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1. ZIELSETZUNG 

Morbus Alzheimer ist weltweit die häufigste neurodegenerative Erkrankung, deren größter 

Risikofaktor neben genetischer Prädisposition das Lebensalter ist. Folglich erwartet man aufgrund der 

steigenden Lebenserwartung in den Industrieländern für die nächsten Jahrzehnte eine enorm 

ansteigende Patientenzahl. Trotz der großen Fortschritte in der Aufklärung der pathologischen 

Zusammenhänge ist es bisher nicht gelungen, eine Therapie zu entwickeln, mit der das Voranschreiten 

der Krankheit deutlich verlangsamt oder sogar gestoppt werden kann.  

 

Die vorliegende Arbeit verfolgt einen medizinisch-chemischen Ansatz, in der die Entwicklung von 

dualen -Sekretase- und PPAR(Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor )-Modulatoren als 

potentielle Arzneistoffe gegen Morbus Alzheimer im Fokus steht. Bei der -Sekretase handelt es sich 

um eine Aspartylprotease, die im Rahmen der Amyloid-Kaskade an der carboxyterminalen Spaltung 

von APP (Amyloid Precursor Protein) und damit unmittelbar an der Bildung der pathogenen      

Amyloid-42-Fragmente beteiligt ist. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass diverse 

Punktmutationen in ihrer katalytischen Untereinheit Presenilin eine genetisch bedingte early-onset 

Alzheimer-Demenz auslösen können. Das therapeutische Potential von -Sekretase-Inhibitoren und     

-Modulatoren konnte in der Folge in zahlreichen präklinischen Studien bestätigt werden. 

PPAR gehört zur Familie der nukleären Rezeptoren und gilt als wichtiger Regulator der Lipid- und 

Glucosehomöostase. Mit Pioglitazon ist in Deutschland derzeit ein PPAR-Agonist für die Therapie 

von Typ-II Diabetes Mellitus zugelassen. Da Erkrankungen mit Störungen im Lipid- und 

Glucosehaushalt wichtige epidemiologische Risikofaktoren für Morbus Alzheimer darstellen, wurde 

die Rolle von PPAR auch in diesem Kontext untersucht. In zahlreichen in vivo-Studien wurden 

PPAR-Agonisten aufgrund vielfältiger Mechanismen mit positiven Effekten bei Morbus Alzheimer in 

Verbindung gebracht. Duale -Sekretase-/ PPAR-Modulatoren könnten somit insbesondere bei Typ-

II-Diabetikern, die einen wachsenden Anteil der Bevölkerung darstellen und ein erhöhtes Risiko für 

die Ausbildung von Morbus Alzheimer haben, eine attraktive Option zur Prävention und Behandlung 

von Morbus Alzheimer darstellen.  

 

Den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit bildet die Substanz HZ34 (3; 2-{[4,6-Bis(phenethoxy)-

pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure), welche als Subtyp-selektiver PPAR-Modulator (EC50 PPAR = 8.3 

µM, maximale Aktivierung 61%) als erster Vertreter seiner Klasse zusätzlich auch -Sekretase-

modulierende Eigenschaften (IC50 A42 = 22.4 µM) zeigte. Die Zielsetzung war dabei eine 

umfangreiche Untersuchung der zugrunde liegenden Struktur-Wirkungsbeziehungen sowie eine 

Optimierung beider pharmakologischer Aktivitäten. In der ersten Studie standen zunächst 

Strukturvariationen der -Substituenten sowie der beiden lipophilen Phenethoxy-Reste im 
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Vordergrund. Insgesamt wurden hierfür 20 verschiedene Derivate synthetisiert und umfangreich 

in_vitro-pharmakologisch charakterisiert.  

In einer zweiten Studie folgte die Entwicklung einer neuen Synthesestrategie, die den Austausch und 

die breite Modifikation des zentralen aromatischen Molekülteils erlaubte. Basierend auf den Struktur-

Wirkungsbeziehungen der ersten Studie konnten somit Substanzen entwickelt werden, die eine 

Kombination aus den besten Strukturelementen beider Studien darstellen. Insgesamt wurden innerhalb 

der zweiten Studie weitere 16 Derivate synthetisiert und charakterisiert.  

 

 

Strukturoptimierung der dualen -Sekretase/ PPAR-Modulatoren:  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Martina Hieke, Dissertation  2. Einleitung 

3 

2. EINLEITUNG 

2.1 Morbus Alzheimer 

2.1.1 Definition und Statistik 

Mit Morbus Alzheimer (= Alzheimer-Demenz, AD) bezeichnet man eine neurodegenerative 

Erkrankung, die mit ca. 50-60% die häufigste Ursache einer Demenz darstellt.
1
 Erstmalig wurden die 

klinischen Symptome von Morbus Alzheimer (u.a. Gedächtnisverlust, Verwirrung, Halluzinationen 

und Depression) an der Patientin Auguste D. im Jahre 1906 von Alois Alzheimer beschrieben und in 

einer post mortem-Analyse mit charakteristischen Proteinablagerungen im Gehirn in Verbindung 

gebracht.
2
  

Heutzutage ist Morbus Alzheimer die vierthäufigste Todesursache in den Industrienationen und es 

leiden weltweit ca. 26.6 Millionen Menschen darunter.
3,4

 Der Großteil der Patienten hat dabei ein 

Lebensalter von 65 Jahren oder höher. Die Prävalenz der Erkrankung steigt im Folgenden mit jedem 

weiteren Lebensjahr, so dass von den 85-Jährigen bereits ca. 20% betroffen sind (siehe Abb. 1A).
5-7

 

Da das Altern per se den größten Risikofaktor für die Erkrankung darstellt, geht man bei der 

steigenden Lebenserwartung in den Industriestaaten davon aus, dass sich die Zahl der Alzheimer-

Patienten künftig dramatisch erhöhen und die Krankheit massiv an Bedeutung gewinnen wird. Für das 

Jahr 2050 ist bereits eine weltweite Patientenzahl von ca. 100 Mio. vorhergesagt (siehe Abb. 1B).
4,8

  

 

Abbildung 1 A) Häufigkeit von Morbus Alzheimer in Abhängigkeit vom Lebensalter. B) Weltweite Prognose 

bis zum Jahr 2050.
9
 Die vorliegenden Daten basieren auf der Delphi Consensus Studie von Ferri et al.

5
 

Trotz großer Fortschritte in der Erforschung von Morbus Alzheimer gilt die Erkrankung bis dato 

immer noch als unheilbar. Eine symptomatische Therapie kann das Voranschreiten der Symptomatik 

zwar kurzfristig hinauszögern, ein medikamentöser Eingriff in die zugrunde liegenden pathologischen 

Prozesse ist jedoch bisher nicht möglich. Aufgrund des intensiven Pflege- und Betreuungsbedarfs der 

Patienten zählt Morbus Alzheimer zu den kostenintensivsten Erkrankungen im Alter. Sollte die Suche 

nach einer geeigneten Therapie auch weiterhin keinen Erfolg zeigen, so geht man bei den immer 

weiter steigenden Patientenzahlen in Zukunft von einer enormen sozioökonomischen Belastung aus.  
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2.1.2 Charakteristika von Morbus Alzheimer 

Von Morbus Alzheimer kennt man zwei unterschiedliche Formen, die familiäre early-onset AD mit 

einem Anteil von 5-10% und die deutlich häufiger vorkommende sporadische AD. Im Gegensatz zur 

sporadischen AD tritt die familiäre Form oft schon im mittleren Lebensalter (unter 65 Jahren) auf und 

ist durch genetische Ursachen bedingt (siehe Kap. 2.2.1). Anhand von Pathologie und Symptomatik 

sind die beiden Formen allerdings kaum zu unterscheiden.
10

  

Der klinische Verlauf der Erkrankung ist durch einen irreversibel progradienten Verlust kognitiver 

Fähigkeiten bis hin zum vollständigen Verlust von Gedächtnis, Orientierung sowie Persönlichkeit und 

Kontrolle über Körperfunktionen charakterisiert. Dies ist häufig von Aggressionen, Halluzinationen, 

Depressionen sowie Störungen der motorischen Fähigkeiten und Sprachverlust begleitet. Letztendlich 

nimmt die Erkrankung nach durchschnittlich 8 Jahren einen tödlichen Ausgang.
4
  

 

Abbildung 2 Vergleich eines gesunden Hirns mit dem eines Alzheimer-Patienten.
4
  

Histopathologische Grundlage der Symptomatik ist ein fortschreitender Neuronen- und Synapsen-

verlust (v.a. der cholinergen Neuronen) sowie ein ubiquitäres Schrumpfen der Hirnmasse mit charak-

teristischen Vertiefungen der Hirnfurchen und Erweiterung der Hirnkammern (siehe Abb. 2). Es gibt 

Hinweise, dass der Beginn der Neurodegeneration bereits 20-30 Jahre vor der Symptomatik der 

Alzheimer-Demenz eintritt.
1
  

Daneben gibt es zwei Charakteristika, die Morbus Alzheimer von anderen Demenzen abgrenzt: die 

massive extrazelluläre Ablagerung von Amyloid-Plaques und die intrazelluläre Bildung von 

neurofibrilliären Bündeln. Diese stellen krankheitstypische, aber keine spezifischen Merkmale von 

AD dar. Ihr Vorkommen ist bei Morbus Alzheimer jedoch besonders stark ausgeprägt und zeigt eine 

typische Verteilung, worauf auch die post mortem-Diagnose begründet ist.
1,4

  

Auf zellulärer Ebene sind die Proteinablagerungen von extensiver Neuroinflammation, einer gestörten 

Calcium-Homöostase, der vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, 

ROS) sowie einer eingeschränkten Mitochondrialfunktion, einem Mangel an Wachstumsfaktoren und 
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der Induktion von Apoptose begleitet. Den Neurotransmitterhaushalt betreffend sind Störungen in der 

cholinergen, dopaminergen und glutamergen Signalübertragung charakteristisch.
11

  

Eine besondere Schwierigkeit liegt in der Diagnostik von AD, da die Degeneration der Hirnmasse 

mittels bildgebender Verfahren wie CT oder MRT erst im Stadium einer mittleren Demenz möglich ist 

und die gesicherte Diagnose von Morbus Alzheimer immer noch auf der post mortem-Analyse beruht.
1
 

Um den Krankheitsverlauf jedoch nachhaltig beeinflussen zu können, müsste eine potentielle Therapie 

bereits mit dem Eintritt der Neurodegeneration, also weit vor den ersten Krankheitssymptomen 

begonnen werden. Zur Darstellung der Pathologie und des Krankheitsverlaufs wäre daher ein 

geeigneter, für Morbus Alzheimer spezifischer Biomarker dringend von Nöten. Derzeit befinden sich 

einige solcher Biomarker in der Entwicklung, deren Potential für Diagnostik, Therapie und 

Wirkstoffentwicklung untersucht wird.
12-15

  

 

2.1.3 Verfügbare Therapiemöglichkeiten 

Im Bereich der symptomatischen Therapie sind einzelne Arzneistoffe verfügbar, die im frühen 

Stadium der Alzheimer-Demenz eingesetzt werden um die Progression der Erkrankung zu 

verlangsamen. In Abb. 3 ist deren Einfluss auf den klinischen Verlauf von AD im Vergleich zu einer 

disease modifying-Therapie schematisch dargestellt. 

 

Abbildung 3 Symptomatische vs. disease modifying Therapie.
16

  

Eine kurzfristige Verbesserung der kognitiven Eigenschaften ist seit nunmehr 10-15 Jahren durch den 

Einsatz verschiedener Acetylcholinesterase-Inhibitoren (AChEI) möglich (siehe Abb. 4). Der 

vorliegende Mangel an Acetylcholin (ACh) soll dadurch ausgeglichen werden, dass dessen Abbau im 

synaptischen Spalt verhindert wird. Folglich erfordert dieser Therapieansatz eine gewisse Restaktivität 

von ACh, so dass der Einsatz von AChEIs nur in den Anfangsstadien von Morbus Alzheimer 

empfohlen wird. Mit dem Calcium-Antagonisten Nimodipin ist außerdem ein Antidementivum 

verfügbar, das die gestörte Calcium-Homöostase über eine Hemmung des Ca
2+

-Einstroms in die 
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Nervenzelle beeinflussen soll. Bei Memantin handelt es sich um einen nicht-kompetitiven N-Methyl-

D-Aspartat (NMDA)-Antagonisten, der ebenfalls einen verminderten Anstieg der intrazellulären 

Ca
2+

-Konzentration bewirkt.
11

 Der NMDA-Rezeptor wird bei verschiedenen neurodegenerativen 

Erkrankungen überstimuliert und führt dadurch zu einer Überladung der Nervenzellen mit Calcium 

(sog. Exzitotoxizität). Als Phytopharmakon steht darüber hinaus ein standardisierter Extrakt von 

Ginkgo Biloba (EGb 761
®
) zu Verfügung, dessen Wirksamkeit als Multitarget-Extrakt allerdings 

kontrovers diskutiert wird.
17

  

 

Abbildung 4 Strukturen zugelassener, symptomatisch wirksamer Arzneistoffe 

 

2.2 Pathophysiologie von Morbus Alzheimer  

Ein detailliertes Verständnis der pathologischen Zusammenhänge von Morbus Alzheimer ist die 

unerlässliche Grundlage für eine erfolgreiche Arzneistoff-Entwicklung. Seit nunmehr knapp 20 Jahren 

gilt die sogenannte „Amyloid-Hypothese“ von Hardy und Selkoe mit einigen Modifikationen als 

anerkannte Grundlage der Alzheimer-Pathologie. Diese sieht die Freisetzung und Aggregation von 

Amyloid-Fragmenten zu Amyloid-Plaques hervorgerufen durch eine gestörte Prozessierung des 

Amyloid-Precursor Proteins (APP) als zentralen Bestandteil der Pathologie. Die resultierenden 

Amyloid-Plaques stellen faserige Aggregate dar, die sich vor allem aus Amyloid- (A) Fragmenten 

einer Länge von 39-43 Aminosäuren (AS) zusammensetzen.
18-21

 Die Entstehung des zweiten 

Charakteristikums, der neurofibrilliären Bündel, findet über eine weitere Kaskade statt 

(Taupathologie), die in engem Zusammenhang mit der Amyloid-Kaskade steht. Es handelt sich dabei 

um helikal gewundene Fragmente, die in Nervenzellen und Dendriten unlösliche Bündel bilden und 

aus hyperphosphorylierten, glykosylierten Tauproteinen bestehen.
22,23

 Die pathologischen 

Zusammenhänge sind in Abb. 5 zusammengefasst und sollen in diesem Kapitel unter besonderer 

Berücksichtigung der Amyloid-Kaskade dargestellt werden.  
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Abbildung 5 Amyloid-Hypothese und deren Konsequenzen, modifiziert nach Citron
24

 und Blennow
1
. 

 

2.2.1 Risikofaktoren und Genetik 

Genetik 

Einen wesentlichen Beitrag zur Aufklärung der Amyloid-Hypothese lieferte die Entdeckung, dass 

Punktmutationen in drei Genen, die für APP oder die APP-prozessierende Protease Presenilin (PS)-1 

und PS-2 (katalytische Einheit der -Sekretase) codieren, zur Entwicklung der seltenen und 

aggressiven early-onset AD führen. Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen, die in einer 

vermehrten Freisetzung von A42-Fragmenten resultieren, alle Charakteristika von Morbus Alzheimer 

inklusive der neurofibrilliären Bündel aus der Taupathologie zur Folge haben. Mittlerweile kennt man 

ca. 30 Mutationen in APP und mehr als 180 weitere in PS-1/-2, die Auslöser einer familiären AD sein 

können.
25

  

Auch die Ausprägung der sporadischen AD ist zum Großteil von genetischen Faktoren bestimmt. 

Diese sind allerdings nicht so klar definiert wie bei der familiären Form. Bereits 1993 wurde ein 

erhöhtes Alzheimer-Risiko bei Vorhandensein von mindestens einem 4-Allel von Apolipoprotein E 

(APOE4) festgestellt, das auf 65-80% aller Patienten mit sporadischer AD zutrifft und somit als 

wichtigster genetischer Faktor gilt.
26

 APOE hat eine zentrale Rolle in der Cholesterol-Homöostase und 

dem lokalen Lipidtransport. Der APOE4-Genotyp geht im Hirn mit einer beschleunigten Ablagerung 

von Amyloid- einher,
7
 was mit einem gestörten Cholesterolhaushalt

27
 sowie Veränderungen in der 

Amyloid-Kaskade in Zusammenhang gebracht wird.
28,29

 Bei Vorliegen eines APOE4-Allels konnte 
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eine bis zu 50%-ige Reduktion des A-prozessierenden Enzyms insulin-degrading enzyme (IDE) 

gezeigt werden.
30

 Darüber hinaus ist APOE4 auch mit verminderter neuronaler Plastizität, Stimulation 

der Tau-Hyperphosphorylierung und verstärkter mitochondrialer Dysfunktion verknüpft.
31,32

  

Neben APOE4 wurden erst kürzlich anhand von mehreren tausend Patientendaten drei weitere 

Risikogene für sporadische AD identifiziert: CLU für den Lipidcarrier Clusterin (= Apolipoprotein J), 

CR-1 für den Komplementfaktor_3b/4b-Rezeptor_1 und PICALM für ein intrazelluläres  

Transportprotein. Alle drei Gene sind direkt oder indirekt mit der Amyloid-Kaskade, 

Neuroinflammation oder dem Fettstoffwechsel verknüpft.
33-35

  

 

Epidemiologische Faktoren: Das metabolische Syndrom und Morbus Alzheimer 

Neben genetischen Faktoren und dem Alter konnten auch eine Reihe epidemiologischer Faktoren 

identifiziert werden, die die Wahrscheinlichkeit für eine Alzheimer-Demenz erhöhen können. Als 

Risikofaktoren sind neben direkten Beeinträchtigungen des Gehirns (Ischämie, Schädeltrauma) vor 

allem die typischen Symptome des metabolischen Syndroms wie Adipositas, Hypertonie oder Hyper-

cholesterinämie und deren Folgeerkrankungen Atherosklerose und Typ-II Diabetes Mellitus (T2DM) 

hervorzuheben.
1,36

 Es konnte gezeigt werden, dass gerade Störungen im Lipid- und Glucosestoff-

wechsel eine wichtige Rolle bei der Ausprägung von AD spielen können.  

So wurde eine Korrelation zwischen erhöhten Serumcholesterol-Spiegeln und einem steigenden AD-

Risiko gezeigt. Dies ist unter anderem darauf zurückzuführen, dass der Cholesterolmetabolismus und  

-transport im Hirn mechanistisch eng mit dem Amyloid-Metabolismus verknüpft ist.
37

 Erwähnenswert 

ist die Tatsache, dass Veränderungen im Cholesterolanteil der Zellmembran Einfluss auf die Aktivität 

der membranständigen Proteasen BACE-1 (-site of APP-cleaving enzyme-1) und -Sekretase nehmen 

können. Eine Cholesterol-bedingte Erhöhung der Aktivität dieser Enzyme könnte somit in der Folge 

zu Störungen in APP-Prozessierung und Amyloid-Haushalt führen.
38-42

  

Zahlreiche Untersuchungen stellten außerdem einen Zusammenhang zwischen einem gestörten 

Insulinhaushalt und AD her. So zeigten epidemiologische Studien, dass Patienten mit T2DM (Hyper-

insulinämie, Insulinresistenz) ein erhöhtes AD-Risiko haben.
43

 Mechanistische Untersuchungen 

konnten belegen, dass es bei Vorliegen einer Insulinresistenz auch im Hirn zur Herabregulation von 

Insulin-Rezeptoren kommt. Darüber hinaus resultierte eine Insulinresistenz in erhöhten A-Spiegeln 

und -Plaques, was unter anderem auf eine erhöhte -Sekretase- und verminderte IDE-Aktivität zurück-

zuführen ist. IDE ist sowohl für den Abbau von Insulin als auch von A verantwortlich. Insulin stellt 

dabei einen kompetitiven Inhibitor des A-Abbaus dar, so dass erhöhte Insulinlevel zu Veränderungen 

im A-Haushalt führen.
44,45

 Weiterhin konnte bei T2DM eine Erhöhung des Transkriptionsfaktors 

NFB gezeigt werden, welcher zur vermehrten Expression proinflammatorischer Mediatoren führt.
46

 

In einem Mausmodell von Takeda et al. resultierte das Vorliegen von Diabetes in beschleunigter 

kognitiver Dysfunktion, hervorgerufen durch cerebrovaskuläre Entzündung und A-Ablagerung.
47
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2.2.2 Amyloid-Hypothese 

Die Vermutung, dass die Aggregation von Amyloid-Fragmenten als Resultat der Amyloid-Kaskade 

substantiell mit der Ausprägung von Morbus Alzheimer verknüpft ist, beruht auf einer Reihe 

verschiedener Beobachtungen. Dies sind in erster Linie folgende:   

1. Diverse genetische Mutationen in APP oder PS führen zu einer besonders amyloidogenen Form der 

familiären AD (siehe Kap. 2.2.1). Dies kommt auch bei Patienten mit Down-Syndrom (Trisomie 21) 

zum Tragen, bei denen das Vorliegen eines dritten APP-Allels eng mit der Ausbildung von Morbus 

Alzheimer verknüpft ist. Liegen dagegen Mutationen im Gen für das Tauprotein vor, so kommt es zur 

frontotemporalen Demenz mit Parkinsonismus ohne Ausbildung von Amyloid-Plaques.
20

 2. In 

verschiedenen peripheren Amyloidosen können Amyloid-Ablagerungen dramatische Gewebeschäden 

und organische Dysfunktionen auslösen. 3. Die Ablagerung von A ist eines der ersten 

neuropathologischen Ereignisse von AD. Bei Patienten mit Down-Syndrom kann die A-Ablagerung 

bereits bis zu 20-30 Jahre vor der Tau-Pathologie entstehen. 4. A zeigt auch in gezüchteten Neuronen 

Toxizität. 5. Neurofibrilliäre Bündel sind an einer Reihe von Demenzen beteiligt, wohingegen 

Amyloid-Plaques charakteristisch für Morbus Alzheimer und den Alterungsprozess sind.
3,20

  

 

2.2.2.1 Struktur und physiologische Eigenschaften von APP 

Das Amyloid Precursor Protein ist ein Typ I-transmembranäres Glykoprotein, das zur Familie der 

APP-like Proteine (APLP) gehört und aus einer großen Ektodomäne sowie einem kürzeren carboxy-

terminalen Bereich besteht. Neben seiner monomeren Form wird auch ein Vorliegen als Dimer und 

Oligomer diskutiert.
48,49

 Während die Proteinstrukturen innerhalb der APLP-Familie weitgehend 

homolog sind, ist die A-Domäne von APP nicht konserviert und sehr spezifisch für APP.
20,50

  

APP ist vor allem im Hirn angereichert, wird aber auch in nahezu allen anderen Geweben exprimiert. 

Durch alternatives mRNA-Splicing wird es vorwiegend in den Isoformen APP695, APP751 und 

APP770 produziert.
50

 Posttranslational gelangt APP auf einem konstitutiv sekretorischen Weg ins 

endoplasmatische Retikulum und über Golgi-Vesikel zur Zellmembran.
51

 Die nachfolgende 

proteolytische Prozessierung von APP findet dann an der Plasmamembran sowie intrazellulär am 

Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen Retikulum und den endosomalen, lysosomalen und 

mitochondrialen Membranen statt.
52

  

Während man in Neuronen fast ausschließlich APP695 vorfindet, liegt in nichtneuronalen Geweben 

überwiegend APP751/770 vor. Die physiologische Rolle von APP ist dabei noch weitgehend 

ungeklärt. APP751 und APP770 sind in Thrombozyten lokalisiert und fungieren in der 

Gerinnungskaskade als Faktor XIa-Inhibitoren. Von APP695 vermutet man eine Rolle bei der 

Entwicklung des Nervensystems, der Regulation des Neuritenwachstums, der synaptischen Plastizität 

und der Zelladhäsion.
53
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2.2.2.2 Prozessierung von APP 

Den initialen Schritt der Amyloid-Kaskade stellt die proteolytische Prozessierung von APP dar. Dieses 

kann durch die drei Proteasen -, - und -Sekretase auf zwei Wegen gespalten werden, dem nicht-

amyloidogenen und dem amyloidogenen Weg (siehe Abb. 6). Ungleichgewichte zwischen Produktion 

und Clearance von Amyloid- stellen den Ausgangspunkt für die Pathologie von AD dar. 

 

Abbildung 6 Schematische Darstellung der APP-Prozessierung.  

Der größte Teil von APP wird über den nicht-amyloidogenen Weg prozessiert. Hierbei wird APP 

zunächst extrazellulär durch die -Sekretase innerhalb der A-Domäne zwischen den Aminosäuren 

Lys16 und Leu17 gespalten. Die Spaltung an der -Sekretase-Schnittstelle wird hauptsächlich über 

membrangebundene Zink-Metalloproteasen der ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie 

vermittelt. Es resultieren eine extrazelluläre, lösliche Ektodomäne (APPs) und membrangebundene 

-carboxyterminale Fragmente (CTF, C83). APPs soll neuroprotektive und Synapsen-bildende 

Eigenschaften besitzen. CTFwird dagegen in der Folge transmembranär durch die Aspartyl-

protease-Sekretase durch ihre katalytische Einheit Presenilin gespalten. Dadurch werden 

extrazelluläre, lösliche p3-Fragmente (v.a. p317-40 und  p317-42) mit unbekannter Funktion sowie die 

APP-intrazelluläre Domäne (AICD) freigesetzt. Von AICD vermutet man eine Rolle als nukleäres 

Signalmolekül.
25

  

Über den amyloidogenen Weg findet eine alternative APP-Spaltung statt, die in der Freisetzung von 

Amyloid- Fragmenten resultiert. Dieser gilt als pathogener, zu Morbus Alzheimer führender Weg. 

Die initiale Proteolyse von APP findet hier über die -Sekretase (= BACE-1) statt. Diese befindet sich 

im Gegensatz zur -Schnittstelle am Rande der A-Region um 17 AS verschoben. So resultieren ein 

lösliches APPs-Derivat mit unbekannter Funktion sowie ein carboxyterminales C99-Fragment 

(CTF, C99), welches in der Membran verbleibt und in einem zweiten Schritt über -Sekretase 

prozessiert wird. Diese spaltet CTF an mehreren Stellen innerhalb der transmembranären Domäne 

von APP. Dadurch erhält man ca. 4 kDa schwere A-Fragmente einer Länge von 37-49 AS sowie die 

AICD. Der Mechanismus der APP-Prozessierung durch -Sekretase ist in Kap. 2.4.2.1 dargestellt.  
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Abbildung 7 A-Sequenz (bis AS 46) inklusive der Sekretase-Schnittstellen, modifiziert nach Carter.
3
 A42 

zeigt im Vergleich zu A40 eine um zwei AS verlängerte Sequenz (Ile41 und Ala42). 

Ca. 60-90% der resultierenden A-Fragmente werden durch A40 repräsentiert, wohingegen das hoch 

pathogene A42 nur zu etwa 5-20% entsteht. Die AS-Sequenz von A ist in Abb. 7 dargestellt. Liegt 

eine Mutation in APP oder PS vor, so kann der relative Anteil der längeren A2-Fragmente im 

Gegensatz zu A40 erhöht werden und die Plasma-A42-Level können um 30-100% steigen.
54

 

Aufgrund der veränderten Tertiärstruktur aggregiert A42 in der Folge deutlich schneller als A40 zu 

Oligomeren und den charakteristischen Amyloid-Plaques.  

Während die extrazellulären Amyloid-Plaques früher als eigentlich pathogene Spezies verdächtigt 

wurden, geht man heute davon aus, dass vor allem intrazellulär angesiedelte A-Oligomere 

neurotoxisch wirken. So zeigten A-Oligomere in verschiedenen transgenen Mausmodellen Einflüsse 

auf Lernen, synaptische Funktion und Langzeit-Potenzierung (LTP).
55-57

 Darüber hinaus konnte die 

Oligomeren-Toxizität auch in vitro nachgewiesen werden.
58

 Die Bildung von Plaques wird heute 

dagegen als Detoxifikationsmechanismus vermutet. 

Nach der Freisetzung von A-Fragmenten findet deren Clearance statt. Für die proteolytische 

Prozessierung von A sind im Hirn verschiedene Peptidasen wie IDE, Neprilysin oder das Endothelin-

konvertierende Enzym verantwortlich. Der Efflux von A vom Hirn ins Blut wird durch low-density 

lipoprotein (LDL) receptor related protein oder den VLDL-Rezeptor vermittelt.
1,59

 Folglich können 

nicht nur Störungen in der APP-Prozessierung, sondern auch in der A-Clearance ein 

Ungleichgewicht auslösen und so zu einer vermehrten A-Ablagerung führen. Eine aktuelle Studie 

untersuchte die Produktionsrate und Clearance von A im ZNS von Patienten mit sporadischer AD im 

Vergleich zu gesunden Probanden (je 12 Probanden pro Gruppe). Interessanterweise konnten dabei 

keine Unterschiede in der Produktion von A40/42, jedoch aber in deren Clearance nachgewiesen 

werden. Diese war bei AD-Patienten um 30% vermindert und führte bei A42 und A40 zu einem 

Produktions-Clearance-Verhältnis von 1.35-1.37 (gesunder Proband: 0.95-0.99). Die Studie bestätigt 

somit die Rolle der A-Clearance bei der Ausbildung der sporadischen AD.
60
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2.2.3 Weitere pathologische Charakteristika 

Nach der Amyloid-Hypothese haben Störungen in der A-Homöostase dramatische Auswirkungen auf 

den neuronalen Haushalt. Eine ausführliche Darstellung der weiteren pathologischen Charakteristika 

ist dem Review von Querfurth und LaFerla zu entnehmen.
6
  

So kommt es als Resultat der Amyloid-Kaskade zu einer massiven, über Mikroglia und Astrozyten 

vermittelten Neuroinflammation, die ebenfalls zentraler Bestandteil von Morbus Alzheimer ist. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass die Genexpression der proinflammatorischen Mediatoren IL-6 und 

TNF- durch A-Fragmente stimuliert wird.
61

 Darüber hinaus liegen unter pathologischen 

Bedingungen nicht nur IL-6 und TNF-, sondern auch eine Reihe weiterer proinflammatorischer 

Cytokine und Chemokine wie IL-1 oder MCP-1 (Monozyten chemotaktisches Protein-1) erhöht vor. 

Die Entzündungsmediatoren stehen im Verdacht den Krankheitsverlauf zu beschleunigen, was 

letztlich zu einem vermehrten neuronalen Zelltod führt.
62

  

Des Weiteren kommt es über eine veränderte Kinase-Aktivität zur Hyperphosphorylierung von Tau-

Proteinen (Taupathologie). Daraus resultiert das zweite wichtige histopathologische Charakteristikum 

von Morbus Alzheimer, die intrazelluläre Ablagerung von neurofibrilliären Bündeln. Die 

Taupathologie soll an dieser Stelle nicht tiefergehend dargestellt werden. Es gilt allerdings zu 

beachten, dass bisher noch nicht geklärt werden konnte, ob die Taupathologie tatsächlich als Folge der 

Amyloid-Kaskade stattfindet oder ob sie ebenso bedeutend für das Krankheitsgeschehen ist.
63

 In 

letzter Konsequenz kommt es dann zur mitochondrialen Dysfunktion: Im Alzheimer-Hirn liegen die 

Mitochondrien üblicherweise morphologisch verändert und in drastisch verringerter Anzahl vor, so 

dass es zum deutlichen lokalen Hypometabolismus kommt.
64

 Dem folgt letztendlich der neuronale 

Zelltod im Hirn. 

 

2.3 Neue Therapieansätze für Morbus Alzheimer 

Die bisherige Kenntnis über die pathophysiologischen Zusammenhänge von AD legt eine Reihe von 

Targets nahe, über deren Beeinflussung eine disease-modifying Therapie möglich wäre. Derzeit 

befindet sich eine Reihe verschiedener Wirkstoffe in klinischen Studien. Dennoch ist es bisher nicht 

gelungen, einen solchen disease-modifying Wirkstoff erfolgreich bis zur Marktreife zu führen.  

Eine Übersicht über klinische Kandidaten ist in Abb. 8 aufgeführt. Für eine ausführliche Darstellung 

wird auf aktuelle Reviews verwiesen.
3,65,66

 Ziel ist es möglichst in einen der ersten Schritte der 

Pathologie einzugreifen. Somit kommen als Targets in erster Linie Enzyme oder Rezeptoren in Frage, 

die an der A-Homöostase beteiligt sind. Neben einer Adressierung der beiden APP-prozessierenden 

Proteasen BACE-1 und -Sekretase (derzeit mehrere Wirkstoffe in Phase I/ II)
67

 stellt die aktive oder 

passive Immunisierung gegen Amyloid einen weiteren interessanten Ansatz dar. In ersten klinischen 

Studien mit dem aktiven Immuntherapeutikum AN1792 (Phase II) wurden allerdings unerwartete 
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Nebenwirkungen (erhöhtes Enzephalitis-Risiko) beobachtet. Nichtsdestotrotz befinden sich derzeit 

drei passive Immuntherapeutika (zwei monoklonale Antikörper, ein polyklonales Immunglobulin) in 

klinischen Phase III-Studien. Darüber hinaus werden auch die Inhibition der A-Aggregation 

(verschiedene Wirkstoffe in Phase I-III) und die Aktivierung der A-Clearance (ein Wirkstoff in Phase 

II) untersucht.
65

 

Neben dem Eingriff in die Amyloid-Kaskade sind eine Reihe weiterer Wirkstoffe in klinischer 

Entwicklung, die vor allem die Taupathologie (Kinase-Inhibitoren), die inflammatorische und 

mitochondriale Komponente der Erkrankung sowie epidemiologische Faktoren adressieren.  

So wurden beispielsweise NSAIDs als AD-Therapeutika in klinischen Studien untersucht. Dies  

beruhte auf Beobachtungen in epidemiologischen Studien, dass die Einnahme von NSAIDs mit einem 

signifikant reduzierten Alzheimer-Risiko verbunden ist.
1,65,68,69

 Klinische Studien konnten einen 

Benefit für Alzheimer-Patienten allerdings nicht bestätigen.
70

 Wegen des Einflusses des Lipid- und 

Glucosestoffwechsels auf die Entstehung von Morbus Alzheimer wurden auch eine Reihe an 

Wirkstoffen, die für verschiedene Erkrankungen im Bereich des metabolischen Syndroms zugelassen 

sind, auf ihre Eignung als Alzheimer-Wirkstoffe untersucht (Statine, PPAR-Agonisten, intranasales 

Insulin). Allerdings konnte auch hier kein Erfolg in klinischen Studien erzielt werden.
65

  

Abbildung 8 Übersicht über diverse Entwicklungs-Kandidaten für eine Alzheimer-Therapie. Die Weiterent-

wicklung der mit (*) markierten Wirkstoffe wurde eingestellt.
66
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2.4 -Sekretase  

Durch ihre zentrale Rolle in der Amyloid-Kaskade wurde die -Sekretase bereits in den früher 1990er 

Jahren als viel versprechendes Target identifiziert und seitdem ausgiebig untersucht. Besonders 

interessant ist sie durch die Erkenntnis geworden, dass Mutationen in den Presenilin-Genen PS-1 und 

PS-2 (katalytische Untereinheit der -Sekretase), einen direkten Auslöser der familiären Form von 

Morbus Alzheimer darstellen.  

In diesem Kapitel sollen zunächst Struktur und biologische Eigenschaften der -Sekretase dargestellt 

werden. Im Folgenden soll ihre Eignung als Target inklusive des aktuellen Standes der 

Wirkstoffentwicklung von -Sekretase-Inhibitoren und -Modulatoren diskutiert werden. 

 

2.4.1 Struktur und Funktion der -Sekretase 

2.4.1.1 Struktureller Aufbau des -Sekretase-Komplexes 

-Sekretase zählt zur Familie der intramembranär spaltenden Proteasen (intramembrane cleaving 

protease, I-CLiPs). Trotz früher Erkenntnisse über die Rolle der Sekretasen bei der APP-

Prozessierung waren Identität, Aufbau und Zusammensetzung der -Sekretase lange Zeit ungeklärt. 

Seit 2003 ist bekannt, dass es sich bei der -Sekretase um einen transmembranären Multiprotein-

Komplex handelt, der aus mindestens vier integralen Membranproteinen besteht: dem katalytischen 

Kern Presenilin (PS) sowie Nicastrin (Nct), Anterior pharynx-defective-1 (Aph1) und Presenilin 

enhancer 2 (Pen-2).
71-74

 PS und Aph1 werden jeweils von zwei Genen codiert, was in der Koexistenz 

der Subtypen PS-1 und PS-2 (Homologie auf AS-Level: 67%) sowie Aph1a und Aph1b (Homologie 

auf AS-Level: 57%) resultiert.
25

  

Alle Komponenten des -Sekretase-Komplexes sind im endoplasmatischen Retikulum colokalisiert 

und schließen sich in einem schrittweisen Prozess zusammen. Nachfolgend kommt es zur 

Endoproteolyse von PS und zur Konformationsänderung von Nct. Zuletzt wird der aktive Komplex 

über den Golgi-Apparat zur Zellmembran transportiert.
23,75

 Es wird vermutet, dass sich der -

Sekretase-Komplex im stöchiometrischen Verhältnis 1:1:1:1 zusammenschließt.
76

 Somit ist die 

Ausbildung von mindestens vier verschiedenen tetrameren Komplexen möglich, die jeweils 19 

transmembranäre Domänen (TMDs) aufweisen und damit eine extrem hohe Hydrophobie zeigen 

(siehe Abb. 9).
23

  

Bedingt durch die hohe Komplexität und Membranständigkeit des Komplexes ist es in naher Zukunft 

nicht absehbar, eine hoch aufgelöste Kristallstruktur für eine endgültige Strukturaufklärung zu 

erhalten. Eine niedrig aufgelöste Struktur des Komplexes (12 Å) konnte kürzlich mittels 

Kryoelektronen-Mikroskopie erhalten werden. Hierin wird eine globuläre Struktur mit glatter 

zytosolischer Seite, irregulärer, großer extrazellulärer Seite und großer wässriger Zentralkammer 

postuliert.
77
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Abbildung 9 Struktur des -Sekretase-Komplexes.
25

 Abgebildet sind die vier Untereinheiten PS, Aph1, Pen-2 

und Nct. Zwischen TMD 6 und 7 ist das katalytische Zentrum sichtbar.  

 

2.4.1.2 Presenilin als katalytisches Zentrum 

Presenilin bildet als Aspartylprotease den katalytischen Kern der -Sekretase. Im direkten Vergleich 

der beiden Subtypen PS-1 und PS-2 ist das Vorliegen von PS-1 mit einer deutlich stärkeren APP-

Prozessierung verknüpft. In Studien mit Knockout-Mäusen konnte gezeigt werden, dass für die 

proteolytische Funktionsfähigkeit von PS eine Stabilisierung durch alle drei Untereinheiten Nct, Aph1 

und Pen-2 essentiell ist.
78

 In einer aktuellen Studie von Ahn et al. konnte in Liposomen jedoch 

katalytisch aktives PS in Abwesenheit der anderen Untereinheiten generiert werden.
79

 Strukturell stellt 

PS ein integrales Membranprotein mit 476 (PS-1) bzw. 473 (PS-2) AS, einer Masse von ca. 50 kDa 

und 9 TMDs dar. Im aktiven -Sekretase-Komplex wird Presenilin zwischen den Resten Asn292 und 

Val293 endoproteolysiert, was in der Entstehung eines  N-terminalen (TMD 1-6) und eines C-

terminalen Fragments (TMD 7-9) resultiert. Die endoproteolytischen Prozessierung findet vermutlich 

in einem (auto-)katalytischen Prozess durch Pen-2 statt
73,79

 und führt zu einer verminderten sterischen 

Hinderung. Sie ist jedoch keine zwingende Voraussetzung für die Aktivität der -Sekretase.
80

  

Der katalytische Prozess startet im aktiven Komplex mit der Erkennung und Bindung eines Substrats 

an der sog. Docking-Stelle von PS auf der zytosolischen Seite. Nachfolgend wird das Substrat zum 

katalytischen Zentrum (in TMD 6 und 7) weitertransportiert. Für die Proteolyse sind zwei Aspartat-

Einheiten (Asp257, Asp385) sowie ein Wassermolekül als nukleophiles Agens erforderlich (siehe 

Abb. 10). Mutiert man einen der beiden Aspartatreste, so findet keine Proteolyse mehr statt und die -

Sekretase ist im inaktiven Zustand.
81,82

 Die Substratspaltung findet nicht wie für Proteasen üblich in 

wässriger Umgebung, sondern in der Zellmembran statt. Die Schnittstelle ist innerhalb der 

transmembranären Domäne des Substrats. Trotz der hoch lipophilen Umgebung kann ein 

Wassermolekül (sowie auch das Substrat) über eine große hydrophile Pore am aktiven Zentrum 

zwischen TMD 6 und 7 verfügbar gemacht werden.  
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Abbildung 10 Mechanismus einer Aspartylprotease.
83

 A) Das deprotonierte Aspartat polarisiert H2O und 

gleichzeitig bildet der protonierte Rest eine H-Brücke zum Carbonyl der zu spaltenden Amidbindung. B) 

Instabiler Übergangszustand. Abgebildet sind hier auch die Bindetaschen in der Nähe des katalytischen 

Zentrums nach Standardnomenklatur (S1-S3, S1„ und S2„). C) Bildung der Spaltprodukte. 

Der katalytische Mechanismus ist in Abb. 10 dargestellt. Eine Inhibition des katalytischen Geschehens 

ist beispielsweise durch nicht-spaltbare Analoga des Übergangszustands in B möglich (siehe Kap. 

2.4.3.1).
83-85

 Neben der Rolle im -Sekretase-Komplex sind für Preseniline noch weitere Funktionen 

beschrieben. Erwähnenswert ist eine Funktion als Ca
2+

-Ausfluss-Kanal im neuronalen Ca
2+

-Signalling 

und der Ca
2+

-Homöostase sowie als Stabilisator von -Catenin. Darüber könnte Presenilin auch auf 

den gestörten Calcium-Haushalt bei Morbus Alzheimer einen Einfluss haben.
35

 

 

2.4.1.3 Nicastrin, Aph-1 und Pen-2 

-Sekretase ist als einzige I-CLiP als Multiprotein-Komplex aufgebaut, daher liegt die Frage nach den 

Funktionen der einzelnen Teilnehmer nahe. Diese sind bisher nicht im Detail geklärt. Nct ist als Typ-

I-transmembranäres Glykoprotein mit 130 kDa das größte Protein des -Sekretase-Komplexes (siehe 

Abb. 9). Es besitzt eine extrem große extrazelluläre Domäne, die im Laufe der -Sekretase-

Translokation über den Golgi-Weg glykosyliert wird. Für Nct wird eine Rolle in der Substrat-

Erkennung vermutet, weswegen es auch als „gatekeeper“ der -Sekretase bezeichnet wurde.
86,87

 

Dagegen zeigen neuere Untersuchungen, dass Nct eher für den Aufbau und die Reifung des -

Sekretase-Komplexes als für Substrat-Erkennung wichtig ist
88

 bzw. keine essentielle Funktion für den 

Komplex hat.
89

 Aph1 besteht aus 7 TMDs und liegt als Subtyp Aph1a oder Aph1b im -Sekretase-

Komplex vor. Hinsichtlich ihrer biochemischen und physiologischen Eigenschaften unterscheiden sich 

die Beiden: Während Aph1a für die sog. Notch-vermittelte Signaltransduktion essentiell ist (siehe 

Kap. 2.4.2.2), hat Aph1b in der normalen Hirnfunktion bei Neuregulin-abhängigen Entwicklungs-

wegen eine Rolle. Interessanterweise konnte die Gesamtmenge an A in Aph1b-Knockout-Mäusen 

Notch-unabhängig vermindert werden, weshalb die selektive Inhibition von Aph1b einen interessanten 
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Ansatz als Therapeutika für AD darstellen könnte.
90

 Pen-2 ist mit 2 TMDs das kleinste Protein des 

Komplexes.
91

 Es ist vermutlich an der endoproteolytischen Prozessierung von PS beteiligt.
79

 

 

2.4.2 Physiologische Funktionen 

-Sekretase prozessiert auf die oben aufgeführte Weise (siehe Abb. 10) nicht nur APP, sondern auch 

eine ganze Reihe weiterer peptidischer Substrate. Strukturell sinddiese vom Typ-I transmembranärer 

Proteine und besitzen eine kleine Ektodomäne, welche zumeist aus einer weiteren Spaltung durch 

Proteasen der ADAM-Familie (oder seltener BACE-1) resultiert. Mittlerweile sind über 80 

verschiedene Substrate der -Sekretase bekannt,
23

 weshalb sie auch als „Proteasom der Membran“ 

bezeichnet wurde.
92

 Unter diesen sind beispielsweise Notch, die Adhäsionsmoleküle N-Cadherin und 

E-Cadherin, der Neurotrophin-Rezeptor p75 und Neuregulin (Rolle in Myelin-Formation).
35

 In 

verschiedenen in vitro und in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der -Sekretase 

entscheidend von ihrer umgebenden Lipidmembran abhängig ist. Bei Erhöhung der Cholesterol-

Konzentration wurde die APP- und Notch-Prozessierung dosisabhängig gesteigert, wohingegen eine 

Erniedrigung von Cholesterol zu einem gegenteiligen Effekt führte. In vivo könnte gerade diese 

Tatsache bei Patienten mit metabolischem Syndrom und Hypercholesterinämie entscheidend zum 

erhöhten Risiko für Morbus Alzheimer beitragen (siehe Kap. 2.2.1).
39

  

 

2.4.2.1 Mechanismus der APP-Prozessierung 

Aus der Spaltung von APP überBACE-1 und -Sekretase (siehe Kap. 2.2.2) resultiert die Freisetzung 

von unterschiedlichen Amyloid-Fragmenten (A37-49). Der Mechanismus, mit dem die Proteolyse an 

der sog. -, - und -Schnittstelle der -Sekretase stattfindet, ist bis dato noch nicht vollständig geklärt. 

Das aktuelle Modell legt nahe, dass die Spaltung schrittweise in der Nähe des Zytoplasmas stattfindet. 

Zunächst wird dabei an der -Stelle geschnitten und dann entlang der -helikalen TMD alle drei 

Aminosäuren wieder (entspricht einer Windung) bis zur -Stelle (siehe Abb. 11A). Ist das Peptid kurz 

genug, wird es letztendlich extrazellulär freigesetzt. Es werden dabei je nach Startpunkt an A48 oder 

A49 zwei verschiedene Produktserien produziert: A49 (), 43 (), 40 und 37 () sowie A48 (), 45 

(), 42 und 39 (). Die Freisetzung von A38 wird als Teil der A48-Reihe vermutet (siehe Abb. 

11A).
25,93

  

Daneben gibt es ein Modell der Gruppe von Multhaup, das die über GxxxG-Motive (x = beliebige AS) 

vermittelte Dimerisierung der APP-TMD für einen wichtigen Mechanismus bei der A42-Freisetzung 

nahelegt. Kommt es dabei zu Störungen, so kann die Freisetzung von A42 ohne Beeinflussung von 

A40 selektiv reduziert werden (siehe Abb. 11B).
49

  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Aktivität, sondern auch das Proteolyse-

Profil der -Sekretase von ihrer umgebenden Lipidmembran abhängig ist: Während eine sphingo-
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lipidreiche, eher dicke Membran fast ausschließlich an der A40-Schnittstelle schneidet, verschiebt 

sich das Profil bei Vorliegen einer dünneren, cholesterolhaltigeren Membran in Richtung A42.
39

  

 

Abbildung 11 A) -Sekretase-Schnittstellen innerhalb der Membran. Für die Proteolyse von APP wird eine 

konsekutive Weise vermutet.
93

 B) Dimerisierung von APP. Bei Blockade der Dimerisierung kommt es zu einem 

shift weg von der A42-Entstehung hin zu vermehrter A38-Produktion.
49

  

 

2.4.2.2 Notch-Prozessierung 

Neben APP ist der Notch-Rezeptor der prominenteste Vertreter der -Sekretase-Substrate. Dessen 

Prozessierung trägt die mit am weitreichendsten pathophysiologischen Konsequenzen. Notch wird 

nach der Bindung eines seiner Liganden (Delta oder Serrate) zunächst über eine Protease der ADAM-

Familie gespalten. Nachfolgend wird das resultierende C-terminale Fragment NEXT (Notch 

extracellular truncation) über die -Sekretase prozessiert. Dabei werden N-Fragmente (keine 

Aggregation; Funktion unklar) sowie die Notch-intrazelluläre Domäne (NICD) freigesetzt, die 

nachfolgend in den Zellkern gelangt. Dort reguliert die NICD die Transkription einer Reihe von 

Target-Genen, die in Entwicklung und Differenzierung involviert sind. Notch ist somit an der 

Differenzierung von vielen Zelltypen sowohl während der Embryonalentwicklung als auch im 

Erwachsenenalter beteiligt. Inhibiert man die Notch-Prozessierung, so kommt es zu einer massiven 

Beeinträchtigung der Embryogenese, was zunächst am Tod von PS-Knockout-Mäusen sichtbar wurde.  

