Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)
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Die initialen Modifikationsstrategien, die an der Harnstoff-Seitenkette durchgefiihrt
werden sollten, sind in Abbildung 59 zusammengefasst. Neben Dekorationen des Phenyl-
Restes (A!, A?) sollten dabei auch verschiedene Rigidisierungsversuche (C!-C*)
unternommen werden, wobei die Einfiihrung des Rings R? primir das Ziel haben sollte,
modulierende Gruppen (M) zu installieren, welche die Basizitit des terminalen Amins
beeinflussen. Zudem sollten die NH-Gruppen mit bioisosteren Motiven ausgetauscht
werden, um die Polaritidt des Harnstoffes bzw. die Anzahl an H-Briicken-Donoren zu

verandern.

e ~

H H - R
N. _N L Y O

1

\/\N/ /'01. : '
T = Y NG
/\\//’ A2 O "‘ ct ,\—C"‘\
A‘I N ‘ M

P

Abbildung 59: Ubersicht der wichtigsten Modifikationen an der basischen Harnstoff-Seitenkette (S1). (A, A*
stellen Substituenten am Phenyl-Linker dar; C' bis C* repriisentieren verschiedene Cyclisierungsstrategien;
M zumeist basizitdtsverdndernde Gruppen.)

Es wurden zundchst Fluor-Substitutenten am Phenyllinker eingefiihrt, der den Harnstoff
mit dem Hinge-Bindungsmotiv verkniipft (Abbildung 62, A! und A?). Diese
Modifikationen konnten bereits innerhalb der Chinolin-basierten ATM-Kinaseinhibitoren
(s. Kapitel 5.1) eine hohe Aktivitit zeigen (wéhrend sterisch anspruchsvollere
Substituenten die Aktivitit negativ beeinflusst haben), sodass gepriift werden sollte, ob sich

diese SARs auf die Benzimidazol-Strukturklasse iibertragen lassen.!*?

Es wurden jeweils
die beiden monosubstituierten Fluor-Derivate 181 und 182 sowie das disubstituierte 2,3-
Difluorphenyl-Derivat 183 (Tabelle 14) synthetisiert. Die Derivate 181 und 182 zeigen
untereinander eine #hnliche Aktivitit mit einem ICso'-Wert von 3 nM, womit die
subnanomolaren ICso-Werte der Ausgangsverbindung 110 im priméren Assay nicht mehr
erreicht wurden. Die disubstituierte Verbindung 183 fiihrte zu einem deutlicheren Abfall

der Aktivitit mit einem ICso'-Wert von 40 nM.
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Tabelle 14: Erste Modifikationen der S1-Seitenkette mit Fokus auf dem Phenyl-Linker und dem arylischen

NH-Rest des Harnstoffes.
H
o, N
/S e}
N R
CIY
N
ICso' ICso!

. R= . R=
Verb [nM]* Verb [M]?

N

Z

110

(Ausgangs-

N <N <N
\/@ G T T \(©/\rf N" 280
(0] (0]
H H H\/\N/
P NNy~ N_ N
181 \Jij ) G 3| 185 \/é\ X 264
(0] (0]
},N N
H H -
N N
182 \(ﬁj YOTNT 3 186 \(@N\)W/ 343
(0]
F NN
183 \g@/ YN 40
(0]

FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)

verbindung)

Eine weitere Strategie war es, einen H-Briicken-Donor der Harnstoffgruppe zu entfernen,
was auf zwei verschiedenen Wegen realisiert werden konnte: Zum einen wurde der zum
Aromaten zugewandte NH-Rest mit einer Methylengruppe substituiert, woraus das 2-
Phenylacetamid-Derivat 184 resultierte (Tabelle 14). Dabei flihrte der Verlust der
Harnstofffunktion jedoch zu einem substanziellen Aktivititsverlust im Vergleich zur
Ausgangsverbindung 110 (ApICso' > 2,4). Zum anderen wurde versucht, denselben NH-
Rest in 185 durch Inkorporation in einen Indolinring zu maskieren, allerdings verlor der
Inhibitor im gleichen Mafle an Potenz (Tabelle 14). Die maximal mogliche Rigidisierung
der basischen Harnstoff-Seitenkette wurde mit Verbindung 186 realisiert, wobei entgegen
den Erwartungen eine vergleichsweise niedrige Aktivititsabnahme beobachtet werden

konnte (vgl. zweifach N-methylierten Harnstoff in Verbindung 67 in Tabelle 5).
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Aufgrund der zum grof3en Teil unattraktiven Hemmwerte der in Tabelle 14 aufgezeigten
Verbindungen wurden lediglich 181 und 182 fiir eine weitere Charakterisierung der
zelluldren Aktivitdt in Betracht gezogen. Allergings zeigen auch diese beiden Inhibitoren
keinerlei Verbesserungen auf zelluldrer Ebene im Vergleich zur Ausgangsverbindung 110
(ICs0"“V >> 1 uM, durchgefiihrt von Athina Moschopoulou), wodurch dieser Ansatz nicht

mehr weiterverfolgt wurde.

Neben den ersten Modifikationen der S1-Seitenkette, die sich priméar auf den Phenyl-Linker
und die arylische NH-Gruppe der Harnstoff-Funktion konzentrierten, wurde im Folgenden
der terminale aromatenabgewandte Teil der S1-Seitenkette modifiziert. Mit dem Ziel, einen
H-Briicken-Donor der Harnstoff-Funktion zu entfernen und damit die Zellpermeabilitit zu
verbessern, wurde die Carbamatgruppe in der Verbindung 187 als Bioisoster eingefiihrt
(Tabelle 15, S.139). Dieser Inhibitor wurde im Allgemeinen mit einem ICso-Wert von 4 nM
gut von der Bindetasche der ATM-Kinase toleriert. Im zelluliren Assay zeigte diese
Verbindung einen substanziell besseren Hemmwert mit 24 nM (ICso'“V, CI1 95 %: 5.5 - 88)
als die Mutterverbindung 110 (ICs5o'“V= 11 uM, ApICso'“V ~ 2,7).

100
-~ 187 (9 %)
9 A~ Metabolit 1 m/z =510
5 (41 %)
-;'E,' 50 - o Metabolit 2 m/z = 465
S (32 %)
o v~ Metabolit 3 m/z =510
. (3 %)
v
0 -&lj 1 1 1
0 30 60 120
Zeit [min]

Abbildung 60: Mikrosomaler Abbau der Verbindung 187. Das Experiment wurde mit murinen Leber-
mikrosomen durchgefiihrt. Fiir 187 wurden drei verschiedene Metaboliten detektiert. In Klammern ist jeweils
der Anteil der einzelnen Substanzen nach 120 min angegeben. (Experiment wurde von Mark Kudolo
durchgefiihrt. Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Allerdings fiihrte die Carbamat-Funktion zu einer duferst schlechten Stabilitdt im murinen
Lebermikrosomassay mit Bildung mehrerer Metaboliten (Abbildung 60). Dabei waren

lediglich 9 % des Inhibitors nach 120 min nachweisbar, was im Vergleich zu der
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Muttersubstanz 110 unvorteilhaft niedrig ist. Die vermuteten Metaboliten der Verbindung

187 sind in Abbildung 61 aufgefiihrt.
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Abbildung 61: Vermutete Metabolisierung der Verbindung 187. Die Verbindung 187 konnte einerseits durch
Flavin-haltige Monoxygenasen am terminalen tertidiren Amin N-oxidiert werden, wohingegen die oxidative
N-Desalkylierung iiber CYP-Enzyme plausibel wdire.'?*2%!

Da sich zu Beginn der Entwicklung der Benzimidazol-basierten Inhibitoren herausstellte,
dass eine N-Methylierung des Harnstoffs schlecht von der ATM-Bindetasche toleriert wird
(Tabelle 5), wurde ein alternativer Ansatz mit der Verbindung 188 erprobt (Abbildung 62
und Tabelle 15). Durch das Installieren einer Methylenbriicke zwischen dem methylierten
Stickstoff und der Carbonyl-Funktion sollte der Seitenkette zusétzliche Flexibilitit

verliehen werden, zudem gewinnt der Stickstoff geringfligig an Basizitét.
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Abbildung 62: S1-Seitenkette der Verbindung 66* (links, ICss' = 1252 nM), 188 (mittig, ICso' = 20 nM) und
189 (rechts, ICs¢" < I nM).(*66 trigt anders als die beiden Inhibitoren keine Sulfonamid-Funktion an der S2-
Seitenkette.)

Zwar ist die urspriingliche Verbindung 66 nicht direkt mit 188 vergleichbar, da sie nicht
die Sulfonamid-Funktion tragt, trotzdem ldsst sich schlussfolgern, dass die modifizierte
Seitenkette in 188 tendenziell besser akzeptiert wird (ICso! = 20 nM, Tabelle 15). Aufgrund
der geringeren Aktivitit von 188 im Vergleich zur Muttersubstanz 110 wurde zusétzlich
eine Rigidisierung der Seitenkette erprobt, um die Flexibilitit des terminalen N,N-
Dimethylaminoethyl-Restes  einzuschrdnken. Dabei wurde dieser mit einem
Dimethylaminoazetidin ausgetauscht (189, Tabelle 15). Mit dieser Modifikation konnte die
Potenz des Inhibitors in den subnanomolaren Bereich gebracht werden, jedoch zeigte sich
innerhalb des ICW-Assays keine Verbesserung der Aktivitét. Als weitere Alternative dazu
wurde auch der sterisch anspruchsvollere Inhibitor 190 synthetisiert, der jedoch mit einem

Hemmwert von 166 nM eine deutlich schlechtere Potenz aufwies.

Verschiedene weitere Rigidisierungsstrategien des terminalen Dimethylethylenamin-
Restes wurden erprobt: Ein N-Methylpiperazin in 191 und ein N,N-Dimethylpiperidin-4-
amin in 192 sollten das terminale basische Zentrum in zwei verschiedenen Positionen
fixieren. So zeigte 191, analog zum bereits in Kapitel 5.3.2 diskutierten Biphenyl 165 (siche
Seite 129), einen essenziellen Affinititsabfall, der in diesem Fall sogar noch erheblicher
war. Die strukturell dhnliche Verbindung 192, bei der das basische Zentrum auflerhalb des
Rings repositioniert wurde, resultierte in einen dhnlichen Aktivititsabfall mit einem ICso'-

Wert im mikromolaren Bereich.

Eine Erweiterung des N-Methylpiperazin- zu einem N-(2-Methylbenzyl)piperazin in 193
fiihrte entgegen den Erwartungen zu einem deutlichen Aktivititszuwachs. Somit zeigt diese
sterisch anspruchsvolle Verbindung, dass die Bindetasche deutlich grof3ere S1-Seitenketten
als die zuvor getesteten toleriert. Ob dieser Aktivititszuwachs auf hydrophobe Effekte oder

gerichtete Interaktionen des Aromaten zuriickzufiihren ist, bleibt unklar.
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Tabelle 15: Weitere Modifikationen der S1-Seitenkette.

Verb. R= ICso' [AM]* Verb. R= ICso' [nM]?
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FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)

Weitere Mdglichkeiten, Ringstrukturen an die S1-Seitenkette anzubringen, wurden mit den
Inhibitoren 194 und 195 realisiert, wobei NH-Gruppen des Harnstoffes in diesem Fall
unberiihrt bleiben. Der Dimethylethylenamin-Rest wurde jeweils zu einem
Methylpyrrolidin in 194 oder einem Methylpiperidin in 195 abgewandelt. Diese beiden
Derivate zeigten im priméren Assay attraktive ICso'-Werte zwischen 2 und 3 nM, waren
damit jedoch insgesamt schlechter als die Ausganssubstanz 110 (ICso' < 1 nM, Tabelle 8).
Die Einfiihrung der Ringe und die damit eingehende Reduktion der drehbaren Bindungen
resultierte im zelluldren Assay auch in diesem Fall in keiner Verbesserung der Hemmung

ICs50'“V >1 uM), sodass diese Strategie auch nicht als zielfiihrend erachtet wurde. Inhibitor
[ g
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196, welcher das ringoffene Analogon von 194 darstellt, zeigte mit einem Hemmwert von

4 nM keinen Unterschied zur Ausganssubstanz 194.

In einer weiteren Serie sollte die Relevanz des terminalen basischen Zentrums untersucht
werden, indem Reste eingefiihrt wurden, die die Basizitét des Stickstoffs modulieren. Dazu
wurde der Dimethylamin-Rest mit Monofluor- bzw. Difluorazetidin in den Verbindungen
197 und 198 substituiert. Aus dieser Modifikation resultierte ein deutlicher Aktivitatsabfall,
der mit der sinkenden Basizitit des Amins korreliert. (Weitere Amin-Bioisostere in Tabelle
24 zeigten ein vergleichbares Ergebnis). Die korrespondierende Desfluorazetidin-
Verbindung konnte aufgrund einer #duBerst schlechten Loslichkeit in organischen

Losungsmitteln nicht isoliert werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die zahlreichen Modifikationen der basischen
Seitenkette in Tabelle 15 unter anderem auch potente Inhibitoren hervorgebracht haben.
Dennoch konnten, bis auf 189, keine Inhibitoren gefunden werden, die im Vergleich mit
dem Ausgangsinhibitor 110 eine subnanomolare Aktivitdt im priméren Assay aufwiesen.
Die potenteren Inhibitoren innerhalb dieser Reihe fithrten zudem zu keiner Verbesserung
innerhalb des zelluliren Assays. Als einzige Ausnahme ist das Carbamat 187
hervorzuheben, welches eine deutliche Potenzsteigerung mit zweistellig nanomolaren
Werten auf zelluldrer Ebene zeigte. Jedoch verliert dieser Inhibitor aufgrund der Carbamat-
Funktion erheblich an mikrosomaler Stabilitit, was diese Verbindung fiir eine weitere

Optimierung ausschloss.

5.3.3.2 Modifikationen des Hinge-Bindungsmotivs innerhalb Sulfonamid-
basierten Inhibitoren

Neben den zahlreichen Modifikationen an der Harnstoff-basierten S1-Seitenkette des
Sulfonamids 110 sollten auch die SARs des Hinge-Bindungsmotivs untersucht werden.
Dafiir kamen primér die drei Positionen, die in Abbildung 63 markiert sind, infrage. Eine
Derivatisierung in Position 4 des Benzimidazols wurde nicht durchgefiihrt, da diese eine
Bindung zur Hinge-Region sterisch behindern wiirde. Dies konnte bereits fiir Chinolin-3-
carboxamid-basierten Inhibitoren von AstraZeneca gezeigt werden. Eine Methylierung der
dquivalenten Position 8 des Chinolins resultierte in einem > 80-fachen Verlust an

Aktivitit. 42
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Abbildung 63: Ubersicht der Modifikationen am Hinge-Bindungsmotiv. Die Modifikationen in Position 5 des
Benzimidazols wurden zu einem spdteren Zeitpunkt durchgefiihrt (s. Abbildung 68).

Zunichst wurde die Einfithrung einer Methylgruppe des Imidazols an Position 2 untersucht
(Tabelle 16). Diese Anderung wurde zusammen mit drei verschiedenen Resten am
Sulfonamid kombiniert. Verglichen mit den nicht-methylierten Ausgangsinhibitoren aus
Tabelle 8 (110, 111 und 112), welche subnanomolare Hemmwerte im priméren Assay
zeigten, fiihrte die Einfiihrung der Methylgruppe in 218, 219 und 220 zu einem Verlust an
Aktivitdt. Insgesamt zeigt 219 (R! = Et) in dieser Reihe die geringste Aktivitidt mit 16 nM.
Auch in spidteren Inhibitoren konnte der Trend beobachtet werden, dass der Ethyl-
Substituent am Sulfonamid geringfiigig an Potenz gegeniiber Methyl oder Cyclopropyl
verliert (sieche Tabelle 20).

Tabelle 16: Modifikationen des Hinge-Bindungsmotivs.

Verb. R!'= 2= ICsoI [nM]?

H H
218 Me \(N\H/N\/\rlu/ 9,5
219 Et XY \/\rlu/ 16

o]

220 cPr

FRET-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Reaction Biology Corp. mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend mit 10 uM, n = 1. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere
Informationen.)
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Als zweite Modifikation wurde das Benzimidazol-Grundgeriist durch 3H-Imidazo[4,5-
blpyridin ersetzt, das zuvor im Rahmen der Biphenyl-basierten Inhibitoren beschrieben
wurde (s. Tabelle 13). Dieses Grundgeriist wurde einerseits mit der 1-(2-
(Dimethylamino)ethyl)harnstoff-S1-Seitenkette (225, Tabelle 17) und andererseits mit der
2-(3-(Dimethylamino)azetidin-1-yl)acetanilid-Seitenkette (226, Tabelle 17) kombiniert.

Beide Inhibitoren wiesen subnanomolare Potenzen im priméren biochemischen Assay auf.

Aufgrund der hohen Aktivititen der Inhibitoren im primédren Assay (ICso!, Tabelle 17)
wurde der ICso"'-Wert dieser Verbindungen bestimmt, um eine bessere Vergleichbarkeit
zur Ausgangssubstanz 110 und 189 zu erlauben (Tabelle 17). Interessanterweise zeigte der
sekundire Assay fiir die beiden Azetidine 189 und 226 erheblich héhere 1Cso"-Werte im
Vergleich zum primédren Assay (Tabelle 17). Die Abweichung fiir 189 stellte den hochsten
gemessenen Unterschied zwischen priméren und sekundidren Assay dar (unter insgesamt

20 gemessenen Verbindungen, ApICso(189) > 1,5, s. S.97).

Tabelle 17: Imidazol- vs. 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Grundgeriist.

H
O\\S' N R']
70

N X
<
N
Verb. X= R!= ICsol [nM]? ICsoH [nM]b
H H
110 CH \(N\H/Nv\nll/ <1 4,1
0]
N
N
189 CH X \lf \lN/ <1 30
|
NN
225 N XY V\nll/ <1 1,9
0]

H
N
226 N UM <1 22

“Durchgefiihrt bei RBC. 5 Konzentrationen, 10-fach Verdiinnung, Startkonzentration bei 10 uM.
*Durchgefiihrt bei RBC. 10 Konzentrationen, 3-fach Verdiinnung, Startkonzentration bei 100 nM. (Siehe
Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Trotzdem lésst sich innerhalb dieser Tabelle erkennen, dass das 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-

Grundgeriist tendenziell etwas hohere Aktivitéiten als die Benzimidazol-Analoga aufweist.
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(Dies bestitigt sich auch mit spiteren Inhibitoren, siche 240 und 272 in Tabelle 18 und
Tabelle 20). Fiir die Verbindung 225 wurde zudem die Selektivitét innerhalb der PIKK-
Familie untersucht. Dabei wurden fiir ATR, mTOR und DNA-PK Restaktivititen von
102 %, 43 % und 15 % bei 1 uM gemessen, womit keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zur Ausgangsverbindung 110 zu sehen waren (siche Tabelle 9).

5.3.3.3 SAR-Studien der Sulfonamidgruppe

Als weitere groflere SAR-Studie innerhalb der Sulfonamid-basierten Inhibitoren sollte die
Rolle der Sulfonanilidgruppe an der S2-Seitenkette niher untersucht werden. Hiermit sollte
die Hypothese untersucht werden, dass das freie NH der Sulfonamide keine direkten
Bindungen in der Bindetasche eingeht und somit fiir eine effektive Hemmung der Kinase
nicht essenziell ist. Vielmehr konnte es die physikochemischen Eigenschaften der
Inhibitoren negativ beeinflussen. Als leicht acide Gruppe (pKs*'® = 10,77, berechnet von
Dr. Thales Kronenberger mit Schodinger/Jaguar?®?) konnte vor allem in Kombination mit
weiteren H-Briicken-Donoren (HBD) und mit dem terminalen Amin eine unvorteilhaft
hohe Polaritit resultieren, welche die Zellpermeabilitdt insgesamt behindern kdnnte. Die
einfachste Methode, um die NH-Gruppe zu maskieren, stellte die Methylierung in
Verbindung 229 dar (Tabelle 18). Diese konnte im sekundiren Enzymassay die hohe
Aktivitit der Muttersubstanz 110 (ICso" = 3,7 nM) beibehalten. Damit lisst sich ableiten,
dass die NH-Funktion keine relevanten Interaktionen eingeht. Diese Modifikation fiihrte

iiberdies zu einer substanziellen Verbesserung der zelluldren ATM-Inhibition.

Tabelle 18: Modifikationen der Sulfonamidfunktion (ICsd").

ICS(]H ICSOICW
[nM]* [nM]*

\
o. N ~ N7 110
N \n/ N
229 2 /:j \(©/ 0 ! 3 (45,4 - 261)
QN
38 5 \/@f
@)

Verbindung R!'= R?=

~ SN 207
T ' 0,65 (175 - 245)
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“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivititsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei 1 uM, n = 2. YICW-Assay wurde von Athina
Moschopoulou durchgefiihrt, grau in Klammern: CI 95 %. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Wihrend die Muttersubstanz 110 Hemmwerte von 11 pM zeigte, lagen die Hemmwerte im
Fall des N-methylierten Analogon 229 bei 110nM, was einem ~100-fachen
Aktivitatsunterschied entspricht (Tabelle 18). Neben der Methylierung in 229 wurde eine
Cyclisierung der S2-Seitenkette mit dem Indolin-Derivat 238 realisiert. Diese Anderung
fithrte zu einer deutlichen Verbesserung der Aktivitit im picomolaren Bereich im Vergleich
zu den Ausgangsverbindungen 229 oder 110 im biochemischen Assay (Tabelle 18 und
Tabelle 17).

Tabelle 19: PIKK-Selektivititen der Verbindungen 238 und 239.

Restaktivitit @ 1 yM ATMi®

100 %
238 40 7

50 %
239 38

0%

ATR mTOR DNA-PK

Selektivititsdaten wurden bei Eurofins KinaseProfiler™ mit einer Inhibitorkonzentration (ATMi) von 1 uM

durchgefiihrt, n = 2. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)
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Zudem konnte eine deutliche Potenzsteigerung der zelluldren Inhibition mit einem
Hemmwert von 207 nM erreicht werden, was sich in einer dhnlichen Groenordnung wie
229 befindet. Eine Messung der PIKK-Selektivitit der Verbindung 238 zeigte fiir Kinasen
ATR, mTOR und DNA-PK Restaktivititswerte, die vergleichbar mit den Werten fiir die
Ausgangsverbindung 110 waren (Tabelle 19, vgl. Tabelle 9 fiir 110).

Dariiber hinaus wurde die Indolin-basierte S2-Seitenkette auch in Kombination mit dem
Dimethylaminoazetidin-Rest (R?) (aus der Verbindung 189, Tabelle 17) im Inhibitor 239
erprobt (Tabelle 18). Gegeniiber der nicht-cyclisierten Ausgangsverbindung 189 (ICso" =
30nM, freies NH, Tabelle 17) fithrte die Verbindung 239 zu einem deutlichen
Aktivititsvorteil mit einem ICso!! von 6,4 nM. Zudem konnte dieser Inhibitor die zellulire
ATM-Kinasehemmung noch einmal gravierend verbessern: Der zelluldre 1Cso"“V-Wert
dieser Verbindung lag mit 1,2nM im einstellig nanomolaren Bereich, was eine
Aktivitdtssteigerung um vier Gréfenordnungen gegeniiber der Muttersubstanz 110
ausmacht. Zudem verbesserte sich Selektivitit gegeniiber mTOR und DNA-PK verglichen
mit 110 (Tabelle 19, vgl. Tabelle 9 fiir 110). Eine weitere Reduktion der HBD wurde mit

der Pyridin-2-yloxy-basierten S1-Seitenkette in 240 durchgefiihrt (Tabelle 18).

( A 1\ ( B N\

*HgN

Abbildung 64: Schematische Darstellung der moglichen Wechselwirkungen, welche fiir die Phenylharnstoff-
und Pyridinyloxy-basierten Seitenketten im in silico Model beobachtet wurden.'*® (In silico Modellierung
wurde von Dr. Thales Kronenberger durchgefiihrt.)

Hierbei zeigte sich eine leichte Unterlegenheit der Ether-basierten S1-Seitenkette in 240
gegeniiber der Harnstoff-basierten Seitenkette in 238 auf enzymatischer Ebene, was in
gleicher Weise innerhalb der Biphenyl-basierten Inhibitoren beobachtet werden konnte
(siehe z.B. Tabelle 13). Dies konnte primér mit der fehlenden Adressierung des Aspartat-
Restes (D2725, aC-Helix) im Falle des Ethers zusammenhingen (Abbildung 64).
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Betrachtet man die zelluliren Hemmwerte der Verbindungen 240 und 238, so war
wiederum eine deutliche Uberlegenheit der Pyridinylether-S1-Seitenkette zu beobachten,
wobei der Hemmwert im einstellig nanomolaren Bereich lag. Eine Cyclisierung des
endstindigen Amins zum N-Methylpyrrolidin in 244 zeigte dagegen einen Potenzverlust,

was gleichermallen im Falle der Biphenyl-Analoga zu beobachten war (168, Tabelle 12).

1000 -

C..=165nM
100- max

10=

Blutkonzentraion [nM]

1 J 1 1
0 2 4 8

Zeit [Std.]

Abbildung 65: Murine Pharmakokinetik von der Verbindung 240. Dosierung: p.o. 10 mg/kg, Cassette-
Dosing, durchgefiihrt bei Pharmacelsus. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Basierend auf den Ergebnissen aus Tabelle 18 wurde die Verbindung 240 fiir eine weitere
pharmakokinetische Charakterisierung gewdéhlt (Abbildung 65). Die dabei gemessene
maximale Blutkonzentration betrug 165 nM (bzw. 81 ng/ml), was verglichen mit den
Ergebnissen der zuvor diskutierten Biphenyle zundchst als gering erschien. Setzt man
jedoch die pharmakokinetischen Eigenschaften der Verbindung ins Verhéltnis zu den
pharmakodynamischen, so liegt die maximale Blutkonzentration ca. 18-fach iiber den

zelluldren 1Cs5o'V

-Wert fiir 240, wodurch sich eine deutliche Verbesserung im Vergleich
zu den Biphenyl-Inhibitoren ergibt. Die Halbwertszeit (ti2,) betrug bei diesem Inhibitor

moderate 2,7 Stunden.

5.3.3.4 Weiterfithrende Modifikationen der S1-Seitenkette: Einfiihrung der
Bibenzimidazol-Inhibitoren
Ausgehend von der Beobachtung, dass die Harnstoff-basierte S1-Seitenkette in 238 auf

enzymatischer Ebene einen Aktivititsvorteil gegeniiber 240 zeigte (Tabelle 18), wurde
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nach einer Moglichkeit gesucht, die Anzahl der HBDs zu reduzieren und dennoch eine

H-Briicke in Richtung D2725 zu bilden.
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Abbildung 66: Austausch der Harnstoff-Funktion durch einen Imidazolring in 247 (rechts), welcher zwei
potenzielle tautomere Formen bietet. Der Inhibitor 247 zeigt mit einem ICso" von 1,6 nM eine gute Aktivitiit
auf dem isolierten Enzym. Auf zellulirer Ebene liegt der ICsd" bei 0,46 uM. (IC5¢"“" wurde von Athina
Moschopoulou gemessen. ICso" wurde, wie in Tabelle 18 beschrieben, bei Eurofins durchgefiihrt.)

Dazu wurde mit der Verbindung 247 (Abbildung 66) versucht, den Harnstoff bioisoster mit
einem Imidazolring zu substituieren, allerdings konnte diese Verbindung nur mit einer
HPLC-Reinheit von 93,5 % isoliert werden. Nichtsdestotrotz wurde der Inhibitor dennoch
getestet und fiihrte zu einer sehr hohen Aktivitit mit einem ICso"" von 1,6 nM auf der ATM-
Kinase. Auf zelluldrer Ebene konnte dieser Inhibitor mit einem ICso'“V-Wert von 0,46 uM

jedoch keinen Vorteil gegeniiber 238 zeigen.
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Abbildung 67: Cyclisierung und Repositionierung des aromatischen Stickstoffs ausgehend von 240, links (s.
Tabelle 18). Die Verbindung 250 (rechts) zeigt jedoch im Enzymassay keine Aktivitiit (ICso" > 1 uM).

Neben 247 wurde auch das Bibenzimidazol 250 synthetisiert, welches die Pyridin-basierte
S1-Seitenkette aus der Verbindung 240 bioisoster ersetzen sollte (Abbildung 67), wobei
die Positionierung des Stickstoffs als H-Briicken-Akzeptor maBgeblich verdandert wird und
die Anzahl drehbarer Bindungen insgesamt um eine Achse reduziert wird. Der zusétzlich
eingefiihrte Imidazolring in 250 fiihrte jedoch zu keiner messbaren Hemmung der ATM-

Kinase, sodass von einer sterischen Hinderung ausgegangen werden konnte.
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5.3.3.5 Modifikationen am Hinge-Bindungsmotiv der Sulfonamid-Inhibitoren

Die Firma Merck (KGaA) publizierte mit der Verbindung M4076 einen weiteren klinischen
ATM-Kinaseinhibitor, welcher ebenfalls zur Gruppe der Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-
basierten Inhibitoren gehdrt und insgesamt eine sehr hohe Selektivitét aufweist (Abbildung
68).>* Dieser Inhibitor trigt in Position 7 des Chinolin-Motivs eine Methoxygruppe, wobei
sich die Frage stellte, ob eine dquivalente Einfilhrung dieser Gruppe am Benzimidazol-
Grundgeriist zu Aktivitits- oder Selektivititsvorteilen fithren wiirde, sodass Methoxy-

Analoga der Verbindungen 238 und 240 dargestellt wurden (Abbildung 68).

257 258
ICs0" = 113 nM ICs0" = 386 nM

Abbildung 68: Einfiihrung der Methoxygruppe an Position 5 des Benzimidazol-Hinge-Bindungsmotivs.
(Testung erfolgte wie in Tabelle 18 beschrieben.)

Die Inhibitoren 257 und 258 zeigten jedoch einen starken Aktivitdtsverlust mit ICso!!-
Werten im dreistelligen nanomolaren Bereich, sodass die SARs der Verbindung M4076

nicht libertragen werden konnten.

Auch an dieser Stelle sollte zusitzlich das alternative 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-
Grundgeriist erprobt werden (Tabelle 20), welches bereits zuvor in Tabelle 17 innerhalb
der Strukturklasse der Sulfonamid-basierten ATM-Kinaseinhibitoren eingefiihrt wurde und
tendenziell leicht verbesserte Aktivitdten lieferte. Vergleicht man das 3H-Imidazo[4,5-
b]pyridin-Analogon 272 der Verbindung 240, so war zu beobachten, dass auch hier ein
Aktivititsvorteil mit subnanomolaren Hemmwerten zu verzeichnen war (Tabelle 20, vgl.
Tabelle 18). Die Ethyl- und Cyclopropyl-Derivate 273 und 274 zeigten im Einklang

vorheriger SARs dhnliche Aktivititen, wobei auch in dieser Reihe eine tendenziell etwas
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unterlegende Hemmung der Ethyl-Verbindung beobachtet werden konnte (vergleiche
Tabelle 16). Mit der Verbindung 298 sollte eine alternative S2-Seitenkette getestet werden,
die einen Pyrazolring anstatt des Pyridinylethers beinhaltet, was jedoch mit einem

substanziellen Verlust der Hemmaktivitét einherging.

Ausgehend vom Methylsulfonylindolin-Rest (S2) stellte sich die Frage, ob die Ausrichtung
des Sulfonyl-Restes weiter optimiert werden konnte, wozu anstatt des Indolins auch ein
Tetrahydrochinolin-Rest als S2-Seitenkette erprobt wurde (275, Tabelle 20). Die
Ringerweiterung in 275 zeigte dabei eine marginal schlechtere Inhibition im
subnanomolaren Bereich verglichen mit dem Indolin 272, was sich auch mit zahlreichen

weiteren Terahydrochinolin-Inhibitoren bestitigte (vergleiche Tabelle 24).

Neben 275 wurde auch das Harnstoff-Analogon 284 dargestellt, welches im Einklang mit
den bereits beobachteten SARs auf dem isolierten Enzym eine hohere Aktivitdt, jedoch auf
zelluldrer Ebene zu einem deutlichen Aktivitatsriickgang flihrte. Ausgehend von 275 sollte
die Auswirkung einer Verschiebung des Sulfonamid-Restes liberpriift werden, sodass das
Tetrahydroisochinolin-Analogon 295 synthetisiert wurde (Tabelle 20). Dabei war eine
deutliche Abnahme der Aktivitdt zu beobachten, woraus sich schlieBen ldsst, dass die
Sulfonylgruppe eine gerichtete Interaktion in der Bindetasche eingeht, die nur bestimmte

strukturelle Modifikationen erlaubt.

Tabelle 20: Evaluierung des 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Grundgeriistes.
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“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivitiitsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei [ uM, n = 2. Referenzverbindung:
ICs0"'(AZD0156) = 0,90 nM. "ICW-Assay wurde von Athina Moschopoulou durchgefiihrt, grau in Klammern:
CI 95 %. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Insgesamt zeigten die meisten Inhibitoren aus Tabelle 20 eine sehr hohe enzymatische
Aktivitdt, die in vielen Fillen die Hemmaktivitit der Referenzverbindung AZD0156
iiberstieg. Zudem konnten zahlreiche Inhibitoren aus Tabelle 20 eine subnanomolare
Potenz auf zelluldrer Ebene zeigen. Mit 274 wurde in vier Experimenten eine signifikant
stairkere ATM-Inhibition verglichen mit der Referenzverbindung AZDO0156 festgestellt
(ICW durchgefiihrt von Athina Moschopoulou, jeweils n = 3).

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse aus Tabelle 24 sollten die Inhibitoren 272,
274 und 275 weiter charakterisiert werden. Dazu wurde zunichst die Selektivitét innerhalb
der verwandten Kinasen der PIKK- und PI3K-Familien bestimmt (Tabelle 21). Insgesamt
hemmten die getesteten Inhibitoren die ATR-Kinase stirker im Vergleich zu den
Muttersubstanzen 110 und 112, bei denen keine Hemmung bei 1 uM festgestellt werden
konnte. Dennoch war die Restaktivitit der ATR-Kinase mit >80 % in allen Fillen
zufriedenstellend. Dariiber hinaus zeigte die Verbindung 274 durchgehend insgesamt

niedrigere  Selektivititen als 272, wohingegen die Ringerweiterung zum
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Tetrahydrochinolin mit dem Inhibitor 275 in einen deutlichen Selektivititsvorteil
resultierte. Betrachtet man den inhibitorischen Effekt auf die mTOR-Kinase, so zeigte 275
eine deutlich geringere Hemmung als 272 und 274. Die DNA-PK wurde unter allen
getesteten Kinasen insgesamt am stirksten gehemmt. Hierbei fithrten 272 und 274 zu einer
nahezu vollstdndigen Inhibition, wihrend 275 deutlich bessere Werte lieferte. Innerhalb der
getesteten Mitglieder der PI3K-Familie wurden gegentiiber PI3Ka, PI3Kb und PI3Kg gute
Selektivititen (mit Ausnahme von 274) erreicht. Als problematischer zeigte sich die

Selektivitét der getesteten Inhibitoren gegeniiber PI3Kd.
Tabelle 21: PIKK- und PI3K-Selektivititen ausgewdhlter 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Inhibitoren.

Restaktivitit @ 1 pM ATMi?
PIKK PI3K

100 %
272000 36 | 4 |48 | 56 | 23 [ 150,
274000 21 | 1 | 14 | 53 13 50 %
27508 62 | 29 | 63 33 [ 25%
1 1 1 1 0%
& F F 2O
% %)

“Restaktivitit der Kinasen bei 1 uM Inhibitorkonzentration (ATMi), n = 2, durchgefiihrt von Eurofins. (Siehe
Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Auch die mikrosomale Stabilitdt dieser Verbindungen wurde evaluiert (Abbildung 69).
Dabei zeigten alle drei Inhibitoren eine geringere Stabilitdit im Vergleich zu der
Muttersubstanz 110, die nach 120 min noch zu 43 % vorlag. Fiir die Verbindung 274 konnte
innerhalb dieser Reihe die niedrigste Stabilitdt mit 10 % Restsubstanz nach 120 min
nachgewiesen werden. Fiir alle drei Verbindungen wurden jeweils zwei Metaboliten mit
der Masse m/z = [M+16] gefunden. Vermutet wird auch hier eine N-Oxid Bildung iiber die
FMO'? (vgl. Abbildung 53) und zudem eine Hydroxylierungs-Reaktion.
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- 272

(35 %)

Metabolit 1 m/z = 509
(25 %)

Metabolit 2 m/z = 509
(23 %)

-e- 274

(10 %)

Metabolit 1 m/z = 505
(16 %)

Metabolit 2 m/z = 535
(11 %)

Metabolit 3 m/z = 535
(14 %)

275
(23 %)

Metabolit 1 m/z = 523
(22 %)

Metabolit 2 m/z = 523
(17 %)

Abbildung 69: Mikrosomaler Stabilitdtsassay der Verbindungen 272 (m/z = 493), 274 (m/z = 519) und 275

(m/z = 507), durchgefiihrt von Mark Kudolo. In Klammern: Anteil in % nach 120 min. (Siehe Kapitel 4 fiir
weitere Informationen.)

Im Fall vom Cyclopropyl-Derviat 274 wurde zusétzlich noch ein dritter Metabolit mit einer
[M-14] Masse gefunden. Aufgrund der hdheren mikrosomalen Stabilitit der
Verbindungen 272 und 275 wurden diese fiir eine pharmakokinetische Evaluation im

Mausmodell gewihlt (Abbildung 70). Im direkten Vergleich zwischen 272 und dem
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Benzimidazol-Analogon 240 (Abbildung 65, Cmax = 165nM) resultierte mit dem
3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Grundgeriist eine deutliche Reduktion der maximalen
Blutkonzentration mit einem Wert von 42 nM (Abbildung 70). Fiir die Verbindung 275
wurde mit 57 nM ein dhnlicher Wert gemessen. Die Halbwertszeit konnte aufgrund zu

weniger Datenpunkte nicht berechnet werden.
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Abbildung 70: Murine Pharmakokinetik der Verbindungen 272 und 275. Dosierung: 10 mg/kg p.o., Cassette
Dosing, durchgefiihrt von Pharmacelsus. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.) Aufgrund des Cassette
Dosing kénnen auch an dieser Stelle pharmakokinetische Interaktionen nicht ausgeschlossen werden.?"

Obwohl die Blutkonzentrationen der Verbindungen zunichst gering erscheinen, sind diese
ca. 40- bis 70-fach hoher als die gemessenen ICs)'“V-Werte, sodass eine deutliche
Verbesserung im Vergleich zur Verbindung 240 erzieht werden konnte (vgl. Abbildung
65). Insgesamt wurden zudem die zellulidren ICso'“V-Werte {iberschritten, sodass eine in

vivo Inhibition der ATM-Kinase wahrscheinlich erscheint.

Tabelle 22: Zelluldre ICso- und ICso-Werte im Vergleich zur gemessenen Cpax.

Verbindung ‘ ICs0'“Y [nM] ICs0'“Y [nM] Cmax [nM]
272 1,4 8,3 57
275 0,60 21 42

Obwohl 272 als auch 275 gute Ergebnisse lieferten, wurde 275 aufgrund der besseren
Selektivititen innerhalb der PIKK- und PI3K-Familien gewéhlt, um die Selektivitit dieser
Verbindung innerhalb eines Kinase-Minipanels zu bestimmen, welches von Prof. Jiirgen
Bajorath in Anlehnung an die Publikation von Laufkotter ef al. und Bembenek et al. erstellt
wurde.?%2% Dabei wurden 28 Kinasen gewihlt, die ausgehend von den beiden

unabhingigen Publikationen als représentativ fiir das gesamte Kinom angesehen wurden,
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um die Promiskuitit der Verbindung 275 innerhalb des Kinoms einordnen zu kdnnen

(Tabelle 23).

Tabelle 23: Kinase Minipanel mit 28 Kinasen. Die Daten wurden bei Eurofins (KinaseProfiler™) erhoben (n
= 1). (Siehe Kapitel 4.1.4 fiir weitere Informationen.)

Kinase 275 @ 0.1 uM [%] 275 @ 1 pM [%]
Abl(h) 101 100
ALK(h) 88 95
Aurora-B(h) 99 92
BRK(h) 94 94
CaMKK2(h) 102 91
CDKl1/cyclinB(h) 96 94
CDK2/cyclinA(h) 89 92
CDKLI1(h) 86 91
CHK2(h) 100 94
CLIK1(h) 88 82
CLK4(h) 102 63
DYRKI1A(h) 92 64
EGFR(h) 95 92
Flt3(h) 87 61
GRK1(h) 93 95
GSK3p(h) 107 103
HIPK2(h) 113 102
IKKe(h) 94 99
JAK3(h) 105 113
KDR(h) 113 101
Lck(h) activated 104 96
PAK1(h) 107 109
PDGFRp(h) 107 104
PKC0(h) 92 93
PTKS5(h) 102 96
Pyk2(h) 87 94
TLK1(h) 81 85
PI3 Kinase (p110a/p85a)(h) 94 63

Bei einer Inhibitorkonzentration von 0,1 pM konnte ein ausgezeichnetes Ergebnis mit
Kinaserestaktivititen von > 80 % erzielt werden. Die Erhohung der Inhibitorkonzentration
um das 10-fache fithrte nur in vier Féllen (CLK4, DYRKI, FLT3 und PI3Ka) zu

Restaktivitdten unter 80 %. Nichtsdestotrotz lagen alle Werte iiber 60 % und somit ist
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keines der getesteten Enzyme innerhalb dieses Panels als Off-Target anzusehen. Somit ldsst
sich zusammenfassen, dass der Inhibitor 275 tendenziell als nicht-promiskuitive

Verbindung anzusehen ist und eine hohe Kinom-weite Selektivitit wahrscheinlich ist.

5.3.3.6 Modulation der Lipophilie der Verbindungen 272 und 275

Ausgehend von den Inhibitoren 272 und 275 wurden Modifikationen am terminalen
basischen Zentrum der Verbindungen unternommen. Diese sollten zum einen die Relevanz
des Amins weiter beleuchten und zum anderen war das Ziel, die Lipophilie dieser
Verbindungen zu modulieren. Mit dem Inhibitor 277 wurde das Desdimethyl-Aquivalent
der Verbindung 272 synthetisiert, was zu einer leicht verringerten Inhibition der ATM-
Kinase fiihrte (ICso-Wert = 5 nM, Tabelle 24). Als Bioisoster zu 277 wurde der Alkohol
276 (Tabelle 24) als nicht-basisches Analogon dargestellt. Der Austausch der terminalen
Aminogruppe mit einer Hydroxygruppe verringerte die Aktivitdt deutlich (ICso = 32 nM,
Tabelle 24). Die Hypothese hierbei lautet, dass die terminale Hydroxygruppe im Gegensatz
zu den Amin-Analoga in Richtung der Aspartat-reichen Region nur als H-Briicken-Donor
fungieren kann, ohne eine ionische Wechselwirkung eingehen zu konnen, sodass sich
lediglich eine schwichere Ion-Dipol-Interaktion ausbilden kann (Abbildung 71). Auf
zelluldrer Ebene zeigte sich der Aktivititsunterschied im Vergleich zur
Ausgangsverbindung 272 noch deutlicher (Tabelle 24). Hierbei liegt die Vermutung nahe,
dass die erhohte Polaritit der terminalen Funktionalitit die Permeabilitét insgesamt negativ

beeinflussen konnte.
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Abbildung 71: Hypothetische Bindung in Richtung der Asp-reichen Region (vgl. Abbildung 6) der Seitenkette
von 276 (4) und von 277 (B). Wihrend die Hydroxygruppe nur eine lon-Dipol-Wechselwirkung zum Aspartat
eingehen kann, kann das primdre Amin in 277 protoniert vorliegen und eine stdrkere Ion-Ion-
Wechselwirkung eingehen.

Da die Lipophilie maBgeblich die pharmakokinetischen ADME-Eigenschaften der
Inhibitoren (Absorption, Distribution, Metabolismus und Elimination) beeinflusst*%>,
wurden ausgehend von 272 und 275 eine Reihe an Backup-Verbindungen synthetisiert, die

genau diese Eigenschaft modulieren sollten (278 bis 283, Tabelle 24). Um dies zu
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realisieren, wurde ausschlieBlich das terminale Amin der S1-Seitenkette modifiziert. Dabei
sollten sowohl lipophilere als auch hydrophilere Analoga dargestellt werden, um einen
weet-Spot“ zwischen hoher enzymatischer Aktivitét, ausreichender Permeabilitdt und
minimaler metabolischer Labilitit zu finden.?*> Zu den hydrophileren Verbindungen
gehorten genau genommen auch die zuvor besprochenen Inhibitoren 276 und 277. Diese
wurden jedoch aufgrund der signifikanten Aktivitdtsverlusten auf zelluldrer Ebene nicht
weiter in Betracht gezogen. Zudem kamen fiir eine pharmakokinetische Evaluation primér
basische Verbindungen infrage, da diese im Allgemeinen zu hoheren Verteilungsvolumina
tendieren.?® Analog zu der Verbindung 277 bildeten die Monomethylamin-Varianten 278
und 281 (Tabelle 24) eine Zwischenform, die jedoch auf enzymatischer und zelluldrer

Ebene die hohe Aktivitdt der Mutterverbindungen beibehalten konnten.

Im Gegensatz dazu wurden mit terminalen Pyrrolidin- bzw. Piperidin-Resten lipophilere
272- und 275-Analoga realisiert (279 bis 283, Tabelle 24). Trotz der Eventualitit, dass eine
erhohte Lipophilie zu einer niedrigeren metabolischen Stabilitdt beitragen kann, wurde
hierbei auf eine positive Beeinflussung der Verteilungsvolumina spekuliert.?%>-2% Sowohl
die enzymatischen als auch die zelluliren Hemmwerte dieser Verbindungen (279 bis 283)

waren durchweg im picomolaren Bereich.

Tabelle 24: Modulierung der Lipophilie durch die Modifikation des terminalen Amins der S1-Seitenkette (=
R).

R']
N Ny R
<\N P
11 ICW
erb. R! = R?= ICso 1Cso tPSA

[nM]* [nM]"

N (@) OH
B i 32 236 107
z (190 - 296)

N 2
O\\ N |N\ O\/\/NH2 77
5
271 R \(LJ 50, 13
N E%\ N

276 e’
(0]

278 /S‘\O | 0,98 <1 99
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O. N N\ o\/\/N\
281 g | 1,5 <1 99
/ ‘\O =

QN N
279 S \(Ej 0,56 <1 90
o —
N__O NQ
282 M YT 0,85 <1 90
/ ‘\o P

O\/\/O 0,76 <1 90

QN
280 Py
(@]

283 N 0,96 <1 90

O

“HTRF-basierter ATM-Kinase-Aktivitiitsassay, durchgefiihrt von Eurofins (KinaseProfiler™) mit 5
Konzentrationen und 10-fach Verdiinnungen beginnend bei [ uM, n = 1. Referenzverbindung:
ICs0"'(AZD0156) = 0,90 nM. YICW-Assay wurde von Athina Moschopoulou durchgefiihrt, grau in Klammern:
CI 95 %. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)

Ausgehend von den guten Ergebnissen in Tabelle 24 wurden von den Verbindungen 279
bis 283 die Selektivitidten innerhalb der verwandten Kinasen in den PIKK- und PI3K-
Familien getestet (Tabelle 25). Mit Hinblick auf die Off-Target-Aktivitit gegentiber ATR
zeigten alle vier Inhibitoren tendenziell eine hohere Selektivitdt als die Dimethylamin-
Analoga 272 und 275 (Tabelle 21). Dagegen lassen sich im Fall von mTOR und DNA-PK
keine signifikanten Verdnderungen erkennen. Die Struktur-Selektivitits-Beziehungen
innerhalb der PI3K-Familie folgen verschiedenen Trends: Wéhrend fiir PI3Ka eine leichte
Selektivititsabnahme verzeichnet werden konnte, war fiir die PI3Kb ein
Selektivitidtszuwachs zu beobachtet. Dagegen zeigte sich beziiglich der PI3Kd kein
Unterschied, wohingegen sich im Falle PI3Kg eine leichte Verschlechterung gegeniiber

den Mutterverbindungen abzeichnete.

Insgesamt wurde mit den Verbindungen aus Tabelle 24 ein breites Portfolio an Backup-
Verbindungen abgedeckt und trotz der insgesamt guten Ergebnisse wurde keiner der dort
aufgefiihrten Inhibitoren pharmakokinetisch evaluiert, da die Ausgangsverbindungen 272

und 275 ausreichend gute Werte im pharmakokinetischen Mausmodell erreichten.
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Tabelle 25: Selektivitdt der Verbindungen 279 bis 283 aus Tabelle 24 innerhalb der PIKK- und PI3K-Familie.

Restaktivitit @ 1 yM ATMi?

PIKK PI3K

100 %
279 27

75 %
282

50 %
280

25%
283

0%

& K E P S 4O

“Restaktivitit der Kinasen in % bei 1 uM Inhibitorkonzentration, (n=1), durchgefiihrt bei Eurofins
KinaseProfiler™. (Siehe Kapitel 4 fiir weitere Informationen.)
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die PIKK-Kinase ATM ist ein zentraler Regulator der DNA-Schadensantwort in Bezug
auf DNA-Doppelstrangbriiche. Die Inhibition dieser Kinase ermdglicht, die Effektivitit
zahlreicher antitumoraler Therapien zu verbessern, sodass die ATM ein vielversprechendes
Target innerhalb der Onkologie darstellt. In dieser Arbeit konnten zahlreiche neue ATM-
Kinaseinhibitoren entwickelt und charakterisiert werden, die sich in Imidazo[4,5-
c]chinolin-2-on- und Benzimidazol-basierte Inhibitoren unterteilt werden konnen. Dabei

stellten die Benzimidazol-Inhibitoren den Schwerpunkt dieser Arbeit dar.
1. Imidazo|4,5-c]chinolin-2-on-basierte ATM-Kinase-Inhibitoren

Innerhalb der Imidazo[4,5-c]chinolin-2-on-Serie konnte vor allem die Backpocket-
adressierende S1-Seitenkette mit Anlehnung an die projektinterne Leitstruktur CA-053
weitgehend modifiziert werden, um weitere Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser

Teilstruktur zu ermitteln (Abbildung 72A).

(" 7\
, o , A HBD- Rigidisierung
Imidazo[4, 5—c]cfglr;o//n-2-on-baSIerte Entfernung Kleine Ringe
Inhibitoren wird toleriert bevorzugt
H o RR

N I{l | g
E/E\:\(Az\[or \H{;T
1

A \
\ -F wird tolertiert,

gréRere Substituenten:
. \ Aktivitat | (-Cl, -Me)
B Entfernung des Aromaten \ . J

OR 4
gl/\/ R:-H, -Me {C Nicht-basische SeitenkettenJ

Aktivitat | werden toleriert

Abbildung 72: Die wichtigsten SARs innerhalb der Chinolin-basierten ATM-Inhibitoren. R' =
Methoxyethylen (=CA-053) oder Tetrahydropyran-4-yl.

Die Entfernung eines H-Briicken-Donors durch Methylierung oder durch Rigidisierung des
Dimethylaminoethylen-Restes  (Azetidin, Pyrrolidin) resultierte in iiberwiegend
hochpotenten Inhibitoren (ICso=2 —7 nM), wohingegen die Einfiihrung des groBeren
Piperidins nicht toleriert wurde (ICso = 945 nM). Dariiber hinaus zeigten diverse nicht-

basische S1-Reste iiberwiegend hohe Aktivititen (ICso=4—37nM). GroBere
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Substituenten am Aryl-Linker sowie der bioisostere Austausch des Aromaten gegen ein

Alkin fithrten dagegen zu Aktivitatseinbuflen (ICso = 30 — 90 nM).
2. ATM-Kinase-Inhibitoren basierend auf dem Benzimidazol-Scaffold

Innerhalb eines publizierten HTS-Screenings konnte ein PLKI-Inhibitor auf
Benzimidazolbasis eine moderate Off-Target-Aktivitdt gegeniiber der ATM-Kinase zeigen.
Dieser Hit wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um eine Klasse neuer Benzimidazol-
basierter Inhibitoren zu entwickeln. Dazu wurden basierend auf einer rationalen
Designstrategie erste Proof-of-Concept-Inhibitoren dargestellt, die mit ICso-Werten
zwischen 0,06 —0,28 uM einen erfolgsversprechenden Ausgangspunkt fiir weitere

Optimierungen bieten konnten.

In ersten weitreichenden SAR-Studien wurden Sulfonamid-basierte Inhibitoren mit
einstellig nanomolaren ICso-Werten auf der ATM-Kinase als vielversprechende
Leitstrukturklasse identifiziert (Abbildung 73C). Zugleich kristallisierte sich im Rahmen
einer projektzugehdrigen Masterarbeit eine weitere Klasse mit potenten und PIKK-
selektiven Biphenyl-Inhibitoren heraus (Abbildung 73B). Ein zunidchst synthetisierter
Hybridinhibitor (144), der die Strukturmerkmale beider Gruppen vereinigte, flihrte zu
picomolarer Aktivitit auf der ATM im sekundidren Assay (= ICso", adjustierter
Konzentrationsbereich fiir niedrige 1Cso-Werte). Aufgrund ausgeprigter Off-Target-
Aktivitdten, einer hohen Molekiilmasse (569 Da) und zugleich aufwendigerer Synthese
wurde dieses Konzept nicht weiterverfolgt, sodass die Biphenyl- und Sulfonamid-

Strukturklassen unabhingig voneinander optimiert wurden (Abbildung 73B,C).

Der erste Biphenyl-Inhibitor (Abbildung 73C, L.S-48) wies neben einer hohen Potenz und
Selektivitit zugleich eine vorteilhafte mikrosomale Stabilitit (murin) auf, verlor jedoch auf
zelluldrer Ebene signifikant an Aktivitéit (~100-fach), sodass ein Hauptziel darin bestand,
letztere zu optimieren. Von besonderem Interesse war die Modifikation des Biphenyl-
Motivs, welches durch eine Abwandlung der Syntheseroute im Sinne einer Late-Stage-
Derivatisierung umfassend modifiziert werden konnte (Abbildung 73B). Die resultierenden
Inhibitoren lieferten hohe bis sehr hohe enzymatische Aktivititen (ICso" = 4,4 — 25 nM).
Weiterfithrende Verdanderungen an anderen Strukturelementen fiihrten zum Inhibitor 166,
der mit 1,54 uM eine 10-fach hohere maximale Blutkonzentration (Cmax, murin) als die
Ausgangsverbindung L.S-48 aufwies. Jedoch konnte kein einziger Vertreter innerhalb

dieser Serie, trotz hoher Potenzen im enzymatischen Assay (ICso"-Median bei 14 nM), zu
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einer Verbesserung auf zelluldrer Ebene fiithren, sodass diese Verbindungsklasse nicht

weiterverfolgt wurde.

Die ersten Inhibitoren innerhalb der Sulfonamid-Serie (Abbildung 73C) zeigten neben
hoher inhibitorischer Aktivitdt (ICso" 1,4 — 3,7 nM) gleichzeitig ein unvorteilhaftes
Selektivitatsprofil. Dariiber hinaus verlor der erste Vertreter 110 (Abbildung 73C) auf
A549-Zellen bedeutsam an Aktivitit (ICso'“Y = 11 uM). Verschiedene Strategien wurden
erprobt, um die zellulire Hemmaktivitit dieser Strukturklasse zu optimieren. Eine
Schliisselrolle spielte die Entfernung der polaren NH-Funktion der Sulfonamidgruppe
(Abbildung 73C, R?). Die Einflihrung rigiderer S2-Seitenketten auf Indolinbasis und die

ICW_Werten im

simultane Entfernung der Harnstofffunktion fiihrten zu zelluldren ICso
einstellig nanomolaren Bereich (Abbildung 73C: C!, Linker = Ether). Mit zusitzlichen
Modifikationen am Grundgeriist konnten subnanomolare ICso-Werte auf zelluldrer Ebene
erzielt werden (Abbildung 73C: X = N), die vor allem mit 274 die Aktivitit der
Referenzverbindung AZDO0156 iibertreffen konnten. Die Ringerweiterung der S2-
Seitenkette zum Tetrahydrochinolin 275 (Abbildung 73, C!: n=2) fiihrte zusitzlich zu

einem deutlich verbesserten Selektivitatsprofil.

