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1.1. Die Arachidonsaurekaskade — Ein Uberblick

Von der Arachidonsidure (AA), einer essentiellen w-6-Fettsdure, leiten sich mehrere Familien
von potenten bioaktiven Lipiden ab, welche zuerst in den 1930er Jahren entdeckt wurden.
Dazu gehoren die Prostaglandine (PGe) und die Leukotriene (LTe). Goldblatt et al.> sowie
von Euler et al.? beschrieben damals einen Extrakt aus der Prostata bzw. aus der
Samenflissigkeit, der den Blutdruck sinken lieR und zu einer Muskelkontraktion der glatten
Muskulatur fiihrte. Dariiber hinaus entdeckten Feldberg und Kellaway im Jahre 1938, dass
ein Inhaltsstoff im Perfusat von Meerschweinchenlungen, welche zuvor mit Kobragift
behandelt wurden, ebenfalls eine Muskelkontraktion verursachte. In den 1950er und 1960er
Jahren konnten schlieRlich Bergstrom et. al die ersten PGe identifizieren und differenzieren.’
Dies fuhrte zur Entdeckung ihrer VVorstufe im Stoffwechsel, der Arachidonsaure, von welcher
sie sich alle ableiten. Da es sich um eine Eicosatetraenfettsaure (eicosa = C20) handelt’,
werden die einzelnen PGe und LTe oft als Eicosanoide zusammengefasst.® Ihre Biosynthese
wurde spéter in den 1970er Jahren durch die Gruppe um B. Samuelsson am Karolinska
Institut in Stockholm aufgeklart.”® Dafiir wurde ihm im Jahr 1982 der Nobelpreis verliehen.
Sie fanden heraus, dass von der AA zwei Stoffwechselwege abzweigen: Entweder findet eine
Hydroperoxidation statt, und das daflr verantwortliche Enzym wurde daher Lipoxygenase
(LOX) genannt, oder es kommt zu einer Oxidation und Ringbildung und das dafur
verantwortliche Enzym wurde daher Cyclooxygenase (COX) genannt. Nach beiden
Reaktionen findet im Anschluss eine Peroxidase-Reaktion statt.

Einen Uberblick tiber die in den beiden Stoffwechselketten hergestellten Eicosanoide und die
daran beteiligten Enzyme, bietet Abbildung 1.1. Aus den Phospholipiden in der Zellmembran
kann durch die Phospholipase A, des Zytoplasmas (cPLA;) die AA freigesetzt werden. Die
zwei wichtigsten Enzyme sind dann die COX und die LOX, wobei letztere flr die LT-
Biosynthese als 5-Lipogenase (5-LO) auftritt. Die AA wird dann in jeweils zweistufigen
Reaktionen entweder durch COX in Prostaglandin H, umgewandelt (PGH,, Cyclooxygenase-
weg in Abbildung 1.1 gelb hinterlegt), oder durch 5-LO in Leukotrien A; (LTA4, 5-
Lipogenaseweg lila in Abbildung 1.1 hinterlegt). Durch unterschiedliche zellspezifische
Isomerasen bzw. Oxidoreduktasen wird dann einerseits PGH, zu Prostaglandinen,
Prostacyclinen und Thromboxanen weiter verarbeitet bzw. andererseits die 5-
Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HPETE) zu dem instabilen LTA,, welches sofort zu
Leukotrien B; (LTB4) und zu den cysteinylhaltigen Leukotrienen C4-E4 (LTC4-Ey)

umgewandelt wird.
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Abbildung 1.1: Die Arachidonsdurekaskade: Stoffwecheselwege und Wirkungspektren der
Prostaglandine und Leukotriene frei nach®

Prostaglandine und Leukotriene sind Mediatoren, die ihre Wirkung direkt am Ort der
Freisetzung entfalten. Sie agieren als sekundérere Botenstoffe, indem sie hauptsachlich mit
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRen) interagieren.® Dabei spielen sie eine
entscheidende Rolle in der Regulation physiologischer und pathophysiologischer Prozesse.
Prostaglandine sind die prominentesten Botenstoffe bei Entziindungen, Schmerzen und
Fieber. Leukotriene hingegen fihren z.B. zur Bronchokonstriktion bei Asthma und erhéhen
auch die vaskulare Permeabilitat.'* Beide gehoren sie zur Klasse der pro-inflammatorisch
wirkenden Lipid-Mediatoren. Sie entfalten ihre Wirkung schon im nM- bis pM-
Konzentrationsbereich unmittelbar am Ort ihres Entstehens. lhre Lebensdauer und rdumliche
Reichweite sind stark begrenzt.

Im Folgenden werden nun Einzelheiten des Cyclooxygenaseweges (Kapitel 1.2) und des
Lipoxygenaseweges (Kapitel 1.3) detailliert beschrieben sowie die Bildung von

entziindungsauflésenden Lipidmediatoren (Kapitel 1.4).



Molekularbiologischer Hintergrund

1.2.  Der Cyclooxygenaseweg und die Prostaglandine

Die Cyclooxygenase (COX), friher auch Prostaglandin-H,-Synthase (PGHS) genannt, ist das
Schlisselenzym, das die ersten zwei Schritte der Umwandlung von AA zu Prostaglandinen
katalysiert. Sie gehort zur Familie der Pathogen-induzierbaren-Oxidoreduktasen und ist flr
die Bildung von PGen verantwortlich. Die detaillierte Metabolisierung der AA in die

einzelnen PGe ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.2: Detaillierte Darstellung der Metabolisierung von Arachidonsaure durch Cyclooxygenase.
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Die enzymatische Katalyse der COX umfasst eine Bisoxygenierung von AA, welche cPLA,
freisetzt. Im ersten Schritt katalysiert die COX als Dioxygenase die Umwandlung von AA zu
Prostaglandin G, (PGG;) durch Einflihrung zweier Sauerstoffmolekile an die Doppel-
bindungen der ungesattigten Fettsaure. Im Anschluss reduziert die COX das entstandene
PGG, mittels ihrer Peroxidase-Funktion durch eine Zwei-Elektronen-Reduktion zum
PGH,."**® Die Metabolisierung geschieht an zwei unterschiedlichen jedoch strukturell
verbundenen Orten im COX-Enzym (Kapitel 1.2.2). Das PGH, dient dann als Substrat fur
Isomerasen bzw. Synthasen zur Bildung verschiedener Prostaglandine (PGD2-Fy),
Prostacycline sowie Thromboxane, welche biologisch aktiv sind und Signale im Korper
ubermitteln (Kapitel 1.2.3). Die PG-Spiegel lassen sich medikamentds reduzieren (Kapitel
1.2.4).

1.2.1. Isoformen der Cyclooxygenase

Seit 2002 sind drei verschiedene aktive Isoformen des COX-Enzyms bekannt, die durch zwei
unterschiedliche Gene kodiert werden: die COX-1 und die COX-2. Die COX-1b, welche von
ihren Entdeckern als COX-3 bezeichnet wurde stellt wohl nur eine Splicevariante in Hunden
dar.* Es existieren weitere Splicevarianten der COX-1, welche jedoch katalytisch inaktiv

sind.®®

1.2.11. COX-1

Die COX-1 katalysiert die stetige Bildung geringer Konzentrationen von Prostaglandinen,
welche fur den Erhalt physiologischer Funktionen im Korper wichtig sind. Die
Expressionsrate bzw. die Aktivitdt der COX-1 werden durch entzindungsférdernde
Mediatoren wie z.B. Lipopolysaccharide kaum beeinflusst.® Aus diesem Grund gilt die
COX-1, im Gegensatz zur COX-2, als ,,housekeeping* Enzym. Sie spielt eine Rolle wéhrend
Entzlindungsprozessen, in der Schwangerschaft sowie beim Geburtsvorgang und steuert bzw.
reguliert die Thrombozytenaggregation, Blutgefalfunktionen, gastrointestinale Schutz-
funktionen sowie die Kontraktion der Bronchial- und Uterusmuskulatur.*”*® Die COX-1 ist
beim Menschen auf dem Chromosom-9 kodiert. Das Gen besteht aus elf Exons und wird
ubiquitér transkribiert. Es ist wenig reguliert und die pre-mRNA kann in unterschiedlichen

Splicevarianten auftreten. Die aktive Hauptsplicevariante der COX-1 besteht aus
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576 Aminosduren. Das Protein ist an der Innenseite des endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert, wo es als Homodimer vorliegt.

Bis heute ist das menschliche COX-1 Enzym noch nicht kristallisiert worden. Aus diesem
Grund wird im Folgenden die Struktur am Beispiel der COX-1 beschrieben, welche aus
Schafen isoliert wurde und die eine hohe Sequenzidentitat besitzt. Die Kristallstruktur wurde
1994 aufgeklart und ist in Abbildung 1.3 dargestellt.”® Sie besteht, im Gegegnsatz zur
humanen COX-1, aus 587 Aminosauren.

L)
| 4 Catalytic

domain
A
> :\
@y (A
v

Membrane binding domain

Abbildung 1.3: Kristallstruktur des COX-1 Homodimer (PDB-1D: 1PRH) entnommen aus®

Die Struktur lasst sich in drei unabhdngige Domanen untergliedern. Zum einen bilden die
Aminosdauren 34 bis 72 durch drei Disulfidbindungen innerhalb der Doméne eine
Tertidrstruktur aus, welche einem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF; engl: ,,epidermal
growth factor«) gleicht.?! Die zweite Einheit, gebildet von Aminosaure 73 bis 116, stellt eine
rechtsgewundene Schraube aus vier a-Helices dar, welche das Membranbindungsmotiv der
COX zur Integration des Enzyms in die Lipiddoppelschicht darstellt. Die Aminosduren 117
bis 587 bilden zusammen die kugelférmige katalytische Doméane aus, welche das aktive
Zentrum der Cyclooxygenase- und der Peroxidasefunktion beherbergt (fiir den Mechanismus
Kapitel 1.2.2). Der Substratkanal fir die Dioxygenase-Reaktion der COX-1 besitzt einen
hydrophoben Charakter im Zentrum des Proteins, um mit der lipophilen AA wechselwirken

zu kénnen. In dieser hydrophoben Tasche befindet sich auch die Aminosaure Ser®*°

, welche
bei Gegenwart von Acetylsalicylséure spontan acetyliert wird. Zusatzlich besitzt das Enzym
einen Eisenporphyrinring (Ham) als Cofaktor an der Proteinoberflache, welcher die
Peroxidationsreaktion der Fettsauren katalysiert.>*® Die beiden aktiven Zentren sind jedoch

nur strukturell miteinander verbunden, da die Peroxidaseaktivitdt unabhangig von der

-10-
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Cyclooxygenaseaktivitat ablaufen kann, auch wenn die Cyclooxygenaseaktivitat durch
Substrat oder Inhibitor blockiert wird.??%

Dimerization
Signal Peptide Domains

Membrane

Nembrane Binding Domain Targeting Seqlq‘ce

Abbildung 1.4: Lange und Funktion der mRNA-Abschnitte der alternativen Splicevarianten fiir das
COX-Enzym entnommen aus™*

Die Beobachtung, dass Paracetamol die COX-Aktivitat in Gehirn von Hunden stérker
inhibiert als in deren Milzhomogenaten, fiihrte zur Entdeckung der COX-1b.* Dieser
Sachverhalt war so erstaunlich, da zu diesem Zeitpunkt bereits die zwei Enzymvarianten
COX-1 und COX-2 bekannt waren und Paracetamol nur eine geringe Potenz gegenuber
diesen beiden Enzymen aufweist.”® Zudem wirkt Paracetamol nur analgetisch und
antipyretisch, jedoch nicht antiphlogistisch. Daraufhin wurde die COX-1- und COX-2-RNA-
Expression in Hunden untersucht, wobei in den Hundehirnhomogenaten zwei neue
unterschiedliche mRNAs identifiziert wurden, welche mit einer COX-1 cDNA
hybridisieren.** Einer der beiden neuentdeckten Strange ist ca. 2.6 Kilo-Basenpaare (kbp)
lang, der andere nur ca. 1.9 kbp. Die L&nge und Funktion dieser mRNA-Abschnitte nach der
Translation der Isoformen ist in Abbildung 1.4 dargestellt. Durch Sequenzierung wurde fir
den ldngeren Messenger eine Insertion von 90 Basenpaaren identifiziert (entspricht 30
Aminosduren), die sich in der Nédhe des 5°-Endes der isolierten cDNA befindet. Die Insertion
stimmt zu 75% mit dem Intron 1 der menschlichen COX-1 tiberein. Das darin kodierte Enzym
ubt die gleiche katalytische Funktion aus, besitzt jedoch eine geringere Aktivitat im Vergleich
zur normalen COX-1. Aus dem Grund, dass Paracetamol seine antipyretische Wirkungsweise
bevorzugt an diesem Enzym ausiibt,®® wurde diese Splicevariante der COX-1 von ihren

Entdeckern als COX-3 bezeichnet.* Der kiirzere Messenger enthalt ebenfalls das Intron 1,
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jedoch sind die Exons 5-8 deletiert. Das Enzym ist inaktiv und wird als partielle COX
(PCOX-1a) bezeichnet.

Im Menschen wird die funktionelle Relevanz von COX-1b jedoch kritisch betrachtet, da eine
alternative Prozessierung der RNA nétig ist, um ein funktionelles Protein zu bilden, die im
Menschen nicht beobachtet wurde.?” Aus diesem Grund wird sie in letzter Zeit als COX-1b

bezeichnet.
1.212. COX-2

Schon zu Beginn der 1970er Jahre wurde uber eine zweite COX-Variante spekuliert und im
Jahr 1992 wurde die Existenz einer zweiten Isoforme bestétigt: die COX-2. Diese weist in
ihrer Tertidrstruktur sehr groRe Ahnlichkeit mit der COX-1 auf, obwohl ihre Sequenzen
insgesamt nur zu 61% (bereinstimmen.®® Aus diesem Grund wird im Folgenden
hauptsachlich auf die Unterschiede zwischen den beiden Isoformen eingegangen. Im
Vergleich zur COX-1 wird die COX-2 nur in wenigen Geweben, wie z.B. dem Gehirn und
den Nieren, konstitutiv exprimiert. Dort tragt sie zur Steuerung des Wasser- und
Elektrolythaushaltes bei.®** Zu einer Induktion der COX-2-Expression kommt es
hauptsachlich erst durch das Einwirken am Ort eines Reizes von entziindungsférdernden
Mediatoren, wie z.B. Zytokinen, Interleukinen, Bradykininen oder Lipopolysacchariden.
Beispiele hierfiir findet man im vaskularen Endothel, in Monozyten und in Makrophagen.®3*
Die COX-2 ist ein Schlusselenzym bei der Entstehung von Entziindungen und Schmerzen, da
die von ihr gebildeten Prostaglandine den beginnenden Entziindungsprozess um ein vielfaches
verstarken.*>® Da die Transskription der COX-2-Gene infolge gewebeschéadigender Reize
schnell induziert wird, z&hlt man es zur Enzym-Familie der ,Immediate Response®-
Proteine.®® Bereits nach einer halben Stunde lasst sich die Transkriptionsaktivierung des
COX-2-Enzyms nachweisen, welches sein Maximum nach einer Stunde erreicht.** Weiterhin
fordert die COX-2 die Angiogenese.** Sie wird auch in vielen Krebstypen tiberexprimiert und
deshalb wird untersucht, ob Krebserkrankungen durch Hemmung der COX-2 positiv
beeinflusst werden konnen.****

Die COX-2 ist auf dem Chromosom-1 kodiert und das Gen enthélt zehn Exons. Die mRNA
ist mit 4.6 kbp deutlich langer als die der COX-1, aber nach posttransskriptionellen
Modifikationen ist das fertige COX-2-Peptid mit 70-72 kDa genauso schwer wie die COX-1.
Die humane COX-2 besteht dann aus 587 Aminosauren und wurde 1996 erstmals von Luong

et al. kristallisiert.* Durch Konvention wird die COX-2-Aminosauresequenz genauso wie die
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COX-1-Sequenz nummeriert, um bei Vergleichen dieselben Aminosauren zu adressieren. Die
COX-2 liegt ebenfalls als Homodimer vor, besitzt ein Hadm als Cofaktor und ist wie die COX-
1 an der Innenseite des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Zusétzlich ist die COX-2
auch an der inneren Kernhille zu finden. Die aktiven Zentren sowie der hydrophobe
Substratkanal der beiden Isoformen besitzten untereinander eine ca. 87%ige Sequenz-
homologie und auch eine strikte Konservierung zu anderen Spezies. Diese sind also in der
Evolution fast unverandert erhalten geblieben.*® Jedoch bewirkt der Austausch von zwei
Isoleucinen in Position 523 und Position 434 durch Valin bei der COX-2 im Vergleich zur
COX-1 eine ca. 20% groRere und polarere Substratbindungsstelle (s. Abbildung 1.5),*" welche
der COX-2 die Erkennung mehrerer Substratmolekiile gestattet wodurch sie sowohl Eicosa-
pentaensdure als auch Docosahexaensaure zu wundheilungsfordernden Mediatoren
umwandeln kann (s. Kapitel 1.4). AuBerdem fuhrte die Entdeckung des Austauschs von
Aminosduren in der Nahe des aktiven Zentrums auch zur Entwicklung von COX-2 selektiven
Inhibitoren (s. Kapitel 1.2.4.2).

COX-1

- Arg—1 20

9yr 355

Abbildung 1.5: Vergleich der Ausdehnung der beiden Bindungstaschen (blau) von COX-1 (links) und
COX-2 (rechts) entnommen aus®

1.2.2. Der COX-Katalyse-Mechanismus

Das aktive Zentrum der Cyclooxydationsdomane ist durch einen schmalen, 25 A langen,
hydrophoben Tunnel zugénglich, welcher sich in der katalytischen Domane befindet.*® Aus

der COX-1-Kristallstruktur, mit gebundener AA im aktiven Zentrum, lasst sich erkennen,
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dass die Fettsdure in einer L-formigen Konformation im hydrophoben Tunnel liegt und mit 19
Aminosauren in direktem Kontakt steht.”® Zielgerichtete Mutationsstudien haben ergeben,

dass von den 19 Aminoséuren nur das Tyr*®®

an der Umwandlung von AA direkt beteiligt ist,
indem es die Ausbildung eines Radikals unterstiitzt.** Durch endogene Oxidantien, z.B.
Fettsdureperoxide, welche jedoch noch nicht ndher charakterisiert sind, wird das aktivierte
Eisen(lll) im Ham zu einem Ferryl(IV)-oxo-Radikal oxidiert (s. Abbildung 1.6). Dieses
erzeugt das Tyr*®*-Radikal, welches die Cyclooxydation von AA in der Bindungstasche der
Cyclooxydationsdoméne induziert. Dabei liegt eine Ferryl(1VV)-oxo-Spezies im Ham vor,

welche durch endogene Reduktionsmittel zum Eisen(l11) wieder reduziert wird.

Endogenes Oxidationsmittel Freisetzung von verbrauchtem
bindet am aktiven Zentrum Oxidationsmittel aus dem
der Peroxidasefunktion aktiven Zentrum
Fe3* aktiviertes Ferryl-oxo- Fe**=0"
Eisen(lll) imHam porphirinradikal

Tyr-OH

Ferryl-oxo-hdm

Fe**=0 Tyrosylradikal fir den

Elektronen aus endogegem Cyclooxygenasezyklus
Reduktionsmittel Tyr-O*  (wird dort regeneriert)

Abbildung 1.6: Zyklus fiir die katalytische Aktivierung von frisch exprimierten COX-Enzymen nach®.

Die restlichen Aminosdauren im Substratkanal dienen der Positionierung der AA, indem das
Arg*® und das Tyr*®® mit der Sauregruppe der AA wechselwirken und der Alkenylrest der AA
mit den lipophilen Aminosduren interagiert. Es bilden sich dabei bis zu 50 hydrophobe
Wechselwirkungen aus.™ Durch die Fixierung in die L-formige Lage kommt es zur
stereospezifischen Reaktion und nicht zur Bildung anderer Hydroperoxide als Nebenprodukte.
Eine besondere Rolle nehmen dabei das Ser”® und das Val** ein, welche den
stereochemischen Angriff von Sauerstoff steuern.”® Im Falle einer Acetylierung von Ser>*
durch Acetylsalicylsdure, verhindert die Acetylgruppe die Abstrahierung des 13-proS-
Wasserstoffatoms von AA (s. Abbildung 1.6) in COX-1 durch sterische Hinderung im aktiven

Zentrum.>! Im Gegensatz dazu findet eine Abstrahierung vom acetylierten COX-2-Enzym
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statt, was zur Bildung von 15-R-Hydroxyeicosotetraensdure anstatt PGH, flhrt. Im
Zusammenspiel mit 5-LO fuhrt dieser Mechanismus zur Bildung von Lipoxinen (s. Kapitel
1.4.1).%2

ne 0, aus der o O
Membran Lo 3 \
S Tyr3ss — — o —— — SN
P L» ) f— o
| — /:/\/\/ I _
X ) e SN
S . . -0=0
HK H  Arachidonsiure 0=0 H
‘o
@'yrosinylradikal385
O, aus der " 0y_.0 0 .0

H o Membran
R \\‘ N oy o
on | ‘ "

v©/ Regenerierung des
Tyrosinylradikal®8®

Freisetzung von PGG,
? aus dem Aktiven Zentrum

A0oH
PGG,

Abbildung 1.7: Postulierter Mechanismus fiir die Umwandlung von AA zu PGG, nach®

Der postulierte  Mechanismus fiir die Cyclooxygenasereaktion von Hamberg und
Samuelsson®® ist in Abbildung 1.7 dargestellt. Das Tyr*®*-Radikal initiiert die Cyclooxydation
durch Abstrahierung des 13-proS-Wasserstoffatoms der AA.>* Durch die Doppelbindung
kann das gebildete Radikal um eine Position verlagert werden, sodass das Arachidonylradikal
(Schritt 1), mit aus der Membran diffundiertem Sauerstoff, weiter zum 11-Hydroperoxyl-
Radikal reagiert (Schritt 11). Dieses zyklisiert anschliefend zum Endoperoxidradikal (Schritt
I11), welches wiederum zum Arachidonylradikal weiter zyklisiert (Schritt 1V). Die beiden
aneinander gereihten Zyklisierungen verlaufen durch die Lage der AA stereospezifisch ab.
Durch Diffusion gelangt ein weiteres Equivalent Sauerstoff in das aktive Zentrum, wo es das
15-Hydroperoxyl-Radikal generiert (Schritt V). Das gebildete 15-Hydroperoxyl-Radikal

befindet sich wieder in raumlicher Nahe zum Tyr*®

. sodass es unter Regenerierung des
Tyr*®-Radikals zu PGG, reagiert (Schritt V1).>®> Dieser Mechanismus wurde auch in zwei
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unabhéngigen Computerstudien mittels Dichte-Funktional-Theorie simuliert und einem
alternativen Mechanismus gegeniibergestellt.**” Silva et al.>® und Blomberg et al.>” kamen
zu dem Ergebnis, dass dieser ausschlieRlich radikalisch ablaufende Mechanismus fur die
Bildung von PGG, den Katalysezyklus am besten wiederspiegelt. Das gebildete
Hydroperoxid, wird anschlieRend an die Peroxidationsdomane weitergereicht und

abschlieBend zu einem Alkohol, dem PGH,, reduziert.