Zudem dient Notch der Regulation einiger Onkogene und onkogener Signaltransduktionswege (inkl. 

Myc und Akt). Daher werden -Sekretase-Inhibitoren auch als mögliche Krebstherapeutika 

diskutiert und untersucht. Im Kontext einer möglichen Alzheimer-Therapie wird die Inhibition der 

Notch-Prozessierung allerdings mit Mechanismus-basierten Nebenwirkungen wie gastrointestinalen 

Blutungen, Störungen im Immunsystem und Haarausfall assoziiert und muss beim Wirkstoffdesign 

berücksichtigt werden.
35
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2.4.3 -Sekretase als drug target 

Die Inhibition der A42-Freisetzung durch Adressierung der -Sekretase ist eine naheliegende 

Konsequenz aus den pathophysiologischen Grundlagen von Morbus Alzheimer. Obwohl die 

hochkomplexe Struktur des Enzyms für ein gezieltes Wirkstoffdesign noch nicht aufgeklärt werden 

konnte, wurden dennoch bereits in den 1990er Jahren erste nanomolar aktive -Sekretase-Inhibitoren 

(GSIs) über High-Throughput-Screenings (HTS) identifiziert. Betrachtet man den heutigen Stand des 

Wissens über die -Sekretase-Physiologie, so bringt die Adressierung dieses Enzyms extrem hohe 

Anforderungen an das Selektivitätsprofil der Substanzen mit sich. Dies scheint mit den beiden 

Gruppen der selektiven -Sekretase-Modulatoren und der Notch-selektiven GSIs möglich zu sein, 

ein klinischer Beweis steht allerdings immer noch aus.  

 

2.4.3.1 Medizinische Chemie & klinische Relevanz der -Sekretase-Inhibitoren 

Unter den GSIs gibt es in Abhängigkeit vom Bindemodus vier verschiedene Substanzklassen: 

peptidische Inhibitoren des katalytischen Zentrums oder der Docking-Position, allosterisch bindende 

semi-peptidische und nicht-peptidische GSIs sowie Inhibitoren der Nukleotid-Bindestelle. Alle 

genannten Substanzklassen adressieren die PS-Untereinheit der -Sekretase.   

 

Unselektive -Sekretase-Inhibitoren 

Eine Übersicht über Strukturen und in vitro-Aktivitäten diverser GSIs ist in Abb.12 aufgeführt. Zu den 

ersten Inhibitoren zählen eine Reihe peptidischer Übergangszustands-Analoga, die von bekannten 

HIV-Protease-Inhibitoren abgeleitet wurden und anhand der Kenntnis des katalytischen Mechanismus 

von Aspartylproteasen konstruiert wurden (siehe Kap. 2.4.1.2).
94

 Anforderungen an einen solchen 

Wirkstoff sind proteolytische Stabilität und ein geeignetes Strukturelement für die molekulare 

Mimikry einer Peptidbindung (z.B. Difluorketon, Difluoralkohol oder Hydroxyethylen).  

Ein äußerst potenter Inhibitor des aktiven Zentrums wurde mit der peptidischen Verbindung              

L-685,458 von Merck Sharp and Dome entwickelt, bei der die Amid-Bindung durch eine 

Hydroxyethlyen-Einheit ersetzt wurde.
95

 Mit der Einführung -Helix-induzierender Reste in die AS-

Sequenz konnte eine weitere Gruppe GSIs hervorgebracht werden (D-10, D-13),
96

 die an die Substrat-

Docking-Stelle von Presenilin binden.
97

 Obwohl die frühen peptidischen GSIs geeignete Werkzeuge 

für funktionelle Studien mit PS bzw. dem -Sekretase-Komplex darstellen, sind sie durch ihre Größe, 

metabolische Instabilität und unzureichenden pharmakokinetischen Eigenschaften (insbesondere der 

mangelnden Hirngängigkeit) nicht als Arzneimittel geeignet.  

Daher versuchte man die Weiterentwicklung in Richtung kleinerer und ZNS-gängigerer Moleküle zu 

steuern. Ein solches stellt der semi-peptidische, allosterische Inhibitor DAPT (N-[N-(3,5-

Difluorphenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycin-tert-butylester) dar, von dem als erste Substanz in vivo-

GSI-Aktivität berichtet wurde.
98

 In transgenen Tg2576- (Überexpression von hAPP) und PDAPP-
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Mäusen (Überexpression von APPV717F) konnte die Produktion von A und Ain Plasma und 

Hirn nach Verabreichung von 100 mg/kg DAPT zu 38-40% gehemmt werden. Die ZNS-Gängigkeit 

der Substanz ist allerdings umstritten.
99-101

 In Folgestudien mit Zebrafischen wurde eine hohe in vivo-

Toxizität beobachtet, die auf die Inhibition der Notch-Prozessierung zurückgeführt werden konnte.
102

 

 

Abbildung 12 Strukturen bekannter peptidischer und semipeptidischer GSIs 

Durch Einführung von Benzodiazepin-artigen Resten am C-Terminus von DAPT wurden von Eli Lilly 

die Verbindung LY-411,575 und der klinische Kandidat LY-450,139 (Semagacestat) hervorgebracht 

(siehe Abb. 12). Der picomolar aktive GSI LY-411,575 konnte die A-Level in Plasma und Hirn von 

Mäusen akut und chronisch senken.
103

 Allerdings wurde auch bei dieser Substanz wegen des nur 

schmalen therapeutischen Fensters gegenüber der Notch-Inhibition in transgenen Mäusen 

gastrointestinale Toxizität und eine verringerte B- und T-Lymphozyten-Reifung beobachtet.
104

  

Trotz der Kenntnis über die möglichen Notch-bedingten Nebenwirkungen wurde Semagacestat als 

erster unselektiver GSI in klinischen Studien untersucht und zeigte zunächst eine gute Verträglichkeit 

sowie geringfügig gesenkte A40-Level in den Phasen I
105

 und II
106,107

. Daraufhin wurde die Substanz 

in zwei großen Phase-III Studien (IDENTITY und IDENTITY-2) an 2600 Patienten mit milder bis 

moderater AD untersucht. Umso enttäuschender waren die Resultate hier: Neben einem erhöhten 

Hautkrebsrisiko wurde sogar eine statistisch signifikante Verschlechterung der kognitiven Effekte 

trotz A-Verringerung im Vergleich zu Placebo beobachtet.
108

  

Die Ergebnisse der IDENTITY-Studien lösten eine heftige Debatte über die Gründe des Scheiterns 

und somit über das generelle Konzept der Amyloid-Hypothese sowie der -Sekretase als Target aus. 

Vom heutigen Standpunkt aus kann noch keine endgültige Aussage darüber getroffen werden, ob 

substanzspezifische Effekte von Semagacestat zu dessen Scheitern geführt haben oder ob es sich um 

einen Gruppeneffekt der GSIs handelt. Als mögliche substanzspefizische Gründe werden die 
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mangelnde Selektivität der Substanz (Einfluss der Notch-Inhibition auf das erhöhte Hautkrebsrisiko) 

sowie eine ungeeignete, zu hohe Dosierung von Semagacestat (140 mg pro Tag) diskutiert. Basierend 

auf dem Mechanismus der -Sekretase-Inhibition wäre es ebenso möglich, dass die verminderte 

Bildung von AICD und eine erhöhte Ansammlung von C99 (siehe Kap. 2.2.2.2) einen Einfluss haben. 

Ein weiterer, viel diskutierter Kritikpunkt ist der Zeitpunkt des Therapiebeginns. Da mit dem 

Auftreten der ersten Symptome von AD bereits ein Großteil der Neuronen zugrunde gegangen ist, ist 

ein Therapiestart bei leichter bis moderater AD möglicherweise bereits zu spät. Für einen früheren 

Start müssten Patienteneinschlusskriterien und Studienendpunkte künftig über valide Biomarker 

definiert werden.  

Aus den Erfahrungen der präklinischen und klinischen Studien wird klar, dass ein potenter GSI nur 

mit geeignetem Selektivitätsprofil Chancen als mögliches Alzheimer-Therapeutikum hat. Um dies zu 

erreichen muss ein potentieller Wirkstoff selektiv in die A-Produktion eingreifen und darf die 

Prozessierung der anderen Substrate der -Sekretase möglichst nicht beeinflussen. Substanzklassen, 

die ein solches Potential aufweisen und als Wirkstoffe in Frage kommen sind die allosterischen, 

Notch-selektiven GSIs sowie die selektiven -Sekretase-Modulatoren (siehe Kap. 2.4.3.2).  

Neben diesen bereits fortgeschrittenen und in vivo-untersuchten Ansätzen sind kürzlich noch weitere 

potentielle Strategien berichtet worden. Diese beinhalten die Adressierung des -Sekretase-

aktivierenden Proteins
109

 oder eine selektive Blockade der Aph1b-Einheit, da diese keinen Einfluss auf 

Notch hat (siehe Kap. 2.4.1).
90

 Ein dritter möglicher Angriffspunkt ist die APP-Substrat-

inhibitorischen Domäne (ASID) von APP, die inhibierende Eigenschaften auf -Sekretase ausübt.
110

 

 

Notch-selektive GSIs 

GSIs, die -Sekretase selektiv inhibieren und Notch in geringerem Ausmaß beeinflussen, sind bereits 

seit einiger Zeit in Entwicklung. Eine Übersicht über verschiedene Derivate und deren in vitro-

Aktivität ist in Abb. 13 zu finden. Die meisten davon weisen eine charakteristische Sulfonamid-

Partialstruktur auf und binden allosterisch an PS. In verschiedenen präklinischen in vivo-Studien 

konnte bereits gezeigt werden, dass solche Derivate in der Lage sind, A-Level zu senken ohne dabei 

Notch-bedingte Nebenwirkungen hervorzurufen. Mit Imatinib (Gleevec
®
, Kinase-Inhibitor; zugelassen 

für verschiedene maligne Erkrankungen) und Sirtinol wurden außerdem zwei strukturell andersartige 

Notch-selektive GSIs identifiziert, die mit der Inhibition der Nukleotid-Bindestelle (kompetitiv mit 

ATP) einen alternativen Bindemodus aufweisen.  

Derzeit befinden sich drei Derivate in klinischen Studien (siehe Abb. 13). Die Bristol-Myers Squibb 

Substanz BMS-708,163 (190-fache Notch-Selektivität; Phase II)
111

 und zwei Verbindungen von Elan 

Pharmaceutics (ELND-006) und Merck (MRK-X; beide Phase I), deren Strukturen nicht veröffentlicht 

sind.  

Zusammenfassend bieten die Notch-selektiven GSIs trotz des initialen Scheiterns der unselektiven 

GSIs ein viel versprechendes Profil als potentielle Therapeutika gegen Morbus Alzheimer. Um 
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allerdings eine abschließende Aussage über diesen Ansatz abzugeben, muss deren klinisches Profil 

bezüglich Wirksamkeit und Sicherheit in weiteren Studien untersucht werden.  

 

Abbildung 13 Strukturen von allosterischen, nicht-peptidischen Inhibitoren.  

 

2.4.4.2 Medizinische Chemie & klinische Relevanz der -Sekretase-Modulatoren 

Die Gruppe der -Sekretase-Modulatoren (GSMs) stellt einen äußert viel versprechenden, selektiven 

Ansatz zur Inhibition der A42-Freisetzung dar. Strukturell gibt es innerhalb der GSMs zwei 

verschiedene Substanzklassen: von NSAIDs abgeleitete GSMs, die ein lipophiles Grundgerüst 

verbunden mit einer Carbonsäurefunktion aufweisen und nicht-acide GSMs mit einer 

charakteristischen Anordnung von meist vier aromatischen oder aliphatischen Einheiten.  

 

Von NSAIDs abgeleitete GSMs 

2001 wurde von Weggen et al. erstmalig beobachtet, dass Vertreter der NSAIDs wie Sulindac-Sulfid, 

Indomethacin oder Ibuprofen in der Lage sind, die Aktivität der -Sekretase zu modulieren (siehe Abb. 

14). Sie konnten im mikromolaren Bereich eine charakteristische Inhibition von A42 bei gleich-

zeitiger Erhöhung von A38 auslösen, während andere NSAIDs wie ASS, Piroxicam oder Naproxen 

diese Effekte nicht zeigten.
112

 Die Modulation der -Sekretase findet unabhängig von der 

Cyclooxygenase (COX)-Inhibition oder anderen nachgewiesenen NSAID-Targets wie PPAR, 

Lipoxygenasen oder NFB statt.
113

 Interessanterweise wird dabei die A40-Produktion und die 

Prozessierung von Notch nicht inhibiert, so dass die physiologisch relevanten Funktionen der -
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Sekretase inklusive der Bildung von AICD und dem Abbau vom CTF99 resultierend aus der APP-

Prozessierung im besten Fall aufrecht erhalten bleiben.
114,115

 Der Mechanismus der Modulation ist 

allerdings nicht vollständig aufgeklärt und soll im Folgenden noch ausführlich diskutiert werden. 

 

Abbildung 14. -Sekretase-modulierende NSAIDs  

Eine Verringerung der A-Level durch GSMs konnte in vivo in transgenen Maus-Modellen ohne 

Notch-bedingte Nebenwirkungen bestätigt werden.
112,116

 Somit zeigen GSMs ein äußerst attraktives 

Profil zur Inhibition der A42-Bildung. Die Eignung von NSAIDs als GSMs für eine Alzheimer-

Therapie ist jedoch stark limitiert. Aufgrund ihrer hohen COX-Potenz (zumeist im nanomolaren 

Bereich, siehe Abb. 14) bei mikromolarer -Sekretase-Aktivität bedarf es einer deutlichen 

strukturellen Optimierung hin zu COX-selektiven GSMs. In einer Langzeittherapie wären die 

klassischen COX-bedingten Nebenwirkungen wie gastrointestinale Toxizität und kardiovaskuläre 

Komplikationen ein großes Hindernis.
117

 

Mit dem (R)-Enantiomer von Flurbiprofen (Flurizan
®
, siehe Abb. 14) konnte ein schwach aktiver 

GSM (IC50 A42 = 307 µM) ohne COX-Aktivität identifiziert werden. Die Substanz zeigte in 

transgenen Tg2576-Mäusen eine Senkung der A42-Level sowie verminderte Lerndefizite ohne 

erkennbare Notch-bedingte Nebenwirkungen.
118

 Dies führte dazu, dass Flurbiprofen als erster GSM in 

klinischen Phase I und Phase II-Studien erfolgreich untersucht wurde.
119,120

 In einer Phase III-Studie 

an 1700 Patienten mit milder AD konnte (R)-Flurbiprofen die primären und sekundären Endpunkte 

jedoch nicht erreichen und zeigte keine Überlegenheit gegenüber Placebo.
121

 Als Begründung hierfür 

werden vor allem substanzspezifische Kriterien wie die niedrige -Sekretase-Potenz und die geringe 

ZNS-Gängigkeit (CSF (Cerebrospinal-Flüssigkeit)-Plasma-Verhältnis = 1.3%) diskutiert. Neben der 

Frage, ob die -Sekretase-Modulation einen geeigneten Wirkmechanismus darstellt, bleibt wie bei 

Semagacestat (siehe Kap. 2.4.4.1) die Diskussion, ob die Studienparameter richtig gewählt wurden 

und ob der Zeitpunkt für den Eingriff in das Krankheitsgeschehen bereits zu spät war. Auf Basis dieser 

Faktoren ist somit eine abschließende Beurteilung der GSMs anhand der Flurbiprofen-Studien nicht 

möglich.
122,123

  

Strukturelle Merkmale von -Sekretase-modulierenden NSAIDs sind eine Säuregruppe und ein 

lipophiles, aromatisches Grundgerüst. Zur Optimierung der substanzspezifischen Eigenschaften 

hinsichtlich -Sekretase-Aktivität, Selektivität und Pharmakokinetik wurden die NSAIDs Flurbi-
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profen, Indomethacin und Carprofen vielfach als Vorlage genutzt. Die resultierenden Strukturen sind 

Teil diverser Patente und in zwei Reviews von Peretto et al. und Oehlrich et al. zusammengefasst.
124,125

   

In der ersten Generation lag der Fokus vor allem darauf, die schwache -Sekretase-Aktivität zu 

erhöhen und die COX-Inhibition zu senken. Verschiedene Derivate sind exemplarisch in Abb. 15 

abgebildet. Ein Großteil der Weiterentwicklungen basiert auf dem Grundgerüst von Flurbiprofen.  

 

Abbildung 15 Erste Generation der NSAID-Analoga. Es sind jeweils repräsentative Strukturen und deren 

Aktivitäten angegeben. In den blau markierten Bereichen wurden besonders viele Strukturvariationen 

beschrieben. Patentnummern zu den jeweiligen Substanzklassen sind unterhalb der Struktur zu finden. 

Eine einfache Möglichkeit der Optimierung ergab sich zunächst durch Einführung von Alkyl-

Substituenten in -Position zur Carboxylgruppe, was vielfach zu verminderter COX-Inhibition bei 

gleichbleibender oder höherer -Sekretase-Aktivität führte.  

Von Chiesi Farmaceutici (siehe Abb. 15, a) wurden einige COX-inaktive Flurbiprofen-Derivate mit 

-Cyclopropylrest entwickelt, deren -Sekretase-Modulation durch Substitutionen am terminalen 

Phenylring (z.B. Chlor, Fluor oder Phenyl) bis in den mittleren mikromolaren Bereich gesteigert 

werden konnte. Dennoch sind die Aktivitäten im Vergleich zu den hochpotenten GSIs eher gering.
126

 

Mit der in Abb. 15, a dargestellten Verbindung CHF5074 wurde eine mikromolar aktive Substanz 

weiter charakterisiert, die sich derzeit in klinischer Prüfung Phase I befindet. Obwohl die Substanz 

ebenfalls eine geringe ZNS-Gängigkeit (CSF-Plasma-Verhältnis = 5%) aufweist, zeigte sie in Tg2576-

Mäusen bei chronischer Behandlung (17 Wochen, perorale Gabe) eine signifikante Senkung der 

Amyloid-Plaques und der A42-Level. In zwei Langzeitstudien (6 bzw. 15 Monate) mit transgenen 

Mäusen konnten außerdem verbesserte Eigenschaften auf Gedächtnis und Lernen nachgewiesen 

werden. Toxizität durch Notch-Inhibition wurde dabei nicht beobachtet.
127-130

 Weitere Flurbiprofen-
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Derivate wurden von Cellzome und Johnson & Johnson in mehreren Patenten (siehe Abb. 15, b-d) 

beschrieben. Eine deutliche Steigerung der A42-Inhibition bis in den nanomolaren Bereich konnte 

hier durch Erweiterung des aromatischen Systems und Einführung von Trifluormethyl-Gruppen an 

den terminalen Phenylringen erreicht werden.  

Eher im Hintergrund standen Weiterentwicklungen auf Basis anderer NSAID-Strukturen als 

Flurbiprofen. Ausgehend von Indomethacin wurden von Merck (siehe Abb. 15, e) einige Derivate 

ohne Angabe von Aktivitäten patentiert. Diverse Modifikationen des schwachen GSMs Carprofen 

wurden von der Gruppe von Boris Schmidt (Abb. 15, f) durchgeführt.
131,132

 Auch hier erwies sich die 

Erweiterung des lipophilen Systems durch zusätzliche aliphatische oder aromatische Bereiche als 

vorteilhaft. -Sekretase-Aktivität im niedrigen mikromolaren Bereich wurde durch Einführung 

unterschiedlich langer Alkyl-Ketten (> C8) erreicht. Da Derivate mit langen Fettsäureresten (C16-18) 

ebenfalls -Sekretase-Aktivität zeigten, wurde von den Autoren darauf geschlossen, dass eine lipophile 

Verankerung in der Zellmembran möglich ist.
133

 

Eine Schwäche der ersten Generation von NSAID-analogen GSMs ist ihre hohe Lipophilie 

resultierend aus der Erweiterung des aromatischen Systems und – soweit beschrieben – eine geringe 

Überwindung der Blut-Hirn-Schranke (in der Regel < 10%).  

 

Abbildung 16 Zweite Generation der Flurbiprofen-Derivate. Optimierung pharmakokinetischer Eigenschaften. 

Molekülteile, die der Verminderung der Lipophilie dienen, wurden blau markiert. Die Patentnummern sind 

unterhalb der repräsentativen Verbindungen angegeben.  

Ansätze zur Senkung der Lipophilie wurden beispielsweise mit der Einführung eines Piperidin-Rings 

anstelle des terminalen (siehe Abb. 16, h) oder zentralen Aromaten (i-k) beschrieben. Die bisher 

vorteilhaftesten pharmakokinetischen Eigenschaften wurden von GSM-1 und seinen Derivaten 

berichtet.
134

 GSM-1 (Abb. 16, i) konnte zu über 50% im Hirn vorgefunden werden und zeigte in einer 

Studie von Page et al. in transgenen APPSwe-Mäusen einen dosisabhängigen Anstieg der A38-Level 

sowie eine Verringerung von A42. Die A40-Werte sowie A-total blieben dabei unverändert.
135
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Auch für die fluorierte Verbindung j (Abb. 16) wurde in Ratten ein CSF-Plasma-Verhältnis von 53% 

beschrieben.
134

 Basierend auf den Verbindungen i und j (Abb. 16) wurde von GSK/ Eisai ein 

Substanzset entwickelt, in dem zusätzlich noch ein Phenyl-Rest durch Pyridin ausgetauscht wurde. Die 

resultierende Verbindung k weist nanomolare Aktivität auf und deren CSF-Plasma-Verhältnis konnte 

in APP-YAC-Mäusen auf 74% erhöht werden. Damit wurde eine 84%-ige Reduktion der A42-Level 

erreicht. Daneben wurde berichtet, dass das Substanzset von Eisai in vitro keine Cytotoxizität zeigt 

und keines von fünf häufig vorkommenden CYP-Enzymen inhibiert.
136

  

Während am lipophilen Rückraum breite strukturelle Variationen möglich sind, hat die 

Carboxylgruppe für NSAID-analoge GSMs eine essentielle Funktion. Tauscht man diese zum Beispiel 

bei Indomethacin durch eine Ester- oder Amidgruppe aus, so erhält man ein inverses Profil mit 

verminderter A38- und erhöhter A42-Produktion. Eine solche inverse -Sekretase-Modulation 

konnte auch bei dem zugelassenen COX-2-Inhibitor Celecoxib, dem klinisch eingesetzten PPAR-

Agonisten Fenofibrat und dem LXR-Agonisten TO901317 beobachtet werden (siehe Abb. 17).
137

  

 

Abbildung 17 Strukturen inverser -Sekretase-Modulatoren. Als strukturelle Gemeinsamkeit besitzen sie ein 

NSAID-ähnliches Grundgerüst ohne Carboxylgruppe. Stattdessen enthalten sie Sulfonamid-, Ester- oder 

Hydroxygruppen (blau markiert). 

Eine klinische Relevanz des inversen Mechanismus von Celecoxib im Sinne eines erhöhten Risikos 

für Morbus Alzheimer wurde allerdings in therapeutisch eingesetzten Dosierungen nicht beobachtet.
138

 

Gemeinsame strukturelle Merkmale inverser GSMs sind die Abwesenheit einer Carboxylgruppe und 

ein lipophiler Rückraum. Durch ihre strukturelle Ähnlichkeit zu NSAID-analogen GSMs stellen diese 

Derivate eine interessante Substanzklasse dar, die zur Aufklärung des GSM-Mechanismus beitragen 

könnte. 

 

Abbildung 18 Genereller Aufbau der von NSAIDs abgeleiteten GSMs. 
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Zusammengefasst teilen NSAID-derivatisierte GSMs einen strukturellen Aufbau bestehend aus zwei 

oder mehr aromatischen Zentren, einer Substitution in -Position (zur Senkung der COX-Inhibition) 

und einer Säuregruppe (siehe Abb. 18). Als vorteilhaft zeigten sich Trifluormethyl-Substituenten an 

den terminalen Aromaten. Eine deutlich gesteigerte Aufnahme ins Hirn (höher als 50%) konnte mit 

dem Ersatz einzelner Aromaten durch Piperidin oder andere (stickstoffhaltige) Heteroaromaten und 

somit einer Verringerung der Lipophilie erreicht werden. Solche Wirkstoffe zeigen besonders viel 

versprechende Charakteristika zur Weiterentwicklung in klinischen Studien. Dennoch steht derzeit mit 

CHF5074 (Abb. 15, a) nur ein einziger, moderat aktiver NSAID-analoger GSM in klinischen Studien.  

 

Nicht-acide GSMs 

Die NSAID-analogen GSMs wurden in jüngster Vergangenheit mehr und mehr von einer strukturell 

unterschiedlichen Klasse, den nicht-aciden GSMs verdrängt. In diesem Feld wurde in den letzten 

Jahren eine große Anzahl neuer Verbindungen entwickelt und in zahlreichen Patenten 

zusammengefasst. Für eine ausführliche Darstellung der verschiedenen Substanzklassen sei auf den 

Review von Oehlrich et al. verwiesen.
125

 Die ersten Derivate solcher nicht-acider -Sekretase-

Modulatoren wurden von TorreyPines Therapeutics 2004 in einem High-Throughput-Screening 

identifiziert. Die beschriebenen Verbindungen besitzen einen linearen Aufbau von vier meist 

aromatischen Ringen (Ring A-D, siehe Abb. 19) und inhibieren A42 im mikromolaren bis 

nanomolaren Bereich. Das für bestimmte NSAIDs charakteristische -Sekretase-modulierende Profil 

konnte bestätigt werden.  

 

Abbildung 19 Generelle Struktur der nicht-aciden GSMs basierend auf den Derivaten von TorreyPines
125

 

Ein Austausch der Thiazol-Einheit in Ring C wurde von Eisai in Verbindungen unterschiedlicher 

Patente (siehe Abb. 20, b und c) vorgenommen. Es resultieren ,-ungesättigte Amide, die die 

Substanzklasse der Diarylcinnamid-Derivate darstellen. Die Verbindungen zeigen ebenfalls eine 

lineare Anordnung von meist vier aromatischen Ringen und inhibieren die A42-Produktion im 

nanomolaren Bereich. Aus diesen frühen Derivaten resultierte der bisher einzige klinische Kandidat 

der nicht-aciden GSMs, E2012 (siehe Abb. 20, b). Erste klinische Studien (Phase I) mit E2012 wurden 

2006 begonnen,
125

 nach Mangialasche et al. wurde die weitere Entwicklung der Substanz allerdings 

eingestellt.
66

 Modifikationen der ersten Strukturen von Eisai und TorreyPines wurden in zahlreichen 

Patenten beschrieben. Eine Übersicht über die wichtigsten Substanzklassen ist in Abb. 20 zu finden. 
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Abbildung 20 Strukturen nicht-acider  GSMs. Homologe Strukturelemente sind rot gekennzeichnet. 

Auffällig ist eine hohe strukturelle Homologie der Verbindungen im Bereich A und B. Ein Großteil 

der Substanzen teilt hier eine 1-(2-Methoxyphenyl)-4-methyl-1H-imidazol-Partialstruktur (rot 

markiert, siehe Abb. 20), während in den Bereichen C und D breite Modifikationen beschrieben 

wurden. Da die Verbindungen eine relativ gleichbleibende Potenz aufweisen, geht man von einer 

hohen strukturellen Toleranz im Bereich C und D aus. Trotz der hohen Anzahl an bekannten 

Verbindungen wurden nur von wenigen Strukturen in vivo-Daten veröffentlicht. Der potente GSM 

(20h) von Johnson & Johnson konnte die A42-Level beispielsweise in vivo um 61% senken.
125

 Auch 

von Merck wurden nicht-acide Verbindungen mit verschiedenen Pyrimidin
139

- und Purin
140

-

Strukturelementen im Bereich C entwickelt. In zwei Publikationen von Rivkin et al. wurden die 

Struktur-Wirkungsbeziehungen der Derivate kürzlich beschrieben. Die Verbindung i (Abb. 20) konnte 

in vivo an APP-YAC-Mäusen (perorale Gabe) eine 73%-ige Reduktion von A42 ohne signifikanten 

Einfluss auf A40 hervorrufen, das CSF-Plasma-Verhältnis der Substanz beträgt 34%.  

Zusammengefasst gibt es im Feld der nicht-aciden GSMs eine enorme Weiterentwicklung. In den 

letzten Jahren wurde eine große Anzahl Verbindungen in diversen Patenten beschrieben. Ein 

bestehender Nachteil ist allerdings, dass die meisten Derivate immer noch eine recht hohe Lipophilie 

zeigen. Da alle bisher beschriebenen Verbindungen unter Patentschutz stehen, ist leider wenig über in 

vivo-Resultate oder Entwicklungskandidaten innherhalb der verschiedenen Firmen bekannt.  
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Mechanismus der GSMs 

Obwohl die molekulare Wirkweise der GSMs bereits in einigen Studien untersucht wurde, konnte der 

exakte Mechanismus immer noch nicht geklärt werden. Eine aktuelle Diskussion der Thematik ist dem 

Review von Zettl et al. zu entnehmen.
141

 Als am wahrscheinlichsten gelten zwei Hypothesen, die eine 

direkte Interaktion mit dem Enzym -Sekretase oder aber dem Substrat APP postulieren. Off-target 

Effekte gelten als eher unwahrscheinlich, da die Modulation auch in zellfreien in vitro-Assays sichtbar 

wurde.
142

 Neben den beiden Hypothesen gibt es auch die Vermutung, dass GSMs wie Sulindac-Sulfid 

Änderungen in der Membranarchitektur hervorrufen können. Dadurch wäre ein konformationeller shift 

der Membran-eingebetteten Enzymkomplexe möglich, die dann bevorzugt kürzere A-Peptide 

schneiden (siehe Kap. 2.4.2.2).
143

   

Einige Evidenz spricht dafür, dass GSMs eine direkte Interaktion mit der -Sekretase eingehen. Ein 

Hinweis auf eine allosterische Bindung an PS kam aus Radioligand-Bindungsstudien, in denen 

Sulindac-Sulfid und Flurbiprofen in der Lage waren, Übergangszustandsanaloga und GSIs vom 

Benzodiazepin-Typ durch nicht-kompetitiven Antagonismus zu verdrängen.
144,145

 In Studien mit 

fluorescence lifetime imaging wurde darüber hinaus eine konformationelle Änderung von PS-1 nach 

GSM-Gabe beobachtet, welche zu einer modifizierten APP-Bindung führen könnte.
146

 Interessanter-

weise ergab eine Untersuchung des Spaltungsprofils der -Sekretase, dass durch GSMs nicht nur die 

Prozessierung von APP, sondern auch die von Notch beeinflusst wird. So konnten nach Gabe eines 

GSMs N-Fragmente mit unterschiedlichen C-Termini identifiziert werden. Analog zu A42 wurde 

eine selektive Inhibition der N25-Produktion, nicht aber der N21-Bildung beobachtet. Bei PS1-

Mutanten und inversen GSMs waren die N25-Level dagegen erhöht.
147

  

Entgegen der oben genannten Studien wurden von Kukar et al. die Ergebnisse einer Photo-

Crosslinking-Studie publiziert, die eine Interaktion mit dem Substrat APP nahelegt. In dieser wurden 

die Affinitäten des GSMs Flurbiprofen und des inversen GSMs Fenofibrat untersucht, die jeweils mit 

einem Biotin-Rest und einer photoreaktiven Gruppe versehen wurden. Es stellte sich heraus, dass die 

resultierenden Derivate in einer Konzentration von 10-100 µM an keine der vier -Sekretase-

Untereinheiten binden, stattdessen aber an APP und seine C-terminalen Fragmente. Eine Aufklärung 

der Bindestelle legte die Aminosäuren 29-36 der A-Sequenz nahe, die zwei konsekutive GxxxG-

Motive beinhalten.
148

 Die Theorie einer Substratinteraktion ist allerdings umstritten. Problematisch zu 

sehen ist insbesondere die niedrige Aktivität der in der Crosslinking-Studie verwendeten Photoproben 

basierend auf Flurbiprofen und Fenofibrat, die somit keine idealen Verbindungen für mechanistische 

Studien darstellen. Eine nachfolgende NMR-Studie von Beel et al., die eine Untersuchung der 

Wechselwirkungen von APP und GSMs beinhaltete, konnte keine spezifische Bindung zwischen APP 

und Flurbiprofen bzw. Fenofibrat feststellen.
149

  

Auch Untersuchungen der Gruppe von Gerd Multhaup legten nahe, dass GSMs mit APP interagieren. 

Zunächst konnte nachgewiesen werden, dass APP über zwei Stellen an der Ektodomäne und der 

Transmembransequenz (bestehend aus drei konsekutiven GxxxG-Motiven) dimerisiert (siehe          



Martina Hieke, Dissertation  2. Einleitung 

30 

Kap. 2.3.2). Dabei konnte gezeigt werden, dass solche Mutationen in der A-Sequenz, die die 

Dimerisierungsfläche stören, in einer verminderten Bildung von A42 mit shift hin zu A38 

resultieren.
49,150

 Einen analogen Mechanismus zeigten Sulindac-Sulfid und Indomethacin. Nach deren 

Zugabe wurde eine konzentrationsabhängige Destabilisierung der APP-TMS-Dimere und somit eine 

Reduktion der A42-Produktion beobachtet. Eine direkte Bindung von Sulindac-Sulfid an die A-

Sequenz konnte über NMR- und Plasma-Resonanz-Analysen nachgewiesen werden.
151

   

In einer weiteren APP-Mutationsanalyse wurde die Hypothese der Substratinteraktion dagegen erneut 

in Frage gestellt. Verschiedene Mutationen von AS innerhalb der postulierten GSM-Bindestelle 

GxxxG (Gly29 und Gly33, Lys28) zeigten jeweils keinen Unterschied in der Aktivität des potenten, 

aciden -Sekretase-Modulators GSM-1 (siehe Abb._16, i). Dagegen führten Mutationen in PS zu 

unterschiedlichen Aktivitäten von GSM-1,
152

 was in weiteren Studien bestätigt wurde.
152,153

 

Hervorzuheben ist auch eine zellbiologische Studie von Hahn et al., die ein unterschiedliches 

Ansprechen von potenten GSMs beider Substanzklassen bei AD-relevanten PS-Mutationen zeigen 

konnte.
154

 Die Ergebnisse einer Enzymkinetik-Studie mit Sulindac-Sulfid legten außerdem eine nicht-

kompetitive -Sekretase-Modulation nahe, da Veränderungen in der Substrat-Konzentration nicht in 

der Lage waren die inhibitorische Konzentration von Sulindac-Sulfid zu beeinflussen.
155

   

Zusammenfassend gibt es widersprüchliche Resultate hinsichtlich des Mechanismus der -Sekretase-

Modulation. Sowohl für die Adressierung des Substrats als auch des Enzyms gibt es deutliche 

Hinweise. Es wird außerdem diskutiert, ob die Effekte der GSMs in einem ternären Komplex an der 

Interphase zwischen APP, -Sekretase und GSM zum Tragen kommen. Generell haben die meisten 

mechanistischen Studien eine gemeinsame, aber entscheidende Schwäche: Sie wurden mit schwach 

aktiven GSMs wie Flurbiprofen (IC50 A42 = 307 µM), Sulindac Sulfid (IC50 A42 = 34 µM) oder 

anderen NSAIDs durchgeführt. Nur selten wurden Studien mit potenteren Verbindungen wie GSM-1 

publiziert. Dies hat zur Folge, dass es in Abhängigkeit von den Versuchsbedingungen leicht zu 

unspezifischen Effekten auf Membran, Substrat oder aber auch das Enzym kommen kann. Zu beachten 

sei weiterhin, dass unterschiedliche GSMs nicht unbedingt auf die gleiche Weise agieren müssen. 

Künftige Studien mit potenten GSMs beider Strukturklassen sind daher nötig um weitere 

Rückschlüsse auf den Mechanismus zu erhalten.   
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2.5 PPAR

Das zweite Target, das an dieser Stelle ausführlich charakterisiert werden soll, ist der Peroxisomen 

Proliferator-aktivierte Rezeptor  (PPAR. PPAR hat essentielle Funktionen im Lipid- und 

Glucosestoffwechsel. Da gerade Dyslipidämien sowie die Erkrankung Typ-II Diabetes Mellitus zu 

einem erhöhten Risiko von Morbus Alzheimer führen können (siehe Kap. 2.2.1.1), wurde der 

Zusammenhang zwischen PPAR und Morbus Alzheimer genauer untersucht. Eine Übersicht über 

Struktur und Funktion von PPAR sowie eine Diskussion über dessen Eignung als Target für Morbus 

Alzheimer soll im Folgenden dargestellt werden.  

 

2.5.1 Struktur und Funktion von PPAR

2.5.1.1 Struktureller Aufbau von PPARs 

Die Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) gehören mit 47 weiteren Rezeptor-

Gruppen zur Familie der nukleären Rezeptoren. Als solche stellen sie intrazelluläre, Liganden-

aktivierte Transkriptionsfaktoren dar, die auf Expressionsebene eine Vielzahl an Genen regulieren. 

Von der Unterfamilie PPAR gibt es drei verschiedene Subtypen (PPAR, PPAR/ und PPAR), die 

sich hinsichtlich ihrer physiologischen Funktion, Gewebeverteilung und Ligandenspezifität 

unterscheiden. Physiologisch agieren alle drei Subtypen als molekulare Sensoren des Lipid- und 

Glucosestoffwechsels. Nach der Nomenklatur für nukleäre Rezeptoren werden sie auch als NR1C1 

(PPAR), NR1C2 (PPAR/) und NR1C3 (PPAR) bezeichnet. Vom Subtyp PPARsind zwei 

Isoformen PPAR1 und PPAR2 bekannt, die vom gleichen Gen transkribiert werden und sich durch 

ein zusätzliches Motiv von 30 AS am N-Terminus von PPAR2 unterscheiden.
156

  

Strukturell teilen PPARs mit den nukleären Rezeptoren einen weitgehend homologen Aufbau. Sie 

bestehen aus sechs Domänen (A-F), die eine konservierte Sequenz und Funktion besitzen (siehe Abb. 

21). Die am besten charakterisierten Bereiche von PPAR sind die DNA- und die Ligandenbindungs-

domäne.
157,158

  

 

Abbildung 21  Struktureller Aufbau nukleärer Rezeptoren; abgebildet ist der humane PPAR-Rezeptor. Die 

Zahlen geben die jeweilige Aminosäure-Position an. 
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Die DNA-Bindungsdomäne (DBD; Region C) ist der am stärksten konservierte Bereich. Sie enthält 

zwei charakteristische Zinkfinger-Module, in denen jeweils ein Zn
2+

 über 4 Cystein-Reste komplexiert 

wird. Dadurch wird eine Bindung der DBD an spezielle Motive der DNA (sog. PPAR-response 

element = PPRE) ermöglicht. Die Liganden-Bindungsdomäne (LBD; Region E/F) ist dagegen auf 

AS-Level geringer konserviert. Sie enthält eine Liganden-regulierte transkriptionale Aktivierungs-

Funktion (AF-2), die eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von Coaktivatoren hat.
159

 

Im Bereich der N-terminalen A/B-Region ist darüber hinaus eine sehr wenig konservierte (< 15%) 

zell- und promotorspezifische Transaktivierungsfunktion, genannt AF-1, lokalisiert. Über 

Phosphorylierung von AF-1 (an Ser-112) findet eine regulatorische Kontrolle der PPARs statt.
160

 Die 

Region D wird als hinge-Domäne (engl. Scharnier) bezeichnet. Sie fungiert als flexibles Bindeglied 

zwischen DBD und LBD. Die hinge-Region ist ebenso eine Docking-Domäne für Cofaktoren. Ferner 

ist hier eine Phosphorylierung und somit ein Einfluss auf die Aktivität von PPAR möglich.
159

  

Während die Struktur der -Sekretase extrem komplex und weitgehend ungeklärt ist, konnte die LBD 

aller PPAR-Subtypen mittels Röntgen-Kristallstrukturanalysen aufgeklärt werden. Mittlerweile gibt es 

in der Proteindatenbank eine Vielzahl an PPAR-LBDs mit unterschiedlichen Liganden. Erste 

Kristallstrukturen der PPAR-LBD konnten ohne Ligand (apo-PPAR) sowie mit Rosiglitazone als 

Holo-PPAR im Jahr 1998 von Nolte et al. gewonnen werden.
161

 Weiterhin ist es 2008 von Chandra et 

al. erstmalig gelungen, die Struktur eines intakten nukleären Rezeptors aufzulösen. Die Autoren 

zeigten eine Strukturanalyse von PPAR im Komplex mit RXR gebunden an DNA.
162

  

 

 

 

Subtyp H3 H5 H11 H12 

PPAR Ser280 Tyr314 His440 Tyr464 

PPAR Thr289 His323 His449 Tyr473 

PPAR Ser289 His323 His449 Tyr473 

 

 

 

Abbildung 22 A) PPAR im Komplex mit Rosiglitazon.
162

 B) Darstellung der polaren AS in Abhängigkeit des 

Subtyps. Über diese Unterschiede ist eine selektive Adressierung einzelner PPAR-Subtypen möglich.
163

  

Eine Übersicht über die Ergebnisse verschiedener Strukturanalysen ist dem Review von Zoete et al. zu 

entnehmen.
163

 Diese ergaben, dass die PPAR-LBD trotz der weniger konservierten AS-Sequenz eine 

hohe strukturelle Analogie innerhalb der drei PPAR-Subtypen sowie auch zu anderen nukleären 

Rezeptoren aufweisen. Die LBD von PPAR enthält 226 AS und besteht aus den -Helices H1-H12 

sowie einem kleinen 4-strängigen -sheet (S1-S4). Einzigartig für PPARs ist die Ausbildung einer 

zusätzlichen 13. -Helix (H2„) zwischen H3 und dem ersten -Strang. Helix 12, auf der auch die AF-2 

A B 
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lokalisiert ist, hat eine besondere Rolle innerhalb der LBD: sie erfährt bei Aktivierung einen 

konformationellen switch (Modell der „Mausefalle“
164

), wodurch die Bindung von Coaktivatoren 

ermöglicht wird. Die aktive Konformation von Helix-12 wird durch PPAR-Agonisten stabilisiert und 

somit ist diese auch für die Aktivierung von PPAR entscheidend. 

Die Bindung der jeweiligen Liganden findet im Inneren der LBD durch eine Y-artig geformte 

Bindetasche (ligand binding pocket = LBP) statt, die bei PPARs deutlich größer ist als bei anderen 

nukleären Rezeptoren (PPAR ~ 1300-1400 Å
3
). Generell zeichnet sich die PPAR-LBP durch ihre 

hohe Lipophilie aus. Aufgrund der Größe der LBP ist die Bindung strukturell diverser endogener und 

exogener Liganden möglich. Generelle Anforderungen an einen Liganden sind dabei eine saure 

Kopfgruppe und ein lipophiles System. Auffällig ist bei allen drei Subtypen außerdem das 

Vorhandensein von vier polaren Aminosäuren am Eingang der Bindetasche. Diese bilden bei Bindung 

eines Liganden ein charakteristisches Wasserstoff-Brückenbindungs-Netzwerk mit dessen saurer 

Kopfgruppe aus (siehe Abb. 22A).
165

 Unterschiede in einzelnen Aminosäuren der LBP (siehe Abb. 

22B) können eine wesentliche Rolle zur Selektivität der Liganden an einzelnen Subtypen 

beitragen.
163,165

 Die Thematik der Ligandenbindung wird unter Berücksichtigung der Subtyp-

selektivität in Kapitel 2.5.3.2 adressiert.  

 

2.5.1.2 Mechanismus der Genregulation 

Die physiologischen Eigenschaften von PPAR werden über die Regulation der Genexpression 

verschiedener Targetgene ausgeübt. Dem liegt ein komplexer Mechanismus zugrunde. Kommt es zur 

Ligandenbindung, so bildet PPAR über drei verschiedene Verknüpfungspunkte der LBD einen 

heterodimeren Komplex mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR), einem promiskuitiven Bindungspartner 

diverser nukleärer Rezeptoren. Dies gilt als Vorraussetzung für die Bindung an die DNA.
162

  

Alternativ zur Ligandenbindung an die PPAR-LBD kann die Dimerisierung auch durch 

Phosphorylierung der AF-1 oder durch Agonisten von RXR (z.B. 9-cis-Retinsäure) stattfinden. Die 

Promotoren innerhalb des PPAR/ RXR-Komplexes erkennen auf der DNA zwei aufeinanderfolgende 

Hexanukleotid-Sequenzen (AGGTCA-X-AGGTCA), die durch eine unspezifische Base X 

voneinander getrennt sind und Teil des PPAR-response elements (PPRE) sind. Diese kanonische 

Basenfolge wird als sog. DR-1 (direct repeat-1) bezeichnet. Die Stimulation der Targetgen-Expression 

wird durch die Promotor-Region des PPREs vermittelt (siehe Abb. 23).  

In Abwesenheit von Aktivatoren wird die Transkription von Genen durch die Bindung von 

Corepressoren wie N-CoR1 (nuclear receptor corepressor-1) oder SMRT (silencing mediator for 

retinoid and thyroid receptor) an PPAR unterdrückt. Die Corepressoren sind für die Rekrutierung 

transkriptionaler Komplexe verantwortlich, die spezifische Histondeacetylasen (HDACs) enthalten. 

Diese generieren eine kondensierte Chromatin-Struktur um den Target-Promotor, wodurch die Gen-

Transkription inhibiert wird.
166,167
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Abbildung 23 Struktur von PPAR im Komplex mit RXR und DNA. PPAR liegt mit dem Liganden 

Rosiglitazon in seiner aktivierten Form vor. Jeweils ein Zinkfinger-Modul von PPAR und RXR bindet an ein 

Hexanukleotid von PPRE. Die LDB von PPAR ist im Zentrum des Komplexes zu finden.
162

 

Sobald es dagegen zur Bindung eines Liganden kommt, werden die Corepressoren durch 

konformationelle Änderungen der LBD (Helix-12) freigesetzt und stattdessen Histon-acetylierende 

Coaktivatoren mit der AS-Sequenz LxxLL (x = beliebige AS) rekrutiert, die an die AF-2-Domäne von 

PPAR binden.
159

 Beispiele für Coaktivatoren von PPAR sind CREB (cAMP response element 

binding protein), SRC1 (Steroid-Rezeptor Coaktivator) oder PBP (PPAR-bindendes Protein).
168

 Der 

Coaktivator-Komplex enthält vielfältige enzymatische Aktivitäten wie Histonacetyltransferase (HAT)-

Aktivität und Chromatin-remodulierende Eigenschaften. Durch Chromatin-Dekondensation resultiert 

eine aktive Struktur und es kommt zur Aktivierung der RNA-Polymerase, die dann zur subtyp-

abhängigen Genexpression führt (siehe Abb. 24). Neben dem ligandenabhängigen und -unabhängigen 

Weg wird die Aktivität von PPAR auch über posttranslationale Modifikationen wie die 

Phosphorylierung bestimmt. Die Bedeutung der Phosphorylierung (z.B. durch Cdk5) für Wirkstoffe 

wie Rosiglitazon wurde in einer Arbeit von Choi et al. untersucht. Sie soll in Kap. 2.5.3.3 dargestellt 

werden. 

 

Abbildung 24 Regulation der Genexpression über PPAR   

Es soll an dieser Stelle erwähnt werden, dass PPAR in seiner aktiven Form nicht nur 

Transaktivierungs-Effekte ausübt, sondern auch für die Transrepression diverser Gene wie NFB 



Martina Hieke, Dissertation  2. Einleitung 

35 

(Nukleärer Faktor-kappa B) oder AP-1 (Aktivator Protein-1) verantwortlich ist. Die Transrepression 

findet unabhängig von der PPRE-Bindung über indirekte regulatorische Effekte wie Protein-Protein-

Interaktionen statt.
169,170

 

 

2.5.2 PPAR und Morbus Alzheimer  

Im Folgenden soll der Fokus auf den für Morbus Alzheimer relevanten Eigenschaften von PPAR 

liegen. Diese sind in einer Reihe an Reviews zusammengefasst.
44,170-175

 Im Gegensatz zur -Sekretase 

ist die Rolle von PPAR bei Alzheimer deutlich weniger definiert. 

Zum einen geht die Aktivierung von PPAR im Lipidstoffwechsel mit zahlreichen Effekten einher. 

