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Einleitung

1. Einleitung

Eine Entziindung ist eine Abwehrreaktion des Korpers auf eine Gewebeschadigung.® Sie ist
Teil des Immunsystems und kann von verschiedenen &uRerlichen Reizen wie Verletzung,
Verbrennung, Verédtzung, Verstrahlung, Allergenen oder Mikroorganismen verursacht werden.
Die funf Symptome einer Entziindung sind Rotung, Schwellung, Erwdrmung, Schmerz und
Beeintrachtigung der Funktion.

Bei einer Entzindung kommt es in der ersten Reaktion zu einer Hyperamie, bei der die
Durchblutung erhoht wird, wobei die typischen Rétungen auftreten. Im nachsten Schritt folgt
eine Verengung der feinen vendsen Blutgefalle, die zu Schwellungen fuhren. Im weiteren
Verlauf wird die Permeabilitat der BlutgefaRe erhoht, was die Einwanderung von Abwehrzellen
ermdglicht.? An all diesen Prozessen sind die Prostaglandine als Entziindungmediatoren
beteiligt. Prostaglandine sind Gewebshormone und gehéren zu der Klasse der Eikosanoide. Sie
werden Uber die Cyclooxygenase aus der Arachidonséure gebildet.

Prostaglandine sind auch bei der Beendigung von Entziindungsreaktionen beteiligt, indem sie
die Makrophagenaktivierung und Bildung von proinflamatorischen Zytokinen inhibieren.?
Lokal gesehen haben Entziindungen destruktive Effekte, jedoch fur den gesamten Organismus
protektive Effekte. In manchen Féllen koénnen von Entzliindungszellen produzierte
Entzindungsmediatoren uber die BlutgefalRe im gesamten Organismus verteilt werden und so
an unerwinschten Orten zu Entzindungsreaktionen fuhren. Akute und chronische
Entzindungen kénnen somit den gesamten Organismus stéren und missen daher behandelt
werden.

Der mit einer Entzindung einhergehende Schmerz soll den Organismus auf die Entziindung
aufmerksam machen und unter anderem dafiir sorgen, dass der betroffene Korperteil ruhig
gestellt wird. Problematisch wird das bei chronischen Entziindungen, hierbei hat der Schmerz
diese Funktion verloren, was zur Beeintrachtigung der Funktion des betroffenen Korperteils
und damit zu Problemen im Alltag fuhren kann. Zu den Botenstoffen, die bei der Vermittlung
von Schmerz beteiligt sind gehoren ebenfalls die Prostaglandine.*

Die Beteiligung der Prostaglandine an zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen ermoglicht, deren Inhibierung, therapeutisch zu nutzen. Dies wird vor allem wegen
ihrer Beteiligung in Entziindungs-, Fieber- und Schmerzprozessen von Antiphogistika,

Antipyretika und Analgetika genutzt.
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1.1 Arachidonsaurekaskade

Die Arachidonséure (AA) ist eine vierfach ungeséttigte Fettsaure, die durch die Phospholipase
A aus Phosphorlipiden der Zellmembran freigesetzt wird. Die AA dient als Ausgangssubstrat
fiir die Bildung von Eikosanoiden, die als Gewebemediatoren an zahlreichen physiologischen
und phatologischen Prozessen beteiligt sind. Die aus der AA gebildeten Eikosanoiden sind an
der Verursachung von Schmerz, Fieber und Entziindungseinleitung beteiligt.®

Die AA kann uber drei unabhangig voneinander laufende Stoffwechselwege verarbeitet werden
(siehe Abb. 1). Im Stoffwechselweg der Lipoxygenase (LOX) wird die AA zu Leukotrin Ay
(LTAs) umgewandelt. LTA4 kann (ber die LTAs Hydrolase zum Leukotrin B4 (LTB4) oder
uber die LTCs Synthase zu Leukotrin C4 (LTC4) umgewandelt werden. LTB4 wirken tber
BLT:-Rezeptoren und sind an inflammatorischen Prozessen beteiligt.° Sie wirken unter
anderem bei der Aktivierung von Granulozyten und B-Zellen. Sie sind auch an der
Permeabilititserh6hung von feinen vendsen BlutgefaRen beteiligt.”

LTCs binden an CysLTi-, CysLT- und CysLTs-Rezeptoren und  wirken
bronchokonstriktorisch.? Sie fungieren als chemische Vermittler bei allergischen Prozessen und
sind unter anderem bei der Entstehung von Asthma beteiligt.

Uber den Stoffwechselweg der Cyclooxygenase (COX) wird die AA zum Prostaglandin-H;
(PGH2) umgewandelt. Je nach enzymatischer Ausstattung der Zelle dient PGH. als
Ausgangssubstrat fiir die Biosynthese von Prostaglandin D2, Ez, Faa, Thromboxan Az (TXA?)
oder Prostacyclin (PGly), die an zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt sind.%!
TXA2 kommt in Thrombozyten vor und wird Uber die TXA-Synthase aus PGH:
verstoffwechselt. In Thrombozyten wird das PGH: tber die TXA-Synthase zu TXA: gebildet.
Thromboxan ist vor allem an der Thrombozytenaggregation beteiligt. Uber die PGI-Synthase
wird das Prostacyclin gebildet. PGI. besitzt die entgegengesetzte Wirkung wie TXAz Es
hemmt die Thrombozytenaggregation und steht im Gleichgewicht zum TXA,.12

PGE: ist zusammen mit dem PGl an der Nierendurchblutung und an der Schleimproduktion
und Kontraktion des Gastrointestinaltrakts beteiligt. Im Gastrointestinaltrakt haben beide noch
zusétzlich cytoprotektive Funktionen. Bei Entziindungsreaktionen sind sie vor allem an der
Hyperamie, am Schmerzprozess und an der Fieberinduktion beteiligt.®* Die unterschiedlichen
physiologischen Funktionen von PGE: lassen sich durch die vier verschiedenen Rezeptoren
(EP1-EP4) erklaren, die durch PGE: aktiviert werden.}41

PGD: wirkt teilweise gegenléufig zu PGE> und ist an der Senkung der Korpertemperatur
beteiligt. Es wirkt entziindungshemmend und ist bei der Beendigung einer Entzlindung

essentiell.
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Abb. 1 Darstellung der drei Stoffwechselwege der Arachidonsiure. Uber die COX kann die Arachidonséure
zum PGH, umgesetzt werden, das je nach Beschaffenheit der Zelle weiter zu PGD,, PGE,, PGF,, PGl oder
TXA; umgewandelt wird und verschiedene physiologische Funktionen besitzt. Zusétzlich kann die
Arachidonséure noch (ber die LOX zu Leukrotrienen und Uber CYP-Enzyme zu EETs und HETEs
umgewandelt werden.
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PGF,, ist an der Regulation des Augeninnendrucks und an der Uteruskontraktion beteiligt.

Es konnte in Studien gezeigt werden, dass Prostaglandine und Thromboxan an
phatophysiologischen Prozessen wie Rheumatoide Arthritis'®, Arthrose!’, Krebs!® und
Neurodegeneration!® beteiligt sind. Die Hemmung der Cycloxygenase kann daher viele
therapeutische Zwecke haben.

Uber den dritten Stoffwechselweg wird die AA Uber die Cytochrom P450- (CYP-)
Epoxygenase zu Epoxyeicosatriensduren (EETs) und Hydroxyeicosatetraensduren (HETES)
metabolisiert. EETs und HETEs sind an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Entzindung,
Schmerzen, Diabetes und Nierenerkrankungen beteiligt.?

Die einzelne Hemmung der Proteine in der Arachidonsdurekaskade hat verschiedene Effekte
auf den Organismus und kann in verschiedenen Therapien genutzt werden. Somit bietet die
Arachidonsdurekaskade zahlreiche Angriffspunkte fiir potentielle Wirkstoffe.

Glucocorticoide binden an zytosolische Glucocorticoid-Rezeptoren und sind in der Lage am
Beginn der Arachidonséurekaskade einzugreifen, indem sie die Phospholipase A. uber
Lipocortine hemmen.?! Weil sie am Beginn der Arachidonsaurekaskade eingreifen besitzen sie
eine sehr weitreichende therapeutische Wirkung, unter anderem mit antiallergischen und
entziindungshemmenden Effekten. Wegen der Risiken bei Langzeitbehandlungen sollten
Glucocorticoide aber nur kurzfristig und bei Scheitern anderer Therapiemdoglichkeiten
eingesetzt werden.

Eine weitere Mdglichkeit in die Arachidonsdurekaskade einzugreifen bilden die Lipoxygenase-
Hemmer. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Therapie von allergischen Reaktionen,
besonders bei asthmatischen Entziindungen. FLAP-Hemmer, welche das 5-Lipoxygenase
aktivierende Protein hemmen, koénnen die Leukotrien-Synthese inhibieren und somit
antiallergische Wirkungen aufzeigen.??

Eine weitere Mdoglichkeit bietet die Hemmung der COX durch die nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAR), welche die Bildung von Prostaglandinen inhibiert und damit
antiphogistische, antipyretische und analgetische Effekte bedingt. Jedoch zeigen NSAR, die
welche COX-1 hemmen, gastrointestinale Nebenwirkungen. Durch selektive COX-2-Hemmer
konnen diese Nebenwirkungen zwar teilweise umgangen werden, da die COX-2 im
Gastrointestinaltrakt keine physiologische Funktionen erfillt, aber dafir besitzen COX-2-

Hemmer wiederum kardiovaskulire Nebenwirkungen.?®
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1.2 Cyclooxygenase
1.2.1 Physiologie und Pathophysiologie

Die COX-1 wird konstitutiv exprimiert und ist unter anderem in Endothelzellen, Niere, Magen,
Thrombozyten und GefaBmuskulatur vorhanden.?* In der Niere erhéht sie den renalen Blutfluss
und ist wichtig fur die Durchblutung. Im Magen ist sie an der Regulation der
Magensaftproduktion und an der Kontraktion des Gastrointestinaltrakts beteiligt.*® Die
Hemmung der COX-1 fihrt zur Beeintrachtigung der erwéahnten physiologischen Funktionen,
weshalb es zu gastrointestinalen Nebenwirkungen kommt, bzw. zur Beeintrachtigung der
Nierenfunktion und ulzerogenen Wirkungen.®

In Thrombozyten wird ausschlielich die COX-1 exprimiert, so dass diese an der
Thrombozytenaggregation essentiell beteiligt ist.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Menge von COX-2 in den Zellen sehr gering. COX-
2 wird vorwiegend durch Entzlindungsprozesse induziert, wodurch die Prostaglandinmenge in
entziindetem Gewebe erhéht wird, die wiederum an inflammatorischen Prozessen beteiligt
sind.'? Prostaglandine wirken iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren.

PGE> wirkt Uber die Prostaglandin E-Rezeptoren. Insgesamt gibt es vier Subtypen, die jeweils
andere physiologische bzw. pathophysiologische Funktionen haben. Uber EP1 wird die
schmerzstarkende Wirkung vermittelt. Die Aktivierung von EP1 durch PGE: aktiviert die
Phospholipase C, welche IPs-vermittelt die intrazellulare Ca?* Konzentration erhoht. Dies filhrt
zu einer Aktivierung der Proteinkinase C, welche eine Signalkaskade startet. Uber den EP2
Subtyp werden muskelrelaxierende Wirkungen vermittelt, wobei die typischen Rétungen an
den lokalen Entziindungen entstehen. Dabei wird die Adenylylcyclase (AC) aktiviert, welche
die intrazelluldre Konzentration an cAMP erhoht, welche wiederum die Proteinkinase A
aktiviert. EP3 wirkt entgegengesetzt und reduziert die Konzentration an cAMP, was zu
proinflammatorischen Effekten fiihrt. Uber EP4 wird unter anderem die Signalkaskade fiir die
Aktivierung der T-Zellen induziert.

PGF.. wirkt entgegengesetzt zu PGE> und erhoht Uber FP-Rezeptoren IPs-vermittelt die
intrazellulare Konzentration von cAMP. cAMP wirkt als second Messenger auf Immun- und
Entziindungszellen. Eine hohe intrazelluldare cAMP Konzentration entzieht dem Metabolismus
ATP, was eine Hemmung von Entziindungen zur Folge hat. Auch PGD; aktiviert tiber DP-
Rezeptoren die Adenylatcyclase, welches zur Folge hat, dass die CAMP Konzentration in der
Zelle steigt.

Prostacyclin wirkt tiber IP-Rezeptoren und erhoht ebenfalls die intrazelluldre Konzentration an
CAMP. Auch das TXA: erhoht die intrazellulare cAMP Konzentration uber den IPz-
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Mechanismus. Erhéhung der intrazellularen cAMP Konzentration fiihrt zur Stimulation der
Proteinkinase A, worlber eine Signalkaskade induziert werden kann.

Die COX-2 besitzt eine geringe Halbwertszeit, wodurch der Prostaglandin-Spiegel, nach
Abklingen der Entziindung, schnell wieder den normalen Wert erreichen kann. COX-2 spielt
also eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Schmerz, Fieber und Entziindungsreaktionen.
Nur in der Niere und im ZNS wird die COX-2 konstitutiv exprimiert. Fur die Nierenfunktion
ist die COX-2 essentiell, weil sie an der Ausscheidung von Na* beteiligt ist. Prostaglandine
konnen die Durchblutung der Niere steigern und die Resorption von Natrium tber die Henle-
Schleife hemmen, wodurch tberschiissiges Natrium Uber den Urin ausgeschieden werden
kann.2” Auch in der perinatalen Nierenentwicklung spielt die COX-2 eine wichtige Rolle. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass COX-2-Knock-out-Mé&use schwere Nephropathien
entwickelten.?®

Die COX-2 wird auch im Uterusepithel exprimiert und spielt dort eine wichtige Rolle in der
Angiogenese. Weitere physiologische Funktionen hat die COX-2 in der Ovulation,
Geburtseinleitung und im Umbau des Ductus Botalli.?®

1.2.2 Struktur und Funktion

Die COX ist ein Membranprotein, welches in der Zelle im endoplasmatischen Retikulum,
innerhalb der Kernhlle und im Golgi-Apparat lokalisiert ist. Seit den friihen 90iger Jahren ist
bekannt, dass es zwei Isoformen der Cyclooxygenase gibt. Die Isoformen unterscheiden sich
vor allem in ihrer physiologischen Funktion, Expression und Regulation.*

Die Gene der Cyclooxygenasen sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert, das COX-1-
Gen auf Chromosom 9 und das COX-2-Gen auf Chromosom 1.3t

Die Promotorregion des COX-2-Gens enthédlt eine TATA-Sequenz und weitere
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, an denen Entziindungsmediatoren, Hormone,
Wachstumsfaktoren und cAMP binden und die Expression induzieren kénnen. 2

Die COX besitzt zwei enzymatische Aktivitaten, die rdumlich voneinander getrennt aber
mechanisch miteinander gekoppelt sind. Im ersten Schritt wird AA Uber die Cyclooxygenase
unter Einbau von zwei Sauerstoffmolekiilen zum Prostaglandin-G, (PGG2) umgewandelt.
Hierbei spielt das Tyr385-Radikal eine wichtige Rolle, welches (iber die Peroxidase erstellt
wird. Im zweiten Schritt wird tUber die Peroxidase das PGG2 zum Prostaglandin-Hz (PGH2)
reduziert.®

Die COX st ein dimeres Membranprotein, das aus zwei Monomeren mit einem

Gesamtmolekulargewicht von 70 kDa besteht. COX-2 besitzt mit 587 Aminosauren eine etwas
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langere Sequenz als die COX-1. Cyclooxygenasen bestehen aus drei Doménen beginnend mit
einer N-terminalen epidermalen Wachstumsfaktor ahnlichen Doméne (engl. Epidermal Growth
Factor, EGF), die aus zwei kurzstriangigen [3-Faltblattern besteht und sich von Aminosaure 34-
72 erstreckt. Direkt daran angeschlossen ist eine Membranbindungsdoméane (MBD), die aus
vier amphipathischen o-Helices besteht, die sich von Aminoséure 73-116 erstrecken.* Dieser
Bereich der Sequenz ist reich an hydrophoben Aminoséuren, die fir die Bindung des Proteins
mit der Doppellipidschicht notig ist. Der MBD folgt der grote Teil des Proteins, die C-
terminale katalytische Domaéne, die tber eine Disulfidbriicke mit der EGF-ahnlichen Doméne
verknupft ist (siehe Abb. 2A).

In der katalytischen Domane befinden sich die zwei aktiven Zentren, die Cyclooxygenase und
die Peroxidase. Das aktive Zentrum der Cyclooxygenase befindet sich knapp unter der
Proteinoberflache. Der Eingang zur Bindetasche wird von den Aminosdauren Tyr355 und
Arg120 gebildet. Beide Aminoséuren sind an der Interaktion mit der Arachindonséure beteiligt,
wobei sie mit der Carbonsdure wechselwirken. Der hydrophobe Rest der Arachidonsdure reicht
in einen tiefer liegenden hydrophoben Bereich der Tasche, die unter anderem von den
Aminosauren Val349, 11e523, Ser530, Tyr385 und 11e377 gebildet wird (sieche Abb. 2B).%

Ein wichtiger Unterschied in den Aminosaurensequenzen zwischen den zwei COX Isoformen
besteht an Position 523. Dort besitzt die COX-2 die kleinere Aminoséure Val523, wodurch sich
eine neue Tasche eroffnet. Diese Tasche spielt eine wichtige Rolle in der selektiven Inhibition
der COX-2.%¢ Selektive Inhibitoren interagieren in dieser Tasche unter anderem durch eine
Wechselwirkung einer polaren Gruppe, meist einem Sulfonamid, mit den Aminoséduren
Arg513, His90 oder GIn192 (siehe Abb. 2C). Auch in dieser Subtasche gibt es einen
entscheidenden Unterschied zwischen den beiden Isoformen. Das His513 ist in der COX-2
durch ein Arg513 ersetzt, was eine weitere wichtige Rolle in der selektiven Inhibition der COX-
2 spielt. Die Wechselwirkung von Arg513 mit dem gebundenen Liganden hat einen
entscheidenden EinfluB auf die zeitabhangige Inhibition durch COX-2 Liganden.®’8

Die Tasche der COX-2 ist um etwa 20% groRer als die der COX-1. Dies liegt zum einen an
ihrer zusétzlichen Tasche, zum anderen aber auch an der Aminosaure 11e434, die in der COX-
2 durch Val434 ersetzt ist.>® Dieser Unterschied hat einen Einfluss auf die Konformation von
Phe518, was zu einer VergroRerung der Tasche fiihrt.®

In der katalytischen Domane befindet sich ein H&m Co-Faktor, der in beiden katalytischen
Zentren an Redoxreaktionen beteiligt ist. Uber die Peroxidase ist das Ham bei der Bildung des

Tyr385 Radikal beteiligt, welches zur Aktivierung der COX-2 zuerst gebildet werden muss. In




Einleitung

seiner zweiten Funktion Ubertragt der Co-Faktor zwei Elektronen an das PGG2, wodurch es
zum PGH_ reduziert wird. %41

Obwohl beide Isoformen der COX die gleiche katalytische Funktion haben, unterscheiden sie
sich in ihrer physiologischen Funktion. Durch unterschiedliche Regulierung kénnen sie sogar

im gleichen Gewebe fir unterschiedliche Funktionen zustandig sein.
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Abb. 2 A) Kristallstruktur der COX-2 mit der EFG-Domane (Magenta), Membran Bindungsdoméne (Blau) und
der katalytischen Doméne (Grin) (PDB-ID 3LNO). In Abbildung B) ist das Aktive Zentrum der COX-2 mit der
Arachidonséure und in Abbildung C) mit Celecoxib und den fir die Wechselwirkungen wichtigsten
Aminoséuren zu sehen.
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1.2.3 COX-Inhibitoren

COX-Inhibitoren gehoren zur Klasse der NSAR und lassen sich in die zwei Gruppen der
unselektiven und selektiven COX-Hemmer unterteilen. COX-Inhibitoren interagieren mit dem
aktiven Zentrum der Cyclooxygenase und inhibieren die Umsetzung der AA zu PGHa.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten COX-Inhibitoren aufgelistet. Das bekannteste Mitglied der
unselektiven COX-Inhibitoren, ist die Acetylsalicylsdure (ASS). Sie gehort zu den &ltesten
Arzneimitteln. In geringer Menge wirkt ASS selektiv an der COX-1. Es hemmt die
Cyclooxygenase irreversibel durch die Acetylierung von Ser530. Besonders in Thrombozyten
hat dies einen starken Effekt, weil diese keine Zellkerne besitzen und somit ihre ganze
Lebensdauer keine weitere Cyclooxygenase produizieren kdnnen. Weil im gastrointestinalen
Gewebe das PGE> und PGl ausschlieBlich tUber die COX-1 katalysiert wird, zeigt dieses
Arzneimittel gastrointestinale Nebenwirkungen wie Ulzerationen. Ein weiterer Einfluss, den
ASS hat, ist die Hemmung der Thrombozytenfunktion, weswegen sie auch antithrombotische
Effekte besitzt und vorbeugend bei kardiovaskuldaren Erkankungen angewendet werden
kann.*24 Weitere unselektive COX-Hemmer sind Ibuprofen und Diclofenac, die ahnliche
Nebenwirkungen wie ASS zeigen, wobei sie einen geringeren Einfluss auf die Hemmung der
Thrombozytenfunktion haben und somit weniger antithrombotische Effekte zeigen.

Zu den selektiven COX-2 Inhibitoren gehdren die Coxibe. Einer der ersten zugelassenen
Coxibe ist das Celecoxib. Es wurde 1999 unter dem Handelsnamen Celebrex zugelassen.**
Aufgrund der unterschiedlichen physiologischen Funktionen der COX-2 zur COX-1 sollten
damit die typischen Nebenwirkungen der NSAR umgangen werden, da die COX-2 erst bei
Entzindungenprozessen im umliegenden Gewebe exprimiert und keine physiologischen
Funktionen im Gastrointestinaltrakt besitzt. Mit der Hemmung der COX-2 kann gezielt eine
Entziindung behandelt werden, ohne die Funktion des Magen-Darm-Trakts zu beeinflussen. Es
stellte sich aber bald heraus, dass die selektive Hemmung der COX-2 einen Einfluss auf das
Gleichgewicht von PGI> und Thromboxan zugunsten von Thromboxan hatte, welches zu
erhdhter Thrombozytendisaggregation und damit zu kardiovaskuldaren Nebenwirkungen
fiinrte.* Diese Erkenntnis filhrte zur Riicknahme der Zulassung einiger Coxibe wie Rofecoxib,
Lumiracoxib und Valdecoxib.

Coxibe besitzen einen zentralen Heterozyklus, von dem aus zwei Aromaten in einem Winkel
kleiner 90°C abzweigen. Einer der Aromaten besitzt meist hydrophobe Eigenschaften und der
andere in para Position in den meisten Fallen ein Sulfonamid. Die einzige Ausnahme bildet das
Lumiracoxib, das vom Diclofenac abgeleitet ist und ebenfalls die COX-2 selektiv hemmen

kann.
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Tab. 1 Uberblick iiber einige zugelassene NSAR, unterteilt in nicht-selektiven und selektiven COX-2-

Inhibitoren
Nicht selektive COX Inhibitoren
O~__OH
OH OH
g e @
o)
&/ 0 ~o ©
Aspirin Naproxen Ibuprofen
o) o)
OH 0 ol
OH A S
oUY > W
F
Ketoprofen Flurbiprofen Tiaprofenséure
Cl
Cl Cl
o)
NH NH 0 X
Cl OH Cl OQJ\OH p
N
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Diclofenac Aceclofenac Indometacin
. O~__OH O~__OH ©\o
H H H
F N N N2
F ® //S\
0
Flufenaminsaure Mefenaminsaure Nimesulid
N\ N\
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H \ | H H
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Selektive COX-2 Inhibitoren

Cl
_ QiNH
N\ ~CFa F OH
o I Y .
HoNY
Celecoxib* *L_umiracoxib®’
Q) Q1 »
_N
0 | o
s C % o .
I & % NS
***Parecoxib?® *Rofecoxib *Valdecoxib*®

*:

“vom Markt genommen; ™ in den USA nicht zugelassen; ™ in den USA und der Schweiz vom Markt

genommen

1.2.4 COX-2 als Target

Bei Betrachtung der bekannten Nebenwirkungen von COX-2 Inhibitoren, stellt sich die Frage,
warum COX-2 trotzdem weiterhin ein interessantes Target sein kann.

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass trotz der Zugabe von COX-2 Inhibitoren, die
Enzymaktivitat der COX-2 nicht vollig verloren ging. In der Studie wurde ermittelt, dass die
COX-2 trotz der Zugabe von COX-2 Inhibitoren die AA weiter zu 15(R)-
Hydroxyeicosatetraensaure ((15R)-HETE) umsetzen konnte.4849

Dieser Effekt kann inhibierende Auswirkungen auf Entziindungen haben, denn 15(R)-HETE
kann von der 5-Lipoxygenasen (5-LO) zu Lipoxinen umgesetzt werden, die wiederum an der
Auflésung von Entzundungsreaktionen beteiligt sind und somit antientziindliche Effekte
zeigen. Die Hemmung der COX-2 hat also zwei Effekte. Zum einen wird die Produktion von
Prostaglandinen gehemmt und zum anderen kann die Produktion der Lipoxine geférdert
werden.

Des Weiteren kann eine selektive Hemmung der COX-1 zuséatzliche Nebeneffekte bewirken.
Durch die Hemmung der Katalyse von AA zum PGH; steht der 5-LO mehr Substrat zur
Verflgung, wodurch verstarkt Leukotriene produziert werden koénnen, die wiederum zu

Entziindungen fithren kénnen.®® Hemmt man aber die COX-2 zusitzlich, kann diese die AA

12



Einleitung

weiter zu (15R)-HETE umsetzen, wodurch zum einen der 5-LO AA entzogen wird und zum
anderen die entzindungshemmenden Lipoxine gebildet werden.

Neben den klassischen Einsatzgebieten wie Entziindung und Schmerz zeigen Studien, dass vor
allem die COX-2 auch an der Tumorigenese beteiligt sein kann. In verschiedenen Studien
konnte eine Uberexpression der COX-2 in Tumorzellen festgestellt werden. In Tabelle 2 sind
einige Studien aufgelistet bei den in Tumoren eine Uberexpression der COX-2 nachgewiesen
werden konnte.>!

Die COX-2 scheint bei der Bildung eines Tumors, bei dessen Blutversorgung und der Bildung

von Metastasen beteiligt zu sein.

Tab.2 Tumoren bei denen eine Uberexpression der COX-2
festgestellt werden konnte

Organ Referenz
Brustkrebs Parrett et al.>
Gebarmutterhalskrebs Kulkarni et al.>®
Prostatakrebs Gupta et al.>*
Urothelkarzinom Mohammed et al.*®
Leberzellkarzinom Koga et al.*

Bauchspeicheldriisenkrebs  Molina et al.®’

Hautkrebs Buckman et al.>®
Lungenkrebs Hida et al.>®
Kopf-Hals-Karzinom Chan et al.®°
Darmkrebs Eberthart et al.®
Magenkarzinom Ristimaki et al.5?
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1.3 Anwendungsgebiete von Insilico Methoden in der Wirkstoffentwicklung

Der Zeitraum fur die Entwicklung eines neuen Wirkstoffes kann bis zu 25 Jahren dauern.
Dabei werden verschiedene Entwicklungsschritte durchlaufen, die unterschiedlich
zeitintensiv sind (siehe Abb. 3).

Leitstruktur

Target Target : Préklinische Klinische
Identifizierung Untersuchung Egt[\)qlilr(;ki:elizgg& Studien Studien

(
! :
: I
: I
I I I I I
: I
I

I
: (Bioinformatik ) [Chemieinformatik\ G silico ADMET\ :
I . .
1 | - Homologie - Docking-Studien - Rules of five :
: Modellierung - De novo Design I
i | - MD-Simulation | | - Virtuel Screening !
I - Pharmacophor |
: Screening I
| - QSAR :
I

I
AN JAN AN i

I
I

Abb. 3 Typischer Ablauf einer Wirkstoffentwicklung eines de novo Design

Die Entwicklung eines neuen Wirkstoffes beginnt mit der Erforschung des Targets. Neben den
allgemeinen Methoden in der Biologie, gibt es schon hier computerunterstiitze Methoden, die
fiir die Analyse des Targets eingesetzt werden kdnnen. Zu diesen Methoden gehéren unter
anderem die Homologie-Modellierung und die Molekulardynamik-Simulation (MD-
Simulation).

1.3.1 Homologie-Modellierung

Beim Rezeptor-basierten Design ist die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur des Proteins
notwendig. Es gibt aber Falle, bei denen die Tertidrstruktur der Proteine nicht bekannt ist. Bei
Membranproteinen ist das oft der Fall, weil sich die Isolierung des Proteins von der Membran
zur Kristallisation oft als Problematik darstellt. Von der humanen COX-2 (hCOX-2) ist in der
Protein Data Bank (PDB) keine Tertidrstruktur hinterlegt, so dass ein Rezeptor-basiertes Design
hier nicht moglich ist. Fir solche Falle gibt es jedoch einige in silico Methoden, die das

Modellieren der dreidimensionalen Strukturen aus der Primarstruktur ermdglichen. Eine
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maogliche Methode, mit der die dreidimensionale Struktur vorhergesagt werden kann, ist die
Homologie-Modellierung.