Fiir zwei Inhibitoren (275, 272) wurde dariiber hinaus die Pharmakokinetik im Mausmodell
evaluiert. Die Cmax dieser Verbindungen lagen nach oraler Einmalgabe deutlich iiber den
zelluldren ICso-Werten (40- bis 70-fach, 10 mg/kg p.o., Abbildung 73C), sodass eine in

vivo Inhibition der ATM moglich sein konnte.

Die zentralen Resultate der Optimierungsarbeit in Bezug auf die Benzimidazol-basierten

Inhibitoren sind im Folgenden aufgefiihrt:

] Uber 100 neue Verbindungen mit umfassenden Modifikationen konnten dargestellt
werden.

1 Durch Syntheseoptimierung mussten Zwischenprodukte relevanter Syntheserouten
nicht mehr sdulenchromatographisch aufgereinigt werden.

1 Zahlreiche hochpotente Inhibitoren konnten identifiziert werden (ICso-Mediane der
beiden verwendeten Enzymassays betrugen 20 nM bzw. 10 nM).

1 Die zelluldre Aktivitdt der Sulfonamid-Serie konnte von anfanglich dreistellig

nanomolaren bis mikromolaren Werten auf picomolare Werte optimiert werden.
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[J Insgesamt neun Inhibitoren zeigten auf zelluldrer Ebene subnanomolare ICso-
Werte und gleichzeitig zufriedenstellende bis hohe Selektivititen gegeniiber
verwandten PIKK-/PI3K-Kinasen.

(] Zwei dieser Verbindungen konnten im Mausversuch orale Bioverfiigbarkeit
zeigen, sodass weiterfiihrende in vivo Experimente mit diesen Inhibitoren denkbar

waren.
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Abbildung 73: Auswahl wichtiger Struktur-Wirkungsbeziehungen der beiden Benzimidazol-basierten
Inhibitorgruppen. Die SAR beziehen sich ausschlieflich auf die in A abgebildeten Harnstoff- und Ether-
basierten Linker (gelb). | = Abnahme, 1 Zunahme.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien und Methoden

Die eingesetzten Reagenzien und Losungsmittel waren, falls nicht anders angemerkt, von
kommerzieller Qualitdt und wurden von folgenden Anbietern bezogen: Sigma Aldrich
Chemie GmbH, BLDPharm Ltd., Acros Organics B.V.B.A., Carbolution Chemicals
GmbH, Fluorochem, Apollo Scientific. Kommerzielle trockene Losungsmittel wurden von

Acros Organics B.V.B.A. bezogen.

Die DC-Analytik wurde auf Merck 60 F254 oder Macherey Nagel ALUGRAM ® Xtra
SIL G/UV254 Kieselgelplatten durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte unter UV-Licht

(254 nm oder 366 nm) oder ggf. mit Farbereagenzien.

Die Séulenchromatographie wurde im priparativen Malstab mithilfe einer
automatischen Interchim PuriFlash 430 auf Grace Davison Davisil LC60A 20 — 45 micron
Kieselgel durchgefiihrt. Fiir die Vorsdulen wurde Merck Geduran® Si60 63 — 200 micron
Kieselgel eingesetzt. Zudem wurde das Umkehrphasen-Kieselgel Merck LiChroprep®
RP-18 40-63 pm verwendet. (Wenn nicht anders beschrieben, wurde immer

Normalphasenkieselgel verwendet.)

'H und BC Spektren wurden mit Bruker Avance 200, Bruker Avance 400 oder Bruker
Avance III HD Geriten aufgenommen. Dazu wurden deuterierte Losungsmittel (Sigma

Aldrich) verwendet. Die chemische Verschiebung wurde relativ zu Tetramethylsilan

(TMS) angegeben.

Die Massenspektrometrie wurde mit Advion DC-MS Interface durchgefiihrt. Folgende
Einstellungen wurden vorgenommen: ESI-Spannung: 3,50 kV; Kapillar-Spannung: 187 V;

Quellen-Spannung: 44 V; Kapillar-Temperatur: 250 °C; Desolv.-Gas-Temperatur: 250 °C
Gas-Flussrate: 5 1/min (N3).

Die Infrarotspektroskopie wurde mit einem Agilent Cary 630 FTIR und einem Perkin
Elmer Spectrum One (FTIR) durchgefiihrt.

Die Reinheit der Verbindungen wurde mit folgenden Methoden durchgefiihrt:

Methode A wurde auf einer Agilent 1100 Series LC mit einer Phenomenex Luna C8 Siule
(150 x 4,6 mm, 5 pm) und Detektion erfolgte mittels eines UV-DAD bei 254 nm und 230
nm durchgefiihrt. Gradient: 0,01 M KH2POs4, pH 2,30 (Solvent A), MeOH (Solvent B),
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40 % B auf 85 % B in 8 min, 85 % B fiir 5 min, 85 % auf 40 % B in 1 min, 40 % B fiir 2
min, Stopp nach 16 min, Flussrate: 1,5 ml/min. Falls nicht anders beschrieben, wurde

ausschlieBlich diese Methode genutzt.

Methode B wurde auf einer Agilent 1100 Series LC mit einer Phenomenex Luna C8 Siule
(150 x 4,6 mm, 5 um) und die Detektion mithilfe eines UV-DAD bei 254 nm und 230 nm
gemessen. Die Elution wurde mit folgendem Gradienten durchgefiihrt: 0.01M KH2POs, pH
2,30 (Solvent A), MeOH (Solvent B), 40 % B auf 90 % B in 10 min, 90 % B fiir 13 min,
90 % auf 40 % B in 1 min, 40 % B fiir 1 min, Stopp nach 24 min, Flussrate: 1,5 ml/min.

Methode C (durchgefiihrt von Christian Geibel, Arbeitskreis Lammerhofer) wurde auf
einer Agilent 1260 HPLC (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) mit einem UV-
DAD-Detektor (ausgeriistet mit einer quaterniren Pumpe und einem Entgaser)
durchgefiihrt. Séule: YMC Triart C18, Partikelgréfe: 1,9 um, 100 mm x 2 mm (1 x i.d.).
Mobile Phase A: Wasser + 0,1 % Ameisensdure, B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensiure,
Gradient: 0,00 min A: 90 %, 15,00 min: A: 20 %, 20,00 min: A: 20 %, 20,01 min: A: 90 %,

Flussrate: 0,5 ml/min, Sdulentemperatur: 25 °C, Wellenldngen: 230 nm, 254 nm.

Fiir die Analytik der einzelnen Verbindungen wurden in den folgenden Kapiteln Punkte als

Dezimaltrennzeichen zur besseren Lesbarkeit verwendet.

7.2 Allgemeine Synthesevorschriften

Im Folgenden werden allgemeine Synthesevorschriften (ASV) zusammengefasst.
Extraktionen wurden, wenn nicht anders beschrieben, 3 — 4x durchgefiihrt. Das Trocknen
organischer Phasen (nach wéssriger Extraktion) wurde iiber trockenem Natriumsulfat

durchgefiihrt.

ASV 1: nucleophile Substitution am Aromaten (S,Ar) ausgehend von 4-Brom-2-fluor-1-

nitrobenzen

4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzen wurde in trockenem DMF (oder iPrOH) gelost und das
korrespondierende Amin (i.d.R. Anilin) und Et;N wurden hinzugefiigt. Die Reaktion wurde
bei 70 °C gertihrt, bis liber DC oder HPLC eine vollstdndige Umsetzung nachgewiesen
werden konnte. Der Ansatz wurde mit der 5- bis 10-fachen Menge an Wasser verdiinnt.

Das Produkt wurde mithilfe einer Filtration gewonnen und i.d.R. luftgetrocknet.
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ASV 2: Reduktion aromatischer Nitrogruppen mit SnCl,

Die Ausgangsverbindung wurde in EtOH gelost und SnCl-2HO (4,2 eq) wurde
hinzugefiigt. Die Reaktion wurde unter Refluxbedingungen geriihrt, bis die
Reaktionskontrolle (DC oder HPLC) eine vollstindige Umsetzung des Eduktes zeigte. Die
Reaktion wurde mit geséttigter NaHCOs-Losung verdiinnt und das Produkt wurde mit EA
(3x) extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet, eingeengt und im Falle von
Phenylendiaminen wurde das Rohprodukt ohne weitere Charakterisierung direkt fiir die

Cyclisierung (ASV 4) verwendet.
ASYV 3: Reduktion aromatischer Nitrogruppen mit Zn/NH4Cl

Die Ausgangsverbindung wurde mit 10 eq an NH4Cl in MeOH suspendiert und die
Suspension anschlieBend mit einem Eisbad auf <10 °C gekiihlt (bei Ansdtzen unter
1 mmol Ausgangsverbindung wurde i.d.R. auf eine Kiihlung verzichtet). 10 eq Zinkpulver
wurden langsam und portionsweise unter starkem Riihren hinzugefiigt und die Kiihlung
wurde nach ca. 30 min entfernt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle via DC(-MS) wurde
die Reaktion mit 1 —2 T EA oder DCM verdiinnt, iiber Kieselgur filtriert und das Filtrat
eingeengt, um das Rohprodukt zu erhalten. Im Falle von Phenylendiaminen wurde das

Rohprodukt ohne weitere Charakterisierung verwendet.

ASV 4: Cyclisierung der Phenylendiamine bzw. Pyridindiamine zu den korrespon-

dierenden Benzimidazolen bzw. Imidazopyridinen

Das entsprechende Diamin wurde in Toluol geldst/suspendiert und mit 3 eq an
Triethylorthoformiat und 0,1 eq para-Tosylsduremonohydrat versetzt und bei 60 — 80 °C
geriihrt, bis die Reaktionskontrolle (DC oder HPLC) die vollstindige Umsetzung zum
gewiinschten Produkt (bestitigt iiber DC-MS) zeigte (i.d.R. <3 h). Die Reaktion wurde mit
MeOH gestoppt und fiir weitere 15 — 30 min unter Hitze geriihrt. Die Losungsmittel
wurden evaporiert und das Rohprodukt wurde i.d.R. sdulenchromatographisch

aufgereinigt.
ASYV §: Entfernung von Boc-Schutzgruppen

Das Boc-geschiitzte Edukt wurde in EtOH suspendiert/geldst und mit 5 eq an ethanolischer
HCI (1,25 M) versetzt (im Fall von Imidazopyridinen 6 eq). Die Reaktion wurde bei
50 — 60 °C geriihrt, bis iiber DC oder HPLC eine vollstindige Umsetzung nachgewiesen
werden konnte (i.d.R. liber Nacht). Die Reaktion wurde mit 1 —2 Teilen an Et;O bei

Raumtemperatur verdiinnt. Das HCI-Salz des Produkts wurde per Filtration gewonnen und
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als Feststoff auf gesittigte NaHCOs-Losung (Uberschuss) gegeben. Die entstandene

Suspension wurde filtriert, um die gewiinschte freie Base zu erhalten.
ASYV 6: Einflihrung von Sulfonylalkylresten

Das Edukt (i.d.R. ein Anilin) wurde in trockenem Pyridin gelost und das entsprechende
Sulfonylchlorid anschlieBend (direkt oder in Pyridin geldst) langsam zum Edukt
hinzugetropft (RT oder unter Eiskiihlung). Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur
geriihrt, bis iber HPLC ein vollstindiger Verbrauch des Eduktes nachgewiesen werden
konnte und anschliefend mit einem Uberschuss an MeOH gestoppt und fiir ca. 15 — 30 min
bei Raumtemperatur weiter geriihrt. Die Losungsmittel wurden evaporiert und das

Rohprodukt wurde i.d.R. chromatographisch aufgereinigt.
ASYV 7: Suzuki-Kupplung

Das Halogenid und das Boronsdurederivat (i.d.R. Boronsdurepinacolester) wurden
zusammen mit i.d.R. 4 eq an Base K3PO4-3H>0 in einer Mischung aus Dioxan und Wasser
(meist 4 + 1, seltener 3 + 1) geldst bzw. suspendiert. Es wurde fiir mehrere Minuten Argon
in die Losung geleitet (ca. 5 min). Unter Argonatmosphire wurde der Prikatalysator tBusP
Pd Gj; hinzugefiigt und die Reaktion wurde bei 50 — 70 °C {iber Nacht im geschlossenen
System geriihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle (DC-MS oder HPLC) wurde die
Reaktion mit geséttigter Salzwasserlosung oder bei basischen Produkten mit NaHCOs-
Losung (oder ggf. mit 2 N NaOH) verdiinnt (i.d.R. 1 T) und das Produkt wurde mit DCM
extrahiert (i.d.R. 3 —4x). Die organische Phase wurde getrocknet und das Rohprodukt

wurde via Flash-Chromatographie aufgereinigt.
ASV 8: Suzuki-Kupplung II

Das Halogenid und das Boronsdurederivat (i.d.R. Boronsdurepinacolester) wurden
zusammen mit i.d.R. 4 eq an K2COs3 in einer Mischung aus Dioxan und Wasser (meist 3 + 1
oder 4 + 1) geldst bzw. suspendiert. Es wurde fiir mehrere Minuten Argon in die Losung
geleitet. Unter Argonatmosphére wurde der Prékatalysator XPhos Pd G4 hinzugefiigt und
die Reaktion wurde bei 50 — 80 °C iiber Nacht im geschlossenen System geriihrt. Nach
erfolgreicher Reaktionskontrolle (DC-MS) wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer

einengt und das Rohprodukt wurde via Flash-Chromatographie aufgereinigt.
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ASV 9: Harnstoff-Darstellung aus 4-Bromphenylisocyanat

Das 4-Bromphenylisocyanat wurde in trockenem Toluol gelost und mit dem
entsprechenden Amin (oder Alkohol) versetzt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur
geriihrt, bis die DC eine vollstindige Umsetzung zeigte. Anschlieend wurde der Ansatz

mit MeOH verdiinnt und die Losungsmittel werden am Rotationsverdampfer entfernt.
ASV 10: Harnstoffsythese tiber Phenylchlorformiat (One-Pot-Methode)

Schritt 1: Das Phenylchlorformiat wurde in der Hélfte der angegebenen Menge an
trockenem THF gelost. Das Anilin (1 eq) wurde in der restlichen Menge an THF gelost und
langsam zum Phenylchlorformiat getropft. Die Reaktion wurde fiir 5 min bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor EtsN (1 eq) hinzugegeben wurde (meist resultiert eine
starke Rauchentwicklung). Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis die

vollstdndige Umsetzung des Anilins nachgewiesen werden konnte (i.d.R. 0,5 — 1 h).

Schritt 2: Das aliphatische Amin (1 eq) und ggf. ein weiteres Aquivalent an EtsN wurden
hinzugegeben. Die Reaktion wurde auf Reflux erhitzt, bis der vollstandige Verbrauch des
Phenylcarbamatzwischenprodukts und die Bildung des gewiinschten Harnstoffprodukts

iiber DC-MS nachgewiesen werden konnten.
ASV 11: Miyaura-Borylierung mit Arylbromiden

Das Arylbromid (i.d.R. 1 eq) wurde in trockenem Dioxan zusammen mit KOAc (3 — 4 eq)
und ByPin, (i.d.R. 0,99 —1leq) suspendiert. Im geschlossenen System wurde
Inertgasatmosphére eingestellt (i.d.R Argon) und 2,5-35mol% Pd(dppf)Cl> (oder
Pd(dppf)Cl.-DCM) wurde in die Suspension gegeben. Die Reaktion wurde auf 70 — 100 °C
erhitzt und i.d.R. iiber Nacht geriihrt, bis iiber HPLC der vollstindige Verbrauch des
Arylbromids nachgewiesen werden konnte. Der Ansatz wurde mit einem Teil DCM

verdiinnt und tiber Kieselgur filtriert. Die schwarz-braune Suspension wurde eingeengt.

7.3 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.1
Einige Synthesen in diesem Unterkapitel sind bereits publiziert. (siehe: ,,Dimitrov, T., et
al. (2022). "Development of novel urea-based ATM kinase inhibitors with subnanomolar

cellular potency and high kinome selectivity." European Journal of Medicinal Chemistry

235: 114234.* bzw. ,,Laufer, S.; Forster, M.; Dimitrov, T.; Zender, L.; Moschopoulou, A.
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Preparation of imidazo[4,5-c]quinoline compounds and their use as ATM kinase inhibitors.

W02022096361, 2022.)

2-Fluor-5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)pyridin (1)

Eine Suspension aus 5-Brom-2-fluorpyridin (500 mg, 2,84 mmol), B;Pin> (717 mg,
2,82 mmol) und trockenem KOAc (836 mg, 8,52 mmol) in 15 ml trockenem Dioxan wurde
unter Argon-Atmosphére geriihrt und mit 0,01 eq XPhos Pd G4 und 0,01 eq Pd(OAc)>
versetzt. Die Reaktion wurde auf 70 °C erhitzt und fir 6h geriihrt, bis die
Reaktionskontrolle iiber HPLC einen vollstdndigen Verbrauch des Eduktes zeigte. Der
Ansatz wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und Kieselgel mit EA/PE (1 + 1) filtriert.
Nach dem Entfernen der Losungsmittel unter vermindertem Druck konnte ein braunes Harz
gewonnen werden, welches mit der Zugabe an Diethylether in eine kristalline Form
iiberfithrt werden konnte. Das gewiinschte Produkt wurde via Filtration gewonnen
(379 mg, 60 %). '"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.61 — 8.53 (m, 1H), 8.21 — 8.06 (m, 1H),
6.96 — 6.83 (m, 1H), 1.32 (s, 12H). HPLC t;et = 2.81 min.

8-(6-Fluorpyridin-3-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-

imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (2)'%°
Q
Q N F

yN /l

—N
= A

NS

N

Synthese nach ASV 7 mit 337 mg 8-Brom-3-methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-1,3-
dihydro-2H-imidaz[4,5-c]chinolin-2-on'* (0,93 mmol), 313 mg 1 (1,40 mmol), 6 ml
K3PO4 (0,5 M) und 16 mg XPhos Pd G4 (2 mol%). Der Reaktionsansatz wurde bei 60 °C
geriihrt und zeigte nach ca. 45 min eine vollstdndige Umsetzung (via DC-Kontrolle). Die
Reaktion wurde mit NH4Cl-16sung verdiinnt und das Produkt wurde mit DCM extrahiert

(3x). Nach Trocknen und Einengen der organischen Phase wurde das briunliche
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Rohprodukt mit einer kleinen Menge an Chloroform versetzt und via Filtration als weiler
Feststoff gewonnen. Das Filtrat wurde bei <10 °C gelagert, um weiteres Produkt
auszufillen und dieses innerhalb einer weiteren Filtration zu gewinnen. Man erhélt 265 mg
an weiB-grauen Feststoff (75 %). 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 8.76 (s, 1H), 8.59 (d, J =
2.2 Hz, 1H), 8.53 — 8.43 (m, 1H), 8.29 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.21 — 8.08 (m, 1H), 7.83 (dd,
J=128.9, 1.8 Hz, 1H), 7.12 (dd, J = 8.5, 2.9 Hz, 1H), 5.21 — 5.00 (m, 1H), 4.33 —4.17 (m,
2H), 3.78 — 3.50 (m, 5H), 3.08 — 2.80 (m, 2H), 2.03 — 1.87 (m, 2H). ESI-MS m/z: 401,2
[M+H]".

8-(6-(Benzylamino)pyridin-3-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-

imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (3)

In 2 ml Benzylamin wurden 101 mg an 2 (0,267 mmol) geldst und bei 180 °C geriihrt, bis
die Reaktionskontrolle iiber DC eine vollstindige Umsetzung des Eduktes zeigte. Die
Reaktion wurde auf Raumtemperatur gekiihlt und mit n-Pentan verdiinnt, um das
Rohprodukt via  Filtration gewinnen zu konnen. Das Produkt wurde
sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 1 —9 %). Ausbeute: 79 mg weil3-
gelber Feststoff (64 %). 'H NMR (400 MHz, CDCI3) & 8.68 (s, 1H), 8.51 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 8.38 (s, 1H), 8.20 (d, /= 8.9 Hz, 1H), 7.89 — 7.82 (m, 1H), 7.80 (dd, J = 8.9, 1.7 Hz,
1H), 7.44 — 7.28 (m, 5H), 6.58 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 5.47 (s, 1H), 5.18 — 5.03 (m, 1H), 4.60
(d, J=5.7 Hz, 2H), 4.24 (dd, J = 11.6, 4.4 Hz, 2H), 3.66 — 3.57 (m, 5H), 3.04 — 2.88 (m,
2H), 1.94 (dd, J = 12.7, 2.8 Hz, 2H). HPLC trt = 7.32 min. ESI-MS m/z: 488,2 [M+H]",
464,2 [M-H]. IR [em™'] 669, 701, 747, 813, 908, 980, 1009, 1022, 1085, 1141, 1163, 1179,
1334, 1452, 1513, 1528, 1595, 1705, 2831, 2851, 2920, 3239.
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(5)-8-(6-((2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-
2H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (4)

() °
O \/[
e /\N|O o<
=z

NS

N

(5)-(2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-yl)methanol (34 pl, 0,24 mmol) wurde unter Argon-
Atmosphire in 4 ml trockenem DMF gel6st. NaH (11 mg, 0,28 mmol) wurde hinzugegeben
und 15 min geriihrt, bis keine Gasbildung mehr erfolgte. 2 (35 mg, 0,092 mmol) wurde zur
Losung hinzugefiigt, wobei sich die Reaktion gelb fdarbte. Der Ansatz wurde bei
Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle (via DC) eine vollstindige Umsetzung
des Eduktes zeigte. Die Reaktion wurde mit EA verdiinnt und die organische Phase wurde
2x mit Wasser gewaschen. Die sdulenchromatographische Aufreinigung erfolgt mit
DCM/MeOH 1 -9 %. Man erhilt einen weiBen Feststoff (33 mg, 73 %). 'H NMR (200
MHz, CDCl;) 6 8.70 (s, 1H), 8.49 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.23 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 7.94 (dd, /=8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.80 (dd, J= 8.8, 1.4 Hz, 1H), 6.96 (d, J= 8.6 Hz, 1H),
5.20-4.96 (m, 1H), 4.61 —4.35 (m, 3H), 4.30 —4.11 (m, 3H), 3.95 - 3.82 (m, 1H), 3.69 —
3.50 (m, 5H), 3.08 — 2.81 (m, 2H), 2.01 — 1.85 (m, 2H), 1.44 (d, J = 14.0 Hz, 6H). HPLC
tret = 7.44 min. ESI-MS m/z: 513,2 [M+Na]*. IR [cm'!] 669, 744, 824, 831, 1006, 1016,
1057, 1086, 1134, 1182, 1235, 1285, 1299, 1347, 1354, 1382, 1495, 1577, 1597, 1692,
2837, 2928, 2984.

(R)-8-(6-(2,3-Dihydroxypropoxy)pyridin-3-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-
1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (5)

In 12 ml Dioxan und 5 ml Salzséure (10 %) wurden 66 mg an 4 (0,117 mmol, 87 % HPLC-
Reinheit) gelost und bei Raumtemperatur geriihrt, bis die HPLC eine vollstindige
Umsetzung zeigte (ca. 2,5h). Die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit DCM/MeOH 1 — 9 % aufgereinigt,
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um das gewiinschte Produkt als Feststoff zu erhalten (30 mg, 57 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO) & 8.93 (s, 1H), 8.66 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.20 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz,
1H), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.04 — 7.94 (m, 1H), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.21 — 5.09
(m, 1H), 4.95 (bs, 1H), 4.67 (bs, 1H), 4.37 (dd, J = 10.9, 4.3 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 10.9,
6.5 Hz, 1H), 4.12 — 4.01 (m, 2H), 3.89 — 3.80 (m, 1H), 3.59 (t, /= 11.5 Hz, 2H), 3.51 (s,
3H), 3.47 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 2.82 — 2.62 (m, 2H), 2.02 — 1.85 (m, 2H). HPLC tw =
2.31 min. ESI-MS m/z: 473,5 [M+Na]". IR [ecm™'] 669, 744, 824, 883, 983, 1016, 1025,
1043, 1052, 1082, 1132, 1182, 1241, 1280, 1350, 1380, 1491, 1590, 1598, 1705, 2850,
29109.

8-(4-Hydroxybut-1-yn-1-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-

imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (6)

OH

In 2 ml trockenem DMF wurde 181 mg 8-Brom-3-methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-
1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (0,5 mmol), 19 mg Cul (0,1 mmol), 0,35 ml
Et;N (2,5 mmol) und 70 mg But-1-in-4-o0l (1,0 mmol) gegeben und unter Argon geriihrt.
Pd(PPh3);Cl (44 mg) wurde zum Gemisch hinzugefiigt und die schwarze Reaktion wurde
bei 60 — 70 °C {iber Nacht geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte iiber DC (DCM/MeOH
5%). Die Reaktion wurde mit halbgesittigter NH4CIl-Losung verdiinnt, wobei eine
Suspension entstand. Das Rohprodukt wurde iiber eine Filtration gewonnen. Das Produkt
wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 1 — 8 %). Ausbeute 125 mg
Feststoff (71 %). '"H NMR (200 MHz, DMSO) 6 8.86 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.98 (d, J = 8.6
Hz, 1H), 7.64 — 7.49 (m, 1H), 5.07 — 4.86 (m, 2H), 4.04 (dd, /= 11.0, 3.7 Hz, 2H), 3.71 —
3.51 (m, 4H), 3.47 (s, 3H), 2.82 — 2.70 (m, 1H), 2.70 — 2.58 (m, 3H), 1.94 — 1.77 (m, 2H).
HPLC tret = 3.00 min. ESI-MS m/z: 374.0 [M+Na]*, 352.1 [M+H]*. IR [cm!] 674, 747,
825, 835, 879, 980, 1012, 1031, 1056, 1070, 1088, 1141, 1182, 1347, 1381, 1406, 1435,
1472, 1511, 1576, 1685, 2830, 3421.
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8-(4-Methoxybut-1-yn-1-yl)-3-methyl-1-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-1,3-dihydro-2 H-
imidazo[4,5-c]chinolin-2-on (7)

In 2 ml trockenem DMF wurden 24 mg 6 (68 pmol) gelost und mit 3 mg NaH (60 wt%,
82 pumol) versetzt. Nach 15 min Riihren bei Raumtemperatur wurden 5 pl Mel (82 umol)
in die Reaktion gegeben. Nach 2h zeigte die Reaktionskontrolle iiber HPLC eine
vollstindige Umsetzung, sodass die Reaktion mit NH4CI-Losung gestoppt wurde. Das
Produkt wurde mit EA extrahiert, die organischen Phasen wurden getrocknet und
eingeengt. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch
(DCM/MeOH). Beigefarbener Feststoff 60 %. HPLC t, = 4,32 min. ESI-MS m/z: 388,0
[M+Na]*. IR [em'] 673, 745, 824, 839, 880, 980, 1001, 1013, 1030, 1058, 1088, 1101,
1114, 1142, 1178, 1234, 1346, 1353, 1383, 1406, 1434, 1457, 1474, 1511, 1577, 1705,
2831, 2921.

1-(4-Brom-3-chlor-2-fluorphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff (12)!48

H H
N.__N

\ﬂ/ \/\,Tl/
Br F ©

Cl

Zu einer Losung von 235 mg Phenylchlorameisensédureester (1,5 mmol) in 2 ml trockenem
THF wurden 337 mg 4-Brom-3-chlor-2-fluoranilin (1,5 mmol) in 2 ml THF zugetropft.
AnschlieBend wurden 0,21 ml EtzN (1,5 mmol) der Reaktion zugesetzt, was zur Bildung
eines weillen Niederschlags fiihrte. Nach etwa 20 min zeigte die Reaktionskontrolle via DC
eine vollstindige Umwandlung zum gewiinschten Carbamat-Zwischenprodukt. Weitere
0,21 ml EtN (1,5 mmol) und 132 mg N,N-Dimethylethylendiamin (1,5 mmol) wurden
hinzugegeben. Das Reaktionsgefdll wurde bei 65 °C geriihrt, bis die DC den vollstdndigen
Verbrauch des Phenylcarbamats anzeigte. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
die Mischung mit DCM verdiinnt und die organische Phase mit NaOH (3x) gewaschen.
Nach Trocknung und Einengen unter vermindertem Druck wurde die Kristallisation des

gelben Ols durch Zugabe geringer Mengen von MeCN eingeleitet. Das kristalline Produkt
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wurde mit wenig MeCN verdiinnt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 348 mg
weiBer Feststoff (69 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.72 (s, 1H), 8.21 — 8.05 (m, 1H),
7.46 (d,J=8.9 Hz, 1H), 6.83 — 6.68 (m, 1H), 3.22 — 3.13 (m, 2H), 2.31 (t, J= 5.6 Hz, 2H),
2.16 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 154.4, 147.63 (d, J = 246.3 Hz), 129.51 (d, J
=10.6 Hz), 128.21 (d, J= 3.7 Hz), 120.35 (d, /= 17.5 Hz), 119.2, 112.2, 58.3, 45.0, 37.0.
HPLC tret = 4.88 min. ESI-MS m/z: 338.5 [M+H]".

1-(4-Brom-3-fluor-2-methylphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff (13)'43
P e
Br \g/ T

Die Reaktion erfolgte dquivalent zu 12 mit 286 mg 4-Brom-3-fluor-2-methylanilin
(1.4 mmol), 219 mg Phenylchlorformiat (1,40 mmol), 123 mg N,N-
Dimethylethylendiamin (1,4 mmol) und 0,2 ml Et;N in 5 ml THF. Das Rohprodukt wurde
iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: 2,5—-9 %). Ausbeute: 407 mg
farbloses Produkt (91 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.04 (s, 1H), 7.74 (dd, J = 9.0,
0.9 Hz, 1H), 7.41 —7.31 (m, 1H), 6.67 (t,J= 5.1 Hz, 1H), 3.21 — 3.15 (m, 2H), 2.32 (t, J =
6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H), 2.12 (d, J= 2.3 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 156.25
(d, J=239.4 Hz), 154.9, 139.78 (d, /= 5.9 Hz), 129.47 (d, J= 1.5 Hz), 117.04 (d, /= 3.0

Hz), 115.33 (d,J = 19.4 Hz), 99.32 (d, J = 22.6 Hz), 58.5, 45.0, 37.0, 9.72 (d, J = 5.3 Hz).

1-(3-Chlor-2-fluor-4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-ox0-2,3-dihydro-1H-imidazo[4,5-
c]chinolin-8-yl)phenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff (14)

F
O— H H
Q. ~
Cl NN\/\/
YOy
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N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 58 mg 1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-8-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on!#®

(0,15 mmol), 51 mg 12 (0,15 mmol) und 170 mg K3PO4-:3H>0 (0,638 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 65 °C iiber Nacht. Das Reaktionsgemisch wurde mit DCM
verdiinnt und die Suspension mit Salzlosung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
NaxSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Gradient (FC): DCM /
MeOH +2 N NH;3 2 — 8,5 % Ausbeute: 62 mg (80 %) weiBer Feststoff.'H NMR (400 MHz,
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DMSO) § 8.92 (s, 1H), 8.77 (br s, 1H), 8.31 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.28 — 8.22 (m, 1H), 8.12
— 8.06 (m, 1H), 7.69 (dd, J = 8.8, 1.8Hz, 1H),7.31(dd, J = 8.7, 1.6Hz, 1H), 6.77 (t, I = 5.2
Hz, 1H), 4.47 (t, T = 5.6 Hz, 2H), 3.73 (t, = 5.6 Hz, 2H), 3.54 (s, 3H), 3.25 — 3.19 (m, SH),
2.35 (t,J = 6.1 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H). HPLC tre = 2.30 min. ESI-MS m/z: 515.6 [M+H]".
IR [em''] 664, 722, 745, 762, 806, 829, 850, 866, 879, 942, 958, 995, 1024, 1039, 1059,
1117, 1167, 1202, 1243, 1275, 1361, 1380, 1411, 1434, 1456, 1488, 1518, 1578, 1637,
1700, 2823, 2937, 3330.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(3-fluor-4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-imidazo[4,5-c]chinolin-8-yl)-2-methylphenyl)harnstoff (15)'4

o) O— H H

\>_N/\/F l N\H/N\/\T/
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N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 58 mg 1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-8-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-c]chinolin-2-on!®
(0,15 mmol) und 48 mg 13 (0,15 mmol) sowie 138 mg K3PO4-3H>0 (0,518 mmol) in 3 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 70 °C. (Reaktionszeit: 3 h) Das Reaktionsgemisch wurde mit
EA verdiinnt, die organische Phase mit Salzlosung gewaschen, {iber NaxSO4 getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde durch Flash-
Chromatographie (DCM / MeOH + 2 N NH3 1 — 7 %) aufgereinigt, um 59 mg (80 %) des
Produkts als weien Feststoff zu erhalten. Die Verbindung wurde, aufgrund persistierender
Verunreinigungen, ein zweites Mal via RP-Flash-Chromatographie (H.O/MeOH
10 — 100 %) aufgereinigt. 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.88 (s, 1H), 8.38 —8.33 (m, 1H),
8.12 (s, 1H), 8.07 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.94 — 7.87 (m, 1H), 7.80 — 7.74 (m,1H), 7.40 (t,J =
8.9Hz, 1H), 6.72 (t, ] = 5.1 Hz, 1H), 4.48 (t, ] = 5.6 Hz, 2H), 3.75 (t, ] = 5.7 Hz, 2H), 3.53
(s, 3H), 3.25 = 3.19 (m, 5H), 2.35 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.19 (s, 9H). HPLC t;t = 1.87 min.
ESI-MS m/z: 495.6 [M+H]". IR [cm-1] 745, 821, 1005, 1108, 1230, 1277, 1359, 1379,
1409, 1486, 1577, 1677, 338]1.
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3-(4-Bromphenyl)-1-(2-(dimethylamino)ethyl)-1-methylharnstoff (16)

H |
NN~y
ST

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 250 mg 4-Brom-phenylisocyanat (1,26 mmol) in 5 ml
Toluol und 0,2 ml N',N',N>-Trimethylethan-1,2-diamin (1,9 mmol). (Reaktion ist etwas
exotherm, ggf. kiithlen) Ausbeute: Oliges Produkt, welches unter Kiihlung zu einem
gelblichen Feststoff kristallisiert (377 mg, 100 %). '"H NMR (200 MHz, DMSO) & 9.22 (s,
1H), 7.50 — 7.27 (m, 4H), 3.42 — 3.34 (m, 2H), 2.91 (s, 3H), 2.41 (t, /= 5.9 Hz, 2H), 2.21

(s, 6H). 1*C NMR (50 MHz, DMSO) & 155.5, 140.4, 131.1, 121.0, 112.7, 57.8, 46.6, 45.3,
34.9. HPLC tet = 2.77 min. ESI-MS m/z: 254.9 [M-NMe:]".

N-(4-Bromphenyl)-3-(dimethylamino)azetidin-1-carboxamid (17)'4

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 140 mg N,N-Dimethylazetidin-3-amin (Dihydrochlorid,
0,788 mmol) und 149 mg 4-Bromphenylisocyanat (0,750 mmol). Ausbeute: 176 mg (79 %)
weiBer Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.54 (s, 1H), 7.48 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.39
(d, J=8.1 Hz, 2H),3.99 —3.91 (m, 2H), 3.77 — 3.68 (m, 2H), 3.05 — 2.96 (m, 1H), 2.07 (s,
6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 156.4, 139.7, 131.1, 120.5, 113.0, 54.5, 53.4, 41.4.
HPLC tret = 3.12 min. ESI-MS m/z: 398.2 [M+H]".

N-(4-Bromphenyl)-3-(dimethylamino)pyrrolidin-1-carboxamid (18)!4®

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 147 mg N,N-Dimethylpyrrolidin-3-amin (Dihydrochlorid,
0,789 mmol), 149 mg 4-Bromphenylisocyanat (0,750 mmol) und 190 mg EtsN (1,88
mmol). Die Reaktion wurde mit 4,5 ml Wasser verdiinnt, mit NaOH auf pH 9 eingestellt

und mit EA (3x20 ml) extrahiert. Nach Trocknung iiber Na;SO4 wurden die vereinigten
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organischen Phasen unter vermindertem Druck eingeengt. Ausbeute: 160 mg (68 %)
weiBer Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.24 (s, 1H), 7.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.38
(d, J=8.8 Hz, 2H), 3.67 — 3.60 (m, 1H), 3.58 — 3.50 (m, 1H), 3.34 — 3.26 (m, 1H), 3.09 (t,
J=9.1 Hz, 1H), 2.74 — 2.63 (m, 1H), 2.18 (s, 6H), 2.09 — 2.00 (m, 1H), 1.75 — 1.64 (m,
1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 153.5, 140.0, 131.0, 121.2, 113.0, 64.7, 49.9, 44.8,
43.8,29.4. HPLC tret = 3.02 min. ESI-MS m/z: 310.1 [M-H]-.

N-(4-Bromphenyl)-4-(dimethylamino)piperidin-1-carboxamid (19)!4®

N\
H
J
Br/©/N\g/N

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 101 mg N,N-Dimethylpiperidin-4-amin (1,05 mmol) und
149 mg 4-Bromphenylisocyanat (0,75 mmol). Ausbeute: 214 mg (88 %) als weiler
Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.60 (s, 1H), 7.44 (d, /= 8.8 Hz, 2H), 7.38 (d, J
= 8.8 Hz, 2H), 4.14 — 4.05 (m, 2H), 2.84 — 2.72 (m, 2H), 2.31 — 2.21 (m, 1H), 2.17 (s, 6H),
1.80 — 1.70 (m, 2H), 1.34 — 1.20 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 154.5, 140.2,
131.0, 121.3, 113.0, 61.3, 43.0, 41.4, 28.0. HPLC twr=3.22 min. ESI-MS m/z: 326.3
[M+H]".

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-ox0-2,3-dihydro-1H-
imidazo[4,5-c]chinolin-8-yl)phenyl)-1-methylharnstoff (20)

o O— H |
NS
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 120 mg 16 (0,400 mmol) und 161 mg 1-(2-Methoxyethyl)-
3-methyl-8-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-

c]chinolin-2-on'® (0,420 mmol). Gradient (FC): DCM / MeOH + NH; (3 -8 %).
Ausbeute: 70 mg (35 %) als weiler Feststoff. "H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.31 (s, 1H),
8.84 (s,1H), 8.41 (d, J = 1.6Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 8.9, 1.8Hz,
1H), 7.72 (d, J = 8.7Hz, 2H), 7.57(d, J = 8.7Hz, 2H), 4.55 (t,J = 5.5 Hz, 2H), 3.77 (t, J =
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5.6 Hz, 2H), 3.52 (s, 3H), 3.41 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.24 (s, 3H), 2.95 (s, 3H), 2.45 (t, J =
5.9Hz, 2H), 2.25 (s, 6H). >*C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.7, 153.4, 143.5, 140.9, 137.4,
132.8, 132.3, 130.6, 128.4, 127.0, 125.4, 122.8, 119.4, 117.3, 115.3, 70.0, 58.3, 57.9, 46.7,
45.2,42.5,34.9,27.4. HPLC tre = 1.49 min. ESI m/z: 499.4 [M+Na]*. IR [cm'] 745, 820,
896, 909, 929, 991, 1018, 1036, 1113, 1184, 1241, 1289, 1318, 1376, 1457, 1483, 1508,
1597, 1653, 1696, 2778, 2822.

3-(Dimethylamino)-N-(4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-
imidazo[4,5-c]chinolin-8-yl)phenyl)azetidine-1-carboxamid (21)

Q ’7\
y/\/ O N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 45 mg 17 (0,15 mmol) und 58 mg 1-(2-Methoxyethyl)-3-
methyl-8-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-
¢]chinolin-2-on'*® (0,15 mmol) und 136 mg K3PO4-3H,0 (0,60 mmol) in 2,0 ml Dioxan
und 0,5 ml Wasser. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 60 °C durchgefiihrt. Gradient (FC):
DCM / MeOH + 2 N NH3 (6 — 10 %). Ausbeute: 55 mg (77 %) als weiBer Feststoff. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.84 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 8.06 (d, J =8.8Hz, 1H),
791 (d, J=8.9Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.3Hz, 2H), 7.67 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.55 (t, ] = 5.1
Hz, 2H), 4.04 — 3.94 (m, 2H), 3.83 — 3.73 (m, 4H), 3.53 (s, 3H), 3.24 (s, 3H), 3.09 — 2.99
(m, 1H), 2.10 (s, 6H). HPLC tye; = 2.18 min. ESI-MS m/z: 475.6 [M+H]". IR [em™'] 745,
822, 893, 906, 1038, 1096, 1113, 1161, 1185, 1239, 1376, 1524, 1586, 1668, 1694, 2820,
2870, 2941.

3-(Dimethylamino)-N-(4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-
imidazo[4,5-c]chinolin-8-yl)phenyl)pyrrolidin-1-carboxamid (22).

—

O— /
O\>_/\/ HNO\N
ot
SO
NS
N
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 47 mg 18 (0,15 mmol), 63 mg 1-(2-Methoxyethyl)-3-
methyl-8-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-
¢]chinolin-2-on'*® (0,17 mmol) und 136 mg K3PO4-3H,0 (0,60 mmol) in 2,5 ml Dioxan
und 0,5 ml Wasser. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 60 °C durchgefiihrt. Gradient (FC):
DCM / MeOH + 2 N NH3 (6 — 10 %). Ausbeute: 65 mg (89 %) weiBer Feststoff. 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 8.84 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.06 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.92
(d, J=8.9Hz, 1H), 7.77 — 7.64(m, 4H), 4.55 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 5.3 Hz, 2H),
3.72 — 3.65 (m, 1H), 3.63 — 3.56 (m, 1H), 3.52 (s, 3H), 3.34 — 3.30 (m, 1H),3.25 (s, 3H),
3.17-3.09 (m, 1H), 2.74 — 2.64 (m, 1H), 2.19 (s, 6H), 2.12 — 2.02 (m, 1H), 1.78 — 1.65 (m,
1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 6 153.7, 153.5, 143.5, 140.6, 137.4, 132.8, 132.5, 130.6,
128.5, 126.9, 125.5, 122.9, 119.7, 117.4, 115.3, 70.1, 64.8, 58.4, 50.0, 44.9, 43.8, 42.5,
29.5, 27.5. HPLC tret = 2.17 min. ESI-MS m/z: 489.6 [M+H]". IR [em'] 744, 822, 893,
912, 954, 991, 1036, 1057, 1111, 1242, 1292, 1356, 1374, 1407, 1418, 1482, 1507, 1577,
1663, 1702, 3383.

4-(Dimethylamino)-N-(4-(1-(2-methoxyethyl)-3-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-
imidazo[4,5-c]chinolin-8-yl)phenyl)piperidin-1-carboxamid (23)
I

VY™ O N O h
N ‘ e
—N P e}
8¢
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 49 mg 19 (0,15 mmol), 54 mg 1-(2-Methoxyethyl)-3-
methyl-8-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1,3-dihydro-2H-imidazo[4,5-
¢]chinolin-2-on'*® (0,17 mmol) und 136 mg K3PO4-3H,0 (0,60 mmol) in 2,5 ml Dioxan
und 0,5 ml Wasser iiber Nacht bei 60 °C. Gradient (FC): DCM / MeOH + 2 N NH;3
(5 —10 %). Ausbeute: 75 mg (99 %) weiBer Feststoff.'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.84
(s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.06 (d, J = 8.8 Hz, 1H),7.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.72
(d,J=8.4Hz, 2H), 7.64 (d, /= 8.3 Hz, 2H), 4.61 — 4.48 (m, 2H), 4.22 — 4.10 (m, 2H), 3.82
—3.73 (m, 2H), 3.52 (s, 3H), 3.24 (s, 3H), 2.88 — 2.75 (m, 2H), 2.37 — 2.27 (m, 1H), 2.20
(s, 6H), 1.85 — 1.72 (m, 2H), 1.39 — 1.25 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 154.71,
153.48, 143.53, 140.77, 137.42, 132.86, 132.56, 130.62, 128.50, 126.93, 125.52, 122.87,
119.82, 117.38, 115.35, 70.07, 61.42, 58.37, 43.13, 42.56, 41.33, 28.04, 27.47. HPLC

tret = 2.26 min. ESI-MS m/z: 503.1 [M+H]". IR [em™!] 742, 820, 998, 1043, 1110, 1171,
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1231, 1272, 1294, 1316, 1330, 1359, 1379, 1410, 1420, 1481, 1508, 1577, 1593, 1654,
1688, 2771.

7.4 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.2
4-Chlor-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin (24)

Cl
B
NN

In einem Rundkolben wurde 2500 mg 7-Azaindol (16,38 mmol) in ca. 80 ml trockenem
THF gelost. Es wurde NaH (785 mg, 60 wt%, 19,7 mmol) portionsweise hinzugegeben und
die Suspension wurde 15 min nach vollstindiger Zugabe geriihrt, bis keine Gasbildung
sichtbar war. Es wurden 3277 mg TsCl (17,19 mmol) in ca. 20 ml THF gelost und zu der
Reaktion getropft. Nach 1,5 h zeigte die Reaktionskontrolle eine vollstindige Umsetzung
(HPLC) und der Ansatz wurde mit geséttigter NH4CI-Losung verdiinnt. Das Produkt wurde
EA extrahiert und die organischen Phasen wurden mit geséttigter K>CO3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet und die Lésungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde mit kaltem MeOH suspendiert und
via Filtration gewonnen. Ausbeute: 2971 mg hellbrauner Feststoff (60 %). HPLC tw =

8.45 min (mit interner HPLC-Datenbank abgeglichen, keine weitere Charakterisierung).!>

4-Chlor-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin (25)

Cl
O,N

Bl

N7 N

Zu einer Losung von 2,00 g 24 (6,52 mmol) in 60 ml trockenem DCM wurden insgesamt
1509 mg MesN(NOs3) (11,08 mmol) hinzugegeben. In weiteren 20 ml DCM wurden
1,18 ml TFAA (8,48 mmol) geldst und bei 0 °C {iber 1 h zur Reaktion getropft. Die gelbe
Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und iiber Nacht geriihrt, bis via HPLC eine
vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die
Reaktion wurde mit DCM verdiinnt und die organische Phase mit geséttigter NaHCOs- und
NH4Cl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet, die LM evaporiert und

180



Experimenteller Teil

das Rohprodukt in MeOH erhitzt. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt
und das Produkt via Filtration gewonnen. Ausbeute: 2145 mg wei3gelber FS (94 %). HPLC
tree = 8.76 min. Das gewiinschte Produkt wurde mithilfe der internen HPLC-Datenbank

eindeutig identifiziert. Eine weitere Charakterisierung wurde nicht durchgefiihrt.!>

N-Isopropyl-5-nitro-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-amin (26)

HNJ\

Durchgefiihrt nach ASV 1, jedoch mit 1500 mg 25 (4,27 mmol), 457 ul iPrNH»
(5,34 mmol) und 888 ul EN (6,41 mmol) als Startmaterial in 16 ml /PrOH unter
Refluxbedingungen. Ausbeute: 1520 mg gelber Feststoff (95 %). 'H NMR (200 MHz,
CDCls) 6 9.09 (s, 1H), 8.98 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.58 (d, J=4.1
Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 4.41 — 4.16 (m, 1H), 2.39 (s,
3H), 1.40 (d, J= 6.3 Hz, 6H). HPLC tiet = 8.55 min. ESI-MS m/z: 373,4 [M-H]".

N*-Isopropyl-1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4,5-diamin (27)

HNJ\

H,N
B
NN

Ts

Durchgefiihrt nach ASV 2 mit 619mg 26 (1,80 mmol), 1621 mg SnCl>-2H,0O
(7,187 mmol) in 40 ml EtOH. Ausbeute: 517 mg Feststoff (83 %). 'H NMR (200 MHz,
DMSO) 6 7.88 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.44 (d, /= 4.2 Hz, 1H), 7.36 (d, /= 8.1
Hz, 2H), 6.73 (d, J=4.2 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.34 (s, 2H), 4.16 — 3.93 (m,
1H), 2.32 (s, 3H), 1.18 (d, J = 6.2 Hz, 6H). 3C NMR (50 MHz, DMSO) & 144.8, 143.4,
136.1, 135.0, 132.8, 129.6, 127.4, 126.2, 122.5, 107.5, 105.9, 44.6, 23.5, 21.0. HPLC tret =
4.89 min. ESI m/z: 345.3 [M+H]".
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1-Isopropyl-6-tosyl-3,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2(1 H)-on (28)
\>~N>\

0
HN
Bl
N7 N
Ts

Eine Losung von 400 mg 27 (1,16 mmol) in 8 ml trockenem DMF wurde unter Argon-
Atmosphére geriihrt und mit 235 mg CDI (1,45 mmol) versetzt. Die Reaktionskontrolle
iiber HPLC und DC zeigte nach 30 min eine vollstindige Umsetzung des Eduktes. Die
Reaktion wurde mit NH4Cl-Losung verdiinnt und das Produkt wurde mithilfe einer
Filtration gewonnen (Trocknung im Umluftofen fiir 1 h bei 60 °C). Ausbeute: wei3-beiger
Feststoff (82 %). '"H NMR (200 MHz, DMSO) & 11.17 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.97 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 4.1 Hz, 1H),
4.88 —4.63 (m, 1H), 2.31 (s, 3H), 1.47 (d, /= 6.9 Hz, 6H). HPLC tiet = 7.23 min. ESI m/z:
393.3 [M+Na]".

1-Isopropyl-3-methyl-6-tosyl-3,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin-2(1 H)-on
(29)

b~

0
/N
B
NN
Ts

In 12 ml trockenem DMF wurden 200 mg 28 (0,540 mmol) gegeben und mit 27 mg NaH
(0,68 mmol) versetzt. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis keine
Gasbildung mehr sichtbar war. Mel (100 mg, 0,705 mmol) wurde hinzugefiigt. Nach ca.
1,5 h zeigte die Reaktionskontrolle (HPLC) einen vollstdndigen Verbrauch des Eduktes.
Die Reaktion wurde mit einem Uberschuss an MeOH gestoppt und NH4Cl-Losung
verdiinnt. Das Rohprodukt wurde mit DCM extrahiert und mit DCM/MeOH 1 -9 %
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Ausbeute: 220 mg Feststoff (85 %). 'H NMR (200
MHz, CDCl3) 6 8.16 — 8.02 (m, 3H), 7.77 (d, J=4.1 Hz, 1H), 7.34 —7.17 (m, 2H), 6.74 (d,
J=4.2Hz, 1H), 4.87 (hept, J= 6.8 Hz, 1H), 3.46 (s, 3H), 2.36 (s, 3H), 1.59 (d, /= 7.0 Hz,
6H). HPLC trt = 7.38 min. ESI m/z: 407.3 [M+Na]".
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1-Isopropyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin (30)
7 N>\
N
B
N7 N
Ts

Zu einer Suspension aus 26 (824 mg, 2,20 mmol) in 10 ml Toluol wurde Pd/C (10 m%)
und 11 ml EN/HCOOH (5 + 2) hinzugegeben. Die Reaktion wurde {iber Nacht unter
Refluxbedingungen geriihrt, bis die Reaktionskontrolle iiber HPLC einen vollstdndigen
Verbrauch des Eduktes zeigte. Der Ansatz wurde mit EA verdiinnt, iiber Kieselgur filtriert
und das Filtrat mit gesittigter NH4CI- und NaHCOs-Losung gewaschen. Nach Trocknung
und Einengen der organischen Phase wurde das Rohprodukt sdulenchromatograpisch mit
PE/EA 50 — 90 % purifiziert. Ausbeute: 459 mg gelbliches Ol (59 %). '"H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.92 (s, 1H), 8.22 — 7.94 (m, 3H), 7.84 (d, /= 3.9 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 6.80 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.02 — 4.65 (m, 1H), 2.37 (s, 3H), 1.71 (d, J = 6.6 Hz, 6H).
HPLC tret = 6.44 min. ESI m/z: 377.4 [M+Na]".

8-Brom-1-isopropyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin (31)

NFN Br
B
N7 N

Ts

Zu einer Lésung von 73 mg 30 (0,21 mmol) in 4 ml trockenem DMF wurden 43 mg NBS
(0,24 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur gertihrt, bis via DC ein
vollstdndiger Verbrauch des Startmaterials nachgewiesen werden konnte. Der Ansatz
wurde mit gesittigter NaHCO3-Losung verdiinnt und das Produkt wurde mit EA extrahiert.
Die organische Phase wurde getrocknet und eingeengt, um das Rohprodukt zu erhalten.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (mit DCM/MeOH 1 —9 %), wurde das
Produkt als Feststoff gewonnen (86 mg, 56 %). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.90 (s, 1H),
8.14 —8.05 (m, 3H), 7.88 (s, 1H), 7.26 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 5.75 (hept, /= 6.6 Hz, 1H), 2.34
(s,3H), 1.64 (d, J= 6.7 Hz, 6H). *C NMR (50 MHz, CDCl3) § 145.7, 142.1, 140.4, 139.6,
137.9, 134.9, 129.7, 128.6, 124.9, 108.0, 90.2, 51.0, 23.9, 21.8. HPLC t;t = 8.65 min. ESI
m/z: 455.5 [M+Na]", 487.5 [M+Na+MeOH]".
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N-Ethyl-5-nitro-1-tosyl-1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-amin (32)

Zu einer Losung aus 250 mg 25 (0,712 mmol) in trockenem DMF wurden insgesamt 144
mg Ethylamin (Hydrochlorid, 1,78 mmol) und 270 mg Et;N (1,78 mmol) hinzugegeben.
Der Ansatz wurde bei 70 °C gertihrt, bis tiber DC die vollstindige Umsetzung der Edukte
nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit Wasser verdiinnt (5 — 10-fachen
Menge) und das Rohprodukt durch Filtration gewonnen. Dieses wurde anschlieBend per
Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: PE/EA+MeOH (95+5) 10 — 90 %).
Ausbeute: 222 mg gelber Feststoff (86 %). 'H NMR (200 MHz, CDCls) § 9.03 (s, 1H), 8.00
(d, J=8.3 Hz, 2H), 7.53 (d, J=4.1 Hz, 1H), 7.26 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 6.82 (d, /= 4.1 Hz,
1H), 3.72 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.63 (s, 1H), 2.35 (s, 3H), 1.39 (t, J= 7.2 Hz, 3H). HPLC t:
= 8.16 min. ESI m/z: 359.4 [M-HJ-, 383.5 [M+Na]", 415.6 [M+Na+MeOH]".

1-Ethyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]pyrrolo[2,3-b]pyridin (33)

Vi
4N
N

ISR
N7 N
Ts

Durchfiihrung gemél der Vorschrift fiir 30 mit 100 mg 32 (0,277 mmol) in 4 ml Toluol
und 1 ml E&sN/HCOOH. Ausbeute: 92 mg Feststoff (98 %). 'H NMR (200 MHz, CDCls) §
8.92 (s, 1H), 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.98 (s, 1H), 7.80 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.26 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 6.78 (d, /= 3.8 Hz, 1H), 4.41 (q, J= 7.3 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H), 1.58 (t, J=7.3
Hz, 3H). HPLC twt = 6.13 min. ESI m/z: 339.3 [M-HJ], 363.3 [M+Na]", 395.3
[M+Na+MeOH]".

8-Brom-1-ethyl-6-tosyl-1,6-dihydroimidazo[4,5-d]|pyrrolo[2,3-b]pyridin (34)

/N Br
B
NZ N

Ts
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Die Durchfiihrung erfolgte, wie fiir 31 beschrieben, mit 40 mg 33 (0,12 mmol) und 21 mg
NBS (0,12 mmol). Ausbeute: 19 mg Feststoff (39 %). '"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 8.92
(s, 1H), 8.11 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.03 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.28 (d, /= 7.1 Hz, 2H), 4.81
(q, J=7.2 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.55 (t, J= 7.2 Hz, 3H). HPLC t;et = 8.36 min. ESI m/z:
417.4 [M-HJ, 441.4 [M+Na]*, 473.4 [M+Na+MeOH]".