Für Morbus Alzheimer ist beispielsweise die Expression eines weiteren nukleären Rezeptors, LXR 

(liver X receptor ) relevant. Dieser wiederum reguliert selbst Gene des Lipidmetabolismus und des 

reversen Cholesterol-Transports. Dadurch konnten nach PPAR-Aktivierung erhöhte mRNA-Level 

von ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) und APOE gefunden werden. Für APOE selbst 

konnten in vitro und in vivo antiinflammatorische Effekte beobachtet werden.  

Daneben vermutet man eine Relevanz von PPAR in der Amyloid-Kaskade. Es werden direkte und 

indirekte Möglichkeiten der Beeinflussung des A-Haushalts diskutiert. So konnte gezeigt werden, 

dass die PPAR-Aktivierung mit einer Unterdrückung der Transkription von BACE-1 und APP in 

Zusammenhang steht,
176

 wohingegen die Expression von BACE-1 und APP durch verschiedene 

Cytokine stimuliert wird. Als Resultat liegt unter inflammatorischen Bedingungen eine erhöhte A-

Produktion vor, die durch Aktivierung von PPAR unterdrückt werden kann.
61,177

 Darüber hinaus wird 

vermutet, dass PPAR nicht nur die Produktion, sondern auch den Abbau von A beeinflusst. 

D‟Abramo et al. zeigten, dass die Überexpression von PPARüber eine Stimulation der Ubiquitinie-

rung und somit des Abbaus von APP zu einer verminderten A-Produktion führt.
178

 Zudem wird eine 

positive Regulation des A-prozessierenden IDE (siehe Kap. 2.2.1 und 2.2.2) vermutet.
179

 Für den 

PPAR-Agonisten Rosiglitazon konnte eine erhöhte Expression von IDE im Hirn von Tg2576-Mäusen 

bestätigt werden.
180

 Eine kürzlich veröffentliche Studie von Espuny-Camacho et al. zeigte dagegen die 

Inhibition einer Metalloprotease analog zu IDE, nicht aber von IDE selbst.
181,182

 Als weiteren 

Nachweis für die Rolle von PPAR in der Amyloid-Homöostase konnte von Du et al. gezeigt werden, 

dass die Antagonisierung von PPAR mit GW9662 in APP/PS-1 transgenen Mäusen zu einer 

signifikanten Erhöhung der A-Level und zur Verminderung von IDE führt.
183

  

Auch wegen seiner antiinflammatorischen Eigenschaften ist PPAR in den Fokus der Alzheimer-

Forschung geraten. Die Wirksamkeit von PPAR-Agonisten konnte in in vitro- und in vivo-Studien bei 

Morbus Alzheimer und weiteren ZNS-Erkrankungen mit neuroinflammatorischer Komponente gezeigt 

werden. Derzeit werden PPAR-Agonisten bei Multipler Sklerose, Schlaganfall, Morbus Parkinson 

und Alzheimer untersucht. Als wichtiger Mechanismus gilt die Transrepression des Transkriptions-
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faktors NFB (daneben auch von COX-2), der für die Regulation der Genexpression verschiedener 

Cytokine und Chemokine verantwortlich ist.
184

  

Schließlich hat PPARauch im Hinblick auf den Energiestoffwechsel eine kritische Rolle. Über 

seinen Coaktivator PGC-1 konnten Mitochondrien-fördernde Effekte und damit eine erhöhte ATP-

Produktion gezeigt werden. Von Strum et al. konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass der PPAR-

Agonist Rosiglitazon die mitochondriale Biosynthese trotz fehlender ZNS-Gängigkeit auch im Hirn 

stimuliert.
185

  

 

Abbildung 25 Die Rolle von PPARbei Amyloid-Kaskade und Neuroinflammation.
172

 

Eine Zusammenfassung verschiedener PPAR-Effekte auf den Amyloid-Haushalt ist in Abb. 25 

dargestellt. Die Aktivierung dieses nukleären Rezeptors stellt über seine vielfältigen Eigenschaften 

einen interessanten, wenn auch unspezifischen Ansatz zur disease-modifying Therapie von Morbus 

Alzheimer dar. Unter Verwendung geeigneter, ausreichend hirngängiger Wirkstoffe wäre ein Benefit 

durch PPAR-Aktivierung für Alzheimer-Patienten möglich. Ein klinischer Nachweis dessen steht 

allerdings noch aus. 

 

2.5.3 Medizinische Chemie von PPAR-Agonisten  

2.5.3.1 Natürliche Liganden  

Als endogene Liganden von PPARfungieren entsprechend seiner Funktion im Fettstoffwechsel 

langkettige ungesättigte Fettsäuren sowie Eicosanoide, Stoffwechselprodukte der Arachidonsäure-

Kaskade. Diese sind über die Cyclooxygenase (COX) gebildete Prostaglandine (15d-PGJ2, Metabolit 

von PGD2) oder über die 5-Lipoxygenase (5-LO) entstandene Leukotriene (15-HETE, 13-(S)-HODE). 

Die meisten Derivate zeigen dabei keine Subtyp-Selektivität zu PPAR, sondern binden vielmehr an 
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alle PPAR-Rezeptoren. Eine Übersicht über diverse natürliche Liganden von PPAR ist in Abb. 26 

dargestellt. 

 

Abbildung 26 Endogene Liganden von PPAR; das Michael-System der -ungesättigten Ketone wurde blau 

markiert. 

Interessanterweise konnte in einer Strukturanalyse mit 9-(S)-HODE und 13-(S)-HODE gezeigt 

werden, dass die LBD auch von zwei Fettsäurederivaten besetzt werden kann.
186

 Ferner gingen ,-

ungesättigte Ketone wie 15d-PGJ2 oder die aus dem COX/ LOX-Weg resultierenden oxidierten 

Eicosatetraen-Säuren 5-, 8-, 9-, 11-, 12- und 15-oxoETE über eine Michael-Addition eine kovalente 

Bindung mit Cys285 ein (sog. locked state). Dabei konnte vor allem in der Helix H2„ ein signifikanter 

konformationeller Shift erzeugt werden, dessen Ausmaß innerhalb der Gruppe der oxoETEs mit der 

transkriptionalen Aktivität korrelierte.
187

 Durch Mutation von Cys285 konnte darüber hinaus auch eine 

nicht-kovalente Bindung mit 15d-PGJ2 hergestellt werden (sog. docked state), welcher sich 

hinsichtlich der transkriptionalen Aktivität als inaktiver Zustand herausstellte.
188 

 

2.5.3.2 Pharmakophor-Modell 

Die Kenntnis des chemischen Raums und der möglichen Interaktionspunkte an der Liganden-

Bindestelle ist für ein rationales Wirkstoffdesign von großer Bedeutung. Die Bindetasche aller PPAR-

Subtypen konnte mittlerweile in insgesamt über 100 Kristallstruktur-Analysen mit verschiedenen 

Liganden (siehe protein database; www.pdb.org) aufgeklärt werden. Mit den gewonnenen 

Erkenntnissen können Struktur-Wirkungsbeziehungen neuer Liganden durch Docking-Studien mit 

hoher Wahrscheinlichkeit vorhergesagt werden. Für die Ligandenbindung ist das in Kapitel 2.5.1.1 

beschriebene Wasserstoffbrückenbindungs-Netzwerk von Bedeutung. Die generellen Anforderungen 

an einen selektiven PPAR-Agonisten sollen in diesem Abschnitt aufgeklärt werden.  

Liganden von PPAR besitzen in der Regel analog zu den natürlichen Derivaten eine saure Kopfgruppe 

verbunden mit einem lipophilen Grundgerüst. Dieses besteht allerdings im Gegensatz zu den 

endogenen Liganden zumeist aus einem aromatischen System mit Linker-Gruppen. Ein Vorschlag für 

die generelle Struktur von PPAR-Agonisten wurde von Kuhn et al. publiziert (siehe Abb. 27).
189

 

Für die strukturelle Einteilung der PPAR-LBP gibt es in der Literatur verschiedene Vorschläge. Pirard 

lieferte einen Ansatz, der im Folgenden als Grundlage verwendet werden soll. Demnach besteht die 
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Bindetasche der PPARs aus einer linken und rechten distalen Bindetasche sowie einer linken 

proximalen Seitentasche.
190

  

 

Abbildung 27 Generelle Struktur der PPAR-Agonisten. Die Subtypselektivität kann durch Größe und 

Verzweigung des lipophilen Rückraums sowie die -Substitution bestimmt werden.
189,191

  

Zur Erhöhung der Selektivität für PPAR gibt es folgende Möglichkeiten. Führt man nahe der 

Säuregruppe eine zusätzliche Verzweigung mit lipophilen Substituenten wie Alkylketten oder 

Aromaten ein, so resultiert dies an PPAR oder PPAR meist in einer erhöhten Aktivität während die 

Aktivität an PPAR durch größere Substituenten als Dimethyl ausgeschlossen wird. Dort kann die 

linke proximale Seitentasche durch das vergleichsweise große Met453 (PPAR: Val444, PPAR: 

Leu453) nicht besetzt werden. Dies konnte mit den im Arbeitskreis synthetisierten 2-Mercapto-

hexansäure-Derivaten in Zettl et al. bestätigt werden.
191

 Die größten Substituenten werden von 

PPARtoleriert, da hier Cys275 im Vergleich zu PPAR gegen Gly284 ausgetauscht ist. Führt man 

beispielsweise einen 1-Naphthylrest in die -Position verschiedener Pirinixinsäure-Derivate ein, so 

erhält man wie in Thieme et al. beschrieben subtypselektive PPAR-Modulatoren.
192

  

Neben der -Substitution ist der raumgreifende lipophile Molekülteil, der in die linke distale Tasche 

ragt, eine wichtige Möglichkeit zur Erhöhung der Selektivität. Als wichtige begrenzende Aminosäuren 

werden von Pirard für PPAR Ile272 und Met330 und für PPAR Ile281 und Val339 vorgeschlagen. 

Die möglichen Interaktionspunkte in den distalen Taschen sind allerdings schlechter charakterisiert als 

die der polaren Kopfgruppe. Sie bieten daher einen breiten Synthesespielraum zur Entwicklung neuer 

PPAR-Agonisten. 

 

2.5.3.3 Medizinische Chemie der PPAR-Agonisten & klinische Relevanz bei AD 

Abgeleitet von den natürlichen Liganden wurden synthetische Liganden von PPAR als sogenannte 

„Fettsäure-Mimetika“ entwickelt. Dabei findet sich in der Literatur eine enorme Anzahl an PPAR-

Agonisten, auf deren Darstellung im Folgenden verzichtet werden soll. Bisher wurden nur die beiden 

zugelassenen Thiazolidindione Pioglitazon und Rosiglitazon (siehe Tab. 1) auf ihre Effekte bei 

Morbus Alzheimer in verschiedenen präklinischen und klinischen Studien untersucht. Von einer 

gezielten Optimierung weiterer PPAR-Agonisten für Morbus Alzheimer wurde allerdings in der 

Literatur nicht berichtet.  
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Tabelle 1 Glitazone und deren in vitro-Aktivität
193

 

Substanz Struktur 

PPAR EC50 [µM] 
Status 

ZNS-

Gängig-

keit   

Rosi-

glitazon 

(Avandia
®
) 

 

i.a.* i.a. 0.043 

USA: Einschränkung 

der Zulassung 

Europa: Rücknahme 

der Zulassung  

Nicht 

Pioglitazon 

(Actos
®
) 

 

i.a. i.a. 0.58 Zugelassen für 

T2DM 

18% nach 

6h
194

 

* i.a. = inaktiv 

Der strukturelle Aufbau der Glitazone entspricht dem von Kuhn et al. publizierten Modell (siehe Abb. 

27). Sie teilen eine saure Thiazolidindion-Kopfgruppe, die durch ihren sterischen Anspruch für die 

Subtyp-Selektivität an PPAR verantwortlich ist. Die Besetzung mit der raumgreifenden aciden 

Kopfgruppe ist nur bei PPAR möglich, da dieses in der polaren Region der Bindetasche einen 

vergleichsweise kleinen Histidin-Rest (His323) aufweist, wohingegen PPAR eine sterische 

Hinderung durch die Anwesenheit von Tyr314 zeigt. In der Folge geht die Thiazolidindion-Gruppe 

Wasserstoff-Brückenbindungen mit drei Aminosäuren (His323, Tyr473 und His449) ein. Am 

lipophilen Rückraum ist mit dem Pyridin-Ring von Pioglitazon und Rosiglitazon ein Wasserstoff-

Brückenbindungs-Akzeptor auffällig, der zu einer gesteigerten Aktivität führt.
195

 

Die möglichen Effekte von PPAR-Agonisten bei Morbus Alzheimer wurden in Kap. 2.5.2 dargestellt. 

Auf dieser Basis wurden Rosiglitazon und Pioglitazon in verschiedenen präklinischen und klinischen 

Studien untersucht. Rosiglitazon zeigte in verschiedenen Mausmodellen eine erhöhte Mitochondrien-

Aktivität
185

 sowie verbesserte Effekte auf Lernen und Gedächtnis.
180,196,197

 Somit wurde die Substanz 

in klinischen Studien untersucht und die Ergebnisse einer Phase-II Studie von Risner et al. 

veröffentlicht. Eine 6-monatige Behandlung von Patienten mit milder AD resultierte im Vergleich zu 

Placebo in verbesserter Gedächtnisleistung und Aufmerksamkeit.
198

 Allerdings war es auffällig, dass 

Patienten mit APOE4-Allel nicht auf die Therapie reagierten. Dies stimmt mit weiteren Studien 

überein, die zeigten, dass es eine funktionelle Interaktion des Vorhandenseins verschiedener APOE-

Isoformen mit der Effektivität von Insulin auf das Gedächtnis gibt.
199,200

 Eine große Phase-III Studie 

konnte diese Ergebnisse jedoch nicht bestätigen. Es wurde kein signifikanter Unterschied zu Placebo 

sichtbar.
201

    

Pioglitazon zeigte zunächst in einer Studie von Yan et al. konnte in Tg2576-Mäusen keinen 

signifikanten Einfluss auf Amyloid-Plaques oder A42-Level, während die Positivkontrolle Ibuprofen 

(COX-Inhibitor, -Sekretase-Modulator und PPAR-Agonist) eine deutliche Reduktion von A-

Plaques und löslichem A42 auslöste.
202

 Die Verwendung der doppelten Dosis Pioglitazon (240 

mg/kg/Tag) resultierte nach Heneka et al. jedoch an einem Mausmodell mit Überexpression von APP 

mit London-Mutation (APP-V7171) in 20-25%-iger Reduktion der Amyloid-Plaques und A42-Level 
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im Hirn.
203

 Daher wurde die klinische Prüfung von Pioglitazon vorangebracht, bei der in einer 

Pilotstudie zunächst Überlegenheit gegenüber Placebo festgestellt wurde.
204,205

 Kürzlich publizierte 

Ergebnisse einer Phase-II Studie konnten zwar die Sicherheit von Pioglitazon bestätigten, nicht aber 

eine Wirksamkeit bei Alzheimer-Patienten.
206

 Als möglicher Effekt ist auch hier die mangelnde ZNS-

Gängigkeit der Substanz zu diskutieren.  

Zusammengefasst konnten beide PPAR-Agonisten in klinischen Studien keinen Benefit zeigen. 

Neben den Fragen nach den Studienparametern und dem Zeitpunkt der Behandlung ist die mangelnde 

ZNS-Gängigkeit der Substanzen wohl der größte Kritikpunkt.  

 

Ein weiteres generelles Problem der Glitazone sind ihre Langzeit-Nebenwirkungen. Sie führen zu 

einer Erhöhung des Körpergewichts, Flüssigkeitsretention und einem erhöhten Risiko für Herz-

versagen,
207,208

 was in der Einschräkung (USA) bzw. in der Rücknahme der Zulassung (EU) von 

Rosiglitazon resultierte. Eine aktuelle Studie von Choi et al. ergab, dass eine Phosphorylierung von 

PPAR (an Ser273) über die Cyclin-abhängige Kinase 5 (Cdk5) durch Modifikation des 

Expressionsprofils spezifischer Gene eine Rolle bei der Ausbildung von Übergewicht und Typ-II 

Diabetes Mellitus spielt. Interessanterweise hat dies auch Relevanz für verschiedene PPAR-

Agonisten. So zeigte Rosiglitazon neben der Aktivierung von PPARauch eine Inhibition der 

Phosphorylierung durch Cdk5 (IC50 ~ 30 nM). Die Cdk5-Aktivität gegenüber weiteren Substraten 

blieb dabei erhalten, weswegen substratspezifische Interaktionen als Mechanismus vermutet wurden 

und auch gezeigt werden konnten. Über die Aktivität von Pioglitazon wurden jedoch keine 

Informationen publiziert. In wieweit dies mit den beschriebenen Nebenwirkungen zusammenhängt 

oder ob eine selektive Inhibition der Phosphorylierung wünschenswert wäre, bleibt noch zu 

untersuchen. 

 
Abbildung 28  Phosphorylierung von PPAR über Cdk5. Cdk5 selbst wird über die Spaltung von p35 zu p25 

aktiviert.
209
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2.5.3.4 Medizinische Chemie der selektiven PPAR-Modulatoren 

Aus der Problematik der Langzeit-Nebenwirkungen der Glitazone resultierte der Ansatz, anstelle von 

Vollagonisten Verbindungen zu entwickeln, die nur bestimmte Gene aktivieren bzw. unterdrücken und 

dadurch ein verbessertes Nebenwirkungsprofil aufweisen. Dieses Konzept wurde von selektiven 

Modulatoren des Estrogen-Rezeptors (SERM) übertragen. Die resultierenden Verbindungen werden 

als selektive PPAR-Modulatoren (sPPARM) bezeichnet. Bisher wurden allerdings von den 

sPPARMs keine Derivate zur Adressierung von Morbus Alzheimer beschrieben.  

Tabelle 2 sPPARMs und deren in vitro-Aktivität.
193,210

 

Substanz Struktur 

PPAR  

EC50 [µM]
Max.  

Aktivierung* 

GW0072  

(GSK) 

 

0.2 20-40% 

Metaglidasen 

(Metabolex, 

Ortho-McNeil) 

 

8 10-15% 

INT131 

(InteKrin 

Therapeutics 

Inc) 

 

0.015  10% 

* bezogen auf die PPAR-Aktivierung des Vollagonisten Rosiglitazon oder Pioglitazon

 

Die erste Verbindung, die als sPPARM publiziert wurde, ist GW0072 (siehe Tab. 2). Sie bindet im 

Gegensatz zu den PPAR-Agonisten in solcher Weise, dass die Helix-12 nicht stabilisiert wird und es 

nachfolgend nicht zur Rekrutierung von Coaktivatoren kommt.
211

 Detaillierte Untersuchungen dieses 

Mechanismus konnten zeigen, dass eine Wasserstoff-Brückenbindung zu Tyr473 für die Aktivierung 

der AF-2 (H12) essentiell ist. Diese wird von der Gruppe der sPPARMs nicht ausgebildet.
212,213

  

Eine in der klinischen Entwicklung weit fortgeschrittene Verbindung (Lizensierung an Ortho-McNeil 

nach erfolgreichen Phase-II Studien) ist Metaglidasen (MBX-102). Es handelt sich dabei um das (S)-

Enantiomer von Halofenat, einem in den 1970er Jahren untersuchten hypolipidämischen und 

hypouricämischen Wirkstoff.
214

 Aufgrund seiner metabolisch empfindlichen Esterstruktur stellt 
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Metaglidasen ein Prodrug von Halofensäure dar. Wie die anderen Derivate ist auch diese Verbindung 

nicht in der Lage, Coaktivatoren zu rekrutieren. Stattdessen ermöglicht es aber die Verdrängung der 

Corepressoren aus dem PPAR/ RXR-Komplex. 

INT131 ist eine weitere viel versprechende Substanz, die in der Entwicklung bereits weit 

fortgeschritten ist. Im Gegensatz zu GW0072 und Metaglidasen trägt sie keine Carboxylgruppe, 

sondern ein zentrales Sulfonamid-Element. In präklinischen Studien konnten Wirksamkeit und 

Sicherheit von INT131 bestätigt werden. In klinischer Prüfung konnte in Phase IIb eine Überlegenheit 

gegenüber Pioglitazon gezeigt werden, so dass die Verbindung nun in Phase III untersucht wird. 

Aufgrund der Tatsache, dass INT131 im Gegensatz zu Pioglitazon keine Ödembildung aufwies, 

vermutet man, dass eine Trennung von Effektivität und Nebenwirkungen möglich ist.
215-217

  

sPPARM stellen einen attraktiven Ansatz zur Verminderung der Langzeitnebenwirkungen der 

PPAR-Vollagonisten dar. Aus der Rationale heraus, dass bei einer Alzheimer-Therapie ein möglichst 

frühes Eingreifen in die Erkrankung angestrebt wird, ist der Ansatz der sPPARM durchaus auch für 

Alzheimer attraktiv. Hierbei müssen potentielle Wirkstoffe über einen langen Zeitraum eingenommen 

werden und somit auch ein geeignetes Sicherheitsprofil aufweisen. Allerdings bedarf es gerade wegen 

der Substanz-spezifischen Genaktivierung einer intensiven und individuellen Untersuchung in 

Alzheimer-Modellen sowie in klinischen Studien. Da bisher noch keine sPPARMs für Alzheimer 

entwickelt und untersucht wurden, kann vom heutigen Standpunkt aus noch kein Rückschluss auf 

einen Benefit in der Alzheimer-Therapie gezogen werden.   

 

2.5.3.5 Pirinixinsäure-Derivate als PPAR-Agonisten 

Als moderat aktiver, dualer Agonist von PPAR und PPAR fungiert die Pirinixinsäure, die bereits in 

den 1980er Jahren mit hypolipidämischen Effekten in Verbindung gebracht wurde.
218

 Auf Basis dieser 

Substanz wurden breite Struktur-Wirkungsbeziehungen im Arbeitskreis von Prof. Schubert-Zsilavecz 

untersucht (siehe Tab. 3). Die Einführung von Alkylresten in -Position zur Säure resultierte in einer 

deutlichen Steigerung der PPAR- und PPAR-Aktivität, deren Optimum bei einer Kettenlänge von 4-

6 Kohlenstoffen liegt.
219

 In zwei weiteren Studien wurde der Einfluss verschiedener aromatischer 

Reste anstelle der 2,3-Dimethylphenyl-Gruppe untersucht. So ging ein Austausch gegen 6-Chinolinyl 

mit gleichbleibender Aktivität einher (LP121),
220

 wohingegen eine deutliche Aktivitätssteigerung 

insbesondere an PPAR durch die Einführung verschiedener Biphenyl-Reste (HZ52 und HZ56) 

erreicht wurde.
221

 

Darüber hinaus konnte das Selektivitätsprofil der Substanzen durch Einführung eines 1-Naphthylrestes 

in -Position dahingehend modifiziert werden, dass PPAR in niedrig mikromolaren Konzentrationen 

ohne Beeinflussung der anderen beiden Subtypen aktiviert wird (YS124). Durch Strukturvariationen 

im Bereich der 2,3-Dimethylphenyl-Gruppe konnte darauf basierend ein Substanzset von 

subtypselektiven PPAR-Agonisten hervorgebracht werden.
192
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Tabelle 3 Strukturen und PPAR-Aktivitäten verschiedener Pirinixinsäure-Derivate
192,219-221

 

Substanz Struktur 
Aktivierung von PPAR (EC50 in µM) 

PPAR PPAR PPAR 

Pirinixin-

säure 

(WY14,643)  

36.3 > 100 µM 53.2 

YS121 

 

1.0 inaktiv 3.6 

LP121 

 

2.2 inaktiv 3.5 

HZ52 

 

0.32 inaktiv 2.4 

HZ56 

 

0.19 inaktiv 1.5 

YS124 

 

inaktiv inaktiv 6.2 
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

3.1 Struktur-Wirkungsbeziehungen  

Die in dieser Arbeit dargestellten Derivate stellen Weiterentwicklungen der Leitstruktur HZ34 (3) dar, 

welche ausgehend von Pirinixinsäure im Arbeitskreis von Prof. Schubert-Zsilavecz entwickelt wurde 

(Ergebnisse sind Bestandteil der Publikation Hieke et al.).
222

 Die Zielsetzung war es dabei, die 

Aktivierung der verschiedenen PPAR-Subtypen (v.a. PPAR und ) zu optimieren. Durch die 

Einführung von zwei lipophilen Phenethoxy-Resten und einer -n-Butylkette konnte nicht nur die 

Aktivität an PPAR zu einem EC50-Wert von 8.3 µM gesteigert werden, sondern man erhält dadurch 

auch Subtypselektivität (inaktiv an PPARund; siehe Abb. 29). An PPAR zeigt HZ34 (3) eine 

maximale Aktivierung von 61% im Vergleich zum Vollagonisten Pioglitazon und kann somit als 

PPAR-Modulator bezeichnet werden. Es muss allerdings an dieser Stelle erwähnt werden, dass 

detaillierte Auswirkungen auf die Expression von PPAR-Targetgenen nicht untersucht wurden. 

 

Abbildung 29 Entwicklung von HZ34 (3). Gekennzeichnet sind die lipophilen Molekülteile als potentielle 

Möglichkeiten der Strukturoptimierung.  

In einem Screening von 13 repräsentativen Strukturen der Substanzbibliothek des Arbeitskreises 

Schubert-Zsilavecz (siehe Tab. 4) konnte HZ34 (3) als -Sekretase-Modulator identifiziert werden, der 

die A42-Produktion mit einem IC50-Wert von 22.8 µM inhibiert und die von A38 mit einem EC50 

von 11.3 µM aktiviert (siehe Abb. 30).  

 

Abbildung 30 A-Profil von HZ34 (3). HZ34 zeigt das klassische Profil eines -Sekretase-Modulators mit 

konzentrationsabhängiger Aktivierung von A38 und Inhibition von A42. 
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Eine entscheidende Rolle für die -Sekretase-Aktivität scheint das Diphenethoxy-Substitutionsmuster 

am zentralen Aromaten zu spielen, da die inaktiven Derivate jeweils nur einen lipophilen Rest in meta- 

oder para-Position zur Thioether-Gruppe tragen. 

Tabelle 4 Strukturen und PPAR-Aktivität der weiteren Screening-Kandidaten. Alle Derivate sind -Sekretase- 

inaktiv 

YS121 YS83 HZ42 

 
 

 
PPAR EC50 = 1.0 µM, PPAR i.a.* 

PPAR EC50 = 3.6 µM 

PPAR und < 50% @ 10µM 

PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 6.0 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 12.2 µM 

LP114 LP121 HZ56 

 
  

PPAR und i.a. 
PPAR EC50 = 2.2 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 3.5 µM 
PPAR EC50 = 0.19 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 1.5 µM 

HZ10 HZ28 HZ65 

 
  

PPAR/  i.a. 

PPAR = 17 ± 6 % @ 10µM 
PPAR EC50 = 6.7 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 6.1 µM 
PPAR EC50 = 0.63 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 3.1 µM 

HZ55 HZ64 HZ75 

   
PPAR EC50 = 0.22 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 1.3 µM 
PPAR EC50 = 0.056 µM, PPAR i.a. 

PPARC50 = 3.0 µM 
PPAR EC50 = 0.11 µM, PPAR i.a. 

PPAR EC50 = 0.54 µM 

* i.a. = inaktiv bei einer Testkonzentration von 10 µM 

 

3.1.1 Thiobarbitursäure-Derivate 

Basierend auf Grundstruktur HZ34 (3; siehe Abb. 29) wurde eine systematische Untersuchung der 

Struktur-Wirkungsbeziehungen durch die Modifikation aller relevanten Strukturelemente 

durchgeführt. Da die Adressierung der beiden Targets -Sekretase und PPAR viel versprechende 
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Ansätze für eine disease-modifying-Therapie von Morbus Alzheimer darstellen (siehe Kap. 2.3 und 

2.4), war die Zielsetzung eine Optimierung hin zu potenteren dualen -Sekretase- und PPAR-

Modulatoren. Das Hauptaugenmerk soll allerdings aufgrund der deutlich valideren Studienlage auf der 

Optimierung der -Sekretase-Modulation liegen.  

In der ersten SAR-Studie wurde dabei der Einfluss der -Substituenten und der lipophilen Reste am 

zentralen Pyrimidinring untersucht. Alle daraus resultierenden Verbindungen werden aufgrund ihres 

zentralen Strukturteils im Folgenden als „Thiobarbitursäure-Derivate“ bezeichnet. Die Ergebnisse 

dieser Studie sind in den Tabellen 5-7 aufgeführt und entsprechen den publizierten Resultaten aus 

Hieke et al..
222

 Die Substanzen 2, 4 und 10 wurden von Frau Michaela Dittrich synthetisiert, 1 und 3 

stammen aus dem Substanzset von Herrn Dr. Heiko Zettl.  

 

Tabelle 5 Variation der -Position und Charakterisierung an PPAR und -Sekretase 

Substanz 

 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in 

µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

Variation der -Substitution 

1 (HZ27) -H 3.7 ± 1.0  111 ± 22 > 40 Inaktiv 

2 (MD72) -Ethyl 6.1 ± 0.2 57 ± 2 41.6 31.1 

3 (HZ34) -n-Butyl 8.3 ± 0.1 61 ± 1 22.8 11.3 

4 (MD74) -n-Hexyl 8.8 ± 0.4 59 ± 5 30.4 24.2 

5 (MH43) -Phenyl inaktiv* 29.3 12.8 

Trennung der Enantiomere von 3 

6 (HZ34R)  22% @ 10 µM 21.5 8.4 

7 (HZ34S)  10.4 ± 0.4 62 ± 3 32.6 13.5 

* Testkonzentration: 10 µM 

 

In der SAR-Studie wurde zunächst der Einfluss des -n-Butyl-Rests untersucht (siehe Tab. 5). Dabei 

wurde die aliphatische Kette verlängert, verkürzt und gegen einen Phenyl-Rest ausgetauscht. Im 

Hinblick auf die -Sekretase-Modulation stellte sich heraus, dass die Kettenverkürzung zu Ethyl (2) zu 

einer abgeschwächten Wirkung und das unsubstituierte Derivat 1 schließlich zur Inaktivität führen. 

Als potenteste Substanz erwies sich Ausgangssubstanz 3, deren Aktivität auch durch 

Kettenverlängerung (4) oder Austausch gegen einen Phenylrest (5) nicht gesteigert werden kann. Alle 

aliphatisch substituierten Derivate stellen duale -Sekretase/ PPAR-Modulatoren dar. Das 

Aktivitätsprofil wird mit dem Ersatz durch Phenyl (5) dahingehend modifiziert, dass diese Substanz 
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eine selektive -Sekretase-Modulation (IC50 A42 = 29.3 µM) zeigt, da sie an PPARbei einer 

Testkonzentration von 10 µM inaktiv ist.  

Um den Einfluss der Stereochemie am -Kohlenstoff-Atom zu untersuchen, wurde die Leitstruktur 3 

exemplarisch mittels enantioselektiver präparativer HPLC (Arbeitskreis Prof. Dr. Lämmerhofer, 

Universität Wien) in ihre beiden Enantiomere getrennt.
223

 Hierbei zeigte sich an der -Sekretase eine 

leichte Überlegenheit des (R)-Enantiomers 6 (IC50 A42 = 21.5 µM) gegenüber dem (S)-Enantiomer 7 

(IC50 A42 = 32.6 µM). An PPAR ist dagegen (S)-Enantiomer 7 (EC50 = 10.4 µM) potenter als 6 

(22% Aktivierung bei 10 µM). Somit war es nicht möglich mit der Trennung ein pharmakologisch 

überlegenes Enantiomer zu identifizieren. Folglich war der Fokus auch bei den weiteren Derivaten 

jeweils auf die Untersuchung des Racemates gerichtet. 

Tabelle 6 Variation der lipophilen Phenethoxy-Reste und Charakterisierung an PPAR und -Sekretase. 

Substanz 

 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

Variation des Ethyl-Spacers zwischen terminalem Phenyl und Ether 

8 (MH41) 
 

31% @ 20 µM 25.2 24.2 

3 (HZ34) 
 

8.3 ± 0.1 61 ± 10 22.8 11.3 

9 (MH44) 
 

8.9 ± 2.1 71 ± 14 30.9 16.4 

10 (MD73) 
 

10.0 ± 1.20 55 ± 7  22.9 16.4 

Einführung von verschiedenen para-Phenyl-Substituenten 

11 (MH137) 

 
7.5 ± 1.4 63 ± 17 13.0 6.4 

12 (MH56) 

 
23% @ 10 µM 19.3 6.2 

13 (MH84) 

 
11.0 ± 0.3 112 ± 200 6.0 1.8 

14 (MH99) 

         
10.3 ± 1.6 115 ± 210 8.6 5.5 

15 (MH60) 

 
33% @ 6 µM 31.2 n.b.* 

16 (MH104) 

 
7.0 ± 0.9 65 ± 70 > 40 n.b.* 

17 (MH138) 
 

32% @ 10 µM 37.7 17.5 
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Substanz 

 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

Einführung von aliphatischen Resten 

18 (MH111) 
 

inaktiv** 11.3 1.9 

19 (MH49) 
 

6.6 ± 0.4 71 ± 5 5.1 4.6 

20 (MH100) 
 

12.1 ± 0.20 127 ± 20 17.2 9.0 

21 (MH92) 
 

4.3 ± 0.9 79 ± 8 > 40 24.0 

22 (MH93) 
 

11.0 ± 0.10 69 ± 1 28.2 10.9 

*n.b. nicht bestimmt, **Testkonzentration: 10 µM 

Das größte Potential zur Strukturoptimierung stellen die beiden Phenethoxy-Reste von 3 dar. Es soll 

an dieser Stelle erwähnt werden, dass aufgrund von synthetischen Einschränkungen innerhalb der 

ersten Studie stets beide lipophilen Reste auf gleiche Weise modifiziert wurden. Zunächst wurden drei 

Derivate mit verkürzten (Methylen 8) sowie verlängerten (n-Propylen 9 und n-Butylen 10) Spacern 

zwischen Phenyl und der Ethergruppe synthetisiert. Dabei liegen die beiden Derivate mit verlängertem 

Spacer (9, 10) an -Sekretase und PPAR in gleichem Aktivitätsbereich wie 3. Auch Substanz 8 mit 

verkürztem Spacer zeigt equipotente -Sekretase-Modulation, allerdings mit verringerter PPAR-

Aktivierung. Zusammenfassend konnte durch die Modifikation keine Verbesserung erreicht werden, 

so dass der initiale Ethylen-Spacer für die nächste Optimierungsrunde beibehalten wurde.  

Eine Steigerung der Aktivität konnte mit der Einführung von verschiedenen p-Phenyl-Substituenten 

erreicht werden. Während die Einführung von p-Nitro- (15) oder p-Cyanogruppen (16) sowie der 

Austausch von Phenyl gegen sein Bioisoster Thiophen (17) zu einer verminderten -Sekretase-

Aktivität im Vergleich zu 3 führen, konnte die Aktivität durch p-Methyl- (11), p-Methoxy- (12), p-

Trifluormethyl- (13) oder p-Trifluormethoxy (14)-Substitution gesteigert werden. Unter diesen zeigte 

die p-Trifluormethyl-substituierte Substanz 13 eines der vielversprechendsten Profile mit IC50 A42 = 

6.0 µM und EC50 PPAR = 11.0 µM. Im letzten Substanzset der Studie wurden die beiden Phenyl-

Reste durch aliphatische Substituenten variabler Grösse ausgetauscht. Während die Einführung von 

Cyclopropyl- (21) und Isopropyl- (22) Resten nur zu schwachen -Sekretase-Modulatoren führt, 

konnten mit dem Ersatz durch Cyclopentyl (20), Cyclohexyl (19) und Cycloheptyl (18) drei Derivate 

dargestellt werden, die ebenfalls zu den aktivstewn GSMs dieser Studie zählen.  

Besonders erwähnenswert ist die Aktivität des Cyclohexylethoxy-Derivates 19, welches eine potente 

duale Modulation von PPAR (EC50 = 6.0 µM) und -Sekretase (IC50 A42 = 5.1 µM) aufweist. 

Zusammen mit der p-(Trifluormethyl)phenethoxy-substituierten Verbindung (13) stellen die beiden 

Derivate die potentesten dualen Modulatoren der Studie dar. 
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Selektivitätsprofil 

Zur Bestimmung des Selektivitätsprofils der Substanzen wurde deren Einfluss auf die COX-

Isoenzyme COX-1 und COX-2 untersucht. Dies beruht auf der Tatsache, dass die dargestellten 

Derivate charakteristische Strukturelemente von sauren GSMs aufweisen (siehe Kap. 2.4.4.2), welche 

ursprünglich von bekannten NSAIDs abgeleitet wurden. Da mit der Säuregruppe und dem lipophilen 

Grundgerüst alle strukturellen Anforderungen von COX-Inhibitoren erfüllt werden, erfolgte eine 

Charakterisierung aller Substanzen an COX, um potentielle off-target Effekte auszuschließen und bei 

der Strukturoptimierung zu berücksichtigen.    

Die COX-Inhibition aller Substanzen wurde bei einer Testkonzentration von 10 µM untersucht. Die 

resultierenden enzymalen Restaktivitäten sind für die Substanzen 1-22 in Tabelle 7 angegeben. In 

Summe zeigen beide COX-Isoenzyme (COX-1 und COX-2) nach Zugabe von 10 µM der jeweiligen 

Substanz Restaktivitäten von höher als 50%. Somit stellen die hier charakterisierten 

Thiobarbitursäure-Derivate im Vergleich zu den klassischen NSAIDs (meist nanomolare COX-

Inhibition) nur schwache COX-Inhibitoren dar und sind diesbezüglich für eine Weiterentwicklung als 

potentielle Alzheimer-Therapeutika geeignet. IC50-Werte wurden für die drei Leitstrukturen 3, 13 und 

19 berechnet. Die beiden Verbindungen 3 und 13 zeigen an COX-1 IC50-Werte von 17-19 µM und an 

COX-2 IC50 > 40 µM. Der Austausch gegen zwei Cyclohexylethoxy-Reste in 19 führte zu stärkerer 

Inhibition von COX-1 und COX-2 mit IC50-Werten von 10-13 µM.  

Tabelle 7 Inhibition der COX-Isoenzyme COX-1/-2 

Substanz 

COX-1 

Restaktivität  

[%] bei 10µM  

COX-2 

Restaktivität  

[%] bei 10µM 

Substanz 

COX-1 

Restaktivität   

[%] bei 10µM 

COX-2 

Restaktivität    

[%] bei 10µM 

1 91.8 ± 5.50 91.7 ± 15.6 12 72.8 ± 29.1 94.6 ± 33.0 

2 84.6 ± 5.50 56.9 ± 1.40 13 
54.4 ± 23.6 

IC50 = 16.9 µM 

69.0 ± 27.7 

IC50> 40 µM 

3 
64.2 ± 24.8 

IC50 = 18.7 µM 

90.9 ± 28.8 

IC50 > 40 µM 
14 73.0 ± 11.5 75.8 ± 8.70 

4 61.8 ± 17.0 63.8 ± 16.8 15 82.1 ± 12.2 91.6 ± 14.6 

5 72.2 ± 13.3 86.0 ± 21.8 16 88.8 ± 16.6 82.6 ± 24.3 

6 73.9 ± 15.8 98.5 ± 11.1 17 76.6 ± 6.90 102.4 ± 16.90 

7 83.5 ± 12.6 92.8 ± 2.10 18 56.1 ± 8.80 50.1 ± 9.30 

8 88.9 ± 21.3 61.6 ± 2.40 19 
52.7 ± 11.1 

IC50 = 13.4 µM 

49.5 ± 18.5 

IC50 = 10.9 µM 

9 78.8 ± 14.9 51.9 ± 11.3 20 68.2 ± 6.90 84.7 ± 3.50 

10 78.8 ± 14.0 53.9 ± 14.2 21 97.7 ± 17.4 87.9 ± 5.80 

11 57.2 ± 12.7 93.3 ± 20.0 22 72.4 ± 31.3 80.5 ± 25.5 

 

Des Weiteren wurde untersucht, ob die vorliegenden Substanzen eine Inhibition der Notch-

Prozessierung zeigen. Notch ist neben APP eines der Substrate der -Sekretase (siehe Kap. 2.4.2.2). In 
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der Konsequenz war die unselektive Inhibition der -Sekretase durch GSIs in präklinischen und 

klinischen Studien mit Mechanismus-bedingten Toxizitäten hervorgerufen durch deren Notch-

Inhibition verbunden (siehe Kap. 2.4.3.1). Ein entscheidender Vorteil der Klasse der GSMs liegt darin, 

dass die Notch-Prozessierung mechanistisch nicht beeinträchtigt wird. Um dies zu verifizieren, 

wurden die beiden Leitstrukturen 13 und 19 ebenfalls auf ihre in vitro-Notch-Effekte hin untersucht. 

Dabei wurde die inhibitorische Aktivität mittels der aus der Notch-Prozessierung resultierenden NICD 

in einem Luciferase-Reportergen-Assay gemessen. Die Resultate der Untersuchung sind in Abb. 31 

dargestellt. Es konnte bis zu einer Konzentration von 40 µM keine Inhibition von Notch beobachtet 

werden.  

 

Abbildung 31 Notch-Inhibition der beiden Leitstrukturen 13 und 19. 

Um die Substanz-spezifischen Eigenschaften noch genauer zu untersuchen und deren Eignung für in 

vivo-Studien abzuschätzen, wurde von jeder Substanz ein Zytotoxizitätsprofil erstellt. Dazu wurden 

CHO-Zellen und Alamar Blue Reagenz
®
 verwendet und die Viabilität der Zellen anhand einer 

Farbreaktion gemessen. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Substanzen ein 

günstiges Zytotoxizitäts-Profil zeigten, da erst in hohen Konzentrationen (ab 60 µM) Effekte auf die 

Viabilität erkennbar waren. Die Ergebnisse der Zytotoxizitätsmessungen sind in Abb. 32 dargestellt.  

 

Abbildung 32 Zytotoxizität der Thiobarbitursäure-Derivate.   
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3.1.2 Trisubstituierte Benzenderivate 

Auf der Basis von Substanz 3 wurde eine zweite Studie zu den Struktur-Wirkungsbeziehungen des 

zentralen Molekülteils durchgeführt. Dabei wurde der zentrale 2-Thiopyrimidin-Teil zunächst gegen 

ein reines Kohlenstoffgerüst (Methylbenzen-Einheit) ausgetauscht und die restlichen Strukturelemente 

der Verbindung 3 beibehalten (siehe Abb. 33).  

Dafür war die Entwicklung einer neuen Synthesestrategie erforderlich. Diese (siehe Kapitel 3.3.2) 

erlaubte vielfältige Strukturvariationen, von denen besonders die Variation des Substitutionsmusters 

am zentralen Aromaten hervorzuheben ist. Alle synthetisierten Verbindungen sowie deren in vitro-

pharmakologische Charakterisierung sind in den Tabellen 8-11 dargestellt. 

 

Abbildung 33 Entwicklung der neuen Leitstruktur 

Den strukturellen Ausgangspunkt für die Entwicklung der trisubstituierten Benzenderivate stellt 2-

(3,5-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 23 dar. Diese ist ebenso eine dualer -Sekretase- und PPAR- 

Modulator, die allerdings im Vergleich zum initialen Hit 3 etwas schwächere Aktivität an -Sekretase 

(IC50 = 38.1 µM) aufweist. 

 Tabelle 8 Variation der exozyklischen Positionen 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Substanz X Y 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

23 (MH85) CH2- CH 4.7 ± 1.8 71 ± 10 38.1 29.1  

24 (MH95) CH= C 7.8 ± 2.7 95 ± 15 36.7 20.0  

25 (MH139) S CH 3.4 ± 0.1 73 ± 10  32.8 21.7 

26 (MH125) O CH 4.8 ± 0.9 46 ± 40 33.8 26.5 
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Folglich wurde zunächst untersucht, auf welche Strukturelemente dies zurückzuführen ist. Es wurden 

zwei Derivate mit exozyklischer Thioether- (25) oder Ethergruppe (26) synthetisiert, bei denen der 

zentrale Benzenring beibehalten wurde. Durch diesen Austausch kann die Potenz an -Sekretase bei 

beiden Derivaten um 5-6 µM gesteigert werden (IC50 33-34 µM), allerdings stellt Verbindung 3 immer 

noch das aktivste Derivat innerhalb der drei Verbindungen dar (siehe Tab. 8). Daher kann man 

schlussfolgern, dass sich nicht nur die Anwesenheit eines exozyklischen Heteroatoms, sondern auch 

die des zentralen Pyrimidin-Rings positiv auf die -Sekretase-Aktivität auswirkt. Resultierend aus 

Synthesezwischenstufe C (siehe Kapitel 3.3.2) wurde zusätzlich die Aktivität von 2-(3,5-

Diphenethoxybenzyliden)hexansäure (24) untersucht, welches eine Zimtsäure-Partialstruktur enthält. 

Derivate mit einer solchen Struktureinheit werden im Folgenden als „Zimtsäure-Derivate“ bezeichnet. 

Bezüglich ihrer in vitro-pharmakologischen Resultate an PPAR und -Sekretase ähnelt diese der 

Leitstruktur 23 stark.  

Im zweiten Teil der Studie wurde das 3,5-Diphenethoxy-Muster am zentralen Benzen modifiziert. Als 

Ausgangssubstanzen für die Synthese dienten dabei kommerziell erhältliche strukturisomere 

Dihydroxybenzaldehyde. Es resultierte ein Substanzset, welches in Abhängigkeit der Positionen der  

Diphenethoxy-Reste unterschiedliche in vitro-pharmakologsche Eigenschaften aufwies (siehe Tab. 9). 

Verschiebt man die beiden Phenethoxyreste von ihrer ursprünglichen 3,5-Position in die 2,3- bzw. 3,4-

Position (27, 28), so resultiert dies in potenten PPAR-Agonisten, welche jedoch keine -Sekretase-

Aktivität mehr aufweisen. 

 

Tabelle 9 Variation des Diphenethoxy-Substitutionsmusters 

Substanz Struktur 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

23 (MH85) 

3,5-Substitu-

tion 

 

4.7 ± 1.8 71 ± 10 38.1 29.1 

27 (MH78) 

2,3-Substitu-

tion 

 

3.7 ± 0.8 79 ± 7 > 40  > 40  

28 (MH73) 

3,4-Substitu-

tion 

 

2.2 ± 0.7 100 ± 9 > 40  > 40 



Martina Hieke, Dissertation  3. Ergebnisse und Diskussion 

53 

Substanz Struktur 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

29 (MH74) 

2,4-Substitu-

tion 

 

Inaktiv @ 10µM 
Inverser Modulator: 

IC50 A38 ~ 5µM 

30 (MH77) 

2,5-Substitu-

tion 

 

10.8 ± 0.8 97 ± 5 21.9 14.2 

 

Verschiebt man die Reste dagegen in 2,4-Position, so wird die PPAR-Aktivität gänzlich aufgehoben 

(inaktiv bei 10 µM) und man erhält stattdessen einen potenten inversen -Sekretase-Modulator, der 

A38 mit einem IC50 von ca. 5 µM inhibiert und A42 aktiviert. Damit stellt Verbindung 29 den 

ersten literaturbeschriebenen inversen Modulator dar, der eine Carbonsäure-Funktion trägt (siehe Kap. 

2.4.4.2). Damit könnte er Beiträge zur Aufklärung des Mechanismus der GSMs liefern.  

Mit der 2,5-substitutierten Verbindung 30 wurde der potenteste duale PPAR/ -Sekretase-Modulator 

innerhalb dieses Substanzsets identifiziert. Diese zeigte einen EC50-Wert an PPAR von 10.8 µM und 

eine -Sekretase-Modulation von IC50 = 21.9 µM. Somit diente diese Substanz als Vorlage zur 

weiteren Optimierung. Die resultierenden Strukturen sind in Tab. 10 zusammengefasst. 

Tabelle 10 Strukturoptimierung der Substanzen 28 und 30 

Sub-

stanz 
Struktur 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

Strukturoptimierung basierend auf Verbindung 30  

31 

(MH147) 

 

1.8 ± 0.5 47 ± 6 16.9  7.8  

32 

(MH164) 

 

75 ± 8 % Aktivierung  

@ 10µM 
3.6 2.8  
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Zunächst wurde das korrespondierende Zimtsäure-Derivat zu 30 synthetisiert. Da dieses (31) an -

Sekretase mit einem IC50-Wert von 16.9 µM um weitere 5 µM potenter ist, wurden im Folgenden 

jeweils die korrespondierenden Zimtsäuren synthetisiert. Bei den Derivaten 32 und 33 wurde die neue 

zentrale Einheit von 31 mit den beiden potentesten Resten aus der ersten Studie, den 

Cyclohexylethoxy- und p-(Trifluormethyl)phenethoxy-Resten kombiniert. Damit konnten die IC50-

Sub-

stanz 
Struktur 

PPARAktivierung -Sekretase-Modulation 

EC50 in µM 

Maximale 

Aktivierung 

in [%] 

Inhibition 

von A42 

(IC50 in µM) 

Aktivierung 

von A38 

(EC50 in µM) 

33 

(MH166) 

 

7.2 ± 1.3 86 ± 12 2.0 1.7 

34 

(MH163) 

 

28 ± 8 Aktivierung  

@ 10µM 
1.1 0.6  

35 

(MH167) 

 

27 ± 5 Aktivierung  

@ 10µM 
2.5 2.9  

Strukturoptimierung basierend auf Verbindung 28 

36 

(MH115) 

 

1.1 ± 0.1 69 ± 3 > 40 > 40 

37 

(MH118) 

 

2.5 ± 0.4 61 ± 5 > 40 > 40  

38 

(MH127) 

 

1.5 ± 0.5 128 ± 18 > 40 > 40  
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Werte für A42 auf 3.6 µM (32) bzw. 2.0 µM (33) gesenkt werden. PPAR wird von den beiden 

Verbindungen ebenfalls im niedrig mikromolaren Bereich (EC50 < 10 µM) aktiviert.  

