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,,Darin besteht das Wesen der Wissenschaft.
Zuerst denkt man an etwas, das wahr sein kdnnte.
Dann sieht man nach, ob es der Fall ist

und im allgemeinen ist es nicht der Fall.*

Betrand Russell (1872 — 1970)



Abstract

Glutamate controlled receptors play a central role in neuroexcitatory effects such as neuronal
development and plasticity. Especially the NMDA receptor is involved in these neuronal functions.
But also in case of neurodegenerative disorders like Parkinson’s disease, Alzheimers’s disease,
cerebral ischemia and morbus Huntington, the NMDA receptor is of high interest. Therefore, the
visualization of the NMDA receptor state is the option to study these processes.

The positron emission tomography (PET) is a powerful tool in molecular imaging sciences. Due to its
high sensitivity it allows the in vivo visualization and quantification of biochemical processes and
affords the investigation of pathological actions in neurosciences by the use of radiolabelled tracers.
To date, there are no suitable PET tracers, which can be used to study the NMDA receptor state. The
loss of affinity and selectivity of synthesized PET ligands so far correlate with a high amount of
unspecific binding. The glycin-binding site of the NMDA receptor is an appropriate target, to design
novel tracers for the visualization of the receptor state. For this subtype, highly affine structures are
known which show an excellent selectivity and in vivo activity.

Due to these promising biological data, 4,6-dichloro-3-(2-oxo0-3-phenylimidazolidin-1-ylmethyl)-1H-
indole-2-carboxylic acid (MDJ-114) and (E)-4,6-dichloro-3-(2-phenylcarbamoylvinyl)-1H-indole-2-
carboxylic acid (GV150526), both derivatives of the 3-imidazolidine-substitued 4,6-dichloro-
indolecarboxylic acid, were dedicated for the design of PET analogues. In addition the 7-chloro-4-
hydroxy-3-(3-phenoxyphenyl)-1H-quinolin-2-one (L-701,324) was chosen as an alternative compound
with a different basic structure.

Based on their promising biological data, these ligands were used to design novel derivatives for PET
imaging. To determine their in vitro properties, the °*F-labelled analogues were synthesized by the
introduction of a fluoroethoxy group in the terminal phenylring of the corresponding molecule. A
variation of the fluoroethoxy position in ortho-, meta- and para-substitution allowed to determine the
best affinity in a competitive receptor binding assay of [PH]MDL-105,519. To estimate the lipophily,
log D-values were determined using the HPLC-method. Due to these data, the precursors of the
GV150526- and L-701,324-derivatives were synthesized (34: log D = 0,23 + 0,03, IC5 = 0,20 £
0,25 uM, K; = 0,13 + 0,16 pM; 55: log D = - 0,25 £ 0,01, ICsp = 78 + 37 uM, K; = 51 + 24 uM). These
molecules were ®F-labelled by the use of the labelling agent 2-[*°F]fluoro-ethyltosylate, which was
generated by the reaction of ethylene ditosylate and [®F]fluoride to give the desired radiotracer [*°F]34
(4,6-dichloro-3-{2-[4-(2-[**F]fluoroethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indole-2-carboxylic acid) and
[*®F]55 (7-chloro-3-{3-[4-(2-[*®F]fluoroethoxy)-phenoxy]-phenyl}-4-hydroxy-1H-quinolin-2-one). In
both cases, the radiosynthesis was optimized to obtain the corresponding tracers in high radiochemical
yields up to 86 %. For purification and quality control, HPLC methods were established.

Additionally for the indole derivative [*®F]34, autoradiographic studies were performed. In Mg** and
glutamate activated slices of the rat brain, [**F]34 showed a heterogeneous binding with no
correspondence with the known distribution of NMDA-receptor rich areas. In addition, a high amount
of unspecific binding was observed.

Both compounds were evaluated in LWPET studies and showed low radioactivity levels in the rat brain.
In contradiction with the findings of the unsubstituted derivatives both PET tracers are not suitable to
penetrate the blood-brain-barrier and therefore cannot be used to image the NMDA receptor state
in vivo. The carboxylate of the indole derivative and the 4-hydroxy-quinolin-2-one structure of the
L-701,324 derivative may be the main reason for this negative influence on blood-brain-barrier
penetration. Due to these findings, new approaches can be started to synthesize prodrugs with
improved bioavailability to investigate the NMDA receptor state. Additionally, new structures
establish the possibility of the new design of novel potential PET tracers.
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1. Einleitung

1.1 Bedeutende Nobelpreise fir die Lebenswissenschaften

Viele Nobelpreise wurden fiir grundlegende Arbeiten verliehen, aus denen sich in der nachfolgenden
Zeit eine Reihe bedeutender Arbeitsmethoden und technischer Anwendungen entwickelt haben. Fir
das weite Feld der molekularen Bildgebung, welche im Gesundheitssektor einen immer grof3eren
Stellenwert einnimmt, sind diese Forschungsergebnisse von essentieller Bedeutung.

Den erstmals 1901 vergebenen Nobelpreis fur Physik erhielt Wilhelm Conrad Rontgen fiir die
Entdeckung der Réntgenstahlen®, welche bereits seit 1896 in der Medizin ihre Anwendung finden.
Radioaktive Elemente spielen besonders im Bereich der Nuklearmedizin eine zentrale Rolle und haben
dort ein breites Anwendungsspektrum.? Die Entdeckung der Radioaktivitat durch Henri Becquerel®
und die Studien Uber radioaktive Elemente durch Marie und Pierre Curie, welche 1903 ebenfalls mit
dem Nobelpreis geehrt wurden, gaben den Startschuss fiir eine ganze Reihe an weiteren Entdeckungen
auf diesem Gebiet. Die Erzeugung verschiedener radioaktiver Elemente und Nuklide mit ihren
verschiedenen Eigenschaften sind Uber die Jahre hinweg in den Fokus der Wissenschaft gerlickt. So
stellte Enrico Fermi durch Neutronenbeschuss gezielt neue radioaktive Elemente dar® und wurde 1938
mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Trotz der damals vorhandenen Mdglichkeiten, neue kiinstliche
Elemente herzustellen, war ein breites Spektrum an Nukliden noch nicht zugénglich. Erst mit der
Erfindung des Zyklotrons gelang Ernest Lawrence ein grof3er Schritt, neue Radionuklide zu
synthetisieren. Durch Beschuss von stabilen Kernen mit geladenen Teilchen (beispielsweise Protonen
oder Deuteronen) war es nun mdglich, neutronenarme Kerne herzustellen.>® Hierfiir wurde ihm 1939
der Nobelpreis zuerkannt. Heutzutage ist bei der routinemaRigen Synthese von neutronendefizitdren
Nukliden auf das Zyklotron nicht mehr zu verzichten. Physikalisch-mathematische Methoden sind bei
den bildgebenden Verfahren essentiell, um aus den erhaltenen Daten die entsprechenden Bilder zu
rekonstruieren und zu verbessern. Mit der Entwicklung solcher rekonstruktiver Methoden haben
Cormack und Hounsfield entscheidend zum Erfolg der Computertomographie (CT) und der
Positronenemissionstomographie (PET) beigetragen, was 1979 schliellich ebenso in einem Nobelpreis
resultierte.”®

In der Chemie wurde ebenso eine Vielzahl von Nobelpreisen vergeben, die fur die zukiinftige
Entwicklung der molekularen Bildgebung entscheidend waren. Im Jahre 1908 erhielt Ernest
Rutherford den Nobelpreis fir die Erkenntnisse Gber den Zerfall der Elemente und die Chemie der
radioaktiven Stoffe und trug so zum allgemeinen Verstdndnis dieses Ph&dnomens bei. Genauso
vermittelte Frederick Soddy mit seinen Untersuchungen (ber das Vorkommen und der Natur der
Isotope einen entscheidenden Beitrag zum Grundverstandnis in der atomaren Welt, woflr er 1921 mit
dem Nabelpreis geehrt wurde. Ein fur die molekulare Bildgebung ganz bedeutender Nobelpreis wurde
1943 an George de Hevesy fir die Formulierung des Tracerprinzips vergeben. Er untersuchte
Transportvorgdnge in Pflanzen mit Hilfe des Bleiisotops #?Pb und filhrte somit erste in vivo-
Experimente durch.” Gleichzeitig legte er den Grundstein fiir die nicht-invasive molekulare
Diagnostik.

Um sich die Erkenntnisse aus Physik und Chemie fiir die medizinische Anwendung am Menschen
nutzbar zu machen, ist es notwendig, grundlegendes Verstdndnis (ber die Funktionen des
menschlichen Organismus zu gewinnen. So wurden zahlreiche Nobelpreise fur Medizin in diesem
Kontext vergeben. Schon im Jahr 1904 wurde Camillo Golgi fur seine Arbeiten an der Aufdeckung
der Struktur des Nervensystems geehrt. Aufbauend aus diesen Erkenntnissen konnte die Funktion der
Neuronen durch Charles Scott Sherrington zusammen mit Edgar Douglas Adrian aufgeklart werden,
woflr 1932 der Nobelpreis verliehen wurde. Schliellich konnte durch die Arbeiten von Bernhard
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Katz, UIf von Euler und Julius Axelrod die Wirkung von Signalsubstanzen an Nervenzellen
demonstriert werden, was 1970 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Flr ihre Arbeiten zur
Signaltransduktion im zentralen Nervensystem erhielten Arvid Carlsson, Paul Greengard und Eric C.
Kandel im Jahr 2000 den Nobelpreis. Darauffolgend erhielten im Jahr 2003 Paul C. Lauterbur und
Peter Mansfield die Auszeichnung fur ihre seit 1973 kontinuierlichen Arbeiten zu der Abbildung mit
Magnetresonanz. Computertomographie und Magnetresonanztomographie sind heutzutage nicht mehr
wegzudenkende Methoden der medizinischen Diagnostik.

All diese gewonnen Erkenntnisse aus der Physik, Chemie und Medizin vereinen sich in dem
Fachgebiet der Radiopharmazeutischen Chemie. Mit Hilfe von physikalischen Anwendungen und
Messprinzipien kdnnen mit entsprechender Kenntnis der biologischen und biochemischen Vorgange
geeignete chemische Molekiile je nach medizinischer Fragestellung entsprechend entwickelt und
eingesetzt werden.

1.2 Bildgebende Verfahren

Bildgebende Verfahren finden in den unterschiedlichsten Bereichen eine weitverbreitete Rolle. Die
Erzeugung eines Radarbildes in der Flugsicherung, die zerstérungsfreie Materialpriifung oder die
Rontgenaufnahme eines Knochenbruchs sind dabei einige nennenswerte Beispiele. Das Prinzip jeder
Anwendung beruht darauf, dass durch Wechselwirkung von Strahlung mit Materie ortsaufgelost
Informationen durch Helligkeitsunterschiede oder farbliche Kodierung abgeleitet werden und so ein
informatives Bild entsteht. In der Medizin wird dieses Prinzip neben der Sonographie und der
optischen Bildgebung beim klassischen Rontgen, der Computertomographie (CT) und der
Magnetresonanztomographie (MRT) sowie in den nuklearmedizinischen Verfahren wie der
Positronenemissionstomographie (PET) und der Einzelphotonenemissionstomographie (SPECT)
angewendet.

1.2.1 Rontgen- und Computertomographie (CT)

Bei der Rontgen- und Computertomographie werden Elektronen im Kilovoltbereich aus einer externen
Strahlenquelle emittiert, welche mit dem zu untersuchenden Gewebe wechselwirken. Aufgrund der
unterschiedlichen Dichteverteilungen des Gewebes werden die einfallenden R&ntgenstrahlen
verschieden stark absorbiert und nur ein Teil der Strahlen trifft auf den Rontgenfilm, welcher das
Rontgenbild erzeugt. Dieses Bild gibt somit die unterschiedliche Dichteverteilung wider. Da es sich
hier um eine Projektion des Volumens auf eine Flache handelt, gehen Informationen, welche die
dreidimensionale Darstellung betreffen, weitgehend verloren. Man kann nicht unterscheiden, ob eine
Schwéachung der Absorption aus einer grofleren Schichtdicke oder einer anderen Morphologie
resultiert.

Dieses Problem wird bei der Computertomographie umgangen. Hier werden verschiedene
Rontgenbilder durch eine rotierende Rontgenquelle aufgenommen und im Computer zu einem
dreidimensionalen Bild rekonstruiert. Durch diese scheibenweise (tomographische) Aufnahme ist eine
genauere Differenzierung gewahrleistet.

In beiden Methoden werden fur verschiedene Bereiche des Kdorpers unterschiedliche Energien der
Rontgenstrahlung benétigt, um unterschiedlich dichte Gewebsarten, wie zum Beispiel Knochen oder
Fettgewebe zu durchdringen. Je nach Untersuchungsart verwendet man harte (50 — 120 keV) oder
weiche (um 40 keV) Rontgenstrahlung. Harte Réntgenstrahlung ist dazu geeignet, dichtes Gewebe und
auch Materialien wie Gips zu durchdringen. Kontrastunterschiede werden hier jedoch stark
abgemildert. Im Falle der weichen Rontgenstrahlung wird ein GroRteil der eingesetzten Strahlung vom
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Gewebe absorbiert, sodass man feinere Unterschiede in der Gewebsdichte darstellen kann. Will man
noch kleinere Gewebsunterschiede visualisieren, die selbst mit weicher Rontgenstrahlung nicht
ausreichend abgebildet werden kdnnen, kommen Kontrastmittel zum Einsatz. Diese bestehen aus
Flissigkeiten mit hoher Dichte und werden vor der Untersuchung verabreicht. Das Kontrastmittel
reichert sich in bestimmten Arealen an, veréndert so die Dichteverteilung, sodass Gewebsgrenzen
besser abgezeichnet werden kdnnen.

Réntgen- und CT-Aufnahmen sind bildgebende Verfahren, die in ihrer Anwendung zwar limitiert,
aber fur die meisten Fragestellungen ausreichend gut geeignet sind. Nachteilig ist jedoch die recht
hohe Strahlenbelastung. Diese liegt bei der CT bei ungefdhr 5 — 20 mSv pro Aufnahme, was im
Vergleich mit der nattirlichen Strahlenbelastung von rund 2 mSv pro Jahr deutlich aufwiegt.

1.2.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

Kann aufgrund des zu geringen Dichteunterschieds der betroffenen Gewebsschichten, wie es
beispielsweise bei Knorpel-, Sehnen- und Bindegewebe der Fall ist, nur eine unzureichende Aussage
mit der CT gemacht werden, kommt die Magnetresonanztomographie (MRT) zum Einsatz. Das
Prinzip beruht auf der Kernspinresonanz. Protonen und Neutronen verfligen (ber einen
Eigendrehimpuls (Spin) und weisen ein magnetisches Dipolmoment auf. In der Materie sind alle
Dipolmomente der Kerne in zufalliger Richtung ausgerichtet. Durch das Anlegen eines externen,
statischen Magnetfeldes richten sich die Dipolmomente in der Richtung des Magnetfeldes aus. Wird
nun senkrecht zum statischen Magnetfeld ein magnetisches Wechselfeld mit der Resonanzfrequenz der
Kerne eingestrahlt (Ultrakurzwellenbereich, 1 Tesla, 42,58 MHz), werden die Dipolmomente der
Kerne ausgelenkt. Durch Ausschalten des magnetischen Wechselfeldes, richten sich die
Dipolmomente wieder entlang des statischen Magnetfeldes aus. Die dabei emittierten schwachen
Radiowellen werden detektiert und ausgewertet. Die Art, wie ein Dipolmoment wieder in seine
Ausrichtung zuruckkehrt, steht in direkter Abhangigkeit zur Gewebsart. Das Signal représentiert
zunéchst den unterschiedlichen Gehalt von Wasserstoffatomen. Der grolie Vorteil dieses Verfahrens
ist, dass es ohne Anwendung von ionisierenden Strahlen auskommt. Eine besondere Stérke liegt darin,
dass Weichteilkontraste des gesamten menschlichen Korpers detailliert abgebildet werden kdnnen.
Generell ist die MRT aufgrund der hohen Kontraste von Weichteilen besonders fur den Nachweis
tumordser, entzindlicher und traumatischer Erkrankungen geeignet.

Durch die Gabe von Kontrastmitteln kann auch hier eine weitere Verbesserung der diagnostischen
Madglichkeiten erzielt werden, wenn es beispielsweise um die Identifizierung von Entziindungsherden
oder vitales Tumorgewebe geht. Mit superparamagnetischen Kontrastmitteln ist es maoglich,
pathologische Entartungen durch hochspezifische Anreicherung zu kennzeichnen und als sogenannte
,»hot spots* darzustellen. Unter Beriicksichtigung des BOLD-Effekts kénnen funktionelle Aussagen
iiber den Oxygenierungsgrad des Gewebes getroffen werden.'®** Somit ist die MRT zur Zeit als
einziges Verfahren in der Lage sowohl anatomische als auch funktionelle bzw. molekulare
Informationen zu liefern, wenngleich die besondere Stérke auf der Visualisierung der Morphologie
liegt.

Das erste brauchbare Bild des menschlichen Organismus wurde im Jahr 1977 erstellt. Seit Anfang der
1980er Jahre wird die MRT in der medizinischen Diagnostik verwendet und zahlt mittlerweile zu den
routinemélig verwendeten Diagnoseverfahren.
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1.2.3 Nuklearmedizinische Verfahren

Die Stérke der beiden nuklearmedizinischen Verfahren SPECT und PET liegt darin, dass
biochemische Vorginge sowie biologische Strukturen und pathologische Prozesse auf subzellularer
Ebene visualisiert werden kénnen. So ist es moglich, Krankheiten friihzeitig auf biochemischer Ebene
zu erkennen, bevor morphologische Verénderungen nachweisbar sind. Durch die intraventse
Applikation von radioaktiv markierten Tracern kann deren Verteilung im Organismus verfolgt und
eine Anreicherung des Radiopharmakons visualisiert werden. So ist es mdglich, auf nicht-invasivem
Weg, Stoffwechselprozesse in vivo tomographisch darzustellen. Aus der Tracerverteilung lassen sich
Rickschlisse auf den Zell- und Organstoffwechsel schlieBen sowie Zell- und Organfunktionen
beurteilen, woraus sich diagnostische Befunde ableiten lassen. Aufgrund der hohen Sensitivitat der
Tracer werden diese nur in minimalen Mengen (Femto- bis Nanogramm) verabreicht, sodass der
naturliche Stoffwechsel unbeeinflusst bleibt. Gerade wegen der nicht-therapeutischen Dosen kann
gewahrleistet werden, dass pathologische Prozesse ohne stérende Einfliisse dargestellt werden kdnnen.
Je nach Fragestellung werden verschiedene Nuklide fur die Bildgebung mittels SPECT oder PET
verwendet.

1.2.3.1 Einzelphotonenemissionstomographie (SPECT)

Bei diesem Verfahren werden Radionuklide verwendet, die eine detektierbare monochromatische
y-Strahlung im 100 — 300 keV-Bereich aussenden. Haufig eingesetzte Nuklide sind Technetium-99m,
lod-123 und Thallium-201. Gammastrahlen werden bei dem Ubergang eines Isotops im angeregten
Zustand in den Grundzustand ausgesendet. Die Detektion dieser Strahlung erfolgt durch
Szintillationskristalle, in denen die Gammastrahlen Lichtblitze erzeugen, welche durch
Photomultiplier verstarkt und registriert werden.

99mTC N 99TC+ ,y

Abb. 1: Einzelphotonenemission am Beispiel des Technetiums

Durch die Einzelaufnahmen der Aktivitdtsverteilung wird das diagnostische Bild generiert. Um
uberhaupt eine raumliche Auflosung zu ermdglichen und um Streustrahlen zu vermeiden werden
Kollimatoren eingesetzt. Diese sind im Wesentlichen Bleiblenden, welche den Raumwinkel der von
den einzelnen Bildpunkten emittierten Gammastrahlung begrenzen. Je kleiner der Raumwinkel, desto
besser wird die Auflosung. Dies hat jedoch den Nachteil, dass dadurch die Strahlensensitivitat und die

Nachweiswahrscheinlichkeit sinken.

Kollimator

v-Strahlung v-Strahlung

Abb. 2: Funktionsweise eines Kollimators
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1.2.3.2 Positronenemissionstomographie (PET)

Das Prinzip der PET beruht auf der Verwendung von neutronenarmen Nukliden, die sich durch einen
B*-Zerfall stabilisieren. Bei dem Zerfallsprozess wird ein Proton in ein Neutron umgewandelt und ein
Positron (B*) sowie ein Neutrino werden emittiert.

1 1 +
iPo = o + BT+ v,

Abb. 3: Zerfallsgleichung einer B*-Umwandlung

Unmittelbar nach der Emission des Positrons verliert dieses durch St6ie mit der umgebenen Materie
sukzessive an kinetischer Energie bis es schliellich mit seinem Antiteilchen, dem Elektron, zum
Positronium kombiniert. Dieses wasserstoffahnliche Intermerdiat hat eine kurze Lebensdauer von etwa
107 — 10™ Sekunden bevor es zerstrahlt. Bei diesem sogenannten Annihilationsprozess wird das
Energiedquivalent der Positron- und Elektronmasse in Form von 2 y-Quanten in einem 180°-Winkel
mit einer Energie von je 511 keV emittiert.”” Diese Vernichtungsstrahlung wird bei der Detektion mit
Hilfe eines ringférmig angeordneten Detektors bei einer PET-Messung genutzt. Treffen innerhalb
eines bestimmten Zeitfensters von wenigen Nanosekunden y-Quanten auf zwei gegentberliegenden
Detektoren, wird dieses Ereignis registriert. Dieses VVorgehen wird als Koinzidenzmessung bezeichnet.
Auf der Verbindungslinie der gegentiberliegenden Detektoren muss der Ort des Zerfalls liegen. Viele
Millionen solcher Prozesse lassen sich dann (ber geeignete Bildrekonstruktionsverfahren
zuriickrechnen und erzeugen so ein tomographisches Bild. Da das Positron vor seiner Annihilation in
Abhéngigkeit seiner B-Energie eine Wegstecke von wenigen Millimetern zuriicklegt, entsteht eine
gewisse Ortsunschérfe.

Detektor .~

L
Positron-Emitter im

PET-Rgdiopharmakon &,
3 p*-Umwand- A
a lung Y
! Positron-
3 Emission
' P
] / i
: o :
! i i
4 g "
\ # Annihilation von P
Ausschnitt aus  ~ Pasitron und Elektron !
Detektorring / o 3
&7 & /
/
Emission von zwei 511-keV-Photonen _/.

in entgegengesetzte Richtung

Detektor _-*

Abb. 4: Prinzip der Koinzidenzmessung*?
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Die Detektion der Strahlung erfolgt tber so genannte Detektormodule von denen etwa 40 Stick in
einem PET-Scanner eingebaut sind. Ein Modul besteht aus 4 — 8 Detektorbldcken, die wiederum aus
bis zu 6 x 6 Einzelkristallen bestehen. Ein jeder Kristall ist 6 — 8 mm breit und etwa 20 — 30 mm lang.
Dabei sind die rund 10.000 Kristalle ringférmig angeordnet und mit rund 1000 Photomultipliern
gekoppelt. Die aus der Positronenemission resultierenden einfallenden Photonen erzeugen im
Detektorkristall durch Szintillation einen Lichtimpuls, der mit Hilfe des Photomulitpliers in ein
elektrisches Signal umgewandelt und verstarkt wird. Ein Fokus liegt hier auf dem Detektormaterial.
Da die Wechselwirkung von y-Strahlung mit Materie recht schwach ist, muss das Detektormaterial
eine hohe Dichte aufweisen, damit ein Photon registriert werden kann. Zudem werden eine hohe
Lichtausbeute sowie eine geringe Totzeit des Detektormaterials angestrebt. Nach dem Einfallen eines
Photons und dessen Detektion dauert es eine gewisse Zeit, bis der Detektor wieder bereit ist, ein
weiteres Photon zu detektieren. Diese Zeit wird als Totzeit bezeichnet. Eine Reduzierung der Totzeit
kommt eine zentrale Rolle zu, da bei deren Reduzierung um die Halfte, theoretisch die Halfte der
urspringlich eingesetzten Aktivitat genutzt werden kann, um ein gleich gutes Bild zu erhalten. Zur
Herstellung von Detektoren werden Verbindungen wie Bismutgermanat (BisGe;Oy,, BGO), ce*-
dotierte Verbindungen, wie Lutetiumoxyorthosilikat (Lu,SiOs:Ce**, LSO) oder Lutetiumyttrium-
oxoorthosilikat (LuYSiOs:Ce?’*, LYSO), verwendet, deren Eigenschaften in Dichte, Totzeit,
Lichtausbeute, Sensitivitat und Handhabung variieren.***

Heutige PET-Gerate haben eine Ortsauflésung von etwa 3 — 5 mm. Fir spezielle Anwendungen, wie
beispielsweise an Kleintier-PET-Geréten, betragt die Auflosung weniger als 2 mm. Die Reichweite
des Positrons im Gewebe korreliert mit der maximalen B-Energie des jeweiligen Nuklids. Daher ist die
Ortsunschérfe auch nuklidabhéngig.

Tab. 1: Ubersicht ausgewahlter PET-Nuklide’

Nuklid Halbwertszeitt,  Eg+max/ MeV

1c 20,3 min 0,960

BN 9,97 min 1,190

e 122,2s 1,72

= 1,8295 h 0,635
%¥Ga 1,130 h 1,899
2ps 26,0 h 2,49

®Br 16,0 h 3.4

By 14,74 h 1,2

124 4,176 d 2,14

Je nach medizinischer Fragestellung wird dem Patienten ein Radiopharmakon verabreicht, welches ein
positronenemittierendes Nuklid enthélt. Dieses kann in Abhéngigkeit des eingesetzten Nuklids
entweder kovalent im Molekil eingebaut sein, in Form eines Nuklid-Liganden-Komplex vorliegen
oder direkt eingesetzt werden (Abb. 5).
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Abb. 5:  Ubersicht der verschiedenen chemischen Zustande von Radionukliden

Gemal} seiner biologischen Eigenschaften reichert sich das radioaktive Pharmakon an seinem Zielort
im Organismus an und kann so lokalisiert werden. Aufgrund der Wechselwirkung von Strahlung mit
Materie wird die Emissionsstrahlung durch den Patienten abgeschwécht. Deshalb wird in der Regel
vor der PET-Messung eine Transmissionsmessung ohne Patient durchgefuhrt. Hier wird durch eine
rotierende Punktquelle die Intensitdt der Strahlung ohne Schwéachung bestimmt. Im Anschluss daran
wird dem Patienten das Radiopharmakon appliziert. Erst dann erfolgt die eigentliche PET-Messung,
bei der dann der Schwéachungsfaktor, hervorgerufen durch die Absorption der Strahlung im Patienten,
genau bestimmt werden kann. Durch dieses Verfahren ist es moglich, die absolute
Aktivitatskonzentration im Gewebe zu bestimmen und macht die PET zu einem quantifizierenden
Verfahren. Desweiteren zeichnet sich die PET durch die mdégliche Durchfiihrung dynamischer
Messungen sowie durch eine bessere Auflésung im Vergleich zur SPECT aus.

1.2.3.3 Entwicklungen und Anwendungen der PET

Schon in den frihen 1950er Jahren wurden erste PET-Versuche fir medizinische Zwecke
durchgefiihrt. Gordon L. Brownell regte an, die Annihilationsstrahlung nach einem p*-Zerfall fir ein
neues bildgebendes Verfahren zu nutzen. Er erhoffte so, die Qualitat, Sensitivitdt und Auflésung von
»~nuklearen Bildern* zu verbessern. Im Massachusetts General Hospital wurde der erste
Positronenscanner, der aus zwei gegeniuberliegenden Natriumiodid-Detektoren bestand, in Betrieb
genommen.® Damals lag der Fokus auf der Abbildung und Lokalisierung von Hirntumoren. Obwohl
der Aufbau so einfach war, lieferte dieser Scanner bessere Bilddaten als alle anderen vergleichbaren
Verfahren, sodass stetig an dessen Fortentwicklung bei der Wahl des besten Detektormaterials und
deren Anordnung sowie der Datenaufarbeitung'® gearbeitet wurde.

Parallel zu technischen Innovationen haben sich auf der chemischen Seite viele neue Mdglichkeiten
und Anwendungen ergeben. In den 1970er Jahren erfolgten erste Experimente, die maligeblich auf
dem Radionuklid O basierten. So wurden Lungenfunktionsmessungen mit [*°0]O,-Gas sowie
Blutflussmessungen, Hirn- und Herzuntersuchungen mit [O]CO, durchgefiihrt. Hinzu kamen
Anwendungen mit dem Nuklid N, welches als [**N]JAmmoniak zur Untersuchung von
Leberkrankheiten genutzt wurde.?




Einleitung

Da zur Herstellung der notwendigen Radionuklide meist leistungsstarke Zyklotrone bendtigt werden,
war das Anwendungsspektrum von kerntechnischer Seite zunachst recht eingeschrénkt.
Leistungsfahige Zyklotrone standen nur in den groBen Regierungslaboratorien zur Verfiigung. Es
dauerte bis Mitte der 1970er Jahre, bis kleinere, aber trotzdem leistungsfédhige Zyklotrone
biomedizinischen Fakultiten zur Verfiigung standen, um neben O auch die Nuklide **N, *'C und *°F
herzustellen. Letzteres wurde zunéchst durch Neutronenbestrahlung am Reaktor hergestelit.

Gerade die Arbeiten von Alfred Wolf und Joana Fowler, vor allem die Entwicklung von [**F]FDG (2-
[**F]Fluor-desoxy-D-glukose) hat die PET stark vorangetrieben.” Mithilfe von ["*F]FDG war es
moglich, recht prézise Werte fur den Glukoseumsatz in Hirn, Herz und anderen Organen zu
bestimmen.?

Neben [**F]FDG wurde eine vielfaltige Produktpalette an radiodiagnostischen Substanzen entwickelt.
In der Diagnostik von Hirntumoren wird heute beispielsweise das [*°F]Fluorethyltyrosin ([**F]FET)
eingesetzt. Aufgrund der hoheren Proliferation des Tumorgewebes wird diese radioaktiv markierte
Aminosdure verstarkt aufgenommen. Die Visualisierung von Hirntumoren mit [**F]JFDG fiihrt zu
keinen aussagekraftigen Bildern, da je nach Art des Tumors eine verminderte, erhdhte und keine
Anreicherung festgestellt werden kann. Daher wird ["*F]JFDG eher zur Visualisierung von peripheren
Tumoren genutzt.

Abb. 6: PET-Aufnahme eines Hirntumors mit ['**F]JFDG (A) und [**F]JFET (B): In A wird der Tumor
durch einen verminderten Glukosestoffwechsel als Negativregion dargestellt. In B zeigt das
Bild aufgrund des Tumorwachstums eine verstarkte Aufnahme der Aminoséure [*°*FJFET?

Abb. 7:  Abbildung eines Lungentumors (Bild A: [**F]FDG-PET, Bild B: CT-Aufnahme)*

Besonders im Hinblick auf Hybridsysteme (PET/CT) oder durch die Bildfusion von PET- und MRT-
Aufnahmen entwickelt dieses Feld ein ganz neues Potential (Abb. 8).




Einleitung

Abb. 8: Bildfusion einer MRT- und einer [®®*FJFDG-PET-Aufnahme (MRT: links, PET: mitte,
Bildfusion: rechts)®

Da die Tracerverteilung sehr spezifisch ist und nur wenig anatomische Details dargestellt werden,
kann die Kombination von anatomischer Bildgebung und nuklearmedizinischem Verfahren einen
entscheidenden Beitrag leisten. Die Uberlagerung aus PET/CT- bzw. PET/MRT-Bildern (Bildfusion)
zeigt die morphologische Struktur zu der korrespondierenden Information des metabolisch verénderten
Stoffwechsels und ermdglicht so die genau Lokalisierung des betreffenden Areals (Abb. 9).

Abb. 9: Bild 1: Hirntumor (Oligodendroglioma) im MRT (A, C) und dargestellt durch Bildfusion
(MRT/PET) (B, D); Bild 2: Hirntumor in der MRT-Darstellung mit verschiedenen
Kontrastmitteln (A, C, D) und in der Bildfusion mit PET (B)*

Auch im Bereich der Bildgebung von neurologischen Prozessen wurden in den 1980er Jahren
Forschungsschwerpunkte in ersten Humanversuchen gesetzt.”” Die groRe Stérke der PET liegt in der
Madglichkeit, neurologische Vorgdnge darzustellen, ohne dabei in pharmakologische Vorgange
einzugreifen. So kdnnen aufgrund der hohen Sensitivitdt Dysfunktionen aufgezeigt werden, noch
bevor der Patient pathologische Symptome zeigt. So ist es beispielsweise méglich, Unterschiede in
einem kranken und einem gesunden Gehirn darzustellen. Hier werden hochspezifische Agonisten bzw.
Antagonisten zur Visualisierung des betreffenden Rezeptorstatus appliziert. So kdnnen Riickschliisse
auf neurologische Hintergriinde einer Erkrankung gezogen werden, als auch auf das
Krankheitsstadium bei positivem Befund.
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1.3 Kernchemische Aspekte

In der Natur kommt Fluor nur in der Form des stabilen Isotops *°F vor. Das radioaktive Isotop *°F
muss wie alle neutronenarme Kerne kiinstlich hergestellt werden. Liegt ein radioaktives Nuklid ohne
Verunreinigung durch seine stabilen Isotope vor, so spricht man von Tragerfreiheit. Faktisch kann
diesen Fall nur ein Nuklid erfiillen, von dem keine stabilen Isotope existieren (z. B. *'At). Im Falle
des *°F sind Verunreinigungen mit natiirlichem *F nicht zu vermeiden und kénnen lediglich minimiert
werden. So kann durch das Vorhandensein von inaktivem Fluor in verschiedenen Materialien die
isotope Verunreinigung das 10 bis 1.000-fache betragen. Deshalb definiert sich bei solchen Nukliden
der Begriff ,kein Trager zugesetzt“. Wird einem Nuklid vorsétzlich eine gewisse Menge seines
inaktiven Isotops zugesetzt, so spricht man von einem getragerten Nuklid.

tragerfrei (carrier-free, cf): Radionuklid ohne isotope Verunreinigung, da
stabile Isotope nicht vorhanden

ohne zugesetzten Trager (no-carrier-added, nca): keine Zugabe eines Tragers zum Radionuklid,
isotope Verunreinigungen sind aber nicht zu
vermeiden

getragert (carrier-added, ca): Zugabe eines Tréagers zum Radionuklid in Form

seines stabilen Isotops

In diesem Zusammenhang definiert sich der Begriff der spezifischen Aktivitit. Bei trégerfreien
Nukliden ist die spezifische Aktivitdt maximal. Bei Nukliden, denen kein Tréger zugesetzt wird, ist
die spezifische Aktivitdt durch Kontaminationen mit isotopen Verunreinigungen limitiert. Im Falle
dass ein Trager zugesetzt wurde, ist die spezifische Aktivitat sehr niedrig. Zudem verschlechtert sich
die spezifische Aktivitat mit der Zeit kontinuierlich, da die Aktivitdtsmenge zerfallsbedingt abnimmt,
jedoch der Anteil an inaktivem Isotop konstant bleibt (Abb. 10). Fiir das *F ergibt sich die spezifische
Aktivitat aus dem Quotienten der vom *®F hervorgerufenen Aktivitat und der Masse von *°F sowie der
Masse des inaktiven Isotops °F. Die maximale spezifische Aktivitét betragt hier 63.377 GBg/pumol.

Aisp

SA =

migp+miop
sA = spezifische Aktivitat, Ais, = Aktivitat von '®F, mis, = Masse an'®F, mis, = Masse an '°F

Abb. 10: Gleichung der spezifischen Aktivitat am Beispiel des °F

Da man fiir zeitlich anspruchsvollere Synthesen und langer andauernde Studien Nuklide mit langerer
Halbwertszeit benétigt, werden Nuklide wie °F (t, = 109,77 min.), ***I (t,, = 4,176 d) und "°Br (ty, =
60 h) eingesetzt, die oftmals zu einer Modifizierung des Originalmolekdils fuhren. Aus diesem Grund
werden die resultierenden Verbindungen Analogtracer genannt. Mdgliche Verdnderungen der
physiologischen Eigenschaften der Analogtracer basieren auf der verdnderten Ladungsverteilung und
Sterik innerhalb des Radiotracers sowie der Fahigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden.
Eine Uberpriifung der analog-markierten Verbindung hinsichtlich ihrer pharmakologischen Eignung
ist unabdingbar. Resultierende Effekte kdnnen aber durchaus erwinscht sein, wie im Falle des
~metabolischen Trappings" des [**F]FDG.?*#
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D-Glukose 2-[°F]Fluor-2-desoxy-D-glukose

Abb. 11: D-Glukose und [**F]FDG im Vergleich

Die Synthese von Analogtracern basiert auf sterischen und chemischen Analogien der Radioisotope
und den substituierten Atomen oder funktionellen Gruppen. "°Br und '*I stellen beispielsweise
Strukturanaloga fiir Methylgruppen dar.*® Da der van-der-Waals-Radius von Fluor dhnlich dem des
Wasserstoffs ist, weisen diese Elemente eine sterische Ahnlichkeit auf. Ahnlich wie Hydroxylgruppen
konnen Fluoratome als Elektronenpaardonoren fungieren und sich so an der Ausbildung von
Wasserstoffbriicken beteiligen. Ferner sind die Bindungslangen von C-F und C-OH vergleichbar.
Wegen der wesentlich hoheren Elektronegativitidt des Fluors im Vergleich zum Wasserstoff sind
Auswirkungen in der Elektronendichteverteilung zu beachten.