(6-Chlorpyridin-3-yl)(1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon (35)
X

Zu einer Losung von 100 mg 7-Azaindol (0,846 mmol) in DCE (4 ml) wurden 586 mg
AICI3 (4,36 mmol) hinzugefiigt. 6-Chlornicotinoylchlorid (238 mg, 1,35 mmol) wurde zur
gelben Suspension gegeben. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt,
bis die Reaktionskontrolle via HPLC einen vollstindigen Verbrauch der Edukte zeigte.
Anschliefend wurde der Ansatz auf Eiswasser gegossen und mit NaOH neutralisiert. Das
Produkt wurde mit EA extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase und der
Entfernung der Losungsmittel am Rotationsverdampfer konnten 185 mg Feststoff (85 %)
gewonnen werden. '"H NMR (200 MHz, DMSO) 8 12.80 (s, 1H), 8.92 — 8.72 (m, 1H), 8.54
(dd,J=17.9, 1.6 Hz, 1H), 8.39 (dd, J=4.7, 1.6 Hz, 1H), 8.32 — 8.20 (m, 2H), 7.74 — 7.65
(m, 1H), 7.32 (dd, J=17.9, 4.7 Hz, 1H). *C NMR (50 MHz, DMSO) 5 186.7, 152.5, 149.6,
149.2, 144.8, 139.7, 137.1, 134.4, 129.8, 124.4, 118.5, 118.4, 113.6. HPLC tre¢ = 5.81 min.
ESI m/z: 256.0 [M-H].

(4-Fluorphenyl)(1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon (36)

0 F
A
L

N

Iz _

Zu einer Losung von 500 mg 1,7-Diazainden (4,23 mmol) wurde AICIz (1804 mg,
13,54 mmol) hinzugefiigt und fiir 1-1,5h bei Raumtemperatur geriihrt. 4-
Fluorbenzoylchlorid (800 pl, 6,77 mmol) wurde portionsweise (100 pl/ 10 min)
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hinzugefiigt. Nach Riihren iiber Nacht zeigte die HPLC eine vollstindige Umsetzung.
Anschliefend wurde die Reaktionslosung unter Kiihlung (Eisbad) langsam mit MeOH
versetzt. Die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt
in EA aufgenommen und mit NH4CI-Losung gewaschen. Nach Trocknung der organischen
Phase und der Entfernung der Losungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt (mit PE/EA+MeOH (95 +5),
Losungsmittel nicht optimal). Ausbeute: 935 mg Feststoff (92 %). 'H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 12.58 (s, 1H), 8.80 (dd, /= 7.9, 1.5 Hz, 1H), 8.55 - 8.42 (m, 1H), 8.01 — 7.87 (m,
3H), 7.46 — 7.34 (m, 1H), 7.31 — 7.18 (m, 2H). HPLC twt = 6.30 min. ESI m/z: 241.1
[M+H]", 239.1 [M-H].

(6-Chlorpyridin-3-yl)(1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon (37)
o) =N Cl
N/
Bk
N7 N
Ts

Zu einer Losung von 79 mg 35 (0,31 mmol) in 20 ml trockenem THF wurde NaH (20 mg,
0,50 mmol) unter Argon-Schutzgas hinzugegeben. Nach 10 min wurde TsCl (82 mg
0,43 mmol) hinzugefiigt und bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle
(HPLC) eine vollstindige Umsetzung zeigte. Die Reaktion wurde mit geséttigter NH4CI-
Losung gestoppt und anschlieend mit EA extrahiert. Nach Trocknung der organischen
Phase und der Entfernung der Losungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 1 -5 %). Ausbeute:
118 mg Feststoff (94 %). 'H NMR (200 MHz, CDCls) 6 8.86 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.64 —
8.48 (m, 2H), 8.23 — 8.07 (m, 4H), 7.54 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.41 — 7.28 (m, 3H), 2.40 (s,
3H). HPLC tr = 8.63 min. ESI m/z: 433.9 [M+Na]".

(4-Fluorphenyl)(1-tosyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon (38)

0 F

B
NN
Ts
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Zu einer Losung von 236 mg 36 (0,982 mmol) in trockenem THF wurde NaH (68 mg,
1,7 mmol) unter Argon-Schutzgas hinzugegeben. Nach 10 min wurde TsCl (253 mg,
1,32 mmol) hinzugefiigt und bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle
(HPLC) eine vollstdndige Umsetzung anzeigte. Die Reaktion wurde mit geséttigter NH4ClI-
Losung gestoppt und das Produkt mit EA extrahiert. Nach Trocknung und dem Einengen
der organischen Phase konnte das Produkt als Feststoff gewonnen werden (374 mg, 97 %).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.65 — 8.51 (m, 2H), 8.25 — 8.11 (m, 3H), 8.00 — 7.89 (m,
2H), 7.39 — 7.23 (m, 5H), 2.43 (s, 3H). HPLC tiet = 9.06 min.

(6-(3-(Dimethylamino)propoxy)pyridin-3-yl)(1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon
(39)

B
NN
Zu einer Suspension aus 37 (32 mg, 0,78 mmol) in 3-(Dimethylamino)propan-1-ol (1 ml)
wurden 7mg NaH (60 wt%, 0,2 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde bei
Raumtemperatur geriihrt und zeigte nach einer Stunde nur eine geringe Umsetzung
(HPLC), sodass eine Temperatur von 60 °C eingestellt wurde (iiber Nacht). Die Reaktion
wurde mit 1 ml gesittigter NH4Cl-Losung gestoppt und mit NaHCO3-Ldsung verdiinnt.
Das Produkt wurde mit EA extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase und der
Entfernung der Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt
sdulenchromatographisch aufgereinigt (PE/EA + MeOH (95 + 5), jedoch nicht optimal,
ggf. basisches Losungsmittel verwenden). Ausbeute: 15 mg weiBSlicher Feststoff (60 %).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) & 12.48 (bs, 1H), 8.81 — 8.61 (m, 2H), 8.45 (d, J = 3.8 Hz,
1H), 8.19 — 8.03 (m, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.41 — 7.28 (m, 1H), 6.85 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 4.45
(t, J= 6.4 Hz, 2H), 2.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.28 (s, 6H), 2.10 — 1.92 (m, 2H). *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 188.2, 166.1, 149.4, 148.8, 144.5, 139.4, 133.7, 131.8, 129.3, 119.9,
118.8, 115.7, 111.4, 65.2, 56.5, 45.6, 27.4. HPLC trt = 2.65 min. ESI m/z: 325,0 [M+H]",
323,0 [M-HJ. IR [cm™!] 682, 756, 766, 779, 800, 885, 1010, 1031, 1122, 1210, 1292, 1374,
1411, 1457, 1497, 1517, 1587, 1629, 2852, 2920, 3021, 3084.
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(4-(3-(Dimethylamino)propoxy)phenyl)(1 H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)methanon (40)
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Zu 3-(Dimethylamino)propan-1-ol (0,5 ml) wurde 21 mg NaH (60 wt%, 0,5 mmol)
portionsweise unter Eiskiihlung hinzugefiigt. Nachdem keine Gasbildung zu sehen war,
wurden 20 mg 38 (0,051 mmol) hinzugegeben und die Reaktion bei 100 °C geriihrt, bis die
Reaktionskontrolle (HPLC) eine vollstindige Umsetzung anzeigte. Die Reaktion wurde mit
Wasser verdiinnt, mit NaOH basifiziert und das Produkt mit EA extrahiert. Das Rohprodukt
wurde mit DCM/MeOH + NHiz (4 —10 %) séulenchromatographisch aufgereinigt.
Ausbeute 12 mg (73 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.57 (s, 1H), 8.53 — 8.47 (m, 1H),
8.40 — 8.32 (m, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.89 — 7.77 (m, 2H), 7.28 (dd, /= 7.8, 4.7 Hz, 1H), 7.16
—7.00 (m, 2H), 4.10 (t, J= 6.4 Hz, 2H), 2.39 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.16 (s, 6H), 1.93 — 1.84
(m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) 5 188.6, 161.6, 149.1, 144.5, 134.9, 132.1, 130.9,
129.9, 119.0, 118.1, 114.4, 114.0, 66.3, 55.7, 45.3, 26.9. HPLC tiet = 2.56 min. ESI m/z:
324,0 [M+H]", 322.0 [M-H]J. IR [em™] 680, 706, 761, 772, 799, 841, 884, 1006, 1042,
1120, 1148, 1170, 1205, 1247, 1257, 1290, 1363, 1413, 1452, 1508, 1569, 1584, 1602,
2768, 2801, 2823, 2861.

(5-Brom-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)(6-chlorpyridin-3-yl)methanon (41)

Br N
»

N

Iz _

Zu einer Losung von 933 mg 5-Brom-7-Azaindol (4,73 mmol) in trockenem DCM (20 ml)
wurde 3615 mg AICI3 (27,12 mmol) hinzugefiigt und fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
6-Chlornicotinoylchlorid (1000 mg, 5,68 mmol) wurde portionsweise hinzugefiigt und die
Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle (HPLC) eine
vollstindige Umsetzung anzeigte. Unter Kiihlung (Eisbad) wurde der Ansatz mit MeOH
verdiinnt, wobei das Produkt als weil3-glitzernder Feststoff ausfillt und abgesaugt wurde.
Ausbeute: 1131 mg (71 %). '"H NMR (200 MHz, DMSO) & 13.03 (s, 1H), 8.87 — 8.77 (m,
1H), 8.65 (d,J=2.3 Hz, 1H), 8.48 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 8.37 (d, /= 2.7 Hz, 1H), 8.25 (dd,
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J=8.3,2.5Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.3 Hz, 1H). 3C NMR (50 MHz, DMSO) § 186.6, 152.7,
149.6, 147.6, 145.0, 139.7, 138.4, 134.0, 131.5, 124.5, 120.1, 113.9, 113.0.

(5-Brom-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)(6-(3-(dimethylamino)propoxy)pyridin-3-
yl)methanon (42)

Br N N\
»

A\
NTN
Zu 3-(Dimethylamino)propan-1-ol (5 ml) wurde 252 mg NaH (60 wt%, 6,30 mmol)
portionsweise unter Eiskiihlung hinzugegeben. Nachdem keine Gasbildung mehr zu sehen
war, wurde 848 mg 41 (2,52 mmol) portionsweise hinzugegeben und die Reaktion bei
Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle (HPLC) eine vollstdndige Umsetzung
anzeigte. Die Reaktion wurde mit Wasser verdiinnt, mit NaOH basifiziert und das Produkt
mit EA extrahiert. Das Rohprodukt wurde mit DCM/MeOH + NH3
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Da sich noch Dimethylaminopropanol im Produkt
befand, wurde es unter Hochvakuum entfernt. Ausbeute: weillicher Feststoff (807 mg,
79 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 12.84 (bs, 1H), 8.66 (dd, J=13.8, 2.3 Hz, 2H), 8.46
(d, J=2.2 Hz, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.13 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
4.39 (t,J= 6.6 Hz, 2H), 2.36 (t, /= 7.1 Hz, 2H), 2.15 (s, 6H), 1.94 — 1.83 (m, 2H). HPLC
tret = 8.13 min. ESI m/z: 402,8 [M+H]", 400,9 [M-H]. IR [cm™!] 660, 701, 735, 759, 770,
789, 800, 824, 835, 874, 889, 1012, 1025, 1040, 1085, 1118, 1170, 1200, 1231, 1258, 1278,
1288, 1354, 1400, 1446, 1464, 1593, 2947.

(6-Chlorpyridin-3-yl)methanol (44)

HO =N

=

Cl

In 3 ml trockenem THF wurden 315 mg 6-Chlornicotinsdure geldst. In weiteren 2 ml THF
wurde LiAlH4 (90 mg, 2,37 mmol) suspendiert und portionsweise zu der geldsten Sdure
gegeben. Die Reaktion wurde fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend
auf Reflux erhitzt, bis die Reaktionskontrolle via DC eine vollstindige Umsetzung zeigte.

Unter Eiskiihlung wurde kalte gesattigte NH4Cl-Losung in die Reaktion gegeben (ca. 1 T).
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Natriumsulfat wurde hinzugefiigt, gefolgt von einer Extraktion mit EA (3x). Nach
Trocknung der organischen Phase wurden die Losungsmittel entfernt, um das Produkt als
Ol zu erhalten, welches mithilfe von Ultraschall in einen kristallinen Feststoff tiberfiihrt
werden konnte. Ausbeute: 135 mg (47 %). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.22 — 8.09 (m,
1H), 7.65 — 7.50 (m, 1H), 7.24 — 7.12 (m, 1H), 4.82 — 4.50 (m, 3H). *C NMR (50 MHz,
CDCl) 6 149.8, 147.8, 137.8, 135.9, 124.1, 61.1.

(6-Fluorpyridin-3-yl)methanol (45)

=N
%

HO

F

Durchfiihrung nach der Vorschrift von 44 mit 564 mg 6-Fluornicotinsiure (4,00 mmol) und
182 mg LiAlHs (4,8mmol) in 20ml THF. Das Produkt wurde zusitzlich
sdulenchromatographisch aufgereinigt (Losungsmittel: PE/EA). Ausbeute: 217 mg gelbe
Fliissigkeit (43 %). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.16 — 8.05 (m, 1H), 7.88 — 7.72 (m,
1H), 6.90 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 4.68 (s, 2H), 2.96 (s, 1H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3)
0 163.15 (d, J=239.4 Hz), 146.02 (d, J = 14.3 Hz), 140.59 (d, /= 8.1 Hz), 134.29 (d, J =
4.4 Hz), 109.58 (d, J=37.1 Hz), 61.68 (d, /= 1.6 Hz). HPLC tret = 2.07 min.

2-Chlor-5-(chlormethyl)pyridin (46)>

N
=

Cl

Cl

Zu einer Losung von 122 mg 44 (0,850 mmol) in trockenem DCM (3 ml) wurden ca. 80 ul
SOCI; langsam hinzugefiigt, wobei sich kurzzeitig eine weille Suspension bildete. Nach
vollstindiger Umsetzung (ca. 2h, Kontrolle via DC) wurde die Reaktion unter
vermindertem Druck eingeengt. Rohausbeute: 128 mg (92 %). Das Rohprodukt wurde

ohne weitere Charakterisierung verwendet.

5-(Chlormethyl)-2-fluorpyridin (47)

Cl =N
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Durchfiihrung nach der Vorschrift von 46 mit 108 mg 45 (0,850 mmol), 80 ul SOCI, und

2 ml DCM. Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung verwendet.

1-((6-Chlorpyridin-3-yl)methyl)- 1 H-pyrrolo[3,2-b]pyridin (48)

In 4 ml trockenem DMF wurden 103 mg 4-Azaindol (0,869 mmol) gelost, gefolgt von der
portionsweisen Zugabe an NaH (60 wt%, 41 mg, 1,03 mmol). Nach 10 min Riihren bei
Raumtemperatur wurde 46 (128 mg, 0,790 mmol) hinzugefiigt. Nachdem {iber DC die
vollstindige Umsetzung nachgewiesen werden konnte, wurde das DMF am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch mit
PE/EA 30 — 80 % aufgereinigt. Man erhilt ein gelbliches Ol, welches zu einem Feststoff
erstarrt. Ausbeute: 164 mg Feststoff (85 %). 'H NMR (200 MHz, CDCls) 6 8.48 (dd, J =
4.7, 1.2 Hz, 1H), 8.28 (m, 1H), 7.55 - 7.46 (m, 1H), 7.35 (d, /=3.3 Hz, 1H), 7.24 (d, J =
1.6 Hz, 2H), 7.14 — 7.04 (m, 1H), 6.83 — 6.72 (m, 1H), 5.32 (s, 2H). *C NMR (50 MHz,
CDCl3) 6 151.5,148.1,147.2,143.9,137.3, 131.5, 131.2, 129.0, 124.8, 117.0, 116.7, 104.0,
47.4. HPLC tret = 1.49 min.

1-((6-Fluorpyridin-3-yl)methyl)-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin (49)

In 3 ml trockenem THF wurden 110 mg 4-Azaindol (0,935 mmol) geldst und portionsweise
mit 48 mg NaH (60 wt%, 1,2 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde fiir 15 min bei
Raumtemperatur geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr sichtbar war. 47 (0,850 mmol)
wurde in 1 ml THF geldst und portionsweise in die Reaktion getropft. Der Ansatz wurde
bei Raumtemperatur geriihrt, bis die vollstindige Umsetzung via DC nachgewiesen werden
konnte. Das Losungsmittel wurde mithilfe eines Rotationsverdampfers entfernt und das

Rohprodukt wurde sidulenchromatographisch (PE/EA 20 — 80 %) aufgereinigt. Ausbeute:
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67 mg Feststoff (32 %). HPLC tre = 1.06 min. ESI m/z: 228,0 [M+H]", 225,9 [M-H]". Das

Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung fiir die Folgereaktion verwendet.

3-((5-((1H-Pyrrolo[3,2-b]pyridin-1-yl)methyl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-
amin (50)

In 0,5 ml 3-(Dimethylamino)propan-1-ol wurden 14 mg NaH (0,35 mmol) suspendiert und
bei Raumtemperatur geriihrt, bis keine Gasentwicklung mehr sichtbar war. 49 (67 mg,
0,30 mmol) wurde hinzugegeben und die Reaktion bis zur vollstindigen Umsetzung (DC-
Kontrolle) bei Raumtemperatur geriihrt. Das 3-(Dimethylamino)propan-1-ol wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde sdulenchromatograpisch
aufgereinigt (DCM/MeOH + NH3 (2 N) 3 — 9 %). Ausbeute: 71 mg farbloses Ol (78 %).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) § 8.54 — 8.34 (m, 1H), 8.09 — 7.93 (m, 1H), 7.54 (d, /= 8.3
Hz, 1H), 7.37 - 7.19 (m, 2H), 7.05 (dd, /= 8.1, 4.8 Hz, 1H), 6.71 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 6.63
(d, J=8.5Hz, 1H), 5.19 (s, 2H), 4.28 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.40 (t, /= 7.4 Hz, 2H), 2.22 (s,
6H), 2.00 — 1.81 (m, 2H). 3*C NMR (50 MHz, CDCls) 8 163.9, 147.2, 145.6, 143.5, 137.7,
131.1, 129.1, 124.8, 116.8, 116.6, 111.5, 103.2, 64.5, 56.4, 47.7, 45.5, 27.3. HPLC tie =
0.95 min. EST m/z: 311.0 [M+H], 265.9 [M-NMe:]". IR [cm''] 728, 771, 831, 895, 947,
1038, 1088, 1130, 1173, 1220, 1259, 1287, 1320, 1367, 1419, 1468, 1490, 1572, 1606,
2827.

1H-Pyrrolo[3,2-b]pyridin 4-oxid (51)

7N\
N LZT

N+
1

o

In einer Mischung aus n-Hexan und 1,2-Dimethoxyethan (2 + 1 T, 9 ml) wurde 175 mg
mCPBA (1,02 mmol) gegeben und 100 mg 4-Azaindol (0,846 mmol) wurden
portionsweise hinzugefiigt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wurde das

Produkt durch Filtration gewonnen und mit n-Hexan gewaschen. Ausbeute: 111 mg
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Feststoff (97 %). "H NMR (200 MHz, DMSO) & 11.80 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 6.2, 0.5 Hz,
1H), 7.59 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 7.51 — 7.41 (m, 1H), 7.08 (dd, J = 8.3, 6.1 Hz, 1H), 6.71 —
6.60 (m, 1H). 3C NMR (50 MHz, DMSO) & 166.4, 133.7, 133.3, 133.1, 131.0, 129.2,
128.3. HPLC tret = 1.39 min. ESI m/z: 135.0 [M+H], 133.0 [M-H]-.

7-Chlor-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin (52)!6°

Z Mo
N LZT

51 (30 mg) wurde in POCl; (0,5 ml) geldst und auf Refluxtemperatur erhitzt. Nach 2 h
konnte {iber HPLC eine vollstindige Umsetzung nachgewiesen werden, wobei das Produkt
zum Teil ausfiel. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf das 5— 10x Volumen an
lauwarmem Wasser gegossen, die gelbe wissrige Losung mit NaOH neutralisiert und mit
DCM extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase und Entfernung des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer wurde das gewiinschte Produkt als Feststoff erhalten. Ausbeute:
28 mg (81 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) & 11.87 (s, 1H), 8.27 (d, /= 5.2 Hz, 1H), 7.72
(t, J= 3.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.69 — 6.63 (m, 1H). 3C NMR (50 MHz,
DMSO) 6 147.7, 143.0, 130.4, 125.9, 124.9, 116.0, 102.8. HPLC tt = 1.20 min. ESI m/z:
152,9 [M+H]", 150,9 [M-H].

7-Chlor-1-((6-fluorpyridin-3-yl)methyl)-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin (53)

=N _F
Cl \/
NN
< My
N

In 8 ml DMF wurden 160 mg 52 (1,05 mmol) gelost und Natriumhydrid (50 mg,
1,26 mmol) wurde portionsweise in die Losung gegeben. Das Gemisch wurde geriihrt, bis
keine Gasbildung mehr zu beobachten war, bevor 47 (183 mg, 1,26 mmol) in die
Suspension gegeben wurde. Nach 30 min zeigte die Reaktionskontrolle via HPLC eine
vollstindige Umsetzung. Die Reaktion wurde mit kalter NH4CI-Losung gestoppt,
neutralisiert und zweimal mit EA extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden

iiber Natriumsulfat getrocknet und die Losungsmitte]l am Rotationsverdampfer entfernt.
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Das Produkt wurde sdulenchromatograpisch aufgereinigt (DCM/MeOH 0,5 - 5 %).
Ausbeute: 264 mg (80 %). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) $ 8.31 (d, J= 5.1 Hz, 1H), 7.99 (s,
1H), 7.46 — 7.31 (m, 2H), 7.08 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.90 — 6.75 (m, 2H), 5.69 (s, 2H). 1*C
NMR (50 MHz, CDCl;) 6 163.4 (d, J = 240.0 Hz), 149.4, 145.8 (d, J = 15.1 Hz), 144.1,
139.4 (d, J=8.0 Hz), 133.7, 131.5 (d, J = 4.6 Hz), 126.0, 125.2, 118.6, 110.0 (d, J=37.7
Hz), 109.6, 104.6, 49.2 (d, J= 1.3 Hz). HPLC tiet = 1.90 min. ESI m/z: 261.9 [M+H].

1-((6-Fluorpyridin-3-yl)methyl)-7-phenyl-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin (54)

Durchfiihrung nach ASV 8, mit 95 mg 53 (0,40 mmol), 53 mg Phenylboronsdure
(0,436 mmol), XPhos Pd G3 (2 mol%), 2,1 ml KzPO4 (1,1 mmol), 2,5 ml Dioxan bei 70 °C
(iiber Nacht). Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle (via HPLC) wurde die Reaktion mit
Salzwasser verdiinnt und 2x mit EA extrahiert. Die organischen Phasen wurden getrocknet
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 0,5 — 5 %). Ausbeute: 103 mg
Feststoff (94 %, Verunreinigungen im NMR). '"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 8.56 (d, J =
4.9 Hz, 1H), 7.45 - 7.14 (m, 7H), 7.00 (d, J=3.3 Hz, 1H), 6.95 (d, /=4.9 Hz, 1H), 6.86 —
6.72 (m, 1H), 6.64 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H), 5.02 (s, 2H). HPLC tiet = 2.44 min. ESI m/z:
304.1 [M+H]".

1-((6-Fluorpyridin-3-yl)methyl)-7-(furan-2-yl)-1 H-pyrrolo[ 3,2-b]pyridin (55)

- N
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Durchfiihrung nach ASV 8, mit 92 mg 53 (0,35 mmol), 82 mg Furan-2-boronséiure-
pinacolester (0,42 mmol), XPhos Pd G3 (2 mol%), 2,1 ml K3PO4 (1,1 mmol), 2,5 ml
Dioxan bei 70 °C (iiber Nacht). Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle (via HPLC) wurde

die Reaktion mit Salzwasser verdiinnt und 2x mit EA extrahiert. Die organischen Phasen
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wurden getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH 0,5 — 3.5 %).
Ausbeute: nicht bestimmt. 'H NMR (200 MHz, CDCl;) 6 8.40 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.62 —
7.46 (m, 2H), 7.36 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.10 — 6.91 (m, 2H), 6.81 (d, /= 3.3 Hz, 1H), 6.63
(dd, J= 8.5, 2.8 Hz, 1H), 6.53 — 6.33 (m, 2H), 5.23 (s, 2H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3) §
162.9 (d, J=239.3 Hz), 150.0, 148.7, 145.0 (d, /= 14.9 Hz), 143.1, 143.0, 143.0, 138.8 (d,
J=28.0 Hz), 133.7, 130.7 (d, /= 4.6 Hz), 125.6, 122.6, 118.0, 112.1, 110.6, 110.6, 109.6,
109.3 (d, J=37.6 Hz), 74.8,49.1 (d, /= 1.3 Hz), 24.7.

N,N-Dimethyl-3-((5-((7-phenyl-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-1-yl)methyl)pyridin-2-
yl)oxy)propan-1-amin (56)

=z

NS

N

N
_ \/\/N
N AN
I

In 4 ml trocknem DMF wurden 103 mg 54 (0,340 mmol) geldst und mit 20 mg NaH (60
wt%, 0,50 mmol) versetzt. 3-(Dimethylamino)propan-1-ol (48 mg, 0,46 mmol) wurde zur
Reaktion getropft und der Ansatz wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Da nach 2,5 h keine
Umsetzung gemessen werden konnte, wurde die Reaktion auf 50 °C erhitzt. Nach 48 h
wurden die Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH + NH3; 2 N 6 %). Ausbeute: 14 mg
fliissiges Produkt (11 %). '"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 8.49 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.52 —
7.23 (m, 7H), 6.91 (dd, J = 12.6, 4.0 Hz, 2H), 6.71 (dd, J= 8.5, 2.4 Hz, 1H), 6.49 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H), 4.27 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.51 — 2.40 (m, 2H), 2.28 (s, 6H), 2.05
— 1.84 (m, 2H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3) & 163.5, 148.4, 144.8, 143.4, 137.8, 136.8,
134.1,133.4,129.2, 128.5, 128.3, 126.6, 125.7, 119.0, 110.8, 103.8, 64.4, 56.5, 49.7, 45.5,
27.3. HPLC tret = 1.11 min. ESI m/z: 387.4 [M+H]". IR [em’'] 703, 731, 762, 794, 829,
949, 1039, 1098, 1129, 1156, 1185, 1282, 1315, 1350, 1383, 1405, 1444, 1467, 1489, 1519.
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3-((5-((7-(Furan-2-yl)-1 H-pyrrolo[ 3,2-b]pyridin-1-yl)methyl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-

- N
(OGP~ /\O
//Q/\/\/N/
N N
<y
N

In 1 ml 3-(Dimethylamino)-propan-1-ol wurde 87 mg 55 (0,297 mmol) geldst und mit

dimethylpropan-1-amin (57)

16 mg NaH (60 wt%, 0,42 mmol) ersetzt und die Reaktion wurde bei Raumtemperatur iiber
Nacht geriihrt. Das 3-(Dimethylamino)-propan-1-ol wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und das Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch aufgereinigt (DCM/MeOH
+NH3 2 N 2-9 %). Ausbeute 75 mg fliissiges Produkt (67 %). '"H NMR (200 MHz, CDCls)
08.41(d,J=4.7Hz, 1H), 7.54 (s, 2H), 7.33 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 4.8 Hz, 1H),
6.91 (dd, J=8.5,2.2 Hz, 1H), 6.79 (d, J=3.2 Hz, 1H), 6.56 — 6.42 (m, 3H), 5.13 (s, 2H),
4.21 (t,J= 6.5 Hz, 2H), 2.46 — 2.30 (m, 2H), 2.20 (s, 6H), 1.98 — 1.78 (m, 2H). 1*C NMR
(50 MHz, CDCl3) 6 163.5, 150.3, 148.9, 144.8, 143.1, 143.0, 137.0, 133.6, 126.0, 125.6,
122.7, 118.0, 112.1, 110.9, 110.6, 103.9, 64.4, 56.4, 49.3, 45.4, 27.2. IR [cm'!] 680, 733,
791, 808, 826, 883, 893,965, 1014, 1038, 1099, 1129, 1159, 1184, 1218, 1257, 1284, 1315,
1371, 1391, 1468, 1490, 1519, 1558, 1571, 1608, 2779, 2822, 2949, 3369.

7.5 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.1

Einige Synthesen in diesem Unterkapitel wurden publiziert, siehe: Dimitrov, T.;
Moschopoulou, A. A.; Seidel, L.; Kronenberger, T.; Kudolo, M.; Poso, A.; Geibel, C.;
Wolffing, P.; Dauch, D.; Zender, L.; et al. Design and Optimization of Novel
Benzimidazole- and Imidazo[4,5-b]pyridine-Based ATM Kinase Inhibitors with
Subnanomolar  Activities. Journal of Medicinal ~ Chemistry  2023. DOL:
10.1021/acs.jmedchem.2c02104. bzw. die Pantentanmeldung: Dimitrov, T.; Laufer, S.;
Forster, M.; Zender, L.; Moschopoulou, A. ATM Kinase Inhibitors. EP23163492, 2023.
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3-((5-(1-Cyclohexyl-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-
amin (58)

Zu einer Losung von 6-Brom-1-cyclohexyl-1H-benzo[d]imidazol (55 mg, 0,18 mmol) in
2,5 ml Dioxan und 97 mg 60 (0,32 mmol) wurde 1,2 ml 0,5 M aq. K3POs unter Argon
hinzugefiigt. fBusP Pd G3 (2 mol%) wurde hinzugegeben und die Reaktion wurde auf 65 °C
erhitzt, bis via DC der vollstdndige Verbrauch der Edukte nachgewiesen werden konnte.
Die Reaktion wurde mit geséttigter NaCl-Losung verdiinnt und das Produkt wurde 3x mit
EA extrahiert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt
(DCM/MeOH +2 N NH3 1 — 9 %). Ausbeute: 40 mg Feststoff (58 %). 'H NMR (200 MHz,
CDCl) 6 8.41 (d, J=2.6 Hz, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.91 — 7.74 (m, 2H), 7.54 — 7.47 (m, 1H),
7.42 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.45 — 4.15 (m, 3H), 2.63 — 2.41
(m, 2H), 2.36 — 2.18 (m, 8H), 2.11 — 1.69 (m, 7H), 1.65 — 1.28 (m, 3H). 3C NMR (101
MHz, CDCls) 6 163.3, 145.5, 143.7, 141.2, 138.0, 134.2, 133.2, 131.0, 121.7, 121.0, 110.9,
108.3, 64.5, 56.6, 55.7, 45.4, 33.5, 27.3, 25.9, 25.6. HPLC tet = 1.73 min. ESI-MS m/z:
379.3 [M+H]*, 401.3 [M+Na]". IR [em™'] 719, 756, 816, 892, 913, 946, 998, 1048, 1128,
1173, 1200, 1219, 1281, 1322, 1368, 1392, 1463, 1603, 1688, 2858.

N,N-Dimethyl-3-((5-(1-phenyl-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-
amin (59)

N
&
N

Durchgefiihrt nach ASV 7 mit 50 mg 64 (0,18 mmol), 97 mg 60 (0,32 mmol) und 1,1 ml
0.5 M aq. K3POs. Ausbeute: 55 mg briunliche Fliissigkeit (81 %). 'H NMR (200 MHz,
CDCl) 6 8.35(d,J=2.3 Hz, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.90 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.77 (dd, J = 8.5,
2.4 Hz, 1H), 7.65 — 7.40 (m, 7H), 6.77 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.35 (t, /= 6.5 Hz, 2H), 2.49 —
2.36 (m, 2H), 2.23 (s, 6H), 2.03 — 1.86 (m, 2H). '*C NMR (50 MHz, CDCls) § 163.3, 145.3,
143.5, 142.9, 137.8, 136.3, 134.4, 134.2, 130.4, 130.2, 128.3, 124.2, 122.2, 121.0, 110.9,
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108.5, 64.5, 56.5, 45.6, 27.5. HPLC tret = 3.46 min. ESI-MS m/z: 373.2 [M+H]". IR [cm™']
695, 758, 816, 912, 946, 1004, 1041, 1076, 1099, 1131, 1157, 1181, 1227, 1280, 1318,
1362, 1392, 1464, 1501, 1599.

N,N-Dimethyl-3-((5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)pyridin-2-
yl)oxy)propan-1-amin (60)'+

3-((5-Brompyridin-2-yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin (2560 mg, 9,92 mmol) und 2-
Isopropoxy-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan (1938 mg, 10,42 mmol) wurden in
trockenem THF gelost und auf -70 bis -90 °C gekiihlt. 4,37 ml n-BuLi (10,9 mmol) wurden
langsam in die Losung getropft und die Reaktion fiir eine weitere Stunde unter Kiihlung
geriihrt, bevor diese auf Raumtemperatur erwdrmt wurde. Die Reaktion wurde mit
halbgesittigter NH4Cl-Losung gestoppt und mit EA extrahiert. Die organische Phase wurde
2 x mit gesittigter Salzlosung gewaschen, getrocknet und eingeengt. Ausbeute: 2771 mg
leicht gelbes Ol (92 %). Die Identitit des Produkts wurde per HPLC-Datenbank
bestitigt.'+

1-(4-Bromphenyl)-3-(1-methylpiperidin-4-yl)harnstoft (62)

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 198 mg 4-Brom-phenylisocyanat (1,0 mmol) in 10 ml
Toluol und 145 ul 1-Methylpiperidin-4-amin (1,15 mmol). Ausbeute: quantitativ. '"H NMR
(200 MHz, DMSO) & 8.45 (s, 1H), 7.44 — 7.28 (m, 4H), 6.14 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.54 —
3.37 (m, 1H), 2.72 — 2.54 (m, 2H), 2.14 (s, 3H), 2.07 — 1.89 (m, 2H), 1.85 — 1.68 (m, 2H),
1.50 — 1.25 (m, 2H). *C NMR (50 MHz, DMSO) & 154.6, 140.2, 131.7, 119.8, 112.5, 54.2,
46.3,46.0, 32.4. HPLC tre¢ = 3.80 min. ESI-MS m/z: 312.1 [M+H]".
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1-(4-Bromphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)-1,3-dimethylharnstoff (63)

QNT,&wH«

Br o

In einem Reaktionsrohr wurden 100 mg 16 (0,33 mmol) in 2 ml trockenem DMF gelGst.
Natriumhydrid (16 mg, 0,40 mmol, 60 %ige Dispersion in Mineralol) wurde portionsweise
zugegeben und die Reaktion wurde etwa 15 min geriihrt, bis keine Gasbildung mehr zu
beobachten war. Methyliodid (ca. 0,4 mmol) wurde zugegeben und der Ansatz tiber Nacht
geriihrt, bis die DC einen vollstindigen Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des
gewiinschten Produkts zeigte (bestitigt durch DC-MS). Die Reaktion wurde mit geséttigter
NaHCOs-Losung (6 ml) gestoppt. Das Produkt wurde mit EA extrahiert und
sdulenchromatographisch (DCM/MeOH + 2 N NHj3 1,5 - 8,5 %) aufgereinigt. (Das Produkt
zeigte in der HPLC noch groBere Mengen an lodid). Ausbeute: 73 mg Ol, das sich nach
langerer Lagerung verfestigt. HPLC t¢ = 3.31 min. ESI-MS m/z: 269.1 [M-NMe:]*. Das

Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung verwendet.

1-Phenyl-6-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-benzo[d]imidazol (65)
Q&
N B\O
I
N

In einem Rundkolben wurden 623 mg 64 (2,30 mmol), 584 mg B,Pin> (2,30 mmol) und
1000 mg KOAc in trockenem 12 ml Dioxan unter Argon geldst/suspendiert. Eine
katalytische Menge an Pd(dppf)Cl>-DCM (0,12 mmol, 5 mol%) wurde hinzugefiigt. Die
Reaktion wurde 24 h lang bei 90 °C geriihrt, bis die HPLC den vollstindigen Verbrauch
der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewlinschten Produkts anzeigte (bestétigt durch
DC-MS). Das Produkt wurde iiber SiO: (grobes, 63-200 um) mit DCM/MeOH 1 % filtriert,
um das Rohprodukt als braunes Ol zu erhalten. "H NMR (200 MHz, CDCls) § 8.15 (s, 1H),
8.03 —7.94 (m, 1H), 7.92 — 7.84 (m, 1H), 7.79 (dd, J = 8.2, 0.8 Hz, 1H), 7.65 — 7.42 (m,
5H), 1.35 (s, 12H). HPLC tret = 9.06 min. ESI-MS m/z: 375.0 [M+MeOH+Na]*.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)- 1-methyl-3-(4-(1-phenyl-1H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)harnstoff (66)

N 0]
A2

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 30 mg 65 (0,094 mmol) und 34 mg 16 (0,112 mmol) in 2 ml
Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 65 °C geriihrt, bis via HPLC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Die Aufreinigung des
Rohprodukts erfolgte via Flash-Chromatographie. Gradient: DCM/MeOH + NHj3 (2 N)
1-7%. Aufgrund persistierender  Verunreinigungen wurde ein  zweiter
Aufreinigungsschritt mit Umkehrphasen-Kieselgel (C18) durchgefiihrt. Gradient:
Wasser/MeOH 10 — 100 %. Ausbeute: 39 mg Feststoff (46 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 9.23 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.78 — 7.72 (m, 3H), 7.68 —
7.63 (m, 2H), 7.60 — 7.56 (m, 3H), 7.54 — 7.48 (m, 3H), 3.39 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.94 (s,
3H), 2.44 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.23 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.7, 143.7,
142.9, 140.3, 136.1, 136.0, 133.8, 133.6, 130.2, 127.7, 127.0, 123.8, 121.5, 120.2, 119.4,
107.8, 57.9, 46.7, 45.3, 34.9. HPLC tr; = 3.92 min. ESI-MS m/z: 436.2 [M+Na]", 468.2
[M+Na+MeOH], 412.2 [M-H]". IR [em!] 693, 753, 813, 1021, 1230, 1286, 1472, 1521,
1595, 2773, 2822, 2933.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-1,3-dimethyl-3-(4-(1-phenyl- 1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)harnstoff (67)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 68 mg 65 (0,214 mmol) und 61 mg 63 (0,194 mmol) in
Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 65 °C geriihrt, bis via HPLC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Die Aufreinigung des
Rohprodukts erfolgte via Flash-Chromatographie. Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3
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1-7%. Aufgrund persistierender  Verunreinigungen wurde ein  zweiter
Aufreinigungsschritt mit Umkehrphasen-Kieselgel (C18) durchgefiihrt. Gradient:
Wasser/MeOH 10 — 90 %. Ausbeute: 59 mg 6liges Produkt, welches nach einiger Zeit zu
einem Feststoff erstarrt (71 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.59 (s, 1H), 7.84 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 7.78 — 7.74 (m, 3H), 7.68 — 7.63 (m, 4H), 7.59 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.54
—7.49 (m, 1H), 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, J= 6.6 Hz, 2H), 3.09 (s, 3H), 2.60 (s, 3H),
2.27 (t,J= 6.5 Hz, 2H), 2.12 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) & 160.7, 145.8, 144.0,
143.2, 136.0, 135.8, 135.7, 133.8, 130.3, 128.0, 128.0, 124.0, 122.7, 121.9, 120.4, 108.3,
56.3,47.1,45.3, 38.8, 36.1. HPLC trt = 4.75 min. ESI-MS m/z: 450.4 [M+Na]*, 383.4 [M-
NMe:]*, 298.3 [M-CsH13N207*, 129.2 [M-Ca0H16N3]". IR [em™'] 693, 757, 816, 909, 1111,
1148, 1226, 1290, 1383, 1472, 1498, 1599, 1640, 2766, 2818, 2855, 2926.

1-(1-Methylpiperidin-4-yl)-3-(4-(1-phenyl-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstff

(68)
pSlenne
0 N_
o

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 74 mg 65 (0,231 mmol) und 60 mg 62 (0,193 mmol) in 9
ml Dioxan/Wasser tiber Nacht bei 75 °C. Gradient (FC): DCM/MeOH +2 N NH3 7 — 10 %.
Aufgrund persistierender Verunreinigungen erfolgte ein zweiter sdulenchromato-
graphischer Aufreinigungsschritt mit Umkehrphasen-Kieselgel (C18, Losungsmittel:
Wasser/MeOH 10 — 100 %). Ausbeute: 37 mg weiler Feststoff (38 %). 'H NMR (200 MHz,
DMSO) & 8.56 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 7.85 —7.42 (m, 12H), 6.15 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 3.54 —
3.42 (m, 1H), 2.71 — 2.56 (m, 2H), 2.14 (s, 3H), 2.07 — 1.90 (m, 2H), 1.87 — 1.71 (m, 2H),
1.50 — 1.28 (m, 2H). *C NMR (50 MHz, DMSO) & 154.5, 143.7, 142.9, 139.8, 136.1,
136.0,133.8,133.3,130.2, 127.8, 127.4,123.8, 121.5,120.2, 117.9, 107.8, 53.9, 46.0, 45.7,
32.1. HPLC tret = 4.28 min. ESI-MS m/z: 416.3 [M+H]", 460.4 [M+CI]". IR [cm™!] 697,
760, 824, 1040, 1066, 1118, 1223, 1275, 1375, 1405, 1476, 1547, 1640, 2792, 2848, 2933,
3027, 3086, 3362.
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5-Brom-2-nitro-N-phenylanilin (69)

Synthese nach ASV 1. Zu einer Losung von 1100 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol
(5,00 mmol) in 7 ml trockenem DMF wurden 605 mg Anilin (6,50 mmol) und 0,9 ml EtzN
(6,5 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 70 °C erhitzt, bis die HPLC
eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsstoffe zeigte. Der Ansatz wurde mit Wasser
verdiinnt und das Produkt anschlieBend durch Filtration gewonnen. Der orangefarbene
Feststoff wurde bei 70 °C in einem Umluftofen getrocknet. Ausbeute: 1347 mg
orangefarbener Feststoff (92 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) & 9.49 (s, 1H), 8.08 — 8.00
(m, 1H), 7.52 — 7.41 (m, 2H), 7.39 — 7.21 (m, 3H), 7.16 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.05 — 6.96
(m, 1H). *C NMR (50 MHz, DMSO) & 143.2, 138.5, 132.3, 130.0, 129.7, 128.2, 125.8,
124.7,120.5, 118.3. HPLC tret = 9.96 min.

tert-Butyl(4-((5-brom-2-nitrophenyl)amino)phenyl)carbamat (70)

B ~
°°~NH

HN Br
Synthese nach ASV 1 in 20 ml trockenem DMF mit 5200 mg 4-Brom-2-fluor-1-
nitrobenzol (23,67 mmol), 5415 mg tert-Butyl(4-aminophenyl)carbamat (26,00 mmol) und
3,28 ml EzN in 20 ml trockenem DMF bei 75 °C. Die Reaktion wurde nach vollstindiger
Umsetzung (Reaktionskontrolle via DC) mit 100 ml Wasser gestoppt. Das gewiinschte
Rohprodukt wurde via Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen, luftgetrocknet und
anschlieend fiir 0,5h in 250 ml heiBem MeOH suspendiert. Die Suspension wurde
anschlieBend auf -10 °C abgekiihlt und das Produkt durch Filtration gewonnen. Ausbeute:
8644 mg orangefarbener Feststoff (87 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO0) § 9.48 (s, 1H), 9.45
(s, 1H), 8.02 (d,J=9.0 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.23 (d, /= 8.7 Hz, 2H), 7.00 (d,
J=1.7Hz, 1H), 6.93 (dd, J=9.1, 1.8 Hz, 1H), 1.48 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, DMSO)
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0 152.7, 144.1, 137.8, 132.0, 131.5, 130.0, 128.1, 126.0, 119.8, 119.1, 117.9, 79.1, 28.1.
HPLC tret = 10.45 1’1’111’1.

N-(4-((5-Brom-2-nitrophenyl)amino)phenyl)acetamid (71)

)

)I\NH

HN Br

Synthese nach ASV 1 mit 471 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (2,14 mmol), 369 mg N-
(4-Aminophenyl)acetamid (2,45 mmol) und 0,34 ml Et;N in 6 ml trockenem DMF bei
60 °C. Das Riihren wurde 2 Tage fortgesetzt, bis die DC einen vollstdndigen Verbrauch der
Ausgangsstoffe anzeigte. Die Reaktion wurde mit Wasser gestoppt. Das gewiinschte
Produkt wurde durch Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet.
Ausbeute: 665 mg orangefarbener Feststoff (89 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) § 10.05
(s, 1H), 9.46 (s, 1H), 8.03 (d,/=9.0 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.26 (d, J= 8.6 Hz,
2H), 7.10 — 7.00 (m, 1H), 7.00 — 6.91 (m, 1H), 2.06 (s, 3H). *C NMR (50 MHz, DMSO) §
168.3, 144.0, 137.5, 133.0, 131.7, 130.1, 128.2, 125.9, 120.0, 120.0, 118.0, 24.0. HPLC
tret = 8.96 min. ESI-MS m/z: 358.1 [M-HJ, 372.2 [M+Na]".

tert-Butyl(3-((5-brom-2-nitrophenyl)amino)phenyl)carbamat (72)

HN:©/BF

O,N
Synthese nach ASV 1 in 20 ml trockenem DMF mit 6600 mg 4-Brom-2-fluor-1-
nitrobenzol (30,00 mmol), 6996 mg t-Butyl(3-aminophenyl)carbanat (33.60 mmol) und
4,7 ml EtN (33,6 mmol) liber Nacht bei 70 °C. Die Reaktion wurde nach erfolgreicher

Reaktionskontrolle mit 200 ml Wasser gestoppt. Das Rohprodukt wurde durch Filtration
als gelber Feststoff gewonnen. Der Feststoff wurde in MeOH/Aceton (95 +5)
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umkristallisiert. Ausbeute: gelber kristalliner Feststoff 10,44 g (85 %). "H NMR (400 MHz,
DMSO) & 9.50 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 8.04 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.49 (s, 1H), 7.36 — 7.28 (m,
2H), 7.20 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H), 6.96 — 6.89 (m, 1H), 1.47 (s,
9H). *C NMR (50 MHz, DMSO) § 153.1, 143.4, 141.3, 139.2, 132.7, 130.3, 130.2, 128.6,
120.9, 118.9, 118.4, 115.8, 114.2, 79.7, 28.5. HPLC tret = 10.54 min.

5-Brom-N-(2-methoxyphenyl)-2-nitroanilin (73)

O
HN Br

Synthese nach ASV 1 mit 660 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (3,00 mmol), 526 mg 2-
Methoxyanilin (3,92 mmol) und 1,0 ml Et;N in trockenem DMF {iber Nacht bei 70 °C. Die
Reaktion wurde nach vollstindiger Umsetzung der Edukte (Reaktionskontrolle via DC) mit
Wasser verdiinnt und das Produkt durch Filtration gewonnen und nach Trocknung in
heilem Methanol suspendiert/geriihrt (ca. 0,5 h). Nach Abkiihlen der Suspension auf
Raumtemperatur wurde das Produkt iiber Filtration als roter Feststoff (482 mg, 50 %)
gewonnen. 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.38 (s, 1H), 8.04 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 7.38 (dd,
J=1.8,1.5Hz, 1H), 7.32 -7.26 (m, 1H), 7.18 (dd, /= 8.3, 1.1 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 7.6,
1.2 Hz, 1H), 7.02 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.98 (dd, /= 9.0, 2.1 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H). 3C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 152.9, 142.9, 131.8, 130.1, 128.0, 127.1, 126.3, 125.0, 120.9, 120.2,
118.0, 112.4, 55.7. HPLC tret = 10.02 min.

6-Brom-1-phenyl-1H-benzo[d]imidazol (64)

Schritt 1: nach ASV 2 mit 586 mg 69 (2,0 mmol) und 1900 mg SnCl>-2H>0 (8,4 mmol).
Das Rohprodukt wurde direkt in Schritt 2 verwendet. Schritt 2: nach ASV 4 in 10 ml Toluol
mit 0,99 ml Triethylorthoformiat (6,0 mmol) und 38 mg p-TsOH-H>O (0,2 mmol). Die
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Reaktion wurde iiber Nacht bei 70 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chro-
matographie (DCM/MeOH 0,5 — 5 %) aufgereinigt. Ausbeute: 403 mg Feststoftf (74 %).

Alternative Vorschrift: Schritt 1 nach ASV 3 mit 1174 mg 69 (4,01 mmol), 2615 mg Zn-
Pulver und 2140 mg NH4Cl in 40 ml MeOH. Schritt 2: Synthese nach ASV 4 mit 1790 mg
Triethylorthoformiat (12,0 mmol) und 76 mg p-TsOH-H>O (10 mol%) in 100 ml Toluol.
Das braune Ol wurde mit DCM iiber Kieselgel (63 - 200 um) filtriert. Das Losungsmittel
wurde entfernt und man erhilt ein braunliches Ol, welches zu einem FS erstarrt. Ausbeute
909 mg Feststoff (83 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) & 8.61 (s, 1H), 7.78 — 7.71 (m, 2H),
7.70 — 7.58 (m, 4H), 7.57 — 7.41 (m, 2H). 3C NMR (50 MHz, DMSO) & 144.4, 142.9,
135.4,134.3,130.2, 128.1, 125.5, 123.9, 121.7, 115.9, 113.4. HPLC tt = 8.89 min.

tert-Butyl(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)carbamat (74)

3w
N Br
T

Schritt 1: nach ASV 3 mit 2858 mg 70 (7,00 mmol), 3744 mg NH4Cl (70,0 mmol),
4577 mg Zinkpulver (70,0 mmol) in 50 ml MeOH. Schritt 2: nach ASV 4 mit 3,5 ml
Triethylorthoformiat (21 mmol) und 133 mg p-TsOH-H>O (0,7 mmol) bei 70 °C iiber
Nacht. Gradient (FC): DCM/MeOH 1 — 6 %. Ausbeute: 2668 mg brauner Feststoff (98 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) 8 9.66 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.72 —
7.67 (m, 3H), 7.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.44 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 1.49 (s, 9H). 13C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 152.8, 144.3, 142.3, 139.6, 134.6, 129.2, 125.4, 124.6, 121.5,
119.1,115.9,113.4,79.4, 28.1. HPLC trt = 9.84 min. ESI-MS m/z: 410.0 [M+Na]", 444.1
[M+MeOH+Na]*.

205



Experimenteller Teil

N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)acetamid (75)

)\\NH

9 .

e}

N
Schritt 1: nach ASV 2 mit 350 mg 71 (1,0 mmol) und 1800 mg SnCl»-2H>0 (8,0 mmol) in
40 ml EtOH (Reaktionszeit ca. 4h). Schritt 2: nach ASV 4 mit 0,50 ml
Triethylorthoformiat (3,0 mmol) und 19 mg p-TsOH-H2.O (0,1 mmol) in EtOH
(Reaktionszeit: 2 h). Gradient (FC): DCM/MeOH 1,5 - 5 %. Ausbeute: 215 mg Feststoff
(65 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) § 10.21 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.82 (d, /= 8.7 Hz, 2H),
7.77 —7.68 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 8.8, 1.6 Hz, 1H), 2.10 (s, 3H).
BC NMR (DMSO) 6:168.6, 144.3, 142.7, 139.2, 134.5, 130.1, 125.4, 124.5, 121.6, 120.1,
115.8, 113.4, 24.0. HPLC trt = 7.45 min. ESI-MS m/z: 329.9 [M+H]".

4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)anilin (76)

HoN

N Br
o
N

In einem Mikrowellenreaktionsgefil wurden 500 mg 75 (1,51 mmol) in 9 ml
methanolischer KOH (1M) und einem Uberschuss an Wasser suspendiert. Die Reaktion
wurde 25 min lang bei 140 °C in der Mikrowelle geriihrt, anschliefend mit geséttigter
Salzlosung iibergossen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde
iiber NaxSO4 getrocknet und das Losungsmittel wurde evaporiert. Das Rohprodukt wurde

durch Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 0,5 — 5 %) aufgereinigt, um 351 mg des
gewiinschten Produkts als Feststoff (80 %) zu erhalten.

Alternative Synthese nach ASV 5 mit 2020 mg 74 (5,18 mmol) in 150 ml EtOH. HCI-Gas
(Uberschuss) wurde eingeleitet und die Reaktion bei 50 °C geriihrt, bis die DC einen
vollstdndigen Verbrauch des Ausgangsmaterials anzeigte. Die Reaktion wurde mit etwa

150 ml Diethylether verdiinnt und das Produkt als Hydrochloridsalz durch Filtration
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gewonnen. Ausbeute: 1408 mg weilrosa Feststoff (84 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) &
8.39 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.59 — 7.53 (m, 1H), 7.39 (dd, /= 8.5, 1.9 Hz, 1H),
7.25 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.74 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 5.48 (s, 2H). 1*C NMR (50 MHz, DMSO)
0 149.1, 144.6, 142.5, 135.2, 125.3, 124.9, 123.4, 121.5, 115.4, 114.3, 113.2. HPLC trt =
6.31 min. ESI-MS m/z: 288.0 [M+H]".

N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)isobutyramid (77)

0]

HN»\(
Sog

Zu einer Losung von 144 mg 76 (0,50 mmol) und 153 mg EDC-HCI (0,80 mmol) in 3 ml
trockenem DCM wurden 73 pl Thiazol-4-carbonsdure (0,81 mmol) hinzugetropft. Die
Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis via HPLC der vollstédndige Verbrauch der
Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen werden konnten
(bestétigt durch DC-MS). Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und
die Aufreinigung erfolgte via Flash-Chromatographie. Gradient: DCM/MeOH 0,5-5 %.
Ausbeute: 145 mg farbloser Feststoff (81 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.10 (s, 1H),
8.53 (s, 1H), 7.86 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 7.76 — 7.68 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.48 —
7.41 (m, 1H), 2.71 — 2.58 (m, 1H), 1.14 (d, J= 6.7 Hz, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO)
0 175.5,144.3, 142.7, 139.3, 134.5, 130.0, 125.4, 124.5, 121.6, 120.2, 115.8, 113.3, 35.0,
19.5. HPLC tret = 8.77 min. ESI-MS m/z: 356.3 [M-HJ, 392.4 [M+CI].

N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)-2-methoxyacetamid (78)

evg
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Die Synthese erfolge dquivalent zu 77 mit 74 mg 76 (0,257 mmol), 109 mg EDC-HCI
(0,569 mmol) und 48 pul 2-Methoxyessigsdure (0,616 mmol). Ausbeute: 61 mg Feststoff
(66 %)."H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.05 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.93 (d, J= 8.8 Hz, 2H),
7.75 —=7.70 (m, 2H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.44 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 4.06 (s, 2H),
3.41 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 168.4, 144.4, 142.7, 138.3, 134.5, 130.6,
125.4, 124.4, 121.6, 120.9, 115.9, 113.4, 71.7, 58.7. HPLC tret = 7.59 min. ESI-MS m/z:
358.0 [M-HJ .

tert-Butyl(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)carbamat (79)

o N
A
5o}
N
Schritt 1 nach ASV 3 mit 679 mg 72 (1,96 mmol), 1,05 g NH4CI (19,6 mmol) und 1,28 g
Zn-Pulver (19,6 mmol) in 50 ml MeOH. Schritt 2 nach ASV 4 mit dem Rohprodukt aus
Schritt 1 (670 mg, 1,80 mmol), 875 pl Triethylorthoformiat (5,30 mmol) und 34 mg p-
TsOH-H>O in 40 ml Toluol. Reaktionstemperatur: 70 — 90 °C. Reaktionsdauer: 1,5 h.
Gradient (FC): DCM/MeOH 0 — 2 % Ausbeute: weilllicher Feststoff (576 mg, 84 % iiber
zwei Schritte). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.68 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.78 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 7.77 - 7.72 (m, 2H), 7.63 — 7.58 (m, 1H), 7.50 (t, /= 8.1 Hz, 1H), 7.46 (dd, J =
8.6, 1.9 Hz, 1H), 7.29 — 7.25 (m, 1H), 1.49 (s, 9H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 152.7,
144.1, 142.8, 141.1, 135.7, 134.2, 130.5, 125.6, 121.7, 117.4, 117.2, 116.0, 113.5, 112.9,
79.6, 28.1. HPLC trt = 10.01 min. ESI-MS m/z: 388.4 [M+H]".