1.2.3. Biologische Funktion der Prostaglandine

Die aus dem Cyclooxygenaseweg stammenden PGe binden an spezifische membranstandige

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRen)>®*

und spielen eine Rolle in der Entstehung von
Entziindungen, Schmerzen und Fieber. AuBerdem beeinflussen sie das Immunsystem, den
Gastrointestinaltrakt, das kardiovaskulare System, die Niere, die Lunge und die Reproduktion.
Daruiberhinaus wirken sie auf das Gehirn und das Ruckenmark. In der Nomenklatur werden
PG-Rezeptoren mit einem ,,P abgekiirzt und mit einem Prifix versehen, welches durch die
Buchstaben D, E, F, | oder T die Préaferenz des jeweiligen Rezeptors zu den entsprechenden
PGen beschreibt.® Die Rezeptoren kénnen noch in Subtypen unterschieden werden, welche
sich durch unterschiedliche Affinititen zu den PGen und unterschiedlichen
Signalweiterleitungen in der Zelle auszeichnen. Bislang sind zehn PG-Rezeptoren bekannt:
DP1.5, EP14, FP, IP1; und TP.®*®! Im Folgenden werden die Wirkungsweisen der einzelnen
PGe aus Tabelle 1.1 erldutert.

PGD, wird hauptsachlich in Mastzellen im Laufe einer allergischen Reaktion gebildet und ist
mit der Ausbildung entziindlicher Erkrankungen der Atemwege, wie z.B. Asthma,
assoziiert.®> Weiterhin spielt es eine untergeordnete Rolle im Schlaf-Wach-Zyklus und der
Schmerzwahrnehmung.®*®* PGD, wirkt an den zwei Rezeptor-Subtypen DP; und DP,. DP;
liegt weit verbreitet vor und die Bindung von PGD, fihrt zur Aktivierung von
Adenylylcyclasen. AuRerdem kommt es zu einer starken Inhibition der Thrombozyten-
aggregation, zu Bronchospasmen und zur Vasodilatation.®®®® DP, dagegen wird in Typ2-T-
Helferzellen (TH2-Zellen), Eosinophilen und Basophilen gebildet. Seine Aktivierung fihrt zu
einer intrazelluldren Calcium®*-Freisetzung und induziert die Chemotaxis und Migration von
TH2-Zellen.®” PGD, filhrt somit zu einem andersartigen Effekt als PGE,.
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Tabelle 1.1: Zusammenstellung der PG-Rezeptoren und der Praferenzen der enstprechenden PGe nach®

Ligand Rezeptor Effekte

DP; Inhibition der Thrombozytenaggregation, Bronchospasmen,

Prostaglandin D, Vasodilatation

DP, Senkung der Korpertemperatur, allergische Reaktion,
Entziindung und Schmerz

Prostaglandin E; EP, Kontraktion der glatten Muskulatur von Bronchien und
Prostaglandin F; Gastrointestinaltrakt, VVasokonstriktion, Schmerz

EP, Erschlaffung der glatten Muskulatur von Bronchien und
Gastrointestinaltrakt, Homeostase der Niere, Vasodilatation

Prostaglandin E, EPs3 Fieber, Hemmung der Magenséuresekretion

EP, Vermehrte Magenschleimsekretion, VVasodilatation,
Inhibition der Thrombozytenaggregation

Prostaglandin F, FP Geburtseinleitung / Uteruskontraktion, Luteolyse
Prostacyclin P Vasodilatation, Inhibierung der Thrombozytenaggegation,
Homeostase der Niere
Thromboxan A, P Vasokonstriktion, fordert Thrombozytenaggegation,

Bronchokonstriktion

PGE; reguliert das Zellwachstum, den Blutdruck, das Natrium-Gleichgewicht im Koérper und
spielt eine Rolle wahrend des Geburtsvorgangs.”® Von allen PGen sind die biologischen
Effekte des PGE,; am komplexesten und oft gegensatzlich. Zum Beispiel bewirkt PGE; eine
Vasodilatation im arteriellen und vendsen System, aber bei der glatten Muskulatur der
Luftréhre, des Darms und des Magens fiihrt es zu einer Kontraktion. Diese Beobachtung lasst
sich dadurch erklaren, dass PGE; vier Rezeptor-Subtypen aktiviert, welche jeweils iber eine
andere Wirkung bzw. einen anderen Wirkungsmechanismus verfligen. Der EP;-Rezeptor
bewirkt durch erhohte Inositol-3-phophat-Bildung sowie gesteigerte intrazellulare Calcium?*-
Konzentraionen eine Vasokonstriktion.” Zusatzlich vermittelt er die schmerzverstarkende
Wirkung von PGE; nach Sensibilisierung durch Histamin oder Bradykinin.”

Der EP,-Rezeptor wird hauptsdachlich im Uterus, der Lunge, der Niere und in der Milz
exprimiert. Somit ist PGE, am Eisprung und bei der Steuerung des Wasser- und
Elektrolythaushaltes (der salzabhangigen Hypertonie) beteiligt. Das Signal wird durch eine
Erhéhung des cCAMP-Levels vermittelt.”?

Der EP3s-Rezeptor wird fir die fieberinduzierende und die sdurehemmende Wirkung des PGE;
verantwortlich gemacht. Die Bindung an den Rezeptor fordert die Bildung von

neutralisierendem Schleim, der durch cAMP-Inhibition die Magenschleimhaut schiitzt.>*%",
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Der EP4-Rezeptor wirkt als systemischer Vasodepressor und hemmt schon bei geringen
Konzentrationen von PGE, die Thrombozytenaggregation durch Erhéhung des cAMP-
Levels.”*"

PGF,, ist hauptsdchlich dafur bekannt die Luteolyse (Rickbildung des Gelbkorpers) bei
ausbleibender Schwangerschaft im Eierstock einzuleiten. Dabei findet eine Einwanderung
von Makrophagen in den Gelbkorper statt, der dann mit ihrer Hilfe abgebaut wird.”® Bei
Tieren konnen PGF,, bzw. PGFy.,-Analoga zur Geburtseinleitung verabreicht werden
(Cloprostenol, Tiaprost).”” PGF,, bewirkt auBerdem eine Kontraktion der glatten Muskulatur
und kann zu einer Hypertrophie der Herz-Muskelfasern fiihren.”®"® Zudem steht PGFs, in der
Diskussion an der Entstehung von Hautkrebs beteiligt zu sein. Im Auge ist es aulRerdem in der
Lage den Augeninnendruck zu reduzieren.®®! In der Therapie des Glaukoms wird das
stabilere PGF,-Analogon Latanoprost (Xalatan®) verwendet.®

Das daulerst labile Prostacyclin (PGI,) ist ein starker endogener Antikoagulator und
Vasodilatator. Damit stellt es ein Gegengewicht zu den Thromboxanen her, indem es die
Thrombozyten-Aktivierung unterbindet.®® Es besitzt auBerdem antiproliferative Wirkungen.
Im Endothel stellt Prostacyclin den Hauptmetaboliten der AA-Kaskade dar, welcher
gleichermal’en durch COX-1 und COX-2 gebildet wird. Innerhalb weniger Minuten wandelt
es sich spontan in den Blutgefdlen zum stabilen 6-keto-PGF;, um, welches eine schwéchere
(gleichartige) Wirkung besitzt.2* Die Aktivierung von IP-Rezeptoren, welche auch im Herzen,
in der Lunge, der Leber und der Niere gebildet werden, bewirkt eine Erhohung des
intrazelluldaren cAMP-Levels. Dadurch wird die Proteinkinase A-Kaskade, oder die
Phospholipase C aktiviert.®® Prostacyclin bzw. stabile Analoga (lloprost und Treprostinil)
werden in der Medizin auch als Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt zur
Verbesserung der Blutzirkulation.

Thromboxan A, (TxA;) ist ein potenter Thrombozytenaggregator und Vasokonstriktor,
welcher bei Entzindungen und Verletzungenen wichtig ist. TxA, wirkt auf die Zell-

%8 moduliert die Thrombozythenform und vermittelt Hypertrophie.?® TxA,

proliferation,
besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit und wird binnen einer halben Minute zu TxB»
hydrolisiert. Der TP-Rezeptor war 1991 der erste klonierte Eicosanoid-Rezeptor. Er wird in
der Lunge, der Leber, der Niere, dem Herzen, dem Uterus und vor allem in den
Endothelzellen ausgebildet.”® Die Biosynthese von TxA; ist hauptsichlich COX-1 vermittelt,
da es von Thrombozyten generiert wird, die nur diese Isoform exprimieren. Die Aktivierung
des Rezeptors bewirkt eine Erhéhung der intrazelluldren Calcium®*-Konzentration durch

Phospholipase C.*
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1.2.4. Inhibitoren der COX

COX-Inhibitoren lassen sich aufgrund ihrer Selektivitat beziiglich der COX-Isoformen in
zwei verschiedene Klassen unterteilen. Auf der einen Seite stehen die klassischen nicht-
steriodalen Antirheumatika (NSAR; englisch: ,,Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs®,
NSAIDs), welche die typischen over-the-counter Praparate gegen Schmerzen einschliel3en.
Sie besitzen eine geringe Isoform-Préaferenz und weisen eine hohe strukturelle Diversitat auf.
Die zweite Klasse stellen die selektiven COX-2-Inhibitoren dar, auch Coxibe genannt, die
zumeist strukturell sehr ahnlich sind. Zum jetzigen Zeitpunkt sind viele Coxibe vom Markt
zurlickgenommen worden, da sich in Langzeitstudien das Risiko fir Herzinfarkte bzw.
Schlaganfélle verdoppelte. Eine weitere Klasse, bilden die COX/LOX Inhibitoren. Diese
hemmen neben der COX- auch die 5-LO-Aktivitat, wodurch ein Ausweichen der AA-

Metabolisierung von COX auf LOX verhindert wird.
1.2.4.1. Nicht-selektive COX-Inhibitoren

NSAR sind (neben Paractamol), seit der Vermarktung von Acetylsalicylsaure (Aspirin®) im
Jahre 1898 durch die Firma Bayer, die am meisten verbreitete Wirkstoffklasse um Schmerzen,
Entzindungen und Fieber zu behandeln. Die prominentesten Vertreter sind neben
Acetylsalicylsaure (Aspirin®): Diclofenac, Ibuprofen, Indometacin, und Naproxen.*? Die
Strukturen der NSAR sind in Abbildung 1.8 dargestellt. Sie hemmen beide COX-Isoformen,
indem sie mit AA um die Bindungsstelle kompetieren, weisen aber eine COX-1-Praferenz
auf. Die Hemmung kann zeitabhangig, wie z. B. bei Ibuprofen, oder zeitunabhangig, wie z.B
bei Diclofenac, geschehen.®** Meist besitzen NSAR eine saure funktionelle Gruppe, welche
sie in die Lage versetzt sich in Geweben mit niedrigeren pH-Werten anzureichern. Dies
beféhigt sie sich in entziindeten Geweben zu akkumulieren und ihren analgetischen und

antiphlogistischen Effekt auszutiben.
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Abbildung 1.8: Prominente Vertreter der nicht-selektiven NSAR
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Von allen zugelassenen NSAR ist ausschlie3lich Acetylsalicylsdure in der Lage, die COX
zusatzlich kovalent zu modifizieren. Nach Aufklarung der Kristallstruktur® und durch
theoretische Modellierungen®™ (Vgl. Abbildung 1.9) von Acetylsalicylsdure im aktiven
Zentrum der COX wird zurzeit folgender Mechanismus angenommen: Acetylsalicylséure
gelangt durch den Substratkanal zum aktiven Zentrum und ihre Carboxylgruppe bildet eine

schwache ionische Bindung mit Arg'®

aus. Dadurch gelangt die Acetoxygruppe der
Acetylsalicylsaure in eine optimale Orientierung fir eine Acetylierung der COX-1, in einen
Abstand von 5 A zum Ser®*Rest. Die kovalente Bindung der Acetylgruppe erfolgt dann in
zwei  aufeinanderfolgenden  Schritten  Uber  einen  metastabilen  tetraedrischen

Ubergangszustand und fiihrt zur irreversiblen Inhibition der Enzymaktivitét.
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Abbildung 1.9: Modellierung der Lage (links) und AcetylUbertragung der Acetylsalicylsaure in der
COX-1(rechts) nach *

ASA 1.02

Die Hemmung der COX-1 durch Acetylsalicylsaure erreicht im Vergleich zur COX-2 fast den
60fachen Wert (vgl. ICso-Werte in Tabelle 1.2). Dies wird auf eine langsamere
Reaktionsgeschwindigkeit und auf die grofRere Bindungstasche der COX-2 zuriickgefuhrt,
zwei Faktoren, welche hier die Acetylierung erschweren. Die einmalige Fahigkeit der COX-
Acetylierung fihrt auch dazu, dass Acetylsalicylsdure zusatzlich als Gerinnungshemmer
wirkt. Indem Acetylsalicylsdure die COX-1 in den Thrombozyten irreversibel hemmt und
diese wegen des fehlenden Zellkerns nicht in der Lage sind das COX-Enzym neu zu bilden,
kommt es nur in Thrombozythen zusatzlich zu einer permanenten Hemmung der COX-1
durch  Acetylsalicylsdure. Durch diesen Sonderfall bleibt die TxA,-Bildung aus

Thrombozyten und somit auch deren Aggregationsféhigkeit gering.
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Tabelle 1.2: Selektivitat der NSAR, Bestimmungen aus Gesamtblutassay nach®

NSAR-Name Acetylsalicylsdaure  Diclofenac Ibuprofen Indomethacin Paracetamol
ICs0 COX-1 [uM] 1.7 0.075 7.6 0.013 > 100
ICs0 COX-2 [uM] 100 0.038 7.2 1.0 49
Selektivitat ic,, cox -2 59 05 09 77 05
IC,, (COX -1)

Paracetamol und Metamizol, welche zum Teil ebenfalls zu den NSAR gezahlt werden,
zeichnen sich dadurch aus, dass sie nur fiebersenkende und schmerzstillende Eigenschaften
besitzen, jedoch keine antientzindliche Wirkung aufweisen. Der genaue Wirkungs-
mechanismus ist zur Zeit noch unklar. Paracetamol ist ein schwacher COX-Inhibitor (vgl.
Tabelle 1.2). Es wird vermutet, dass es durch die Blut-Hirn-Schranke dringt und dort seine
Wirkung entfaltet. Alternativ wurde ein Redox-Mechanismus als mdégliche Wirkungsweise
postuliert.®® Metamizol wirkt ebenfalls nur schwach als nicht-selektiver COX-Inhibitor.” Als
zusétzlicher Wirkmechanismus wird eine Beteiligung am 5-HT- oder Opioid-Stoffwechsel
diskutiert.

Bei umfangreicher Anwendung von NSAR, etwa im Bereich der Selbstmedikation, ist der
Einsatz insbesondere bei Langzeiteinnahme mit starken Nebenwirkungen behaftet. Wegen der
Anreicherung von NSAR in Geweben mit niedrigen pH-Werten akkumulieren diese in der
Magenschleimhaut und den Nieren. In diesen Organen fuhrt die COX-Inhibierung zu einer
Senkung der PGE,-Produktion, was eine verminderte Magenschleimproduktion zur Folge hat.
Daraus resultierende Magenblutungen und Magenulzerationen kénnen im unbehandelten Fall

die Entstehung von Magenkrebs beginstigen.

1.2.4.2. Selektive COX-2-Inhibitoren

Die Entdeckung der strukturellen Unterschiede zwischen COX-1 und COX-2 infolge der
Aufklarung der Kristallstrukturen, fihrte in den 1990er Jahren zur gezielten Entwicklung von
COX-2-selektiven Inhibitoren.*>% Durch die strukturelle Einsicht wurde eine hydrophobe
Seitentasche in der N&he des aktiven Zentrums der COX-2 entdeckt, in die sich nicht-saure
Gruppen einlagern konnen. Dies dient als Ersatz fiir die ionische Bindung der NSAR mit dem
Arg*®-Rest. Von besonderer Bedeutung, um diese Seitentasche zu belegen, hat sich als

selektives Molekilfragment ein para-substituierter Phenylring mit einem Sulfonamid- bzw.
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einem Methylsulfon-Rest erwiesen. Dieser kann mit den Aminosauren His*, Arg®*3, Phe®'®
und GIn'® interagieren.®® Coxibe besitzen eine (Z)-standige Diarylkomponente. Die

Strukturen der prominentesten Vertretern sind in Abbildung 1.10 dargestellt
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Celecoxib Etoricoxib Nimesulid Rofecoxib Valdecoxib

Abbildung 1.10: Auflistung von Coxiben, welche eine Marktzulassung bekommen haben

Coxibe sind im Vergleich zu klassischen NSAR schwache COX-1-Inhibitoren, jedoch potente
COX-2-Inhibitoren. Sie besitzen eine langsame off-Kinetik an der COX-2, also eine lang
andauernde Wechselwirkung mit dem Enzym, welche ihre Selektivitat erhoht (vergleiche
Tabelle 1.3). Die Coxibe werden deshalb auch als zeitabhangige Inhibitoren bezeichnet. Es
ist bekannt, dass die Verabreichung von COX-2-selektiven Inhibitoren Uber mehrere Tage die
Entzindungsauflosung verlangsamt. Die zusatzliche Gabe von Prostaglandin D, und
Cyclopentanon-Prostaglandinen fuhrt dagegen zu einer Rekonstitution der normalen
Wundheilung.*® Dies wird darauf zuriickgefihrt, dass Prostaglandine die Bildung von

wundheilungsfordernden Mediatoren induzieren kénnen.*™*

Tabelle 1.3: Selektivitat der Coxibe, Bestimmungen aus Gesamtblutassay nach®

Coxibname Celecoxib Etoricoxib ~ Nimesulid  Rofecoxib Valdecoxib
ICso0 COX-1 [uM] 6.7 116 10 19 26
ICs0 COX-2 [uM] 0.87 1.1 1.9 0.53 0.87
Selektivitét rc,, cox -1 8 105 5 36 27
I ,, (COX -2)

Wie die klassischen NSAR zeigen auch die Coxibe eine entzindungshemmende,
schmerzreduzierende und fiebersenkende Wirkung.'® Bei langerer Einnahme verursachen sie
jedoch weniger renale- und gastrointestinale Nebenwirkungen als NSAR.'**% Dies ist darauf

zurilickzufuhren, dass sie die COX-1 nur in geringem Umfang hemmen und so schienen sie
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zundchst fiir eine Langzeitanwendung geeigneter zu sein. Langzeitstudien zur Bewertung von
Sicherheitsrisiken fr die jeweiligen Vertreter zeigten dann allerdings, dass nur Celecoxib und
Etericoxib eine verringerte gastrointestinale Toxizitat aufweisen, so dass die Nebenwirkungen
vergleichsweise geringer sind als bei der Langzeiteinnahme von klassischen NSAR.*®% Bej

92,108 \\ahrend

Einnahme von Lumiracoxib wurde dagegen eine hohe Lebertoxizitat festgestellt,
fir Rofecoxib ein erhohtes Risiko flur Blutdruckhochdruck, Schlaganfélle und Myokard-
Infarkte postuliert wird.*®*%!% valdecoxib und dessen Prodrug Parecoxib, bergen die
gleichen Risiken wie Rofecoxib.**'® Aus diesen Griinden sind diese vier Coxibe mittlerweile
vom Markt genommen worden. Ein Erklarungsansatz fur diese Beobachtungen ist, dass
selektive COX-2-Inhibitoren das Gleichgewicht zwischen dem pro-thrombotischen TxA, und
dem anti-thrombotischen Prostacyclin I, zu Gunsten von TxA, verschieben, weil dessen
COX-1 vermittelte Produktion in Thrombozyten nicht inhibiert wird.***'° Coxibe spielen
deshalb in der Medikation nur noch eine untergeordnete Rolle und werden nur in Ausnahmen
unter drtzlicher Beobachtung eingesetzt, z. B. bei chronischer Polyarthritis, oder wenn
klassische NSAR nicht eingesetzt werden kdnnen. Als neue Hoffnungstrager gelten duale

COX-2/5-LO-Inhibitoren.
1.2.4.3. Duale COX-2/5-LO-Inhibitoren

Bei der Entstehung von Entziindungen im Korper spielt neben der COX auch die 5-LO eine
wichtige Rolle. Bei spezifischer Inhibition der COX kommt es zu einem sogenannten
,,.Shunting“-Effekt. Dabei wird die AA-Metabolisierung aufgrund gesteigerter 5-LO-Aktivitat
zu Gunsten von LTen verschoben. Dies ist eine Folge der Substratanreicherung und
verschlimmert die Entziindung bzw. verlangert den natlrlichen Entziindungsprozess. Deshalb
wird dieser Mechanismus als kontraproduktiv angesehen'* und fiihrte zur Entwicklung von
dualen COX-2- / 5-LO-Inhibitoren, welche oft auch als 3. Generation der NSAR angesehen
werden. Dabei handelt es sich meist um strukturelle Hybride zwischen einer
(2)-Diarylkomponente, welche als COX-2 selektiver Teil fungiert, und einem zweiten Teil,
der auch die 5-LO-Aktivitat durch unterschiedliche Wirkmechanismen reduziert (Vgl. Kapitel
1.3.5). Als Beispiele sind in Abbildung 1.11 zwei Vertreter abgebildet. Zum einen
Compound 1 von Barbey et al.**? (ICs, fiir COX-2 = 0.05 uM:; ICs fiir 5-LO = 0.003 uM)
und zum anderen Licofelon (ICsy fiir COX-2 = 0.16 uM; ICsq fiir 5-LO = 0.23 pM).*
Letzteres stellt die am weitesten entwickelte Verbindung dieser Klasse dar und wurde von

Merckle, Alfa, Wassermann und Lacer entwickelt. Licofelon ist zur Behandlung von

-23-



Molekularbiologischer Hintergrund

Osteoarthritis im Knie indiziert mit bereits abgeschlossenen Phase-111-Studien.*** Es zeigte
sich, dass verglichen mit anderen NSAR, Licofelon in Studien an gesunden Probanden
verringerte gastrointestinale Toxizitdt und Ulcusbildung aufweist. Es ist besser wirksam als
Naproxen und ist so selektiv wie Celecoxib.™® Langzeitstudien und Studien mit gréRerem

Patientenkreis missen noch erfolgen.