Aufgrund des neuen Syntheseschemas (siehe Kap. 3.3.2) war es für die Klasse der trisubstituierten 

Benzen-Derivaten des Weiteren möglich, ein Derivat zu synthetisieren, welches mit 5-

Cyclohexylethyl und 2-p-(Trifluormethyl)benzyl zwei unterschiedliche Ether-Reste am zentralen 

Benzen besitzt. Auch dieses Derivat ist mit IC50 A42 = 2.5 µM eines der aktivsten -Sekretase-

Modulatoren, allerdings mit schwächerer Aktivität an PPAR(27% Aktivierung bei 10 µM). Zuletzt 

wurde ein weiteres Derivat mit zwei verkürzten p-(Trifluormethyl)benzyl-Resten synthetisiert, das den 

potentesten GSM dieser Arbeit mit einem IC50-Wert von 1.1 µM darstellt (PPAR 28% Aktivierung 

bei 10 µM). Aufgrund der in vitro-pharmakologischen Aktivität der Substanzen 32 und 33 stellen 

diese beiden Verbindungen die potentesten dualen -Sekretase/ PPAR-Modulatoren dieser Studie dar.  

Auf Basis der PPAR-selektiven Substanz 28 wurden darüber hinaus drei weitere Derivate 

synthetisiert. Dies sind die Dicyclohexylethoxy-substituierte Substanz 36 sowie zwei Derivate mit 

jeweils einem Cyclohexylethoxy- und einem Phenethoxy-Rest (37, 38). Zusammengefasst stellen alle 

drei Derivate die aktivsten, selektiven PPAR-Modulatoren dieser Arbeit dar. 

 

Selektivitätsprofil 

Analog zur ersten Studie wurde auch hier das Selektivitätsprofil der Substanzen hinsichtlich COX-und 

Notch-Inhibition sowie Zytotoxizität erstellt. Die Inhibition der beiden COX-Isoenzyme kann mit 

dem Austausch des zentralen Rings bei fast allen Derivaten gesenkt werden (siehe Tab. 11). Besonders 

interessant sind die Werte der vier potentesten GSMs (32-35). Auffällig ist dabei, dass keine der 

Substanzen eine Inhibition von COX-2 zeigt (Restaktivität > 100%). Auch die COX-1-Inhibition wird 

gesenkt, so dass COX-1 nur noch eine Restaktivität von 76-92% aufweist.  

Tabelle 11 COX-Inhibition  

Substanz 

COX-1 

Restaktivität  

[%] bei 10µM  

COX-2 

Restaktivität  

[%] bei 10µM 

Substanz 

COX-1 

Restaktivität 

[%] bei 10µM 

COX-2 

Restaktivität 

[%] bei 10µM 

23 78.7 ± 34.1  78.4 ± 26.7  31 68.0 ± 21.0 94.4 ± 18.5 

24 81.4 ± 17.1 81.4 ± 15.5 32 76.4 ± 12.7 123.4 ± 33.70 

25 71.3 ± 3.60  109.7 ± 8.500 33 81.0 ± 20.4 102.4 ± 12.60 

26 71.6 ± 6.40 92.5 ± 4.70 34 82.6 ± 8.20 102.0 ± 9.600 

27 66.1 ± 27.6 89.6 ± 35.6 35 92.3 ± 16.0 106.1 ± 20.60 

28 95.8 ± 57.5 86.4 ± 28.9 36 73.8 ± 15.1 79.1 ± 13.2 

29 99.1 ± 20.9 110.3 ± 10.10 37 69.1 ± 6.90 91.5 ± 5.70 

30 63.8 ± 25.9 66.5 ± 24.5 38 82.0 ± 11.7 96.6 ± 16.4 
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Für die potentesten dualen -Sekretase-/ PPAR-Modulatoren 32 und 33 wurde die Inhibition der 

Notch-Prozessierung untersucht. Diese kann bis zu einer Konzentration von 30 µM ausgeschlossen 

werden (siehe Abb. 34). 

 

Abbildung 34 Notch-Inhibition der Verbindungen 32 und 33  

Zuletzt wurde die Zytotoxizität der Substanzen überprüft. Diese zeigt ein ähnliches Bild wie in der 

vorherigen Studie. Keine der Substanzen weist bis 40 µM einen Einfluss auf das Zellüberleben auf, 

erst bei höheren Konzentrationen kommen zytotoxische Effekte zum Tragen (siehe Abb. 35).  

 

Abbildung 35 Zytotoxizität der Derivate aus der zweiten Studie.  

Zusammenfassend war es in dieser Studie nicht nur möglich, die -Sekretase-Potenz bei gleichbleiben-

der PPAR-Modulation noch einmal zu erhöhen, sondern auch die COX-Aktivität weiter zu senken. 

Verbunden mit ihren günstigen Notch- und Zytotoxizitätsprofilen stellen die Leitstrukturen dieses Sets 

ideale Kandidaten für eine Weiterentwicklung dar. 
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3.2 Diskussion 

In den beiden oben dargestellten Studien wurden die Struktur-Wirkungsbeziehungen von dualen -

Sekretase- und PPAR-Modulatoren untersucht, welche einen neuartigen Ansatz zur Therapie von AD 

darstellen. Gerade für Patienten mit Typ-II Diabetes Mellitus, die einen wachsenden Anteil der 

Bevölkerung darstellen und ein erhöhtes Risiko für die Ausbildung von Morbus Alzheimer haben, 

würde ein solcher Wirkstoff eine attraktive Behandlungsmöglichkeit darstellen. Trotz der ähnlichen 

strukturellen Anforderungen von -Sekretase und PPAR (siehe Kap. 2.4.4.2 und 2.5.3.2) wurde bisher 

kein dualer Modulator in der Literatur beschrieben, mit dem die beiden Targets gezielt adressiert 

wurden. Bei den in Kapitel 3.1 aufgeführten Verbindungen handelt es sich folglich um die ersten 

Substanzen, die hinsichtlich beider Targets optimiert wurden. Darüber hinaus wurden die Substanzen 

ausführlich auf ihre möglichen off-target Effekte (COX- und Notch-Inhibition) und Zytotoxizität 

untersucht.  

Innerhalb der beiden Studien war es möglich, umfangreiche Struktur-Wirkungsbeziehungen aller 

Strukturelemente von HZ34 (3) zu erhalten. Dabei zeigte sich folgendes Bild:  

1. In -Position ist die Anwesenheit eines Substituenten für die -Sekretase-Aktivität erforderlich. Die 

Einführung von aliphatischen Ketten resultiert in steigender Aktivität, wobei das Optimum in der n-

Butyl-Kette liegt. Ein Austausch gegen Phenyl (5) resultiert in einem selektiven GSM ohne PPAR-

Aktivität. 2. Im Bereich der lipophilen Phenethoxy-Reste werden breite strukturelle Variationen 

toleriert und die Struktur-Wirkungsbeziehungen sind weniger steil. Als besonders vorteilhaft hat sich 

die Einführung von p-Trifluormethyl-Resten (13) oder der Austausch gegen Cyclohexyl-Reste (19) 

erwiesen. 3. Der Austausch der Thiobarbitursäure-Partialstruktur gegen eine 3,5-Diphenethoxy-

substituierte 2-Benzyl- (23) oder 2-Benzylidenhexansäure (24) geht mit Wirkverlusten an der -

Sekretase einher. Die Aktivität kann jedoch gesteigert werden, wenn die beiden Phenylethoxy-Reste 

von den Positionen 3,5- nach 2,5- (30 und 31) verschoben werden. 4. Die Kombination des 2,5-

Substitutionsmusters von 30 und 31 mit den beiden lipophilen Resten der Verbindungen 13 und 19 

resultierte in einem Substanzset von vier Verbindungen (32-35). Diese stellen die potentesten -

Sekretase-Modulatoren der Studie dar, allerdings mit einem leichten Verlust der PPAR-Aktivität. 

Im Hinblick auf die COX-Inhibition konnten keine steilen SAR festgestellt werden. Alle Substanzen 

der ersten Studie zeigen eine schwache COX-Aktivität (IC50 > 10 µM), wohingegen diese innerhalb 

der zweiten Studie mit den vier Verbindungen 32-35 gesenkt werden konnte. Dabei zeigen die 

Substanzen keine zytotoxischen Eigenschaften und die Leitstrukturen inhibieren die Notch-

Prozessierung nicht. Zusammenfassend war es innerhalb beider Studien möglich, durch gezielte 

Strukturvariationen eine Optimierung der dualen Aktivität zu erreichen. Mit den vorliegenden in vitro-

Charakteristika zeigen die Verbindungen ein viel versprechendes Profil zur Weiterentwicklung in 

präklinischen Studien. Diese könnte zudem weiteren Aufschluss über die therapeutische Eignung des 

Konzepts der dualen -Sekretase/ PPAR-Modulation liefern.   



Martina Hieke, Dissertation  3. Ergebnisse und Diskussion 

58 

3.3 Chemische Synthesen 

3.3.1 Synthese der Thiobarbitursäure-Derivate 

Die Synthese aller beschriebenen Thiobarbitursäure-Derivate der ersten Studie folgte dem im 

Arbeitskreis etablierten Schema, das nach der Vorlage von d‟Atri et al. (1984)
218

 modifiziert und in 

der Publikation von Koeberle et al. beschrieben wurde.
224

  

Ausgehend von Thiobarbitursäure als Edukt wird die Thiolgruppe zunächst mit einem -Brom-

Ethylester verethert und man erhält die Vorstufen 39 bzw. 40. Nachfolgend werden die beiden freien 

Hydroxylgruppen der resultierenden Zwischenstufe in einem Schritt mittels einer Williamson-artigen 

oder Mitsunobu-Ethersynthese (unter Verwendung von kommerziellen erhältlichen Halogen- oder 

Alkoholderivaten) zu den jeweiligen Dialkoxy-Derivaten verethert. Mit Lithiumhydroxid als Base 

erfolgt im letzten Schritt schließlich die Hydrolyse zur freien Carbonsäure.  

 

Schema 1 Synthese der Thiobarbitursäure-Derivate 

 

Reagenzien und Bedingungen: a) R1 = -n-Butyl oder -Phenyl: Thiobarbitursäure (1 eq), -Brom-Ethylhexanoat 

(1.2 eq) oder -Brom-Phenylethylacetat (1.2 eq), Triethylamin (3 eq), DMF (q.s.), 80°C, 3-4 h. b) Mitsunobu-

Bedingungen: A (1 eq), R2-OH (2.1 eq), TPP (2.5 eq), DEAD (2.5 eq), THF, Raumtemperatur, 1-24 h. 

Williamson-artige Bedingungen: A (1 eq), R2-Halogen (2.1 eq), K2CO3 (2.3 eq), DMF, 80-90°C, 3-28 h. c) B    

(1 eq), LiOHxH2O (5 eq), THF/ H2O, 1.5-24 h. 

 

 
3.3.2 Synthese von substituierten 2-Benzyl- und 2-Benzylidenhexansäuren 

Zur weiteren Strukturoptimierung der Substanzen wurde das zentrale Thiobarbitursäure-Element durch 

ein reines Kohlenstoffgerüst ersetzt und das Phenethoxy-Substitutionsmuster variiert. Die jeweiligen 

Substanzen wurden nach modifizierter Vorschrift von Zettl et al. wie folgt dargestellt:
191

  

Zunächst wird die Phosphonat-Vorstufe A in einer Arbuzov-Reaktion durch gemeinsames Erhitzen 

von -Brom-Ethylhexanoat und Triethylphosphit hergestellt. Parallel dazu werden die beiden 

Hydroxylgruppen der strukturisomeren Dihydroxybenzaldehyde B verethert. Je nachdem ob zwei 

unterschiedliche oder gleiche Ether-Reste eingeführt werden, verläuft die Reaktion in ein oder zwei 
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Veretherungs-Schritten. In einer Wittig-Horner-Reaktion werden die beiden Vorstufen A und B unter 

Verwendung von Natriumhydrid in THF zu den jeweiligen Esterderivaten umgesetzt. Diese können 

danach mit Lithiumhydroxid direkt zur freien Zimtsäure hydrolysiert werden. Alternativ ist auch eine 

Hydrierung der exozyklischen Doppelbindung mittels Pd/C und Wasserstoff im Autoklaven zu Ethyl 

2-(Benzyl)hexanoat-Derivaten möglich, die dann im Anschluss verseift werden.  

 

Schema 2 Synthese der 2-Benzyl- und 2-Benzylidenhexansäure-Derivate 

 

Reagenzien und Bedingungen: a) Triethylphosphit (1 eq), -Brom-Ethylhexanoat (1 eq), 120°C, 12 h. b) 

Mitsunobu- oder Williamson-artige Bedingungen (siehe Kap. 3.3.1, Schema 1). c) A (1.3 eq), B (1 eq), NaH (1.3 

eq), THF, Raumtemperatur, 2-22 h. d) C, Pd/ C (10%), Ethanol, 24 h, Raumtemperatur. e) Vorstufe C oder D (1 

eq), LiOHxH2O (5 eq), THF/ H2O, 50-60°C, 6-40 h. 
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3.3.3 Synthese von 2-[(3,5-Diphenethoxyphenyl)thio]hexansäure 25 

Zur Untersuchung des Einflusses eines exozyklischen Schwefel-Atoms auf die Aktivität an -

Sekretase wurde eine Synthese zur Darstellung von 2-[(3,5-diphenethoxyphenyl)thio]hexansäure 

entwickelt. Diese verläuft über sechs Stufen ausgehend von kommerziell erhältlichem Phloroglucinol. 

Zunächst werden dabei zwei der drei Hydroxylgruppen von Phloroglucinol mittels einer Williamson- 

Ethersynthese mit Phenethylbromid umgesetzt.
225

 Die Verbindung 92 kann aus einem Gemisch von 

mono-, di- und trisubstiuierten Phloroglucinolethern in niedriger Ausbeute isoliert werden. Die 

verbleibende Hydroxylgruppe wird darauffolgend mit N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid aktiviert. In 

einer Newman-Kwart-Umlagerung bei 240°C erfolgt der Austausch von Sauerstoff mit Schwefel und 

somit die Einführung der Thiolgruppe.
226

 Diese wird nun im nächsten Schritt mittels Natronlauge 

entschützt und kann danach unter Verwendung von Standardmethoden verethert werden. Den letzten 

Schritt stellt auch hier die Verseifung zur freien Carbonsäure dar.
227

  

Schema 3 Synthese von 2-[(3,5-Diphenethoxyphenyl)thio]hexansäure 25 

 

Reagenzien und Bedingungen: a) Phloroglucinol (1 eq), Phenethylbromid (2.1 eq), NaH (3 eq), DMF, 

Raumtemperatur, 20 h. b) 92 (1eq), N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid (1 eq), NaH (1.2 eq), DMF, 60°C, 5 h. c) 

93, 240°C, 5 h. d) 94 (1 eq), 1M NaOH (10 ml), THF/ MeOH 2:5, 80°C, 3 h. e) 95 (1 eq), -Brom-

Ethylhexanoat (1.2 eq), NaH (1.2 eq), DMF, Raumtemperatur, 3 h. f) 96 (1 eq), LiOHxH2O (5 eq), THF/H2O, 

50°C, 3 h. 
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3.3.4 Synthese von 2-(3,5-Diphenethoxyphenoxy)hexansäure 26 

Im Rahmen der Untersuchung der exozyklischen Position wurde mit Verbindung 26 eine weitere 

Alternative synthetisiert. Ausgehend von Phloroglucinol erfolgt die Synthese hierbei auf ähnliche 

Weise wie bei den vorher beschriebenen Thiobarbitursäure-Derivaten. Zunächst wird eine 

Hydroxylgruppe von Phloroglucinol unter Williamson-Bedingungen mit -Brom-Ethylhexanoat und 

NaH verethert.
225

 Daraufhin findet die Veretherung der beiden weiteren Hydroxylgruppen unter 

Mitsunobu-Bedingungen statt. Zuletzt wird auch hier die Estergruppe hydrolysiert. 

 

Schema 4 Synthese von 2-(3,5-Diphenethoxyphenoxy)hexansäure 26 

 

Reagenzien und Bedingungen: a) Phloroglucinol (1 eq), NaH (1.6 eq), -Brom-Ethylhexanoat (0.8 eq), DMF, 

Raumtemperatur, 8 h. b) 97 (1 eq), Phenylethanol (2.1 eq), DEAD (2.5 eq), TPP (2.5 eq), THF, Raumtemperatur, 

4 h. c) 98 (1 eq), LiOHxH2O (5 eq), THF/H2O, 50°C, 24 h. 
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3.4 In vitro-pharmakologische Charakterisierung  

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Endverbindungen 1-38 wurden in verschiedenen in vitro-

pharmakologischen Testsystemen auf ihre biochemischen Eigenschaften und somit auf den Einsatz als 

potentielle Wirkstoffe für die Behandlung von Morbus Alzheimer hin geprüft. Untersucht wurden 

Effekte auf -Sekretase sowie auf alle Subtypen von PPAR. Zusätzlich wurde ein Selektivitsprofil 

hinsichtlich der Inhibition von COX (COX- 1 und COX-2) und Notch erstellt und die Zytotoxizität der 

Substanzen bestimmt.  

Die Durchführung des -Sekretase-Assays, des Notch-Assays und der Messung der Zytotoxizität 

erfolgte im Arbeitskreis von Prof. Dr. Sascha Weggen (Universitätsklinikum der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf), die Transaktivierung von PPAR wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. 

Schubert-Zsilavecz und die COX-Inhibition der Verbindungen wurde an der Universität Tübingen, 

Arbeitskreis Prof. Dr. Oliver Werz, untersucht. 

 

3.4.1 -Sekretase-Assay 

Die Untersuchung der -Sekretase-Aktivität wurde indirekt über die Freisetzung der 

Amyloidfragmente A40, A42 und A38 in einem zellulären ELISA-Assay bestimmt. Die 

praktischen Arbeiten wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Sascha Weggen von Frau Julia Ness am 

Universitätsklinikum in Düsseldorf nach publizierter Methode durchgeführt.
228

  

Über das hier verwendete A-Profiling ist eine Unterscheidung in -Sekretase-Inhibitoren,                   

-Modulatoren oder inverse Modulatoren möglich. Für den Assay werden CHO (chinese hamster 

ovar)-Zellen mit stabiler Überexpression von humanem Wildtyp-APP und humanem Wildtyp-

Presenilin-1 zusammen mit der jeweiligen Testsubstanz in aufsteigenden Konzentrationen inkubiert.  

Die konditionierten Überstände werden auf IC16-gecoatete ELISA-Platten gegeben. Der IC16-

Antikörper bindet an A1-15 und immobilisiert alle A-Peptide auf der Platte. Zur Quantifizierung der 

einzelnen Amyloid-Fragmente werden mit Meerrettich-Peroxidase-gelabelte Antikörper hinzugefügt, 

die spezifisch an das jeweilige C-terminale Ende von A38, A40 und A42 binden. Nachfolgend 

findet eine Farbreaktion mit einem Peroxidase-Kit statt. Die Absorption wird bei 450 nm ausgewertet. 

Als Vergleichswerte werden synthetische A38-, A40- und A42-Fragmente verwendet.  

Jede Substanz wird dreifach gemessen und mit einer DMSO-Kontrolle normalisiert. Für die 

Bestimmung von IC50-Werten werden die Werte von 8 Konzentrationen herangezogen und eine nicht-

lineare Kurve erstellt. Eine statistische Auswertung erfolgt mittels GraphPadPrism (GraphPad 

Software). 
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3.4.2 PPAR-Transaktivierungs-Assay 

Die Aktivierung von humanem PPAR, PPAR und PPAR wurde in einem Reportergen-Assay in 

COS-7-Zellen (Nierenzelllinie aus der afrikanischen grünen Meerkatze) bestimmt. Die praktischen 

Arbeiten wurden von Frau Ramona Steri im Arbeitskreis Prof. Dr. Schubert-Zsilavecz nach 

publizierter Vorschrift durchgeführt.
191

 

Dabei werden COS-7 Zellen mit dem Plasmid pFA-CMV-PPAR-LBD transfiziert, das anstelle des 

PPAR-Vollrezeptors ein Fusionsprotein codiert, das aus einer Gal4-DNA-Bindedomäne (anstelle der 

DNA-Bindedomäne von PPAR), der hinge-Region und der Liganden-Bindungsdomäne (LBD) des 

jeweiligen humanen PPAR-Subtyps besteht. Der CMV (Cytomegalovirus)-Promotor sorgt dabei für 

ein hohes konstitutives Expressionsniveau des Fusionsproteins. Für Gal4 ist auf dem Reporterplasmid 

außerdem ein passendes Response-Element (UAC) vorhanden. Bei Bindung eines Liganden an die 

LBD wird die Transkription von Genen (im Speziellen des Firefly-Luciferase-Gens) aktiviert, die 

unter der Kontrolle eines Gal4-Responselements stehen. Das Firefly-Luciferase-Gen ist auf dem 

Reporter-Plasmid enthalten und wird unter Kontrolle eines Promotors (bestehend aus der fünffachen 

Wiederholung des Gal4-Responseelements und einer TATA-Box) nach PPAR-Aktivierung 

transkribiert. Die Luciferase-Expression kann somit als direktes als Maß für die Aktivierung von 

PPAR verwendet werden. Als vorteilhaft hat sich hier vor allem die hohe Subtypspezifität erwiesen, 

da die Aktivierung endogener PPARs aufgrund der fehlenden PPAR-Response-Elemente auf dem 

Reporter-Plasmid nicht mit erfasst wird. Für die Normalisierung der Werte hinsichtlich Faktoren wie 

Zellzahl, Zellüberleben und Proteinexpressionsrate wird ein weiteres Kontrollplasmid zugegeben, 

welches das Renilla-Luciferase-Gen beinhaltet. Die Detektion und Quantifizierung der Firefly-

Luciferase-Aktivität erfolgt über Lumineszenzmessung. Hierfür wird nach Lyse der Zellen das 

Substrat Luciferin zugegeben, welches durch die Firefly-Luciferase unter Lumineszenz in 

Oxyluciferin umgewandelt wird. Um die Normalisierung über Renilla-Luciferase mit einzubeziehen, 

wird Coelenterazin zugegeben und ebenfalls über Lumineszenz quantifiziert. Die resultierenden Werte 

der Firefly-Luciferase werden dann durch die resultierenden Werte der Renilla-Kontrollen geteilt und 

man erhält als normierte Größe sogenannte relative Light Units (rLU). Als Positiv-Kontrolle dienten 

Pioglitazon (PPAR), GW7647 (PPAR) und für L165,041 (PPAR) in einer Konz. von 1 µM. 

 

3.4.3 Messung von off-target Effekten und Zytotoxizität 

3.4.3.1 COX-Inhibition 

Die COX-Inhibition der Substanzen wurde am reinen Enzym im Arbeitskreis von Prof. Dr. Oliver 

Werz von Frau Christine Greiner an der Universität Tübingen nach publizierter Vorschrift getestet.
224

 

Für COX-1 wird dabei isolierte, ovine COX-1 (aufgereinigt, 50 Einheiten) verwendet und für COX-2 

das humane rekombinante Enzym (20 Einheiten). Zu diesen wird bei 4°C jeweils eine Mischung aus 
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Tris-Puffer (pH 8), Glutathion, Hämoglobin und EDTA zugegeben und 5 min mit den jeweiligen 

Testverbindungen inkubiert. Im Folgenden werden die Proben für 60 Sekunden auf 37°C erwärmt und 

Arachidonsäure als Substrat zugegeben (5 µM für COX-1 und 2 µM für COX-2). Nach weiteren 5 min 

bei 37°C wird das COX-Produkt 12-HHT (12-Hydroxyheptadecatriensäure) extrahiert. Die 

Umsetzung zu 12-HHT wird schließlich mittels einer HPLC-Methode quantifiziert. 

 

3.4.3.2 Notch-Assay 

Die Messung der Notch-Inhibition und der Zytotoxizität wurde ebenfalls an der Universität Düsseldorf 

von Frau Julia Ness durchgeführt. Die Inhibition von Notch wurde mittels eines Reportergen-Assays 

(Gal4, Renilla-Luciferase und Firefly-Luciferase) in CHO-Zellen gemessen. Dabei wurden CHO-

Zellen transient mit dem pCDNA3-Notch-E-GVP-Plasmid, welches für einen Teil des Notch-

Rezeptors verbunden mit einer Gal4-DNA-Bindungs/ VP16-Transaktivierungs-Domäne codiert, und 

mit dem MH100-Reporterplasmid, welches die Firefly Luciferase unter der Kontrolle des AUS-

Promotors codiert, unter Verwendung des GeneJuice-Transfizierungs-Reagenzes (MerckChemicals 

Ltd.) transfiziert. Eine Cotransfektion des MH100-Reporters mit einem leeren pcDNA3-Plasmid dient 

dabei als Negativkontrolle. Zusätzlich werden 5 ng des Plasmids pRL-TK, das für die Renilla-

Luciferase codiert, zu dem Plasmid-Mix als Kontrolle der Transfektions-Effizienz zugegeben. 24 

Stunden nach der Transfektion werden die Zellen für weitere 24 Stunden mit steigenden Konzen-

trationen der Testverbindungen inkubiert. Als Positivkontrolle dient der -Sekretase-Inhibitor LY-

411,575 (0.5 µM) bzw. DAPT (5 µM) und als Negativkontrolle DMSO. Die Zellen werden danach 

lysiert und die Firefly- bzw. Renilla-Luciferase-Aktivitäten mittels eines Dual Glo-Luciferase-Assay-

Systems (Promega) und einem PARADIGM-Mikroplatten-Leser (Beckman-Coulter) quantifiziert. Die 

Normalisierung hinsichtlich Zellzahl, Zellüberleben und Proteinexpressionsrate wird wie beim PPAR-

Assay dadurch erreicht, dass die Firefly-Luciferase-Werte durch die Renilla-Luciferase-Werte geteilt 

werden. Die prozentuale Aktivierung des Reporters wird über die Normalisierung von je drei 

Messungen im Vergleich zu den Werten der DMSO-Kontrolle berechnet. Eine t-Test-Analyse wurde 

von zwei unabhängigen Experimenten mittels GraphPad Prism durchgeführt (p < 0.001). 

 

3.4.3.3 Zytotoxizitätsassay 

Die Zytotoxizität der Substanzen wurde an CHO-Zellen mit stabiler Überexpression von humanem 

APP und humanem Wildtyp-PS-1 gemessen. Nach 24-stündiger Kultivierung der Zellen werden diese 

mit steigenden Konzentrationen an Wirkstoff (0-100 µM, gelöst in DMSO) versehen. Nach Inkubation 

(24 h) wird die Zellviabilität mittels einer Farbreaktion mit Alamar Blue Reagenz (Invitrogen) 

untersucht. Die Absorption wird bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen, als 

Referenzwellenlänge wird 600 nm verwendet. Die resultierenden Viabilitäts-Werte sind 

Durchschnittswerte aus zwei unabhängigen Experimenten.  
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4. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die weltweit die häufigste Ursache einer 

Demenz darstellt. Da neben genetischer Prädisposition vor allem ein hohes Lebensalter einen 

Hauptrisikofaktor für die Erkrankung darstellt, erwartet man für die Industrieländer in den nächsten 

Jahrzehnten eine enorm ansteigende Patientenzahl. Trotz der großen Fortschritte in der Aufklärung der 

pathologischen Zusammenhänge ist es bisher noch nicht gelungen, eine Therapie zu entwickeln, mit 

der das Voranschreiten der Krankheit deutlich verlangsamt oder sogar gestoppt werden kann.  

Die vorliegende Arbeit verfolgt einen medizinisch-chemischen Ansatz, in der die Entwicklung von 

dualen -Sekretase- und PPAR(Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor )-Modulatoren als 

potentielle Arzneistoffe gegen Morbus Alzheimer im Fokus steht. Bei der -Sekretase handelt es sich 

um eine Aspartylprotease, die im Rahmen der Amyloid-Kaskade an der carboxyterminalen Spaltung 

von Amyloid Precursor Protein und damit unmittelbar an der Bildung der pathogenen Amyloid-42-

Fragmente beteiligt ist. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass diverse Punktmutationen in ihrer 

katalytischen Untereinheit Presenilin eine genetisch bedingte early-onset Alzheimer-Demenz auslösen 

können. Das therapeutische Potential von -Sekretase-Inhibitoren und -Modulatoren konnte in der 

Folge in zahlreichen präklinischen Studien bestätigt werden. 

PPAR gehört zur Familie der nukleären Rezeptoren und gilt als wichtiger Regulator der Lipid- und 

Glucosehomöostase. Mit Pioglitazon ist in Deutschland derzeit ein PPAR-Agonist für die Therapie 

von Typ-II Diabetes Mellitus zugelassen. Da Erkrankungen mit Störungen im Lipid- und 

Glucosehaushalt wichtige epidemiologische Risikofaktoren für Morbus Alzheimer darstellen, wurde 

die Rolle von PPAR auch in diesem Kontext untersucht. In zahlreichen in vivo-Studien wurden 

PPAR-Agonisten aufgrund vielfältiger Mechanismen mit positiven Effekten bei Morbus Alzheimer in 

Verbindung gebracht. Duale -Sekretase-/ PPAR-Modulatoren könnten somit insbesondere bei Typ-

II-Diabetikern, die einen wachsenden Anteil der Bevölkerung darstellen und ein erhöhtes Risiko für 

die Ausbildung von Morbus Alzheimer haben, eine attraktive Option zur Prävention und Behandlung 

von Morbus Alzheimer darstellen.  

Den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit bildet die Verbindung HZ34 (3), die als subtypselektiver 

PPAR-Modulator als erste Verbindung ihrer Klasse zusätzlich auch -Sekretase-Modulation zeigte. 

Die Zielsetzung war dabei eine umfangreiche Untersuchung der zugrunde liegenden Struktur-

Wirkungsbeziehungen sowie eine Optimierung beider pharmakologischer Aktivitäten. In der ersten 

Studie wurde zunächst der Einfluss der -Kette sowie der beiden lipophilen Phenethoxy-Reste 

untersucht und deren Resultate in der Publikation Hieke et al., J.Med.Chem. 2010 zusammengefasst. 

Eine signifikante Steigerung der Aktivität an beiden Targets war durch Modifikation der beiden 

lipophilen Reste, insbesondere durch Einführung von p-Trifluormethyl-Substituenten (13) und durch 

Ersatz der Phenethoxyreste durch Cyclohexylethoxy (19), möglich. In der zweiten Studie wurde eine 
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Synthesestrategie entwickelt, die den Ersatz der zentralen Thiobarbitursäure-Partialstruktur von 3 

erlaubte und zu trisubstituierten Benzenderivaten führte. Die zu 3 analoge Verbindung 2-(3,5-

Diphenethoxybenzyl)hexansäure 23 führte zunächst zu schwächerer -Sekretase-Modulation. Eine 

Steigerung der Aktivität konnte jedoch durch Verschiebung der Phenethoxy-Reste von 3,5- (23) auf 

2,5-Positionen und Einführung einer exozyklischen Doppelbindung (31) erreicht werden. Unter 

Beibehaltung der neuen zentralen Einheit von 31 konnte die Potenz an -Sekretase zuletzt durch 

Austausch der beiden Phenethoxy-Reste gegen die in der ersten Studie identifizierten potentesten 

Reste in 33 (p-(Trifluormethyl)phenethoxy) und 32 (Cyclohexylethoxy) deutlich gesteigert werden.  

 

Zusammengefasst wurden die Struktur-Wirkungsbeziehungen ausgehend von HZ34 (3) in zwei 

umfangreichen Studien untersucht. Dabei konnte eine Optimierung hinsichtlich dualer -Sekretase und 

PPAR-Modulation gezeigt werden. Trotz der ähnlichen strukturellen Anforderungen von -Sekretase 

und PPAR (saure Kopfgruppe verbunden mit einem lipophilen Grundgerüst) wurde bisher kein dualer 

Modulator in der Literatur beschrieben, mit dem die beiden Targets gezielt adressiert wurden. Somit 

stellen die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen die ersten Substanzen dar, die hinsichtlich 

beider Targets optimiert wurden. Alle synthetisierten Derivate wurden darüber hinaus auf Inhibition 

von Notch (physiologisch relevantes Substrat der -Sekretase) und der Cyclooxygenase (COX)-

Isoenzyme 1 und 2 getestet. Da Notch nicht signifikant und COX-1/-2 nur moderat gehemmt wird und 

die Verbindungen in vitro keine Cytotoxizität aufweisen, stellen sie ideale Strukturen zur 

Weiterentwicklung als Alzheimer-Wirkstoffe dar.  
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5. EXPERIMENTELLER TEIL 

5.1 Allgemeine Angaben 

Dünnschichtchromatographie: DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 (Firma Merck KGaA), Schichtdicke 

0.2 mm. Die Chromatogramme wurden entweder über Fluoreszenzlöschung (254 nm), Fluoreszenz bei 

366 nm oder Ansprühen mit Ninhydrin-Reagenz visualisiert. 

Säulenchromatographie: MN Kieselgel 60 (Firma Macherey-Nagel GmbG und CoKG), Korngröße 

0.04-0.063 mm. 

Kernresonanzspektroskopie (NMR): Die Aufnahme von 
1
H-NMR-Spektren erfolgte am 

Spektrometer Bruker ARX 300 (300 MHz). 
13

C-NMR-Spektren wurden am Spektrometer AC 200 E 

(50 MHz). Die chemischen Verschiebungen der 
1
H- und 

13
C-Spektren wurden auf DMSO-d6 (2.50 

ppm: 
1
H-NMR und 39.5 ppm: 

13
C-NMR) oder CDCl3 (7.26 ppm: 

1
H-NMR und 77.2 ppm: 

13
C-NMR) 

geeicht und beziehen sich auf eine Temperatur von 25°C. Die Kopplungskonstante J wird in der 

Einheit Hertz (Hz) angegeben und bezeichnet eine 
3
JHH-Kopplung über drei Bindungen benachbarter 

H-Atome. 

Massenspektrometrie (MS): Die Massenspektren wurden am Institut für organische Chemie der 

Goethe-Universität Frankfurt aufgenommen. Verwendete Methode war die Elektronensprayionisation 

(ESI), die im negativen (ESI-) oder positiven Modus (ESI+) auf dem Gerät Fisous Instruments VG 

Platform 2 durchgeführt wurde. 

Elementaranalysen (EA): Die Elementarzusammensetzung der Substanzen wurde ebenfalls vom 

Institut für organische Chemie der Goethe-Universität Frankfurt untersucht. Dabei wurde entweder das 

Gerät Foss Heraeus CHN-O-Rapid oder Elementar Vario Micro Cube verwendet. 

Verwendete Lösungsmittel und Chemikalien: Die meisten Lösungsmittel wurden in technischer 

Form eingesetzt. Absolute Lösungsmittel sowie weitere Chemikalien wurden von den Firmen Sigma 

Aldrich Chemie GmbH, Alfa Aesar GmbH und CoKG, Merck Chemicals, Acros Organics oder Matrix 

Scientific bezogen.  
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5.2 Synthese und Charakterisierung der Thiobarbitursäure-

Derivate 

Syntheseschema:  

 

5.2.1 Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Thioether-Vorstufe 

 

Für die Synthese der Vorstufen 39 und 40 wird 2-Thiobarbitursäure (E1) in wasserfreiem DMF 

(quantum satis; ca. 50 ml) suspendiert und nachfolgend Triethylamin (TEA) zugegeben. Erhitzen auf 

80-90°C resultiert in einer klaren Lösung, die tropfenweise mit dem jeweiligen 2-Brom-Ethylester (E2) 

versetzt wird. Nach Verbrauch der Thiobarbitursäure nach 3-4-stündigem Erhitzen (80°C; DC-

Kontrolle) wird das Reaktionsgemisch mit 4-5 Teilen Wasser gequenscht. Im Anschluss wird die 

resultierende wässrige Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert und über MgSO4 getrocknet. Nach 

Evaporation des organischen Lösungsmittels wird das Rohprodukt durch Umkristallisation aus n-

Hexan/ Ethylacetat oder Säulenchromatographie (mobile Phase: n-Hexan/ Ethylacetat) aufgereinigt, so 

dass das gereinigte Produkt als weißer Feststoff isoliert werden kann.  

Tabelle 12 Synthesebedingungen  

Sub- 

stanz 

E1 

Menge in  

g (mmol) 

E2 TEA 

Menge in  

g (mmol) 

Reak-

tions-

dauer 

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 

R1= 
Menge in 

g (mmol) 
in % in g 

39 (MH38) 4.3 (30.0) n-butyl 10.0 (45.0) 4.6 (45.0) 3 55.9 4.8 Weißer Feststoff 

40 (MH01) 3.6 (24.7) phenyl 9.0 (37.0) 3.7 (37.0) 4 85.1 6.4 Weißer Feststoff 
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5.2.2 Charakterisierung der Zwischenstufen 39 und 40 

Charakterisierung von Ethyl 2-[(4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)thio]hexanoat 39 (MH38) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.82-0.87 (t, 3H, J = 6.9 Hz, Bu-CH3), 1.14-1.19 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.28-1.31 (m, 4H, Bu-CH2), 1.72-1.92 (m, 2H, Bu-CH2), 4.08-4.15 (q, 2H, J = 7.1 

Hz, O-CH2), 4.47-4.52 (t, 1H, J = 7.1 Hz, S-CH), 5.22 (s, 1H, Pyr-CH), 11.75 (s, br, Pyr-OH). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.63 (Et-CH3), 13.89 (Bu-CH3), 21.59 (Bu-CH2), 28.49 (Bu-

CH2), 31.27 (Bu-CH2), 46.39 (S-CH), 61.06 (O-CH2), 85.62 (Pyr-C5), 167.79 (Pyr-C2), 170.86 (COO). 

MS (ESI-): m/e = 284.9 [M-1]
-
 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-[(4,6-dihydroxypyrimidin-2-yl)thio]-2-phenylacetat 40 

(MH01) 

 

1
H-NMR (250.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 1.10-1.13 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Et-CH3), 4.0-4.2 (m, 2H, O-

CH2), 5.2 (s, 1H, S-CH), 5.6 (s, 1H, Pyr-CH), 7.27-7.44 (m, 5H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.81 (Et-CH3), 51.21 (S-CH), 61.66 (O-CH2), 85.74 (Pyr-C5), 128.32 (Ph‟-C4), 

128.58 (2C, Ph‟-C3/5), 129.0 (2C, Ph‟-C2/6), 134.62 (Ph‟-C1), 162.88 (Pyr-C2), 167.98 (2C, Pyr-C4/6), 

169.30 (COO). MS (ESI+): m/e = 307.0 [M+1]
+
. Anal. (C14H14N2O4S [306.34]) C, H, N: ber. C: 

54.89, H: 4.61, N: 9.14, gef. C: 54.85, H: 4.60, N: 9.09 Abw. C: 0.05 H: 0.01 N: 0.05. 
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5.2.3 Arbeitsvorschrift zur Veretherung der Hydroxygruppen 

 

 

Methode A.  

Die Substanzen 41-47 wurden unter Williamson-artigen Bedingungen hergestellt. Dazu wird Vorstufe 

39 oder 40 (E1; 1 eq) zusammen mit Alkylhalogenid (E2: 2.1 eq) in wasserfreiem DMF suspendiert 

und auf 80-90°C erhitzt. Nach portionsweiser Zugabe von K2CO3 (2.3 eq) wird die resultierende 

Suspension für mehrere Stunden bei 80°C gerührt. Ist E1 vollständig verbraucht (DC-Kontrolle), wird 

DMF bei 60°C evaporiert und der Rückstand mit 100 ml Wasser verdünnt. Nach Neutralisation mit 2N 

HCl auf pH 7 wird die wässrige Phase zweifach mit je 100 ml Ethylacetat extrahiert und die 

vereinigten organischen Fraktionen mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen sowie über MgSO4 

getrocknet. Nach Einrotieren des Lösungsmittels wird das Rohprodukt schließlich unter Verwendung 

von Säulenchromatographie und n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase aufgereinigt. 

Tabelle 13 Synthesebedingungen 

Sub- 

stanz 

E1 

Menge in      

g (mmol) 

E2 K2CO3 

Menge in 

g (mmol) 

Reak-

tions- 

Dauer 

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt    

Menge in 

g (mmol) in % in g 

41 
(MH40) 

39: 1.0 (3.3) 2-Phenethylbromid 1.27 (6.8) 1.04 (7.6) 28 15.0 0.25 Oranges Öl 

42 
(MH39) 

40: 0.7 (2.4) Benzylchlorid 0.65 (5.1) 0.78 (5.7) 7.5 56.0 0.65 
Farbloses 

Öl 

43 
(MH42) 

40: 0.8 (3.0) 
1-Brom-3- 

phenylpropan 
1.25 (6.3) 0.96 (6.9) 4 65.0 1.02 

Farbloses 

Öl 

44 
(MH54) 

40: 0.6 (2.1) 
4-Methoxy- 

Phenylethylbromid 
0.95 (4.4) 0.67 (4.9) 21 60.3 0.70 

Farbloses 

Öl 

45 

(MH107) 
40: 0.7 (2.4) 

Cycloheptyl- 

Ethylchlorid 
0.82 (5.1) 0.76 (5.7) 20 20.0 0.25 

Farbloses 

Öl 

46 
(MH47) 

40: 0.7 (2.4) 
Cyclohexyl- 

Ethylbromid 
0.98 (5.1) 0.76 (5.7) 3 66.9 0.80 

Farbloses 

Öl 

47 
(MH91) 

40: 0.7 (2.4) Isopentylbromid 0.78 (5.1) 0.76 (5.7) 3 62.3 0.65 
Farbloses 

Öl 
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Methode B.  

Die Substanzen 48-55 wurden mittels Mitsunobu-Synthese hergestellt. Dabei wird Vorstufe 40 (E1; 1 

eq), der jeweilige Alkohol (E2; 2.1 eq) und Triphenylphosphin (TPP, 2.5 eq) zusammen in einem 

Dreihalskolben in wasserfreiem THF gelöst. Nach Erzeugen einer Argonatmosphäre und 

Eisbadkühlung wird Diethylazodicarboxylat (DEAD, 2.5 eq; in 5 ml THF gelöst) tropfenweise über 

ein Septum zugegeben und die resultierende Lösung für mehrere Stunden bis zum Verbrauch beider 

Edukte gerührt. Im Anschluss wird THF einrotiert und der Rückstand mittels Säulenchromatographie 

(n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase) aufgereinigt.  

Tabelle 14 Synthesebedingungen  

Sub- 

Stanz 

E1: 40 

Menge in 

g (mmol) 

E2 TPP 

Menge in 

g (mmol) 

DEAD 

Menge in 

g (mmol) 

Reak- 

tions- 

dauer    

(in h) 

Ausbeute 
Aussehen 

Edukt 
Menge in 

g (mmol) in % in g 

48 
(MH135) 

0.7 (2.4) 
4-Methyl- 

Phenylethanol 
0.7 (4.9) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 24 75.9 0.97 Farbloses Öl 

49  
(MH82) 

0.4 (1.6) 
4-Trifluor-

methyl- 

Phenylethanol 
0.6 (3.2) 1.2 (4.6) 0.8 (4.6) 1 64.3 0.64 Farbloses Öl 

50  
(MH96) 

 0.7 (2.4) 
4-Trifluor- 

methoxy- 

Phenylethanol 
1.0 (4.9) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 2 74.1 1.20 Farbloses Öl 

51  
(MH55) 

0.6 (2.1) 
4-Nitro- 

phenylethanol 
0.7 (4.2) 1.4 (5.2) 0.9 (5.2) 2.5 63.9 0.79 Gelbes Öl 

52 
(MH102) 

0.7 (2.4) 
4-Cyano- 

Phenylethanol 
0.7 (4.9) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 3 71.4 0.95 Farbloses Öl 

53  
(MH136) 

0.7 (2.4) 
3-Thiophenyl- 

Ethanol 
0.6 (4.9) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 18 80.6 1.24 Farbloses Öl 

54  
(MH98) 

0.7 (2.4) 
Cyclopentyl- 

Ethanol 
0.5 (4.7) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 3 55.3 0.63 Farbloses Öl 

55  
(MH88) 

0.7 (2.4) 
Cyclopropyl- 

Ethanol 
0.4 (4.9) 1.6 (6.1) 1.1 (6.1) 3 63.1 0.65 Farbloses Öl 
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5.2.4 Charakterisierung der Zwischenstufen 41-55 

Charakterisierung von Ethyl 2-[(4,6-bis(phenethoxy)pyrimidin-2-yl)thio]-2-phenylacetat 41 

(MH40) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.99-1.05 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Et-CH3), 3.03-3.09 (t, 4H, J = 

8.2 Hz, Ph-CH2), 3.95-4.16 (m, 2H, O-CH2), 4.44-4.58 (s, 1H, S-CH), 4.44-4.58 (m, 4H, Pyr-O-CH2), 

6.00 (s, 1H, Pyr-CH), 7.25-7.52 (m, 15H, Ph-H + Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 

14.04 (Et-CH3), 34.45 (2C, Ph-CH2), 51.96 (S-CH), 59.70 (O-CH2), 67.21 (2C, Pyr-O-CH2), 86.15 

(Pyr-C5), 126.34 (2C, Ph-C4), 128.29 (4C, Ph-C2/6), 128.31 (Ph‟-C4), 128.54 (4C, Ph-C3/5), 128.87 (2C, 

Ph‟-C2/6), 129.01 (2C, Ph‟-C3/5), 133.93 (Ph‟-C1), 137.83 (2C, Ph-C1), 168.49 (Pyr-C2), 169.69 (Pyr-

C4/6), 170.12 (COO-). MS (ESI+): m/e = 515.4 [M+1]
+
. Anal. (C30H30N2O4S [514.19]) C, H, N: ber. 

C: 70.01, H: 5.88, N: 5.44, gef. C: 69.89, H: 6.04, N: 5.61, Abw. C: 0.12, H: 0.16, N: 0.15. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(benzyloxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 42 (MH39) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.81-0.86 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.10-1.15 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.26-1.31 (m, 4H, Bu-CH2), 1.79-1.87 (m, 2H, n-Bu-CH2), 4.06-4.13 (m, 2H, O-

CH2), 4.33-4.37 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 5.28-5.39 (m, 4H, Ph-CH2-O), 6.08 (s, 1H, Pyr-CH), 7.30-

7.42 (m, 10 H, Ph-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.64 (Bu-CH3), 13.91 (Et-CH3), 

21.60 (Bu-CH2), 28.72 (Bu-CH2), 30.65 (Bu-CH2), 47.22 (S-CH), 60.98 (O-CH2), 68.02 (2C, Ph-CH2), 

86.47 (Pyr-C5), 127.87 (2C, Ph-C4), 127.93 (4C, Ph-C2/6), 128.16 (4C, Ph-C3/5), 136.45 (2C, Ph-C1), 

167.03 (Pyr-C2), 170.06 (2C, Pyr-C4/6), 171.47 (COO-). MS (ESI+): m/e = 467.4 [M+1]
+
. Anal. 

(C26H30N2O4S [466.19]) C, H, N: ber. C: 66.93, H: 6.48, N: 6.00, gef. C: 67.22, H: 6.37, N: 5.94, 

Abw. C: 0.29, H: 0.11, N: 0.06. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(3-phenylpropoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 43 

(MH42) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.85 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.08-1.13 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.26-1.33 (m, 4H, Bu-CH2), 1.86-1.95 (m, 2H, Bu-CH2), 1.95-2.02 (m, 4H, C2H2), 

2.65-2.70 (m, 4H, Ph-CH2), 4.00-4.07 (m, 2H, O-CH2), 4.17-4.31 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 5.93 

(s, 1H, Pyr-CH), 7.14-7.29 (m, 10 H, Ph-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.63 (Et-

CH3), 13.91 (Bu-CH3), 21.60 (Bu-CH2), 28.76 (Bu-CH2), 29.65 (2C, C2H2), 30.69 (Bu-CH2), 31.14 

(2C, Ph-CH2), 47.13 (S-CH), 60.87 (O-CH2), 65.96 (2C, Pyr-O-CH2), 85.95 (Pyr-C5), 125.83 (2C, Ph-

C4), 128.10 (4C, Ph-C2/6), 128.28 (4C, Ph-C3/5), 141.07 (2C, Ph-C1), 168.45 (Pyr-C2), 170.23 (2C, Pyr-

C4/6), 171.31 (COO-). MS (ESI+): m/e = 523.5 [M+1]
+
.  Anal. (C30H38N2O4S [522.26]) C, H, N: ber. 