3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N-methylanilin (80)

H3Q

HN\Q
N Br
o
N
Schritt 1: Zu einer Losung von 272 mg 79 (0.70 mmol) in 4 ml trockenem DMF wurde

42 mg NaH (60 wt%, Dispersion in Mineralol) hinzugegeben. Nach 1 h Riihren bei
Raumtemperatur wurden 50 pl Mel (0,84 mmol) hinzugefiigt. Nach 1,5 h zeigte die HPLC
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die vollstdndige Umsetzung des Edukts, sodass die Reaktion mit MeOH gestoppt wurde.
Das Losungsmittel wurde eingedampft und das Rohprodukt wurde via Flash-
Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 0,5 — 2 %) aufgereinigt. (HPLC-Reinheit > 92
%). HPLC trec = 10.02 min. Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung verwendet.
Schritt 2 wurde nach ASV 5 durchgefiihrt: 185 mg Rohprodukt aus Schritt 1, 1,0 ml
ethanolische HCI (2,5 M) in 2 ml EtOH. Das Salz wurde in die freie Base mit gesittigter
NaHCOs-Losung (Uberschuss) iiberfiihrt, gefolgt von einer Extraktion mit DCM (3x). Die
organische Phase wurde getrocknet und das Losungsmittel evaporiert, um die gewiinschte
freie Base als brdunlichen Feststoff zu erhalten (126 mg, 91 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) ¢ 8.54 (s, 1H), 7.76 —7.70 (m, 2H), 7.46 — 7.41 (m, 1H), 7.35—-7.27 (m, 1H), 6.78
—6.71 (m, 2H), 6.68 — 6.63 (m, 1H), 6.15 — 6.07 (m, 1H), 2.74 (d, J = 4.5 Hz, 3H). 13C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 151.4, 144.2, 142.8, 136.3, 134.4, 130.4, 125.3, 121.7, 115.7,
113.5,111.3,110.2, 106.3, 29.6. HPLC tre¢ = 9.08 min. ESI-MS m/z: 302.4 [M+H]", 300.3
[M-HJ-.

3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)anilin (81)

HZNQ

N Br

ey

N
Synthese nach ASV 5 mit 79 (5870 mg, 20.37 mmol) und 60 ml ethanolischer HCI
(1,25 M) in 40 ml EtOH. Reaktionszeit: iiber Nacht. Die Reaktion wurde mit 100 ml
Diethylether verdiinnt und das Chlorwasserstoffsalz des Produkts wurde durch Filtration
gewonnen (weiler Feststoff). Das Salz wurde in geséttigter NaHCOs3 suspendiert, die freie
Base wurde via Filtration als braunlicher Feststoff gewonnen (3929 mg, 90 %). '"H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 8.52 (s, 1H), 7.75 - 7.70 (m, 2H), 7.43 (dd, J= 8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.24
(t,J=8.0 Hz, 1H), 6.80 (t, J=2.1 Hz, 1H), 6.72 (ddd, J=7.7, 2.0, 0.7 Hz, 1H), 6.68 (ddd,
J=28.1,2.0,0.7 Hz, 1H), 5.54 (s, 2H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) § 150.4, 144.1, 142.9,
136.1, 134.3,130.5, 125.3, 121.7, 115.7, 113.5, 113.4, 110.4, 108.2. HPLC tie¢ = 7.37 min.
ESI-MS m/z: 287.8 [M+H]".
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N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)acetamid (82)

HQ

I

N
Zu einer Losung von 81 (49 mg, 0,17 mmol) in 1,5 ml trockenem DCM wurden EDC-HCl
(39 mg, 0,204 mmol) und 12 pl Essigsédure (0,204 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde
bei Raumtemperatur geriihrt, bis die DC einen vollstindigen Verbrauch des
Ausgangsmaterials zeigte (DC-Losungsmittel: DCM/MeOH 5 % + HCOOH). Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt anschlieBend
via Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 0-5 %) aufgereinigt. Ausbeute: 45 mg
rosafarbener Feststoff (80 %). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & 8.05 (s, 1H), 7.88 — 7.76 (m,
1H), 7.71 —7.52 (m, 3H), 7.50 — 7.35 (m, 2H), 7.19 — 7.08 (m, 1H), 2.16 (s, 3H). 3*C NMR
(50 MHz, CDCIl3) 6 169.6, 142.8, 142.4, 140.3, 136.0, 134.6, 130.6, 126.5, 121.5, 119.4,
119.0, 117.4, 115.2, 113.9, 24.2. HPLC tret = 7.78 min. ESI-MS m/z: 328.0 [M+H]".

N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)-2-methoxyacetamid (83)

H
N
e
© N Br
0]
N
Die Synthese erfolgte dquivalent zu 82 mit 92 mg 81 (0,32 mmol), 73 mg EDC-HCI
(0,383 mmol) und 35 mg 2-Methoxyessigsdure (0,383 mmol). Ausbeute: 100 mg pinker
Feststoff (87 %).'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.10 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.02 (t,J=2.0
Hz, 1H), 7.86 — 7.79 (m, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.60 — 7.54 (m, 1H), 7.47 (dd, J =
8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.40 — 7.35 (m, 1H), 4.06 (s, 2H), 3.40 (s, 3H). *C NMR (101 MHz,

DMSO) & 168.7, 144.2, 142.9, 139.8, 135.6, 134.1, 130.5, 125.6, 121.8, 119.1, 118.7,
116.0, 114.6, 113.5, 71.7, 58.7. HPLC tret = 7.90 min. ESI-MS m/z: 358.0 [M-H] .
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N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)-2-phenylacetamid (84)

.
T o

Die Synthese erfolgte dquivalent zu 82 mit 101 mg 81 (0,350 mmol), 81 mg EDC-HCI
(0,42 mmol) und 57 mg 2-Phenylessigsdure (0,42 mmol). Ausbeute: 134 mg weillicher
Feststoff (94 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.52 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.96 (t,J=1.9
Hz, 1H), 7.77 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.72 — 7.67 (m, 1H), 7.56 (t, J
= 8.1 Hz, 1H), 7.46 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.38 — 7.30 (m, 5H), 7.27 — 7.22 (m, 1H),
3.70 (s, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 169.5, 144.0, 142.8, 140.5, 135.6, 134.1,
130.5, 129.1, 128.2, 126.5, 125.5, 121.7, 118.4, 118.3, 117.2, 115.9, 114.0, 113.3, 43.3.
HPLC tret = 9.21 min. ESI-MS m/z: 404.1 [M-H] .

6-Brom-1-(2-methoxyphenyl)-1 H-benzo[d]imidazol (85)

- QT\] Br
I
N
Schritt 1: Durchfiihrung nach ASV 2 mit 418 mg 73 (1,29 mmol), 692 mg NH4Cl
(12,9 mmol), 846 mg Zn-Pulver (12,9 mmol) in 30 ml MeOH. Schritt 2 nach ASV 4: mit
0,64 ml Triethylorthoformiat (3,88 mmol) und 25 mg p-TsOH-H>O (0,13 mmol) bei 70 °C
in Toluol tiber Nacht. Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgte via Flash-
Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 1—6 %). Ausbeute: 375 mg braunes Ol,
welches sich nach einiger Zeit verfestigt (96 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.45 (s,
1H), 7.75 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 2H), 7.44 (dd, J = 8.6, 1.9 Hz, 1H), 7.39 (d,
J=1.7Hz, 1H), 7.34 (dd, J=8.3, 1.0 Hz, 1H), 7.17 (td, J= 7.6, 1.2 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 153.6, 145.4, 141.6, 135.3, 130.5, 127.6, 125.2, 123.3,
121.2,121.0, 115.6, 113.6, 113.0, 55.8. HPLC tret = 8.73 min. ESI-MS m/z: 303.1 [M+H]".
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N-(5-Brom-2-nitrophenyl)-3,4,5-trimethoxyanilin (86)

HN Br

Durchfiihrung nach ASV 1 mit 330 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (1,5 mmol), 330 mg
3,4,5-Trimethoxyanilin (1,8 mmol) und 0,25 ml Et3N in 10 ml Isopropanol. Die Reaktion
wurde unter Reflux geriihrt, bis die DC den vollstidndigen Verbrauch der Ausgangsstoffe
anzeigte. Die Reaktion wurde mit gesattigter Salzlosung verdiinnt und das gewiinschte
Produkt durch Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen und 1 h lang bei 60 °C im
Umluftofen getrocknet. Ausbeute: 425 mg orangener Feststoff (74 %). '"H NMR (200 MHz,
DMSO) 6 9.40 (s, 1H), 8.04 (d, J=8.9 Hz, 1H), 7.22 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 6.99 (dd, /= 9.0,
1.7 Hz, 1H), 6.70 (s, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.69 (s, 3H). HPLC tiet = 9.26 min.

6-Brom-1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1H-benzo[d]imidazol (87)

=0

O—
&
N Br
I
N
Durchfiihrung nach ASV 2 mit 100 mg 86 (0,261 mmol) und 236 mg SnCl>-:2H,0O
(1,04 mmol) in 4 ml EtOH (Riickfluss). Schritt 2 wurde nach ASV 4 mit 130 pnl
Triethylorthoformiat (0,781 mmol) und 5 mg p-TsOH-H>O (0,3 mmol) durchgefiihrt. Das
Rohprodukt wurde via Flash-Chromatographie (PE/EA 20 — 70 %) aufgereinigt. Ausbeute:
64 mg Feststoff (67 % tiber zwei Schritte). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) § 8.07 (s, 1H), 7.72
(d, J=8.5Hz, 1H), 7.64 (d, /= 1.6 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 6.66 (s, 2H),
3.94 —3.89 (m, 9H). *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 154.4, 143.1, 142.7, 138.5, 135.3, 131.4,

126.4, 121.9, 117.3, 113.7, 102.4, 61.2, 56.6. HPLC tr; = 8.47 min. ESI-MS m/z: 363.5
[M+H]".
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N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)methansulfonamid (88)

N Br
I

N
Zu einer Losung von 114 mg 76 (0,350 mmol, Salzsdure) und 121 pl Triethylamin
(0,875 mmol) wurden 41 pl MsCl (0,42 mmol) in 4 ml trockenem THF hinzugefiigt. Die
Suspension wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis via HPLC der vollstidndige Verbrauch
des Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt via Flash-Chromatographie (Gradient:
DCM/MeOH 1 — 6 %) aufgereinigt, um das gewiinschte Produkt als Feststoff (86 mg, 67
%) zu erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.07 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.75 - 7.71 (m,
2H), 7.68 — 7.63 (m, 2H), 7.46 — 7.41 (m, 3H), 3.09 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO)
0 144.3,142.7, 138.2, 134.5, 131.0, 125.4, 125.2, 121.6, 120.6, 115.9, 113.4, 39.5. HPLC
tret = 7.16 min. ESI-MS m/z: 363.6 [M-H];, 366.1 [M+H]".

N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)cyclopropansulfonamid (89)

In einem Mikrowellengefd3 wurden 114 mg 76 (Hydrochloridsalz, 0,350 mmol) in
trockenem Pyridin (1 ml) suspendiert und 86 pl Cyclopropansulfonylchlorid hinzugefiigt.
Das verschlossene Gefdl wurde 1,5h lang bei 135°C in der Mikrowelle geriihrt.
AnschlieBend wurde das Pyridin am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt via
Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 1 — 5,5 %) aufgereinigt, um 95 mg des
gewlinschten Produkts als Feststoff (69 %) zu erhalten. 'H NMR (400 MHz, DMSO) &
10.05 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.76 — 7.71 (m, 2H), 7.65 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.49 — 7.43 (m,
3H), 2.78 — 2.69 (m, 1H), 1.03 — 0.97 (m, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 144.3,
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142.7,138.2, 134.5, 131.0, 125.5, 125.0, 121.7, 121.0, 115.9, 113.4, 29.7, 5.1. HPLC tret =
7.79 min. ESI-MS m/z: 389.6 [M-H]", 392.0 [M+H]".

N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)methansulfonamid (90)

Zu einer Losung von 100 mg 81 in 2 ml trockenem DCM wurden 42 pl Pyridin
(0,52 mmol) und 41 pl MsCl (0,42 mmol) hinzugefiigt. Die dunkel gefdarbte Reaktion
wurde liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle tiber
HPLC wurde die Reaktion mit 1 T MeOH gestoppt und die Losungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
(Gradient: DCM/MeOH 1 — 4 %) aufgereinigt. Ausbeute: 94 mg Feststoff (74 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 10.13 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 7.80 (d, /= 1.6 Hz, 1H), 7.75 (d, /= 8.6
Hz, 1H), 7.59 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49 — 7.44 (m, 2H), 7.44 — 7.40 (m, 1H), 7.33 (dd, J =
7.9, 1.3 Hz, 1H), 3.13 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 144.0, 142.9, 139.9, 136.1,
134.1, 131.0, 125.6, 121.7, 118.6, 118.5, 116.0, 114.1, 113.4, 39.7. HPLC tie = 7.35 min.
ESI-MS m/z: 364.0 [M+H]".

N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)ethansulfonamid (91)

H
o, N
\/S“OQ
N Br
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N
Zu einer Losung von 100 mg 81 (0,35 mmol) in 1 ml trockenem Pyridin wurden 37 pl
Ethansulfonylchlorid (0,39 mmol) hinzugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Eine Extraktion mit EA aus Salzwasser schlug zum Teil fehl, da das Produkt in
signifikanten Mengen in der wissrigen Phase verbleibt (auch unter Einstellung
basischer/saurer pH-Werte) und innerhalb von zwei Tagen als graue Nadeln aus der

wissrigen Phase ausfillt. Das Rohprodukt aus der organischen und wéassrigen Phase wurde

vereinigt und via Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 1 — 8 %) aufgereinigt, um 71 mg
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des gewiinschten Produkts (54 %) zu erhalten."H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.15 (s, 1H),
8.63 (s, 1H), 7.79 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.58 (t, J = 8.1 Hz, 1H),
7.50 — 7.44 (m, 2H), 7.43 — 7.38 (m, 1H), 7.33 (dd, J= 8.1, 1.5 Hz, 1H), 3.23 (q, /= 7.3
Hz, 2H), 1.24 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 144.0, 142.9, 140.0,
136.1, 134.0, 131.1, 125.6, 121.7, 118.4, 118.2, 115.9, 113.7, 113.4, 45.6, 8.0. HPLC tye =
7.90 min. ESI-MS m/z: 378.2 [M-H]J.

N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)cyclopropansulfonamid (92)

L — Ha

Zu einer Losung von 104 mg (0,361 mmol) 81 in 1 ml trockenem DCM wurden 1 ml
Pyridin und 50 pl Cyclopropansulfonylchlorid (0,49 mmol) hinzugefiigt. Die dunkle
Reaktion wurde 2 h lang geriihrt, bis die HPLC den vollstindigen Verbrauch des
Ausgangsmaterials zeigte. Die Reaktion wurde mit 10 %iger HCI verdiinnt und mit
Ethylacetat extrahiert. Das Rohprodukt aus der organischen Phase konnte nicht durch
Flash-Chromatographie aufgereinigt werden, war stark verunreinigt und wurde verworfen.
Signifikante Mengen des Produkts verblieben in der wéssrigen Phase, fielen iiber Nacht als
braunlicher Feststoff aus und wurden per Filtration gewonnen. Ausbeute: 78 mg (als HCI-
Salz, 50 %)."H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.25 (s, 1H), 9.32 (s, 1H), 8.30 (bs, 1H), 7.91
—7.82 (m, 2H), 7.70 — 7.54 (m, 3H), 7.51 — 7.39 (m, 2H), 2.87 - 2.77 (m, 1H), 1.05 - 0.95
(m, 4H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) & 143.5, 140.1, 137.1, 135.0, 133.2, 131.1, 127.6,
120.1, 119.7, 119.4, 117.5, 115.2, 114.5, 29.8, 5.1. HPLC tiet = 8.04 min. ESI-MS m/z:
390.1 [M+H]".

1-(4-Brompheny1)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff (93)!43

H H
N__N

o) I
Br
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Zu einer Losung von 243 mg 4-Brom-1-phenylisocyanat (1,23 mmol) in trockenem Toluol
wurden 147 pl N N-Dimethylethylendiamin hinzugefiigt und die Reaktion bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 15 min féllt das Produkt aus, sodass die Reaktion auf 50 °C
erhitzt wurde, um eine rithrbare Losung zu erhalten. Die Reaktionskontrolle via DC zeigte
nach 1 h den vollstidndigen Verbrauch des Eduktes, sodass anschlieBend das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt wurde, um das gewiinschte Produkt als weillen Feststoff
zu erhalten (quantitative Ausbeute). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.78 (s, 1H), 7.40 —
7.33 (m, 4H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.16 (m, J=11.6, 6.0 Hz, 1H), 2.31 (t, J= 6.2 Hz,
2H), 2.15 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) 4 154.9, 140.0, 131.2, 119.3, 112.0, 58.4,
44.9,36.9. HPLC tret = 3.37 min.

Phenyl(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)carbamat (95)

H
L OTC
o

Zu einer Losung von 5,00 mmol Phenylchlorformiat in 20 ml trockenem THF wurde eine
Losung von 1096 mg 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)anilin (5,00 mmol)
in 10 ml trockenem THF tropfenweise {iber 10 min zugegeben. Triethylamin (5,0 mmol)
wurde der Reaktion zugesetzt. Die Reaktion wurde 15 min lang bei Raumtemperatur
geriihrt und die Suspension iiber Kieselgur filtriert. Circa die Hilfte des Losungsmittels
wurde am Rotationsverdampfer entfernt und die Losung mit 150 ml n-Pentan versetzt. Das
Produkt fallt mit Hilfe von Ultraschall aus und wurde durch Filtration gewonnen. Ausbeute:
1356 mg weiBlicher Feststoff (80 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.42 (s, 1H), 7.64
(d,J=8.5Hz, 2H), 7.55 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.46 — 7.40 (m, 2H), 7.30 — 7.21 (m, 3H), 1.28
(s, 12H). HPLC tret = 9.13 min.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)harnstoff (94)

Eine Losung von 104 mg Triphosgen (0,350 mmol) in 5 ml trockenem THF wurde
auf -5°C gekiihlt. Eine weitere Losung von 219 mg 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)anilin (1,00 mmol) und 0,32 ml Triethylamin in 6 ml trockenem THF
wurde innerhalb von 20 min tropfenweise zu der Triphosgenldsung gegeben. Nach 30 min
wurde das Eisbad entfernt und die Suspension wurde 30 min bei Raumtemperatur geriihrt.
110 mg N,N-Dimethylethan-1,2-diamin wurden in 1 ml trockenem THF gelost und
portionsweise zur Reaktion zugegeben. Nach 30 min wurde die Reaktion mit Ethylacetat
verdiinnt und zweimal mit geséttigter NaHCOs3-Losung gewaschen. Die organische Phase
wurde iber NaxSOs getrocknet und das Losungsmittel anschlieBend am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten (309 mg,
93 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) 6 8.80 (s, 1H), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.39 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 6.16 (t, J=5.3 Hz, 1H), 3.23 - 3.11 (m, 2H), 2.32 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.16 (s,
6H), 1.26 (s, 12H). 3*C NMR (50 MHz, DMSO) & 154.9, 143.6, 135.4, 116.4, 83.2, 58.4,
45.0, 36.9, 24.7. HPLC tye = 4.15 min.

Alternative Vorschrift: Zu einer Losung von 5,00 mmol Phenylchlorformiat in 20 ml
trockenem THF wurde eine Losung von 1096 mg 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)anilin (5,00 mmol) in 10 ml trockenem THF tropfenweise iiber 10 min
zugegeben. Triethylamin (10,0 mmol) wurde iiber 1 min zu der Reaktion hinzugefiigt. Die
Reaktion wurde 15 min lang bei Raumtemperatur geriihrt, bevor 0,55 ml N N-
Dimethylethylendieamin zugegeben und die Reaktion 3 — 4 h lang unter Riickfluss geriihrt
wurde. Die Reaktion wurde abgekiihlt, mit DCM verdiinnt und mit NaOH (2 N)
gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet und die Losungsmittel wurden bei
vermindertem Druck entfernt, um das Rohprodukt als braunes Ol zu erhalten. Dieses wurde
in einer kleinen Menge Ethylacetat (10 — 15 ml) erhitzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur

gelagert, um das Produkt als farblose Kristalle zu erhalten. Ausbeute: 526 mg (32 %).
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1-(4-(1-(4-Aminophenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (96)

HoN

H H
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 96 mg 76 (0,33 mmol) und 122 mg 94 (0,366 mmol) in
4,5 ml Dioxan/Wasser (2 + 1). Das Riihren wurde bei 70 °C fiir 2,5 h fortgesetzt, bis iliber
DC der vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten
Produkts nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Das Rohprodukt wurde
iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2N NH;3
8,5 — 10 %. Ausbeute: 90 mg hellrosa Feststoff (65 %). '"H NMR (200 MHz, DMSO) & 8.75
(s, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.61 — 7.40 (m, 6H), 7.30 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.76 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.10 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 5.45 (s, 2H), 3.25 - 3.11 (m, 2H),
2.32 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3C NMR (DMSO) 5:155.1, 148.8, 143.9, 142.5,
139.8, 135.6, 134.7, 133.4, 127.2, 125.3, 124.1, 120.9, 119.9, 117.8, 114.4, 107.6, 48.6,
45.0, 36.9. HPLC trt = 1.57 min. ESI-MS m/z: 415.3 [M+H]*, 449.1 [M+CI]". IR [cm']
812, 1224, 1285, 1406, 1470, 1515, 1594, 1653, 2926, 3327.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)acetamid (97)

N
.y

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 73 mg 75 (0,227 mmol) und 83 mg 94 (0,250 mmol) in
3,5 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Das Riihren wurde {iber Nacht bei 70 °C fortgesetzt, bis iiber
DC der vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten
Produkts nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Das Rohprodukt wurde

iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2N NH;3
5 —10 %. Ausbeute: 62 mg weiB-beiger Feststoff (60 %).'H NMR (200 MHz, DMSO) &
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10.20 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.90 — 7.74 (m, 3H), 7.71 — 7.62 (m, 3H), 7.62 —
7.41 (m, 5H), 6.09 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 3.27 — 3.12 (m, 2H), 2.33 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.18
(s, 6H), 2.10 (s, 3H). HPLC tr = 2.70 min. ESI-MS m/z: 457.3 [M+H], 455.3 [M-H]-,
491.3 [M+CI],, 479.3 [M+Na]". IR [em™'] 813, 1225, 1312, 1369, 1409, 1470, 1514, 1596,
1663, 2929, 3301.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)isobutyramid (98)
o
NH
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 54 mg 77 (0,15 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 60 °C fortgesetzt bis iiber DC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestdtigt durch DC-MS). Das Rohprodukt wurde iiber
Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 1 — 10 %.
Ausbeute: 65 mg farbloser Feststoff (89 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.09 (s, 1H),
8.75 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.66 (d, J =
8.9 Hz, 3H), 7.60 — 7.52 (m, 3H), 7.47 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.23 —
3.14 (m, 2H), 2.70 — 2.59 (m, 1H), 2.33 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H), 1.14 (d, J = 6.8
Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 176.0, 155.6, 144.1, 143.2, 140.4, 139.5, 136.5,
134.5,133.7,131.1, 127.8, 124.9, 121.8, 120.7, 120.5, 118.3, 108.2, 59.0, 45.5, 37.4, 35.5,
20.0. HPLC tre¢ = 5.17 min. ESI-MS m/z: 485.8 [M+H]", 483.8 [M-H], 519.9 [M+CI]. IR

[em™] 813, 836, 1224, 1290, 1307, 1406, 1466, 1513, 1595, 1654, 1663, 2775, 2853, 2926,
2964.
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N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (99)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 63 mg 88 (0,172 mmol) und 63 mg 94 (0,189 mmol) in
7,5 ml Dioxan/Wasser (6 + 1,5). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 80 °C fortgesetzt. Uber
DC konnte kein vollstindiger Verbrauch der Ausgangsstoffe nachgewiesen werden.
Zusitzliches Hinzufligen von Prékatalysator konnte keine weitere Umsetzung initiieren
(nach 3 h). Die Reaktion wurde mit Ethylacetat verdiinnt und mit geséttigter NaHCO3-
Losung gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase und Entfernung der
Losungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt via Flash-Chromatographie
aufgereinigt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 1 — 10 %. Ausbeute: 40 mg beiger
Feststoff (47 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) 8 10.05 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.50 (s, 1H),
7.80 (d,J=8.4 Hz, 1H), 7.72 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.70 (d, /= 1.2 Hz, 1H), 7.50 — 7.42 (m,
4H), 6.11 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 3.22 — 3.16 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 2.35 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.19 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 143.7, 142.8, 139.9, 137.9, 136.1,
133.9,133.2,131.6, 127.3, 125.0, 121.4, 120.7, 120.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 39.5, 36.9.
HPLC tret = 2.95 min. ESI-MS m/z: 493.3 [M+H]", 448.2 [M-NMe:]". IR [cm™!] 813, 913,
965, 1100, 1148, 1223, 1312, 1405, 1469, 1513, 1595, 1662, 2855, 2922.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)cyclopropansulfonamid (100)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 70 mg 89 (0,18 mmol) und 65 mg 94 (0,20 mmol) in 8 ml
Dioxan/Wasser (6 + 2). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 65 °C fortgesetzt, bis via DC der
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vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewlinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2N NH3 1-10 %. Ausbeute: 69 mg weiBlicher Feststoff (75 %).'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.04 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 7.80 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.72 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 7.69 (d, J= 1.1 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.55 (dd, J = 8.5, 1.6 Hz,
1H), 7.47 (dd, J = 8.7, 1.9 Hz, 4H), 6.11 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.22 — 3.17 (m, 2H), 2.78 —
2.70 (m, 1H), 2.34 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H), 1.04 — 0.96 (m, 4H). 3C NMR (101
MHz, DMSO) 6 155.0, 143.6, 142.7,139.9, 137.9, 136.0, 133.9, 133.2, 131.5, 127.3, 124.8,
121.3, 121.1, 120.0, 117.8, 107.7, 58.5, 44.9, 36.9, 29.7, 5.0. HPLC tit = 3.67 min. ESI-
MS m/z: 519.3 [M+H]*, 541.1 [M+Na]", 474.2 [M-NMe>]", 431.1 [M-CsH1i1N2]". IR [ecm"
11697, 813,913, 1036, 1141, 1223, 1405, 1469, 1513, 1595, 1662, 2922.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-2-methoxyacetamid (101)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 50 mg 78 (0,139 mmol) und 56 mg 94 (0,167 mmol) in
4,5 ml Dioxan/Wasser (6 + 3). Das Riihren wurde bei 60 °C fiir 24 h fortgesetzt, bis via DC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2 N'NH;3 10 -90 %. Ausbeute: 54 mg wei3-gelblicher Feststoff (80 %)."H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.05 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.94 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.79 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 7.71 — 7.66 (m, 3H), 7.60 — 7.53 (m, 3H), 7.47 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.10 (t, J
=5.2 Hz, 1H), 4.06 (s, 2H), 3.41 (s, 3H), 3.22 - 3.15 (m, J=11.6, 5.9 Hz, 2H), 2.33 (t, /=
6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). >*C NMR (101 MHz, DMSO)  168.4, 155.1, 143.7, 142.8, 139.9,
138.0, 136.0, 133.9, 133.2, 131.2, 127.3, 124.3, 121.4, 121.0, 120.1, 117.8, 107.8, 71.7,
58.7,58.5, 45.0, 36.9. HPLC trt = 3.13 min. ESI-MS m/z: 487.5 [M+H]"; 509.5 [M+Na]*
, 521.6 [M+CI], 442.4 [M-N(CH3)2]+, 399.3 [M-CsH1iN2]*. IR [em!] 835, 1111, 1226,
1312, 1409, 1513, 1595, 1666, 2773, 2822, 2922, 3258.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(4-(piperidin-1-yl)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)harnstoff (102)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 56 mg 6-Bromo-1-(4-(piperidin-1-yl)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol (0,158 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser
(4 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 70 °C fortgesetzt, bis via DC der vollstindige
Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen
werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 3,5-
10 %. Ausbeute: 60 mg Feststoff (83 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.80 (s, 1H), 8.42
(s, 1H), 7.78 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.62 — 7.59 (m, 1H), 7.57 — 7.49 (m, 5H), 7.46 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.13 (d, /= 8.9 Hz, 2H), 6.15 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.26 — 3.22 (m, 4H), 3.22 - 3.18
(m, 2H), 2.40 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.23 (s, 6H), 1.67 — 1.61 (m, 4H), 1.60 — 1.54 (m, 2H).
BC NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 150.9, 143.8, 142.7, 139.9, 135.8, 134.3, 133.3,
127.3, 126.3, 124.9, 121.1, 120.0, 117.8, 116.3, 107.6, 58.4, 49.2, 44.8, 36.7, 25.1, 23.9.
HPLC tret = 4.18 min (Methode C). ESI-MS m/z: 517.1 [M+CI]", 483.2 [M+H]". IR [cm™]
813,913, 1023, 1126, 1224, 1289, 1312, 1385, 1406, 1470, 1515, 1595, 1653, 1663, 1675,
2851, 2932.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(4-morpholinophenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)harnstoff (103)

.

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 54 mg 4-(4-(6-Bromo-1H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)morpholin (0,15 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser
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(4 +1). Das Riithren wurde iiber Nacht bei 70 °C fortgesetzt. Die Reaktion wurde mit
gesittigter NaHCO;-Losung gestoppt und 3x mit DCM extrahiert. Gradient (FC):
DCM/MeOH + 2 N NHj3 10 %. Ausbeute: 67 mg rosa-griulicher Feststoff (92 %).'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 8.74 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.63 — 7.59 (m,
1H), 7.59 — 7.51 (m, 5H), 7.46 (d, /= 8.7 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.09 (t, /= 5.2
Hz, 1H), 3.84 — 3.73 (m, 4H), 3.24 — 3.15 (m, 6H), 2.33 (t, /= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 150.5, 143.8, 142.7, 139.9, 135.8, 134.3, 133.3,
127.3,127.2,124.9, 121.2, 120.0, 117.8, 115.8, 107.6, 66.1, 58.5, 48.1, 45.0, 36.9. HPLC
tret = 5.30 min. ESI-MS m/z: 485.5 [M+H]", 519.5 [M+CI]". IR [em™] 813, 924, 1050, 1114,
1183, 1226, 1290, 1380, 1407, 1448, 1469, 1516, 1594, 1653, 1685, 2768, 2818, 2851,
2887, 2949, 3003, 3034, 3081, 3316.

1-(4-(1-(4-(1H-Imidazol-1-yl)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (104)

o

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55 mg 1-(4-(1H-Imidazol-1-yl)phenyl)-6-brom-1H-
benzo[d]imidazol (0,16 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser
(4 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 70 °C fortgesetzt, bis via DC der vollstidndige
Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen
werden konnten (bestdtigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH + 2N NH;3
7,5 —10 %. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst und mit #-Pentan
ausgefillt, um das Produkt durch Filtration zu gewinnen. Ausbeute: 41 mg purpurweiller
Feststoff (59 %, HPLC-Reinheit: A(254 nm) > 95 %, A(230 nm) > 93 %). '"H NMR (400
MHz, DMSO) 6 8.75 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.97 — 7.91 (m, 4H), 7.90 — 7.86
(m, 1H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.77 — 7.73 (m, 1H), 7.62 — 7.55 (m, 3H), 7.47 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 7.20 — 7.14 (m, 1H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.22 -3.16 (m, J=11.5, 5.9 Hz,
2H), 2.34 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.1, 143.7,
142.8, 140.0, 136.2, 136.1, 135.7, 134.3, 133.8, 133.2, 130.1, 127.3, 125.3, 121.8, 121.5,
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120.2, 118.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 36.9. HPLC tre = 3.94 min. HPLC trt = 2.31 min
(Methode C). ESI-MS m/z: 466.3 [M+H]". IR [em'] 812, 963, 1055, 1224, 1303, 1407,
1446, 1470, 1485, 1521, 1595, 1654, 1663, 1670, 2781, 2821, 2940, 3308.

1-(4-(1-(3-Aminophenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-(dimethylamino)-

ethyl)harnstoff (105)
H,N H H
Q ~yr
<
N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 179 mg 124 (0,374 mmol), 107 mg 93 (0,374 mmol) und
398 mg K3PO4:3H>0 (1,49 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde
iiber Nacht bei 70 °C fortgesetzt, bis liber DC der vollstindige Verbrauch der
Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen werden konnten
(bestdtigt durch DC-MS). Das Rohprodukt wurde {iber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %). Ausbeute: 138 mg Feststoff (89 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.76 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.78 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.75 - 7.69
(m, 1H), 7.59 — 7.51 (m, 3H), 7.48 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.25 (t, J=7.9 Hz, 1H), 6.90 — 6.83
(m, 1H), 6.78 (dd, J= 7.7, 1.3 Hz, 1H), 6.67 (dd, J= 8.1, 1.4 Hz, 1H), 6.11 (t, J= 5.2 Hz,
1H), 5.53 (s, 2H), 3.22 - 3.16 (m, 2H), 2.33 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). *C NMR (101
MHz, DMSO) 6 155.1, 150.3, 143.5, 142.9, 139.9, 136.7, 135.9, 133.7, 133.3, 130.5, 127.3,
121.3,120.1,117.8,113.1, 110.4, 108.2, 108.0, 58.5, 45.0, 36.9. HPLC t;et = 2.16 min. ESI-
MS m/z: 415.5 [M+H]", 449.2 [M+CI]". IR [cm!] 691, 813, 1221, 1310, 1405, 1497, 1538,
1597, 1675, 2853, 2919.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)acetamid (106)

H
-
\/\/
6 SR
N (0]
S
N
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 45 mg 82 (0,136 mmol) und 55 mg 94 (0,164 mmol) in 8§ ml
Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 65 °C fortgesetzt, bis iber DC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2N NH3 7-10 %. Eine zweite sdulenchromatographische Purifikation wurde mit C18-
Umkehrphasen-Kieselgel (Gradient (FC): Wasser/MeOH 10—90 %) durchgefiihrt.
Ausbeute: 22 mg weiler Feststoff (35 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.27 (s, 1H),
8.79 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.05 (t, /= 1.8 Hz, 1H), 7.81 (d, /J=8.5 Hz, 1H), 7.79 (d, J=1.2
Hz, 1H), 7.65 — 7.61 (m, 1H), 7.60 — 7.53 (m, 4H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.41 — 7.37
(m, 1H), 6.15 (t,J=5.3 Hz, 1H), 3.21 - 3.16 (m, 2H), 2.33 (t,J= 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H),
2.09 (s, 3H). HPLC tret = 3.49 min. ESI-MS m/z: 457.2 [M+H]", 479.2 [M+Na]*, 455.2 [M-
HT, 491.2 [M+CI]. IR [em™] 690, 779, 809, 1237, 1372, 1491, 1558, 1595, 1636, 1677,
2773, 2818, 2930, 3291.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-2-phenylacetamid (107)

H
N\Q HoH
\/\/
o8 T
N (@]
™
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 71 mg 84 (0,18 mmol) und 64 mg 94 (0,19 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (3 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 65 °C fortgesetzt, bis tiber DC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2N NH3 1 -9 %. Ausbeute: 81 mg weiBer Feststoff (87 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO)
0 10.52 (s, 1H), 8.77 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.10 (t, /= 1.8 Hz, 1H), 7.83 — 7.77 (m, 2H),
7.68 — 7.63 (m, 1H), 7.61 — 7.54 (m, 4H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.44 — 7.40 (m, 1H),
7.39 —7.32 (m, 4H), 7.28 — 7.23 (m, 1H), 6.12 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.70 (s, 2H), 3.23 — 3.17
(m, 2H), 2.34 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 169.6, 155.0,
143.3, 142.9, 140.5, 139.9, 136.1, 136.1, 135.6, 133.6, 133.1, 130.4, 129.0, 128.2, 127.2,
126.5, 121.4, 120.1, 118.1, 117.9, 117.8, 113.9, 107.8, 58.5, 44.9, 43.3, 36.9. HPLC tyet =
5.46 min. ESI-MS m/z: 533.5 [M+H]", 555.5 [M+Na]", 488.5 [M-NMe:]". IR [cm'!] 692,
813, 1221, 1472, 1491, 1534, 1597, 1654, 2819, 2853, 2920, 3271.

225



Experimenteller Teil

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-2-methoxyacetamid (108)

H
N H H
~o ¢ Oy Y
N
{0
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 89 mg 83 (0,247 mmol) und 86 mg 94 (0,259 mmol) in
6,5 ml Dioxan/Wasser (5 + 1,5). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 65 °C fortgesetzt, bis
iiber DC der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten
Produkts nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC):
DCM/MeOH + 2N NH3 2 -8 %. Ein zweiter chromatographischer Reinigungsschritt
wurde mit Umkehrphasen-Kieselgel (C18, Gradient (FC): Wasser/MeOH 5 — 85 %)
durchgefiihrt. Ausbeute: 78 mg weiBer Feststoff (65 %)."H NMR (400 MHz, DMSO) &
10.11 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.14 (t,J= 1.9 Hz, 1H), 7.84 — 7.78 (m, 3H), 7.61
—7.55 (m, 4H), 7.48 (d, J=8.7 Hz, 2H), 7.45 — 7.42 (m, 1H), 6.14 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 4.06
(s, 2H), 3.40 (s, 3H), 3.19 (dd, J=11.5, 6.0 Hz, 2H), 2.33 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 168.7, 155.1, 143.5, 142.9, 140.0, 139.9, 136.2, 136.1,
133.6,133.2,130.4,127.3,121.5,120.2, 118.6, 118.5,117.8, 114.6, 107.9, 71.7, 58.7, 58.5,
45.0, 37.0. HPLC tw; = 3.64 min. ESI-MS m/z: 487,3 [M+H]", 442.2 [M-NMe:]", 421,4
[M+CI], 485,4 [M-HJ. IR [em™] 690, 813, 1111, 1223, 1290, 1491, 1528, 1595, 1666,
2773, 2818, 2933, 3273.

tert-Butyl(3-(6-(4-(3-(2-(dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)carbamat (109)

H
N H H
0]
O I
N 0o
o
N
Durchfiihrung nach ASV 7. In einem Reaktionsgefa3 wurden 80 mg 79 (1,0 mmol), 85 mg
94 (1,2 mmol) und 169 mg K3PO4-3H>0 (0,636 mmol) in 3,6 ml Dioxan/Wasser (3 + 1)

unter Argonatmosphédre suspendiert/gelost. Eine katalytische Menge /BusP Pd G3 wurde
hinzugefiigt. Es wurde 3,5 h lang bei 65 °C geriihrt, bis iber DC der vollstidndige Verbrauch
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der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen werden
konnten (bestdtigt durch DC-MS). Die Reaktion wurde mit EA verdiinnt und in einem
Scheidetrichter mit 2 N NaOH gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na;SO4
getrocknet und das Rohprodukt durch Flash-Chromatographie (DCM/MeOH + 2 N NH3
510 %) purifiziert. Ausbeute: 82 mg beiger Feststoff (75 %). 'H NMR (200 MHz,
DMSO0) 6 9.73 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.02 — 7.93 (m, 1H), 7.89 — 7.77 (m, 2H),
7.67 —7.44 (m, 7H), 7.38 — 7.28 (m, 1H), 6.17 — 6.04 (m, 1H), 3.26 — 3.12 (m, J = 4.8 Hz,
2H),2.33 (t,J=5.9 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H), 1.51 (s, 9H). HPLC t;et = 6.08 min. ESI-MS m/z:
515.8 [M+H]", 549.6 [M+CI]. IR [em™'] 691, 813, 1052, 1154, 1223, 1365, 1472, 1490,
1538, 1598, 1717, 2971, 3307.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (110)

e SUsh aal
N (0]
.o
N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 90 (68 mg, 0,19 mmol), 94 (68 mg, 0,20 mmol) und
K3P0O4:3H>0 (149 mg, 0,558 mmol) in Dioxan/Wasser (9 + 2,5 ml) iiber Nacht bei 75 °C.

)

Z

AN

Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradient:
DCM/MeOH + 2 N NH3 2 — 10 %. Ausbeute: 72 mg weiBlicher Feststoff (79 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 10.12 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.84 — 7.78 (m, 2H), 7.63 —
7.55 (m, 5H), 7.51 — 7.44 (m, 3H), 7.33 — 7.28 (m, 1H), 6.11 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 3.22 —
3.16 (m, 2H), 3.12 (s, 3H), 2.34 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO) & 155.1, 143.5, 142.9, 140.0, 140.0, 136.7, 136.2, 133.5, 133.1, 131.1, 127.3,
121.5,120.2,118.3,118.1,117.8,113.8,107.9, 58.5,45.0, 39.7,36.9. HPLC tet = 3.56 min.
ESI-MS m/z: 493.4 [M+H]", 515.4 [M+Na]*, 490.8 [M-H], 448.3 [M-NMe:]". IR [cm™']
693, 813, 965, 1100, 1148, 1215, 1312, 1405, 1480, 1524, 1595, 1655, 2822, 2855, 2922.
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N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)ethansulfonamid (111)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55 mg 91 (0,15 mmol) und 48 mg 94 (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde iiber Nacht bei 60 °C fortgesetzt, bis tiber DC
der vollstandige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2 N NH3 2 — 10 %. Ausbeute: 64 mg beiger Feststoff (89 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO)
0 10.16 (bs, 1H), 8.77 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.86 — 7.75 (m, 2H), 7.65 — 7.53 (m, 5H), 7.51
—7.42 (m, 3H), 7.34 — 7.29 (m, 1H), 6.12 (t, /= 4.6 Hz, 1H), 3.27 — 3.21 (m, 2H), 3.21 —
3.16 (m, 2H), 2.34 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H), 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H). HPLC tw =
4.79 min. ESI-MS m/z: 507.6 [M+H]", 505.6 [M-H]". IR [cm™] 693, 813, 928, 1139, 1217,
1310, 1406, 1482, 1594, 1653, 1663, 2853, 2922.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-cyclopropansulfonamid (112)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55 mg 92 (0,14 mmol) und 51 mg 94 (0,153 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde tiber Nacht bei 60 °C fortgesetzt, bis liber
DC der vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten
Produkts nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC):
DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %. Ausbeute: 54 mg farbloser Feststoff (74 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 9.89 (bs, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.84 — 7.77 (m, 2H), 7.63 —
7.56 (m, SH), 7.50 — 7.45 (m, 3H), 7.37 — 7.32 (m, 1H), 6.11 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.21 —
3.16 (m, 2H), 2.84 — 2.75 (m, 1H), 2.34 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H), 1.02 — 0.94 (m,
4H). >*C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.1, 143.5, 143.0, 140.0, 140.0, 136.6, 136.2, 133.5,
133.1, 131.1, 127.3, 121.6, 120.3, 118.8, 118.6, 117.9, 114.3, 107.8, 58.5, 45.0, 37.0, 29.8,
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5.1. HPLC tret = 4.86 min. ESI-MS m/z: 519.5 [M+H]*, 517.4 [M+H]". IR [cm'] 694, 813,
887, 1037, 1144, 1217, 1307, 1406, 1482, 1523, 1594, 1654, 2855, 2922.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(2-methoxyphenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)harnstoff (113)

H H
) Q oty
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 58 mg 85 (0,19 mmol) und 70 mg 94 (0,21 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 65 °C geriihrt, bis mit DC der
vollstdndige Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewlinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
2 N NH;3 2,5 — 10 %. Eine zweite Purifikation wurde mit Umkehrphasen-Kieselgel (C18,
Gradient: Wasser/MeOH 10 — 100 %) durchgefiihrt. Ausbeute: 56 mg Feststoff (69 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.79 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.77 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.59 — 7.49
(m, 5H), 7.45 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.37 — 7.32 (m, 2H), 7.18 (td, /= 7.6, 1.1 Hz, 1H), 6.15
(t,J=5.2 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.21 — 3.13 (m, 2H), 2.32 (t, /= 6.2 Hz, 2H), 2.16 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.2, 153.8, 144.8, 142.1, 139.9, 135.8, 134.9, 133.3,
130.2, 127.7,127.3, 124.1, 121.2, 121.1, 119.8, 117.9, 113.1, 108.0, 58.6, 55.9, 45.1, 37.0.
HPLC tret = 3.85 min. ESI-MS m/z: 427.4 [M-H]", 385.2 [M-NMe2]*. IR [em''] 751, 813,
1020, 1221, 1249, 1282, 1406, 1470, 1507, 1595, 1654, 2932.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)urea (114)

Durchfiihrung nach ASV 8 mit 87 (61 mg, 0,17 mmol), 60 (51 mg, 0,17 mmol) und K>CO3
(89 mg, 0,65 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4+ 1) iiber Nacht bei 65 °C. Nach
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vollstindiger Umsetzung der Edukte (Reaktionskontrolle via HPLC) wurde die Reaktion
eingeengt und das Produkt per Sédulenchromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH + NHj3;
2 N 5-8,4%). Ausbeute: 51 mg weil3-gelblicher Feststoff (69 %). HPLC tret = 3.99 min.
ESI-MS m/z: 490.2 [M+H]+, 489.4 [M-H]. '"H NMR (200 MHz, CDCI3) & 8.74 — 8.29 (m,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.87 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.65 — 7.60 (m, 1H), 7.57 — 7.47 (m, 3H), 7.45
—7.37 (m, 2H), 6.71 (s, 2H), 5.77 = 5.59 (m, 1H), 3.96 — 3.86 (m, 9H), 3.40 — 3.27 (m, 2H),
2.58 —2.48 (m, 2H), 2.31 (s, 6H). *C NMR (50 MHz, CDCl3)  156.3, 154.3, 142.7, 142.5,
139.1, 138.0, 137.5, 135.4, 134.6, 131.9, 127.9, 122.7, 120.4, 119.3, 108.5, 102.3, 77.4,
61.1, 59.4, 56.5, 45.1. IR [em™'] 3314, 2938, 1665, 1595, 1535, 1507, 1474, 1419, 1385,
1310, 1283, 1224, 1184, 1123, 1056, 1001, 911, 859, 813, 770, 715, 679.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (115)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 52 mg 6-Brom-1-(5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-yl)-1H-
benzo[d]imidazol (0,15 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 4 ml Dioxan/Wasser (3 + 1).
Das Riihren wurde bei 75 °C 4 h lang fortgesetzt, bis {iber DC der vollstindige Verbrauch
der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts nachgewiesen werden
konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %. Das
Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgeldst, mit Pentan ausgeféllt und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 43 mg Feststoff (63 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
8.75 (s, 1H), 8.47 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 1H), 7.60 — 7.52 (m,
3H), 7.46 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.44 — 7.41 (m, 1H), 7.40 — 7.36 (m, 1H), 7.30 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 6.11 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.19 (m, J=11.5, 5.8 Hz, 2H), 2.88 — 2.77 (m, 4H), 2.35
(t,J=6.1Hz, 2H), 2.19 (s, 6H), 1.83 — 1.74 (m, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.1,
143.7, 142.8, 139.9, 138.7, 136.5, 136.0, 133.9, 133.3, 133.3, 130.4, 127.3, 124.2, 121.3,
121.1, 120.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 36.9, 28.8, 28.4, 22.6, 22.4. HPLC tiet = 8.61 min.
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ESI-MS m/z: 454.4 [M+H]". IR [em''] 811,910, 1041, 1054, 1183, 1226, 1290, 1308, 1406,
1448, 1469, 1506, 1534, 1594, 1654, 2768, 2818, 2857, 2928, 3324.

4-Cyclohexylanilin (116)

NH,

Zu einer Losung von 1189 mg 4-(Cyclohex-1-enyl)anilin (0,40 mmol) in 1,5 mol EtOH
wurden 2144 mg NH4HCOO zugegeben, gefolgt von 60 mg Pd/C (10 %). Die Reaktion
wurde auf Riickfluss erhitzt, bis iiber HPLC der vollstindige Verbrauch des
Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. AnschlieBend wurde der Ansatz auf
Raumtemperatur abgekiihlt und iiber Kieselgur filtriert. Das Rohprodukt wurde {iber Flash-
Chromatographie mit Petrolether und Ethylacetat (0—70 %) aufgereinigt, um das
gewiinschte Produkt als rotes Ol zu erhalten, das nach kurzer Zeit zu einem Feststoff
erstarrt. Ausbeute: 744 mg Feststoff (62 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 6.84 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 6.47 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 2.35 — 2.22 (m, 1H), 1.81 — 1.62 (m,
5H), 1.38 — 1.11 (m, 5H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 146.4, 135.0, 126.8, 113.9, 42.9,
34.4,26.5,25.7. HPLC twet = 5.72 min. ESI-MS m/z: 176.2 [M+H]".

N-(5-Brom-2-nitrophenyl)-2',3',4',5'-tetrahydro-[ 1,1'-biphenyl]-4-amin (117)

HN ]@/ Br
O,N
Durchfiihrung nach ASV 1 mit 1100 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (5,0 mmol),
1040 mg 4-(Cyclohex-1-enyl)anilin (6,0 mmol) und 0,83 ml Et3N in 5 ml trockenem DMF

bei 70 °C. Das Riihren wurde fiir 2 d fortgesetzt, bis liber DC der vollstindige Verbrauch

der Ausgangsstoffe nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit Wasser
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gestoppt. Das Rohprodukt wurde in siedendem MeOH suspendiert und fiir 15-30 min
geriihrt. Die Suspension wurde mit einem Eisbad gekiihlt und das gewiinschte Produkt
durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 1614 mg rot-kristalliner Feststoff (86 %). '"H NMR
(400 MHz, DMSO) & 9.47 (s, 1H), 8.04 (d, /=9.0 Hz, 1H), 7.48 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.28
(d, J=8.5Hz, 2H), 7.18 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 7.00 (dd, /=9.0, 2.0 Hz, 1H), 6.25 — 6.17 (m,
1H), 2.42 — 2.33 (m, 2H), 2.24 — 2.14 (m, 2H), 1.77 — 1.68 (m, 2H), 1.65 — 1.56 (m, 2H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 143.1, 139.1, 136.9, 135.0, 132.2, 130.0, 128.2, 125.7,
124.4,124.3,120.4, 118.3, 26.5, 25.4, 22.5, 21.7. HPLC tret = 13.19 min.

5-Brom-N-(4-cyclohexylphenyl)-2-nitroanilin (118)

HN Br

Durchfiihrung nach ASV 1 mit 736 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (4,2 mmol), 770 mg
4-Cyclohexylanilin (3,5 mmol) und 0,6 ml EtsN in 5 ml trockenem DMF bei 70 °C (iiber
Nacht). Die Reaktion wurde mit Salzlosung verdiinnt und das Produkt mit Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde tiber Na>xSO4 getrocknet und die Losungsmittel
wurden unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie (PE/EA 0 —1 %) aufgereinigt. Das Produkt wurde mit einer kleinen
Menge an MeOH iiberschichtet, um eine Kristallisation zu initiieren. Die Suspension wurde
bis zum Riickfluss erhitzt und homogenisiert. AnschlieBend wurde diese fiir mehrere
Stunden bei -18 °C gelagert, das Produkt anschlieend durch Filtration gewonnen und mit
einer kleinen Menge MeOH gewaschen. Ausbeute: 854 mg (71 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 9.47 (s, 1H), 8.05 (d, J=9.1 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 7.13 (d, J=2.0 Hz, 1H), 6.98 (dd, /=9.1, 2.0 Hz, 1H), 2.59 — 2.52 (m, 1H), 1.88
— 1.76 (m, 4H), 1.75 — 1.68 (m, 1H), 1.48 — 1.31 (m, 4H), 1.30 — 1.20 (m, 1H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 145.5, 143.5, 135.9, 131.9, 130.0, 128.2, 127.9, 124.9, 120.1, 118.0,
43.2,33.9, 26.3, 25.6. HPLC tre¢ = 13.53 min. ESI-MS m/z: 373.4 [M-H] .
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6-Brom-1-(2',3',4",5'-tetrahydro-[1,1'-biphenyl]-4-yl)- 1 H-benzo[d]imidazol (119)

Schritt 1: Durchfiihrung nach ASV 3 mit 1432 mg 117 (3,83 mmol), 2048 mg NH4Cl
(38,3 mmol), 2504 mg Zinkpulver (38,3 mmol) in 50 ml MeOH. Schritt 2: Durchfiihrung
nach ASV 4 mit 1,9 ml Triethylorthoformiat (11,5 mmol) und 73 mg p-TsOH-H>O
(0,38 mmol) in 50 ml Toluol bei 70 °C iiber Nacht. Flash-Gradient: DCM/MeOH
0—1,9 %. Ausbeute: 862 mg (64 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.59 (s, 1H), 7.76 —
7.72 (m, 2H), 7.65 — 7.60 (m, 4H), 7.45 (dd, J= 8.6, 1.8 Hz, 1H), 6.30 — 6.25 (m, 1H), 2.45
—2.39 (m, 2H), 2.25 — 2.18 (m, 2H), 1.79 — 1.72 (m, 2H), 1.67 — 1.59 (m, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 144.3, 142.8, 141.5, 135.0, 134.3, 133.8, 126.2, 125.5, 125.5, 123.7,
121.7, 115.9, 113.4, 26.6, 25.4, 22.5, 21.6. HPLC tiet = 12.40 min. ESI-MS m/z: 355.3
[M+H]".

6-Brom-1-(4-cyclohexylphenyl)-1H-benzo[d]imidazol (120)

N Br
I
N

Schritt 1: Durchfilhrung nach ASV 3 mit 804 mg 118 (2,14 mmol), 916 mg NH4CI
(17,1 mmol), 1373 mg Zinkpulver (25,7 mmol) in 50 ml MeOH. Schritt 2: Durchfiihrung
nach ASV 4 mit 1,1 ml Triethylorthoformiat (6,4 mmol) und 70 mg p-TsOH-H>O
(0,24 mmol) in 50ml Toluol bei 70-75°C {iber Nacht. Gradient (Flash-
Chromatographie): DCM/MeOH 0 — 1,8 %. Ausbeute: 516 mg (68 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) & 8.57 (s, 1H), 7.75 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 7.72 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.58 (d, J
= 8.5 Hz, 2H), 7.49 — 7.43 (m, 3H), 2.66 —2.57 (m, 1H), 1.88 — 1.78 (m, 4H), 1.76 — 1.68
(m, 1H), 1.51 — 1.33 (m, 4H), 1.31 — 1.20 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 147.7,
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144.4, 142.6, 134.4, 133.1, 128.3, 125.5, 123.9, 121.6, 115.9, 113.4, 43.3, 33.8, 26.3, 25.5.
HPLC tret = 12.87 min. ESI-MS m/z: 355.4 [M+H]".

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(2',3',4',5'-tetrahydro-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)- 1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (121)

.9

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 66 mg 119 (0,17 mmol) und 43 mg 93 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Die Reaktion wurde mit gesittigter
NaHCO3-Losung verdiinnt und das Produkt mit DCM extrahiert. Das Rohprodukt wurde
iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %).
Aufgrund persistierender Verunreinigungen wurde eine zweite Purifikation mit
Umkehrphasen-C18-Kieselgel durchgefiihrt (Gradient: Wasser + EzN (0,05 M)/MeOH
15— 100 %) Ausbeute: 50 mg Feststoff (83 %, Reinheit: A(254 nm) = 93 %, A(230 nm) =
92 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.75 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.80 (d, J= 8.4 Hz, 1H),
7.73 — 7.62 (m, 5H), 7.60 — 7.53 (m, 3H), 7.47 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.33 — 6.24 (m, 1H),
6.10 (t,J=5.1 Hz, 1H), 3.22 — 3.15 (m, 2H), 2.47 — 2.40 (m, 2H), 2.33 (t, /= 6.1 Hz, 2H),
2.26-2.13 (m, 8H), 1.82 - 1.72 (m, 2H), 1.69 — 1.59 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO)
0 155.1, 143.6, 142.9, 141.1, 139.9, 136.1, 135.0, 134.3, 133.8, 133.2, 127.3, 126.1, 125.3,
123.6, 121.4, 120.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 36.9, 26.6, 25.4, 22.5, 21.6. HPLC tret = 7.67
min (Methode C). ESI-MS m/z: 480.8 [M+H]". IR [cm™'] 800, 813, 1224, 1311, 1407, 1445,
1470, 1490, 1514, 1596, 1653, 1662, 2823, 2855, 2924.
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1-(4-(1-(4-Cyclohexylphenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (122)

N o}
.y
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 59 mg 120 (0,17 mmol) und 50 mg 93 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 65 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 3 — 9 %). Das Produkt
wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, anschlieBend mit n-Pentan ausgefallt und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 37 mg Feststoff (51 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
8.75 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.71 — 7.67 (m, 1H), 7.65 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 7.60 — 7.52 (m, 3H), 7.52 — 7.42 (m, 4H), 6.10 (t, /= 5.1 Hz, 1H), 3.22 - 3.14 (m,
J=11.5,5.9 Hz, 2H), 2.67 — 2.58 (m, 1H), 2.33 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H), 1.90 —
1.78 (m, 4H), 1.73 (d, J= 12.5 Hz, 1H), 1.54 — 1.35 (m, 4H), 1.32 — 1.22 (m, 1H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 155.1, 147.2, 143.8, 142.9, 139.9, 136.0, 133.8, 133.8, 133.2, 128.3,
127.4, 123.7, 121.4, 120.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 43.4, 36.9, 33.9, 26.3, 25.6. HPLC
tret = 7.90 min. ESI-MS m/z: 482.4 [M+H]*, 480.5 [M-H], 516.4 [M+CI]". IR [em™'] 693,
718, 762, 801, 818, 863, 895, 904, 915, 969, 986, 1010, 1044, 1062, 1095, 1123, 1152,
1165, 1206, 1225, 1241, 1270, 1293, 1305, 1311, 1326, 1405, 1428, 1444, 1467, 1480,
1491, 1510, 1601, 2769, 2814.