In der Genetik ist der Begriff der Homologie so definiert, dass zwei Gene homolog zueinander
sind, wenn sie von einem gemeinsamen Vorlaufer stammen.®® Dies l4sst sich in der Biochemie
auch auf Proteine tbertragen. Homologe Proteine haben meist groRe Ubereinstimmungen in
ihrer Primar- und Tertidrstruktur und in ihrer Funktion. Diese Eigenschaft kann man ausnutzen,
um die Tertidrstruktur vorherzusagen. Bei der Homologie-Modellierung geht man einen Schritt
weiter und stellt die These auf, dass Proteine mit &hnlichen Sequenzen auch eine ahnliche
Tertidrstruktur besitzen. Man nutzt also die Informationen einer bekannten Tertidrstruktur
(Template) und tbertragt diese auf das Protein mit der unbekannten.%

Die Modellierung der Tertidrstruktur Iasst sich grob in vier Schritte unterteilen (siehe Abb.4).
Im ersten Schritt wird nach einem Template gesucht, nach dessen Vorbild die Sequenz gefaltet
werden soll. Es gibt verschiedene Methoden, nach einem Template zu suchen. Gerne genutzt
wird der Suchalgorithmus BLASTp (Basic local alignment search tool protein)®, der eine
beliebige Datenbank (ber Alignment durchsuchen kann. Hat man sich fur ein Template
entschieden, missen beide Sequenzen fir die Software soweit vorbereitet werden, dass ein
Alignment mit z. B. Clustalw 2.0%® durchgefiihrt werden kann. Das Alignment wird an die
Software Ubergeben, woraus das Homologie Modell entwickelt wird. Im letzten Schritt muss
das Modell evaluiert und optimiert werden. Dabei koénnen verschiedene
Validierungsprogramme genutzt werden wie Procheck®”, WHAT CHECK®® oder MOE®°.

Template
suchen

Abb. 4 Im ersten Schritt eines Homologie Modells muss nach einem Template gesucht werden. Uber ein
Alignmentverfahren kénnen Template Sequenz und die zu modellierende Sequenz analysiert werden, bevor daraus
ein Homologie Modell entwickelt wird. Im letzten Schritt muss das Modell mit einem Validierungsprogram

analysiert werden, bevor es fiir weitere Studien verwendet werden kann.

Eine oft genutzte Validierungsmethode bietet der Ramachandran Plot. Der Ramachandran

Plot™ ist ein Diagramm, welches auf der x Achse den Torsionswinkel Phi von -180° bis +180°
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und auf der y-Achse den Torsionswinkel Psi von -180° bis +180° der Peptidbindung darstellt.
In seiner Studie konnte Ramachandran feststellen, dass die Peptidbindungen der Aminosauren
bei den einzelnen Sekundérstrukturen (a-Helix, B-Faltblatt, B-Schleife und etc.) eine bestimmte
Kombination beider Winkel einnehmen, welche sich auf obigem Diagramm als Punktewolke
darstellen lasst. Wenn man nun seine Tertidrstruktur auf das Diagramm abbildet, l&sst sich
uberprifen, ob die Winkel aller Peptidbindungen in dem Bereich liegen, dessen
Sekundarstruktur vorhergesagt wurde. Liegen sie nicht innerhalb der Punktewolke, kdnnte es
ein Indiz dafir sein, dass die Winkel fehlerhaft sind.

Amaravani et al. modellierten mit dieser Methode die Tertidrestruktur der hCOX-2. Sie
durchsuchten mit dem BLASTp Algorithmus die PDB und wahlten als Template die
Kristallstruktur 1PXX von der murine COX-2 (mCOX-2). Die Ahnlichkeit beider Sequenzen
betrug 87%. An diesem Modell analysierten sie anschlieBend ber Docking-Studien den
Bindungsmodus von 10 verschiedenen Gallussauren Analoga.”

Singh et al. entwickelten ebenfalls eine Homologie-Modellierung der hCOX-2 und wahlten als
Template die Kristallstruktur 1Q4G der ovinen COX-1 (0COX-1). Beide Sequenzen haben eine
Ahnlichkeit von 80%. Sie fiihrten ebenfalls Docking-Studien am Modell durch und

untersuchten die Bindemodi von Ibuprofen, Aspirin, Oleanolsiure und B-Carotin.’

1.3.2 Molekular Dynamik Simulation

Eine Kristallstruktur aus der PDB oder ein Modell der Tertiarstruktur zeigt immer nur eine
Momentaufnahme des Targets. In der Wirklichkeit ist ein Protein ein dynamisches System und
andert seine Struktur bei jeder Wechselwirkung mit der Umgebung. Es gibt verschiedene
Beispiele, in denen eine Konformationsanderung stattfinden kann.

Eine Konformationsédnderung findet zum Beispiel bei der Bindung von Liganden an das Protein
statt. Es gibt Félle, in denen die reine Bindungsstarke zwischen Ligand und Protein sehr
schwach ist. In solchen Féllen kann eine Konformationsdnderung des Proteins die
Bindungsenergie erhohen. Dieser Effekt ist bekannt als Induced Fit.”

Eine Konformationsanderung kann auch Einfluss auf die Regulation von Proteinen nehmen.
Proteine kdnnen durch Phosphorylierung oder durch die Bindung von Liganden aktiviert oder
gehemmt werden und so deren Aktivitét steigern oder drosseln.

Diese Beispiele zeigen, welche wichtige Rolle die Konformationanderung fir das designen
neuer Liganden haben kann. Fir die Untersuchung der Konformation eines Proteins gibt es in
der Bioinformatik einige Tools, mit der man die Flexibilitat der Struktur simulieren und

analysieren kann. Eine bekannte Methode ist die MD-Simulation. Mit diesem Modell kénnen
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die Wechselwirkungen von Atomen und Molekilen Uber physikalische Formeln iterativ
berechnet und dargestellt werden. Dafir werden Kraftfelder genutzt mit deren Hilfe
Energieminima eines Proteins gefunden werden kénnen.™

Eine bekannte Software, die auch in dieser Arbeit zur Verwendung kam, ist NAMD™,

Anzini et al. verwendeten diese Methode, um ihre Docking-Studien zu erweitern. Sie fuhrten
zuerst eine Docking-Studie der Verbindung 1,5-Diarylpyrrol Nitrooxyalkyl Ether an der
mCOX-2 durch (PDB ID: 6COX). Im ndchsten Schritt fuhrten sie eine MD-Simulation
zusammen mit dem Liganden durch und beobachteten die Wechselwirkungen des Liganden mit
der Ligandbindetasche. Dabei konnten sie die in lhrem Fall wichtige Interaktionen der
Nitrogruppe mit Ser119 und die Interaktionen der Esterfunktion mit den Aminoséuren Tyr355
und Arg120 feststellen.”® Mit dieser Erweiterung vom Docking-Studien kénnen Induced Fit
Effekte simuliert und besser verstanden werden.

Ozadali et al. untersuchten auf ahnlicher Weise die Wechselwirkungen von lIsoxazol[4,5-
d]pyridazin-4-(5H)-on Analoga mit dem Aktiven Zentrum der mCOX-2. Sie konnten in ihrem
Modell eine wichtige Interaktion des Isoxazols mit His90 erkennen.’’

1.3.3 Virtual Screening

Ist die Struktur und Funktion des Target weitgehend analysiert, kommt im néchsten Schritt der
Wirkstoffentwicklung die Suche nach neuen Liganden. Uber Virtual Screening Methoden
konnen groRe Datenbanken effektiv nach neuen Liganden durchsucht werden. Dafiir kénnen
Informationen Uber bekannte Liganden sehr nutzlich sein. Beim Virtuell Screening ist die
grundlegende These, dass Verbindungen mit &hnlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaft auch ahnliche Aktivitaten am Target haben kdnnen. Diese Eigenschaften sind auch
als molekulare Deskriptoren bekannt, von denen es eine groRe Auswahl gibt. Man kann
molekulare Deskriptoren in verschiedene Dimensionen unterteilen.

Eindimensionale Deskriptoren geben einfache physikalische Eigenschaften wie GroRe, Anzahl
der Atome, Lipophilie oder Partialladung wieder. Zweidimensionale Deskriptoren geben
Informationen Uber die Verknlpfung der Verbindungen wieder, welche auch als topologische
Deskriptoren bekannt sind. Dreidimensionale Deskriptoren geben Informationen Uber die
Konformation der Verbindung wieder, wobei die Koordinaten der Verbindung eine
entscheidene Rolle spielen.

Nicht jeder molekulare Deskriptor eignet sich fur die Suche nach neuen Liganden. Vielmehr ist
die Wahl der molekularen Deskriptoren spezifisch fir jedes Target. Um eine Wahl treffen zu

konnen, welche molekularen Deskriptoren fur ein Screening geeignet sind, gibt es verschiedene
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statistische Methoden. Eine mdégliche Methode bietet die Quantitative Struktur-Wirkungs-
Beziehung (QSAR). Diese Methode ermdglicht eine signifikante Beziehung zwischen
molekularen Deskriptoren und der biologischen Aktivitat einer Verbindung.

In Tabelle 3 sind einige molekulare Deskriptoren aufgelistet, die mit einer solchen QSAR-
Studie von COX-2 Liganden gefunden worden sind.

In zwei voneinander unabhdngigen Studien konnte eine signifikante Beziehung zwischen den
logP Wert und der Aktivitdt von COX-2 Liganden gefunden werden. Der logP Wert, auch
bekannt als Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, ist ein Mal} fur die Lipophilie einer
Verbindung. Die Lipophile spielt anscheinend eine wichtige Rolle in der Struktur-
Wirkungsbeziehung bei COX-2.78" In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass der optimale
logP-Wert eines COX-2 Liganden zwischen 1.5 und 2.0 liegt. Das liegt wahrscheinlich an der
polaren Kopfgruppe, die wichtig fiir die Interaktion mit der selektiven Tasche ist.®°

In einer weiteren Studie wurden molekulare Deskriptoren, die Information Uber die Topologie
einer Verbindung geben, untersucht. Dabei wurden drei topologische Deskriptoren identifiziert,
die Korrelation mit der Aktivitat von bekannten COX-2 Liganden aufwiesen; T_N_N_4,
welches die Anzahl an Stickstoffen angibt, die Uber vier Bindungen von einem anderen
Stickstoff entfernt sind; T_O_F 7, welches die Anzahl an Sauerstoffen angibt, die Uber vier
Bindungen von einem Flur entfernt sind und SssNHcount, welches die Anzahl an NH Gruppen
angibt, die mit zwei Einfachbindungen gekoppelt sind.8!
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Tab.3 Molekulare Deskriptoren, die in verschiedene QSAR-Studien Korrelation mit der Bioaktivitat von COX-
2 Liganden gezeigt haben.

Molekularer Deskriptor Referenz
Singh et al.”® und

logP Octanol-Wasser Verteilungskoeffizient )
1D log g Khoshneviszadeh”®

Angabe der Anzahl an Stickstoffen, die Uber
T N N4 vier Bindungen von einem anderen Stickstoff
entfernt sind

2D 1 0E7 Angabe der Anzahl an Sauerstoffen, die tiber El-Ayed®
- = = vier Bindungen von einem Flur entfernt sind
Angabe der Anzahl an —NH Gruppen, die mit
SssNHcount zwei Einfachbindungen gekoppelt sind
Wiedergabe Oberflache von polaren Atomen, )
TPSA primaren Sauerstoffen und Stickstoffen, sowie  Singh et al.”
die gebundenen Wasserstoffe
3D vsurf_CP Critical packing parameter Hanna et al.?
LOMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Harrak et al 8
HOMO Highest Unoccupied Molecular Orbital

Auch dreidimensionale Deskriptoren wurden an der COX-2 untersucht. In drei Studien fand
man Korrelationen zum Topological Polar Surface Area (TPSA), welches die Oberflache von
polaren Atomen, primaren Sauerstoffen und Stickstoffen, sowie die gebundenen Wasserstoffe
wiedergibt. Weitere 3D Deskriptoren, die signifikante Beziehungen zu den Bioaktivitaten von
COX-2 Liganden zeigten waren vsurf_CP (Critical packing parameter), welches die Form und
Oberflache einer Verbindung einbezieht, LOMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) und
HOMO (Highest Unoccupied Molecular Orbital).”88283

Hat man nun molekulare Deskriptoren identifizieren kénnen, die mit der Bioaktivitat von
bekannten Liganden korrelieren, kann man im néchsten Schritt eine Datenbank mit diesen
Deskriptoren nach potenziellen neuen Liganden durchsuchen. Dabei kdnnen existierende
Datenbanken wie die DrugBank® oder auch selbst zusammengestellte Datenbanken genutzt

werden.

1.3.4 Pharmakophor Screening

Eine weitere bekannte Virtual Screening Methode ist das Pharmakophor Screening. Bei dieser
Methode werden die Pharmakophor Informationen eines Liganden verwendet, um nach neuen
Liganden zu suchen. Ein Pharmakophor ist der Teil einer Verbindung, der fur die

Wechselwirkung mit dem Target verantwortlich ist. Ein Pharmakophormodell gibt
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Informationen Uber die Anordnung der Pharmakophore im Raum und gibt damit eine
dreidimensionale Information tiber einen Liganden wieder.®

Im ersten Schritt muss das Pharmakophormodell definiert werden. Es gibt verschiedene
Ansatze, wie man Pharmakophore eines Liganden identifizieren kann. Besitzt man eine Co-
Kristallstruktur mit einem Liganden, kann man aus den Wechselwirkungen ein Pharmakophor
bestimmen.

Existieren keine Co-Kristallstrukturen, ist ein Rezeptor-basierter Ansatz nicht mdglich.
Deswegen besteht hier die Mdglichkeit, bekannte Liganden aus der Literatur zu sammeln und
mit ihnen ein multiples Alignment durchzufiihren. Aus den (bereinander liegenden
Verbindungen kénnen Gemeinsamkeiten identifiziert werden, die wiederum Hinweise darauf
liefern, dass dieser Teil der Verbindung wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Struktur-
Wirkungsbeziehung spielt und als Phamrakophor definiert werden kann.

Besitzt man mehrere Liganden mit den erforderlichen Werten der Bioaktivitat am Target, kann
man auch ein 3D-QSAR Modell erstellen. Bei dieser Methode werden die einzelnen
Pharmakophore auf eine Beziehung mit Bioaktivitat untersucht.

Hat man das Pharmakophormodell erstellt, muss im néchsten Schritt flr jede Verbindung in
den Datenbanken ebenfalls ein Pharmakophor angefertigt werden, damit diese mit dem
Pharmakophormodell verglichen werden kann. Dieser Schritt geschieht automatisiert. Wenn
die Datenbank auf diese Weise vorbereitet ist, kann sie nach Verbindungen mit &hnlichen
Pharmakophoren durchsucht werden.

Weil bei dieser Methode anstelle von chemischen Strukturen nach sterischen und
elektrostatischen Eigenschaften verglichen, kdnnen mit dieser Methode bioisotere
Verbindungen gefunden werden. Definiert man zum Beispiel in Diclofenac die Carbonséure als
ein polares Pharmakophor, so kdnnen in einem Screening auch Verbindungen gefunden
werden, die statt einer Carbonséure zum Beispiel ein Sulfonamid oder ein Tetrazol besitzen.
Waltenberger et al. untersuchten das Pharmakophor Screening Verfahren anhand der mCOX-
2. Sie erstellten eine Datenbank, in der schon bekannte COX-2 Liganden vorhanden waren und
erstellten ein Pharmakophormodell, um diese Liganden in der Datenbank wieder zu finden.
Dabei konnte ihr Modell tatsachlich die bekannten Liganden wieder auffinden.®® Damit konnten
sie zeigen, wie effektiv und hilfreich dieses Tool bei der Suche nach neuen Liganden sein kann.

Su et al. nutzen fiir die Suche nach neuen potenten Nimesulid Derivaten diese Methode.®’
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1.3.5 De novo Design

Neben den Screeningverfahren gibt es noch den Ansatz des de novo Design. Hierbei wird der
Ligand neu konstruiert und nicht wie bei den Screening Verfahren nach einer schon
bestehenden Verbindung gesucht. Die géngigste Methode hierbei, ist die Fragment-basierende
Zusammensetzung von neuen Verbindungen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass
vollig neue Verbindungen gefunden werden konnen, welche noch in keiner Datenbank
existieren.

Beim Rezeptor-basierten Ansatz werden die Fragmente, meist mit funktionellen Gruppen, in
die Tasche platziert und im nachsten Schritt miteinander verknipft.

Beim Liganden-basierten Ansatz werden Fragmente mit funktionellen Gruppen von bekannten
Liganden, welche eine wichtige Rolle in der Struktur-Wirkungsbeziehung spielen, ausgewahlt
und miteinander verknupft. Dabei werden die Anordnung der Fragmente zum Beispiel mit ein
Pharmakophormodell bestimmt.

Lippert et al. entwickelten das vollautomatisiertes de novo Design Programm Qsearch.®® Mit
Hilfe eines Pharmakophor Screening wird dabei eine Fragmentdatenbank durchsucht und die
Fragmente zu einer neuen Verbindung verknupft. Als Input erwartet das Programm ein
Pharmakophormodell und eine Fragmentdatenbank. Anhand der COX-2 haben Sie ihr
Programm getestet, indem Sie die Fragmentdatenbank aus bekannten COX-2 Inhibitoren und
das Pharmakophormodell anhand der PDB Kristallstruktur 6COX erstellten.

In dieser Arbeit wurde das vollautomatisierte de novo Design Programm Design of Genuine
Structures (DOGS)® verwendet, welches im Arbeitskreis von Prof. Schneider in Frankfurt
entwickelt wurde. Das Innovative an DOGS ist, dass es die neuen Verbindungen aufbaut, indem
es mogliche Syntheseweg simuliert. Dabei nutzt es eine Datenbank von ca. 25'144
kommerziellen Building Blocks und 58 etablierte Reaktionen. Uber ein Pharmakophor
Screening werden einzelne Fragmente ausgewahlt und nach einem Syntheseschema verkn(pft.
Die Software bietet nicht nur den Vorteil, dass es neue Verbindungen vollautomatisiert
konstruieren kann, sondern auch mdglichen Syntheseweg inklusive der bendtigten Edukte

vorschlagen kann.
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1.3.6 Docking und ADME

Ist ein neuer Ligand gefunden worden, kommt im n&chsten Schritt der Wirkstoffentwicklung
die Strukturoptimierung. Dabei soll mit Hilfe einer Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studie die
Verbindung untersucht und optimiert werden. Ziel dieser Studie ist zum einen die Steigerung
der Potenz einer Verbindung und zum anderen auch die Verbesserung der Bioverfiigbarkeit der
Verbindung. Bei der Bioverfligbharkeit spielen vor allem die Aufnahme, Verteilung,
Metabolismus und Ausscheidung (ADME) der Verbindungen eine wichtige Rolle.

Lipinski’s Rule of Five kann hilfreich bei der Analyse der oralen Bioverfugbarkeit von
Verbindungen sein. In seiner Studie analysierte Lipinski mehrer Arzneistoffe und entwickelte
dabei vier Bedingungen, welche eine Verbindung fur eine gute orale Bioverfiigbarkeit besitzen
sollte. Zum einen sollte eine Verbindung nicht tiber mehr als fiinf Donatoren und tiber mehr als
zehn Akzeptoren von Wasserstoffbriickenbindungen verfligen und zum anderen keine
Molekilmasse groRer 500 g/mol sowie einen log P groRer 5 haben. Diese Faustregeln kénnen
schon zum Anfang einer Wirkstoffentwicklung mit einbezogen werden.*°

Als Hilfe zur Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studie koénnen hier Docking-Studien
herangezogen werden. Bei einem Docking wird der Bindungsmodus einer Verbindung zu
seinem Target vorgeschlagen, was sehr hilfreich bei der Klarung der Struktur-
Wirkungsbeziehung sein kann.

Grundsétzlich gibt es zwei Strategien beim Docking. Entweder kann der Ligand als Ganzes
(wie in DOCK®! und GOLD®?) oder als Fragmente (wie in FlexX%) in der Bindetasche plaziert
werden. Vor dem Platzieren der Ligande muss die Ligandbindetasche identifiziert werden, um
diese passend zu platzieren.%

Wichtig bei Docking-Studien ist die Auswahl der richtigen Kristallstruktur. Wie in den
Abschnitten davor bereits erldutert, findet bei der Wechselwirkung eines Liganden mit dem
Target eine Konformationadnderung statt, wodurch ein neues Komplex aus dem Target und
Liganden entsteht. Hat man mehrere Kristallstrukturen zur Verfugung, sollten deswegen
diejenige ausgewahlt werden, bei welchen der Ligand die gréBte Ahnlichkeit zu der designten

Verbindung zeigt.
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2. Zielsetzung

Insilico Methoden haben in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen und sind
in der Entwicklung von neuen Wirkstoffen nicht mehr weg zu denken. Die Vorteile liegen auf
der Hand. Mit der heutigen Rechenleistung kdnnen immer gréi3ere und komplexere Datensatze
analysiert und untersucht werden. Dadurch lassen sich zeitaufwandige Schritte reduzieren, was
zu Kostenreduzierungen in der Wirkstoffentwicklung ftihrt.%

In dieser Arbeit sollen mogliche Einsatzgebiete von in silico Methoden in der
Wirkstoffentwicklung von COX-2 Inhibitoren untersucht und diskutiert werden. Daflr sollen
in der Arbeit neue COX-2 Liganden designt und synthetisiert werden.

Im ersten Schritt soll die Tertiarstruktur der hCOX-2 mit Hilfe eines Homologie Modells
modelliert werden, welches in den weiteren Studien fiir das Design neuer Verbindungen genutzt
werden soll. Die Tertidrstruktur wird vor allem fiir Rezeptor-basiertes Design nétig sein, wie
zum Beispiel fur Docking-Studien.

Die neuen Verbindungen sollen mit Hilfe von DOGS vorgeschlagen und mit weiteren in silico
Methoden weiterentwickelt werden.

Wie beschrieben, besitzen Coxibe eine sehr dhnliche Struktur. Die de novo Design Verfahren
sollen genutzt werden, um neue Strukturen zu finden, welche sich von den bekannten Liganden
unterscheiden. Dabei soll die Sulfonamidgruppe ersetzt und eine Alternative zur typischen
Form der Coxibe gefunden werden.

Um die Stéarken der in silico Methoden zu analysieren, soll in dieser Arbeit die Entwicklung
neuer COX-2 Liganden nach zwei parallelen Ansétzen durchgefiihrt werden, bei denen die
Liganden im einen Fall mit einem vollautomatisierten Verfahren und im anderen Fall mit einen
rationalen Verfahren designt werden.

Im Anschlull der designten Verbindungen sollen Synthesen entwickelt werden, um die
designten Verbindungen an der COX-2 zu testen. Dafiir sollen unter anderem die
vorgeschlagenen Reaktionen von DOGS, aber auch alternative Synthesereaktionen genutzt

werden.
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3. Ergebnisse
3.1 Analyse von Docking-Studien an der COX-2

Zu Beginn der Arbeit wurden 81 Docking-Studien von COX-2 Liganden aus der Literatur
analysiert. Alle Verbindungen sind im Anhang 12.3 zu finden. Fir die Analyse wurden die
Verbindungen auf einen Graphen minimiert, um diese in drei verschiedene Klassen unterteilen
zu konnen (siehe Tab. 4).

Die erste Klasse an Verbindungen bildet die Klasse der ,,Coxib dhnlichen* Verbindungen. Mit
66,1 % Anteil gehoren die meisten COX-2 Liganden zu dieser Klasse. Die Verbindungen dieser
Klasse besitzen einen zentralen Aromaten, meist ein Heterozyklus, an den zwei weitere
Aromaten gekoppelt sind. Einer der beiden Aromaten besitzt in para-Position eine polare
Gruppe, meist ein Sulfonamid. Diese Klasse an Verbindungen l&sst sich wiederum in drei
Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe besteht aus drei Aromaten, wobei die zwei duReren
Aromaten in einem Winkel von hdchstens 90° zueinander stehen. Der vorgeschlagene
Bindungsmodus der Docking-Studien &hnelt dem vom Celecoxib. Der Aromat mit dem
Sulfonamid interagiert mit der selektiven Tasche, die von den Aminoséuren Arg513, His90 und
GIn192 geformt wird. Der zentrale Aromat liegt in der Ndhe vom Eingang der Tasche, die von
den Aminosauren Arg120 und Tyr355 gebildet werden. Der dritte Aromat reicht in einen
tieferliegenden hydrophoben Bereich der Tasche, der unter anderem von den Aminosauren
Ser530, Try385 und Phe518 gebildet wird (siehe Abb. 2C).

Die zweite Gruppe aus der ersten Klasse unterscheidet sich nur an dem zusétzlichen vierten
Aromaten, welcher an den zentralen Aromaten gekoppelt ist. In den Docking-Studien ist zu
erkennen, dass der vierte Aromat noch weiter in Richtung der Aminosauren Arg120 und Tyr355
reicht.

Die dritte Gruppe der ersten Klasse besteht ebenfalls aus drei Aromaten. Der Unterschied zur
ersten Gruppe liegt im Winkel der zwei dufl3eren Aromate, der in diesem Fall groRer als 90° ist
und einen Einfluss auf den vorgeschlagenen Bindungsmodus hat. Es werden zwei grundlegende
Bindemodi vorgeschlagen. Im ersten Bindemodus interagiert die polare Gruppe mit der
selektiven Tasche und der hintere Bereich der Verbindung mit der hydrophoben Region der
Tasche. Im zweiten vorgeschlagenen Bindemodus interagiert die polare Kopfgruppe mit
Arg120, wobei der hintere Bereich der Verbindung in den hydrophoben Bereich reicht. Welcher
dieser beiden Bindungsmodi vorgeschlagen wird, hangt haufig von der polaren Kopfgruppe ab.
Ein Sulfonamid interagiert in der Regel mit der selektiven Tasche und eine Carbonsdure mit
Arg120.
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Tab. 4 Aufteilung der COX-2 Liganden in drei Klassen, an denen in den letzten 8 Jahren Docking-Studien
durchgefiihrt wurden.
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Klasse C
Graph Beispiel Anteil Referenz
0
ﬁ.’ - - %% Dilber et al 1%
Br. | OH (8) :
O Br

Die zweite Klasse an Verbindungen besteht aus zwei Aromaten, die miteinander Gber
verschieden lange Linker gekoppelt sind. Zu dieser Klasse kann man auch Lumiracoxib z&hlen.
Hier werden je nach Verbindungen zwei Orientierungen vorgeschlagen. Bei der ersten
Orientierung interagiert die Carbonsdure mit Argl20 oder Tyr355 und bei der zweiten
Orientierung interagiert die Carbonséure mit Ser530 oder Tyr385 (siehe Abb. 5A).

Die dritte Klasse von Verbindungen besteht aus einem Benzenring oder einem anilierten
Benzenring. Zu dieser Klasse kann man auch die Naproxen hinzuzéhlen. Als polare Kopfgruppe
besitzen sie meist eine Carbonsaure, welche mit Arg120 oder Tyr355 interagiert (siehe Abb.
5B). Der Rest der Verbindung reicht in Richtung der hydrophoben Region der Tasche.

In all diesen Studien wurden die Informationen aus den Docking-Studien verwendet, um die

experimentellen Ergebnisse, also die Bioaktivitaten, der Verbindungen, zu diskutieren.

A

GIn192

9

%

Abb. 5 Kristallstrukturen der Bindetasche von COX-2 mit den Liganden A) Lumiracoxib (PDB-ID: 4RRX)
und B) Naproxen (PDB-ID: 3NT1)
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3.2 Modellierung der humanen COX-2

Der erste Schritt zur Entwicklung neuer Liganden war die Analyse des Targets, bzw. des
aktiven Zentrums des Targets. Das erste Problem bestand darin, dass in der PDB keine
Kristallstruktur der hCOX-2 veroffentlicht war. Es waren lediglich Kristallstrukturen der
mCOX-2 publiziert. Die erste Herausforderung bestand demnach in der Modellierung der
Tertidrstruktur der hCOX-2.

Hierflr wurde ein Homologie Modell entwickelt, weil Kristallstrukturen mit sehr ahnlichen
Sequenzen zur Verfugung standen, welche als Template dienen konnten.

In der PDB waren 18 COX-2 Kiristallstrukturen publiziert, die alle auf dem murinen Protein
basierten (siehe Tab. 5). Fir die Untersuchung, ob eine dieser Kristallstrukturen als Template
dienen kann, wurden alle Sequenzen fir ein multiples Alignment vorbereitet. Mit dieser
Methode kénnen alle Sequenzen miteinander verglichen werden. Dabei sollten die Sequenzen
zunachst nach der Anzahl ihrer Unterschiede in der Sequenz sortiert werden, um die mit den

wenigsten Unterschiede zu finden.