C: 68.93, H: 7.33, N: 5.36, gef. C: 69.16, H: 7.30, N: 5.52, Abw. C: 0.23, H: 0.03, N: 0.16. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-methylphenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

48 (MH135) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.04-1.09 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.25-1.38 (m, 4H, Bu-CH2), 1.75-1.95 (m, 2H, Bu-CH2), 2.25 (s, 6H, Ph-CH3), 2.90-

2.95 (t, 4H, J = 6.6 Hz, Ph-CH2), 3.96-4.09 (m, 2H, O-CH2), 4.31-4.44 (m, 5H, S-CH + Pyr-O-CH2), 

5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 7.07-7.16 (m, 8H, Ph-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.65 (Bu-

CH3), 13.86 (Et-CH3), 20.60 (Ph-CH3), 21.64 (Bu-CH2), 28.82 (Bu-CH2), 30.76 (Bu-CH2), 34.05 (2C, 

Ph-CH2), 47.14 (S-CH), 60.92 (O-CH2), 67.25 (2C, Pyr-O-CH2), 86.01 (Pyr-C5), 128.73 (4C, Ph-C2/6), 

128.90 (4C, Ph-C3/5), 134.66 (2C, Ph-C1), 135.32 (2C, Ph-C4), 168.53 (Pyr-C2), 170.08 (2C, Pyr-C4/6), 
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171.35 (COO-). MS (ESI+): m/e = 523.5 [M+1]
+
. Anal. (C30H38N2O4S [522.7]) C, H, N, S: ber. C: 

68.93, H: 7.33, N: 5.36, S: 6.13, gef. C: 68.73, H: 7.31, N: 5.22, S: 6.38, Abw. C: 0.20, H: 0.02, N: 

0.14, S: 0.25.  

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}- 

hexanoat 44 (MH54) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.03-1.08 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.26-1.33 (m, 4H, Bu-CH2), 1.82-1.87 (m, 2H, Bu-CH2), 2.88-2.93 (t, 4H, J = 6.9 Hz, 

Ph-CH2), 3.74 (s, 6H, Ph-O-CH3), 3.96-4.12 (m, 2H, O-CH2), 4.31-4.43 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 

5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 6.84-6.86 (d, 4H, J = 8.6 Hz, Ph-C3/5), 7.16-7.19 (d, 4H, J = 8.6 Hz, Ph-C2/6). 

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.82 (Et-CH3), 14.02 (Bu-CH3), 21.59 (Bu-CH2), 28.78 (Bu-

CH2), 30.73 (Bu-CH2), 33.57 (2C, Ph-CH2), 47.12 (S-CH), 54.95 (2C, Ph-O-CH3), 59.68 (O-CH2), 

67.36 (2C, Pyr-O-CH2), 85.97 (Pyr-C5), 113.76 (4C, Ph-C3/5), 129.58 (2C, Ph-C1), 129.81 (4C, Ph-

C2/6), 157.86 (2C, Ph-C4), 168.51 (Pyr-C2), 170.27 (Pyr-C4/6), 171.32 (COO-). MS (ESI+): m/e = 

555.4 [M+1]
+
. Anal. (C30H38N2O6S [554.25]) C, H, N: ber. C: 64.96, H: 6.90, N: 5.05, gef. C: 65.16, 

H: 7.09, N: 4.86, Abw. C: 0.20, H: 0.19, N: 0.29. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-(trifluoromethyl)phenethoxy)pyrimidin-2-yl]-

thio}hexanoat 49 (MH82) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.02-1.06 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.29-1.40 (m, 4H, Bu-CH2), 1.84-1.92 (m, 2H, Bu-CH2), 3.07-3.11 (t, 4H, J = 6.6 Hz, 
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Ph-CH2), 3.97-4.08 (m, 2H, O-CH2), 4.29-4.35 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 4.47-4.53 (m, 4H, Pyr-O-

CH2), 5.89 (s, 1H, Pyr-CH), 7.49-7.52 (d, 4H, J = 8.0 Hz, Ph-C2/6), 7.63-7.66 (d, 4H, J = 8.1 Hz, Ph-

C3/5). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.60 (Bu-CH3), 14.07 (Et-CH3), 21.60 (Bu-CH2), 

28.79 (Bu-CH2), 30.64 (Bu-CH2), 34.15 (2C, Ph-CH2), 47.16 (S-CH), 60.88 (O-CH2), 66.59 (2C, Pyr-

O-CH2), 86.06 (Pyr-C5), 125.11 (4C, Ph-C3/5), 126.13-127.35 (2C, -CF3), 129.71 (4C, Ph-C2/6), 143.01 

(2C, Ph-C1), 168.59 (Pyr-C2), 169.99 (Pyr-C4/6), 171.31 (COO-). MS (ESI+): m/e = 631.6 [M+1]
+
, 

Anal. (C30H32F6N2O4S[630.20]) C, H, N, S: ber. C: 57.14, H: 5.11, N: 4.44, S: 5.03, gef. C: 57.12, H: 

5.06, N: 4.45, S: 5.08, Abw. C: 0.02, H: 0.05, N: 0.01, S: 0.05. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-(trifluoromethoxy)phenethoxy)pyrimidin-2-yl]- 

thio}hexanoat 50 (MH96) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.02-1.07 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.19-1.33 (m, 4H, Bu-CH2), 1.85-1.99 (m, 2H, Bu-CH2), 2.99-3.04 (t, 4H, J = 6.8 Hz, 

Ph-CH2), 3.96-4.08 (m, 2H, O-CH2), 4.30-4.35 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 4.40-4.48 (m, 4H, Pyr-O-

CH2), 5.90 (s, 1H, Pyr-CH), 7.26-7.29 (d, 4H, J = 7.9 Hz, Ph-C2/6), 7.38-7.43 (m, 4H, Ph-C3/5). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.57 (Bu-CH3), 13.76 (Et-CH3), 21.59 (Bu-CH2), 28.79 (Bu-

CH2), 30.70 (Bu-CH2), 33.66 (2C, Ph-CH2), 47.16 (S-CH), 60.87 (O-CH2), 66.82 (2C, Pyr-O-CH2), 

86.04 (Pyr-C5), 120.88 (4C, Ph-C3/5), 121.75 (2C, -CF3), 130.69 (4C, Ph-C2/6), 137.49 (2C, Ph-C1), 

146.96 (2C, Ph-C4), 168.58 (Pyr-C2), 170.02 (2C, Pyr-C4/6), 171.33 (COO-). MS (ESI+): m/e = 663.6 

[M+1]
+
. Anal. (C30H32F6N2O6S [662.19]) C, H, N, S: ber. C: 54.38, H: 4.87, N: 4.23, S: 4.84, gef. C: 

54.39, H: 5.00, N: 4.25, S: 5.09, Abw. C: 0.01, H: 0.13, N: 0.02, S: 0.25.  
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Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-nitrophenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 51 

(MH55) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.04-1.09 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.22-1.34 (m, 4H, Bu-CH2), 1.76-1.89 (m, 2H, Bu-CH2), 3.12-3.16 (t, 4H, J = 6.5 Hz, 

Ph-CH2), 3.96-4.05 (m, 2H, O-CH2), 4.29-4.34 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 4.45-4.55 (m, 4H, Pyr-O-

CH2), 5.88 (s, 1H, Pyr-CH), 7.55-7.57 (d, 4H, J = 8.8 Hz, Ph-C2/6), 8.13-8.17 (d, 4H, J = 8.8 Hz, Ph-

C3/5). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.85 (Bu-CH3), 14.03 (Et-CH3), 21.60 (Bu-CH2), 

28.80 (Bu-CH2), 30.67 (Bu-CH2), 34.18 (2C, Ph-CH2), 47.18 (S-CH), 60.92 (O-CH2), 66.32 (2C, Pyr-

O-CH2), 86.09 (Pyr-C5), 123.33 (4C, Ph-C3/5), 130.19 (4C, Ph-C2/6), 146.25 (2C, Ph-C1), 146.47 (2C, 

Ph-C4), 168.59 (Pyr-C2), 170.28 (2C, Pyr-C4/6), 171.30 (COO-). MS (ESI+): m/e = 585.4 [M+1]
+
, 

Anal. (C28H32N4O8S [584.19]) C, H, N: ber. C: 57.52, H: 5.52, N: 9.58, gef. C: 57.38, H: 5.53, N: 

9.35, Abw. C: 0.14, H: 0.01, N: 0.23.  

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(4-cyanophenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

52 (MH102) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.04-1.09 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.20-1.39 (m, 4H, Bu-CH2), 1.75-1.89 (m, 2H, Bu-CH2), 3.06-3.11 (t, 4H, J = 6.6 Hz, 

Ph-CH2), 3.99-4.09 (m, 2H, O-CH2), 4.26-4.31 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 4.44-4.51 (m, 4H, Pyr-O-

CH2), 5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 7.47-7.50 (d, 4H, J = 8.2 Hz, Ph-C2/6), 7.74-7.78 (d, 4H, Ph-C3/5). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.62 (Bu-CH3), 13.85 (Et-CH3), 21.61 (Bu-CH2), 28.78 (Bu-

CH2), 30.68 (Bu-CH2), 34.41 (2C, Ph-CH2), 47.18 (S-CH), 60.91 (O-CH2), 66.38 (2C, Pyr-O-CH2), 

86.05 (Pyr-C5), 109.28 (2C, Ph-C4), 118-83 (2C, -CN), 129.99 (4C, Ph-C2/6), 132.17 (4C, Ph-C3/5), 
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144.13 (2C, Ph-C1), 168.59 (Pyr-C2), 169.96 (2C, Pyr-C4/6), 171.30 (COO-). MS (ESI+): m/e = 545.5 

[M+1]
+
. Anal. (C30H32N4O4S [544.21]) C, H, N, S: ber. C: 66.15, H: 5.92, N: 10.29, S: 5.89, gef. C: 

65.94, H: 6.21, N: 10.15, S: 5.77, Abw. C: 0.21, H: 0.29, N: 0.14, S: 0.12. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(3-thiophenyl)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 53 

(MH136) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.80-0.85 (t, 3H, J = 6.9 Hz, Bu-CH3), 1.06-1.11 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.28-1.35 (m, 4H, Bu-CH2), 1.75-1.98 (m, 2H, Bu-CH2), 2.98-3.03 (t, 4H, J = 6.8 Hz, 

TP-CH2), 3.99-4.10 (m, 2H, O-CH2), 4.32-4.48 (m, 5H, S-CH + Pyr-O-CH2), 5.94 (s, 1H, Pyr-CH), 

7.05-7.07 (dd, 2H, J = 1.2; 4.9 Hz, TP-C4H), 7.26-7.27 (dd, 2H, J = 1.0; 2.7 Hz, TP-C2H), 7.46-7.47 

(dd, 2H, J = 3.0; 4.9 Hz, TP-C5H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.67 (Bu-CH3), 13.88 

(Et-CH3), 21.66 (Bu-CH2), 28.82 (Bu-CH2), 29.10 (2C, TP-CH2), 30.72 (Bu-CH2), 47.19 (S-CH), 

60.94 (O-CH2), 66.60 (2C, Pyr-O-CH2), 86.07 (Pyr-C5), 121.87 (2C, TP-C2), 125.93 (2C, TP-C5), 

128.52 (2C, TP-C4), 138.02 (2C, TP-C3), 168.56 (Pyr-C2), 170.10 (2C, Pyr-C4/6), 171.39 (COO-). MS 

(ESI+): m/e = 507.5 [M+1]
+
. Anal. (C24H30N2O4S3 [506.70]) C, H, N, S: ber. C: 56.89, H: 5.97, N: 

5.53, S: 18.98, gef. C: 57.12, H: 5.84, N: 5.50, S: 18.89, Abw. C: 0.23, H: 0.13, N: 0.03, S: 0.12. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(2-cycloheptylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

46 (MH107) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.83-0.87 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.95-1.15 (m, 4H, 

Bu-CH2), 1.12-1.17 (t, 3H, Et-CH3), 1.25-1.88 (m, 32H, Cyclohept-H + CH2 + Bu-CH2), 4.07-4.32 (m, 
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7H, -O-CH2 + Pyr-O-CH2 + S-CH), 5.89 (s, 1H, Pyr-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 

13.66 (Bu-CH3), 13.92 (Et-CH3), 21.63 (Bu-CH2), 24.45 (4C, Cyclohept-C4/5), 24.66  (4C, Cyclohept-

C3/6), 28.48 (2C, Cyclohept-C1), 28.83 (Bu-CH2), 30.75 (Bu-CH2), 32.13 (4C, Cyclohept-C2/7), 35.18 

(2C, Cyclohept-CH2), 47.11 (S-CH), 60.91 (O-CH2), 66.58 (2C, Pyr-O-CH2), 85.83 (Pyr-C5), 168.38 

(Pyr-C2), 170.28 (2C, Pyr-C4/6), 171.34 (COO-). MS (ESI+): m/e = 535.6 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(2-cyclohexylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

54 (MH47) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.87 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.12-1.17 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.20 (m, 2H, Cyclohex-H), 1.24-1.37 (m, 12H, Bu-CH2 + Cyclohex-H + Cyclohex-

CH2), 1.51-1.71 (m, 16H, Cyclohex-H), 1.76-1.92 (m, 2H, Bu-CH2), 4.01-4.16 (m, 2H, O-CH2), 4.20-

4.37 (m, 5H, S-CH + Pyr-O-CH2), 5.89 (s, 1H, Pyr-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 

13.63 (Bu-CH3), 13.90 (Et-CH3), 21.60 (Bu-CH2), 25.64 (4C, Cyclohex-C3/5), 25.99 (2C, Cyclohex-

C4), 28.82 (Bu-CH2), 30.83 (Bu-CH2), 32.56 (4C, Cyclohex-C2/6), 33.88 (2C, Cyclohex-C1), 35.59 

(2C, Cyclohex-CH2), 47.05 (S-CH), 60.89 (O-CH2), 64.74 (2C, Pyr-O-CH2), 85.87 (Pyr-C5), 168.40 

(Pyr-C2), 170.26 (Pyr-C4/6), 171.32 (COO-). MS (ESI+): m/e = 507.5 [M+1]
+
. Anal. (C28H46N2O4S 

[506.32]) C, H, N: ber. C: 66.37, H: 6.93, N: 5.53, gef. C: 66.51, H: 9.20, N: 5.48, Abw. C: 0.14, H: 

0.05, N: 0.05. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(2-cyclopentylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

55 (MH98) 
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1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.88 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.11-1.18 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.17-1.47 (m, 8H, Bu-CH2 + Cyclopent-H), 1.47-1.65 (m, 10H, Cyclopent-H), 1.65-

1.98 (m, 10H, Bu-CH2 + Cyclopent-H + CH2), 4.07-4.13 (m, 2H, O-CH2), 4.19-4.27 (m, 4H, Pyr-O-

CH2), 4.61-4.67 (t, 1H, J = 7.1 Hz, S-CH), 5.88 (s, 1H, Pyr-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): 

δ = 13.64 (Bu-CH3), 13.91 (Et-CH3), 21.62 (Bu-CH2), 24.53 (4C, Cyclopent-C3/4), 28.82 (Bu-CH2), 

30.81 (Bu-CH2), 32.04 (4C, Cyclopent-C2/5), 34.32 (2C, Cyclopent-CH2), 36.24 (2C, Cyclopent-C1), 

47.06 (S-CH), 60.90 (O-CH2), 66.10 (2C, Pyr-O-CH2), 85.91 (Pyr-C5), 168.40 (Pyr-C2), 170.23 (2C, 

Pyr-C4/6), 171.31 (COO-). MS (ESI +): m/e = 479.5 [M+1]
+
. Anal. (C26H42N2O4S [478.29]) C, H, N, 

S: ber. C: 65.24, H: 8.84, N: 5.85, S: 6.70, gef. C: 65.32, H: 8.96, N: 5.73, S: 6.57, Abw. C: 0.08, H: 

0.12, N: 0.12, S: 0.13.  

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(2-cyclopropylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 

56 (MH88) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.07-0.09 (m, 4H, Cycloprop-CH2), 0.39-0.42 (m, 4H, 

Cyclopro-CH2), 0.71-0.82 (m, 2H, Cycloprop-CH), 0.83-0.88 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.13-1.18 

(t, 3H, J = 7.0 Hz, Et-CH3), 1.24-1.42 (m, 4H, Bu-CH2), 1.53-1.60 (q, 4H, J = 6.8 Hz, Cycloprop-

CH2), 1.75-1.94 (m, 2H, Bu-CH2), 4.08-4.14 (m, 2H, O-CH2), 4.23-4.38 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 

5.89 (s, 1H, Pyr-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.99 (4C, Cycloprop-C2/3), 7.43 (2C, 

Cycloprop-C1), 13.67 (Bu-CH3), 13.95 (Et-CH3), 21.65 (Bu-CH2), 28.83 (Bu-CH2), 30.77 (Bu-CH2), 

33.11 (2C, Cycloprop-CH2), 47.13 (S-CH), 60.95 (O-CH2), 66.74 (2C, Pyr-O-CH2), 85.92 (Pyr-C5), 

168.45 (Pyr-C2), 170.25 (2C, Pyr-C4/6), 171.38  (COO-). MS (ESI+): m/e = 423.3 [M+1]
+
. Anal. 

(C22H34N2O4S [422.22]) C, H, N, S: ber. C: 62.53, H: 8.11, N: 6.63, S: 7.59, gef. C: 62.69, H: 8.17, N: 

6.68, S: 7.75, Abw. C: 0.16, H: 0.06, N: 0.05, S: 0.16. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-{[4,6-bis(isopentyloxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexanoat 47 

(MH91) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.91 (m, 15H, Bu-CH3 + Isopent-CH3), 1.12-1.17 (t, 

3H, J = 7.0 Hz, Et-CH3), 1.26-1.38 (m, 4H, Bu-CH2), 1.52-1.58 (q, 4H, J = 6.7 Hz, Isopent-CH2), 1.62-

1.77 (m, 2H, Bu-CH2), 1.79-1.95 (m, 2H, Isopent-CH), 4.02-4.16 (m, 2H, O-CH2), 4.20-4.33 (m, 4H, 

Pyr-O-CH2), 4.32-4.37 (t, 1H, J = 7.1 Hz, S-CH),  5.89 (s, 1H, Pyr-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.63 (Bu-CH3), 13.91 (Et-CH3), 21.62 (Bu-CH2), 22.26 (4C, Isopent-C4/5), 24.46 (2C, 

Isopent-C3), 28.81 (Bu-CH2), 30.76 (Bu-CH2), 36.96 (2C, Isopent-C2), 47.08 (S-CH), 60.89 (O-CH2), 

65.12 (2C, Pyr-O-CH2), 85.87 (Pyr-C5), 168.42 (Pyr-C2), 170.24 (2C, Pyr-C4/6), 171.33  (COO-). MS 

(ESI+): m/e = 427.3 [M+1]
+
. Anal. (C22H38N2O4S [426.26]) C, H, N, S: ber. C: 61.94, H: 8.98, N: 

6.57, S: 7.52, gef. C: 62.28, H: 9.26, N: 6.48, S: 7.55, Abw. C: 0.34, H: 0.28, N: 0.09, S: 0.03.  
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5.2.5 Arbeitsvorschrift zur Verseifung der Estergruppe 

 

Die Verbindungen 41-55 werden in 5 ml THF und 10 ml MeOH gelöst. Dazu wird eine Lösung aus 

LiOHxH2O in 3 ml H2O tropfenweise zugegeben. Die Lösung wird bei 50°C gerührt, bis sich der Ester 

vollkommen zur Säure umgesetzt hat (DC-Kontrolle, Reaktionsdauer 2-24 h). Nach Evaporation des 

Lösungsmittels wird der Rückstand in Wasser gelöst (unter Erhitzen; falls nötig unter Zugabe von 

kleinen Mengen Methanol) und mit 2N HCl bis zum Ausfall der freien Säure angesäuert. Der 

Niederschlag wird abfiltriert und jeweils mit Wasser und n-Hexan gewaschen. Ist der Niederschlag 

ölig, so wird die wässrige Phase noch einmal mit Ethylacetat ausgeschüttelt. Die Aufreinigung findet 

mittels Säulenchromatographie oder Umkristallisation aus n-Hexan/ Ethylacetat statt. 

 

Tabelle 15 Synthesebedingungen  

Substanz 

E LiOHxH2O 

Menge in g 

(mmol) 

Reaktions-

dauer  

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt 

Menge in     

g (mmol) 
in % in g 

5  (MH43) 41 0.20 (0.4) 0.08 (1.9) 5 80.2 0.77 Weißer Feststoff 

8  (MH41) 42 0.50 (1.0) 0.45 (10.7) 17 20.0 0.10 Farbloses Öl 

9  (MH44) 43 1.02 (1.9) 0.40 (9.6) 7 68.4 0.13 Weißer Feststoff 

11  (MH137) 48 0.70 (1.3) 0.28 (5.7) 4 98.1 0.65 Weißer Feststoff 

12  (MH56) 44 0.40 (0.7) 0.17 (3.6) 5 89.4 0.34 Farbloses Öl 

13  (MH84) 49 0.40 (0.6) 0.13 (3.2) 24 92.2 0.35 Gelbes Öl 

14  (MH99) 50 0.86 (1.3) 0.27 (6.5) 2 97.0 0.80 Farbloses Öl 

15  (MH60) 51 0.35 (0.6) 0.12 (3.0) 20 64.3 0.21 Gelber Feststoff 

16  (MH104) 52 0.50 (0.9) 0.19 (4.6) 3 74.0 0.30 Weißer Feststoff 

17  (MH138) 53 0.29 (0.6) 0.12 (2.9) 1.5 88.0 0.24 Farbloses Öl 

18  (MH111) 45 0.40 (0.7) 0.15 (3.7) 2 54.7 0.21 Farbloses Öl 

19  (MH49) 46 0.44 (0.9) 0.18 (4.3) 4 84.1 0.35 Farbloses Öl 

20  (MH100) 54 0.50 (1.0) 0.22 (5.2) 3 74.5 0.35 Farbloses Öl 

21  (MH92) 55 0.40 (0.9) 0.19 (4.7) 6 74.3 0.28 Gelbes Öl 

22  (MH93) 47 0.55 (1.3) 0.27 (6.5) 8 76.4 0.39 Farbloses Öl 
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5.2.6 Charakterisierung der Thiobarbitursäure-Derivate 5, 8-9, 11-22 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(phenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}-2-phenylessigsäure 5 

(MH43) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 2.96-3.01 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph-CH2), 4.45-4.50 (t, 4H, J = 

6.8 Hz, Pyr-O-CH2), 5.47 (s, 1H, S-CH), 5.89 (s, 1H, Pyr-CH), 7.17-7.48 (m, 15H, Ph-H + Ph‟-H), 

12.9 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.45 (2C, Ph-CH2), 52.40 (S-CH), 

67.18 (2C, Pyr-O-CH2), 86.08 (Pyr-CH5), 126.30 (2C, Ph-C4), 128.30 (4C, Ph-C2/6), 128.30 (Ph‟-C4), 

128.34 (4C, Ph-C3/5), 128.82 (2C, Ph‟-C3/5), 128.85 (2C, Ph‟-C2/6), 134.89 (Ph‟-C1), 137.95 (Ph-C1), 

168.79 (Pyr-C2), 170.08 (2C, Pyr-C4/6), 170.97 (COOH). MS (ESI+): m/e = 487.4 [M+1]
+
. Anal. 

(C28H26N2O4S [486.16]) C, H, N: ber. C: 69.11, H: 5.39, N: 5.76, gef. C: 68.90, H: 5.49, N: 5.73, 

Abw. C: 0.21, H: 0.10, N: 0.03.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(benzyloxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 8 (MH41) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.81-0.86 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.10-1.15 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.26-1.31 (m, 4H, Bu-CH2), 1.79-1.87 (m, 2H, Bu-CH2), 4.06-4.13 (m, 2H, O-CH2), 

4.33-4.37 (t, 1H, J = 7.2 Hz, S-CH), 5.28-5.39 (m, 4H, Ph-CH2), 6.08 (s, 1H, Pyr-CH), 7.30-7.42 (m, 

10 H, Ph-CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.69 (Bu-CH3), 20.71 (Bu-CH2), 28.82 (Bu-

CH2), 30.80 (Bu-CH2), 47.55 (S-CH), 59.70 (2C, Ph-CH2), 86.35 (Pyr-C5), 128.00 (2C, Ph-C4), 128.19 

(4C, Ph-C2/6), 128.41 (4C, Ph-C3/5), 136.19 (2C, Ph-C1), 168.95 (Pyr-C2), 170.02 (2C, Pyr-C4/6), 

172.80 (COOH). MS (ESI+): m/e = 439.2 [M+1]
+
. Anal. (C24H26N2O4S [438.16]) C, H, N: ber. C: 

65.73, H: 5.98, N: 6.39, gef. C: 65.88, H: 6.01, N: 6.52, Abw. C: 0.15, H: 0.03, N: 0.13.  
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Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(3-phenylpropoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 9 

(MH44) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.86 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.23-1.35 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.72-1.87 (m, 2H, Bu-CH2), 1.94-2.02 (m, 4H, C2H2), 2.64-2.70 (m, 4H, Ph-CH2), 4.22-4.27 (m, 

5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 5.91 (s, 1H, Pyr-CH), 7.14-7.30 (m, 10H, Ph-H), 12.77 (s/br, 1H, COOH). 

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.91 (Bu-CH3), 21.60 (Bu-CH2), 28.85 (Bu-CH2), 29.46 (2C, 

C2H2), 30.93 (Bu-CH2), 31.43 (2C, Ph-CH2), 47.43 (S-CH), 66.00 (2C, Pyr-O-CH2), 85.84 (Pyr-C5), 

125.80 (2C, Ph-C1), 128.11 (4C, Ph-C2/6), 128.27 (4C, Ph-C3/5), 141.21 (2C, Ph-C1), 167.19 (Pyr-C2), 

170.20 (2C, Pyr-C4/6), 172.79 (COOH). MS (ESI+): m/e = 495.2 [M+1]
+
. Anal. (C28H34N2O4S 

[494.22]) C, H, N: ber. C: 67.99, H: 6.93, N: 5.66, gef. C: 67.76, H: 7.04, N: 5.42, Abw. C: 0.23, H: 

0.11, N: 0.24.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-methylphenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 11 

(MH137)  

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.26-1.37 (m, 4H, 

Bu-CH2), 1.79-1.88 (m, 2H, Bu-CH2), 2.25 (s, 6H, Ph-CH3), 2.90-2.95 (t, 4H, J = 6.6 Hz, Ph-CH2), 

4.26-4.31 (t,1H, J = 7.1 Hz, S-CH), 4.39-4.44 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Pyr-O-CH2), 5.86 (s, 1H, Pyr-CH), 

7.07-7.19 (d, 4H, J = 8.0 Hz, Ph-C3/5), 7.13-7.16 (d, 4H, J = 8.0 Hz, Ph-C2/6), 12.83 (s/br, 1H, COOH).  

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.69 (Bu-CH3), 20.59 (2C, Ph-CH3), 21.70 (Bu-CH2), 28.92 

(Bu-CH2), 30.98 (Bu-CH2), 34.03 (2C, Ph-CH2), 47.40 (S-CH), 67.20 (2C, Pyr-O-CH2), 85.89 (Pyr-

C5), 128.71 (4C, Ph-C2/6), 128.88 (4C, Ph-C3/5), 134.71 (2C, Ph-C1), 135.27 (2C, Ph-C4), 168.85 (Pyr-
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C2), 170.05 (2C, Pyr-C4/6), 172.72 (COOH). MS (ESI-): m/e = 493.6 [M-1]
-
. Anal. (C28H34N2O4S 

[494.22]) C, H, N: ber. C: 67.99, H: 6.93, N: 5.66, S: 6.48, gef. C: 67.78, H: 7.15, N: 5.51, S: 6.78, 

Abw. C: 0.21, H: 0.22, N: 0.15, S: 0.30. 

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-methoxyphenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 

12 (MH56) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.25-1.33 (m, 4H, 

Bu-CH2), 1.79-1.97 (m, 2H, Bu-CH2), 2.88-2.93 (t, 4H, J = 6.9 Hz, Ph-CH2), 3.70 (s, 6H, Ph-O-CH3), 

4.26-4.30 (t, 1H, J = 7.1 Hz, S-CH), 4.38-4.43 (t, 4H, J = 6.9 Hz, Pyr-O-CH2), 5.86 (s, 1H, Pyr-CH), 

6.82-8.76 (d, 4H, J = 8.6 Hz, Ph-C3/5), 7.15-7.19 (d, 4H, J = 8.6 Hz, Ph-C2/6), 12.3 (s/br, 1H, COOH). 

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.66 (Bu-CH3), 20.70 (Bu-CH2), 28.91 (Bu-CH2), 30.99 

(Bu-CH2), 33.58 (2C, Ph-CH2), 47.41 (S-CH), 54.95 (2C, Ph-O-CH3), 67.34 (2C, Pyr-O-CH2), 85.88 

(Pyr-C5), 113.76 (4C, Ph-C3/5), 129.66 (2C, Ph-C1), 129.81 (4C, Ph-C2/6), 157.84 (2C, Ph-C4), 168.87 

(Pyr-C2), 170.08 (2C, Pyr-C4/6), 172.70 (COOH). MS (ESI-): m/e = 525.4 [M-1]
-
. Anal. 

(C28H34N2O6S [526.21]) C, H, N: ber. C: 63.86, H: 6.51, N: 5.32, gef. C: 63.72, H: 6.78, N: 5.06, 

Abw. C: 0.14, H: 0.27, N: 0.24.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-(trifluoromethyl)phenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}-

hexansäure 13 (MH84) 
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1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.22-1.37 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.74-1.92 (m, 2H, Bu-CH2), 3.06-3.11 (t, 4H, J = 6.6 Hz, Ph-CH2), 4.27-4.30 (t, 1H, J = 7.1 Hz, 

S-CH), 4.48-4.53 (t, 4H, J = 6.6 Hz, Pyr-O-CH2), 5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 7.49-7.52 (d, 4H, J = 8.0 Hz, 

Ph-C2/6), 7.63-7.66 (d, 4H, J = 8.0 Hz, Ph-C3/5), 12.82 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.64 (Bu-CH3), 21.67 (Bu-CH2), 28.92 (Bu-CH2), 30.91 (Bu-CH2), 34.16 (2C, Ph-

CH2), 47.46 (S-CH), 66.54 (2C, Pyr-O-CH2), 85.97 (Pyr-C5), 124.99 (4C, Ph-C3/5), 125.14-127.74 (2C, 

-CF3), 129.69 (4C, Ph-C2/6), 143.06 (2C, Ph-C1), 168.95 (Pyr-C2), 169.97 (2C, Pyr-C4/6), 172.23 

(COOH). MS (ESI-): m/e = 601.4 [M-1]
-
, Anal. (C28H28F6N2O4S [602.17]) C, H, N, S: ber. C: 55.81, 

H: 4.68, N: 4.65, S: 5.32, gef. C: 56.10, H: 4.86, N: 4.40, S: 5.40, Abw. C: 0.29, H: 0.18, N: 0.25, S: 

0.08. 

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-(trifluoromethoxy)phenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}- 

hexansäure 14 (MH99) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.85 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.23-1.35 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.85-1.97 (m, 2H, Bu-CH2), 2.99-3.04 (t, 4H, J = 6.7 Hz, Ph-CH2), 4.25-4.30 (t, 1H, J = 7.1 Hz, 

S-CH), 4.45-4.50 (t, 4H, J = 6.7 Hz, Pyr-O-CH2), 5.88 (s, 1H, Pyr-CH), 7.26-7.29 (d, 4H, J = 7.9 Hz, 

Ph-C2/6), 7.38-7.41 (m, 4H, Ph-C3/5), 12.80 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ 

= 13.63 (Bu-CH3), 21.67 (Bu-CH2), 28.91 (Bu-CH2), 30.92 (Bu-CH2), 33.66 (2C, Ph-CH2), 47.43 (S-

CH), 66.79 (2C, Pyr-O-CH2), 85.96 (Pyr-C5), 114.97+121.75 (2C, -CF3), 120.86 (4C, Ph-C3/5), 130.67 

(4C, Ph-C2/6), 137.56 (2C, Ph-C1), 146.91 (2C, Ph-C4), 168.92 (Pyr-C2), 170.01 (2C, Pyr-C4/6), 172.73 

(COOH). MS (ESI+): m/e = 635.5 [M+1]
+
. Anal. (C28H28F6N2O6S [634.16]) C, H, N, S: ber. C: 

53.00, H: 4.45, N: 4.41, S: 5.05, gef. C: 53.20, H: 4.50, N: 4.30, S: 5.31, Abw. C: 0.20, H: 0.05, N: 

0.11, S: 0.26.  
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Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-nitrophenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 15 

(MH60) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.22-1.36 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.79-1.89 (m, 2H, Bu-CH2), 3.11-3.15 (t, 4H, J = 6.4 Hz, Ph-CH2), 4.23-4.28 (t, 4H, J = 7.1 Hz, 

S-CH), 4.50-4.55 (t, 4H, J = 6.4 Hz, Pyr-O-CH2), 5.86 (s, 1H, Pyr-CH), 7.54-7.57 (d, 4H, J = 8.6 Hz, 

Ph-C2/6), 8.13-8.16 (d, 4H, J = 8.6 Hz, Ph-C3/5), 12.81 (s/br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.70 (Bu-CH3), 21.72 (Bu-CH2), 28.69 (Bu-CH2), 30.85 (Bu-CH2), 34.17 (2C, Ph-

CH2), 47.56 (S-CH), 66.32 (2C, Pyr-O-CH2), 85.99 (Pyr-C5), 123.37 (4C, Ph-C3/5), 130.21 (4C, Ph-

C2/6), 146.21 (2C, Ph-C1), 146.55 (2C, Ph-C4), 169.00 (Pyr-C2), 169.92 (2C, Pyr-C4/6), 172.79 

(COOH). MS (ESI+): m/e = 557.4 [M+1]
+
. Anal. (C26H28N4O8S [556.16]) C, H, N: ber. C: 56.11, H: 

5.07, N: 10.07, S: 5.76, gef. C: 56.44, H: 5.36, N: 9.68, S: 5.82, Abw. C: 0.33, H: 0.29, N: 0.39, S: 

0.11. 

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(4-cyanophenethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 16 

(MH104) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.21-1.40 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.72-1.92 (m, 2H, Bu-CH2), 3.06-3.10 (t, 4H, J = 6.6 Hz, Ph-CH2), 4.24-4.28 (t, 1H, J = 7.1 Hz, 

S-CH), 4.48-4.52 (t, 4H, J = 6.5 Hz, Pyr-O-CH2), 5.85 (s, 1H, Pyr-CH), 7.47-7.50 (d, 4H, J = 8.2 Hz, 

Ph-C2/6), 7.74-7.81 (d, 4H, J = 8.2 Hz, Ph-C3/5), 12.80 (s/br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.67 (Bu-CH3), 21.68 (Bu-CH2), 28.90 (Bu-CH2), 30.84 (Bu-CH2), 34.42 (2C, Ph-

CH2), 47.46 (S-CH), 66.36 (2C, Pyr-O-CH2), 85.96 (Pyr-C5), 109.25 (2C, Ph-C4), 118-85 (2C, -CN), 

129.98 (4C, Ph-C2/6), 132.16 (4C, Ph-C3/5), 144.19 (2C, Ph-C1), 168.96 (Pyr-C2), 169.94 (2C, Pyr-



Martina Hieke, Dissertation  5. Experimenteller Teil 

87 

C4/6), 172.73 (COOH). MS (ESI+): m/e = 517.4 [M+1]
+
. Anal. (C30H32N4O4S [516.18]) C, H, N, S: 

ber. C: 65.10, H: 5.46, N: 10.85, S: 6.21, gef. C: 64.82, H: 5.46, N: 10.67, S: 6.50, Abw. C: 0.28, H: 

0.00, N: 0.18, S: 0.29.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(3-thiophenyl)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 17 (MH138) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.85 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.24-1.38 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.77-1.89 (m, 2H, Bu-CH2), 2.98-3.02 (t, 4H, J = 6.8 Hz, TP-CH2), 4.26-4.29 (t, 1H, J = 7.1 Hz,  

S-CH), 4.43-4.48 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Pyr-O-CH2), 5.92 (s, 1H, Pyr-CH), 7.05-7.07 (dd, 2H, J = 1.1; 4.9 

Hz, TP-C4H), 7.26-7.27 (d, 2H, J = 1.8 Hz, TP-C2H), 7.45-7.47 (dd, 2H, J = 2.9; 4.9 Hz, TP-C5H). 

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.67 (Bu-CH3), 21.66 (Bu-CH2), 28.82 (Bu-CH2), 29.10 (2C, 

TP-CH2), 30.72 (Bu-CH2), 47.19 (S-CH), 66.60 (2C, Pyr-O-CH2), 86.07 (Pyr-C5), 121.87 (2C, TP-C2), 

125.93 (2C, TP-C5), 128.52 (2C, TP-C4), 138.02 (2C, TP-C3), 168.56 (Pyr-C2), 170.10 (2C, Pyr-C4/6), 

171.39 (COOH). MS (ESI-): m/e = 477.5 [M-1]
-
. Anal. (C22H26N2O4S3 [478.11]) C, H, N: ber. C: 

55.20, H: 5.48, N: 5.85, S: 20.10, gef. C: 55.48, H: 7.15, N: 5.53, S: 19.81, Abw. C: 0.28, H: 0.05, N: 

0.13, S: 0.29. 

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(2-cycloheptylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 18 

(MH111) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.83-0.87 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.95-1.15 (m, 4H, 

Bu-CH2), 1.25-1.88 (m, 32H, Cyclohept-H + -CH2 + Bu-CH2), 4.19-4.29 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 

5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 12.79 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.71 (Bu-

CH3), 21.72 (Bu-CH2), 24.46 (4C, Cyclohept-C4/5), 24.60  (4C, Cyclohept-C3/6), 28.49 (2C, Cyclohept-
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C1), 28.94 (Bu-CH2), 30.99 (Bu-CH2), 32.13 (4C, Cyclohept-C2/7), 35.19 (2C, Cyclohept-CH2), 47.42 

(S-CH), 66.61 (2C, Pyr-O-CH2), 85.72 (Pyr-C5), 168.75 (Pyr-C2), 170.24 (2C, Pyr-C4/6), 172.74 

(COOH). MS (ESI+): m/e = 507.5 [M+1]
+
. Anal. (C28H46N2O4S [506.32]) C, H, N: ber. C: 66.37, H: 

9.15, N: 5.53, gef. C: 66.25, H: 9.30, N: 5.35, Abw. C: 0.12, H: 0.15, N: 0.18. 

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(2-cyclohexylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 19 

(MH49) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.82-0.87 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.04-1.40 (m, 14H, 

Cyclohex-H + -CH2, Bu-CH2), 1.52-1.77 (m, 16H, Cyclohex-H), 1.77-1.94 (m, 2H, Bu-CH2), 4.21-

4.33 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 12.4 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 

MHz, (CD3)2SO): δ = 13.63 (Bu-CH3), 21.99 (Bu-CH2), 24.74 (4C, Cyclohex-C3/5), 25.65 (2C, 

Cyclohex-C4), 28.94 (Bu-CH2), 30.89 (Bu-CH2), 31.07 (4C, Cyclohex-C2/6), 32.60 (2C, Cyclohex-C1), 

35.61 (2C, Cyclohex-CH2), 47.36 (S-CH), 64.48 (2C, Pyr-O-CH2), 85.76 (Pyr-C5), 167.12 (Pyr-C2), 

170.23 (2C, Pyr-C4/6), 172.69 (COOH). MS (ESI-): m/e = 477.6 [M-1]
-
. Anal. (C26H42N2O4S 

[478.29]) C, H, N: ber. C: 65.24, H: 8.84, N: 5.85, gef. C: 65.08, H: 8.93, N: 5.74, Abw. C: 0.16, H: 

0.09, N: 0.11.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(2-cyclopentylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 20 

(MH100) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.88 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.05-1.45 (m, 8H, Bu-

CH2 + Cyclopent-H), 1.46-1.86 (m, 20H, Bu-CH2 + Cyclopent-H + CH2), 4.21-4.31 (m, 5H, Pyr-O-

CH2 + S-CH), 5.86 (s, 1H, Pyr-CH), 12.76 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ 



Martina Hieke, Dissertation  5. Experimenteller Teil 

89 

= 13.68 (Bu-CH3), 21.71 (Bu-CH2), 24.54 (4C, Cyclopent-C3/4), 28.93 (Bu-CH2), 31.82 (Bu-CH2), 

32.04 (4C, Cyclopent-C2/5), 34.33 (2C, Cyclopent-CH2), 36.25 (2C, Cyclopent-C1), 47.36 (S-CH), 

66.10 (2C, Pyr-O-CH2), 85.79 (Pyr-C5), 168.76 (Pyr-C2), 170.20 (2C, Pyr-C4/6), 172.71 (COOH). MS 

(ESI+): m/e = 451.5 [M+1]
+
. Anal. (C24H38N2O4S [450.26]) C, H, N, S: ber. C: 63.97, H: 8.50, N: 

6.22, S: 7.12, gef. C: 64.18, H: 8.44, N: 6.08, S: 7.17, Abw. C: 0.21, H: 0.06, N: 0.14, S: 0.05. 

  

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(2-cyclopropylethoxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 21 

(MH92) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.06-0.11 (m, 4H, Cycloprop-CH2), 0.37-0.43 (m, 4H, 

Cyclopro-CH2), 0.70-0.78 (m, 2H, Cycloprop-CH), 0.80-0.88 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.22-1.46 

(m, 4H, Bu-CH2), 1.53-1.60 (q, 4H, J = 6.8 Hz, Cycloprop-CH2), 1.75-1.95 (m, 2H, Bu-CH2), 4.25-

4.32 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH), 5.88 (s, 1H, Pyr-CH), 12.79 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 

MHz, (CD3)2SO): δ = 3.97 (4C, Cycloprop-C2/3), 7.42 (2C, Cycloprop-C1), 13.70 (Bu-CH3), 21.70 

(Bu-CH2), 28.92 (Bu-CH2), 30.99 (Bu-CH2), 33.10 (2, Cycloprop-CH2), 47.39 (S-CH), 66.71 (2C, Pyr-

O-CH2), 85.79 (Pyr-C5), 168.78 (Pyr-C2), 170.21 (2C, Pyr-C4/6), 172.73 (COOH). MS (ESI+): m/e = 

423.3 [M+1]
+
, Anal. (C20H30N2O4S [422.22]) C, H, N, S: ber. C: 60.89, H: 7.66, N: 7.10, S: 8.13, gef. 

C: 61.13, H: 7.82, N: 6.98, S: 8.10, Abw. C: 0.24, H: 0.16, N: 0.12, S: 0.03.  

 

Charakterisierung von 2-{[4,6-Bis(isopentyloxy)pyrimidin-2-yl]thio}hexansäure 22 (MH93) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.91 (m, 15H, Bu-CH3 + Isopent-CH3), 1.21-1.43 (m, 

4H, Bu-CH2), 1.51-1.56 (q, 4H, J = 6.7 Hz, Isopent-CH2), 1.58-1.71 (m, 2H, Isopent-CH), 1.71-1.97 

(m, 2H, Bu-CH2), 4.20-4.31 (m, 5H, Pyr-O-CH2 + S-CH),  5.87 (s, 1H, Pyr-CH), 12.73 (s/ br, 1H, 
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COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.68 (Bu-CH3), 21.70 (Bu-CH2), 22.27 (4C, 

Isopent-C4/5), 24.48 (2C, Isopent-C3), 28.92 (Bu-CH2), 30.97 (Bu-CH2), 36.97 (2C, Isopent-C2), 47.38 

(S-CH), 65.14 (2C, Pyr-O-CH2), 85.76 (Pyr-C5), 168.78 (Pyr-C2), 170.21 (2C, Pyr-C4/6), 172.73  

(COOH). MS (ESI-): m/e = 397.3 [M-1]
-
. Anal. (C20H34N2O4S [398.22]) C, H, N, S: ber. C: 60.27, H: 

8.60, N: 7.03, S: 8.05, gef. C: 60.60, H: 8.97, N: 6.82, S: 7.66, Abw. C: 0.33, H: 0.37, N: 0.21, S: 0.39.  

 

 

5.3 Synthese und Charakterisierung der substiuierten 2-

Benzyl- und 2-Benzylidenhexansäuren 

Syntheseschema:  
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5.3.1 Arbeitsvorschrift zur Arbuzov-Reaktion 

 

Zur Synthese von Ethyl 2-(diethoxyphosphoryl)hexanoat werden Triethylphosphit (18.2 g, 109 mmol) 

und -Brom-Ethylhexanoat (12.2 g, 54.7 mmol; beide Edukte sind flüssig) zusammen gelöst und über 

Nacht bei 120°C gerührt. Darauf wird die Mischung destilliert. Als erstes wird dabei entstehendes 

Ethylbromid bei 40°C entfernt, das Produkt wird unter Vakuumdestillation (0.5 mbar) bei 100°C 

gewonnen. Produkt: farbloses Öl, Ausbeute: 6.5 g (42.4%). 

 

5.3.2 Charakterisierung von Zwischenstufe 56 

Charakterisierung von Ethyl 2-(diethoxyphosphoryl)hexanoat 56 (MH89) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.81-0.85 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.15-1.24 (m, 13H, Et-

CH3 + Bu-CH2), 1.61-1.82 (m, 2H, Bu-CH2), 2.91-3.04 (m, 1H, CH-COO-), 3.94-4.16 (m, 6H, O-

CH2). MS (ESI+): m/e = 281.1 [M+1]
+
. 
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5.3.3 Arbeitsvorschrift zur Synthese von Dialkoxybenzaldehyden 

 

Die Dialkoxybenzaldehyd-Vorstufen 57-71 wurden durch Veretherung kommerziell erhältlicher 

Dihydroxybenzaldehyde (DHB) hergestellt. Verbindungen, die zwei gleiche lipophile Reste tragen, 

wurden in einem Schritt synthetisiert. Die Einführung von zwei verschiedenen Resten wurde in zwei 

nachfolgenden Ether-Synthesen dargestellt. Methodisch wurden sowohl die Mitsunobu-Synthese 

(Methoda A) als auch eine Williamson-artige Ether-Synthese (Methode B) verwendet.   

 

Methode A 

Die Einführung eines oder zweier gleicher lipophiler Reste wurde mittels Mitsunobu-Reaktion 

durchgeführt. Dabei wird das jeweilige Dihydroxy- oder Alkoxy-Hydroxybenzaldehyd (65, 66, 71; 1 

eq), der jeweilige Alkohol (1.05 oder 2.1 eq) und Triphenylphosphin (1.2 oder 2.5 eq) zusammen in 

einem Dreihalskolben in wasserfreiem THF gelöst. Nach Erzeugen einer Argonatmosphäre und 

Eisbadkühlung wird Diethylazodicarboxylat (DEAD, 1.2 oder 2.5 eq; in 5 ml THF gelöst; als 

Alternative kann auch ADDP (1,1'-(Azodicarbonyl)dipiperidin) verwendet werden) tropfenweise über 

ein Septum zugegeben und die resultierende Lösung für 1-36 Stunden bis zum Verbrauch der Edukte 

gerührt. Im Anschluss wird THF evaporiert und der Rückstand mittels Säulenchromatographie          

(n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase) aufgereinigt.  