4-(6-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-yl)anilin
(123)

HoN
3k
N B<
o

Durchfiihrung nach ASV 11 mit 925 mg 76 (3,21 mmol), 802 mg B:Pin, (3,18 mmol),
977 mg KOAc (9,95 mmol) und 5 mol% Pd(dppf)Cl> in 12 ml Dioxan bei 80 °C iiber
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Nacht. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH 0 — 3,5 %). Die Produktfraktionen wurden vereinigt und eingeengt, um das
Produkt als Ol zu erhalten. Das Ol wurde mit einer kleinen Menge ACN iiberschichtet und
bei -18 °C gelagert, um die Kristallisation zu initiieren. Das Produkt wurde durch Filtration
gewonnen und mit 1,5 ml kaltem ACN gewaschen. Ausbeute: farblose Kristalle (612 mg,
58 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.40 (s, 1H), 7.75 — 7.70 (m, 1H), 7.70 — 7.66 (m,
1H), 7.56 (dd, J=8.1, 0.9 Hz, 1H), 7.23 (d, /= 8.6 Hz, 2H), 6.76 (d, /= 8.6 Hz, 2H), 5.48
(s, 2H), 1.28 (s, 12H). HPLC tiet = 7.54 min.

3-(6-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-yl)anilin

(124)
HoN
5
N B\O
ey

Durchfiihrung nach ASV 11 mit 100 mg 81 (0,347 mmol), 87 mg B2Pinz (0,344), 102 mg
KOACc (1,04 mmol) und Pd(dppf)Cl2-DCM (5 mol%,17 pmol) in 3 ml trockenem Dioxan
und tiber Nacht bei 75 °C geriihrt. Die Reaktion wurde mit EA verdiinnt und {iber Kieselgur
filtriert. Das braune Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingedampft, um das
Rohprodukt als braunes Ol zu erhalten. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 0-5 %). Ausbeute: 99 mg
Schaum/Harz (0,295 mmol, 85 %).

Alternative Aufarbeitung: FC-Gradient mit DCM/MeOH 1 — 1,2 %. Das gelblich olige
Produkt wurde mit Acetonitril iiberschichtet und {iber Nacht bei -18 °C gelagert, um nach
Filtration/Dekantieren der organischen Phase ein kristallines weifles Produkt zu erhalten
(54 - 67 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.51 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.75 (d, J= 8.1 Hz,
1H), 7.60 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 7.26 (t, /= 7.9 Hz, 1H), 6.81 — 6.75 (m, 1H), 6.73 — 6.66 (m,
J=6.6 Hz, 2H), 5.57 (s, 2H), 1.29 (s, 12H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 150.3, 146.1,
144.3, 136.4, 133.3, 130.4, 128.1, 122.9, 1194, 116.9, 113.5, 111.0, 108.8, 83.7, 24.6.
HPLC tre¢ = 8.11 min. ESI-MS m/z: 336.3 [M+H]".
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2-Methyl-N-(4-(6-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-benzo[ d]imidazol-1-
yl)phenyl)butanamid (125)

3k
N B*o
el

In einem Rundkolben wurden 117 mg 123 (0,35 mmol) und 114 mg EDC-HCI (0,60 mmol)
in 2ml trockenem DCM geldst. 2-Methoxyessigsdure (62 pl, 0,57 mmol) wurde in
portionsweise hinzugegeben und die Reaktion bei Raumtemperatur geriihrt, bis tiber HPLC
der vollstindige Verbrauch des Eduktes (123) nachgewiesen werden konnte. Das
Rohprodukt wurde direkt {iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH 0,5 — 5 %). Das farblose fliissige Produkt wurde in einer geringen Menge an
n-Pentan/Diethylether aufgenommen und mit wenigen Tropfen ACN versetzt. Ultraschall
fiihrte zur Bildung feiner farbloser Kristalle (nadelformig), welche durch Filtration
gewonnen werden konnten. Ausbeute: 68 mg farbloser kristalliner Feststoff (46 %).'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.12 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.88 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.81 —
7.72 (m, 2H), 7.64 — 7.53 (m, 3H), 2.48 — 2.40 (m, 1H), 1.73 — 1.58 (m, 1H), 1.51 — 1.37
(m, 1H), 1.29 (s, 12H), 1.12 (d, J= 6.6 Hz, 3H), 0.93 — 0.87 (m, 3H). HPLC t;et = 9.41 min.
ESI-MS m/z: 318.5 [M-H] , 454.6 [M+Cl], 420.6 [M+H]", 442.6 [M+Na]".

N-(3-(6-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-benzo[ d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (126)

H
o, N
b X
N B\O
&
N

Zu einer Losung von 243 mg 124 (0,55 mmol, 85 % Reinheit) in trockenem Pyridin
(4 — 5 ml) wurden 71 mg MsCl (0,62 mmol) zugegeben, wobei sich die Losung gelb firbte.
Uber HPLC kann der vollstindige Verbrauch des Ausgangsmaterials nach 2,5h
nachgewiesen werden. Die Reaktion wurde mit MeOH verdiinnt, fiir weitere 15 min bei

Raumtemperatur geriihrt und die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt.
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Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH
2 — 6 %). Ausbeute: farbloser Feststoff (196 mg, 87 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
10.17 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.78 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.66 — 7.58 (m, 2H), 7.44
(s, 1H), 7.42 — 7.32 (m, 2H), 3.13 (s, 3H), 1.30 (s, 12H). HPLC trt = 8.11 min. ESI-MS
m/z: 412.2 [M-H]J.

N-(3-(6-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-benzo[ d]imidazol-1-
yl)phenyl)propan-1-sulfonamid (127)

In 5 ml trockenem Pyridin wurden 185 mg 124 (0,36 mmol, 69 % HPLC-Reinheit) und
74 mg Propan-1-sulfonylchlorid (0,52 mmol) geldst. Die orangefarbene Reaktion wurde
iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, bis iiber HPLC der vollstindige Verbrauch des
Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit MeOH
verdiinnt. Das Gemisch wurde auf gesittigter NH4CI-Losung gegossen und mit DCM (4x)
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber NaxSO4 getrocknet und die Losungsmittel
wurden am Rotationsverdampfer entfernt. HPLC ty; = 8.72 min. Ausbeute: 149 mg. (Das
Rohprodukt wurde ohne weitere Charakterisierung direkt in der néchsten Reaktion

verwendet).

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)propan-1-sulfonamid (128)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 43 mg 93 (0,15 mmol) und 91 mg 127 (58 % HPLC-
Reinheit) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 60 °C iiber Nacht. Das Rohprodukt wurde
iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 %).
Ausbeute: 45 mg farbloses Pulver (58 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.13 (bs, 1H),
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8.75 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.84 — 7.76 (m, 2H), 7.64 — 7.55 (m, 5H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.46 — 7.42 (m, 1H), 7.31 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz, 1H), 6.10 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.24 —
3.16 (m, 4H), 2.34 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H), 1.80 — 1.68 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.4
Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 143.4, 142.9, 140.0, 140.0, 136.7, 136.1,
133.4,133.1,131.2,127.2,121.5,120.2,118.2,117.8,117.8, 113.4, 107.8, 58.5, 52.8, 45.0,
36.9, 16.9, 12.5. Ausbeute: 45 mg solid (58 %). HPLC ti = 4.65 min. ESI-MS m/z: 521.6
[M+H]*, 519.6 [M-H]". IR [cm™'] 693, 813,930, 1098, 1140, 1217, 1309, 1406, 1482, 1595,
1653, 2852, 2922.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-2-methylbutanamid (129)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 56 mg 125 (0,13 mmol) und 38 mg 93 (0,134 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 60 °C {iber Nacht. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %). Ausbeute:
44 mg Feststoff (66 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.11 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 8.48 (s,
1H), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.71 — 7.62 (m, 3H), 7.61 — 7.52
(m, 3H), 7.47 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.09 (t, /=4.7 Hz, 1H), 3.22 - 3.15 (m, 2H), 2.48 —2.40
(m, 1H), 2.33 (t, /= 5.9 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H), 1.71 — 1.59 (m, 1H), 1.49 — 1.38 (m, 1H),
1.12 (d, J= 6.6 Hz, 3H), 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) § 174.9,
155.1, 143.7, 142.7, 139.9, 138.9, 136.0, 134.0, 133.2, 130.6, 127.3, 124.4, 121.3, 120.3,
120.0, 117.8, 107.7, 58.5, 45.0, 42.2, 36.9, 26.8, 17.4, 11.7. HPLC tret = 5.61 min. ESI-MS
m/z: 499.5 [M+H]", 497.4 [M-H]", 533.6 [M+CI]. IR [ecm™'] 813, 836, 1184, 1224, 1290,
1308, 1407, 1513, 1595, 1653, 2776, 2855, 2872, 2923, 2958.
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7.6 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.2
N-(2-Brom-5-nitrophenyl)methansulfonamid (130)

o H Br
W ,N
/S\\
@)
NO,

In 5 ml trockenem Pyridin wurde 2-Brom-5-nitroanilin (1085 mg, 5,000 mmol) gelost und
0,43 ml MsCl (5,5 mmol) {iber 2 — 3 min portionsweise hinzugetropft. Die Reaktion wurde
bei Raumtemperatur geriihrt, bis tiber HPLC der vollstindige Verbrauch des
Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. AnschlieBend wurde der Ansatz mit
einem Uberschuss an MeOH gestoppt und die Losungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: PE/EA 30— 100 %, nicht optimal). Aufgrund persistierender
Verunreinigungen im Produkt wurde dieses in MeOH aufgenommen und fiir 15 min
geriihrt. Das Produkt kann iiber Filtration als homogener beige-kristalliner Feststoff
gewonnen werden. Ausbeute: 632 mg (43 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 9.85 (s, 1H),
8.20 (dd, J = 2.1, 0.8 Hz, 1H), 8.00 — 7.98 (m, 2H), 3.15 (s, 3H). 1*C NMR (101 MHz,
DMSO) & 147.2, 136.8, 134.5, 126.4, 121.6, 120.6, 41.1. HPLC te = 4.54 min. ESI-MS
m/z: 293.2 [M-HJ.

tert-Butyl(2-brom-5-nitrophenyl)(fert-butoxycarbonyl)carbamat (134)

e
O__N
>y
@)
NO,

Zu einer Losung von 935 mg 2-Brom-5-nitroanilin (4,31 mmol) in 6 ml trockenem Dioxan
wurden 2818 mg Boc2O (12,9 mmol in 6 ml trockenem Dioxan) zugetropft. Der Reaktion
wurde DMAP zugesetzt (10 mol%), wodurch sich die Losung dunkel féarbte. Die HPLC-
Kontrolle der Reaktion nach 40h zeigte eine vollstindige Umsetzung des
Ausgangsmaterials. Die Reaktion wurde anschlieBend mit Ethylacetat verdiinnt und 2x mit

10 %iger HCI und 2x mit geséttigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die organische Phase
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wurde liber Na;SOs4 getrocknet und die Losungsmittel wurden unter vermindertem Druck
eingeengt. Der Riickstand wurde via Flash-Chromatographie mit PE/DCM 70 — 100 %
aufgereinigt. Das Produkt wurde als briaunliches Ol erhalten, das unter vermindertem Druck
zu einem Feststoff erstarrt. Ausbeute: 1501 mg Feststoff (84 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.41 (d,J=2.7 Hz, 1H), 8.15 (dd, /= 8.8, 2.7 Hz, 1H), 8.04 (d, /= 8.8 Hz, 1H),
1.36 (s, 18H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 149.3, 147.2, 139.5, 133.7, 130.9, 125.2,
124.2, 83.0, 27.4. HPLC tei= 10.59 min. ESI-MS m/z: 439.2 [M+Na]", 471.2
[M+MeOH+Na]", 315.1 [M-CsHoO>]".

tert-Butyl(tert-butoxycarbonyl)(4-nitro-[ 1,1'-biphenyl]-2-yl)carbamat (140)

T

O__N
TI0)
NO,

Darstellung nach ASV 7 mit 390 mg 134 (0,94 mmol) und 114 mg Phenylboronsdure
(0,94 mmol) in 5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Der Ansatz wurde mit
DCM verdiinnt und mit Salzlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase und
Verdampfen der Losungsmittel unter vermindertem Druck wurde das Produkt via Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: PE/DCM 50 — 100 %). Das Produkt wurde als Ol
gewonnen. Mit einigen Tropfen MeOH konnte die Kristallisation initiiert werden.
Ausbeute nach Filtration: 363 mg Feststoff (94 %)."H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.29 (dd,
J=38.5, 2.4 Hz, 1H), 8.27 — 8.24 (m, 1H), 7.69 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.53 — 7.46 (m, 3H),
7.39 — 7.33 (m, 2H), 1.24 (s, 18H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 150.3, 146.9, 146.1,
137.6, 136.5, 131.5, 128.7, 128.7, 128.2, 124.5, 123.1, 82.7, 27.2. HPLC tiet = 10.55 min.
ESI-MS m/z: 437.3 [M+Na], 469.4 [M+MeOH+Na]".
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tert-Butyl(4-amino-[ 1,1'-biphenyl]-2-yl)(tert-butoxycarbonyl)carbamat (136)

Y
i ofo O
Ty
NH,

Zu einer Suspension aus 617 mg 140 (1,49 mmol) und 797 mg NH4Cl (14,9 mmol) in
20 ml MeOH wurde 1,0 g Zinkpulver (15 mmol) hinzugefiigt. Die Suspension wurde
geriihrt, bis die HPLC den vollstindigen Verbrauch des Ausgangsstoffs anzeigte. Die
Reaktion wurde mit DCM verdiinnt und tiber Kieselgur filtriert. Die Losungsmittel wurden
eingedampft und das Rohprodukt wurde via Flash-Chromatographie (DCM/MeOH
0 —3 %) aufgereinigt. Ausbeute: 1277 mg braunlicher Feststoff (86 %).'H NMR (400
MHz, DMSO) § 7.36 — 7.31 (m, 2H), 7.27 — 7.22 (m, 3H), 7.04 — 7.00 (m, 1H), 6.60 (dd, J
= 8.3, 2.3 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.28 (s, 2H), 1.22 (s, 18H). *C NMR (101
MHz, DMSO) 6 151.4, 148.7,139.2,136.8, 130.4, 128.2, 128.1, 126.8, 126.2, 113.8, 113.7,
81.5, 27.3. HPLC trt = 10.45 min. ESI-MS m/z: 407.4 [M+Na]*, 439.4 [M+MeOH+Na]".

tert-Butyl(4-((5-Brom-2-nitrophenyl)amino)-[1,1'-biphenyl]-2-yl)(tert-butoxycarbonyl)
carbamat (138)

Op© O
O__N
Y O
o]
HND/BI'
OoN
Zu einer Losung von 298 mg 136 (0,775 mmol) in 14 ml trockenem THF wurde unter
Argonatmosphdre geriihrt und es wurden 34 mg NaH (0,85 mmol) hinzugegeben. Nach
30 min wurde 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (179 mg, 0,814 mmol) hinzugefiigt, wobei
sich die Reaktion dunkelviolett firbte. Die Reaktion wurde iiber Nacht auf Riickfluss

erhitzt. Die Reaktionskontrolle (mittels HPLC) ergab keinen vollstdndigen Verbrauch des

Ausgangsmaterials, daher wurden insgesamt 52 mg NaH und 93 mg 4-Brom-2-fluor-1-
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nitrobenzol zugegeben, bis mittels HPLC kein Umsatz mehr nachgewiesen werden konnte.
Die Reaktion wurde mit gesittigter NH4CI-Losung gestoppt und das Produkt mit DCM
extrahiert. Nach Trocknung und Einengen der organischen Phasen wurde das Produkt
durch Flash-Chromatographie (PE/DCM 75— 100 %) aufgereinigt. Ausbeute: 257 mg
orange solid (57 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.55 (s, 1H), 8.08 (d, /= 9.0 Hz, 1H),
7.49 — 7.43 (m, 3H), 7.43 — 7.33 (m, 5SH), 7.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 9.0, 2.0
Hz, 1H), 1.27 (s, 18H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 150.6, 142.8, 138.5, 137.9, 137.4,
136.5, 132.9, 131.2, 129.9, 128.4, 128.3, 128.3, 127.5, 124.7, 124.3, 121.0, 118.5, 82.0,
27.3. HPLC tr; = 14.94 min (Methode B). ESI-MS m/z: 582.2 [M-H], 606.3 [M+Na]",
638.3 [M+MeOH+Na]".

tert-Butyl(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-[ 1,1'-biphenyl]-2-yl)(tert-
butoxycarbonyl)carbamat (141)

)<o

0~\<N O
A MY

Darstellung nach ASV 4 unter Benutzung von 247 mg 138 (0.422 mmol). Das Produkt
wurde durch Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 1 -3 %) aufgereinigt. Ausbeute:
182 mg rétlicher Feststoff (76 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.69 (s, 1H), 7.87 (d, J
=2.2 Hz, 1H), 7.79 - 7.77 (m, 1H), 7.76 — 7.74 (m, 2H), 7.62 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.52 —
7.46 (m, 3H), 7.45 — 7.36 (m, 3H), 1.28 (s, 18H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 150.5,
144.1, 142.9, 138.9, 137.8, 137.5, 134.9, 134.2, 131.7, 128.5, 128.3, 127.9, 125.7, 124.3,
123.6, 121.8, 116.0, 113.4, 82.2, 27.4. HPLC tret = 12.85 min (Methode B). ESI-MS m/z:
586.4 [M+Na]".
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4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-[1,1'-biphenyl]-2-amin (142)

HoN O
N Br
I

N
Zu einer Losung von 141 (176 mg, 0,312 mmol) in 8 ml EtOH wurden 3 ml ethanolische
HCI (1,25 M) gegeben. Die Reaktion wurde 6 h lang bei 50 — 60 °C geriihrt. Die rote
Suspension (weiler Feststoff) wurde mit Et;O (ca. 10 ml) verdiinnt und das Produkt via
Filtration gewonnen. Der weille Feststoff wurde in gesittigter NaHCOs-Losung suspendiert
und die freie Base mit DCM (2x) extrahiert. Nach Trocknung und Einengen der
organischen Phase wurde das Produkt als braunlicher Feststoff gewonnen (93 mg, 82 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.57 (s, 1H), 7.82 (d, /= 1.7 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 7.53 — 7.47 (m, 4H), 7.46 (dd, J = 8.6, 1.9 Hz, 1H), 7.43 — 7.36 (m, 1H), 7.21 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 7.04 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.89 (dd, /= 8.0, 2.2 Hz, 1H), 5.23 (s, 2H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 146.7, 144.1, 142.9, 138.6, 135.4, 134.2, 131.6, 128.9, 128.6, 127.2,
125.4,125.3,121.7,115.8, 113.6, 111.4, 109.3. HPLC tret = 11.73 min.

N-(4-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-[ 1,1'-biphenyl]-2-yl)methansulfonamid (143)

142 (88 mg, 0.42 mmol) wurde in 5 ml trockenem Pyridin gelost/suspendiert. MsC1 (20 pl,
0,25 mmol) wurde zugegeben und die gelbliche Losung bei Raumtemperatur geriihrt. Die
HPLC-Kontrolle der Reaktion (nach 1,5 h) zeigte eine langsame Umsetzung, weshalb der
Ansatz auf 50 °C erhitzt wurde. Nach 12 h wurden weitere 22 ul MsCl (0,28 mmol)
zugegeben, da die Reaktion zum Stillstand kam. Nach weiteren 48 h war die Reaktion
nahezu vollstdndig umgesetzt und wurde mit MeOH gestoppt. Die Losungsmittel wurden

evaporiert und das Produkt wurde durch Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 1,5 —
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2,7 %) aufgereinigt, um das gewiinschte Produkt als Feststoff zu erhalten (0,08 g, 75 %).
"H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.24 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.86 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.77 (d,
J=28.6 Hz, 1H), 7.72 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H), 7.58 — 7.55 (m,
1H), 7.54 — 7.47 (m, 5H), 7.46 — 7.41 (m, 1H), 2.87 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO)
0144.2,142.9,137.8,137.1, 135.4, 135.0, 134.2, 132.5, 129.4, 128.5, 127.7, 125.7, 121.8,
121.4,121.2, 116.1, 113.5, 41.1. HPLC tet = 8.82 min. ESI-MS m/z: 440.1 [M-H]J-.

N-(4-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-yl)-[1,1'-
biphenyl]-2-yl)methansulfonamid (144)

H
S O N ~NT
g

N
0

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 73 mg 143 (0,17 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1). Die Reaktion wurde bei 75 °C fiir 8 h lang gertihrt, bis via DC ein

O
‘zT

N\ 4
(@)

vollstdndiger Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten Produkts
nachgewiesen werden konnten (bestitigt durch DC-MS). Gradient (FC): DCM/MeOH +
NH3 2 N 5 — 10 %. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit -
Pentan ausgeféllt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 60 mg Feststoff (70 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 9.26 (bs, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 7.91 — 7.86 (m, 1H),
7.85—17.79 (m, 2H), 7.67 — 7.58 (m, 4H), 7.58 — 7.53 (m, 3H), 7.52 — 7.46 (m, 4H), 7.45 —
7.39 (m, 1H), 6.12 (t,J= 5.0 Hz, 1H), 3.20 (dd, J=11.3, 5.7 Hz, 2H), 2.88 (s, 3H), 2.37 (t,
J=6.1 Hz, 2H), 2.20 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 143.5, 142.9, 140.0,
138.1, 136.1, 135.5, 133.6, 133.1, 132.4, 129.5, 128.9, 128.6, 128.4, 127.5, 127.3, 121.5,
120.5, 120.3, 120.2, 117.8, 107.8, 58.4, 44.9, 40.9, 36.8. HPLC twt = 7.73 min. ESI-MS
m/z: 569.2 [M+H]", 567.2 [M-H]. IR [em™'] 701, 755, 813, 911, 969, 1098, 1149, 1221,
1313, 1406, 1472, 1487, 1519, 1595, 1663, 2770, 2822, 2932, 3029, 3301.
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7.7 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.3
5-Brom-N-(4-chlorphenyl)-2-nitroanilin (145)

Cl

HN Br

Zu einer Losung von 3650 mg 4-Chloranilin (28,61 mmol) und 6360 mg 4-Brom-2-fluor-
I-nitrobenzol (29,06 mmol) in 50 ml DMSO wurden 9 ml Et3N (65 mmol) hinzugegeben
und die Reaktion wurde {iber Nacht auf 60 °C erhitzt. Nach vollstdndiger Umsetzung wurde
der Ansatz mit einem Uberschuss an Wasser verdiinnt. Die resultierende Suspension wurde
filtriert, um das Rohprodukt zu erhalten. Der orangefarbene Feststoff wurde in MeOH
suspendiert und unter Refluxbedingungen geriihrt (ca. 15 — 30 min). Die Suspension wurde
auf Raumtemperatur gekiihlt und eine Stunde lang bei 0 °C gelagert. Das Produkt wurde
durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 5630 mg oranger Feststoff (60 %). '"H NMR (400
MHz, DMSO) 6 9.44 (s, 1H), 8.04 (d, /=9.0 Hz, 1H), 7.52 — 7.45 (m, 2H), 7.40 — 7.33 (m,
2H), 7.20 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO)
o 142.5, 137.8, 133.0, 129.9, 129.6, 129.4, 128.2, 126.0, 121.1, 118.7. HPLC twt=
10.58 min. ESI-MS m/z: 325.1 [M-H].

6-Brom-1-(4-chlorphenyl)-1H-benzo[d]imidazol (146)

Cl

N Br
o
N

Synthese nach ASV 3 unter Verwendung von 5435 mg 145 (16,59 mmol), 10,85 g Zn-
Pulver (165,9 mnol) und 8,88 g NH4Cl in ca. 100 ml MeOH und anschlieBend nach ASV
4 mit 316 mg p-TsOH-H>O (1,66 mmol) und 8,3 ml Triethylorthoformiat (49,8 mmol) in
ca. 100 ml Toluol. Das schwarze Rohprodukt wurde in einer kleinen Menge MeOH
suspendiert und die Suspension wurde unter Kiihlung (Kiihlmittel: EtOH + Eis) geriihrt.

Das Produkt wurde durch Filtration gewonnen und mit einer kleinen Menge an kaltem

MeOH gewaschen. Ausbeute: 4586 mg weiBer Feststoff (90 %). 'H NMR (400 MHz,
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DMSO) § 8.60 (s, 1H), 7.78 — 7.72 (m, 4H), 7.68 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 (dd, J = 8.6, 1.6
Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 144.3, 142.7, 134.3, 134.2, 132.4, 130.0, 125.7,
125.7, 121.7, 116.1, 113.4. HPLC = 9.59 min.

1-(4-(1-(4-Chlorphenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (147, FM-987)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 1538 mg 146 (5,00 mmol) und 1666 mg 94 (5,00 mmol) in
50 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Riihren wurde {iber Nacht bei 75 °C fortgesetzt, bis die
DC einen vollstindigen Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Bildung des gewiinschten
Produkts zeigte (bestétigt durch DC-MS). Die Reaktion wurde mit NaCl-Lésung verdiinnt
und das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, tiber
NazSOs getrocknet und die Losungsmittel wurden evaporiert, um das Rohprodukt als
Schaum zu erhalten. Das Produkt wurde in ACN gelost und 1 h bei -18 °C gelagert.
Trituration fiihrte zu einer Suspension, die mit kaltem ACN verdiinnt wurde. Das Produkt
wurde als farbloser Feststoff abfiltriert. Ausbeute: 1591 mg Feststoff (73 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 8.76 (br s, 1H), 8.56 (s, J=9.1 Hz, 1H), 7.83 — 7.78 (m, 3H), 7.74 — 7.67
(m, 3H), 7.61 — 7.54 (m, 3H), 7.51 — 7.43 (m, 2H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.22 — 3.14 (m,
2H), 2.33 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.1, 143.6,
142.8, 140.0, 136.2, 134.9, 133.6, 133.1, 132.0, 130.0, 127.4, 125.6, 121.6, 120.2, 117.8,
107.8, 58.5, 45.0, 36.9. HPLC tr; = 5.28 min. ESI-MS m/z: 434.6 [M+H]".
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1-(4-(1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (148, L.S-48)

N o}
e
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65 mg 147 (0,15 mmol) und 37 mg Phenylboronsdure
(0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Die Reaktion wurde {iber Nacht bei 75 °C
geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + NH3 2N 5—10 %. Ausbeute: 56 mg Feststoff
(79 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.76 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.96 —7.91 (m, 2H), 7.87
—7.81 (m, 3H), 7.80 — 7.75 (m, 3H), 7.61 — 7.56 (m, 3H), 7.55 — 7.46 (m, 4H), 7.45 —7.39
(m, 1H), 6.10 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.21 - 3.16 (m, 2H), 2.33 (t,J= 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H).
HPLC tret = 7.02 min. ESI-MS m/z: 476.3 [M+H]".

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(2'-fluor-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-
6-yl)phenyl)harnstoftf (149)

N 0]
S

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 42mg (2-
Fluorphenyl)boronsdure (0.30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1) iiber Nacht bei
80 °C. Gradient (FC): DCM/MeOH + NH3 2 N 6 — 10 %. Das Produkt wurde in einer
kleinen Menge EA aufgenommen, mit #n-Pentan ausgefillt und mittels Filtration gewonnen.
Ausbeute: 60 mg Feststoff (81 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.75 (s, 1H), 8.62 (s,
1H), 7.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.85 — 7.78 (m, 4H), 7.67 — 7.56 (m, 4H), 7.51 — 7.45 (m,
3H), 7.40 — 7.33 (m, 2H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.19 (m, J=11.6, 5.8 Hz, 2H), 2.33 (t,
J=6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). HPLC trt = 7.09 min. ESI-MS m/z: 494.5 [M+H]". IR [cm
171755, 813, 1224, 1290, 1406, 1469, 1485, 1522, 1595, 1654, 2771, 2819, 2937, 3314.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(3'-fluor-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-
6-yl)phenyl)harnstoff (150)

)

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 42mg (3-
Fluorphenyl)boronsdure (0,30 mmol) in 4.2 ml Dioxan/Wasser (3 +1). Die Reaktion
wurde liber Nacht bei 75 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + NH3 (2 N) 6 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan ausgefallt
und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 50 mg farbloser Feststoff (68 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 8.76 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 7.98 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.87 (d, /= 8.6
Hz, 2H), 7.85 — 7.81 (m, 1H), 7.80 — 7.78 (m, 1H), 7.67 — 7.53 (m, 6H), 7.48 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.29 — 7.22 (m, 1H), 6.10 (t, J/ = 5.2 Hz, 1H), 3.22 - 3.16 (m, J = 11.6, 5.9 Hz,
2H), 2.33 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H) (kleinere Verunreinigungen im NMR im arom.
Bereich; wurde dennoch getestet, da HPLC-Reinheit > 98 %). HPLC tit = 7.16 min. ESI-
MS m/z: 494.4 [M+H]". IR [cm™!] 783, 814, 836, 880, 1183, 1226, 1250, 1290, 1445, 1472,
1487, 1523, 1540, 1590, 1654, 2768, 2820, 2858, 2935, 2968, 3320.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(4'-fluor-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]|imidazol-
6-yl)phenyl)harnstoff (151)

F

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62 mg 147 (0,13 mmol) und 24 mg 4-Fluorphenyl-

boronséure (0,17 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Die Reaktion wurde tiber Nacht
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bei 70 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %. Das Produkt wurde
in einer kleinen Menge EA aufgenommen, mit n-Pentan ausgeféllt und mittels Filtration
gewonnen. Ausbeute: 54 mg farbloser Feststoff (84 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) &
8.75 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.86 — 7.80 (m, 5H), 7.78 (d, J = 1.2
Hz, 1H), 7.61 — 7.55 (m, 3H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 6.10 (t, J
=5.2Hz, 1H), 3.21 -3.15 (m, J=11.5, 6.0 Hz, 2H), 2.33 (t,J = 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H).
BCNMR (101 MHz, DMSO) 6 162.02 (d, J=244.9 Hz), 155.0, 143.5, 142.9, 139.9, 138 4,
136.1, 135.50 (d, J = 3.0 Hz), 135.2, 133.7, 133.2, 128.70 (d, J = 8.2 Hz), 128.2, 127.2,
124.2,121.4, 120.1, 117.8, 115.77 (d, J = 21.4 Hz), 107.8, 58.5, 44.9, 36.9. HPLC tre( =
6.95 min. ESI-MS m/z: 494.2 [M+H]*. IR [em™!] 813, 1158, 1223, 1292, 1312, 1407, 1445,
1469, 1497, 1523, 1595, 1654, 2771, 2820, 3309.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(2'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (152)

.9

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 46 mg (2-
Methoxyphenyl)boronsédure (0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, mit n-Pentan ausgefallt und mittels
Filtration gewonnen. Ausbeute: 60 mg farbloser Feststoff (79 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.74 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.85 — 7.76 (m, 4H), 7.74 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.62 —
7.54 (m, 3H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.43 — 7.36 (m, 2H), 7.20 — 7.14 (m, 1H), 7.12 —
7.05 (m, 1H), 6.10 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.22 - 3.15 (m, J=11.5, 5.9 Hz, 2H),
2.33 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) & 156.2, 155.1, 143.7,
142.9, 139.9, 137.5, 136.2, 134.6, 133.7, 133.3, 130.8, 130.4, 129.3, 128.6, 127.4, 123.3,
121.5,120.9,120.1, 117.8, 111.8, 107.9, 58.5, 55.5, 45.0, 36.9. HPLC tret = 6.97 min. ESI-
MS m/z: 506.5 [M+H]". IR [em™] 753, 814, 837, 1005, 1024, 1225, 1406, 1469, 1488,
1518, 1595, 1654, 2771, 2820, 2938, 3312.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(3'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)- 1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (153)

N 0
e
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 46 mg (3-
Methoxyphenyl)boronsédure (0,30 mmol) in 4.2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, mit n-Pentan ausgefallt und mittels
Filtration gewonnen. Ausbeute: 49 mg farbloser Feststoff (65 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.74 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.87 — 7.81 (m, 3H), 7.80 —
7.76 (m, 1H), 7.62 — 7.55 (m, 3H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.43 (t, /= 7.9 Hz, 1H), 7.37
—7.28 (m, 2H), 6.99 (dd, J= 8.1, 2.1 Hz, 1H), 6.09 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.22 —
3.15(m,J=11.6,5.9 Hz, 2H), 2.33 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). *C NMR (101 MHz,
DMSO) o 159.8, 155.1, 143.7, 142.9, 140.6, 140.0, 139.3, 136.2, 135.3, 133.7, 133.2,
130.1,128.4,127.3,124.1,121.5,120.2,119.0, 117.8, 113.5, 112.2, 107.9, 58.5, 55.2, 45.0,
36.9. HPLC tre = 7.03 min. ESI-MS m/z: 506.4 [M+H]". IR [cm'!] 813, 1014, 1030, 1051,
1211, 1292, 1405, 1469, 1483, 1521, 1595, 1653, 2768, 2820, 2936, 3329.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(4'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)- 1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (154)

/
o]
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 46mg (4-
Methoxyphenyl)boronsédure (0,30 mmol) in 4.2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, mit n-Pentan ausgefallt und mittels
Filtration gewonnen. Ausbeute: 64 mg Feststoff (84 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
8.76 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.88 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.84 — 7.78 (m, 3H), 7.78 — 7.76 (m,
1H), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.62 — 7.55 (m, 3H), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.07 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.21 —3.16 (m, J = 11.5, 5.8 Hz, 2H),
2.33 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) 6 159.2, 155.1, 143.7,
142.9, 140.0, 139.2, 136.1, 134.6, 133.8, 133.2, 131.4, 127.9, 127.7, 127.3, 124.2, 121.5,
120.1,117.8,114.5,107.9, 58.5, 55.2,45.0, 36.9. HPLC tret = 7.03 min. ESI-MS m/z: 506.4
[M+H]". IR [cm!] 813, 1038, 1176, 1224, 1245, 1291, 1406, 1469, 1498, 1597, 1653, 2773,
2823, 2939, 3313.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(3'-nitro-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-
6-yl)phenyl)harnstoff (155)

-
H H
N\n/N\/\N/
\ I
™
N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 50mg (3-
Nitrophenyl)boronsdure (0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 +1). Die Reaktion
wurde liber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 3,5 - 10 %.
Das gelbliche Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, mit n-Pentan ausgefallt
und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 56 mg gelber Feststoff (72 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 8 8.76 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.55 (t, /= 1.8 Hz, 1H), 8.31 — 8.22 (m, 2H),
8.07 (d,J=8.5Hz, 2H), 7.93 (d, /= 8.5 Hz, 2H), 7.86 — 7.77 (m, 3H), 7.64 — 7.55 (m, 3H),
7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.10 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.23 — 3.14 (m, J = 11.5, 5.9 Hz, 2H),
2.33 (t,J = 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 148.5, 143.7,

143.0, 140.7, 140.0, 137.0, 136.2, 136.2, 133.6, 133.3, 133.1, 130.7, 128.8, 127.4, 124.3,
1225, 121.6, 121.3, 120.2, 117.8, 107.9, 58.5, 45.0, 36.9. HPLC tiet = 6.97 min. ESI-MS
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m/z: 543.4 [M+Na]*, 555.5 [M+CI]. IR [em'] 722, 777, 813, 1225, 1347, 1470, 1515,
1596, 1661.

1-(4-(1-(3',4'-Difluor-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[ d|imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (157)

N F

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62mg 147 (0,13 mmol) und 27 mg 3.4-
Difluorphenylboronséure (0,17 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 70 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge EA aufgenommen, mit n-Pentan ausgefallt und
mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 58 mg farbloser Feststoff (87 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 8.75 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.96 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.93 — 7.84 (m, 3H),
7.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.79 — 7.76 (m, 1H), 7.68 — 7.62 (m, 1H), 7.62 — 7.53 (m, 4H),
7.48 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.10 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.21 — 3.15 (m, J = 11.6, 5.9 Hz, 2H),
2.33 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). HPLC twt = 7.30 min. ESI-MS m/z: 512.2 [M+H]",
546.1 [M+CI]". IR [em'] 773, 811, 1116, 1182, 1223, 1265, 1277, 1310, 1405, 1469, 1502,
1597, 1654, 2770, 2819, 2944, 3319.

1-(4-(1-(2',4'-Difluor-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[ d|imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (158)

F
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 47mg 24-
Difluorphenylboronséure (0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 7 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan und
Ethylacetat ausgefallt und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 53 mg farbloser Feststoff
(69 %). "H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.75 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H),
7.85 = 7.77 (m, 4H), 7.74 — 7.66 (m, 1H), 7.62 — 7.55 (m, 3H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.45-7.38 (m, 1H), 7.25 (td, J= 8.4, 2.1 Hz, 1H), 6.10 (t,J= 5.1 Hz, 1H), 3.23 —3.15 (m,
J=11.5, 5.8 Hz, 2H), 2.33 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO)
0162.4 (dd, J=247.4,12.3 Hz), 159.7 (dd, J=248.9, 12.4 Hz), 155.6, 144.2, 143.4, 140.5,
136.7, 136.1, 134.1, 134.0 — 133.9 (m), 133.7, 132.4 (dd, /=9.7, 4.6 Hz), 130.9 (d, /= 2.7
Hz), 127.9, 1244, 124.4 (dd, J = 13.2, 3.9 Hz), 122.1, 120.7, 118.3, 112.7 (dd, J = 21.1,
3.6 Hz), 108.4, 105.5 — 104.8 (m). HPLC tet = 7.15 min. ESI-MS m/z: 512.4 [M+H]*. IR
[cm'] 811, 841, 964, 1100, 1141, 1224, 1470, 1496, 1523, 1595, 1655, 1663.

1-(4-(1-(3',5'-Difluor-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (159)

.

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15 mmol) und 47 mg 3,5-
Difluorphenylboronséure (0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tiber Nacht bei 75 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %.
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan ausgefallt
und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 39 mg weiBer Feststoff (51 %). '"H NMR (400
MHz, DMSO) & 8.76 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.02 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.88 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.82 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.63 — 7.53 (m, 5H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.28 (tt,J=9.2,2.0 Hz, 1H), 6.10 (t, /= 5.1 Hz, 1H), 3.21 - 3.15 (m, J=11.4, 5.8 Hz, 2H),
2.33 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). HPLC tr¢ = 7.30 min. ESI-MS m/z: 512.2 [M+H]",
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546.1 [M+CI]. IR [em™] 813, 833, 988, 1113, 1204, 1225, 1292, 1450, 1470, 1491, 1521,
1593, 1653, 2776, 2819, 2941, 3293.

1-(4-(1-(3',5'-Dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[ d]imidazol-6-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (160)

.9

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 147 (0,15mmol) und 55mg (3,5-
Dimethoxyphenyl)boronséure (0,30 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde tliber Nacht bei 80 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 3,5 — 10 %.
Der gelbliche Feststoff wurde in MeOH umkristallisiert. Ausbeute: 42 mg farbloser
Feststoff (52 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.75 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.94 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 7.86 — 7.81 (m, 3H), 7.79 — 7.77 (m, 1H), 7.61 — 7.56 (m, 3H), 7.47 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 6.89 (d, J=2.2 Hz, 2H), 6.56 (t, /= 2.2 Hz, 1H), 6.10 (t,J= 5.2 Hz, 1H), 3.84 (s,
6H), 3.21 —3.15 (m,J=11.6, 6.0 Hz, 2H), 2.32 (t,J= 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). ’*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 161.0, 155.1, 143.7, 142.9, 141.3, 140.0, 139.4, 136.2, 135.4, 133.7,
133.2, 128.5, 127.4, 124.1, 121.5, 120.2, 117.8, 107.9, 104.9, 99.8, 58.5, 55.3, 45.0, 36.9.
HPLC tr¢ = 7.30 min. ESI-MS m/z: 535.8 [M+H]", 533.8 [M-H], 569.9 [M+Cl];, 557.8
[M+Na]*. IR [cm™'] 801, 828, 1033, 1158, 1198, 1210, 1218, 1335, 1406, 1473, 1521, 1591,
1632, 2768, 2822, 2938, 3086, 3308.
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1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(3',4',5'-trimethoxy-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (161)

N O
10

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 87 mg 147 (0,20 mmol) und 85mg (3,4,5-
Trimethoxyphenyl)boronséure (0,40 mmol) in 4,2 ml Dioxan/Wasser (3 + 1). Die Reaktion
wurde iiber Nacht bei 70 °C geriihrt. Losungsmittel (FC): DCM/MeOH + 2 N NHjs. Das
Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit #-Pentan ausgeféllt und
mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 94 mg weiBlicher Feststoff (83 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 8.73 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.96 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.87 — 7.80 (m, 3H),
7.77 (s, 1H), 7.62 — 7.55 (m, 3H), 7.47 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.02 (s, 2H), 6.09 (t,J = 5.1 Hz,
1H), 3.90 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 3.22 — 3.16 (m, 2H), 2.33 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.2, 153.3, 143.7, 142.9, 139.9, 139.7, 137.5, 136.2,
135.1, 134.9, 133.8, 133.3, 128.4, 127.4, 124.1, 121.5, 120.2, 117.9, 107.9, 104.3, 60.1,
58.4, 56.1, 44.9, 36.8. HPLC tret = 6.62 min. ESI-MS m/z: 566.9 [M+H]". IR [em™'] 774,
815, 878,912, 1003, 1124, 1185, 1227, 1291, 1313, 1343, 1402, 1471, 1498, 1524, 1591,
1666, 2824, 2938, 3329.

4-Methyl-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)piperazin-1-
carboxamid (164)

Zu einer Losung von 95 (254, 0,750 mmol) in 2 ml trockenem THF wurde 1-
Methylpiperazin (75 mg, 0,75 mmol) zugegeben und die Reaktion iiber Nacht bei 70 °C
geriihrt. Zur Reaktion wurde mit ACN/n-Pentan (ca. 2 ml, 1 + 1, zweiphasig) gegeben und
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die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde
in Diethylether suspendiert und das Produkt durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 110 mg
(42 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 4 8.67 (s, 1H), 7.59 — 7.45 (m, 4H), 3.49 — 3.41 (m,
4H), 2.42 — 2.30 (m, 4H), 2.23 (s, 3H), 1.27 (s, 12H). HPLC tre¢ = 4.283 min. ESI-MS m/z:
346.3 [M+H]".

N-(4-(1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)-4-methylpiperazin-1-

carboxamid (165)
v
SENPU S
Y
<1
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 47 mg 1-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-6-Brom-1H-benzimidazol
(0,136 mmol) und 48 mg 94 (0,136 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser bei 60 °C iiber Nacht.
Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH
2 — 10 %). Ausbeute: 64 mg beiger Feststoff (97 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.68
—8.52 (m, 2H), 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.88 — 7.73 (m, 6H), 7.65 — 7.48 (m, 7H), 7.45 —
7.39 (m, 1H), 3.50 — 3.41 (m, 4H), 2.37 — 2.26 (m, 4H), 2.20 (s, 3H). *C NMR (101 MHz,
DMSO) & 154.9, 143.7, 143.0, 139.9, 139.5, 139.1, 136.1, 135.2, 133.9, 133.7, 129.1,
128.3, 127.8, 127.0, 126.8, 124.3, 121.6, 120.2, 119.8, 108.0, 54.5, 45.7, 43.6. HPLC tret =

7.03 min. ESI-MS m/z: 488.6 [M+H]". IR [cm™'] 695, 761, 812, 999, 1141, 1225, 1290,
1411, 1490, 1521, 1592, 1636, 2790, 2846, 2931.

3-((5-(1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-yl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-
dimethylpropan-1-amin (166)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55mg 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-6-brom-1H-
benzo[d]imidazol (0,16 mmol) und 45 mg 60 (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser
(4 + 1). Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 70 °C geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH +
2N NH3 6 — 10 %. Ausbeute: 34 mg halbfestes Produkt (48 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO) & 8.65 (s, 1H), 8.52 (d, J=2.2 Hz, 1H), 8.08 (dd, J= 8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.95 - 7.91
(m, 2H), 7.89 — 7.84 (m, 4H), 7.79 — 7.76 (m, 2H), 7.60 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.55 —
7.50 (m, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 1H), 6.91 — 6.86 (m, 1H), 4.32 (t, /= 6.6 Hz, 2H), 2.35 (t, J
= 7.1 Hz, 2H), 2.14 (s, 6H), 1.86 (p, J = 6.8 Hz, 2H). HPLC tt = 9.78 min. ESI-MS m/z:
449 .4 [M+H]".

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-6-(6-fluorpyridin-3-yl)- 1 H-benzo[d]imidazol (167)

()
S

N
4§
N

Durchgefiihrt nach ASV 7 mit 126 mg 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-6-brom-benzimidazol
(0,361 mmol) und 71 mg (6-Fluorpyridin-3-yl)boronsdure (0,505 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (3 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 2 —8 %). Ausbeute: 120 mg
weiBlicher Schaum (91 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.69 (s, 1H), 8.64 —8.61 (m, J
=2.6 Hz, 1H), 8.37 (td, /= 8.3, 2.7 Hz, 1H), 7.95 - 7.86 (m, 6H), 7.80 — 7.74 (m, 2H), 7.65
(dd, /= 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.55 — 7.49 (m, 2H), 7.46 — 7.39 (m, 1H), 7.27 (dd, J = 8.5, 2.7
Hz, 1H). HPLC tyet = 9.31 min.
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1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-6-(6-((1-methylpyrrolidin-3-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol (168)

N
4§
N

Zu einer Losung von 167 (55 mg, 0,15 mmol) und (1-Methylpyrrolidin-3-yl)methanol
(35 mg, 0,30 mmol) in trockenem THF (2,0 ml) wurde NaH (12 mg, 0,30 mmol, 60 wt%)
hinzugefiigt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis iiber DC der
vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe nachgewiesen werden konnte. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt iiber Flash-
Chromatographie (DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %) aufgereinigt. Ausbeute: weilllicher
Schaum (61 mg, 88 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.65 (s, 1H), 8.53 — 8.50 (m, 1H),
8.07 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.89 — 7.85 (m, 4H), 7.79 — 7.75
(m, 2H), 7.60 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 1H), 6.91 —
6.86 (m, 1H), 4.25 — 4.13 (m, 2H), 2.64 — 2.51 (m, 3H), 2.44 — 2.34 (m, 2H), 2.25 (s, 3H),
1.98 — 1.89 (m, 1H), 1.55 — 1.46 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 162.6, 145.0,
144.0, 143.3, 139.5, 139.1, 138.1, 135.2, 133.7, 132.9, 129.9, 129.1, 128.3, 127.8, 126.7,
124.2,121.6, 120.4, 110.5, 108.6, 68.9, 59.0, 55.3, 41.7, 36.8, 27.6. HPLC tiet = 6.96 min.
ESI-MS m/z: 461.4 [M+H]", 483.4 [M+Na]". IR [cm™!] 696, 762, 815, 1007, 1226, 1278,
1448, 1459, 1490, 1601, 2775, 2935, 3372.

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-6-(6-((1-methylpyrrolidin-2-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol (169)
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Durchfiihrung wie fiir 168 beschrieben mit 55 mg 167, 37 mg 1-Methylpyrrolidin-2-
yl)methanol (0,31 mmol) und 17 mg NaH (0,43 mmol, 60 wt%). Gradient (FC):
DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 % (nicht optimal). Ausbeute: 17 mg weilllicher Schaum
(24 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.65 (s, 1H), 8.53 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 8.08 (dd, J =
8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.89 — 7.84 (m, 4H), 7.80 — 7.75 (m, 2H), 7.60
(dd, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H), 7.55 — 7.49 (m, 2H), 7.45 — 7.39 (m, 1H), 6.89 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 4.31 (dd, J=10.7, 5.3 Hz, 1H), 4.17 (dd, J=10.7, 6.0 Hz, 1H), 2.99 — 2.92 (m, 1H),
2.61 —2.54 (m, 1H), 2.36 (s, 3H), 2.22 —2.14 (m, 1H), 1.99 — 1.89 (m, 1H), 1.73 — 1.55 (m,
3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 162.6, 145.0, 144.0, 143.3, 139.5, 139.1, 138.1, 135.2,
133.7, 132.9, 129.9, 129.1, 128.3, 127.8, 126.7, 124.2, 121.6, 120.4, 110.6, 108.6, 68.4,
63.5,57.1,41.3, 28.4, 22.5. HPLC tiet = 6.70 min. ESI-MS m/z: 461.4 [M+H]".

6-Brom-N-(4-chlorphenyl)-3-nitropyridin-2-amin (170)

cl
HN_ _N_ _Br

| N

ON" NF

Zu einer Losung von 14,00 g 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (50,00 mmol) in 200 ml MeOH
wurden 6380 mg p-Chloranilin (50,00 mmol) und 7,0 ml Et;N (75 mmol) gegeben. Nach
0,5 — 1 h bildete sich bei Raumtemperatur eine Suspension. Die Reaktion wurde geriihrt,
bis die DC den vollstindigen Verbrauch der Ausgangsstoffe zeigte. Das Produkt wurde
durch Filtration gewonnen und mit einer kleinen Menge MeOH gewaschen. Ausbeute:
13,01 g orangeroter Feststoff (79 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.10 (s, 1H), 8.40
(d, J=8.5Hz, 1H), 7.63 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.44 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 8.5 Hz,
1H). >*C NMR (101 MHz, DMSO) & 148.7, 145.7, 138.1, 136.7, 128.6, 128.6, 128.5, 124.6,
118.2. HPLC tret = 9.76 min.
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5-Brom-3-(4-chlorphenyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin (171)

Cl

Q N\ Br

ey

Durchfiihrung nach ASV 3, gefolgt von ASV 4 mit 13,01 g 170 (39,60 mmol). Das
Rohprodukt wurde iiber Kieselgur filtriert. Das dunkelgraue Produkt wurde in MeOH
suspendiert und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 10,14 g hellgrauer Feststoff (83 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.91 (s, 1H), 8.19 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 8.9 Hz,

2H), 7.71 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) &
146.0, 144.7, 135.2, 134.9, 133.4, 132.3, 131.0, 129.6, 125.1, 122.7. HPLC tre = 8.99 min.

3-((5-(3-(4-Chlorphenyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-
dimethylpropan-1-amin (172)

Cl

I
O ek
=

N A

.
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 670 mg 60 (2,19 mmol) und 744 mg 171 (2,41 mmol) in
39 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 65 °C {iber Nacht. Die Reaktion wurde mit NaCl-Lésung
verdliinnt und mit NaOH (aq., 10 %) basifiziert. Das Rohprodukt wurde mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde {iber Na>SO4 getrocknet und evaporiert. Flash-
Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 3 —4,1 %. Ausbeute: 554 mg grauvioletter Feststoff
(62 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.97 — 8.89 (m, 2H), 8.40 (dd, J= 8.7, 2.4 Hz, 1H),
8.26 (d,J=8.4 Hz, 1H), 8.11 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.96 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.72 (d, J= 8.8
Hz, 2H), 6.91 (d, J=8.7 Hz, 1H), 4.34 (t, /= 6.6 Hz, 2H), 2.35 (t,J= 7.1 Hz, 2H), 2.14 (s,
6H), 1.87 (p, J = 6.8 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 8 163.7, 149.4, 146.2, 145.6,
144.3,137.4,134.7,134.1,131.5,129.5, 128.9, 127.9, 124.5, 115.5, 110.7, 64.2, 55.7, 45 .2,
26.7. HPLC tret = 5.90 min. ESI-MS m/z: 408.3 [M+H]". IR [cm™!] 660, 724, 782, 813, 828,
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980, 1004, 1090, 1161, 1235, 1280, 1299, 1308, 1356, 1414, 1458, 1501, 1590, 2775, 2823,
2859, 2952, 2966, 3084.

1-(4-(3-(4-Chlorphenyl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (173)

Cl

O A
\/\N/
hig |

N )

N S
.9

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 294 mg 94 (0,879 mmol) und 326 mg 171 (1,06 mmol) in
17,5 ml Dioxan/Wasser (4 +1). Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 65 °C geriihrt.
Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 7,5 %. Der violette Feststoff wurde in kaltem
MeOH suspendiert und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 210 mg weiller Feststoff
(55 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.89 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.21 (d, J= 8.5 Hz, 1H),
8.13 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 8.03 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.90 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 7.72 (d, /= 8.8
Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.15 (t, J= 5.2 Hz, 1H), 3.22 — 3.16 (m, 2H), 2.33 (t, J
= 6.2 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 155.0, 151.8, 146.1, 143.9,
141.6,134.3,134.3,131.4,131.1,129.5,128.7,127.3, 124.4, 117.4, 115.2, 58.5, 45.0, 37.0.
HPLC trt= 6.12 min. ESI-MS m/z: 435.0 [M+H]*, 389.9 [M-NMe,]", 469.0 [M+CI],
433.0 [M-HJ, 318.8 [CsH12N2O]. IR [em™!] 805, 825, 1093, 1181, 1210, 1230, 1404, 1461,
1502, 1560, 1570, 1584, 1628, 2776, 2935, 3077, 3295.

3-((5-(3-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)-N,N-
dimethylpropan-1-amin (174)

N | =
N

N
.9

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 61 mg 172 (0,15 mmol) und 83 mg Phenylboronsdure
(0,68 mmol) in 2,6 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 75 °C iiber Nacht. Gradient (FC):
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DCM/MeOH + 2 N NH; 4 —10 %. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM
aufgenommen, mit #-Pentan ausgefallt und mittels Filtration gewonnen. Ausbeute: 51 mg
farbloser Feststoff (76 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.97 (s, 1H), 8.95 (d, J=2.0 Hz,
1H), 8.43 (dd, J=8.7,2.3 Hz, 1H), 8.27 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, /= 8.5 Hz, 2H), 8.01
—7.91 (m, 3H), 7.83 —7.74 (m, 2H), 7.51 (t,J = 7.5 Hz, 2H), 7.45 - 7.37 (m, 1H), 6.92 (d,
J=8.7Hz, 1H), 4.34 (t,J= 6.6 Hz, 2H), 2.34 (t,J = 7.1 Hz, 2H), 2.14 (s, 6H), 1.91 — 1.82
(m, 2H). HPLC tyet = 7.13 min. ESI-MS m/z: 450.2 [M+H]". IR [cm'!] 693, 721, 761, 782,
811, 829, 841, 1031, 1049, 1155, 1216, 1231, 1279, 1290, 1300, 1356, 1392, 1410, 1458,
1497, 1595, 2753, 2768, 2814, 2861, 2883, 2951, 3073.

3-((5-(3-(4'-Methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-
yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin (175)

/
o]

»

N =

N N
.