Orlglnal molekl Isotopentracer Analogtracer

Abb. 12: Isotopen- und Analogtracer im Vergleich zum Originalmolekil

1.4 ®F-Fluor — Eigenschaften und Produktion

8E zerfallt mit einer Halbwertszeit von 109,77 min zu dem stabilen Nuklid 0. Um 8F herzustellen,
gibt es verschiedene Verfahren. Frither wurde ‘*F am Kernreaktor in einer terndren Reaktion durch die
Bestrahlung von °Li und Sauerstoff mit Neutronen dargestellt. Dabei entsteht beim Beschuss des
Lithiums mit Neutronen unter Aussendung eines a-Teilchens ein *H-Kern, der wiederum mit dem *°O
unter Emission eines Neutrons die Kernreaktion zum *°F bildet. Heute erfolgt die Produktion von **F
fast ausschlieBlich am Zyklotron. Hier werden geladene Teilchen (Projektile) kreisférmig beschleunigt
und auf die vorgelegte Targetverbindung geschossen. Je nach Target- und Projektilwahl kann man *°F
in zwei verschiedenen chemischen Formen darstellen. Als nukleophiles [**F]Fluorid liegt das Nuklid
in wassriger Losung vor, wobei in der zweiten Variante auch elektrophiles [**F]F,-Gas dargestellt
werden kann. Hier aber muss die Kernreaktion mit inaktiven [*°F]F,-Gas getragert werden, um eine
Absorption des entstehenden *°F an der Targetwand zu verhindern. Bei der [*°F]F,-Gasproduktion
tauscht ein produziertes '®F-Atom mit einem *°F-Atom aus dem [*°F]F,-Gas aus. Folglich ist hier die
spezifische Aktivitdt im Vergleich zum nukleophilen [**F]Fluorid gering. Die meist genutzte
Syntheseroute heutzutage filhrt zur Herstellung des nukleophilen [**F]Fluorids, welches durch die
Kernreaktion von hochangereichertem [**0]H,O mit Protonen erzielt wird.
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Tab. 2: Ubersicht der Produktionsrouten von *®F

chemische Form des Targetverbindun Kernreaktion Projektil- erreichbare
[**F]Fluors g g energie spezifische Aktivitat
PF g [*O]H,0 B0 16 MeV bis 37-10° GBg/mmol
BF 4 H,O O(*He,p)®F 36 MeV bis 37-10° GBg/mmol
18
[°F]F [O]O,, Kr B0 10 MeV 37 - 1850 GBg/mmol
(+1% F,), 20 bar
20
Ne
[**F]F, (+01%-02%F) 18 Ne(da)’F 112 MeV 37 — 370 GBg/mmol
bar
°Li(n,o)°H 1 MW
“Fag [°LiILi,COs 10% nemZs
1GO(SH,n)18F

14.1 Einfilhrung von *®F in organische Molekiile und Markierungsstrategien

Es gibt drei verschiedene Wege, ®F in ein biologisches Molekiil einzufiihren.

i) elektrophile Fluorierung mit ca [°F]F,
ii) nukleophile Fluorierung mit nca [**F]F
iii) Einfiihrung von *°F Uber prosthetische Gruppen

In den ersten beiden Varianten kann das *F direkt in das Molekil eingefuhrt werden, wobei in der

dritten Variante zunéchst ein recht einfaches, gut markierbares Molekil mit 18 umgesetzt wird,
welches dann an das eigentliche Biomolekil gekoppelt wird.

1.4.1.1 Elektrophile Fluorierung

In diesem Verfahren wird das [‘*F]F,-Gas direkt zur Fluorierung genutzt. Es besteht jedoch die
Madglichkeit, dieses recht harsche Fluorierungsreagenz durch nachfolgende Reaktionen in mildere
Fluorierungsreagenzien, wie [“®F]XeF, und [*®*F]JAcOF, zu Uberfiihren. Neben der schlechten
Regiospezifitadt und der niedrigen spezifischen Aktivitat wird diese Reaktionsfiihrung nur noch selten
genutzt. Zudem betrégt die theoretisch maximale radiochemische Ausbeute nur 50 %. Lediglich in
Bereichen, wo es nicht auf eine hohe spezifische Aktivitdt ankommt (vor allem bei metabolischen
Tracern), wird die elektrophile Fluorierung noch bei aromatischen Aminosauren, wie beispielsweise 6-
[**F]Fluor-L-DOPA genutzt.**
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HsC
H.C CH3
e 18p 0
18
oy L [¥FIF, CFcl3= oH
BocO HO
OBoc OH

Abb. 13: Elektrophile Fluorierung zur Herstellung von 6-[**F]Fluor-L-DOPA3*

1.4.1.2 Nukleophile Fluorierung

Die bedeutendste Methode zur Synthese '°F-markierter Radiopharmaka ist die nukleophile
Fluorierung mit [**F]Fluorid. Das [**F]Fluorid liegt nach seinem Produktionsprozess in wassriger
Form vor und ist aufgrund seiner hohen Ladungsdichte stark solvatisiert (AHpyg = 506 kJ/mol). In
diesem Zustand ist es von seiner Reaktivitat her stark abgemildert. Dazu kommt, dass das [*°F]Fluorid
durch Protonen sehr leicht zum Fluorwasserstoff protoniert werden kann und als solches ein fliichtiges
Gas darstellt. Daher miissen fiir eine Markierungsreaktion speziell auf das Fluor abgestimmte
Reaktionsparameter gewahlt werden.

Loésungsmittel

Um eine Protonierung des [*°F]Fluorids zu verhindern verwendet man wasserfreie, aprotische
Losungsmittel mit einer hohen Dielektrizitdtskonstate wie beispielsweise DMSO, DMF oder
Acetonitril. Diese wirken zudem dissoziierend auf Salze.

Basensystem

Durch die Verwendung basischer Anionen wie Oxalat oder Carbonat wird sichergestellt, dass das
[**F]Fluorid nicht mit Protonen zu [**F]HF reagieren kann. Zudem wird durch die Verwendung von
Basen die Absorption des Fluorids an den GefaRwéanden verringert, da die Salze als nicht-isotoper
Tréger fungieren.

Phasentransferkatalysatoren
Um die Loslichkeit und Nukleophilie des Fluors in aprotischen Lésungsmitteln zu erhéhen, verwendet
man Phasentransferkatalysatoren wie Tetrabutylammoniumhydroxid oder Aminopolyether, wie
beispielsweise das Kryptofix®2.2.2. in Verbindung mit Kaliumcarbonat. Im Falle des Kryptofix®2.2.2.
wird hierdurch das Kalium-Kation komplexiert und so dem [**F]Fluorid entzogen, was eine Steigerung
der Reaktivitat zur Folge hat.

Besonders wichtig im Hinblick auf eine erfolgreiche Markierungsreaktion ist die Trocknung des
[**F]Fluorids. Hierzu wird das wéssrig vorliegende [**F]Fluorid mit dem Phasentransferkatalysator
sowie der entsprechenden Base versetzt und in Gegenwart von Acetonitril azeotrop getrocknet. Das so
erhaltene, reaktive [*°F]Fluorid wird dann fiir die Markierungsreaktion genutzt. Der
Markierungsvorldufer wird dann in einem geeigneten Lésungsmittel dem getrockneten [**F]Fluorid
zugegeben und erhitzt.

Nukleophile, aliphatische Markierungsreaktionen laufen nach einem Sy2-Mechanismus ab. Das
[*®F]Fluorid wird Uber eine Substitution von Abgangsgruppen in das zu markierende Molekiil
eingefiihrt. Als Abgangsgruppen eignen sich Halogene oder Sulfonsdureester (Tosylat, Mesylat oder
Triflat). GemaR der Natur einer Sy2-Reaktion sind auch bei einer Markierung stereospezifische
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Reaktionen méglich, da das [**F]Fluorid in anti-Stellung zur Abgangsgruppe eintritt und so eine
Walden-Umkehr erfolgt. Auf diese Weise wird beispielsweise ['**F]FDG hergestellt.

OAc
H
o1 1. 18F", K,CO3, K2.2.2., ACN
AcO H 2 HCl/NaOH -
AcO |
Hoy
H OAc

Abb. 14: Sy2-Reaktion am Beispiel der [**F]FDG-Synthese

Bei nukleophilen, aromatischen Substitutionen benétigt man zuséatzlich zu den Abgangsgruppen einen
aktivierten Aromaten. Eine Aktivierung wird durch elektronenziehende Substituenten in ortho- oder
para-Stellung zur Abgangsgruppe erreicht. Klassische aktivierende Gruppen sind aufgrund ihres —M-
Effekts Nitro-, Cyano- und Carbonylgruppen. Aber auch Halogene wie Chlor, Brom und lod kdnnen
genutzt werden. Als Abgangsgruppen werden Nitroverbindungen, aber auch quaternére
Ammoniumsalze und Halogene verwendet. Die Verwendung von Fluor als Abgangsgruppe fihrt
allerdings zu getragerten Produkten mit verminderter, spezifischer Aktivitdt. Eine Sonderstellung
kommt dem Triflatsalz der Trimethylammoniumgruppe zu. Diese Abgangsgruppe weist die groRte
Nukleofugie auf und fiihrt zu meist hohen radiochemischen Ausbeuten.®® Selbst durch halogen-
substituierte, schwach aktivierte Aromaten lassen sich auf diese Weise markierten. Ein Nachteil ist die
konkurrierende Reaktion zur Bildung von [*°*F]Fluormethan, die bis zu 67 % betragen kann und stark
von der Art und der Position der aktivierenden Substituenten abhéngt.*

AG BF
18F-
PTK -

X X

X =NO,, CN, CHO, RCO, COOR, ClI, Br, |

AG =NO,, F, Cl, Br, I, N(CH3)%*
PTK = K2.2.2.; (C4Hg),;N*

Abb. 15: Nukleophile Substitution mit nca [**F]Fluorid an aktivierten Aromaten

Ebenso wurden Strategien entwickelt, desaktivierte Aromaten zu fluorieren. Hier gibt es die
Mdglichkeit asymmetrisch substituierte Diaryliodoniumsalze zu verwenden. Die entstehenden
Spaltprodukte weisen je nach Substitution mit elektronenschiebenden oder -ziehenden Substituenten
[**F]Fluorarene oder [**F]Flurbenzol auf.® Aber auch zweistufige Synthesen sind dazu geeignet.
Zunachst wird ein aktivierter Aromat markiert und anschlielend der aktivierende Substituent
derivatisiert oder entfernt. Mit Hilfe der Baeyer-Villinger-Oxidation lassen sich 2- und 4-
[*®F]Fluorphenole  ausgehend von [*°F]Fluorphenylketonen und [*°F]Fluorphenylaldehyden
darstellen.®

Fir eine Direktmarkierung werden standardméfig Temperaturen im Bereich von 80 — 180 °C
verwendet. Unter diesen teils recht harschen, basischen Bedingungen kann es zur Zersetzung des
Markierungsvorlaufers oder der Phasentransferkatalysator/Basen-Systeme kommen und so eine
Fluorierungsreaktion ausbleiben.
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1.4.1.3 Fluorierung Uber prosthetische Gruppen

Lassen sich Verbindungen nicht auf direktem Wege fluorieren, so besteht die Mdglichkeit eine
Markierung Uber prosthetische Gruppen vorzunehmen. Bei dieser Methode wird ein gut zu
markierendes Molekiill nca mit [**F]Fluorid umgesetzt und dieses in recht milden
Reaktionsbedingungen an das eigentliche Zielmolekil gekoppelt (Abb. 16).

X

[*eFIF 18 R H
R/\/R > R/\/F - R'/X\/\BF
%_}
R =OTos, OTf, Br, | Synthon prosthetische Gruppe

X=NH,NR", O, S

Abb. 16: Allgemeine Ubersicht iiber die Einfiihrung einer prosthetischen Gruppe durch ein Synthon

Auf diese Weise werden vor allem [**F]Fluoralkylierungen, [*°F]Fluoracylierungen und
[**F]Fluoramidierungen vorgenommen. Im Falle der [**F]Fluoralkylierung werden bifunktionelle
Alkane hergestellt. Am gebrauchlichsten sind '®F-fluorierte Tosylate, Triflate oder Bromide. Ein
wichtiges Synthon ist das 2-[*®F]Fluorethyltosylat ([**F]FETos). Dieses wird durch die Reaktion von
[**F]Fluorid mit Ethylenditosylat dargestellt (Abb. 17).

OTos K2.2.2., K,COg, 18- 18
TOSO/\/ _ TOSO/\/

ACN, 80 °C, 3 min

Abb. 17: Synthese des 2-[*®F]Fluorethyltosylats

Nach anschlieRender Aufreinigung tber HPLC oder Festphasenextraktion kann das Synthon an das
eigentliche Zielmolekil gekoppelt werden. Dies geschieht dber nuklephile Gruppen wie
beispielsweise Amid-, Amino-, Hydroxyl-, Sdure- oder Thiolgruppen. Auf diese Weise lassen sich
unter milden Bedingungen hohe radiochemische Ausbeuten erreichen.

N 0]

-

0

ﬁN
N / @) N / 0

18 NaH, DMSO
+ F >

< TosO/\/ 90 °C, 10 min <

F N

o o 2

F NH

18F

Abb. 18: Synthese des [**F]Fluorethylflumazenils mit Hilfe einer prosthetischen Gruppe®

1.5 Klassifizierung von Aminosaurerezeptoren (ASR)

Die membranstandigen Aminosdurerezeptoren (ASR) werden in zwei verschiedene Klassen eingeteilt.
Man unterscheidet inhibitorische und exzitatorische ASR. Der Strychnin-sensitive Glycin-Rezeptor
und die GABAa.c-Rezeptoren werden der Gruppe der inhibitorischen ASR zugeordnet und zeichnen
sich durch hemmende Effekte aus, wobei die exzitatorischen ASR sich durch erregende bzw.
stimulierende Effekte kennzeichnen und durch die Aminosdure L-Glutamat als endogenem Liganden
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aktiviert werden. L-Glutamat ist zudem der wichtigste erregende Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem. Die exzitatorischen ASR bezeichnet man deshalb auch als Glutamatrezeptoren®,
welche sich wiederum in zwei Gruppen unterteilen lassen. Man unterscheidet membranstandige, G-
Protein gekoppelte, metabotrope Rezeptoren (mGIuR1-3), welche indirekt iber Second Messenger

wirken sowie ligandgesteuerte, ionotrope Rezeptoren (iGlu), welche die Offnung von lonenkanélen
regulieren.

Glycin-
Rezeptor

GABA,, -
Rezeptoren

Aminosiure-
Rezeptor (ASR)

metabotrope
Glutamat-

Rezeptoren
exzitatorische
ASR
ionotrope

Glutamat-
Rezeptoren

Abb. 19: Ubersicht der Aminoséurerezeptoren

Die ionotropen Rezeptoren unterteilen sich in die Klassen der NMDA-Rezeptoren und der nicht-
NMDA-Rezeptoren. Charakteristisch fur deren Bezeichnung ist der jeweilige selektive exogene
Agonist, durch welchen sie aktiviert werden.** So wird der NMDA-Rezeptor vom Glutamatanalogon
N-Methyl-D-Aspartat  aktiviert. Die nicht-NMDA-Rezeptoren AMPA und Kainat werden
entsprechend durch AMPA ((S)-2-Amino-3-(3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-yl)-propionat) und Kainat
(2-[2-Carboxy-4-(2-propenyl)-pyrrolidin-3-yl]-acetat aktiviert. Da bei nicht-NMDA-Rezeptoren der
Fluss von Na*- und K*-lonen innerhalb von Mikrosekunden ablauft, sind sie fiir eine schnelle
Signaltransduktion  verantwortlich. Daruber hinaus bewirkt der AMPA-Rezeptor eine
Vordepolarisation des NMDA-Rezeptors. Im Gegensatz dazu verlduft die Rezeptorantwort beim
NMDA-Rezeptor deutlich langsamer im Millisekundenbereich, halt aber in seiner Dauer l&nger an.

2 nz
@)
@)
®)
I

- HN COOH
P H OH HoOC,,
H,N COOH = Hood = ,
HOOC _N HN
o)

Glycin N-Methyl-D-Aspartat AMPA Kainat

Abb. 20: Ubersicht der selektiven Agonisten der jeweiligen Rezeptortypen
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|— NR1
NMDA NR2-A, -B, -C, -D
Subtyp L _

NR3-A, NR3-B
ionotroper
Glutamat-
L AMPA GluR-1, -2, -3, -4
Subtyp
‘ Non-NMDA
T — GIuR-3, -6, -7

Kainat Subtyp —[

KA1, KA2

Abb. 21: Ubersicht der ionotropen Glutamat-Rezeptoren

1.6 Der NMDA-Rezeptor

1.6.1 Aufbau des NMDA-Rezeptors

Der NMDA-Rezeptor setzt sich meist aus den beiden wichtigsten Untereinheiten, der Glycin-
bindenden NR1- und der Glutamat-bindenden NR2-Untereinheit, zusammen. Jede Untereinheit
besteht aus etwa 920 — 1456 Aminosduren. Insgesamt gibt es sieben verschiedene Untereinheiten
(NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A, NR3B). Der Aufbau jeder Untereinheit setzt sich aus
einem extrazellularen N-Terminus, drei transmembrandaren Doménen, einer membranaren Doméne
und einem intrazelluldren C-Terminus zusammen. Die Untereinheiten sind modular aus jeweils vier
verschiedenen Domdnen aufgebaut, die spezifische Rollen beim Aufbau und der Funktion der
Rezeptoren erfllen.

Kanalblocker Antagonisten
@ Memantin @ APV
N W Mrz2/576
® Mg @ lfenprodil

\ A

Modulatoren

7 .-“ O Polyamine
- =N "
€% i‘?;’c‘ "
(4(0)12)'2)'} ‘2 ':‘l‘) )‘: Ag(oalnitstent
O Glutama
' " " t ’i 3 NMDA
etz

Coagonisten

[ Glycin
D-Serin

> NR1 alternatives Spleien  ® Phosphorylierungsstellen

Abb. 22: Der NMDA-Rezeptor in der Ubersicht*
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In seiner tetrameren Zusammensetzung missen grundsatzlich zwei NR1-Untereinheiten vorliegen, die
meist durch zwei NR2-Untereinheiten erganzt werden.** Aber auch zwei NR3- oder je eine NR2- und
NR3-Untereinheit koénnen zur Vervollstindigung genutzt werden. Von der NR1- und NR2-
Untereinheit kommen verschiedene Isoformen vor. So sind von der NR1-Untereinheit acht (NR1 A-H)
und von der NR2-Unterheit vier (NR2 A-D) Isoformen bekannt.*” Zudem zeigen die verschiedenen
NR2-Untereinheiten ein altersabhdngiges Verteilungsmuster in bestimmten Hirnarealen. Die
Untereinheiten NR2-A und NR2-B kommen in hoher Dichte im Cortex und Hippocampus vor,
wahrend die NR2-C Untereinheit eher im Cerebellum und im Ruckenmark vorkommt. Im Hirnstamm
und Hypothalamus ist die seltene NR2-D-Untereinheit lokalisiert. Das Vorkommen verschiedener
Untereinheiten in bestimmten Arealen ist deshalb von Bedeutung, da die jeweils eingebaute Isoform
fur die pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften eine entscheidende Rolle spielt. So
wirken sich verschiedene Isoformen der NR2-Untereinheit beispielsweise auf die Agonistenaffinitat
des Rezeptors aus.*”

Kennzeichnend fiir den NMDA-Rezeptor ist sein lonenkanal, der im Ruhepotential durch ein Mg*'-
lon blockiert ist. Erst nach einer VVordepolarisation der umgebenen Membran und der gleichzeitigen
Anwesenheit der Agonisten Glutamat und Glycin wird diese spannungsabhéngige Blockade
aufgehoben und der Kanal gedffnet. Im gedffneten Zustand ist der NMDA-Rezeptor fir Na*-, K*- und
auch im hohen MaRe fiir Ca**-lonen durchlassig. Durch das vorherrschende Konzentrationsgefélle der
lonen konnen K*-lonen aus der Zelle herausstromen, wobei Na*- und Ca*-lonen in die Zelle
einstrémen konnen. Das Besondere ist aber die Permeabilitat fir Ca®*-lonen.* Die Hauptfunktion des
Rezeptors beruht nicht auf der Erzeugung elektrischer Impulse, welche auch zur Signalweiterleitung
beitragen, sondern maRgeblich durch die aktivitdtsabhdngige Erhdhung der intrazellularen Ca®-
Konzentration und somit der Regulation Ca®*-abhéngiger Prozesse sowie der Aktivierung Ca*'-
abhéngiger Second Messenger-Kaskaden. Die dadurch ausgeldsten biochemischen Verédnderungen
spielen bei Lernprozessen und bei der Gedachtnisbildung eine grundlegende Rolle.*®

Eine Stérung der Regulation des Calciumspiegels kann im Falle einer Uberstimulation in
neurogdegenerativen Krankheitsbildern wie Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer, aber auch in
akuten Krankheiten, wie Schlaganfall, resultieren.*®

1.6.2 Bindungsstellen des NMDA-Rezeptors

Die Signalweiterleitung im Nervensystem erfolgt Giber Nervenbahnen. Erreicht ein Aktionspotential
die prasynaptische Endigung erfolgt die Ausschittung eines Botenstoffs in den synaptischen Spalt.
Dort kann der entsprechende Botenstoff an postsynaptische ligandgesteuerte lonenkanéle binden und
diese so aktivieren. Das durch den gebundenen Botenstoff ausgeldste chemische Signal wird in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Die Permeabilitat der Lipidmembran wird gedndert und so kdnnen
sonst nicht durchléssige lonen die Membran durchdringen. Die daraufhin in die Zelle ein- oder
ausstromenden lonen &ndern dabei das (ber der Membran anliegende Potential, wodurch die
Signalweiterleitung ermdglicht wird. lonenkandle kdnnen aber auch die lonenkonzentration in der
Zelle beeinflussen. Dies ist besonders fiir Ca**-lonen entscheidend. Durch ihre geringe Konzentration
innerhalb der Zelle fungieren sie als Botenstoff. Puffersysteme sorgen intrazellulér flr eine niedrige
Calciumkonzentration.

Der NMDA-Rezeptor wird von einer Vielzahl von endogenen und exogenen Liganden beeinflusst,
welche mit diversen Bindungsarealen am Rezeptor wechselwirken. Neben den Bindungstellen fiir
Glycin auf der NR1-Untereinheit und der Bindungsstelle fir Glutamat auf der NR2-Untereinheit gibt
es auch eine Bindungsstelle fir Polyamine sowie allosterische Bindungsstellen innerhalb des Kanals,
wie die MK-801-Bindungsstelle und die Phencyclidin (PCP)-Bindungsstelle. Ferner wird die Aktivitat
des Rezeptors durch dessen Redoxzustand, eine pH-abhénigige Bindungsstelle und durch den
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intrazellularen Phosphorylierungsstatus mitbestimmt. AuRerdem wirken Bindungsstellen fiir Zn*-
lonen*’ sowie Steroide, die auRerhalb der Kanalpore liegen (siche Abb. 22).

1.6.2.1 Liganden der Strychnin-insensitiven Glycinbindungsstelle

Glycin weist sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte auf. Es verstarkt die
Agonistenaktion von NMDA und stellt einen endogenen Co-Agonisten fur den Neurotransmitter
Glutamat dar. Ferner wirkt es auf dessen Bindungsstelle als Modulator. Demzufolge ist es von
Interesse, zur Modulation der Gycinaktivitdt geeignete Antagonisten zu identifizieren, um so in
neurochemische Vorgange einzugreifen.

Spezifische Liganden fur diese Bindungsstelle gliedern sich in verschiedene Substanzklassen. So
kommen Derivate der Chinoxalindione, den Kynurensduren, den Indol-2-carbonsauren*®, die
Tetrahydrchinolin-2-carbonsduren und die Pyrrol-2-carbonsduren vor. Diese Substanzen zeichnen sich
durch eine sehr gute in vitro Aktivitdt aus. Das Hauptproblem besteht jedoch darin, dass viele
Substanzen in vivo nicht aktiv sind, da sie kaum oder nicht in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke
zu Uberwinden, um dort wirken zu kdnnen.
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_/ cl HNT DN
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H3C —
Cl N COOH
I N
HaC™ N~ ~COOH
H
Derivat der Pyrrol-2-carbonséure 5,7-Dichlorkynurensdure
NO,
OH H
O @ Cl N 0}
(- X
Cl N O
Cl N O H
H
L-701,324 ACEA 1021

Abb. 23: Ubersicht der Liganden der Strychnin-insensitiven Glycinbindungsstelle
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Die Kynurensdure ist eine nicht-selektive, schwach aktive exzitatorische antagonistische Aminoséure,
die zum einen an der Gylcin- und Glutamat-Bindungsstelle bindet, zum anderen aber auch eine
Affinitdt zu anderen Rezeptoren aufweist. Die Einfiihrung einer Chlorgruppe in 5- oder 7- Position
fuhrt zu einer deutlichen Steigerung der Affinitat, die Selektivitdt wird dadurch jedoch nicht
beeinflusst. Erst die 5,7-dichchlorsubstituierten Derivate zeichnen sich durch eine hohe Affinitat als
auch eine gute Selektivitdt aus. Weitere Substitutionsmuster stellen interessante Struktur-
Wirkungsbeziehungen auf. Antagonisten miissen folgende Bedingungen erfiillen®:

a) groRenlimitierende, hydrophobe Bindungsstelle im westlichen Teil des Molekdils (Benzolring)
b) Coulomb- oder Wasserstoffbriickendonatorfunktion im dstlichen Teil (Carboxylat)

c) Wasserstoffdonorfunktion im stidlichen Teil (NH-Gruppe)

d) Wasserstoffbriickenakzeptorfunktion im nérdlichen Teil (Keto-Gruppe)

Dasselbe gilt fir die strukturdhnlichen Chinoxalin-2,3-dione, Chinoxalinsduren und die 2-
Carboxybenzimidazole, die sich aber durch eine geringe Selektivitat auszeichnen. Durch geeignete
Substitution in 5- und 7-Position konnte auch hier eine Steigerung der Affinitét erzielt werden, jedoch
war das Verhéltnis der Affinitat von NMDA- zu nicht-NMDA-Rezeptor recht maRig.> Erst durch die
Einflhrung einer Nitrogruppe in 5-Postition wurde mit ACEA 1021 eine Verbindung mit
ausreichender Selektivitat gefunden.™

Durch Hydrierung des heterozyklischen Ringes gelangt man zu den hochpotenten 2-
Carboxytetrahydrochinolinen, welche in 4-Position substituiert sind.>

Ebenso stellen Pyrrol-2-carbonsduren moderate bis gut affine Verbindungen dar. Struktur-
Wirkungsbeziehungen zeigen, dass eine Substitution in 4- und 5-Position im Pyrrol-Ring essentiell fur
die Affinitat ist. Ferner stellte sich heraus, dass die Region im westlichen Teil des Molekiils durchaus
durch Halogen- oder Alkylgruppen ersetzt werden kann und zu Affinitdten im niedernanomolaren
Bereich fiihrt.>® Untersuchungen, die Eigenschaften der Kynurensauren mit denen der Chinoxalin-2,3-
dione zu verbinden, zeigten, dass die Carbonsdurefunktion nicht notwendigerweise essentiell fir die
Affinitat ist, sondern durch eine 4-Hydroxy-chinolin-2-on-Gruppierung als biosterische Gruppe
imitiert werden kann.* Durch Struktur-Wirkungsbeziehungen fand man heraus, dass vor allem die
Substitution in 3-Postition fur die Affinitat wichtig ist. So stellt das L-701,324 eine Verbindung mit
hoher Affinitat und Selektivitat zur Glycinbindungsstelle dar.> Die Bioverfiigbarkeit, welche mit der
Penetration der Blut-Hirn-Schranke zusammenhdngt, variiert zwischen und innerhalb der
verschiedenen  Substanzklassen. So sind Vertreter der Kynurensdure und der 2-
Carboxytetrahydrochinolin-Derivate in vivo nahezu inaktiv, wobei 3-Phenyl-hydroxychinolin-1H-one
vielversprechende Derivate darstellen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass die 3-substituierten Indol-2-Carbonsdurederivate mit den
Erkenntnissen aus den Struktur-Wirkungsbeziehungen ebenso recht selektive und hoch affine
Liganden beisteuern. Die pharmakologische Einheit der Kynurenséure ist auch hier ausgepragt und die
Aminosaurestruktur wird auch hier imitiert.®® Durch geeignete Substitution konnten Derivate mit sehr
guten Affinitaten dargestellt werden.>’

1.6.2.2 Liganden der Glutamatbindungsstelle

An diese Bindungsstelle der NR2 Untereinheit binden die physiologischen Agonisten L-Aspartat und
das potentere L-Glutamat. Die Antagonisten der Glutamatbindungsstelle weisen ein a-Aminoséure-
Strukturmerkmal auf und imitieren auf diese Weise ebenfalls die Aminoséaurestruktur des Glutamats.
Ferner werden zwei Carboxylgruppen benétigt, die durch eine oder mehrere Methylengruppen
voneinander separiert sind. Eine Substitution einer der beiden Carboxylgruppen durch Sulfonséure-
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oder Phosphonséurederivate fiihrt zu Liganden mit antagonistischer Wirkungsweise. Liganden dieser
Bindungsstelle zeichnen sich zu einer Ahnlichkeit der Elektronenverteilung des Glutamats aus.
Verbindungen wie D-AP5 und andere Konformationsderivate des Glutamats stellen spezifische
Antagonisten der Glutamatbindungsstelle dar.®® Dabei weisen Derivate mit R-Konfiguration eine
wesentlich hohere Potenz als Derivate mit S-Konfiguration auf. Eine zusatzliche Verbesserung der
Affinitaten konnte durch Derivate der Dioxocyclobutene erzielt werden.>® Durch die Verbriickung der
beiden Stickstoffe wird die Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen unterbunden,
was eine verbesserte Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zum Rezeptor zur Folge hat und
so nochmals zu einer Affinitatssteigerung filhrt (EAA-090).°° Allen gemeinsam ist jedoch eine
defizitdre Penetration der Blut-Hirn-Schranke. Eine weitere Substanzklasse stellen die Chromanol-
Analoga zum CP-101,606 dar. Dieser wurde als hochselektiver Ligand beschrieben.®® Durch
Optimierungsversuche konnte ein Ligand (CP-283,097) mit gesteigerter Affinitat und in vivo-Aktivitat
dargestellt werden.®

PO3H; OH
L G
. N NH, 2
H203PM“\ OH ﬂ AN
HO
[2-(2-Amino-3,4-
D-AP5 dioxocyclobut-1- CP-101.606

enylamino)-ethyl]-
phosphat

OH
0 m
A e F
H,04P N/\“ OH N
L 1)
) (¢ HO o)

CPP% EAA-090 CP-283,097

Abb. 24: Ubersicht der Liganden der Glutamatbindungsstelle

1.6.2.3 Liganden der Polyaminbindungsstelle

Der NMDA-Rezeptor weist ebenso Bindungsstellen flr lipophile und hydrophile Polyamide auf. Bei
physiologischem pH-Wert liegen diese protoniert vor und binden als polykationische Verbindungen an
der ionischen Bindungsstelle. Sie erhohen die Offnungsfrequenz des lonenkanals und auch die
Affinitat fir MK-801.* Ferner kommen Spermatin und Spermidin in der lebenden Zelle vor und
wirken agonistisch. Hingegen verringern synthetische Verbindungen wie 1,10-Decandiamin (N-10-N)
und 5-(4-Aminobutyl)-2-thiophenactanamin (N-4-T-8-N) die Offnungsfrequenz der Kanalpore und
blockieren die MK-801-Bindung.
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nattrliche Polyamine synthetische Polyamine
NH NH
HzN/\/\H/\/\/ 2 HzN/\/\/\/\/\/ 2
Spermidin N-10-N
NH NH
H
HN TSSO SN IS AN NH,
H
Spermin N-4-T-8-N

Abb. 25: Ubersicht natiirlicher und synthetischer Polyamine

Eine ganz andere Struktur weisen die Verbindungen Ifenprodil und Eliprodil auf. Sie haben mit der
Polyaminstruktur  keine Ahnlichkeit, binden dennoch mit hoher Affinitit an die
Polyaminbindungsstelle. Vor allem zeichnen sie sich durch den Vorteil aus, dass sie keine
neurotoxischen Effekte aufweisen.®

OH OH
N N
F
CH3
HO HO

Ifenprodil Eliprodil

Abb. 26: Alternative Liganden der Polyaminbindungsstelle

1.6.2.4 Liganden des lonenkanals

Auch im lonenkanal liegt eine Bindungsstelle vor. Nur bei aktiviertem, getffnetem Rezeptor kénnen
diese Liganden binden. Verbindungen dieser Art werden auch als ,,Kanalblocker” bezeichnet und
wirken folglich antagonistisch. An diese Bindungsstelle binden das Kurznarkosemittel Ketamin sowie
das Muskelrelaxans Memantin, welches bei neurologisch, motorischen Stérungen bei Parkinson zum
Einsatz kommt. Andere Vertreter der Kanalblocker sind MK-801 (Dizocilpin)®, welches sich durch
eine hohe Selektivitdt zum lonenkanal auszeichnet, und das nicht selektive PCP (Phencyclidin). Allen
gemeinsam ist ein basisches Stickstoffatom. Ferner zeichnen sie sich durch eine lipophile Struktur aus,
was sich positiv auf eine Passage der Blut-Hirn-Schranke auswirkt, aber gleichzeitig zu einem hohen
MaR an unspezifischer Bindung fiihrt. AuBerdem wirken einige Vertreter halluzinogen und weisen
eine hohe Toxizitéat auf.
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NH,
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Abb. 27: Ubersicht der Liganden des lonenkanals

1.7 Liganden fur die PET

Es wurden bereits einige vielversprechende Verbindungen zur Visualisierug einzelner Bindungsstellen
des NMDA-Rezeptors flr die Verwendung in der PET untersucht.

Ein beispielhafter Vertreter der Strychnin-insensitiven Bindungsstelle ist das ACEA 1021, welches mit
¢ markiert wurde. Diese Verbindung weist keinen Substituenten auf, der mit einem Radionuklid auf
einfache Weise markiert werden kann. Deshalb wurde das "C-Nuklid in einer aufwendigen 5-Stufen-
Synthese in das Molekiil ausgehend vom [*'C]CN iiber das Diethyl-1-["'C]oxalat eingebaut.®” Ebenso
wurde ein Tetrahydrochinolin-Derivat mit *°F markiert, welches in vitro zunichst gute Ergebnisse
zeigte, aber in Autoradiographien und in vivo schlechte Eigenschaften aufwies. Ferner zeichnete es
sich durch eine geringe Hirnaufnahme aus.® Neben einem *'C-Derivat wurde auch ein *®F-Derivat der
MDJ-118-Verbindung dargestellt. Beide Substanzen haben schlechte in vivo-Eigenschaften und sind
nicht in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu iberwinden. Das hohe MaR an Lipophilie ist zudem fir
die recht schlechten Autoradiographien verantwortlich. Ebenso wurden verschiedene Abkdémmlinge
des L-703,717 und des GV150526%° synthetisiert und **C-markiert. Durch Coinjektion des Tracers mit
Warfarin® sollte die Bindung an Albumin unterdriickt und so die Hirnaufnahme erhéht werden.”

Auch wurden einige Vertreter der Kanalblocker fir die Anwendung in der PET untersucht.
BF-markierte PCP-Derivate wie das 3-[**F]Fluormethyl-TCP", [*®*F]Fluromethyl-MK-801"* und
[®!FIMEM” wurden synthetisiert. Wegen ihrer recht hohen Lipophilie und dem hohen MaR an
unspezifischer Bindung liefern diese Tracer keine hinreichenden pharmakologischen Informationen
und sind als Tracer somit nicht geeignet.

Auch wurden Antagonisten fiir die NR2B-Untereinheit untersucht. Hier zeigt die *'C-markierte
Verbindung des (N-[4-(4-Fluorbenzyl)-piperidin-1-yl]-N’-(2-oxo-1,3-dihydrobenzimidazol-5-yl)-
oxamid vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf Affinitat und Selektivitat.” Zudem scheint die
Struktur eine Passage der Blut-Hirn-Schranke zu ermdéglichen, welches fur viele Verbindungen ein
schwierig zu erfiillendes  Kriterium  darstellt. Ebenso gelang die Synthese eines
[**F]Fluormethylbenzamidin-Derivats, welches zu metabolischen Stabilisierung an der a-Methylen-
einheit mit zwei Deuteriumatomen versehen wurde.” In Abbildung 28 sind einige dieser Liganden
aufgelistet.
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Abb. 28: Ubersicht der markierten Liganden fir die PET
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2. Problemstellung

Das Gehirn ist in der Lage, Erlerntes dauerhaft zu speichern und bei Bedarf wiederzugeben. Auf
neurologischer Ebene sind dafur unter anderem glutamatgesteuerte lonenkanéle verantwortlich.
Insbesondere der NMDA-Rezeptor spielt hier eine bedeutende Rolle. Glutamat ist der wichtigste
erregende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem und reguliert neurochemische Vorgéange, wie
die intrazellulire Ca*-Konzentration der Zellen. Gerade eine ausgeglichene Funktion der
Rezeptoraktivitat ist von essentieller Bedeutung. Ein Ungleichgewicht kann zu neurodegenerativen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems fiihren. So kommt es bei einer Uberaktivierung des
Rezeptors zu einem exzessiven Einstrom von Ca* in die Zellen, was fiir diese in erhohter Dosis eine
hohe Toxizitdt darstellt und bis zur Apoptose (Zelltod) fihren kann. Zerebrale Ischdmien, aber auch
Schizophrenie, werden diesem Vorgang zu Grunde gelegt. Auch die Krankheitsbilder Chorea
Huntington, Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer werden mit einer Dysfunktion der NMDA-
Rezeptoraktivitat in Verbindung gebracht.