S
" F
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N
@O_/ O_CH3
—

Compound 1 Licofelon

Abbildung 1.11: Strukturen Dualer COX-2 / 5-LO-Inhibitoren

1.2.4.4. Indikationen der NSAR

NSAR sind hauptsachlich bei leichten bis mittleren, akuten Schmerzen und Fieber indiziert.
Beispiele hierfiir sind: Kopfschmerzen, Migréne, Gewebeschadigungen. Aufgrund ihrer
zusétzlichen antiphlogistischen Wirkung werden sie zusétzlich fur die Behandlung
chronischer, entzindlicher Schmerzen verwendet. Symptombezogen werden sie z.B. zur
Linderung von Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis eingesetzt. Wegen ihrer
gerinnungshemmenden Wirkung wird zur Pravention von Thrombose und Schlaganfallen in
der Langzeittherapie ausschlieBlich Acetylsalicylsdaure verwendet. Im experimentellen
Stadium befinden sich der Einsatz von NSAR, vor allem der COX-2 selektiven Inhibitoren,
fur die Pravention von Alzheimer und Adenomen sowie in der Krebsforschung zur
Behandlung von Prostata- und Darmkrebs. Kontraindiziert sind NSAR dahingegen bei
Menschen die bereits unter gastrointestinalen Blutungen oder Magengeschwiren gelitten
haben bzw. unter der Autoimmunerkrankung Morbus Crohn leiden. AuRerdem sollten
Patienten mit eingeschrénkter Nierenfunktion oder mit kardiovaskul&ren Vorerkrankungen die
Einnahme von NSAR vermeiden. Besonders hinzuweisen ist auf das Verbot der Einnahme
von Acetylsalicylsaure vor chirurgischen Eingriffen aufgrund der gerinnungshemmenden
Wirkung.
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1.3.  Der Lipoxygenaseweg und die Leukotriene

Die Lipoxygenasen (LO) sind Schlisselenzyme, welche die ersten zwei Schritte in der
Biosynthese von Arachidonsédure zu Leukotrienen bzw. zu Hydroxyeicosatetraensdauren
(HETE) katalysieren. Sie gehdren wie die COX zur Familie der Oxidoreduktasen. Die LO
werden in mehrere Subfamilien unterteilt, wobei die vorangestellte Nummer besagt, an
welcher Position der Fettsaure das Enzym die Hydroperoxidation durchfuhrt. Die wichtigste
LO im Entziundungsvorgang ist die 5-LO (s. Kapitel 1.3.1). Weitere bekannte Vertreter sind
die 12- und die 15-LO. Die Metabolisierung der AA durch 5-LO in die verschiedenen LTe ist
in Abbildung 1.12 detailliert dargestellt. Zur bereits angesprochenen Bisoxygenierung der AA
katalysiert die 5-LO im ersten Schritt die Hydroperoxydierung zur 5-Hydroperoxy-
eicosapentaensaure (5-HPETE). Im zweiten Schritt bildet sie ein instabiles allylisches Epoxid,
das Leukotrien A; (LTA,). Diese zweistufige Oxidation wird von einem nicht-Ham
gebundenen Eisenatom katalysiert (Kapitel 1.3.2). AulRerdem kann 5-HPETE aber auch 5-LO-
unabhéngig vor Ort zu dem entsprechenden Alkohol, der 5-Hydroxyeicosapentaenséure
(5-HETE), durch ubiquitédre Peroxidasen reduziert werden. Das Verhaltnis zwischen 5-
HPETE und LTA, ist von modulierenden Cofaktoren abhangig (Kapitel 1.3.3). LTA, dient als
Vorstufe fir die LTA4-Hydrolase zur Bildung von LTB,. Darlber hinaus wird es durch die
LTC,-Synthase durch Bindung von Glutathion zum Leukotrien C, (LTC,) umgewandelt.'*®
Dieses wird nach der Freisetzung in den extrazellularen Raum, unter Abspaltung einzelner
Aminosauren des Glutathionrests, in die beiden cysteinhaltigen LTe, Leukotrien D, (LTDy)
und Leukotrien E4 (LTE,), Gberfuhrt (s. Abbildung 1.12).

Die LTe sind fir verschiedene biologische Funktionen im Koérper verantwortlich (Kapitel
1.3.4). Durch Inhibition der 5-LO-Aktivitdt mittels unterschiedlicher Mechanismen lassen
sich diese Auswirkungen reduzieren (Kapitel 1.3.5). Jedoch ist bislang nur Zileuton als
direkter 5-LO-Inhibitor zur Behandlung des Asthma Bronchiale in den USA zugelassen. Um
diese Lucke zu schlie3en, werden weitere Strategien einer Anti-LT-Therapie verfolgt, die in
Kapitel 1.3.6 und 1.3.7 vorgestellt werden.

5-LO ist neben der Synthese von LTen auch durch transzellulére Prozesse im Zusammenspiel
mit 12-LO oder 15-LO an der Biosynthese von entzlindungsauflésenden Lipidmediatoren
beteiligt (s. Kapitel 1.4).
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Abbildung 1.12: Darstellung der Metabolisierung von Arachidonsaure durch 5-Lipoxygenase

1.3.1. Struktur des 5-LO Enzyms

Die 5-LO ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym, welches hauptsachlich in
polymorphonuklearen Leukozyten (PMNL), Monozyten, Makrophagen, Mastzellen,
neutrophilen Granulozyten und B-Lymphozyten exprimiert wird.**” Fir die Leukotrien-
biosynthese wird das 5-Lipoxygenase-aktivierende Protein (FLAP) benétigt (s. Kapitel 1.3.3).
Die 5-LO bzw. das ALOX5-Gen ist auf dem Chromosom-10 kodiert. Das Gen enthélt 14
Exons deren Transkription streng reguliert ist.**® In Studien von Boado et al.'*® konnten
posttranskriptionale Modifikationen bei unterschiedlichen Splicevarianten der 5-LO in
Gehirntumoren nachgewiesen werden. Hierbei korrelieren die verschiedenen Isoformen mit

der Malignitat des Geschwilrs. Der Einfluss auf den gesunden Organismus ist bisher unklar.**
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Die 5-LO besteht aus 673 Aminosauren und liegt im inaktiven Zustand sowohl im Zytosol als
auch im Zellkern als Monomer vor.'® Obwohl das Enzym schon seit den 1970er Jahren
bekannt ist, waren aufgrund seiner Kurzlebigkeit lange Zeit nur Modelle homologer
Strukturen auf Basis anderer geldster LO-lsoformen, so aus Sojabohne, Hase und Koralle
verfiigbar. Die Strukturaufklarung der humanen 5-LO gelang erst im Jahr 2011 durch Gilbert
et al., nachdem durch Mutationen eine stabilisierte Form generiert wurde, die eine
Kristallisation ermdglichte.”® Hierfir wurden Veranderungen der Lys®*®*-Reste und der
Aminosauren 13, 14, 40-44, 75 und 76 durchgefihrt. Dariiber hinaus wurden Cys®*® und
Cys*® durch Alanin ausgetauscht. Die solcherweise aufgeklarte Struktur ist in Abbildung 1.13

dargestellt.

C2-ahnliche Domane

Zentrales Eisenatom

_ &—— Katalytische

Domane

Abbildung 1.13: Modell der humanen 5-LO erstellt anhand der PDB-Struktur 308Y."*! Darstellung der
C2-ahnlichen Doméne in griin, der katalytischen Domaéne in blau und des zentralen Eisenion im aktiven Zentrum
als rote Kugel.

Das Enzym l&sst sich in zwei Domanen untergliedern. Einerseits in die kleinere N-terminale
Doméne, welche von den Aminosduren 1-114 gebildet wird. Diese Domane besitzt
hauptsachlich regulatorische Eigenschaften und weist klassische Strukturmerkmale einer
C2-Doméne auf, welche an der gezielten Lenkung von Proteinen zur Zellmembran involviert

ist.'? Sie dient aufgrund ihrer Uberwiegend negativ geladen Aminosauren als Bindestelle fiir
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Ca’?*-lonen und der anschlieRenden Interaktion mit zellularen Membranen.*® Ihre Sekundar-
struktur wird durch ein B-Sandwich ausgebildet, welches aus acht antiparallel ausgerichteten
B-Faltblattern besteht.

Die zweite Einheit im 5-LO-Enzym ist die grofiere C-terminale Doméne, welche von den
ubrigen Aminoséauren (121-673) gebildet wird. Dieser Bereich bildet die katalytische Doméne
und enthalt ein nicht-Ham gebundenes Eisenatom bzw. das aktive Zentrum. Es (bt die
Bisoxygenierungs-Funktion der 5-LO aus (fir den Mechanismus s. Kapitel 1.3.2). Das
Eisenion wird durch drei hochkonservierte Histidine (His*®’, His*"? und His**®) und durch die
Sauregruppe des endstandigen 11e®”® koordiniert. Die Bindetasche ist flach, langlich geformt
und geschlossen, sodass die 5-LO eine Konformationsanderung eingehen muss, bevor das
Substrat in das aktive Zentrum gelangen kann.'* Momentan steht das Konzept des
,beweglichen Deckels* in der Diskussion. Dieses beschreibt wie die Substratzufuhr mit Hilfe
des ,Deckels geregelt werden konnte und ist bereits bei weiteren Enzymen mit

Polycystin-1-, Lipoxygenase- oder Alpha-Toxin-(PLAT)-Domanen bekannt.'?*

1.3.2. Der 5-LO-Katalysemechansimus

Die 5-LO Kkatalysiert die zweistufige Oxidation von AA zu LTA; durch ein nicht-Ham-
gebundenes Eisenatom. Entsprechend seiner Oxidationsstufe besitzt es in seiner
Koordinationssphare ein Wassermolekil (als Eisen(Il)-lon) oder ein Hydroxyidion (als
Eisen(l11)-lon). Dieses prosthetische Eisenion fungiert bei der Katalyse als Elektronendonor
bzw. als -akzeptor. Dabei werden zwei Arachidonylradikale gebildet, welche zur 5-HPETE
bzw. zum LTA; umgewandelt werden. Die Radikale verlassen dabei nicht das Enzym,
sondern werden vor Ort umgewandelt. Das 5-LO-Protein muss nach seiner Bildung zuné&chst
aktiviert werden. Studien an der 5-LO mittels paramagnetischer Elektronenresonanz-
Spektroskopie ergaben, dass das Eisenatom der katalytisch aktiven Form als Eisen(lll)-
Spezies vorliegt. Diese entsteht aus der inaktiven Eisen(ll)-Spezies, mit Hilfe von
Lipidhydroperoxiden.'” Die Exposition des Enzyms mit Luft-Sauerstoff bewirkt einen
Aktivitatsverlust.*?® Diese Befunde und zielgerichtete Mutationsstudien?’ fiihren zu dem in
Abbildung 1.14 dargestellten Katalysemechanismus. Es wird postuliert, dass der erste
Katalyseschritt mit einer stereospezifischen Abstraktion des pro-S-Wasserstoffatoms an C-7
durch die Eisen(lll)-Spezies beginnt. Diese Spezies liegt anschliefend in der inaktiven
Eisen(Il)-Form vor. Das durch die Abstraktion gebildete Radikal A lagert sich um und

reagiert antrafacial mit eindiffundiertem Sauerstoff zum Peroxyradikal B,*?® welchem ein ein-

-28-



Molekularbiologischer Hintergrund

Elektronen-Transfer durch das Eisen(Il)-Atom widerfahrt."* Dabei bildet sich die katalytisch
aktive Eisen(l11)-Spezies zuriick und das Intermediat 5-HPETE entsteht. Die anschlielende
Epoxidierung erfolgt nicht direkt, sondern Uber eine Radikalumlagerung. Das Eisen(llI)-lon
abstrahiert dabei erneut ein Wasserstoffatom, jedoch diesmal das pro-R an C-10 zum
Intermediat C,*° und liegt dann wieder als Eisen(11)-lon vor. Das gebildete Radikal C kann
sich zum Radikal D umlagern. Durch die rdumliche Lage des Eisen(ll)-lons katalysiert dieses
einen suprafacialen homolytischen Bindungsbruch des Hydroperoxids.** Dies fiihrt zu einer
Wasserabspaltung aus der Koordinationssphére des Eisenatoms und der Regenerierung der
katalytisch aktiven Eisen(lll)-Spezies. Auflerdem kommt es zur Epoxidbildung unter
Ausbildung von zwei neuen trans-Doppelbindungen an C-7 und C-9 und damit zur Synthese
von LTA,.

AN = Hoo, LY )
HO H H = :
O, aus der \ H
Membran o Arachidonsiure c

=

B © LTA,

Abbilgzulgsg 1.14: Postulierter Mechanismus fir die Umwandlung von AA zu LTA, durch die 5-LO
nach™"

1.3.3. Regulation der Expression und Aktivitat der 5-Lipoxygenase

Bereits die Transkription des ALOX-5-Gens ist durch mehrere regulatorische Elemente in
dessen Promoterregion streng kontrolliert. Zum Einen finden in der GC-Box des Gens
Methylierungen statt, welche das Anlagern des Transkriptionsfaktors Sp1 inhibieren. Dadurch
wird das Ablesen bzw. die Expression des Gens in nicht-5-LO-exprimierenden Zellen
unterbunden.’® Die 5-LO wird weiterhin auf Transkriptionsebene reguliert. Bei der

Regulation spielen viele Faktoren eine Rolle wie Vitamin D -Responseelemente,
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transformierender Wachstumsfaktor-p  (TGF-B) -Responseelemente, Smad-bindende
Elemente sowie der Nuklearfaktor-,,kappa-light-chain-enhancer“ (NF- xB), die nuklearen
Faktoren von aktivierten T-Zellen (NFAT) und auch aktivierendes Protein 2 (AP-2) und
Transkriptionsfaktor Pul.'® Eine gesteigerte Expression findet vor allem durch den Einfluss
von Entzindungsmediatoren statt. Darlber hinaus kann die Expression auch durch
Retinsdaure, Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert werden. Ein Beispiel hierfur sind
unterschiedliche Zellarten, die unter dem Einfluss von TGF-B und Calcitriol (1,25-
Dihydroxy-Vitamin D3) eine bis zu 100-fach gesteigerte Induktion zeigen.*'"*** AuRerdem
findet eine posttransskriptionale Regulation auf der Ebene der 5-LO -mRNA durch
microRNA statt. Diese wirkt sich repressiv auf die Expression der 5-LO aus. ®.

Die Aktivitat der 5-LO wird durch zwei Hauptmechanismen gesteuert: durch den Einstrom

von Ca**-lonen und durch unterschiedliche Phosphorylierungen an den Serinresten Ser®’*,

523

663

Ser’*® und Ser™°. Das Aktivierungsschema der 5-LO ist in Abbildung 1.15 wiedergegeben.

Ser663
CLP

Euchromatin

Cytosol Nucleus

Abbildung 1.15: Aktivierung der 5-LO-Aktivitat durch Ca*-lonen bzw. Phosphorylierung und
Translokation zur Zellhiille nach™®

Der Anstieg der Ca®*-lonen Konzentration in der Zelle fuhrt zu zwei parallel verlaufenden
bzw. gekoppelten Aktivierungen, welche eine effiziente Bereitstellung und Verwendung des

Substrats sicherstellen. Zum Einen kommt es zur Aktivierung der cPLA;, welche in
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Abhangigkeit von ihrem Phosphorylierungsstatus die Freisetzung von AA aus Phospholipiden
der Membran bewirkt.”*"*® Gleichzeitig wird die 5-LO durch Bindung von Ca**-lonen an der
C2-ahnlichen Domane aktiviert.”*® Dadurch kommt es zur Translokation des Enzyms vom
Zytosol bzw. Nukleoplasma hin zur Zellkernhiille.** Dieser Vorgang wird unter Zellstress
durch Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-KAP Kinase) vermittelte Phosphorylierungen

"L unterstiitzt. Des Weiteren findet eine Phosphorylierung am Ser®® durch die

am Ser
extrazellulare Signalkinase 2 (ERK2) statt.*"'* Diese beiden Phosphorylierungen fiihren
ebenfalls zur 5-LO-Translokation und tragen so zur Aktivierung bei. Dies wurde durch
Mutationsstudien und den Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren bestatigt.** Ein
Inaktivierungsmechanismus wird durch erhthte cAMP-Konzentration ausgeldst, die zu einer
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und anschlieBender Phosphorylierung an Ser®* fiihrt.
Dadurch kommt es zur Hemmung der 5-LO-Translokation zur Kernhille. Ein gegenteiliger
Effekt wird durch die Zugabe von exogener AA herbei gefiihrt.*** Es wird daher vermutet,
dass es eine regulatorische und eine katalytische Bindestelle fur Fettsduren an der 5-LO gibt.
Freie AA bindet spezifisch an FLAP, welches an der Kernhiille lokalisiert ist."*> FLAP wurde
als ein 18 kDa schweres Protein identifiziert, welches essentiell ist, um die endogen
freigesetzte AA der 5-LO zuzufihren.**®'*’ FLAP zdhlt zu den Membran-assoziierten
Proteinen im Eicosanoid- und Gluthathionmetabolismus (MAPEG). Allerdings ist es das
einzige Protein dieser Proteinfamilie, welches keine eigene enzymatische Aktivitat austibt.*®
Es wird daher vermutet, dass FLAP den Transport von AA zum aktiven Zentrum der 5-LO
fordert und das Eindringen in die geschlossene Bindungstasche erleichtert.**

Zusatzlich zu Ca**-lonen und Phosphorylierungen kénnen noch drei weitere Faktoren die
5-LO-Aktivitat steigern: Phosphatidylcholin (PC), 1-Oleoyl-2-acetylglycerol (OAG) und das
Coactosin-dhnliche Protein (CLP). Durch Bindung an die C2-&hnliche Domane scheinen alle
drei Faktoren, den katalytisch aktiven Komplex zu stabilisieren und eine héhere Umsatzrate
zu erzielen. Allerdings sind sie nicht essentiell fiir die LT-Biosynthese, da die 5-LO-Aktivitat
auch ohne sie vorhanden ist.''” Zur effektiven Aktivierung der 5-LO ist jedoch ein
Zusammenspiel aller beteiligten Faktoren notwendig. Bei einer durch CLP-vermittelten
Induktion der 5-LO-Aktivitat in Gegenwart von Ca®* und in Abwesenheit von PC beobachtet
man eine vermehrte Bildung von 5-HETE. Die Bildung von LTA, ist jedoch unverandert.*®
Aullerdem wird die 5-LO-Aktivitat durch die Bindung bzw. das Anlagern von ATP gesteigert.
ATP wird dabei nicht zu ADP gespalten. Dies lasst vermuten, dass ATP ebenfalls zur

Stabilitat des aktiven Komplexes beitragt.
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1.3.4. Biologische Funktion der Leukotriene

Die aus dem Lipoxygenaseweg stammenden LTe binden an spezifische LT-GPCRen und
spielen eine Rolle in der Entstehung von (chronischen) Entziindungen, wie z.B. Asthma,
allergischer Rhinitis, Arthritis, Arteriosklerose und Psoriasis.*****> AuRerdem beeinflussen sie
die GefaBpermeabilitat und spielen beim Wachstum und dem Uberleben von Krebszellen eine
Rolle.®*®2 LTe sind Entziindungsmediatoren, die sich durch einen schnellen und
kurzzeitigen Effekt auszeichnen. Sie entfalten ihre Wirkung im niederen nM-Bereich. Dies
halt das Immunsystem im Gleichgewicht und verhindert (berzogene immunologische
Reaktionen. LTB, (bt seinen Effekt hauptsachlich Gber den BLT;-Rezeptor aus, der in Zellen
der Immunabwehr exprimiert wird. Darlber hinaus bindet LTB,; an den ubiquitar
exprimierten BLT,-Rezeptor. Der BLT;-Rezeptor weist im Vergleich zum BLT,-Rezeptor
eine hohere Sensibilitat gegentiber LTen auf. Die Bindung von LTen an den Rezeptoren fuhrt
in der Zelle zur Aktivierung der CLP und erhoht die Bildung von OAG. Dies fihrt dann zu
einer erhdhten Aktivitat des 5-LO Enzyms (s. Kapitel 1.3.3).1%

Die cysteinyl-haltigen LTe, LTCy4-E4, Gben ihren Effekt Uber den CysLT;- bzw. den CysLT,-
Rezeptor aus. Die agonistische Aktivitdt nimmt am CysLT;-Rezeptor in der Reihenfolge
LTC, < LTD4 < LTE4 ab, wohingegen die CysLTe am CysLT,-Rezeptor in etwa dquipotent
sind. Die Rezeptoren sind organspezifisch verteilt.>> lhre Nomenklatur entspricht ihrer
Affinitat gegentiber den Antagonisten Montelukast oder Zafirlukast. (Zur Anti-LT-Therapie s.
Kapitel 1.3.6). Beiden Antagonisten wirken nur auf den CysLT;-Rezeptor antagonistisch,
jedoch nicht auf den CysLT,-Rezeptor. Entsprechend der LTB-Rezeptoren bewirken sie eine
Aktivierung von CLP in der Zelle.