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 61lmg 172 (0,15 mmol) und 28 mg (4-
Methoxyphenyl)boronséure (0,184 mmol) in 2,6 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 75 °C tiber
Nacht. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2N NHsz 1 -9 %. Das Produkt wurde in einer
kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan ausgefillt und mittels Filtration
gewonnen. Ausbeute: 61 mg farbloser Feststoff (85 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) &
9.00 — 8.90 (m, 2H), 8.43 (dd, J= 8.7, 2.3 Hz, 1H), 8.27 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 8.11 (d, J =
8.5 Hz, 2H), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.07 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H),
2.35 (t,J=7.1 Hz, 2H), 2.15 (s, 6H), 1.94 — 1.81 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) §
163.7, 159.2, 149.4, 146.4, 145.6, 144.4, 138.7, 137.5, 134.8, 133.9, 131.5, 128.8, 128.0,
127.8,127.1,123.2,115.4, 114.5, 110.7, 64.2, 55.7, 55.2, 45.2, 26.7. HPLC tyet = 7.22 min.
ESI-MS m/z: 480.2 [M+H]". IR [em™'] 813, 1001, 1200, 1231, 1253, 1270, 1289, 1357,
1407, 1461, 1500, 1598, 2755, 2771, 2882, 2940.
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1-(4-(3-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)phenyl)-3-(2-
(dimethylamino)ethyl)harnstoff (176)

v

NN 0
.

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65 mg 173 (0,15 mmol) und 73 mg Phenylboronsdure
(0,60 mmol) in 3 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Die Reaktion wurde tiber Nacht bei 75 °C
geriihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 3 — 10 %. Das Produkt wurde in einer
kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan ausgefillt und mittels Filtration
gewonnen. Ausbeute: 31 mg farbloser Feststoff (43 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) &
8.94 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.05 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 7.96 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.83 — 7.76 (m, 2H), 7.57 —
7.48 (m, 4H), 7.45 —7.37 (m, 1H), 6.16 (s, 1H), 3.23 —=3.15 (m, J=11.4, 5.8 Hz, 2H), 2.33
(t,J=6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). HPLC tre¢ = 7.36 min. ESI-MS m/z: 510.9 [M+CI], 474.9
[M-HJ, 476.9 [M+H]*. IR [cm™'] 692, 759, 823, 1231, 1297, 1405, 1461, 1491, 1524, 1551,
1593, 1641, 2938, 3260.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(3-(4'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridin-5-yl)phenyl)harnstoff (177)

/
o]

()

N N\ (0]

.0
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65mg 173 (0,15 mmol) und 68 mg (4-
Methoxyphenyl)boronsdure (0,45 mmol) in 3 ml Dioxan/Wasser (4 + 1). Die Reaktion

wurde liber Nacht bei 75 °C gertihrt. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 3,5 — 10 %.
Das Produkt wurde in MeOH umkristallisiert und mit wenig kaltem MeOH gewaschen.
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Ausbeute: 40 mg farbloser Feststoff (53 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.91 (s, 1H),
8.87 (s, 1H), 8.22 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.05 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.96 —7.85 (m, 3H), 7.74 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.07 (d, /= 8.8 Hz,
2H), 6.15 (t, J=5.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.24 - 3.15 (m, J=11.5, 5.9 Hz, 2H), 2.33 (t, J
= 6.1 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 159.1, 155.0, 151.7, 146.3,
144.0, 141.5, 138.6, 134.3, 134.0, 131.5, 131.3, 128.6, 127.8, 127.3, 127.1, 123.1, 117.4,
115.1, 114.5, 58.5, 55.2, 45.0, 36.9. HPLC tyet = 7.44 min. ESI-MS m/z: 541.0 [M+CI],
505.2 [M-HJ, 506.9 [M+H]". IR [cm™'] 816, 1038, 1179, 1230, 1406, 1457, 1500, 1560,
1635, 2766, 2937, 3294.

N,N-Dimethyl-3-((5-(3-(3',4",5'-trimethoxy-[ 1,1'-biphenyl]-4-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (178)

N ¥
S

N

.90
Durchfiihrung nach ASV 8 mit 83 mg (3,4,5-Trimethoxyphenyl)boronséure (0,39 mmol),
42 mg 172 (0,10 mmol), 55 mg K>COs3 (0,4 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber
Nacht bei 80 °C. Gradient (FC): DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 8 %. Ausbeute: 50 mg (93 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) 4 9.00 — 8.95 (m, 2H), 8.44 (dd, /= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.28 (d,
J=8.4Hz, 1H), 8.16 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 8.02 — 7.95 (m, 3H), 7.05 (s, 2H), 6.93 (d, /= 8.7
Hz, 1H), 4.35 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.91 (s, 6H), 3.72 (s, 3H), 2.36 (t, /= 7.1 Hz, 2H), 2.15
(s, 6H), 1.87 (p, J = 6.8 Hz, 2H). HPLC trt = 6.68 min. ESI-MS m/z: 540.1 [M+H]". IR
[cm-1] 1590, 1500, 1399, 1455, 773, 1344, 1281, 1001, 1124.
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7.8 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.4
N-(3-(6-(4-Aminophenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)methansulfonamid (180)

o. N
s’ \Q NH,
o J

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55 mg 90 (0,15 mmol) und 35 mg 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)anilin (0,158 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) liber Nacht
bei 60 °C. Aufreinigung: Das Rohprodukt wurde in ca. 8 ml DCM mit 0,1 ml MeOH
suspendiert. Die Suspension wurde leicht erhitzt, bis sich die Substanz geldst hat. Eine
kleine Menge an n-n-Pentan wurde hinzugegeben, um eine Prézipitation zu initiieren. Das
gewlinschte Produkt wurde iiber Filtration als weier Feststoff gewonnen. Ausbeute: 46 mg
weiBer Feststoff (81 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.15 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.76
(d,/=8.5Hz, 1H), 7.71 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 2H), 7.50 (dd, J = 8.5, 1.6 Hz,
1H), 7.48 — 7.44 (m, 1H), 7.41 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.33 — 7.28 (m, 1H), 6.65 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 5.24 (s, 2H), 3.13 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 148.1, 143.0, 142.3,
139.8, 137.0, 136.7, 133.5, 131.0, 128.0, 127.5, 121.1, 120.0, 118.4, 118.0, 114.3, 113.8,
107.0, 39.7. HPLC tret = 5.12 min. ESI-MS m/z: 379.3 [M+H]", 377.2 [M-H]". IR [cm™']
692, 795, 810, 820, 856,967, 1150, 1221, 1236, 1302, 1319, 1470, 1482, 1498, 1601, 2728,
3105.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)-2-fluorphenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (181)

/S\\O \ﬂ/ \/\N/
N O |
.y
N
Durchgefiihrt nach ASV 7 mit 80 mg 126 (0,19 mmol) und 46 mg 1-(4-Brom-3-
fluorphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff43 (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4+1) bei 70°C fir 5h. Das Rohprodukt wurde {iiber Flash-

Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %). Ausbeute:
53 mg Feststoff (69 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 3 10.08 (bs, 1H), 8.98 (s, 1H), 8.61
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(s, 1H), 7.87 — 7.80 (m, 1H), 7.74 — 7.67 (m, 1H), 7.62 — 7.53 (m, 2H), 7.52 (t, J = 2.0 Hz,
1H), 7.48 — 7.42 (m, 3H), 7.34 — 7.28 (m, 1H), 7.12 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 6.19 (t, J =
5.2 Hz, 1H), 3.23 - 3.17 (m, 2H), 3.11 (s, 3H), 2.35 (t, J= 6.2 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H). HPLC
tret = 4.60 min. ESI-MS m/z: 511.6 [M+H]*, 509.6 [M-HJ-. IR [em’'] 693, 749, 800, 857,
965, 1031, 1100, 1148, 1217, 1324, 1411, 1467, 1595, 1675, 2853, 2920.

1-(4-Brom-2-fluorphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff (199)

ﬁj*““
Br 0

Durchfiihrung nach ASV 10. 4-Brom-2-fluoranilin (190 mg, 1,00 mmol) wurde in THF
gelost. Phenylchlorformiat (156 mg, 1,00 mmol) wurde langsam hinzugetropft. Die
Reaktion wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor 0,14 ml EtzN (1,0 mmol)
hinzugegeben wurde. Nach 15 — 30 min konnte iiber DC eine vollstindige Umsetzung zum
Zwischenprodukt nachgewiesen werden, sodass N,N-Dimethylethylendiamin (0,11 ml,
1,0 mmol) und ein weiteres Aquivalent an Et;N (0,14 ml) in das Gemisch gegeben wurde.
Der Ansatz wurde iliber Nacht unter Refluxbedingungen geriihrt. Nach vollstindiger
Umsetzung der Edukte (Reaktionskontrolle via DC) wurde die Reaktion iiber Kieselgur
filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt und in DCM oder EA aufgenommen. Die organische
Phase wurde 3x mit 10 % aq. 2 N NaOH gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase
und Entfernen der Losungsmittel am Rotationsverdampfer wurde das Produkt als gelbes Ol
gewonnen, welches in einer kleinen Menge an DCM (0,5 ml) aufgenommen und mit »-
Pentan ausgefillt wurde. Das Produkt wurde durch Filtration als weilles Pulver gewonnen.
Ausbeute: 239 mg Feststoff (79 %). Das Produkt wurde erfolgreich iiber die interne HPLC-

Datenbank identifiziert.!*8

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)-3-fluorphenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (182)

H F
4 NN
S, e
N O
se
N
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62 mg 126 (0,15 mmol) und 46 mg 1-(4-Brom-2-
fluorphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoff43 (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) liber Nacht bei 55— 65 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 2 — 10 %). Ausbeute:
48 mg Feststoff (63 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 10.13 (bs, 1H), 8.71 — 8.45 (m,
2H), 8.23 (t,J=8.7 Hz, 1H), 7.84 (d,J= 1.0 Hz, 1H), 7.82 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.65 - 7.55
(m, 4H), 7.48 (dd, J= 8.1, 1.3 Hz, 2H), 7.31 (dd, /= 8.1, 1.2 Hz, 1H), 6.69 (t, /= 5.2 Hz,
1H), 3.25-3.17 (m, 2H), 3.13 (s, 3H), 2.34 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). *C NMR (101
MHz, DMSO) ¢ 155.3, 152.4 (d, J = 241.1 Hz), 144.2, 143.7, 140.4, 137.1, 1353 (d, J =
1.9 Hz), 134.4 (d,J=7.0 Hz), 134.4, 133.9, 131.6, 128.00 (d, /= 10.5 Hz), 123.21 (d, J =
2.6 Hz), 122.1, 120.84 (d, /= 1.7 Hz), 118.9, 118.7, 114.4, 113.6 (d, J = 20.1 Hz), 108.7,
58.9, 45.5, 40.2, 37.5.HPLC tr; = 4.69 min. ESI-MS m/z: 511.6 [M+H]", 509.6 [M-H],
545.5 [M+CI]. IR [em!] 698, 805, 962, 1144, 1245, 1321, 1412, 1491, 1540, 1595, 1640,
2767,2922, 3105.

1-(4-Brom-2,3-difluorphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)harnstoft (200)

F NN
fj*f“?/
Br ©

Durchfiihrung nach ASV 10 mit 4-Brom-2,3-difluoranilin (321 mg, 1,54 mmol), 242 mg
Phenylchlorformiat (1,54 mmol) und 0,22 ml EN in 12 ml THF. Schritt 2: Die Zugabe
des N,N-Dimethylethylendiamins (0,17 ml, 1,5 mmol) und 0,22 ml Et;N erfolgte nach 30
min. Die Reaktion wurde {iber Kieselgur filtriert und das Filtrat wurde 2x mit NaOH (2 N)
gewaschen. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH 3 — 10 %). Ausbeute: 293 mg Ol, welches nach kurzer Zeit kristallisiert
(59 %). Das Produkt wurde erfolgreich iiber die interne HPLC-Datenbank identifiziert.'48
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N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)-2,3-difluorphenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-
1-yl)phenyl)methansulfonamid (183)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 126 (68 mg, 0,165 mmol) und 200 (48 mg, 0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser bei 70 °C iiber Nacht. Das Rohprodukt wurde {iber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 6 — 10 %). Ausbeute: 30 mg
farbloser Feststoff (38 %). "TH NMR (400 MHz, DMSO) § 10.06 (bs, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.64
(s, 1H), 8.10 — 7.99 (m, 1H), 7.86 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.77 — 7.72 (m, 1H), 7.62 — 7.56 (m,
1H), 7.54 — 7.51 (m, 1H), 7.51 — 7.43 (m, 2H), 7.35 — 7.27 (m, 2H), 6.72 (t, J = 5.2 Hz,
1H), 3.23 — 3.18 (m, 2H), 3.11 (s, 3H), 2.34 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). HPLC tit =
4.48 min. ESI-MS m/z: 529.8 [M+H]+, 527.7 [M-H]". IR [cm™!] 691, 798, 965, 1024, 1083,
1099, 1147, 1220, 1321, 1437, 1457, 1477, 1534, 1599, 1670, 2923.

2-(4-Bromphenyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)acetamid (202)

H
@WNWV
|
Br o

Zu einer Losung von 215 mg 2-(4-Bromphenyl)essigsdure (1,0 mmol) in 8 ml trockenem
THF wurden 230 mg EDC-HCI (1,2 mmol) und 106 mg N,N-Dimethylethan-1,2-diamin
(1,2 mmol) hinzugefiigt und die Suspension wurde iiber Nacht geriihrt. Weitere 106 mg
N,N-Dimethylethan-1,2-diamin wurden hinzugegeben, da Ausgangsmaterial iiber DC
nachgewiesen werden konnte. Nach vollstindiger Umsetzung der Edukte
(Reaktionskontrolle via DC) wurde die Reaktion mit geséttigter NaHCO3-Ldsung verdiinnt
und mit DCM extrahiert (3x). Nach Trocknung der organischen Phasen iiber Na,SO4 und
Entfernung der Losungsmittel unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt iiber
Flash-Chromatographie (DCM/MeOH +2 N NH3 5 — 9 %) aufgereinigt. Ausbeute: 140 mg
weiBlicher Feststoff (49 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) § 7.99 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 7.48
(d, J=8.4 Hz, 2H), 7.21 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 3.38 (s, 2H), 3.15 - 3.09 (m, 2H), 2.25 (t,J =
6.7 Hz, 2H), 2.12 (s, 6H). >*C NMR (101 MHz, DMS0) § 169.6, 136.0, 131.2, 131.0, 119.5,
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58.2, 45.2, 41.5, 36.9. HPLC trt = 3.24 min. ESI-MS m/z: 285.1 [M+H]", 240.0 [M-
NMe:]".

N-(2-(Dimethylamino)ethyl)-2-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)acetamid (184)

N H
S\\O O N\/\N/
N 0 |
0
N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 63 mg 126 (0,15 mmol) und 43 mg 202 (0,15 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 65 °C. Flash-Gradient: DCM/MeOH + 2 N NHj3;

NP

5—10 %. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan
ausgefillt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 38 mg farbloser Feststoff (52 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.13 (bs, 1H), 8.63 (s, 1H), 8.02 (t, /= 5.5 Hz, 1H), 7.88 —
7.82 (m, 2H), 7.65 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.63 — 7.56 (m, 3H), 7.50 — 7.45 (m, 1H), 7.35 (d, J
= 8.1 Hz, 2H), 7.30 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 3.45 (s, 2H), 3.18 = 3.11 (m, 5H), 2.28 (t, J
= 6.7 Hz, 2H), 2.14 (s, 6H). HPLC trt = 4.23 min. ESI-MS m/z: 492.4 [M+H]", 490.0 [M-
H]. IR [em™'] 693, 798, 809, 850, 862, 967, 1152, 1166, 1222, 1238, 1302, 1316, 1326,
1448, 1483, 1494, 1508, 1603, 1647, 2764, 2816.

5-Brom-N-(2-(dimethylamino)ethyl)indolin-1-carboxamid (201)
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Zu einer Losung von 88 mg N’ ,N'-Dimethylethan-1,2-diamin (1,0 mmol) in 4 ml
trockenem THF wurden 201 mg 4-Nitrophenylchlorameisensdureester (1,0 mmol) langsam
portionsweise zugegeben. Nach 10 min wurden 101 mg EtsN (1,0 mmol) und 312 mg 5-
Nitroindolin (1,0 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde {iber Nacht bei 50 °C gertihrt.
Der Ansatz wurde mit Ethylacetat verdiinnt und 4x mit gesittigter NaHCO3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na;SO4 getrocknet und die Losungsmittel
wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde {iber Flash-

Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 4,5 — 10 %) aufgereinigt. Ausbeute:
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gelber Feststoff (106 mg, 34 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.30 (s, 1H), 7.21 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 6.57 (t, J=4.7 Hz, 1H), 3.86 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 3.23
~3.16 (m, 2H), 3.11 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 2.33 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.16 (s, 6H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 154.6, 143.8, 133.4,129.4,127.2, 115.6, 112.0, 58.8,46.9,45.3, 37.8,
26.9. HPLC trt = 4.17 min. ESI-MS m/z: 312.4 [M+H]", 267.2 [M-NMe]".

N-(2-(Dimethylamino)ethyl)-5-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-
6-yl)indolin-1-carboxamid (185)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62 mg 126 (0,15 mmol) und 46 mg 201 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 65 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %). Das Produkt
wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit #-Pentan ausgefillt und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 64 mg farbloser Feststoff (82 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) & 8.57 (s, 1H), 7.88 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.83 — 7.75 (m, 2H), 7.62 — 7.55 (m, 3H),
7.53-7.50 (m, 1H), 7.47 —7.43 (m, 2H), 7.30 (dd, J=8.1, 1.3 Hz, 1H), 6.57 (t,J= 5.5 Hz,
1H), 3.90 (t, /= 8.7 Hz, 2H), 3.23 (m, J = 12.8, 6.5 Hz, 2H), 3.17 (t, /= 8.6 Hz, 3H), 3.11
(s, 3H), 2.39 (t,J= 6.9 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) & 154.7, 143.5,
143.3, 142.6, 139.9, 136.5, 136.4, 133.4, 133.3, 131.3, 131.1, 125.7, 123.0, 121.6, 120.0,
118.3,118.2, 114.2, 113.8, 107.7, 58.5, 46.8, 45.0, 39.5, 37.5, 27.1. HPLC tet = 4.83 min.
ESI-MS m/z: 519.8 [M+H]", 517.8 [M-H]J. IR [em™!] 694, 809, 861,967, 1151, 1241, 1307,
1381, 1478, 1603, 1653, 2768, 2816.
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N-(3-(6-(4-(7-Methyl-3-oxohexahydroimidazo[ 1,5-a]pyrazin-2(3H)-yl)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)methansulfonamid (186)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 75 mg 126 (ca. ~80 % HPLC-Reinheit) und 40 mg 2-(4-
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Bromphenyl)-7-methylhexahydroimidazo[1,5-a]pyrazin-3(2H)-on'* (0,129 mmol) in
7 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 70 — 75 °C iiber Nacht. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2N NH; 3-10%).
(Zwischenausbeute: 66 mg). Die Substanz in einer kleinen Menge DCM aufgenommen und
mit Pentan ausgefillt (~3 +1 DCM/Pentan). Das Produkt wurde durch Filtration
gewonnen. Ausbeute: 28 mg farbloser Feststoff (42 %).'"H NMR (400 MHz, DMSO) &
10.14 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.83 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.73 — 7.64 (m, 4H), 7.63 — 7.55 (m,
3H), 7.48 (d,J=7.9 Hz, 1H), 7.31 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 3.93 (t, J=9.0 Hz, 1H), 3.84 — 3.68
(m, 2H), 3.49 (dd, J=9.3, 4.1 Hz, 1H), 3.13 (s, 3H), 2.95 (td, /= 12.7, 3.2 Hz, 1H), 2.87
(dd, J =10.8, 2.5 Hz, 1H), 2.74 — 2.66 (m, 1H), 2.21 (s, 3H), 1.90 — 1.73 (m, 2H). tet =
3.62 min. ESI-MS m/z: 516.0 [M-H]. IR [em™'] 692, 796, 817, 1152, 1163, 1237, 1273,
1318, 1428, 1473, 1524, 1602, 1704, 2786, 2854, 3105.

2-(Dimethylamino)ethyl(4-bromphenyl)carbamat (203)

Durchfiihrung nach ASV 9 mit 4-Bromphenylcyanat (99 mg, 0,50 mmol), N,N-
Dimethylaminoethanol (48 mg, 0,54 mmol) in 3 ml trockenem Toluol. Die Reaktion wurde
(unbeabsichtigt) kurzzeitig auf 150 °C erhitzt. Die Reaktion wurde anschlieBend bei
Raumtemperatur mit MeOH verdiinnt und die Losungsmittel wurden unter vermindertem
Druck entfernt, um das Produkt als farblosen Feststoff (139 mg, 97 %) zu erhalten. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.99 (s, 1H), 6.65 — 6.60 (m, 4H), 3.33 (t, /= 5.7 Hz, 2H), 1.70
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165 (m, 2H), 1.36 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) § 153.4, 138.6, 131.5, 120.0,
113.8,61.9, 57.6, 45.2. HPLC tret = 3.94 mi. ESI-MS m/z: 287.3 [M+H]*, 242.2 [M-NMe]".

2-(Dimethylamino)ethyl(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)carbamat (187)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 43 mg 126 (0,10 mmol) und 68 mg 203 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 65 °C (4 h Reaktionszeit). Das Rohprodukt wurde iiber
Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2N NH;3 1-8 %).
Aufgrund persistierender Verunreinigungen wurde eine zweite Purifikation mit
Umkehrphasen-C18-Kieselgel durchgefiihrt (Gradient: Wasser/MeOH 10— 100 %).
Ausbeute: 14 mg farbloser Feststoff (28 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.12 (bs, 1H),
9.76 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.85 — 7.80 (m, 2H), 7.65 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.62 — 7.54 (m,
5H), 7.46 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz, 1H), 4.17 (t, J= 5.7 Hz, 2H), 3.12
(s, 3H), 2.54 — 2.51 (m, 2H), 2.19 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 153.5, 143.6,
143.1, 140.1, 138.5, 136.7, 135.9, 134.6, 133.5, 131.1, 127.4, 121.7, 120.3, 118.6, 118.3,
118.2, 113.9, 108.1, 61.8, 57.6, 45.3, 39.7. HPLC ti = 3.88 min. ESI-MS m/z: 494.9
[M+H]*, 492.9 [M-H]". IR [em'] 693, 766, 796, 813, 969, 1151, 1208, 1221, 1314, 1326,
1411, 1511, 1602, 1708, 1718, 27609.

2-((2-(Dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)acetamid (188)
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Zu einer Lésung von 180 (101 mg, 0,267 mmol) in trockenem Dioxan (12 ml) wurden 22

\

pl Chloracetylchlorid hinzugefiigt. Nach 5 min wurden 0,6 ml Triethylamin (0,4 mmol)
hinzugetropft. Nach weiteren 30 min wurde N,N,N'-Trimethylethylendiamin (0,10 ml) in
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die Suspension hinzugegeben und die Reaktion iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Die DC-Kontrolle zeigte keine vollstindige Umsetzung des Zwischenprodukts, weshalb
weitere 0,05 ml Amin hinzugegeben und der Ansatz auf 50 °C erhitzt wurde. Nach
vollstindiger Umsetzung (Reaktionskontrolle via HPLC) wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 10 %, anschlieBend DCM/MeOH + 2 N NH3 10 %).
Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit #-Pentan prézipitiert
und via Filtration gewonnen. Ausbeute: 67 mg farbloser Feststoff (48 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 10.39 — 9.94 (m, 2H), 8.61 (s, 1H), 7.86 — 7.81 (m, 2H), 7.74 — 7.67 (m,
4H), 7.63 —7.55 (m, 3H), 7.49 — 7.44 (m, 1H), 7.30 (dd, /= 8.1, 1.3 Hz, 1H), 3.17 (s, 2H),
3.12 (s, 3H), 2.56 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.39 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.19 (s, 6H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 169.6, 143.7, 143.2, 140.2, 138.0, 136.7, 135.8, 135.4,
133.5,131.1,127.4,121.7, 120.3, 119.3, 118.3, 118.2, 113.9, 108.2, 61.2, 57.0, 54.8, 45.3,
43.3,39.7. HPLC tret = 5.65 min. ESI-MS m/z: 521.4 [M+H]", 519.3 [M-HJ". IR [em™'] 691,
725, 740, 796, 809, 822, 841, 860, 874, 895, 916, 969, 988, 1016, 1037, 1122, 1151, 1165,
1206, 1238, 1299, 1325, 1407, 1469, 1483, 1497, 1511, 1529, 1600, 1666, 2768, 2812,
2859, 2903.

2-(3-(Dimethylamino)azetidin-1-yl)-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)acetamid (189)
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Schritt 1 (189a): In 10 ml trockenem Dioxan wurden 118 mg 180 (0,312 mmol) geldst und
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27 ul Chloractetylchlorid (0,34 mmol) hinzugegeben, wobei die Losung sofort in eine
Suspension iiberging. Nach 5 min wurde EtsN (65 pl, 0,47 mmol) hinzugefiigt. Die
Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis iiber DC der vollstidndige Verbrauch des
Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die rétliche Suspension wurde tiber
Kieselgur filtriert und das Filtrat zur Trockne eingedampft. Das Rohprodukt wurde durch
Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 0-10 %) aufgereinigt, um das
gewlinschte Produkt als Feststoff (103 mg, 73 %) zu erhalten. "H NMR (400 MHz, DMSO)
010.40 (s, 1H), 10.14 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 7.88 — 7.82 (m, 2H), 7.75 — 7.68 (m, 4H), 7.65
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—7.56 (m, 3H), 7.51 — 7.47 (m, 1H), 7.34 —7.31 (m, 1H), 4.29 (s, 2H), 3.14 (s, 3H). HPLC
tree = 8.72 min. ESI-MS m/z: 453.3 [M-H]". Schritt 2: In 3 ml trockenem Dioxan wurde
189a (50 mg, 0,11 mmol), N, N-Dimethylazetidin-3-amin (19 mg, 0,11 mmol, als
Dihydrochloridsalz) und EtsN (0,05 ml, 0,33 mmol) geldst/suspendiert. Die Reaktion
wurde auf 50 °C erhitzt, bis iiber DC der vollstindige Verbrauch des Ausgangsmaterials
nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde zur Trockne eingedampft und das
Rohprodukt iiber Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 —10 %)
aufgereinigt. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit #n-Pentan
prézipitiert und via Filtration gewonnen. Ausbeute: 30 mg gelblicher Feststoff (53 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 10.14 (bs, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.87 — 7.79 (m, 2H),
7.74 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.67 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.63 — 7.55 (m, 3H), 7.50 — 7.45 (m, 1H),
7.34 —7.27 (m, 1H), 3.54 (t, /= 6.7 Hz, 2H), 3.25 (s, 2H), 3.13 (s, 3H), 2.97 (t, /= 6.8 Hz,
2H), 2.91 — 2.83 (m, 1H), 2.03 (s, 6H). HPLC tet = 3.19 min (Methode C). ESI-MS m/z:
519.3 [M+H]", 517.3 [M-H]J. IR [em™] 693, 796, 813, 838, 856, 895, 967, 1152, 1165,
1204, 1242, 1294, 1312, 1326, 1409, 1482, 1491, 1508, 1526, 1588, 1604, 1688, 2774,
2821, 2848, 2945, 3027, 3106, 3303.

2-Chlor-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)acetamid (206)

o\B/©/H\<[DI/\C|
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4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)anilin (657 mg, 3,00 mmol) wurde in
12 ml trockenem Dioxan geldst und Chloracetylchlorid (0,24 ml, 3,0 mmol) wurde
langsam hinzugetropft. Nach 5 — 10 min Riihren bei Raumtemperatur wurden 0,46 ml EtzN
(3,3 mmol) zur Reaktion zugegeben, wobei eine starke Rauchentwicklung zu beobachten
war. Die Reaktion wurde nach 30 min iiber Kieselgur filtriert und das braune Filtrat bis zur
Hilfte des Volumens eingeengt. Der Riickstand wurde mit n-Pentan trituriert. Das
gewlinschte Produkt wurde durch Filtration als farbloses Produkt gewonnen (740 mg,
84 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.41 (s, 1H), 7.67 — 7.58 (m, 4H), 4.26 (s, 2H),
1.28 (s, 12H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 6 164.9, 141.3, 135.4, 118.4, 83.5, 43.6, 24.7.
HPLC tret = 9.50 min.
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2-(4-Methylpiperazin-1-yl)-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)acetamid (207)

Zu einer Losung von 295 mg 206 (1,00 mmol) in 5 ml trockenem THF wurden 100 mg 1-
Methylpiperazin (1,00 mmol) zugegeben und die Reaktion wurde iiber Nacht bei 50 °C
geriihrt. Die HPLC-Kontrolle der Reaktion zeigte den vollstindigen Verbrauch des
Ausgangsmaterials. Triethylamin (3 mmol) wurde der Reaktion bei Raumtemperatur
zugesetzt und die Reaktion iiber Kieselgur filtriert. Das Filtrat wurde eingedampft und das
Rohprodukt (braunes Ol) wurde iiber Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH +
2 N NH3 5 — 10 %) aufgereinigt. Ausbeute: 113 mg weiller Feststoff (32 %). ESI-MS m/z:
360.3 [M+H]+. Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung in der nichsten

Reaktion eingesetzt.

2-(4-Methylpiperazin-1-yl)-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)acetamid (190)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 44 mg 90 (0,12 mmol) und 41 mg 207 (0,115 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 75 °C (Reaktionszeit: 8 h). Das Rohprodukt wurde iiber
Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 %). Das
Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan prazipitiert und
via Filtration gewonnen. Ausbeute: 39 mg farbloser Feststoff (65 %). '"H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.14 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.86 — 7.81 (m, J = 4.8, 3.5 Hz, 2H),
7.73 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.68 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 7.63 — 7.56 (m, 3H), 7.50 — 7.44 (m, 1H),
7.33-7.28 (m, 1H), 3.13 (s, 5H), 2.60 — 2.50 (m, 4H), 2.39 (s, 4H), 2.18 (s, 3H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 168.3, 143.7, 143.2, 140.0, 137.9, 136.7, 135.8, 135.6, 133.5, 131.1,
127.3,121.7,120.3, 119.8, 118.4, 118.2, 113.9, 108.2, 61.8, 54.5, 52.7, 45.7, 39.7. HPLC
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tret = 6.78 min. ESI-MS m/z: 519.1 [M+H]*, 517.1 [M-HT, 541.1 [M+Na]". IR [cm"'] 693,
799, 815, 967, 1014, 1152, 1165, 1240, 1298, 1325, 1410, 1470, 1483, 1496, 1510, 1525,
1603, 1676, 2689, 2741, 2801, 2855, 2932, 3027, 3107, 3341.

4-Methyl-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)piperazin-1-carboxamid (191)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 55 mg 90 (0,15 mmol) und 57 mg 164 (0,165 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) bei 65 °C (Reaktionszeit: 6 h). Die Losungsmittel wurden
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nach vollstindiger Umsetzung (Reaktionskontrolle via DC) am Rotationsverdampfer
entfernt. Flash-Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3z 7 — 10 %. Ausbeute: 61 mg farbloser
Feststoff (81 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.14 (bs, 1H), 8.65 — 8.55 (m, 2H), 7.86
—7.78 (m, 2H), 7.66 — 7.54 (m, 7H), 7.48 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 7.31 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 3.49
—3.42 (m, 4H), 3.13 (s, 3H), 2.37 - 2.28 (m, 4H), 2.21 (s, 3H). HPLC tret = 4.00 min. ESI-
MS m/z: 505.4 [M+H]", 527.4 [M+Na]", 503.4 [M-H], 539.4 [M+CI]". IR [cm™!] 691, 796,
811, 966, 999, 1150, 1230, 1302, 1324, 1472, 1483, 1494, 1511, 1524, 1601, 1654, 2741,
2789, 2853, 2923, 3103.

4-(Dimethylamino)-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)piperidin-
1-carboxamid (204)

Zu einer Losung von 150 mg (0,442 mmol) 95 in 3 ml trockenem Dioxan wurden 57 mg
N,N-Dimethylpiperidin-4-amin hinzugefiigt und die Reaktion auf 80 °C erhitzt. Nach 3 h
wurde die Reaktion mit 3 ml NaOH-Losung (2 N) verdiinnt, gefolgt von einer Extraktion
mit DCM. Die organische Phase wurde iiber Na;SO4 getrocknet und die Losungsmittel
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wurden am Rotationsverdampfer entfernt, um das Rohprodukt als Ol zu erhalten, welches

ohne weitere Charakterisierung verwendet wurde.

4-(Dimethylamino)-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)piperidin-1-carboxamid (192)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 57 mg 90 (0,16 mmol) und 58 mg 204 (0,16 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Die Losungsmittel wurden ohne
Extraktion am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 7 — 10 %). Da in einigen
Produktfraktionen Verunreinigungen persistierten, wurde zusitzlich eine Purifikation mit
Umkehrphasen-Kieselgel (C18) durchgefiihrt (Gradient: Wasser/MeOH 10 —90 %).
Ausbeute: 59 mg Feststoff (73 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.08 (bs, 1H), 8.65 —
8.53 (m, 2H), 7.87 — 7.76 (m, 2H), 7.64 — 7.54 (m, 7H), 7.50 — 7.42 (m, 1H), 7.33 — 7.26
(m, 1H), 4.22 —4.07 (m, 2H), 3.12 (s, 3H), 2.86 — 2.72 (m, 2H), 2.36 — 2.24 (m, 1H), 2.19
(s, 6H), 1.87—1.70 (m, 2H), 1.37 — 1.24 (m, 2H). HPLC trt = 4.16 min. ESI-MS m/z: 533.5
[M+H]", 555.5 [M+Na]*, 531.5 [M-H]J, 567.6 [M+Cl]-.

4-(2-Methylbenzyl)-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl)piperazin-
1-carboxamid (205)

Zu einer Losung von 89 mg 95 (0,26 mmol) in 2 ml trockenem Dioxan wurden 50 mg 1-
(2-Methylbenzyl)piperazin (0,26 mmol) hinzugefiigt und tiber Nacht bei 80 °C geriihrt.
Nach vollstindiger Umsetzung des Eduktes (Reaktionskontrolle via DC/HPLC) wurde die
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Reaktion bei Raumtemperatur mit DCM verdiinnt und das Gemisch mit 2x mit NaOH (2 N)
gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase und dem Entfernen der Losungsmittel
am Rotationsverdampfer wurde der gelbe Feststoff in wenig EA/PE umkristallisiert.
Ausbeute: 72 mg Feststoff (64 %). HPLC tr; = 5.79 min. ESI-MS m/z: 436,4 [M+H]",
458,4 [M+Na]*, 490,4 [M+Na+MeOH]", 470,4 [M+Cl]". Das Produkt wurde ohne weitere

Charakterisierung verwendet.

4-(2-Methylbenzyl)-N-(4-(1-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-1H-benzo[d]imidazol-6-
yl)phenyl)piperazin-1-carboxamid (193)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 41 mg 90 (0,11 mmol) und 49 mg 205 (0,11 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser iiber Nacht bei 60 — 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 7 — 10 %). Da in einigen
Produktfraktionen Verunreinigungen persistierten, wurde zusitzlich eine Purifikation mit
Umkehrphasen-Kieselgel (C18) durchgefiihrt (Gradient: Wasser/MeOH 10 —90 %).
Ausbeute: 32 mg farbloser Feststoff (48 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.12 (bs, 1H),
8.66 — 8.55 (m, 2H), 7.85 - 7.79 (m, 2H), 7.65 — 7.54 (m, 7H), 7.49 — 7.44 (m, 1H), 7.34 —
7.28 (m, 1H), 7.27 — 7.22 (m, 1H), 7.20 — 7.11 (m, 3H), 3.50 — 3.43 (m, 6H), 3.12 (s, 3H),
2.45 — 2.36 (m, 4H), 2.34 (s, 3H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) & 154.9, 143.5, 143.0,
140.0, 140.0, 137.1, 136.7, 136.2, 136.0, 133.9, 133.5, 131.2, 130.1, 129.6, 127.0, 126.9,
125.4,121.6, 120.3, 119.9, 118.4, 118.2, 114.0, 108.0, 60.1, 52.7, 43.9, 39.7, 18.9. HPLC
tret = 5.82 min. ESI-MS m/z: 594.9 [M+H]". IR [em™'] 693, 742, 813, 914, 964, 999, 1146,
1232, 1309, 1412, 1483, 1595, 1636.
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N-(3-(6-(4-(3-(1-Methylpyrrolidin-3-yl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (194)

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 85 mg 126 (0,21 mmol) und 45 mg 1-(4-Bromphenyl)-3-
(1-methylpyrrolidin-3-yl)harnstoff'#® (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) liber
Nacht bei 65 °C. Die Reaktion wurde mit geséttigter NaHCOs-Losung verdiinnt, gefolgt
von einer Extraktion mit DCM. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 %). Ausbeute: 36 mg weilllicher
Feststoff (48 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.19 (bs, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.51 (s, 1H),
7.84 —7.78 (m, 2H), 7.62 — 7.56 (m, 5H), 7.47 (d, J = 8.6 Hz, 3H), 7.31 (dd, /= 8.1, 1.2
Hz, 1H), 6.42 (d, /= 7.7 Hz, 1H), 4.19 — 4.10 (m, 1H), 3.13 (s, 3H), 2.75 — 2.64 (m, 1H),
2.61 —2.53 (m, 1H), 2.44 — 2.39 (m, 1H), 2.34 — 2.25 (m, 4H), 2.22 - 2.12 (m, 1H), 1.58 —
1.48 (m, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 154.6, 143.4, 142.9, 139.9, 139.7, 136.7,
136.1, 133.5, 133.2, 131.0, 127.2, 121.5, 120.2, 118.4, 118.1, 117.9, 113.9, 107.8, 62.6,
54.4,49.0,41.6, 39.7, 32.6. HPLC tre; = 3.63 min. ESI-MS m/z: 505.8 [M+H]", 503.8 [M-
H]. IR [em] 693, 813, 965, 1100, 1146, 1218, 1310, 1482, 1522, 2851, 2920.

N-(3-(6-(4-(3-(1-Methylpiperidin-3-yl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (195)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 85 mg 126 (0,21 mmol) und 47 mg 1-(4-Bromphenyl)-3-
(1-methylpiperidin-3-yl)harnstoff'*® (0,15 mmol) in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) liber
Nacht bei 70 °C. Die Reaktion wurde mit geséttigter NaHCOs-Losung verdiinnt, gefolgt
von einer Extraktion mit DCM. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie

aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3; 5— 10 %). Ausbeute: 53 mg farbloser
Feststoff (68 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 10.17 (s, 1H), 8.65 — 8.57 (m, 2H), 7.85 —
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7.78 (m, 2H), 7.64 — 7.56 (m, 5H), 7.48 (d, J = 8.6 Hz, 3H), 7.31 (dd, J= 8.1, 1.2 Hz, 1H),
6.28 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 3.80 — 3.67 (m, 1H), 3.13 (s, 3H), 2.50 (s, 1H), 2.33 — 2.03 (m,
6H), 1.72 — 1.55 (m, 2H), 1.53 — 1.45 (m, 1H), 1.38 — 1.28 (m, 1H). '3C NMR (101 MHz,
DMSO) § 154.4, 143.5, 142.9, 140.0, 139.9, 136.7, 136.2, 133.5, 133.1, 131.1, 127.3,
121.5, 120.2, 118.4, 118.1, 117.8, 113.9, 107.9, 60.6, 55.2, 46.1, 45.1, 39.7, 29.1, 22.3.
HPLC tre = 3.84 min. ESI-MS m/z: 519.9 [M+H]", 517.9 [M-HJ. IR [em''] 965, 1097,
1146, 1217, 1314, 1482, 1523, 1594, 1653, 2922, 3316.

N-(3-(6-(4-(3-(1-(Dimethylamino)propan-2-yl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (196)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 80 mg 126 (ca. 0,165 mmol, ~85 % Reinheit) und 45 mg 1-
(4-Bromphenyl)-3-(1-(dimethylamino)propan-2-yl)harnstoff'*® (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 2 — 10 %). Ausbeute:
52 mg farbloser Feststoff (68 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.15 (bs, 1H), 8.63 (s,
1H), 8.59 (s, 1H), 7.85 — 7.77 (m, 2H), 7.64 — 7.55 (m, 5SH), 7.51 — 7.45 (m, 3H), 7.34 —
7.27 (m, 1H), 6.00 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 3.83 — 3.68 (m, 1H), 3.13 (s, 3H), 2.35 — 2.26 (m,
1H), 2.17 (s, 6H), 2.16 — 2.10 (m, 1H), 1.09 (d, J = 6.4 Hz, 3H). 1*C NMR (101 MHz,
DMSO) & 154.8, 143.5, 142.9, 140.0, 140.0, 136.7, 136.2, 133.5, 133.1, 131.1, 127.2,
121.5, 120.2, 118.4, 118.1, 117.8, 113.9, 107.8, 64.7, 45.4, 43.1, 39.7, 19.7. HPLC tyet =
3.88 min. ESI-MS m/z: 507.8 [M+H]", 505.8 [M-H]". IR [em'] 693, 813, 965, 1033, 1100,
1147, 1218, 1312, 1406, 1482, 1522, 1594, 1654, 1663, 2923, 3341.
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N-(3-(6-(4-(3-(2-(3-Fluorazetidin-1-yl)ethyl)ureido)phenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (197)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 79 mg 126 (0,16 mmol, 85 % HPLC-Reinheit) und 45 mg
1-(4-Brompheny1)-3-(2-(3-fluorazetidin-1-yl)ethyl)harnstoff'*® (0,15 mmol) in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 80 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %). Das Produkt
wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan prézipitiert und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 76 mg farbloser Feststoff (97 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.13 (bs, 1H), 8.67 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.86 — 7.76 (m, 2H), 7.65 — 7.54 (m,
5H), 7.51 — 7.44 (m, 3H), 7.31 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz, 1H), 6.11 (t, /= 5.5 Hz, 1H), 5.27 —
5.05 (m, 1H), 3.65 — 3.52 (m, 2H), 3.19 — 3.04 (m, 7H), 2.53 (t,J = 6.1 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 155.0, 143.5, 142.9, 139.9, 139.9, 136.7, 136.2, 133.5, 133.2, 131.1,
127.3,121.5,120.2, 118.4, 118.1, 117.9, 113.8, 107.9, 82.84 (d, J = 201.7 Hz), 61.1, 60.9,
58.6, 37.3. HPLC ty = 3.64 min. ESI-MS m/z: 523.9 [M+H]". IR [cm™'] 694, 801, 813,
964, 1142, 1219, 1312, 1472, 1487, 1523, 1597, 1653, 2846, 2923, 3308.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(3,3-Difluorazetidin-1-yl)ethyl)ureido)phenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (198)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 80 mg 126 (0,17 mmol, 85 % HPLC-Reinheit) und 50 mg
1-(4-Brompheny1)-3-(2-(3,3-difluorazetidin-1-yl)ethyl)harnstoff'4® (0,15 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 1,5 — 8 %). Das Produkt wurde in
einem Gemisch aus DCM und n-Pentan (1 + 1) suspendiert und durch Filtration gewonnen.

Ausbeute: 60 mg farbloser Feststoff (74 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.14 (s, 1H),
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8.69 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 7.86 — 7.77 (m, 2H), 7.63 — 7.54 (m, 5H), 7.52 — 7.45 (m, 3H),
7.34-7.28 (m, 1H), 6.16 (t, J= 5.4 Hz, 1H), 3.61 (t, J= 12.5 Hz, 4H), 3.16 — 3.08 (m, 5H),
2.63 (t, J= 5.7 Hz, 2H). HPLC tr = 3.88 min. ESI-MS m/z: 539.8 [M-HJ". IR [cm'] 693,
790, 813, 892, 964, 977, 1139, 1221, 1313, 1491, 1523, 1601, 1655, 3318.

N-(4-Bromphenyl)-2-chloracetamid (208)

H
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4-Bromanilin (1161 mg, 6,71lmmol) wurde in 36 ml trockenem DCM gelost und
Chloracetylchlorid (0,56 ml, 6,7 mmol) langsam hinzugetropft. Dabei entstand eine
Suspension, die nach 5 min bei Raumtemperatur mit EtsN (1,2 ml, 8,0 mmol) versetzt
wurde. Da es zu einer Wiarmeentwicklung kam, wurde die Reaktion mit einem Eisbad
gekiihlt. Nach 30 min zeigte die Reaktionskontrolle via DC einen vollstdndigen Verbrauch
des Eduktes. Die Reaktion wurde in einen Scheidetrichter transferiert und mit NaCl-Lésung
(gesittigt) gewaschen. Die NaCl-Losung wurde mit EA reextrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tliber Na;SOs getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt
(grauer Feststoff) wurde in EtOH umkristallisiert. Ausbeute: 1136 mg weiBllicher Feststoff
(68 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.43 (s, 1H), 7.57 (d, J= 8.9 Hz, 2H), 7.51 (d, J =
8.9 Hz, 2H), 4.25 (s, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 164.8, 137.9, 131.7, 121.3, 115.5,
43.5. HPLC tre¢ =8.58 min.

N-(4-Bromphenyl)-2-((2-(dimethylamino)ethyl)(methyl)amino)acetamid (209)
H CHs
N N
NN CH,
Br © !

Zu einer Losung von 203 mg N, N, N'-Trimethylethylendiamin (2,00 mmol) in trockenem
Dioxan wurden 494 mg 208 (2,00 mmol) hingegeben und die Reaktion auf 100 °C erhitzt
(nicht optimal = Menshutkin-Produkt wurde als Nebenprodukt gefunden). Reaktionszeit:
15 min. Die Reaktion wurde mit wissriger NaOH (2 N) bei Raumtemperatur verdiinnt und

das Rohprodukt mit EA und DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
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iiber Na>SO4 getrocknet und die Losungsmittel eingedampft. Das Rohprodukt wurde mit
groben SiO; isokratisch mit DCM/MeOH 2 N NHj3 10 % aufgereinigt. Ausbeute: 322 mg
gelbes Ol (46 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.24 (s, 1H), 7.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.49 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.15 (s, 2H), 2.53 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.38 — 2.32 (m, 5H), 2.15
(s, 6H). B*CNMR (101 MHz, DMSO) & 169.9, 138.1, 131.6, 120.9, 114.7, 61.1, 57.0, 54.8,
45.3,43.3. HPLC trt = 4.73 min. ESI-MS m/z: 314.3 [M+H]".

1-(4-Bromphenyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)thioharnstoftf (211)

NN
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In 12 ml trockenem Toluol wurden 515 mg 4-Bromthioisocyanat (2,32 mmol) geldst und
N,N-Dimethylethylendimain (212 mg, 2,41 mmol) hinzugegeben. Nach kurzer Zeit
entstand ein volumindser Niederschlag. Die Reaktionskontrolle {iber DC zeigte nach
30 min eine vollstdndige Umsetzung (gewiinschtes Produkt iiber DC-MS nachgewiesen).
Das Produkt wurde iiber eine Filtration gewonnen. Ausbeute: 699 mg Feststoff (96 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.77 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.49 — 7.45 (m, 4H), 3.62 — 3.43 (m,
2H), 2.42 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 180.2, 139.0,
131.2,124.4,115.5,57.1,45.0,41.7. HPLC tri=4.14 min. ESI-MS m/z: 257.0 [M-NMe:]",
302.2 [M+H], 300.0 [M-H].

tert-Butyl(3-(6-brom-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)carbamat (213)
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Durchfiihrung nach ASV 3 mit 826 mg 72 (2,0 mmol), 1068 mg Zinkpulver (16,34 mmol)
und 1698 mg NH4Cl (31,74 mmol) in 40 ml MeOH. Im Schritt 2 nach ASV 4 wurde
Triethylorthoacetat (6,0 mmol, 1,1 ml) anstatt Triethylorthoformiat unter den gleichen
Bedingungen verwendet. Ausbeute: 795 mg Feststoff (98 %). "H NMR (400 MHz, DMSO)
09.69 (s, 1H), 7.65 — 7.60 (m, 2H), 7.60 — 7.56 (m, 1H), 7.52 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.37 (dd,
J=28.5,19 Hz, 1H), 7.27 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.17 — 7.13 (m, 1H), 2.43 (s, 3H), 1.47 (s,
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9H). BC NMR (101 MHz, DMSO) 6 152.7, 152.6, 141.2, 141.1, 136.9, 135.1, 130.4, 125.1,
120.3, 120.2, 118.4, 115.9, 114.7, 112.6, 79.6, 28.1, 14.1. HPLC tt = 10.93 min. ESI-MS
m/z: 424.2 [M+Na]".

3-(6-Brom-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)anilin (214)
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Durchfiihrung nach ASV 5 mit 756 mg 213 in 15 ml EtOH. Die Lésung wurde mit
ethanolischer HCI (1,25 M, 7,5 ml) versetzt (resultiert in Reaktion braunlicher Farbung).
Der Ansatz wurde 6 h lang bei 50 °C geriihrt, bis die HPLC einen nahezu vollstindigen
Verbrauch des Ausgangsmaterials (< 3 %) anzeigte. Ausbeute: 1397 mg (74 %). '"H NMR
(400 MHz, DMSO) & 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.34 (dd, J=8.5, 1.9 Hz, 1H), 7.27 — 7.22
(m, 2H), 6.73 (dd, J= 8.1, 1.3 Hz, 1H), 6.63 — 6.56 (m, 2H), 5.51 (s, 2H), 2.42 (s, 3H). 13C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 152.5, 150.3, 141.4, 137.1, 135.6, 130.4, 124.7, 120.2, 114.4,
114.2,113.3, 112.6, 111.2, 14.1. HPLC tet = 6.25 min.

N-(3-(6-Brom-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)methansulfonamid (215)
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Durchfiihrung nach ASV 6 mit 105 mg 214 (0,347 mmol) und 0,03 ml MsCl (0,42 mmol)
in 2 ml trockenem Pyridin. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 0 — 6 %). Ausbeute: 51 mg Feststoff (40 %). 'HNMR
(400 MHz, DMSO) & 10.10 (s, 1H), 7.63 — 7.58 (m, 2H), 7.40 — 7.35 (m, 2H), 7.33 — 7.28
(m, 3H), 3.12 (s, 3H), 2.44 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 152.5, 141.5, 139.9,
136.9, 135.7,131.0, 125.0, 121.7,120.3, 119.6, 117.3, 114.7, 112.6, 39.8, 14.2. HPLC tye =
7.16 min.

285



Experimenteller Teil

N-(3-(6-Brom-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)ethansulfonamid (216)
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Zu einer Losung von 214 (100 mg, 0,330 mmol) in 2 ml trockenem Pyridin wurden 51 pl
Ethansulfonylchlorid (0,396 mmol) hinzugetropft. Die orange-braune Reaktion wurde tiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstaindiger Umsetzung der Edukte
(Reaktionskontrolle via HPLC) wurde die Reaktion mit 1 T MeOH verdiinnt und die
Losungsmittel wurden evaporiert. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
(DCM/MeOH 1,5 %) aufgereinigt. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM
aufgenommen, mit n-Pentan prézipitiert und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 90 mg
farbloser Feststoff (69 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.15 (s, 1H), 7.62 — 7.56 (m,
2H), 7.40 — 7.36 (m, 2H), 7.33 — 7.27 (m, 3H), 3.22 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 2.44 (s, 3H), 1.23
(t, J=7.3 Hz, 3H). HPLC t;t = 8.82 min. ESI-MS m/z: 392.0 [M-H]J, 394.0 [M+H]".

N-(3-(6-Brom-2-methyl-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)cyclopropansulfonamid (217)

Durchfiihrung nach ASV 6 mit 100mg 214 (0,330 mmol) wund 46 pul
Cyclopropansulfonylchlorid (0,424 mmol). Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 1,5 — 3,5 %). Ausbeute: 86 mg
farbloser Feststoff (64 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 10.09 (s, 1H), 7.63 — 7.57 (m,
2H), 7.43 —7.39 (m, 1H), 7.38 (dd, J = 8.5, 1.9 Hz, 1H), 7.33 — 7.28 (m, 3H), 2.82 - 2.74
(m, 1H), 2.44 (s, 3H), 1.00 — 0.95 (m, 4H). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) § 152.5, 141.5,
139.9, 136.9, 135.6, 130.9, 125.0, 122.0, 120.4, 120.3, 117.9, 114.7, 112.5,29.8, 14.2, 5.1.
HPLC tret = 7.04 min. ESI-MS m/z: 404.1 [M-H].
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N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-2-methyl- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (218)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 42 mg 215 (0,11 mmol) und 37 mg 94 (0,11 mmol) in 5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NHj3 10 %). Ausbeute: 33 mg
weiBlicher Feststoff (59 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.08 (bs, 1H), 8.89 (s, 1H),
7.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.64 — 7.58 (m, 1H), 7.53 — 7.44 (m, 5H), 7.39 — 7.32 (m, 4H),
6.33 (s, 1H), 3.32 — 3.27 (m, 2H), 3.12 (s, 3H), 2.69 (s, 2H), 2.46 (d, J = 8.9 Hz, 9H). 13C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 155.3, 151.6, 141.5, 139.8, 139.6, 136.3, 136.2, 135.0, 133.4,
131.0, 127.1, 121.7, 121.0, 119.3, 118.8, 118.0, 117.3, 107.1, 57.8, 44.0, 39.8, 35.9, 14.4.
HPLC tret = 2.88 min. ESI-MS m/z: 507.4 [M+H]", 505.3 [M-H]". IR [cm™'] 696, 756, 793,
813, 840, 965, 1103, 1146, 1222, 1274, 1310, 1388, 1405, 1471, 1521, 1595, 1670, 1684.
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N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-2-methyl- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)ethansulfonamid (219)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 69 mg 216 (0,18 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5,5 — 10 %, Ausbeute:
63 mg). Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan
prézipitiert und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 50 mg weiBlicher Feststoff (64 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.14 (s, 1H), 8.74 (s, 1H), 7.66 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.63 —
7.58 (m, 1H), 7.52 - 7.47 (m, 3H), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.39 — 7.32 (m, 4H), 6.11 (t, J
=5.1 Hz, 1H), 3.25 -3.15 (m, 4H), 2.48 (s, 3H), 2.35 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H), 1.23
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(t, J= 7.3 Hz, 3H). HPLC tw = 5.29 min. ESI-MS m/z: 521.3 [M+H]", 519.3 [M-HJ". IR
[em™'] 677, 699, 817, 958, 1148, 1232, 1278, 1310, 1325, 1391, 1472, 1523, 1551, 1593,
1647, 2759, 2816, 2938, 2978, 3279, 3288.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-2-methyl- 1 H-benzo[ d]imidazol-1-
yl)phenyl)cyclopropansulfonamid (220)

H
O\\ ,N H H
S\\ ~ N\
# o hig \
N (0]
e
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 69 mg 217 (0,170 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 9 — 10 %). Das Produkt
wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan prézipitiert und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 54 mg farbloser Feststoff (68 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) & 10.08 (bs, 1H), 8.75 (s, 1H), 7.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.63 — 7.58 (m, 1H), 7.52
—7.47 (m, 3H), 7.45 — 7.38 (m, 4H), 7.38 — 7.34 (m, 1H), 7.32 - 7.30 (m, 1H), 6.11 (t,J =
5.2 Hz, 1H), 3.21 - 3.16 (m, 2H), 2.78 (p, J = 6.4 Hz, 1H), 2.48 (s, 3H), 2.35 (t, /= 6.1 Hz,
2H), 2.19 (s, 6H), 0.96 (d, J = 6.3 Hz, 4H). HPLC tiet = 6.55 min. ESI-MS m/z: 533.3
[M+H]",531.3 [M-H]". IR [cm'!] 699, 814, 887, 1037, 1146, 1226, 1308, 1331, 1388, 1472,
1522, 1594, 1653, 2773, 2819, 2876, 2929, 3036, 3307.

tert-Butyl(3-((6-brom-3-nitropyridin-2-yl)amino)phenyl)carbamat (221)

o

HN__N__Br

N

=

H
_N

Boc

O,N

Zu einer Losung von 988 mg 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (3,51 mmol) in 12 ml trockenem
DMF wurden 695 mg tert-Butyl(3-aminophenyl)carbamat (3,34 mmol) portionsweise
zugegeben. Nach 5 min wurden 0,6 ml Triethylamin (4,2 mmol) zugetropft, wobei sich die

Losung sofort braun und spéter dunkelrot-orange féarbte. Die Reaktion wurde bei
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Raumtemperatur geriihrt, bis iiber DC der vollstdndige Verbrauch der Ausgangsstoffe
nachgewiesen werden konnte (ca. 6 h). Die Reaktion wurde mit Wasser verdiinnt
(5-10T), wobei das Produkt ausodlte. Eine kleine Menge des Produkts wurde in einer
kleinen Menge MeOH aufgenommen und mithilfe von Kratzen konnte eine Kristallisation
eingeleitet werden. Die Impfkristalle wurden mit dem restlichen Rohprodukt vereinigt, um
eine Kristallisation einzuleiten. Der resultierende Feststoff wurde durch Filtration
gewonnen und luftgetrocknet. Ausbeute: 1158 mg rot-oranger Feststoff (85 %). 'H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 10.02 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 8.39 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.73 — 7.66 (m,
1H), 7.30 — 7.21 (m, 3H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 1.48 (s, 9H). 1*C NMR (101 MHz,
DMSO) o 152.7, 148.9, 145.8, 140.0, 138.1, 137.9, 128.8, 128.4, 117.8, 116.7, 114.8,
112.8,79.2, 28.1. HPLC tre¢ = 10.46 min. ESI-MS m/z: 407.3 [M-HJ;, 431.3 [M+Na]".

tert-Butyl(3-(5-brom-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)phenyl)carbamat (222)
N
o)
7< © N N\ Br
e

Schritt 1: Durchfiihrung nach ASV 3 mit 418 mg 221 (1,02 mmol), 910 mg Zinkpulver
(13,91 mmol), 547 mg NH4Cl (10,24 mmol) in 30 ml MeOH. Nach 1,5h zeigte die
Reaktionskontrolle (iiber DC) den vollstindigen Verbrauch des Ausgangsmaterials. Schritt
2: nach ASV 4 mit 0,55 ml Triethylorthoformiat und 19 mg p-TsOH-H>O in 30 ml Toluol
bei 60 — 70 °C (Reaktionszeit: 1,5 h). Das Rohprodukt wurde tiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 0 — 3 %). Ausbeute: 240 mg Feststoff (60 %).'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.71 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.18 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.93 (t,J =
2.0 Hz, 1H), 7.60 — 7.53 (m, 2H), 7.50 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.38 — 7.34 (m, 1H), 1.49 (s,
9H).*C NMR (101 MHz, DMSO) 8 152.7, 146.1, 144.9, 140.7, 135.2, 134.7, 134.7, 130.9,
129.9, 122.6, 117.7, 117.6, 113.5, 79.5, 28.1. HPLC tret = 10.35 min. ESI-MS m/z: 411.3
[M+H]".
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3-(5-Brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)anilin (223)

HZN\Q

N
S

N 4

N Br

N

Durchfiihrung nach ASV 5 mit 226 mg 222 in ca. 4 ml EtOH. Ethanolische HCI (1,25 M,
4 ml) wurde hinzugefiigt und die Reaktion {iber Nacht auf 50 °C erhitzt. Die weiBlich-beige
Suspension wurde mit Diethylether (ca. 8 ml) verdiinnt und das HCI-Salz des Produkts
wurde durch Filtration gewonnen. Das Hydrochloridsalz wurde in gesittigter NaHCOs-
Losung gegeben und mit DCM (4x) extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet und
evaporiert, um das Produkt als Feststoff zu erhalten. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.75
(s, 1H), 8.16 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.55 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.22 (t,J = 8.0 Hz, 1H), 6.94 (t,
J = 2.1 Hz, 1H), 6.86 — 6.82 (m, 1H), 6.69 — 6.65 (m, 1H), 5.51 (s, 2H). 3C NMR (101
MHz, DMSO) 6 149.9, 146.1, 145.0, 135.1, 135.0, 134.8, 130.8, 130.0, 122.3,113.5, 110.7,
108.7. HPLC tret = 8.24 min. ESI-MS m/z: 289.0 [M+H]".