Tab. 5 m-COX-2 Kristallstrukturen aus der PDB mit
Angabe ihrer Auflésung und Mutationen im
Vergleich zur humanen Sequenz der COX-2

PDB-ID  Auflosung (A)  Mutationen

1DDX 3,0 34
1PXX 2.9 34
3LNO 2.2 34
3LN1 2.4 34
3MQE 2.8 34
3NTB 2.3 34
1CVU 2.4 35
3NTG 2.2 35
1CX2 3,0 36
3PGH 25 36
ACOX 2.9 36
5COX 3,0 36
6COX 2.8 36
3NT1 1,7 37
3HS7 2,65 39
3KRK 2.4 39
3HS5 2.1 40
3HS6 2.4 40
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Durch das erste multiple Alignment, konnte die Auswahl auf sechs Sequenzen reduziert
werden. Im weiteren Verlauf konnte das multiple Alignment genutzt werden, um die
Mutationen genauer zu analysieren. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf das aktive
Zentrum gesetzt, denn potentielle neue Liganden sollten auf diese Tasche hin designt werden.
Mutationen in diesem Bereich, wéren fur die weitere Studie nachteilig.

Bei dieser Untersuchung fiel als Erstes auf, dass alle sechs zuvor ausgewéhlten Strukturen die
gleichen Mutationen aufwiesen und dass das aktive Zentrum nicht von den Mutationen
betroffen war.

Um eine Auswahl zwischen den sechs verbliebenen Sequenzen treffen zu kénnen, wurde im
nachsten Schritt die Geometrie der Kristallstrukturen mit Hilfe eines Ramachandran Plots
analysiert. Fur die Erstellung des Ramachandran Plots wurde PROCHECK genutzt (siehe Tab.
6). Mit dieser Validierung konnten die Sequenzen auf die Kristallstrukturen 3LNO, 3LN1 und
3NTB reduziert werden. Die Sequenzen 2PXX und 3DDX wurden ausgeschlossen, weil sie
beide, im Vergleich zu den anderen Kristallstrukturen, eine groRere Anzahl an Aminoséuren
besaflen, welche sich in erlaubten oder geduldeten Regionen befanden (sog. outliner). Ebenfalls
aus diesem Grund wurde die Kristallstruktur 3MQE ausgeschlossen. Letztendlich wurde
Kristallstruktur 3LNO ausgewahlt, weil sie 0.3% weniger Aminosauren in unerlaubten
Regionen besal, als die anderen verbliebenen Kristallstrukturen 3LN1 und 3NTB.

Fur die Erstellung des Homologie Modells wurde das Programm MODELLER 9v8 verwendet.
Die entsprechenden Einstellungen, kénnen aus Anhang 12.4 entnommen werden.

Fur die Validierung des Homologie Modells wurde wiederum PROCHECK verwendet (siehe
Abb. 6B).

Tab. 6 Ergebnisse der Ramachandran Plot Validierung der sechs besten Kristallstrukturen

Aminosaurenin  favorisierte erlaubte geduldete unerlaubte
Regionen Regionen Regionen Regionen
3LNO 88.2 11.4 0.2 0.3
3NTB 90.8 8.6 0.2 0.4
3LN1 88.2 11.2 0.2 0.4
3MQE 87.4 11.9 0.4 0.3
3PXX 85.9 13.4 0.3 0.4
3DDX 70.2 27.2 1.9 0.2
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Der Ramachandran Plot zeigte, dass 93.7% der Aminoséduren in favorisierten Regionen, 6.1%
in erlaubten Regionen, 0.2% in geduldeten Regionen und 0.0% in unerlaubten Regionen lagen.
Fur eine genauere Validierung, wurden das Template (PDB-ID: 3LNO) und das Homologie
Modell anschlieRend Ubereinander gelegt (siehe Abb. 6A) wobei zuerkennen war, dass die
Helices und B-Faltblatter vom Modell gut vorhergesagt wurden und im Einklang mit dem
Template standen.

Im letzten Schritt der Validierung wurde das aktive Zentrum im Homologie Modell untersucht.
Das Modell besal’ eine groRRe Tasche, in dem die selektive Tasche nicht sehr stark ausgepréagt
war. Aus diesem Grund wurde im Anschluss noch eine MD-Simulation gestartet, um die
Flexibilitat der Tasche zu analysieren. Wéhrend der MD veranderte sich die Tasche deutlich.
Interessant zu sehen war, wie sich zum Ende der MD hin die Bindetasche immer starker der

typischen Dreieckstruktur der Coxibe anglich.
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Abb.6. In Abbildung A) ist die Uberlagerung des Homologie Modells (griin) mit dem Template (blau) zu sehen.
Abbildung B) zeigt den Ramachandran Plot vom Homologie Modell und Abbildung C) zeigt das aktive
Zentrum mit dem Liganden vom Template.
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3.3 Molekulare Modellierung und de novo Design von neuen COX-2 Inhibitoren

Im nachfolgenden Abschnitt sollen die verschieden Methoden prasentiert werden, mit denen
neue COX-2 Inhibitoren basierend auf den oben beschriebenen, bereits vorangegebenen
Arbeiten entwickelt wurden. Fir die Entwicklung der neuen Liganden wurde die de novo
Software DOGS, fur die Docking-Studien und die Variationen der Verbindungen das Molecular
Operating Enviroment (MOE) Programm und fur die Darstellung der Strukturen selbst Pymol

genutzt.

3.3.1 De novo Desgin mit DOGS

Im ersten Ansatz wurde als Input fur DOGS der selektive COX-2-Hemmer Celecoxib
ausgewdhlt. Die Herausforderung im Design der neuen Leitstrukturen bestand darin, die
charakteristische Form der Coxibe abzuwandeln.
Um die vorgeschlagenen Verbindungen von DOGS zu analysieren, wurde eine Docking-Studie
mit den Verbindungen an das Homologie Modell durchgefiihrt. Dabei sollte analysiert werden,
ob in einer dieser Verbindungen die typischen Interaktionen mit dem aktiven Zentrum entdeckt
werden konnten. VVor allem die Verbindungen 87 und 22 fielen bei dieser Studie auf (siehe Abb.
7).
Verbindung 22 wurde ausgewahlt, weil sie sich strukturell entscheidend von den Coxiben
unterscheidet und kein Sulfonamid besitzt, also zwei Merkmale, die typisch fur Coxibe sind.
Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass sich in der Verbindung Strukturen von Celecoxib
wiederfinden. Das Benzensulfonamid ist durch einen Uber ein Amid gekoppelten Arylrest
ausgetauscht und der Toluolrest ist am Pyrazol an einer anderen Position substituiert als bei
Celecoxib. Die Verbhindung wurde ohne weitere Anderungen tGibernommen.
Die Verbindung 87 wurde wegen der neuen polaren Kopfgruppe und dem Oxadiazol
ausgewahlt, ebenfalls Merkmale, die bei Coxiben nicht weit verbreitet sind. Wegen der groRen
Ahnlichkeit in der Form und dem Aldeyhd, wurde diese Verbindung nicht einfach
ubernommen, sondern in weiteren Schritten verarbeitet. Dabei wurden zwei Ansatze verfolgt.
Im ersten Ansatz wurde nur ein Fragment der Verbindung synthetisiert (85). Die
Butenamidgruppe in der Verbindung wurde gegen eine Propionsdure ausgetauscht, um die
Verbindung flexibler zu gestalten und der Furanylaldehyd wurde komplett entfernt. Der
Austausch der Gruppen geschah im Homologie Modell mit Hilfe von LigX, einem Tool von
MOE. Nach den Anderungen, wurde mit der neuen Verbindung wieder eine neue Docking-
Studie durchgefihrt.
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Nach der Analyse der Docking-Studien wurde Verbindung 85 in einem weiteren Schritt
nochmals verkirzt, wobei die Propionsdaure zur Essigsdure verkirzt und die
Trifluoromethylgruppe gegen ein Chloratom ausgetauscht wurde (71). Im Anschluss dazu
wurde mit Verbindung 85 wieder eine Docking-Studie durchgefiihrt. Sowohl fiir Verbindung
85 als auch fur Verbindung 71 wurden d&hnliche Bindungsmodi wie fir Diclofenac
vorausgesagt, bei dem die Carbonsaure mit dem Ser520 interagiert.'%3

In einem zweiten Ansatz sollte die Form der Verbindung 87 beibehalten werden, aber das
Furanylaldehyd ausgetauscht werden (86). Im ersten Schritt wurde der Furanylaldehyd gegen
ein 2-Chloropyridin ausgetauscht, um den reaktiven Aldehyd zu ersetzten. Dabei sollte ein
Heterozyklus beibehalten werden.

Uber eine Docking-Studie wurde 2-Chloropyridin als Ersatz fiir Furan ausgewdahlt. Zwischen
dem zentralen Benzenring und dem 2-Chloropyridin wurde ein flexibler Linker gewahlt. Das
Butenamid wurde mit der Butansdure ausgetauscht, um die Doppelbindung zu entfernen,
welche zum Beispiel als Michael Akzeptor reagieren konnte und das Amid gegen eine

Carbonséaure.
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Abb. 7 Als Input fiir DOGS wurde das Celecoxib ausgewéhlt, welches zu dem Design von Verbindung 22 und 87
fuhrte. Verbindung 87 wurde weiterverarbeitet und schrittweise zu Verbindung 85 und 86 geandert. Verbindung
85 wurde nochmals schrittweise zu Verbindung 71 verkleinert.

33



Ergebnisse

3.3.2 Selektive COX-2 Acetylierung

Kalgutkar et al. entwickelten 1998 die Verbindung o-(Acetoxyphenyl)methyl sulfid (APHS),
einen selektiven COX-2 Hemmer, den sie 1999'% und 20011% patentieren lieRen.1%1%7 Aus
deren Studien lieRen sich interessante Informationen gewinnen. Die Carbonséure scheint nicht
zwingend eine wichtige Funktion in der Struktur-Wirkungsbeziehung zu haben. Um einen
selektiv acytilierende Verbindung zu entwickeln wurden diese Informationen genutzt, wobei

zwei Ansatze verfolgt wurden.
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Abb. 8 Mit Hilfe von DOGS wurde aus den COX-2 Liganden APHS die Verbindung 15 entwickelt. Parallel dazu
wurde das Aspirin im aktiven Zentrum schrittweise zu den Verbindungen 3, 9 und 16 veréndert.

Im ersten Ansatz wurde DOGS genutzt um, ausgehend von APHS, neue Verbindungen
vorzuschlagen (siene Abb. 8). Die meisten vorgeschlagenen Verbindungen &hnelten der
patentierten Verbindung so sehr, dass nur eine Verbindung fur die Synthese ausgewéhlt werden
konnte (15).

Zusétzlich wurden in einem zweiten Ansatz weitere Verbindungen, ausgehend von ASS,
entwickelt. Dafir wurde die Kristallstruktur 1PTH aus der PDB verwendet, welche als

Liganden die ASS besitzt.!% Im aktiven Zentrum ist der Bindungsmodus der Salicylsdure (SA)
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dargestellt, weil in diesem Stadium der Kristallisierung die COX-2 von der ASS acetyliert
worden ist. Aus diesem Grund wurde parallel eine Docking-Studie der ASS durchgefiihrt und
beim designen der neuen Verbindung sowohl der Bindungsmodus der SA als auch die Docking-
Studie der ASS berticksichtigt. Ausgehend von der Docking Pose der ASS, wurde die Struktur
schrittweise im Homologie Modell mit LigX veréndert.

In der ersten Anderung der SA wurde die Carbonsaure gegen ein Keton ausgetauscht und die
Acetylgruppe auf Position 3 verschoben. Damit sollte in einem ersten Schritt der Einfluss der
Carbonséure untersucht werden. In Verbindung 9 wurde die gesammte Benzoesédure
ausgetauscht und mit einem Naphtalin ersetzt. Die Carbonséure wurde ausgetauscht, weil in der
Studie von Kalgutkar et al. gezeigt werden konnte, dass fir eine Inhibition der COX-2 eine
Carbonséure nicht zwingend notwendig ist. Dies sollte mit Verbindung 9 untersucht werden.
In einem dritten Ansatz wurde die ASS auRerhalb der Kristallstruktur schrittweise vergroRert.
Dabei wurde nach jeder Anderung eine Docking-Studie durchgefiihrt, um die Einflusse der
Anderung auf die moglichen Bindungsmodi hin zu analysieren.

Die Carbonsaure sollte beibehalten werden, sodass die Benzoeséure als Fragment iber einen
Linker mit der ASS verknlpft wurde. Fir eine bessere Stabilitat wurde als Linker ein Amid

ausgewadhlt (16).

3.3.3 Fragment-basiertes Design

Ein oft benutzter Ansatz beim De novo Design, ist das Fragment basierte Design. Hierbei kann
von einem Kleinen Fragment gestartet werden, welches mit weiteren kleinen Fragmenten
verknupft wird, bis man die gewunschte Struktur erreicht.

Dieser Ansatz wurde in der dritten Studie verfolgt. Als Startfragment wurde das 4-
Aminobenzenesulfonamid ausgewéhlt, welches in vielen Coxiben vorhanden ist. Von diesem
Fragment ist bekannt, dass es fur die Interaktion der Coxibe mit der selektiven Tasche in der
COX-2 beteiligt ist.

Um mit diesem Fragment arbeiten zu kdnnen, wurde die Kristallstruktur 3LN1 ausgewahlt und
der Ligand (Celecoxib) bis auf dieses Fragment entfernt (siehe Abb. 9). Ausgehend vom freien
Anillin haben wir die Verbindung vergréf3ert und mit einem Thiophen verknupft (35). Im
Anschluss wurde die fertige Verbindung wiederum mit einer Docking-Studie analysiert.

In einem zweiten Ansatz wurde das zweite Fragment, welches an das 4-
Aminobenzenesulfonamid gekoppelt werden sollte, ebenfalls aus einem bekannten Liganden
ausgewadhlt. Mit der Idee, daraus eventuell einen selektiven COX-2 Acetylierer entwickeln zu

konnen, wurde hierfir ASS gewdhit.
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ASS wurde Uber ein Amid an das 4-Aminobenzenesulfonamid verknipft, wobei der
resultierende Carbonsdureester in diesem Schritt gegen ein stabileres Amid ausgetauscht wurde
(23). Zur weiteren Analyse wurde eine Docking-Studie der Verbindung am Homologie Modell

durchgefuhrt.

@) OH
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F
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Abb. 9 Im Ansatz des Fragment-basierten Design wurde aus einem Fragment von Celecoxib Verbindung 35
entwickelt. Zusétzlich wurde in einem weiteren Ansatz ein Fragment des Aspirin mit dem Fragment von Celecoxib
verknupft, woraus die Verbindung 24-32 entwickelt worden sind.

Aus den Docking-Studien konnte keine genaue Information gewonnen werden, was fir ein
Einfluss die Lange der Verbindung 23 auf den Bindungsmodus haben koénnte. Aus diesem
Grund wurden von der Verbindung zehn Derivate mit verschiedenen Langen und Positionen

der Acetylgruppe am Arylrest entwickelt (24 — 32).
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3.4 Synthese der neuen COX-2 Inhibitoren

Mit den vorgestellten Insilico Methoden wurden insgesamt 23 verschiedene Verbindungen
designt, die potentielle neue COX-2 Inhibitoren darstellten. Im n&chsten Abschnitt sollen nun

die Synthesen zu deren Herstellung vorgestellt und diskutiert werden.

3.4.1 Synthese der Oxadiazol Derivate

Die Synthese der Oxadiazol Derivate wurde mit der Uberfiihrung verschiedener Benzonitril-
Derivate zu den korrespondierenden Amidoximen begonnen. Dafiir wurde die Methode von
Lee et al. angewendet, bei der die Nitrile in Ethanol bei 90°C Uber 3-5 Stunden mit
Hydroxylamin behandelt werden.®

Im ersten Schritt des Mechanismus wird die Nitrilgruppe durch das Hydroxylamin protoniert
(a), wodurch der Stickstoff anschliessend positiv geladen vorliegt. Dies begunstigt den
nucleophilen Angriff des Stickstoffs des Hydroxylamins am Kohlenstoff der Nitrilgruppe (b).
Aus dem addierten Hydroxylamin wird durch eine Protonenwanderung das Amidoxim gebildet

(©).

(\H H
W,
J H (N\ @ HoN /N
cl ® O
_a ¢ b Cl

Schema 1 Reaktionsmechanismus der Amidoxim Bildung

Fur den néchsten Schritt in der Synthese ist als zweites Edukt ein Acylchlorid-Derivat
notwendig. Bei der klassischen Methode der S&urechlorid Synthese wird Thionylchlorid
verwendet (siehe Schema 2). Hierbei greift der Hydroxylsauerstoff der Carbonsdure den
Schwefel des Thionylchlorids nucleophil an, wobei ein Chlorwasserstoff aus der entstehenden
Verbindung freigesetzt wird (a). Darauf folgend greift das Chlorid-lon den
Carbonylkohlenstoff nucleophil an (b). Zum Schluss werden aus der Verbindung
Schwefeldioxid und Chlorwasserstoff abgespalten, wodurch das korrespondierende

Séaurechlorid entsteht (c).
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Die Oxadiazol Synthese wurde nach Leslie J. et al. durchgefiihrt.'!° Dabei wurden beide
hergestellten Edukte, das Hydroxylamin und das Séurechlorid, in absolutem Dichlormethan

(DCM) zusammen mit der Hilfsbase Triethylamin bei Raumtemperatur fiir eine Stunde gerihrt.

o
O o 0 0 (o o
Y a\ a S
-0 ows\m — /\OJ\/ko/ ~Cl
e)
cl
b
o
O o
O 0, 0
Cc w) 1
/\O)J\/U\CH -~ S
- S0, - HCI /\oJ\a)\o C!

Schema 2 Reaktionsmechanismus der Saurechloridsynthese mit Thionylchlorid

Der Mechanismus beginnt mit der Deprotonierung des Amidoxims (siehe Schema 3), wodurch
der Hydroxylsauerstoff ein besseres Nucleophil wird und am Carbonylkohlenstoff des
Saurechlorids angreifen kann (a). Wahrend dieses Schritts wird gleichzeitig Chlor vom
Acylchlorid abgespalten (b).

Anschliessend wurde das Dichlormethan (DCM) unter Vakuum mit Tetrahydrofuran (THF)
ausgetauscht, damit die Reaktion auf 60°C erhitzt werden konnte.

Unter diesen Bedingungen kann eine intramolekulare Reaktion stattfinden, wobei das primare
Amin nucleophil den Carbonylkohlenstoff des Carbonsdureesters angreift und durch eine
Protonenwanderung ein Wassermolekl abgespalten wird, was zum gewtinschten Oxadiazol
fuhrt (d).
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Der  Syntheseschritt ¢  erwies sich als empfindliche Reaktion. Gemal
Dunnschichtchromatographie (DC) entstanden zwei Produkte, welche je nach Bedingung der
Reaktion unterschiedlich dominant waren. Zur Optimierung der Reaktion wurden alle Produkte
isoliert und charakterisiert (siehe Abb. 9). Dabei konnte festgestellt werden, dass besonders eine

Bedingung Einfluss auf die Reaktion hatte.

0 OH o
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_c N NH, d N N\Q e No N
Cl Cl - H,0 Cl

o H
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Schema 3 Reaktionsmechanismus der Oxadiozolsynthese

Bei Uberschuss des Edukts (Z)-2-chloro-N¢-hydroxybenzimidamide, entwickelte sich das
oberste Produkt auf der DC. Die Isolierung dieses Produktes zeigte, dass es sich dabei um ein
Dimer des Oxadiazols handelt. Anscheind greift bei zu groRem Uberschuss vom (Z)-2-chloro-
N‘-hydroxybenzimidamide, dieses wieder nucleophil den Carbonkohlenstoff an und bildet
damit ein Dimer vom Produkt, welches keine Carbonséure mehr besitzt.

Daher wurde die Reaktion fortan mit 1.0 &quivalenten Hydroxyamidin bei 60°C in THF Uber
12 Stunden durchgefuhrt.

Im letzten Schritt wurde der Ester zur korrespondierenden Séure hydrolisiert.
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Abb.9 zeigt eine schematische Darstellung  der
Diinnschichtchromatographie von der Oxadiazolsynthese,
mit der Zuordnung der entstandenen Produkte.

3.4.2 Synthese von 4-[(Thiophen-2-ylmethyl)amino]benzene-1-sulfonamid

Die Synthese von 4-[(Thiophen-2-ylmethyl)amino]benzene-1-sulfonamid erfolgte durch
reduktive Aminierung nach Abdel-Magid et al.!** Zunachst wurde das gewiinschte Amin mit
Essigséure und dem gewinschten Aldehyd in THF zusammengegeben und fir vier Stunden bei
Raumtemperatur geriht. Dabei reagiert das Amin nucleophil und greift den
Carbonylkohlenstoff des Aldehyds an (a) wobei sich nach Protonenabgabe ein Halbaminal
bildet (b-c). Nach Protonierung der resultierenden Hydroxygruppe wird Wasser eliminiert und
es entsteht ein Imin€.

Das Reduktionsmittel Natriumtriacetoxyborhydrid wurde erst nach vier Stunden bei
Raumtemperatur (RT) zur Reaktion hinzugegeben, welches das Imin zum gewiinschten

sekunddren Amin reduziert (d-f).
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Schema 4 Reaktionsmechanismus der reduktiven Aminierung
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3.4.3 Synthese vom 1-(4-Methylphenyl)-N-(2-oxo0-2-phenylethyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-
pyrazol-4-carboxamid

Fur die Synthese von 1-(4-Methylphenyl)-N-(2-oxo-2-phenylethyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-
pyrazol-4-carboxamid wurde eine Kupplungsreaktion mit Diethyl phosphorocyanidat (DEPC)
gemaR einem Patent von Chen et. Al. angewendet.'?

Die Carbonsaure greift hierbei das DEPC nucleophil an, wobei sich ein aktiviertes
Zwischenprodukt der Carbonsdure bildet (siehe Schema 5 / a). An diesem Zwischenprodukt
kann das sekundare Amin nucleophil angreifen, welches tber eine Abspaltung eines Protons
das korrespondierende Amid bildet (b+c).

Der Vorteil der Synthese liegt darin, dass ein Syntheseschritt im Gegensatz zur herkémmlichen
Methoden wie dem Umweg tber ein Acylchlorid gespart werden kann. Hervorzuheben ist, dass
ein Zwischenschritt wie der Umweg Uber ein Acylchlorid bei der herkémmlichen Methode

durch diese Synthese vermieden werden kann.

N \©\ N
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Schema 5 Reaktionsmechanismus der Amidkopplungssynthese mit DEPC
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3.4.4 Acetylierung von Hydroxygruppen

Fur die Synthese der acetylierten Verbindungen wurde das entsprechende Phenolderivat mit
konzentrierter Schwefelséure und Essigsaureanhydrid fur zwei Stunden auf 90°C erhitzt. Die
Hydroxylgruppe reagiert hierbei nucleophil und greift den Carbonkohlenstoff des
Essigsadureanhydrids an und bildet damit eine Acetylgruppe.

Die Acetylierung wurde unter zwei verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Die erste
Methode lauft im sauren Milieu ab. Diese Bedinungen wurden jedoch nur fiir die Benzoeséure-
Derivate ausgewahlt, denn bei den Essigsaure-Derivate fand unter dieser Bedinung eine
intramolekulare Reaktion statt. Die Schwefelsaure protoniert die Carbonsaure, wodurch der
Hydroxylsauerstoff den Carbonylkohlenstoff nucleophil angreift und Uber Spaltung eines
Wassermolekuls ein korrespondierendes Lacton bildet (siehe Schema 6). Deswegen wurde fur
diese Verbindung eine andere Synthesevorschrift verwendet. Diese zweite Methode fand unter
basischen Bedingungen statt und verhindert dadurch die Bildung eines Lactons (siehe Schema
7).
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Schema 6 Reaktionsmechanismus von der Bildung des Lactons

43



Ergebnisse

Schema 7. Reaktionsmechanismus der Acetylsynthese
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3.5 Biologische Evaluierung der synthetisierten Verbindungen

Alle wie beschrieben in silico designten und anschlieBend synthetisierten Verbindungen
wurden in einem COX-2 Assay biologisch charakterisiert. Dabei konnten funf Substanzen
identifiziert werden, die eine leichte Inhibition der COX-2 bei 30puM zeigten. Dieses Ergebnis
bestétigt den grofRen Wert von in silico Methoden, da mit den Computer unterstiitzen Methoden
grol’e chemische Rdume abgedeckt und so schneller neue Leitstrukturen mit unterschiedlichen
Grundstrukturen gefunden werden kdnnen.

Aus dem Ergebnis in Abbildung 11 lassen sich die unterschiedlichen funktioniellen Gruppen in
den Verbindungen erkennen. Eine Verbindung besitzt ein Sulfonamid (35), zwei Verbindungen
eine Carbonsdaure (71 und 86) und jeweils eine Verbindung ein Amid (22) und eine
Acetylgruppe (3).

In den weiterfuhrenden Studien wurden die Verbindungen 3, 35, 71 und 86 ausgewéhlt und mit

der Synthese von weiteren Derivaten untersucht.
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Abb. 11. Abschnitt A zeigt die Restaktivitaten der designten Verbindung an COX-2 bei 30uM. In Abschnitt B
sind die funf neuen Leitstrukturen abgebildet, welche leichte Aktivitaten an der COX-2 zeigen.
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3.5.1 Benzen anillierte Verbindungen

Als erster potentieller COX-2 Inhibitor wurde das Naphthalen-1-yl acetat (3) identifiziert. In
der Verbindung fallen zwei interessante Merkmale auf. Zum einen besitzt sie keine azide
Kopfgruppe, wie die herkdmmliche Coxibe (Carbonséure oder Sulfonamid) und zum anderen
besitzt sie wie die ASS eine Acetylgruppe, welche in der Lage sein kdnnte, Ser530 zu

acetylieren und somit die COX-2 irreversibel zu inhibieren.
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Abb. 12 In Abschnitt A) sind alle Restaktivitaten der synthetisierten Benzen oder anulierten Benzen Derivative
bei 30uM zusehen, welche in Abschnitt B) abgebildet sind.

Fur die Untersuchung der SAR von drei wurden vier weitere Derivate (4, 5, 6 und 8)
synthetisiert, bei denen das Naphthalin in der Verbindung mit verschiedenen Fragmenten
ausgetauscht wurde (siehe Abb. 12).

Im ersten Schritt wurde das Naphthalin untersucht, indem es mit zwei polaren Chinolin
Derivaten (5 und 6) ausgetauscht wurde. Beide Verbindungen zeigten keine Aktivitdten mehr
an der COX-2. Partielle Reduktion zum Tetrahydronapthalin (4) fiihrte ebenfalls zum Verlust
der Aktivitat.
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In einem weiteren Versuch wurde die Rolle der Acetoxygruppe untersucht und hierfur von

Position 1 auf Position 2 verschoben, was zu einem Aktivitatsverlust der Verbindung flhrte (8).

3.5.2 N-(thiophen-2-ylmethyl)anilin

Verbindung 35 hat als polare Kopfgruppe ein Sulfonamid, welches bei Coxiben weit verbreitet
ist. Auch dessen SAR wurde eingehender untersucht wobei insbesondere die Bedeutung des
Sulfonamids analysiert werden sollte. Dafur wurde das Sulfonamid mit einer Carbonsdure (69)

und dessen Carbonester (36) ausgetauscht, was zum Verlust der Aktivitat flhrte.
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Abb. 13 In Abschnitt A) sind alle Restaktivitaten der syntethisiert N-(thiophen-2-ylmethyl)aniline Derivativen
bei 30uM zusehen, welche nochmal in Abschnitt B) abgebildet sind.
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Im néchsten Schritt wurde die polare Kopfgruppe flexibler gestaltet und mit einer Propionsdure

ausgetauscht (37), was nur zu einer geringfligigen Verbesserung der Potenz flihrte.
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Um weitere Raume in der Ligandbindetasche der COX-2 zu identifizieren, wurde an das
sekundare Amin von Verbindung 69 ein zusatzlicher Benzyl-Rest hinzugefugt (70), was im
Vergleich zu 69 und auch zu 35 die Aktivitét verbesserte.

3.5.3 Oxadiazol Verbindungen

Als dritte Leitstruktur konnte Oxadiazole 71 und 86 mit moderater Potenz an der COX-2
identifiziert werden. Ausgehend von 71 wurde die SAR mit 14 weiteren Derivaten vertieft
(siehe Tab. 7).