LTB, ist ein potenter Leukozytenaktiviator, der die Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten und T-Zellen zum beschadigten Gewebe hin stimuliert. Dies fuhrt zu einem
Anheften der neutrophilen Granulozyten an die BlutgefaBwande. Aullerdem kommt es zur
Degranulation sowie zur Freisetzung von Cathelicidin LL-37 und Superoxiden, die Teile der
Immunantwort darstellen.”® Weiterhin steigert LTB, die Phagozytose-Aktivitdt von
neutrophilen Granulozyten sowie Makrophagen und stimuliert die Sekretion von
Antikorpern.>? Diese Auswirkungen auf die Immunantwort weisen auf eine entscheidende
Rolle von LTB, in entziindungsbedingten Krankheiten wie Asthma und Arthritis hin. Dies
konnte an 5-LOA- sowie an FLAPA-Méusen belegt werden. Beide sind nicht in der Lage

chronische Arthritis zu entwickeln.*®®
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In der Entstehung von Asthma und der allergischen Rhinitis sowie der Ausbildung einer
chronischen Entziindung sind die cysteinyl-haltigen LTe involviert. Diese bewirken eine
Kontraktion der glatten Muskulatur in den Bronchien und der Geféalie sowie eine gesteigerte

Vasopermeabilitat, Schleimsekretion und Rekrutierung von Eosinophilen.**!

1.3.5. Inhibitoren der 5-Lipoxygenase

Die Effekte, die durch LTe verursacht werden, lassen sich auf unterschiedlichste Weise
inhibieren. Es werden drei Ansétze verfolgt. Der erste fuhrt zur kompletten Ausschaltung des
Lipoxygenasewegs durch Inhibition des 5-LO-Enzyms beziehungsweise seiner flr die
Aktivitat essentiellen Interaktionspartner, wie cPLA; oder FLAP. Das cPLA,-Enzym wére ein
denkbares Target, um der 5-LO das Substrat zu entziehen. Studien haben jedoch ergeben, dass
dies zu einem kompletten Ausfall des Eicosanoidstoffwechsels fiihrt. Dies ist aufgrund starker
Nebenwirkungen unerwiinscht.**® Die Inhibition von FLAP hingegen beeinflusst lediglich den
AA-Transfer zur 5-LO. Diese Art der Inhibition wird daher oft als indirekte 5-LO Inhibition
bezeichnet (s. Kapitel 1.3.5.1)."" Die direkt an der 5-LO agierenden Inhibitoren werden in
drei Klassen unterteilt, jeweils in Abh&ngigkeit ihres Wirkmechanismus. Dazu zéhlen die
Eisen-Chelat-Inhibitoren (Kapitel 1.3.5.2), die redoxaktiven Inhibitoren (Kapitel 1.3.5.3) und
die nicht-redoxaktiven Inhibitoren (Kapitel 1.3.5.4). Zur Klasse der nicht-redoxaktiven
Inhibitoren gehdren auch die dualen 5-LO/COX-2-Inhibitoren, welche bereits in Kapitel
1.2.4.3 vorgestellt wurden.

Als zweiter Ansatz wird die Unterdriickung der LT-Biosynthese durch Inhibition der LTAy-
Hydrolase und/oder der LTC4-Synthase verfolgt. Dabei wird ein der 5-LO nachfolgendes
Enzym in der Kaskade der LT-Biosynthese inhibiert (vgl. Abbildung 1.12). Zuletzt kénnen
auch die von LTen verursachten Effekte durch LT-Rezeptorantagonisten unterdriickt werden,
welche die BLT- bzw. die CysLT-Rezeptoren blockieren. Diese beiden zuletzt genannten

Ansétze und die dafiir entwickelten Inhibitoren werden in Kapitel 1.3.6 vorgestellt.
1.3.5.1. Indirekte / FLAP-Inhibitoren

Die indirekten Inhibitoren der 5-LO fiihrten in den spaten 1980er Jahren zur Entdeckung von
FLAP. In Versuchen der Firma Merck-Frosst war das Indolderivat MK886 (s. Abbildung
1.16) in der Lage die LT-Biosynthese in vitro und in vivo zu inhibieren, ohne die katalytische

Funktion der 5-LO oder von cPLA, zu beeinflussen, sodass MK886 nicht im aktiven Zentrum
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der 5-LO binden konnte.'®® Stattdessen bindet es an FLAP und unterbricht somit den
Substrattransfer aus der Membran zum 5-LO Standort an der Oberflache der Kernhtlle (vgl.
Kapitel 1.3.3). Nach der Aufklarung der FLAP-Kristallstruktur, inklusive komplexiertem
Inhibitor (MK0591), fand man heraus, dass diese Substanzklasse als FLAP-Antagonisten
fungiert, jedoch werden sie aus historischen Grinden weiter als 5-LO-Inhibitoren

klassifiziert.*>’

CHj
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Abbildung 1.16: FLAP Inhibitoren

Fast zeitgleich mit MK886 (ICso = 3 nM) wurde das Chinolinderivat Veliflapon durch die
Firma Bayer entwickelt (urspriinglich Bay-X 1005, ICs, = 60 nM).* Beide Inhibitoren
weisen diverse Strukturelemente auf, die dann in dem Indol-Chinolin-Hybriden MK0591
(ICs = 1.6 nM) zusammengefiihrt wurden.*® Alle drei Inhibitoren, MK886, Bay-X 1005 und
MKO0591 wurden in klinischen Phase-11-Studien fur die Asthmatherapie untersucht, konnten
jedoch keinen therapeutischen Zusatznutzen zeigen. Dies flhrte zur Weiterentwicklung der
Substanzklasse und zur Entwicklung von AM103 (ICso = 4.2 nM). Dieses zeichnet sich durch
bessere pharmakodynamische Eigenschaften aus, hat bereits eine Phase-I-Studie erfolgreich
abgeschlossen und gilt als derzeit vielversprechendster Kandidat.*** %3

Daneben befindet sich zur Zeit das Veliflapon schon in Kklinischen Phase-I11 Studien fur die

Behandlung des Myokardinfarkts und gilt daher als aussichtsreichster Kandidat fir die
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Zulassung eines FLAP-Inhibitors, da es bisher trotz vieler Bemihungen noch zu keiner

Zulassung eines FLAP-Inhibitors kam.

1.35.2. Eisen-Chelat-Inhibitoren

Eisen-Chelat Inhibitoren zeichnen sich durch ihre Fahigkeit katalytisch wirkende Eisen-lonen
zu chelatisieren aus. Dies fihrt zum Verlust der 5-LO-Aktivitat, da der Katalysezyklus
unterbrochen wird. Charakteristische funktionelle Gruppen bzw. Bindungsmotive dieser
Klasse sind hydrolytisch  labile Hydroxamsauren oder metabolisch stabilere
N-Hydroxyharnstoffe. In Abbildung 1.17 sind literaturbekannte Vertreter dieser Klasse
abgebildet.

/‘L"ﬁ HO  NH, Ho  NH.
(0] N N—< 3 N’<
SRS DN =
OH s CH, _ CH,

BWA4C Zileuton Atreleuton

Abbildung 1.17: Eisen-Chelat-Inhibitoren

Die prominentesten Vertreter sind BWAA4C, Zileuton und Atreleuton. BWAA4C ist ein sehr
potenter Inhibitor in zelluliren Systemen (ICs; = 50 nM).*** Heutzutage dient er als
Referenzsubstanz flr die in vitro Testung anderer Inhibitoren, da er in vivo schnell inaktiviert
wird, indem er zu einem Nitrooxidradikal oxidiert wird.'®® Dieser Umstand fihrte zur
Entwicklung von Zileuton, welches eine metabolisch stabile N-Hydroxyharnstoff-Gruppe
enthalt. Zileuton ist im Vergleich zu BWAA4C deutlich weniger potent (ICso = 0.5 - 1 uM),*®®
ist aber bisher als einziger direkter 5-LO-Inhibitor (Zyflo®) auf dem US amerikanischen
Markt zugelassen. Durch seine chelatisierende Eigenschaft hemmt es auch andere Enzyme,
deren Aktivitat auf zweiwertigen Kationen beruht. Weiterhin besitzt Zileuton eine sehr kurze
Halbwertszeit von etwa drei Stunden, sodass eine hohe orale Dosis von bis zu 2.4 g pro Tag
eingenommen werden muss, um den gewinschten pharmakologischen Effekt zu erzielen.
Diese hohe Dosis bedingt eine relativ hohe Lebertoxizitat.'®” Zileuton ist ausschlieBlich zur
Behandlung des mittelschweren Asthma Bronchiale indiziert. Bei allergischer Rhinitis,
rheumatoider Arthritis oder bei entziindlichen Darmerkrankungen wurde kein therapeutischer

Zusatznutzen festgestellt.'®® Aus diesem Grund wurde die Struktur von Zileuton zum
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Atreleuton weiterentwickelt. Atreleuton ist funfmal potenter als Zileuton (ICso = 0.16 uM)

und besitzt mit 16 Stunden eine deutlich hohere Halbwertszeit.*%®

1.3.5.3. Redox-Inhibitoren

Die Redox-(aktiven)-Inhibitoren reduzieren das katalytisch aktive Fe**-lon im aktiven
Zentrum der 5-LO zum Kkatalytisch inaktiven Fe?*-lon. Dies geschieht durch direkte
Reduktion oder durch das Abfangen des entstehenden Arachidonylradikals. Dadurch wird die
Regeneration des aktiven Fe*'-lons verhindert und somit der Katalysezyklus blockiert.
Redox-Inhibitoren stellen die alteste Klasse der 5-LO-Inhibitoren dar. Sie lassen sich in
natlrlich vorkommende pflanzliche Verbindungen, wie z.B. Kaffeeséure (ICsp = 3.7 uM) und
Nordihydroguajaretsdure (ICso = 0.8 pM), "% sowie synthetische Verbindungen unterteilen.
Als deren Vertreter seien hier AA-861, L-656224 und BW755C genannt (s. Abbildung 1.18).

OH
* OH
HO x CHs
OH HO
HO O CH,
HO

Kafeesdure Nordihydroguajaretsdure
O—CHjy
o HoN
: D)
HsC CHs N
P S o] ~N
= X OH u[: /
HsC a }
F
© OH CHs CFs
H,C
AA-861 L-656224 BW755C

Abbildung 1.18: 5-LO Redox-Inhibitoren

Alle Redox-Inhibitoren sind in vitro sehr potent, zeigen jedoch in vivo zum Einen eine geringe
Selektivitdt gegeniiber der 5-LO und zum Anderen eine geringe orale Bioverfligbarkeit.
Trotzdem wurde AA-861 (ICso = 0.8 uM) in einer klinischen Phase-11-Studie zur Behandlung
von Asthma sowie in einer Phase-111-Studie zur rheumatoider Arthritis hin untersucht.*’? Es
lieBen sich starke unerwinschte Nebenwirkungen beobachten, insbesondere eine Methamo-
globinbildung. Dies fiihrte zur Einstellung der klinischen Entwicklung von Redox-Inhibitoren,
sodass diese Inhibitorklasse nie Marktreife erlangte. Die Nebenwirkungen lassen sich mit dem
Wirkmechanismus der Redox-Inhibitoren begriinden, der auch andere biologische Redox-
Systeme oder im Korper entstehende Radikalspezies beeinflusst.!”*™ Aus diesem Grund
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wurde die Weiterentwicklung von L-656224 (ICsp = 0.4 uM) und BW755C (ICsp = 4.9 uM)

ebenfalls eingestellt. >+

1.3.5.4. Nicht-Redox-Inhibitoren

Im Gegensatz zu den anderen bereits erwahnten Inhibitoren greifen die nicht-Redoxaktiven
Inhibitoren nicht in den Katalysezyklus ein, sondern konkurrieren mit AA oder
Lipidhydroperoxiden um deren Bindungsstellen.!” AuRer durch orthosterische Inhibition
kann die 5-LO-Hemmung auch tber einen allosterischen Bindemodus erreicht werden. Dabei
wird die Bindungsaffinitdit des Substrates durch Interaktion mit Regulations- und
Stimulationsbindestellen des Enzyms reduziert (vgl. Kapitel 1.3.3). Die nicht-Redoxaktiven
Inhibitoren weisen eine sehr hohe chemische Diversitat auf. Dies ist ein Vorteil gegenuber
anderen Wirkmechanismen, da eine strukturbedingte hdhere Anfalligkeit fir Nebenwirkungen

durch hohe Selektivitaten vermieden werden kann.

F CH,
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= S OH
fj@/\ ° S ° N °
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CH;
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Cl
L-699333

L-739010 CJ13610 Setileuton (MK0633)

Abbildung 1.19: Nicht-Redoxaktive 5-LO-Inhibitoren

Die ersten oral verfugbaren Vertreter dieser Klasse, waren die Verbindungen ZD2138 (ICs =
3 nM), L-699333 (ICso = 7 nM) und L-739010 (ICso = 1.6 nM) (s. Abbildung 1.19).2"""® Fr
ZD2138 wurde fiir die Indikation Asthma eine klinische Phase-I1-Studie durchgefiihrt, welche
jedoch nicht die gewiinschten Effekte zeigte.'”® Im Nachhinein zeigte sich namlich , dass das

Ausmal} der Inhibition bei dieser allosterischen Hemmumg von anderen Stimuli auf die
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Zellen beeinflusst wird, indem sich erhohte intrazelluldre Peroxidspiegel beziehungsweise das
Phosphorylierungslevel der 5-LO auf das Inhibitionsverhalten auswirken. Diese sind z.B. in
entziindetem Gewebe erhht.’® Werden die Zellen in 5-LO-Aktivitats-Assays mit den
Verbindungen ZD2138 und L-739010 zusétzlich mit Calcium-lonophor A23187 stimuliert, so
sind beide Substanzen &uferst potent. Werden die Zellen jedoch durch Phosphorylierung
stimuliert, ist eine Verschlechterung der Inhibition um den Faktor 10-100 zu beobachten.'®
Dies flhrt zur Annahme, dass Phosphorylierung die Effizienz dieser nicht-Redoxaktiven
Inhibitoren beeintrachtigt. Unter Beachtung dieser Befunde wurden neue nicht-Redoxaktive
Inhibitoren entwickelt, die Stimulus-unabhéngig inhibieren. Dazu zéhlen die Verbindungen
CJ13610 (ICsp = 0.07 uM) und Setileuton (ICso = 3.9 nM; ehemals MK0633), welche in
Entziindungs- und Schmerzmodellen gute Wirkungen zeigten.'®*¥ In klinischen Phase-II-
Studien zur Behandlung von Asthma fuhrte die Einnahme von Setileuton jedoch zu erhthten
Transaminase-Werten, welche auf eine Schéadigung der Leber hindeuten, sodass die

Entwicklung eingestellt wurde.*®®

1.3.6. Weitere Inhibitoren in der Anti-Leukotrien-Therapie

Die Anti-LT-Therapie kann nicht nur durch Inhibition der 5-LO erfolgen, sodass die
komplette LT-Biosynthese und 5-HETE-Bildung ausgeschaltet wird, sondern auch durch ein
spateres Eingreifen in der AA-Kaskade. Daflr bieten sich die Inhibition der LTA4-Hydrolase
und die der LTC,4-Synthase an. Vor Allem die Inhibition der LTA4-Hydrolase ist interessant,
da es dadurch zur Anreicherung von LTA, kommt. Es wir postuliert, dass es in diesem Fall zu
einem ,,Shunting“-Effekt kommt, wodurch das Substrat vermehrt zu Lipoxinen umgesetzt
wird (s. zur Lipoxin Biosynthese Kapitel 1.4.1).

Die Entwicklung von LTA4-Hydrolase-Inhibitoren begann schon bevor im Jahre 2004 die
Kristallstruktur des Enzyms aufgeklart wurde.’® Es war bereits bekannt, dass das aktive
Zentrum ein Zink-lon enthdlt und das Enzym eine Aminopeptidaseaktivitat aufweist. Dadurch
konnte ein vereinfachtes Modell der Bindungstasche generiert werden.’ Als erste nicht-
selektive Inhibitoren wurden bereits bekannte Arzneistoffe wie Bestatin (ICso = 4 uM),
Captopril (ICsp = 11 uM) und Kelatrophan (ICso = 0.005 puM) identifiziert (s. Abbildung
1.20). Die Wirkung von Captopril basiert jedoch auf seiner freien Thiolgruppe, welche das
katalytische Zink-lon komplexiert und somit die Aktivitdt LTA4-Hydrolase inhibiert. was
auch bei jedem anderen zinkhaltigen Enzym im Korper hervorgerufen werden konnte. Es

wurde deshalb als Entwicklungslinie nicht weiter verfolgt. Die anderen beiden dienten als
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Ausgangspunkt zur Entwicklung einer zweiten, selektiven Generation.'*>®® Dazu zahlen die
Verbindungen SA6541 (ICso = 4 uM) und SC57461A (ICso = 49 nM), welche gute anti-

entziindliche Eigenschaften zeigen.'®"157188

Nach der Strukturaufklarung der LTAs-Hydrolase erfolgte eine strukturbasierte Inhibitor-
entwicklung, welche vorlaufig in der Entwicklung von DG-051 (ICso = 47 nM) zur
Behandlung eines Myokardinfarkts, und in JNJ26993135 (ICso = 12 nM) zur Behandlung
entzlindlicher Darmerkrankung und allergischer Atemwegsentziindung gipfelte und die

klinisch untersucht wurden,*#%!%

(@) OH
w
: NY
z H
OH
HiC CH

~

N
H

cey

SH
CH
3 HO
o

OH
0
o o
N
Y OH ¢ (o] N
CH,4

Bestatin Captopril Kelatrophan DG051

N
3 o)

O

H

JNJ26993135 SA6541 SC57461A

Abbildung 1.20: LTA, Hydrolase Inhibitoren

Die Strukturaufklarung der LTC,4-Synthase gelang erst im Jahre 2007. Leider war die
Aufklarung kein Startschuss zur Entwicklung neuer selektiver LTC,4-Synthase-
Inhibitoren.**"*** Die zwei schon bekannten FLAP-Inhibitoren MK886 (ICsy = 10 uM) und
L-699333 (ICso = 22 nM) erwiesen sich aber auch als potente LTC,-Synthase-Inhibitoren.
Dies erklart sich anhand der Strukturhomologie von LTC4-Synthase und FLAP.*%!% Bisher
hat sich nur die Arbeit von Ago et al. gezielt mit der Entwicklung von LTC,-Synthase-

Inhibitoren beschaftigt.***

Mit der Synthese von Compound 1 (ICsp = 1.9 nM) gelang ihnen
die Entwicklung eines &ulerst potenten Inhibitors, welcher bislang nur in vitro getestet wurde

(Abbildung 1.16).
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Abbildung 1.21: LTC,4-Synthase Inhibitoren

Die Anti-LT-Therapie kann auch durch LT-Rezeptorantagonisten erfolgen. Durch die
Blockade der BLT- bzw. CysLT-Rezeptoren wird der entzindungsfordernde LT-Effekt an
ihren Wirkungsorten unterbunden. Ursprunglich ging man von einem einzelnen BLT-
Rezeptor aus. Aus diesem Grund sind die Antagonisten nicht auf eine BLT;-Spezifitat hin
entwickelt worden, sondern binden auch an den BLT,-Rezeptor. **! In Abbildung 1.22 sind
einige BLT-Rezeptorantagonisten abgebildet: Amebulant (ehemals BI1L284; 1Cso = 0.8 nM),
CP105696 (ICsp = 5.6 nM), Etalocib (ehemals LY293111; ICso = 20 nM) und Moxilubant
(ehemals CGS25019C).1*>**" Sje weisen in vielen Entziindungsmodellen gute Ergebnisse auf,

konnten jedoch in klinischen Studien keinen therapeutischen Zusatznutzen im Vergleich zur

Standardtherapie erzielen, da offensichtlich nicht nur LTB; am Entzlindungsgeschehen
151

beteiligt ist. Aus diesem Grund ruht ihre Weiterentwicklung zur Zeit.
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Abbildung 1.22: BLT-Rezeptorantagonisten

Im Vergleich zu den BLT-Rezeptorantagonisten hat sich fiir die CysLT-Rezeptorantagonisten
bei der Behandlung von Asthma und allergischer Rhinitis ein Nutzen erwiesen. Aus diesem
Grund sind einige Vertreter auf dem Markt. Dies sind Montelukast (Singulair®; CysLT; /
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CysLTy: ICs = 2.3 nM / inaktiv), Pranlukast (Onon®. CysLT; / CysLT: ICsq = 4.3 nM / 3.6
uM) und Zafirlukast (Accolate® CysLT; / CysLT,: ICsy = 1.9 nM / 7.4 uM), die
hauptséchlich den CysLT;-Rezeptor als Antagonisten binden.**®!*® \on den drei Vertretern
ist nur Montelukast in Deutschland zugelassen.. Zafirlukast ist in weiten Teilen Europas
sowie den USA zugelassen, wéhrend Pranlukast nur in Asien auf dem Markt ist. Die
Verbindungen sind in Abbildung 1.23 dargestellt.