N-(3-(5-Brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)phenyl)methansulfonamid (224)

o, N

5, 1)
N N\ Br
I

223 (gesamtes Rohprodukt) wurde in trockenem Pyridin (ca. 3 ml) gelost und mit MsCl
(62 ul, 0,64 mmol) versetzt. Nach 12h Rithren bei Raumtemperatur zeigte die
Reaktionskontrolle iiber HPLC den vollstindigen Verbrauch des Ausgangsmaterials. Die
Reaktion wurde mit MeOH verdiinnt und fiir 15 min weitergeriihrt. Die Losungsmittel
wurden evaporiert und das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie (Gradient:
DCM/MeOH 0 -5 %) aufgereinigt. Aufgrund persistierender Pyridinreste wurde das
Produkt unter Hochvakuum getrocknet. Ausbeute: 151 mg Schaum/Feststoff (74 % tiber
zwei Schritte). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.21 (s, 1H), 8.90 (s, 1H), 8.20 (d, /= 8.4
Hz, 1H), 7.73 (t, /= 1.9 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 2H), 7.55 - 7.51 (m, 1H), 7.32 = 7.27 (m,
1H), 3.16 (s, 3H). >*C NMR (101 MHz, DMSO) & 146.0, 144.8, 139.6, 135.2, 135.2, 134.9,
131.0, 130.6, 122.7, 118.4, 118.4, 113.9, 39.6. HPLC t;t = 8.12 min.
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N-(3-(5-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-
yl)phenyl)methansulfonamid (225)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 51 mg 94 (0,153 mmol) und 61 mg 224 (0,165 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 %). Ausbeute:
58 mg Feststoff (77 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.15 (bs, 1H), 8.89 — 8.83 (m,
2H), 8.21 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.11 — 8.06 (m, 3H), 7.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.68 — 7.64
(m, 1H), 7.59 (t, J=8.0 Hz, 1H), 7.51 (d, /= 8.8 Hz, 2H), 7.29 — 7.25 (m, 1H), 6.16 (t,J =
5.2 Hz, 1H), 3.23 - 3.18 (m, J = 11.5, 5.9 Hz, 2H), 3.12 (s, 3H), 2.36 (t, J = 6.1 Hz, 2H),
2.20 (s, 6H). HPLC tret = 5.63 min. ESI-MS m/z: 494.0 [M+H]", 491.9 [M-HJ. IR [cm™']
662, 677, 693, 743, 759, 781, 788, 817, 962, 976, 1141, 1182, 1224, 1307, 1320, 1404,
1457, 1497, 1515, 1539, 1595, 1653, 2764, 2817, 2855, 2930, 2972, 3056, 3088, 3124,
3308.

2-(3-(Dimethylamino)azetidin-1-yl)-N-(4-(3-(3-(methylsulfonamido)phenyl)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)phenyl)acetamid (226)

N N
Q I

o)

o

N

@
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 58 mg 224 (0,16 mmol) und 54 mg 227 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %). Ausbeute:
34 mg weiBlicher Feststoff (44 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.18 (bs, 1H), 9.82 (s,
1H), 8.90 (s, 1H), 8.24 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.13 (t, /= 1.9 Hz,
1H), 7.95 (d,J=8.5 Hz, 1H), 7.78 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.68 — 7.63 (m, 1H), 7.59 (t,J = 8.0
Hz, 1H), 7.29 — 7.24 (m, 1H), 3.54 (t, /= 6.7 Hz, 2H), 3.25 (s, 2H), 3.12 (s, 3H), 2.95 (t, J
= 7.0 Hz, 2H), 2.89 — 2.82 (m, 1H), 2.02 (s, 6H). HPLC t;t = 3.67 min (Methode C). ESI-
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MS m/z: 520.3 [M+H]". IR [em™!] 688, 781, 817, 963, 1142, 1308, 1401, 1457, 1500, 1522,
1593, 1676, 2819, 2850, 2927.

2-(3-(Dimethylamino)azetidin-1-yl)-N-(4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-
yl)phenyl)acetamid (227)

H
N
YN
O*B/©/ O \j\N/
3 |
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4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)anilin (328 mg, 1,5 mmol) wurde in 10 ml
trockenem Dioxan gelost. Chloracetylchlorid (0,12 ml, 1,5 mmol) wurde tropfenweise zu
der Losung gegeben, gefolgt von der Zugabe an Triethylamin (0,25 ml, 1,8 mmol). Die
Reaktion wurde 15 min lang geriihrt, bis die Reaktionskontrolle {iber DC den vollstindigen
Verbrauch des Ausgangsmaterials anzeigte. N,N-Dimethylazetidin-3-amin (260 mg,
1,5 mmol, Dihydrochloridsalz) wurde der Reaktion zugesetzt, gefolgt von weiteren 0,25 ml
Trimethylamin (1,8 mmol). Der Ansatz wurde 2,5h lang bei 50 °C geriihrt und
anschliefend mit wéssriger NaOH (2 N) verdiinnt. Das Produkt wurde mit DCM extrahiert.
Nach Trocknen und Entfernen der organischen Phase wurde das Rohprodukt als braunes
Harz (411 mg, 76 %) gewonnen. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 9.78 (s, 1H), 7.65 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.51 (dd, J= 7.2, 6.3 Hz, 2H), 3.22 (s, 2H), 2.93 (t,
J=17.0 Hz, 2H), 2.86 — 2.80 (m, 1H), 2.00 (s, 6H), 1.28 (s, 12H). HPLC t;et = 6.32 min.
ESI-MS m/z: 360.1 [M+H]".

N-(3-(6-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)phenyl)-N-methylmethansulfonamid (228)

O, N
/S‘\O
N Br
I
N
Durchfiihrung nach ASV 6 mit 120 mg 80 (0,40 mmol) und 40 ul MsCl (0,52 mmol) in
2 ml trockenem Pyridin. Das Rohprodukt wurde {liber Flash-Chromatographie aufgereinigt

(Gradient: DCM/MeOH 0 — 10 %). Ausbeute: 120 mg (79 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.64 (s, 1H), 7.81 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.77 — 7.73 (m, 2H), 7.69 — 7.62 (m, 2H),
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7.57 —7.53 (m, 1H), 7.47 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 3.34 (s, 3H), 3.04 (s, 3H). °*C NMR
(101 MHz, DMSO) ¢ 144.3, 143.0, 142.8, 135.8, 134.2, 130.6, 125.6, 125.4, 122.1, 121.7,
121.4, 116.0, 113.5, 37.5, 35.3. HPLC tw = 7.67 min. ESI-MS m/z: 380.3 [M+H]",402.3
[M+Na]*.

N-(3-(6-(4-(3-(2-(Dimethylamino)ethyl)ureido)phenyl)-1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)-N-methylmethansulfonamid (229)

O. ,\N H H
SO iy
N 0
0
N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 57 mg 228 (0,15 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2N NH; 4,5-10 %). Das
Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM geldst, mit n-Pentan ausgefallt und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 55 mg Feststoff (72 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
8.74 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.87 — 7.76 (m, 3H), 7.73 — 7.64 (m, 2H), 7.63 — 7.51 (m, 4H),
7.47 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.11 (t, J= 5.0 Hz, 1H), 3.35 (s, 3H), 3.23 — 3.16 (m, 2H), 3.05
(s,3H), 2.34 (t,J= 6.1 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) 8 155.1, 143.6,
143.0, 142.9, 139.9, 136.3, 136.1, 133.6, 133.0, 130.6, 127.2, 124.9, 121.9, 121.5, 121.2,
120.1, 117.8, 107.8, 58.5, 45.0, 37.5, 36.9, 35.3. HPLC tiet = 4.59 min. ESI-MS m/z: 507.8
[M+H]". IR [em'] 696, 777, 814, 881, 956, 1144, 1223, 1334, 1407, 1473, 1493, 1523,
1597, 1653, 2774, 3325.

1-(Methylsulfonyl)-6-nitroindolin (230)

NO,

Zu einer eisgekiihlten Losung von 11,5 g 6-Nitroindolin (70,05 mmol) in 70 ml Pyridin
wurden 8,13 g MsCl (70,98 mmol) portionsweise zugegeben. Die Reaktion wurde fiir

20 — 30 min unter Eiskiihlung geriihrt, wobei sich eine dunkelrote Suspension bildete. Nach
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vollstdndiger Umsetzung des Eduktes (Reaktionskontrolle via HPLC nach ca. 2 h bei
Raumtemperatur) wurde die Reaktion mit kaltem Wasser (350 ml) verdiinnt. Das Produkt
wurde durch Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet (auf der
Sinterfritte mit Unterdruck), Ausbeute: dunkelroter kristalliner Feststoff (16,75 g, 99 %).
(Optionaler Aufreinigungsschritt: Produkt in heilem MeOH suspendierten und bei
Raumtemperatur erneut filtrieren). "H NMR (400 MHz, DMSO) 6 7.97 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
791 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H), 7.55 — 7.50 (m, J = 8.2 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.6 Hz, 2H),
3.25 (t,J= 8.5 Hz, 2H), 3.13 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 147.5, 143.1, 140.2,
126.2, 118.8, 107.4, 50.4, 34.9, 27.5. HPLC tie¢ = 7.66 min.

tert-Butyl-6-nitroindolin-1-carboxylat (231)
O
7O
O
NO,

Zu einer Losung von 5194 mg 6-Nitroindolin (31,66 mmol) in 40 ml Dioxan wurden
6910 mg Boc,0O und eine katalytische Menge DMAP (40 mg) hinzugegeben. Der Ansatz
wurde liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Reaktionskontrolle iiber DC den
vollstindigen Verbrauch des Ausgangsmaterials zeigte. Das Losungsmittel wurde
evaporiert und das fliissige Rohprodukt wurde mit einer kleinen Menge MeOH
iiberschichtet, um die Kristallisation einzuleiten. Die Suspension wurde im Kiihlschrank
gelagert. Das Produkt wurde durch Filtration gewonnen und mit einer kleinen Menge
kaltem MeOH gewaschen. Ausbeute: 7464 mg hellgelber Feststoff (28,24 mmol, 89 %).
'"H NMR (400 MHz, DMSO) 4 8.58 — 8.04 (m, 1H), 7.80 (dd, /= 8.2, 2.2 Hz, 1H), 7.42 (d,
J=8.2Hz, 1H), 3.99 (t, /= 8.7 Hz, 2H), 3.17 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 1.52 (s, 9H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 151.6, 147.1, 143.7, 140.1, 125.4, 117.7, 108.0, 80.9, 48.0, 27.9, 26.9.
HPLC tree = 11.13 min.

1-(Methylsulfonyl)indolin-6-amin (232)

NH,
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Zu einer eisgekiihlten Suspension aus 329 mg 230 (1,36 mmol) und 726 mg NH4Cl
(13 mmol) in MeOH wurden 888 mg Zinkpulver (13 mmol) langsam iiber 5 min
zugegeben, wobei sich die Farbe schnell ins Violette verdnderte. Die Reaktion wurde mit
1 T EA verdiinnt, nachdem die Reaktionskontrolle (DC) den vollstdndigen Verbrauch des
Ausgangsmaterials zeigte (typischerweise durch eine farblose Reaktionsldsung/Uberstand
gekennzeichnet). Die Suspension wurde iiber Kieselgur filtriert. Die Losungsmittel wurden
am Rotationsverdampfer entfernt, wobei ein kristallines braunliches Produkt (260 mg, 90
%) erhalten wurde. 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 6.90 — 6.85 (m, J = 8.0 Hz, 1H), 6.60
(d, J=1.9 Hz, 1H), 6.23 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 5.10 (s, 2H), 3.83 (t, J = 8.3 Hz, 2H),
2.95 — 2.86 (m, 5H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) & 148.5, 142.7, 125.4, 118.2, 109.2,
99.6, 50.6, 33.6, 26.6. HPLC trt = 1.87 min. ESI-MS m/z: 213.1 [M+H]".

tert-Butyl-6-aminoindolin-1-carboxylat (233)
7O
o}
NH,

Durchfiihrung nach ASV 3 mit 14,01 g 231 (53,01 mmol), 34,65 g Zinkpulver und 28,35 g
NH4Cl in 250 ml MeOH. Nach der Aufarbeitung erhdlt man ein Ol, wobei die
Kristallisation durch Kratzen eingeleitet werden konnte (cave: ggf. kiihlen, da die
Kristallisation stark exotherm ist und zu einem Siedeverzug fiihren kann, wenn
Losungsmittelreste vorhanden sind). Das Rohprodukt wurde in EtOH/EA umkristallisiert
und das erhaltene gelblich-kristalline Produkt wurde mit geringen Mengen kalten EtOH
gewaschen. Ausbeute: 11,58 g (93 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 7.08 (bs, 1H), 6.79
(d, J=7.9 Hz, 1H), 6.13 (dd, J = 7.9, 2.1 Hz, 1H), 4.93 (s, 2H), 3.82 (t, J = 8.5 Hz, 2H),
2.85 (t,J= 8.5 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H). HPLC tret = 7.75 min.
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N-(5-Brom-2-nitrophenyl)-1-(methylsulfonyl)indolin-6-amin (234)

0]

Durchfiihrung nach ASV 1 mit 261 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (1,19 mmol),
240 mg 232 (mmol) und 0,48 ml Et;N bei 70 °C. Reaktionszeit: 48 h, Ausbeute: 185 mg
gelblicher Feststoff (40 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 9.47 (s, 1H), 8.04 (d, J=9.0
Hz, 1H), 7.33 (d,J=7.9 Hz, 1H), 7.23 - 7.17 (m, 2H), 7.04 — 6.97 (m, 2H), 3.98 (t, /= 8.5
Hz, 2H), 3.13 (t,J=8.5 Hz, 2H), 3.06 (s, 3H). ?*C NMR (101 MHz, DMSO) 6 143.2, 143.2,
138.0,132.4,129.8,129.3,128.2, 126.2, 120.5, 119.5, 118.6, 109.8, 50.5, 34.3, 27.0. HPLC
tret = 10.60 min. ESI-MS m/z: 434.1 [M+Na]".

tert-Butyl-6-((5-brom-2-nitrophenyl)amino)indolin-1-carboxylat (235)

Afo
N
(0]
HN:©/Br
O,N

Durchfiihrung nach ASV 1 mit 4508 mg 4-Brom-2-fluor-1-nitrobenzol (20,49 mmol),
4571 mg 233 (19,51 mmol) und 30,7 mmol EtsN bei 65 °C (Reaktionszeit: iiber Nacht).
Die Reaktion wurde mit Eiswasser gestoppt, wobei das Produkt einen halbfesten Schlamm
bildete. Ein Teil des Produkts wurde in MeOH aufgenommen und verrieben, um die
Kristallisation zu initiieren. Der gewonnene Feststoff wurde mit dem restlichen Produkt
vereinigt und verrieben, um eine Suspension zu erhalten. Das Rohprodukt wurde iiber
Filtration gewonnen und in heilem MeOH suspendiert und fiir ca. 0,5 h geriihrt, bevor es
auf Raumtemperatur abgekiihlt und erneut filtriert wurde. Ausbeute (Riickstand): 5664 mg
orangefarbener Feststoff (67 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.44 (s, 1H), 8.04 (d, J =
9.0 Hz, 1H), 7.75 — 7.46 (m, 1H), 7.32 — 7.07 (m, 2H), 7.02 — 6.95 (m, 1H), 6.89 (dd, J =
7.9, 1.6 Hz, 1H), 3.95 (t, /= 8.6 Hz, 2H), 3.08 (t, /= 8.5 Hz, 2H), 1.47 (s, 9H). HPLC t;et =
13.81 min. ESI-MS m/z: 456.1 [M+Na]".
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6-Brom-1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H-benzo[d]imidazol (236)

O N
/S\\

N Br
I
N

Schritt 1: Durchfiihrung nach ASV 3 mit 167 mg 234 (0,405 mmol), 560 mg Zinkpulver,
457 mg NH4Cl und 30 ml verwendet wurden. Schritt 2 nach ASV 4 mit 0,2 ml
Triethylorthoformiat (1,2 mmol) und 30 ml Toluol. Gradient (FC): DCM/MeOH
0,5 2,5 %. Ausbeute: 154 mg Feststoff (96 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.62 (s,
1H), 7.74 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.32 (dd, J=7.9, 2.0 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.22
(t,J=8.5Hz, 2H), 3.14 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 144.4, 143.4, 142.8, 134.7,
134.5, 131.9, 126.7, 125.5, 121.7, 118.9, 115.9, 113.4, 108.9, 50.5, 34.8, 27.1. HPLC
tret = 9.99 min. ESI-MS m/z: 414.1 [M+Na]".

Alternative Route, Schritt 1: 237 (2029 mg, 4,90 mmol) wurde in 50 ml EtOH gelost, mit
24 ml ethanolischer HCI (1,25 M) versetzt und auf 60 °C erhitzt, bis iiber HPLC der
vollstindige Verbrauch des Eduktes nachgewiesen werden konnte. Das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde in NaOH-Losung
(2 N) suspendiert und mit DCM extrahiert. Die organischen Phasen werden getrocknet und
am Rotationsverdampfer eingeengt. Man erhilt das gewiinschte Produkt als dunklen
Schaum (1455 mg, 95 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.48 (s, 1H), 7.71 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 7.68 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.6, 1.9 Hz, 1H), 7.22 — 7.17 (m, J = 7.6 Hz,
1H), 6.71 (dd, J=17.6, 2.0 Hz, 1H), 6.67 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 5.93 — 5.87 (m, 1H), 3.53 (td,
J=8.6, 1.5 Hz, 2H), 2.99 (t, J= 8.5 Hz, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 154.1, 144.3,
142.8, 134.6, 134.5, 129.0, 125.2, 125.1, 121.6, 115.6, 113.4, 111.8, 103.2, 46.8, 28.7.
HPLC trt = 8.18 min. ESI-MS m/z: 314.2 [M+H]". Schritt 2: Das Produkt aus Schritt 1
(1427 mg, 4,54 mmol) wurde in 15ml trockenem Pyridin geldst. 550 mg MsCl
(4,80 mmol) wurden iiber 5 min zugegeben. Nach vollstindiger Umsetzung wurde die

Reaktion mit Wasser gestoppt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 1338 mg, 75 %.
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tert-Butyl-6-(6-brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)indolin-1-carboxylat (237)
(0) N
Y 2 )
O
N Br
se}
N

Schritt 1: Durchfiihrung nach ASV 3 mit 5664 mg 235 (13,04 mmol), 8530 mg Zinkpulver,
7000 mg NH4Cl in etwa 80 ml MeOH (Reaktionszeit: iber Nacht). Schritt 2 nach ASV 4
mit 6,5 ml Triethylorthoformiat (40 mmol) und 250 mg p-TsOH-H>O (10 mmol%) in
150 ml Toluol bei 70 °C verwendet (Reaktionszeit: 4,5 h). Ausbeute: 5295 mg dunkler
Feststoff (98 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.57 (s, 1H), 7.91 — 7.57 (m, 3H), 7.46
(dd, J=8.6, 1.9 Hz, 1H), 7.43 (m, J=7.9 Hz, 1H), 7.21 (dd, /= 7.9, 2.0 Hz, 1H), 4.01 (t,
J=8.7Hz, 2H), 3.16 (t,J = 8.6 Hz, 2H), 1.51 (s, 9H). HPLC tret = 10.82 min.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (238)

o, N
Py NN
N \/\ 7~

.9

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 65 mg 236 (0,17 mmol) und 50 mg 94 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 60 °C. Die Reaktion wurde auf geséttigte
NaHCOs-Losung gegossen und 4x mit DCM extrahiert. Das Rohprodukt wurde tiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 6 — 10 %). Ausbeute:
57 mg Feststoff (73 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.76 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.80 (d,
J=8.4Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.59 — 7.45 (m, 7H), 7.41 —7.36 (m, 1H), 6.12 (t, J= 4.8 Hz,
1H), 4.07 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 3.25 - 3.17 (m, 4H), 3.15 (s, 3H), 2.34 (t, J = 6.0 Hz, 2H),
2.18 (s, 6H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 155.1, 143.7, 143.3, 142.8, 140.0, 136.0,
135.3, 133.8, 133.1, 131.4, 127.2, 126.8, 121.4, 120.2, 118.6, 117.9, 108.6, 107.7, 58.5,
50.5, 45.0, 36.9, 34.8, 27.1. HPLC tet = 6.77 min. ESI-MS m/z: 519.4 [M+H]". IR [cm™']
774, 813,974, 1155, 1221, 1314, 1344, 1472, 1497, 1523, 1595, 1653, 1662, 1685, 2768,
2817, 2932.
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2-(3-(Dimethylamino)azetidin-1-yl)-N-(4-(1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-6-yl)phenyl)acetamid (239)

O\\S,l\/lb H

-~ \b N N

N O \([7]/\ \lN/
S '
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 63 mg 236 (0,16 mmol) und 54 mg 227 (0,15 mmol) in 5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 — 10 %). Das Produkt
wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan gefdllt und durch
Filtration gewonnen. Ausbeute: 32 mg Feststoff (39 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
9.74 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.76 — 7.70 (m, 3H), 7.63 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 7.59 (dd, J=8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.54 — 7.49 (m, 2H), 7.39 (dd, /= 7.9, 1.6 Hz, 1H),
4.07 (t,J = 8.4 Hz, 2H), 3.53 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 3.26 — 3.19 (m, 4H), 3.15 (s, 3H), 2.94 (t,
J=6.8 Hz, 2H), 2.88 — 2.80 (m, 1H), 2.01 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) § 168.2,
143.9, 143.3, 143.1, 137.9, 135.7, 135.5, 135.2, 133.8, 131.5, 127.1, 126.8, 121.6, 120.3,
119.9, 118.6, 108.6, 108.1, 62.6, 59.5, 56.6, 50.5, 41.7, 34.9, 27.1. HPLC tit = 3.82 min
(Methode C). ESI-MS m/z: 545.3 [M+H]". IR [cm!] 774, 814, 973, 1013, 1058, 1100,
1155, 1344, 1406, 1472, 1497, 1523, 1608, 1676, 2775, 2819, 2937.

N,N-Dimethyl-3-((5-(1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)- 1 H-benzo[d]imidazol-6-
yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (240)

O\\ N |
5”
- \\O /N O\/\/N\

N
&
N

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62 mg 236 (0,16 mmol) und 46 mg 60 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 3 — 10 %). Das fliissige
Produkt wurde in n-Pentan und einer kleinen Menge Diethylether suspendiert und
anschlieBend durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 40 mg Feststoff (54 %). '"H NMR (400
MHz, DMSO) 6 8.62 (s, 1H), 8.48 (d, /J=2.3 Hz, 1H), 8.02 (dd, /= 8.6, 2.5 Hz, 1H), 7.85
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(d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.79 — 7.74 (m, 1H), 7.59 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 7.54 — 7.48 (m,
2H), 7.40 (dd, J= 7.9, 1.7 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.31 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.06
(t,J = 8.5 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.15 (s, 3H), 2.35 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.14 (s,
6H), 1.91 - 1.82 (m, 2H). >*C NMR (101 MHz, DMSO) 8 162.7, 144.9, 144.0, 143.3, 1432,
137.9, 135.2, 133.8, 132.8, 131.5, 129.7, 126.8, 121.5, 120.4, 118.6, 110.7, 108.6, 108.3,
64.0, 55.8, 50.5, 45.2, 34.9, 27.1, 26.7. HPLC tre = 5.76 min. ESI-MS m/z: 492.4 [M+H]".
IR [em''] 772, 816, 824, 845, 956, 974, 1006, 1035, 1054, 1102, 1149, 1217, 1232, 1294,
1321, 1335, 1451, 1467, 1476, 1502, 1605, 2769, 2820, 2948, 2991.

tert-Butyl-6-(6-(6-Fluorpyridin-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)indolin-1-carboxylat

(241)
.
UU

Durchfiihrung nach ASV 7 mit 414 mg 237 (1,00 mmol) und 309 mg (6-Fluorpyridin-3-
yl)boronsdure (2,19 mmol) in 20 ml Dioxan/Wasser (3 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das
Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH +
2N NH; 0 -3 %). Ausbeute: 405 mg weiBlicher Schaum (94 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.60 (s, 1H), 8.58 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 8.32 (td, /= 8.2, 2.5 Hz, 1H), 8.04 — 7.72
(m, 3H), 7.64 (dd, /= 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.48 — 7.41 (m, 1H), 7.30 (dd, J=17.9, 2.1 Hz, 1H),
7.26 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 4.02 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.17 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 1.48 (bs,
9H). HPLC tret = 9.65 min. ESI-MS m/z: 453.4 [M+Na]".

tert-Butyl-6-(6-(6-((1-methylpyrrolidin-3-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol-1-yl)indolin-1-carboxylat (242)

wb]gﬂ
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Zu einer Losung von (1-Methylpyrrolidin-3-yl)methanol (293 mg, 2,54 mmol) in
trockenem THF (15 ml) wurde NaH (112 mg, 2,80 mmol, 60 wt%) hinzugefiigt. Nach
5 min wurde 241 (373 mg, 0,867 mmol) zugegeben und die Reaktion wurde bei 50 °C
geriihrt, bis liber DC eine vollstindige Umsetzung nachgewiesen werden konnte. Die
Reaktion wurde mit MeOH verdinnt und die Losungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 2 — 10 %), um das Produkt als Ol zu
erhalten. Die Verfestigung kann mit einer kleinen Menge MeOH initiiert werden, gefolgt
von einer Entfernung des MeOH am Rotationsverdampfer. Ausbeute: 375 mg Schaum
(82 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.55 (s, 1H), 8.49 — 8.45 (m, 1H), 8.02 (dd, J = 8.6,
2.6 Hz, 1H), 7.98 — 7.71 (m, 3H), 7.58 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.46 — 7.41 (m, 1H), 7.28
(dd,J=7.9,2.0 Hz, 1H), 6.86 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 4.23 —4.12 (m, 2H), 4.01 (t, /= 8.7 Hz,
2H), 3.16 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 2.62 — 2.45 (m, 3H), 2.41 — 2.30 (m, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.97
—1.87 (m, 1H), 1.55 — 1.35 (m, 10H). HPLC tyet = 7.14 min. ESI-MS m/z: 526.6 [M-H].

1-(Indolin-6-yl)-6-(6-((1-methylpyrrolidin-3-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-1 H-
benzo[d]imidazol (243)

HN
N o\/CN“
~

N A |
Q

N

Nach ASV 5. Zu einer Losung von 351 mg 242 (0,668 mmol) wurde ethanolische HCI
(1,25 M, 3,8 ml) hinzugefiigt und die Reaktion wurde {iber Nacht bei 50 °C geriihrt. Die
Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt wurde durch
Flash-Chromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH + 2N NH; 4 —10 %). Ausbeute:
263 mg Schaum (90 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 4 8.48 — 8.45 (m, 2H), 8.02 (dd, J =
8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.73 — 7.71 (m, 1H), 7.55 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz,
1H), 7.24 — 7.18 (m, 1H), 6.88 (dd, J = 8.6, 0.5 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 7.6, 2.0 Hz, 1H),
6.74 (d,J=2.0 Hz, 1H), 5.88 — 5.83 (m, 1H), 4.24 — 4.12 (m, 2H), 3.53 (td, /= 8.7, 1.1 Hz,
2H), 2.99 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 2.62 — 2.51 (m, 3H), 2.46 — 2.34 (m, 2H), 2.26 (s, 3H), 2.00
—1.88 (m, 1H), 1.56 — 1.46 (m, 1H). '3C NMR (101 MHz, DMSO) & 162.6, 154.1, 144.8,
143.9, 143.2, 138.0, 135.0, 133.9, 132.6, 130.0, 128.7, 125.1, 121.3, 120.3, 111.8, 110.6,
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108.5, 103.3, 68.8, 59.0, 55.3, 46.8, 41.7, 36.8, 28.7, 27.6. HPLC tre = 3.27 min. ESI-MS
m/z: 426.4 [M+H]".

6-(6-((1-Methylpyrrolidin-3-yl)methoxy)pyridin-3-yl)-1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-
yl)-1H-benzo[d]imidazol (244)

Zu einer Losung von 64 mg 243 (0,15 mmol) in 3 ml trockenem Pyridin wurden 27 mg
MsCl (0,24 mmol) hinzugefiigt. Die orange Reaktion (spéter dunkelviolett) wurde tiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, bis tiber HPLC der vollstandige Verbrauch des Eduktes
nachgewiesen werden konnte. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt
und das Rohprodukt wurde tiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (DCM/MeOH + 2 N
NH3 6 — 10 %). Ausbeute: 32 mg gelber Schaum (42 %).'H NMR (400 MHz, DMSO) &
8.62 (s, 1H), 8.49 — 8.45 (m, 1H), 8.02 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.85 (d, /= 8.4 Hz, 1H),
7.76 (d, J=1.2 Hz, 1H), 7.59 (dd, J= 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.53 — 7.49 (m, 2H), 7.40 (dd, J =
7.9, 2.0 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.24 — 4.13 (m, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H),
3.22 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.15 (s, 3H), 2.63 — 2.45 (m, 3H), 2.43 — 2.33 (m, 2H), 2.24 (s,
3H), 1.98 — 1.89 (m, 1H), 1.54 — 1.46 (m, 1H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 162.7,
144.8, 144.0, 143.3, 143.3, 137.9, 135.2, 133.8, 132.8, 131.5, 129.8, 126.8, 121.5, 120.4,
118.6, 110.6, 108.6, 108.3, 68.9, 59.1, 55.4, 50.5, 41.8, 36.9, 34.9, 27.6, 27.1. HPLC tyet =
4.52 min. ESI-MS m/z: 504.5 [M+H]".

7.9 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.5
2-(5-Brom-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-N,N-dimethylethan-1-amin (245)

5-Brom-2-Nitroanilin (651 mg, 3,00 mmol) und 1605 mg NH4Cl (30,00 mmol) wurden in
MeOH suspendiert. Zn-Pulver (1962 mg, 30,00 mmol) wurde portionsweise zugegeben
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und bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Suspension die gelbe Farbe verlor und die
Reaktionskontrolle {iber DC einen vollstindige Umsetzung anzeigte. Die Reaktion wurde
mit Ethylacetat (1 T) verdiinnt und iiber Kieselgur filtriert. Das Filtrat wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und das Rohprodukt wurde in 80 ml HCI (10 %, aq.) geldst.
3-Dimethylaminopropionsiure (1200 mg, Salzsdure) wurde zugegeben und die Reaktion
auf Riickfluss erhitzt, bis iiber DC den vollstindigen Verbrauch des Diamins zeigte (ca.
3 d). Der Ansatz wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und auf einen pH-Wert > 10
eingestellt. Das Produkt wurde mit Ethylacetat (4x) extrahiert. Nach Trocknen der
organischen Phase {iber Na)SOs und das Entfernen der Losungsmittel am
Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt durch Flash-Chromatographie aufgereinigt
(Gradient: DCM/MeOH + NH3 1 -9 %). Ausbeute: 167 mg dunkles Ol (21 %)."H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 12.33 (bs, 1H), 7.68 — 7.50 (m, 1H), 7.48 — 7.40 (m, 1H), 7.27 - 7.11
(m, 1H), 2.93 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.18 (s, 6H). HPLC tt = 2.33
min/ 2.67 min. ESI-MS m/z: 265.7 [M-H].

tert-Butyl-5-brom-2-(2-(dimethylamino)ethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-carboxylat,

tert-Butyl-6-brom-2-(2-(dimethylamino)ethyl)-1H-benzo[d]imidazol-1-carboxylat (246)

o N
Br/ED:N)_\—N/ o)\jV A

245 (162 mg, 0,604 mmol) wurde in trockenem Dioxan (5 ml) gelost. Boc,O (132 mg,
0,604 mmol) und 7 mg DMAP (10 mol%) wurden der Reaktion zugesetzt. Die Reaktion
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt anschlieBend durch Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + NH3s 2 N 2 —4,5 %). Ausbeute:
163 mg rétliches Ol (73 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.05 — 7.57 (m, 2H), 7.51 —
7.34 (m, 1H), 3.29 — 3.23 (m, 2H), 2.78 — 2.70 (m, 2H), 2.20 (s, 6H), 1.70 — 1.61 (m, 9H).
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N,N-Dimethyl-2-(3'-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H,3'H-[5,5'-bibenzo[d]imidazol]-

2-yl)ethan-1-amin (247)
O\
¥ Nb §
N O N/>_\_ N/
N

246 (57 mg, 0,16 mmol) und 251 (95 mg, 0,22 mmol) wurden in 2,5 ml Dioxan geldst.
0,62 ml K3POs4 (0,5M, aq.) wurden zugegeben und das Gemisch wurde unter
Argonatmosphére geriihrt, bevor eine katalytische Menge tBusP Pd G3 hinzugegeben
wurde. Die Reaktion wurde fiir drei Tage bei 80 °C gertihrt, bis die DC einen vollstindigen
Verbrauch der Ausgangsstoffe anzeigte. Die Losungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie
aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + NHsz 2N 3,5-10%). Ein zweiter
chromatographischer Aufreinigungsschritt wurde mit C18-Kieselgel durchgefiihrt
(H20 + NH3 0,2 % + MeOH 15 — 90 %), um das gewiinschte Produkt als Feststoff mit 94 %
HPLC-Reinheit zu erhalten. Ausbeute: 59 mg Feststoff (79 %) 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 12.21 (bs, 1H), 8.60 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.79 — 7.70 (m, 2H), 7.66
—7.61 (m, 1H), 7.57 — 7.50 (m, 3H), 7.46 — 7.39 (m, 2H), 4.07 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.23 (t,
J = 8.4 Hz, 2H), 3.15 (s, 3H), 2.99 — 2.94 (m, 2H), 2.75 — 2.69 (m, 2H), 2.22 — 2.18 (m,
6H). HPLC tet = 3.82 min. ESI-MS m/z: 499.1 [M-H]J-.

N'-(4-Brom-2-nitrophenyl)-N?,N*-dimethylpropan-1,3-diamin (248)

Br NO,
\©:N/\/\N/
H I
4-Brom-1-fluor-2-nitrobenzen (808 mg, 3,67 mmol) und N!' N!'-Dimethylpropan-1,3-
diamin (376 mg, 2,68 mmol) wurden in 8 — 10 ml /PrOH gelost und mit 1,3 ml EtzN
versetzt. Das orangefarbene Gemisch wurde iiber Nacht bei 50 °C geriihrt. Nach
erfolgreicher Reaktionskontrolle iiber DC wurde die Reaktion mit 1 T an EA verdiinnt und
mit 2 N NaOH und geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung der organischen
Phasen wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, um das gewiinschte

Produkt als orangenes Ol zu erhalten. Ausbeute: 1104 mg (99 %). '"H NMR (400 MHz,
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DMSO) 6 8.63 (t,J=5.2 Hz, 1H), 8.15 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.63 (dd, /=9.2, 2.4 Hz, 1H),
7.04 (d, J=9.3 Hz, 1H), 3.41 —3.34 (m, J=12.2, 6.6 Hz, 2H), 2.32 (t, J = 6.5 Hz, 2H),
2.15 (s, 6H), 1.74 (p, J = 6.6 Hz, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) § 144.3, 138.8, 131.3,
127.8, 116.9, 104.8, 57.0, 45.2, 41.6, 25.6. HPLC ty = 4.24 min. ESI-MS m/z: 302.2
[M+H]".

3-(5-Brom-1H-benzo[d]imidazol-1-yl)-N,N-dimethylpropan-1-amin (249)

Br. N
Jo%

N /

\\/\N\
Schritt 1 nach ASV 3 mit 248 (1080 mg, 3,57 mmol), 2,34 g Zinkpulver (35,7 mmol) und
NH4Cl1 (1,91 g, 35,7 mmol) in 10 ml MeOH. Schritt 2 nach ASV 4 mit 68 mg p-TsOH-H,O
(10 mol%) und 1,6 ml HC(OEt);s in Toluol bei 80-—90°C. Nach -erfolgreicher
Reaktionskontrolle wurde die Reaktion mit MeOH gestoppt und die Losungsmittel wurden
am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung
verwendet. '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.30 (s, 1H), 7.86 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.64 (d,
J=28.6 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 4.31 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.55 — 2.50 (m,
2H), 2.36 (s, 6H), 2.08 — 1.98 (m, 2H).

N,N-Dimethyl-3-(3'-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H,3'H-[5,5'-bibenzo[d]imidazol]-
1-yl)propan-1-amin (250)

0, N=

.9

N
Durchfiihrung nach ASV 7 mit 42 mg 249 (0,15 mmol) und 86 mg 251 (0,20 mmol), 1,2 ml
K3POs4 (0,5 M, aq.) in Dioxan iiber Nacht bei 65 °C. Das Rohprodukt wurde via Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + NH3z 2 N 2,5 — 8 %). Man erhilt
das Produkt als briunliches Ol, welches in DCM aufgenommen und mit kleinen Mengen
an n-Pentan und Ether suspendiert und durch Filtration gewonnen werden kann. Ausbeute:
weiBlicher Feststoff (35 mg, 45 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.61 (s, 1H), 8.24 (s,
1H), 7.97 = 7.91 (m, 1H), 7.87 — 7.83 (m, 1H), 7.82 — 7.80 (m, 1H), 7.71 — 7.64 (m, 2H),
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7.60 (dd, J= 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.55 — 7.50 (m, 2H), 7.42 (dd, J= 7.9, 1.7 Hz, 1H), 4.29 (t,
J= 6.8 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.15 (s, 3H), 2.16 (t, J =
6.9 Hz, 2H), 2.12 (s, 6H), 1.98 — 1.90 (m, 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) § 144.9,
144.2, 143.7, 143.3, 142.9, 137.1, 135.3, 134.7, 133.8, 133.4, 131.4, 126.8, 122.3, 122.0,
120.2, 118.5, 117.8, 110.8, 108.8, 108.6, 55.7, 50.5, 45.1, 42.2, 34.8, 27.4, 27.1. HPLC t
=2.78 min. ESI-MS m/z: 537.2 [M+Na]". IR [cm'] 774, 800, 973, 1154, 1219, 1342, 1462,
1492, 1609, 2770, 2935.

1-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-6-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1 H-

benzo[d]imidazol (251)
O
W ,N
Ok
0 0
N B<o
T

N

Durchfiihrung nach ASV 11 mit 392 mg 236 (1,00 mmol), 381 mg B,Pin> (1,50 mmol),
443 mg KOAc (4,50 mmol) und 5 mol% Pd(dppf)Cl, in 8 ml Dioxan bei 80 °C
(Reaktionszeit: 36 h). Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt
(Gradient: DCM/MeOH 0 — 1,7 %). Ausbeute: aufgrund von Verunreinigungen nicht
berechnet. 'H NMR (400 MHz, DMSO) $ 8.64 (s, 1H), 7.81 — 7.79 (m, 1H), 7.77 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.60 (dd, J= 8.1, 0.7 Hz, 1H), 7.56 — 7.52 (m, 1H), 7.39 (d, /= 1.8 Hz, 1H),
7.30 (dd, J=17.9, 1.9 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.13 (s,
3H), 1.29 (s, 12H). HPLC tyet = 7.76 min.

7.10 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.6

1-Brom-5-fluor-2-methoxy-4-nitrobenzen (252)

F Br

OZN: : :o/
Zu einer Losung von 2-Brom-4-fluor-5-nitrophenol (944 mg, 4,00 mmol) in trockenem
Aceton (20 ml) wurden K>COsz (1105 mg, 8,00 mmol) und Mel (0,5 ml, 8,0 mmol)

gegeben. Nach 10 min wurde die Reaktion unter Riickfluss geriihrt, bis die DC den

vollstdndigen Verbrauch des Ausgangsmaterials anzeigte. Die Reaktion wurde mit Wasser
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verdiinnt und auf Eis gegossen. Das Produkt wurde durch Filtration als farbloser Feststoff
gewonnen. Ausbeute: 943 mg (94 %). 28 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.05 (d, J = 10.5
Hz, 1H), 7.75 (d, J= 6.6 Hz, 1H), 3.95 (s, 3H). 3*C NMR (101 MHz, DMSO) & 152.12 (d,
J=2.6 Hz), 148.41 (d, J = 258.8 Hz), 136.08 (d, J = 8.3 Hz), 122.81 (d, J = 25.3 Hz),
118.24 (d, J= 8.9 Hz), 108.24 (d, J = 2.5 Hz), 57.4. HPLC tiet = 7.56 min.

tert-Butyl-6-((5-brom-4-methoxy-2-nitrophenyl)amino)indolin-1-carboxylat (253)

0
 E Nt
0
O,N o~

Zu einer Losung von 1925 mg 252 (7,700 mmol) und 1894 mg 233 (8,090 mmol) in 20 ml
NMP wurden 2,8 ml DIPEA hinzugefiigt. Die Reaktion wurde 2,5 Tage lang bei 105 °C
geriihrt, bis die HPLC den vollstindigen Verbrauch der Ausgangsstoffe zeigte. Die
Reaktion wurde mit Wasser gestoppt, wobei das Produkt ausolte. Eine kleine Menge des
Produkts wurde mit Aceton trituriert und mit dem restlichen halbfesten Produkt vereinigt,
um eine Suspension zu erhalten. Das Produkt wurde durch Filtration gewonnen. Ausbeute:
1906 mg braunlicher Feststoff (54 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 9.14 (s, 1H), 7.66 (s,
1H), 7.64 — 7.24 (m, J = 94.8 Hz, 2H), 7.20 (d, /= 7.9 Hz, 1H), 6.83 (dd, J=7.9, 1.8 Hz,
1H), 3.94 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.05 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H). HPLC
tret = 10.95 min.

tert-Butyl-6-(6-brom-5-methoxy-1H-benz[d]imidazol-1-yl)indolin-1-carboxylat (254)
O__N
Y
O

Schritt 1: nach ASV 3 mit 1810 mg 253, 2550 mg Zinkpulver (39,00 mmol), 2090 mg
NH4Cl (39,00 mmol) und 50ml MeOH. Schritt 2: nach ASV 4 mit 2ml
Triethylorthoformiat (12 mmol), 74 mg p-TsOH-H20 (0,39 mmol) in 100 ml 2-Propanol
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(70 °C, 1,5 h). Ausbeute: Rohprodukt wurde direkt weiterverwendet, nicht berechnet. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.55 (s, 1H), 7.95 - 7.55 (m, 2H), 7.49 (s, 1H), 7.41 (d,J=17.9
Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 7.9, 2.1 Hz, 1H), 4.00 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.14 (t, J =
8.6 Hz, 2H), 1.50 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) 8 151.8, 143.9, 143.6, 134.5, 131.6,
128.0, 126.1, 125.5, 117.1, 114.3, 109.2, 107.4, 102.8, 56.6, 54.9, 48.0, 27.9, 26.5. HPLC
tret = 10.47 min. ESI-MS m/z: 466.1 [M+Na]".

6-Brom-1-(indolin-6-yl)-5-methoxy-1H-benz[d]imidazol (255)

HN

Durchfiihrung nach ASV 5 mit 254 in 16 ml EtOH und 16 ml ethanolischer HCI (1,25 M,
20 mmol) bei 55 °C. Ausbeute: 1045 mg braunlicher Schaum (78 % iiber 3 Stufen). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.43 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.46 (s, 1H), 7.19 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 6.70 (dd, J=7.6,2.0 Hz, 1H), 6.66 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 5.88 (s, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.52
(td, J = 8.6, 1.4 Hz, 2H), 2.98 (t, J = 8.5 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 154.1,
151.5,143.9,134.8,128.8,128.2,125.1, 114.3,111.5,107.1, 102.9, 102.8, 56.6, 46.9, 28.7.
HPLC tret = 6.80 min. ESI-MS m/z: 343.8 [M+H]".

6-Brom-5-methoxy-1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H-benz[d]imidazol (256)

Nach ASV 6 mit 516 mg 255 (1,50 mmol) und 180 mg MsCl (1,58 mmol) in 8 ml Pyridin
fir 1,5 h. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH 0 — 1,5 %). Ausbeute: 539 mg Schaum (85 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO)
0 8.56 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.51 = 7.47 (m, 2H), 7.39 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 7.31 (dd, J= 7.9,
2.0 Hz, 1H), 4.05 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.21 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H).
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3C NMR (101 MHz, DMSO) & 151.7, 144.1, 144.0, 143.4, 135.0, 131.7, 128.1, 126.7,
118.5,114.3, 108.5, 107.4, 102.9, 56.6, 50.5, 34.8, 27.1. HPLC tret = 7.46 min.

3-((5-(5-Methoxy-1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1H-benz[d]imidazol-6-yl)pyridin-2-
yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin (258)

(0]
\\S,N |
/\b /Nl O\/\/N\
N
S
N O/

Nach ASV 8 unter Verwendung von 83 mg 256 (0,18 mmol, 92 % HPLC-Reinheit), 46 mg
60 (0,15 mmol), 83 mg K»>CO; und XPhos Pd G4. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung erfolgte mit DCM/MeOH + NH3 2 N 0 — 3,5 %. Ausbeute: 33 mg Feststoff
(42 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.57 (s, 1H), 8.26 (d, J=2.0 Hz, 1H), 7.83 (dd, J =
8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.51 — 7.43 (m, 4H), 7.40 — 7.34 (m, 1H), 6.84 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.30
(t, J=6.6 Hz, 2H), 4.04 (t, /= 8.4 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.19 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 3.12 (s,
3H), 2.35 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.15 (s, 6H), 1.91 — 1.81 (m, 2H). *C NMR (101 MHz,
DMSO) & 162.2, 153.1, 146.7, 144.2, 143.6, 143.3, 140.3, 135.3, 131.3, 127.6, 127.6,
126.7, 123.8, 118.2, 111.6, 109.7, 108.3, 102.1, 63.9, 56.1, 55.8, 50.5, 45.2, 34.8, 27.1,
26.7. HPLC tret = 4.11 min. ESI-MS m/z: 543.9 [M+Na]". IR [em™!] 772, 834, 967, 1038,
1152, 1227, 1280, 1347, 1457, 1469, 1497, 1601, 2775, 2817, 2937.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(5-methoxy-1-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-1 H-
benz[d]imidazol-6-yl)phenyl)harnstoff (257)

Durchfiihrung nach ASV 8 mit 63 mg 256 (0,11 mmol, 92 % HPLC-Reinheit), 50 mg 94
(0,15 mmol), 83 mg K3CO3 (0,45 mmol) in Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 80 °C.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (DCM/MeOH + NHsz 0 — 10 %)
aufgereinigt. Ausbeute: 35 mg weiBlicher Feststoff (43 %, HPLC-Reinheit 94 %). 'H NMR
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(400 MHz, DMSO) 5 8.71 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 7.49 — 7.33 (m, 9H), 6.12 (¢, J = 4.9 Hz,
1H), 4.04 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.23 — 3.16 (m, 4H), 3.12 (s, 3H), 2.36 (t, J =
5.9 Hz, 2H), 2.20 (s, 6H). '>*C NMR (101 MHz, DMSO0) 8 155.1, 153.2, 143.6, 143.3, 139.4,
135.4, 131.2, 131.2, 129.8, 127.6, 127.4, 126.7, 118.2, 117.0, 111.3, 108.2, 102.0, 58.5,
56.0, 50.5, 44.9, 36.8, 34.8, 27.1. HPLC tw = 3.88 min. ESI-MS m/z: 549.0 [M+H]". IR
[cm'] 772, 836, 976, 1017, 1035, 1158, 1213, 1230, 1320, 1344, 1457, 1469, 1500, 1536,
1603, 1700.

7.11 Synthese der Verbindungen aus Kapitel 3.3.7
tert-Butyl-6-((6-brom-3-nitropyridin-2-yl)amino)indolin-1-carboxylat (259)

- b

HN N Br

N

ON" NF

6407 mg 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (22,73 mmol), 5858 mg 233 (25,00 mmol) und 4,8 ml
EtsN wurden in 50 ml trockenem DMF bei Raumtemperatur geriihrt. (Das Losen des
Pyridins ist leicht endotherm, die Reaktion selbst ist jedoch exotherm. Eine Kiihlung kénnte
von Vorteil sein.) Die Reaktion wurde iiber Nacht geriihrt, bis tiber DC der vollstindige
Verbrauch der Ausgangsstoffe nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit einer
kleinen Menge MeOH und ca. 500 ml Wasser verdiinnt. Das Produkt wurde durch
Filtration gewonnen, luftgetrocknet und danach in 200 ml EtOH unter Reflux geriihrt (ca.
0,5 h). Die Suspension wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Produkt wurde erneut
durch Filtration als orangeroter Feststoff (7579 mg, 71 %) gewonnen. 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.03 (s, 1H), 8.37 (d, J=8.5 Hz, 1H), 7.91 — 7.53 (m, 1H), 7.24 — 7.05 (m, 3H),
3.94 (t,J = 8.4 Hz, 2H), 3.06 (t, /= 8.4 Hz, 2H), 1.50 (s, 9H). HPLC te; = 8.12 min.
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tert-Butyl-6-(5-brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)indolin-1-carboxylat (260)

O__N
7Y
N N\ Br
Xy

Schritt 1: Durchfithrung nach ASV 3 mit 1298 mg 259 (2,982 mmol), 1,6 g Zinkpulver, ca.
2g NH4Cl in 40 ml MeOH. Die Reaktion zeigte nach ca. 0,5 h eine leicht griinliche Farbe.
Schritt 2 nach ASV 4 mit 1,5 ml Triethylorthoformiat und 10 mol% p-TsOH-H20O in
Toluol. Das Rohprodukt wurde iiber Kieselgur/SiO2 (70 — 200 um) mit DCM und einigen
Tropfen MeOH filtriert. Die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt, um
das Produkt als briunlichen Schaum zu gewinnen (1148 mg, 93 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 8.80 (s, 1H), 8.17 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.57 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.41
(d, /=79 Hz, 1H), 7.29 (dd, J=17.9, 2.0 Hz, 1H), 4.00 (t, /= 8.7 Hz, 2H), 3.15 (t, /= 8.6
Hz, 2H), 1.51 (s, 9H). HPLC trt = 14.01 min. ESI-MS m/z: 437.3 [M+Na]".

5-Brom-3-(indolin-6-yl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin (261)

HN

N N\ Br
AT

260 (1110 mg, 2,67 mmol) wurde in 40 ml EtOH aufgelost. 13 ml ethanolische HCI
(1,25 M) wurden zugegeben und die Reaktion wurde bei 55 °C gertihrt, bis iiber DC der
vollstindige Verbrauch des Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die
Reaktion wurde mit 1 T Diethylether verdiinnt und das Hydrochoridsalz des Produkts
wurde durch Filtration gewonnen. Das Salz wurde in geséttigter NaHCO3-Losung mit einer
kleinen Menge an MeOH suspendiert. Das Produkt wurde 4x mit DCM extrahiert. Die
organische Phase wurde iliber Na;SO4 getrocknet und die Losungsmittel wurden am
Rotationsverdampfer entfernt, um das Produkt als braunen Feststoff zu erhalten (567 mg,
67 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 4 8.75 (s, 1H), 8.14 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 7.54 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 7.19 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 6.88 — 6.83 (m, 2H), 5.94 (s, 1H), 3.52 (t, /= 8.6 Hz,
2H), 2.98 (t, J = 8.5 Hz, 2H).!3C NMR (101 MHz, DMSO) § 153.6, 146.2, 145.1, 134.9,
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134.7, 133.6, 130.7, 129.0, 124.6, 122.2, 111.9, 103.5, 46.8, 28.7. HPLC tet = 5.55 min.

1-(Methylsulfonyl)-6-nitroindolin (230)

NO,

Zu einer eisgekiihlten Losung von 11,5 g 6-Nitroindolin (70,05 mmol) in 70 ml Pyridin
werden 8,130 g MsCl (70,98 mmol) portionsweise zugegeben. Das Kiihlen der dunkelroten
Reaktion wurde fiir 30 min fortgesetzt. Die Reaktion wurde mit kaltem Wasser (350 ml)
gestoppt/verdiinnt, nachdem iiber HPLC der vollstindige Verbrauch des Ausgangs-
materials nachgewiesen werden konnte (Reaktionszeit: ca. 2 h). Das Produkt wurde durch
Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Ausbeute: dunkelroter,
kristalliner Feststoff (16,75 g, 99 %). (Optionaler Reinigungsschritt: Produkt kann in
heiBem MeOH suspendiert werden (ca. 0,5 h) und erneut {iber Filtration gewonnen
werden.) "H NMR (400 MHz, DMSO) 6 7.97 (d, J=2.1 Hz, 1H), 7.91 (dd, J=8.2,2.2 Hz,
1H), 7.55-7.50 (m, J= 8.2 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 3.25 (t,J= 8.5 Hz, 2H), 3.13
(s,3H).3*CNMR (101 MHz, DMSO) & 147.5, 143.1, 140.2, 126.2, 118.8, 107.4, 50.4, 34.9,
27.5. HPLC tret = 7.66 min.