Als erstes wurde das Chloratom an allen Positionen des Benezenrings getestet (71, 72, 73),
wobei nur das 2-Chloroderivat (71) Aktivitét zeigte. Interessant war auch, dass das Hinzufuigen
eines zweiten Chlors an Position 6 (74) zu einer inaktiven Form der Verbindung flhrte. Der
Austausch von Chlor mit Fluor (80) oder einer Trifluoromethylgruppe (78) flihrte ebenfalls zur
keiner Aktivitat, genau wie ein Trifluoromethylsubstituent an para-Position (79). Der
Austausch von Chlor mit einer polaren Gruppe wie der Hydroxylgruppe (81), fiihrte zu einer
Abschwéachung der Potenz auf 80% Restaktivitit. Eine polare Gruppe an dieser Position,
scheint somit mit Einbufen in der Aktivitat, toleriert zu werden. Auch der Austausch von Chlor
mit eine Methylgruppe (75) fuhrte zu einer Abschwéchung der Aktivitat, wobei in diesem Fall
die Methylgruppe an Meta-Position (76) bessere Ergebnisse zeigte als in ortho-Position. Das
Entfernen von Substituenten am Benzenring (77) fiihrte erneut zu einer inaktiven Form der

Verbindung.

Tabl. 7 Darstellung aller Restaktivitaten der synthetisierten Oxadiazol Derivative bei 30pM.
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Weiterhin wurde der Arylrest im Ganzen variiert und zunéchst gegen Cyclohexan ausgetauscht

(83), was ebenfalls Inaktivitat zur Folge hatte. Im Gegensatz dazu zeigte Thiophenylderivat 82

eine vergleichbare Aktivitat wie die Ausgangsverbindung 71.

AbschlieRend wurde der Linker zwischen Oxadiazol und den 2-Chlorobenzen um eine

Methylgruppe verlangert (84), was zu einem Verlust der Aktivitdt fiihrte. Auch die

Verlangerung der Essigséure zur Propionsdure (85) fuhrte zu Inaktivitat.
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war die Entwicklung von neuen COX-2 Liganden mit Hilfe von etablierten in
silico Methoden aus der Bio- und Chemieinformatik. Der erste Schritt einer solchen
Wirkstoffentwicklung umfasst die Analyse der Tertidrstruktur des Targets, genauer gesagt die
Analyse des aktiven Zentrums. Aufgrund des Fehlens einer Kristallstruktur der hCOX-2 wurde
daher mit der Entwicklung eines Homologie Modells begonnen. Die Wahl des Templates flr
das Homologie Modell stellt dabei einen sehr wichtigen Schritt dar, da dieser die Qualitat des
Modells beeinflusst. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf das aktive Zentrum geworfen
werden, welches fur die Modellierung neuer Verbindungen genutzt werden soll. Die Sequenzen
dieses Abschnittes sollten sich so wenig wie mdglich unterscheiden. Fir die vorliegende Studie
wurden die Sequenzen der mCOX-2 Kiristallstrukturen aus der PDB mit der Sequenz der
hCOX-2 verglichen. Dabei wurden die Sequenzen mit der gréRten Ahnlichkeit ausgewahlt.
Beim Vergleich der jeweiligen Tasche der beiden Sequenzen wurden keine grofRen
Unterschiede festgestellt, sodass sich die mCOX-2 Kiristallstrukturen als Template sehr gut
eigneten. Dies bestétigte sich spéter ebenfalls in den guten Validierungsergebnissen des
Modells.

Im Laufe der Arbeit wurde das Homologie Modell fur Docking-Studien verwendet, um die
entwickelten Verbindungen zu analysieren. Je nach Kristallstruktur oder Modell kdnnen
Docking-Studien sehr hilfreich bei der Untersuchung des Bindungsmodus der Liganden und
damit flr die Erklarung ihrer biologischen Aktivitét sein. Man muss jedoch bedenken, dass die
Ergebnisse der Docking-Studien immer sehr stark von der Kristallstruktur oder dem Modell
abhéngen. Die besten Resultate kann man mit Kristallstrukturen erzielen, bei denen der Ligand
mit der zu analysierenden Verbindung die gréte Ahnlichkeit aufweist.

Fur das Design von neuen Verbindungen wurde das Programm DOGS verwendet, welches
nicht nur neue Verbindungen, sondern auch deren Syntheseweg inklusive der benétigen Edukte
vorschldgt. Dies ist eine gute Ausgangssituation, denn nicht immer ist eine designte Verbindung
auch synthetisch leicht zuganglich.

Im Fall von Verbindung 22 wurde der Synthesevorschlag von DOGS ohne Anderungen
ubernommen. Die Edukte waren kommerziell erwerbbar und die Synthese gelang ohne weitere
Probleme. Dieser Fall zeigt, wie ein automatisiertes Programm in der Lage sein kann,
selbststandig ein vollstandiges Design zu lbernehmen. Die Verbindung beinhaltet einige
Teilstrukturen von Celcoxib und konnte trotz der fehlenden Sulfonamidgruppe die COX-2 mit
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moderater Potenz inhibieren. Aufgrund der GroRe der Verbindung in Relation zu ihrer
Aktivitat, wurde diese Verbindung jedoch nicht weiter verfolgt.

Die Ergebnisse von DOGS missen aber nicht zwingend unverdndert ibernommen
werden. Man kann sowohl an der Synthese als auch an der Verbindung Variationen
durchfiihren, wie im Fall von Verbindung 87. Bei diesem Ansatz wurde die Verbindung in einer
Docking-Studie am Homologie Modell analysiert und im Anschluss mit Hilfe von LigX variiert
und optimiert. Auch dieser Ansatz fliihrte am Ende zu positiven Resultaten.

Solche Variationen einer Verbindung wie im Fall von Verbindung 87 kénnen aus verschiedenen
Uberlegungen sinnvoll sein.

Der erste Grund fur die weitere Optimierung von 87 war die druglikeness. Bei der freien
Aldehyd-Gruppe in der Verbindung handelt es sich um eine relativ reaktive funktionelle
Gruppe, die sowohl in der Synthese, als auch im Organismus mit verschiedenen anderen
Verbindungen interagieren und auf diese Weise Schaden anrichten kann. Solche freien
funktionellen Gruppen sollte man von Anfang an vermeiden, weshalb die Aldehydfunktion im
weiteren Design ersetzt, bzw. entfernt wurde.

Der zweite Grund lag in der Formulierung der Ziele. Die neuen Leitstrukturen sollten sich in
ihrer Form von den bisherigen Coxiben unterscheiden und wenn madglich einen bioisoteren
Ersatz fur das Sulfonamid finden. Aus diesen Grunden wurde Verbindung 87 schrittweise
veréndert und Verbindungen 71, 85 und 86 entwickelt.

An diesen zwei unterschiedlichen Ansatzen lieR sich zeigen, wie Computer unterstiitze
Methoden in der Wirkstoffentwicklung eingesetzt werden kénnen. Es geht dabei nicht um die
vollige Automatisierung des Prozesses, sondern um die Kombination der Starken von
Computer unterstttzen und rationalen Methoden.

Bei den Verbindungen 71, 85 und 86 handelt es sich um Oxadiazole, welche anstelle der
Sulfonamidgruppe eine Carbonsdure als polare Gruppe besitzen. Gleich zwei der oberen drei
Verbindungen zeigten eine moderate Inhibition der COX-2, weshalb die Verbindungsklasse
genauer untersucht wurde.

Um Verbindung 71 weiter zu analysieren, wurden in einer kleinen SAR-Studie einige Derivate
synthetisiert wobei der Einflul} von Substituenten am Benzenring im Vordergrund stand. Es
konnte gezeigt werden, dass die Position der Substituenten einen Einflul auf die Aktivitaten
hat. VVor allem Verbindungen mit Substituenten an ortho Positionen waren aktiv, wahrend para-
substituierte Derivate die COX-2 nicht hemmen konnten. Dies l&sst sich mit dem Bindemodus
von Diclofenac gut erklé@ren: Im hinteren Bereich der Verbindung besteht kein grolerer

Spielraum mehr fur Substituenten an para Position, was zu einem negativen EinfluR auf den
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Bindemodus fuhren kann. Auch die Verbindungen mit einem ortho subsituierten Benzenring,
die Uber einen Linker verl&dngert wurden, zeigten dementsprechend keine Aktivitaten (84, 85).
Anhand Verbindung 71 konnte gezeigt werden, welche Effekte kleine Anderungen an COX-2
Liganden haben kdnnen. Setzt man die GroRRe der Substanzen in Relation mit deren Aktivitat,
dann steckt in dieser Klasse von Verbindungen noch einiges an Potential. Eine Mdglichkeit die
Substanzklasse weiter zu optimieren, konnte darin liegen, sie an der Position des Chloratoms
zu vergréRern, dhnlich wie es bei der Verbindung 86 der Fall ist. Uber diesen Weg kénnte ein
COX-2 Liganden gefunden werden, bei dem die Sulfonamidgruppe gegen eine Carbonsédure
ausgetauscht wird, was zu geringeren Nebenwirkungen fuhren kénnte.

In einer zweiten Studie wurde fir DOGS eine neue Verbindung als Input ausgewahlt. Daflr
wurde aus der Literatur die Verbindung APHS ausgewahlt, welche in der Lage ist, selektiv die
COX-2 zu acetylieren. Mit Hilfe von DOGS sollte eine neue Verbindung mit dhnlichen
Eigenschaften gefunden werden. Die erste Problematik bei diesem Versuch stellte sich in der
Vielzahl an Derivaten heraus, welche verdffentlicht und patentiert sind. Zudem handelte es sich
bei APHS um eine kleine Verbindung, die nicht viel Variationsspielraum zulieR. Eben diese
Probleme spiegelten sich auch bei der Verwendung von DOGS wider.

Daher hat der DOGS-basierte Versuch APHS zu optimieren gezeigt, dass sich Computer
unterstiitze Methoden nicht in jedem Fall einsetzen lassen, sondern von Fall zu Fall angepasst
werden miissen.

Nachdem aus der Verbindung APHS keine neue aktive Verbindung entwickelt werden konnte,
wurde eine Verbindung erforscht, welche ahnliche Eigenschaften wie die ASS hat und eine
Acetylgruppe aufweist. Ausgangspunkt fir das Design war die ASS in der mCOX-2
Kristallstruktur 1PTH. Die Kristallstruktur stellte sich aber schnell als problematischer
Ausgangspunkt heraus, weil sie bereits acetyliert vorliegt und als Liganden nur noch die
Salicylsdure (SA) enthalt. Ein Rezeptor-basierter Ansatz erwies sich daher als schwierig, denn
durch die Acetylierung und die Interaktion mit der SA besitzt die Kristallstruktur
wahrscheinlich eine andere Konformation, als bei der Wechselwirkung mit ASS. Aus diesem
Grund wurde zusatzlich eine Docking-Studie der ASS am Homologie Modell durchgefiihrt, um
die schrittweise Optimierung der Verbindung in diesem Modell vollziehen zu kénnen. Dabei
wurden die Informationen aus dem Bindungsmodus der SA mit berticksichtigt.

Im ersten Schritt der SAR-Studien zu diesem Projekt wurde die Carbonséure der ASS gegen
ein Keton ausgetauscht (9), was zu einem vollstandigen Verlust der Aktivitét fuhrte. Es lieR
sich hierbei nicht genau erklaren, ob dieser Aktivitatsverlust auf die Verschiebung der
Acetylgruppe zuriickzufiihren ist. Festhalten ldsst sich jedoch, dass die Carbonylgruppe in
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Kombination mit der ortho-substituierten Acetylgruppe wichtige Funktionen in der Struktur-
Wirkungsbeziehung zu besitzen scheint.

Ausgehend von der ASS wurde auch ein Naphthalen-1-ylacetat als hCOX-2 Inhbitor
identifiziert (3). Die Verbindung besal3 interessanterweise keine azide Gruppe und als
funktionelle Gruppe nur die Acetylfunktion. Wie Kalgutkar et al. schon zeigen konnten sind
azide polare Gruppen fir die Inhibition nicht zwingend notwendig. Die COX-2 kann allein
durch die Acetylierung von Ser530 durch den Liganden irreversibel inhibiert werden.

Dieses Potential liegt auch in Verbindung 3. Zudem ist die Verbindung sehr klein, wodurch sie
Uber Substituenten am Naphtalin vergroéfRert und ihre Potenz damit erhoht werden konnte.

Fur die weitere Analyse wurde Naphthalin gegen Chinolin ausgetauscht, was eine Erniedrigung
des logP Werts bewirkte. Diese Anderung hatte jedoch einen negativen Effekt auf die Aktivitat.
In verschiedenen QSAR-Studien konnte der Einfluss des logP Wertes auf die Bioaktivitét
statistisch nachgewiesen werden.

Partielle Reduktion zu Tetrahydronaphthalin hatte kaum einen Effekt auf den logP Wert, dafiir
aber umso mehr auf die raumliche Orientierung. Im Gegensatz zum planaren Aromaten nimmt
der gesattigte Ring mehr Raum ein, was einen negativen Effekt auf die Aktivitat haben konnte.
Bei in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Projekten zum Fragment-basierten Design von
COX-Inhibitoren, konnte ebenfalls eine neue Verbindung entwickelt werden, die moderate
Potenz an der COX-2 zeigte (35). Die Verbindung unterschied sich strukturell erheblich von
den Coxiben, besitzt aber als polare Gruppe immer noch ein Sulfonamid, weshalb die SAR der
Verbindung mit vier weiteren Derivaten analysiert wurde.

Im ersten Schritt wurde das Sulfonamid gegen eine Carbonséure (69) und einen
Carbonséureester (36) ausgetauscht. Beide Verbindungen zeigten in der Folge keine Aktivitét
mehr, wodurch sich konkludieren lasst, dass die Sulfonamidgruppe eine wichtige Rolle spielt.
Im Gegensatz zur Essigsdure in Verbindung 69 zeigte aber die Propionsdure in 37 leichte
Aktivitat was auf eine groRere Flexibilitat der langeren Carbonsédure zurlckzufuhren sein
konnte. Durch VergroRerung von 69 um einen Benzyl-Rest am sekundaren Amin in 70 gelang
eine Potenzsteigerung verglichen mit der ursprunglichen Leitstruktur 35. Verbindung 70 stellt
eine wertvolleoptimierte Leitstruktur dar, welche in weiterfiihrenden SAR-Studien analysiert
und optimiert werden kann. Hier kdnnte man sowohl am Thiophen als auch am Benzyl-Rest
einige Anderungen durchfiihren. 70 weist keine Sulfonamidgruppe auf und besitzt zudem nicht

die typische Form der Coxibe, womit sie zwei der urspriinglich gesetzten Ziele erfiillt.

53



Diskussion

Die Verbindungsklasse der Amide (4-11), bei denen der Ansatz der Kopplung zweier
Fragmente aus bekannten COX Liganden verfolgt wurde, zeigte keine Aktivitaten. Auch die
Variation des Linkers oder die Anderung der Position der Acetylgruppe fiihrte zu keinem
positiven Effekt. Dies konnte auf den planaren Amid-Linker zurtickfihren sein, welcher die
Verbindung relativ starr macht. Aus den wenigen Daten liel8 sich dies jedoch nicht endgultig

klaren

Zusammenfassend gelang in dieser Arbeit die Identifikation von fiinf neuen COX-2 Inhibitoren
als wertvolle Leitstrukturen fir zukinftige Projekte. Drei der aktiven Verbindungen konnten
mit Hilfe von DOGS entwickelt werden und zwei mit Hilfe von rationalem Design. Die Arbeit
konnte zeigen, dass beide Methoden ihre Vor- und Nachteile haben aber jeweils zu guten
Ergebnissen flihren kdnnen. Die besten Ergebnisse wurden jedoch erzielt, wenn die Vorteile
beider Methoden, wie bei der Entwicklung von Verbindungen 70 und 71 kombiniert wurden.

Vor allem die Informationen der Oxadiazole (71) und Verbindung 70 kénnten genutzt werden,
um eine neue Verbindung aus beiden Strukturen zu entwickeln. So kénnte das Benzen mit der
Essigsaure in Verbindung 70 mit dem Oxadiazol aus Verbindung 71 ausgetauscht werden (siehe
Abb. 14). Auch koénnte durch eine Optimierung von Verbindung 3 eine neue COX-2

acetylierende Verbindung zuganglich sein.

Abb. 14 Ausblick auf potentiellen
COX-2 Inhibitor
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5. Zusammenfassung

In silico Methoden spielen in der Wirkstoffentwicklung eine immer gré3ere Bedeutung. Sie
konnen eine Grolie Hilfe in der Analyse des Targets oder beim Screening von neuen Liganden
sein. lhre Starken liegen vorallem in der Zeit- und Kostenreduzierung wéhrend einer
Wirkstoffentwicklung.

Ziel der Arbeit war die Entwicklung neuer COX-2 Liganden mit Hilfe von in silico Methoden.
Weil von der mCOX-2 keine Kristallstruktur in der PDB publiziert war, begann die Arbeit mit
der Modellierung der mCOX-2. Dafuir wurde aus der Sequenz der hCOX-2 aus UniProt mit der
ID P35354 mit Hilfe der Kristallstruktur 3LN1 ein Homologie Modell entwickelt und im
Anschluss Uber eine Validierungsmethode, den Ramachandran Plot, analysiert. Der
Ramachandran Plot zeigte, dass 93.7% der Aminoséauren in favorisierten Regionen, 6.1% in
erlaubten Regionen, 0.2% in geduldeten Regionen und 0.0% in unerlaubten Regionen lagen.
Mit diesem Modell wurde eine MD-Simulation durchgefiihrt, um die Energie des Modells zu
minimieren.

Die neuen Verbindungen wurden uber drei verschiedene Ansétze designt. Im ersten Ansatz
wurde die Software DOGS verwendet. Dabei handelt es sich um ein de novo Design Programm,
welches nicht nur neue Verbindungen entwickelt, sondern auch deren Syntheseweg vorschlagt.
Die vorgeschlagenen Verbindungen wurden (ber eine Docking-Studie analysiert, wobei die
Verbindungen aus Abbildung 15 identifiziert werden konnten. Verbindung 22 wurde ohne
weitere Variationen synthetisiert. Die Verbindungen 71 und 86 wurden aus der modellierten
Verbindung 87, welche von DOGS vorgeschlagen wurde, weiterentwickelt. Dabei wurde
Verbindung 71 als ein Fragment von Verbindung 85 entwickelt. VVerbindung 86 wurde direkt
aus Verbindung 87 entwickelt, wobei einige Variationen durchgenommen wurde. Hierbei sollte

vorallem die Form von Verbindung 87 beibehalten werden.

) oH OH
SeCINS 0
H = O N=
? F N\\N \N,O
O F F
Cl O/\C’\L
=
Cl
22 (Restaktivitat 75%) 71 (Restaktivitédt 70%) 86 (Restaktivitét 73%)

Abb.15 zeigt die drei aus DOGS entwickelten VVerbindungen mit deren Restaktivitat an der COX-2 bei 30puM.
Im zweiten Ansatz wurde der reine rationale Design-Ansatz verfolgt und Informationen aus der

Literatur verwendet, um ausgehend von den Verbindungen APHS und ASS neue COX-2
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Inhibitoren zu entwickeln (siehe Abb. 16). Dabei wurden mehrere Verbindungen designt,
wovon Verbindung 3 als ein leichter Inhibitor identifiziert werden konnte. 3 enthélt keine fiir
COX-Inhibitoren typische polare Gruppe, besitzt daflr aber eine Acetylgruppe, die gemal in

silico Untersuchungen in der Lage sein konnte, Ser530 in COX-2 zu acetylieren.

OH

OH

3 (Restaktivitat 78%) 35 (Restaktivitat 80%) 70 (Restaktivitat 70%)

Abb.16 zeigt die drei entwickelten Verbindung aus dem rationalen Ansatz mit deren
Restaktivitdt an der COX-2 bei 30uM.

In der letzten Studie wurden mit Hilfe eines Fragment-basierten Designs neue Verbindungen
entwickelt, wobei das Benzensulfonamid von Celecoxib aus der Kiristallstruktur 1PTH
extrahiert und mit kleinen Fragmente verknlpft wurde, welche zuvor tber eine Docking-Studie
analysiert wurden. Hieraus entwickelte sich Verbindung 35, die in einer kleinen SAR-Studie
zu 70 optimiert werden konnte. Dabei konnte das Sulfonamid, welches typisch fur Coxibe ist,
gegen eine Carbonsdure ausgetauscht werden (69). Erst durch eine VergroRerung der
Verbindung um einen Benzyl-Rest am sekunddren Amin von 69 flhrte zur potenten
Verbindung 70.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit funf neue COX-2 Inhibitoren als Leitstrukturen
entwickelt werden. Dabei kamen fortschrittliche in silico Methoden wie die De-Novo Design
Software DOGS aber auch rationale Designmethoden zum Einsatz. Beide Methoden boten Vor-
und Nachteile und haben jeweils zu guten Ergebnissen geflhrt. Bei der Entwicklung der

vielversprechendsten Leitstrukturen 70 und 71 wurden die Vorteile beider Ansatze kombiniert.
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6. Experimenteller Teil
6.1 Molekulare Modellierung
6.1.1 Modellierung der Tertiérstruktur der humanen COX-2

Das Homologie Modell wurden mit der Software Modeller 9v8 entwickelt. Die Sequenz der
hCOX-2 mit der ID P35352, wurde aus der UniProt Datenbank entnommen. Fir die Wahl des
Template wurden alle COX-2 Kiristallstrukturen aus der PDB entnommen und (ber ein
multiples Alignment verglichen. Fur das multiple Alignment wurde die Software Clustal 2.1
genutzt.

Die Mutationen der sechs besten Sequenzen wurden genauer analysiert, wobei besonders auf
das aktive Zentrum besonders geachtet wurde. Mit Hilfe der Validierungssoftware Procheck,
wurden die sechs Kristallstrukturen analysiert. Zum Schluss blieb die Kristallstruktur 3LNO
ubrig, die als Template fur das Modell genutzt worden ist.

Das Skript mit den jeweilig vorgenommenen Einstellungen fir Modeller 9v8 ist dem Anhang
12.4 zu entnehmen. Das fertige Modell wurde wieder mit Hilfe von Procheck validiert. Das
Template und das Modell wurden iibereinander gelegt und die Helices und B-Faltblatter
analysiert. Ein besonderes Augenmerk wurde auf das aktive Zentrum gelegt.

Im Anschluss zum Homologie Modell wurde mit der Software Nanoscale Molecular Dynamics
program (NAMD v2.9) eine MD Simulation durchgefihrt, um das Modell zu optimieren. Das
Skript mit den jeweilig vorgenommenen Einstellungen kann dem Anhang 12.5 entnommen

werden.

6.1.2 Docking-Studien

Die Docking-Studien wurden mit der Software Molecular Operating Environment (MOE)
(Version 2012.10; The Chemical Computing Group, Montreal, Canada) durchgefihrt. Fir das
Docking wurde das Homologie Modell der hCOX-2 genutzt. Die 3D-Struktur wurde mit
Protonate 3D vorbereitet und das aktive Zentrum mit Hilfe von MOE Site Finder isoliert. Die
Strukturen wurden mit der Triangle Matcher Methode in die Tasche platziert und mit der
London dG scoring Funktion geordnet. Fiir die Energie Minimierung der Tasche wurde MOE
Forcefield Refinement genutzt und mit Hilfe der GBVI/WSA dG scoring Funktion geordnet.
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6.2 Chemie

6.2.1 Materialien und Geréte

Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Aldrich, Alfa Aesar und Acros

bezogen und ohne weitere Aufreinigung in den Synthesen eingesetzt.

Losungsmittel
Fur die Synthesen wurden, wenn nicht anders angegeben, Ldsungsmittel der Reinheit p.a.
verwendet. Die Ldsungsmittel wurden von den Firmen Aldrich und Acros bezogen. Fir die

Saulenchromatographie wurden technische Losungsmittel verwendet.

Eingesetzte Losungsmittel fur die Chromatographie:
Hexan: technische Qualitat

Essigsaureethylester: technische Qualitat

Dunnschichtchromatographie
Fur die Dinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 Foss beschichtete
Aluminiumfolien der Firma Merck (Schichtdicke: 0.2 mm) verwendet. Die Detektion erfolgte

mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm und 366 nm.

Saulenchromatographie
Die préaparative Saulenchromatographie erfolgte mit Kieselgel 60 der Firma Merck mit der
Korngréf3e 0.040 — 0.063 mm.

Kernresonanzspektroskopie

NMR-Spektren wurden auf den Spektrometern AM 250 mit einem BBI-Probenkopf und AV
400 mit einem BBO-Probenkopf gemessen. Beide Gerate stammen von der Firma Bruker. Die
Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Die Verschiebungen o sind in [ppm] und die
Kopplungskonstanten J in [Hz] angegeben. Fir *H- und *C-Spektroskopie wurde das
deuterierte Losungsmittel als interner Standard verwendet. Die Auswertung der Spektren
erfolgte mit der Software ,,MestReNova*“.

Die Multipletts werden im nachfolgenden wie folgt bezeichnet: s = Singulett, d = Duplett,

t = Triplett, g = Quartett, gi = Quintett, m = Multiplett
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Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden am Institut fir organische Chemie der Goethe-Universitat
Frankfurt aufgenommen. Verwendete Methode war die Elektronensprayionisation (ESI), die
im negativen (ESI-) oder positiven Modus (ESI+) auf dem Gerat Fisous Instruments VG

Platform 2 durchgeftihrt wurde.

Elementaranalysen (EA)
Die Elementarzusammensetzung der Substanzen wurde ebenfalls vom Institut fur organische
Chemie der Goethe-Universitat Frankfurt untersucht. Dabei wurde entweder das Gerat Foss

Heraus CHN-O-Rapid oder Elementar Vario Micro Cube verwendet.

6.2.2 Bromierung von Alkoholen

Charakterisierung von 2-(2-Bromoethyl)phenol 1 (RC51)
Strukturformel: CgHgBrO; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

©j\/8r
OH

Zum 2-(2-Hydroxyethyl)phenol (1.5 g, 10.9 mmol) wurde das HBr (14 g, 174 mmol)
hinzugefiigt und auf 80°C fir 12 Stunden erhitzt. Das Produkt wurde mit Dichlormethan
extrahiert und mit MgSOg4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
orangene Ol wurde uiber Siulenchromatographie aufgearbeitet (n-hexane/Ethylacetat (EtOAC),
10:1 v/v). Die Ausbeute betragt 1.15 g (50%).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 3.07 (t, 2H, CH2-Br, 3J=7.59 Hz), 3.66 (t, 2H, CH2-CH_,
3)=7.34 Hz), 6.74 (dt, 1H, Ph-H4, 3=7.39 Hz, “J=1.21 Hz), 6.81 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=8.02 Hz,
4J=1.12 Hz), 7.08 (dt, 2H, Ph-H5, 3J=7.4 Hz, 2J=1.79 Hz), 6.81 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.76 Hz,
4J=1.58 Hz), 9.50 (s, 1H, OH); 13C-NMR (63MHz, DMSO0-d6): § = 33.00 (CH,-Br), 33.78
(CH.-CH?y), 115.03 (PH-C6), 118.87 (Ph-C4), 124.82 (C2), 127.86 (Ph-C5), 130.48 (Ph-C3),
155.25 (Ph-C1).
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6.2.3 Acetylierung von Alkoholen

Generelle Synthesevorschrift der Acetylierung

Methode 1: Das Essigsaureanhydrid (1.2 eq) wurde zum Phenolderivat (1.0 eq) hinzugegeben.
Zu der Losung wurde in katalytischer Menge konzentrierte Schwefelsaure (0.02 eq) vorsichtig
hinzugegeben. Die Losung wurde vorsichtig auf 90°C erhitzt und flr 2h gerrihrt. Zur Reaktion
wurde H2O (30 ml) hinzugegeben und das Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml)
extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet (MgSOa.), filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das orangene Ol wurde (iber Saulenchromatographie aufgearbeitet.
Methode 2: Der Alkohol (1.0 eq) wurde in 1M NaOH (30 ml) geldst und fr eine halbe Stunde
bei 0°C gerruhrt. Zur kithlen Losung wurde das Essigsaureanhydrid (2.0 eq) hinzugegeben und
fur eine weitere halbe Stunde gerruihrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde 1M HCI zur Lésung
gegeben, bis der pH-Wert auf 1 gesunken ist. Das Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml)
extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet (MgSQa), filtriert und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt. Das orangene Ol wurde (iber Siulenchromatographie aufgearbeitet.

Charakterisierung von 2-(2-Bromoethyl)phenylacetat 2 (RC52)
Strukturformel: C10H1102Br; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

Br
iy
N

Methode 1: E1: Essigsdureanhydrid (550 mg, 5.4 mmol); E2: 2-(2-Bromoethyl)phenol (900
mg, 4.5 mmol); E3: konzentrierte Schwefelsaure (10 mg, 0.02 mmol); Sdulenchromatographie:
(n-hexane/EtOAC, 10:1 v/v). Die Ausbeute betragt 700 mg (64%).