Tabelle 16 Synthesebedingungen  

Sub- 

Stanz 

E1 E2 
1  

Menge in 

g (mmol) 

TPP  

Menge in 

g (mmol) 

DEAD  

Menge in 

g (mmol) 

Reak-

tions- 

dauer  

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt 

Menge in  

g (mmol) in % in g 

57 (MH79) 3,5-DHB 0.9 (6.3) 1.5 (12.7) 3.7 (13.9) 3.42 (13.9) 36 54.7 1.20 Farbloses Öl 

58 (MH63) 2,3-DHB 1.0 (7.2) 1.8 (14.5) 4.7 (18.1) 3.1 (18.1) 23 37.0 0.93 Braunes Öl 

59 (MH57) 3,4-DHB 1.0 (7.2) 1.8 (14.5) 4.7 (18.1) 3.1 (18.1) 1.5 68.1 1.71 Farbloses Öl 
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Sub- 

Stanz 

E1 E2 
1
 

Menge in 

g (mmol) 

TPP  

Menge in 

g (mmol) 

DEAD  

Menge in 

g (mmol) 

Reak-

tions- 

Dauer  

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 

Edukt 

Menge 

in g 

(mmol) 

in % in g 

60 (MH58) 2,4-DHB 1.0 (7.2) 1.8 (14.5) 4.7 (18.1) 3.1 (18.1) 24 67.3 1.69 
Weißer 

Feststoff 

61 (MH61) 2,5-DHB 1.0 (7.2) 1.8 (14.5) 4.7 (18.1) 3.62,3 (14.5) 24 56.0 1.40 Gelbes Öl 

62 (MH157) 2,5-DHB 0.5 (3.9) 1.1 (8.7) 2.6 (9.9) 2.52 (9.9) 8 65.5 0.93 
Weißer 

Feststoff 

63 (MH160) 2,5-DHB 0.4 (2.7) 1.1 (5.9) 1.7 (6.7) 1.7 (6.7) 20 54.2 0.70 Farbloses Öl 

64 (MH90) 3,4-DHB 1.0 (7.2) 0.9 (7.2) 2.4 (9.0) 1.6 (9.0) 3 13.0 0.38 Farbloses Öl 

65 (MH97) 3,4-DHB 1.0 (7.2) 0.9 (7.2) 2.4 (9.0) 1.6 (9.0) 3 44.8 0.80 Farbloses Öl 

66 (MH117) 3,4-DHB 1.5 (10.9) 1.3 (10.9) 3.4 (13.0) 2.3 (13.0) 1.5 57.8 1.52 Farbloses Öl 

67 (MH159) 71 0.3 (0.9) 0.1 (1.0) 0.3 (1.1) 0.32 (1.1) 19 44.9 0.15 
Weißer 

Feststoff 

68 (MH109) 65 0.8 (3.2) 0.4 (3.6) 1.1 (4.0) 0.7 (4.0) 3 66.0 0.76 Farbloses Öl 

69 (MH119) 66 0.8 (3.5) 0.5 (3.9) 1.1 (4.4) 0.8 (4.4) 4.5 56.4 0.70 Farbloses Öl 

 

1 
verwendetes Edukt 2:  57-61; 66, 68:  2-Phenylethanol 

   62, 64-65, 67:  2-Cyclohexylethanol 

   63:   2-(4-Trifluormethyl)phenylethanol 

2
 hier wurde aufgrund der höheren Aktivität alternativ ADDP verwendet 

3
 unter Verwendung von DEAD (3.1 g, 18.1 mmol) alternativ zu ADDP konnten nur 21.6% (0.54 g) Produkt 

gewonnen werden.  

 

Methode B  

Die Verbindungen 70 (MH150) und 71 (MH151) wurden unter Williamson-artigen Synthese-

Bedingungen hergestellt. Dabei wird zunächst 2,5-Dihydroxybenzaldehyd (0.50 g, 3.6 mmol) in DMF 

(ca. 10 ml) suspendiert und CsCO3 (1.41 g, 4.3 mmol) als Base dazugegeben (unter Verwendung von 

K2CO3 konnte kein Produkt erhalten werden). Das Gemisch wird auf 40-50°C erhitzt und 4-

(Trifluormethyl)benzylbromid (1.03 g, 4.3 mmol; in DMF gelöst) dazugetropft. Nach 5 h Erhitzen 

wird die Reaktion gestoppt.  

Unter diesen Synthesebedingungen bildeten sich zwei verschiedene Produkte, die beide mittels 

Säulenchromatographie isoliert und aufgereinigt werden konnten. 70 (zweifach substituiert), Produkt: 

weißer Feststoff, Ausbeute: 18.2% (0.3 g). 71 (einfach substituiert), Produkt: gelber Feststoff, 

Ausbeute: 65.3% (0.7g). 
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5.3.4 Charakterisierung der Zwischenstufen 57-71 

5.3.4.1 Zweifachsubstituierte Dialkoxybenzaldehyde 57-64, 70 (gleiche Reste) 

Charakterisierung von 3,5-Diphenethoxybenzaldehyd 57 (MH79) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.42-3.47 (t, 3H, J = 6.8 Hz, Ph‟-CH2), 4.64-4.68 (t, 3H, J = 

6.8 Hz, Ph-O-CH2), 7.20-7.21 (d, 1H, J = 2.2 Hz, Ph-C4), 7.45-7.46 (d, 2H, J = 5.3 Hz, Ph-C2/6), 7.62-

7.65 (m, 2H, Ph‟-C4), 7.66-7.75 (m, 8H, Ph‟-H), 10.29 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 35.19 (2C, Ph‟-CH2), 68.98 (2C, Ph-O-CH2), 107.74 (Ph-C4), 108.01 (2C, Ph-C2/6), 

126.70 (2C, Ph‟-C4), 128.71 (4C, Ph‟-C2/6), 129.35 (4C, Ph‟-C3/5), 138.60 (2C, Ph‟-C1), 138.64 (Ph-

C1), 160.49 (2C, Ph-C3/5), 193.18 (CHO). MS (ESI+): m/e = 361.2 [M+17]
+
. 

 

Charakterisierung von 2,3-Diphenethoxybenzaldehyd 58 (MH63) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 2.67-2.72 (t, 2H, J = 7.1 Hz, Ph‟-CH2), 2.92-2.97 (t, 1H, J = 

6.7 Hz, Ph‟-CH), 3.05-3.09 (t, 1H, J = 6.4 Hz, Ph‟-CH), 3.55-3.61 (q, 2H, J = 7.0; 5.4 Hz, Ph-O-CH2), 

4.17-4.21 (t, 1H, J = 6.7 Hz, Ph-O-CH), 4.25-4.30 (t, 1H, J = 6.4 Hz, Ph-O-CH), 7.12-7.38 (m, 13H, 

Ph‟-H + Ph-H), 9.94 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.89+35.62 (2C, Ph‟-

CH2), 69.12+74.04 (2C, Ph-O-CH2), 118.15 (Ph-C5), 119.57 (Ph-C4), 124.06 (Ph-C6), 126.21+126.25 

(2C, Ph‟-C4), 128.06 (4C, Ph‟-C2/6), 128.85 (4C, Ph‟-C3/5), 138.17+138.31 (2C, Ph‟-C1), 139.49 (Ph-

C2), 150.86 (Ph-C3), 151.91 (Ph-C1), 189.88 (CHO). MS (ESI+): m/e = 347.1 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von 3,4-Diphenethoxybenzaldehyd 59 (MH57) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.01-3.08 (dd, 4H, J = 6.6; 11.3 Hz, Ph‟-CH2), 4.18-4.28 (m, 

4H, Ph-O-CH2), 7.09-7.39 (m, 12H, Ph‟-CH2 + Ph-C2/5), 7.48 (dd, 1H, Ph-C6), 9.79 (s, 1H, CHO). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.84+34.95 (2C, Ph‟-CH2), 69.07+69.12 (2C, Ph-O-CH2), 

111.72 (Ph-C5), 112.62 (Ph-C2), 125.73 (Ph-C6), 126.28 (2C, Ph‟-C4), 128.21 (4C, Ph‟-C2/6), 129.01 

(4C, Ph‟-C3/5), 129.65 (Ph-C1), 138.16+138.32 (2C, Ph‟-C1), 148.37 (Ph-C3), 153.63 (Ph-C4), 191.30 

(CHO). MS (ESI+): m/e = 347.0 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von 2,4-Diphenethoxybenzaldehyd 60 (MH58) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.01-3.08 (m, 4H, Ph‟-CH2), 4.21-4.34 (m, 4H, Ph-O-CH2), 

6.58-6.61 (dd, 1H, J = 1.5; 8.7 Hz, Ph-C5), 6.66-6.67 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ph-C3), 7.18-7.22 (m, 2H, 

Ph‟-C4), 7.24-7.31 (m, 8H, Ph‟-H), 7.57-7.60 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-C6), 10.08 (s, 1H, CHO). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.70 (2C, Ph‟-CH2), 68.51+68.71 (2C, Ph-O-CH2), 99.14 (Ph-

C3), 107.67 (Ph-C5), 118.12 (Ph-C1), 126.28 (2C, Ph‟-C4), 128.25 (4C, Ph‟-C3/5), 128.23 (4C, Ph‟-

C2/6), 129.37 (Ph-C6), 137.96+138.27 (2C, Ph‟-C1), 162.82 (Ph-C4), 165.18 (Ph-C2), 191.05 (CHO). 

MS (ESI+): m/e = 347.1 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von 2,5-Diphenethoxybenzaldehyd 61 (MH61) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 2.96-3.01 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph‟-CH2), 3.03-3.07 (t, 2H, J = 

6.5 Hz, Ph‟-CH2), 4.13-4.17 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 4.26-4.30 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Ph-O-CH2), 

7.11 (m, 1H, Ph-C3), 7.19-7.30 (m, 12H, Ph‟-H + Ph-C4/6), 10.18 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 

MHz, (CD3)2SO): δ = 34.84 (2C, Ph‟-CH2), 68.66+69.57 (2C, Ph-O-CH2), 110.94 (Ph-C3), 115.59 

(Ph-C4), 123.59 (Ph-C1), 126.26 (2C, Ph‟-C4), 133.03 (4C, Ph‟-C3/5), 133.34 (4C, Ph‟-C2/6), 138.29 

(2C, Ph‟-C1), 152.27 (Ph-C2), 155.41 (Ph-C5), 188.79 (CHO). MS (ESI+): m/e = 347.1 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von 2,5-Bis-(2-cyclohexylethoxy)benzaldehyd 62 (MH157) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.90-1.79 (m, 26H, Cyclohex-H + -CH2), 3.93-3.98 (t, 2H, J 

= 6.6 Hz, Ph-O-CH2), 4.09-4.13 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 7.12-7.28 (m, 3H, Ph-H), 10.33 (s, 1H, 

CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 25.69 (4C, Cyclohex-C3/5), 26.01 (2C, Cyclohex-C4), 

32.63 (4C, Cyclohex-C2/6), 33.94+34.09 (2C, Cyclohex-CH2), 35.88 (2C, Cyclohex-C1), 64.96+65.94 

(2C, Ph-O-CH2), 110.65 (Ph-C3), 115.41 (Ph-C6), 123.68 (Ph-C4), 124.45 (Ph-C1), 152.38 (Ph-C2), 

155.60 (Ph-C5), 188.83 (CHO). MS (ESI+): m/e = 359.3 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von 2,5-Bis-[4-(trifluormethyl)phenethoxy]benzaldehyd 63 (MH160) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.07-3.11 (t, 2H, J = 6.4 Hz, Ph„-CH2), 3.14-3.18 (t, 2H, J = 

6.2 Hz, Ph„-CH2), 4.18-4.23 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Ph-O-CH2), 4.31-4.35 (t, 2H, J = 6.3 Hz, Ph-O-CH2), 

7.11-7.12 (d, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-C6), 7.16-7.23 (m, 2H, Ph-C3/4H), 7.52-7.68 (m, 8H, Ph„-H), 10.19 (s, 

1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.56 (2C, Ph„-CH2), 68.09+69.05 (2C, Ph-O-

CH2), 111.02 (Ph-C6), 115.56 (Ph-C3), 119-126 (2C, -CF3), 123.60 (Ph-C4), 124.56 (Ph-C1), 125.11 

(4C, Ph„-C3/5), 129.77 (4C, Ph„-C2/6), 143.50 (2C, Ph‟-C1), 152.26 (Ph-C2), 155.36 (Ph-C5), 188.74 

(CHO). MS (ESI+): m/e = 483.4 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von 2,5-Bis-[4-(trifluormethyl)benzyloxy]benzaldehyd 70 (MH150) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 5.25 (s, 2H, Ph-O-CH2), 5.37 (s, 2H, Ph-O-CH2), 7.28-7.34 

(m, 2H, Ph-C3/6), 7.36-7.39 (dd, 1H, J = 1.8; 8.9 Hz, Ph-C4), 7.65-7.80 (m, 8H, Ph‟-H), 10.42 (s, 1H, 

CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 69.92 (2C, Ph-O-CH2), 112.48 (Ph-C3), 115.91 (Ph-

C6), 123.36+125.30 (4C, Ph'-C3/5), 125.19 (Ph-C4), 125.30 (2C, Ph‟-C4), 127.96 (4C, Ph'-C2/6), 125-

127 (2C, -CF3), 135.36 (2C, Ph‟-C1), 141.69 (Ph-C1), 151.55 (Ph-C2), 153.69 (Ph-C5), 189.00 (CHO). 

MS (ESI+): m/e = 499.3 [M+2Na]
+
. 
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Charakterisierung von 3,4-Bis-(2-cyclohexylethoxy)benzaldehyd 64 (MH90) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.87-0.96 (m, 4H, Cyclohex-H), 1.13-1.20 (m, 6H, 

Cyclohex-H), 1.25-1.34 (m, 2H, Cyclohex-H), 1.58-1.77 (m, 16H, Cyclohex-H + -CH2), 4.01-4.11 (m, 

4H, Ph-O-CH2), 7.13-7.16 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ph-C5), 7.36-7.37 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ph-C2), 7.48-7.52 

(dd, 1H, J = 1.8; 8.3 Hz, Ph-C6), 9.80 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ =  25.74 

(4C, Cyclohex-C3/5), 26.02 (2C, Cyclohex-C4), 32.65 (4C, Cyclohex-C2/6), 34.09 (2C, Cyclohex-CH2), 

66.45+66.54 (2C, Ph-O-CH2), 111.37 (Ph-C5), 112.40 (Ph-C2), 125.76 (Ph-C6), 129.52 (Ph-C1), 148.90 

(Ph-C3), 154.01 (Ph-C4), 191.25 (CHO). MS (ESI+): m/e = 359.0 [M+1]
+
. 

 

5.3.4.2 Einfachsubstituierte Hydroxy-Alkoxybenzaldehyde 65, 66 und 71 

Charakterisierung von 5-Hydroxy-2-[4-(trifluormethyl)benzyloxy]benzaldehyd 71 (MH151) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 5.46 (s, 2H, Ph‟-CH2), 7.05-8.19 (m, 3H, Ph-H), 7.67-7.77 

(dd, 4H, Ph‟-H), 9.47 (s, 1H, -OH), 10.44 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 

69.71 (O-CH2), 112.57 (Ph-C3), 115.98 (Ph-C4), 122.06 (Ph-C6), 123.42 (Ph-C1), 123-127 (-CF3), 

125.43 (2C, Ph'-C3/5), 126.93 (2C, Ph'-C2/6), 135.36 (Ph‟-C1), 141.69 (Ph‟-C4), 151.52 (Ph-C5), 153.70 

(Ph-C2), 189.0 (CHO). MS (ESI+): m/e = 296.2 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von 4-(2-Cyclohexylethoxy)-3-hydroxybenzaldehyd 65 (MH97) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.92-0.96 (m, 2H, Cyclohex-H), 1.13-1.20 (m, 3H, 

Cyclohex-H), 1.25-1.34 (m, 1H, Cyclohex-H), 1.58-1.77 (m, 8H, Cyclohex-H + -CH2), 4.00-4.11 (m, 

4H, Ph-O-CH2), 7.10-7.12 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ph-C5), 7.23-7.24 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ph-C2), 7.37-7.38 

(dd, 1H, J = 2.0; 8.2 Hz, Ph-C6), 9.44 (s, 1H, -OH), 9.85 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ =  25.67 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.01 (Cyclohex-C4), 32.61 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.80 

(Cyclohex-C1), 35.84 (Cyclohex-CH2), 66.41 (Ph-O-CH2), 112.44 (Ph-C5), 113.55 (Ph-C2), 124.29 

(Ph-C6), 129.65 (Ph-C1), 147.08 (Ph-C3), 152.73 (Ph-C4), 191.33 (CHO). MS (ESI-): m/e = 246.9 [M-

1]
-
. 

 

Charakterisierung von 3-Hydroxy-4-phenethoxybenzaldehyd 66 (MH117) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.05-3.10 (t, 2H, J = 7.0 Hz, Ph‟-CH2), 4.24-4.29 (t, 2H, J = 

7.0 Hz, Ph-O-CH2), 7.12-7.38 (m, 8H, Ph‟-H + Ph-H), 9.55 (s/ br, 1H, Ph-OH), 9.79 (s, 1H, CHO). 

13
C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.83 (2C, Ph‟-CH2), 68.99 (Ph-O-CH2), 112.58 (Ph-C5), 

113.54 (Ph-C2), 124.34 (Ph-C6), 126.31 (Ph‟-C4), 128.27 (2C, Ph'-C2/6), 129.02 (2C, Ph‟-C3/5), 129.79 

(Ph-C1), 138.31 (Ph‟-C1), 147.07 (Ph-C3), 152.45 (Ph-C4), 191.42 (CHO). MS (ESI-): m/e = 240.9 [M-

1]
-
.  
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5.3.4.3 Zweifachsubstituierte Dialkoxybenzaldehyde 67-69 (verschiedene Reste)  

Charakterisierung von 5-(2-Cyclohexylethoxy)-2-[(4-trifluormethyl)benzyloxy]benzaldehyd 

67 (MH159) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.9-1.8 (m, 13H, Cyclohex-H + -CH2), 3.99-4.05 (t, 2H, J = 

6.8 Hz, Ph-O-CH2), 5.38 (s, 2H, Ph‟-CH2), 7.17-7.32 (m, 3H, Ph-H), 7.70-7.88 (dd, 4H, J = 2.9; 9.0 

Hz, Ph‟-H), 10.44 (s, 1H, CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 25.69 (2C, Cyclohex-C3/5), 

26.01 (Cyclohex-C4), 32.65 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.94 (Cyclohex-CH2), 35.96 (Cyclohex-C1), 66.03 

(Ph-C5-CH2), 69.44 (Ph‟-CH2), 111.25 (Ph-C6), 115.87 (Ph-C3), 123.38 (Ph-C4), 124.91+125.27 (2C, 

Ph‟-C3/5), 125.37 (Ph-C1), 127.92 (2C, Ph‟-C2/6), 132.01 (Ph‟-C4), 141.54 (Ph‟-C1), 152.82 (Ph-C2), 

154.82 (Ph-C5), 188.88 (CHO). MS (ESI+): m/e = 407.3 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von 4-(2-Cyclohexylethoxy)-3-phenethoxybenzaldehyd 68 (MH109) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.92-1.75 (m, 13H, Cyclohex-H + -CH2), 3.02-3.06 (t, 2H, J 

= 6.5 Hz, Ph‟-CH2), 4.05-4.09 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Ph-C4-O-CH2), 4.19-4.23 (t, 2H, J = 6.6 Hz, Ph-C3-

O-CH2), 7.14-7.38 (m, 7H, Ph-C2/5H + Ph'-H), 7.49-7.52 (dd, 1H, J = 1.8, 8.3Hz, Ph-C6), 9.79 (s, 1H, 

CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 25.74 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.01 (Cyclohex-C4), 

32.64 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.96 (Cyclohex-C1), 34.92 (Cyclohex-CH2), 35.90 (Ph‟-CH2), 66.49 (Ph-

C4-O-CH2), 68.94 (Ph-C3-O-CH2), 111.29 (Ph-C5), 112.37 (Ph-C2), 125.87 (Ph-C6), 126.22 (Ph'-C4), 

128.13 (2C, Ph‟-C2/6), 129.07 (2C, Ph‟-C3/5), 129.43 (Ph-C1), 138.42 (Ph‟-C1), 148.34 (Ph-C3), 153.86 

(Ph-C4), 191.31 (CHO). MS (ESI+): m/e = 353.2 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von 3-(2-Cyclohexylethoxy)-4-phenethoxybenzaldehyd 69 (MH119) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.92-1.76 (m, 13H, Cyclohex-H + -CH2), 3.03-3.07 (t, 2H, J 

= 6.6 Hz, Ph‟-CH2), 3.99-4.03 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Ph-C3-O-CH2), 4.24-4.29 (t, 2H, J = 6.6 Hz, Ph-C4-

O-CH2), 7.14-7.38 (m, 7H, Ph-C2/5H + Ph‟-H), 7.48-7.51 (dd, 1H, J = 1.8; 8.3 Hz, Ph-C6), 9.80 (s, 1H, 

CHO). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 25.72 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.02 (Cyclohex-C4), 

32.68 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.98 (Cyclohex-C1), 34.82 (Ph‟-CH2), 36.03 (Cyclohex-C1), 66.37 (Ph-

C3-O-CH2), 69.03 (Ph-C4-O-CH2), 111.26 (Ph-C5), 112.39 (Ph-C2), 125.75 (Ph-C6), 126.28 (Ph‟-C4), 

128.15 (2C, Ph‟-C2/6), 129.10 (2X, Ph‟-C3/5), 129.63 (Ph-C1), 138.25 (Ph'-C1), 148.60 (Ph-C3), 153.63 

(Ph-C4), 191.34 (CHO). MS (ESI+): m/e = 353.3 [M+1]
+
. 
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5.3.5 Arbeitsvorschrift zur Wittig-Horner-Synthese  

 

NaH (95%, 1.3 eq) wird in einem Dreihalskolben eingewogen und mit 5 ml wasserfreiem THF 

suspendiert. Es wird eine Argonatmosphäre erzeugt und unter Eisbadkühlung gerührt. Nach Zugabe 

des Phosphoresters 56 (1.3 eq, in 5 ml THF gelöst) wird die Suspension 1 h lang gerührt bis eine klare 

Lösung entsteht. Zu dieser wird der jeweilige Aldehyd (E1, 1 eq) zugegeben und bis zum vollständigen 

Umsatz bei Raumtemperatur gerührt. Danach wird das Reaktionsgemisch einrotiert und mittels 

Säulenchromatographie unter Nutzung von n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase aufgereinigt.  

Tabelle 17 Synthesebedingungen 

Substanz 

E1 E2: 56  

Menge in  

g (mmol) 

NaH (95%) 

 Menge in    

g (mmol) 

Reak-

tions-

dauer  

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt 

Menge in 

g (mmol) 
in % in g 

72 (MH80) 57 1.0 (2.9) 1.2 (4.3) 0.11 (4.3) 3 89.0 1.20  Farbloses Öl 

73 (MH68) 58 1.0 (2.9) 1.0 (3.7) 0.09 (3.5) 18 61.5 0.84 Farbloses Öl 

74 (MH62) 59 1.0 (2.9) 1.0 (3.7)   0.14 (3.5)* 22 48.5 0.66 Farbloses Öl 

75 (MH64) 60 1.2 (3.5) 1.5 (5.2) 0.13 (5.2) 22 58.5 0.96 Farbloses Öl 

76 (MH75) 61 1.2 (3.5) 1.5 (5.2) 0.13 (5.2) 6 87.3 1.43 Gelbes Öl 

77 (MH158) 62 0.2 (1.4) 0.5 (1.8) 0.04 (1.8) 2 91.0 0.27 Farbloses Öl 

78 (MH165) 63 0.6 (1.2) 0.4 (1.5) 0.04 (1.5) 5 89.0 0.63 Farbloses Öl 

79 (MH161) 70 0.4 (0.8) 0.3 (1.0) 0.02 (1.0) 4 61.3 0.29 
Weißer 

Feststoff 

80 (MH162) 67 0.1 (0.3) 0.1 (0.4) 0.01 (0.4) 18 76.4 0.12 
Weißer 

Feststoff 

81 (MH112) 64 0.4 (1.1) 0.4 (1.4) 0.03 (1.4) 5 93.5 0.48 Farbloses Öl 

82 (MH113) 68 0.7 (2.1) 0.8 (2.8) 0.07 (2.8) 3 88.2 0.90 Farbloses Öl 

83 (MH121) 69 0.9 (1.4) 0.9 (1.8) 0.08 (1.8) 4 81.2 0.95 Farbloses Öl 

* hier wurde 60%iges NaH (suspendiert in n-Hexan) verwendet  
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5.3.6 Charakterisierung der Zwischenstufen 72-83 

Charakterisierung von Ethyl 2-(3,5-diphenethoxybenzyliden)hexanoat 72 (MH80) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.76-.081 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.20-1.40 (m, 5H, Et-

CH3 + Bu-CH2), 1.43-1.50 (m, 2H, Bu-CH2), 2.37-2.43 (m, 2H, Bu-CH2), 2.97-3.02 (t, 4H, J = 6.8 Hz, 

Ph‟-CH2), 4.10-4.19 (m, 6H, Ph-O-CH2 + O-CH2), 6.48-6.52 (dd, 3H, J = 1.7; 9.2 Hz, Ph-H), 7.16-

7.29 (m, 10H, Ph‟-H), 7.45 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.56 (Bu-CH3), 

13.91 (Et-CH3), 22.01 (Bu-CH2), 26.94 (Bu-CH2), 30.91 (Bu-CH2), 34.15 (2C, Ph‟-CH2), 60.40 (O-

CH2), 68.26 (2C, Ph-O-CH2), 100.47 (Ph-C4), 107.61 (2C, Ph-C2/6), 126.22 (2C, Ph‟-C4), 128.22 (4C, 

Ph‟-C2/6), 128.89 (4C, Ph‟-C3/5), 133.47 (Ph-C1), 137.49 (COO-C=CH), 138.22 (Ph-C=C), 138.31 

(Ph‟-C1), 159.54 (2C, Ph-C3/5), 167.33 (COO-). MS (ESI+): m/e = 473.1 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(2,3-diphenethoxybenzyliden)hexanoat 73 (MH68) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.76-0.81 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.92-0.97 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.19-1.35 (m, 4H, Bu-CH2), 2.20-2.33 (m, 2H, Bu-CH2), 2.83-2.89 (q, 2H, J = 6.6 

Hz, Ph‟-CH2), 3.00-3.04 (q, 2H, J = 6.4 Hz, Ph‟-CH2), 3.91-3.99 (m, 4H, Ph-O-CH2 + O-CH2), 4.16-

4.23 (q, 2H, J = 6.4 Hz, Ph-O-CH2), 6.57-6.60 (dd, 1H, J = 3.5; 5.6 Hz, Ph-C6), 7.09-7.18 (m, 2H, Ph-

C4/5), 7.20-7.34 (m, 10H, Ph‟-H), 7.58 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.65 

(Bu-CH3), 14.08 (Et-CH3), 22.03 (Bu-CH2), 26.69 (Bu-CH2), 30.61 (Bu-CH2), 35.04+35.85 (2C, Ph‟-

CH2), 60.25 (O-CH2), 72.25+73.11 (2C, Ph-O-CH2), 113.27 (Ph-C4), 114.17 (Ph-C1), 120.71 (Ph-C6), 

123.71 (Ph-C5), 126.04+126.16 (2C, Ph‟-C4), 128.12+128.17 (4C, Ph‟-C2/6), 128.73+128.84 (4C, Ph‟-

C3/5), 134.13 (C=C-COO), 135.13 (Ph-C=C), 138.43+138.50 (2C, Ph‟-C1), 146.01 (Ph-C3), 151.35 

(Ph-C2), 167.22 (COO-). MS (ESI+): m/e = 490.5 [M+OH
+
]

+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-(3,4-diphenethoxybenzyliden)hexanoat 74 (MH62) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.78-0.84 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.21-1.23 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.25-1.39 (m, 4H, Bu-CH2), 2.47-2.49 (m, 2H, Bu-CH2), 2.99-3.01 (t, 4H, J = 7.0 Hz, 

Ph‟-CH2), 4.10-4.20 (m, 6H, Ph-O-CH2 + O-CH2), 6.88-7.01 (m, 3H, Ph-H), 7.20-7.32 (m, 10H, Ph‟-

H), 7.47 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.61 (Bu-CH3), 14.12 (Et-CH3), 

22.41 (Bu-CH2), 26.87 (Bu-CH2), 30.71 (Bu-CH2), 35.01+35.36 (2C, Ph‟-CH2), 60.22 (O-CH2), 

68.96+69.13 (2C, Ph-O-CH2), 113.44 (Ph-C2), 114.84 (Ph-C5), 122.94 (Ph-C6), 126.19 (2C, Ph‟-C4), 

127.82 (Ph-C1), 128.18 (4C, Ph‟-C2/6), 128.94+128.99 (4C, Ph‟-C3/5), 130.89 (C=C-COO), 137.93 (Ph-

C=C), 138.29+138.36 (2C, Ph‟-C1), 147.89 (Ph-C3), 148.81 (Ph-C1), 167.65 (COO-). MS (ESI+): m/e 

= 473.2 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(2,4-diphenethoxybenzyliden)hexanoat 75 (MH64) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.81-0.85 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.22-1.28 (m, 5H, Et-

CH3 + Bu-CH2), 1.31-1.44 (m, 2H, Bu-CH2), 2.32-2.37 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Bu-CH2), 2.97-3.04 (q, 4H, 

J = 6.4 Hz, Ph‟-CH2), 4.16-4.23 (q, 6H, J = 7.2 Hz, Ph-O-CH2 + O-CH2), 6.55-6.57 (d, 2H, J = 5.4 Hz, 

Ph-C3/5), 7.15-7.29 (m, 11H, Ph„-H + Ph-C6), 7.64 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.58 (Bu-CH3), 14.03 (Et-CH3), 22.09 (Bu-CH2), 26.76 (Bu-CH2), 30.74 (Bu-CH2), 

34.86+34.95 (2C, Ph„-CH2), 60.06 (O-CH2), 68.26+68.68 (2C, Ph-O-CH2), 99.30 (Ph-C3), 105.97 (Ph-

C5), 116.42 (Ph-C1), 126.17+126.23 (2C, Ph„-C4), 128.06+128.25 (4C, Ph„-C2/6), 128.90+129.08 (4C, 

Ph„-C3/5), 129.74 (Ph-C6), 130.55 (C=C-COO), 133.48 (Ph-C=C), 138.21+138.51 (2C, Ph„-C1), 157.83 

(Ph-C2), 160.31 (Ph-C4), 167.62 (COO-). MS (ESI+): m/e = 473.4 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-(2,5-diphenethoxybenzyliden)hexanoat 76 (MH75) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.73-0.78 (t, 3H, J = 7.2 Hz, Bu-CH3), 1.14-1.24 (m, 2H, Bu-

CH2), 1.25-1.29 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Et-CH3), 1.35-1.43 (m, 2H, Bu-CH2), 2.27-2.48 (m, 2H, Bu-CH2), 

2.93-3.01 (m, 4H, Ph‟-CH2), 4.08-4.14 (m, 4H, Ph-O-CH2), 4.17-4.24 (q, 2H, J = 7.1 Hz, O-CH2), 

6.75-6.77 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-C6), 6.88-6.91 (m, 1H, Ph-C4), 6.94-6.97 (d, 1H, J = 9.0 Hz, Ph-C3), 

7.16-7.31 (m, 10H, Ph‟-H), 7.62 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.68 (Bu-

CH3), 14.14 (Et-CH3), 22.13 (Bu-CH2), 26.87 (Bu-CH2), 30.81 (Bu-CH2), 34.92+35.06 (2C, Ph‟-CH2), 

60.28 (O-CH2), 68.65+69.24 (2C, Ph-O-CH2), 113.15 (Ph-C6), 114.89 (Ph-C4), 115.84 (Ph-C3), 124.62 

(Ph-C1), 126.15+126.20 (2C, Ph‟-C4), 128.06+128.10 (4C, Ph‟-C2/6), 128.99+129.05 (4C, Ph‟-C3/5), 

133.84 (COO-C=C), 134.51 (Ph-C=C), 138.27+138.55 (2C, Ph‟-C1), 149.79 (Ph-C2), 151.72 (Ph-C5), 

167.27 (COO-). MS (ESI+): m/e = 473.4 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2,5-bis-[2-cyclohexylethoxy)benzyliden]hexanoat 77 (MH158) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-1.67 (m, 36H, Bu-CH3/ -CH2, Cyclohex-H + -CH2 + Et-

CH3), 2.3 (m, 2H, Bu-CH2), 3.90-3.99 (m, 4H, Ph-O-CH2), 4.02-4.18 (m, 2H, O-CH2), 6.5-6.98 (m, 

3H, Ph-H), 7.66 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.66 (Bu-CH3), 14.08 (Et-

CH3), 21.32 (Bu-CH2), 25.72 (4C, Cyclohex-C3/5), 25.75 (2C, Cyclohex-C4), 26.01 (Bu-CH2), 30.84 

(Bu-CH2), 32.64 (4C, Cyclohex-C2/6), 33.99+34.05 (2C, Cyclohex-CH2), 35.96 (2C, Cyclohex-C1), 

60.24 (O-CH2), 65.96+66.56 (2C, Ph-O-CH2), 113.67 (Ph-C6), 116.06 (Ph-C3), 124.73 (Ph-C4), 126.01 

(Ph-C1), 132.68 (C=C-COO), 134.03 (Ph-C=C), 150.77 (Ph-C2), 151.98 (Ph-C5), 167.26 (COO-). MS 

(ESI+): m/e = 485.6 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2,5-bis-{4-[(trifluormethyl)phenethoxy)]benzyliden}hexanoat 

78 (MH165) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.66-0.71 (t, 3H, J = 7.2 Hz, Bu-CH3), 1.06-1.35 (m, 7H, Bu-

CH2 + Et-CH3), 2.24-2.29 (m, 2H, Bu-CH2), 3.06-3.11 (m, 4H, Ph„-CH2), 4.13-4.22 (m, 6H, Ph-O-CH2 

+ O-CH2), 6.72-6.73 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-C6), 6.88-6.98 (m, 2H, Ph-C3/4), 7.48-7.65 (m, 9H, Ph„-H + 

C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.39 (Bu-CH3), 14.02 (Et-CH3), 21.98 (Bu-CH2), 

26.71 (Bu-CH2), 30.69 (Bu-CH2), 34.36+34.70 (2C, Ph„-CH2), 59.70 (O-CH2), 68.05+68.31 (2C, Ph-

O-CH2), 113.09 (Ph-C6), 115.01 (Ph-C4), 115.68 (Ph-C3), 122.56 (Ph-C1), 122-127 (2C, -CF3), 

124.66+124.73 (4C, Ph„-C3/5), 129.71+129.87 (4C, Ph„-C2/6), 132.94 (C=C-COO), 133.84 (Ph-C=C), 

134.60 (2C, Ph‟-C4), 143.60+143.73 (2C, Ph‟-C1), 151.47 (Ph-C2), 152.36 (Ph-C5), 167.23 (COO-). 

MS (ESI+): m/e = 610.0 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{2,5-bis-4-[(trifluormethyl)benzyloxy]benzyliden}hexanoat 

79 (MH161) 

 
 

 

 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.72-0.77 (t, 3H, J = 7.2 Hz, Bu-CH3), 1.11-1.37 (m, 7H, Bu-

CH2 + Et-CH3), 2.27-2.32 (t, 2H, J = 8.1 Hz, Bu-CH2), 4.14-4.21 (q, 2H, J = 7.1 Hz, O-CH2), 5.21 (s, 

4H, Ph‟-CH2), 6.88-6.89 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-C6), 6.99-7.09 (m, 2H, Ph-C3/4), 7.58-7.63 (m, 4H, Ph‟-
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H), 7.68 (s, 1H, C=CH), 7.72-7.75 (m, 4H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.48 

(Bu-CH3), 14.04 (Et-CH3), 21.92 (Bu-CH2), 26.52 (Bu-CH2), 30.56 (Bu-CH2), 60.32 (O-CH2), 

68.67+69.29 (2C, Ph-O-CH2), 114.29 (Ph-C6), 115.52 (Ph-C4), 116.34 (Ph-C3), 122.05 (Ph-C1), 122-

127 (2C, -CF3), 125.17 (4C, Ph‟-C3/5), 127.66 (4C, Ph‟-C2/6), 133.42 (C=C-COO), 133.67 (Ph-C=C), 

135.06 (2C, Ph‟-C4), 142.10 (2C, Ph‟-C1), 150.30 (Ph-C2), 151.69 (Ph-C5), 167.19 (COO-). MS (ESI 

+): m/e =  581.9 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-{5-(2-cyclohexylethoxy)-2-[4-(trifluormethyl)benzyloxy]- 

benzyliden}hexanoat 80 (MH162) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.85 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.85-1.71 (m, 20H, 

Cyclohex-H + -CH2 + Bu-CH2), 2.35-2.40 (m, 2H, Bu-CH2), 3.91-3.98 (t, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-O-CH2), 

4.14-4.21 (q, 2H, J = 7.1 Hz, O-CH2), 5.20 (s, 2H, Ph„-CH2), 6.79-7.82 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-C6), 

6.89-6.93 (dd, 1H, J = 2.8; 8.9 Hz, Ph-C4), 7.03-7.06 (d, 1H, J = 9.0 Hz, Ph-C3), 7.59-7.75 (m, 5H, 

Ph„-H + C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.53 (Bu-CH3), 14.04 (Et-CH3), 21.23 (Bu-

CH2), 25.71 (2C, Cyclohex-C3/5), 25.99 (Bu-CH2), 26.90 (Cyclohex-C4), 30.83 (Bu-CH2), 32.66 (2C, 

Cyclohex-C2/6), 33.97 (Cyclohex-CH2), 36.00 (Cyclohex-C1), 60.31 (O-CH2), 65.95 (Ph-C5-O-CH2), 

69.34 (Ph-C2-O-CH2), 113.87 (Ph-C6), 114.88 (Ph-C4), 115.97 (Ph-C3), 122.37 (Ph-C1), 

125.12+125.17 (2C, Ph‟-C3/5), 127.66 (2C, Ph‟-C2/6), 133.13 (C=C-COO), 133.71 (Ph-C=C), 135.05 

(Ph‟-C4), 142.07 (Ph‟-C1), 149.97 (Ph-C2), 152.39 (Ph-C5), 167.21 (COO-). MS (ESI+): m/e = 533.9 

[M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl-2-[3,4-bis(2-cyclohexylethoxy)benzyliden]hexanoat 81 

(MH112) 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.84-1.70 (m, 38H, Cyclohex-H + -CH2, Bu-CH3, Bu-CH2 + 

Et-CH3), 2.47-2.50 (m, 2H, Bu-CH2), 3.95-4.02 (m, 4H, Ph-O-CH2), 4.06-4.20 (m, 4H, O-CH2), 6.96-

7.02 (m, 3H, Ph-H), 7.49 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.68 (Bu-CH3), 

21.46 (Bu-CH2), 25.77 (4C, Cyclohex-C3/5), 26.04 (2C, Cyclohex-C4), 26.89 (Bu-CH2), 30.77 (Bu-

CH2), 32.70 (4C, Cyclohex-C2/6), 34.76 (2C, Cyclohex-CH2), 36.16 (2C, Cyclohex-C1), 60.23 (O-

CH2), 66.36+66.49 (2C, Ph-O-CH2), 113.36 (Ph-C2), 114.69 (Ph-C5), 121.63 (Ph-C6), 127.63 (Ph-C1), 

130.72 (C=C-COO), 138.07 (Ph-C=C), 148.22 (Ph-C3), 149.21 (Ph-C4), 167.68 (COO-). MS (ESI+): 

m/e = 485.8 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-[4-(2-cyclohexylethoxy)-3-phenethoxybenzyliden]hexanoat 

82 (MH113) 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.85 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 0.91-1.32 (m, 10H, 

Et-CH3 + Bu-CH2 + Cyclohex-H), 1.41-1.75 (m, 10H, Cyclohex-H + -CH2), 2.43-2.50 (m, 1H, Bu-

CH2), 3.00-3.04 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Ph‟-CH2), 3.97-4.01 (m, 2H, Ph-C4-O-CH2), 4.13-4.20 (m, 4H, O-

CH2 + Ph-C3-O-CH2), 6.96-7.03 (m, 3H, Ph-H), 7.17-7.34 (m, 5H, Ph'-H), 7.48 (s, 1H, C=CH). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.64 (Bu-CH3), 14.14 (Et-CH3), 22.36 (Bu-CH2), 25.73 (2C, 

Cyclohex-C3/5), 26.03 (Cyclohex-C4), 26.86 (Bu-CH2), 30.72 (Bu-CH2), 32.67 (2C, Cyclohex-C2/6), 

33.99 (Cyclohex-CH2), 34.76 (Ph'-CH2), 36.09 (Cyclohex-C1), 60.22 (O-CH2), 66.26 (Ph-C4-O-CH2), 

69.02 (Ph-C3-O-CH2), 113.25 (Ph-C2), 114.64 (Ph-C5), 122.93 (Ph-C6), 126.19 (Ph-C1), 127.55 (Ph'-

C4), 128.13 (2C, Ph'-C2/6), 128.99 (2C, Ph'-C3/5), 130.69 (C=C-COO), 138.02 (Ph-C=C), 138.44 (Ph'-

C1), 147.66 (Ph-C3), 149.05 (Ph-C4), 169.01 (COO-). MS (ESI+): m/e = 479.5 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-cyclohexylethoxy)-4-phenethoxybenzyliden]hexanoat 

83 (MH121) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.84-0.90 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.94-1.74 (m, 20H, 

Et-CH3 + Bu-CH2 + Cyclohex-CH + -CH2), 2.47 (m, 2H, Bu-CH2), 2.99-3.04 (t, 2H, J = 6.5 Hz, Ph‟-

CH2), 3.92-3.97 (t, 2H, J = 6.6 Hz, Ph-C3-O-CH2), 4.13-4.20 (m, 4H, O-CH2 + Ph-C4-O-CH2), 6.95-

7.04 (m, 3H, Ph-H), 7.18-7.35 (m, 5H, Ph'-H), 7.49 (s, 1H, C=CH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.66 (Bu-CH3), 13.88 (Et-CH3), 21.44 (Bu-CH2), 25.72 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.29 

(Cyclohex-C4), 26.77 (Bu-CH2), 30.75 (Bu-CH2), 32.67 (2C, Cyclohex-C2/6), 34.05 (Cyclohex-CH2), 

34.73 (Ph'-CH2), 36.15 (Cyclohex-C1), 60.21 (O-CH2), 66.47 (Ph-C3-O-CH2), 68.91 (Ph-C4-O-CH2), 

113.36 (Ph-C2), 114.67 (Ph-C5), 122.84 (Ph-C6), 126.18 (Ph-C1), 127.80 (Ph'-C4), 128.11 (2C, Ph'-

C2/6), 129.01 (2C, Ph'-C3/5), 130.81 (C=C-COO), 137.99 (Ph-C=C), 138.43 (Ph'-C1), 148.85 (Ph-C4), 

148.85 (Ph-C3), 167.64 (COO-). MS (ESI+): m/e = 479.4 [M+1]
+
. 
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5.3.7 Arbeitsvorschrift zur Hydrierung der exozyklischen Doppelbindung 

 

Die Zwischenstufen 72-76, 81-83 werden in Ethanol gelöst, mit Pd/ C versehen und im Autoklaven 

plaziert. Der Ansatz wird mit H2 begast und über Nacht bei 5 bar gerührt. Nach 17-24 h wird das 

resultierende Produkt über Celite
®
 filtriert und einrotiert. Der Umsatz findet quantitativ statt, das 

Produkt kann im nächsten Schritt ohne weitere Aufreinigung hydrolysiert werden. 