Folglich stellt die Visualisierung des NMDA-Rezeptorstatus mittels PET eine Mdéglichkeit dar, eine
Aussage Uber die Rezeptoraktivitdt in bestimmten Hirnarealen zu treffen. Als diagnostisches
Verfahren ist die PET hierzu hervorragend geeignet, da beim Einsatz eines geeigneten Tracers in vivo,
nicht-invasiv ein Abbild der Rezeptoraktivitit wiedergegeben werden kann. Dadurch ist es mdglich,
Krankheitsbilder zu diagnostizieren, eine Aussage Uber den Status einer Krankheit zu treffen und
mogliche therapeutische Ansédtze beurteilen zu kénnen. Durch die hohe Sensitivitidt der PET in der
Kombination mit einem exzellenten PET-Tracer ist es ferner moglich, Erkrankungen erheblich friiher
zu diagnostizieren. Die daraus resultierende friilhere Behandlungsmdglichkeit des Patienten kann eine
positive Auswirkung auf den Behandlungsverlauf in Aussicht stellen.

Die niedrige Selektivitat und das hohe MaR an unspezifischer Bindung der bislang entwickelten PET-
Tracer des NMDA-Rezeptors liefern keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Alternativen, einen
Antagonisten der Glycinbindungsstelle zu radiomarkieren, fiihrten bisher ebenso zu keinen geeigneten
PET-Liganden.

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, neue '®F-Tracer zur Visualisierung der Strychnin-insensitiven
Glycinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors mittels PET zu identifizieren, zu synthetisieren und im
in vivo-Tierexperiment ihre Eignung zu Uberprifen. Hierzu wurden drei verschiedene
vielversprechende Leitstrukturen zweier Substanzklassen gewéhlt. Es handelt sich hierbei um Derivate
der 3-substituierten 4,6-Dichlorindol-2-carbonsdure und um Derivate der 4-substituierten 3-Aryl-
chinolin-2-1H-one. Diese zeichnen sich in vitro durch hervorragende Affinitdten und Selektivititen
zur Glycinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors aus. Gerade das GV150526 (4,6-Dichlor-3-(2-
phenylcarbamoylvinyl)-1H-indol-2-carbonsdure, Gavestinel) weist im Vergleich zu bereits
dargestellten Derivaten ein hohes MaR an in vivo-Aktivitat auf.”®’’ AuRerdem wurde es bereits in
Tierexperimenten evaluiert” und in klinischen Studien am Menschen untersucht. Um die Mdglichkeit
einer Passage der Blut-Hirn-Schranke zu verbessern, wurde das L-701,324 (7-Chlor-3-{3-[4-(2-
fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-4-hydroxy-1H-chinolin-2-on)  gewahlt, welches anstelle  der
Carboxylgruppe als biosterisches Aquivalent eine 4-Hydroxy-chinolin-2-on-Einheit aufweist, welche
die Carboxylatfunktion imitiert.

Diese aussichtsreichen Derivate sollten als Grundlage fir die **F-Synthese neuer Tracer dienen. Durch
eine Variation der Substitution im terminalen Phenylring mit einer Fluorethoxygruppe sollten
Referenzverbindungen fiir eine spatere *°F-Fluorethylierung dargestellt werden (siehe Abb. 29).

Diese inaktiven Referenzverbindungen sollten in einem Bindungsassay durch Verdrdngung des
tritiierten Liganden [’H]MDL-105,519 auf ihre Rezeptoraffinitat hin untersucht werden. Ebenso
sollten pharmakologische Eigenschaften, wie die Lipophilie zur Abschétzung der Blut-Hirn-
Schranken-Permeabilitat, bestimmt werden. Von den geeignetsten Derivaten sollten dann die
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Synthesen der Markierungsvorlaufer erfolgen, um diese mittels 2-[**F]Fluorethyltosylat zu markieren.
Nach einer Optimierung der Markierungsreaktion nach Reaktionszeit, Reaktionstemperatur,
Markierungsvorldufer- und Basenkonzentration sollte an analytischen und praparativen HPLC-
Methoden gearbeitet werden, um eine Aufreinigung sowie Qualititskontrolle der dargestellten
BF_markierten Verbindungen sicherzustellen. Ferner sollte nach erfolgreicher Synthese die spezifische
Aktivitdt der resultierenden Verbindungen bestimmt werden. Ebenso wurde angestrebt, durch
autoradiographische Aufnahmen eine Eignung des betreffenden Liganden zu verifizieren.
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Abb. 29: Vorgesehene Fluorethoxyderivate der verschiedenen Substanzklassen (schwarz: Molekiil-
grundstruktur, blau: variable Seitenkette, rot: Fluorethoxysubstitutionsmuster)
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3. Ergebnisse der organischen Synthesen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf Grundlage von drei Leitstrukturen aus zwei verschiedenen
Substanzklassen Derivate zur Visualisierung der NRZ1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors
synthetisiert. Desweiteren wurden Markierungsvorldufer hergestellt und diese in weiteren
Reaktionsschritten mit '®F-Fluor radiomarkiert. In anschlieRenden Experimenten wurden diese
markierten Verbindungen in vitro und in vivo auf ihre Anwendung als mdgliche neue PET-Tracer
getestet. Abbildung 30 gibt eine Ubersicht der verwendeten Leitstrukturen wieder.

Substanzklasse 1

N N
Cl — H
\_/

N COOH N\
N COOH
Cl H
3-imidazolidin-substituierte Indolcarbonsaure GV150526

Substanzklasse 2

OH O [ ]
Cl N @)
H

L-701,324

Abb. 30: Ubersicht der verwendeten Leitstrukturen

Diese Leitstrukturen gliedern sich in die 3-substituierten 4,6-dichlorsubstituierten Indol-2-
carbonsduren  (Substanzklasse 1) und in das 4-substituierte  3-Aryl-chinolin-2-1H-on
(Substanzklasse 2). Diese Verbindungen wurden zunéchst hinsichtlich einer méglichen Markierung
mit 2-[**F]Fluorethyltosylat ([**F]FETos) funktionalisiert. Um eine Vorabselektion der mit *°F zu
markierenden Liganden zu erhalten, wurden erste Experimente hinsichtlich der biologischen Aktivitét
der Substanzen mit analogen Verbindungen durchgefihrt. Folglich wurden zunéchst die inaktiven
Referenzverbindungen synthetisiert, welche im terminalen Phenylring eine Fluorethoxy-Substitution
aufweisen. In der Substanzklasse 1 (siehe Kapitel 3.1.1, Synthesen der 3-imidazolidin-substituierten
Indolcarbonséurederivate) wurden die meta- und para-fluorethylierten Derivate der 3-imidazolidin-
substituierten Indolcarbonsdure synthetisiert. Ebenso wurden zur internen Referenz die
entsprechenden Derivate ohne Substitution im terminalen Phenylring dargestellt. Ferner wurde von
dem 4,6-difluorsubstituierten Derivat eine Fluorethylierung in para-Stellung durchgefiihrt. In der
zweiten Verbindung der Substanzklasse 1 (siehe Kapitel 3.1.2, Synthesen der Derivate des
GV150526) wurde eine Fluorethylierung in ortho-, meta- und para-Stellung vorgenommen. Auch hier
wurden die unsubstituierten Derivate synthetisiert sowie eine para-Substitution des 4,6-Difluorderivats
vorgenommen.
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Fur die Substanzklasse 2 (siehe Kapitel 3.1.3, Synthesen der Derivate des L-701,324) wurde das para-
fluorethylierte Derivat dargestellt, welches sich im synthetischen Aufwand einer Derivatisierung recht
aufwendig gestaltete. Ferner zeichnete sich ab, dass sich eine para-Substitution in Hinblick auf die
spatere biologische Evaluierung als vielversprechend herausstellen wiirde.

Von allen synthetisierten Derivaten wurden die inaktiven Referenzverbindungen in Bindungsassays
auf ihre Affinitat hin untersucht und der log D-Wert als MaR fiir deren Lipophilie bestimmt. Basierend
auf den gewonnenen in vitro-Daten wurden dann die Synthesen der Markierungsvorldaufer fur die am
besten geeigneten Derivate begonnen. Die hierzu dargestellten Strukturen weisen alle im terminalen
Phenylring eine Hydroxylgruppe auf, um eine '‘°F-Markierung mit dem Synthon 2-[**F]Fluor-
ethyltosylat zu ermdglichen.

3.1 Synthesen der inaktiven Referenzverbindungen

3.1.1 Synthesen der 3-imidazolidin-substituierten Indolcarbonsdurederivate

Zunichst wurden auf Grundlage der 3-imidazolidin-substituierten 4,6-Dichlorindol-2-carbonséure
verschiedene Fluorethoxyphenylderivate dargestellt. Es wurden die Ethylester und die
korrespondierenden Carbonséduren als Zielverbindungen dargestellt (siehe Tab. 3).

Tab. 3: Ubersicht der synthetisierten Ethylester und Carbonsauren der 3-imidazolidin-substituierten
4 ,6-Dichlorindol-2-carbonsdurederivate

R1 N~ “N—R;
N COOR,
Ry N

Name R, R> Rs
4,6-Dichlor-3-{3-[3-(2-fluorethoxy)- o
phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- ol o 4
ylmethyl}-1H-indol-2- 5
carbonsaureethylester (8) _\_F
4,6-Dichlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-
phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- cl Et Q
ylmethyl}-1H-indol-2- \—\
carbonséureethylester (9) F
4,6-Dichlor-3-{3-[3-(2-fluorethoxy)- N\ //
phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- Cl H
ylmethyI}-1H-indol-2-carbonsaure(10) o—\_

F

4,6-Dichlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)- 0
phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- Cl H \

ylmethyl}-1H-indol-2-carbonséure (11)
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4,6-Difluor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-

phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- E Et Q

ylmethyl}-1H-indol-2- \—\
F

carbonséureethylester (17)

ylmethyl}-1H-indol-2-carbonséure (18)

4,6-Difluor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)- 0
phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1- F H \
F

4,6-Dichlor-3-(2-o0x0-3-

phenylimidazolidin-1-ylmethyl)-1H- Cl Et —@
indol-2-carbonsédureethylester (20)

4,6-Dichlor-3-(2-o0x0-3-

phenylimidazolidin-1-ylmethyl)-1H- Cl H —@
indol-2-carbonséure (21)

Die Synthese startete vom 3,5-Dichloranilin, welches in funf Stufen zum 4,6-Dichlor-3-[(2-
hydroxyethylamino)-methyl]-1H-indol-2-carbonsdureethylester (5) umgesetzt wurde.

Zunichst erfolgte eine Diazotierung des 3,5-Dichloranilins durch Natriumnitrit in saurer Lésung mit
anschlieRender Reduktion zum 3,5-Dichlorphenylhydrazin (1) durch Zinn-(Il)-chlorid. Im Anschluss
wurde das Hydrazin mit Ethylpyruvat zum Hydrazon (2) umgesetzt. In dieser Reaktion entstanden das
E- sowie das Z-l1somer, was aber fur die weitere Synthese nicht weiter von Belang war. In einer sauer
katalysierten Indolsynthese nach Fischer wurde ausgehend vom Hydrazon der Indolgrundkérper (3)
synthetisiert. In der anschlieRenden Vilsmeier-Synthese wurde das Indol zu Verbindung 4 formyliert.
Die Umsetzung des formylierten Indolgrundkdrpers mit 2-Aminoethanol und anschlielRender
Reduktion mit Natriumtriacetoxyborhydrid lieferte Verbindung 5.
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Cl
_N._ _COOEt
UL
NaNOZ - HCI 07 CoOEt o CHs
SnCIZ NHZ +
N~ 2
" - N CH_
cl NT XY
H
COOEt
0]
Cl Cl H
Polyphosphorséure N POCl3 N\
o COOEt —_— COOEt
cl N j cl N
H H
3 o 4
H
Cl N\/\
o
1. NN \ OH
2. Na(OAC);BH COOEt
Cl H 5

Abb. 31: Syntheseschema von Verbindung 5 ausgehend vom 3,5-Dichloranilin

Ausgehend von 5 wurden dann die ortho- und para-substituierten 2-Fluorethoxyanilin-Derivate 10 und
11 dargestelit.

Dabei erfolgte eine Kopplung des 2-Fluroethoxyanilin-Derivate tber eine Harnstoffstruktur an den
Indolgrundkorper. Der Ringschluss zum Imidazolidin-2-on erfolgte durch Tosylierung der
aliphatischen Hydroxylgruppe und anschlieBender Deprotonierung der Verbindung 6 bzw. 7. Durch
basische Verseifung der Ethylester (8 bzw. 9) mit Natronlauge wurden die entsprechenden
Carbonsduren 10 und 11 dargestellt.
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H QLS oo o Q — 0
cl N 1/3 >_NH
N C|>ko)J\o)<0| cl N OH H
CO?_EI X \
ol N | = COOEt  meta=6
H 5 H,N N para =7
5 cl N
meta =66
para =67 F )<
KO
TosClI
O

Cl < ?
cl
NN
\—/ NaOH \ /
B S
COOH N ookt
H

meta = 10 Cl
para =11
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S 3
®
o
|©© oo
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\/\O

Abb. 32: Syntheseweg der Carbonsduren

Um sich bei der biologischen Testung auf eine Vergleichssubstanz beziehen zu kdnnen, wurde die
Synthese der unsubstituierten Liganden (20 und 21) durchgefiihrt. Hier wurde ausgehend von
Verbindung 4 ebenfalls eine reduktive Aminierung durchgefiihrt, die Reaktionslésung jedoch direkt
mit Phenylisocyanat als Kopplungskomponente versetzt.

Q H
Cl H Cl N_"oH
1. 2-Aminoethanol
N CO,Et > N CO,Et
2. Na(OAc);BH
Cl N 4 (0Ac)s Cl N
@)
H Oy, >‘NH
cl No™SoH  Cy c N OH

+ N . /
N CO,Et N COOEt
N N 19

i
TosCl, KOtBU _ \__/ _NaOH \/

COOEt N COOH
N
Cl H 21

Abb. 33: Syntheseweg der unsubstituierten Vergleichssubstanzen
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Ferner wurden die 4,6-Difluorderivate synthetisiert, da man sich hier eine Steigerung der Affinitat und
eine Verringerung der Lipophilie erhoffte. Dabei startete man von 3,5-Difluorphenylhydrazin
Hydrochlorid, welches in analoger Reaktionsweise (siehe Abb. 34) in einer 7-stufigen Synthese in das
Zielmolekil 18 uberfuhrt wurde.

F
- HCl 7 Stufen \ / O N

~NH; N COOH
N
F H

Abb. 34: Synthese des 4,6-Difluor-Derivats

3.1.1.1 Mechanistische Betrachtung

Zur Herstellung von 1 wurde 3,5-Dichloranilin zundchst mit einer Mischung aus Eisessig und
konzentrierter Salzsiure unter Einwirkung von Natriumnitrit diazotiert. Durch Reduktion mit Zinn-

(IM-chlorid Dihydrat wurde das 3,5-Dichlorphenylhydrazin dargestellt, welches durch etherische HCI-
Losung als Hydrochlorid ausgefallt wurde.

Cl Cl
i
e + @ cl NH ylol
oL, F2H "L : Bl _

NI H NI -H,0 [TUNI ®_N H
[l | cl 2N

) O

cl Cl “

/@\' HCI 2 SnCI2+ 4HCl -H,0
~Tha ~ s, o —
®
cl N/NH N/NH3 2N 7 7"

Cl Cl N7 Cl N% 07

Abb. 35: Synthese des 3,5-Dichlorphenylhydrazins (1)

Das erhaltene Hydrazin reagierte mit Ethylpyruvat zum entsprechenden Hydrazon (2). Dabei dienten
die H'-lonen des Hydrochlorids zur Saurekatalyse. Das Kondensationsprodukt stellt ein
unsymmetrisches Keton dar und kommt daher in zwei n-Diastereomeren (E- und Z-lsomer) vor,

welche sich voneinander sdulenchromatographisch trennen lieRen. Fir die weitere Synthese wurden
beide Isomere eingesetzt.
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(0]
/\O O
Cl Cl
-HY ||+ HY o+ - > H H
~NH, Lo
cl N cl N—N.Y
0 H | O~
OH =04 6
/\O D] w
Cl
Cl E-lsomer Z-1somer
+
e O
- H,O N N
cl 'Tl/ \w)ko/\ ) cl ll\l/ \I
H - Heo =
0 O/\

Abb. 36: Synthese des Hydrazons (2)

Nach Cahn-Ingold-Prelog ist eine eindeutige Charakterisierung der Isomere in E- und Z-Isomer
moglich. Ferner weisen beide Isomere eine unterschiedliche Verschiebung des NH-Protons auf. Durch
die intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung des Z-Isomers kommt es im 'H-Spektrum zu einer
Tieffeldverschiebung des Stickstoff-Protons.

Bild 1

NH-Proton i
) U A .

T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 s 8 7 3 5 4 3 2 1 o

Bild 2

Ll

Abb. 37: 'H-NMR-Spektrum des E-lsomers (Bild 1) und Z-Isomers (Bild 2)

Im néchsten Schritt erfolgte eine protonenkatalysierte Indolsynthese nach Fischer in
Polyphosphorsdure. Dabei tautomerisiert das Hydrazon zundchst in das Enamin, welches in einer
[3,3]-sigmatropen Umlagerung aus der recht schwachen N-N-Einfachbindung eine im Vergleich starke
C-C-Bindung ausbildet. Durch die Rearomatisierung entsteht ein Aminal, welches durch Freisetzung
von Ammoniak zum Indol reagiert.
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Cl

cl Cl y
COOEt I COOEt COOEt
wN/—\ r\K’NH NH
cl H/ Cl H/ cl

H+ ( NH
H+
Cl Cl cl

COOEt
. , COOEt N COOEt
d
o L cl N NH, ﬁ NH,*
2 H* (‘H*' Cl H

Cl
Cl H
—_— —_—
) A CO,Et
7 CO,Et N
N @ Cl
Cl H
H 3

Abb. 38: Mechanismus der sauerkatalysierten Indolsynthese nach Fischer

Im Anschluss erfolgte in der Vilsmeier-Synthese eine Formylierung des Indolgrundkérpers in
3-Position. Dabei entstand aus N-Methylformanilid unter Einwirkung von Phosphorylchlorid zundchst
das Chlormethyleniminiumsalz. Dieses Salz reagierte mit dem Indol zum Iminiumsalz. Durch Zugabe
von Wasser und unter Abspaltung von Chlorwasserstoff erhielt man das formylierte Produkt.
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Abb. 39: Ubersicht der Vilsmeier-Synthese

Im Anschluss erfolgte ein reduktive Aminierung. Zunéchst wurde das formylierte Indol mit
2-Aminoethanol ~ umgesetzt und  anschlieBend das  Amid  durch

Zugabe  von
Natriumtriacetoxyborhydrid zum sekundéren Amin reduziert.
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N N
cl N cl N

H
03 H
a "N N H cl N
oH ————————> N\ OH
N cl N
+H,0 |- H,0

H
Cl ®_—-N Cl

H
N @
\ —

\/\ \/\

N\ OH OH
COEt =<~ N—cott

N

cl N cl N

+ Na(OAc);BH

Cl H 5
Abb. 40: Reduktive Aminierung

Ausgehend von 5 wurden die ortho- und para-substituieren 2-Fluroethoxyanilin-Derivate dargestellt.
Die Kopplung der 2-Fluroethoxyanilin-Derivate erfolgte mit bis-Trichlormethylcarbonat (Triphosgen).
Dieser kristalline Phosgenersatz zeichnet sich vor allem durch eine einfachere Handhabung aus. Unter
Einwirkung von nukleophilen Gruppen reagiert es wie drei Aquivalente Phosgen (siehe Abb. 41).”
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Abb. 41: Reaktionsweise von Triphosgen

Bei dieser Reaktion stellt die Temperaturkontrolle ein wichtiges Kriterium dar, da sich bei héheren
Temperaturen (> 0 °C) ein Gleichgewicht mit dem sich bildenden Isocyanat einstellt und daraus die
hier unerwiinschten symmetrischen Harnstoffe entstehen. Bei Reaktionstemperaturen von < 0 °C liegt
nahezu ausschlieRlich das chlorierte Intermediat vor, welches bei Reaktion mit dem Indolgrundkérper
zum gewiinschten Produkt fihrt. Dementsprechend wurde das jeweilige 2-Fluroethoxyanilin-Derivat
langsam und gleichmdRig bei 0 °C zu einer L6sung aus Triphosgen in Dichlormethan getropft, bevor
eine Ldsung des Indols in Dichlormethan rasch hinzugegeben wurde. Als nukleophiles Reagenz wurde
DIPEA eingesetzt, welches gleichzeitig den bei dieser Reaktion entstehenden Chlorwasserstoff abfing.
Durch die Bildung der unsymmetrischen Harnstoffe wurden die Verbindungen 6 und 7 dargestellt.

cl /\/OH O, (0]

A~F NH
Z /O ¢l N OH
Nco,Et 1% | —_— \__/ F
\ )J\ S -HCl N
cl N cl N COOEt meta = 6
H 7
N 7
cl N

Abb. 42: Synthese der unsymmetrischen Harnstoffe

Iz|

Die Zyklisierung des Imidazolidinrings erfolgte durch Tosylierung der Hydroxylgruppe, um diese in
eine bessere Abgangsgruppe umzuwandeln. Durch Deprotonierung des sekunddren Amins mit
Kalium-tert.-butoxid wurde der Ringschluss vollzogen.
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Abb. 43: Zyklisierung des Imidazolidinrings

Die Verseifung der Ethylester erfolgte im Basischen mit Natronlauge. Hierzu wurde der jeweilige

Ester in THF geltst und mit Wasser versetzt. Durch Zugabe von 1 M Natronlauge wurde die
Carbonsdure dargestellt.

@) O
¢ NN \_\ + NaOH S
\ / 7 /
N\ 0 _EtOH o
COOEt H COO Na®
cl N meta = 8
para =9 F F
O
/
+ HCI / 0
- NaCl COOH H
meta = 10
para =11 F

Abb. 44: Synthese der Carbonsduren durch basische Verseifung

3.1.2 Synthesen der Derivate des GV150526

Ausgehend von Verbindung 4 wurden in einer 3- bzw. 4-stufigen Synthese die Ethylester bzw. die
korrespondierenden Carbonsduren dargestellt (siehe Tab. 4).
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Tab. 4: Ubersicht der dargestellten Derivate des GV150526

R
N/ 3
Ry — H
A COOR,
Ry N
Name R, R, R;
4,6-Dichlor-3-{2-[2-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamovyl]- cl Et
vinyl}-1H-indol-2- o]
carbonséureethylester (29) \—\
F
4,6-Dichlor-3-{2-[3-(2- o
fluorethoxy)-phenylcarbamovyl]- cl Et N
vinyl}-1H-indol-2- 5
carbonsaureethylester (30) _\_F
4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]- cl Et Q
vinyl}-1H-indol-2- \—\
carbonséureethylester (31) F

4,6-Dichlor-3-{2-[2-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]- Cl H
vinyl}-1H-indol-2-carbonséure (32)

|ﬂ f@

4,6-Dichlor-3-{2-[3-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]- Cl H
vinyl}-1H-indol-2-carbonsdure (33) 0

=
NS
g

4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]- Cl H
vinyl}-1H-indol-2-carbonséure (34)

4,6-Difluor-3-{2-[4-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamovyl]-
vinyl}-1H-indol-2-
carbonséureethylester (37)

4,6-Difluor-3-{2-[4-(2-
fluorethoxy)-phenylcarbamovyl]- F H
vinyl}-1H-indol-2-carbonséure (38)

99y
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4,6-Dichlor-3-(2-phenyl-
carbamoylvinyl)-1H-indol-2- Cl Et

carbonséureethylester (39) C

4,6-Dichlor-3-(2-phenyl-
carbamoylvinyl)-1H-indol-2- Cl H
carbonséure (40)

Der formylierte Indolgrundkdrper (4) wurde in einer Wittig-Reaktion zu einem (E)-3-(2-tert.-
Butoxycarbonylvinyl)-indol-Derivat (27) umgesetzt. In reiner Ameisensdaure wurde der tert.-Butylester
gespalten (28). Die Kopplung der 2-Fluorethoxyanilin-Derivate erfolge durch Amidierung mit
Triphenylphosphin und 2,2°-Dithiodipyridin (DTDP) in DMF (29 — 31). Die Ethylester wurden
schlielich im Basischen mit Natronlauge zu den Verbindungen 32 — 34 umgesetzt.

Q
Q }0 ]
cl H PhP= >L o
Cl — >(
N COOEt AN
COOEt
cl N 4 N 27
7/ \ HCOOH
0] _\O
NH 0
Cl —
OH
F 1. PPhy, DTDP cl _
\ COOEt ortho = 29 -
meta =30 7\
N 0 2. A\
Cl H para =31 _\O COOEt
N H ci N
§ 28
ortho = 65
NaOH meta =66
7\ para =67
0] _\O
NH
Cl —
F
N—cooH ortho = 32
cl N meta =33
H para =34

Abb. 45: Ubersicht der Synthese der Derivate des GV150526
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Ebenso wurden der unsubstituierte Ester sowie die entsprechende Carbonsdure dargestellt. Unter
identischen Reaktionsbedingungen wurde Anilin mit Verbindung 28 gekoppelt und der Ethylester mit

Natronlauge gespalten.
2 /l:::] ] /J:::]
N
o0 [Ja
H,N

N
al H cl — H
NaOH
A\
N ookt N ookt COOH
N cl N
cl N 28 Cl H 39 H 40

Abb. 46: Synthese der unsubstituierten Derivate

Ferner wurden von dem para-substituierten Derivat die 4,6-Difluorkomponente dargestellt.

o)

Q
F H Q
N F
N\ 4 Stufen F - H
COOEt -
F N
H 14 N—coon 38
N
F H

Abb. 47: Synthese der 4,6-Difluorderivate des GV150526

3.1.2.1 Mechanistische Betrachtung

Zunichst wurde aus Triphenylphosphin und Chloressigséure-tert.-butylester in Benzol das
Phosphoniumsalz hergestellt. Dieses lieR sich durch Deprotonierung mit Natriumhydroxid in das
Phosphoniumylid Gberfihren, welches zum Phosphoran tautomerisiert.

S T e
A &ﬁ(oﬂ/ ., Pmpﬂ(o*

Phosphoniumsalz 25

o T A e

Phosphorylid 26 Phosphoran

Abb. 48: Herstellung des Wittig-Reagenzes
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Im Ylid wird die negative Ladung durch die Carbonsdureestergruppe stabilisiert, was die Wittig-
Reaktion unter diesen Voraussetzungen zu einer E-selektiven Reaktion macht. Das Phosphoniumylid
reagiert mit der Carbonylgruppe des formylierten Indolgrundkérpers (4) in einem viergliedrigen
Ubergangszustand zum Phosphetan. Dieses liefert unter Abspaltung des Triphenylphosphinoxids das
entsprechende E-Isomer.

RN
cl H
2 0
Phspw \¢/ .
0
2

N COOEt
Cl

Iz
I

Cl

Y

Cl

:
Qﬂ:
5

Oxophosphetan

Abb. 49: Mechanismus der Wittig-Reaktion

Bei der Anndherung beider Reaktanden ordnen sich volumingse Reste so an, dass sie einen recht
groRen Abstand aufweisen. Bildet sich der viergliedrige Ubergangszustand, weisen die Reste eine anti-
Stellung auf. Die Bildung des Oxophosphetans ist thermodynamisch kontrolliert und reversibel. Bei
der Formierung der Doppelbindung wird folglich das E-Isomer gebildet.

R
PhsP
PhsP R, ,3":
) : R2

Abb. 50: Mechanismus der E-Isomerenbildung

In der nachfolgenden Reaktion wurde der tert.-Butyester bei Raumtemperatur in reiner Ameisensaure
gespalten. Der Indol-2-carbonsiureethylester blieb bei dieser Reaktionsfihrung erhalten. Die
Verwendung von Trifluoressigsaure lieferte ebenfalls das gewtinschte Produkt, wurde aber wegen der
schwierigen Handhabung nicht weiter eingesetzt. Das entschitzte Produkt fiel nach beendeter
Reaktion als weiRer Feststoff aus und konnte abfiltriert werden.
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OH
Cl Cl —
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Abb. 51: Spaltung des tert.-Butylesters

Die Kopplung mit den 2-Fluorethoxyanilin-Derivaten erfolgte in DMF unter Verwendung von
2,2*-Dithiodipyridin (DTDP) und Triphenylphosphin. Hierdurch wird die Carbonsdure zundchst in
einen Aktivester tiberfiihrt, um so die Kopplung mit dem Fluorethoxyanilin-Derivat zu begunstigen.

Q ) e JO L)

) ;
o — Phap S Ph3P S
\ COOEt > COOEt

0
Q '@ ortho = 65
COOEt para = 67

=
w@ .
e

'U_

N
cl =(i> cl —/ H O
ortho = 29
N COOEt\©\| N—CooEt  meta - 30
N o) N ara =31
Cl N ~"N Cl N para =31

Abb. 52: Mechanismus der Amidierung
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Die resultierenden Ethylester der Zielverbindungen wurden in einer THF/Wasser-Mischung geldst und
durch Zugabe von Natronlauge gespalten.

A QA
@) (@)
X X
N 0 N 0
cl _ H \/\F cl - H \/\F
NaOH
—_—

N\ COOEt ortho = 29 N COOH ortho = 32
cl N meta =30 al N meta =33
H para =31 H para =34

Abb. 53: Verseifung der Ethylester mit Natronlauge

3.1.3 Synthesen der Derivate des L-701,324

Da die Derivate der Substanzklasse 1 gezeigt haben, dass von einer para-Substitution die besten
Affinitdten zu erwarten sind, wurde schliellich die para-substituierte Fluorethoxyverbindung des
L-701,324 dargestellt (siehe Abb. 54).

0
I O /©/\/\F
\ O

cl l N~ o
H

7-Chlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-4-hydroxy-1H-chinolin-2-on (55)

Abb. 54: Fluorethyliertes Derivat des L-701,324

Im Gegensatz zu den unter 3.1.1 und 3.1.2 dargestellten Derivaten ist eine ortho-, meta- und para-
Substitution nicht auf einfache Weise gegen Ende der Syntheseroute zu erreichen. Hier muss bereits zu
Synthesebeginn die finale Stellung der Fluroethoxygruppe festgelegt werden.

In einer insgesamt 9-stufigen Synthese wurde ausgehend von 3-Hydroxyphenylessigsdure die
Séuregruppe als Methylester (47) geschiitzt. Die darauf folgende Ullmannkopplung des Esters mit
4-Fluornitrobenzol ergab den entsprechenden Diarylether (48). Im Anschluss erfolgte eine
Reduzierung der Nitrogruppe zur Aminofunktion (49), die daraufhin phenolisch verkocht wurde (50).
Bei dieser harschen Reaktion wurde zugleich der Methylester gespalten, der im Folgenden erneut
eingefuhrt werden musste (51). Daraufhin wurde an der phenolischen Hydroxylgruppe mit
1,2-Bromfluorethan fluorethyliert (52). Nach der Spaltung des Methylesters (53) wurde die S&ure mit
Oxalylchlorid in  das Sdurechlorid Gberfuhrt, welches direkt mit 2-Amino-4-chlor-
benzoeséduremethylester zum Amid umgesetzt wurde (54). Die anschlielende Zyklisierung mit
Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid lieferte das finale Produkt (55).
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Abb. 55: Syntheseschema fiir das fluorethylierte L-701,324-Derivat

3.1.3.1 Mechanistische Betrachtung

Im ersten Schritt erfolgte eine extraktive Veresterung von 3-Hydroxyphenylessigsaure mit Methanol
in Dichlormethan unter Verwendung von 4-Toluolsulfonsdure als Katalysator. Der erhaltene Ester
wurde im Anschluss in einer Kupfer-katalysierten Ullmann-Reaktion® zum Diarylether umgesetzt. Im
Anschluss wurde die Nitrogruppe zur Aminofunktion reduziert. Dies erfolgte in einer
mikrowellengestitzten Synthese. Daflir wurde die Nitroverbindung in einem Lésungsmittel mit hohem
Dipolmoment (hier 2-Propanol) gelést und mit Palladium auf Aktivkole sowie dem
Wasserstoffdonator Ammoniumformiat versetzt. Nach bereits 3 Minuten Reaktionszeit bildete sich
das Amin (49). Die so erhaltene Aminogruppe wurde dann mit Natriumnitrit diazotiert und die
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Azoverbindung direkt durch Verkochung in Schwefelsdure in die Hydroxylgruppe uberfiihrt. Bei
diesen harschen Reaktionsbedingungen wurde auch der Methylester gespalten, sodass in

nachfolgender Reaktion der Methylester auf klassische Weise mit Methanol unter saurer Katalyse
erneut eingefiihrt werden musste.

Die phenolische Hydroxylgruppe wurde anschliefend durch Kaliumcarbonat deprotoniert, durch
Zugabe von 1,2-Bromfluorethan fluorethyliert und der Methylester darauf im Basischen gespalten.

OH
e
KHCO;
\o K2C03

SO0 Lo OO0
e OO

Abb. 56: Mechanismus der Fluroethylierung und anschlieRender Esterspaltung

In der nachfolgenden Reaktion wurde die S&urefunktion durch Oxalylchlorid zum entsprechenden
Séurechlorid umgesetzt. Bei dieser Reaktion wurde dem Oxalylchlorid eine katalytische Menge an
DMF zugesetzt, welches die Reaktion katalysiert. Neben dem gewiinschten Sdurechlorid entstanden
als leicht flichtige Nebenprodukte Kohlenstoffdioxid, Kohlenstoffmonoxid und Chlorwasserstoff.

Direkt im Anschluss wurde das Rohprodukt der S&urechloridherstellung mit 2-Amino-4-chlor-
benzoes&uremethylester zum Amid umgesetzt.

CO + CO, + HCI @ /@/
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Abb. 57: S&urechloriddarstellung tiber Oxalylchlorid und anschlieBender Amidierung

Im finalen Reaktionsschritt wurde das Amid mit Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid zur Zielkomponente

umgesetzt. Dabei wurde durch das Kaliumsalz ein CH-azides Proton abstrahiert und so der
Ringschluss vollzogen.
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Abb. 58: Zyklisierung von 54 zu Verbindung 55
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3.1.4 Synthesen der Synthesebausteine

Zur Synthese der entsprechenden Aminophenol-Derivate wurde zundchst ausgehend vom
entsprechenden Nitrophenol an der phenolischen Hydroxylgruppe mit 1,2-Bromfluorethan
fluorethyliert und im Anschluss die Nitrogruppe zur Aminofunktion hydriert. Zur Reduktion wurden
zwei Verfahren eingesetzt. Zum einen wurde das Edukt klassisch mit Palladium auf Aktivkohle unter
Einleitung von Wasserstoff innerhalb einer Stunde hydriert, zum anderen wurde die Reaktion in einer
Mikrowelle durchgefuhrt. Dazu wurde das Edukt in 2-Propanol gelost und mit Palladium auf
Aktivkohle sowie Ammoniumformiat versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten hatte sich
hinreichend Produkt gebildet. Beide Reaktionen verliefen in guten bis sehr guten Ausbeuten von rund
80 % bei der Mikrowellensynthese und etwa 96 % bei der klassischen Synthese.

@)
PA/C, H, 54 Nk
= =
X K N e
| Br/\/F | para = 67
= =
ON K2COs  o,N ortho= 61 j\ O~
meta = 62 PAIC, 1~ ok, \/\ F
para = 63 . |
2-Propanol, HoN =
Mikrowelle 2

Abb. 59: Synthesewege zur Darstellung der 2-Fluroethoxyanilin-Derivate

Die meta- und para-(2-Fluroethoxy)-anilin-Verbindungen (66 und 67) wurden als hellbraune, leicht
rotliche Feststoffe erhalten. Die ortho-Verbindung wurde durch Reaktion mit etherischer HCI vom
flussigen Amin (64) in das Hydrochlorid tberfiihrt, welches als hellbrauner Feststoff (65) erhalten
wurde.

Fur den zur Synthese der Markierungsvorlaufer benétigten TBDPS-geschitzten Baustein (68) wurde
zunachst die tert.-Butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe (TBDPS) selektiv am Sauerstoff des 4-Amino-
phenols eingefuhrt. Das resultierende Produkt konnte ohne weiteres in den jeweiligen
Kopplungsreaktionen eingesetzt werden. Die Abspaltung der TBDPS-Schutzgruppe erfolgte durch
Ammoniumfluorid in absolutiertem Ethanol.

E]

oL O
/ oy
H,N lN\) H,N
o@/u\éi y i O\Si%
O X o 1T
H,N - Hf’/j H,N 68

N

Abb. 60: Synthese des TBDPS-geschiitzten Aminophenols
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3.2 Synthesen der Markierungsvorlaufer

Nach hinreichender biologischer Evaluierung der dargestellten °F-Refernzverbindungen zeichneten
sich drei Verbindungen als besonders vielversprechend fiir weitere in vivo-Versuche ab (siehe
Kapitel 5, Ergebnisse der Evaluierung). Auf dieser Basis wurden entsprechende Markierungsvorlaufer
fur die [**F]FETos-Radiomarkeirung synthetisiert.