'H-NMR (300MHz, DMSO0-d6) § = 2.31 (s, 3H, CH3), 3.04 (t, 2H, CH,-Br, 3J=7.22 Hz), 3.65
(t, 2H, CH2-CHy, 3J=7.18 Hz), 7.11 (dd, 1H, Ph-H3, 3)=7.84 Hz, *J=1.24 Hz), 7.23 (dt, 1H,
Ph-H4, 3J=7.47 Hz, 4J=1.47 Hz), 7.31 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.87 Hz, *J=1.89 Hz), 7.34 (dd, 1H,
Ph-H8, 3J=7.36 Hz, “J=0.52 Hz); 3*C-NMR (63MHz, DMSO-d6) & =20.63 (CHs), 32.58 (CH.-
Br), 32.72 (CH2-CHy), 122.62 (PH-Cs), 125.91 (Ph-C4), 127.96 (C>), 130.52 (Ph-Cs), 130.66
(Ph-Cs), 148.82 (Ph-C1), 169.16 (OOC).

Charakterisierung von Chinolin-8-yl-acetat 3 (SC85) siehe Masterarbeit von Sun-Yee
Cheung 13
Charakterisierung von 5,6,7,8-Tetrahydronaphthalen-1-yl-acetat 4 (RC148)

Strukturformel: C12H140>; Aussehen: weiRer Feststoff
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o\fo

Methode 1: E1: 5,6,7,8-Tetrahydronaphthalen-1-ol (520 mg, 3.5 mmol), E2:
Essigsaureanhydrid (430 mg, 4.21 mmol) E3: konz. Schwefelséure (3.4 mg, 0.04 mmol). Die
Ausbeute betragt 320 mg (48 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 1.69 (q, 4H, Cyclohexan-H3+H4, 3J=3.10 Hz), 2.25 (s,
3H, CHa), 2.45 (t, 2H, Cyclohexan-H5), 2.72 (t, 2H, Cyclohexan-H2), 6.83 (d, 1H, Ph-H4,
3J=7.69), 6.96 (d, 1H, Ph-H6,3J=7.69 Hz), 7.09 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.47 Hz); *C-NMR (63MHz,
DMSO-d6): 6 = 20.48 (CHz), 21.91 (Cyclohexan-C4), 22.20 (Cyclohexan-C5), 22.70
(Cyclohexan-C2), 28.69 (Cyclohexan-C6), 119.10 (Ph-C6), 125.84 (Ph-C4), 126.48 (Ph-C5),
128.92 (Ph-C2), 138.57 (Ph-C3), 148.85 (Ph-C1), 168.89 (OOC); MS (ESI +): m/z: 191.1
[M+1]+; Anal. calcd for C12H1402: C 75.76, H 7.42 found: C 75.94, H 7.57.

Charakterisierung von Chinolin-8-yl-acetat 5 (SC83) siehe Masterarbeit von Sun-Yee

Cheung 13

Charakterisierung von Chinolin-6-yl-acetat 6 (SC77) siehe Masterarbeit von Sun-Yee

Cheung 13

Charakterisierung von (Acetoxy)[2-(acetoxy)phenyl]lmethylacetat 7 (SC51) siehe
Masterarbeit von Sun-Yee Cheung 13

Charakterisierung von Naphthalen-2-yl-acetat 8 (RC149)
Strukturformel: C12H1002; Aussehen: weilder Feststoff

O

Methode 1: E1: Naphthalen-2-ol (520 mg, 3.6 mmol), E2: Essigsaureanhydrid (440 mg,
4.3 mmol) E3: konz. Schwefelséure (3.5 mg, 0.04 mmol). Die Ausbeute betragt 480 mg (72 %).
'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.34 (s, 3H, CHa), 7.33 (dd, 1H, naphthalen-H8, 3J=8.97,
4J=2.93 Hz), 7,55 (m, 2H, naphthalen-H6+H7), 7,68 (ds, 1H, naphthalen-H1, 4J=2.10 Hz), 7.95
(m, 3H, naphthalen-H3+H4+H5); C-NMR (63MHz, DMSO-d6): & = 20.87 (CHs), 118.47
(naphthalen-C8a), 121.62 (naphthalen-C8), 125.75 (naphthalen-C4), 126.63 (naphthalen-C4a),
127.42 (naphthalen-C5), 127.64 (naphthalen-C6), 129.24 (naphthalen-C7), 130.94 (naphthalen-
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C3), 133.30 (naphthalen-C1), 148.17 (naphthalen-C2), 169.36 (OOC); MS (ESI +): m/z: 187.3
[M+1]+; Anal. calcd for C12H1002: C 77.40, H 5.41 found: C 77.49, H 5.58.

Charakterisierung von 3-acetylphenyl acetat 9 (RC153)

Strukturformel: C10H1003; Aussehen: weiRer Feststoff

oo

Methode 1: E1: 1-(3-Hydroxyphenyl)ethanon (500 mg, 3.7 mmol), E2: Essigsaureanhydrid
(450 mg, 4.4 mmol) E3: konz. Schwefelsaure (3.7 mg, 0.04 mmol). Die Ausbeute betragt
510 mg (78 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): = 2.28 (s, 3H, CHs), 2.57 (s, 3H, CHs), 3.32 (s, 2H, CH>),
7.40 (m, 1H, Ph-H4), 7.56 (t, 1H, Ph-H5, 3=7.67 Hz), 7.67 (s, 1H, Ph-H2, #J=1.89 Hz), 7.85
(m, 1H, Ph-H6); MS (ESI -): m/z: 177.1 [M-1]-.

Charakterisierung von 2-[2-(Acetyloxy)phenyl]essigsaure 10 (RC90)

Strukturformel: C1oH1004; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

OH
LY
N

Methode 2: E1: 2-(2-Hydroxyphenyl)essigsaure (1 g, 6.6 mmol); E2: Essigsaureanhydrid (1.4
g, 13.2 mmol); S&ulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 1:1 v/v). Die Ausbeute betrdgt 1.1 g
(89%).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.25 (s, 3H, CHa), 3.48 (s, 2H, CH>), 7.11 (dd, 1H, Ph-
H6, 3J=7.93 Hz, 4J=1.37 Hz), 7.21 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.29 Hz, 4J=1.35 Hz), 7.31 (dt, 1H, Ph-
H4, 3J=7.50 Hz, 4J=1.86 Hz), 7.35 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.23 Hz, “J=1.98 Hz); *C-NMR
(126MHz, DMSO-d6): 6 = 21.07 (CHz), 35.83 (CH2), 115.21 (Ph-C4), 119.12 (Ph-C3), 122.31
(Ph-C5), 128.24 (Ph-C2), 131.51 (Ph-C6), 149.45 (Ph-C1), 155.85 (OOC), 173.26 (COOH);
MS (ESI +): m/z: 217.1 [M+Na+1]+.

62



Experimenteller Teil

Charakterisierung von 3-(2-acetoxyphenyl)propionsaure 11 (RC99)
Strukturformel: C11H1204; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

0]

A

Methode 2: E1: 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure (2 g, 12.0 mmol); E2: Essigsaureanhydrid
(1.5 g, 14.4 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 1:1 v/v). Die Ausbeute betragt
1.1 g (89%).

'H-NMR (250MHz, DMS0-d6): § = 2.23 (s, 3H, CHs3), 2.48 (m, 2H, CH2-CH>-COOH), 2.68
(m, 2H, CH>-CH,-COOQOH), 3.48 (s, 2H, CH»), 6.71 (m, 1H, Ph-H3), 7.15 (m, 2H, Ph-H4+5),
7.26 (m, 1H, Ph-H6), 12.0 (s, 1H, COOH); MS (ESI +): m/z: 209.3 [M+1]+.

Charakterisierung von 2-[3-(Acetyloxy)phenyl]essigsaure 12 (RC100)

Strukturformel: C1oH1004; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

OH
(¥

0._0

Methode 2: E1: 2-(Hydroxyphenyl)essigsaure (2 g, 13 mmol); E2: Essigsaureanhydrid (1.6 g,
15.8 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 1:1 v/v). Die Ausbeute betrégt 1.2 g
(47%).

'H-NMR (500MHz, DMS0-d6): & = 2.27 (s, 3H, CH3), 3.60 (s, 2H, CH>), 7.03 (d, 1H, Ph-H6,
3)=8.18 Hz), 7.04 (s, 1H, Ph-H2), 7.17 (d, 1H, Ph-H4, 3J=7.59 Hz), 7.35 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.83
Hz), 12.41 (s, 1H, COOH); 3C-NMR (126MHz, DMSO-d6): & = 21.31 (CHs), 40.69 (CH>),
120.56 (Ph-C4), 123.16 (Ph-C2), 127.35 (Ph-C6), 129.64 (Ph-C5), 137.10 (Ph-C3), 150.83 (Ph-
Cl), 169.67 (OOC), 172.84 (COOH); MS (ESI -): m/z: 192.5 [M-1]-.

Charakterisierung von 2-[4-(Acetyloxy)phenyl]essigsaure 13 (RC101)

Strukturformel: C1oH1004; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

jEsAe
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Methode 2: E1: 2-(4-Hydroxyphenyl)essigsaure (2 g, 13 mmol); E2: Essigsaureanhydrid (1.6
g, 15.8 mmol); S&ulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 1:1 v/v). Die Ausbeute betrdgt 1.7 g
(67%).

'H-NMR (500MHz, DMSO0-d6): & = 2.26 (s, 3H, CHs), 3.59 (s, 2H, CH>), 7.07 (d, 1H, Ph-
H2+6, 3J=8.27 Hz), 7.29 (d, 1H, Ph-H3+5, 3J=8.09 Hz), 12.38 (s, 1H, COOH); 13C-NMR
(126MHz, DMSO-d6): 6 = 21.31 (CHz), 40.69 (CH2), 122.02 (Ph-C3+5), 130.90 (Ph-C2+6),
133.01 (Ph-C4), 149.66 (Ph-C1), 169.75 (OOC), 173.12 (COOH); MS (ESI -): m/z: 192.7 [M-
1]-.

Charakterisierung von 2-(Acetyloxy)benzoesaure 14 (RC108)
Strukturformel: CgHsO4; Aussehen: weiler Feststoff
0

©\)J\OH
o)

d

Methode 2: E1: 2-Hydroxybenzoic acid (1.(1)g, 8.0 mmol); E2: Essigsédureanhydrid (980 mg,
9.6 mmol); Umkristallisiert mit H.O (50 ml). Die Ausbeute betragt 1.2 g (84%).

'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): & = 2.25 (s, 3H, CHs), 7.21 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=8.03 Hz,
4J=1.08 Hz), 7.39 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.53 Hz, J=1.07 Hz), 7.31 (dt, 1H, Ph-H4, J=7.86 Hz,
4J=1.70 Hz), 7.35 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.74 Hz, *J=1.70 Hz), 13.09 (s, 1H, COOH); 3C-NMR
(75MHz, DMSO-d6): 6 = 21.32 (CHzs), 124.24 (Ph-C4), 124.52 (Ph-C3), 126.53 (Ph-C5),
131.83 (Ph-C2), 134.26 (Ph-C6), 150.63 (Ph-C1), 166.06 (OOC), 169.63 (COOH); MS
(ESI +): m/z: 203.4 [M+Na+1]+.

Charakterisierung von 2-[(4-Methylpent-3-en-1-yl)thio]phenyl acetat 15 (RC156)
Strukturformel: C14H130,S; Aussehen: farbloses Ol

Y

Methode 1: E1: RC155 (200 mg, 1.0 mmol), E2: Essigsdureanhydrid (118 mg, 1.2 mmol) E3:
konz. Schwefelséaure (0.9 mg, 0.01 mmol). Die Ausbeute betragt 190 mg (79 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 1.66 (t, 6H, CHs, *J=6.83 Hz), 2.27 (g, 2H, CH>, *J=6.83
Hz), 2.29 (s, 3H, CHa), 2.91 (q, 2H, S-CH_, 3J=7.62 Hz), 5.16 (t, 1H, CH, 3J=6.96 Hz), 7.13
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(m, 1H, Ph-H4), 7.26 (m, 2H, Ph-H3+5), 7.45 (m, 1H, Ph-H6); MS (ESI+): m/z: 251.4
[M+H]+.

6.2.4 Nucleophile Substitution

Generelle Synthesevorschrift der nucleophilen Substitution

Das Aliphat (1.2 eq) wurde zusammen mit dem CsCO3 (2.4 eq) und das Nucleophil (1 eq) in
Dimethylformamid (DMF) gel6st und fir 5h auf 60°C erhitzt. Nach Ablauf der Reaktion wurde
H20 (30 ml) hinzugegeben und das Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml) extrahiert. Die
organische Phase wurde getrocknet (MgSOs), filtriert und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Das orangene Ol wurde uiber Saulenchromatographie aufgearbeitet.

Charakterisierung von 4-({2-[2-(Acetyloxy)phenyl]ethyl}(methyl)amino)benzoesdure 16
(RC56_1)

Strukturformel: C1sH19NO4; Aussehen: weille Kristalle

g
CL7 Qs
O)\ OH

El: RC52 (350 mg, 1.4 mmol); E2: 4-(Methylamino)benzoesaure (180 mg, 1.2 mmol); E3:
CsCO3z (860 mg, 2.6 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 5:1 v/v). Die Ausbeute
betragt 70 mg (19 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): & = 2.32 (s, 3H, OCCH3), 2.73 (d, 3H, NCHa, 3J=4.86 Hz),
2.91 (t, 2H, CH2CHy, 3J=6.59 Hz), 4.32 (t, 2H, CH2N, 3J=6.27 Hz), 6.55 (d, 2H, Ph-H3+HS5,
3J=8.31 Hz), 7.11 (dd, 1H, Ph’-H3, 3J=7.71 Hz, 4J=1.24 Hz), 7.23 (dt, 1H, Ph’-H4, 3)=7.30 Hz,
4J=1.40 Hz), 7.31 (dt, 1H, Ph’-H5, 3J=7.71 Hz, “J=2.1 Hz), 7.42 (dd, 1H, Ph’-H6, 3J=7.17 Hz,
4J=1.85 Hz), 7.68 (d, 2H, Ph-H2+H®6, 3J=8.81 Hz): 1*C-NMR (63MHz, DMSO-d6): & = 20.59
(OCCHpg), 29.10 (CH2-CH?>), 62.97 (CH>-N), 110.50 (PH-C3+C5), 115.57 (PH-C2+C6), 122.58
(PH’-C6), 125.94 (Ph’-C4), 127.68 (Ph’-C2), 130.16 (Ph’-C5), 130.79 (Ph’-C3), 130.94 (Ph-
C4), 149.09 (Ph-C1), 153.68 (Ph-C1), 165.81 (OOC), 169.27 (COOH); MS (ESI+): m/z: 314
[M+H]+; Anal. calcd for C1gH19NO4: C 68.99, H 6.11, N 4.47, found: C 68.86, H 6.08, N 4.36.
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Charakterisierung von 4-{[2-(2-Hydroxyphenyl)ethyl](methyl)amino}benzoesdure 17
(RC56_2)
Strukturformel: C16H17NO3; Aussehen: weile Kristalle

0

El: RC52 (350 mg, 1.4 mmol); E2: 4-(Methylamino)benzoesdure (180 mg, 1.2 mmol); E3:
CsCO3z (860 mg, 2.6 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 5:1 v/v). Die Ausbeute
betragt 100 mg (27 %).

!H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.73 (d, 3H, NCHs, 3J=4.37 Hz), 2.94 (t, 2H, CH,CH,,
38)=7.12 Hz), 4.33 (t, 2H, CH2N, 3J=6.91 Hz), 6.54 (d, 2H, Ph-H3+H5, J=8.60 Hz), 6.73 (t, 1H,
Ph’-H4, 3J=7.02 Hz), 6.82 (d, 1H, Ph’-H3, 3J=7.96 Hz), 7.04 (t, 1H, Ph’-H5, 3J=7.96 Hz), 7.13
(d, 1H, Ph’-H6, 3J=7.02 Hz), 7.68 (d, 2H, Ph-H2+H6, 3J=8.50 Hz), 9.42 (s, 1H, OH); Anal.
calcd for C16H17NO3: C 70.83, H 6.32, N 5.16, found: C 70.49, H 6.44, N 4.93.

Charakterisierung von 4-({2-[2-(acetyloxy)phenyl]ethyl}amino)benzoesaure 18 (RC74)

Strukturformel: C17H1704N; Aussehen: weille Kristalle

N
saael
P on

El: RC52 (1 g, 4.1 mmol); E2: 4-(Methylamino)benzoesdure (470 mg, 3.4 mmol); E3: CsCO3
(2.5 g, 7.5 mmol); S&ulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 5:1 v/v). Die Ausbeute betragt
240 mg (23 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & =2.32 (s, 3H, CHs), 2.90 (t, 2H, CH2CH>, 3=6.85 Hz), 4.30
(t, 2H, CH2NH, 3J=6.93 Hz), 5.98 (s, 1H, NH), 6.55 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.75 Hz), 7.11 (dd,
1H, Ph’-H6, 3J=7.85 Hz, 4J=1.72 Hz), 7.23 (dt, 1H, Ph’-H5, 3J=7.43 Hz, *J=1.57 Hz), 7.31 (dt,
1H, Ph’-H4, 3J=7.58 Hz, 4J=2.14 Hz), 7.42 (dd, 1H, Ph’-H3, 3J=7.21 Hz, 4J=1.90 Hz); MS
(ESI+): m/z: 300.7 [M+H]+; Anal. calcd for C17H1704N: C 68.21, H 5.72, N 4.68, found: C
68.18, H 5.69, N 4.72.
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Charakterisierung von 2-[(6-Chloropyridin-3-yl)methoxy]benzonitril 19 (RC146)
Strukturformel: C13H9ON2Cl; Aussehen: weile Kristalle

O | ~N

Z ¢l

E1l: 2-Hydroxybenzonitrile (1 g, 8.4 mmol); E2: Cs.COz (3.3 g, 10 mmol); E3: 2-Chloro-5-
(chloromethyl)pyridine (1.6 g, 10 mmol); Die Ausbeute betragt 1.2 g (58 %).
'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 5.32 (s, 2H, OCHy), 7.12 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.72 Hz,
4J=0.83 Hz), 7.35 (d, 1H, Ph-H6, %J=8.43 Hz), 7.59 (d, 1H, Ph-H3, J=8.27 Hz), 7.69 (dt, 1H,
Ph-H4, 3J=8.47 Hz, 4J=1.84 Hz), 7.75 (dd, 1H, Py-H5, 3J=7.63 Hz, 4J=1.56 Hz), 7.95 (dd, 1H,
Ph-H5, 3J=8.22 Hz, “J=2.45 Hz), 8.54 (s, 1H, Py-H2, “J=2.04 Hz); MS (ESI+): m/z: 245.6
[M+H]+.

Charakterisierung von 2-[(4-Methylpent-3-en-1-yl)thio]phenol 20 (RC155)
Strukturformel: C12H160S; Aussehen: weiller Feststoff

S

©OH

E1l: 2-Mercaptophenol (385 mg, 3.1 mmol); E2: Cs2COs (1.2 g, 3.7 mmol); E3: 5-Bromo-2-
methylpent-2-en (500 mg, 3.1 mmol); Die Ausbeute betragt 575 g (90 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 1.66 (t, 6H, CHs, 2J=13.90 Hz), 2.21 (q, 2H, CH,, *J=7.08
Hz), 2.84 (g, 2H, S-CH2, 3J=7.33 Hz), 5.18 (t, 1H, CH, 3J=7.15 Hz), 6.7 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.48
Hz, 4J=1.36 Hz), 6.81 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=8.00 Hz, 4J=1.28 Hz), 7.02 (d7, 1H, Ph-H5, 3)=7.72
Hz, 4J=1.58 Hz), 7.18 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.72 Hz, J=1.68 Hz), 9.70 (s, 1H, OH); °C-NMR
(126MHz, DMSO-d6): 6 = 18.09 (CHz3), 25.96 (CH2), 31.54 (S-CHJ>), 68.26 (C), 115.30 (CH),
119.98 (PH-C6), 123.11 (PH-C4), 127.25 (Ph-C5), 129.64 (Ph-C3), 132.84 (Ph-C2), 155.76
(Ph-C1); MS (ESI+): m/z: 209.5 [M+H]+.
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6.2.5 Suzuki-Kupplung

0.50 g 2-Brom-5-(trifluormethyl)anilin (2.08 mmol, 1.0 eq) werden in 10 ml Toluol/Ethanol =
5:1-Gemisch geldst. Anschliel3end werden 0.43 g Isochinolin-4-boronsdure (2.5 mmol, 1.2 eq)
und 204 g Cs2CO3  hinzugefigt. Zum  Schluss werden 024 ¢
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) (0.21 mmol, 0.1 eq) dazugegeben. Die Reaktion
verlauft unter einer Argon-Atmosphdre, da der Katalysator luftempfindlich ist. Die
Reaktionslosung wird ber Nacht bei 80°C erhitzt. Der Ruckstand wird mit destilliertem
Wasser aufgenommen und viermal mit EtOAc extrahiert, iber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird
sédulenchromatographisch aufgereinigt. Das Produkt wird bei einem Hexan/ EtOAc-Gemisch
von 2 : 1 isoliert.

Als Produkt erhélt man einen hellroten Feststoff. Die Ausbeute betragt 300 mg (50 %).

Charakterisierung von 2-(Isochinolin-4-yl)-5-(trifluormethyl)anilin 21 (SC13)
Strukturformel: C16H11N2 F3; Aussehen: weiller Feststoff

!H-NMR (DMSO, 250 MHz): § [ppm] = 5.17 (s, 2H, -NH>), 6.98 (d, 1H, H1, 3] = 7.5 Hz), 7.16
(s, 1H, H5), 7.22 (d, 1H, H2,3) = 7.5), 7.51 (d, 1H, H21, 31 = 7.5), 7.72-7.77 (m, 2H, H19+H20),
8.21-8.25 (m, 1H, H18), 8.39 (s, 1H, H12), 9.39 (s, 1H, H14); *C-NMR (DMSO, 63 MHz): §
= 110.57 (C5), 111.7 (C1), 122.32 (C15), 123.89 (C3), 124.34 (C21), 127.50 (C20), 128.12
(C18), 129.12 (C15), 129.46 (C17), 129.96 (C4), 130.84 (C19), 131.95 (C2), 133.45 (C16),
143.03 (C12), 147.34 (C7), 152.47 (C14); MS (ESI+): 289.4 [M+H]+: Anal. calcd for C1H11N>
Fs: C 66.66, H 3.85, N 9.72, found: C 66.27, H 3.78, N 9.52.

68



Experimenteller Teil

6.2.6 Amidkupplung mit DEPC
Charakterisierung von 1-(4-Methylphenyl)-N-(2-oxo0-2-phenylethyl)-5-(trifluoromethyl)-
1H-pyrazol-4-carboxamid 22 (RC55)

Strukturformel: C2oH1sN3F302; Aussehen: weille Kristalle

1-(p-Tolyl)-5-(triflouromethyl)-1H-pyrazol-4-carbonséure (200 mg, 0.75 mmol), DEPC (185
mg, 1.14 mmol) und Triethylamin (600 mg, 6 mmol) wurden in DMF (15 ml) geldst. Zur
Losung wurde 2-amino-1-phenylethanone (100 mg, 0.75 mmol) hinzugegeben und bei
Raumtemperatur flr 16h gerriihrt. Zur Reaktion wurde 2M HCI (20 ml) hinzugegeben und das
Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet
(MgS0Qu), filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das orangene Ol wurde Gber
Saulenchromatographie aufgearbeitet (n-hexane/EtOAc, 5:1 v/v). Die Ausbeute betrédgt 120 mg
(41 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 2.42 (s, 3H, CHs), 4.81 (d, 2H, CH>, 3J=5.5 Hz), 7.40 (s,
4H, Tol), 7.58 (t, 2H, Ph-H3+H5, 3J=7.73 Hz), 7.71 (t, 1H, Ph-H4, 3)=7.26 Hz), 8.06 (d, 2, Ph-
H2+H6, 3J=7.14 Hz), 8.20 (s, 1H, Pyr-H3), 8.96 (t, 1H, NH, J=5.54 Hz); *C-NMR (125MHz,
DMSO-d6): 6 = 21,20 (CHz), 46.68 (CH), 120.84 (Ph-C1), 121.05 (Tol-C1), 126.28 (Tol-
C2+C3+C5+C6), 128.38 (Ph-C2+C6), 129.33 (Ph-C3+C5), 130.20 (Tol-C4), 134.11 (Ph-C4),
135.42 (Pyr-C5), 137.00 (CF3), 140.01 (Pyr-C3), 140.25 (Pyr-C4), 161.03 (OOC), 195.34
(CNH); MS (ESI+): m/z: 388 [M+H]+; Anal. calcd for CaoH1sN3sF302: C 62.01, H 4.16, N
10.85, found: C 61.62, H 4.10, N 10.72.
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6.2.7 Amidsynthese (iber Saurechlorid

Gernerelle Synthese von Amiden tber Saurechloride

Die Carbonsdure (1.2 eq) wurde in DCM (30 ml) unter Argonatmosphére geldst. Zur Lésung
wird Thionylchlorid hinzugegeben (1.4 eq). Die Reaktion wurde fir vier Stunden auf 40°C
erhitzt. Das Loésungsmittel und die Rickstdnde vom Thionylchlorid wurden im Vakuum
entfernt und das orangene Ol wurde in trockenem Tetrahydrofuran (THF) unter
Argonatmosphére gelost. Zur Losung wird Triethylamin (1 eq) hinzugegeben und 4-
aminobenzenesulfonamid (1 eq). Die Reaktion wird fir 12 Stunden bei RT gerihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das zuriickgebliebene Ol in 2M HCI (30 ml)
aufgenommen. Das Produkt wird zweimal mit EtOAc (30 ml) exrahiert. Die organische Phase
wurde getrocknet (MgSOa), filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Feststoff

wird mit Hexan und EtOAc umkristallisiert.

Charakterisierung von 2-[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoyl]phenylacetat 23 (RC111)
Strukturformel: C1sH1402N2S; Aussehen: weiler Feststoff

E1l: RC108 (300 mg, 1.7 mmol); E2: Thionylchlorid (240 mg, 2.0 mmol); E3: Triethylamin
(200 mg, 2.0 mmol); E4: 4-Aminobenzenesulfonamid (290 mg, 1.7 mmol); Die Ausbeute
betrégt 350 mg (63 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.21 (s, 3H, CHs), 7.29 (m, 3H, Ph-H3+NH>), 7.42 (dt,
1H, Ph-H4, 3J=7.53 Hz, 4J=1.11 Hz), 7.62 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.94 Hz, 4J=1.77 Hz), 7.72 (dd,
1H, Ph-H6, 3J=7.62 Hz, 4J=1.51 Hz), 7.80 (d, 2H, Ph’-H3+5, 3J=9.01 Hz), 7.88 (d, 2H, Ph’-
H2+6, 3J=9.02 Hz), 10.69 (s, 2H, NH):; C-NMR (75MHz, DMS0-d6): & = 21.13 (CHs),
119.85 (Ph’-C3+C5), 123.75 (Ph-C4), 126.38 (Ph-C3), 127.08 (Ph’-C2+C6), 129.60 (Ph-C5),
129.71 (Ph-C2), 132.33 (Ph-C6), 139.28 (Ph’-C4), 142.41 (Ph’-C1), 148.49 (Ph-C1), 165.02
(00C), 169.29 (CONH); MS (ESI+): m/z: 357.4 [M+Na+H]+; Anal. calcd for C15H1402N>S:
C 53.88, H 4.22, N 8.38, S 9.59 found: C 53.48, H 4.20, N 8.14, S 9.81.
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Charakterisierung von 2-{[(4-Carbamoylphenyl)carbamoyl]methyl}phenylacetat 24
(RC98):
Strukturformel: C17H1604N2; Aussehen: weilRer Feststoff

H
Oy
O)\ 0]

E1: RC90 (270 mg, 1.4 mmol); E2: Thionylchlorid (200 mg, 1.5 mmol); E3: Triethylamin (150
mg, 1.5 mmol); E4: 4-Aminobenzamid (210 mg, 1.5 mmol); Die Ausbeute betragt 260 mg
(60 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.24 (s, 3H, CHa), 3.65 (s, 2H, CHy), 7.12 (dd, 1H, Ph-
H3, 3J=7.95 Hz, 4J=1.57 Hz), 7.25 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.30 Hz, 4J=1.33 Hz), 7.33 (dt, 1H, Ph-
H5, 3J=7.80 Hz, #J=1.95 Hz), 7.43 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.41 Hz, *J=1.68 Hz), 7.43 (d, 2H, Ph’-
H2+6, 3J=8.65 Hz), 7.43 (d, 2H, Ph’-H3+5, %J=8.71 Hz), 10.37 (s, 2H, NH); C-NMR
(63MHz, DMSO-d6): 6 = 20.66 (CHz), 38.08 (CH2), 118.15 (Ph-C6), 122.50 (Ph-C4), 125.74
(Ph-C3), 127.88 (Ph’-C1+C6), 128.22 (Ph-C3), 128.83 (Ph-C5), 128.35 (Ph’-C3+C5), 131.51
(Ph-C6), 141.71 (Ph’-C1), 149.01 (Ph-C1), 167.34 (CONHy), 168.54 (OOC), 168.78 (CONH);
MS (ESI+): m/z: 313.2 [M+H]+; Anal. calcd for C17H1604N2: C 65.38, H 5.16, N 8.97, found:
C 65.22, H 5.04, N 8.93.