Tabelle 18 Synthesebedingungen 

Substanz 

E 
Pd/C  

in g (%) 

Reaktions- 

dauer  

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt 

Menge in g 

(mmol) 
in % in g 

84 (MH83) 72 0.50 (1.1) 0.05 (10) 20 90.0 0.45 Braunes Öl 

85 (MH70) 73 0.31 (0.7) 0.07 (10) 24 89.9 0.28 Farbloses Öl 

86 (MH67) 74 0.45 (0.9) 0.04 (10) 24 93.0 0.42 Farbloses Öl 

87 (MH72) 75 0.47 (1.0) 0.05 (10) 24 87.6 0.44 Farbloses Öl 

88 (MH76) 76 0.69 (1.5) 0.06 (10) 18 98.0 0.68 Farbloses Öl 

89 (MH114) 81 0.48 (1.0) 0.05 (10) 22 90.0 0.43 Farbloses Öl 

90 (MH116) 82 0.60 (1.2) 0.06 (10) 17 94.7 0.57 Farbloses Öl 

91 (MH126) 83 0.50 (1.0) 0.05 (10) 20 97.6 0.49 Farbloses Öl 
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5.3.8 Charakterisierung der Zwischenstufen 84-91 

Charakterisierung von Ethyl 2-(3,5-diphenethoxybenzyl)hexanoat 84 (MH83) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.01-1.06 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.08-1.21 (m, 4H, Bu-CH2), 1.30-1.48 (m, 2H, Bu-CH2), 2.58-2.69 (m, 3H, Prop-

C3H2 + Prop-C2H), 2.95-3.00 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph‟-CH2), 3.91-3.99 (m, 2H, O-CH2), 4.08-4.13 (t, 

4H, J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 6.29 (s, 3H, Ph-H), 7.17-7.30 (m, 10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.97 (Bu-CH3), 14.00 (Et-CH3), 21.92 (Bu-CH2), 28.92 (Bu-CH2), 31.36 (Bu-CH2), 

32.65 (Prop-C3), 34.88 (2C, Ph‟-CH2), 46.54 (Prop-C2), 59.51 (O-CH2), 68.03 (2C, Ph-O-CH2), 98.97 

(Ph-C4), 107.42 (2C, Ph-C2/6), 126.18 (2C, Ph‟-C4), 128.21 (4C, Ph‟-C2/6), 128.89 (4C, Ph‟-C3/5), 

138.35 (2C, Ph‟-C1), 141.55 (Ph-C1), 159.35 (2C, Ph-C3/5), 174.66 (COO-). MS (ESI+): m/e = 475.3 

[M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(2,3-diphenethoxybenzyl)hexanoat 85 (MH70) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 0.98-1.02 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.10-1.41 (m, 6H, Bu-CH2), 2.42-2.54 (m, 3H, Prop-C3H2 + Prop-C2H), 2.87-2.92 (t, 

2H, J = 6.6 Hz, Ph„-CH2), 3.01-3.04 (t, 2H, J = 6.4 Hz, Ph„-CH2), 3.92-4.01 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.57-

6.60 (dd, 1H, J = 3.5; 5.6 Hz, Ph-C6), 6.83-6.88 (m, 2H, Ph-C4/5), 7.16-7.32 (m, 10H, Ph„-H). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.73 (Bu-CH3), 13.98 (Et-CH3), 21.93 (Bu-CH2), 28.88 (Bu-

CH2), 31.55 (Bu-CH2), 32.79 (Prop-C3), 35.08+36.17 (2C, Ph„-CH2), 45.64 (Prop-C2), 59.38 (O-CH2), 

68.57+72.40 (2C, Ph-O-CH2), 111.98 (Ph-C4), 122.05 (Ph-C5), 123.26 (Ph-C6), 126.03+126.31 (2C, 

Ph„-C4), 128.14+128.20 (4C, Ph„-C2/6), 128.76+128.86 (4C, Ph„-C3/5), 132.57 (Ph-C1), 138.74+138.54 

(2C, Ph„-C1), 145.74 (Ph-C2), 151.32 (Ph-C3), 174.70 (COO-). MS (ESI+): m/e = 475.4 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-(3,4-diphenethoxybenzyl)hexanoat 86 (MH67) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 6.9 Hz, Bu-CH3), 1.00-1.06 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.19-1.20 (m, 4H, Bu-CH2), 1.41-1.43 (m, 2H, Bu-CH2), 2.54-2.72 (m, 3H, Prop-

C3H2 + Prop-C2H), 2.95-3.00 (m, 4H, Ph‟-CH2), 3.91-3.98 (q, 2H, J = 7.0 Hz, O-CH2), 4.05-4.09 (t, 

4H, J = 6.6 Hz, Ph-O-CH2), 6.60-6.62 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-C6), 6.74 (s, 1H, Ph-C2), 6.80-6.83 (d, 

1H, J = 8.1 Hz, Ph-C5), 7.20-7.30 (m, 10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.70 

(Bu-CH3), 14.04 (Et-CH3), 21.93 (Bu-CH2), 28.79 (Bu-CH2), 31.27 (Bu-CH2), 35.15+35.19 (2C, Ph‟-

CH2), 37.38 (Prop-C3), 46.92 (Prop-C2), 59.46 (O-CH2), 69.12+69.20 (2C, Ph-O-CH2), 113.96 (Ph-

C2), 114.71 (Ph-C5), 121.14 (Ph-C6), 128.16 (4C, Ph‟-C2/6), 128.96 (4C, Ph‟-C3/5), 132.14 (Ph-C1), 

138.47+138.53 (2C, Ph‟-C1), 146.67 (Ph-C4), 147.99 (Ph-C3), 174.75 (COO-). MS (ESI+): m/e = 

492.5 [M+OH
+
]

+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(2,4-diphenethoxybenzyl)hexanoat 87 (MH72) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.02-1.07 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.13-1.22 (m, 4H, Bu-CH2), 1.45-1.52 (m, 2H, Bu-CH2), 2.48-2.53 (m, 3H, Prop-

C3H2 + Prop-C2H), 2.98-3.00 (m, 4H, Ph„-CH2), 3.93-3.96 (m, 2H, O-CH2), 4.05-4.16 (m, 4H, Ph-O-

CH2), 6.35-6.38 (dd, 1H, J = 2.3; 8.2 Hz, Ph-C5), 6.47-6.48 (d, 1H, J = 2.3 Hz, Ph-C3), 6.83-6.86 (d, 

1H, J = 8.2 Hz, Ph-C6), 7.17-7.22 m, 2H, Ph„-C4), 7.24-7.33 (m, 8H, Ph„-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.55 (Bu-CH3), 13.70 (Et-CH3), 21.68 (Bu-CH2), 28.78 (Bu-CH2), 31.35 (Bu-CH2), 

34.96+35.09 (2C, Ph„-CH2), 45.04 (Prop-C3), 47.61 (Prop-C2), 59.32 (O-CH2), 68.11+68.16 (2C, Ph-

O-CH2), 99.28 (Ph-C3), 105.17 (Ph-C5), 119.31 (Ph-C1), 126.12+126.18 (2C, Ph„-C4), 128.12+128.23 

(4C, Ph„-C2/6), 128.88+128.89 (4C, Ph„-C3/5), 130.57 (Ph-C6), 138.37+138.69 (2C, Ph„-C1), 157.18 

(Ph-C2), 158.28 (Ph-C4), 174.95 (COO-). MS (ESI+): m/e = 475.3 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-(2,5-diphenethoxybenzyl)hexanoat 88 (MH76) 

 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 0.99-1.05 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.13-1.19 (m, 4H, Bu-CH2), 1.20-1.49 (m, 2H, Bu-CH2), 2.51-2.59 (m, 3H, Prop-

C3H2 + Prop-C2H), 2.93-3.01 (q, 4H, J = 6.6 Hz, Ph„-CH2), 3.93-4.01 (q, 2H, J = 7.0 Hz, O-CH2), 

4.02-4.13 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.57-6.58 (d, 1H, J = 3.0 Hz, Ph-C6), 6.71-6.75 (dd, 1H, J = 3.0; 8.9 Hz, 

Ph-C4), 6.82-6.85 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Ph-C3), 7.19-7.30 (m, 10H, Ph„-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.74 (Bu-CH3), 14.03 (Et-CH3), 21.96 (Bu-CH2), 28.82 (Bu-CH2), 31.46 (Bu-CH2), 

32.93 (Prop-C3), 34.97+35.25 (2C, Ph„-CH2), 44.86 (Prop-C2), 59.43 (O-CH2), 68.46+68.67 (2C, Ph-

O-CH2), 112.38 (Ph-C3), 112.55 (Ph-C4), 117.13 (Ph-C6), 126.13+126.18 (2C, Ph„-C4), 128.15+128.23 

(4C, Ph„-C2/6), 128.40 (Ph-C1), 128.87+128.92 (4C, Ph„-C3/5), 138.46+138.79 (2C, Ph„-C1), 150.51 

(Ph-C5), 151.81 (Ph-C2), 174.87 (COO-). MS (ESI+): m/e = 475.1 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-[3,4-bis(2-cyclohexylethoxy)benzyl]hexanoat 89 (MH114) 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.89-1.24 (m, 15H, 

Et-CH3, Bu-CH2, Cyclohex-H), 1.38-1.77 (m, 20H, Cyclohex-H + -CH2, Bu-CH2), 2.53-2.73 (m, 2H, 

Prop-C2H + C3H), 3.39-3.46 (m, 1H, Prop-C3H), 3.87-4.00 (m, 6H, Ph-O-CH2 + O-CH2), 6.59-6.62 

(dd, 1H, J = 1.6; 8.1 Hz, Ph-C6), 6.72-6.73 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Ph-C2), 6.79-6.81 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 

Ph-C5). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.73 (Bu-CH3), 14.04 (Et-CH3), 21.96 (Bu-CH2), 

25.76 (4C, Cyclohex-C3/5), 26.04 (2C, Cyclohex-C4), 28.83 (Bu-CH2), 31.27 (Bu-CH2), 32.71 (4C, 

Cyclohex-C2/6), 34.03 (2C, Cyclohex-CH2), 36.20 (2C, Cyclohex-C1), 37.44 (Prop-C3), 46.98 (Prop-

C2), 59.47 (O-CH2), 66.27+66.43 (2C, Ph-O-CH2), 113.85 (Ph-C2), 114.57 (Ph-C5), 120.91 (Ph-C6), 

131.86 (Ph-C1), 146.97 (Ph-C4), 148.29 (Ph-C3), 174.78 (COO-). MS (ESI+): m/e = 487.7 [M+1]
+
. 
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Charakterisierung von Ethyl 2-[4-(2-cyclohexylethoxy)-3-phenethoxybenzyl]hexanoat 90 

(MH116) 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.86-0.97 (m, 2H, Bu-

CH2), 1.01-1.06 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Et-CH3), 1.15-1.77 (m, 17H, Bu-CH2 + Cyclohex-H + -CH2), 2.50-

2.72 (m, 3H, Prop-C3H2 + -C2H), 2.97-3.01 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Ph‟-CH2), 3.85-3.98 (m, 4H, Ph-C4-O-

CH2 + O-CH2), 4.07-4.12 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph-C3-O-CH2), 6.60-6.63 (dd, 1H, J = 1.9; 8.1 Hz, Ph-C6), 

6.74 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Ph-C2), 6.80-6.82 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-C5), 7.17-7.34 (m, 5H, Ph‟-H). 
13

C-

NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.73 (Bu-CH3), 14.04 (Et-CH3), 21.96 (Bu-CH2), 25.73 (2C, 

Cyclohex-C3/5), 26.04 (Cyclohex-C4), 28.82 (Bu-CH2), 31.30 (Bu-CH2), 32.70 (2C, Cyclohex-C2/6), 

33.96 (Cyclohex-C1), 35.13 (Cyclohex-CH2), 36.27 (Ph‟-CH2), 37.41 (Prop-C3), 46.97 (Prop-C2), 

59.47 (O-CH2), 66.40 (Ph-C4-O-CH2), 69.04 (Ph-C3-O-CH2), 113.80 (Ph-C2), 114.52 (Ph-C5), 121.09 

(Ph-C6), 126.16 (Ph‟-C4), 128.13 (2C, Ph‟-C2/6), 128.90 (2C, Ph‟-C3/5), 131.86 (Ph-C1) 138.53 (Ph‟-

C1), 146.88 (Ph-C4), 147.97 (Ph-C3), 174.79 (COO-). MS (ESI+): m/e = 481.5 [M+1]
+
. 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-cyclohexylethoxy)-4-phenethoxybenzyl]hexanoat 91 

(MH126) 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 0.87-1.73 (m, 23H, 

Bu-CH2, Et-CH3, Cyclohex-H + -CH2), 2.52-2.73 (m, 3H, Prop-C3H2 + -C2H), 2.95-2.99 (t, 2H, J = 6.7 

Hz, Ph‟-CH2), 3.87-3.99 (m, 4H, Ph-C3-O-CH2 + OCH2), 4.06-4.11 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph-C4-O-CH2), 

6.59-6.62 (dd, 1H, J = 1.8; 8.2 Hz, Ph-C6), 6.73 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ph-C2), 6.80-6.83 (d, 1H, J = 8.1 

Hz, Ph-C5), 7.17-7.33 (m, 5H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.73 (Bu-CH3), 14.05 

(Et-CH3), 21.96 (Bu-CH2), 25.73 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.04 (Cyclohex-C4), 28.82 (Bu-CH2), 31.27 

(Bu-CH2), 32.69 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.96 (Cyclohex-C1), 35.17 (Cyclohex-CH2), 36.21 (Ph‟-CH2), 

37.42 (Prop-C3), 46.95 (Prop-C2), 59.48 (O-CH2), 66.25 (Ph-C3-O-CH2), 69.11 (Ph-C4-O-CH2), 113.77 

(Ph-C2), 114.53 (Ph-C5), 120.89 (Ph-C6), 126.13 (Ph‟-C4), 128.11 (2C, Ph‟-C2/6), 128.99 (2C, Ph‟-

C3/5), 132.05 (Ph-C1) 138.58 (Ph‟-C1), 146.65 (Ph-C4), 148.20 (Ph-C3), 174.78 (COO-). MS (ESI+): 

m/e = 481.5 [M+1]
+
. 
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5.3.9 Arbeitsvorschrift zur Verseifung der Estergruppe 

2-Benzylhexansäure-Derivate:  

 

2-Benzylidenhexansäure-Derivate:  

 

Die Verseifung findet nach der in Kapitel 5.2.5 beschriebenen Methode statt. Detaillierte 

Synthesebedingungen der einzelnen Derivate sind Tabelle 19 zu entnehmen.  

Tabelle 19 Synthesebedingungen  

Substanz 

E LiOHxH2O 

Menge in    

g (mmol) 

Reak-

tions- 

dauer 

(in h) 

Ausbeute 

Aussehen 
Edukt 

Menge in  

g (mmol) 
in % in g 

2-Benzylhexansäure-Derivate 

23 (MH85) 84 0.40 (0.8) 0.18 (4.2) 22 76.3 0.28 Farbloses Öl 

27 (MH74) 85 0.31 (0.6) 0.14 (3.3) 8 89.0 0.26 Farbloses Öl 

28 (MH73) 86 0.31 (0.7) 0.14 (3.3) 24 84.5 0.25 Farbloses Öl 

29 (MH78) 87 0.26 (0.5) 0.11 (2.7) 40 73.6 0.18 Braunes Öl 

30 (MH77) 88 0.40 (0.8) 0.18 (4.2) 72 85.1 0.32 Weißer Feststoff 

36 (MH115) 89 0.40 (0.8) 0.17 (4.1) 17 75.7 0.28 Farbloses Öl 

37 (MH118) 90 0.55 (1.1) 0.23 (5.7) 24 63.8 0.33 Farbloses Öl 

38 (MH127) 91 0.40 (0.8) 0.17 (4.1) 6 71.4 0.27 Farbloses Öl 

2-Benzylidenhexansäure-Derivate 

24 (MH95) 72 0.40 (0.8) 0.17 (4.1) 7 93.1 0.35 Weißer Feststoff 

31 (MH147) 76 0.31 (0.6) 0.14 (3.3) 24 76.4 0.22 Weißer Feststoff 

32 (MH164) 77 0.12 (0.2) 0.05 (1.2) 9 45.1 0.05 Weißer Feststoff 

33 (MH166) 78 0.31 (0.5) 0.10 (4.3) 24 52.4 0.15 Weißer Feststoff 

34 (MH163) 79 0.21 (0.4) 0.08 (1.8) 20  70.7 0.14 Weißer Feststoff 

35 (MH167) 80 0.09 (0.2) 0.04 (0.9) 40 50.7 0.05 Weißer Feststoff 
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5.3.10 Charakterisierung der Endprodukte 23-38 

a) 2-Benzylhexansäure-Derivate 

Charakterisierung von 2-(3,5-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 23 (MH85) 

 

 

 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.84 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.14-1.23 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.37-1.48 (m, 2H, Bu-CH2), 2.48-2.73 (m, 3H, Prop-C3H2 + Prop-C2H), 2.96-3.01 (t, 4H, J = 6.8 

Hz, Ph‟-CH2), 4.09-4.13 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 6.29-6.31 (m, 3H, Ph-H), 7.17-7.30 (m, 10H, 

Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.79 (Bu-CH3), 22.02 (Bu-CH2), 28.86 (Bu-CH2), 

31.33 (Bu-CH2), 32.67 (Prop-C3), 34.91 (2C, Ph‟-CH2), 46.56 (Prop-C2), 68.01 (2C, Ph-O-CH2), 98.74 

(Ph-C4), 107.48 (2C, Ph-C2/6), 126.20 (2C, Ph‟-C4), 128.24 (4C, Ph‟-C2/6), 128.90 (4C, Ph‟-C3/5), 

138.34 (2C, Ph‟-C4), 141.95 (Ph-C1), 159.60 (2C, Ph-C3/5), 176.29 (COOH). MS (ESI+): m/e = 447.5 

[M+1]
+
. Anal. (C29H34O4 [446.25]) C, H: ber. C: 78.00, H: 7.67, gef. C: 77.61, H: 7.94, Abw. C: 0.39, 

H: 0.27. 

 

Charakterisierung von 2-(2,3-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 27 (MH78) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.82 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.13-1.30 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.30-1.39 (m, 2H, Bu-CH2), 2.38-2.50 (m, 1H, Prop-C2H), 2.50-2.61 (m, 2H, Prop-C3H2), 2.87-

2.91 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Ph„-CH2), 2.99-3.03 (t, 2H, J = 6.4 Hz, Ph„-CH2), 3.99-4.03 (m, 2H, Ph-O-

CH2), 4.14-4.18 (t, 2H, J = 6.4 Hz, Ph-O-CH2), 6.62-6.65 (t, 1H, J = 4.6 Hz, Ph-C5), 6.85-6.87 (d, 2H, 

J = 4.6 Hz, Ph-C4/6), 7.16-7.30 (m, 10H, Ph„-H), 11.94 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, 

(CD3)2SO): δ = 13.90 (Bu-CH3), 22.01 (Bu-CH2), 28.96 (Bu-CH2), 31.24 (Bu-CH2), 32.47 (Prop-C3), 

35.01+36.18 (2C, Ph„-CH2), 45.70 (Prop-C2), 68.54+72.42 (2C, Ph-O-CH2), 111.77 (Ph-C4), 122.06 

(Ph-C5), 123.25 (Ph-C6), 126.03+126.16 (2C, Ph„-C4), 128.15+128.20 (4C, Ph„-C2/6), 128.77+128.85 
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(4C, Ph„-C3/5), 133.02 (Ph-C1), 138.53+138.68 (4C, Ph„-C1), 145.73 (Ph-C2), 151.32 (Ph-C1), 176.38 

(COOH). MS (ESI+): m/e = 464.4 [M+OH
+
]

+
. Anal. (C29H34O4 [446.25]) C, H: ber. C: 78.00, H: 

7.67, gef. C: 77.77, H: 7.89, Abw. C: 0.23, H: 0.22. 

 

Charakterisierung von 2-(3,4-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 28 (MH73) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.14-1.22 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.23-1.50 (m, 2H, Bu-CH2), 2.45-2.58 (m, 2H, Prop-C3H + Prop-C2H), 2.58-2.69 (m, 1H, Prop-

C3H), 2.96-3.01 (m, 4H, Ph‟-CH2), 4.05-4.10 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.66 (dd, 1H, J = 1.8; 8.3 Hz, Ph-

C6), 6.77-6.78 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ph-C2), 6.81-6.84 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-C5), 7.20-7.33 (m, 10H, 

Ph‟-H), 12.02 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.79 (Bu-CH3), 22.05 

(Bu-CH2), 28.93 (Bu-CH2), 31.21 (Bu-CH2), 35.17+35.22 (2C, Ph‟-CH2), 37.32 (Prop-C3), 46.93 

(Prop-C2), 69.06+69.15 (2C, Ph-O-CH2), 113.81 (Ph-C5), 114.66 (Ph-C2), 121.13 (Ph-C6), 

126.16+126.19 (2C, Ph‟-C4), 128.19 (4C, Ph‟-C2/6), 129.03 (4C, Ph‟-C3/5), 132.51 (Ph-C1), 

138.49+138.55 (2C, Ph‟-C1), 146.58 (Ph-C3), 147.92 (Ph-C4), 176.42 (COOH). MS (ESI-): m/e = 

445.3 [M-1]
-
. Anal. (C29H34O4 [446.25]) C, H: ber. C: 78.00, H: 7.67, gef. C: 78.06, H: 7.65, Abw. C: 

0.06, H: 0.02.  

 

Charakterisierung von 2-(2,4-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 29 (MH74) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.11-1.22 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.27-1.53 (m, 2H, Bu-CH2), 2.32-2.60 (m, 3H, Prop-C3H2 + Prop-C2H), 2.96-3.02 (q, 4H, J = 

6.4 Hz, Ph‟-CH2), 4.05-4.15 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.35-6.39 (dd, 1H, J = 2.3; 8.2 Hz, Ph-C5), 6.47-6.48 
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(d, 1H, J = 2.3 Hz, Ph-C3), 6.87-6.90 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-C6), 7.17-7.33 (m, 10H, Ph‟-H), 12.02 (s/ 

br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.64 (Bu-CH3), 22.07 (Bu-CH2), 28.89 (Bu-

CH2), 31.43 (Bu-CH2), 32.19 (Prop-C3), 34.99+35.11 (2C, Ph‟-CH2), 45.10 (Prop-C2), 68.08+68.19 

(2C, Ph-O-CH2), 99.18 (Ph-C3), 105.08 (Ph-C5), 119.68 (Ph-C1), 126.14+126.22 (2C, Ph‟-C4), 

128.15+128.27 (4C, Ph‟-C2/6), 128.92+128.97 (4C, Ph‟-C3/5), 130.61 (Ph-C6), 138.38+138.71 (2C, 

Ph‟-C1), 157.19 (Ph-C2), 158.18 (Ph-C4), 176.67 (COOH). MS (ESI-): m/e = 445.3 [M-1]
-
. Anal. 

(C29H34O4 [446.25]) C, H: ber. C: 78.00, H: 7.67, gef. C: 78.18, H: 8.03, Abw. C: 0.18, H: 0.36. 

 

Charakterisierung von 2-(2,5-Diphenethoxybenzyl)hexansäure 30 (MH77) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.15-1.40 (m, 6H, Bu-

CH2), 2.47-2.49 (m, 1H, Prop-C2H), 2.55-2.58 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Prop-C3H2), 2.93-3.00 (q, 4H, J = 

6.4; 8.9 Hz, Ph„-CH2), 4.01-4.09 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.60-6.61 (d, 1H, J = 2.9 Hz, Ph-C6), 6.66-6.69 

(dd, 1H, J = 2.9; 8.7 Hz, Ph-C4), 6.80-6.82 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Ph-C3), 7.16-7.31 (m, 10H, Ph„-H), 

11.95 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.77 (Bu-CH3), 22.02 (Bu-CH2), 

28.88 (Bu-CH2), 31.51 (Bu-CH2), 32.68 (Prop-C3), 34.99+35.26 (2C, Ph„-CH2), 44.92 (Prop-C2), 

68.40+68.70 (2C, Ph-O-CH2), 112.23 (Ph-C3), 112.33 (Ph-C4), 117.19 (Ph-C6), 126.10+126.17 (2C, 

Ph„-C4), 128.13+128.24 (4C, Ph„-C2/6), 128.85+128.92 (4C, Ph„-C3/5), 138.43+138.75 (2C, Ph‟-C1), 

150.52 (Ph-C5), 151.78 (Ph-C2), 176.50 (COOH). MS (ESI-): m/e = 445.4 [M-1]
-
. Anal. (C29H34O4 

[446.25]) C, H: ber. C: 78.00, H: 7.67, gef. C: 77.77, H: 7.66, Abw. C: 0.23, H: 0.01. 

 

Charakterisierung von 2-[3,4-Bis-(2-cyclohexylethoxy)benzyl]hexansäure 36 (MH115) 
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1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.99 (m, 7H, Bu-CH3 + Bu-CH2), 1.05-1.75 (m, 28H, 

Bu-CH2 + Cyclohex-H + -CH2), 2.44-2.75 (m, 3H, Prop-C3H2 + C2H), 3.88-3.98 (q, 4H, J = 6.2 Hz, 

Ph-O-CH2), 6.61-6.64 (dd, 1H, J = 1.8; 8.1 Hz, Ph-C6), 6.75-6.81 (m, 2H, Ph-C2/5), 12.05 (s/br, 1H, 

COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.78 (Bu-CH3), 22.04 (Bu-CH2), 25.77 (4C, 

Cyclohex-C3/5), 26.05 (2C, Cyclohex-C4), 28.92 (Bu-CH2), 31.16 (Bu-CH2), 32.72 (4C, Cyclohex-

C2/6), 34.04 (2C, Cyclohex-CH2),  36.24 (2C, Cyclohex-C1), 37.31 (Prop-C3), 46.90 (Prop-C2), 

66.28+66.42 (2C, Ph-O-CH2),  113.77 (Ph-C2), 114.63 (Ph-C5), 120.91 (Ph-C6), 146.92 (Ph-C4) 148.27 

(Ph-C3), 176.43 (COOH). MS (ESI-): m/e = 457.6 [M-1]
-
. Anal. (C29H46O4 [458.67]) C, H: ber. C: 

75.94, H: 10.11, gef. C: 76.07, H: 10.26, Abw. C: 0.13, H: 0.15. 

 

Charakterisierung von 2-[4-(2-Cyclohexylethoxy)-3-phenethoxybenzyl]hexansäure 37 

(MH118) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =  0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 0.85-1.30 (m, 9H, 

Bu-CH2 + Cyclohex-H), 1.34-1.73 (m, 10H, Cyclohex-H + CH2 + Bu-CH3), 2.45-2.59 (m, 2H, Prop-

C2H + C3H), 2.66-2.74 (dd, 1H, J = 5.0; 8.4 Hz, Prop-C3H), 2.96-3.01 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Ph'-CH2), 

3.86-3.90 (t, 2H, J = 6.4 Hz, Ph-C4-O-CH2), 4.08-4.12 (t, 2H, J = 6.8 Hz, Ph-C3-O-CH2), 6.62-6.66 

(dd, 1H, J = 1.8; 8.1 Hz, Ph-C6), 6.76 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ph-C2), 6.79-6.82 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-C5), 

7.18-7.34 (m, 5H, Ph‟-H), 12.05 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.77 

(Bu-CH3), 22.03 (Bu-CH2), 25.74 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.04 (Cyclohex-C4), 28.92 (Bu-CH2), 31.20 

(Bu-CH2), 32.71 (2C, Cyclohex-C2/6), 33.97 (Cyclohex-CH2), 35.16 (Ph‟-CH2), 36.31 (Cyclohex-C1), 

37.31 (Prop-C3), 46.94 (Prop-C2), 66.39 (Ph-C4-O-CH2), 69.02 (Ph-C3-O-CH2), 113.75 (Ph-C2), 

114.58 (Ph-C5), 121.10 (Ph-C6), 126.16 (Ph'-C4), 128.13 (2C, Ph'-C2/6), 129.02 (2C, Ph‟-C3/5), 132.26 

(Ph-C1), 138.54 (Ph‟-C1), 146.83 (Ph-C4) 147.93 (Ph-C3), 176.42 (COOH). MS (ESI-): m/e = 451.3 

[M-1]
-
. Anal. (C29H40O4 [452.29]) C, H: ber. C: 76.95, H: 8.91, gef. C: 77.01, H: 8.95, Abw. C: 0.06, 

H: 0.04. 

 

  



Martina Hieke, Dissertation  5. Experimenteller Teil 

120 

Charakterisierung von 2-[3-(2-Cyclohexylethoxy)-4-phenethoxybenzyl]hexansäure 38 

(MH127) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-0.85 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 0.91-1.74 (m, 20H, 

Bu-CH2, Cyclohex-H + -CH2), 2.47-2.71 (m, 3H, Prop-C3H2 + -C2H), 2.96-3.00 (t, 2H, J = 6.6 Hz, 

Ph'-CH2), 3.87-3.91 (t, 2H, Ph-C3-O-CH2), 4.07-4.11 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Ph-C4-O-CH2), 6.61-6.64 (dd, 

1H, J = 1.8; 8.1 Hz, Ph-C6), 6.76 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ph-C2), 6.80-6.83 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-C5), 

7.20-7.34 (m, 5H, Ph‟-H), 12.06 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.77 

(Bu-CH3), 22.04 (Bu-CH2), 25.74 (2C, Cyclohex-C3/5), 26.06 (Cyclohex-C4), 28.91 (Bu-CH2), 31.15 

(Bu-CH2), 32.72 (2C, Cyclohex-C2/6), 34.00 (Cyclohex-C1), 35.23 (Cyclohex-CH2), 36.27 (Ph‟-CH2), 

37.31 (Prop-C3), 46.88 (Prop-C2), 66.36 (Ph-C3-O-CH2), 69.19 (Ph-C4-O-CH2), 113.87 (Ph-C2), 

114.73 (Ph-C5), 120.94 (Ph-C6), 126.14 (Ph'-C4), 128.13 (2C, Ph'-C2/6), 128.99 (2C, Ph'-C3/5), 132.53 

(Ph-C1) 138.62 (Ph'-C1), 146.66 (Ph-C4), 148.26 (Ph-C3), 176.40 (COOH). MS (ESI+): m/e = 453.5 

[M+1]
+
. Anal. (C29H40O4 [452.29]) C, H: ber. C 76.95, H: 8.91, gef. C: 76.69, H: 8.87, Abw. C: 0.26, 

H: 0.04. 
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b) 2-Benzylidenhexansäure-Derivate 

Charakterisierung von 2-(3,5-Diphenethoxybenzyliden)hexansäure 24 (MH95) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.77-0.82 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.24-1.27 (m, 2H, Bu-

CH2), 1.29-1.40 (m, 2H, Bu-CH2), 2.35-2.40 (m, 2H, Bu-CH2), 2.98-3.03 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph‟-CH2), 

4.15-4.19 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 6.48-6.53 (dd, 3H, J = 1.7; 9.2 Hz, Ph-H), 7.20-7.28 (m, 10H, 

Ph‟-H), 7.44 (s, 1H, C=CH), 12.0 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.64 

(Bu-CH3), 22.38 (Bu-CH2), 27.03 (Bu-CH2), 30.91 (Bu-CH2), 34.85 (2C, Ph‟-CH2), 68.26 (2C, Ph-O-

CH2), 101.41 (Ph-C4), 107.61 (2C, Ph-C2/6), 126.25 (2C, Ph‟-C4), 128.26 (4C, Ph‟-C2/6), 128.92 (4C, 

Ph‟-C3/5), 134.19 (Ph-C1), 137.25 (CH-COO), 137.47 (Ph-C=CH), 138.26 (2C, Ph‟-C1), 159.53 (2C, 

Ph-C3/5), 169.04 (COOH). MS (ESI-): m/e = 443.5 [M-1]
-
. Anal. (C29H32O4 [444.23]) C, H: ber. C: 

78.35, H: 7.26, gef. C: 78.28, H: 7.27, Abw. C: 0.07, H: 0.01. 

 

Charakterisierung von 2-(2,5-Diphenethoxybenzyliden)hexansäure 31 (MH147) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.73-0.78 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.16-1.45 (m, 4H, Bu-

CH2), 2.26-2.33 (m, 2H, Bu-CH2), 2.94-3.01 (m, 4H, Ph‟-CH2), 4.08-4.13 (q, 4H, J = 6.7 Hz, Ph-O-

CH2), 6.76-6.77 (m, 1H, Ph-C6), 6.85-6.97 (m, 2H, Ph-C3/4), 7.17-7.31 (m, 10H, Ph‟-H), 7.63 (s, 1H, 

C=CH), 12.4 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.58 (Bu-CH3), 22.21 (Bu-

CH2), 26.91 (Bu-CH2), 30.91 (Bu-CH2), 34.93+35.11 (2C, Ph‟-CH2), 68.66+69.09 (2C, Ph-O-CH2), 

113.14 (Ph-C6), 115.12 (Ph-C4), 115.62 (Ph-C3), 125.00 (Ph-C1), 126.13+126.18 (2C, Ph‟-C4), 

128.09+128.19 (4C, Ph‟-C2/6), 128.84+129.11 (4C, Ph‟-C3/5), 133.39 (CH-COO), 133.49 (Ph-C=CH), 

138.28+138.45 (2C, Ph‟-C1), 150.58 (Ph-C2), 152.81 (Ph-C5), 168.99 (COOH). MS (ESI-): m/e = 
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443.3 [M-1]
-
. Anal. (C29H32O4 [444.23]) C, H: ber. C: 78.35, H: 7.26, gef. C: 78.20, H: 7.35, Abw. C: 

0.15, H: 0.11.  

 

Charakterisierung von 2,5-Bis-[(2-cyclohexylethoxy)benzyliden]hexansäure 32 (MH164) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.85 (t, 3H, J = 7.2 Hz, Bu-CH3), 0.88-1.75 (m, 30H, 

Cyclohex-H + -CH2 + Bu-CH2), 2.31-2.36 (m, 2H, Bu-CH2), 3.90-3.96 (q, 4H, J = 6.4 Hz, Ph-O-CH2), 

6.77-6.78 (d, 1H, J = 3.0 Hz, Ph-C6), 6.85-6.89 (dd, 1H, J = 3.0; 8.9 Hz, Ph-C4), 6.94-6.97 (d, 1H, J = 

9.0 Hz, Ph-C3), 7.63 (s, 1H, C=CH), 12.39 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ 

= 13.68 (Bu-CH3), 22.36 (Bu-CH2), 25.75 (4C, Cyclohex-C3/5), 26.04 (2C, Cyclohex-C4), 27.01 (Bu-

CH2), 31.00 (Bu-CH2), 32.70 (4C, Cyclohex-C2/6), 34.10 (2C, Cyclohex-CH2), 36.06 (2C, Cyclohex-

C1), 65.95+66.70 (2C, Ph-O-CH2), 113.79 (Ph-C6), 114.79 (Ph-C3), 115.83 (Ph-C4), 125.11 (Ph-C1), 

133.43 (C=C-COO), 133.63 (Ph-C=C), 150.75 (Ph-C2), 152.03 (Ph-C5), 169.02 (COOH). MS (ESI-): 

m/e = 455.9 [M-1]
-
. Anal. (C29H44O4 [456.66]) C, H: ber. C: 76.27, H: 9.71, gef. C: 76.02, H: 9.79, 

Abw. C: 0.25, H: 0.08. 

 

Charakterisierung von 2,5-Bis-{[4-(trifluormethyl)phenethoxy]benzyliden}hexansäure 33 

(MH166) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.64-0.68 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.09-1.46 (m, 4H, Bu-

CH2), 2.30-2.36 (m, 2H, Bu-CH2), 3.15-3.29 (m, 4H, Ph„-CH2), 4.14-4.32 (m, 4H, Ph-O-CH2), 6.78-
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6.82 (d, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-C6), 6.94-7.04 (m, 2H, Ph-C3/4), 7.56-7.70 (m, 9H, Ph„-H + C=CH), 12.63 

(s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.44 (Bu-CH3), 22.09 (Bu-CH2), 26.77 

(Bu-CH2), 30.81 (Bu-CH2), 34.62+34.82 (2C, Ph„-CH2), 68.08+68.44 (2C, Ph-O-CH2), 113.04 (Ph-

C6), 115.21 (Ph-C4), 115.54 (Ph-C3), 122.57 (Ph-C1), 124-125 (2C, -CF3), 124.78+124.94 (4C, Ph‟-

C3/5), 129.71+129.87 (4C, Ph„-C2/6), 134.67 (2C, Ph‟-C4), 143.48+143.64 (2C, Ph‟-C1), 133.34 (C=C-

COO), 133.57 (Ph-C=C), 150.50 (Ph-C2), 151.69 (Ph-C5), 168.94 (COOH). MS (ESI+): m/e = 581.9 

[M+1]
+
. Anal. (C31H30F6O4 [580.20]) C, H: ber. C: 64.13, H: 5.21, gef. C: 64.19, H: 5.06, Abw. C: 

0.06, H: 0.15. 

 

Charakterisierung von 2-{2,5-Bis-[4-(trifluormethyl)benzyloxy]benzyliden}hexansäure 34 

(MH163) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.72-0.77 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.08-1.38 (m, 4H, Bu-

CH2), 2.24-2.29 (t, 2H, J = 8.1 Hz, Bu-CH2), 5.21 (s, 4H, Ph‟-CH2), 6.86-6.87 (d, 1H, J = 2.7 Hz, Ph-

C6), 6.97-7.06 (m, 2H, Ph-C3/4), 7.58-7.75 (m, 9H, Ph‟-H + C=CH), 12.47 (s, 1H, COOH). 
13

C-NMR 

(75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.53 (Bu-CH3), 22.00 (Bu-CH2), 26.62 (Bu-CH2), 30.67 (Bu-CH2), 

68.66+69.13 (2C, Ph-O-CH2), 114.07 (Ph-C6), 115.63 (Ph-C4), 116.03 (Ph-C3), 122.35 (Ph-C1), 122-

127 (2C, -CF3), 125.22+125.31 (4C, Ph‟-C3/5), 127.68 (4C, Ph‟-C2/6), 129.56 (2C, Ph‟-C4), 133.30 

(CH-COO), 134.14 (Ph-C=C), 142.10 (2C, Ph‟-C1), 150.18 (Ph-C2), 151.64 (Ph-C5), 167.19 (COOH). 

MS (ESI-): m/e = 551.9 [M-1]
-
. Anal. (C29H26F6O4 [552.51]) C, H: ber. C: 63.04, H: 4.74, gef. C: 

62.93, H: 4.73, Abw. C: 0.11, H: 0.01. 
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Charakterisierung von 2-{5-(2-Cyclohexylethoxy)-2-[(4-trifluormethyl)benzyloxy]- 

benzyliden}hexansäure 35 (MH167) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.79-1.73 (m, 20H, Cyclohex-H + -CH2 + Bu-CH2), 2.31-

2.38 (m, 2H, Bu-CH2), 3.91-3.96 (t, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-O-CH2), 5.20 (s, 2H, Ph„-CH2), 6.80-7.90 (m, 

2H, Ph-C6/4), 6.99-7.01 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Ph-C3), 7.58-7.75 (m, 5H, Ph„-H + C=CH), 12.45 (s/ br, 

1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.59 (Bu-CH3), 22.86 (Bu-CH2), 25.70 (2C, 

Cyclohex-C3/5), 25.99 (Bu-CH2), 27.01 (Cyclohex-C4), 30.93 (Bu-CH2), 32.66 (2C, Cyclohex-C2/6), 

34.09 (Cyclohex-CH2), 36.00 (Cyclohex-C1), 66.00 (Ph-C5-CH2), 69.27 (Ph‟-CH2), 114.19 (Ph-C6), 

115.03 (Ph-C4), 115.70 (Ph-C3), 122.40 (Ph-C1), 125.22+125.48 (3C, -CF3 + Ph‟-C3/5), 127.68 (2C, 

Ph‟-C2/6), 133.26 (C=C-COO), 134.01 (Ph-C=C), 135.10 (Ph‟-C4), 142.13 (Ph‟-C1), 149.88 (Ph-C2), 

152.44 (Ph-C5), 167.21 (COOH). MS (ESI-): m/e = 503.9 [M-1]
-
. Anal. (C29H35F3O4 [504.58]) C, H: 

ber. C: 69.03, H: 6.99, gef. C: 68.90, H: 7.11, Abw. C: 0.13, H: 0.12. 
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5.4 Synthese und Charakterisierung von 2-[(3,5-Diphen-

ethoxyphenyl)thio]hexansäure 25 

Syntheseschema:  
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5.4.1 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 92 

2.4 g Natriumhydrid (95%; 90 mmol) wird in einen Dreihalskolben eingewogen und mit ca. 50 ml 

absolutem DMF suspendiert. Nach Erzeugen einer Argonatmosphäre und Eisbadkühlung wird 

Phloroglucinol (3.78 g, 30 mmol) nach und nach über eine Spritze zugegeben. Es entsteht eine braune 

Suspension. Nach 30-60 min wird Phenethylbromid (11.7 g, 63 mmol) hinzugefügt und für weitere 20 

Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Es entsteht ein Gemisch aus verschieden veretherten Produkten.  

Die Mischung wird darauf mit Wasser verdünnt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die 

vereinigten organischen Fraktionen werden über MgSO4 getrocknet und einrotiert. Die Aufreinigung 

erfolgt mittels Säulenchromatographie und n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase.  

Produkt: oranger Feststoff, Ausbeute: 18.4% (1.84 g). 

 

Charakterisierung von 3,5-Diphenethoxyphenol 92 (MH105) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 2.94-2.99 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph'-CH2), 4.05-4.13 (m, 4H, Ph-

O-CH2), 5.90-5.92 (m, 3H, Ph-H), 7.17-7.31 (m, 10H, Ph‟-H), 9.37 (s, 1H, -OH). 
13

C-NMR (75.44 

MHz, (CD3)2SO): δ = 34.86 (2C, Ph‟-CH2), 67.38 (2C, Ph-O-CH2), 92.30 (Ph-C4), 94.65 (2C, Ph-

C2/6), 126.46 (Ph‟-C1), 128.10 (4C, Ph‟-C2/6), 128.87 (4C, Ph‟-C3/5), 138.40 (2C, Ph‟-C4), 159.04 (Ph-

C1), 160.22 (2C, Ph-C3/5). MS (ESI+): m/e = 335.1 [M+1]
+
. 

 

5.4.2 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 93 

0.16 g Natriumhydrid (95%; 6.3 mmol) wird in einem Dreihalskolben eingewogen und mit 5-10 ml 

absolutem DMF suspendiert. Nach Erzeugen einer Argonatmosphäre und Eisbadkühlung wird 92 (1.7 

g, 5.1 mmol) nach und nach über eine Spritze zugegeben. Nach 30-60 min wird 

Dimethylthiocarbamoylchlorid (0.62 g, 5.1 mmol) hinzugefügt und für weitere 5 Stunden bei 60°C 

gerührt. Die Mischung wird dann mit Wasser verdünnt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die 

vereinigten organischen Fraktionen werden über MgSO4 getrocknet und einrotiert. Die Aufreinigung 

erfolgt mittels Säulenchromatographie und n-Hexan/ Ethylacetat als mobile Phase.  

Produkt: farbloses Öl, Ausbeute: 65.4% (1.4 g). 
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Charakterisierung von O-(3,5-Diphenethoxyphenyl)dimethylcarbamoylthiolat 93 (MH123) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CDCl3): δ = 3.00-3.08 (t, 4H, J = 6.8 Hz, Ph‟-CH2), 3.31+3.39 (s, 6H, N-

CH3), 4.11-4.23 (m, 4H, Ph-O-CH2), 5.97-6.00 (m, 1H, Ph-H), 6.29-6.30 (m, 1H, Ph-H), 6.42-6.43 (m, 

1H, Ph-H), 7.24-7.37 (m, 10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CDCl3): δ = 35.35 (2C, Ph‟-CH2), 

38.70 (2C, N-CH3), 68.82 (2C, Ph-O-CH2), 98.85 (Ph-C4), 101.02 (2C, Ph-C2/6), 126.47 (2C, Ph‟-C4), 

128.46 (4C, Ph‟-C2/6), 128.97 (4C, Ph‟-C3/5), 138.12 (2C, Ph‟-C1), 153.00 (Ph-C1), 160.01 (2C, Ph-

C3/5), 187.42 (C=S). MS (ESI+): m/e = 422.3 [M+1]
+
. 

 

5.4.3 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 94 

Für die Umlagerung zum geschützten Thiolderivat wird eine Newman-Kwart-Umlagerung 

durchgeführt. Dabei wird die Vorstufe 93 ohne Verwendung von Lösungsmitteln für 5 h auf 240°C 

erhitzt. Es entsteht eine braune Lösung, die über Säulenchromatographie (n-Hexan/ Ethylacetat als 

mobile Phase) aufgereinigt werden kann.  

Produkt: gelbes Öl. Ausbeute: 43.6% (0.61 g). 

 

Charakterisierung von S-(3,5-diphenethoxyphenyl)dimethylcarbamoylthiolat 94 (MH124) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 2.87-3.01 (m, 10H, N-CH3 + Ph‟-CH2), 4.07-4.18 (m, 4H, 

Ph-O-CH2), 6.23 (d, 1H, Ph-C4), 6.52-6.57 (m, 2H, Ph-C2/6), 7.17-7.30 (m, 10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR 

(75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 34.78 (2C, Ph‟-CH3), 36.41 (2C, N-CH3), 67.89 (2C, Ph-O-CH2), 102.08 

(Ph-C4), 113.63 (2C, Ph-C2/6), 126.23 (2C, Ph‟-C4), 128.25 (4C, Ph‟-C2/6), 128.90 (4C, Ph'-C3/5), 

138.24 (2C, Ph‟-C1), 159.31 (2C, Ph-C3/5), 159.50 (Ph-C1), 164.63 (C=O). MS (ESI+): m/e = 422.3 

[M+1]
+
. 
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5.4.4 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 95 

Der nächste Schritt stellt die Entschützung zum freien Thiophenol dar. Dabei wird zunächst Vorstufe 

94 (0.6 g, 1.4 mmol) in einer Mischung aus THF und MeOH gelöst. Nach Erhitzen auf 80°C wird 10 

ml Natronlauge (1 mol/l) zur Lösung gegeben und für 3 h gerührt. Aufreinigung mittels Säulen-

chromatographie führt zum sauberen Produkt als milchiges Öl. Ausbeute: 50.2% (0.25 g). 

 

Charakterisierung von 3,5-Diphenethoxythiophenol 95 (MH129) 

 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 3.02-3.07 (t, 4H, J = 6.7 Hz, Ph‟-CH2), 4.15-4.21 (t, 4H, J = 

6.8 Hz, Ph-O-CH2), 5.40 (s, 2H, -SH), 6.28-6.30 (m, 1H, Ph-C4), 6.50-6.51(m, 2H, Ph-C2/6), 7.23-7.40 

(m, 10H, Ph‟-CH2).  MS (ESI-): m/e = 349.1 [M-1]
-
. 

 

5.4.5 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 96 

0.02 g Natriumhydrid (95%; 0.85 mmol) wird in einen Dreihalskolben eingewogen und mit ca. 5-10 

ml absolutem DMF suspendiert. Nach Erzeugen einer Argonatmosphäre und Eisbadkühlung wird 

Vorstufe 95 (0.25 g, 0.71 mmol) nach und nach über eine Spritze zugegeben. Die Lösung färbt sich 

zitronengelb. Nach 30-60 min wird -Brom-Ethylhexanoat (0.19 g, 0.85 mmol) hinzugefügt und für 

weitere 3 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Mischung wird dann mit Wasser verdünnt und dreimal 

mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Fraktionen werden über MgSO4 getrocknet und 

einrotiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels Säulenchromatographie und n-Hexan/ Ethylacetat als 

mobile Phase. Produkt: rotes Öl, Ausbeute: 51.3% (0.18 g). 
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Charakterisierung von Ethyl 2-[(3,5-diphenethoxyphenyl)thio]hexanoat 96 (MH130) 

 
1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.80-0.84 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.02-1.06 (t, 3H, J = 

7.1 Hz, Et-CH3), 1.23-1.37 (m, 4H, Bu-CH2), 1.62-1.79 (m, 2H, Bu-CH2), 2.96-3.00 (t, 4H, J = 6.8 Hz, 

Ph‟-CH2), 3.86-3.90 (t, 1H, J = 6.5 Hz, S-CH), 3.98-4.05 (q, 2H, J = 6.3 Hz, O-CH2), 4.12-4.17 (t, 4H, 

J = 6.8 Hz, Ph-O-CH2), 6.38-6.39 (m, 1H, Ph-C4), 6.51 (d, 2H, J = 2.1 Hz, Ph-C2/6), 7.17-7.30 (m, 

10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.67 (Bu-CH3), 13.84 (Et-CH3), 21.67 (Bu-

CH2), 28.63 (Bu-CH2), 30.80 (Bu-CH2), 34.78 (2C, Ph‟-CH2), 48.83 (S-CH), 60.64 (O-CH2), 68.27 

(2C, Ph-O-CH2), 100.29 (Ph-C4), 108.98 (2C, Ph-C2/6), 126.23 (2C, Ph‟-C4), 128.24 (4C, Ph‟-C2/6), 

128.89 (4C, Ph‟-C3/5), 135.48 (Ph-C1), 138.23 (2C, Ph‟-C1), 159.58 (2C, Ph-C3/5), 171.62 (COO-). MS 

(ESI+): m/e = 493.3 [M+1]
+
. Anal. (C30H36O5 [492.23]) C, H, N: ber. C: 73.14, H: 7.37, S: 6.51, gef. 

C: 73.23, H: 7.48, S: 6.73,  Abw. C: 0.09, H: 0.11, N: 0.22. 

 

5.4.5 Synthese und Charakterisierung von Endprodukt 25  

Die Verseifung läuft nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift in Kap. 5.2.5 ab. Synthesebedingungen: 

96 (0.13 g, 0.26 mmol), LiOH (0.05 g, 1.31 mmol), Reaktionsdauer: 3h, Produkt: gelbliches Öl, 

Ausbeute: 65.6% (0.12 g). 

 

Charakterisierung von 2-[(3,5-Diphenethoxyphenyl)thio]hexansäure 25 (MH139) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.82-0.87 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.24-1.41 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.58-1.84 (m, 2H, Bu-CH2), 2.98-3.04 (t, 4H, J = 6.5 Hz, Ph‟-CH2), 3.77-3.83 (t, 1H, J = 7.0Hz, 

S-CH), 4.14-4.19 (t, 4H, J = 6.7 Hz, Ph-O-CH2), 6.37-6.41 (m, 1H, Ph-C4), 6.53-6.56 (m, 2H, Ph-C2/6), 

7.19-7.33 (m, 10H, Ph‟-H), 12.75 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.70 
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(Bu-CH3), 21.72 (Bu-CH2), 28.71 (Bu-CH2), 31.01 (Bu-CH2), 34.82 (2C, Ph‟-CH2), 49.09 (S-CH), 

68.26 (2C, Ph-O-CH2), 99.96 (Ph-C4), 108.46 (2C, Ph-C2/6), 126.24 (2C, Ph‟-C4), 128.26 (4C, Ph‟-

C2/6), 128.91 (4C, Ph‟-C3/5), 136.30 (Ph-C1), 138.24 (2C, Ph‟-C1), 159.61 (2C, Ph-C3/5), 173.06 

(COOH). MS (ESI+): m/e = 465.5 [M+1]
+
. Anal. (C28H32O4S [464.20]) C, H: ber. C: 72.38, H: 6.94, 

S: 6.90, gef. C: 72.35, H: 6.97, S: 6.85, Abw. C: 0.03, H: 0.03, S: 0.05. 
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5.5 Synthese und Charakterisierung von 2-(3,5-Diphen-

ethoxyphenoxy)hexansäure 26 

Syntheseschema: 

 

 

 
5.5.1 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 97 

Natriumhydrid (0.40 g, 13.4 mmol) wird in 10-15 ml absolutem DMF suspendiert und Phloroglucinol 

(1.02 g, 8.1 mmol; in DMF gelöst) unter Eisbadkühlung über eine Spritze hinzugetropft. Die 

Suspension verfärbt sich dunkelgrün. Nach 30 min wird -Brom-Ethylhexanoat (1.5 g, 6.7 mmol) 

zugetropft und 8 h bei Raumtemperatur gerührt. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser verdünnt und 

zweimal mit Ethylacetat ausgeschüttelt. Es entsteht ein Produktgemisch, das über 

Säulenchromatographie zum erwünschte einfachsubstituierten Ethyl-2-(3,5-dihydroxyphenoxy)- 

hexanoat führt. Aussehen: weißer Feststoff, Ausbeute: 27.8% (0.5 g). 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(3,5-dihydroxyphenoxy)hexanoat 97 (MH120) 
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1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.84-0.88 (t, 3H, J = 7.0 Hz, Bu-CH3), 1.14-1.19 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.20-1.38 (m, 4H, Bu-CH2), 1.73-1.80 (m, 2H, Bu-CH2), 4.09-4.16 (q, 2H, J = 7.1 

Hz, O-CH2), 4.49-4.54 (t, 1H, J = 6.3 Hz, O-CH), 5.69-5.70 (d, 2H, J = 1.9 Hz, Ph-C2/6), 5.81-5.82 (d, 

1H, J = 1.9 Hz, Ph-C4), 9.22 (s, 1H, -OH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.73 (Bu-CH3), 

13.99 (Et-CH3), 21.69 (Bu-CH2), 26.72 (Bu-CH2), 31.84 (Bu-CH2), 60.53 (O-CH2), 75.40 (O-CH), 

93.46 (2C, Ph-C2/6), 96.03 (Ph-C4), 158.97 (2C, Ph-C3/5), 159.30 (Ph-C1), 171.16 (COO-). MS (ESI-): 

m/e = 266.9 [M-1]
-
. 

 

5.5.2 Synthese und Charakterisierung von Zwischenstufe 98 

Bei Schritt 2 handelt es sich um die Veretherung der beiden freien Hydroxylgruppen mittels 

Mitsunobu-Reaktion. Die Arbeitsbedingungen sind in Kapitel 5.2.3, Methode B beschrieben.  

Synthesebedingungen: E1: 97 (0.48 g, 1.79 mmol), E2: Phenylethanol (0.46 g, 3.76 mmol), TPP (1.22 

g, 4.65 mmol), DEAD (0.81 g, 4.65 mmol), Reaktionsdauer: 4 h, Produkt: farbloses Öl, Ausbeute: 

37.6% (0.32 g). 