3.2.1 Synthese des Markierungsvorlaufers MV-11

Ausgehend vom 4,6-Dichlor-3-[(2-hydroxyethylamino)-methyl]-1H-indol-2-carbonsdureethylester (5)
sollte der entsprechende Markierungsvorldufer synthetisiert werden. In einem ersten Experiment
wurde 4-Benzyloxyanilin Hydrochlorid in Dichlormethan aufgenommen und zur Freisetzung des
Amins mit DIPEA versetzt. Dieses wurde dann mittels Triphosgen an den Indolgrundkérper gekoppelt
(22). Die anschlieRende Zyklisierung mit Kalium-tert.-butoxid und 4-Toluolsulfonsdurechlorid flhrte
zu einem Rohproduktgemisch, aus dem sich das Produkt nicht weiter isolieren lief3.

In einem alternativen Experiment wurde der Indolgrundkdrper (5) mit dem TBDPS-geschitzten
Aminophenol (68) umgesetzt. Die anschlieRende Zyklisierung resultierte in einer niedrigen Ausbeute

von 26 % und wurde nicht weitergefihrt.
OH
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Abb. 61: Ubersicht der geplanten Markierungsvorlaufersynthese MV-11
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3.2.2 Synthese des Markierungsvorlaufers MV-34

Auch hier wurde zunéchst der (E)-3-(2-Carboxyvinyl)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonséureethylester
(28) mit Benzyloxyanilin Hydrochlorid gekoppelt. Ebenso wurde DIPEA als Hilfsbase eingesetzt, um
aus dem Hydrochlorid das Amin freizusetzen (41). Im Anschluss sollte die Benzylschutzgruppe
abgespalten werden. Eine klassische Umsetzung des geschitzten Derivats mit Palladium auf
Aktivkohle und Einleitung von Wasserstoff zeigte jedoch keinen Reaktionsumsatz. Analog zur
MV-11-Markierungsvorlaufersynthese (siehe Kapitel 3.2.1, Synthese des Markierungsvorlaufers MV-11)
wurde als Kopplungskomponente das TBDPS-geschiitzte Aminophenol (68) eingesetzt. Nach
erfolgreicher Umsetzung wurde die TBDPS-Schutzgruppe mit Ammoniumfluorid in absolutiertem
Ethanol abgespalten und der Ethylester (43) im Basischen verseift. Das Zielprodukt (44) wurde in
einer Gesamtausbeute von 58 % erhalten.

OTBDPS
o)
o OH 1. pphy, DTDP Q
— > NH
2. cl —
S oo
COOEt \TBDPS \
cl N COOEt
H 28 68 ol N 42
H
EtOH | NH,4F
OH OH
0 o)
NH NH
Cl — B NaOH Cl —
N cooH m N ookt
- 43
Cl ” MV-34 Cl ” -

Abb. 62: Ubersicht der Synthese des Markierungsvorlaufers des GV150526-Derivats

Grundlage der TBDPS-Schutzgruppenabspaltung ist das hohe Bindungsbestreben von Fluor zu
Silizium, begrindet durch die hohe Bindungsenergie der Si-F-Bindung. Der Mechanismus ist in
Abbildung 63 beschrieben.
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Abb. 63: mechanistische Betrachtung der TBDPS-Schutzgruppenabspaltung

3.2.3 Synthese des Markierungsvorlaufers MV-55

Ausgehend von Verbindung 51 wurde die phenolische Hydroxylgruppe mit Benzylbromid geschiitzt
und wie unter Kapitel 3.1.3 angegeben in analoger Reaktionsweise weiter umgesetzt. Im finalen
Schritt wurde das Edukt (59) in Ethylacetat suspendiert, mit dem Palladium/Aktivkohle-Katalysator
versetzt und fir zwei Stunden Wasserstoff eingeleitet. Bei dieser Reaktion ist aufgrund der Bildung
zweier Nebenprodukte die Reaktionszeit zu beachten. Die massenspektroskopische Analyse zeigt, dass
sich bei verlédngerter Reaktionszeit auch die Chlor-Substituenten aus dem Aromaten nacheinander
abspalten. Nach einer optimierten Reaktionszeit von zwei Stunden war das Edukt vollstdndig
umgesetzt und das Hauptprodukt (60, MV-55) in ausreichender Menge gebildet, wobei beide
Nebenprodukte nur in geringen Mengen entstanden sind. Diese lieRen sich sdulenchromatographisch
abtrennen, sodass der dargestellte Markierungsvorlaufer in einer Gesamtausbeute von 61 % erhalten
werden konnte.
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Abb. 64: Syntheseweg zum Markierungsvorldufer des L-701,324-Derivats
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4. Ergebnisse der Radiosynthesen

4.1 Reaktionskinetische Aspekte

Da es bei der radioaktiven Synthese zwischen dem eingesetzten Edukt und dem erhalten Produkt zu
extremen Konzentrationsunterschieden kommt, muss man zum besseren Verstandnis einige
kernchemische kinetische Aspekte betrachten.

Bei den Radiosynthesen mit dem Markierungssynthon 2-[*°F]Fluorethyltosylat wurden etwa 50 MBq
BE-Aktivitat verwendet. Uber die allgemeine Formel des Zerfalls des Radionuklids (Abb. 65) kann
man die korrespondierende Stoffmenge berechnen.

A= ———=N- 1=
dt t1/2

A = Aktivitat, N = Teilchenzahl , A = Zerfallskonstante, t1/2 = Halbwertszeit

Abb. 65: Gleichung des radioaktiven Zerfalls

Theoretisch entsprechen demnach 50 MBq 2-[*®F]Fluorethyltosylat einer Stoffmenge von 8x10™* mol.
Die Menge an eingesetztem Markierungsvorlaufer betriige etwa 5x10°® mol. Hieraus wird eine etwa
100.000-fach héhere Konzentration an Markierungsvorlaufer gegeniiber dem **F-Synthon deutlich.
Aufgrund der gewdhlten Reaktionsbedingungen handelt es sich bei der vorgenommenen
Radiomarkierung um eine bimolekulare Reaktion zweiter Ordnung.

dlA] _
——= =k [MV]-[4]

mit — d[A] = d[P]

dla] _ . i
—W—k [A] mitk' = k [MV]

[A] = Konzentration des Markierungsedukts,[MV] = Konzentration des Markierungsvorlaufers,
k = Reaktionskonstante,[P] = Konzentration des Radioprodukts

Abb. 66: Geschwindigkeitsgesetz einer nca-Radiosynthese 2. Ordnung

Ferner gilt, dass die Abnahme der Konzentration des Markierungssynthons gleich der Bildung des
radioaktiv markierten Produkts entspricht. Da der Markierungsvorldufer im Verhéltnis zum
Markierungssynthon und dem Radioprodukt in groBem Uberschuss vorliegt, kann dessen
Konzentration wahrend der Reaktion als konstant angesehen werden. Daher l&sst sich die
Konzentration des Markierungsvorlaufers in die Reaktionskonstante miteinbeziehen. Daraus ergibt
sich fir die Aktivitdt zu Zeitpunkt t eine Gleichung, die verdeutlicht, dass es sich bei nca-Reaktionen
um einen Reaktionstyp pseudo-erster Ordnung handelt (siehe Abb. 67).

).
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[Ad _ 0.
ln[AO]— k-t

[4c] = [4] - e, mit [A:] = [Ao] ~ [P]
[P1=[4o] - (1 - e7*)
Abb. 67: Produktbildungsgleichung

Wird nun die radiochemische Ausbeute gegen die Zeit aufgetragen, erhdlt man eine Kurve, deren
Steigung bei gleichbleibender Markierungsvorlduferkonzentration lediglich von der Reaktivitit des
Markierungssynthons abhéngt, was sich in der Konstante k wiederspiegelt.
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Abb. 68: Schematische Darstellung des Reaktionsverlaufs einer nca-Markierung

4.1.1  Synthese von 4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-[*®F]fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-
carbonsaure ([**F]34)

4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-[**F]fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsaure  ([*°F]34)
l&sst sich prinzipiell auf zwei Arten darstellen. Zum einen ist eine direkte Markierung der Carbonséure
bei den entsprechend gewéhlten Reaktionsbedingungen an der phenolischen Hydroxylgruppe moglich,
zum anderen kann analog der korrespondierende Ethylester markiert werden, der allerdings im
Anschluss an die Markierungsreaktion verseift werden muss (siehe Abb. 69).
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Abb. 69: Synthesewege zur Herstellung der **F-markierten Zielmolekiils

Da die Markierung des Ethylesters mit anschlieRender Verseifung den deutlich héheren Zeitaufwand
aufweist, sollte die direkte *F-Markierung des Carbonsaurederivats zum gewiinschten Produkt fiihren
([°F134).

4.1.1.1 Aufnahme der Markierungskinetik

Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Markierungsvorldufers in den meisten L&ésungsmitteln,
konnte nur das dipolar aprotische Losungsmittel DMSO verwendet werden. Hier lie} sich der
Markierungsvorldufer in ausreichender Konzentration l6sen.

Eine Optimierung der Markierungsvorlauferkonzentration wurde nicht angestrebt, da sich hier schon
zu Beginn der Experimente eine Einwaage von 2 mg als ideal herausstellte. Ebenso erwies sich die
Verwendung von 5 N NaOH als Base aussichtsreich. Bei Erhéhung der Markierungsvorlaufer-
einwaage erwies sich die im Anschluss zwingend notwendige semipréparative HPLC-Aufreinigung als
schwierig durchfilhrbar, da eine Isolierung des '®F-markierten Produkts in ausreichender chemischer
Reinheit nicht mehr gewéhrleistet werden konnte. Gerade bei Verwendung von DMSO kann es zum
»Tailing“ des Hauptpeaks kommen. Bei zu geringer Markierungsvorldufereinwaage konnte das
[®*F]JFETos nicht ausreichend umgesetzt werden. Die Synthese der (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-
[**F]fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsaure ([**F]34) durch Umsetzung der
4,6-Dichlor-3-[2-(4-hydroxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-1H-indol-2-carbonsdure (44, MV-34) mit
[*®*F]JFETos wurde in Abhéngigkeit von der Reaktionstemperatur untersucht.

Hierzu wurden 2 mg des Markierungsvorldufers in 600 pL DMSO gel6st und in das Reaktionsgefald
tiberfuihrt, in dem 1,9 Aquivalente (1,94 pL) 5 N NaOH vorgelegt wurden. Die Reaktionslosung wurde
1 Minute bei entsprechender Temperatur (100 °C bzw. 140 °C) vortemperiert, bevor die Zugabe von
[®*F]FETos in 400 pL DMSO erfolgte. Nach 1, 3, 5, 7, 10, 15 und 20 Minuten Reaktionszeit bei
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entsprechender  Temperatur wurden jeweils 2 pL der Reaktionsldsung auf eine
Dinnschichtchromatographieplatte aufgetragen, entwickelt (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 %
Ameisensdure) und ausgewertet.
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Abb. 70: Ausbeute der '°F-Fluorethylierung in Abhangigkeit von der Reaktionstemperatur bei
konstantem Basenzusatz und Markierungsvorldufereinwaage sowie DMSO als
Losungsmittel

Abbildung 70 l&sst erkennen, dass eine optimale radiochemische Ausbeute von 82 % bei optimierten
Reaktionsparametern von 100 °C Reaktionstemperatur bei einer Markierungsvorldufereinwaage von
2mg und einem Basenzusatz von 1,94 pL 5 N NaOH in 1 mL DMSO nach 15 Minuten erreicht
werden konnte. Zusétzlich entstand im Zuge der Reaktion im untergeordneten Malistab ein
Nebenprodukt, welches nicht weiter identifiziert wurde.

100

90
80 \ *

[<5] e o
N
S\ /S
5 :8 \/ —o [1F]34
E 40 x —— [8F]FETos
&
S 30 —®— Nebenprodukt
RS VAR
10 ﬁ;ﬁ 8= o 0
0 A -
0 5 10 15 20
t/min

Abb. 71: Exemplarisches Beispiel einer Bildungskinetik von [®F]34 und des Nebenproduktes unter
Abnahme des [*°*F]JFETos-Synthons

4.1.1.2 Abtrennung und Qualitatskontrolle

In analoger Reaktionsfiihrung wurden fiir Abtrennungsversuche Startaktivitaten im Bereich von 70 —
300 MBq verwendet. Zur semipréparativen Aufreinigung wurde als stationdre Phase eine LiChrospher
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100 RP-18 S&ule (EC-5 , 10 x 250 mm, CS-Chromatographie GmbH) verwendet. Als mobile Phase
wurde ein Lésungsmittelsystem von Acetonitril und NaOAC-Puffer (0,25 M + 5 mL/L Essigséure) im
Verhaltnis 60/40 mit einer Flussrate von 4,0 mL/min gewd&hlt. Dieses entwickelte semipréparative
HPLC-System gewdhrleistete eine geeignete Separation des Hauptprodukts [*®F]34 von weiteren
Nebenprodukten und fuhrte zu einer hohen radiochemischen und chemischen Produktqualitat.

Fir die semipraparative HPLC-Aufreinigung wurde die gesamte Reaktionslésung nach 15 Minuten
Reaktionszeit zundchst mit 1 mL Wasser verdinnt und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Anschlielend
wurde die Losung in das fiir das [*°F]34 optimierte semipréparative HPLC-System | (siehe Kapitel
6.1.3, HPLC) injiziert. Die entsprechende Produktfraktion wurde bei 12,1 Minuten gesammelt.
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2.000 —

1.000 —|
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-500 L ML A T T T —
0,0 5.0 10.0 15,0 20,
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25,0 28.0

g

Abb. 72: Chromatogramm der semipréaparativen HPLC-Aufreinigung von [**F]34 (UV-Signal:
schwarz, Aktivitatssignal: rot)

Um die Elutionskraft des Acetonitrils herabzusetzen, wurde die Produktfraktion mit der vierfachen
Menge an Wasser verdiinnt und auf einer zuvor mit Acetornitril und Wasser konditionierten strata-X
Kartusche fixiert. Diese wurde anschliefend mit 10 mL Wasser gewaschen, um Ruckstande vom
HPLC-Laufmittel zu entfernen. Durch Elution mit 2 mL Ethanol wurde das Produkt in einen 5 mL-
Rundkolben Gberflihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt durch Zugabe
von 1mL isotonischer Kochsalzlosung in eine injektionsfertige Ldsung Uberfihrt. Die
durchschnittliche Synthesezeit betrug 66 Minuten mit radiochemischen Ausbeuten im Bereich von
25 — 60 % bei einer spezifischen Aktivitat im Bereich von 2,48 — 3,22 GBg/pmol.

Tab.5: Ubersicht der erhaltenen Ausbeute nach HPLC-Abtrennung von [*°F]34

Mittelwert (n = 9)

Messung der radiochemischen Standardabweichung / %
Ausbeute / %

Ausbeute 39 15

Zur Ermittlung der Ausbeuten wurde die tatsachlich eingesetzte Menge an [°F]JFETos, die zur
Reaktionslésung gegeben wurde, mit dem eluierten **F-markierten Produkt ins Verhaltnis gesetzt. Die
Verteilung der Aktivitat auf die einzelnen Syntheseschritte ist in Tabelle 6 wiedergegeben. Die
durchschnittliche Wiederfindungsrate betrug 87 %.
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Tab. 6: Aufstellung der Wiederfindungsrate von [**F]34

Aktivitat / MBq Wiederfin-
(zerfallskorrigiert) dungsrate / %

Messung Zeit/ min  Aktivitat / MBq

[**F]FETos in Spritze
(0,5 mL) 0 149,90 149,90 100,0
0s-Spritze leer , , 0+2

F]FETos-Spritze | 8 18,49 19,45 13,0 +2,1
Reaktionslésung in * -
Reaktionsgefal - LATAL g2

Reaktionsgefal? leer 22 2,08 2,39 16+1,2
HPLC-Injektionslésung in * L
Spritze (2,0 mL) 23 108,90 125,92

HPLC-Spritze leer 24 1,66 1,94 1,3+0,6
HPLC-Vorlauf 29 16,71 20,07 13,4 +6,3
HPLC-Produktfraktion * L
HPLC-Rest 49 0,67 0,91 0,6 £4,8
Durchbruch bei

Kartuschenfixierung (25 mL) 55 221 312 2,1£22

fixiertes Produkt auf * _
Kartusche 56 58,86 83,83

fixiertes Produkt auf 56 5621 80.05* L
Kartusche nach waschen ' '

H,O-Waschfraktion (10 mL) 56 0,87 1,24 0,8+0,3
eluiertes Produkt in Ethanol

2 mL) 61 53,89 79,21 52,8 +14,0
Rest auf Kartusche 62 5,45 8,06 54+1,6

Wiederfindungsrate 87+34

*Werte fir Wiederfindungsrate nicht genutzt

4.1.1.3 Bestimmung der spezifischen Aktivitat

Um die spezifische Aktivitdt zu bestimmen, wurde eine Eichgerade erstellt. Hierfir wurden
Verdunnungsreihen der inaktiven Referenzverbindung (34) hergestellt, indem 0,74 mg (1,69 nmol) in
1 mL DMSO gel6st und diese Stammldsung im Verhéltnis 1/10 weiterverdinnt wurde. Aliquots dieser
Ldsungen wurden in das analytische HPLC-System 11 (siehe Kapitel 6.1.3, HPLC) injiziert und die
entsprechenden Peakfldchen der UV-Absorption integriert. Dabei wurde eine Dreifachbestimmung des
jeweils injizierten Aliquots durchgefiihrt. Als stationdre Phase kam eine LiChorspher 100 RP-18 S&ule
(EC-5 u, 4,0 x 250 mm, CS-Chromatographie GmbH) zum Einsatz. Als mobile Phase wurde
Acetonitril mit NaOAc-Puffer (0,25 M + 5 mL/L Essigsdaure) im Verhaltnis 60/40 bei einer Flussrate
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von 1 mL/min verwendet. Durch Auftragung der Stoffmenge gegen die korrespondierende Peakflache
wurde durch lineare Regression eine Kalibrationsgerade erstellt, welche eine Bestimmung der
spezifischen Aktivitat in GBg/pmol erlaubt.

Tab. 7:  Werte zur Aufnahme der Kalibrationsgeraden

injizierte Stoffmenge / nmol Flache der UV-Absorption / mAU
0,0169 28,69 £ 2,59
0,0338 59,83 + 12,28
0,169 144,19 £12,77
0,338 283,16 £9,17
1,69 898,23 + 21,64
3,38 1783,46 + 59,88
2000
1800
_ 1600 —
T 1400
< 1200
= R?=0,9933
2 800 Ee
<
< 600
= 400
200 >
L)
0 4!/
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Stoffmenge / nmol

Abb. 73: Regressionsgerade zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat

Zunéchst wurde die Aktivitdt von 1 mL Produktlésung bestimmt. Im Anschluss wurden davon 20 pL
in das analytische HPLC-System injiziert und die Produktflache unter dem UV-Peak integriert. Mit
Hilfe der Kalibrationsgeraden lieR sich die korrespondierende Stoffmenge berechnen. Durch
Multiplikation mit dem Faktor 50 erhielt man die Stoffmenge in 1 mL Ldsung.

4.1.1.4 Darstellung von [**F]31 und Umsetzung zu [*°F]34

Ebenso wurde der Ethylester, (E)-4,6-Dichlor-3-[2-(4-hydroxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-1H-indol-2-
carbonsaureethylester (43), mit [*F]FETos zum ‘*F-fluorethylierten Produkt ([**F]31) umgesetzt.
Abbildung 74 zeigt die Markierungskinetik. Bei geeigneten Reaktionsbedingungen ist es moglich, die
Ethylesterverbindung im Basischen zu markieren, ohne dass dieser gespalten wird.
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Abb. 74: Markierungskinetik von ['®F]31 in Abhangigkeit der Reaktionszeit, Temperatur und
Basenkonzentration bei konstanter Markierungsvorldufereinwaage sowie DMSO als
Losungsmittel

Zur Entwicklung der Dinnschichtchromatogramme wurde ein Ldsungsmittelgemisch von
Petrolether/Ethylacetat im Verhaltnis 1/2 unter Zusatz von 3 % Ameisensdure verwendet. Die
Markierungskinetik zeigt, dass eine optimale radiochemische Ausbeute von 75 % schon bei einer
Reaktionszeit von 10 Minuten bei 120 °C erreicht werden kann.

In einem weiteren Experiment wurde der Ethylester unter diesen Voraussetzungen markiert und nach
beendeter Reaktionszeit mit 1 mL Wasser verdinnt und auf Raumtemperatur abgekihlt. Anschlielend
wurde die Reaktionslosung in das semipréparative HPLC-System | (siehe Kapitel 6.1.3, HPLC)
injiziert. Zur semipréparativen Aufreinigung wurde als stationdre Phase eine LiChrospher 100 RP-18
Saule (EC-5 4, 10 x 250 mm, CS-Chromatographie GmbH) verwendet. Als mobile Phase wurde ein
Losungsmittelsystem von Acetonitril und Wasser im Verhdltnis 50/50 mit einer Flussrate von
6,0 mL/min gewéhlt. Der Radiopeak wurde bei einer Retentionszeit von 40,4 Minuten abgetrennt.

3.500

mAU

3.000
2.000—

1.000—

N1 A /\

T

min
T

Abb. 75: Chromatogramm der semipraparativen HPLC-Aufreinigung von [**F]31 (UV-Signal:
schwarz, Aktivitatssignal: rot)
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Die Produktfraktion wurde mit der vierfachen Menge an Wasser verdiinnt, auf einer zuvor mit
Acetonitril und Wasser konditionierten strata-X Kartusche fixiert, mit 10 mL Wasser gewaschen und
mit 1,2 mL DMSO in ein Reaktionsgefal? eluiert. Anschliefend wurde die Lésung auf 120 °C erhitzt,
mit 100 pL 5 N NaOH versetzt und fir 1 Minute gerthrt. Im Anschluss wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 mL Wasser beendet und auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Reaktionslésung wurde in
das semipréparative HPLC-System injiziert (Bedingungen wie unter 4.1.1.2) und der Produktpeak
gesammelt. Nach Kartuschenfixierung, Waschschritt und Elution lieR sich das markierte ['°F]34
erhalten. Aufgrund der zeitaufwendigen Synthese und der zweifachen HPLC-Aufreinigung konnte das
Produkt erst nach 167 Minuten Synthesezeit in einer radiochemischen Ausbeute von 7 % erhalten
werden. Aus diesen Griinden ist dieses Syntheseverfahren zur Herstellung von [®F]34 nicht
praktikabel.

4.1.2  Darstellung von 7-Chlor-3-{3-[4-(2-[*®F]fluorethoxy)-phenoxy)]-phenyl}-4-hydroxy-1H-
chinolin-2-on ([**F]55)

7-Chlor-3-{3-[4-(2-[®F]fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-4-hydroxy-1H-chinolin-2-on ([**F]55) wurde
durch die Reaktion von [*F]FETos mit dem Markierungsvorlaufer 7-Chlor-4-hydroxy-3-[3-(4-
hydroxyphenoxy)-phenyl]-1H-chinolin-2-on (60, MV-55) dargestellt.

OH
O [¥F]FETos
O N o 5 N NaOH, DMSO0, 140 -
N
H O X
Abb. 76: Synthese von [**F]55

SUCAS

4.1.2.1 Aufnahme der Markierungskinetik

Ebenso wurden fiir diese ®F-Fluorethylierung Reaktionskinetiken aufgenommen und Variationen in
Reaktionstemperatur, Markierungsvorléuferkonzentration und Reaktionszeit vorgenommen.

Zuerst erfolgte eine Optimierung der Reaktionstemperatur. Dazu wurden 3 mg Markierungsvorlaufer
in 600 uL DMSO gelést und in das Reaktionsgefaf tiberfiihrt, in dem 1,9 Aquivalente (3 pL) 5 N
NaOH vorgelegt wurden. Die Reaktionslésung wurde 1 Minute bei entsprechender Temperatur
vortemperiert, bevor die Zugabe des [ISF]FETos in 400 pL DMSO erfolgte. Nach 1, 3, 5, 7, 10, 15 und
20 Minuten Reaktionszeit bei entsprechender Temperatur wurden jeweils 2 pL der Reaktionslésung
auf eine Dunnschichtchromatographieplatte aufgetragen, entwickelt (CH,Cl,/Ethylacetat, 9/1 + 3 %
Ameisensdure) und ausgewertet.
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Abb. 77: Ausbeute der *°F-Fluorethylierung von [*®F]55 in Abhéngigkeit von der Reaktionstemperatur
bei konstantem Basenzusatz und Markierungsvorldufereinwaage sowie DMSO als
Losungsmittel

Abbildung 77 lasst erkennen, dass eine optimale radiochemische Ausbeute von rund 98 % bei 140 °C
Reaktionstemperatur bei einer Markierungsvorldufereinwaage von 3 mg und einem Basenzusatz von
3 UL 5 N NaOH in 1 mL DMSO nach bereits 1 Minute erreicht werden konnte.

Im Anschluss wurde eine Variation der Markierungsvorldufereinwaage vorgenommen.

100 _
20 T i i

80 — : 4
70 L : -

[ -

60 / —e— 1 mg Markierungsvorlaufer
50

40 - / —8— 2 mg Markierungsvorlaufer
30 / 3 mg Markierungsvorlaufer
20 —!/

radiochemische Ausbeute / %

10 _H,: 2 —— = —=
0 i
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t/ min

Abb. 78: Ausbeute der *°F-Fluorethylierung von ['®F]55 in Abhéngigkeit der Markierungs-
vorlaufereinwaage bei konstantem Basenzusatz und Temperatur sowie DMSO als
Losungsmittel

Hier zeigte sich, dass bei 3 mg Markierungsvorlaufereinwaage bereits eine Ausbeute von > 95 %
erreicht werden kann. Allerdings ist die Verwendung von 3 mg Markierungsvorlaufer bei einer
spateren semipraparativen HPLC-Aufreinigung problematisch, weshalb fur folgende Radiosynthesen
eine Einwaage von 2 mg verwendet wurde. Hier wurde nach 10 Minuten bereits eine radiochemische
Ausbeute von > 85 % erreicht. Abbildung 79 zeigt den Reaktionsumsatz der Radiosynthese unter
diesen Bedingungen.
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Abb. 79: Exemplarische Bildungskinetik des [*°F]55 und des Nebenproduktes unter Abnahme des
[**F]JFETos-Synthons

4.1.2.2 Abtrennung und Qualitatskontrolle

In analoger Reaktionsfiihrung wurden fiir Abtrennungsversuche Startaktivitaten im Bereich von 80 —
170 MBq verwendet. Zur semiprédparativen Aufreinigung wurde als stationdre Phase eine Luna PFP-
Séule (100A, 5, 10 x 250 mm, Phenomenex) verwendet. Als mobile Phase wurde ein
Losungsmittelsystem von Acetonitril und NaOAC-Puffer (0,25 M + 5 mL/L Essigséaure) im Verhéltnis
60/40 mit einer Flussrate von 4,5 mL/min gewahlt. Dieses entwickelte semipréparative HPLC-System
gewdhrleistete eine geeignete Separation des Hauptprodukts [°F]55 von weiteren Nebenprodukten.
Fur die semipréparative HPLC-Aufreinigung wurde die gesamte Reaktionsldsung nach 10 Minuten
Reaktionszeit bei 140 °C zundchst mit 1 mL Wasser verdinnt und auf Raumtemperatur abgekiihit.
AnschlieRend wurde die Lésung in das fiir das [*®F]55 optimierte semipraparative HPLC-System |
(siehe Kapitel 6.1.3, HPLC) injiziert. Die entsprechende Produktfraktion wurde bei 30,0 Minuten
gesammelt.

Um die Elutionskraft des Acetonitrils herabzusetzen, wurde die Produktfraktion mit der vierfachen
Menge an Wasser verdunnt und auf einer zuvor mit Acetonitril und Wasser konditionierten strata-X
Kartusche fixiert. Diese wurde anschliefend mit 10 mL Wasser gewaschen, um Ruckstande vom
HPLC-Laufmittel zu entfernen. Durch Elution mit 2 mL Ethanol wurde das Produkt in einen 5 mL-
Rundkolben tberfiihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt durch Zugabe
von 1mL isotonischer Kochsalzlosung in eine injektionsfertige Losung Gberfuhrt. Die
durchschnittliche Synthesezeit betrug 78 Minuten mit radiochemischen Ausbeuten bis zu 86 %.
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Abb. 80: Chromatogramm der semipraparativen HPLC-Aufreinigung von [®F]55 (UV-Signal:
schwarz, Aktivitatssignal: rot)

Tab. 8: Ubersicht der erhaltenen Ausbeute nach HPLC-Abtrennung von [**F]55

Mittelwert (n = 9)

Messung der radiochemischen Standardabweichung / %
Ausbeute / %

Ausbeute 48 28

Zur Ermittlung der Ausbeuten wurde die tatsachlich eingesetzte Menge an [°F]JFETos, die zur
Reaktionslésung gegeben wurde, mit dem eluierten **F-markierten Produkt ins Verhaltnis gesetzt. Die
Verteilung der Aktivitat auf die einzelnen Syntheseschritte ist in Tabelle 9 wiedergegeben. Die
durchschnittliche Wiederfindungsrate betrug 87 %.

Tab. 9: Aufstellung der Wiederfindungsrate von [**F]55

Aktivitat/ MBq  Wiederfind-

Messung Zeit/ min  Aktivitat / MBq (erfallskorrigierty  ungsrate / %

18 . .

EO ';]'r:nﬂos In Spritze 0 83,32 83,32 100,0
[**F]JFETos-Spritze leer 2 8,65 8,76 10,5+ 4,6
Reaktionslosung in . -
Reaktionsgefal 4 23 2,56

Reaktionsgefal? leer 7 0,77 0,80 10+£1,0
HPLC-Injektionslésung in - L
Spritze (2,0 mL) 8 67,39 70,88

HPLC-Spritze leer 10 1,79 191 2,3x0,7
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HPLC-Vorlauf 34 5,90 7,31 18,0 + 20,6
HPLC-Produktfraktion * L
([18':]@) 34 50,85 63,03

HPLC-Rest 34 0,33 0,41 0,5+0,1
Durchbruch bei

Kartuschenfixierung (25 mL) 53 0,92 129 1537
fixiertes Produkt auf 53 42.41 5927+ L
Kartusche

fixiertes Produkt auf * L
Kartusche nach waschen 57 41,2 59.05

H,O-Waschfraktion (10 mL) 58 0,06 0,08 0,1+0,5
eluiertes Produkt in Ethanol 63 3991 59 41 713+ 238
(2 mL)

Rest auf Kartusche 63 0,88 1,31 16+1,6
Wiederfindungsrate 87 +10

*Werte fur Wiederfindungsrate nicht genutzt
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5. Ergebnisse der Evaluierung

5.1 Bestimmung der Lipophilie

5.1.1 Bestimmung der Lipophilie der Referenzverbindungen

Die Blut-Hirn-Schranke stellt eine physiologische Barriere zwischen der Blutbahn und dem zentralen
Nervensystem dar. Hauptfunktion ist, das zentrale Nervensystem vor toxischen Stoffen und
Krankheitserregern zu schitzen, damit diese nicht in das Gehirn gelangen kénnen. Dabei erfolgt die
Aufnahme notwendiger Substanzen durch Transportsysteme oder durch passive Diffusion durch die
Blut-Hirn-Schranke. So ist diese fir polare Substanzen nicht permeabel, wabei lipophile Substanzen
bis zu einer gewissen GroRRe hindurch diffundieren kdnnen. Bei zu hoher Lipophilie ist es mdglich,
dass Substanzen in der Membran festgehalten oder an Plasmaproteine gebunden werden.

Die Lipophilie stellt einen Richtwert dar, welcher eine erste Aussage daruiber erlaubt, ob ein Molekiil
in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu uberwinden. Die experimentelle Bestimmung der
Lipophilie erfolgt tber den Logarithmus des Verteilungskoeffizienten D bei einem physiologischen
pH-Wert von 7,4 der Verbindung in einem n-Octanol/\Wasser-System.

|Og D= Coctanol

CWasser

D = Verteilungskoeffizient bei pH 7,4,
Coctanol — Konzentration des Liganden in der Octanolphase,
Cwasser — Konzentration des Lganden in der Wasserphase

Abb. 81: Gleichung zur Ermittlung des log D-Wertes

So sollten Substanzen mit einem log D-Wert von 2 bis 3 in der Lage sein, die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden. Der log D-Wert kann uber verschiedene Methoden bestimmt werden und wurde im
Rahmen dieser Arbeit tGber die HPLC-Methode ermittelt.

Werden verschiedene Substanzen mit unterschiedlicher Lipophilie Gber eine RP-HPLC-S&ule eluiert,
weisen sie unterschiedliche Retentionszeiten auf. Dabei eluieren hydrophile vor lipophilen
Substanzen. Der Verteilungskoeffizient D fiir die jeweilige Substanz I&sst sich durch die Bestimmung
des Kapazitétsfaktors k ermitteln.

k:tR_tO

mit tg = Retentionszeit und t, = Totzeit
0

Abb. 82: Gleichung zur Ermittlung des Kapazittsfaktors

Als stationdre Phase wurde eine LiChrospher 100 RP-18 HPLC-Saule (EC-5 p, 4,0 x 250 mm,
CS-Chromatographie GmbH) verwendet. Als mobile Phase wurde ein Methanol/Sorensenpuffer im
Verhaltnis 75/25 bei einer Flussrate von 1 mL/min gewahlt (Sérensen-Puffer: 910 mg KH,PO,,
2,047 mg Na,HPO,4 x 2 H,O in 1000 mL H,0).

Zunéachst wurde die Totzeit der Saule bestimmt, indem eine Substanz, welche nicht mit der stationdren
Phase wechselwirkt, injiziert wurde. AnschlieBend wurden in einer Dreifachbestimmung Substanzen
mit bekanntem log D-Wert in das HPLC-System 111 (siehe Kapitel 6.1.3, HPLC) injiziert und deren
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Retentionszeit bestimmt. Durch die graphische Auftragung der log D-Werte gegen die
korrespondierenden log k-Werte ergibt sich bei linearer Regression eine Kalibrationsgerade.

Tab. 10: Verwendete Eichsubstanzen zur Erstellung der Kalibrationsgeraden

(+)-Natrium-L-ascorbat -1,67 1,57 — —
Anilin 1,10 2,55 0,6254 -0,2038 + 0,0008
Phenol 1,46 2,62 0,6672 -0,1757 £ 0,0034
Benzaldehyd 1,48 3,01 0,9172 -0,0375 £ 0,0001
Anisol 2,11 4,22 1,6872 0,2272 + 0,0008
Toluol 2,69 6,04 2,8447 0,4540 £ 0,0143
p-Bromanisol 3,05 6,63 3,2201 0,5079 £0,024

Kalibrationsgerade zur Bestimmung der Lipophilie

log D

y =2,6948x + 1,5895
R?=10,9891

[EN

-0,30 -0,20 -0,10 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70

log k

Abb. 83: Lineare Regression zur Ermittlung der Kalibrationsgeraden

Im Anschluss wurden die jeweils zu untersuchenden inaktiven Referenzverbindungen in das HPLC-
System injiziert und aus deren Retentionszeit der log k-Wert berechnet. Aus diesem konnte mit Hilfe
der Geradengleichung der Kalibrationsgeraden der entsprechende log D-Wert errechnet werden. Hier
wurde ebenfalls eine Dreifachbestimmung der jeweils untersuchten Substanz durchgefiihrt. Die
Standardabweichung der ermittelten log D-Werte betrdgt maximal + 0,05.

67



Ergebnisse der Evaluierung

Tab. 11: Ubersicht der log D-Werte

Struktur Testsubstanz tr / min k log k logD
o
cl T \T/ 8 (meta) 13,01 728 0,86 3,91 £0,00"
/
N COOEt o] -
o N j 9 (para) 10,58 573 0,76 3,63 +0,00
F
o
o N~ 10 (meta) 2,40 053  -0,28 0,84 0,02
Y
COOH o] *
. N j 11 (para) 2,19 049  -0,40 0,50 0,01
F
o
] N\J_L/N C . 17 (Ester) 6,00 282 045 2,80 £0,01
D—coom 2 18 (S4ure 1,88 020 -0,71 -0,32£0,01
E N E =
H
o
g N\)_L/N _@ 20 (Ester) 16,24 934 0,97 4,20 +0,01
D—cooen 21 (Saure 2,68 0,70  -0,15 1,18 0,01
cl N -
H
7\ 29 (ortho) 13,21 741 087 3,93 40,01
O, _\O
NH *
o = H 30 (meta) 10,82 589 0,77 3,67 +0,01
F
\ COOEt
c N 31 (para) 9,03 475 0,68 3,41 0,05
7\ 32 (ortho) 2,35 049  -031 0,76 +0,01
O, _\O
NH
o = H 33 (meta) 2,32 048  -0,32 0,72 £0,01
F
\ COOH
c| N 34 (para) 2,06 031  -051 0,23 +0,03
O.
Q. O IF 37 (Ester) 5,70 263 042  272+0,00
F J— H
N cooeum 38 (Saure) 1,85 018  -0,75 -0,42 +0,01"
% ,@ 39 (Ester) 11,43 628 0,80 3,74 +0,01
Cl — H
N—cooeun 40 (Séure) 2,24 042  -0,37 0,59 + 0,04
cl N
O.
OH
o/©/ \LF 55 1,90 021  -0,68 -0,25 + 0,01
Cl N o
H

“Fehler < 0,01

Wie zu erwarten weisen die Ethylester Werte von 2,72 bis 4,20 auf. Die Carbonsduren liegen hier
wesentlich darunter im Bereich von -0,42 bis 1,18. Deutlich zeigt sich, dass die 4,6-difluorierten
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Derivate einen besonders niedrigen log D-Wert fur die Ethylester als auch fir die Carbonséuren
aufweisen. Vor allem die Carbonséuren scheinen aufgrund dessen nicht die Mdglichkeit zu haben, die
Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Trotz des teilweisen niedrigen log D-Wertes wurde die Evaluierung
fortgesetzt.