Charakterisierung von 2-{2-[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoyl]ethyl}phenylacetat 25
(RC104):
Strukturformel: C17H180sN2S; Aussehen: weilier Feststoff

0o
_NH
\\S 2
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N
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E1: RC99 (300 mg, 1.4 mmol); E2: Thionylchlorid (210 mg, 1.7 mmol); E3: Triethylamin (140
mg, 1.4 mmol); E4: 4-Aminobenzenesulfonamid (250 mg, 1.4 mmol); Die Ausbeute betrégt
310 mg (59 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.32 (s, 3H, CHs), 2.62 (t, 2H, CH,-CH>, 3J=7.93 Hz),
2.83 (t, 2H, CH,CONH, 3J=7.93 Hz), 7.09 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=7.52 Hz, 4J=1.89 Hz), 7.25 (m,
4H, Ph-H4+H5+NH?2), 7.36 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.25 Hz, “J=2.16 Hz), 7.75 (s, 4H, Ph’-
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H2+3+5+6), 10.27 (s, 1H, NH); MS (ESI+): m/z: 385.8 [M+Na+H]+; Anal. calcd for
C17H1805N2S: C 56.34, H 5.01, N 7.73, S 8.85 found: C 55.96, H 5.08, N 7.49, S 9.22.

Charakterisierung von 3-{[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoyl]methyl}phenylacetat 26
(RC102):
Strukturformel: C16H1605N2S; Aussehen: weiler Feststoff

N
m Ty
7 NH
Y 2

o)

E1l: RC100 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (225 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin
(150 mg, 1.5 mmol); E4: 4-Aminobenzenesulfonamid (270 mg, 1.5 mmol); Die Ausbeute
betragt 250 mg (46 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.28 (s, 3H, CHs), 3.72 (s, 2H, CHy), 7.01 (m, 1H, Ph-
H4), 7.11 (s, 1H, Ph-H2, 4J=1.56 Hz), 7.3 (m, 3H, Ph-H6 + NH>), 7.38 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.79
Hz), 7.76 (s, 4H, Ph’-H2+3+5+6), 10.52 (s, 2H, NHy); 3C-NMR (75MHz, DMSO-d6): & =
21.31 (CHg), 43.27 (CHy2), 119.14 (Ph’-C3+C5), 120.61 (Ph-C4), 122.89 (Ph-C2), 127.12 (Ph-
C6), 127.16 (Ph’-C2+C6), 129.74 (Ph-C5), 137.61 (Ph-C3), 138.88 (Ph’-C4), 142.44 (Ph’-C1),
150.89 (Ph-C1), 169.64 (OOC), 169.71 (CONH); MS (ESI-): m/z: 347.0 [M-H]-; Anal. calcd
for C16H1605N2S: C 55.16, H 4.63, N 8.04, S 9.20 found: C 55.08, H 4.47, N 8.04, S 9.20.

Charakterisierung von 4-{[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoyl]methyl}phenylacetat 27

(RC103)
Strukturformel: C16H1605N2S; Aussehen: weiller Feststoff
H
SRR
0
(@] /7
o} S.
/g o/ NHz
o)

E1l: RC101 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (180 mg, 1.5 mmol); E3: Triethylamin
(150 mg, 1.5 mmol); E4: 4-Aminobenzenesulfonamid (270 mg, 1.5 mmol); Die Ausbeute
betragt 300 mg (55 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): & = 2.27 (s, 3H, CHs), 3.71 (s, 2H, CH>), 7.10 (d, 2H, Ph-
H2+6, 3J=8.70 Hz), 7.25 (s, 2H, NH>), 7.37 (d, 2H, Ph-H3+5, 3J=8.70 Hz), 7.76 (s, 4H, Ph’-
H2+3+5+6), 10.52 (s, 1H, NH); 13C-NMR (66MHz, DMSO-d6): 6 =20.80 (CHz); 42.48 (CH>),
118.68 (Ph’-C3+C5), 121.61 (Ph-C3+5), 126.66 (Ph’-C2+C6), 130.14 (Ph-C2+6), 133.03 (Ph-
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C4), 138.40 (Ph’-C4), 141.99 (Ph’-C1), 149.26 (Ph-C1), 169.18 (OOC), 169.51 (CONH); MS
(ESI-): m/z: 348.4 [M-H]-; Anal. calcd for C16H1605NS: C 55.16, H 4.63, N 8.04, S 9.20 found:
C54.86,H 4.58, N 7.92, S 9.50.

Charakterisierung von 3-({[(4-Sulfamoylphenyl)methyl]carbamoyl}methyl)phenylacetat
28 (RC105):
Strukturformel: C17H1805N2S; Aussehen: weiler Feststoff

\ ,NHZ

E1l: RC100 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (225 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin
(150 mg, 1.5 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (290 mg, 1.5 mmol); Die
Ausbeute betragt 200 mg (36 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.28 (s, 3H, CHs), 3.53 (s, 2H, CH2CONH), 4.35 (s, 2H,
CH2NH), 7.00 (d, 1H, Ph-H4), 7.06 (s, 1H, Ph-H2, 4J=1.61 Hz), 7.18 (d, 1H, Ph-H6), 7.31 (s,
2H, NH_), 7.37 (m, 3H, Ph-H5+ Ph’-H2+6), 7.76 (d, 2H, Ph’-H3+5, 3J=8.00 Hz), 8.68 (t, 1H,
NH, 3J=6.00 Hz); *C-NMR (63MHz, DMSO-d6): § = 21.31 (CHjs), 43.27 (CH,), 120.36 (Ph-
C4), 122.69 (Ph-C2), 126.14 (Ph’-C3+C5), 126.95 (Ph-C6), 127.92 (Ph’-C2+C6), 129.65 (Ph-
C5), 138.33 (Ph-C3), 143.09 (Ph’-C4), 143.97 (Ph’-C1), 150.84 (Ph-C1), 169.65 (OOC),
170.34 (CONH); MS (ESI-): m/z: 361.0 [M-H]-; Anal. calcd for C17H180sN,S: C 56.34, H 5.01,
N 7.73, S 8.85 found: C 55.96, H 5.08, N 7.49, S 9.22.

Charakterisierung von 2-(2-{[(4-Sulfamoylphenyl)methyl]carbamoyl}ethyl)phenylacetat
29 (RC107)
Strukturformel: C18H2005N2S; Aussehen: weilier Feststoff

N
H (0]
0 g
)'\ O// \NH2
(e}

E1: RC99 (300 mg, 1.4 mmol); E2: Thionylchlorid (205 mg, 1.7 mmol); E3: Triethylamin (140
mg, 1.4 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (270 mg, 1.4 mmol); Die Ausbeute
betragt 310 mg (57 %).
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'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): & = 2.31 (s, 3H, CHs), 2.43 (t, 2H, CH,-CH>, 3J=7.89 Hz),
2.76 (t, 2H, CH2CONH, 2J=7.04 Hz), 4.32 (d, 2H, CONHCH,, 3J=6.02 Hz), 7.09 (dd, 1H, Ph-
H3, 3J=7.43 Hz, 4J=1.13 Hz), 7.20 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.14 Hz, “J=1.33 Hz), 7.30 (m, 6H, Ph’-
H2+3, Ph-H5+H6, NH>), 7.75 (d, 2H, Ph’-H5+6, 3J=8.55 Hz), 10.27 (t, 1H, NH, 3J=5.87 Hz);
13C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): & = 21.13 (CHs), 25.77 (CH2CH?>), 35.74 (CONHCH,), 42.13
(CH2CONH), 122.98 (Ph-C4), 126.07 (Ph>-C3+C5), 126.41 (Ph-C3), 127.70 (Ph-C5), 127.87
(Ph’-C2+C6), 130.42 (Ph-C2), 133.59 (Ph-C6), 143.01 (Ph’-C4), 144.11 (Ph’-C1), 149.24 (Ph-
C1), 169.66 (OOC), 171.70 (CONH); MS (ESI+): m/z: 377.7 [M+H]+; Anal. calcd for
C18H2005N2S: C 57.43, H 5.36, N 7.44, S 8.52 found: C 57.43, H 5.36, N 7.44, S 8.52.

Charakterisierung von 2-{[(4-Sulfamoylphenyl)carbamoyl]methyl}phenylacetat 30

(RC97)

Strukturformel: C16H160sN2S; Aussehen: weilRer Feststoff

H
OOy CL
o)
o© s
)\ & "NHz
o}

E1: RC90 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (215 mg, 1.8 mmol); E3: Triethylamin (130
mg, 1.3 mmol); E4: 4-Aminobenzenesulfonamid (225 mg, 1.3 mmol); Die Ausbeute betragt
280 mg (62 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.24 (s, 3H, CHs), 3.66 (s, 2H, CH_), 7.12 (dd, 1H, Ph-
H3, 3J=7.64 Hz, “J=1.46 Hz), 7.23 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.40 Hz, “J=1.61 Hz), 7.26 (s, 2H, NH>),
7.21 (s, 4H, Ph’-H2+3+5+6), 7.34 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.52 Hz, *J=1.89 Hz), 7.41 (dd, 1H, Ph-
H6, 3J=7.40 Hz, 4J=2.01 Hz); *C-NMR (126MHz, DMSO-d6): § = 20.89 (CH3), 37.28 (CH,),
119.07 (Ph’-C3+C5), 123.04 (Ph-C4), 126.28 (Ph’-C2+C6), 127.21 (Ph-C3), 128.46 (Ph-C5),
128.62 (Ph-C2), 132.07 (Ph-C6), 138.81 (Ph’-C4), 142.50 (Ph’-C1), 149.49 (Ph-C1), 169.29
(O0C), 169.31 (CONH); MS (ESI+): m/z: 349.2 [M+H]+; Anal. calcd for C16H160sN>S: C
55.16, H 4.63, N 8.04, S 9.20, found: C 55.07, H 4.58, N 7.64, S 9.08.
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Charakterisierung von 2-({[(4-Sulfamoylphenyl)methyl]carbamoyl}methyl)phenylacetat
31 (RC113)
Strukturformel: C17H1805N2S; Aussehen: weiler Feststoff

Qv _NH,

S,
H o)
N

E1: RC90 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (225 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin (150
mg, 1.5 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (340 mg, 1.5 mmol); Die Ausbeute
betragt 290 mg (52 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.24 (s, 3H, CHs), 3.45 (s, 2H, CH,CONH), 4.36 (d, 2H,
CONHCH,, J=5.84 Hz), 7.10 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=7.68 Hz, “J=1.11 Hz), 7.22 (dt, 1H, Ph-H4,
3)=7.23 Hz, 4J=1.37 Hz), 7.33 (M, 4H, Ph-H5+6+NHy), 7.44 (d, 2H, Ph’-H3+5, 3J=8.24 Hz),
7.78 (d, 2H, Ph’-H2+6, 3J=8.24 Hz), 8.59 (t, 1H, NH, 3J=5.68 Hz); *C-NMR (75MHz, DMSO-
d6): & = 21.14 (CHs), 37.35 (CONHCH?>), 42.35 (CH2CONH), 122.94 (Ph-C4), 126.08 (Ph’-
C3+C5), 126.16 (Ph-C3), 127.99 (Ph’-C2+C6), 128.19 (Ph-C5), 129.04 (Ph-C2), 131.87 (Ph-
C6), 143.10 (Ph’-C4), 144.04 (Ph’-C1), 149.43 (Ph-C1), 169.35 (OOC), 169.85 (CONH); MS
(ESI+): m/z: 363.6 [M+H]+; Anal. calcd for C17H180OsN2S: C 56.34, H 5.01, N 7.73, S 8.85
found: C 56.00, H 4.97, N 7.46, S 9.07.

Charakterisierung von 2-{[(4-Sulfamoylphenyl)methyl]carbamoyl}phenylacetat 32
(RC115)
Strukturformel: C16H1605N2S; Aussehen: weilier Feststoff

o
N
H o
/
0 S
o)\ ©

/" "NH,

E1l: RC108 (300 mg, 1.7 mmol); E2: Thionylchlorid (230 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin
(140 mg, 1.4 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (260 mg, 1.4 mmol); Die
Ausbeute betragt 300 mg (62 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 2.15 (s, 3H, CHs), 4.48 (d, 2H, CHa, J=6.00 Hz), 7.21
(dd, 1H, Ph-H3, 3J=8.02 Hz, *J=1.00 Hz), 7.37 (m, 3H, Ph-H4+NHy), 7.53 (m, 3H, Ph-H5+
Ph’-H3+5), 7.65 (dd, 1H, Ph-H6, 3J=7.62 Hz, “J=1.63 Hz), 7.80 (d, 2H, Ph’-H2+6, 3)=8.36
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Hz), 8.94 (t, 1H, NH, 3J=5.97 Hz); ¥*C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 21.17 (CHz), 42.57
(CONHCH_), 123.75 (Ph-C4), 126.11 (Ph’-C3+C5), 126.31 (Ph-C3), 127.97 (Ph’-C2+C6),
129.35 (Ph-C5), 129.61 (Ph-C2), 131.80 (Ph-C6), 143.11 (Ph’-C4), 143.94 (Ph’-C1), 148.43
(Ph-C1), 165.91 (OOC), 169.33 (CONH); MS (ESI-): m/z: 347.0 [M-H]-; Anal. calcd for
C16H1605N>S: C 55.16, H 4.63, N 8.04, S 9.20 found: C 54.91, H 4.54, N 8.04, S 9.11.

Charakterisierung von 2-{[(4-Sulfamoylphenyl)methyl]carbamoyl}phenylacetat 33
(SC14)

Strukturformel: C1gH170sN; Aussehen: weiler Feststoff
H
N
DRAGY
0 © OH
o)\

E1: RC90 (300 mg, 1.5 mmol); E2: Thionylchlorid (230 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin (140
mg, 1.4 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (210 mg, 1.4 mmol); Die Ausbeute
betragt 270 mg (59 %).

!H-NMR (DMSO, 250 MHz): & [ppm] = 2.22 (s, 3H, -CH3), 3.48 (s, 2H, -CH2COOH), 3.57 (s,
2H, -CH2CONH), 7.10-7.14 (dd, 1H, Ph-Hs); 7.21-7.27 (dt, 1H, Ph-Ha); 7.29-7.36 (dt, 1H, Ph-
Hs); 7.38-7.42 (dd, 1H, Ph-H,); BC-NMR (DMSO, 75 MHz): § = 20.63 (-CH3); 32.58 (-CH.-
CH2-Br); 32.72 (-CH2-Br); 122.62 (Ph-C4); 125.91 (Ph-Cz3); 127.96 (Ph-Cs); 130.52 (Ph-Cy);
130.66 (Ph-Cs); 148.82 (Ph-Cy); 169.16 (-C=0); MS (ESI+): 326.0 [M-H]-; Anal. calcd for
C18H170sN: C 66.05, H 5.23, N 4.28 found: C 65.59, H 5.13, N 4.18.

Charakterisierung von 2-[(1H-Tetrazol-5-yl)carbamoyl]phenylacetat 34 (SC24)

Strukturformel: C10HoO3Ns; Aussehen: weiller Feststoff

E1l: RC108 (300 mg, 1.7 mmol); E2: Thionylchlorid (230 mg, 1.9 mmol); E3: Triethylamin
(140 mg, 1.4 mmol); E4: 4-(Aminomethyl)benzenesulfonamid (120 mg, 1.4 mmol); Die
Ausbeute betragt 225 mg (65 %).

'H-NMR (DMSO, 250 MHz): § = 2.541 (DMSO); 2.25 (s, 3H, -CHs), 7.31 (d, 1H, H2,3 =75
Hz), 7.44 (t, 1H, H3, 312 = 7.5 Hz), 7.67 (t, 1H, H4, 31, = 7.5 Hz ), 7.81 (d, 1H, H1,3 =75
Hz), 12.46 (s, 1H, NH), 16.09 (s, 1H, NH im Tetrazol); *C-NMR (DMSO, 63 MHz): § = 13.96
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(-CHa); 42.74 (-CHa); 60.75 (-O-CHy); 121.73-121.79 (CFs); 122.93-122.97 (Ph-Cs); 125.40
(Ph-Ca); 128.37 (Ph-Cs): 128.80 (Ph-C2); 134.08 (Ph-Cs): 136.83 (Ph-Cy); 165.00 (-CO-NH);
167.61 (-CO-0); MS (ESI-): 246.1 [M-H]-; Anal. calcd for C10HeOsNs: C 48.58, H 3.67, N
28.33 found: C 48.38, H 3.66, N 28.12.

6.2.8 Reduktive Aminierung

Generelle Synthesevorschrift der Reduktiven Aminierung

Das Amin (1 eq) wird zusammen mit dem Aldehyd (1.1 eq) und dem Eisessig (2 eq) in
trockenem Dichlorethan DCE (15 ml) gel6st und fur vier Stunden bei RT gerthrt. Nach diesen
vier Stunden wird das Natriumtriacetoxyborhydrid (1.4 eq) zur Reaktion hinzugegeben und das
ganze nochmals bei Raumtemperatur fir 12 Stunden stehen gelassen. Nach Abschluss der
Reaktion wird das Ganze mit 1M NaOH (30 ml) gequencht und das Produkt wird zweimal mit
EtOAc (30 ml) extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet (MgSQas), filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt. Das  zurlickgeblieben Ol  wurde  (iber

Saulenchromatographie aufgearbeitet.

Charakterisierung von  4-[(Thiophen-2-ylmethyl)amino]benzene-1-sulfonamid 35
(RC124)
Strukturformel: C11H1202N2S2; Aussehen: gelber Feststoff

0]
s NH
\S 2

E1: 4-Aminobenzenesulfonamid (4 g, 8.1 mmol); E2: Thiophen-2-carbaldehyd (1 g, 8.9 mmol);
Eisessig (1 g, 16.5 mmol); Natriumtriacetoxyborhydrid (2.1 g, 11.0 mmol);
Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 2:1 v/v). Die Ausbeute betragt 1.5 g (69 %).
'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 4.53 (d, 2H, CHa, 3J=5.82 Hz), 6.69 (d, 2H, Ph-H3+H5,
3)=8.66 Hz), 6.93 (s, 2H, NHy), 7.02 (m, 3H, Thio-H3+H4 + NH), 7.39 (dd, 1H, Thio-H5,
3J=5.01 Hz, 4J=1.25 Hz), 7.51 (d, 2H, Ph-H1+H2, 3J=8.67 Hz); *C-NMR (63MHz, DMSO-
d6): 6 = 41.28 (CHy), 111.29 (Thiophen-C3), 124.63 (Thiophen-C5), 125.07 (Ph-C3+C5),
126.77 (Thiophen-C4), 127.23 (Ph-C2+C6), 130.73 (Ph-C4), 143.25 (Thiophen-C2), 150.80
(Ph-C1); MS (ESI+): m/z: 229.1 [M+Na+H]+; Anal. calcd for C11H1202N2S2: C 49.23, H 4.51,
N 10.44, S 23.90 found: C 49.21, H 4.41, N 10.34, S 23.91.
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Charakterisierung von Ethyl-2-{4-[(thiophen-2-ylmethyl)amino]phenyl}acetat 36 (SC35)
sieche Masterarbeit von Sun-Yee Cheung 3

Charakterisierung von 3-{4-[(Thiophen-3-ylmethyl)amino]phenyl}propionsdure 37
(SC63) siehe Masterarbeit von Sun-Yee Cheung %3

Charakterisierung von 2-[4-({[4-(Acetyloxy)phenyl]methyl}amino)phenyl]essigsaure 38
(SC72) siehe Masterarbeit von Sun-Yee Cheung %3

6.2.9 Synthese von Amidoxim

Generelle Synthesevorschrift der Amidoxime

Das Benzonitril-Derivat (1 eq) und das Hydroxylamin (5 eq) wurden in Ethanol (20 ml) gel6st
und fur finf Stunden auf 100°C erhitzt. Das Ethanol wurde im Vakuum entfernt und zum
Rickstand wurde Eiswasser hinzugegeben. Das Produkt wurde filtriert und mit EtOAc und

Hexan umkristallisiert.

Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxy-4-(trifluoromethyl)benzene-1-carboximidamid

39 (RC130)
Strukturformel: CsH;ON2F3; Aussehen: weiler Feststoff
(IDH
N\ NH2
F
F F

E1: 4-(Triflouromethyl)benzimidamid (500 mg, 2.9 mmol); E2: Hydroxylamin (1 g, 15 mmol);
Die Ausbeute betragt 540 mg (91 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 5.99 (s, 2H, NH>), 7.75 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.50 Hz),
7.91 (d, 2H, Ph-H2+H6, 3J=8.25 Hz), 9.93 (s, 1H, OH); *C-NMR (63MHz, DMSO-d6): § =
124.99 (Ph-C4), 126.04 (Ph-C3+C5), 128.74 (Ph-C2+C6), 129.25 (Ph-C1), 137.29 (CF3),
149.75 (CNOHNH3); MS (ESI+): m/z: 205.7 [M+Na+H]+.
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Charakterisierung von (Z)-2-chloro-N'-hydroxybenzene-1-carboximidamid 40 (RC132)
Strukturformel: C7H7ON.Cl; Aussehen: weil3er Feststoff

(I)H
N 8 NH2

Cl

E1: 2-Chlorobenzonitril (2 g, 14.5 mmol); E2: Hydroxylamin (2.9 g, 43.6 mmol); Die Ausbeute
betragt 2.4 g (97 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 5.83 (s, 2H, NHy), 7.43 (m, 4H, Ph-H3+H4+H5+H6), 9.47
(s, 1H, OH); *3C-NMR (63MHz, DMSO-d6): § = 126.81 (Ph-C5), 129.49 (Ph-C4), 130.25 (Ph-
C6), 131.14 (Ph-C3), 132.17 (Ph-C2), 133.65 (Ph-C1), 150.54 (CNOHNH3); MS (ESI+): m/z:
171.7 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-N',2-dihydroxybenzene-1-carboximidamid 41 (RC135)
Strukturformel: C7HsO2N2; Aussehen: weiler Feststoff

(I)H
N S NH2

OH

El: 2-Hydroxybenzonitril (1 g, 8.4 mmol); E2: Hydroxylamin (830 mg, 12.3 mmol); Die
Ausbeute betragt 660 mg (52 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): § = 6.36 (s, 2H, NH>), 6.85 (m, 2H, Ph-H5+H6), 7.24 (t, 1H,
Ph-H4, 3J=7.35 Hz), 7.66 (dd, 1H, Ph-H3, 3J=8.11 Hz, “J=1.50 Hz), 10.03 (s, 1H, N-OH), 12.24
(s, 1H, OH); 3C-NMR (63MHz, DMSO-d6): 5 = 114.61 (Ph-C1), 116.51 (Ph-C3), 118.18 (Ph-
C5), 125.82 (Ph-C4), 130.15 (Ph-C6), 153.37 (CNOHNH), 157.32 (Ph-C2); MS (ESI+): m/z:
154.5 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-3-Chloro-N'-hydroxybenzene-1-carboximidamid 42 (RC170)
Strukturformel: C7H7;ON2ClI; Aussehen: weilBer Feststoff

(I)H
N N\ NH2

Cl
E1: 3-Chlorobenzonitrile (500 mg, 3.6 mmol); E2: Hydroxylamin (720 mg, 10.9 mmol); Die
Ausbeute betragt 580 mg (94 %).
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IH-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 5.92 (s, 2H, NHy), 7.43 (m, 2H, Ph-H4+H5), 7.65 (d, 1H,
Ph-H6, 3J=7.83 Hz), 7.71 (s, 1H, Ph-H2), 9.80 (s, 1H, OH); 3C-NMR (125MHz, DMSO-d6):
5= 126.81 (Ph-C6), 129.49 (Ph-C4), 130.25 (Ph-C5), 131.14 (Ph-C2), 132.17 (Ph-C3), 133.68
(Ph-C1), 150.10 (CNOHNH,); MS (ESI+): m/z: 171.8 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-4-Chloro-N'-hydroxybenzene-1-carboximidamid 43 (RC172)
Strukturformel: C;H7ON.ClI; Aussehen: weiller Feststoff

(I)H
N& NH;

Cl
E1: 4-Chlorobenzonitrile (500 mg, 3.6 mmol); E2: Hydroxylamin (720 mg, 10.9 mmol); Die
Ausbeute betrégt 590 mg (95 %).
'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 5.88 (s, 2H, NH>), 7.44 (d, 2H, Ph-H3+H5; 3J=8.70 Hz),
7.70 (d, 2H, Ph-H2+H6; 3J=8.70 Hz), 9.74 (s, 1H, OH); 3C-NMR (125MHz, DMSO-d6): § =
132.65 (Ph-C4), 127.59 (Ph-C3+C5), 128.60 (Ph-C2+C6), 133.90 (Ph-C1), 150.38
(CNOHNHy); MS (ESI+): m/z: 171.8 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-2,6-Chloro-N'-hydroxybenzene-1-carboximidamid 44

(RC189)
Strukturformel: C7HsON2Cl,; Aussehen: weiler Feststoff
OH
N NH,
cl cl

E1l: 2,6-Dichlorobenzonitrile (2 g, 11.6 mmol); E2: Hydroxylamin (2.3 g, 34.9 mmol); Die
Ausbeute betragt 2,11 g (89 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 5.89 (s, 2H, NH>), 7.45 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5), 9.40 (s,
1H, OH); *C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): & = 126.81 (Ph-C5), 128.48 (Ph-C4), 131.51 (Ph-
C3+C5), 133.32 (Ph-C2+C6), 135.30 (Ph-C1), 148.50 (CNOHNH2); MS (ESI+): m/z: 205.8
[M+H]+.
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Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxy-2-(trifluoromethyl)benzene-1-carboximidamid

45 (RC193)

Strukturformel: CgH7ON2F3; Aussehen: weiller Feststoff
OH
N NH2

E1: 2-(Triflouromethyl)benzonitril (1 g, 5.8 mmol); E2: Hydroxylamin (1.2 g, 17.5 mmol); Die
Ausbeute betréagt 900 mg (75 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 5.85 (s, 2H, NHy), 7.66 (m, 4H, Ph-H3+H4+H5+H6), 9.54
(s, 1H, OH); *3C-NMR (63MHz, DMSO-d6): & = 126.02 (Ph-C5), 129.18 (Ph-C4), 131.30 (Ph-
C6), 131.96 (Ph-C3), 133.31 (Ph-C2), 134.12 (Ph-C1), 135.38 (CF3), 150.41 (CNOHNH_); MS
(ESI+): m/z: 205.1 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-2-Fluoro-N'-hydroxybenzene-1-carboximidamid 46 (RC194)
Strukturformel: C7H,ON2F; Aussehen: gelbes Ol

(I)H
N N NH2

F

E1: 2-Fluorobenzonitrile (1 g, 8.3 mmol); E2: Hydroxylamin (1.6 g, 24.8 mmol); Die Ausbeute
betragt 830 mg (65 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): 8 = 5.81 (s, 2H, NHy), 7.27 (m, 2H, Ph-H3+H4), 7.46 (m, 2H,
Ph-H5+H6), 9.63 (s, 1H, OH); C-NMR (63MHz, DMSO-d6): & = 115.90 (Ph-C5), 121.96
(Ph-C4), 124.11 (Ph-C6), 129.99 (Ph-C3), 130.67 (Ph-C2), 148.25 (Ph-Cl1), 161.61
(CNOHNHy); MS (ESI+): m/z: 155.7 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-2-(2-Chlorophenyl)-N*-hydroxyethenimidamid 47 (RC187):
Strukturformel: CsHoONCl; Aussehen: farbloses Ol

NH,
HO. =
N

Cl

E1: 2-(2-Chlorophenyl)acentonitril (1 g, 6.6 mmol); E2: Hydroxylamin (1.6 g, 24.8 mmol); Die
Ausbeute betragt 560 mg (46 %).
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IH-NMR (300MHz, DMSO-d6): § = 3.34 (s, 2H, CHy), 5.46 (s, 2H, NHz), 7.25 (m, 2H, Ph-
H3+H4), 7.39 (m, 2H, Ph-H5+H6), 8.9 (s, 1H, OH): 3C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 35.05
(CH,), 127.35 (Ph-C5), 128.51 (Ph-C4), 129.35 (Ph-C6), 131.35 (Ph-C3), 133.73 (Ph-C2),
135.79 (Ph-C1), 150.95 (CNOHNH2); MS (ESI+): m/z: 185.5 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxythiophene-2-carboximidamid 48 (RC208)
Strukturformel: CsHsON.S; Aussehen: weier Feststoff

(IJH
N~ _NH>

&

E1l: Thiophen-2-carbonitril (2 g, 18.3 mmol); E2: Hydroxylamin (3.6 g, 55.0 mmol); Die
Ausbeute betrégt 2,45 g (94 %).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6): & = 5.91 (s, 2H, NH>), 7.06 (t, 1H, Thiophene-H4, 3]=4.31
Hz), 7.44 (d, 1H, Thiophene-H3, 3J=4.89 Hz), 7.47 (d, 1H, Thiophene-H5, 3J=3.57 Hz), 9.60
(s, 1H, OH); 3C-NMR (126MHz, DMSO0-d6): § = 125.37 (Thiophene-C4), 126.67 (Thiophene-
C3), 127.33 (Thiophene-C5), 136.99 (Thiophene-C2), 147.91 (CNOHNH>); MS (ESI+): m/z:
144.5 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxy-2-methylbenzene-1-carboximidamid 49 (MR01)
Strukturformel: CgH10ON2; Aussehen: weiller Feststoff

C|)H
N NS NH2

El: 2-Methylbenzonitril (500 mg, 4.3 mmol); E2: Hydroxylamin (1 g, 15.0 mmol); Die
Ausbeute betragt 510 mg (80 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 2.44 (s, 3H, CHzs), 5.82 (s, 2H, NHy), 7.33 (m, 4H, Ph-
H3+H4+H5+H6), 9.41 (s, 1H, OH); *C-NMR (125MHz, DMSO0-d6): & = 20.21 (CH3), 125.79
(Ph-Cb5), 128.89 (Ph-C4), 129.34 (Ph-C6), 130.56 (Ph-C3), 134.78 (Ph-C2), 136.70 (Ph-C1),
152.75 (CNOHNHz2); MS (ESI+): m/z: 151.5 [M+H]+.
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Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxy-3-methylbenzene-1-carboximidamid 50 (MR03)
Strukturformel: CgH10ONz2; Aussehen: weiller Feststoff

C|)H
N NS NH2

El: 3-Methylbenzonitril (500 mg, 4.3 mmol); E2: Hydroxylamin (1 g, 15.0 mmol); Die
Ausbeute betrégt 550 mg (86 %).