 

Charakterisierung von Ethyl 2-(3,5-diphenethoxyphenoxy)hexanoat 98 (MH122) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.88 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.09-1.14 (t, 3H, J = 

7.0 Hz, Et-CH3), 1.23-1.37 (m, 4H, Bu-CH2), 1.75-1.82 (m, 2H, Bu-CH2), 2.95-3.00 (t, 4H, J = 6.8 Hz, 

Ph‟-CH2), 4.05-4.17 (m, 6H, Ph-O-CH2 + O-CH2), 4.72-4.77 (t, 1H, J = 7.0 Hz, O-CH), 5.99-6.00 (d, 

2H, J= 2.0 Hz, Ph-C2/6), 6.08-6.09 (t, 1H, J = 2.0 Hz, Ph-C4), 7.18-7.29 (m, 10H, Ph‟-H). 
13

C-NMR 

(75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.70 (Bu-CH3), 13.96 (Et-CH3), 21.69 (Bu-CH2), 26.59 (Bu-CH2), 

31.70 (Bu-CH2), 34.80 (2C, Ph‟-CH2), 60.55 (O-CH2), 68.13 (2C, Ph-O-CH2), 75.44 (O-CH), 94.42 

(Ph-C4), 94.44 (2C, Ph-C2/6), 126.19 (2C, Ph'-C4), 128.21 (4C, Ph‟-C2/6), 128.85 (4C, Ph‟-C3/5), 138.29 

(2C, Ph‟-C1), 159.28 (Ph-C1), 160.19 (2C, Ph-C3/5), 170.96 (COO-). MS (ESI+): m/e = 477.6 [M+1]
+
. 

Anal. (C30H36O5 [476.26]) C, H, N: ber. C: 75.60, H: 7.61, gef. C: 75.42, H: 7.61, Abw. C: 0.18, H: 

0.00.  
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5.5.3 Synthese und Charakterisierung von Endprodukt 26 

Die Verseifung läuft nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift in Kap. 5.2.5 ab.  

Synthesebedingungen: 98 (0.18 g, 0.39 mmol), LiOH (0.08 g, 1.94 mmol), Reaktionsdauer: 24 h, 

Produkt: weiße Kristalle, Ausbeute: 88.2% (0.15 g). 

 

Charakterisierung von 2-(3,5-Diphenethoxyphenoxy)hexansäure 26 (MH125) 

 

1
H-NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.83-0.88 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Bu-CH3), 1.19-1.35 (m, 4H, Bu-

CH2), 1.76-1.79 (m, 2H, Bu-CH2), 2.95-2.99 (t, 4H, J = 6.7 Hz, Ph‟-CH2), 4.08-4.12 (t, 4H, J = 6.5 Hz, 

Ph-O-CH2), 4.61 (t, 1H, J = 7.0 Hz, O-CH), 5.98-5.99 (d, 2H, J = 1.9 Hz, Ph-C2/6), 6.07 (t, 1H, J = 1.8 

Hz, Ph-C4), 7.18-7.30 (m, 10H, Ph‟-H), 12.98 (s/ br, 1H, COOH). 
13

C-NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): 

δ = 13.78 (Bu-CH3), 21.75 (Bu-CH2), 26.81 (Bu-CH2), 31.69 (Bu-CH2), 34.81 (2C, Ph‟-CH2),  68.10 

(2C, Ph-O-CH2), 75.33 (O-CH), 93.98 (Ph-C4), 94.17 (2C, Ph-C2/6), 126.21 (2C, Ph‟-C4), 128.25 (4C, 

Ph‟-C2/6), 128.89 (4C, Ph‟-C3/5), 138.29 (2C, Ph‟-C1), 159.49 (Ph-C1), 160.15 (2C, Ph-C3/5), 172.60 

(COOH). MS (ESI-): m/e = 447.5 [M-1]
-
. Anal. (C28H32O5 [448.22]) C, H: ber. C: 74.97, H: 7.19, gef. 

C: 75.03, H: 7.10, Abw. C: 0.06, H: 0.09. 
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11. ANHANG 

11.1 Abkürzungsverzeichnis 

A = Amyloid-

ABCA1 = ABC-Transporter, Subfamilie A

ACh = Acetylcholin 

AChEI = Acetylcholinesterase-Inhibitor 

AD = Alzheimer-Demenz 

ADAM = a disintegrin and metalloprotease 

AF = Aktivierungsfunktion 

AICD = APP-intrazelluläre Domäne 

Aph1 = anterior pharynx defective-1 

APP = Amyloid Precursor Protein 

APOE = Apolipoprotein E 

AP-1 = Aktivator-Protein 1 

AS = Aminosäure 

ASID = APP-Substrat-inhibitorische Domäne 

BACE-1 = -site cleaving enzyme-1 

CDK = cyclin-dependent kinase 

CHO = Chinese hamster ovar 

CLU = Clusterin 

CREB = cAMP-response-element binding Protein 

COX = Cyclooxygenase 

CR-1 = Komplement-Rezeptor-1 

CSF = cerebrospinale Flüssigkeit 

CT = Computertomographie 

CTF = carboxyterminales Fragment 

CYP = Cytochrom P450  

DBD = DNA-Bindedomäne 

DR-1 = direct repeat-1 

EA = Elementaranalyse 

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay 

GSI(s) = -Sekretase-Inhibitor(en) 

GSM(s) = -Sekretase-Modulator(en) 

HAT = Histonacetyltransferase 

HDAC = Histondeacetylase  

HETE = Hydroxyeicosatetraensäure 

HHT = Hydroyxheptadecatriensäure 

HODE = Hydroxyoctadecadiensäure 

HPLC = high pressure liquid chromatography 

HTS = High Throughput Screening 

IDE = Insulin-degrading Enzyme 

I-CLiP = intramembrane-cleaving protease 

IL = Interleukin 

5-LO = 5-Lipoxygenase 

LBD = Liganden-Bindedomänre 

LBP = Liganden-Bindetasche 

LTP = Langzeit-Potenzierung 

LXR = liver X-receptor 

MCP-1 = Monozyten chemotaktisches Protein-1 

MRT = Magnetresonanz-Tomographie 

MS = Massenspektrometrie 

N-CoR1 = nuclear receptor corepressor-1 

Nct = Nicastrin  

NEXT = Notch-extracellular truncation 

NF-kB = Nukleärer Faktor-kappa B 

NICD = Notch-intrazelluläre Domäne  

NMDA = N-Methyl-D-Aspartat 

NMR = nuclear magnetic resonance 

NSAID = non-steroidal antiinflammatory drug 

oxoETE = oxo-Eicosatetraensäure 

PBP = PPAR-bindendes Protein 

Pen-2 = Presenilin enhancer-2 

PG = Prostaglandin 

PGC-1 = PPAR Coaktivator-1 

PICALM = phosphatidylinositol binding clathrin 

assembly protein 
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PPAR(s) = Peroxisomen Proliferator-aktivierte Rezeptor(en) 

PPRE = PPAR-response element  

PS = Presenilin 

ROS = reaktive Sauerstoffspezies 

mRNA = messanger Ribonukleinsäuren 

RXR = Retinoid-X Rezeptor  

SAR = Struktur-Wirkungsbeziehungen 

SERM = selektiver Estrogen-Rezeptor Modulator 

sPPARM = selektiver PPAR-Modulator 

SMRT = silencing mediator for retinoid and thyroid receptor 

SRC1 = steroid receptor coactivator 

TMD = transmembranäre Domäne 

TMP = transmembranäres Protein 

TMS = transmembranärer Sektor  

TNF = Tumor-Nekrose-Faktor  

T2DM = Typ-II Diabetes Mellitus 

(V)LDL = (very) low density lipoprotein  

ZNS = zentrales Nervensystem 
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We present a novel class of dual modulators of γ-secretase and peroxisome proliferator-activated
receptor γ (PPARγ) based on the structure of 2-(bis(phenethoxy)pyrimidine-2-ylthio)hexanoic acid
8 (IC50(Aβ42)=22.8 μM, EC50(PPARγ)=8.3 μM). The modulation of both targets with approved
drugs (i.e., amyloid-β 42 (Aβ42)-lowering NSAIDs for γ-secretase and glitazones for PPARγ) has
demonstrated beneficial effects in in vitro and in vivo models of Alzheimer’s disease (AD). However,
although NSAIDs and PPARγ agonists share similar structural features, no druglike compounds with
dual activities as γ-secretasemodulators (GSMs) and PPARγ agonists have been designed so far. On the
basis of our initial lead structure 8, we present the structure-activity relationships (SARs) of broad
structural variations. A significant improvement was reached by the introduction of p-trifluoromethyl
substituents at the phenyl residues yielding compound 16 (IC50(Aβ42)=6.0 μM, EC50(PPARγ) =
11.0 μM) and the replacement of the two phenyl residues of 8 by cyclohexyl yielding compound 22
(IC50(Aβ42) = 5.1 μM, EC50(PPARγ) = 6.6 μM).

Introduction

Alzheimer’s disease (ADa) is themost common age-related
cause of dementia with 26.6 million patients worldwide in
2006 and over a 100 million predicted cases by 2050.1 The
cardinal symptom of the disease is progressive memory loss
due to the degeneration of neurons and synapses in the
cerebral cortex and subcortical regions of the brain. The
neuropathology of AD is characterized by the extracellular
deposition of amyloid-β (Aβ) plaques, the formation of
intracellular neurofibrillary tangles, chronic brain inflamma-
tion, and oxidative damage.2 According to the modified
amyloid hypothesis, small soluble oligomers of Aβ peptides,
particularly those formed by the highly hydrophobic Aβ42
species, are the disease-initiating agents in AD.3 Aβ42 is a
proteolytic fragment resulting from sequential cleavage of the
amyloid precursor protein (APP) by two aspartyl proteases,
i.e., β-secretase and γ-secretase. Currently, a variety of poten-
tially disease-modifying therapeutic approaches are under
development that target the production, aggregation, or
clearance of Aβ peptides in brain (Scheme 1).4,5 Substantial
advances have been made with respect to inhibitors of the

γ-secretase enzyme, a multiprotein complex that catalyzes the
final step in the cellular generation of Aβ peptides. However,
because of its essential role in theNOTCH signaling pathway,
mechanism-based toxicity with severe phenotypes in the gas-
trointestinal and hematopoietic systems has been observed in
preclinical studies of γ-secretase inhibitors6-8 and might be a
limiting factor in clinical efficacy. Intriguingly, a subset of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as ibu-
profen and indomethacin were found to modulate the
γ-secretase activity in a way that allowed selective inhibition
of Aβ42 production (Figure 1).9 These compounds, termed
γ-secretase-modulators (GSMs), shifted the proteolytic pro-
cessing ofAPP toward higher production of shorterAβ species
such as Aβ38 at the expense of the highly toxic Aβ42.
Importantly, impairment ofNOTCHprocessing and signaling
wasnotobserved.9,10Unfortunately, theseNSAID-typeGSMs
suffer from low potency against γ-secretase (Figure 1), poor
brain permeability, and side effects related to inhibition of
cyclooxygenases (COX) such as gastrointestinal toxicity and
increased cardiovascular mortality.11 Consequently, NSAID-
type GSMs and derived analogues, whose consumption ap-
peared to confer a reduced risk for AD in epidemiological
studies, have produced negative or inconclusive clinical results
in patients suffering from established AD11-14 or showed
unacceptable side effects for long-term treatment. Recently,
potent GSMs with favorable pharmacological properties have
emerged.15,16

In addition, someNSAIDs including theGSMs indometha-
cin and ibuprofen function as agonists of the peroxisome
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þ49 (211) 8104506; fax, þ49 (211) 8104577; e-mail, sweggen@
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aAbbreviations: Aβ, amyloid β peptide; AD, Alzheimer’s disease; APP,
amyloid precursor protein; COX, cyclooxygenase;GSM,γ-secretasemodu-
lator; NSAIDs, nonsteroidal anti-inflammatory drugs; PPAR, peroxisome
proliferator-activated receptor; SAR structure-activity relationship.
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proliferator-activated receptor γ (PPARγ).17,18 PPARγ be-
longs to a family of ligand-activated nuclear receptors that
act as lipid sensors, and synthetic ligands for PPARγ include
the widely prescribed antidiabetic drugs rosiglitazone and
pioglitazone.19 Evidence indicates that PPARγ agonists might
have multiple beneficial effects in AD both on core pathologi-
cal processes in brain and on peripheral factors such as serum
glucose levels and insulin sensitivity that constitute potential
risk factors for AD.20 Several studies have demonstrated that
AD is associatedwith perturbations in insulinmetabolism, and
diet-induced insulin resistance caused increased brainAβ levels
andplaque formation in amousemodel ofAD.21 In addition, a
recent cross of an ADmouse model to leptin-deficient diabetic
mice revealed accelerated learning deficits and severe cerebro-
vascular amyloid deposition.22 Importantly, individuals with

type 2 diabetes appear to have a 2-fold increased risk of
developing AD.23,24 Potential direct effects of PPARγ agonists
on brain pathology in AD include lowering of Aβ levels,
suppression of toxic proinflammatorymediators, and reduction
of cerebrovascular impairment.25-30 Recently, a phase III clini-
cal study with the brain-impermeable PPARγ agonist rosigli-
tazone failed to demonstrate efficacy in patientswith established
AD.31 However, PPARγ agonists might be able to counteract
the increased AD risk in patients with type 2 diabetes, and in
fact, ongoing treatment and prevention trials for type 2 diabetes
include cognition ancillary studies.24 In this respect, a pilot study
with the PPARγ agonist pioglitazone has provided evidence for
cognitive stabilization in AD patients with concurrent type 2
diabetes.32Notably, pioglitazonehasbeen showntohaveat least
limited blood-brain barrier permeability.33

In summary, small molecules with dual GSM and PPARγ
agonist activity could be a novel strategy for prevention of
AD, particularly in patients with type 2 diabetes. In an initial
screening of our in-house compound library, we have iden-
tified compound 8 (2-(bis(phenethoxy)pyrimidine-2-ylthio)-
hexanoic acid) that displayed a typical GSM profile and
concentration-dependently and selectively decreased Aβ42
levels with a concomitant increase in Aβ38 production (IC50-
(Aβ42) = 22.8 μM, EC50(Aβ38) = 11.3 μM, Figure 2). Addi-
tionally, compound 8 is a subtype-selective PPARγmodulator
(EC50 = 8.3 μM, 60%max activation). Here, we describe the
structure-activity relationships (SARs) of anovel class of dual
γ-secretase/PPARγmodulators based on the scaffold of com-
pound 8. Our strategy aimed at improving the GSM activity
while maintaining PPARγ agonism. Characteristic structural
features of compound 8 are a carboxylic acid headgroup and
two phenethyl residues forming a lipophilic backbone. As
conventional NSAIDs have similar structural features, we
further determined the inhibitory activity of all compounds
for COX-1 and COX-2.

Scheme 1. Amyloid Cascade

Figure 1. In vitro pharmacology of γ-secretase-modulating
NSAIDs.15,47-49
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Chemistry

The general synthetic procedure of the compounds is illu-
strated in Scheme 2. Presented compounds were prepared in a
three-step reaction, which has been described previously by
Koeberle et al.34 First, a nucleophilic substitution between
thiobarbituric acid and the respective R-bromoethyl ester
using dimethylformamide (DMF) as solvent and triethyl-
amine (TEA) as corresponding base was carried out. This
step was followed by the etherification of the two hydroxyl
groups, either by a Mitsunobu reaction or by a Williamson
ether synthesis. In the case of theMitsunobu reaction,weused
the precursor, the respective alcohol, triphenylphosphine
(TPP), and diethylazodicarboxylate (DEAD) and stirred the
solution at room temperature under argon atmosphere.35

The Williamson ether synthesis was carried out with the res-
pective alkyl halogenide, K2CO3, andDMF at 80 �C. Finally,
the ester groupwas hydrolyzedwithLiOH in tetrahydrofuran
(THF) and H2O to yield final compounds 6-25.

Biological Assays

PPAR activity of the final compounds was tested in a
cellular luciferase-based PPAR transactivation assay, which
has been described previously.36 Final compounds 6-25were
fully characterized on all PPAR subtypes (R, γ, and δ). Since
every derivative described in this paper was inactive on
PPARR and PPARδ (tested concentration of 10 μM), the
following discussion is only focused on PPARγ activity. For
biological characterization of GSM activity, we measured the
levels of Aβ38, Aβ40, and Aβ42 peptides in cell supernatants
with an ELISA assay as described with somemodifications.37

Inhibition ofCOXwas tested in a cell-free assay using isolated
ovine COX-1 and human recombinant COX-2 enzymes.34

Potential effects on proteolytic processing of NOTCH were
investigated for the two compounds with the highest GSM
activity using a previously described reporter assay.38 Cyto-
toxicity of all compounds was determined using alamar blue
reagent.

Results

In an initial screening of our in-house-library we have
identified 2-(bis(phenethoxy)pyrimidine-2-ylthio)hexanoic acid
8, a selective PPARγmodulator that displayed the character-
istic GSM activity with IC50(Aβ42)=22.8 μM (Figure 2).
As the first hit, compound 8 served as the structural temp-
late for all presented derivatives. Important structural fea-
tures of 8 are two 2-phenethyl residues forming a lipophilic
backbone and a carboxylic acid function as headgroup. This
acidic headgroup is an essential structural element required
for PPARγ activation39 and of NSAID-type GSMs.15,40

Therefore, we have not modified the carboxylic acid group
and focused our efforts on the remaining parts of lead
structure 8.

In previous studies, we have observed that the length of the
alkyl chain of R-substituted pirinixic acid derivatives has a
high impact on PPAR activity.41,42 Hence, we systematically
varied this position by elongation and shortening of the R-n-
butyl residue as well as by introduction of a R-phenyl residue
(compounds 6-10; see Table 1). The inhibitory activity on
Aβ42 production showed clear SAR depending on the length
of the R-alkyl chain. Removal of the R-chain (compound 6,
R1=H) caused a complete loss of GSM activity. In line with
this observation, compound 7 with the shorter ethyl residue
showed only weak GSM activity (IC50(Aβ42) = 41.6 μM). A
slight decrease of GSM activity was also observed after
elongation to n-hexyl (compound 9). In regard to PPARγ

Figure 2. Lead compound 8 and its impact on Aβ38, Aβ40, and Aβ42 formation. SARs based on 8were obtained by structural modifications
of the encircled residues.

Scheme 2. Synthetic Route of Compounds 6-25a

aReagents and conditions: (i) 2-bromo-(R1)-ethyl acetate (1.5 equiv), thiobarbituric acid (1 equiv), TEA (1.5 equiv), DMF, 80 �C, 4 h; (iia) 6a-10a

(1 equiv), R2-Hal (2.1 equiv), K2CO3 (2.3 equiv), DMF, 80 �C, 3-28 h or (iib) 6a-10a (1 equiv), R2-OH (2 equiv), DEAD (2.5 equiv), TPP (2.5 equiv),

THF, room temp, 1-3 h; (iii) LiOH (5 equiv), THF/MeOH, H2O, 25-50 �C, 2-24 h.
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activation, the length of theR-alkyl chain didnot considerably
influence theactivity (EC50 valuesof6-9between 3and9μM,

with a tendency for decreased activity with longer chains).
Phenyl-substituted 10 showed no PPARγ activity and can

Table 1. PPARγ Activation and γ-Secretase Modulation (Determined by Aβ42 Inhibition and Aβ38 Activation) of Compounds 6-25
a

a Inactive: tested concentration of 10 μM.
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thus be described as a conventional GSM. With an IC50 of
29.3 μM for Aβ42 inhibition, compound 10 is somewhat less
potent compared to the lead structure. Together, the initial
n-butyl chain (8) turned out to have the optimal chain length
in R-position for dual modulation of γ-secretase and PPARγ.
Interestingly, it was possible to modify the activity profile
toward a conventional GSM by the introduction of a bulky
phenyl moiety in R-position to the carboxylic acid.

On the basis of previous studies where we have assessed the
influence of the stereochemical configuration of some R-alkyl
substituted pirinixic acid derivatives on PPAR activity,43 we
decided to investigate the stereochemical impact on the biolo-
gical activity of 8. We have separated 8 into its single enantio-
mers (8c and 8d) using enantioselective preparative HPLC.44

While the (R)-enantiomer 8c (IC50(Aβ42)= 21.5 μM) showed
slightly superior activity compared to the (S)-enantiomer (8d)
(IC50(Aβ42)=32.6 μM) on γ-secretase, the results on PPARγ
were vice versa (8c, 22% activation at 10 μM; 8d, EC50 =
10.4 μM). In summary, we were not able to identify any
superior biological activity of one enantiomer. Thus, the
stereocenter in the R-position of the carboxylic acid does not
cause a significant impact on γ-secretase and PPARγ activity.

Most space for structural modifications is provided by the
two ether substituents of the central pyrimidine core of lead
structure 8. First, we elongated and shortened the aliphatic
spacer between the two ether moieties and the phenyl residues
(compounds 11-13). Compound 11 (IC50(Aβ42)=25.2 μM)
with a shorter methylene and compound 13 with a longer
butylene spacer were almost equipotent on γ-secretase com-
pared to 8, whereas the elongation to a propylene spacer (12)
led to a decreased potency. In regard to PPARγ activation, the
methylene analogue 11 showed a substantially decreased activ-
ity. The elongation to propylene and butylene spacers (12 and
13) did not cause considerable changes in PPARγ activity.

Second, we introduced different substituents in para-posi-
tion of both phenylmoieties based on lead structure 8.Methyl

(compound 14) andmethoxy (15) substituents increasedGSM
activitywithmethyl (IC50(Aβ42)=13.0μM)being slightly supe-
rior tomethoxy (IC50(Aβ42)=19.3μM).Further improvement
of Aβ42 inhibition was finally achieved by introduction of
trifluoromethyl (16) (IC50(Aβ42)=6.0 μM, Figure 3) and
trifluoromethoxy moieties (17) (IC50(Aβ42) = 8.6 μM),
which belong to the most potent GSMs from this series.
Compounds 16 and 17 modulate PPARγ with an EC50 of
about 10 μM. In contrast to these four derivatives, introduc-
tion of nitro (18), cyano (19), and the bioisosteric replace-
ment of both benzenes by thiophene (20) caused a clear
decrease of GSM activity with IC50 values above 30 μM.

Finally, we replaced the phenyl moieties by aliphatic rings
of various sizes. Substitutionwith cycloheptyl (21), cyclohexyl
(22), and cyclopentyl (23) moieties improved the potency
regarding inhibition of GSM activity with IC50 values for
Aβ42 in the low micromolar range. The cyclopentyl (IC50-
(Aβ42)= 17.2 μM) and cycloheptyl (IC50(Aβ42)= 11.3 μM)
derivatives showed considerable activity. However, the most
active compound is the cyclohexyl derivative 22 (IC50(Aβ42)=
5.1 μM), which represents the most potent GSM presented in
this study (Figure 3). Further size restriction to cyclopropyl (24)
as well as ring-opening of the cyclopropyl (isopentyl-substi-
tuted 25) was detrimental with IC50>28 μM. Within this
series, PPARγ activity remained in the range between 4 and
11μM(21-25). The largest cycloheptyl substituent (21) caused
a complete loss of PPARγ activity, thereby representing the
second conventional GSM besides R-phenyl substituted 10.

NOTCHProcessing. Potential effects onNOTCH proces-
sing were examined for compounds 16 and 22 that displayed
the highest GSM activity with an established reporter
assay.38 Treatment of cells with the γ-secretase inhibitor
L-685,458 or replacement of the plasmid encoding NOTCH
with an empty vector caused a dramatic decrease in reporter
activity as expected (Figure 4). However, treatment of cells
with 5-40μMcompounds 16 (Figure 4A) and 22 (Figure 4B)

Figure 3. GSM activity of compounds 16 and 22: dose-response curves for Aβ40, Aβ42, and Aβ38 formation.

Figure 4. Lack of effect of compounds 16 and 22 in the NOTCH reporter gene assay.
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did not reduce reporter activity, indicating that these potent
dual γ-secretase/PPARγ modulators did not affect NOTCH
processing or signaling in this concentration range (Figure 4).

Cytotoxicity.Cytotoxicity of all novel analogues was deter-
mined in the concentration range between 10 and 100 μM
using Alamar blue reagent and is summarized in the Support-
ing Information.Withone exception (i.e., compound16), none
of the compounds displayed detectable cytotoxicity up to
60 μM. Compound 16 showed 25% cytotoxicity at 60 μM
without significant effects at 40 μM,which is 6- to 7-fold above
its IC50 value for Aβ42 inhibition (6.0 μM).

COX Inhibition. Most NSAIDs-type GSMs such as in-
domethacin inhibit COX-1 and COX-2 with IC50 values in
the nanomolar range (Figure 1). Consequently, COX-related
side effects are a major obstacle for their long-term clinical
use. Thus, one of the main objectives of this study was to
develop a potent dual γ-secretase/PPARγ modulator with
substantially weaker COX inhibitory activity compared to
NSAID-type GSMs. Inhibition of isolated ovine COX-1 and
human recombinant COX-2 is summarized in Table 2 and
presented as remainingactivity at 10μM.Importantly, all novel
compounds synthesized within this study were weak COX-1
and COX-2 inhibitors with at least half-maximal remaining
activities at 10 μM. Furthermore, we have determined IC50

values for lead compound 8 as well as for the most active
compounds 16 and 22. Compound 8displaysmoderateCOX-1
inhibition with an IC50 of 18.7 μM and very weak COX-2
inhibition (IC50>40μM).The introduction of cyclohexyl resi-
dues (compound 22: IC50(Aβ42) = 5.1 μM, EC50(PPARγ) =
6.6 μM) improved dual γ-secretase/PPARγ activity but also
caused slightly increased COX-1 inhibition and COX-2 inhibi-
tion (IC50(COX-1) = 13.4 μM, IC50(COX-2) = 10.9 μM).
p-Trifluoromethylphenyl-substituted 16 (IC50(Aβ42)=6.0 μM,
EC50(PPARγ) = 11 μM) shows weaker COX-1 inhibitory
activity (IC50=16.9 μM) while sparing inhibition of COX-2.
These results suggest anadvantageofp-trifluorormethylphenyl
over cyclohexyl substitution in regard to COX selectivity. In
summary, the introductionofp-trifluoromethylphenyl residues
(16) resulted in the most favorable pharmacological profile
with superiority of GSM activity versus COX-inhibition.

Discussion

This study presents the successful establishment of a novel
and robust scaffold for potent dual γ-secretase/PPARγmod-
ulators. The structural starting point was our initial hit 8,

which was used as a template for structural variations with a
special focus on the lipophilic parts of the molecule. Our SAR
studies revealed clear SAR in R-position to the carboxylic
acid, where the introduction of a n-butyl chain led to the
highest GSM activity. In contrast, the lipophilic backbone of
the molecule showed high tolerance toward structural modi-
fication. Introduction of different aromatic and aliphatic
moieties linked by aliphatic spacers was well tolerated and
showed activity on both γ-secretase and PPARγ. Substantial
improvement was finally achieved by the replacement of the
two phenyl residues with cyclohexyl (22) or by the attachment
of p-trifluoromethyl substituents (16). Cyclohexyl-substituted
22 showed nearly equipotent activities in the low micromolar
range with an Aβ42 IC50 of 5.1 μM and a PPARγ EC50 of
6.6 μM. The p-trifluoromethyl derivative had comparable
GSM activity with an Aβ42 IC50 of 6.0 μM, slightly weaker
PPARγactivitywith anEC50 of 11μMbut themorepromising
selectivity profile (IC50(COX-1) =16.9 μM, IC50(COX-2) >
40 μM). Importantly, these compounds did not impair
NOTCH processing in the noncytotoxic concentration range.

Taken together, this series represents the first class of
compounds described as dual γ-secretase/PPARγ modula-
tors. By structural modifications we were able to cover the
whole range from selective GSMs to equipotent and low
micromolar active dual γ-secretase/PPARγ modulators. A
major liability of the initially discovered GSMs in the class of
NSAIDs are COX-associated gastrointestinal and cardiovas-
cular side effects. These side effects most likely preclude the
long-term use of Aβ42-lowering NSAIDs to prevent AD.45

However, the here presented compounds show substantially
lower COX inhibition compared to Aβ42-lowering NSAIDs
such as ibuprofen (Figure 1). We propose that dual γ-secre-
tase/PPARγ modulators could provide a promising strategy
to address the increased dementia risk in patients with insulin
resistance and type 2 diabetes. In these individuals, dual-active
molecules might ameliorate the deleterious effects associated
with insulin resistance by activation of PPARγ and further
confront the elevated risk for AD by modulating γ-secretase
activity and lowering Aβ42 levels in brain.

Experimental Section

Compounds and Chemistry. The structures of compounds
6-25 were confirmed by 1H NMR, 13C NMR, and mass spec-
trometry (ESI). The purities of the final compounds described
here were determined by combustion analysis and are 95% or

Table 2. COX Inhibition of Compounds 6-25
a

remaining activity ( SD at 10 μM (%) remaining activity ( SD at 10 μM (%)

compd COX-1 COX-2 compd COX-1 COX-2

6 91.8 ( 5.5 91.7 ( 15.6 15 72.8 ( 29.1 94.6 ( 33.0

7 84.6 ( 5.5 56.9 ( 1.4 16 54.4 ( 23.6

IC50 = 16.9 μM
69.0 ( 27.7

IC50 > 40 μM
8 64.2 ( 24.8

IC50 = 18.7 μM
90.9 ( 28.8

IC50 > 40 μM
17 73.0 ( 11.5 75.8 ( 8.7

8c 73.9 ( 15.8 98.5 ( 11.1 18 82.1 ( 12.2 91.6 ( 14.6

8d 83.5 ( 12.6 92.8 ( 2.1 19 88.8 ( 16.6 82.6 ( 24.3

9 61.8 ( 17.0 63.8 ( 16.8 20 76.6 ( 6.9 102.4 ( 16.9

10 72.2 ( 13.3 86.0 ( 21.8 21 56.1 ( 8.8 50.1 ( 9.3

11 88.9 ( 21.3 61.6 ( 2.4 22 52.7 ( 11.1

IC50 = 13.4 μM
49.5 ( 18.5

IC50 = 10.9 μM
12 78.8 ( 14.9 51.9 ( 11.3 23 68.2 ( 6.9 84.7 ( 3.5

13 78.8 ( 14.0 53.9 ( 14.2 24 97.7 ( 17.4 87.9 ( 5.8

14 57.2 ( 12.7 93.3 ( 20.0 25 72.4 ( 31.3 80.5 ( 25.5
a IC50 values were determined for compounds 8, 16, and 22.
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higher. Commercial chemicals and solvents were reagent grade
and used without further purification. 1H and 13CNMR spectra
were measured in DMSO-d6 or CDCl3 on a Bruker ARX 300
(1H NMR) and AC 200 E (13C NMR) spectrometer. Chemical
shifts are reported in parts per million (ppm) using tetramethyl-
silane (TMS) as internal standard. Mass spectra were obtained
on a Fissous Instruments VG Platform 2 spectrometer measur-
ing in the positive- or negative-ion mode (ESI-MS system).
Combustion analysis was performed by the Microanalytical
Laboratory of the Institute of Organic Chemistry and Chemical
Biology, Goethe University Frankfurt, on a Foss Heraeus
CHNO rapid elemental analyzer (for details see the Supporting
Information).

The general synthesis of compounds (Scheme 2) follows the
routes described recently.34 The synthetic procedure is described
representatively for compounds 8 and 16. Detailed synthesis and
analytical data of all compounds are provided in the Supporting
Information.

Step i. 2-Thiobarbituric acid (4.33 g/30 mmol, 1 equiv) was
suspended in anhydrous DMF (∼30 mL, quantum satis), and
triethylamine (4.56 g/45mmol, 1.5 equiv) was added. Heating to
80-90 �C yielded a clear solution, to which ethyl 2-bromohexa-
noate (10.05 g/45 mmol, 1.5 equiv) was added dropwise. After
being stirred for 4 h at 80 �C (TLC control), the reactionmixture
was quenched with at least four parts of water and extracted
three times with ethyl acetate. Solvent evaporation of the
organic phase yielded the crude product, which was puri-
fied by column chromatography using hexane/ethyl acetate to
obtain 8a as a white solid. Yield: 55.9% (4.8 g).

Step iia. Compound 8b was prepared under Williamson
conditions. The precursor from step i (1.2 g/4.19 mmol, 1 equiv)
and (2-bromoethyl)benzene (1.63 g/8.8 mmol, 2.1 equiv) were
suspended in anhydrous DMF (quantum satis) and heated to
80-90 �C. K2CO3 (1.34 g/9.72 mmol, 2.32 equiv) was added,
and the resulting suspension was stirred for 9 h. After comple-
tion of the reaction (TLC control), DMF was evaporated in
vacuo at 60 �C and the remaining solid was diluted with water.
After neutralization to pH 7, the aqueous phase was extracted
two times with ethyl acetate. The combined organic fractions
were washed with brine and dried over MgSO4. Solvent eva-
poration gave the crude product, which was purified by column
chromatography using hexane/ethyl acetate to yield 8b as clear
oil. Yield: 63.7% (1.32 g).

Step iib. Compound 16b was synthesized under Mitsunobu
conditions. Thereby, 8a (0.45 g/1.6 mmol, 1 equiv), 4-trifluor-
methylphenylethanol (0.6 g/3.2 mmol, 2.1 equiv), and triphe-
nylphosphine (1.2 g/4.57 mmol, 2.5 equiv) were dissolved in
anhydrous THF and stirred under argon atmosphere with ice
bath cooling.Diethylazodicarboxylate (DEAD, 0.78 g/4.57mmol,
2.5 equiv) diluted in 5 mL of THF was added dropwise via a
syringe, and the solution was stirred for 1 h until the reaction was
completed (TLCcontrol). Subsequently,THFwas evaporatedand
the remaining residue was purified by column chromatography
using hexane/ethyl acetate to yield 16b as clear oil in 64.3% (0.64 g)
yield.

Step iii. The corresponding ester (8b (0.84 g/1.7 mmol,
1 equiv) or 16b (0.4 g/0.6 mmol, 0.6 equiv)) was dissolved in a
mixture of 5 mL of THF/10 mL of MeOH, and a solution of
LiOH 3H2O (3 equiv) in 3 mL of H2O was added. After the
mixture was stirred at 50 �C until saponification was completed,
the solvent was removed and the residue was dissolved in water
(under heating; if necessary, low amounts of MeOH were
added). The solution was acidified with diluted hydrochloric acid.
The formed precipitate (8) was filtered, washed to neutrality with
water, and then washed with n-hexane. Recrystallization from
n-hexane/ethyl acetate yielded compound 8 as awhite solid.Yield:
78.4% (0.62 g).

In the case of compound 16, the precipitate formed after
addition of diluted hydrochloric acid was oily. To purify the
crude product, the residue was extracted with ethyl acetate and

separated by column chromatography using n-hexane/ethyl
acetate. Yield: 92.2% (0.35 g).

Ethyl 2-(4,6-Dihydroxypyrimidin-2-ylthio)hexanoate (8a).
White solid, mp 173 �C. 1H NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ=
0.82-0.87 (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH3-Bu), 1.14-1.19 (t, 3H, J =
7.1 Hz, -CH3), 1.28-1.31 (m, 4H, CH2-Bu), 1.72-1.92 (m, 2H,
CH2-Bu), 4.08-4.15 (q, 2H, J = 7.1 Hz, OCH2), 4.47-4.52 (t,
1H, J=7.1Hz, S-CH), 5.22 (s, 1H, Pyr-5H), 11.75 (s, br, 2H, Pyr-
OH). 13CNMR(75.44MHz, (CD3)2SO):δ=13.63 (-CH3), 13.89
(CH3-Bu), 21.59 (CH2-Bu), 28.49 (CH2-Bu), 31.27 (CH2-Bu),
46.39 (S-CH), 61.06 (OCH2), 85.62 (Pyr-C5), 167.79 (Pyr-C2),
170.86 (COO). MS (ESI-): m/e= 284.9 [M - 1]-.

Ethyl 2-(4,6-Diphenethoxypyrimidin-2-ylthio)hexanoate (8b).
Clear oil. 1H NMR (250.13 MHz, (CD3)2SO): δ = 0.82 (t, 3H,
J=7.1Hz, CH3-Bu), 1.05 (t, 3H, J=7.1Hz, -CH3), 1.26-1.34
(m, 4H, CH2-Bu), 1.74-1.91 (m, 2H, CH2-Bu), 2.98 (t, 4H, J=
7.1Hz, Ph-CH2), 4.11 (q, 2H, J=7.1Hz,OCH2), 4.32-4.48 (m,
5H, S-CH2 þ Pyr-O-CH2), 5.89 (s, 1H, Pyr-5H), 7.19-7.32 (m,
10H, Ph-H). 13C NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.63
(CH3-Bu), 13.83 (-CH3), 21.60 (CH2-Bu), 28.79 (CH2-Bu),
30.72 (CH2-Bu), 34.43 (2C, Ph-CH2), 47.13 (S-CH2), 60.90
(OCH2), 67.12 (2C, Pyr-O-CH2), 86.01 (Pyr-C5), 126.34 (2C,
Ph-C4), 128,12 (4C, Ph-C2 þ -C6), 128.61 (4C, Ph-C3 þ -C5),
137.80 (2C, Ph-C1), 168.54 (Pyr-C2), 170.07 (2C, Pyr-C4þ -C6),
171.35 (COO). MS (ESIþ): m/e = 495.2 [M þ H]þ.

Ethyl 2-(4,6-Bis(4-(trifluoromethyl)phenethoxy)pyrimidin-2-yl-

thio)hexanoate (16b). Clear oil. 1H NMR (300.13 MHz, (CD3)2-
SO): δ = 0.79-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3-Bu), 1.02-1.06 (t,
3H, J = 7.0 Hz, -CH3), 1.29-1.40 (m, 4H, CH2-Bu), 1.84-1.92
(m, 2H, CH2-Bu), 3.07-3.11 (t, 4H, J=6.6 Hz, Ph-CH2), 3.97-
4.08 (m, 2H, OCH2), 4.29-4.35 (t, 1H, J=7.2Hz, S-CH), 4.47-
4.53 (m, 4H, Pyr-O-CH2), 5.89 (s, 1H, Pyr-5H), 7.49-7.52
(d, 4H, J=8.0Hz, Ph-C2þ -C6H), 7.63-7.66 (d, 4H, J=8.1Hz,
Ph-C3 þ -C5H). 13C NMR (75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.60
(CH3-Bu), 14.07 (-CH3), 21.60 (CH2-Bu), 28.79 (CH2-Bu), 30.64
(CH2-Bu), 34.15 (2C, Ph-CH2), 47.16 (S-CH), 60.88 (OCH2),
66.59 (2C, Pyr-O-CH2), 86.06 (Pyr-C5), 125.11 (4C, Ph-C3 þ -
C5), 126.13-127.35 (2C, Ph-CF3), 129.71 (4C, Ph-C2 þ -C6),
143.01 (2C, Ph-C1), 168.59 (Pyr-C2), 169.99 (2C, Pyr-C4 þ -C6),
171.31 (COO). MS (ESIþ): m/e= 631.6 [M þ 1]þ.

2-(4,6-Diphenethoxypyrimidin-2-ylthio)hexanoic Acid (8).
White solid, mp 99 �C. 1H NMR (300.13 MHz, (CD3)2SO): δ =
0.81 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3-Bu), 1.23-1.38 (m, 4H, CH2-Bu),
1.78-1.90 (m, 2H, CH2-Bu), 2.98 (t, 4H, J = 6.9 Hz, Ph-CH2),
4.29 (t, 1H, J= 7.2 Hz, S-CH), 4.46 (t, 4H, J= 6.9 Hz, Pyr-O-
CH2), 5.87 (s, 1H, Pyr-5H), 7.18-7.32 (m, 10H, Ph-H). 13CNMR
(75.44 MHz, (CD3)2SO): δ = 13.70 (CH3-Bu), 21.71 (CH2-Bu),
28.92 (CH2-Bu), 31.09 (CH2-Bu), 34.44 (2C, Ph-CH2), 47.61 (S-
CH2), 67.08 (2C,Pyr-O-CH2), 85.87 (Pyr-C5), 126.31 (2C, Ph-C4),
128.30 (4C, Ph-C2þ -C6), 128.84 (4C, Ph-C3þ -C5), 137.88 (2C,
Ph-C1), 169.01 (Pyr-C2), 170.03 (2C, Pyr-C4 þ -C6), 172.70
(COOH). MS (ESIþ): m/e= 467.0 [M þ H]þ.

2-(4,6-Bis(4-(trifluoromethyl)phenethoxy)pyrimidin-2-ylthio)-
hexanoicAcid (16).Yellowoil. 1HNMR(300.13MHz, (CD3)2SO):
δ = 0.78-0.83 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3-Bu), 1.22-1.37 (m, 4H,
CH2-Bu), 1.74-1.92 (m, 2H, CH2-Bu), 3.06-3.11 (t, 4H, J= 6.6
Hz, Ph-CH2), 4.27-4.30 (t, 1H, J= 7.1 Hz, S-CH), 4.48-4.53 (t,
4H, J= 6.6 Hz, Pyr-O-CH2), 5.87 (s, 1H, Pyr-5H), 7.49-7.52 (d,
4H, J=8.0Hz, Ph-C2þ -C6H), 7.63-7.66 (d, 4H, J=8.0Hz, Ph-
C3 þ -C5H), 12.82 (s, br, 1H, COOH). 13C NMR (75.44 MHz,
(CD3)2SO):δ=13.64 (CH3-Bu), 21.67 (CH2-Bu), 28.92 (CH2-Bu),
30.91 (CH2-Bu), 34.16 (2C,Ph-CH2), 47.46 (S-CH), 66.54 (2C,Pyr-
O-CH2), 85.97 (Pyr-C5), 124.99 (4C, Ph-C3þ -C5), 125.14-127.74
(2C,Ph-CF3), 129.69 (4C,Ph-C2þ -C6), 143.06 (2C,Ph-C1), 168.95
(Pyr-C2), 169.97 (2C, Pyr-C4 þ -C6), 172.23 (COOH). MS (ESI-):
m/e= 601.4 [M - 1]-.

PPAR Transactivation Assay. COS7 cells were grown in
DMEM supplemented with FCS, sodium pyruvate, and penicil-
lin/streptomycine at 37 �C and 5%CO2. The day before transfec-
tion, cells were seeded in 96-well plates at a density of 30 000 cells
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per well. Transient transfection was carried out by Lipofectamine
2000 reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s proto-
col with pFR-Luc (Stratagene), pRL-SV40 (Promega), and the
Gal4-fusion receptor plasmids (pFA-CMV-hPPAR-LBD) of the
respective subtype. At 5 h after transfection, the medium was
changed toDMEMwithout phenol red andFCS, containing 0.1%
DMSO and the respective concentrations of the test compounds.

Following overnight incubation with the test compounds,
cells were assayed for reporter gene activity using Dual-Glo
luciferase assay system (Promega) according to the manufac-
turer’s protocol. Luminescence was measured with a GENios
Pro luminometer (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
Germany). Each concentration of the compounds was tested
in triplicate wells, and each experiment was repeated indepen-
dently at least three times. Normalization for transfection
efficacy and cell growth was done by division of the firefly
luciferase data by renilla luciferase data resulting in relative light
units. Activation factors were obtained by dividing by DMSO
control. EC50 and standard deviation values were calculated by
mean values of at least three determinations by SigmaPlot 2001
(Systat Software GmbH, Erkrath, Germany) using a four-
parameter logistic regression. All compounds were evaluated
by comparison of the achieved maximum effect to that of the
reference compound (pioglitazone for PPARγ, GW 7647 for
PPARR, and L165,041 for PPARδ each with 1 μM).

Determination of γ-Secretase Modulator Activity. To charac-
terize the GSM activity of novel analogues, their effects on the
generation of Aβ40, Aβ42, and Aβ38 peptides were determined
in a previously described cell-based ELISA assay with modi-
fications.37 CHO cells with stable overexpression of wild type
human amyloid precursor protein and wild type human pre-
senilin-137 were maintained in DMEM supplemented with 10%
FBS and treated in 96-well plates for 24 h with increasing
concentrations of the respective compounds or DMSO vehicle.
Culturemediawere collected and analyzed byELISAas follows:
monoclonal antibody IC16 raised against amino acids 1-15 of
the Aβ sequence was used as a capture antibody.46 To distin-
guish different Aβ species, C-terminal antibodies specific for
Aβ40, Aβ42, and Aβ38 labeled with horseradish peroxidase
(HRP) using the Pierce EZ-Link Plus activated peroxidase kit
(Thermo Fisher Scientific) were used for detection. The 96-well
high-binding microtiter plates were coated overnight at 4 �C
with capture antibody IC16 diluted 1:250 in PBS, pH 7.2.
Capture antibodywas removed, and conditionedmedia samples
(10 μL for detection of Aβ40, 100 μL for Aβ42, 50 μL for Aβ38)
or standard peptides were loaded. HRP-coupled detection anti-
bodies diluted in assay buffer (PBS containing 0.05%Tween-20,
1% BSA) were added to each well and incubated overnight at
4 �C. Plates were washed 3 times with PBS containing 0.05%
Tween-20 and once with PBS. Then 50 μL of TMB ultrasub-
strate (Thermo Fisher Scientific) was added and incubated for
1-10min at room temperature in the dark, and the reaction was
stopped by adding 50 μL of 2 MH2SO4. Absorbance at 450 nm
was recorded with a Paradigm microplate reader (Beckman-
Coulter). Synthetic Aβ40, Aβ42, and Aβ38 peptides (Bachem
AG) were used to generate standard curves. These Aβ peptides
were solubilized in DMSO at 1 mg/mL, aliquoted, and stored
frozen at-80 �C. Immediately before use, peptides were diluted
in assay buffer to 250-3000 pg/mL. Triplicate measurements
from each drug concentration were averaged and normalized to
DMSO control condition. For calculation of IC50 values, cells
were treated with eight increasing concentrations of each com-
pound, and a nonlinear curve fit with variable slope model was
applied to the results from two to four independent experiments.
Statistics were performed using GraphPad Prism (GraphPad
Software).

NOTCH Reporter Assay. The NOTCH reporter assay was
performed as described.38 In brief, subconfluent CHO cells were
transiently transfected in 96-well plates with plasmid pCDNA3-
Notch-ΔE-GVP encoding truncated NOTCH fused to a Gal4

DNA-binding/VP16 transactivation domain and the MH100
reporter plasmid encoding firefly luciferase under the UAS
promotor (50 ng each) using GeneJuice transfection reagent
(Merck Chemicals Ltd.). Co-transfection of the MH100 repor-
ter with empty pcDNA3 plasmid served as a negative control.
Then 5 ng of plasmid pRL-TK encoding renilla luciferase was
added to the plasmid mix to control for transfection efficiency.
At 24 h after the transfection, cells were treated for an additional
24 h with increasing concentrations of the compounds 16 and
22, 0.5 μM γ-secretase inhibitor LY-411575, or DMSO vehicle.
The cells were then lysed, and firefly and renilla luciferase
activities were quantified using the Dual Glo luciferase assay
system (Promega) and a PARADIGM microplate reader
(Beckman-Coulter). Normalization for transfection efficacy
and cell growth was achieved by dividing the firefly luciferase
values by the renilla luciferase values. Percent activation of the
reporter was then calculated by normalization of triplicate mea-
surements from each condition to the DMSO control values.
Unpaired t test analysis was performed from two independent
experiments using GraphPad Prism: ///, p< 0.001.

Cytotoxicity Assay. CHO cells with stable overexpression
of wild type human amyloid precursor protein and wild type
human presenilin-1 were seeded at low density in 96-well
plates (4000 cells/well) and cultured for 24 h. The cells
were then treated in duplicate with increasing concentrations
(0-100 μM) of the respective compounds or DMSO vehicle
for an additional 24 h. Cell viability was assessed using the
Alamar blue reagent (Invitrogen). Then 20 μL of Alamar blue
was added to cells cultured in 200 μL of medium and incubated
overnight. Absorbance was measured with a Paradigm micro-
plate reader (Beckman-Coulter) at 570 nm, using 600 nm as
the reference wavelength. The values expressed as percent
viability of vehicle control represent averages of two indepen-
dent experiments.

Determination of COX Inhibition. Inhibition of the activities
of isolated ovine COX-1 and human recombinant COX-2 was
performed as described.34 Briefly, purified COX-1 (ovine, 50
units) or COX-2 (human recombinant, 20 units) were diluted in
1mLof reactionmixture containing 100mMTris buffer, pH8, 5
mM glutathione, 5 μMhemoglobin, and 100 μMEDTA at 4 �C
and preincubated with the test compounds for 5 min. Samples
were prewarmed for 60 s at 37 �C, and arachidonic acid (5 μM
for COX-1, 2 μM for COX-2) was added to start the reaction.
After 5 min at 37 �C, the COX product 12-HHT was extracted
and then analyzed by HPLC as described.41,47
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