1-(Methylsulfonyl)-7-nitro-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (262)

\\S,N

NO,

Zu einer Losung von 1232 mg 7-Nitro-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (6,91 mmol) in 18 ml
trockenem Pyridin wurden 932 mg MsCl (8,13 mmol) hinzugegeben und die Reaktion
wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis iber HPLC der vollstindige Verbrauch der
Ausgangsstoffe nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit 10 Teilen Wasser
gestoppt und das gewiinschte Produkt wurde durch Filtration gewonnen. Ausbeute:
1668 mg gelblicher Feststoff (94 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.44 (d, J = 2.3 Hz,
1H), 7.91 (dd, J= 8.4, 2.3 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.78 — 3.73 (m, 2H), 3.15 (s,
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3H), 2.92 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 1.99 — 1.92 (m, 2H). '3C NMR (101 MHz, DMSO) & 145.9,
137.5,137.4,130.8, 118.2, 116.5, 45.8, 38.4, 26.9, 21.0. HPLC tret = 5.45 min.

1-(Methylsulfonyl)indolin-6-amin (232)

NH,

Durchfiihrung nach ASV 3. Zu einer eisgekiihlten Suspension aus 329 mg 230 (1,36 mmol)
und 726 mg NH4Cl (13 mmol) in MeOH wurden 888 mg Zinkpulver (13 mmol) langsam
iiber 5 min zugegeben. Die Reaktion wurde nach erfolgreicher Reaktionskontrolle mit 5 T
EA verdiinnt. Die Suspension wurde iiber Kieselgur filtriert. Das Filtrat wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt um das gewiinschte Produkt als kristallin-braunlichen
Feststoff (260 mg, 90 %) zu erhalten. "H NMR (400 MHz, DMSO) 8 6.90 — 6.85 (m, J =
8.0 Hz, 1H), 6.60 (d, /= 1.9 Hz, 1H), 6.23 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 5.10 (s, 2H), 3.83 (t,
J=8.3 Hz, 2H), 2.95 — 2.86 (m, 5H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 148.5, 142.7, 125 .4,
118.2, 109.2, 99.6, 50.6, 33.6, 26.6. HPLC trt = 1.87 min. ESI-MS m/z: 213.1 [M+H]".

1-(Methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-7-amin (263)

N

N L

P\
NH,

Zu einer eisgekiihlten roten Suspension aus 1486 mg 262 (5,80 mmol) und 31 g NH4Cl
(580 mmol) in MeOH wurden 38 g Zinkpulver (580 mmol) langsam {iber 5 min zugegeben.
Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis iiber DC der vollstindige Verbrauch
des Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit 5T
Ethylacetat verdiinnt und die resultierende Suspension wurde iiber Kieselgur filtriert. Nach
Entfernen der Losungsmittel am Rotationsverdampfer konnte das Produkt als gelber
Feststoff gewonnen werden. Ausbeute: quantitativ (> 99 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO)
0 6.84 (d,/J=2.2 Hz, 1H), 6.81 — 6.77 (m, J = 8.1 Hz, 1H), 6.32 (dd, J= 8.1, 2.2 Hz, 1H),
4.98 (s, 2H), 3.65 — 3.59 (m, 2H), 2.95 (s, 3H), 2.61 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.88 — 1.80 (m,
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2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 147.1, 137.2, 129.8, 116.1, 110.9, 107.4, 46.1, 38.1,
25.6,22.0. HPLC tret = 1.58 min.

N-(6-Brom-3-nitropyridin-2-yl)-1-(methylsulfonyl)indolin-6-amin (264)

Q
\
(e}
HN N Br
| N
ON"NF

Zu einer Losung von 11,42 g 232 (52,96 mmol) und 15,68 g 2,6-Dibrom-3-nitropyridin
(55,61 mmol) in 60 ml trocknem DMF wurden 11,0 ml EtsN hinzugegeben und die
Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis iiber DC der vollstédndige Verbrauch des
232 nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit Wasser verdiinnt (5 — 10 T) und
die resultierende Suspension wurde filtriert. Der Riickstand wurde in MeOH/Aceton (9 + 1,
ca. 400 ml) suspendiert und unter Refluxbedingungen geriihrt (ca. 1 h). Die Suspension
wurde auf Raumtemperatur gekiihlt und das gewiinschte Produkt wurde durch Filtration
gewonnen. Ausbeute: 17,57 g braun-kristalliner Feststoff (80 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 10.07 (s, 1H), 8.39 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.52 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 7.27 (d, /= 8.0
Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 8.4 Hz, 2H),
3.11 (t, J= 8.6 Hz, 2H), 3.07 (s, 3H). ESI-MS m/z: 435.5 [M+Na]".

N-(6-Brom-3-nitropyridin-2-yl)-1-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-7-amin
(265)

N

N
TN

HN_ N _Br

N

ON7 7

Eine Losung von 818 mg 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (2,90 mmol), 1,0 ml DIPEA und
656 mg 263 (2,90 mmol) in 20 ml EtOH wurde bei Raumtemperatur {iber Nacht geriihrt.
Die dunkelrote Suspension wurde iiber Nacht bei 5 °C gelagert. Das Produkt wurde durch

Filtration gewonnen und mit einer kleinen Menge kaltem EtOH gewaschen. Ausbeute:
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1019 mg roter Feststoff (82 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.06 (s, 1H), 8.39 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.91 - 7.77 (m, 1H), 7.27 — 7.21 (m, 1H), 7.18 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 7.13 (d, J
= 8.5 Hz, 1H), 3.77 — 3.68 (m, 2H), 3.14 (s, 3H), 2.80 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 1.98 — 1.89 (m,
2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 149.0, 145.9, 138.1, 137.0, 135.7, 129.7, 128.3, 125 .4,
118.8,117.8, 116.0, 45.9, 38.5, 26.3, 21.7. HPLC tt = 8.26 min.

5-Brom-3-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin (266)

NNy Br
&y

Durchfiihrung nach ASV 6. Zu einer Losung von 350 mg 261 (1,11 mmol) in 10 ml
trockenem Pyridin wurden 139 mg MsCl (1,21 mmol) unter Eiskiihlung hinzugegeben. Die
Reaktion wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis tiber HPLC der vollstéindige Verbrauch
des Eduktes nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit MeOH verdiinnt und
die Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde iiber
Flash-Chromatographie aufgereinigt. (Gradient: DCM/MeOH 0,5 — 4,0 %). Ausbeute:
297 mg weiBlicher Feststoff (68 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.88 (s, 1H), 8.18 (d,
J=8.4Hz, 1H), 7.64 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.52 — 7.49 (m, J = 8.0
Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 4.05 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 8.4 Hz, 2H),
3.13 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 146.1, 144.9, 143.0, 135.1, 134.8, 133.7,
131.8, 130.9, 126.2, 122.5, 118.7, 108.9, 50.6, 34.4, 27.1. HPLC tret = 9.89 min. ESI-MS
m/z: 415.0 [M+Na]".

Alternative Synthese: Durchfiihrung nach ASV 6. Zu einer Losung von 884 mg 261
(2,80 mmol) in 14 ml trockenem Pyridin wurden 321 mg MsCIl (2,80 mmol) unter
Eiskiihlung bei -5 °C hinzugegeben. Die Reaktion wurde nach 45 min bei Raumtemperatur
geriihrt, bis iiber HPLC der vollstindige Verbrauch des Eduktes nachgewiesen werden
konnte. Die Reaktion wurde mit wenig EtOH verdiinnt und auf 150 ml Eiswasser gegossen.
Das Produkt wurde durch Filtration gewonnen, mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet.

Ausbeute: 1026 mg dunkelvioletter Feststoff (93 %).
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5-Brom-3-(1-(ethylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin (267)
O
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Durchfiihrung nach ASV 6 mit 261 (189 mg, 0,600 mmol) in 3 ml trockenem Pyridin und
81 mg Ethansulfonylchlorid (81 mg, 0,630 mmol). Die Reaktion wurde mit einem
Uberschuss EtOH gestoppt und mit kaltem Wasser verdiinnt. Das Rohprodukt wurde durch
Filtration gewonnen und durch Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH 0 - 0,9 %). Ausbeute: weiBlicher Feststoff (62 mg, 19 %). 'H NMR (400
MHz, DMSO) & 8.86 (s, 1H), 8.18 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.67 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 7.57 (d, J
=8.4 Hz, 1H), 7.51 — 7.47 (m, 1H), 7.39 (dd, /= 8.0, 2.0 Hz, 1H), 4.09 (t, J= 8.6 Hz, 2H),
3.36 (q, J= 7.4 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 1.29 (t, J= 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (101
MHz, DMSO) 6 146.1, 144.9, 143.1, 135.0, 134.7,133.6, 131.4, 130.9, 126.2, 122.5, 118.2,
108.6, 50.5, 43.1, 27.1, 7.5. HPLC tyet = 7.38 min.

5-Brom-3-(1-(cyclopropylsulfonyl)indolin-6-yl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin (268)
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Durchfiihrung nach ASV 6 mit 473 mg 261 (1,50 mmol) und 295 mg Cyclopropan-
sulfonylchlorid (2,10 mmol). Die dunkelviolette Reaktion wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt und mit MeOH gestoppt und mit 100 ml Wasser verdiinnt. Die
feine Suspension wurde liber Watte filtriert. Das Produkt wurde luftgetrocknet und mit
DCM/MeOH von der Watte heruntergelost. Die Losungsmittel wurden am Rotations-
verdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie aufgereinigt
(Gradient: DCM/MeOH 0 — 1,3 %). Ausbeute: farbloser, kristalliner Feststoff (260 mg,
41 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 5 8.86 (s, 1H), 8.18 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.75 (d, J =
1.9 Hz, 1H), 7.58 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.52 — 7.47 (m, 1H), 7.39 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H),
4.11 (t, J= 8.5 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 2.96 (tt, /= 8.0, 4.8 Hz, 1H), 1.25 - 1.20
(m, 2H), 1.04 — 0.97 (m, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 146.1, 144.9, 143.0, 135.1,
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134.8, 133.7, 131.7, 130.9, 126.3, 122.5, 118.3, 109.2, 50.8, 27.3, 26.3, 4.2. HPLC trt =
7.70 min.

7-(5-Brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)-1-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin
(269)

NP
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NN Br
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Schritt 1: Durchfithrung nach ASV 3 mit 1667 mg 265 (3,90 mmol), 2551 mg Zinkpulver
(39 mmol), 2087 mg NH4Cl (39 mmol) in 40 ml MeOH. Schritt 2: Durchfiihrung nach
ASV 4 mit 10 mol% p-TsOH-H20 und 1,94 ml Triethylorthoformiat. Es wurde anstelle
von Toluol Isopropanol verwendet. Aufreinigung: Das Rohprodukt wurde in ca. 100 ml
MeOH refluxiert und bei Raumtemperatur durch Filtration als grauer Feststoff gewonnen
(1316 mg, 83 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.86 (s, 1H), 8.19 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
8.06 (d, J=2.1 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 7.44 —
7.40 (m, J = 8.2 Hz, 1H), 3.81 — 3.75 (m, 2H), 3.23 (s, 3H), 2.88 (t, /= 6.5 Hz, 2H), 2.03
— 1.95 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) § 146.0, 144.7, 137.7, 135.1, 134.8, 132.5,
131.0, 130.7, 128.8, 122.5, 118.6, 116.3, 45.9, 38.4, 26.4, 21.7. HPLC tret = 7.49 min. ESI-
MS m/z: 429.0 [M+Na]".

3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin (270)
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Durchfiihrung nach ASV 11 mit 345 mg 266, 321 mg BoPin2 (1,26 mmol) und 31 mg
Pd(dppf)Cl> in 10ml trockenem Dioxan. Nach vollstindiger Umsetzung des
Ausgangsmaterials (Reaktionskontrolle iiber HPLC) wurde die Reaktion mit ca. 20 ml

DCM verdinnt und iber Kieselgur filtriert. Die Losungsmittel wurden am
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Rotationsverdampfer entfernt, sodass das Rohprodukt als dunkelbraunes Ol gewonnen
werden konnte. Dieses wurde mit Diethylether tiberschichtet und PE wurde langsam unter
Riihren hinzugegeben, bis das Produkt ausfiel. Das Produkt konnte durch Filtration als
grauer Feststoff gewonnen werden. Ausbeute: 377 mg (98 %). 'H NMR (400 MHz,
DMSO0) & 8.90 (s, 1H), 8.15 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.75 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.53
—7.48 (m, 1H), 7.44 — 7.36 (m, 1H), 4.05 (t, J= 7.8 Hz, 2H), 3.27 — 3.16 (m, 5H), 1.31 (s,
12H). HPLC tret = 5.48 min.

1-(Methylsulfonyl)-7-(5-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (271)

<N |N\ B\O
\N _

Durchfiihrung nach ASV 11 mit 489 mg 269, 279 mg B2Pin2 (1,10 mmol) und 39 mg
Pd(dppf)Cl in  9ml trockenem Dioxan. Nach vollstindiger Umsetzung
(Reaktionskontrolle iiber HPLC) wurde die Reaktion mit 1 T DCM verdiinnt und iiber
Kieselgur filtriert. Die Losungsmittel wurden evaporiert. Der resultierende dunkle Schaum
wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen und mit einer kleinen Menge
Diethylether versetzt. Mithilfe der Zugabe einer geringen Menge an PE konnte das Produkt
gefillt und durch Filtration gewonnen werden. Ausbeute: 490 mg grau-kristalliner Feststoff
(90 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 8 8.91 (s, 1H), 8.19 — 8.14 (m, 2H), 7.77 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 7.46 (dd, J=8.1, 2.0 Hz, 1H), 7.40 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 3.82 —3.76 (m, 2H), 3.36
(s, 3H), 2.88 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.03 — 1.96 (m, 2H), 1.31 (s, 12H). HPLC tet = 6.21 min.
ESI-MS m/z: 453.1 [M-H]".
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N,N-Dimethyl-3-((5-(3-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-
yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (272)
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Durchfiihrung nach ASV 7 mit 62 mg 266 (0,16 mmol) und 46 mg 60 (0,15 mmol) in
2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 4 — 10 %). Ausbeute:
44 mg weiBer Feststoff (60 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.94 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
8.92 (s, 1H), 8.48 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, /= 1.7 Hz,
1H), 7.97 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.55 (dd, /= 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 6.93
(d, J=28.7 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 8.4 Hz,
2H), 3.14 (s, 3H), 2.36 (t, J= 7.1 Hz, 2H), 2.15 (s, 6H), 1.87 (p, J= 6.8 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 163.7, 149.3, 146.2, 145.6, 144.4, 142.9, 137.5, 134.7, 134.6, 130.8,
128.9, 128.0, 126.2, 117.2, 115.3, 110.6, 107.9, 64.2, 55.7, 50.5, 45.2, 34.3, 27.1, 26.7.
HPLC tr; = 6.84 min. ESI-MS m/z: 493.3 [M+H]", 515.3 [M+Na]*, 448.3 [M-NMe:]". IR
[cm™'] 778, 820, 977, 999, 1105, 1133, 1150, 1216, 1257, 1278, 1292, 1305, 1316, 1332,
1413, 1463, 1501, 1595, 2766, 2952.

3-((5-(3-(1-(Ethylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-
yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin (273)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 57 mg 267 (0,14 mmol) und 79 mg 60 (0,26 mmol) und
146 mg K>COs in 2,5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3
4 —10 %). Ausbeute: 31 mg weiBer Feststoff (44 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.95
(d, J=2.3 Hz, 1H), 8.90 (s, 1H), 8.47 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
8.14 (d,J= 1.5 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.51 (dd, /= 8.0, 1.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J

O N
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— 8.0 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.10 (t, J = 8.6 Hz, 2H),
3.36 (dd, J = 14.7, 7.4 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.15 (s,
6H), 1.92 — 1.83 (m, 2H), 1.28 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) 5 163.7,
149.3, 146.2, 145.6, 144.4, 143.0, 137.5, 134.7, 134.5, 130.6, 128.8, 128.0, 126.2, 117.0,
115.3,110.5,107.9,64.2,55.7,50.5,45.1,43.2,27.1,26.7, 7.3. HPLC tret = 5.22 min. ESI-
MS m/z: 507.3 [M+H]", 529.3 [M+Na]*.

3-((5-(3-(1-(Cyclopropylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-
yl)oxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin (274)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 80 mg 268 (0,192 mmol), 49 mg 60 (0,16 mmol), 89 mg
K>CO3 (0,64 mmol) und XPhos Pd G4 in 4 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 80 °C.
Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH
+2 N NH3 1 — 4,5 %). Das Produkt wurde als halbfester/harziger Stoff erhalten und wurde
iiber Nacht bei -18 °C gelagert, um einen weilllichen Feststoff zu erhalten. Ausbeute: 40 mg
(48 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.95 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.92 (s, 1H), 8.46 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 8.30 — 8.23 (m, 2H), 7.96 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz,
1H), 7.50 (d, J=8.1 Hz, 1H), 6.89 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 4.35 (t,J= 6.6 Hz, 2H), 4.12 (t, J =
8.5 Hz, 2H), 3.23 (t, /= 8.4 Hz, 2H), 2.98 — 2.90 (m, 1H), 2.36 (t,J= 7.1 Hz, 2H), 2.15 (s,
6H), 1.92 — 1.83 (m, 2H), 1.20 — 1.14 (m, 2H), 0.99 — 0.92 (m, 2H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO) & 163.7, 149.5, 146.2, 145.8, 144.4, 143.1, 137.6, 134.8, 134.6, 130.9, 128.9,
128.0, 126.3,117.1, 115.5, 110.5, 108.5, 64.2, 55.8, 50.8, 45.2,27.3, 26.7, 26.3, 4.0. HPLC
tret = 5.75 min. ESI-MS m/z: 519.2 [M+H]".
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N,N-Dimethyl-3-((5-(3-(1-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-7-yl1)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (275)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 78 mg 269 (0,192 mmol), 49 mg 60 (0,16 mmol), 89 mg
K>COs3 (0,64 mmol) und in 4 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 80 °C. Das
Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH +
2 N NHs 0,5-3 %). Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit
n-Pentan ausgefallt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 37 mg weillicher Feststoff
(46 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.93 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.47 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.62 (dd, J= 8.2, 2.0 Hz, 1H), 7.43 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 6.92 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 4.34
(t, J=6.6 Hz, 2H), 3.84 — 3.74 (m, 2H), 3.17 (s, 3H), 2.89 (t, /= 6.5 Hz, 2H), 2.35 (t, J =
7.1 Hz, 2H), 2.14 (s, 6H), 2.03 — 1.95 (m, 2H), 1.91 — 1.82 (m, 2H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO) & 163.7, 149.5, 146.3, 145.7, 144.4, 137.7, 137.7, 134.7, 133.3, 130.7, 128.8,
128.2, 128.1, 118.1, 116.1, 115.4, 110.6, 64.2, 55.8, 46.0, 45.2, 38.5, 26.7, 26.4, 21.6.
HPLC tret = 5.32 min. ESI-MS m/z: 507.2 [M+H]*. IR [em™'] 766, 783, 821, 833, 860, 868,
889, 953, 982, 1054, 1146, 1219, 1286, 1320, 1361, 1394, 1414, 1465, 1502, 1595, 2773,
2820, 2945.

3-((5-(3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-
yl)oxy)propan-1-ol (276)

Durchfithrung nach ASV 8 mit 1468 mg 270 (3,00 mmol), 696 mg 286 (3,00 mmol),
1658 mg K>COs3 (12,00 mmol) in 16 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) liber Nacht bei 75 °C. Die

Suspension wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit kaltem MeOH verdiinnt. Die
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resultierende Suspension wurde filtriert und der Riickstand/Rohprodukt wurde mit Wasser
und mit MeOH gewaschen und luftgetrocknet. Ausbeute: 1264 mg weiBllicher Feststoff
(91 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.99 — 8.90 (m, 2H), 8.48 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz, 1H),
8.26 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, /= 1.7 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.55 (dd, J =
8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.94 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 4.57 (t,J=5.2 Hz, 1H),
4.38 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.60 — 3.54 (m, 2H), 3.21 (t, J = 8.4 Hz,
2H), 3.15 (s, 3H), 1.89 (p, J = 6.4 Hz, 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) 8 163.8, 149.3,
146.2, 145.6, 144.4, 142.9, 137.5, 134.8, 134.6, 130.8, 128.9, 128.0, 126.3, 117.2, 115.3,
110.6, 108.0, 63.1, 57.4, 50.6, 34.3, 32.0, 27.1. HPLC tiet = 7.19 min. ESI-MS m/z: 488.2
[M+H]". IR [cm™!] 776, 814, 827, 874,916,977,1053, 1107, 1137, 1150, 1217, 1297, 1306,
1332, 1370, 1397, 1415, 1467, 1501, 1597, 3397.

3-((5-(3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-
yl)oxy)propan-1-amin (277)
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Schritt 1 (285): Durchfiihrung nach ASV 8 mit 1026 mg 266 (2,30 mmol, 88 % HPLC-
Reinheit), 268 mg (6-Fluorpyridin-3-yl)boronsdure (2,61 mmol) und 1443 mg K>COs in
18 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt wurde durch Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH 0-1,3 %). Das gewonnene
Produkt wurde in MeOH suspendiert und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 815 mg
weiBer Feststoff (86 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.03 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.99 (s,
1H), 8.75 (td, J= 8.3, 2.6 Hz, 1H), 8.33 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 8.21 (d, /= 1.8 Hz, 1H), 8.08
(d, J=28.4 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.35 (dd, J =
8.6, 2.7 Hz, 1H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.22 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H). HPLC tre
= 7.14 min. Schritt 2: 40 mg 3-Aminopropan-1-ol (0,532 mmol) und 60 mg KO7Bu
(0,532 mmol) wurden in 5 ml trockenem THF geriihrt. 109 mg des Produkts aus Schritt 1
(0,266 mmol) wurden zugegeben und die Reaktion wurde bei 50 °C geriihrt, bis tiber DC
der vollstindige Verbrauch des Ausgangsmaterials nachgewiesen werden konnte. Die

Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt wurde durch
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Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2N NH3 2 - 8,5 %).
Ausbeute: 71 mg Feststoff (57 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.93 (d, J=2.3 Hz, 1H),
8.92 (s, 1H), 8.47 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, /= 1.8 Hz,
1H), 7.97 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.55 (dd, /= 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, /= 8.1 Hz, 1H), 6.93
(d, J= 8.7 Hz, 1H), 4.38 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 8.4 Hz,
2H), 3.14 (s, 3H), 2.69 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.81 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.52 (bs, 2H). HPLC
tret = 4.90 min. ESI-MS m/z: 465.4 [M+H]". IR [cm™'] 776, 814, 977, 1009, 1105, 1150,
1217, 1291, 1331, 1413, 1463, 1500, 1595, 2919.

N-Methyl-3-((5-(3-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-
yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (278)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 91 mg 270 (0,21 mmol), 37 mg 288 (0,15 mmol), 98 mg
K>CO3 (0,71 mmol) in 4 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 65 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3
4 — 10 %). Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan
ausgefillt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 35 mg griulicher Feststoff (49 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 8.96 — 8.90 (m, 2H), 8.47 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J
=8.4 Hz, 1H), 8.16 (d,J= 1.7 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.55 (dd, J= 8.0, 1.9 Hz,
1H), 7.50 (mf, J = 8.1 Hz, 1H), 6.93 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 4.36 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 4.06 (t,J
= 8.5 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H), 2.61 (t, J= 6.9 Hz, 2H), 2.28 (s, 3H),
1.87 (p, J = 6.7 Hz, 2H), (NH below water peak). 3C NMR (101 MHz, DMSO) § 163.8,
149.4, 146.2, 145.6, 144.4, 142.9, 137.5, 134.7, 134.6, 130.8, 128.9, 128.0, 126.2, 117.2,
115.3, 110.6, 108.0, 64.3, 50.6, 48.2, 36.1, 34.4, 28.7, 27.1. HPLC t;et = 4.83 min. ESI-MS
m/z: 479.2 [M+H]*. IR [cm!] 782, 822, 866, 980, 1010, 1105, 1224, 1257, 1294, 1331,
1412, 1463, 1502, 1598, 2921.
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3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-5-(6-(3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy)pyridin-3-yl)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin (279)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 97 mg 270 (0,22 mmol), 57 mg 289 (0,20 mmol), 111 mg
K>CO3 (0,80 mmol) in 5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NHj3 3,5-
6,5 %). Das Produkt wurde in heiBem MeOH suspendiert, die Suspension wurde auf
Raumtemperatur abgekiihlt und das Endprodukt wurde durch Filtration gewonnen.
Ausbeute: 22 mg weiBlicher Feststoff (21 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.95 — 8.91
(m, 2H), 8.48 (dd, /= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 8.16 (d, /= 1.7 Hz, 1H),
7.97 (d,J= 8.5 Hz, 1H), 7.55 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 6.93 (d, J
= 8.7 Hz, 1H), 4.36 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 8.4 Hz, 2H),
3.14 (s, 3H), 2.55—-2.51 (m, 2H), 2.46 — 2.39 (m, 4H), 1.91 (p, /= 6.8 Hz, 2H), 1.73 - 1.63
(m, 4H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) & 163.7, 149.3, 146.2, 145.5, 144.3, 142.9, 137.5,
134.7,134.6, 130.7, 128.8, 128.0, 126.2, 117.2, 115.3, 110.6, 107.9, 64.3, 53.6, 52.3, 50.5,
34.4, 28.0, 27.0, 23.1. HPLC tret = 4.40 min. ESI-MS m/z: 519.4 [M+H]*. IR [em™'] 777,
816, 835, 862, 876, 917, 960, 977, 1010, 1049, 1107, 1136, 1178, 1220, 1258, 1279, 1291,
1305, 1315, 1334, 1361, 1395, 1416, 1464, 1505, 1599, 2789, 2953.

3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-5-(6-(3-(piperidin- 1-yl)propoxy)pyridin-3-yl)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin (280)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 97 mg 270 (0,22 mmol), 60 mg 290 (0,20 mmol), 111 mg
K>CO3 (0,80 mmol) in 5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3
4 —7,3 %). Das Produkt wurde in heiBem MeOH suspendiert, die Suspension wurde auf
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Raumtemperatur abgekiihlt und das Endprodukt wurde durch Filtration gewonnen.
Ausbeute: 46 mg weiBlicher Feststoff (43 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.98 — 8.88
(m, 2H), 8.48 (dd, J=8.7, 2.3 Hz, 1H), 8.26 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 8.19 — 8.13 (m, 1H), 7.98
(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.55 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.50 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 6.93 (d, /= 8.7
Hz, 1H), 4.34 (t,J = 6.6 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.22 (t, /= 8.4 Hz, 2H), 3.14 (s,
3H), 2.39 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.36 — 2.27 (m, 4H), 1.94 — 1.84 (m, 2H), 1.53 — 1.45 (m,
4H), 1.41 — 1.33 (m, 2H). HPLC tr = 4.40 min. ESI-MS m/z: 533.4 [M+H]". IR [cm™']
777, 820, 862, 876,917, 953,978, 1010, 1044, 1060, 1107, 1177, 1219, 1259, 1278, 1292,
1306, 1316, 1333, 1360.

N-Methyl-3-((5-(3-(1-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-7-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (281)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 107 mg 271 (0,24 mmol), 50 mg 288 (0,20 mmol), 113 mg
K>CO3 (0,82 mmol) in 4 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 65 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3
6 — 8,2 %). Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM aufgenommen, mit n-Pentan
ausgefillt und durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 41 mg graulicher Feststoff (42 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) ¢ 8.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.47 (dd, J = 8.7, 2.5
Hz, 1H), 8.36 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 8.26 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.62
(dd, J=8.2,2.1 Hz, 1H), 7.43 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.92 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 4.37 (t, J=6.5
Hz, 2H), 3.84 — 3.75 (m, 2H), 3.28 (bs, 1H), 3.16 (s, 3H), 2.90 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.61 (t,
J=6.9 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 2.03 — 1.96 (m, 2H), 1.87 (p, J= 6.7 Hz, 2H). *C NMR (101
MHz, DMSO) 6 163.7, 149.5, 146.2, 145.6, 144.3,137.6, 137.6, 134.6, 133.3, 130.6, 128.8,
128.2, 128.0, 118.1, 116.1, 115.4, 110.5, 64.2, 48.2, 46.0, 38.4, 36.1, 28.7, 26.3, 21.6.
HPLC tret = 5.18 min. ESI-MS m/z: 493.1 [M+H]*. IR [em™'] 666, 769, 784, 821, 869, 887,
918, 970, 985, 1004, 1018, 1038, 1077, 1091, 1120, 1182, 1229, 1258, 1288, 1320, 1364,

1414, 1465, 1506, 1598, 2949.
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1-(Methylsulfonyl)-7-(5-(6-(3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy)pyridin-3-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (282)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 100 mg 271 (0,22 mmol), 57 mg 289 (0,20 mmol), 111 mg
K>CO3 (0,80 mmol) in 5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3
4—-73%). Das Produkt wurde in heilem MeOH suspendiert, die Suspension auf
Raumtemperatur abgekiihlt und das Endprodukt durch Filtration gewonnen. Ausbeute:
47 mg weiBlicher Feststoff (44 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.93 (d, J= 2.4 Hz, 1H),
8.86 (s, 1H), 8.47 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.36 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.95 (d, J=8.4 Hz, 1H), 7.62 (dd, J=8.2,2.0 Hz, 1H), 7.42 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.91
(d, J=8.7 Hz, 1H), 4.36 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.82 — 3.75 (m, 2H), 3.16 (s, 3H), 2.90 (t, J =
6.5 Hz, 2H), 2.55 — 2.50 (m, 2H), 2.43 (dd, J = 8.3, 3.1 Hz, 4H), 2.04 — 1.96 (m, 2H), 1.95
—1.87 (m, 2H), 1.73 — 1.62 (m, 4H). '3C NMR (101 MHz, DMSO) & 163.7, 149.5, 146.2,
145.6, 144.3, 137.6, 137.6, 134.6, 133.3, 130.6, 128.8, 128.2, 128.1, 118.1, 116.1, 115.4,
110.5, 64.3, 53.6, 52.3, 46.0, 38.4, 28.0, 26.4, 23.1, 21.6. HPLC twt = 4.71 min. ESI-MS
m/z: 533.4 [M+H]". IR [em'!] 667, 737, 768, 783, 821, 834, 862, 887, 918, 960, 983, 1004,
1017, 1048, 1076, 1090, 1123, 1183, 1220, 1258.

1-(Methylsulfonyl)-7-(5-(6-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)pyridin-3-yl)-3 H-imidazo[4,5-
blpyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin (283)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 78 mg 271 (0,22 mmol), 60 mg 290 (0,20 mmol), 111 mg
K>CO3 (0,80 mmol) in 5 ml Dioxan/Wasser (4 + 1) iiber Nacht bei 75 °C. Das Rohprodukt
wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH;3

326



Experimenteller Teil

4—-17,5%). Das Produkt wurde in heiBem MeOH suspendiert, die Suspension auf
Raumtemperatur abgekiihlt und das Produkt durch Filtration gewonnen. Ausbeute: 76 mg
grau-weiBer Feststoff (70 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.95 — 8.91 (m, 1H), 8.86 (s,
1H), 8.47 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.36 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 8.26 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 7.95
(d, J=8.5Hz, 1H), 7.62 (dd, J=8.2, 2.2 Hz, 1H), 7.42 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 6.91 (d, /= 8.7
Hz, 1H), 4.33 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.83 — 3.75 (m, 2H), 3.16 (s, 3H), 2.89 (t, J = 6.5 Hz,
2H), 2.42 — 2.25 (m, 6H), 2.05 — 1.95 (m, 2H), 1.93 — 1.84 (m, 2H), 1.53 — 1.45 (m, 4H),
1.40 — 1.33 (m, 2H). HPLC trt = 4.775 min. ESI-MS m/z: 547.5 [M+H]*. IR [ecm!] 783,
819, 868, 888,918, 954, 984, 1004, 1018, 1047, 1062, 1077, 1091, 1183, 1221, 1260, 1289,
1306, 1363, 1378.

1-(2-(Dimethylamino)ethyl)-3-(4-(3-(1-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-7-yl)-
3H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)phenyl)harnstoff (284)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 73 mg 271 (0,16 mmol), 42 mg 93 (0,15 mmol) und 160 mg
K>CO3 (0,60 mmol) tiiber Nacht bei 70 °C. Das Rohprodukt wurde {iiber Flash-
Chromatographie aufgereinigt (Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH3 5 —9,2 %). Ausbeute:
57 mg weiBlicher Feststoff (71 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.87 — 8.79 (m, 2H),
8.35(d,J=2.0 Hz, 1H), 8.20 (d, /= 8.5 Hz, 1H), 8.06 (d, /= 8.8 Hz, 2H), 7.88 (d, /= 8.5
Hz, 1H), 7.64 (dd, J= 8.2, 2.1 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.43 (d, /= 8.3 Hz, 1H),
6.15 (t,J=5.2 Hz, 1H), 3.82 —3.76 (m, 2H), 3.23 — 3.15 (m, 5H), 2.90 (t, /= 6.5 Hz, 2H),
2.35 (t,J = 6.1 Hz, 2H), 2.19 (s, 6H), 2.04 — 1.97 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) §
155.0, 151.8, 146.2, 144.0, 141.4, 137.7, 134.2, 133.4, 131.3, 130.6, 128.5, 128.2, 127.4,
118.1, 117.3, 116.1, 115.2, 58.4, 46.0, 45.0, 38.6, 36.9, 26.3, 21.6. HPLC trt = 5.28 min.
ESI-MS m/z: 534.3 [M+H]", 532.4 [M-H]". IR [em™!] 766, 781, 817, 869, 886, 987, 1002,
1033, 1056, 1090, 1184, 1225, 1286, 1324, 1409, 1462, 1508, 1540, 1598, 1655, 2942.
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3-((5-Brompyridin-2-yl)oxy)propan-1-ol (286)
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Zu einer Losung von 5-Brom-2-fluorpyridin (1251 mg, 7,108 mmol) und Propan-1,3-diol
(2306 mg, 30,30 mmol) in 15 ml trockenem THF wurden 296 mg NaH (60 Gew.-%,
7,40 mmol) portionsweise zugegeben. Nachdem keine Gasbildung mehr zu beobachten
war, wurde die Reaktion auf 50 °C erhitzt. Nach etwa 5 h zeigte die Reaktionskontrolle
mittels HPLC den vollstindigen Verbrauch der Ausgangsstoffe und die Reaktion wurde
durch Zugabe von gesittigter Salzlosung gestoppt. Das Produkt wurde mit EA extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen wurden iiber NaxSOs getrocknet. Die
Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt wurde durch
Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 0-1 %) aufgereinigt. Ausbeute:
1596 mg gelblicher Feststoff (97 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.26 (dd, J= 2.6, 0.6
Hz, 1H), 7.87 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 1H), 4.53 (t,J=5.2 Hz,
1H), 4.28 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.56 — 3.50 (m, J = 11.5, 6.2 Hz, 2H), 1.84 (p, J = 6.4 Hz,
2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 162.4, 147.2, 141.5, 112.9, 111.2, 63.3, 57.3, 31.8.
HPLC tret = 6.23 min. ESI-MS m/z: 253.8 [M+Na]".

3-((5-Brompyridin-2-yl)oxy)-N-methylpropan-1-amin (288)

Br

Durchfiihrung nach der Vorschrift fiir 286 mit 996 mg 5-Brom-2-fluorpyridin (5,66 mmol),
604 mg 3-(Methylamino)propan-1-ol (6,78 mmol) und 793 mg KO7Bu (7,07 mmol) in
14 ml trockenem THF. Die Reaktion wurde nach 1 h mit NaOH (2 N, 1 Teil) verdiinnt und
mit DCM extrahiert. Das Produkt wurde ohne weitere Purifikation verwendet. Ausbeute:
1293 mg (93 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.17 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.62 (dd, J= 8.8,
2.6 Hz, 1H), 6.64 (d, J=8.8 Hz, 1H), 4.33 (t, /= 6.4 Hz, 2H), 2.73 (t,J=7.0 Hz, 2H), 2.44
(s,J=28.1 Hz, 3H), 1.95 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.51 (bs, 1H). HPLC tiet = 2.58 min. ESI-MS
m/z: 245.0 [M+H].
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5-Brom-2-(3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy)pyridin (289)

Br Z

Durchfiihrung nach der Vorschrift fiir 286 mit 982 mg 5-Brom-2-fluorpyridin (5,58 mmol),
666 mg 3-(Pyrrolidin-1-yl)propan-1-ol (5,15 mmol) und 636 mg KOzBu (5,67 mmol) in
15 ml trockenem THF. (Eine Kiihlung kdnnte von Vorteil sein, da die Reaktion exotherm
verlduft.) Rohausbeute: 1539 mg gelber Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.25 (dd,
J=2.6,0.5Hz, 1H), 7.87 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 1H), 4.25 (t,
J=6.6 Hz, 2H), 2.50 — 2.46 (m, 2H), 2.44 — 2.37 (m, 4H), 1.86 (p, /= 6.8 Hz, 2H), 1.69 —
1.63 (m, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO)  162.3, 147.1, 141.5, 112.8, 111.2, 64.5, 53.5,
52.2,27.8,23.1. ESI-MS m/z: 285.0 [M+H].

5-Brom-2-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)pyridin (290)
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Durchfiihrung nach der Vorschrift fiir 286 mit 981 mg 5-Brom-2-fluorpyridin (5,58 mmol),
742 mg 3-(Piperidin-1-yl)propan-1-ol (5,18 mmol) und 639 mg KO7Bu (5,70 mmol) in
15 ml trockenem THF. (Eine Kiihlung kdnnte von Vorteil sein, da die Reaktion exotherm
verlduft.) Rohausbeute: 2561 mg gelber Feststoff. 'H NMR (400 MHz, DMSO) § 8.25 (dd,
J=2.6,0.5Hz, 1H), 7.87 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.8, 0.5 Hz, 1H), 4.23 (t,
J=6.6 Hz, 2H), 2.36 — 2.25 (m, 6H), 1.88 — 1.79 (m, 2H), 1.51 — 1.43 (m, 4H), 1.40 —1.32
(m, 2H). BCNMR (101 MHz, DMSO) 8 162.4, 147.2,141.5,112.8,111.2, 64.6, 55.1, 54.0,
25.9,25.6, 24.1. ESI-MS m/z: 299.1 [M+H].
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tert-Butyl-7-((6-brom-3-nitropyridin-2-yl)amino)-3,4-dihydroisochinolin-2(1H)-
carboxylat (291)
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1905 mg 2,6-Dibrom-3-nitropyridin (4,24 mmol), 1052 mg tert-Butyl-7-amino-3,4-
dihydroisochinolin-2(1H)-carboxylat (4,24 mmol), 1096 mg DIPEA (8,480 mmol) wurden
in 30ml EtOH bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Verbrauch der
Ausgangsstoffe (Reaktionskontrolle iiber DC) wurde die Suspension 15 min lang im
Eisbad gekiihlt. Das Produkt wurde durch Filtration gewonnen und luftgetrocknet.
Ausbeute: 1394 mg orangefarbener Feststoff (73 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.04
(s, 1H), 8.39 (d, /J=8.5 Hz, 1H), 7.44 — 7.39 (m, J= 8.2 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.17 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.49 (s, 2H), 3.57 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.77 (t, J =
5.6 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H). HPLC tr¢=10.74 min. ESI-MS m/z: 471.6 [M+Na]",
447.7 [M-H]-.

tert-Butyl-7-(5-brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)-3,4-dihydroisochinolin-2(1 H)-
carboxylat (292)
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Schritt 1: Durchfithrung nach ASV 3 mit 1329 mg 291 (2,96 mmol), 1934 mg Zn-Pulver
(29,60 mmol) und 1582 mg NH4Cl (29,60 mmol) in 40 ml MeOH. Schritt 2: Durchfiihrung
nach ASV 4. Das Produkt aus Schritt 1 wurde mit 1,5 ml Triethylorthoformiat und 56 mg
p-TsOH-H>0O in 100 ml Toluol bei 70 °C geriihrt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere
Aufreinigung verwendet. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.84 (s, 1H), 8.17 (d, J= 8.4 Hz,

1H), 7.68 — 7.63 (m, 2H), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.43 — 7.39 (m, 1H), 4.60 (s, 2H), 3.61
(t,J=5.9 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 1.44 (s, 9H). ESI-MS m/z: 451.1 [M+Na]".
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7-(5-Brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin (293)

HN

Durchfiihrung nach ASV 5 mit 1153 mg 292 und 13 ml ethanolischer HCI (1,25 M) in
30 ml EtOH. Das Rohprodukt wurde iiber Flash-Chromatographie aufgereinigt (Gradient:
DCM/MeOH + 2 N NH3 2 —5 %). Ausbeute: 420 mg gelblicher Feststoff (50 % {iber 3
Schritte). 'TH NMR (400 MHz, DMSO) & 8.81 (s, 1H), 8.16 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 7.58 — 7.53
(m, 2H), 7.47 (d,J= 1.9 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.01 (t, /= 5.9 Hz,
2H), 2.77 (t, J = 5.8 Hz, 2H). (NH-Singal unter dem H>O-Signal). HPLC ty = 3.09 min.
ESI-MS m/z: 329.1 [M+H]".

7-(5-Brom-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)-2-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin (294)
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Zu einer Losung von 199 mg 293 (0,604 mmol) in 7 ml trockenem Pyridin wurden
insgesamt 121 mg MsCl (1,06 mmol) hinzugegeben und die Reaktion wurde bei
Raumtemperatur geriihrt, bis der vollstindige Verbrauch des Ausgangsmaterials mittels
HPLC nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit MeOH verdiinnt und die
Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Flash-Chromatographie (Gradient: DCM/MeOH 1 — 7 %) aufgereinigt. Ausbeute: 206 mg
weiBlicher Feststoff (84 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.84 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.71 — 7.67 (m, 2H), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.48 (s,
2H), 3.50 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.03 — 2.97 (m, 5H). HPLC tit = 6.72 min. ESI-MS m/z:
429.0 [M+Na]".
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N,N-Dimethyl-3-((5-(3-(2-(methylsulfonyl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-7-yl1)-3 H-
imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)pyridin-2-yl)oxy)propan-1-amin (295)
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Durchfiihrung nach ASV 8 mit 94 mg 294 (0,23 mmol) und 61 mg 60 (0,20 mmol) in 4 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1). Das Rohprodukt wurde {iber Flash-Chromatographie aufgereinigt
(Gradient: DCM/MeOH + 2 N NH; 4 — 8,5 %). Ausbeute: gelblicher Feststoff (48 mg,
47 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) 6 8.91 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.39 (dd, J =
8.7, 2.5 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.89 (dd, J = 8.2, 2.1
Hz, 1H), 7.84 — 7.81 (m, 1H), 7.47 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.50 (s,
2H), 4.34 (t, J= 6.6 Hz, 2H), 3.51 (t,J = 5.9 Hz, 2H), 3.04 — 2.98 (m, 5H), 2.35 (t,J="7.1
Hz, 2H), 2.15 (s, 6H), 1.87 (p, J = 6.8 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 163.7,
149.4, 146.3, 145.5, 144.4, 137.4, 134.6, 133.5, 133.2, 132.7, 129.9, 128.8, 128.0, 121.5,
120.9, 115.3, 110.6, 64.2, 55.7, 46.8, 45.1, 42.9, 35.0, 27.9, 26.7. HPLC tiet = 4.59 min.
ESI-MS m/z: 507.3 [M+H]", 529.2 [M+Na]*. IR [em™'] 819, 871, 925, 963, 1024, 1075,
1146, 1236, 1282, 1323, 1410, 1459, 1513, 1597, 2941.

N,N-Dimethyl-3-((methylsulfonyl)oxy)propan-1-aminium chloride (296)

/
NH+CI
(@] /_F \
I

—S-0
3-(Dimethylamino)propan-1-ol (583 mg, 5,65 mmol) wurde in 10 ml trockenem DCM
geriihrt und in einem Eisbad gekiihlt. MsCl (683 mg, 5,96 mmol) wurde portionsweise
hinzugegeben. Nach 20 min wurde die Suspension filtriert und das Produkt mit einer
kleinen Menge DCM gewaschen. Ausbeute: 1110 mg mit Feststoff (90 %). '"H NMR (400
MHz, DMSO) & 11.14 (s, 1H), 4.31 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.22 (s, 3H), 3.16 — 3.07 (m, 2H),
2.72 (d, J = 3.8 Hz, 6H), 2.18 — 2.06 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 67.6, 53.0,
41.9,36.7, 23.7.
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3-(1-(Methylsulfonyl)indolin-6-yl)-5-(1 H-pyrazol-4-yl)-3 H-imidazo[4,5-b]pyridin (297)

=N
NH
<N | N\ ~
\N _

Durchfiihrung nach ASV 8 mit 266 (98 mg, 0,25 mmol), 4-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-

W ,N

dioxaborolan-2-yl)-1H-Pyrazol (77 mg, 0,40 mmol), einer katalytischen Menge tBusP Pd
G3 und XPhos Pd G4 (ca. 7 mg) in 2,5 ml K3PO4 (0,5 M, aq.) und 6 ml Dioxan bei 70 °C
iiber Nacht. Nach vollstindiger Umsetzung wurde die Reaktion mit geséttigter NH4ClI-
Losung verdiinnt, mit DCM extrahiert, die organischen Phasen getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das beige Rohprodukt wurde in MeOH suspendiert und
filtriert. Der Riickstand wurde mit n-Pentan gewaschen und luftgetrockent. Ausbeute:
76 mg weillicher Feststoff (80 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 13.06 (s, 1H), 8.89 (s,
1H), 8.49 — 8.34 (m, J = 1.8 Hz, 2H), 8.26 — 8.10 (m, 2H), 7.72 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.56
(dd, J=8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.50 — 7.45 (m, 1H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.20 (t, /= 8.4 Hz,
2H), 3.13 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 147.6, 146.0, 143.1, 142.9, 137.4, 135.1,
133.9, 130.3, 128.6, 127.3, 126.2, 122.4, 116.3, 115.5, 107.5, 50.6, 34.5, 27.1. HPLC tret =
5.91 min. ESI-MS m/z: 403.1 [M+Na]".

N,N-Dimethyl-3-(4-(3-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-5-yl)-
1 H-pyrazol-1-yl)propan-1-amin (298)

QN \

/S\\ N—

o) =N
N N\ ~ NJ\/
<

In 3 ml trockenem ACN wurde 297 (50 mg, 0,31 mmol), 296 (29 mg, 0,13 mmol) und
K>CO3 (55 mg, 0,39 mmol) suspendiert und tiber Nacht bei 65 °C geriihrt. Nach Entfernen
des ACN am Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt durch Flash-Chromatographie
aufgereinigt (DCM/MeOH + NH3z (2 N) 0-7,5 %). Ausbeute: 44 mg weiller Feststoff
(73 %). '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.88 (s, 1H), 8.40 — 8.33 (m, 2H), 8.15 (d, /= 8.4
Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.48 (mf, J
= 8.1 Hz, 1H), 4.16 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 4.06 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.20 (t, J = 8.4 Hz, 2H),
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3.14 (s, 3H), 2.19 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.12 (s, 6H), 1.95 (p, J = 7.0 Hz, 2H). *C NMR (101
MHz, DMSO0) § 147.3, 146.0, 143.2, 142.9, 137.2, 135.0, 133.9, 130.4, 128.8, 128.6, 126.2,
122.7, 116.5, 115.2, 107.5, 55.9, 50.6, 49.7, 45.1, 34.5, 27.7, 27.0. HPLC tr = 4.10 min.
ESI-MS m/z: 466.2 [M+H]". IR [em™'] 779, 794, 813, 827, 900, 976, 1011, 1059, 1105,
1149, 1202, 1217, 1311, 1330, 1407, 1496, 1560, 1596, 2758, 2812.

5-(6-(3-Chlorpropoxy)pyridin-3-yl)-3-(1-(methylsulfonyl)indolin-6-yl)-3 H-imidazo[4,5-
b]pyridine (302)

N

N

N
&l

N
In 5 ml trockenem DMF wurden 50 mg 276 (0,11 mmol), 42 mg TsClI (0,22 mmol), 22 ul
EtsN (0.16 mmol) und 1 mg DMAP (0,01 mmol) gelost bzw. suspendiert. Der Ansatz

=

wurde fiir 24 h bei 50°C geriihrt. Der Ansatz wurde anschlieend auf Raumtemperatur
abgekiihlt und mit 5 — 10 T an Wasser verdiinnt. Die Suspension wurde mit Watte filtriert
und der Riickstand mit DCM/MeOH geldst und eingeengt. Ausbeute: 26 mg (49 %). 'H
NMR (400 MHz, DMSO) & 8.92 (s, 1H), 8.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.33 — 8.27 (m, 2H),
8.23 (d, J=8.5Hz, 1H), 7.84 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 7.56 — 7.44 (m, 2H), 6.54 (d, J = 9.5 Hz,
1H), 4.12 (t, J=7.1 Hz, 2H), 4.06 (t, /= 8.4 Hz, 2H), 3.70 (t, /= 6.5 Hz, 2H), 3.21 (t,J =
8.4 Hz, 2H), 3.14 (s, 3H), 2.22 — 2.13 (m, 2H). HPLC tt = 7.09 min. ESI-MS m/z: 506.2
[M+Na], 448,2 [M-CI]".

2-((4-Bromphenyl)thio)-N,N-dimethylethan-1-amin (303)>%

/©/S\/\T/
Br

4-Bromthiophnenol (378 mg, 2,00 mmol) und NaOH (184 mg, 4,60 mmol) wurden in
12 ml EtOH gelost. 2-Chlor-N, N-dimethylethan-1-aminhydrochlorid (288 mg, 2,00 mmol)
wurde hinzugegeben und die Reaktion wurde 2 h lang unter Riickfluss geriihrt. Die
Reaktion wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit Diethylether extrahiert, gefolgt
von der Extraktion der organischen Phase mit 10 %iger HCl. Der pH-Wert der wissrigen

Phase wurde auf 9 eingestellt und anschlieBend mit Diethylether reextrahiert. Die
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organischen Phasen wurden liber Na>SO4 getrocknet und eingedampft. Ausbeute: 473 mg
Fliissigkeit (91 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.50 — 7.45 (m, 2H), 7.29 — 7.24 (m,
2H), 3.10 — 3.02 (m, 2H), 2.48 — 2.41 (m, 2H), 2.15 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz, DMSO)
0 136.4, 131.7, 129.6, 118.2, 57.8, 44.9, 30.1. HPLC twt = 3.65 min. ESI-MS m/z: 260.2
[M+H]".

N-(3-(6-(4-((2-(Dimethylamino)ethyl)thio)phenyl)- 1 H-benzo[d]imidazol-1-
yl)phenyl)methansulfonamid (304)

AN ,/O
Z T

S\/\N

’/

O

126 (90 mg, 0,22 mmol), 303 (53 mg, 0,20 mmol) und K3PO4 (217 mg) wurden in 2,5 ml
Dioxan/Wasser (4 + 1) gelost. Das Gemisch wurde unter Argonatmosphire geriihrt und
eine katalytische Menge tBusP Pd G3 wurde hinzugegeben. Die Reaktion wurde iiber Nacht
bei 65°C geriihrt, bis iiber DC der vollstindige Verbrauch der Ausgangsstoffe
nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion wurde mit gesittigter NaHCO3-Losung
verdiinnt, gefolgt von der Extraktion mit DCM. Die organischen Phase wurden tiiber
NazS04 getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt wurde in ACN suspendiert und das
Losungsmittel wurde dekantiert. Das Produkt wurde in einer kleinen Menge DCM und #-
Pentan suspendiert und durch Filtration gesammelt. Ausbeute: 79 mg weilllicher Feststoff
(83 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO) $ 10.14 (s, 1H), 8.63 (s, 1H), 7.88 — 7.82 (m, 2H),
7.71 —7.66 (m, 2H), 7.64 — 7.57 (m, 3H), 7.50 — 7.46 (m, 1H), 7.44 — 7.39 (m, 2H), 7.33 —
7.29 (m, 1H), 3.16 — 3.08 (m, 5H), 2.52 — 2.47 (m, 2H), 2.17 (s, 6H). '*C NMR (101 MHz,
DMSO) & 143.8, 143.4, 140.0, 137.8, 136.6, 135.7, 135.5, 133.5, 131.2, 128.3, 127.6,
121.7,120.4,118.4, 118.1, 113.8, 108.5, 58.0, 44.9, 39.7, 30.2. HPLC t;et = 4.45 min. ESI-
MS m/z: 465.3 [M-HJ. IR [cm™] 692, 759, 801, 818, 862, 895, 904, 915, 969, 985, 1010,
1095, 1122, 1152, 1164, 1206, 1225, 1241, 1292, 1304, 1310, 1326, 1404, 1444, 1466,
1480, 1491, 1509, 1601, 2768, 2816, 2856, 2972, 3104.
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2-((5-Brom-2-nitrophenyl)amino)-1-morpholinoethan-1-on (305)
()
N
o)\
HND/BF
O,N
4-Brom-2-Fluor-1-nitrobenzen (400 mg, 1,82 mmol), 2-Amino-1-morpholinoethan-1-
onhydrochlorid (394 mg, 1,54 mmol) und 0,66 ml EtsN wurden in Isopropanol bei 65 °C
geriihrt, bis liber DC der vollstindige Verbrauch der Edukte nachgewiesen werden konnte.
Die Reaktion wurde mit Wasser verdiinnt, um das Produkt als gelben Feststoff gewinnen
zu konnen. Ausbeute: 556 mg gelber Feststoff (89 %). 'H NMR (200 MHz, DMSO) & 8.87
— 8.65 (m, 1H), 8.00 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 6.86 (d, J=9.2 Hz, 1H), 4.23 (d, J

= 3.6 Hz, 2H), 3.75 — 3.42 (m, 8H). HPLC tyt = 6.76 min. ESI-MS m/z: 366.3 [M+H]",
398.4 [M+Na+MeOH]".
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8 Liste der Testverbindungen

No. Struktur ATM ICso[nM]
(0]
K Q H\/@
N N
1 /,\?‘N ~ | ICso'=7
_ X
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(3 S
3 e
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2 >‘N | A © ICso'= 37
SN
(0]
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O
N OH
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%
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()
(@)
> /NyN = O~ ICs0'=95
SN
O— H H
(0]
>‘N/\/ N\H/N\/\T/ I
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\N O Cl
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(o) H H
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\N O F
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No. Struktur ATM ICso[nM]
|
2 /\/O\ H N/://N\
9 N O A ICsol= 4
RS e
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N
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N
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No. Struktur ATM ICso[nM]
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Q N\ O\/\/N\
18 \ | ICso'= 283
Q
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341




Liste der Testverbindungen

No. Struktur ATM ICso[nM]
H
o. N H H I
s, ICsp'< 1
S\\ N NV\N/
41 770 ; O T |
<N O ICso''= 3,7
N (C195 % 2.,5—6,6)
o) H\< j() H H
\\S:\ NN~y
42 ~ 0 O g 'Il ICso'< 1
N (0]
T
N
H
43 o O T
<N O ICs"=1,4
\N (C195 % 0,98 —2,0)
o. N H H
\\S\\ \Q N N\/\N/
i j °© O i.f | ICso'=2
T
N
N H H
O\\( \Q N N\/\ -
N
45 A g O \g/ | ICs0' = 62
I
N
H\Q H H
N N\/\ b
T N _
46 0] \ O o | ICso'=41
I
N
O ICso' < 1
o. N H H
47 %! O N__N
/ \\O \n/ \/\N/ -
\ o | ICs0" = 0,79
Q O (C195% 0,47 —1,3)
N
F
O H H ICso" =17
48 N\H/N\/\N/ (CI195 % 13 —22)
I
o

342




Liste der Testverbindungen

No. Struktur ATM ICso[nM]
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(CI95% 1,8-3,3)
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w _N

Py N. _O ID

115 0 ST ICs0'" = 0,56
N N A
<\N »

O N__O I\D
NNy %
<\N »

s

P\’ N (@] N

117 o e ICso" = 0,76
NNy %
<\N P

o N . O
118 S N

N\
N N\ |/
I
H
A0 o
S\\ \/\N/
119 770 ! O | ICsol = 23
oG
N

n.k.: nicht kalkulierbar, ICsd': erstes Assayformat mit breitem Konzentrationsbereich;, ICsi": zweites
Assayformat mit engem Konzentrationsbereich. Siehe Kapitel 4.1 fiir weitere Informationen.
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