5.1.2 Bestimmung der Lipophilie tiber die Riickextraktion der **F-markierten Verbindung

In dieser Methode wurde lediglich die Lipophilie der Verbindung [**F]34 bestimmt. Hierzu wurden
etwa 10 MBq des aufgereinigten, *F-markierten Produkts ([*°F]34) in PBS-Puffer aufgenommen.
700 pL der PBS-Phase wurden mit derselben Menge an n-Octanol versetzt und diese Mischung auf
einem Ruittler fir 2 Minuten geschdittelt. Im Anschluss wurde die Mischung fur 1 Minute bei 12.000
Umdrehungen zentrifugiert, um die Phasen zu trennen. 400 pL der Octanolphase wurden abgetrennt
und aufbewahrt. Anschliefend wurden insgesamt 400 pL Mischphase verworfen sowie 400 pL der
PBS-Phase entnommen und aufbewahrt. Die Aktivitat der n-Octanol- und PBS-Phase wurde mit
einem Aktivitmeter bestimmt und zerfallskorrigiert (Aktivimetermethode). Anschlielend wurde die
PBS-Phase mit PBS-Puffer auf 700 pL aufgefllt und erneut mit 700 pL n-Octanol riickextrahiert. Auf
diese Weise wurde dreimal der Riickextraktionsvorgang durchgefiihrt.

Ferner wurden von der jeweiligen Octanol- und PBS-Phase 3 puL abgenommen, auf eine DC-Platte
aufgetragen und an der Instant Imager Auswerteeinheit ausgemessen (Countermethode). Aus den
erhaltenen Werten wurde der log D-Wert berechnet.

Tab. 12: Ubersicht der ermittelten log D-Werte der Verbindung [*®F]34 iiber die Aktivimetermethode

Anoctanol / MB(Q Arss / MBQ logD Mittelwert log D
10,23 0,65 1,23
5,96 0,35 1,24 1,19 + 0,09
3,22 0,26 1,08

Tab. 13: Ubersicht der ermittelten log D-Werte der Verbindung [*®F]34 iiber die Countermethode

counts,-octanol countSpgs log D Mittelwert log D
195.710 2.432 1,91
83.232 1.111 1,87 1,90 +0,03
42.845 510 1,92

Die deutliche Differenz der Ergebnisse der beiden unterschiedlichen Messmethoden ist auf die groRe
Fehlerabweichung des Aktivimeters bei Messungen im niedrigen Aktivitatsbereich zuriickzufthren.
Daher ist die Messung (ber die DC-Methode bei Kkleineren Aktivitdtsmengen als die Genauere
anzusehen. Beide Methoden liegen jedoch im Ergebnis deutlich hoher als der in der HPLC-Methode
ermittelte Wert.

5.2 Bestimmung der in vitro-Affinitaten

Die Affinitatsstudien wurden in Kooperation mit dem Institut fur Pharmazie der Johannes Gutenberg-
Universitdt Mainz in Zusammenarbeit mit Frau Carina Edinger durchgefihrt. Hierzu wurde nach einer
in der Literatur beschriebenen Vorschrift der 1Cs-Wert durch die Verdrangung des Radioliganden
[PHJMDL-105,519 an préparierten Schweinehirnmembranen durch die jeweilige Testsubstanz
bestimmt.”” Aus den ICs;-Werten wurde nach der Gleichung von Cheng und Prusoff® der
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entsprechende K;-Wert errechnet ([3H]MDL-105,519: Ky=3,73£0,43nM, ¢c= 2 nM). Fir die
synthetisierten inaktiven Referenzverbindungen ergaben sich im Zuge der in vitro-Testung die in
Tabellen 14 — 16 aufgelisteten Affinitaten.

Tab. 14: Affinitaten der 3-imidazolidin-substituierten Indolcarbonsaure-Derivate

o)
N
Ri N\—/N R,
N COOR, R;
R{ N
Bezeichnung R, R, R R, ICso / UM Ki/ uM
8 cl Et O H 28+ 4 16 +3
9 cl Et H AN 1521 10+1
10 cl H O H 74+03 4,7+02
11 cl H H O 14201 0920,
17 F Et H O 27207 17,4+0,8
18 F H H AN 30202 1,9+0,1
20 cl Et H H 108 +4 68+3
21 cl H H H 017+0,07  0,08+0,05
Tab. 15: Affinitaten der GVV150526-Derivate
Rs
o)
R, _ /N L Ra
N COOR,
Ry N
Bezeichnung R, R, R R, Rs ICso/ UM K/ UM
29 Cl  Et O H H 258 £56 168 %37
30 Cl Et H O H 239+53 156+ 34
31 Cl  Et H H O~ Np 401336 26123
32 cl H AN H H 1,4+05 09+03
33 cl H H A H 0,60 +0,06 0,39 0,04
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34 clH H H O~ 020£025 0,13£016
37 F o Et H H O NE 45210 29307

38 FH H H O~ 042:004 0,29£0,03
39 cl  Et H H H 48+9 326

40 clH H H H 0,02£001 0,013+0,006

Tab. 16: Affinitat des L-701,324-Derivats

0
4 O /©/\/\F
\ O
cl l N~ o
H

Bezeichnung ICso / UM Ki/uM

55 78 + 37 51+24

Die Affinitatswerte verdeutlichen die Tatsache, dass eine Carboxylfunktion in 2-Stellung fir die NR1-
Rezeptoraffinitat wichtig ist. Beim Vergleich der Ethylester mit den Carbonséuren der 3-imidazolidin-
substituierten Indolderivate unterscheiden sich die Affinitaten um den Faktor 10. Ebenso verhélt es
sich mit den 4,6-difluorsubstituierten Derivaten. Drastischer wird die Affinitdtsveranderung bei
Betrachtung des unsubstituierten Molekdls. Hier weist die Carbonsdure einen um den Faktor 600
besseren Wert auf.

Bei den Derivaten des GV150526 wirkt sich der Ubergang von Ethylester zur Carbonséure mit einem
Faktor von 200 — 2000 noch drastischer aus. Bei Betrachtung der unsubstituierten Derivate ist der
Trend noch ausgepragter. Hier betrégt der Faktor 2000.

Das synthetisierte Derivat des L-701,324 weist von den Zielstrukturen die schlechteste Affinitat auf.
Da hier die alternativen Substitutionsmuster in ortho- und meta-Stellung nicht untersucht wurden, ist
es nicht auszuschlieBen, ob eine alternative Substitution womdglich zu einem besseren Affinitatswert
gefuhrt hatte. Ferner ist es moglich, dass die 4-Hydroxy-chinolin-2-on-Gruppierung nicht in idealer
Weise dazu geeignet ist, die Carboxylgruppe zu ersetzten.

Von den insgesamt 15 getesteten fluorethylierten Substanzen stellt das para-fluorethylierte Derivat des
Gavestinels (34) aufgrund der niedrigsten Affinitidt die beste Komponente dar, von der deshalb
zusétzlich autoradiographische Aufnahmen angefertigt wurden.

5.3 Autoradiographie

Die Autoradiographien des markierten Liganden [**F]34 wurden in Kooperation mit der Klinik fiir
Psychiatrie und Psychotherapie der Universitdtsmedizin Mainz in Zusammenarbeit mit Frau Vanessa
Bockhart durchgefihrt.

Es wurden 14 pm dicke transversale und sagittale Gehirnschnitte von etwa 8 Wochen alten,
mannlichen Ratten verwendet. In zwei verschiedenen Experimenten wurde zundchst eine 15 nM bzw.
400 nM Losung des Radioliganden in einem Puffersystem (50 mM TRIS/HCI-Puffer, 120 mM NacCl)
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hergestellt. Die Hirnschnitte wurden mit 300 pL dieser L&sung versetzt, eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss zweimal fir drei bzw. funf Minuten gewaschen. Die
unspezifische Bindung wurde mittels Verdrangung mit 200 uM Glycin bestimmt. Parallel wurde
versucht, die NMDA-Rezeptoren mit 500 pM Mg* und 100 pM Glutamat zu aktivieren, um
gegebenenfalls eine verbesserte Radioliganden-Bindung zu erreichen. Gemall der Theorie sollte eine
Anlagerung an die Co-Agonisten-Bindungsstelle der NR1-Untereinheit verstarkt stattfinden, wenn
zuvor die Bindung des Agonisten Glutamat an der NR2-Untereinheit stattgefunden hat. Dies konnte
bestatigt werden. Aufgrund des signifikanten Unterschieds der Signalstdrke wurden in folgenden
Experimenten die Hirnschnitte stets mit Mg®* und Glutamat aktiviert. Tabelle 17 gibt eine Ubersicht
der Parameter wieder.

Abb. 84: Vergleich eines nicht-aktivierten Hirnschnitts (A) und eines aktivierten Hirnschnitts (B)

Tab. 17: Ubersicht der Autoradiographieparameter

Konzentration [°F]34/nM  Waschzeit / min Triton X Verdrangung

(0,01 %) 200 M Glycin
. ja
ja :
nein
3 :
. ja
nein -
15 nein
. ja
ja :
nein
5 :
. ja
nein -
nein
. ja
ja :
nein
3 :
. ja
nein -
nein
400 _
. ja
ja :
nein
5 :
. ja
nein -
nein
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Abb. 85: Autoradiographische Hirnschnitte mit A: unspezifische Bindung (Transversalschnitt), B:
absolute Bindung (Transversalschnitt), C: unspezifische Bindung (Saggitalschnitt), D:
absolute Bindung (Saggitalschnitt)

Die autoradiographischen Aufnahmen lassen erkennen, dass es im Cortex zu einer erwarteten Bindung
des Radioliganden kommt. Allerdings ist keine verstarkte Anreicherung in anderen NRZ1-reichen
Gehirnregionen, wie im Hippocampus, festzustellen. Darliber hinaus ist in Bereichen mit niedriger
NMDA-Rezeptordichte, beispielsweise in den Thalamuskernen, eine verstirkte Anreicherung des
Radioliganden zu beobachten. Bei jedem Experiment wurde eine Eichgerade mit 6 Konzentrationen
der Radioliganden erstellt, um das gemessene Signal in fmol/mm? zu konvertieren. Aus den erhaltenen
Daten lasst sich das Verhdltnis von unspezifischer zu spezifischer Bindung errechnen. Als
unspezifisches Areal wurde der Hippocampus und als spezifischer Bereich der Thalamus gewahlt
(siehe Abb. 86).

350

O Hippocampus
300 pp p

@ Thalamus

250

200

fmol/mm?2

150

100

50

0 .
absolute Bindung unspezifische Bindung

Abb. 86: Vergleich der spezifischen und unspezifischen Bindung
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Das hohe MaR an unspezifischer Bindung lasst sich mdglicherweise zum einen durch den lipophilen
Rest der Indol-2-carbonsiure erkldren und ist zum anderen auf eventuelle Cross-Affinitaten zu

anderen Rezeptorsystemen zurlckzufiihren. Abbildung 87 zeigt den Vergleich der durchgefiihrten
82,83

Autoradiographien mit den erhaltenen Autoradiographien der NR1-Untereinheit aus der Literatur.

Abb. 87: Vergleich der erhaltenen Autoradiographien (B, D) mit denen aus der Literatur (A%, C%)

5.4 PET-Experimente

Mit den Radioliganden [*®F]34 und [*°F]55 wurden PET-Experimente mit Spargue-Dawley-Ratten
durchgefiihrt und der entsprechende Tracer unter Isofluran-Narkose i. v. appliziert. Es wurden jeweils
dynamische Scans tber einen Zeitraum von 60 Minuten durchgefiihrt.

Die Startaktivitdten zur Synthese des Liganden [*®F]34 lagen bei 3 — 4 GBq. Im PET-Experiment
wurden 29 MBq des Tracers [*°F]34 in 600 uL isotonischer Kochsalzldsung einer 290 g schweren
weiblichen Ratte injiziert. Die Auswertung der Zeitaktivitatskurven belegt, dass keine spezifische
Aufnahme des Tracers im Hirn zu verzeichnen ist (siehe Abb. 88). Lediglich unspezifisch ist ein
geringfiigig hoherer Uptake messbar sowie eine erhdhte Aktivitdt in den Venen (Sinus). Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass der Ligand keine ausreichende Mdglichkeit besitzt, die Blut-Hirn-
Schranke zu tberwinden.

Zur Radiosynthese des Liganden [®F]55 wurden Startaktivititen im Bereich von 1 — 6 GBq
verwendet. In einem ersten Experiment des Liganden [®F]55 wurden 33 MBq des Tracers in 350 pL
isotonischer Kochsalzlésung einer 250 g schweren ménnlichen Ratte injiziert. Aber auch hier lief? sich
keine spezifische Hirnaufnahme messen. Da die Vermutung nahe lag, dass der Ligand an das Serum
im Blut bindet, sollte in einem zweiten Experiment durch die Coinjektion des Tracers mit dem
Natriumsalz des Warfarins die Bindung an das Serum abgesattigt werden, sodass ein hoherer Anteil an
ungebundenem Tracer zur Verfugung stehen sollte. Hierzu wurden 20 mg/mL des Warfarin-
Natriumsalzes bei pH 7,4 in PBS-Puffer geldst und hiervon 150 pL mit 150 pL der Tracers mit
23 MBqg Aktivitat einer 405 g schweren Ratte injiziert. Trotz dieses Vorgehens konnte keine
signifikante Erh6hung der Traceraufnahme im Hirn gemessen werden. Schlussfolgernd kénnen beide
Radioliganden wegen einer unzureichenden Penetration der Blut-Hirn-Schranke nicht als PET-Tracer
genutzt werden.
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Abb. 88: Zeitaktivitatskurven fiir [**F]34 mit Sinus (links) und ohne Sinus (rechts)

Abb. 89: Transversalaufnahmen der Aktivitatsverteilung von [*°F]34 in verschiedenen Hirnregionen
im PET-Experiment; PET-Aufnahmen (A und B) und die korrespondierenden

Auswertegraphiken (C und D), dunkelblau (Cortex rechts), hellblau (Cortex links), griin
(Cerebellum), violett (Sinus)
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5.5 Ex vivo-Studie

Da die synthetisierten Liganden offenbar nicht die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden kénnen, wurde in
einer ex vivo-Studie die Eignung von Ethylestern zur Penetration der Blut-Hirn-Schranke untersucht.
Dazu wurde der 4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbon-
séureethylester (31) sowie die korrespondierende Carbonséure (34) als Modellverbindungen genutzt.
Jeweils drei wild-type- und Pgp-knockout-M&usen wurde die entsprechende Verbindung i. v.
appliziert. Hierzu wurde eine Lésung von Verbindung 31 bzw. 34 in DMSO (10 mg/mL) hergestellt
und davon eine Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht in 500 pL isotonischer Kochsalzldsung appliziert.
Nach 30 Minuten wurden die Tiere dekapitiert, das Gehirn enthnommen und homogenisiert. Zur
Analyse wurde das Hirnhomogenat bei 12.000 Umdrehungen fiir 10 Minuten zentrifugiert und 20 pL
des Uberstands in das analytisches HPLC-System 1l (Saule: LiChrospher 100 RP-18, EC-5 , 4,0 x
250 mm, CS-Chromatographie; Laufmittel: Acetonitril/Puffer 60/40, Puffer: 0,25 M NaOAc-Puffer +
5 mL/L Essigséure, Flussrate: 1 mL/min) injiziert.

Prinzipiell ermdglicht das HPLC-UV-Chormatogramm eine ldentifizierung der zuvor applizierten
Verbindungen. Im Falle, dass ein Ester die Blut-Hirn-Schranke tberwindet, muss dieser aus dem
injizierten Hirnhomogenat-Losung detektiert werden kénnen. Anhand der Retentionszeiten und der
Hohe der UV-Peaks lassen sich ferner Riickschliisse ziehen, ob und in welchem Malfte ein Ester zur
Carbonsdure gespalten wurde. Auf diese Weise ist es moglich, geeignete Ester als Prodrugs zu
identifizieren.

Erste Ergebnisse legen jedoch die Vermutung nahe, dass die Carbonséure und der Ethylester sowohl
bei wild-type- als auch bei Pgp-knockout-M&usen nicht die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden kénnen.
Fir kein Mausmodell konnte ein entsprechender UV-Peak detektiert werden. Eine Analyse des
Plasmas kam aufgrund technischer Voraussetzungen noch nicht zur Durchfiihrung.
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6. Experimentalteil

6.1 Verwendete Methoden

6.1.1 Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, Aldrich,
Fisher Scientific, Fluka, Lancaster, Merck und Riedel-de Haén bezogen. Fir den Grofteil der
Synthesen wurden getrocknete Losungsmittel in Septenflaschen tber Molsieb gelagert der Firma
Fluka verwendet (Acetonitril, Benzol, Diethylether, Dioxan, 1,2-Dichlorethan, Dichlormethan, DMF
und THF). Die Losungsmittel zur Extraktion/Umkristallisation wie Aceton, Chloroform,
Dichlormethan, Diethylether, Ethylacetat, Isopropanol, Methanol und Petrolether wurden von der
Firma Fisher Scientific bezogen. Dabei wurden die Ldsungsmittel Chloroform, Dichlormethan,
Ethylacetat und Petrolether vor Gebrauch destilliert. Die verwendeten HPLC-Lésungsmittel
Acetonitril, Methanol, 2-Propanol und THF wurden von der Firma Fisher Scientific bezogen. Fir die
NMR-Spektroskopie wurden deuterierte Losungsmittel (CDCl;, DMSO-dg) der Firmen Deutero und
Sigma-Aldrich verwendet. Fir die Festphasenabtrennung wurden strata-X Kartuschen (200 mg) der
Firma Phenomenex verwendet.

Die Synthesen wurden unter Argonatmosphére durchgefiihrt und die Produkte im Vakuum getrocknet.

Chemikalie Reinheit Lieferant
2-Amino-4-chlor-benzoesduremethylester =98 % Fluka
2-Aminoethanol =>99,0% Fluka
4-Aminophenol zur Synthese Merck
Ammoniumformiat =>99,0% Fluka
Ammoniumfluorid > 98 % Aldrich

Anilin =>995% Fluka

Anisol zur Synthese Merck
Benzaldehyd zur Synthese Merck
Benzylbromid > 98 % Fluka
4-Benzyloxyanilin Hydrochlorid 98 % Acros Organics
bis-Trichlormethylcarbonat zur Synthese Merck
4-Bromanisol zur Synthese Merck
1,2-Bromfluorethan > 99 % ABCR

Celite 545 (KorngréRie 0,02 — 0,1 mm) Merck
Chloressigsaure-tert.-butylester 97 % Acros Organics
Cyclohexan p. a. Riedel-de Haén
3,5-Dichloranilin 98 % Aldrich
3,5-Difluorphenylhydrazin Hydrochlorid 98 % ABCR
Diisopropylethylamin 99,5+ % Acros Organics
Dimethylaminopyridin =99 % Aldrich
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat p. a. Fluka
2,2’-Dithiodipyridin 98 % Acros Organics
di-tert.-Butylpyrocarbonat 97 % Acros Organics
Eisessig p. a. Merck
Ethanol, 2 % MEK Acros Organics
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etherische HCI-Lsg. (2 M)
Ethylpyruvat

2-Fluorethanol
4-Fluornitrobenzol
3-Hydroxyphenylessigsaure
Imidazol

4-lodanisol

isoton. NaCl-Lésung, 0,9 %
Kaliumcarbonat, wasserfrei
Kalium-di-hydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kalium-tert.-butoxid
Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid
Kupfer-(I1)-oxid
Magnesiumsulfat
Natriumacetat Trihydrat
(+)-Natrium-L-ascorbat
Natriumnitrit

Natriumsulfat, wasserfrei
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumtriacetoxyborhydrid
2-Nitrophenol

3-Nitrophenol

4-Nitrophenol
N-Methylformanilid
Oxalylchlorid
Palladium/Kohlenstoff (10 %)
Phenol

Phenylisocyanat
Phosphorylchlorid
Polyphosphorsédure

Pyridin, wasserfrei

Salzséure, konz.
Schwefelsaure, konz.
tert.-Butyldiphenylsilylchlorid
4-Toluolsulfonséurechlorid
4-Toluolsulfonsdure Monohydrat
Triethylamin
Trifluoressigsaure
Triphenylphosphin

Warfarin

Zinn-(11)-chlorid Dihydrat
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Aldrich

Merck
Lancaster
ABCR

Merck

Merck

Merck

Braun

Fisher Scientific
Merck

Acros Organics
Fluka

Fluka

Merck

Merck

Merck

Aldrich

Merck

Acros Organics
Fisher Scientific
Acros Organics
Fluka

Acros Organics
Alfa Aesar
Merck

Merck

Fluka

Fluka

Fluka

Merck

Merck

Merck

Aldrich

Fisher Scientific
Merck

Aldrich

Merck

Fluka

BASF

Solvay GmbH
Fisher Scientific
Fluka
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6.1.2 Chromatographiemethoden

Fir die Reaktionskontrolle wurden Dinnschichtchromatographieplatten (Kieselgel 60 F,s4) der Firma
Merck sowie der Firma Macherey-Nagel mit den jeweils angegeben Laufmittelgemischen verwendet.
Dabei wurde die Laufmittelzusammensetzung in Volumenverhaltnissen (v/v) hergestellt. Die
Detektion der Substanzen erfolgte mit UV-Licht der Wellenlange A = 254 nm.
S4ulenchromatographische Aufreinigungen wurden mit Silicagel (0,060-0,200 mm, 60 A) der Firma
Acros Organics unter Normaldruck mit den jeweils angegebenen Laufmittelgemischen durchgefiihrt.
Fir die Analyse und Auswertung der Radiodiinnschichtchromatogramme wurde ein Instant Imager der
Firma Canberra Packard sowie ein Radioaktivitatsdiinnschichtchromatograph (Rita Star 09/07) der
Firma Raytest verwendet.

6.1.3 HPLC
Zur Analyse und Abtrennung kamen verschiedene HPLC-Systeme zum Einsatz.

1) HPLC-System der Firma Dionex, P680 HPLC-Pumpe, UV-Detektor UVD 170U,
Entgaser DEGASYS DG-1210, Aktivitatsdetektor Gabi Star 11/02 der Firma Raytest

1)) HPLC-System der Firma Sykam, Solvent Delivery System S 1121, S 5111 Injector Valve
Bracket, UV Detektor K-2501 der Firma Knauer, Aktivitatsdetektor FlowStar LB 513 der
Firma Berthold

1) HPLC-System der Firma Dionex, P680 HPLC-Punmpe, UV-Detektor UVD 170U

6.1.4 NMR-Spektroskopie

Die "H-Spektren (300 MHz) und die **C-Spektren (75.5 MHz) wurden an einem Bruker AC-300-
Spektrometer gemessen. Das jeweilige NMR-Losungsmittel wurde als Standard verwendet.

6.1.5 Massenspektroskopie

Die FD-Massenspektren wurden mit einem MAT 95-Massenspektrometer der Firma Finnigan gemessen.

6.1.6 Aktivimeter und PET-Scanner

Zur Aktivitdtsmengenbestimmung wurde ein Aktivimeter (Isomed 2000) der Firma MED verwendet.
Fir die PET-Aufnahmen wurde ein pPET-Scanner der Firma Siemens (Focus 120) verwendet.

6.1.7 Diverse Gerate

Synthesen in der Mikrowelle wurden in einer Discover single-mode Mikrowellenkavitat der Firma
CEM durchgefuhrt. Die Temperaturregulierung erfolgte durch einen Infrarotsensor, die
Druckregulierung durch eine Piezo-Druckzelle. Fur die Zentrifugierung wurde eine Heraus sepatech
Biofuge 28 RS verwendet. Ferner wurde ein HLC BioTech BT 03 verwendet. Zur Auswertung der
Autoradiographien wurde ein Fujifilm FLA-7000 verwendet. Zur Reaktivierung der Filme (Fujifilm,
BAS IP SR 2040 E) wurde ein IP Eraser 3 der Firma Fujifilm verwendet.
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6.2 Synthese von imidazolidin-2-on-substituierten Indolcarbonsdurederivaten

6.2.1 Synthese der Dichlorderivate

6.2.1.1 3,5 Dichlorphenylhydrazin Hydrochlorid (1)

Cl
HCI
NH
Cl N2
H

Ansatz:
3,5-Dichloranilin 10,0¢g 61,7 mmol
NaNO, 4,269 61,7 mmol
Zinn-(11)-chlorid Dihydrat 41,75 ¢ 185 mmol

3,5-Dichloranilin (10,0 g, 61,7 mmol) wurde mit Eisessig (200 mL) versetzt und vorsichtig auf 0 °C
gekdhlt. AnschlieBend wurde mit dem Zutropfen von konz. HCI (40 mL) begonnen. Nach dem
Abkiihlen des Gemisches auf -5 °C wurde eine vorgekihlte Ldsung aus Natriumnitrit (4,26 g,
61,7 mmol) in Wasser (30,8 mL) zugetropft. Anschliefend wurde eine Ldsung aus Zinn-(11)-chlorid
Dihydrat (41,75 g, 185 mmol) in konz. HCI (40 mL) hergestellt. Das Gemisch wurde auf unter -15 °C
abgekihlt, innerhalb von 2 h der gekihlte Diazoniumchlorid-Ansatz hinzugetropft und die Reaktion
Uber Nacht im Eisbad gertihrt. AnschlieRend wurde bis zum Erreichen einer basischen Reaktion 4 M
NaOH hinzugegeben und die wassrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Durch Zugabe von 2 M etherischer
Salzsdure wurde das Hydrochlorid ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute:
6,0 g (28,1 mmol, 46 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C¢H,Cl5N, Molekulargewicht: 213,49 g/mol
weilter Feststoff

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 10.48 (bs, 3 H), 8.87 (bs, 1 H), 7.08 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 7.00 (d, 2 H, J = 1.5 Hz), 3.51 (s,
3H)
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6.2.1.2 2-[(E/Z)-2-(3,5-Dichlorphenyl)-hydrazono]-propionséureethylester (2)

Cl cl
E-lsomer Z-lsomer
N COOEt N CH
Cl NT - 3
N c N
CH3 COOEt
Ansatz:
1 1,02 ¢ 4,78 mmol
Ethylpyruvat 0,55¢g 4,78 mmol

Zu einer Lésung aus 1 (1,02 g, 4,78 mmol) in Ethanol (7 mL) wurde eine Lésung aus Ethylpyruvat
(0,55 mL, 4,78 mmol) in Ethanol (1,5 mL) getropft und anschlieend fur 5 h bei RT gerlhrt. Die
Reaktionslosung wurde bis zur Trockne eingeengt, sdulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat,
10/1) aufgereinigt und so das E- vom Z-1somer getrennt.

Ausbeute:
E-lsomer: 200 mg (0,73 mmol, 15 % d. Th.)
Z-Isomer: 994 mg (3,61 mmol, 76 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: C1;H12CIl,N,0, Molekulargewicht: 275,13 g/mol
E-lIsomer: weiler Feststoff, Z-1somer: gelber Feststoff

R E-Isomer: 0,25 (Petrolether/Ethylacetat, 10/1), Z-1somer: 0,72 (Petrolether/Ethylacetat, 10/1)
'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

E-Isomer
o (ppm) =10.10 (s, 1 H),7.21(d,2H,J=15Hz),7.03(d, 1 H, J=1.5Hz), 4.20 (q, 2 H, J = 6.9 Hz),
2.05(s,3H),1.25(, 3H,J=6.9Hz)

Z-1somer
o (ppm) =11.80 (s, 1 H), 7.31 (s, 2 H), 7.02 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 4.24 (q, 2 H, J = 6.9 Hz), 2.10 (s,
3H),128(t 3H,J=6.9Hz)
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6.2.1.3 4,6-Dichlorindol-2-carbonsdureethylester (3)

Cl
COOEt
N
Ansatz:
2 7,989 29,0 mmol
Polyphosphorsédure 25 mL

In einem Becherglas wurde Polyphosphorsaure (25 mL) auf 70 °C erwédrmt. Das pulverisierte
Hydrazon 2 (7,98 g, 29,0 mmol) wurde portionsweise eingeriihrt und anschliefend fur 10 min auf
120 °C - 130 °C erhitzt. Nach vorsichtiger Hydrolyse mit Eiswasser (100 mL) wurde die Mischung
mit Ethylacetat (50 mL) versetzt, sodass sich der Niederschlag loste und die Phasen wurden separiert.
Unter Kuhlung wurde die wassrige Phase mit NaOH-Platzchen neutralisiert und mit Ethylacetat (3 x
75 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser neutral gewaschen, iber Magnesiumsulfat
getrocknet, abfiltriert und das Ldsungsmittel bis zur beginnenden Fallung im Vakuum entfernt. Die
Kristalle wurden nach Aufbewahrung im Kihlschrank iiber Nacht abgetrennt und die Mutterlauge
erschopfend kristallisiert.

Ausbeute:
6,62 g (25,6 mmol, 92 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: C11HgCI,NO, Molekulargewicht: 258,10 g/mol
hellbrauner Feststoff

Ry: 0,87 (Petrolether/Ethylacetat, 3/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 12.41 (s, 1 H), 7.43 (t, 1 H, J= 1.5 Hz), 7.26 (t, L H, J = 1.5 Hz), 7.10 (t, 1 H, J = 1.5 H),
4.35(q, 2H, J=6.9 Hz), 1.33 (t, 3H, J = 6.9 Hz)
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6.2.1.4 4,6-Dichlor-3-formylindol-2-carbonséureethylester (4)

Q
Cl H

\ COOEt

N
Ansatz:
3 6,62 g 25,6 mmol
Phosphoroxychlorid 6,62 g 43,2 mmol
N-Methylformanilid 6,10 g 45,0 mmol
Natriumacetat Trihydrat 29,79 0,22 mol

Eine Losung von N-Methylformanilid (6,10 g, 45,0 mmol) und Phosphoroxychlorid (6,62 g,
43,2 mmol) wurde unter Argonatmosphdre fur 15 min gerthrt. AnschlieBend wurden
1,2-Dichlorethan (60 mL) und 3 (6,62 g, 25,6 mmol) hinzugegeben und die Suspension bei 100 °C fir
6 h unter Rickfluss erhitzt. Die Reaktionsldsung wurde in eine Losung aus Natriumacetat Trihydrat
(29,7 g, 0,22 mol) in Wasser (300 mL) gegeben und der resultierende Feststoff wurde abfiltriert.

Ausbeute:
3,82 g (13,3 mmol, 52 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C1,HgCI,NO; Molekulargewicht: 286,11 g/mol
hellbrauner Feststoff

Ry: 0,32 (Petrolether/Ethylacetat, 3/1)

'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

d (ppm) = 13.14 (s, 1 H), 10.60 (s, 1 H), 7.54 (d, 1 H, J=1.2 Hz), 7.40 (d, 1 H, J = 1.2 Hz), 4,43 (q,
2H,J=6.9Hz), 1.37 (t, 3H, J=6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 284.8 (100.0) [M*]
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6.2.1.5 4,6-Dichlor-3-[(2-hydroxyethylamino)-methyl]-1H-indol-2-carbonséureethylester (5)

o A
N COOEt
N
Ansatz:
4 3,004 g 10,5 mmol
2-Aminoethanol 641 mg 10,5 mmol
Natriumtriacetoxyborhydrid 2,543 ¢ 12,0 mmol

Unter Argon wurde 2-Aminoethanol (641 mg, 10,5 mmol) in trockenem Dichlormethan (10 mL)
geldst und eine Suspension von 4 (3,004 g, 10,5 mmol) in zwei Portionen a 30 mL Dichlormethan
zugetropft. Nach zweistlindigem Rihren wurde Natriumtriacetoxyborhydrid (2,543 g, 12,0 mmol)
zugegeben und Uber Nacht bei RT gerlhrt. Die Reaktion wurde mit gesattigter NaHCO; (50 mL)
beendet, der resultierende Feststoff abfiltriert und aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute:
1,98 g (6,0 mmol, 57 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C14H16C1,N,05 Molekulargewicht: 331,19 g/mol
weilter Feststoff

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 7.41 (d, 1 H, J= 1.5 Hz), 7.14 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 7.26 (s, 1 H), 4.34 (q, 2 H, J = 6.9 Hz),
4.30 (s, 2 H), 3.40 (t, 2 H, J = 5.7 Hz), 2.54 (t, 2 H, J = 5.7 Hz), 1.34 (t, 3 H, J = 6.9 Hz)

Masse FD m/z (% rel. Int.): 329.9 (100.0) [M?]
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6.2.1.6 4,6-Dichlor-3-[3-[3-(2-fluorethoxy)-phenyl]-1-(2-hydroxyethylamino)-ureidomethyl]-1H-
indol-2-carbonsédureethylester (6)

0]
0]
>\-—NH
Cl N  OH F
_/
N COOEt
cl N

Ansatz:
bis-Trichlormethylcarbonat 110 mg 0,37 mmol
66 155 mg 1,1 mmol
DIPEA 2 x 187 uL 2 x 1,1 mmol
5 331 mg 1,0 mmol

Bis-Trichlormethylcarbonat (110 mg, 0,37 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st und auf 0 °C
gekdhlt. Zu dieser Losung wurde innerhalb 30 min eine Losung aus 66 (155 mg, 1,1 mmol) und
DIPEA (187 pL, 1,12 mmol) in Dichlormethan (4 mL) hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
30 min bei 0 °C geriihrt und anschlieRend eine Ldsung aus 5 (331 mg, 1,0 mmol) und DIPEA (187 L,
1,1 mmol) in Dichlormethan (5 mL) hinzugegeben. Die Reaktion wurde bei RT fiir 1 h fortgesetzt.
Anschlieend wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand in Ethylacetat
(50 mL) aufgenommen und nacheinander mit 5 %-iger HCI (10 mL), gesattigter NaHCO; (15 mL) und
Wasser (15 mL) gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase tiber Natriumsulfat getrocknet,
abfiltriert, im Vakuum eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (100 % Ethylacetat)
aufgereinigt.

Ausbeute:
370 mg (0,72 mmol, 72 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; Cy3H,4Cl,FN3O5 Molekulargewicht: 512,36 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,83 (100 % Ethylacetat)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.34 (s, 1 H), 8.98 (s, 1 H), 7.46 (d, 1 H, J = 1.8 Hz), 7.22 (d, 1 H, J = 1.8 Hz), 7.16 (s,
1H),7.13(t, 1 H, J=8.1Hz), 6.93 (d, 1 H, J= 8.1 Hz), 6.52 (dd, 1 H, J= 2.1 Hz, J = 8.1 Hz), 5.14 (s,
3H),4.80 (t 1H,J=39Hz), 464 (t LH,J=39Hz),438(q 2H,J=72Hz), 421 (t 1H,J=
3.9Hz), 411 (t, 1H,J=3.9Hz), 321 (t, 2H, J= 4.8 Hz), 3.07 (t, 2 H, J= 4.8 Hz), 1.34 (t, 3H, J =
7.2 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 511.3 (100.0) [M*]
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6.2.1.7 4,6-Dichlor-3-[3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-1-(2-hydroxyethylamino)-ureidomethyl]-1H-
indol-2-carbonsédureethylester (7)

O_\_
F
0]
>—NH
Cl N OH
/
N COOEt
N
Ansatz:
bis-Trichlormethylcarbonat 110 mg 0,37 mmol
67 155 mg 1,1 mmol
DIPEA 2 x 187 uL 2 x 1,1 mmol
5 331 mg 1,0 mmol

Bis-Trichlormethylcarbonat (110 mg, 0,37 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st und auf 0 °C
gekdhlt. Zu dieser Losung wurde innerhalb 30 min eine Losung aus 67 (155 mg, 1,1 mmol) und
DIPEA (187 pL, 1,12 mmol) in Dichlormethan (4 mL) hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
30 min bei 0 °C geriihrt und anschlieRend eine Ldsung aus 5 (331 mg, 1,0 mmol) und DIPEA (187 L,
1,1 mmol) in Dichlormethan (5 mL) hinzugegeben. Die Reaktion wurde bei RT fiir 1 h fortgesetzt. Im
Anschluss wurde das Lésungsmittel im Vakuum eingeengt, der resultierende Feststoff abfiltriert und
mit wenig Ethylacetat gewaschen.