Zafirlukast

Abbildung 1.23:CysL T Rezeptorantagonisten

1.3.7. Indikation einer Anti-Leukotrien-Therapie

Es ist bekannt, dass eine Dysregulation der LT-Biosynthese bei vielen chronischen
Krankheiten eine Rolle spielt. Eine Anti-LT-Therapie ist deshalb bei entziindungsbasierten
Krankheiten indiziert. Das prominenteste Beispiel ist Asthma bronchiale. Anfallartig leiden
die Patienten hierbei unter Bronchiospasmen, die zu einer Hyperventilierung fuhren kénnen,
und vermehrter Schleimsekretion. Neben Asthma liegt eine LT-Dysregulation auch bei
allergischer Rhinitis, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, Nephritis, Psoriasis,

151 AuRerdem wurde

Dermatitis, Arteriosklerose und verschiedenen Formen von Krebs vor.
gezeigt, dass sich LTe negativ auf die Knochenhomdostase auswirken, sie begunstigen
Osteoporose.

In verschiedenen Tumorarten (chronisch myeloische Leukédmie (CML) sowie Brust-, Darm-,
Lungen-, Pankreas- und Prostatakrebs) konnten 5-LO-Stoffwechselprodukte identifiziert
werden. Im gesunden Zustand sind diese Gewebe nicht in der Lage 5-LO zu exprimieren.

Aullerdem nehmen LTe Einfluss auf die Angiogenese, fordern das Zellwachtum und
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verhindern Apoptose. In Mausstudien konnte mit Hilfe von 5-LO-Inhibitoren das
Tumorwachstum verlangsamt werden, sodass eine Anti-LT-Therapie einen zusétzlichen
Ansatz zur herkdmmlichen Krebstherapie darstellt."**?® Eine klinische Phase-I-Studie, die
die gemeinsame Gabe von Zileuton und Imatinib untersuchte, wurde jedoch kirzlich ohne
Angabe von Griinden abgebrochen.?®*

Die Krankheiten bei denen eine LT-Dysregulation bekannt ist sind in Abbildung 1.24
zusammengestellt. Es l&sst sich zusammenfassen, dass mit Ausnahme der Behandlung von
Asthma bis heute kein LT-Antagonist bzw. 5-LO-Inhibitor zur Behandlung der genannten
Krankheiten zugelassen ist. Aus diesem Grund ist die Suche nach neuartigen potenten

Wirkstoffen notwendig.'®’

e COOH
o o -

PR

Arachidonsaure

(A..-Hydrolase )
* Arteriosklerose
* Osteoporose
+  Dermatitis C!’H + Asthma
+  Arthritis e~ CO0H * Rbhinitis
» Chronisch-entzlndliche A\"R + Lungenfibrose
Darmerkrankungen b + Nephritis
Diverse Krebsarten Leukotrien B, Leukotriene C,-E, + Aortenaneurysma

Abbildungml.24: Leukotrien-assoziierte Krankheiten, zugeordnet den LTen welche dabei dysreguliert
sind, nach
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1.4.  Entzindungsauflésende Lipidmediatoren

Der Entzlindungsprozess ist einer der wichtigsten biologischen Faktoren, um die Genesung
von beschadigtem Gewebe einzuleiten. Dieser stellt eine charakteristische Antwort auf einen
schadlichen Reiz oder einer Gewebeverletzung dar, um gegebene Schaden zu reparieren. Eine
zu lange andauernde Entzlindung ist jedoch fur das Gewebe schédlich und flhrt zu
chronischen Entziindungen oder zur Geschwiir- und Narbenbildung (s. Abbildung 1.25).2%
Die Entzundungsauflosung galt lange Zeit als passiver Prozess, der durch Abdiffusion von
entzlindungsférdernden Mediatoren abklingt. Aktuelle Befunde belegen jedoch, dass es sich
um einen aktiven Auflésungsprozess handelt, welcher genauso komplex ist wie der
Entziindungsprozess.?®® Im Waundheilungsprozess spielen spezielle zellulare Steuerungs-
mechanismen eine Rolle. Die daran beteiligten Mediatoren verhindern die Migration von
neutrophilen Granulozyten zum entziindeten Gewebe, leiten die Apoptose von neutrophilen
Granulozyten ein und stimulieren die Monozytenrekrutierung bzw. die Makrophagen-
differenzierung und ihre Einwanderung in das entziindete Gewebe sowie die Efferozytose von

apoptotischen neutrophilen Granulozyten.%*2%

Lipoxine
Resolvine
Protectine

Prostaglandine Mare§|ne o .
Leukotriene vollstandige Wundheilung

el
Verletzes Gewebe, Y
Allergen, —— | Akute Entzindung] —— Geschwir- und Narbenbildung

Mikroorganismus
PN

Prostaglandine
Zeit Leukotriene

Chronische Entziindung

Abbildung 1.25:Unterschiedliche Méglichkeiten fiir den Verlauf nach einer akuten Entziindung nach 2%’

Im gewohnlichen Entziindungsverlauf werden zuerst PGe und LTe aus AA gebildet. Das auf
dem COX-Weg gebildete PGE, und das PGD induzieren nach einem gewissen Zeitraum die
Bildung von entziindungsauflésenden Mediatoren in neutrophilen Granulozyten. Dieser
Prozess wird in der Literatur allgemein als ,,lipid-mediator class switching“'®* bezeichnet.

Die gebildeten hochkonservierten Mediatoren sind das Lipoxin (LX), das Resolvin (Rv), das
Protectin (PD) und das Maresin (MaR). Alle Mediatoren lassen sich in Subtypen unterteilen.
Sie leiten sich von den -3-Fettsduren, wie Eicosapentaensdure (EPA) oder

Docosahexaensdure (DHA), oder von einer o-6-Fettsaure, der AA, ab. Alle Mediatoren sind
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in der Lage auf unterschiedlichen Wegen die Entziindung aktiv zu hemmen und werden auch
als SPM zusammengefasst (spezialisierte entzliindungsauflésende Mediatoren; engl.
,.Specialized Pro-resolving Mediators*).?® Jede einzelne Klasse dieser SPM besitzt eine
einmalige, strukturelle Eigenschaft, welche sie von Kklassischen Eicosanoiden, wie PGen und
LTen, unterscheidet. Die Stereochemie jeder Struktur wurde durch organische Vollsynthese
verifiziert.2%?** SPM werden durch unterschiedliche Lipoxygenasen oder durch acetylierte
COX-2 gebildet (vergl. Kap. 2.1.2) und sind bereits in geringen Konzentrationen wirksam.*®

1.4.1. Lipoxine

Die erste entdeckte Klasse entziindungshemmender Mediatoren waren die LX.**?** Sie leiten
sich von der AA ab. Die LX-Biosynthese (s. Abbildung 1.26) verlauft tiber einen zweistufigen
Mechanismus in den unterschiedlichsten Zellen, wie Makrophagen, Granulozyten,
Thrombozyten, Endothel- und Epithelzellen ab.?***> AA wird unter Zusammenwirkung von
15-LO und 5-LO zu LX metabolisiert. Dabei entsteht im Hydroperoxidationsschritt, durch 15-
LO die 15S-HPETE, welche anschliefend durch 5-LO epoxidiert und zum Lipoxin As (LXAy)
oder LXB, gedffnet wird.

OH

COOH
X

y N

HO OH LXB,

.0
— — COOH N
510 S : COOH
15-1.0/' N — 1 _ HO  OH
B 5-LO
OOH H COOH
o — COOH o T B
m/ 15S-Hydroperoxy-ETE 15S-Hydroxy-5(6)-epoxy-ETE =
_ — H LXA,
Arachidonséure Acetylg\

OH
HO OH
COX-2 — S— COOH N S COOH
5-LO X COOH 510 X
=
OOH O L

15R-Hydroperoxy-ETE 15R-Hydroxy-5(6)-epoxy-ETE 15-epi-LXA,

Abbildung 1.26: Biosynthese von 15-epi-LXA; und LXA,; Umwandlung von Arachidonséure durch
acetylierte COX-2 oder durch 15-LO fir kdrpereigenen Lipoxine

Im Falle der medikamentdsen Einnahme von Acetylsalicylséure, z.B. bei einer Entziindung,
wird mdoglicherweise eine zusatzliche Syntheseroute fir LX eroffnet, die durch acetylierte
COX-2 katalysiert wird. Wie bereits in Kapitel 1.2.1.2 er0rtert, ist die COX-2 Expression im
gereizten bzw. beschéadigten Gewebe induziert. Acetylsalicylsdure ist dort in der Lage den
hochkonservierten Ser>* 216
1.2.4.1) und damit die Bildung von PGen zu inhibieren. Die acetylierte COX-2 ist jedoch

nicht katalytisch inaktiv,?!’ sondert katalysiert die Umwandlung von AA zu 15R-HPETE

-Rest im aktiven Zentrum der COX-2 zu acetylieren“™ (vgl. Kapitel
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anstatt zum 15S-lsomer. Dieses Stereoisomer wird von der 5-LO ebenfalls als Substrat
erkannt, wobei jedoch ein Epimer von LXA, gebildet wird.”*® Das Epimer ist an der C15-
Position der Fettsaure nun R-konfiguriert, anstatt wie beim LXA, S-konfiguriert. Die
unterschiedliche Konfiguration des 15-epi-LXA,; fuhrt zu zwei bis dreimal hoherer
Potenz.?*%??° Aufgrund der Entstehungsweise des 15-epi-LXA, wird es auch als ,,Aspirin-
triggered-Lipoxin (ATL) bezeichnet, da weder nicht-acetylierte COX-2 noch COX-1 in der
Lage sind diesen Schritt zu katalysieren. Wie bereits erwéhnt, verlauft die LXAy-
Umwandlung bei der 15-LO / 5-LO-katalysierten sowie bei der Aspirin®-induzierten
Metabolisierung nur transzellulér Uber eine Zell-Zell-Wechselwirkung ab. Dabei arbeiten
15-LO-exprimierende Zellen, z.B. Monozyten, oder COX-2 exprimierende Zellen, z.B.
Endothelzellen, mit 5-LO-exprimierenden Zelltypen, z.B. neutrophile Granulozyten,
zusammen. Die 15-epi-LXA,-Biosynthese lasst sich auch durch Nitrosilierung des Ser>*-
Restes der COX-2 auslosen®” oder durch Cytochrom P450-Aktivitat, wodurch ebenfalls
15R-HPETE entstehen kann.?%

Endothelzellen

OO |©@ | ©|0 © || 0|0 Ol | O || O | O | D

. ‘ Monozyt
Neutrophiler .

Granulozyt Blutkapillare

.“‘, ) Exsudat

| Einwanderung '} Dual-agierende T Monozyten
neutrophiler gﬁ Mediatoren Rekrutierung
Granulozyten « Lipoxine
* Resolvine
* Protectine

apoptaotische

neutrophile Makrophage
. Granulozyten
o @o

T Aufnahme abgestorbener
neutrophiler Granulozyten

T Auswanderung
Richtung Lymphgefate

Abbildung 1.27: Wirkungsschema fur den entziindungshemmenden Einfluss von Lipoxinen, Resolvinen
und Protectinen nach?®. Die Pfeile bedeuten: Zellaktivitit nimmt zu (1) bzw. ab (])

Die LX-Konzentration ubt einen wichtigen Einfluss auf das AusmaR der

Granulozytenakkumulation bzw. deren Aktivierung aus und kann Aufschluss (ber das
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AusmaR einer Entziindung geben.?® Entziindungsprozesse werden durch LX und andere
Mediatoren aktiv gehemmt. Abbildung 1.27 zeigt, dass neutrophile Granulozyten und
Monozyten die Blutbahn verlassen und in das umgebende Gewebe eindringen kénnen, um
spezifisch zu wirken. LXA, entfaltet seine Wirkung, indem es G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren aktiviert (GPR32; Vgl. Tabelle 1.4), welche Chemotaxis und Migration von
neutrophilen Granulozyten zum entziindeten Gewebe und die Granulation von Chemokinen
reduzieren.”*?** Ebenso wie PGe entfalten LX ihre Wirkung bereits im pM- bis nM-
Konzentrationsbereich.”*? Zusatzlich begiinstigen LX das Einleiten der Apoptose bei
neutrophilen Granulozyten in vivo, sowie die Migration von Monozyten bzw. Makrophagen in
entziindetes Gewebe, welche stimuliert werden, um z.B. apoptotische neutrophile
Granulozyten zu entfernen.’®>?*%% Sje sind somit in der Lage die entziindungsférdernden
Vorgange auf mehreren Wegen zu inhibieren bzw. damit die Wundheilung aktiv zu

stimulieren und werden deshalb als ,,dual-acting mediators* bezeichnet,?®

1.4.2. Resolvine

Eine weitere entzlindungsauflésende Mediatorklasse, welche in der Lage ist die Migration
neutrophiler Granulozyten in das Gewebe zu reduzieren, wurde aus Wundsekret isoliert.
Diese Mediatoren entfalten in vivo im Vergleich zu LX bzw. ATL bei gleicher Konzentration
eine 100-fach starkere Wirkung.?*’ Sie werden deshalb als Resolvine (Rv) (engl. resolves =
Auflosen) bezeichnet. Rv entstehen wie LX ebenfalls durch transzelluldre Prozesse, jedoch
durch Umwandlung von ®-3-Fettséuren. Sie teilen sich in Abh&ngigkeit von ihrem Substrat in
zwei unterschiedliche Subtypen auf. Die E-Serie entsteht ausgehend von Eicosapentaensdure
(EPA), die D-Serie hingegen ausgehend von Docosahexaensaure (DHA).

Die E-Serie entsteht durch die Umwandlung von ®-3-EPA und wird durch acetylierte COX-2
vermittelt. Die acetylierte COX-2 erlangt dabei die Eigenschaft der Katalyse von o-3-EPA zu
18-Hydroperoxypicosapentaensaure (18-HPEPE) und dies ist in Abbildung 1.28 dargestellt.
Das ®-3-EPA kann ebenfalls durch Einwirkung von bakteriellen Cytochrom P450 zu
18-HPEPE metabolisiert werden. Bislang ist nur das bakterielle CYPBM-3 bekannt diesen
Schritt zu katalysieren.?® Die weitere Umwandlung erfolgt in neutrophilen Granulozyten
durch 5-LO, sodass 18-Hydroperoxy-EPE die Zelle wechseln muss. Dort erfolgt eine zweite
Hydroperoxidation zur 5S-Hydroperoxy-18-hydroxy-EPE. Dieses Zwischenprodukt kann
anschlieend zum Resolvin E; (RVE,) enzymatisch reduziert werden oder zum 5S(6)-Epoxy-

18-Hydroxy-EPE epoxidiert werden, um abschlieend zum Resolvin E; (RVE;) hydrolisiert zu
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werden.?®” So wie bei der LX-Bildung sind weder nicht-acetylierte COX-2 noch COX-1 in
der Lage die Hydroperoxidation zur 5S-Hydroperoxy-18-hydroxy-EPE zu katalysieren. Die
Umwandlung ist daher ebenfalls als ,,Aspirin-triggered einzustufen, genauso wie die vorher
beschriebene  Umwandlung von Arachidonsdure zu 15R-Hydroperoxy-ETE, welche zur
Bildung von 15-epi-LXA, filhrt (Kapitel 1.4.1).2%92%

OOH
g a /
4
COOH COOH 7
COOH
5-LO
. —_—
Acetylierte \
COX-2 HOO, HO \
\ / \ /)

w-3-Eicosapentaenséure 18-Hydroperoxy-EPE 5S-Hydroperoxy-18-hydroxy-EPE
Epoxidieny/ \R‘eduktion
OH
CO OH
OH /
| Hydrolyse / COOH
oH HO, *
| P Ho
= N COOH HO
\_/ s
Resolvin E, 585(6)-Epoxy-18-hydroxy-EPE Resolvin E,

Abbildung 1.28: Biosynthese der Resolvine E; und E,.

Fur RvVE; wurden hohe Affinitaten zu einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor der Klasse A
CMKLR1 (Kp ~ 11 nM) und zum LTB,-Rezeptor BLT; (ICso = 70 nM) nachgewiesen .**° Am
BLT1-Rezeptor wirkt RvVE; jedoch als partieller Agonist, sodass die Wirkung des
entziindungsférdernden LTB, gedampft wird.?2"?%

Die entzindungshemmenden/auflésenden Effekte sind bei RVE; dhnlich wie bei LX. Geringe
RVE;-Konzentrationen reduzieren bereits die durch neutrophile Granulozyten vermittelte
Entziindungsreaktion und aktivieren die Wundheilung.”**?*® RVE; reduziert die Wechsel-
wirkung zwischen Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten und verhindert die
Migration neutrophiler Granulozyten zum entziindeten Gewebe. Dariiber hinaus regen sie die
Phagozytose von Makrophagen an und verhindern die Ausschuttung von entzindungs-
fordernden Zytokinen (s. Abbildung 1.27).2%9%2"239-232 7s4t7lich inhibiert RVE; effektiv die

entziindungsbedingte Angiogenese.”*****
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Die D-Serie der Rv entsteht neben der Biosynthese via 15-LO auch durch die acetylierte
COX-2 vermittelte Umwandlung von DHA. Dieser Rv-Subtyp wurde erst spater entdeckt, als
bekannt wurde, dass AA und EPE acetylierter COX-2 ebenfalls als Substrate dienen
kénnen.”®* Die Abfolge der Umwandlungsschritte entspricht der fur RVE;. Nach zwei
Hydroperoxidationsschritten, an Position C-17 sowie an Position C-7 oder C-4, folgt eine
Epoxidierung. Die gebildeten Epoxide werden auf unterschiedliche Weise hydrolisiert, sodass
die ,, Aspirin-triggered Resolvine Dy (AT-RvD;) bis D4 entstehen.?® Bei Untersuchungen von
menschlichem Blut ohne Aspirin®-Zugabe auf DHA-Oxygenierungsprodukte stellte man fest,
dass ebenfalls Rv der D-Serie gebildet werden kdnnen. Diese besitzen jedoch ausschliellich
S-Konfiguration an Position C-17. Die AT-Rv hingegen weisen alle eine R-Konfiguration an
Position C-17 auf. Dieser Befund, dass zwei Epimere gebildet werden, deutet darauf hin, dass
es auch bei Abwesenheit von actetylierter COX-2 eine alternative korpereigene
Biosyntheseroute fiir Resolvine der D-Serie geben muss.”®® 15-LO ist ebenfalls in der Lage
DHA als Substrat zu akzeptieren und an der Position C-17 mit S-Konfiguration
stereospezifisch zu hydroperoxidieren. Die weitere Umwandlung erfolgt analog. Die Epimere
AT-RvD; und RvD; sind in der nachfolgenden Abbildung 1.29 dargestellt.

COOH

Acetylierte
COX-2
HOO

17R-Hydroperoxy-DHA

@-3-Docosahexaensdure

17S-Hydroperoxy-DHA RvD,

Abbildung 1.29: Epimerbildung von Resolvin D;.

RvD; entfaltet seine entziindungshemmende-/auflésende Wirkung, indem es oxidative
Prozesse in neutrophilen Granulozyten reduziert. Dadurch werden Gewebsschédden durch
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies verringert, welche von neutrophilen Granulozyten
freigesetzt werden, um Mikroorganismen zu bekampfen. 23® RvD, inhibiert die Granulozyten-
migration, stimuliert die Phagozytose und reduziert die Bildung von Interleukin-10, welches

die Aktivitat von Makrophagen hemmt.>” RvD; bindet bereits im pM-Konzentrationsbereich
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(Kp = 0.7 nM).?® an zwei spezifische Klasse A G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPR32
und ALX/FPR2). Da LXA, ebenfalls an letzterem Rezeptor bindet, ist dies der erste entdeckte
Rezeptor, an den SPM binden konnen.”®® Zur Verdeutlichung sind in Tabelle 1.4 alle

bekannten Affinitaten der SPM ihren Rezeptoren zugeordnet.