'H-NMR (500MHz, DMS0-d6): § = 2.32 (s, 2H, CHs), 5.75 (s, 2H, NH>), 7.19 (d, 1H, Ph-H4,
8)=7.34 Hz), 7.26 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.60 Hz), 7.46 (d, 1H, Ph-H6, %J=7.60 Hz), 7.49 (s, 1H,
Ph-H2), 9.57 (s, 1H, OH); 3C-NMR (125MHz, DMSO-d6): & = 21.54 (CH3s), 123.03 (Ph-C6),
126.45 (Ph-C4), 128.45 (Ph-C5), 129.92 (Ph-C2), 133.78 (Ph-C3), 137.61 (Ph-C1), 151.34
(CNOHNHy); MS (ESI+): m/z: 151.8 [M+H]+.

Charakterisierung von (Z)-N'-Hydroxycyclohexancarboximidamid 51 (RC207)
Strukturformel: C7H14ON2; Aussehen: weiller Feststoff

O|H
N NS NH2

E1l: Cyclohexanecarbonitril (3 g, 27.5 mmol); E2: Hydroxylamin (5.5 g, 82.0 mmol); Die
Ausbeute betragt 3.59 g (92 %).
'H-NMR (500MHz, DMSO0-d6): & = 1.40 (m, 10H, Cyclohexan), 1.95 (t, 1H, CH, 3J=11.28
Hz), 2.32 (s, 2H, CHs), 5.19 (s, 2H, NH,), 8.66 (s, 1H, OH); *C-NMR (126MHz, DMSO-d6):
8 =26.21 (Cy-C4), 26.29 (Cy-C3+5), 30.53 (Cy-C2+6), 40.71 (Cy-C1), 156.87 (CNOHNH,);
MS (ESI+): m/z: 143.1 [M+H]+.

Charakterisierung von (2)-2-[(6-Chloropyridin-3-yl)methoxy]-N'-hydroxybenzimidamid
52 (RC162)
Strukturformel: C10H1402N3Cl; Aussehen: weiler Feststoff

NH,

X, ,.OH
8.
(@) SN

Z ¢
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El: RC146 (1.1 g, 4.5 mmol); E2: Hydroxylamin (0.9 g,13.5 mmol); Die Ausbeute betragt 1.10
g (90 %).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6): & = 5.11 (s, 2H, NHz), 5.44 (s, 2H, O-CH>), 7.20 (t, 1H, Ph-
H5, 3J=7.56 Hz), 7.38 (d, 1H, Ph-3, 3J=7.48 Hz), 7.77 (t, 1H, Ph-H4,3J=8.14 Hz), 7.80 (d, 1H,
Ph-H6,3J=8.14 Hz), 8.01 (d, 1H, Py-H4,3J=7.88 Hz,4J=1.90 Hz), 8.14 (d, 1H, Py-H3,%]=8.41,
Hz, J=2.31 Hz), 8.70 (s, 1H, Pyr-H6, 4J=2.12 Hz), 8.54 (s, 1H, OH); MS (ESI+): m/z: 278.9
[M+H]+.

6.2.10 Synthese von Oxadiazole

Generelle Synthesevorschrift von Oxadiazole

Methode 1: Die Saure (1.4 eq) wurde in DCM (30 ml) unter Argonatmosphare geldst. Zur
Losung wurde Thionylchlorid (1.6 eq) hinzugegeben und die Reaktion wurde fiir zwei Stunden
auf 40°C erhitzt. Das Losungsmittel und das restliche Thionylchlorid wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand wieder in THF gel6st. Zur Reaktion wurde Triethylamin (3 eq) und
das Oximamid (1.0 eq) hinzugegeben und fiir zwei weitere Stunden bei Raumtemperatur
gerrihrt. Nach den zwei Stunden wurde die Reaktion fur 12 Stunden auf 60°C erhitzt. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das zuriickgebliebene Ol in 2M HCI (30 ml)
aufgenommen. Das Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml) extrahiert. Die organische
Phase wurde getrocknet (MgSOQa), filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
zuriickgeblieben Ol wurde tiber Saulenchromatographie aufgearbeitet.

Methode 2: Das Sdurechlorid (1.2 eq) wurde in THF unter Argonatmosphare geltst. Unter
Eiskuhlung wurde zur Ldsung NaH (1.2 eq) hinzugegeben und die Reaktion fur eine halbe
Stunde gerruhrt. Im Anschluss wurde das Oximamid (1.0 eq) hinzugegeben und fiir zwel
Stunden bei Raumtemperatur gerruhrt. Anschliessend wurde die Reaktion fiir 12 Stunden auf
60°C erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das zurlickgebliebene Ol in
2M HCI (30 ml) aufgenommen. Das Produkt wurde zweimal mit EtOAc (30 ml) extrahiert. Die
organische Phase wurde getrocknet (MgSOg), filtriert und das Loésungsmittel im Vakuum

entfernt. Das zuriickgeblieben Ol wurde tiber Saulenchromatographie aufgearbeitet.

84



Experimenteller Teil

Charakterisierung von  Ethyl  3-{3-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-
yl}propanoat 53 (RC131)
Strukturformel: C14H1303N2F3; Aussehen: farbloses Ol

o/

Methode 1: E1: 4-Ethoxy-4-oxobutanséure (420 mg, 2.9 mmol); E2: Thionylchlorid (390 mg,
3.3 mmol); E3: Triethylamin (630 mg, 6.2 mmol); E4: RC130 (420 mg, 2.1 mmol);
Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 410 mg (45 %).
'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 1.18 (t, 3H, CHs, 3J=7.34 Hz), 2.95 (t, 2H, CH2CH,,
8)=7.10 Hz), 3.29 (t, 2H, CH.CH>, 3J=7.17 Hz), 4.10 (q, 2H, CH,CHs, 3J=7.21 Hz), 7.96 (d,
2H, Ph-H3+H5, 3J=8.21 Hz), 8.22 (d, 2H, Ph-H2+H6, 3J=8.10 Hz); *C-NMR (63MHz,
DMSO-d6): 6 = 13.99 (CHs3), 21.65 (CH2CHy), 29.79 (CH2CH?>), 60.28 (CH2CH?3), 126.26 (Ph-
C4), 127.79 (Ph-C3+C5), 130.02 (Ph-C2+C6), 131.08 (Ph-C1), 131.59 (CFs), 166.51
(Oxadiazol-C3), 171.22 (Oxadiazol-C5), 180.06 (COO); MS (ESI-): m/z: 312.9 [M-H]-.

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 54
(RC133)
Strukturformel: C12H1:03N2Cl; Aussehen: farbloses Ol (kristallisiert aus)

o)

N-© J
o
N
Cl

Methode 1: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (2.3 g, 15.5 mmol); E2: Triethylamin (5.7 g,
56.3 mmol); E3: RC132 (2.4 g, 14.1 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 10:1
v/v); Die Ausbeute betragt 1.4 mg (37 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 1.21 (t, 3H, CHs, 3J=7.12 Hz), 4.17 (q, 2H, CH,CHj,
8)=7.31 Hz), 4.39 (s, 2H, CH>), 7.53 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.33 Hz, 4J=1.67 Hz), 7.60 (dd, 1H,
Ph-H6, 3J=7.91 Hz, J=1.80 Hz), 7.67 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.82 Hz, 4J=1.49 Hz), 7.90 (dd, 1H,
Ph-H3, 3J=7.41 Hz, “J=1.88 Hz); 3C-NMR (63MHz, DMSO0-d6): 5§ = 13.92 (CH3), 20.73
(CH), 60.82 (CH2CHs3), 127.02 (Ph-C5), 129.58 (Ph-C4), 131.05 (Ph-C6), 131.33 (Ph-C3),
131.49 (Ph-C2), 132.10 (Ph-C1), 156.50 (Oxadiazol-C3), 164.71 (Oxadiazol-C5), 166.72
(COO0); MS (ESI-): m/z: 264.8 [M-H]-.
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-hydroxyphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 55
(RC140)
Strukturformel: C12H1204N2; Aussehen: leicht gelber Feststoff

N’O>\>\O/\
I,
@”

OH

Methode 1: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (1.3 g, 15.5 mmol); E2: Triethylamin (1.4 g,
14.2 mmol); E3: RC135 (1g, 7 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 10:1 v/v);
Die Ausbeute betragt 410 mg (23 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 1.21 (t, 3H, CHs, 3J=7.10 Hz), 3.58 (s, 2H, CH>), 4.12 (q,
2H, CH,CHg, 3J=7.18 Hz), 6.76 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=7.97 Hz, “J=1.30 Hz), 6.87 (dd, 1H, Ph-H8,
8)=8.14 Hz, )=1.47 Hz), 7.66 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.60 Hz, *J=1.64 Hz), 7.88 (dd, 1H, Ph-H3,
3)=8.10 Hz, 4)=1.25 Hz), 9.85 (s, 1H, OH); *C-NMR (125MHz, DMSO0-d6): & = 13.89 (CH3),
32.48 (CH2CHBa), 61.47 (CH>), 112.40 (Ph-C1), 116.90 (Ph-C4), 119.38 (Ph-C5), 129.82 (Ph-
C6), 132.58 (Ph-C3), 156.32 (Oxadiazol-C3), 166.40 (Oxadiazol-C5), 172.54 (COO); MS
(ESI-): m/z: 247.7 [M-H]-.

Charakterisierung von Ethyl 2-{3-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}acetat
56 (RC174)
Strukturformel: C13H1103N2Fs; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (155 mg, 1.0 mmol); E2: Natriumhydrid (30
mg, 1.2 mmol); E3: RC130 (210 mg, 1 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 10:1
v/v); Die Ausbeute betragt 120 mg (39 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 1.22 (t, 3H, CHs 3J=7.13 Hz), 4.19 (q, 2H, CH3CHa,
3)=7.18 Hz), 4.41 (s, 2H, CHy), 7.96 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.02 Hz), 8.23 (d, 2H, Ph-H2+H8,
3)=7.84 Hz); 3C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 14.38 (CH3), 33.13 (CHy), 62.04 (CH2CHa),
126.08 (Ph-C4), 126.81 (Ph-C3+C5), 128.42 (Ph-C2+C6), 130.21 (Ph-C1), 131.76 (CF3),
166.74 (Oxadiazol-C3), 167.37 (Oxadiazol-C5), 175.04 (COO); MS (ESI-): m/z: 299.0 [M-H]-
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(3-chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 57 (MR02)
Strukturformel: C12H1:03N2Cl; Aussehen: farbloses Ol

0] Vam
N-O o
| />—>L

N

Cl

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (210 mg, 1.4 mmol); E2: Natriumhydrid (38
mg, 1.6 mmol); E3: RC170 (240 mg, 1.4 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 140 mg (38 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): § = 1.28 (t, 3H, CHs, 3J=7.11 Hz), 4.24 (q, 2H, CH,CHs,
3J=6.93 Hz), 4.45 (s, 2H, CHy), 7.68 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.87 Hz), 7.76 (m, 1H, Ph-H4), 8.04
(m, 2H, Ph-H2+H6); *C-NMR (75MHz, DMSO-d6): & = 14.38 (CHs), 33.11 (CHy), 62.03
(CH2CHg), 126.15 (Ph-C6), 126.98 (Ph-C4), 128.33 (Ph-C5), 131.91 (Ph-C2), 132.08 (Ph-C3),
134.46 (Ph-C1), 166.75 (Oxadiazol-C3), 167.28 (Oxadiazol-C5), 174.85 (COO); MS (ESI-
): m/z: 265.0 [M-H]-.

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(4-chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-ylJacetat 58
(RC178)
Strukturformel: C1,H1103N.Cl; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (250 mg, 1.7 mmol); E2: Natriumhydrid (47
mg, 2.0 mmol); E3: RC172 (280 mg, 1.6 mmol); S&ulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 180 mg (41 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 1.22 (t, 3H, CHs 3J=7.00 Hz), 4.19 (q, 2H, CH3CHa,
8)=7.17 Hz), 4.37 (s, 2H, CHy), 7.65 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.90 Hz), 8.03 (d, 2H, Ph-H2+H8,
8)=8.80 Hz); °C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 14.39 (CHs), 33.10 (CH>), 62.02 (CH,CHj),
125.23 (Ph-C4), 129.27 (Ph-C3+C5), 129.99 (Ph-C2+C6), 136.91 (Ph-C1), 166.79 (Oxadiazol-
C3), 167.53 (Oxadiazol-C5), 174.72 (COO); MS (ESI-): m/z: 264.9 [M-H]-.
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 59 (RC200)
Strukturformel: C12H1203N2; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (280 mg, 1.8 mmol); E2: Natriumhydrid (88
mg, 3.7 mmol); E3: RC199 (300 mg, 2.2 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAcC,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 150 mg (35 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 1.21 (t, 3H, CHs, 3J=6.96 Hz), 4.18 (q, 2H, CH,CHj,
8)=7.25 Hz), 4.38 (s, 2H, CHy), 7.60 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5;), 8.02 (dd, 2H, Ph-H2+H6;
8)=7.91 Hz, 4J=1.80 Hz), 7.67 (dt, 1H, Ph-H5; 3J=8.12 Hz, 4J=1.68 Hz); 3C-NMR (125MHz,
DMSO-d6): 6 = 14.40 (CHz), 33.10 (CH2), 62.01 (CH2CHs3), 126.38 (Ph-C4), 127.46 (Ph-
C3+C5), 129.81 (Ph-C2+C6), 132.19 (Ph-C1), 166.89 (Oxadiazol-C3), 168.30 (Oxadiazol-C5),
174.48 (COQ); MS (ESI+): m/z: 233.6 [M+H]+.

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(3-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 60
(RC179)
Strukturformel: C13H1403N2; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (260 mg, 1.7 mmol); E2: Natriumhydrid (50
mg, 2.0 mmol); E3: MR03 (260 mg, 1.7 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 300 mg (71 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 1.22 (t, 3H, CH2CHs, 3J=7.08 Hz), 2.40 (s, 3H, CH3), 4.18
(0, 2H, CH2CHs, 3J=6.86 Hz), 4.36 (s, 2H, CH>), 7.45 (m, 2H, Ph-H4+H5), 7.81 (m, 2H, Ph-
H2+H6); 3C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 14.38 (CH2CHs), 21.32 (CHs), 33.09 (CH>),
61.99 (CH2CHs), 124.61 (Ph-C6), 126.31 (Ph-C4), 127.86 (Ph-C5), 129.68 (Ph-C2), 132.78
(Ph-C3), 139.20 (Ph-C1), 166.86 (Oxadiazol-C3), 168.35 (Oxadiazol-C5), 174.34 (COO); MS
(ESI+): m/z: 247.6 [M+H]+.
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 61
(MRO4)
Strukturformel: C13H1403N2; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (150 mg, 1.0 mmol); E2: Natriumhydrid (36
mg, 1.5 mmol); E3: MRO1 (250 mg, 1.0 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betrégt 150 mg (61 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 1.23 (t, 3H, CH2CHs, 3J=7.00 Hz), 2.56 (s, 3H, CH3), 4.19
(9, 2H, CH2CHgs, J=7.10 Hz), 4.37 (s, 2H, CHy), 7.40 (t, 1H, Ph-H4, 3=7.53 Hz), 7.43 (d, 1H,
Ph-H6, 3J=7.08 Hz), 7.67 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.42 Hz), 7.91 (d, 1H, Ph-H3, 3J=7.08 Hz); *C-
NMR (125MHz, DMSO-d6): 6 = 14.41 (CH2CH3), 22.07 (CH3), 32.99 (CH>), 61.99 (CH2CH3),
125.72 (Ph-C5), 126.80 (Ph-C4), 130.13 (Ph-C6), 131.48 (Ph-C3), 131.99 (Ph-C2), 138.00 (Ph-
C1), 166.94 (Oxadiazol-C3), 168.89 (Oxadiazol-C5), 173.38 (COO); MS (ESI-): m/z:
265.5 [M-H]-.

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2,6-dichlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 62
(RC192)
Strukturformel: C12H1003N2Cly; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (220 mg, 1.5 mmol); E2: Natriumhydrid (42
mg, 1.8 mmol); E3: RC189 (300 mg, 1.5 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 230 mg (52 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 1.27 (t, 3H, CHs; 3J=7.01 Hz), 4.24 (q, 2H, CH,CH;
8)=7.09 Hz), 4.52 (s, 2H, CHy), 7.76 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5; 3J=7.33 Hz, 4J=1.67 Hz); 13C-
NMR (63MHz, DMSO-d6): & = 13.85 (CHs), 32.55 (CH>), 61.51 (CH>CHg), 125.57 (Ph-C4),
128.72 (Ph-C3+C5), 133.55 (Ph-C2-C6), 134.51 (Ph-C1), 164.69 (Oxadiazol-C3), 166.09
(Oxadiazol-C5), 174.55 (COOQ); MS (ESI-): m/z: 298.9 [M-H]-.

89



Experimenteller Teil

Charakterisierung von Ethyl 2-{3-[2-(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}acetat

63 (RC195)
Strukturformel: C13H1103N2F; Aussehen: farbloses Ol
o)
I
N
F
F

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (220 mg, 1.5 mmol); E2: Natriumhydrid (42
mg, 1.8 mmol); E3: RC193 (300 mg, 1.5 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 130 mg (30 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 1.22 (t, 3H, CHs, 3J=7.14 Hz), 4.19 (q, 2H, CH,CHs,
8)=7.13 Hz), 4.42 (s, 2H, CH>), 7.88 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5), 8.00 (m, 1H, Ph-H6); *C-NMR
(63MHz, DMSO-d6): 6 = 13.81 (CHz), 32.50 (CHy), 61.49 (CH2CHs3), 124.64 (Ph-C5), 125.54
(Ph-C4), 126.99 (Ph-C3), 127.47 (Ph-C6), 127.97 (Ph-C2), 131.71 (Ph-C1), 132.95 (CF3),
166.15 (Oxadiazol-C3), 167.10 (Oxadiazol-C5), 173.77 (COO); MS (ESI-): m/z: 299.0 [M-H]-

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(2-fluorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 64
(RC201)
Strukturformel: C12H1103N2F; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (200 mg, 1.4 mmol); E2: Natriumhydrid (65
mg, 2.7 mmol); E3: RC194 (250 mg, 1.6 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 150 mg (44 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 1.22 (t, 3H, CHs, 3J=7.07 Hz), 4.19 (q, 2H, CH2CHs,
3J=7.20 Hz), 4.39 (s, 2H, CH2), 7.44 (m, 2H, Ph-H4+H6), 7.64 (m, 1H, Ph-H3), 8.02 (dt, 1H,
Ph-H5, 3J=7.62 Hz, 4J=1.71 Hz); *C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): 5 = 14.38 (CH3), 32.99
(CHy2), 62.01 (CH2CHs3), 114.50 (Ph-C5), 117.38 (Ph-C4), 125.67 (Ph-C6), 130.95 (Ph-C3),
134.19 (Ph-C1), 158.59 (Ph-C2), 165.12 (Oxadiazol-C3), 166.81 (Oxadiazol-C5), 174.06
(COO0); MS (ESI+): m/z: 251.4 [M+H]+.
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Charakterisierung von Ethyl 2-{3-[(2-chlorophenyl)methyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}acetat
65 (RC188)
Strukturformel: C13H1303N.Cl; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (250 mg, 1.6 mmol); E2: Natriumhydrid (47
mg, 2.0 mmol); E3: RC187 (300 mg, 1.6 mmol); Saulenchromatographie (n-hexane/EtOAcC,
10:1 v/v); Die Ausbeute betragt 180 mg (42 %).

!H-NMR (300MHz, DMSO-d6): § = 1.18 (t, 3H, CHs, 3J=7.37 Hz), 4.13 (q, 2H, CH,CHs;
8)=7.29 Hz), 4.22 (s, 2H, CH>), 4.23 (s, 2H, CH>), 7.33 (m, 2H, Ph-H4+H5), 7.45 (m, 2H, Ph-
H3+H6); 1*C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): § = 14.33 (CHs), 29.98 (CH,), 32.92 (CH>), 61.87
(CH2CH?5), 127.87 (Ph-C5), 129.58 (Ph-C4), 129.86 (Ph-C6), 132.16 (Ph-C3), 133.74 (Ph-C2),
133.83 (Ph-C1), 166.82 (Oxadiazol-C3), 168.96 (Oxadiazol-C5), 173.99 (COO); MS (ESI-
): m/z: 278.6 [M-H]-.

Charakterisierung von Ethyl 2-[3-(thiophen-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 66 (RC210)
Strukturformel: C10H1003N.2S; Aussehen: farbloses Ol

\_S

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (380 mg, 2.5 mmol); E2: Natriumhydrid (100
mg, 4.2 mmol); E3: RC208 (300 mg, 2.1 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 5:1
v/v); Die Ausbeute betragt 240 mg (48 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 1.21 (t, 3H, CHs, 3J=7.07 Hz), 4.18 (q, 2H, CH2CH3,
8)=7.04 Hz), 4.36 (s, 2H, CH), 7.28 (t, 1H, Thipohen-H4, 3J=4.23 Hz), 7.83 (dd, 1H, Thiophen-
H5, 3J=3.79 Hz, 4J=1.23 Hz), 7.91 (dd, 1H, Thiophen-H5, 3J=4.98 Hz, 4J=1.05 Hz); C-NMR
(75MHz, DMSO-d6): § = 14.39 (CHz), 32.98 (CHz), 62.04 (CH,CHa), 127.54 (Thiophen-C4),
129.12 (Thiophen-C5), 130.55 (Thiophen-C3), 131.43 (Thiophen-C2), 164.42 (Oxadiazol-C3),
166.80 (Oxadiazol-C5), 174.41 (COO); MS (ESI-): m/z: 236.4 [M-H]-.
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Charakterisierung von Ethyl 2-[3-cyclohexyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl]acetat 67 (RC212)
Strukturformel: C12H1803N2; Aussehen: farbloses Ol

Methode 2: E1: Ethyl 3-chloro-3-oxopropanoat (413 mg, 2.7 mmol); E2: Natriumhydrid (100
mg, 4.2 mmol); E3: RC208 (300 mg, 2.1 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 5:1
v/v); Die Ausbeute betragt 215 mg (43 %).

!H-NMR (500MHz, DMSO-d6): § = 1.20 (t, 3H, CHs, 3J=7.15 Hz), 1.59 (m, 11H, Cyclohexan),
3.48 (s, 2H, CHy), 4.15 (g, 2H, CH2CHg, 2J=7.08 Hz); C-NMR (126MHz, DMSO-d6): & =
14.38 (CHj3), 25.41 (Cy-C4), 25.77 (Cy-C3+5), 30.54 (Cy-C2+6), 35.29 (Cy-C1), 32.97 (CH,),
61.86 (CH2CH3), 166.96 (Oxadiazol-C3), 173.38 (Oxadiazol-C5), 174.11 (COO); MS (ESI+):
m/z: 239.7 [M+H]+.

Charakterisierung von ethyl 4-(3-{2-[(6-chloropyridin-3-yl)methoxy9]phenyl}-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)butanoat 68 (RC163)
Strukturformel: C20H2004N3Cl; Aussehen: farbloses Ol

o
0
N/
\/O
(I\N
07N
Z el

Methode 1: E1: 5-Ethoxy-5-oxopentansdure (623 mg, 3.9 mmol); E2: Triethylamin (656 mg,
6.5 mmol); E3: RC146 (900 mg, 3.2 mmol); Sdulenchromatographie (n-hexane/EtOAc, 10:1
v/v); Die Ausbeute betragt 560 mg (43 %).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6): & = 1.19 (t, 3H, CHa, 3J=7.43 Hz), 2.03 (qi, 2H, CH2-CH_-
CH-COO, 3J=7.37 Hz), 2.49 (t, 2H, CH»-CH-CH,-COO, 3J=7.08 Hz), 3.06 (t, 2H, CH2-CH,-
CH>-COO, 3J=7.27 Hz), 4.06 (g, 2H, CH2-CH3s, 3J=7.23 Hz), 5.35 (s, 2H, O-CH>), 7.18 (t, 1H,
Ph-H5, 3J=7.29 Hz), 7.35 (d, 1H, Ph-3, 3J=8.34 Hz), 7.59 (t, 1H, Ph-H4,3J=7.74 Hz), 7.59 (d,
1H, Ph-H6, 3J=8.14 Hz), 7.93 (d, 1H, Py-H4, 3]=7.60 Hz, 4J=1.48 Hz), 8.07 (d, 1H, Py-H3,
3)=8.31 Hz,4J=2.38 Hz), 8.65 (s, 1H, Pyr-H6, *J=2.3 Hz); *C-NMR (75MHz, DMSO-d6): & =
14.52 (CHj3), 21.80 (CH2-CH,-CH2-COO), 25.34 (CH2-CH2-CH.-COO0), 33.08 (CH2-CH>-
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CH2-COO, 60.38 (CH2CHs), 67.23 (O-CHy), 114.22 (Ph-C4), 116.22 (Ph-C5), 121.77 (Ph-C3),
124.47 (Ph-C6), 131.29 (Ph-C2), 132.75 (Ph-C1), 133.11 (Py-C4), 138.93 (Py-C5), 148.96 (Py-
C3), 149.94 (Pyr-C6), 156.64 (Pyr-C2), 166.45 (Oxadiazol-C3), 172.96 (Oxadiazol-C5),
174.44 (COO); MS (ESI+): m/z: 403.1 [M+H]+.

6.2.11 Hydrolyse von Carbonsauren

Generelle Methode der Hydrolyse

Methode 1: Die Carbonséure (1.0 eq) wurde in THF (10 ml) gel6st. Zur Lésung wurde LIOH
(5.0 eq), dass vorher in H2O (2 ml) gel6st wurde hinzugegeben. Die Reaktion wurde fir 12
Stunden auf 60°C erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand
wurde in H20 aufgenommen. Zur Lésung wurde 1M HCI hinzugegeben, bis die S&ure anfing
auszufallen. Das Produkt wurde filtriert und mit EtOAc und Hexan umkristallisiert.

Methode 2: Die S&ure wurde in 1M NaOH (10 ml) gel6st und fur zwei Stunden auf 90°C
erhitzt. Nach Abschluss der Reaktion wurde zur Lésung 1M HCI hinzugegeben, bis die Séure

anfing auszufallen. Das Produkt wurde filtriert und mit EtOAc und Hexan umkristallisiert.

Charakterisierung von 2-{4-[(Thiophen-2-ylmethyl)amino]phenyl}essigsaure 69 (SC40)

siehe Masterarbeit von Sun-Yee Cheung 13

Charakterisierung von 2-(4-{[(2-Hydroxyphenyl)methyl](thiophen-3-ylmethyl)amino}
phenyl)essigsaure 70 (SC57) siehe Masterarbeit von Sun-Yee Cheung 3

Charakterisierung von 2-[3-(2-Chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 71 (RC137)

Strukturformel: C10H7CIN20O3; Aussehen: weilRer Feststoff
0

N’>\>\OH
I
e

Cl

Methode 2: E1: RC 133 (120 mg, 0.4 mmol); Die Ausbeute betrégt 85 mg (79 %).