Ausbeute:
306 mg (0,6 mmol, 60 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy3H,4Cl,FN3O5 Molekulargewicht: 512,36 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,75 (100 % Ethylacetat)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.33 (bs, 1 H), 8.74 (s, 1H), 7.46 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 7.30 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 7.22 (d,
1H,J=15Hz),6.86(d, 2H, J = 9.0 Hz), 514 (s, 2 H), 4.79 (t, 1L H, J = 3.9 Hz), 463 (t, 1 H, J =
3.9Hz),4.38(q, 2 H,J=6.9Hz), 421 (t, 1 H, J=3.9 Hz), 411 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 3.18 (t, 2 H, J =
5.4 Hz), 3.08 (t, 2 H, J = 5.4 Hz), 1.34 (t, 3 H, J = 6.9 Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
3 (ppm) = 161.34, 156.41, 153.13, 138.07, 134.45, 128.95, 127.41, 123.11, 121.14, 120.84, 116.70,
116.96, 114.53, 111.79, 83.49, 81.26, 67.48, 67.22, 46.90, 14.25

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 510.8 (100.0) [M*]
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6.2.1.8 4,6-Dichlor-3-{3-[3-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonsureethylester (8)

0

. .
/
A COOEt
N
F

Ansatz:
6 370 mg 0,72 mmol
Kalium-tert.-butoxid 195 mg 1,73 mmol
4-Toluolsulfonylchlorid 165 mg 0,87 mmol

6 (370 mg, 0,72 mmol) wurde zusammen mit Kalium-tert.-butoxid (195 mg, 1,73 mmol) in THF
(11 mL) geldst und im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Eine Ldsung aus 4-Toluolsulfonylchlorid (165 mg,
0,87 mmol) in THF (3 mL) wurde tropfenweise innerhalb 30 min zu der Lésung hinzugegeben und
anschlieRend fir 10 min im Eisbad geriihrt. Im Anschluss wurde Wasser (11 mL) hinzugegeben und
das THF im Vakuum entfernt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 25 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, im Vakuum eingeengt und das
Rohprodukt sdaulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
120 mg (0,24 mmol, 33 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy3H,,Cl,FN35O4 Molekulargewicht: 494,34 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,58 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.37 (5, 1 H), 7.46 (d, L H, J= 1.8 Hz), 7.27 (t, 1 H, J = 1.2 Hz), 7.23 — 7.18 (m, 2 H), 7.10
(d, 1 H, J=8.1Hz),6.60 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.1 Hz), 5.04 (s, 2 H), 4.80 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 4.65
(t, 1H,J=3.9Hz),439(q 2H,J=6.9Hz), 424 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 4.14 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 3.65
(t,2H,J=7.8Hz),3.15(t, 2 H, J = 7.8 Hz), 1.35 (t, 3H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 493.3 (100.0) [M*]
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6.2.1.9 4,6-Dichlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonsureethylester (9)

/ \_\
N COOEt F
N
Ansatz:
7 292 mg 0,57 mmol
Kalium-tert.-butoxid 154 mg 1,37 mmol
4-Toluolsulfonylchlorid 130 mg 0,68 mmol

7 (292 mg, 0,57 mmol) wurde zusammen mit Kalium-tert.-butoxid (154 mg, 1,37 mmol) in THF
(10 mL) geldst und im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Eine Ldsung aus 4-Toluolsulfonylchlorid (130 mg,
0,68 mmol) in THF (2 mL) wurde tropfenweise innerhalb 30 min zu der Lésung hinzugegeben und
anschlieRend fir 10 min im Eisbad geriihrt. Im Anschluss wurde Wasser (11 mL) hinzugegeben und
das THF im Vakuum entfernt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 25 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, im Vakuum eingeengt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
141 mg (0,29 mmol, 51 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy3H,,Cl,FN3sO4 Molekulargewicht: 494,34 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,60 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.36 (5, 1 H), 7.48 (d, 1 H, J = 1.8 Hz), 7.46 (d, 2 H, J = 8.4 Hz), 7.21 (d, 1 H, J = 1.8 Hz),
6.93 (d, 2 H, J =8.4 Hz), 5.03 (5, 2 H), 4.79 (t, 1 H, = 3.9 Hz), 4.63 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 4.39 (q, 2 H,
J=6.9Hz),4.23 (t, 1H, J=3.9 Hz), 413 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 3.62 (t, 2 H, J = 8.4 Hz), 3.08 (t, 2 H,
J=84Hz),1.35( 3H,J=6.9Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 493.2 (100.0) [M*]
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6.2.1.10 4,6-Dichlor-3-{3-[3-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonséure (10)

0]

. .
/
N—cooH
N
F

Ansatz:
8 88 mg 0,18 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 200 pL 0,4 mmol

8 (88 mg, 0,18 mmol) wurde in THF (10 mL) geldst, mit Wasser (5 mL) und 2 M NaOH (200 pL)
versetzt. Die Reaktion wurde Uber Nacht bei RT geriihrt. Im Anschluss wurde das THF im Vakuum
entfernt und das Produkt mit 1 M HCI (400 pL) ausgefallt, abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
69 mg (0,15 mmol, 83 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy1H15CIl,FN3sO4 Molekulargewicht: 466,29 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,37 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisensadure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.23 (s, 1 H), 7.44 (s, 1 H), 7.28 (s, 1 H), 7.20 (t, 1 H, J = 5.4 Hz), 7.17 (s, 1 H), 7.09 (d,
1H,J=54Hz),659 (d, 1 H,J=8.1Hz),508 (s 2H), 481 (t 1 H, J=39Hz), 465 1H,J=
3.9 Hz),4.25(t, 1 H, J=3.9Hz), 415 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 3.65 (t, 2 H, J = 7.5 Hz), 3.15 (t, 2 H, J =
7.5 Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
d (ppm) = 162.08, 158.55, 156.65, 142.21, 137.24, 129.88, 129.57, 128.69, 127.35, 122.90, 120.95,
114.35, 111.36, 109.62, 107.46, 103.75, 83.38, 81.16, 67.05, 42.10, 37.16

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 465.0 (100.0) [M*]
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6.2.1.11 4,6-Dichlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonséure (11)

_/ \_\
N COOH F
N
Ansatz:
9 120 mg 0,24 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 250 pL 0,5 mmol

9 (120 mg, 0,24 mmol) wurde in THF (14 mL) geldst, mit Wasser (7 mL) und 2 M NaOH (250 pL)
versetzt. Die Reaktion wurde tber Nacht bei RT geriihrt und im Anschluss bei 40 °C fiir 6 h geruhrt.
Das THF wurde im Vakuum entfernt und das Produkt mit 1 M HCI (500 pL) ausgefallt, abfiltriert und
mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
104 mg (0,22 mmol, 92 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy1H15CIl,FN3sO4 Molekulargewicht: 466,29 g/mol
hellgelber Feststoff

R¢: 0,60 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 % Ameisensédure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.26 (s, 1 H), 7.46 — 7.43 (m, 3 H), 7.16 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 6.91 (d, 2 H, J = 8.7 Hz),
5.03 (s, 2 H), 4.79 (t, 1 H, J=3.9 Hz), 463 (t, 1L H, J= 3.9 Hz), 4.21 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 411 (t, L H,
J=39Hz),3.60 (t, 2H,J=8.1Hz),3.12 (t, 2 H, J = 8.1 H)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
& (ppm) = 162.58, 157.01, 153.26, 137.37, 134.71, 128.97, 127.49, 122.85, 121.07, 118.67, 115.19,
114.71, 111.37, 83.42, 81.23, 67.48, 67.24, 59.85, 42.37, 37.27

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 465.0 (100.0) [M*]
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6.2.2 Synthese der Difluorderivate

6.2.2.1 2-[(E/Z)-2-(3,5-Difluorphenyl)-hydrazono]-propionséureethylester (12)

F F
E-lsomer Z-1somer
N COOEt
E H/ X . N/N\ CHs
H
CHs COOEt
Ansatz:
3,5-Difluorphenylhydrazin Hydrochlorid 504 27,7 mmol
Ethylpyruvat 3,215¢ 27,7 mmol
Triethylamin 2,802 g 27,7 mmol

Zu einer Losung aus 3,5-Difluorphenylhydrazin Hydrochlorid (5,0 g, 27,7 mmol) in Ethanol (40 mL)
wurde eine Lodsung aus Triethylamin (2,802 g, 27,7 mmol) in Ethanol (5 mL) getropft und
anschlieRend eine Losung aus Ethylpyruvat (3,215 g, 27,7 mmol) in Ethanol (10 mL) zugetropft, fur
6 h unter Rickfluss erhitzt und im Anschluss Gber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde
im Vakuum bis zur Trockne eingeengt, in Ethylacetat (200 mL) aufgenommen und mit Wasser (3 x
50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und das
Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 10/1) aufgereinigt.

Ausbeute:

E-lsomer: 4,365 g (18,02 mmol, 65 % d. Th.)
Z-1somer: 2,277 g (9,40 mmol, 34 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: C1;H12CIl,N,0, Molekulargewicht: 242,22 g/mol
E-lIsomer: hellgelber Feststoff, Z-lsomer: oranger Feststoff

R¢: E-Isomer: 0,15 (Petrolether/Ethylacetat, 10/1), Z-1somer: 0,68 (Petrolether/Ethylacetat, 10/1)
'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

E-lsomer

10.14 (s, 1 H), 6.85 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 9.9 Hz), 6.65 (tt, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 9.9 Hz), 4.19 (q,
2H,J=7.2Hz),2.05(s,3H),1.25( 3H,J=7.2Hz)

Z-1somer

11.86 (s, 1 H), 6.96 (dd, 2 H, J =2.1 Hz, J=9.9 Hz), 6.65 (tt, L H, J = 2.1 Hz, J = 9.9 Hz), 4.24 (q,
2H,J=7.2Hz),2.09(s,3H),1.28(t, 3H,J=7.2Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 242.0 (100.0) [M*], 484.1 (43.3) [2 M"]
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6.2.2.2 4,6-Difluorindol-2-carbonsiureethylester (13)

F
N COOEt
N
F H
Ansatz:
12 3,859 g 15,9 mmol
Polyphosphorsédure 25 mL

In einem Becherglas wurde Polyphosphorsaure (25 mL) auf 70 °C erwédrmt. Das pulverisierte
Hydrazon (3,859 g, 15,9 mmol) wurde portionsweise eingeriihrt und anschliefend 10 min auf 120 °C -
130 °C erhitzt. Nach vorsichtiger Hydrolyse mit Eiswasser (50 mL) wurde die Mischung mit
Ethylacetat (10 mL) versetzt und die Ethylacetatphase abgetrennt. Die wassrige Phase wurde unter
Eiskiihlung mit NaOH-Pl&atzchen neutralisiert und anschliefend mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser (50 mL) gewaschen, tber Natriumsulfat
getrocknet und abfiltriert. Bis zur beginnenden Fallung wurde die organische Phase im Vakuum
eingeengt und die erhaltenen Kristalle abfiltriert.

Ausbeute:
3,177 g (14,1 mmol, 89 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C;1HgF,NO, Molekulargewicht: 225,19 g/mol
hellbraune Kristalle

R¢: 0,67 (Petrolether/Ethylacetat, 4/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.32 (s, 1 H), 7.15(d, 1 H, J = 1.8 Hz), 7.04 (dd, 1 H, J =18 Hz, J =99 Hz), 6.92 (dt, 1 H, J =
1.8Hz,J=99Hz),4.33(q,2H,J=6.9Hz),1.32 (t, 3H,J =6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 225.0 (100.0) [M*]
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6.2.2.3 4,6-Difluor-3-formylindol-2-carbonsiureethylester (14)

0]
F H
N COOEt
N
F H

Ansatz:
13 2,88 ¢ 12,8 mmol
N-Methylformanilid 3,038¢ 22,5 mmol
Phosphoroxychlorid 3,309 g 21,6 mmol
Natriumacetat Trihydrat 35049 257 mmol

Eine Ldsung aus N-Methylformanilid (3,038 g, 22,5 mmol) und Phosphoroxychlorid (3,309 g,
21,6 mmol) wurde unter Argonatmosphére fir 15 min gerthrt. 1,2-Dichlorethan (30 mL) und 13
(2,88 g, 12,8 mmol) wurden hinzugegeben und die Suspension bei 110 °C fir 6 h unter Riickfluss
erhitzt. Die Reaktionslésung wurde in eine LAsung aus Natriumacetat Trihydrat (35,0 g, 257 mmol) in
Eiswasser (75 g) gegeben und der resultierende Feststoff abfiltriert.

Ausbeute:
2,399 g (9,5 mmol, 74 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C1,HgF,NO4 Molekulargewicht: 253,20 g/mol
hellbrauner Feststoff

Ry: 0,40 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

1053 (d, 1 H, J =5.1 Hz), 7,12 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 9.6 Hz), 7.06 (dt, 1 H, J = 2.1 Hz, J =
9.6 Hz),4.42(q,2H,J=7.2Hz), 1.37 (t, 3H, J=7.2 H2)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 252.8 (100.0) [M*], 505.8 (3.4) [2 M"]
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6.2.2.4 4,6-Difluor-3-[(2-hydroxyethylamino)-methyl]-1H-indol-2-carbonsdureethylester (15)

F NH  OH
__/
\ COOEt
N
F H

Ansatz:
14 1,213 ¢ 4,8 mmol
2-Aminoethanol 293 mg 4,8 mmol
Natriumtriacetoxyborhydrid 1,159 ¢ 5,5 mmol

2-Aminoethanol (293 mg, 4,8 mmol) wurde in Dichlormethan (5 mL) gel6st. Anschlielend wurde eine
Suspension von 14 (1,213 g, 4,8 mmol) in Dichlormethan (30 mL) innerhalb von 15 min hinzugetropft
und fiir 2 h bei RT geriihrt. Im Anschluss wurde Natriumtriacetoxyborhydrid (1,159 g, 5,5 mmol)
hinzugegeben und die Reaktionsmischung tber Nacht bei RT geruhrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von geséattigter NaHCO; (15 mL) beendet, der resultierende Feststoff abfiltriert und mit
Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute:
879 mg (2,95 mmol, 62 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C14H16F2N,05 Molekulargewicht: 298,29 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,58 (Petrolether/Ethylacetat, 1/5)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.04 (s, 1 H), 7.02 (dd, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 9.9 Hz), 6.88 (dt, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 9.9 Hz), 4.34 (g,
2H,J=69Hz), 413 (s, 2 H),3.40 (t, 2 H, J = 5.7 Hz), 252 (t, 2 H, J = 5.7 Hz), 1.35 (t, 3 H, J =
6.9 Hz)
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6.2.2.5 4,6-Difluor-3-[3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-1-(2-hydroxyethyl)-ureidomethyl]-1H-indol-2-
carbonséureethylester (16)

O
_\_F
0]
>—NH
3 N  OH
N COOEt
N
F H

Ansatz:
15 298 mg 1,0 mmol
67 186 mg 1,2 mmol
bis-Trichlormethylcarbonat 110 mg 0,37 mmol
DIPEA 2 x 187 uL 2 x 1,1 mmol

Bis-Trichlormethylcarbonat (110 mg, 0,37 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st und auf
-10 °C gekihlt. Eine Lésung aus 67 (186 mg, 1,2 mmol) und DIPEA (187 pL, 1,1 mmol) in
Dichlormethan (4 mL) wurde innerhalb 30 min bei < 0 °C zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
die Reaktionsldsung 30 min bei 0 °C geruhrt, eine Ldsung aus 15 (298 mg, 1,0 mmol) und DIPEA
(187 pL, 1,1 mmol) in Dichlormethan (4 mL) hinzugegeben und fir 1 h bei RT gerthrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 1/4) aufgereinigt.

Ausbeute:
155 mg (0,32 mmol, 32 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy3H24CloF3N5O5 Molekulargewicht: 479,45 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,53 (Petrolether/Ethylacetat, 1/4)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.17 (s, 1 H), 8.64 (s, 1 H), 7.32 (d, 2 H, J = 8.7 Hz), 7.04 (d, 1 H, J = 9.6 Hz), 6.94 (t, 1 H, J =
9.6 Hz), 6.86 (d, 2 H, J = 8.7 Hz), 5.06 (s, 2 H), 5.04 (s, 1 H), 4.79 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.63 (t, 1 H,
J=36Hz),4.36(q 2H,J=6.9Hz), 422 (t, 1 H, J=3.6 Hz), 4.12 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 3.22 (s, 4 H),
1.34(t, 3H,J=6.9 Hz)
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6.2.2.6 4,6-Difluor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonséureethylester (17)

/ \_\
\ COOEt F
N
F H
Ansatz:
16 126 mg 0,26 mmol
4-Toluolsulfonylchlorid 58 mg 0,31 mmol
Kalium-tert.butoxid 72 mg 0,62 mmol

16 (126 mg, 0,26 mmol) wurde zusammen mit Kalium-tert.-butoxid (72 mg, 0,62 mmol) in THF
(4 mL) geldst und auf 0 °C gekuhlt. Im Anschluss wurde eine Lésung aus 4-Toluolsulfonylchlorid
(58 mg, 0,31 mmol) in THF (1 mL) tropfenweise innerhalb 25 min hinzugegeben und fur 10 min
gerthrt. Im Anschluss wurde Wasser (5 mL) hinzugegeben und das THF im Vakuum entfernt. Der
resultierende Feststoff wurde mit Ethylacetat (4 x 15 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, im Vakuum eingeengt und sdulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
84 mg (0,18 mmol, 69 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy3H,,F3N3sO, Molekulargewicht: 461,43 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,48 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.23 (s, 1 H), 7.65 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 7.04 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 9.0 Hz), 6.93 (d, 2 H, J =
9.0 Hz), 6.90 (dt, 1 H, J= 2.1 Hz, J = 9.0 Hz), 4.87 (5, 2 H), 4.79 (t, 1 H, J= 3.6 Hz), 6.63 (t, 1 H, J =
3.6 Hz), 437 (q, 2 H,J=6.9Hz), 423 (t, 1 H, J=3.6 Hz), 413 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 3.64 (t, 2 H, J =
7.8 Hz),3.18 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 1.34 (t, 3 H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 461.2 (100.0) [M*], 922.4 (2.0) [2 M"]
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6.2.2.7 4,6-Difluor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-ylmethyl}-1H-indol-2-
carbonséure (18)

/ \_\
\ COOH F
N
F H
Ansatz:
17 60 mg 0,13 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 250 pL 0,5 mmol

17 (60 mg, 0,13 mmol) wurde in einer Mischung aus THF und Wasser (15 mL, 2/1) gelést, mit 2 M
NaOH (250 pL) versetzt und ber Nacht gerthrt. Im Anschluss wurde Wasser (2 mL) hinzugegeben
und das THF im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde mit 1 M HCI (500 pL) ausgeféllt, abfiltriert und
mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
39 mg (0,09 mmol, 69 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy1H1gF3N3O4 Molekulargewicht: 433,38 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry¢: 0,45 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisensaure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.24 (s, 1 H), 7.63 (d, 2 H, J = 8.7 Hz), 7.04 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz), 6.91 (d, 2 H, J
8.7Hz),6.92 (dt, 1 H, J=2.1 Hz, J=8.7 Hz), 4.89 (5, 2 H), 4.79 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 6.64 (t, 1 H, J
3.6 Hz), 4.25 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.16 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 3.66 (t, 2 H, J = 7.8 Hz), 3.19 (t, 2 H, J
7.8 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 433.1 (100.0) [M*], 867.1 (L.6) [2 M"]
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6.2.3 Synthese der Modellverbindungen (unsubstituierte Derivate)

6.2.3.1 4,6-Dichlor-3-[1-(2-hydroxyethyl)-3-phenylureidomethyl]-1H-indol-2-carbonsédure-
ethylester (19)

>—NH
cl N

OH
_/

A COOEt

N
Ansatz:
5 1,144 ¢ 4,0 mmol
2-Aminoethanol 244 mg 4,0 mmol
Natriumtriacetoxyborhydrid 969 mg 4,6 mmol
Phenylisocyanat 476 mg 4,0 mmol

2-Aminoethanol (244 mg, 4,0 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st. Eine Suspension aus 5
(1,244 g, 4,0 mmol) in Dichlormethan (20 mL) wurde tropfenweise hinzugegeben und nach beendeter
Zugabe fir 2 h bei RT geruhrt. Im Anschluss wurde Natriumtriacetoxyborhydrid (969 mg, 4,6 mmol)
hinzugegeben und Uber Nacht bei RT geriihrt. Anschliefend wurde eine Lésung aus Phenylisocyanat
(476 mg, 4,0 mmol) in Dichlormethan (5 mL) hinzugetropft und die Mischung fur 3 h bei RT geriihrt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
836 mg (1,86 mmol, 47 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy1H,:Cl,N30, Molekulargewicht: 450,32 g/mol
weilte Kristalle

Ry¢: 0,42 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.34 (s, 1 H), 8.96 (5, 1 H), 7.47 (d, 1 H, J = 1.2 Hz), 7.39 (d, 2 H, J = 7.5 Hz), 7.26 — 7.20
(m, 3H), 6.91 (t, 1 H, J = 7.5 Hz), 5.16 (s, 3H), 4.38 (g, 2 H, J = 7.2 Hz), 3.22 (t, 2 H, J = 5.1 Hz),
3.08 (t, 2H,J=5.1Hz), 1.34 (t 3H,J = 7.2 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 224.7 (2.2) [M?'], 449.1 (100.0) [M*], 898.3 (1.2) [2 M"]
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6.2.3.2 4,6-Dichlor-3-(2-ox0-3-phenylimidazolidin-1-yImethyl)-1H-indol-2-carbonséureethylester

(20)
X
PRy,
/
\ COOEt
N
Cl N
Ansatz:
19 400 mg 0,89 mmol
Kalium-tert.-butoxid 239 mg 2,13 mmol
4-Toluolsulfonséaurechlorid 228 mg 1,07 mmol

19 (400 mg, 0,89 mmol) und Kalium-tert.-butoxid (239 mg, 2,13 mmol) wurden in THF (5 mL) geldst
und im Eisbad auf 0 °C gekihlt. Eine L6sung aus 4-Toluolsulfonsdurechlorid (228 mg, 1,07 mmol) in
THF (1,25 mL) wurde innerhalb 30 min zugetropft und die Reaktion fiir 10 min bei 0 °C gerihrt. Im
Anschluss wurde Wasser (10 mL) hinzugegeben und das THF im Vakuum entfernt. Die wassrige
Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 15 mL) extrahiert und die organische Phase mit Wasser (15 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, im Vakuum
eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
229 mg (0,53 mmol, 60 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy1H19Cl:N305 Molekulargewicht: 432,30 g/mol
gelbe Kristalle

Ry: 0,82 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.37 (s, 1 H), 7.55 (d, 2 H, J = 7.8 Hz), 7.47 (s, 1 H), 7.30 (t, 2 H, J = 7.8 Hz), 7.22 (s,
1H), 6.98(t, 1 H, J=7.8 Hz), 5.05 (s, 2 H), 4.39 (g, 2 H, J = 7.2 Hz), 3.66 (t, 2 H, J = 7.8 Hz), 3.16 (t,
2H,J=7.8Hz), 1.36 (t, 3 H, J = 7.2 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 431.2 (100.0) [M*-H], 864.3 (2.9) [2 M*]
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6.2.3.3 4,6-Dichlor-3-(2-ox0-3-phenylimidazolidin-1-ylmethyl)-1H-indol-2-carbonséure (21)

X
PResy,
/
\ COOH
N
Cl N
Ansatz:
20 120 mg 0,28 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 2,2mL 4,4 mmol

20 (120 mg, 0,28 mmol) wurde in einer Mischung aus THF und Wasser (21 mL, 2/1) geldst, mit 2 M
NaOH (2,2 mL) versetzt und ber Nacht bei RT gerthrt. Im Anschluss wurde die Reaktionsldsung
erneut mit 2 M NaOH (200 pL) versetzt und fur 6 h auf 40 °C erwdrmt. Im Anschluss wurde Wasser
(5 mL) hinzugegeben und das THF im Vakuum entfernt. Durch Zugabe von 1 M HCI (2 mL) wurde
das Produkt ausgefallt. Die resultierenden Kristalle wurden abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
98 mg (0,24 mmol, 86 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C1gH15C1,N305 Molekulargewicht: 404,25 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,60 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

8 (ppm) = 12.52 (s, 1 H), 7.55 (d, 2 H, J = 7.8 Hz), 7.44 (d, 1 H, J = 2.1 Hz), 7.29 (t, 2 H, J = 7.8 H2),
7.7 (d, 1 H, J=2.1Hz), 6.97 (t, L H, J = 7.8 Hz), 5.07 (5, 2 H), 3.66 (t, 2 H, J = 7.8 Hz), 3.15 (t, 2 H,
J=7.8Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
& (ppm) = 162.71, 156.74, 140.95, 137.30, 129.57, 128.78, 128.68, 127.41, 122.91, 121.65, 121.00,
116.96, 114.65, 111.37, 42.02, 40.53, 37.19

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 201.6 (1.7) [M?'], 403.0 (100.0) [M*]
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6.2.4 Synthesen des Markierungsvorlaufers

6.2.4.1 3-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-1-(2-hydroxyethyl)-ureidomethyl]-4,6-dichlor-1H-indol-2-
carbonsureethylester (22)

O
0o
>—NH
¢l N  OH
_/
N COOEt
N
Ansatz:
bis-Trichlormethylcarbonat 110 mg 0,37 mmol
4-Benzyloxyanilin Hydrochlorid 258 mg 1,1 mmol
DIPEA 3x 187 uL 3 x 1,1 mmol
5 331 mg 1,0 mmol

Bis-Trichlormethylcarbonat (110 mg, 0,37 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st und auf 0 °C
gekdhlt. Zu dieser Lésung wurde innerhalb 30 min eine Lésung aus 4-Benzyloxyanilin Hydrochlorid
(258 mg, 1,1 mmol) und DIPEA (374 pL, 2,2 mmol) in Dichlormethan (4 mL) hinzugetropft. Nach
beendeter Zugabe wurde 30 min bei 0 °C gerthrt und anschlieRend eine Ldsung aus 5 (331 mg,
1,0 mmol) und DIPEA (187 pL, 1,1 mmol) in Dichlormethan (5 mL) hinzugegeben. Die Reaktion
wurde bei RT fiir 1 h fortgesetzt. Der in der Kalte auskristallisierte Feststoff wurde abfiltriert und mit
kaltem Dichlormethan und Wasser gewaschen.

Ausbeute:
414 mg (0,74 mmol, 74 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CysH57C1,N305 Molekulargewicht: 556,44 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,37 (Petrolether/Ethylacetat, 2/3)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.34 (s, 1 H), 8.73 (s, 1 H), 7.47 (d, 1 H, J= 1.2 Hz), 7.44 — 7.28 (m, 7 H), 7,23 (d, 1 H,
J=1.2Hz), 6.90 (d, 2 H, J= 8.7 Hz), 5.14 (s, 2 H), 5.04 (s, 3 H), 4.38 (g, 2 H, J = 7.2 Hz), 3.18 (t,
2H,J=4.8Hz),3.08(t 2 H,J=4.8Hz), 1.34 (t, 3H,J = 7.2 H2)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 554.6 (100.0) [M*]
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6.2.4.2 3-[3-[4-(tert.-Butyldiphenylsilanyloxy)-phenyl]-1-(2-hydroxyethyl)-ureidomethyl]-4,6-
dichlor-1H-indol-2-carbonsdureethylester (23)

Jiy
cl N HO—OTBDPS
N
cl N

Ansatz:

bis-Trichlormethylcarbonat 110 mg 0,37 mmol

5 311 mg 1,0 mmol

68 382 mg 1,1 mmol
DIPEA 2x 187 pL (2 x 1,2 mmol)

Bis-Trichlormethylcarbonat (110 mg, 0,37 mmol) wurde in Dichlormethan (4 mL) gel6st und auf 0 °C
gekdhlt. Zu dieser Losung wurde innerhalb 30 min eine Ldsung aus 68 (382 mg, 1,1 mmol) und
DIPEA (187 pL, 1,2 mmol) in Dichlormethan (4 mL) hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
30 min bei 0 °C geriihrt und anschlieRend eine Ldsung aus 5 (331 mg, 1,0 mmol) und DIPEA (187 L,
1,1 mmol) in Dichlormethan (5 mL) hinzugegeben. Die Reaktion wurde bei RT fiir 1 h fortgesetzt. Im
Anschluss  wurde das Losungsmittel im  Vakuum  entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 2/3) aufgereinigt.

Ausbeute:
472 mg (0,67 mmol, 67 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cs;H39CIoN3O5Si Molekulargewicht: 704,71 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,75 (Petrolether/Ethylacetat, 2/3)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.32 (s, 1 H), 8.68 (s, 1 H), 7.67 (dd, 4 H, J = 1.5 Hz, J = 5.4 Hz), 7.48 — 7.41 (m, 7 H),
7.21(d, 1 H, J= 1.5 Hz), 7.12 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 6.62 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 5.10 (s, 2 H), 5.01 (t,
1H,J=42Hz),4.36(q 2H,J=7.2Hz),333(s,4H), 3.14 (t, 2 H, J= 4.8 Hz), 3.05 (t, 2 H, J =
4.8 Hz), 1.32 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 1.03 (s, 9 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 703.1 (100.0) [M*]
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6.2.4.3 3-{3-[4-(tert.-Butyldiphenylsilanyloxy)-phenyl]-2-oxo-imidazolidin-1-yImethyl}-4 6-
dichlor-1H-indol-2-carbonsdureethylester (24)

cl NJ\NOOTBDPS
_/

N COOEt

N
Ansatz:
23 411 mg 0,58 mmol
Kalium-tert.-butoxid 156 mg 1,39 mmol
4-Toluolsulfonsaurechlorid 133 mg 0,70 mmol

23 (411 mg, 0,58 mmol) wurde in THF (5 mL) geldst und im Eisbad auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend
wurde eine Losung aus Kalium-tert.-butoxid (156 mg, 1,39 mmol) in THF (4 mL) hinzugegeben. Im
Anschluss wurde innerhalb 30 min eine Lésung aus 4-Toluolsulfonsdurechlorid (133 mg, 0,70 mmol)
in THF (3 mL) hinzugegeben und anschliefend fur 10 min bei 0 °C gertihrt. Im Anschluss wurde
Wasser (8 mL) hinzugegeben und das THF im Vakuum entfernt. Die wassrige Phase mit Ethylacetat
(3 x 25 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde (ber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, im
Vakuum eingeengt und das Rohprodukt sdaulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)
aufgereinigt.

Ausbeute:
105 mg (0,15 mmol, 26 % d.Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cs;H3,Cl,N30, Molekulargewicht: 686,70 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,53 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.30 (5, 1 H), 7.67 (dd, 4 H, J = 1.5 Hz, J = 5.4 Hz), 7.45— 7.40 (m, 7 H), 7.22 (d, 1 H, J =
1.5 Hz), 7.14 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 6.64 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 5.10 (s, 2 H), 5.01 (t, 1 H, J = 4.2 Hz),
4.36 (0, 2 H, J= 7.2 Hz), 3.33 (5, 4 H), 3.74 (t, 2 H, J = 4.8 Hz), 3.06 (t, 2 H, J = 4.8 Hz), 1.32 (t, 3 H,
J=7.2Hz), 1.03 (s, 9 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 684.9 (100.0 %) [M*]

103



Experimentalteil

6.3 Synthese der Derivate des GV150526

6.3.1 Synthese der Dichlorderivate

6.3.1.1 tert.-Butoxycarbonylmethyltriphenylphosphoniumchlorid (25)

Ansatz:
Triphenylphosphin 4,72 g 18 mmol
Chloressigsaure-tert.-butylester 2,499 16 mmol

Triphenylphosphin (4,72 g, 18 mmol) und Chloressigsaure-tert.-butylester (2,49 g, 16 mmol) wurden
in Benzol (20 mL) geldst und unter Ruckfluss fir 48 h erhitzt. Der entstandene Feststoff wurde
abfiltriert und mit kaltem Benzol gewaschen. Das Filtrat wurde weitere 48 h unter Ruckfluss erhitzt
und der entstandene Feststoff auf demselben Weg aufgearbeitet. Das Produkt wurde fiir die weitere
Synthese direkt eingesetzt.

Ausbeute:
6,07 g (14,7 mmol, 92 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy4H,,CIO,P Molekulargewicht: 412,89 g/mol
weilter Feststoff

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 7.92 - 7.73 (m, 15 H), 5.30 (d, 2 H, J = 15.0 Hz), 3.35 (s, 2 H), 1.14 (s, 9 H)
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6.3.1.2 (Triphenyl-A>-phosphanyliden)-essigsiure-tert.-butylester (26)

O

Ansatz:
25 6,07 g 14,7 mmol
NaOH 0,649 15,0 mmol

25 (6,07 g, 14,7 mmol) wurde in Wasser (90 mL) gel6st und auf 4 °C gekiihlt. Hierzu wurde unter
starkem Rihren eine Ldsung aus NaOH (0,6 g, 15,0 mmol) in Wasser (20 mL) hinzugegeben. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen.

Ausbeute:
5,36 g (14,2 mmol, 97 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy4H,50,P Molekulargewicht: 376,43 g/mol
weilter Feststoff

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):
8 (ppm) = 7.65—7.40 (m, 15 H), 2.65 (s, 1 H), 1.19 (s, 9 H)
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6.3.1.3 (E)-3-(2-tert.-Butoxycarbonylvinyl)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonséureethylester (27)

O,
0]
Cl _ >g

\ COOEt

N
Ansatz:
26 524 15,0 mmol
4 3,39 11,6 mmol

26 (5,2 g, 15,0 mmol) und 4 (3,3 g, 11,6 mmol) wurden in einer Mischung aus Dioxan (30 mL) und
Acetonitril (30 mL) geldst und fiir 7 h auf 70 °C erhitzt. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1)
aufgereinigt.

Ausbeute:
3,76 g (9,8 mmol, 84 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CigH19CI,NO, Molekulargewicht: 384,25 g/mol
hellgelber Feststoff

R 0,77 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.62 (s, 1 H), 8.26 (d, 1 H, J = 16.2 Hz), 7.48 (s, 1 H), 7.29 (s, 1 H), 6.46 (d, 1 H, J = 16.2 Hz), 4.36
(@,2H,J=6.9Hz),1.48 (5,9 H), 1.35(t, 3H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 382.8 (100.0) [M*], 767.6 (0.7) [2 M"]
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6.3.1.4 (E)-3-(2-Carboxyvinyl)-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsureethylester (28)

@)
OH
Cl —

\ COOEt

N
Ansatz:
27 250 mg 0,65 mmol
Ameisensaure 30 mL

27 (250 mg, 0,65 mmol) wurde in Ameisensédure (30 mL) suspendiert und 1 h bei RT geruhrt.
Anschliellend wurde die Ameisenséure im Vakuum eingeengt, der Feststoff abfiltriert und mit Wasser
gewaschen.

Ausbeute:
166 mg (0,51 mmol, 79 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C14H11CI,NO, Molekulargewicht: 328,15 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry: 0,60 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.63 (s, 1 H), 12.38 (s, 1 H), 8.26 (d, 1 H,J=16.2 Hz), 7.49 (s, 1 H), 7.30 (s, 1 H), 6.43 (d, 1 H, J =
16.2 Hz),4.36 (9, 2H,J=6.9Hz), 1.34 (t, 3H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 326.8 (100.0) [M*]
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6.3.1.5 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[2-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsaure-
ethylester (29)

@)
| N
¢ — o)
N COOEt \LF
N
Cl H

Ansatz:
28 280 mg 0,85 mmol
2,2’-Dithiodipyridin 267 mg 1,2 mmol
Triphenylphosphin 317 mg 1,2 mmol
65 230 mg 1,2 mmol
DIPEA 204 pL 1,2 mmol

28 (280 mg, 0,85 mmol) wurde in DMF (18 mL) geltst und portionsweise mit 2,2’-Dithiodipyridin
(267 mg, 1,2 mmol) und Triphenylphosphin (317 mg, 1,2 mmol) innerhalb 45 min versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung fur 2 h bei RT gerihrt, mit einer Lésung aus 65 (230 mg,
1,2 mmol) und DIPEA (204 pL, 1,2 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und fur 15 h auf 80 °C erhitzt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Diethylether (20 mL) versetzt und
fir 10 min im Ultraschallbad behandelt. Der Feststoff wurde abfiltriert und erneut mit Diethylether
versetzt. Dieses Verfahren wurde dreimal wiederholt.