Tabelle 1.4: Affinitdten entzindungsauflésender Mediatoren an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

nach®®®
Mediator Rezeptor Ko bzw. (ECso)* [NM]
Lipoxin A, ALX [/ FPR2 0.7
GPR32 (0.034)
15-epi-Lipoxin ALX/FPR2 2.0
Resolvin E; CMKLR1 11.3

Protectin Dy Unbekannter Rezeptor an 250

Neutrophilen Granulozyten

Resolvin D, GPR32 (0.0088)

ALX / FPR2 (0.0012)

4 ECso-Werte sind in Klammern gesetzt; CMKLR1 = Chemokin-artiger Rezeptor 1, GPR32 = G-Protein-
gekoppelter Rezeptor 32, ALX/FPR2 = Lipoxin A, Rezeptor / Formylpeptid Rezeptor 2

1.4.3. Protectine

Die bisher beschriebenen SPM werden zumeist Uber transzelluldare Biosyntheserouten
gebildet. Es finden sich aber auch Mediatoren, welche in einer einzelnen Zelle aus
o-3-Fettséuren, wie der DHA, generiert werden. Die Namensgebung des Protectins (PD)
erfolgte auf Grund der bewahrenden, beschiitzenden (engl. ,,protective) Wirkung auf Gehirn-
, Immun- und Retinazellen. Die Biosynthese (s. Abbildung 1.30) erfolgt ausschlief3lich via 15-
LO und ahnelt der Biosynthese der Rv-E-Serie.”*?° Die DHA wird zuerst einer
Hydroperoxidation, gefolgt von einer enzymatischen Epoxidierung unterzogen, sodass sich
das 16(17)-Epoxy-DHA bildet. Das Epoxid wird anschlieBend in Protectin D; (PD;)
umgewandelt.?*>?** In neuronalen Zellen gebildetes PD; wird auch als Neuroprotectin D,
(NPD;) bezeichnet, um den Ursprungs- und Wirkungsort zu kennzeichnen, 204230235242
Zusatzlich zum PD; konnte auch Protectin Ds identifiziert werden, welches durch die

zustzliche Einwirkung von 5-LO entsteht.?®> Mittlerweile wurde auch das entsprechende
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,aspirin-triggered“ PD (AT-NPD,) identifiziert, welche genauso potent sind wie die

natiirlichen PD.2432%

HOO

15-LO

®-3-Docosahexaenséaure 17S-Hydoperoxy-DHA

Epoxidierung

COOCH Hydrolyse

-

v

OH
Protectin D, 16(17)-Epoxy-Protectin

Abbildung 1.30: Die Protectin D; Biosynthese. Die Umwandlung erfolgt ausgehend von DHA durch 15-LO.

PD; interagiert im pM- bis nM-Konzentrationsbereich mit neutrophilen Granulozyten und
NPD; an Pigmentzellen der Retina.?*>?* Um welchen Rezeptor es sich dabei handelt ist noch
unbekannt. PD; inhibiert in einem starken MaR, wie RVE; die Chemotaxis und Migration von
neutrophilen Granulozyten in das entziindete Gewebe.?*>**° NPD; reduziert das AusmaR eines

1,%#" reduziert retinale und korneale Verletzungen®*® und fordert

Hirninfarkts im Tiermodel
deren Heilungen.®*® In Untersuchungen mit Mausen konnte fir das Zusammenwirken von

PD; und RVE; ein additiver Effekt nachgewiesen werden.?*®

1.4.4. Maresine

Eine weitere potente entziindungauflosende Mediatorenklasse, welche nur durch Einwirken
eines einzelnen Enzyms gebildet wird, sind die Maresine (engl. ,,Macrophage mediator in
resolving inflammation“, MaR). Uber sie ist noch wenig bekannt. Fiir diese Klasse von
Mediatoren ist eine Makrophagen-gerichtete Wirkung charakteristisch.”® Diese zielgerichtete
Wirkung kommt zustande, weil Makrophagen MaR-spezifische Rezeptoren exprimieren.
Durch diese greifen MaR mit Inhibition der LTA,-Hydrolase in die LTB4-Synthese ein.?*! Die
MaR werden ebenfalls wie die PD und Rv der D-Serie aus DHA gebildet. Die Umwandlung
erfolgt analog zu PD; wird jedoch durch 12-LO katalysiert, welche durch Makrophagen und
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Thrombozyten exprimiert wird, sodass eine anderes Stereoisomer gebildet wird.?**?** Der
gebildete Mediator ist in Abbildung 1.31 dargestellt. Die DHA wird zuerst einer
Hydroperoxidation, gefolgt von einer enzymatischen Epoxidierung unterzogen, sodass sich
das 13(14)-Epoxy-Maresin bildet.”* Diese Zwischenstufe wirkt bereits entziindungaufldsend.
Das Epoxid wird anschlieBend zu Maresin 1 (MaR;) hydrolisiert. Bis zum heutigen Zeitpunkt
wurden noch keine ,,aspirin-triggered* Maresine identifiziert, jedoch wurde kiirzlich MaR; als
weiterer Mediator identifiziert.”*® Die MaR-Biosynthese wird bei der Phagozytose durch
Makrophagen aktiviert und tragt zur Rickkehr zur Homdostase bei.”®® MaR; reduziert
ebenfalls, wie PD; die Granulozytenmigration, stimuliert jedoch gleichzeitig die die
Beseitigung von toten Zellen durch Phagozytose (Efferozytose).”®® Es bewirkt somit eine
Phanotyp Anderung von Makrophagen von M1, pro-inflammatorisch, hin zu einem M2-
Phénotyp, welcher bei Entziindungshemmung beobachtet wird, was zu einer Regeneration des
Gewebes flhrt. AuBerdem ist MaR 1 in der Lage in einem gewissen MalRe Schmerzen zu

reduzieren.?!

14S-Hydoperoxy-DHA

Epoxidierung

Hydrolyse
-

Maresin 1 13(14)-Epoxy-Maresin

Abbildung 1.31: Maresin 1 Biosynthese. Die Umwandlung erfolgt ausgehend von DHA durch 12-LO.

Die erorterten SPM (LX, ATL, Rv, PD und MaR) haben sich als tiberaus wirkungsvolle
Regulatoren bei den physiologischen Vorgangen der Entzindungsauflésung erwiesen. AulRer
der Rolle ihrer ®-3 Fettsdurevorldufer im intermedidren Stoffwechsel und bei der
Membranbeweglichkeit, kdnnen SPM Infektionen, Schmerz und entziindliche Krankheiten

positiv beeinflussen.
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1.5.  Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Synthese von Modulatoren und Inhibitoren
der Arachidonsdurekaskade. Deren primére Produkte, die Leukotriene und die Prostaglandine,
sind entziindungsférdernde Mediatoren und nehmen Einfluss auf den Entziindungs-
auflosendenprozess und sind bei einer Ungleichgewichtung fur diverse Erkrankungen
mitverantwortlich (vgl. Kapitel 1.2.4.4 und 1.3.7). Die Kaskade gliedert sich mit ihren beiden
Hauptenzymen, Cyclooxygenase und 5-Lipoxygenase, in zwei Wege auf, welche beide in der
Lage sind, entzindungsauflésende Mediatoren zu bilden, z.B. das Lipoxin und das ,,aspirin-
triggered“-Lipoxin. Diese Mediatoren werden bendtigt, um (chronische) Entziindungen und
beschéadigtes Gewebe zuriick zur Homoostase zu flhren.

Die gezielte Modulation und Einflussnahme auf die Arachidonsaurekaskade an einem der
beiden Enzyme, stellt einen guten Ansatz flr eine verbesserte Therapiemdglichkeit von

(chronischen) entzindlichen Krankheiten dar.
1.5.1. Cyclooxygenase Modulatoren

Die Bildung entzindungshemmender Mediatoren, wie z.B. von ,Aspirin-triggered®-
Lipoxinen, kann durch die Katalyse der COX-2 erfolgen, wenn dieses Enzym acetyliert
wurde. Es ist bekannt, dass bereits eine niedrig dosierte Einnahme von Acetylsalicylsaure die
katalytische Funktion von COX-2 modulieren kann. Gleichzeitig wird die Bildung von
entzlindungsfordernden Prostaglandinen unterdriickt. Acetylsalicylsaure ist jedoch nicht
COX-2 selektiv, sodass es durch ihre Wirkung auf die COX-1 zu unerwinschten
Nebenwirkungen wie renalen und insbesondere gastrointestinalen Blutungen kommt. Es ist
daher winschenswert, die einzigartige, triggernde Eigenschaft von Acetylsalicylsaure
spezifischer auf die COX-2 zu lenken. Durch die Vereinigung mit den Eigenschaften eines
COX-2 selektiven Inhibitors soll der ideale Wirkstoff in der Lage sein, die
Prostaglandinbildung zu hemmen und die Bildung der wundheilungsférderden ,,Aspirin-
triggered-Mediatoren zu  fordern, ohne die bekannten Nebenwirkungen der
Acetylsalicylsdure hervorzurufen, die auf COX-1 zurtickzufuhren sind. Durch seine erhhte
Selektivitat fir COX-2, wiirde sein pharmazeutischer Nutzen enorm gesteigert werden.
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Der Grundgedanke der vorliegenden Arbeit war es also, ausgehend von den Coxiben,
selektive und irreversible COX-2-Inhibitoren herzustellen, welche eine labile Acetoxygruppe
besitzen, die auf das Enzym Ubertragen werden kann. Dabei galt es die gemeinsamen, fir
Coxibe charakteristischen  Strukturelemente zu bewahren und zusétzlich die
Acetylsalicylsaure-Struktur darin zu integrieren (Abbildung 1.32). Dies wirde eine gezielte,
COX-2-spezifische Acetylibertragung ermdglichen, wonach das Enzym dann die
Lipoxinbildung anregen und die kdrpereigene Entzindungshemmung sowie die Wundheilung
fordern und beschleunigen wiirde. Basierend auf zuvor durchgefiihrten Arbeiten,*® sollten
geeignete neue Stellen in den Inhibitormolekilen zur Einfihrung einer potentiell
Ubertragbaren Acetoxygruppe ermittelt werden, diese Gruppe in die Coxib- bzw. NSAR-
Grundstrukturen eingebaut werden und nach der Synthese solcher Molekile dann ihre

biologische Charakterisierung erfolgen.

H,N_ O
;3/( .~ _OH HiC.. S-’fo e \5/’0
a7 N Ny 7SN o7 Ne=
| ‘\ - =
NG| L‘-:./"L E © L\. ,‘L o _Cl & \ CH;
\/\N"N NH RN R \/\ Ak
| \‘/\_, oF Cl_ /,l‘;\ e N I\ J =\
o : | NS NS A O
[ = L I ]/ “l‘ TN
He o - Hie™ ™ \-\,-/J
Aspirin Celecoxib Diclofenac Etericoxib Valdecoxib

Fusion von selektiven
COX-2 inhibitoren
mit Aspirin®

geplante Strukturen

Abbildung 1.32: Integration von Acetylsalicylsdaure unter Beibehaltung der Coxib- bzw. NSAR-
Grundstruktur bei einer Auswahl der geplanten COX Modulatoren.

1.5.2. 5-Lipoxygenase-Inhibitoren

Die Biosynthese der Leukotriene, wichtigen und potenten Entzindungsmediatoren, wird
durch 5-Lipoxygenase vermittelt. Eine Dysregulation der Leukotriene spielt in vielen

chronisch entziindlichen Krankheiten wie bei Asthma bronchiale und allergischer Rhinitis
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eine Rolle. Die bislang einzigen dafir zur Behandlung zugelassenen Arzneistoffe sind der
CysLT-Rezeptorantagonist Montelukast, Pranlukast und Zafirlukast und der direkte 5-
Lipoxygenase-Inhibitor Zileuton. Letzerer besitzt eine kurze Halbwertszeit und ruft viele
Nebenwirkungen hervor, wie z.B starke Brustschmerzen. Aufgrund dieses unglnstigen
pharmakologischen Profils ist die Entwicklung neuer 5-Lipoxygenase-Inhibitoren
wiinschenswert. Im Jahr 2012 wurde durch Suh et al.**’ die Substanz SKI-11 als brauchbare
Leitstruktur zur Entwicklung von 5-Lipoxygenase-Inhibitoren identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit sollten, ausgehend von der Leitstruktur SKI-11, die Einflisse der
Reste R'™ des Thiazols-Rings und des Aminolinkers auf die 5-Lipoxygenase-Aktivitét hin
untersucht werden, um die entdeckten Struktur-Wirkungsbeziehung initialer Arbeiten zu
vertiefen (Abbildung 1.33). Fir die Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung sollten
Derivate mit unterschiedlichen Abwandlungen der Molekileigenschaften synthetisiert
werden, also mit unterschiedlicher sterischer Ausdehnung, mit Wasserstoffbruckenakzeptoren
oder —donoren, mit elektronenziehenden und elektronendonierenden Resten, mit
tautomeriefdhigen Strukturen sowie unterschiedlichen Ringsystemen. Ferner soll der
Aminolinker durch Sauerstoff- oder Kohlenstoffatome ersetzt werden. In Abbildung 1.33 ist

die unterschiedliche Derivatisierung den Resten R** zugeordnet,

Einfiihrung diverser Reste: E Derivatisierung zur
OH E elektronenziehend / Verhinderung von
_/ -donierend Oxidation
AN Wasserstoffdonor / o Einfiihrung
‘ _ /> -akzeptor c tautomeriefahiger
0 S»_ v — R 5 /R‘ Strukturen
o L\r\i Untersuchung | />_ X
7 S Austausch des
/,‘ﬂ\ /,,;/" Einfiihrung sperriger R2 N\ Aminolinkers
c” 7 Reste 3 . Derivatisierung des
Einfiihrung kiirzerer Reste Aminolinkers
SKI-Il e Einfiihrung anderer o Derivatisierung des
Ringsysteme Rings

Abbildung 1.33: Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung (SAR) des 5-Lipoxygenase-Inhibitors
SKI-11 (ST-1083).
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2. Synthetischer Tell
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2.1.  Zur Synthese der Cyclooxygenase-Modulatoren

Schon vor uber zehn Jahren wurden die ersten selektiven COX-Inhibitoren mit potentiell
libertragbarer Acetoxygruppe synthetisiert.”>® Der Leitgedanke war, einen irreversiblen
selektiven COX-2-Inhibitor zu erhalten. Bis heute wurden dabei nur Coxib-Acetoxyanaloga

von Celecoxib und Rofecoxib synthetisiert,?>%2>%?%

wobei nur der p-Tolylrest derivatisiert
wurde. Die Derivate wurden auch nur beztglich ihrer COX-Selektivitat untersucht.

Es sollten deshalb mittels Docking (Kapitel 2.1.1) weitere Positionen an den
Inhibitormolekilen zur Einfuhrung einer potentiell auf das COX-Enzym ubertragbaren
Acetoxygruppe ermittelt werden. Damit die Acetylierung mdglichst zielgerichtet erfolgen
kann, sollen sich diese Positionen auf der Seite des Inhibitors befinden, welche im

gebundenem Zustand dem Ser>*

zugewandt ist. Dieses ist fir die irreversible Hemmung der
COX-2 verantworlich (vgl. Wirkungsweise von Acetylsalicylsédure Kapitel 1.2.4.1). Weil die
besondere Wirkungsweise von Acetylsalicylsaure wahrscheinlich durch die Carboxylgruppe
mit verursacht wird, ist eine Fusionierung moglichst weiterer Teile der Acetylsalicylsdure-
Struktur mit einer Coxib-Grundstruktur erstrebenswert. In vorangegangen Arbeiten wurde

2% jedoch fhrte die Einfiihrung einer Carboxylgruppe an R® (s. Abbildung 2.1)

dies realisiert,
zu einem volligen Aktivitatsverlust an der COX-2. Dieser Befunde stimmt mit der der SAR

von Coxiben (berein, welche in Abbildung 2.1 dargestellt ist.

R! o)
O -+ R' = Wasserstoffbriickenakzeptoren, z.B. -SO,CHs, -SO,NH, CHH
|| =—R? + R? = (Z)-Anordnung oder Heterozyklus "
O . = keine sterisch anspruchsvollen Gruppen
RS + R* = elektronenziehende Gruppen
R* + R® = kleine Gruppen ohne Akzeptoreigenschaften

Abbildung 2.1: SAR COX-2 selektiver Inhibitoren am Coxib- bzw. Stilbengrundgerust, abgeleitet von
Talley et al.?®* und Singh et al.**

2.1.1. Docking der Cyclooxygenase-Modulatoren

Vor dem Beginn der Synthesen wurde die Struktur- bzw. Syntheseplanung mit Hilfe von
Dockingstudien am aktiven Zentum der COX-2 anhand deren Kristallstruktur (Protein-
Datenbank Eintrag / PDB-ID = 3LN1) unterstiitzt. Das Docking wurde durch Herrn Daniel
Moser aus dem Arbeitskreis Proschak der Goethe Universitat durchgefiihrt und mit dem

Softwarepaket PLANTS durchgefiihrt.”®® Ziel war es, die méglichst raumlich nahestehendsten
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%30 anhand der Kristallstruktur mit

Positionen des Coxib- bzw. NSAR-Grundgeriistes zum Ser
gedocktem Inhibitor zu identifizieren. An diesen ausgemachten Positionen wurden die
Leitstrukturen abgeéndert. Die daraus resultierenden Acetoxy-Derivate wurden anschlie3end
mittels Docking erneut daraufhin Gberprift, ob deren Acetoxygruppe in rdumlicher Nahe zum
Ser® liegt und dadurch potentiell tibertragbar ist.

Die Analyse der Kristallstrukturen ergab fir das Coxib-Grundgerist, dass die gunstigsten
Positionen fur die Einflhrung einer Acetoxygruppe einerseits beim p-Tolylrest und
andererseits beim zentralen Heteroaromat zu liegen scheinen (s. Abbildung 2.2). Die
Derivatisierung des p-Tolylrestes von Celecoxib und Rofecoxib wurde bereits in vorigen
Arbeiten durchgefiihrt,>*?°?° sodass in dieser Arbeit die Acetoxygruppe nur am
Heteroaromat der Coxib-Grundstruktur eingeftihrt wurde.

Am Diclofenac-Grundgerlst hingegen scheint sich in der Nahe der Saurefunktion eine
gunstigste Lage fur die Einfihrung einer Acetoxygruppe bzw. eines Acetylsalicylsaure-

Elements zu befinden.

Coxib-Grundgeriist Diclofenac
// HO
4
%N
N—N
/@/K)»\ C'\©/Cl

geeignete Positionen fur die
“~--. Einfihrung eines Acetoxyrestes

Abbildung 2.2: Giinstige Poitionen zur Einfilhrung eines Acetoxyrestes in raumlicher Nahe zum Ser®®

Nach abgeschlossener Analyse wurden die in dieser Arbeit zu synthetisierenden
Verbindungen desingt (Kapitel 2.1.2 und 2.1.3), erneut gedockt und der Abstand des
Acetoxyrests zum Ser>®® bestimmt. In der fir das Docking verwendeten Kristallstruktur fallt

das acetylierbare Ser>*°,

nach Nummerierung der kristallisierten Aminoséuresequenz, auf das
Ser*’® und wird im Folgenden als Ser>'® bezeichnet. In Abbildung 2.3 sind beispielhaft vier
Verbindungen (171 (A), 118 (B), 13 (C) und 59 (D)) der gedockten Strukturen mit bereits
integrierter Acetoxygruppe abgebildet. Da es sich bei der Berechnung der Dockingposen um
ein starres System handelt (im Modell bewegen sich die Aminosédurereste nicht), kann es dazu
fihren, dass die berechneten Abstédnde die spatere Anordnung womdglich nicht korrekt
widerspiegeln. Als Naherung treffen sie jedoch eine brauchbare Aussage. Bei den beiden
NSAR-Strukturen 171, einem Acetylsalicylsaure-Derivat, und 118, einem Diclofenac-Derivat,

wird groRtenteils nur die linke Seitentasche des V-formigen aktiven Zentrums belegt. Diese
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linke Seitentasche entspricht dem kompletten aktiven Zentrum der COX-1 (vgl. Abbildung
1.5). Der untere Teil der Bindungstasche wird kaum ausgefullt, sodass eine glinstige Lage des
Acetoxyrests im NSAR-Grundgerlst schwer vorhersagbar ist. Bei den zwei geplanten
Verbindungen liegt das Carbonylkohlenstoffatom der Acetoxygruppe dem Ser>*’-Rest
zugewandt und der Abstand betragt 5.29 A (171) bzw. 7.15 A (118). Bei den beiden Coxib-
Derivaten 13 und 59 hingegen wird die gesamte COX-2 Bindungstasche ausgefiillt. Der
p-Sulfonamidophenyl- bzw. p-Sulfonylmethylphenyl-Rest fullen die untere Tasche
vollstandig aus und interagieren mit den polaren Aminosauren Arg®*3, Ser® und GIn**? sowie

518

der Aminosédure Phe”™, was eine COX-2-Selektivitat verursachen kann (vgl. Kapitel 1.2.1.2).

Bei den beiden geplanten Coxib-Derivaten mit abgewandeltem Heteroaromaten, betrdgt der
Abstand zu Ser>'® 4.59 A (13) bzw. 4.09 A (59). Alle Abstande bzw. Positionen sollten nahe

genug liegen, um eine Acetyllbertragung zu ermdglichen.

3Q,

HC 228N
O7 tH,

X
07 "NH,

Abbildung 2.3: Dockingposen vier verschiedener Verbindungen. Die COX-2 Bindungstasche ist hellgrau
unterlegt und der Abstand (d) des Acetoxyrestes zum Ser™® (entspricht acetylierbaren Ser>*°) wurde berechnet:

A)171:d=529 A B)118;d=7.15A, C) 13; d=4.59 A, D) 59; d = 4.09 A.
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2.1.2. Modulatoren mit COX-2 selektiven Grundgertsten
2.1.2.1.  Synthese der Celecoxib-Derivate

Die Strukturen der Celecoxib-Derivate 14 und 13 weisen eine Abweichung von der
klassischen Celecoxib-Grundstruktur 1 auf, insofern als die charakteristische Trifluormethyl-
gruppe am Pyrrazolring, welche maligeblich fiir die potente Inhibitiorwirkung verantwortlich
ist,” durch eine Methylgruppe ausgetauscht werden muBte. Es zeigte sich, dass die
Einfhrung einer Acetoxygruppe bzw. Hydroxygruppe (s. Schema 2.1) mit benachbarter
Trifluormethylgruppe trotz meheren Versuchen nicht gelang. Zundchst ging die geplante
Synthese fir ein Celecoxib-Derivat mit Trifluormethylgruppe von Acetophenon 2 aus. Die
Trifluormethylgruppe wurde mittels einer Claisen-Ester-Kondensation eingefiihrt. Dazu
wurde 2 mit Natriumhydrid in THF mit Trifluoressigséureethylester zum 1,3-Diketon 3
umgesetzt. Dies gelang mit einer Ausbeute von 85%, wahrend die alternative Methode in

Ethanol, mit Natriumethanolat als Base, nur 60% Ausbeute erreicht.?®*

o} O OH O o}

. _ )
CHs D, CF, 0, CF,
o/ _ o, o,
(60% - 85%) (15%) O\H/CHs
o)

Schema 2.1: Synthese von Celecoxib-Analoga. Reagenzien und Bedingungen: i) Trifluoressigsaureethylester,
NaH, THF, RT, 8 h; ii) Blei(IV)tetraacetat, EtOAc, Toluen, 60 °C, 2 h; iii) 4-Hydrazinobenzen-1-sulfonamid
Hydrochlorid (5), EtOH, RT, 2 h; iv) LDA oder n-Buthyllithium, Kaliumacetat, THF, -78 °C.