IH-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 4.02 (s, 2H, CH2), 7.47 (m, 4H, Ph-H3-6), 7.98 (m, 2H,
Ph-H2+H6); 1*C-NMR (75MHz, DMSO-d6): § = 33.38 (CH>), 127.47 (Ph-C6), 130.03 (Ph-
C4), 131.63 (Ph-C5), 131.73 (Ph-C2), 132.34 (Ph-C3), 132.70 (Ph-C1), 154.21 (Oxadiazol-
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C3), 161.57 (Oxadiazol-C5), 174.88 (COO); MS (ESI-): m/z: 223.4 [M-H]-; Anal. calcd for
C10H7CIN203: C 50.33, H 2.96, N 11.74 found: C 50.13, H 2.96, N 12.03.

Charakterisierung von 2-[3-(3-Chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 72 (MR05)
Strukturformel: C10H703N2Cl; Aussehen: weilRer Feststoff
o)

l\f’cj>\>~OH
s
cl

Methode 2: E1: MRO02 (120 mg, 0.4 mmol); Die Ausbeute betréagt 90 mg (84 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 4.26 (s, 2H, CHy), 7.62 (t, 1H, Ph-H5, 3J=8.11 Hz), 7.69
(m, 1H, Ph-H4), 7.98 (m, 2H, Ph-H2+H6); 3C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): 5 = 33.38 (CHa),
126.13 (Ph-C6), 126.96 (Ph-C4), 128.42 (Ph-C5), 131.89 (Ph-C2), 132.02 (Ph-C3), 134.44 (Ph-
C1), 167.23 (Oxadiazol-C3), 168.21 (Oxadiazol-C5), 175.32 (COOQ); MS (ESI-): m/z: 223.2
[M-H]-; Anal. calcd for C10H703N2Cl: C 50.33, H 2.96, N 11.74 found: C 50.30, H 3.22, N
11.92.

Charakterisierung von 2-[3-(4-Chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 73 (RC181)
Strukturformel: C10H703N2Cl; Aussehen: weilRer Feststoff
o)

N-© OH
R
N
Cl

Methode 2: E1: RC178 (500 mg, 1.1 mmol); Die Ausbeute betragt 215 mg (80 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 5.20 (s, 2H, CH>), 7.65 (d, 2H, Ph-H3+5, 3J=8.50 Hz),
8.03 (d, 2H, Ph-H2+6, 3J=8.02 Hz); 3C-NMR (126MHz, DMSO0-d6): § = 25.43 (CH_), 125.01
(Ph-C4), 129.38 (Ph-C2+6), 130.04 (Ph-C3+5), 137.05 (Ph-C1), 167.70 (Oxadiazol-C5),
174.31 (COO0); MS (ESI-): m/z: 223.2 [M-H]-; Anal. calcd for C10H703N2Cl: C 50.33, H 2.96,
N 11.74 found: C 50.15, H 3.34, N 11.59.
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Charakterisierung von 2-[3-(2,6-Dichlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 74
(RC198)
Strukturformel: C10HsO3N2Cl2; Aussehen: weiller Feststoff

o)

Cl N’O>\>\\0H
I,
g6
Cl
Methode 2: E1: RC192 (200 mg, 0.7 mmol); Die Ausbeute betragt 160 mg (84 %).
!H-NMR (250MHz, DMSO0-d6): & = 4.33 (s, 2H, CHy), 7.70 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5), 13.21
(s, 1H, COOH); 3C-NMR (63MHz, DMSO0-d6): § = 32.83 (CHz), 125.66 (Ph-C4), 128.71 (Ph-
C3+Cb), 133.49 (Ph-C2-C6), 134.52 (Ph-C1), 164.60 (Oxadiazol-C3), 167.49 (Oxadiazol-C5),

174.94 (COO0); MS (ESI-): m/z: 270.8 [M-H]-; Anal. calcd for C1HsOsNClo: C 43.98, H 2.21,
N 10.26 found: C 44.22, H 2.50, N 10.32.

Charakterisierung von 2-[3-(2-Methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 75 (RC184)
Strukturformel: C11H1003N2; Aussehen: weilRer Feststoff
o)

N-O OH
I
N

Methode 2: E1: MR04 (120 mg, 0.5 mmol); Die Ausbeute betragt 70 mg (69 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 2.56 (s, 3H, CHs), 4.24 (s, 2H, CH>), 7.43 (m, 3H, Ph-
H3+H4+H5), 7.91 (d, 1H, Ph-H6, 3J=7.77 Hz, 3J=1.13 Hz); 3C-NMR (75MHz, DMSO0-d6): &
=22.07 (CHa), 33.25 (CH>), 125.81 (Ph-C5), 126.75 (Ph-C4), 130.11 (Ph-C6), 131.39 (Ph-C3),
131.95 (Ph-C2), 137.96 (Ph-C1), 168.36 (Oxadiazol-C3), 168.82 (Oxadiazol-C5), 173.81
(COO0); MS (ESI-): m/z: 216.4 [M-H]-; Anal. calcd for C11H1003N2: C 60.55, H 4.62, N 12.84
found: C 60.20, H 4.94, N 12.54.
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Charakterisierung von 2-[3-(3-Methylphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 76 (RC182)
Strukturformel: C11H1003N2; Aussehen: weiller Feststoff

Methode 2: E1: RC179 (280 mg, 1.2 mmol); Die Ausbeute betragt 200 mg (81 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): & = 2.40 (s, 3H, CHs), 4.23 (s, 2H, CHy), 7.44 (m, 2H, Ph-
H4+H5), 7.82 (m, 2H, Ph-H2+H6), 13.28 (s, 1H, COOH); *C-NMR (75MHz, DMSO-d6): &
=21.32 (CHa), 33.36 (CHz), 124.59 (Ph-C6), 126.40 (Ph-C4), 127.86 (Ph-C5), 129.66 (Ph-C2),
132.72 (Ph-C3), 139.17 (Ph-C1), 168.29 (Oxadiazol-C3), 168.31 (Oxadiazol-C5), 174.82
(CO0); MS (ESI-): m/z: 216.6 [M-H]-; Anal. calcd for C11H1003N2: C 60.55, H 4.62, N 12.84
found: C 60.38, H 4.99, N 12.87.

Charakterisierung von 2-(3-Phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)essigsaure 77 (RC203)
Strukturformel: C10HgOsN2; Aussehen: weilRer Feststoff

N’O OH
Iy
N

Methode 2: E1: RC200 (130 mg, 0.5 mmol); Die Ausbeute betragt 80 mg (78 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 4.25 (s, 2H, CH>), 7.60 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5), 5.02 (d,
2H, Ph-H2+H6, 3J=8.45 Hz), 13.28 (s, 1H, COOH); $3C-NMR (125MHz, DMSO-d6): § =33.38
(CH2), 126.47 (Ph-C4), 127.45 (Ph-C3+C5), 129.80 (Ph-C2+C6), 132.13 (Ph-C1), 168.24
(Oxadiazol-C3), 168.36 (Oxadiazol-C5), 174.96 (COQ); MS (ESI-): m/z: 202.4 [M-H]-; Anal.
calcd for C10HgOsN2: C 58.82, H 3.95, N 13.72 found: C 58.65, H 3.98, N 13.98.
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Charakterisierung von 2-{3-[2-(Trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}essigsaure
78 (RC197)
Strukturformel: C11H703N2F3; Aussehen: weiler Feststoff
o)
N’O>\>\OH
Iy
N
F
F
Methode 2: E1: RC195 (110 mg, 0.4 mmol); Die Ausbeute betragt 85 mg (78 %).
'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 4.29 (s, 2H, CH2), 7.86 (m, 3H, Ph-H3+H4+H5), 7.99 (d,
1H, Ph-H6, 3J=7.38 Hz), 13.28 (s, 1H, COOH); *C-NMR (125MHz, DMSO0-d6): & = 33.25
(CH2), 124.97 (Ph-C5), 125.20 (Ph-C4), 127.50 (Ph-C3), 128.28 (Ph-C6), 132.14 (Ph-C2),
132.38 (Ph-C1), 133.41 (CF3), 167.50 (Oxadiazol-C3), 168.19 (Oxadiazol-C5), 174.74 (COO0);
MS (ESI-): m/z: 270.9 [M-H]-; Anal. calcd for C11H703N2F3: C 48.54, H 2.59, N 10.29 found:
C 48.35,H 2.99, N 10.51.

Charakterisierung von 2-{3-[4-(Trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}essigsaure

79 (RC176)
Strukturformel: C11H703N2F3; Aussehen: weier Feststoff
0
N’O OH
I
N
F
F F

Methode 2: E1: RC174 (120 mg, 0.4 mmol); Die Ausbeute betragt 105 mg (88 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 4.35 (s, 2H, CH>), 8.02 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.34 Hz),
8.29 (d, 2H, Ph-H2+H®, 3J=8.34 Hz), 13.33 (s, 1H, COOH); 1*C-NMR (75MHz, DMSO-d6):
d = 33.44 (CH>), 126.08 (Ph-C4), 126.79 (Ph-C3+C5), 128.32 (Ph-C2+C6), 130.32 (Ph-C1),
131.93 (CF3), 167.32 (Oxadiazol-C3), 168.25 (Oxadiazol-C5), 175.57 (COO); MS (ESI-): m/z:
270.9 [M-H]-; Anal. calcd for C11H703N2F3: C 48.54, H 2.59, N 10.29 found: C 48.45, H 2.51,
N 10.20.
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Charakterisierung von 2-[3-(2-Fluorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 80 (RC213)
Strukturformel: C10H7O3N2F; Aussehen: weiler Feststoff
o)

N-O OH
I

N
F

Methode 2: E1: RC201 (120 mg, 0.5 mmol); Die Ausbeute betragt 70 mg (63 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 4.28 (s, 2H, CH>), 7.44 (m, 2H, Ph-H4+H5), 7.67 (m, 1H,
Ph-H3), 8.02 (dt, 1H, Ph-H6, 3J=7.44 Hz, 2J=1.60 Hz); *C-NMR (125MHz, DMSO-d6): & =
33.26 (CH>), 114.53 (Ph-C5), 117.34 (Ph-C4), 125.64 (Ph-C6), 130.93 (Ph-C3), 134.06 (Ph-
Cl), 159.27 (Ph-C2), 165.06 (Oxadiazol-C3), 168.32 (Oxadiazol-C5), 174.55 (COO); MS
(ESI-): m/z: 220.5 [M-H]-; Anal. calcd for C10H703N2F: C 54.06, H 3.18, N 12.61 found: C
53.93, H 3.28, N 12.72.

Charakterisierung von  2-[3-(2-Hydroxyphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsdure 81
(RC142)
Strukturformel: C10HgN204; Aussehen: weilRer Feststoff

o)

N-Q OH
Iy
N
OH

Methode 2: E1: RC140 (200 mg, 0.8 mmol); Die Ausbeute betragt 145 mg (73 %).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6): & = 6.40 (s, 2H, CHy), 7.46 (dt, 1H, Ph-H5, 3J=8.19 Hz,
4J=1.29 Hz), 7.46 (d, 1H, Ph-H6, 3J=7.98 Hz), 7.53 (dt, 1H, Ph-H4, 3J=7.55 Hz, *J=1.88 Hz),
7.85 (d, 1H, Ph-H3, 3]=7.95 Hz); ¥3C-NMR (126MHz, DMSO0-d6): & = 62.27 (CH>), 112.78
(Ph-C1), 115.99 (Ph-C3), 120.28 (Ph-C5), 129.02 (Ph-C4), 133.01 (Ph-C6), 156.77 (Oxadiazol-
C3), 164.37 (Oxadiazol-C5), 174.24 (COQ); MS (ESI+): m/z: 221.3 [M+H]+; Anal. calcd for
C10HsN204: C 54.55, H 3.66, N 12.72 found: C 54.80, H 3.73, N 12.55.

Charakterisierung von 2-[3-(Thiophen-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 82 (RC215)
Strukturformel: CgHsO3N2S; Aussehen: weilRer Feststoff
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Methode 2: E1: RC210 (120 mg, 0.5 mmol); Die Ausbeute betragt 85 mg (80 %).

'H-NMR (300MHz, DMSO-d6): § = 4.23 (s, 2H, CHy), 7.28 (t, 1H, Thipohene-H4, J=4.30
Hz), 7.81 (dd, 1H, Thiophene-H5, 3J=3.72 Hz, J=1.13 Hz), 7.90 (dd, 1H, Thiophene-H5,
8)=5.03 Hz, 4J=1.20 Hz), 13.26 (s, 1H, COOH); *C-NMR (75MHz, DMSO-d6): & = 33.26
(CH2), 127.65 (Thiophene-C4), 129.07 (Thiophene-C5), 130.43 (Thiophene-C3), 131.30
(Thiophene-C2), 164.36 (Oxadiazol-C3), 168.21 (Oxadiazol-C5), 174.88 (COOQ); MS (ESI-):
m/z: 208.4 [M-H]-; Anal. calcd for CsHeO3N2S: C 45.71, H 2.88, N 13.33, S 15.25 found: C
45.72,H 3.07, N 12.67, S 15.71.

Charakterisierung von 2-[3-Cyclohexyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl]essigsaure 83 (RC217)
Strukturformel: C10H14N204; Aussehen: weiller Feststoff
o]

N’OQ\OH
I
O/I\N

Methode 2: E1: RC212 (100 mg, 0.4 mmol); Die Ausbeute betragt 74 mg (84 %).

'H-NMR (500MHz, DMSO-d6): & = 1.44 (m, 11H, Cyclohexan), 3.37 (s, 2H, CH,); *C-NMR
(126MHz, DMSO-d6): 6 = 14.38 (CH3), 24.78 (Cy-C4), 25.54 (Cy-C3+5), 30.24 (Cy-C2+6),
34.86 (Cy-C1), 32.75 (CHy>), 164.76 (Oxadiazol-C3), 174.31 (Oxadiazol-C5), 175.31 (COO);
MS (ESI+): m/z: 211.2 [M+H]+; Anal. calcd for C10H14N204: C 57.13, H 6.71, N 13.33 found:
C57.64,H6.97, N 12.97.

Charakterisierung von 2-{3-[(2-Chlorophenyl)methyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}essigsdure 84

(RC191)
Strukturformel: C11HoO3N,Cl; Aussehen: farbloses Ol
o}
Nf0>\>\~0H
Ot
N

Methode 2: E1: RC188 (155 mg, 0.6 mmol); Die Ausbeute betragt 70 mg (50 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): & = 4.10 (s, 2H, Ph-CH>), 4.20 (s, 2H, CH2,COOH), 7.32 (m,
2H, Ph-H4+H5), 7.44 (m, 2H, Ph-H3+H6); 3C-NMR (63MHz, DMSO-d6): § = 29.45 (Ph-
CH>), 32.69 (CH2COOH), 61.87 (CH2CHa), 127.36 (Ph-C5), 129.05 (Ph-C4), 129.34 (Ph-C6),
131.66 (Ph-C3), 133.25 (Ph-C2), 133.31 (Ph-C1), 167.71 (Oxadiazol-C3), 168.35 (Oxadiazol-
C5), 173.94 (COO); MS (ESI-): m/z: 251.3 [M-H]-; Anal. calcd for C11H9O3N2Cl: C 52.29, H
3.59, N 11.09 found: C 52.21, H 3.76, N 10.95.
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Charakterisierung von 3-{3-[4-(Trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-
yl}propionsaure 85 (RC136)
Strukturformel: C12HyoO3N2F3; Aussehen: weiler Feststoff

Methode 1: E1: RC131 (120 mg, 0.4 mmol); E2: LiOH-H20 (80 mg, 1.9 mmol); Die Ausbeute
betragt 70 mg (64 %).

'H-NMR (250MHz, DMSO-d6): § = 2.85 (t, 2H, CH2CH>, 3J=7.07 Hz), 3.22 (t, 2H, CH2CH,,
3)=6.68 Hz), 7.94 (d, 2H, Ph-H3+H5, 3J=8.15 Hz), 8.20 (d, 2H, Ph-H2+H6, 3J=7.96 Hz), 12.45
(s, 1H, COOH); *C-NMR (63MHz, DMS0-d6): § =21.74 (CH,CH,), 29.85 (CH,CH,), 126.24
(Ph-C4), 127.81 (Ph-C3+C5), 130.05 (Ph-C2+C6), 131.05 (Ph-C1), 131.56 (CFs3), 166.49
(Oxadiazol-C3), 172.72 (Oxadiazol-C5), 180.33 (COO); MS (ESI-): m/z: 284.9 [M-H]-; Anal.
calcd for C12H9O3N2F3: C 50.36, H 3.17, N 9.79 found: C 50.29, H 3.24, N 9.80.

Charakterisierung von 4-(3-{2-[(6-Chloropyridin-3-yl)methoxy]phenyl}-1,2,4-oxadiazol-
5-yl)butansaure 86 (RC164)
Strukturformel: C18H16N304Cl; Aussehen: weiller Feststoff

OH
)
N/
\/O
N
0N
Z >0l

Methode 2: E1: RC163 (200 mg, 0.5 mmol); Die Ausbeute betragt 145 mg (78 %).

'H-NMR (400MHz, DMSO-d6): § = 2.03 (qi, 2H, CH2-CH,- CH»-COO0, 3J=7.32 Hz), 2.41 (t,
2H, CH,-CH,-CH-C0O0, 3J=6.95 Hz), 3.04 (t, 2H, CH2-CH2-CH»-COO0, 3J=7.47 Hz), 5.39 (s,
2H, O-CHy), 7.18 (t, 1H, Ph-H5, 3J=7.78 Hz), 7.35 (d, 1H, Ph-3, 3J=7.78 Hz), 7.60 (t, 1H, Ph-
H4, 31=8.58 Hz), 7.59 (d, 1H, Ph-H6, 3J=8.13 Hz), 7.96 (d, 1H, Py-H4, 3J=7.98 Hz, “J=1.96
Hz), 8.08 (d, 1H, Py-H3, 3J=8.40, Hz, J=2.38 Hz), 8.65 (s, 1H, Pyr-H6, *J=2.1 Hz), 12.23
(s,1H,COOH); 3C-NMR (75MHz, DMS0-d6): § = 21.88 (CH2-CH>-CH,-C00), 25.40 (CH.-
CH2-CH,-C00), 33.02 (CH,-CH2-CH»-COO, 67.23 (O-CHy), 114.23 (Ph-C4), 116.24 (Ph-
C5), 121.78 (Ph-C3), 124.50 (Ph-C6), 131.31 (Ph-C2), 132.77 (Ph-C1), 133.10 (Py-C4), 138.94
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(Py-C5), 148.95 (Py-C3), 149.94 (Pyr-C6), 156.64 (Pyr-C2), 166.44 (Oxadiazol-C3), 174.29
(Oxadiazol-C5), 178.97 (COO); MS (ESI+): m/z: 374.6 [M+H]+; Anal. calcd for
C18H16N304Cl: C 57.84, H 4.31, N 11.24 found: C 57.59, H 4.34, N 11.32.

Modellierte Verbindung mit DOGS (E)-3-{3-[2-(4-Formylfuran-2-yl)-4-
(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxadiazol-5-yl}acrylamid 87
Strukturformel: C17H1004N3Fs3;
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12. Anhang

12.1 Abkilrzungsverzeichnis

5-LO - 5-Lipoxygenase

AA - Arachidonsaure

AC - Adenylylcyclase

ADME - absorption, distribution, metabolism, and excretion
Arg - Arginin

ASS - Acetylsalicylséure

BLASTYp - Basic local alignment search tool protein
COX - Cyclooxygenase

hCOX-2 - humane Cyclooxygenase 2
mCOX-2 - murine Cyclooxygenase 2
0COX-2 -ovine Cyclooxygenase 2

CYP - Cytrochrom P450

CysLT; - Cysteine-leukotriene receptor 1
CysLT, - Cysteine-leukotriene receptor 2
CysLTs - Cysteine-leukotriene receptor 2
DCE - Dichlorethen

DC - Dunnschichtchromatographie

DCM - Dichlormethan

DEPC - Diethyl phosphorocyanidat
DMF - Dimethylformamid

DOGS - Design of Genuine Structures
EETSs - Epoxyeicosatrienséuren

EGF - Epidermal Growth Factor

EtOACc - Ethylacetat

EP1 - Prostaglandin E-Rezeptoren

Flap - 5-Lipoxygenase aktivierendes Protein
GIn - Glutaminséure

HETEs - Hydroxyeicosatetraensauren
His -Histidin

IPs - Inositoltrisphosphat

lle - Isoleucin

LOX - Lipoxygenase

LTA, - Leukotrin A4

LTB4 - Leukotrin B4

LTC, - Leukotrin Cs

MBD - Membranbindungsdomane

MD - Molecular Dynamics

MOE - Molecular Operating Environment
MS - Massenspektrometer

NAMD - NAnoscale Molecular Dynamics program
NMR - Nuclear Magnetic Resonance
NSAR - nichtsteroidalen Antirheumatika
PDB - Protein Data Bank

PGD:; - Prostaglandin D>

PGF; - Prostaglandin F

PGH; - Prostaglandin H,

PGI; - Prostaglandin I,/ Prostacyclin
PGG:; - Prostaglandin G,

QSAR - Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung
RT - Raumtemperatur

SA - Salicylsaure

SAR - Struktur-Wirkungsbeziehung

Ser - Serin

THF - Tetrahydrofuran

TXA:; - Thromboxan

Tyr - Tyrosin

Val - Valin

ZNS - Zentralnervensystem
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12.2 Synthetisierte Verbindungen der Arbeit
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12.3 Docking-Studien COX-2 Liganden
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12.4 MODELLER Skript

align2d.py
from modeller import *

env = environ ()

aln alignment (env)

mdl model (env, file='3LNO', model segment=('FIRST:A', 'LAST:A'"))
aln.append model (mdl, align codes='3LNOA', atom files='3LNO.pdb')
aln.append(file="'PGH2 HUMAN.ali', align codes='PGH2 HUMAN')
aln.align2d{()

aln.write(file="'result alignment/PGH2 HUMAN-3LNOA.ali',

alignment format='PIR')

aln.write(file="result alignment/PGH2 HUMAN-3LNOA.pap',

alignment format='PAP')

modelling.py

from modeller import *
from modeller.automodel import *

env = environ ()
a = automodel (env, alnfile='result alignment/PGH2 HUMAN-3LNOA.ali',
knowns="'3LNOA', sequence='PGH2 HUMAN',
assess methods=(assess.DOPE, assess.GA341))
a.starting model =1
a.ending model = 10
a.make ()

evaluate_model.py

from modeller import *
from modeller.scripts import complete pdb

log.verbose () # request verbose output

env = environ ()

env.libs.topology.read(file='S (LIB) /top heav.lib') # read topology
env.libs.parameters.read(file='$(LIB) /par.lib') # read parameters

# read model file
mdl = complete pdb(env, '6 homology model/PGH2 HUMAN.B99990001.pdb'")

# Assess with DOPE:
s = selection (mdl) # all atom selection
s.assess_dope (output='ENERGY PROFILE NO REPORT',
file='PGH2 HUMAN.profile',
normalize profile=True, smoothing window=15)
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12.5 NAMD Skript
cox2_Harmonic_Heating.conf (step 0-6200)

s s s E s E e R R E R R R
## JOB DESCRIPTION #4
s s i s s E e R R R R R R

# Minimization in a Water Box
# Protein constrained

A
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
R A A A A A R o

structure cox2 wb.psf
set outputname cox2 heat

set inputname cox2 const
coordinates $inputname.coor
extendedSystem $inputname.restart.xsc

firsttimestep 0
gt ss s a s A ERA AR AR R AR AR EE AL

## SIMULATION PARAMETERS ##
st sds s s s s s LT s i aEEEEEE T EEEEEEEEEEEEEE

# Input
paraTypeCharmm on
parameters par all27 prot lipid.inp

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
dielectric 1.0

#long range interactions

switching on
switchdist 10.0
cutoff 12.0
pairlistdist 13.5
margin 0.0

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;4 2fs/step
rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
rigidIterations 500

rigidTolerance 0.00001

nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10
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#heating to endtemperature
temperature 0

reassignFreq 1
reassignIncr 0.05
reassignHold 310

#fwrapWater only water is tunneled to the next boxes coords if
leaving one box
wrapAll on ;#as wrapWater but applies to all molecules

# PME (for full-system periodic electrostatics) # long range forces
in periodic systems

PME on
PMETolerance 0.000001
PMEGridSpacing 1.0

# Output

outputName Soutputname
restartfreq 1000 ;# 1000steps = every 2ps
dcdfreq 1000
xstFreqg 1000
outputEnergies 100
outputPressure 100
binaryoutput no

st sds s s s s s LT s i aEEEEEE T EEEEEEEEEEEEEE
## EXTRA PARAMETERS ##

igaadzasdssdssaaddsaddisasiaasdiadadassdaaaaiaasdsasdiaaRnadi

constraints on

consexp 2

consref $inputname.coor

conskfile cox2 wb.heat

conskcol B

constraintScaling 0.1 #reduction of constraints during heating

s EEsssss sz s s a S EEEE S EEEEEEEEEEEEE
## EXECUTION SCRIPT #4#

igaadsssdssdsssaddaaadiaasiaaadsaaddiassdaadadisasdaasdtaadttd

# Minimization
run 6200 ;# 1lps
# Continuing a job from the restart files

HtrA_Equilibration.conf (step 6200-16200)
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s s s i s E e R R R R R R R R
## JOB DESCRIPTION #4
s s i s E e R R R R R R R R

# Minimization 1in a Water Box
# Protein constrained

FHAH A AR A A R R R R
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
FHAH A AR AR A R R R

structure cox2 wb.psf
set outputname cox2 prot eq
if {1} A

set inputname cox2 heat

coordinates $inputname.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc

}
firsttimestep 6200
idgdszaass st sstaadd st AR EEREREEREEEEEEEEEEEEE

## SIMULATION PARAMETERS #4#
st sds s s s s s LT s i aEEEEEE T EEEEEEEEEEEEEE

# Input
paraTypeCharmm on
parameters par _all27 prot lipid.inp

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
dielectric 1.0

#long range interactions

switching on
switchdist 10.0
cutoff 12.0
pairlistdist 13.5
margin 0.0

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;4 2fs/step
rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
rigidIterations 500

rigidTolerance 0.00001

nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10
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# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 5 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp 310

langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to
hydrogens

#fwrapWater only water is tunneled to the next boxes coords if
leaving one box
wrapAll on ;#as wrapWater but applies to all molecules

# PME (for full-system periodic electrostatics) # long range forces
in periodic systems

PME on
PMETolerance 0.000001
PMEGridSpacing 1.0

# Constant Pressure Control (variable volume)

useGroupPressure yes ;# needed for rigidBonds
useFlexibleCell no
useConstantArea no
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 100.0
langevinPistonDecay 50.0

langevinPistonTemp 310

# Output

outputName Soutputname

restartfreq 1000 ;# 1000steps = every 2ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

outputEnergies 100

outputPressure 100

binaryoutput no

s Es st ss s EEs s s EEEssa ST EEEEEEEEEEEEEE
## EXECUTION SCRIPT #4#
fE s s R E Rk

run 10000 ;

cox2_Production.conf (16200-24000)
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s s i s E e R R R R R R R R
## JOB DESCRIPTION #4
s s s i aE s E e R R R R R R R

# Minimization 1in a Water Box
# Protein constrained

FHAHFH A AR A AR R R R
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
FHAH A AR A AR R R R R

structure
set outputname

coxZ2 wb.psf
coxZ prod

if {1} A

set inputname cox2 prot eq
coordinates $inputname.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep 16200

st sds s s s s s LT s i aEEEEEE T EEEEEEEEEEEEEE
## SIMULATION PARAMETERS ##
s sssds s s s s s s LT s i aEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

# Input
paraTypeCharmm on
parameters par_all27 prot lipid.inp

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
dielectric 1.0

#long range interactions

switching on

switchdist 10.0

cutoff 12.0

pairlistdist 13.5

margin 0.0
timestep 1.0 ;# 1fs/step
rigidBonds water ;# needed for 1fs steps
rigidIterations 500
rigidTolerance 0.00001
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2

stepspercycle 10
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# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 5 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp 310

langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to
hydrogens

#fwrapWater only water is tunneled to the next boxes coords if
leaving one box
wrapAll on ;#as wrapWater but applies to all molecules

# PME (for full-system periodic electrostatics) # long range forces
in periodic systems

PME on
PMETolerance 0.000001
PMEGridSpacing 1.0

# Constant Pressure Control (variable volume)

useGroupPressure yves ;# needed for rigidBonds
useFlexibleCell no
useConstantArea no
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 100.0
langevinPistonDecay 50.0

langevinPistonTemp 310

# Output

outputName Soutputname

restartfreq 10000 ;# 1000steps = every 2ps
dcdfreq 10000

xstFreq 10000

outputEnergies 1000

outputPressure 1000

binaryoutput no

s Es st ss s EEs s s EEEssa ST EEEEEEEEEEEEEE
## EXECUTION SCRIPT ##

G

run 240000 ;# 10ns
# Continuing a job from the restart files
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