Ausbeute:
264 mg (0,57 mmol, 67 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy,H19CIl,FN,O, Molekulargewicht: 465,30 g/mol
hellgelber Feststoff

R 0,57 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.59 (s, 1 H), 9.23 (s, 1 H), 8.17 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 8.09 (d, 1 H, J = 7.5 Hz), 7.50 (s,
1H),7.31 (s, 1 H), 7.08 (d, 2 H, 4.2 Hz), 6.97 (g, 1 H, J = 4.2 Hz), 6.92 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 4.86 (t,
1H,J=3.6Hz), 471 (t 1 H, J=3.6 Hz), 4.37 (q, 2 H, J = 6.9 Hz), 4.36 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.25 (t,
1H,J=3.6Hz), 1.34 (t, 3 H, J = 6.9 Hz)
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6.3.1.6 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[3-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsaure-
ethylester (30)

N
Cl — H
N COOEt F
N
Cl H
Ansatz:
28 280 mg 0,85 mmol
2,2’-Dithiodipyridin 267 mg 1,2 mmol
Triphenylphosphin 317 mg 1,2 mmol
66 186 mg 1,2 mmol

28 (280 mg, 0,85 mmol) wurde in DMF (18 mL) gel6st und portionsweise mit 2,2’-Dithiodipyridin
(267 mg, 1,2 mmol) und Triphenylphosphin (317 mg, 1,2 mmol) innerhalb 45 min versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung fur 2 h bei RT gerihrt, mit einer Lésung aus 66 (186 mg,
1,2 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und fur 15 h auf 80 °C erhitzt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt, das Rohprodukt in Ethylacetat (70 mL) aufgenommen und mit Wasser (3 x 20 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum
entfernt. Der resultierende Feststoff wurde aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute:
291 mg (0,63 mmol, 74 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy,H19Cl,FN,O4 Molekulargewicht: 465,30 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,75 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.60 (s, 1 H), 10.21 (s, 1 H), 8.26 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.50 (s, 2 H), 7.32 (s, 1 H), 7.23 (d,
2 H,J=48Hz),6.77(d, 1 H, 15.6 Hz), 6.67 (q, 1 H, J = 4.8 Hz), 4.82 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.66 (t,
1H,J=3.6Hz),4.38 (q, 2 H, J = 6.9 Hz), 4.25 (t, 1L H, J = 3.6 Hz), 4.15 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 1.35 (t,
3H,J=6.9Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 464.4 (100.0) [M*]
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6.3.1.7 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsaure-
ethylester (31)

N
Cl — H
N COOEt
N
Ansatz:
28 280 mg 0,85 mmol
2,2’-Dithiodipyridin 267 mg 1,2 mmol
Triphenylphosphin 317 mg 1,2 mmol
67 186 mg 1,2 mmol

28 (280 mg, 0,85 mmol) wurde in DMF (18 mL) geltst und portionsweise mit 2,2’-Dithiodipyridin
(267 mg, 1,2 mmol) und Triphenylphosphin (317 mg, 1,2 mmol) innerhalb 45 min versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung fir 2 h bei RT geruhrt, mit einer Losung aus 67 (186 mg,
1,2 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und fir 15 h auf 80 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde im
Vakuum entfernt, das Rohprodukt in Ethylacetat (70 mL) aufgenommen und mit Wasser (3 x 20 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum
entfernt. Der resultierende Feststoff wurde aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute:
273 mg (0,59 mmol, 69 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy,H19CIl,FN,O4 Molekulargewicht: 465,30 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,55 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.58 (s, 1 H), 10.10 (s, 1 H), 8.22 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.64 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 7.50 (s,
1H),7.31 (s, 1 H), 6.93 (d, 2 H, 9.0 Hz), 6.62 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 6.74 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 4.80 (t,
1H,J=3.6Hz), 464 (t 1H,J=3.6Hz), 438 (q, 2H, J= 6.9 Hz), 4.24 (t, L H, J = 3.6 Hz), 4.14 (t,
1H,J=3.6Hz), 1.35(t, 3 H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 232.0 (1.4) [M?'], 464.3 (100.0) [M*]
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6.3.1.8 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[2-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonséure (32)

@)
. N
¢ — 0
\ COOH \LF
N
Cl H
Ansatz:
29 115 mg 0,25 mmol
NaOH-Lsg., 10 %-ig 1mL

29 (115 mg, 0,25 mmol) wurde in THF (8 mL) gel6st und mit Wasser (4 mL) versetzt. Im Anschluss
wurde 10 %-ige NaOH (1 mL) hinzugegeben bei 50 °C flr 12 h geriihrt. AnschlieBend wurde das THF
im Vakuum entfernt und die wassrige Phase mit 1 M HCI-Lésung bis pH 6 angesduert. Der
resultierende Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
83 mg (0,19 mmol, 76 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy,H19CIl,FN,O4 Molekulargewicht: 437,25 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry: 0,37 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.07 (bs, 1 H), 8.88 (s, 1 H), 8.51 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 8.14 (d, 1 H, J = 7.8 Hz), 7.44 (s, 1 H), 7.16
(t, 2 H, J = 7.8 Hz), 7.05 (m, 2 H), 6.96 (m, 2 H), 4.87 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.71 (t, 1 H, J = 3.6 H2),
4.35(t, 1H, J=3.6 Hz), 4.25 (t, 1 H, J = 3.6 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 218.0 (0.53) [M?'], 436.3 (100.0) [M*]
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6.3.1.9 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[3-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsdure (33)

N
cl —/ H H
N

COOH F
N
Cl H
Ansatz:
30 281 mg 0,6 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 0,65 mL

30 (281 mg, 0,6 mmol) wurde in THF (32 mL) geldst und mit Wasser (16 mL) versetzt. Im Anschluss
wurde die Lésung mit 2 M NaOH (0,65 mL) versetzt und bei 50 °C fir 12 h geriihrt. AnschlieRend
wurde das THF im Vakuum entfernt und die wassrige Phase mit 1 M HCI bis pH 6 angesduert. Der
resultierende Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
227 mg (0,52 mmol, 87 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy,H19CIl,FN,O4 Molekulargewicht: 437,25 g/mol
weilter Feststoff

R 0,62 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 % Ameisensadure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.50 (bs, 1 H), 10.18 (5, 1 H), 8.32 (d, 1 H, J = 15.0 Hz), 7,49 (d, 2 H, J = 6.9 Hz), 7.29 (s, 1 H), 7,22
(d, 2 H, J=6.9 Hz), 6.82 (d, 1 H, J = 15.0 Hz), 6.65 (m, 1 H), 4.82 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.66 (t, 1 H,
J=36),4.25(t 1H,J=3.6Hz), 415 (t, 1 H, J = 3.6 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 436.3 (100.0) [M*]
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6.3.1.10 (E)-4,6-Dichlor-3-{2-[4-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsdure (34)

Cl
\ COOH
N
Ansatz:
31 273 mg 0,59 mmol
NaOH 47 mg 1,17 mmol

Zu 31 (273 mg, 0,59 mmol) wurde eine Lésung aus NaOH (47 mg, 1,17 mmol) in 2-Propanol (50 mL)
gegeben. Die Suspension wurde fiir 18 h bei 50 °C erwarmt. Anschlielend wurde die 2-Propanolphase
mit 1 M HCI bis pH 6 angesduert. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser
gewaschen.

Ausbeute:
220 mg (0,50 mmol, 85 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy,H19Cl,FN,O, Molekulargewicht: 437,25 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,80 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 % Ameisensadure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 13.30 (s, 1 H), 12.17 (s, 1 H), 9.92 (s, 1 H), 7.42 (d, 2 H, J = 9.6 Hz), 7.40 (s, 1 H), 7.24 (d,
1H,J=12.0Hz),7.12 (s, 1 H), 6.84 (d, 2 H, J = 9.6 Hz), 6.30 (d, L H, J = 12.0 Hz ), 477 (t, 1 H, J =
3.6 Hz), 4.61 (t, 1H,J=3.6 Hz), 419 (t, 1 H, J= 3.6 Hz), 4.09 (t, 1 H, J = 3.6 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 232.0 (1.4) [M?'], 464.3 (100.0) [M*]
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6.3.2 Synthese der Difluorderivate

6.3.2.1 (E)-3-(2-tert.-Butoxycarbonylvinyl)-4,6-difluor-1H-indol-2-carbonsdureethylester (35)

0]
0]
o >L
\ COOEt
N
F H
Ansatz:
26 3,32¢g 6,16 mmol
14 1,20 ¢ 4,74 mmol

26 (3,32 g, 6,16 mmol) und 14 (1,20 g, 4,74 mmol) wurden in einer Mischung von Dioxan (12 mL)
und Acetonitril (12 mL) gel6st, fir 7 h auf 70 °C erhitzt und Gber Nacht bei RT gerthrt. Im Anschluss
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 2/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
1,48 g (4,2 mmol, 89 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CigH10F,NO, Molekulargewicht: 351,34 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,78 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.65 (s, 1 H), 8.40 (d, 1 H, J =16.5 Hz), 7.07 (m, 2 H), 6.46 (d, 1 H, J =16.5 Hz), 4.39 (9, 2 H, J =
6.9 Hz), 1.48 (s, 9 H), 1.38 (t, 3 H, J= 6.9 H2)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 351.1 (100.0) [M*], 702.2 (2.0) [2 M"]
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6.3.2.2 (E)-3-(2-Carboxyvinyl)-4,6-difluor-1H-indol-2-carbonséureethylester (36)

@)
OH
F __
\ COOEt
N
F H

Ansatz:
35 112¢g 3,19 mmol
Ameisensaure 100 mL

Experimentalteil

35 (1,12 g, 3,19 mmol) wurde in Ameisensdure (100 mL) suspendiert und 1 h bei RT gerthrt. Im
Anschluss wurde die Ameisensaure im Vakuum eingeengt, der Feststoff abfiltriert und mit

Ameisensdure und Wasser gewaschen.

Ausbeute:
774 mg (2,62 mmol, 82 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: C14H11F,NO, Molekulargewicht: 295,24 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,42 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

12.64 (s, 1 H), 12.36 (bs, 1 H), 8.45 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.13 - 7.01 (m, 2 H), 6.50 (d, 1 H, J =

15.6 Hz), 4.39 (q, 2 H, J = 7.2 Hz), 1.37 (t, 3 H, J = 7.2 H2)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 295.0 (100.0) [M*]
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6.3.2.3 (E)-4,6-Difluor-3-{2-[4-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsdure-
ethylester (37)

N
= - H
N COOEt
N
F H
Ansatz:
36 295 mg 1,0 mmol
Triphenylphosphin 370 mg 1,4 mmol
2,2"-Dithiodipyridin 311 mg 1,4 mmol
67 219 mg 1,4 mmol

36 (295 mg, 1,0 mmol) wurde in DMF (18 mL) geldst und innerhalb von 45 min portionsweise mit
Triphenylphosphin (370 mg, 1,4 mmol) und 2,2 -Dithiodipyridin (311 mg, 1,4 mmol) versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Reaktionslésung fiir 2 h bei RT geruhrt, mit einer Ldsung aus 67
(219 mg, 1,4 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und tiber Nacht auf 80 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der resultierende Feststoff aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute:
365 mg (0,84 mmol, 84 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CyH19F3N,04 Molekulargewicht: 432,39 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry: 0,83 (Petrolether/Ethylacetat, 1/4)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

1256 (s, 1 H), 10.13 (s, 1 H), 8.42 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.65 (d, 2 H, J = 9.3 Hz), 7.14 — 7.04 (m,
2 H),6.94 (d, 2 H, J = 9.3 Hz), 6.87 (s, 1 H), 4.81 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.65 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.40
(@, 2H,J=7.2Hz), 425 (t, 1 H, J=3.6 Hz), 4.15 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 1.38 (t, 3H, J = 7.2 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 216.2 (1.1) [M?'], 432.2 (100.0) [M*]
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6.3.2.4 (E)-4,6-Difluor-3-{2-[4-(2-fluorethoxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-1H-indol-2-carbonsdure (38)

F
\ COOH
N
F H
Ansatz:
37 124 mg 0,29 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 1mL 2 mmol

37 (124 mg, 0,29 mmol) wurde in THF (14 mL) gel6st und mit Wasser (7 mL) versetzt. Nach Zugabe
von 2 M NaOH (1 mL) wurde die Lésung Uber Nacht bei RT gerlhrt. Im Anschluss wurde die
Reaktion fur 4 h bei 40 °C fortgesetzt. Das THF wurde im Vakuum entfernt und das Produkt durch
Zugabe 1 M HCI (2 mL) ausgefallt. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und umkristallisiert (Petrolether/Ethylacetat, 1/1).

Ausbeute:
104 mg (0,26 mmol, 90 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CyH15F3N,04 Molekulargewicht: 404,34 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry¢: 0,63 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
13.75 (bs, 1 H), 12.51 (s, 1 H), 10.12 (s, 1 H), 8.47 (d, 1 H, J = 15.3 Hz), 7.65 (d, 2 H, J = 8.7 Hz),
7.10 - 6.84 (M, 5 H), 6.87 (s, 1 H), 4.80 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.65 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 4.25 (t, 1 H, J =
3.6 Hz), 4.15 (t, 1 H, J = 3.6 Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
3 (ppm) = 163.94, 162.40, 162.14, 154.12, 138.44, 133.25, 131.47, 128.67, 124.79, 120.75, 115.80,
114.70, 110.80, 97.62, 95.39, 83.43, 81.23, 67.42

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 404.2 (100.0) [M*]
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6.3.3 Synthese der Modellverbindungen

6.3.3.1 (E)-4,6-Dichlor-3-(2-phenylcarbamoylvinyl)-1H-indol-2-carbonsiureethylester (39)

N
Cl — H
N COOEt
N
Cl H
Ansatz:
28 280 mg 0,85 mmol
Triphenylphosphin 317 mg 1,2 mmol
2,2"-Dithiodipyridin 267 mg 1,2 mmol
Anilin 112 mg 1,2 mmol

28 (280 mg, 0,85 mmol) wurde in DMF (14 mL) gel6st und innerhalb von 45 min portionsweise mit
Triphenylphosphin (317 mg, 1,2 mmol) und 2,2"-Dithiodipyridin (267 mg, 1,2 mmol) versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Reaktionslosung fur weitere 2 h gerthrt. Im Anschluss wurde eine
Losung aus Anilin (112 mg, 1,2 mmol) in DMF (2 mL) zu der Reaktionslésung gegeben und tber
Nacht auf 80 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der resultierende Feststoff
aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute:
273 mg (0,68 mmol, 80 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CyH16C1oN,05 Molekulargewicht: 403,26 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,32 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.60 (s, 1 H), 10.20 (s, 1 H), 8.25 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.72 (d, 2 H, J = 7.8 Hz), 7.51 (d,
1H,J=21Hz),7.31(t 2H,J=7.8Hz),7.10(d, 1 H, J= 2.1 Hz), 7.05 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.78 (d,
1H,J=15.6Hz), 438 (q, 2 H, = 6.9 Hz), 1.35 (t, 3H, J = 6.9 Hz)
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6.3.3.2 (E)-4,6-Dichlor-3-(2-phenylcarbamoylvinyl)-1H-indol-2-carbonséure (40)

N
Cl — H
A COOH
N
Cl H
Ansatz:
39 127 mg 0,32 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 190 pL 0,38 mmol

39 (127 mg, 0,32 mmol) wurde in einer Mischung aus THF und Wasser (36 mL, 2/1) geldst und mit
2 M NaOH (190 pL) versetzt. Nach 24 h wurde dieselbe Menge an 2 M NaOH hinzugegeben und die
Reaktion bei 50 °C fir weitere 24 h fortgesetzt. Im Anschluss wurde das THF im Vakuum entfernt
und die wassrige Phase mit 1 M HCI bis pH 6 angesduert. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert
und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
102 mg (0,27 mmol, 84 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C1gH12CIl,N,04 Molekulargewicht: 375,21 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,62 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 13.75 (s, 1 H), 12.55 (s, 1 H), 10.20 (s, 1 H), 8.27 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.72 (d, 2 H, J
7.8Hz),7.48(d, 1 H, J=15Hz), 7.31 (t, 2H, J=7.8 Hz), 7.30 (d, 1 H, J = 1.5 Hz), 7.04 (t, 1 H, J =
7.8 Hz), 6.79 (d, 1 H, J = 15.9 Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
3 (ppm) = 163.82, 162.14, 139.53, 137.45, 131.35, 129.24, 128.85, 128.10, 127.98, 127.29, 123.34,
122.22,121.80, 119.32, 116.72, 111.72

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 373.6 (100.0) [M*]
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6.3.4 Synthese der Markierungsvorlaufer

6.3.4.1 (E)-3-[2-(4-Benzyloxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-4,6-dichlor-1H-indol-2-carbonsaure-

ethylester (41)

0]

N
Cl — H
N COOEt

N

Ansatz:

28 328 mg
Triphenylphosphin 370 mg
2,2"-Dithiodipyridin 311 mg
4-Benzyloxyanilin Hydrochlorid 333 mg
DIPEA 246 pL

s

1,0 mmol
1,4 mmol
1,4 mmol
1,4 mmol
1,4 mmol

28 (328 mg, 1,0 mmol) wurde in DMF (18 mL) gel6st und innerhalb von 1 h portionsweise mit
Triphenylphosphin (370 mg, 1,4 mmol) und 2,2 -Dithiodipyridin (311 mg, 1,4 mmol) versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Reaktionsldsung fir 2 h bei RT gerihrt, mit einer Ldsung aus 4-
Benzyloxyanilin Hydrochlorid (333 mg, 1,4 mmol) und DIPEA (264 pL, 1,4 mmol) in DMF (2 mL)
versetzt Uber Nacht auf 80 °C erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (100 % Ethylacetat) aufgereinigt.

Ausbeute:
56 mg (0,11 mmol, 11 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C,;H,,CIl,N,0,
weilter Feststoff

R¢: 0,79 (100 % Ethylacetat)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

Molekulargewicht: 509,38 g/mol

5 (ppm) = 12.57 (s, 1 H), 10.08 (s, 1 H), 8.21 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.63 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 7.50 (d,
1H,J=1.2Hz), 7.45 - 7.30 (m, 6 H), 6.98 (d, 2 H, J = 9.0 Hz), 6.74 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 5.06 (s,

2 H), 437 (q, 2 H, J= 6.9 Hz), 1.34 (t, 3H, J = 6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 508.0 (100.0) [M*]
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6.3.4.2 (E)-3-{2-[4-(tert.-Butyldiphenylsilanyloxy)-phenylcarbamoyl]-vinyl}-4,6-dichlor-1H-indol-

2-carbonséureethylester (42)
0}
~TBDPS
0]

N
Cl — H
N COOEt
N
Ansatz:
28 328 mg 1,0 mmol
Triphenylphosphin 370 mg 1,4 mmol
2,2"-Dithiodipyridin 311 mg 1,4 mmol
68 490 mg 1,4 mmol
DIPEA 246 pL 1,4 mmol

28 (328 mg, 1,0 mmol) wurde in DMF (18 mL) geldst und portionsweise mit Triphenylphosphin
(370 mg, 1,4 mmol) und 2,2 -Dithiodipyridin (311 mg, 1,4 mmol) innerhalb 45 min versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung fur 2 h bei RT gerihrt, mit einer Lésung aus 68 (490 mg,
1,4 mmol) und DIPEA (246 pL, 1,4 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und fur 20 h auf 80 °C erhitzt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch (100 %
Ethylacetat) aufgereinigt.

Ausbeute:
534 mg (0,81 mmol, 81 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CssH3,CIbN,O,Si Molekulargewicht: 657,66 g/mol
gelber Feststoff

Ry¢: 0,46 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 12.57 (s, 1 H), 10.04 (s, 1 H), 8.19 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 7.68 — 7.65 (m, 4 H), 7.50 — 7.41
(m, 9 H), 7.23 (d, 1 H, J = 1.8 Hz), 6.70 (d, 1 H, J = 15.6 Hz), 6.70 (d, 2 H, J = 8.7 Hz), 4.36 (q, 2 H,
J=7.2Hz),1.33(t,3H,J=7.2Hz), 1.03 (s, 9 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 659.7 (100.0) [M*]
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6.3.4.3 (E)-4,6-Dichlor-3-[2-(4-hydroxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-1H-indol-2-carbonséureethylester (43)

OH
o ST

N
Cl J— H
\ COOEt
N
Ansatz:
42 234 mg 0,36 mmol
Ammoniumfluorid 33 mg 0,89 mmol

42 (234 mg, 0,36 mmol) wurde in absolutem Ethanol (10 mL) suspendiert und auf 100 °C erhitzt. Im
Anschluss wurde eine Lésung aus Ammoniumfluorid (33 mg, 0,89 mmol) in absolutem Ethanol
(5 mL) hinzugegeben und unter Rickfluss fir 1 h erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und Wasser (20 mL) sowie Ethylacetat (40 mL) hinzugegeben. Die Phasen wurden getrennt
und die wassrige Phase mit Ethylacetat (2 x 20 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde aus Ethylacetat
umkristallisiert.

Ausbeute:
126 mg (0,30 mmol, 83 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CyH16C1oN,04 Molekulargewicht: 419,26 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,70 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2)

'H-NMR (DMSO-dg, 300 MHz):

& (ppm) =12.56 (s, 1 H), 9.96 (s, 1 H), 9.21 (s, 1 H), 8.19 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.52 - 7.49 (m, 3 H),
7.30(d,1H,J=0.9Hz),6.74-6.70 (m, 3H), 4.38(q, 2 H, J=6.9Hz), 1.35(t, 3 H, J=6.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 208.9 (3.6) [M?'], 417.9 (100.0) [M*]
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6.3.4.4 (E)-4,6-Dichlor-3-[2-(4-hydroxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-1H-indol-2-carbonsdure (44)

OH
o
N
H

Cl —
\ COOH
N
Ansatz:
43 63 mg 0,15 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 400 pL 0,8 mmol

43 (63 mg, 0,15 mmol) wurde in einer Mischung aus THF und Wasser (25 mL, 2/1) gel6st und mit
2 M NaOH (400 pL) versetzt. Die Reaktionslosung wurde fir 72 h bei RT gertihrt. Im Anschluss
wurde das THF im Vakuum entfernt, der resultierende Feststoff abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute:
52 mg (0,13 mmol, 87 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C153H1,CI,N,0, Molekulargewicht: 391,20 g/mol
gelber Feststoff

Ry¢: 0,42 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

& (ppm) = 13.73 (bs, 1 H), 12.52 (s, 1 H), 9.96 (s, 1 H), 9.21 (s, 1 H), 8.20 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.52 -
7.48 (m, 3 H),7.29(d, 1LH,J=1.5Hz), 6.75-6.69 (m, 3 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 389.9 (100.0) [M*]
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6.3.4.5 (E)-3-{2-[4-(tert.-Butyldiphenylsilanyloxy)-phenylcarbamovyl]-vinyl}-4,6-difluor-1H-indol-

2-carbonséureethylester (45)

OTBDPS
o I

N
= _ H
N COOEt
N
F H
Ansatz:
36 295 mg
Triphenylphosphin 370 mg
2,2"-Dithiodipyridin 311 mg
68 490 mg

1,0 mmol
1,4 mmol
1,4 mmol
1,4 mmol

36 (295 mg, 1,0 mmol) wurde in DMF (18 mL) geldst und portionsweise mit Triphenylphosphin
(370 mg, 1,4 mmol) und 2,2"-Dithiodipyridin (311 mg, 1,4 mmol) innerhalb 70 min versetzt. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung fur 2 h bei RT gerihrt, mit einer Lésung aus 68 (490 mg,
1,4 mmol) in DMF (2 mL) versetzt und (ber Nacht bei 80 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/4)

aufgereinigt.

Ausbeute:
566 mg (0,91 mmol, 91 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CssH34F2N>O,Si
gelber Feststoff

Ry: 0,88 (Petrolether/Ethylacetat, 1/4)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

Molekulargewicht: 624,75 g/mol

5 (ppm) = 12.56 (s, 1 H), 10.07 (s, 1 H), 8.38 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.68 — 7.66 (m, 5 H), 7.49 — 7.41
(m, 9 H), 7.13 - 7.03 (m, 2 H), 6.85 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 6.70 (d, 2 H, J=8.4 Hz ), 4.39 (q, 2 H, J =

6.9 Hz), 1.36 (t, 3H, J = 6.9 Hz), 1.03 (s, 9 H)
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6.3.4.6 (E)-4,6-Difluor-3-[2-(4-hydroxyphenylcarbamoyl)-vinyl]-1H-indol-2-carbonséureethylester (46)

N
= _ H
\ COOEt
N
F H
Ansatz:
45 495 mg 0,79 mmol
Ammoniumfluorid 73 mg 2,0 mmol

45 (495 mg, 0,79 mmol) wurde in absolutem Ethanol (25 mL) suspendiert und auf 100 °C erhitzt. Im
Anschluss wurde Ammoniumfluorid (73 mg, 2,0 mmol) hinzugegeben die Reaktionslésung fir 1 h
unter Ruckfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und Wasser (20 mL) sowie
Ethylacetat (20 mL) hinzugegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt und im Vakuum entfernt.
Der resultierende Feststoff wurde aus Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute:
240 mg (0,62 mmol, 78 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CyH16F2N,O4 Molekulargewicht: 386,35 g/mol
hellgelber Feststoff

R¢: 0,67 (Petrolether/Ethylacetat, 1/4)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
8 (ppm) = 12.56 (s, 1 H), 10.07 (s, 1 H), 8.38 (d, 1 H, J = 15.9 Hz), 7.52 = 7.30 (m, 4 H), 6.85 (d, 1 H,
J=15.9Hz),6.70(d, 2H, J=8.4 Hz ), 4.39 (g, 2 H, J = 6.9 Hz), 1.36 (t, 3 H, J = 6.9 Hz)
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6.4 Synthese der Derivate des L-701,324

6.4.1 Synthesen der inaktiven Referenzverbindung

6.4.1.1 3-Hydroxyphenylessigsduremethylester (47)

m
o OH

Ansatz:

3-Hydroxyphenylessigsaure 3,043 ¢ 20 mmol
Methanol 192¢g 60 mmol
4-Toluolsulfonsaure Monohydrat 0,3¢ 1,7 mmol

3-Hydroxyphenylessigsaure (3,043 g, 20 mmol) wurde zusammen mit 4-Toluolsulfonsdure
Monohydrat (0,3 g, 1,7 mmol) in 1,2-Dichlorethan (6 mL) gel6st und mit Methanol (1,92 g, 60 mmol)
versetzt. Die Reaktionslésung wurde ber Nacht unter Rickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das
Losungsmittel im  Vakuum  entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
2,64 g (15,9 mmol, 80 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CgH1004 Molekulargewicht: 166,17 g/mol
farbloses Ol

R¢: 0,76 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 7.16 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.80 (d, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.75 — 6.70 (m, 2 H), 3.69 (s, 3 H), 3.57
(s, 2H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 166.2 (3.4) [M*], 332.2 (100.0) [2 M"]
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6.4.1.2 [3-(4-Nitrophenoxy)-phenyl]-essigsduremethylester (48)

m /©/NOZ
\O )

Ansatz:

47 6,65 g 40 mmol
4-Fluornitrobenzol 7,06 g 50 mmol
Kaliumcarbonat 16,6 ¢ 120 mmol
Kupfer-(I1)-oxid 12,79 160 mmol

47 (6,65 g, 40 mmol) wurde zusammen mit 4-Fluornitrophenol (7,06 g, 50 mmol) und Kaliumcarbonat
(16,6 g, 120 mmol) in Pyridin (54 mL) geldst und bei 100 °C fir 2 h unter Rickfluss erhitzt. Im
Anschluss wurde Kupfer-(I1)-oxid (12,7 g, 160 mmol) hinzugegeben und die Reaktion bei 120 °C tber
Nacht unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung tber Celite abfiltriert und mit
Ethylacetat (250 mL) versetzt. Das Filtrat wurde mit 1 M NaHSO, (3 x 150 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 2/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
4,38 g (15,2 mmol, 38 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; Ci5H13NOs Molekulargewicht: 287,27 g/mol
gelbes Ol

Ry¢: 0,76 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 8.18 (td, 2 H, J = 2.7 Hz, J = 9.0 Hz), 7.36 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 7.14 (d, 1 H, J = 7.8 H2),
7.01-6.97 (m, 4 H), 3.68 (s, 3 H), 3.63 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 287.1 (100.0) [M*]
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6.4.1.3 [3-(4-Aminophenoxy)-phenyl]-essigsduremethylester (49)

\O )

Ansatz:

48 3,03¢g 10,6 mmol
Ammoniumformiat 532¢g 84,4 mmol
Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) 0,3¢

48 (3,03 g, 10,6 mmol) wurde in 2-Propanol (60 mL) im Ultraschallbad gelost und mit
Ammoniumformiat (5,32 g, 84,4 mmol) sowie Palladium auf Aktivkohle (0,3 g, 10 Gew.-%) versetzt.
In der Mikrowelle wurde die Reaktionsmischung unter Rickfluss reagieren gelassen (75 W, 80 °C,
3 min Aufheizzeit, 10 min Reaktionszeit). Die Reaktionsmischung wurde Uber Celite abfiltriert, mit
geséttigter Na,CO; (30 mL) versetzt und mit Ethylacetat (3 x 25 mL) extrahiert. Die organische Phase
wurde (Ober Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 1/2) aufgereinigt.

Ausbeute:
1,94 g (7,5 mmol, 72 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; C15H15NO3 Molekulargewicht: 257,28 g/mol
hellbraunes Ol

Ry¢: 0,64 (Petrolether/Ethylacetat, 1/2)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 7.21 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.87 (d, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.76 — 6.70 (m, 4 H), 6.58 (d, 2 H, J =
8.7 Hz), 4.98 (s, 2 H), 3,61 (s, 2 H), 3.58 (s, 3 H)
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6.4.1.4 [3-(4-Hydroxyphenoxy)-phenyl]-essigsdure (50)

: _.OH
m
HO )

Ansatz:

49 2,535¢ 9,85 mmol
Natriumnitrit 818 mg 11,8 mmol
Harnstoff 120 mg 2 mmol

Im Eisbad wurde eine Emulsion von 49 (2,535 g, 9,85 mmol) in Wasser (12,3 mL) mit konzentrierter
Schwefelsdure (6 mL) versetzt. AnschlieBend wurde bei 0 °C innerhalb von 30 min eine Lésung aus
Natriumnitrit (818 mg, 11,8 mmol) in Wasser (1,2 mL) hinzugetropft und fir 1,5 h fortgesetzt. Um
Uberschiissiges Natriumnitrit zu vernichten wurde eine Ldsung aus Harnstoff (120 mg, 2 mmol) in
Wasser (600 pL) hinzugegeben und fir 30 min gerthrt. Im Anschluss wurde die Reaktionslésung mit
Wasser (65 mL) und konzentrierte Schwefelsdure (33 mL) versetzt, die Mischung fur 3 h unter
Rickfluss erhitzt und (ber Nacht bei Raumtemperatur gerlhrt. Der erhaltene Feststoff wurde
abfiltriert.

Ausbeute:
2,19 (8,6 mmol, 87 % d. Th.

Charakterisierung:
Summenformel: C14H1,04 Molekulargewicht: 244,24 g/mol
hellbrauner Feststoff

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 12.25 (bs, 1 H), 9.34 (s, 1 H), 7.23 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 6.92 — 6.85 (m, 3 H), 6.79 — 6.72 (m,
4 H), 3.51 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 244.0 (100.0) [M*], 488.0 (L.3) [2 M"]
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6.4.1.5 [3-(4-Hydroxyphenoxy)-phenyl]-essigsduremethylester (51)

OH
m
~o 0~ :

Ansatz:
50 271 mg 1,11 mmol
MeOH 5mL

50 (271 mg, 1,11 mmol) wurde in MeOH (5 mL) geltst, mit zwei Tropfen konz. Schwefelsaure
versetzt und bei 80 °C fur 3 h unter Rickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das Methanol im Vakuum
entfernt und der Rickstand in Ethylacetat (15 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit
geséttigter NaCO; (10 mL) und Wasser (10 mL) gewaschen, (iber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert
und im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat,
2/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
234 mg (0,91 mmol, 82 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CisH1404 Molekulargewicht: 258,27 g/mol
hellbrauner Feststoff

R¢: 0,50 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 7.22 (t, 1 H, J = 7.2 Hz), 6.94 — 6.85 (, 4 H), 6.82 — 6.76 (M, 3 H), 4.97 (s, 1 H), 3.68 (s,
3 H), 3.57 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 258.2 (100.0) [M*], 516.4 (1.2) [2 M"]
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6.4.1.6 {3-[4-(2-Fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-essigsduremethylester (52)

Lo
\O )

Ansatz:

51 447 mg 1,73 mmol
1,2-Bromfluorethan 242 mg 1,90 mmol
Kaliumcarbonat 263 mg 1,90 mmol

51 (447 mg, 1,73 mmol) wurde in Aceton (10 mL) gel6st und mit Kaliumcarbonat (263 mg,
1,90 mmol) versetzt. Nach 10 min wurde 1,2-Bromfluorethan (242 mg, 1,90 mmol) hinzugegeben und
die Reaktionsmischung fiir 24 h unter Ruckfluss erhitzt. Im Anschluss wurde das Kaliumcarbonat
abfiltriert und das Aceton im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in gesattigter NaHCO; (10 mL)
aufgenommen und mit Ethylacetat (3 x 15 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser
(10 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 2/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
485 mg (1,59 mmol, 92 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy7H17FO, Molekulargewicht: 304,31 g/mol
farbloses Ol

Ry¢: 0,75 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 7.24 (t, 1 H, J = 4.2 Hz), 6.98 — 6.81 (m, 7 H), 4.82 (t, 1 H, J = 4.2 Hz), 466 (t, 1 H, J =
4.2 Hz),4.23(t, 1H,J=4.2Hz),4.14 (t, 1 H, J= 4.2 Hz), 3.67 (s, 3 H), 3.56 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 304.2 (100.0) [M*], 608.3 (3.8) [2 M"]
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6.4.1.7 {3-[4-(2-Fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-essigsdure (53)

Lo
HO )

Ansatz:
52 470 mg 1,54 mmol
KOH-Lsg., 1 M 1,8 mL 1,80 mmol

52 (470 mg, 1,54 mmol) wurde in THF (5 mL) geldst und tropfenweise mit 1 M KOH (1,8 mL)
versetzt. Nach 24 h wurde Wasser (5 mL) hinzugegeben und das THF im Vakuum entfernt. Die
wassrige Phase wurde mit 1 M HCI bis pH 2 angesduert, der resultierende Feststoff abfiltriert und mit
Wasser gewaschen.

Ausbeute:
335 mg (1,15 mmol, 75 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Ci;sH15FO, Molekulargewicht: 290,29 g/mol
farblose Kristalle

R 0,56 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1 + 3 % Ameisensaure)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

d (ppm) =7.24 (t, 1 H, J=7.8Hz),6.98-6.82 (m, 7H), 482 (t, 1H,J=39Hz),466(t 1H,J=
39Hz),4.23(t,1H,J=39Hz),4.14 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 3.59 (5, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 290.2 (100.0) [M*]
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6.4.1.8 4-Chlor-2-(2-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-acetylamino)-benzoesauremethylester (54)

Cl
? IS GU S
N O
H
@) O/

Ansatz:

53 328 mg 1,13 mmol
Oxalylchlorid 125 pL 1,34 mmol
2-Amino-4-chlor-benzoesduremethylester 209 mg 1,13 mmol
Triethylamin 168 pL 1,20 mmol

Eine Losung aus 53 (328 mg, 1,13 mmol) in Dichlormethan (3 mL) wurde auf 0 °C gekihlt und mit
Oxalylchlorid (125 pL, 1,34 mmol) sowie zwei Tropfen DMF versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir
50 min bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde das Dichlormethan im Vakuum entfernt und der 6lige
Rickstand in THF (3 mL) geldst. 2-Amino-4-chlor-benzoesduremethylester (209 mg, 1,13 mmol)
wurde in THF (7 mL) gel6st und auf 60 °C erwarmt und mit der THF-L6sung aus der ersten Reaktion
versetzt. Im Anschluss wurde Triethylamin (168 pL, 1,20 mmol) hinzugegeben, die Reaktion fur 5 h
bei 80 °C erhitzt und tiber Nacht bei RT gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Rickstand in Dichlormethan (20 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser (3 x
10 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und s&ulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 9/2) aufgereinigt.

Ausbeute:
367 mg (0,80 mmol, 71 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy4H5CIFNOs Molekulargewicht: 457,88 g/mol
farbloses Ol

Ry: 0,32 (Petrolether/Ethylacetat, 4/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 11.07 (s, 1 H), 8.80 (s, 1 H), 7.90 (d, 1 H, J = 8.7 Hz), 7.28 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 7.04 - 6.94
(m, 5H), 6.89 — 6.86 (m, 3 H), 4.81 (t, 1 H, J = 4.2 Hz), 466 (t 1 H,J=3.9 Hz), 423 (t, 1 H, J =
3.9 Hz), 413 (t, 1 H, J=3.9 Hz), 3.85 (5, 3 H), 3.69 (5, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 228.8 (2.9) [M?'], 457.2 (100.0) [M*], 914.3 (0.9) [2 M"]
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6.4.1.9 7-Chlor-3-{3-[4-(2-fluorethoxy)-phenoxy]-phenyl}-4-hydroxy-1H-chinolin-2-on (55)

o
OH O /©/\/\F
\ O
cl l N~ o
H

Ansatz:
54 317 mg 0,69 mmol
Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid 344 mg 1,72 mmol

54 (317 mg, 0,69 mmol) wurde in THF (3 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieRend wurde eine
Losung aus Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid (344 mg, 1,72 mmol) in THF (1,8 mL) tropfenweise
hinzugegeben und 1,5 h bei 0 °C gerlhrt. Im Anschluss wurde unter starkem Rihren eine Mischung
aus 6 M HCI (3,6 mL) und Eis (3,6 g) hinzugegeben. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert und
mit kaltem Wasser gewaschen.

Ausbeute:
286 mg (0,67 mmol, 97 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy3H17CIFNO, Molekulargewicht: 425,84 g/mol
weilter Feststoff

R¢: 0,55 (CH,Cl,/Ethylacetat, 9/1 + 3 % Ameisenséure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

8 (ppm) = 11.55 (s, 1 H), 10.37 (bs, 1 H), 7.91 (d, 1 H, J = 8.4 Hz), 7.36 (t, 1 H, J = 7.8 Hz), 7.30 (d,
1H,J=2.1Hz), 7.20 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.4 Hz), 7.09 - 6.97 (m, 5 H), 6.92 — 6.86 (m, 2 H),
4.80 (t, 1H,J=3.9 Hz), 4.64 (t, 1H,J=3.9Hz), 4.25(t, 1 H, J = 3.9 Hz), 415 (t, L H, J = 3.9 Hz)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
& (ppm) = 162.53, 157.44, 157.19, 154.48, 150.01, 139.07, 135.14, 129.25, 125.80, 125.40, 121.39,
120.66, 120.34, 116.37, 115.85, 114.32, 112.38, 83.40, 81.19, 67.65, 67.41

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 425.3 (100.0) [M*]
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6.4.2 Synthesen des Markierungsvorlaufers

6.4.2.1 [3-(4-Benzyloxyphenoxy)-phenyl]-essigsduremethylester (56)

J 0

Ansatz:

51 1,39 5,03 mmol
Benzylbromid 1,03 ¢ 6,04 mmol
Kaliumcarbonat 765 mg 5,54 mmol

51 (1,3 g, 5,03 mmol) wurde in Aceton (20 mL) geldst, mit Kaliumcarbonat (765 mg, 5,54 mmol)
versetzt und 15 min auf 65 °C erhitzt. AnschlieBend wurde eine Ldsung aus Benzylbromid (1,03 g,
6,04 mmol) in Aceton (5 mL) hinzugegeben und tber Nacht bei 65 °C geriihrt. Im Anschluss wurde
das Aceton im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser (30 mL) aufgenommen und mit
Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet,
abfiltriert, im Vakuum entfernt und der Rickstand sédulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat,
2/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
1,72 g (4,94 mmol, 98 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: Cy,H5004 Molekulargewicht: 348,39 g/mol
hellgelbe Kristalle

Ry: 0,78 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

8 (ppm) = 7.44 - 7.30 (m, 5 H), 7.24 (t, 1 H, J = 3.6 Hz), 6.98 — 6.93 (m, 5 H), 6.86 — 6.81 (M, 2 H),
5.03 (s, 2 H), 3.67 (s, 3 H), 3.57 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 348.0 (100.0) [M*]
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6.4.2.2 [3-(4-Benzyloxyphenoxy)-phenyl]-essigsdure (57)

Ansatz:
56 1,68¢g 4,82 mmol
NaOH-Lsg., 2 M 5mL 10 mmol

56 (1,68 g, 4,82 mmol) wurde in einer Mischung aus THF und Wasser (2/1, 45 mL) suspendiert und
unter starkem Rihren tropfenweise mit 2 M NaOH (5 mL) versetzt. Nach 1 h wurde das THF im
Vakuum entfernt, die resultierenden Kristalle in Wasser aufgeschlammt und abfiltriert. Anschlie3end
wurden diese erneut in Wasser aufgeschlammt und mit 2 M HCI (4 mL) bis pH 6 angesduert. Im
Anschluss wurde Ethylacetat (50 mL) hinzugegeben und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase
wurde mit Ethylacetat (2 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im Vakuum entfernt.