Die Umsetzung von 3 zu 4 gestaltete sich als Herausforderung. Durch den starken —I-Effekt
der Trifluormethylgruppe liegt das 1,3-Diketon 3 bevorzugt in der Enol-Form vor und
erschwert dadurch die Oxidation des Kohlenstoffatoms durch literaturbekannte Oxidations-
mittel fiir 1,3-Diketone.?®>?®® Mit Blei(IV)tetraacetat sowie (Diacetoxyiod)benzen konnten
nur geringe Mengen oxidiert werden und die anschlieBende Umsetzung zu 6 fand nicht statt.

Umwege wie z.B. durch Chlorierung mit Sulforylchlorid bzw. Bromierung mit Brom und
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weitere Umsetzung mit Kaliumacetat oder Natriummethanolat fiihrten ebenfalls nicht zu 4.
Bei den Versuchen das oxidierte 1,3-Diketon 4 mit 4-Hydrazinobenzensulfonamid 5
umzusetzen, wurde meist nur Celecoxib 1 isoliert anstatt einer Acetoxy-, Hydroxy- oder
Methoxygruppe 6. Es wurde ebenfalls die gleiche Versuchsreihe ausgehend von Celecoxib 1
durchgefuhrt, wobei durch Oxidation oder Substitution eine Acetoxygruppe einfiihren sollte.
Beide Ansédtze fihrten nur zur Isolierung von Edukt, da bei allen Versuchen ein
schwerléslicher Niederschlag auftrat, welcher eine weitere Reaktion verhinderte.

o (0]
CH3 + CH3 O \©\ //
o
(69/) ,/ “CH,
7

NH,

:,S/I\©\ |
© i) 0=5=0
N'NHZ J (49%)

RT Ny HzN \S//O

“Q “Q .
N/N\ L NN -~ ©/\HH\CH3
— CHs  (20% - 31%) N—CH, o

CHs3
13R=H
14 R = C(O)CH;
Schema 2.2: Synthese der Celecxoib-Derivate 14 und 13. Reagenzien und Bedingungen: i)
(Diacetoxyiod)benzen, DCM, RT, 2 h; ii) 4-Hydrazinobenzen-1-sulfonamid Hydrochlorid (5), EtOH, RT, 2 h;
iii) zu 14: Ac-ClI, EtzN, DCM, 1 h; zu 13: Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 1 h.

Es erfolgte daraufhin die Synthese der Celecoxib-Derivate mit Methylgruppe 13 und 14 in
einer dreistufigen Synthese (s. Schema 2.2), die von dem kommerziell erhaltlichen 1,3-
Diketon Benzoylaceton 7 ausging, welches bevorzugt in der Keto-Form vorliegt. Dieses
wurde mit Diacetoxyiodobenzol 8 erfolgreich zu Verbindung 9 oxidiert. Nach Einfiihrung der
Acetoxygruppe wurde der Pyrrazol-Heterozyklus frei nach Penning et al.®’ mit 4-
Hydrazinobenzensulfonamid 5 aufgebaut. Da nach Erhitzten nur Nebenprodukte isoliert
wurden, wie z.B. Hydrazon 10, wurden daher milde Bedingungen gewdhlt. Die Reaktion
wurde bei Raumtemperatur mit verkirzter Reaktionszeit durchgefuhrt, sodass zunéchst das
Pyrrazol-Derivat 11 erhalten wurde. Dieses bildet sich durch begunstigte tautomere Formen
aus, welche beim Ringschluss entstehen, wie z.B. 12. Durch anschlieende Acetylierung mit
Acetylchlorid in Pyridin oder in Dichlormethan und Triethylamin wurden die beiden
Acetoxy-Derivate 13 (ST-1726) bzw. 14 (ST-1725) erhalten.
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2.1.2.2.  Synthese der Etoricoxib-Derivate

Die zwei Etoricoxib-Derivate 21 und 27 wurde in einer sechsstufigen Synthese (Schema 2.3)

ausgehend von 2-(4-(Methylsulfonyl)phenylessigsaure (15) hergestelit.

HaC //O R? R2 R2
S
/7
i) i) i) |
—_— —_— —_—
(20%) o (32%-50%) o \\N (24% - 73%) N o
HO o H
R R? R

15 16 R' = CH; R? = SO,CHj3 17 R" = CH; R?=S0,CH, 18 R' = CH; R? = SO,CHj3
22R'=H, R?=H 23R'=H, R2=H 24R'=H, R%=H

iv) AN AN AN o)
(63% - 98%) | - | = (36% - 60%) | =z J\
O N“ o O N~ oH O N~ 07 CH,
R’ R! R’

19 R" = CH; R? = SO,CHj 20 R' = CH,, R2 = SO,CH, 21R' = CH; R? = SO,CHj
25R'=H, R2=H 26R'=H, R2=H 27R'=H, R2=H

v)

Schema 2.3: Synthese der Etoricoxib-Derivate 21 und 27. Reagenzien und Bedingungen: i) 1. Thionylchlorid,
Chloroform, 2 h, Reflux; 2. AICl;, Toluen, Chloroform, 6 h, Reflux. ii) Acrylnitril, tert-BuOH, tert-KOBu, 50
°C, 2 h; iii) konz. H,SO,4, AcOH, 0 °C, 1 h; iv) Pd/C (10%), Dowtherm A, 250 °C, 48 h; v) Ac,0, Pyridin, 0 °C,
2h.

Die Séaure wurde mit Thionylchlorid in das entsprechende Saurehalogenid Uberfiihrt und in
einer Friedel-Crafts-Acylierung mit Toluen und Aluminiumtrichlorid als Katalysator zu 16
umgesetzt. Das Keton 16 reagierte anschlieBend mit Kalium-tert-butanolat als Base und mit
Acrylnitril in einer Michael-Addition zum Nitril 17. Der Mechanismus ist in Schema 2.4
dargestellt. Das Keton 16 wird durch die Base zum Enolat A umgewandelt und fungiert als
Michael-Donor. Dieser ist in der Lage die durch das Nitril stark elektrophile Doppelbindung
des Michael-Akzeptors (Acrylnitril) nukleophil anzugreifen. Es entsteht das Intermediat B,

welches unter Ruckgewinnung der Base zu 17 protoniert wird.

o}
o)
i - N
C o t
— . Yy PO mon .
-BuOH \/ ~N o tl) “BuO-
H H
-
) ‘BuOH\_/ I
BuO”
16 A B 17

Schema 2.4: Michael-Addition der Umsetzung von Verbindung 16 zu 17.
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Im néchsten Schritt schlieBt das Nitril 17 in einer intramolekularen Reaktion einen
sechsgliedrigen Ring zum Lactam 18 mit Hilfe von konzentrierter Schwefelsdure in
Essigsdure. Der Reaktionsmechanismus ist in Schema 2.5 abgebildet. Dabei wird zunédchst 17
protoniert (A) und ist nun fur einen intramolekularen nukleophilen Angriff der Nitrilgruppe
aktiviert. Dabei entsteht der sechsgliedrige Ring B. Anschlielend wird der Rest vom Nitril in
den Schritten C-F bei der wassrigen Aufarbeitung zu einem Lactam hydrolisiert. Die

Doppelbindung in 18 entsteht durch abschlieBende B-Eliminierung.

H
o \Cfb wassrige
| o Aufarbeitung o HO
+H,S0, H,0
—_— R —— R ——
-HSO, Ny ~H* BLIN
N\\c+ H™ (e

-0

C I
i G OH,* OH
N
17 A B (o4 D
VS
H H Cr
HO HO *H,0
+HSO," + H,S0, =
—_— N —_— —_— —_—
H SNe - H,S0, H/N\C -HSO, H/N\C -H,0 HN\C
U I I - Hy80, I
OH © © ©
E F G 18

Schema 2.5: Reaktionsmechanismus der intramolekularen Reaktion von Nitril 17 zum Lactam 18.

Lactam 18 wurde anschlieBend mittels katalytischer Dehydrierung der 3- und 4-Position des
Lactams 18 durch Palladium (auf Kohle 10%ig) zum Pyridinon 19 umgesetzt. Die
gewunschte Pyridin-Struktur 20 bildet sich durch eine Keto-Enol-Tautomerie, welche durch
die Entstehung eines aromatischen Systems stark beglnstigt ist, sodass nach der
Dehydrierung das Gleichgewicht ausschlieRlich auf der Seite das 2-Hydroxypyridin-Derivats
20 liegt und dieses ausschliellich erhalten wurde. Dem 2-Hydroxypyridin 20 wurde
abschlieBend die Acetylgruppe durch Acetylchlorid in Pyridin hinzugefugt, um das
Etoricoxib-Derivat 21 (ST-1859) zu erhalten. Die Synthese des Etoricoxib-Derivats 27
erfolgte ausgehend von Desoxybenzoin 22 nach dem gleichen (Schema 2.3), tuber Nitril 23,
Lactam 24 und Pyridinon 25 bzw. 2-Hydroxypyridin 26 um 27 zu erhalten. Jedoch stellte sich
das Etoricoxib-Derivat 27 als nicht lagerstabil heraus, da bereits nach drei Tagen bei
Raumtemperatur und LichtausschluR eine Essigsdurefreisetzung zu beobachten (Geruch /
NMR) war.
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2.1.2.3.  Synthese der Rofecoxib-Derivate

In den Arbeiten von Mao et al. und Harmon et al. wurde die Verbindung 31 als primares
Oxidationsprodukt von Rofecoxib 38 bei erhdhtem pH identifiziert.?®?*® Die oxidierte
Rofecoxib-Form (s. Abbildung 2.4) ist weiterhin pharmakologisch aktiv und daher geeignet

fir eine Derivatisierung.?™

N\ AN
S S
(0] (0]
O
Oxidation
—_—
| o | o
S (Y
H;C HsC
38 ( Rofecoxib) 31

Abbildung 2.4: Pharmakologisch aktives Oxidationsprodukt von Rofecoxib 38.

Der flnfstufige Syntheseweg fir das Derivat der oxidierte Form von Rofecoxib 33 ging von
einer modifizierten, von Moon et al. beschriebenen, Synthesestrategie aus, welche fir die
Einfuhrung einer Acetoxygruppe entsprechend erweitert wurde.””® Sie ist in Schema 2.6
dargestellt. Im ersten Schritt wurde p-Tolylmagnesiumbromid (28) und Oxalsdurediethylester
zur 1,2-Dicarbonylverbindung 29 umgesetzt. Dieses wurde durch Hydrolyse mit 2M
Natronlauge in die Sdure 30 U0berflhrt. Verbindung 30 wurde anschlieBend mit 4-
(Methylsulfonyl)phenylessigsaure (15) in siedendem Essigsaureanhydrid zum zyklischen

Anhydrid 31 umgesetzt..”

Die Einfuhrung der Acetoxygruppe sollte Uber ein
Hydroxams&ure-Derivat erfolgen, sodass sich Anhydrid 31 mit Hydroxylaminhydrochlorid in
Pyridin zum Hydroxamsaure-Derivat 32 umgesetzte. Dieses konnte mit Acetylchlorid in das

acetylierte Rofecoxib-Derivat 33 (ST-1454) tberfihrt werden.
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(e}
Mg*Br . "
(51%) (72%)
H3C H.C © HsC ©
3
29

28

HaC_ //O HsC_ //O H3C\ //O
% % //S
(0] O o
0 o o) . o)
>—CH3 %) iv)
e (56%) | N—oH (98%) I %
7 7 7 Y
HsC HyC HsC
33 32 31

Schema 2.6: Synthese von oxidiertem Rofecoxib-Derivat 33. Reagenzien und Bedingungen: i) Diethyloxalat,
Et,0, -70 °C, 2 h — RT, 2 h; ii) 2M NaOH, 110 °C, 8 min pw; iii) Ac,0, Reflux, 3.5 h; iv) NH,OH-HCI,
Pyridin, Reflux, 3 h; v) Ac-Cl, Et;N, 0 °C, 2 h.

Der vierstufige Syntheseweg zum Rofecoxib-Derivat 40 erfolgte nach einer von Knaus et
al.® beschrieben Synthesestrategie, welche fir die Einfilhrung der Acetylgruppe
entsprechend erweitert werden mufite (Schema 2.7). 1-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)ethanon
(34) wurde durch Zutropfen von Brom zundchst in das a-Bromketon 35 (berfiihrt und mit
p-Tolylessigsaure (36) zu 37 umgesetzt. Es erfolgte der Ringschluss des Diketons 37 mit
Hilfe von Diisopropylethylamin in DMF zu Rofecoxib 38. Das Lacton in Rofecoxib 38 wurde
anschlieBend mit Ammoniumacetat in einer Mikrowellen-unterstiitzten Reaktion in Lactam 39
uberfuhrt. Versuche, Rofecoxib 38 mit Hydroxylaminhydrochlorid in die entsprechende
Hydroxamséure zu Uberfihren scheiterten, weil flr die Lactonspaltung hohe Temperaturen
von mindestens 180 °C erforderlich waren. Die Zersetzungstemperatur von Hydroxylamin-
hydrochlorid liegt jedoch bereits bei 155 °C, sodass selbst bei niedrigeren Temperaturen mit
verlangerter Reaktionszeit nur eine Zersetzung begleitet von Druckaufbau beobachtet werden
konnte. Die Reaktion des Lactams 39 mit Natriumhydrid (60%ig in Mineral6l) in DMF mit

Acetylchlorid ergab das Rofecoxib-Derivat 40 (ST-1860).
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Schema 2.7: Synthese von Rofecoxib-Derivat 40. Reagenzien und Bedingungen: i) Br,, Chloroform, ii) Et3N,
Acetonitril, 30 min, Reflux; iii) DIPEA, DMF, RT, 2 h; iv) NH;OAc, AcOH, 200 °C 15 min pw; v) NaH, DMF,
RT; vi) Ac-Cl, NaH, DMF, RT, 2h.

Bei der Synthese von 40 stellte sich die Frage, ob die Verbindung tatséchlich als solche
vorliegt, oder der Lactam-Stickstoff acetyliert wurde (41). Untersuchungen dazu ergaben,
dass Lactam 39 bei Behandlung durch Base in Hydroxypyrrol 42 Ubergeht. Die Tautomerie
des Lactams 39, vor Baseneinwirkung, zum Lactim 42, nach Zugabe von Base, lasst sich im
NMR-Spektrum-Vergleich der beiden einzelnen Verbindungen (s. Abbildung 2.5;
Protonenverschiebung durch Pfeile gekennzeichnet) anhand der Verschiebung der
aliphatischen Methylengruppe (4.38 ppm, Integral entspricht zwei Protonen; in schwarz
dargestellt) zu einem aromatischen Signal (7.73 ppm, Integral entspricht einem Proton; in rot

dargestellt) erkennen.
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Abbildung 2.5: NMR-Spektrum-Gegeniberstellung der Verbindungen 39 (schwarz) und von Verbindung
42 (rot). Entscheidende Signale fiir die entsprechenden Verbindungen sind mit einem Pfeil markiert.

Betrachtet man das aufgenommene IR-Spektrum von 40 (Abbildung 2.6), so ist deutlich die
schmale Aminschwingung bei 3300 ©® und nicht die breite Hydroxyschwingung von 3500-
3200 ¥ zu erkennen. Daher l&sst sich mit Sicherheit sagen, dass eine O-Acetylierung erreicht

wurde.
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Abbildung 2.6: IR-Spektrum von 40.

2.1.2.4.  Synthese der Valdecoxib-Derivate

Die Analyse der COX-2 Kiristallstrukuren mit cokristallisierten Coxiben hatte ergeben, dass
eine glinstige Position fur die Einfihrung einer Acetoxygruppe die dem Sulfonamid
abgewandte Seite des Heterozyklus darstellt (Vgl. Kapitel 2.1.1 Abbildung 2.2). Bei
Valdecoxib (43) ist diese Stelle durch das Stickstoffatom des Isoxazolrings flr eine
Derivatisierung nicht zuganglich. In SAR-Studien zeigte sich jedoch,?’* dass Isoxazole mit

reverser Ausrichtung der beiden Arylsubstituenten ebenfalls potente und selektive COX-2-
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Inhibitoren liefern. Aus diesem Grund wurde die ,,inverse” Valdecoxib-Struktur (44) als Basis

fiir die Derivatisierungen ausgewahlt (s. Abbildung 2.7).

Valdecoxib (43) "inverses" Valdecoxib (44)

H,N_ O HN_ O

N\

7,
O/
CHj3
= /O
N
\

Position fiir die Einfihrung eines
Acetoxyrestes (nicht) zuganglich

Abbildung 2.7: Zuginglichkeit fiir die Einfithrung einer Acetoxygruppe beim ,,inversen“ Valdecoxib (44)

Um  Nebenreaktionen zu vermeiden, wurde die Sulfonamidgruppe durch eine
Methylsulfonylgruppe ausgetauscht. Zusatzlich wurden auch Derivate mit alternativem
Heterozyklus (Pyrazol anstatt Isoxazol), unterschiedlicher Ubertragergruppe (Amid anstatt
Acetoxy) und unterschiedlicher Acylgruppe (Acryl anstatt Acetyl) dargestellt. Die Synthesen
hierzu sind in Schema 2.8 abgebildet, welche in drei bis fiinf Stufen erfolgten. Die Synthese
fur  das  Valdecoxib-Derivat 50  mit  reverser  Substitution ging  von
4-Methylsulfonylbenzoesdure (45) aus, die mit Thionylchlorid in das Saurechlorid 46
umgewandelt und mit 4-Methylphenylessigsaureethylester (47) in THF mit Lithiumdiiso-
propylamid (LDA) zum 1,3-Diketon 48 umgesetzt wurde. Der Aufbau des Isoxazolrings
erfolgte mit Hydroxylaminhydrochlorid in Ethanol und ergab das Isoxazolon 49. Dieses
wurde mit Acetylchlorid zu 50 (ST-1836) derivatisiert. Die Synthese des Derivats mit
Pyrrazolring als Heterozyklus 53 ging von 1,3-Diketon 48 aus. Der Heterozyklus wurde mit
Hydrazinhydrat in Ethanol aufgebaut, sodass das Pyrazolon 51 erhalten wurde. Dieses wurde
unter Verwendung einer Standardmethode mit Acetylchlorid in Pyrdin umgesetzt, wobei man
ausschlieBlich die doppelt acetylierte Verbindung 52 (ST-1837) erhielt. Durch Verkirzung
der Reaktionszeit, von zwei Stunden auf 30 Minuten, konnte auch das einfach acetylierte
Derivat 53 (ST-1835) isoliert werden.
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(9% - 34%)
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47 (26% - 37%)
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~_-CHs ~ 59| o© NH| CHs
60| O NH| CH=CH,
% OH o
HsC 61| o ;NJ\,CHZ
48 49Xx=0 O)\
51X =NH &H
2

Schema 2.8: Synthese der Valdecoxib-Derivate. Reagenzien und Bedingungen: i) 1. 45, Thionylchlorid,
Reflux; ii) 4-Methylphenylethylacetat, LDA, THF, -78 °C — RT, 24 h; iii) NH,OH-HCI, 48 h; EtOH; iv) NH,-
NH,-H,0, AcOH, Dioxan / Wasser, Reflux, 24 h; v) zu 50: Ac-Cl, kat. Pyridin, Et;N, DCM, 24 h; vi) zu 53:
Ac,0, Pyridin, 0 °C, 0.5 h; vii) zu 52: Ac-Cl, Pyridin, RT, 5 h; vii) 54, NH,OH-HCI, 33%ige NaOH, Eis / EtOH,
1 h; ix) NCS, DMF, 2.5 h; x) 4-Methylbenzylcyanid, tert-BuLi, THF, 24 h; xi) Ac-Cl, kat. DMAP, Et;N, DCM,
2 h; xii) Acryloylchlorid, kat. DMAP, Et;N, DCM; xiii) 1N HCI, EtOH.

Die Herstellung der Valdecoxib-Derivate mit unterschiedlicher Ubertragergruppe bzw.
Acylgruppe 59 und 60 ging von 4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54) aus. Der Aldehyd wurde
mittels Hydroxylaminhydrochlorid und Natronlauge in das Oxim 55 umgewandelt, welches
durch N-Chlorsuccinimid in 56 uUberfihrt wurde. Verbindung 56 wurde dann mit 4-
Methylbenzylcyanid (57) mit Hilfe von tert-Buthyllithium in Isoxazolamin 58 Uberfiihrt. Der
Mechanismus des Ringschlusses ist in Schema 2.9 dargestellt. Es wird zuerst das 4-
Methylbenzylcyanid (57) an der benzylischen Position durch tert-Buthyllithium deprotoniert
(A). Die negative Ladung ist in A mesomeriestabilisiert und kann 56 nukleophil angreifen. Es
wird Chlorid als Abgangsgruppe aus dem Molekdl entfernt (B) und es kommt zu einem
intramolekularen Angriff des Oxims am Nitril (C). Nach einer Protonenumlagerung (D)

erfolgt eine Aromatisierung (E) des gebildeten Funfrings zu Isoxazolamin 58.
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Schema 2.9: Reaktionsmechanismus der Isoxazolaminbildung von 58

Dieses konnte mit Acetylchlorid oder Acryloylchlorid in Pyridin in die Derivate 59 (ST-1646)
bzw. 60 (ST-1649) Uberfuhrt werden. Bei der sdulenchromatographischen Auftrennung von
60 kam es zu einer Acrylgruppenwanderung, sodass zusétzlich zu 60 das nicht-substituierte
Isoxazolamin 58 und das doppelt substituierte Derivat 61 (ST-1648) erhalten wurden. Als
alternative Syntheseroute kann das Isoxazolon 49 aus dem Isoxazolamin 58 durch Einwirkung

von verdlnnter Mineralséure, z.B. 2N Salzséure, in guten Ausbeuten erhalten werden.