Ausbeute:
1,57 g (4,7 mmol, 98 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: C1H1504 Molekulargewicht: 334,37 g/mol
farblose Kristalle

R¢: 0,36 (Petrolether/ Ethylacetat, 3/1 + 3 % Ameisensdure)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

d (ppm) =7.45-7.32 (m,5H), 7.23 (t, 1L H, J = 7.8 Hz), 6.95 - 6.93 (m, 5 H), 6.87 — 6.81 (m, 2 H),
5.03 (s, 2 H), 3.59 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 334.2 (100.0) [M*], 668.4 (0.2) [2 M"]
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6.4.2.3 2-{2-[3-(4-Benzyloxyphenoxy)-phenyl]-acetylamino}-4-chlor-benzoesduremethylester (58)

0] O/
Ansatz:
57 775 mg 2,32 mmol
Oxalylchlorid 275 pL 3,20 mmol
2-Amino-4-chlor-benzoesduremethylester 430 mg 2,32 mmol
Triethylamin 343 uL 2,47 mmol

57 (775 mg, 2,32 mmol) wurde in Dichlormethan (12 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit
Oxalylchlorid (275 pL, 3,20 mmol) sowie 2 Tropfen DMF versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fir
1h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde das Dichlormethan im Vakuum entfernt und der 6lige
Rickstand in THF (8 mL) gel6st. 2-Amino-4-chlor-benzoeséduremethylester (430 mg, 2,32 mmol)
wurde in THF (8 mL) geltst, auf 70 °C erwédrmt und mit der THF-L6sung aus der ersten Reaktion
versetzt. Im Anschluss wurde Triethylamin (343 pL, 2,47 mmol) hinzugegeben, die Reaktion fiir 5 h
bei 70 °C erhitzt und Uber Nacht bei RT geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Rickstand in Wasser (25 mL) und Ethylacetat (25 mL) aufgenommen. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase mit Ethylacetat (2 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden (ber Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat, 4/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
825 mg (1,64 mmol, 71 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CyH,4CINOs Molekulargewicht: 501,96 g/mol
hellgelbes Ol

R¢: 0,51 (Petrolether/ Ethylacetat, 4/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 10.71 (s, 1 H), 8.41 (d, 1 H, J = 2.1 Hz), 7.89 (d, 1 H, J = 8.4 Hz), 7.45 — 7.29 (m, 6 H),
7.23(dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.4 Hz), 7.06 — 6.96 (m, 6 H), 6.83 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.4 Hz),
5.06 (5, 2 H), 3.78 (s, 3 H), 3.74 (s, 2 H)

BC-NMR (DMSO-dg, 75.5 MHz):
& (ppm) = 169.75, 166.83, 158.16, 154.84, 149.65, 140.85, 138.57, 137.16, 136.67, 132.43, 130.11,
128.54, 127.95, 127.83, 123.95, 123.26, 120.75, 120.21, 118.64, 116.15, 116.08, 69.72, 52.65, 44.01

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 501.3 (100.0) [M*], 1002.6 (1.8) [2 M"]
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6.4.2.4 3-[3-(4-Benzyloxyphenoxy)-phenyl]-7-chlor-4-hydroxy-1H-chinolin-2-on (59)

@)
OH O [ ]
Cl N @)
H

Ansatz:
58 815 mg 1,62 mmol
Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid 807 mg 4,05 mmol

58 (815 mg, 1,62 mmol) wurde in THF (7 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieRend wurde eine
Losung aus Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid (807 mg, 4,05 mmol) in THF (4 mL) tropfenweise
innerhalb 30 min hinzugegeben und 1,5 h bei 0 °C gerihrt. Im Anschluss wurde unter starkem Riihren
eine Mischung aus 6 M HCI (9 mL) und Eis (9 g) hinzugegeben. Der resultierende Feststoff wurde
abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen.

Ausbeute:
740 mg (1,58 mmol, 98 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C,sH,0CINO, Molekulargewicht: 469,92 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,42 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1 + 3 % Ameisensadure)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d (ppm) = 11.56 (s, 1 H), 10.37 (5,1 H),7.91(d, 1 H,J=8.7Hz), 7.45-7.19 (m, 7 H), 7.20 (dd, 1 H,
J=15Hz,J=8.7Hz), 7.08-7.01 (m, 5 H), 6.91-6.86 (M, 2 H), 5.06 (s, 2 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 469.3 (100.0) [M*]
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6.4.2.5 7-Chlor-4-hydroxy-3-[3-(4-hydroxyphenoxy)-phenyl]-1H-chinolin-2-on (60)

OH
OH O [ ]

Cl N @)
H

Ansatz:
59 100 mg 0,21 mmol
Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) 20 mg

59 (100 mg, 0,21 mmol) wurde in Ethylacetat (100 mL) suspendiert und mit Palladium auf Aktivkohle
(5 mg, 20 Gew.-%) versetzt. Durch die Reaktionsmischung wurde fir 2 h ein Wasserstoffstrom
durchgeleitet. Im Anschluss wurde die Reaktionsmischung (ber Celite abfiltriert, das Lésungsmittel
im Vakuum weitgehend entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (100 % Ethylacetat)
aufgereinigt.

Ausbeute:
72 mg (0,19 mmol, 91 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; C,;H14CINO, Molekulargewicht: 379,79 g/mol
weilter Feststoff

Ry: 0,80 (100 % Ethylacetat)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

8 (ppm) = 11.55 (s, 1 H), 10.34 (bs, 1 H), 9.31 (s, 1 H), 7.90 (d, 1 H, J = 8.7 Hz), 7.33 (t, L H, J =
75Hz),7.29(d, 1 H, J=1.8 Hz), 7.20 (dd, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 8.7 Hz), 7.02 (d, 1 H, J= 1.8 Hz, J =
7.5 Hz), 6.91 (d, 2 H, J = 8.7 Hz), 6.87 (s, 1 H), 6.83 (dd, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 7,5 Hz), 6.76 (d, 2 H,
J=8.7Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 189.5 (0.8) [M?'], 379.1 (100.0) [M*]
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6.5 Synthese der Synthesebausteine

6.5.1 Synthese der Nitrobenzol-Derivate

6.5.1.1 2-(2-Fluorethoxy)-nitrophenol (61)

0
O,N

Ansatz:

2-Nitrophenol 5,56 g 40 mmol
1,2-Bromfluorethan 5,59 ¢g 44 mmol
Kaliumcarbonat 6,08 g 44 mmol

2-Nitrophenol (5,56 g, 40 mmol) wurde unter Argonatmosphére in getrocknetem Aceton (50 mL)
geldst und mit Kaliumcarbonat (6,08 g, 44 mmol) versetzt. Nach Erhitzen der Reaktionsmischung auf
70 °C wurde 1,2-Bromfluorethan (5,59 g, 44 mmol) hinzugegeben und fir 24 h unter Rickfluss
erhitzt. Im Anschluss wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in Wasser
(50 mL) aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde mit 2 M NaOH (2 x 25 mL) gewaschen und anschlielend mit Wasser (2 x
50 mL) neutral gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und
im Vakuum entfernt.

Ausbeute:
3,059 (16,5 mmol, 41 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; CgHgFNO3 Molekulargewicht: 185,15 g/mol
hellgelbe Nadeln

Ry: 0,65 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 8.82 (dd, 1 H, J= 1.8 Hz, J = 8.1 Hz), 7.52 (dt, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 8.1 Hz), 7.10 - 7.03 (m,
2H),485(t 1H,J=42Hz),4.69(t 1H, J=42Hz),439( 1H, J=42Hz),430( 1H,J=
4.2 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 184.9 (100.0) [M*], 369.8 (L.6) [2 M"]
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6.5.1.2  3-(2-Fluorethoxy)-nitrophenol (62)

Ansatz:

3-Nitrophenol 4,76 g 34,2 mmol
1,2-Bromfluorethan 4,799 37,7 mmol
Kaliumcarbonat 521¢g 37,7 mmol

3-Nitrophenol (4,76 g, 34,2 mmol) wurde in getrocknetem Aceton (45 mL) geldst und mit
Kaliumcarbonat (5,21 g, 37,7 mmol) versetzt. Nach Erhitzen der Reaktionsmischung auf 70 °C wurde
1,2-Bromfluorethan (4,79 g, 37,7 mmol) hinzugegeben und fir 24 h unter Rickfluss erhitzt. Im
Anschluss wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand in Wasser (50 mL)
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die organische
Phase wurde mit 2 M NaOH (2 x 25 mL) gewaschen und anschlieBend mit Wasser (2 x 50 mL)
neutral gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im
Vakuum entfernt.

Ausbeute:
5,89 g (31,8 mmol, 93 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; CgHgFNO3 Molekulargewicht: 185,15 g/mol
hellgelber Feststoff

Ry¢: 0,81 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 7.83 (dd, 1 H, J = 2.7 Hz, J= 8.1 Hz), 7.74 (t, 1 H, J = 2.4 Hz), 7.58 (t, 1 H, J = 8.4 Hz),
7.45(dd, 1 H,J=2.7 Hz, J=8.1 Hz), 484 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 4.68 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 443 (t, L H,
J=39Hz),4.33(t 1H,J=3.9Hz)

141



Experimentalteil

6.5.1.3  4-(2-Fluorethoxy)-nitrophenol (63)

o
O,N

Ansatz:

4-Nitrophenol 5,56 g 40 mmol
1,2-Bromfluorethan 559 ¢ 44 mmol
Kaliumcarbonat 6,08 g 44 mmol

4-Nitrophenol (5,56 g, 40 mmol) wurde in getrocknetem Aceton (50 mL) gelést und mit
Kaliumcarbonat (6,08 g, 44 mmol) versetzt. Nach Erhitzen der Reaktionsmischung auf 70 °C wurde
1,2-Bromfluorethan (5,59 g, 44 mmol) hinzugegeben und fir 24 h unter Rickfluss erhitzt. Im
Anschluss wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand in Wasser (50 mL)
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die organische
Phase wurde mit 2 M NaOH (2 x 25 mL) gewaschen und anschlieBend mit Wasser (2 x 50 mL)
neutral gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und im
Vakuum entfernt.

Ausbeute:
4,04 g (21,8 mmol, 55 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel; CgHgFNO3 Molekulargewicht: 185,15 g/mol
hellgelbe Kristalle

Ry¢: 0,53 (Petrolether/Ethylacetat, 2/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

S (ppm) =8.19 (td,2H,J=2.7Hz, J=9.6 Hz),6.97 (td,2H, J=2.7Hz, J=9.6 Hz),4.86 (t, 1 H, J =
4.2Hz),4.70(t, 1H,J=4.2Hz),434 (t, 1 H,J=4.2Hz),4.25(t, 1 H, J= 4.2 H2)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 185.0 (100.0) [M*]
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6.5.2 Synthese der Anilin-Derivate

6.5.2.1 2-(2-Fluorethoxy)-anilin (64)

e
H,N

Ansatz:
61 1,52¢g 8,22 mmol
Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) 150 mg

Im Ultraschallbad wurde 61 (1,52 g, 8,22 mmol) in Methanol (50 mL) gel6st und mit Palladium auf
Aktivkohle (150 mg, 10 Gew.-%) versetzt. Anschlielend wurde in das Reaktionsgemisch fiir 1,5 h H,-
Gas eingeleitet. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch ber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute:
1,23 g (7,9 mmol, 97 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CgHioFNO Molekulargewicht: 155,17 g/mol
braunes Ol

Ry: 0,80 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
5 (ppm) = 7.79 (d, 1 H, J = 8.1 Hz), 6.72 (m, 2 H), 6.49 (dt, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 7.5 Hz), 4.81 (t, 1 H,
J=39Hz),4.68 (s, 2H),4.65(t, 1 H,J=3.9 Hz), 421 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 4.11 (t, L H, J = 3.9 Hz)
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6.5.2.2 2-(2-Fluorethoxy)-anilin Hydrochlorid (65)

o)
F/\/
HoN
Ansatz:

64 1,23 ¢ 7,94 mmol
etherische HCI, 2 M 5mL

64 (1,23 g, 7,94 mmol) wurde in Diethylether (15 mL) gel6st und unter Rilhren mit 2 M etherischer
HCI (5 mL) versetzt. Der resultierende Feststoff wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen.

Ausbeute:
1,43 g (7,5 mmol, 94 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CgH1:CIFNO Molekulargewicht: 191,63 g/mol
hellbrauner Feststoff

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
8 (ppm) = 10.01 (bs, 1 H), 7.45 (d, 1 H, J= 7.5 Hz), 7.33 (t, 1 H, J = 7.5 Hz), 7.21 (d, 1 H, J = 7.5 Hz),
7.03(t, 1H,J=7.5Hz),4.88 (s, 1 H), 472 (s, 1 H), 441 (s, 1 H), 431 (5, 1 H)

144



Experimentalteil

6.5.2.3  3-(2-Fluorethoxy)-anilin (66)

Ansatz:
62 294 ¢ 15,9 mmol
Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) 295 mg

Im Ultraschallbad wurde 62 (2,94 g, 15,9 mmol) in Methanol (80 mL) gel6st und mit Palladium auf
Aktivkohle (295 mg, 10 Gew.-%) versetzt. Anschlielend wurde in das Reaktionsgemisch fir 1 h H,-
Gas eingeleitet. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute:
2,36 g (15,2 mmol, 96 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CgHioFNO Molekulargewicht: 155,17 g/mol
hellbrauner Feststoff

Ry¢: 0,75 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

5 (ppm) = 6.88 (t, 1 H, J = 8.1 Hz), 6.16 — 6.13 (m, 2 H), 6.08 (dd, 1 H, J = 2.4 Hz, J = 5.1 Hz), 5.05
(s,2H),4.76 (t, 1 H,J=3.9Hz), 460 (t, 1 H, J=3.9Hz), 413 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 430 (t, 1 H, J =
3.9 Hz)
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6.5.2.4  4-(2-Fluorethoxy)-anilin (67)

o
H,N

Ansatz:
63 2,009 g 10,85 mmol
Palladium auf Aktivkohle (10 % Pd) 200 mg

Im Ultraschallbad wurde 63 (2,009 g, 10,85 mmol) in 2-Propanol (50 mL) geldst und mit Palladium
auf Aktivkohle (200 mg, 10 Gew.-%) versetzt. Anschliellend wurde in das Reaktionsgemisch fur 100
min H,-Gas eingeleitet. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute:
1,67 g (10,7 mmol, 99 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; CgHioFNO Molekulargewicht: 155,17 g/mol
hellbraune Kristalle

Ry: 0,37 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz):

d (ppm) = 6.66 (td, 2 H,J=2.7Hz, J=8.7Hz),6.50 (td, 2 H,J=2.7Hz,J=8.7Hz),4.73(t, L H,J =
3.9Hz),4.63 (s,2H),4.57 (t,1H,J=39Hz),4.10(t, 1 H,J=3.9Hz),4.00(t, 1 H, J=3.9 Hz)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 155.0 (4.3) [M*]
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6.5.2.5 4-(tert.-Butyldiphenylsilanyloxy)-phenylamin (68)

o}
s
HyN

Ansatz:

4-Aminophenol 976 mg 8,94 mmol
tert.-Butydiphenylsilylsilan 2,53 ¢ 9,2 mmol
Imidazol 1,22 ¢ 17,9 mmol

4-Aminophenol (976 mg, 8,94 mmol) wurde in THF (10 mL) suspendiert und Imidazol (1,22 g,
17,9 mmol) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekihlt und 10 min gerihrt.
Innerhalb 1 min wurde tropfenweise tert.-Butydiphenylsilylsilan (2,53 g, 9,2 mmol) hinzugegeben und
1,5 h bei RT gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Wasser
und Ethylacetat (jeweils 25 mL) versetzt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit
Ethylacetat (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
getrocknet, abfiltriert und im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat, 1/1) aufgereinigt.

Ausbeute:
2,11 g (6,0 mmol, 68 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel:; Cy,H,sNOSI Molekulargewicht: 347,53 g/mol
gelbes Ol

Ry¢: 0,70 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 7.71(d, 2 H, J = 1.5 Hz), 7.68 (d, 2 H, J = 1.5 Hz), 7.40 — 7.32 (m, 6 H), 6.57 (dd, 2 H, J =
2.1Hz,J=6.6 Hz), 6.43 (dd, 2 H, J = 2.1 Hz, J = 6.6 Hz), 3.09 (bs, 2 H), 1.07 (s, 9 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 346.9 (100.0) [M*], 693.9 (2.3) [2 M"]
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6.5.2.6 Synthese des 2-Fluorethyltosylats (69)

Z\\
(0] \O
Ansatz:
2-Fluorethanol 109 15,6 mmol
4-Toluolsulfonséaurechlorid 3,56 ¢ 18,7 mmol

2-Fluorethanol (1,0 g, 15,6 mmol) wurde in wasserfreiem Pyridin (15 mL) gel6st und im Eisbad auf
0° C gekdhlt. Innerhalb 30 min wurde 4-Toluolsulfonséurechlorid (3,56 g, 18,7 mmol) portionsweise
zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionslosung fir 4 h bei 0° C gerthrt. AnschlieRend
wurde Eis (15 g) und Wasser (20 mL) hinzugegeben und die wassrige Phase mit Ethylacetat (50 mL)
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser (20 mL), 1 M HCI (20 mL), Na,COs-Lsg. (20 mL,
pH 10) und gesattigter NaCl (20 mL) gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und im
Vakuum entfernt.

Ausbeute:
2,38 g (10,9 mmol, 70 % d. Th.)

Charakterisierung:
Summenformel: CgH1,FO5S Molekulargewicht: 218,25 g/mol
weilter Feststoff

Ry¢: 0,77 (Petrolether/Ethylacetat, 1/1)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz):

& (ppm) = 7.79 (d, 2 H, J = 8.1 Hz), 7.34 (d, 2 H, J = 8.1 Hz), 4.63 (t, 1 H, J = 3.9 Hz), 4.47 (t, 1 H,
J=39Hz),4.28(t,1H,J=3.9Hz), 419 (t, 1 H, J= 3.9 Hz), 2.43 (s, 3 H)

MS (FD) m/z (% rel. Int.): 218.3 (100.0) [M*]
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6.5.2.7 Synthese des 2-[**F]Fluorethyltosylats

Das fir die '®F-Synthesen verwendete Synthon, 2-[**F]Fluorethyltosylat ([**F]JFETos), wurde durch
eine computergesteuerte, automatisierte Synthese hergestellt. Das FlieRbild des verwendeten
Synthesemoduls ist in Abbildung 90 dargestellt.

Vor Beginn der Synthese wurden die nachfolgend aufgefiilhrten Ldsungen sowie die wassrige
[**F]Fluorid-Lésung in den entsprechenden VorratsgefaRen vorgelegt und die frisch konditionierten
Festphasenkartuschen an entsprechender Stelle im Modul eingesetzt. Die Synthese erfolgte nach
einem programmierten Syntheseprotokoll, in dem die verschiedenen Ventil- und Relaiseinstellungen,
Heliumflussraten, Driicke und Reaktionsbedingungen festgelegt wurden.

Kiltefalle Vakuum- Vakuum- n Durchfluss-  Helium
pumpe regler regler

MLehozd gl

—«K

-
I

A

T 8 I

PP
Y N o
Det
Waste
Det 17
R
. 18

18 wasser
HPLC

¢18 (EN)

180 Wasser

[E Flussmittel
Det

Abb. 90: FlieRbild des computergestiitzten [**F]JFETos-Synthesemoduls

Losung ,,Kryptofix“:  Kryptofix®2.2.2. (15 mg) und 1 M K,COs (15 pL), geldst in ACN (1 mL)
Losung ,,Vorlaufer*:  Ethylen-1,2-ditosylat (20 mg) in ACN (1 mL)

Ldsung ,,Saure*: Wasser/ACN, 1/1 (1 mL)

HPLC-Vorlage ,,S2“:  Wasser (40 mL)

Kartusche ,,QMA*: 1 Sep-Pak® light QMA (konditioniert mit 1 M K,COs (10 mL), Wasser (20 mL)
Kartusche ,,C18*: LiChrolut® EN (konditioniert mit ACN (15 mL), Wasser (20 mL)

HPLC: Lichrospher 100 RP-18 Sdule (EC-5 p, 250 mm x 10 mm, CS-Chromatographie
GmbH), Eluens: ACN/Wasser 50/50, Flussrate: 5 mL/min
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Das [**F]F ., wurde in einem Wheaton-ReaktorgefaR in die Apparatur eingesetzt und durch den
angelegten Heliumfluss auf einer QMA-Kartusche fixiert. Durch Elution mit der Lésung ,,Kryptofix*
wurde das [**F]Fluorid in den Sigradur-Reaktor Gberfiihrt. Im Reaktor wurde das [**F]Fluorid azeotrop
mit Acetonitril bei 80 °C unter schrittweiser Reduktion von Vakuum und Heliumstrom getrocknet.
Nach beendeter Trocknung wurde die ,,Vorlaufer“-Losung in den Reaktor geleitet. Die Markierung
des Ethylen-1,2-ditosylats im Reaktor wurde bei 88 °C innerhalb von 3 min durchgefuhrt. Nach
Abkiihlung auf 25°C wurde das Reaktionsgemisch mit der Ldosung ,,Saure* verdunnt und
anschlieRend mittels HPLC aufgetrennt. Der das 2-['*F]FETos enthaltende Radioaktivititspeak
(tz = 8 — 10 min) wurde in die wasserbefiillte Vorlage ,,S2“ geleitet und auf einer konditionierten
,,C18“-Kartusche fixiert, welche anschlieBend fir 5 min mit einem Heliumstrom von 250 mL/min
getrocknet wurde. Fir die anschlieBende Markierungsreaktion wurde das fixierte ["®*F]JFETos durch
Elution mit DMSO direkt in einen Wheaton-Reaktor uberfuhrt. Die Gesamtsynthesezeit betrug 50
Minuten.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Da derzeit noch keine geeignete Liganden zur Visualisierung des NMDA-Rezeptors zur Verfiigung
stehen, wurden aufgrund aussichtsreicher und biologisch aktiver Substanzen insgesamt acht potentielle
PET-Liganden entwickelt und auf ihre biologischen Eigenschaften hin untersucht. Dabei wurden zwei
Fluorethoxy-Derivate der 4,6-Dichlor-3-(2-ox0-3-phenylimidazolidin-1-ylmethyl)-1H-indol-2-carbon-
séure (Derivate des MDJ-114) und drei Derivate der 4,6-Dichlor-3-(2-phenylcarbamoyl-vinyl)-1H-
indol-2-carbonséure (Derivate des GV150526) sowie das fluorethylierte Derivat des 7-Chlor-4-
hydroxy-3-(3-phenoxyphenyl)-1H-chinolin-2-ons (Derivat des L-701,324) dargestellt und in vitro auf
ihre Affinitdt zum NMDA-Rezeptor untersucht. Von den Indol-Derivaten wurden neben den
Carbonsduren auch die entsprechenden Ethylester auf ihre Affinitat hin getestet. Ebenso wurden zum
Vergleich die 4,6-dichlorierten Verbindungen ohne eine Substitution im terminalen Phenylring
synthetisiert. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden zuséatzlich zu den 4,6-dichlorierten Derivaten
auch die para-fluorethylierten Verbindungen mit einer 4,6-Difluorsubstitution im Indolgrundkorper
dargestellt. Vom L-701,324 wurde ein Derivat mit Fluorethoxysubstitution in para-Position dargestellt,
da sich dieses Substitutionsmuster als aussichtsreich erwies. Die zuvor synthetisierten Verbindungen der
3-substituierten 4,6-Dichlorindol-2-carbonséuren bestétigten diesen Trend.

Tab. 18: Ubersicht der Affinitaten und der log D-Werte der inaktiven Referenzverbindungen

. NiN . NJLN
/ /
/éj\g 3,91 28 16 /éjxg { 0,84 7,4 4,7
o N § +0,01" +4 +3 o u § +002 03 +072

c J\r < > c J\r < >
/(j:Cm\E{ G\_\F 3,63 15 10 /(j:Cm\E/ G\_\F 0,50 1,4 0,9
c N 1 1 c N

N +0,01" + N +0,00" 0,1 0,1

-~ L O
Q\Cu 280 5,2 17,4 /@j\Cu Moo 80 L9

+0,01° +0,7 +08 |° +0,01 0,2 +0,1

I+

Cl i cl i
{ O« 420 108 68 { OXD 118 017 o008
3 ) COOEt 10101* +4 3 N COOoH +0,01 +£0,07 0,05
H
20 21
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{ O\L 3,93 258 168 " 0,76 14 0,9
\ COOEt +0,01" + 56 + 37 N—coon O\L +001 05 +0,3
CF
29
! H 3,67 239 156 H 0,72 0,60 0,39
\ COOEt F +0,01" +53 +34 \ CooH +0,01 +0,06 0,04
Cr
NQ L [Wat
S coon 3,41 401 261 0,23 0,20 0,13
+ 0,05 + 36 +23 MH—coon +0,03 +025 0,16

H

FSAN fUeat
— 2,72 45 2,9 0,42 042 0,29
N—cooet +0,00" +1,0 +0,7 N—coo +0,00° +0,04 +0,03
N N
H
37

0 s

3,74 48 32 0,59 0,02 0,013
N—cooet +0,01 +9 +6 oo +0,04 0,01 =0,006
N
C O el
O -0,25 78 51
+0,01 + 37 +24

55

“Fehler < 0,01

Von den insgesamt 19 Verbindungen wurde der log D-Wert als MaR fiir deren Lipophilie per HPLC-
Methode bestimmt. Hier zeigten besonders die 4,6-difluorierten Derivate sowie das L-701,324-Derivat
(55) aulRerst niedrige log D-Werte im negativen Bereich. Die lbrigen Carbonsiuren wiesen Werte im
Bereich von 0,23 — 1,18 auf.

Im Folgenden wurde die Affinitdt der jeweiligen inaktiven Referenzverbindung zur
Glycinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors an préparierten Schweinehirnmembranen durch
Verdringung des Radioliganden [*H]MDL-105,519 bestimmt. Erste Erkenntnisse dieses Experiments
zeigen, dass eine Carboxylgruppe wichtig fiir die Rezeptoraffinitat ist. So besitzen die Ethylester der
3-substituierten Indol-2-carbonsaurederivate kein hohes Bindungspotential. Der Ubergang zu den
korrespondierenden Carbonséuren hingegen fiihrt zu einer Steigerung der Affinitdten im nanomolaren
Bereich. Bei allen Verbindungen weisen die unsubstituierten Verbindungen die beste Affinitat auf.
Der Ubergang zur Fluorethoxygruppe in para-Position des terminalen Phenylrings fiihrt zwar zu einer
Affinitatsverschlechterung, jedoch wirkt sich diese moderat aus. Eine Subsitution in ortho- und meta-
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Stellung fiihrt zu erheblichen Affinitatsverlusten. Verbindung 55 als Vertreter der 4-substituierten 3-
Aryl-chinolin-2-1H-one weist entgegen der Erwartung eine recht schlechte Affinitat auf. Zum einen
konnte es an der Einfuhrung der Fluorethoxygruppe in para-Stellung liegen, wobei eine entsprechende
Subsitution in ortho- oder meta-Position gegebenenfalls zu einer besseren Affinitat hatte fuhren
konnen. Zum anderen konnte der Ansatz, die 4-Hydroxy-chinolin-2-on-Gruppierung als
Carboxylatersatz zu verwenden, in einem Affinitatsverlust resultieren. Beides kann nicht
ausgeschlossen werden.

Dennoch wurde von dieser Verbindung der Markierungsvorlaufer synthetisiert, da man sich gerade
von diesem Liganden durch die biosterische 4-Hydroxy-chinolin-2-on-Gruppierung eine verbesserte
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke versprach.

Da eine para-Substituion im terminalen Phenylring der Indole die besten Affinitatswerte lieferte und
die Affinitat des [**F]Gavestinelderivats (34) im Vegleich zum MDJ-114-Derivat eine Steigerung
aufwies, wurden die Synthesen des entsprechenden Markierungsvorldufers durchgefiihrt.

MV-34 MV-55
OH
: AT
L e
N—cooH Cl N 0
cl N ‘ \
O\/\lgF
° SO
el e
N—cooH cl N 0
cl N
[°F134 [°F155

Abb. 91: Ubersicht der verwendeten Markierungsvorlaufer

Diese wurden hinsichtlich einer Radiomarkierung mit dem Synthon 2-[*°F]Fluorethyltosylat optimiert.
Desweiteren wurde an semipréparativen Abtrennverfahren gearbeitet, um das entsprechende
Radioprodukt ([**F]34 bzw. [*°F]55) von Nebenprodukten zu befreien.

Bei der Synthese von [*°F]34 wurden radiochemische Ausbeuten von bis zu 60 % erreicht. Die
spezifische Aktivtitat lag im Bereich von 2,48 — 3,22 GBg/umol. In Autoradiographiestudien wurden
praparierte Rattenhirnschnitte in zwei verschiedenen Ansdtzen mit dem Tracer inkubiert. Dabei zeigte
eine Aktivierung der Hirnschnitte mit Magnesiumchlorid und Glutamat eine positive Wirkung auf das
Bindungsverhalten des Radioliganden. Nach Optimierung der Konzentration des Tracers und der
Waschzeit konnten die besten Hirnschnitte zur Quantifizierung und Auswertung genutzt werden. Es
zeigte sich eine Anreicherung in NMDA-reichen Regionen wie im Cortex, jedoch war auch ein hohes
MaR an unspezifischer Bindung in Bereichen mit niedriger NMDA-Rezeptordichte, wie im
Hippocampus, zu verzeichnen. Zwar weist der Radioligand aufgrund der Carboxylgruppe einen recht
niedrigen log D-Wert auf, allerdings stellt der Moleklrest einen recht lipophilen Teil dar, der fiir das
hohe Mal} an unspezifischer Bindung verantwortlich sein kénnte. Ebenso kann eine mégliche Cross-
Affinitdt des Liganden zu anderen Rezeptorsystemen nicht ausgeschlossen werden. Im in vivo-
Tierexperiment mittels UPET zeigte der Tracer jedoch keine ausreichende Hirngangigkeit.
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Zur abschlieBenden Beurteilung der Bioaktivitdt der inaktiven Liganden der 3-substituierten
4,6-Dichlorindol-2-carbonsdure wurde die *°F-fluorethylierte Carbonsaure des GV150526 (34) sowie
der entsprechende Ethylester (31) wild-type- und Pgp-knockout-Mausen appliziert, um den Liganden
ex vivo gegebenenfalls im Gehirn und/oder im Blutplasma nachzuweisen. Erste Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass beide Verbindungstypen, weder bei wild-type- als auch bei Pgp-knockout-
Méusen, die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden koénnen. Eine Analyse des Plasmas konnte aufgrund
technischer Voraussetzungen noch nicht zum Abschluss gebracht werden.

Der Radioligand [*°F]55 wurde in radiochemischen Ausbeuten bis zu 86 % dargestellt und in vivo
getestet. Die Verwendung einer biosterischen Gruppe als Ersatz fiir das Carboxylat flhrte jedoch zu
keiner Erhéhung der Hirngangigkeit. Um die Bioverfiigbarkeit des Liganden zu erhéhen, wurde eine
Losung des Warfarin-Natriumsalzes coinjiziert, um so die Bindung des Tracers an das
Blutplasmaprotein abzuséttigen. Auch hierdurch konnte keine signifikante Erhéhung der
Hirnaufnahme erreicht werden.

Entgegen den Erwartungen besitzen die synthetisierten Tracer und deren inaktive
Referenzverbindungen keine ausreichende biologische Aktivitdt und kénnen fur eine Anwendung in
der PET nicht genutzt werden. Allerdings kdnnen basierend auf den gewonnen Erkenntnissen und den
experimentellen Daten weitere Optimierungsmalnahmen hinsichtlich des Designs neuer PET-
Liganden zur Visualisierung des NMDA-Rezeptors getroffen werden.

So zeichnet sich ab, dass ein moglicher Radioligand in seiner Struktur tber ein nicht zu lipophiles
Grundgerust verfiigen darf. Auf diese Weise sollte es mdglich sein, das bislang hohe MaR an
unspezifischer Bindung einzuschrénken. Im Hinblick auf die Funktionalisierung von Leitstrukturen
zur Anwendung in der PET stellt sich eine Variation der Fluorethoxygruppierung lediglich in para-
Stellung an der ,,bulk-tolerance-region* als praktikabel dar. Die Verwendung einer Carboxylgruppe ist
fur die Rezeptoraffinitat essentiell, wirkt sich allerdings aufgrund der negativen Ladung unter
physiologischen Bedingungen drastisch auf eine Nichtpassierbarkeit der Blut-Hirn-Schranke aus.
Daher ist es notwendig, zum einen den Einsatz moglicher biosterischer Gruppen zu untersuchen, die
einerseits die Carboxylgruppe fur die Rezeptoraffinitit imitieren und andererseits eine Penetration der
Blut-Hirn-Schranke ermdglichen. Zum anderen sollten geeignete Ester als potentielle Prodrugs auf
ihre Verwendung hin Gberpriift werden. Hier kdnnte die VVerwendung entsprechender Ester zu einer
Passage der Blut-Hirn-Schranke fuhren. Diese missen jedoch im Anschluss im Gehirn durch
Esterasen gespalten werden, um die notwednige Carboxylfunktion freizulegen.

Alternativ haben sich in der Literatur andere Zielstrukturen unter den Aspekten der in vitro- und
in vivo-Aktivitdt als geeignet erwiesen. Basierend auf dem N-[4-(4-Fluorbenzyl)-piperidin-1-yl]-N’-
(2-oxo-1,3-dihydrobenzimidazol-5-yl)-oxamid konnte ein neuer PET-Ligand fir die NR2B-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors dargestellt werden. Hier konnte eine tiber die in ortho-Stellung zur
Nitrogruppe eingefiihrte Carbonylgruppe eine Aktivierung des Aromaten bewirken, sodass dieser mit
[**F]Fluorid in einer Sy2-Reaktion markiert werden kann. Im Anschluss miisste eine Abspaltung der
Carbonylschutzgruppe erfolgen, um das gewtiinschte Produkt zu erhalten.

Unter Berlcksichtigung der gewonnenen Erkenntnisse und der moglichen Ansdtze konnen
weitergehende Versuche unternommen werden, neue, bioaktive Liganden zur Visualisierung des
NMDA-Rezeptors zu synthetisieren und zu evaluieren.

154



Zusammenfassung und Ausblick

0
H H
OyN N
>:O
© N
H

18- K2.2.2.

T
H
N
N)H( \@EN
o
° N
H

(0]
H
18 H
F N
\Q\/OH N
>:O
o C :N
H

Abb. 92: Mdgliche Radiosynthese eines neuen NMDA-PET-Liganden
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8. Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACN Acetonitril

Aquiv. Aquivalente

Boc tert.-Butyloxycarbony!l

BOLD Blood Oxygen Level Dependency

Bq Becquerel, Einheit des radioaktiven Zerfalls

bs breites Singulett

C Konzentration

ca carrier added, Tréger zugesetzt

CT Computertomographie

) chemische Verschiebung

d Dublett

dd Dublett vom Dublett

dt Dublett vom Triplett

d. Th. Der Theorie

DC Dinnschichtchormatographie

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

FD Feld-Desorption, schonende Massenspektrometrie
FDG Fluor-desoxy-D-glukose

FLT Fluor-L-tyrosin

ges. geséttigt

Gew.-% Gewichtsprozent

HPLC High Performance Liquid Chromatography

ICx Halb-maximale Hemmdosis; Dosis bei der eine 50 %-ige Inhibition auftritt
I V. intravends

k Kapazitatsfaktor der HPLC-Saule

Kyq Gleichgewichtsdissoziationskonstante zwischen einem Radioliganden und einem Rezeptor
Ki Gleichgewichtsinhibitionskonstante zwischen einem Liganden und einem Rezeptor
Kryptofix® 4,7, 13, 16, 21, 24-Hexaoxa-1, 10-diazabicyclo[8.8.8]hexacosan
m Multiplett

min Minute(n)

MRT Magnetresonanztomographie

MS Massenspektrum

mSv Millisievert

MV Markierungsvorlaufer

nca no carrier added, kein Trager hinzugesetzt

NMR Nuclear Magnetic Resonance

p. a. pro analysis

PET Positronenemissionstomographie

PTK Phasentransferkatalysator

puriss. purissimum
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