2.1.25. Synthese COX-2-selektiver Derivate mit diversen zentralen

Heterozyklen

In Kapitel 2.1.2.4 wurden bereits Synthesen (s. Schema 2.8) fur selektive COX-2
Modulatoren durchgefuhrt, welche einen unterschiedlichen Heterozyklus oder eine
unterschiedliche Ubertragergruppe besitzen. In diesem Abschnitt werden weitere Derivate
vorgestellt, welche sich im mittleren Heterozyklus und in der Ubertragergruppe
unterscheiden, sich jedoch nicht direkt von bereits bekannten bzw. zugelassenen Coxiben
herleiten lassen. Als zentrale Heterozyklen wurden Benzofurane, Imidazole, Imidazolone,
Indenone und Thiazole eingefuhrt. Das klassische Substitutions-Schema der Arylreste bei den
Coxiben wurde jedoch zumeist beibehalten. Um Nebenreaktionen zu vermeiden und fur eine
leichtere préparative Zuganglichkeit, wurde die Sulfonamidgruppe durch einen bioisosteren
Austausch durch eine Methylsulfonylgruppe ersetzt.

2.1.2.5.1 Synthese von Imidazol-Derivaten

Imidazole lassen sich einfach aus 1,2-Diketonen bzw. Benzil-Derivaten aufbauen.
Asymmetrische 1,2-Diketone werden typischerweise durch eine Benzoin-Kondensation aus
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den entsprechenden Benzaldehyden und anschieBender Swern-Oxidation dargestellt.?’

Problematisch dabei ist, dass bei der Kondensation giftiges Kaliumcyanid als Katalysator
bzw. Umpolungsreagenz verwendet wird. Aus diesem Grund wurde das 1,2-Diketon 66 uber
eine Wittig-Reaktion mit anschlieBender Oxidation der Doppelbindung dargestellt (vgl.
Schema 2.10).

PPhs* CI- ii) |||
—>
(72% - 80%) (9% 54%)

54 R2 = SO,CH, 64 R'=CHy

T1R2=F 7T0R'=H 65 R' = CH, R? = SO,CH, 66 R' = CH, R? = SO,CH;
72R'=F, R?2=H 73R'=F, R?2=H
76 R'=H, R2=S0,CH; 77R"=H, R?=S0,CH.

1 2 —
95%-98% 80R'=H, R®=H
+ PPh,

iv)
54% 82%)

>\’CH3
(8% 37%)
O
H3

54 R' = CH,
62R'=H

69 R' = CH, R2=SO,CH, 68 R' = CH, R2 = SO,CH;
75R'=F, RZ=H 74R'=F, R2=H
79R'=H, R2=S0,CH, 78 R'=H, RZ=S0,CH,

Schema 2.10: Synthese der Imidazol-Derivate 69, 75, 79 und 82. Reagenzien und Bedingungen: i) DMF,
Reflux, 4 h; ii) NaOEt / EtOH, 24 h; iii) HBr (48% in Wasser), DMSO, Reflux, 24 h; iv) Urotropin, NH,OAc,
AcOH, 25 min, 115 °C, uw; v) Ac-Cl, Et;N, DCM, 1 h.

Die Synthese wird im Folgenden detailliert fir das Derivat 69 beschrieben. Dafir wurde
zuerst das fur die Wittig-Reaktion nowendige Phosphonium-Salz 64 aus 4-
Methylbenzylchlorid (62) und Triphenylphoshin (63) hergestellt. Das Phosphonium-Salz 64
wurde dann mit 4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54) zum Stilben-Derivat 65 umgesetzt, wobei
ein (E) / (2)-Gemisch im Verhéltnis 1 : 2 (E : Z) isoliert wurde. Anschliel’ende Oxidation der
Doppelbindung des Gemisches mit DMSO und Bromwasserstoff ergab Benzil-Derivat 66.
Den vorgeschlagenen Mechanismus der Oxidation nach Yusubov et al.?” zeigt Schema 2.11 .
Demzufolge kommt es erst zu einer Bromierung der Doppelbindung. Das Brom wird in situ
durch Oxidation von DMSO aus Bromwasserstoff generiert, wobei Wasser und
Dimethylsulfid entstehen. Die Reaktion kann durch Zugabe von Hydrogenperoxid

beschleunigt werden, welche die Bildung von Brom beschleunigt. Anschliefend kommt es zu
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einer Substitution, wobei DMSO das entstandene Benzylbromid A nukleophil angreift. Das
dabei gebildete Alkoxysulfoniumsalz B eliminiert ein Proton und es entsteht Dimethylsuflid
sowie das a-Bromketon C. Dieses wird unter gleichen Bedingungen zum 1,2-Diketon
oxidiert. Dies &hnelt oberflachlich einer Kornblum-Reaktion, in welcher Benzylhalide zu
Benzaldehyden in DMSO oxidiert werden, welche jedoch im basischen Milieu ablauft.?™
Eine Durchfihrung der Reaktion unter basischen Bedingungen wirde hier jedoch zu einer
Dehydrohalogenierung des 1,2-Dihalogen-Intermediats A flhren, also zuriick zum Edukt
(Benzil-Derivat).

HaCo_.CHs
R2 ¢/ N\ Rz(\Er cH R2_O R2__0O

e NG
S+
Br /78 Ho 5
|1 S S L S
\ -Br - —_—
B R Br cHy TP SCH): g1y R0
1 - r
R Br
B

A (o3

Schema 2.11: Oxidationsmechanismus von Stilbenen zu Benzilen durch Brom und DMSO.

Die Synthese setzt sich fort, indem das hergestellte 1,2-Diketon 66 mit Urotropin (67) in
Essigsdure zum Imidazol 68 umgesetzt wurde. Hierbei dient Urotropin (67) als sehr gut
dosierbare Formaldehyd- und Ammoniakquelle, da es beim Erhitzen im Sauren mit Wasser in
diese beiden Komponenten zerfallt (s. Abbildung 2.8). Zum Schluss wurde mit Acetylchlorid
in Dichlormethan die Verbindung 69 (ST-1857) generiert.

N
7™ i i
+ 6H,0 4NH, + 6
NJ—_-N 2 3 HJ\H
LN—/
67

Abbildung 2.8: Thermischer Zerfall / Riickreaktion von Urotropin (67) in seine Einzelkomponenten.

Fur Derivat 75 wurde ebenfalls das Phosphonium-Salz 70 mit 4-Fluorbenzaldehyd (71) zum
Stilben-Derivat 72 umgesetzt, mit dem beschriebenen Oxidationssystem DMSO-HBr zum
Benzil-Derivat 73 oxidiert, und dann das Imidazol-Derivat 74 synthetisiert. Die Acetylierung
von 74 zu 75 war zwar erfolgreich, konnte jedoch nicht sauber isoliert werden (vgl. nichster
Absatz). Verbindung 79 wurde nach gleichem Schema erhalten: Kopplung von
Benzyltriphenylphosphoniumbromid (70) mit 4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54) zu 76,
Oxidation zu 77 und Aufbau des Imidazols 78. Acetylierung ergab 79 (ST-1645). Fir das
nicht-substituierte Derivat wurde von Benzil 80 ausgegangen, das Imidazol 81 entsprechend
synthetisiert und dann zu Derivat 82 (ST-1644) acetyliert.
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Fur alle acetylierten Imidazole lassen sich zwei allgemeine Zustdnde beobachten: Zum einen
ist im NMR-Spektrum zu erkennen, dass die Verbindungen als Isomerengemisch der Formen
a und b vorliegen (s. Schema 2.10), welche nicht voneinander getrennt wurden. Zum anderen
entwickelt sich schon nach kurzer Zeit ein starker Essigséduregeruch, insbesondere bei den
weniger substituierten Derivaten 75, 79 und 82, was auf eine sehr reaktive Acetylgruppe
hinweist.

Es wurden Versuche durchgefuhrt, die Imidazol-Derivate Celecoxib-&hnlicher zu designen
durch Einfiihrung einer Trifluormethylgruppe an den zentralen Heterozyklus. Hierfir wurden
die Benzil-Derivate 73, 77 sowie Benzil 80 (s. Schema 2.12) mit Trifluoracetaldehyd-
ethylhalbacetal (83) mit Ammoniumacetat in Essigsdaure zu den Imidazolen 84a-c umgesetzt.
Jedoch scheiterten die unterschiedlichsten Acetylierungsversuche (z.B. Acetylchlorid in
Dichlormethan oder Pyridin, erhitzten in Essigsaureanhydrid bzw. Acetylchlorid), um
Verbindung 85a-c zu erhalten. Vermutlich wird durch die direkte Nachbarschaft der Trifluor-
methylgruppe die Nukleophilie des Imidazol-Stickstoffs so weit gesenkt, sodass es zu keiner
Reaktion mehr kommt.

oCH
s g ™
. N

)O\H Ji | )—cF i) | N>—CF

+ — = 3 ---c- - / 3
O o HC” YN0~ CF,  (41% - 53%) O N N

R R R

73R=F 83 84aR=F 85aR=F

77 R = SO,CH, 84b R = SO,CH, 85b R = SO,CHj
80R=H 84cR=H 85cR=H

Schema 2.12: Synthese von Verbindung 85. Reagenzien und Bedingungen: i) NH,OAc, AcOH, 25 min,
115 °C, uw; ii) Ac-Cl Reflux, 2 h.

2.1.2.5.2 Synthese von Imidazolon-Derivaten

Die Synthese von Imidazolonen kann durch Umsetzung von Benzoin-Derivaten mit Harnstoff
erfolgen. Wie im vorigen Kapitel bei den Imidazolen erértert, wurde hier auf die Herstellung
durch eine asymmetrische Benzoin-Kondensation verzichtet. Das Benzoin-Derivat 86 wurden
durch Reduktion mit Natriumdithionit in Ethanol / Wasser aus dem Benzil-Derivat 66 aus
Schema 2.10 hergestellt. Der vermutete Mechanismus? ist in Schema 2.13 abgebildet. Dabei
findet ein Elektronentransfer statt, sodass das cis-Diol B als Reduktionsprodukt zu beobachten

ist. Dieses wird dann mittels Keto-Enol-Tautomerie in das Benzoin-Derivat 86 umgewandelt.

-72-



Synthetischer Teil

Da die Tautomerie nicht-selektiv verlauft, liegt am Ende der Reaktion ein Isomerengemisch

vor. Fur den weiteren Reaktionsverlauf ist dies jedoch nicht relevant.

RZ _O R2Z O R2  OH Keto-Enol- R2 __O RZ__OH
\/E 2e j: + H* I Tautomerie f I
- | —_— | _— *
R' SO0 R O R'"" “OH R"" “OH R o0
66 R' = CH; R2 = SO,CH = 2=
3 2CH3 86 R' = CH; R?=S0,CHj

Schema 2.13: Reduktion von Benzilen zu Benzoinen durch Natriumdithionit.

Die dreistufige Synthese, ausgehend vom Benzil-Derivat 66, beginnt in Schema 2.14 mit der
beschriebenen Reduktion mit Natriumdithionit zum Benzoin-Derivat 86, welches dann, durch
Reaktion mit Harnstoff in Essigsdure, zum Imidazolon-Derivat 87 umgesetzt wurde. Das
Imidazolon 87 sollte anschlieBend durch Behandlung mit Natriumhydrid im Uberschuss in
DMF in ein Hydroxyimidazol tberflihrt werden, um mit Acetylchlorid umgesetzt werden zu
konnen. Stattdessen wurde jedoch das zweifach N-acetylierte Imidazolon 88 (ST-1858)
erhalten. Die Synthese wurde auch mit Benzoin (89) durchgefuhrt um Substituenteneffekte
auszuschliel3en, wobei zuerst das Imidazolon 90 und dann erneut das zweifach N-acetylierte
Imidazolon 91 (ST-1647) erhalten wurde.

| )—o
3C // N >:O
|||) HyC
R1
#0
C(85%) (9% - 33%) R?
i >/CH3
H;C \
(21% - 91%)
66 86 R' = CH; R2=S0,CH,4 87 R' = CH; R?=S0,CH,4
89R'=H, R2=H 90R'=H, R2?=H
3

88 R' = CH3 R? = SO,CH,
91R"=H, R%2=H

Schema 2.14: Synthese von Imdazolonen 88 und 91. Reagenzien und Bedingungen: i) Harnstoff, AcOH, 120
°C, 1 h, puw; ii) Ac-Cl, NaH, DMF, 0 °C, 1 h.

Versuche mit Lithiumdiisopropylamid oder tert-Buthyllithium das Imidazolon 87 oder 90 zu
deprotonieren, um den Heterozyklus in ein Hydroxyimidazol zu verwandeln und dann zu

acetylieren, flihrten ebenfalls jeweils zum Imidazolon 88 oder 91.
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2.1.2.5.3 Synthese von Benzofuran-Derivaten und Indenon-Derivaten

278 \wurden Benzofurane friih als selektive COX-2-Inhibitoren

In Patenten von Merck Canada
identifiziert. Die zweistufige Synthese fiir Benzofuran nach Japp et al.?”’ (Schema 2.15), ging
von Benzoin 89 aus. Dies wurde mit Resorcin 92 in konzentrierter Schwefelséure, in einer
elektophilen aromatischen Substitution, zum Benzofuran 93 umgesetzt. Erhitzten in

Essigsédureanhydrid ergab abschlie’end Benzofuran 94 (ST-1730).

OH O O
o O
O P | 0 if) |
® a
O on OH O Q OH 2 Schritten) O \/:o
H3;C
88 92 93 94

Schema 2.15: Synthese des Benzfurans 94. Reagenzien und Bedingungen: i) Methansulfonsaure, 85 °C, 16 h;
ii) Ac,0, 100 °C.

Beim Indenon-Derivat 96 sollte die Celecoxib-Struktur auf ein Minimum reduziert werden,
d.h. der zentrale Heterozyklus sollte eingespart werden und stattdessen an der zentralen
Position ein (E)-Stilben-Element eingefligt werden, um die raumliche Konfiguration der
Arylreste beizubehalten. Schon in vorrausgegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass
(E)-Stilben-Derivate eine COX-2-Praferenz aufweisen.?”® Die Einfiihrung der Acetoxygruppe
fur die COX-2 Modulation konnte durch die enolisierbare Ketogruppe (Hydroxyinden
entsteht durch Einwirkung von Base) erfolgen. Methylierte Enolether von Hydroxyinden
wurden z.B. von Cava et al.?” bereits hergestellt. Die Synthese verlauft in zwei Schritten und
ist in Schema 2.16 gezeigt. Indan-2-on (95) wurde in Toluen mit angeschlossem
Wasserabscheider mit Morpholin erhitzt, um ein Enamin als Intermediat zu erhalten, welches
das Indan-2-on (95) fiir eine Aldolreaktion aktiviert.

H3C\ //o H3C\ //O
S S
CI) o o
Co- SRS S
(o] + o Y >
& (51%) / / o
&/ “CHs >—CH3
(L )= (L)
96 97

95 54

Schema 2.16: Synthese von 96. Reagenzien und Bedingungen: i) 1. Morpholin, Toluen, p-TSA,
Wasserabscheider, Reflux, 24 h, 2. 4-(Methylsulfonyl)benzaldehyd, Reflux, 24 h, 3. konz. HCI, RT, 8 h; ii)
Acetonenolacetat, Reflux, Aceton abdestillieren.
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Das Enamin-Intermediat wurde dann mit 4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54) versetzt, um eine
Aldol-Addition zu erreichen. Die Aldol-Kondensation (
Schema 2.17) wurde dann durch Zugabe von konzentrierter Salzsdure eingeleitet. Bei der
Kondensation von Indan-2-on (95) mit aromatischen Aldehyden wird vorwiegend das (E)-
Isomer gebildet.’”® Bei der Aldol-Kondensation wird zuerst der entstandene tertiare Alkohol
A durch die Einwirkung der Séaure als Wasser eliminiert (B). Beim Ubergangszustand C1
konnte es zu einem r-Stacking kommen, welches den Ubergangszustand stabilisiert, sodass
eine (E)-Konformation thermodynamisch bevorzugt ware. Beim Ubergangszustand C2 ist
dies nicht der Fall. Es entsteht das Stilben-Derivat 96 (ST-1805). Versuche durch Basen zu
Enolisieren und das Enolat mit Acetylchlorid zu acetylieren sowie eine Acetyliibertragung mit
Acetonenolacetat zu 97 missgluckten. Dies legt den Schluss nahe, dass die Acetylgruppe, im
Vergleich zu den beschriebenen Methyl-Enolethern,?”® zu labil ist um dauerhaft gebunden zu
bleiben.
H,C
o

A

N H3C 0 HsC .0
S //S //S
o o]
o
QU e Qe GO Loon, ot
OH OH,* : : N + o %
2 ; CH HC e}
H $ H H
O OO - 5
A B C4 C,

Schema 2.17: Aldol-Kondensation von 96 fihrt bevorzugt zum E-Produkt und nicht Z-Produkt

2.1.2.5.4 Synthese von Thiazol-Derivaten

Im Patent von Searle & CO.?*° wurden substituierte Thiazole als selektive COX-2-Inhibitoren
beschieben. Sie erhitzten Benzoin-Derivate mit Thionylchlorid und setzten anschliefend
direkt mit Thioharnstoff in Ethanol um, um die substituierten Thiazole zu erhalten. Im
Gegensatz dazu, ging hier die Synthese von Deoxybenzoin (98) aus und das nicht-
substituierte Derivat 100 wurde hergestellt (s. Schema 2.18). Deoxybenzoin (98) wurde in o-
Stellung bromiert, mit Thioharnstoff zum Thiazol 99 umgesetzt und dann zu Verbindung 100
(ST-1729) acetyliert.
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i) i) >\’_CH3
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98 99 100

Schema 2.18: Synthese des Aminothizols 100. Reagenzien und Bedingungen: i) 1. Brom, Chloroform, RT, 2 h,
2. Thioharnstoff, EtOH, Reflux, 1 h; ii) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 0.5 h.

In den Arbeiten von Radl et al.?®

wurden 2-Aminothiazole identifiziert, welche sehr potent
und selektiv die COX-2 inhibieren konnten. Darunter war Verbindung 103 die potenteste (s.
Schema 2.19). Da diese bereits Uber eine Hydroxygruppe verfugt, war die Position der
einzufligenden Acetoxygruppe quasi vorgegeben. Die zweistufige Synthese, in Schema 2.19
abgebildet, ging vom a-Bromketon 101 aus, welches mit N-(2-Hydroxyphenyl)thioharnstoff
102 in einer Mikrowellen-unterstiitzten Synthese zum 2-Aminothiazol 103 (ST-1705)

umgesetzt wurde (mehr Details zur Synthese s. Kapitel 2.2.1).

o} s _ R s Q
Br + )J\ —I)> | />_NH OH
& HoN H (57% - 83%) N
cl OH

101R=H 102 cl 103R=H
106 R = CH, 107 R=CH,
iii}) . iii)
if) (47%)
(47%) (22% - 46%)

O
;:; R HyC
HC s CH, s CH, C__s
| ) o~\< | )—NH o—< | )N b
N }—CH3 o N o N CH,
S o
cl cl cl

Schema 2.19: Synthese von COX-2-selektiven 2-Aminothiazol-Derivaten. Reagenzien und Bedingungen: i)
EtOH, 85 °C, 35 min pw; ii) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 0.5 h; iii) Ac,0, 100 °C, 1 h.

Das 2-Aminothiazol 103 wurde mit Acetylchlorid in Pyridin zu 104 (ST-1838) umgesetzt.
Das 2-Aminothiazol 103 wurde zusatzlich durch Erhitzen in Essigsdureanhydrid N-acetyliert.
Es stellte sich heraus, dass sich der Stickstoff im Thiazolring wie ein Enamin verhélt,
wodurch an der 5-Position des Thiazolrings eine zusétzliche Acetylierung stattfand und somit
Derivat 105 (ST-1839) synthetisiert wurde. Die reaktive 5-Position des Thiazols, welche wie

ein Enamin reagieren kann, wurde bereits in der Literatur von Thuring et al. beschrieben.?®?
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Dieses Problem wurde umgangen durch Einfiihrung einer Methylgruppe an der 5-Position des
Thiazolrings. Dadurch ist die Reaktion des Thiazols als ein Enamin blockiert. Die Synthese
erfolgte aus dem a-Bromketon 106 und Verbindung 102, sodass das 2-Aminothiazol 107
erhalten wurde, welches in Essigsdureanhydrid weiter zum N-acetylierten Thiazol-Derivat
108 (ST-1840) umgesetzt wurde. Zum Vergleich wurde 107 auch zum zweifachen
acetylierten Derivat 109 (ST-1841) umgesetzt.

2.1.3. Modulatoren mit NSAR-Grundgerust
2.1.3.1.  Synthese der Diclofenac-Derivate

Das potenteste nicht-selektive NSAR zur Zeit auf dem Markt ist Diclofenac (110) (ICso
(COX-1 / COX-2) = 0.075 uM / 0.038 uM).** Als Ausgangspunkt fir den Einbau einer
Acetoxygruppe ist es brauchbar, denn wie das Beispiel Lumiracoxib zeigt, kann durch kleine
Variationen die Selektivitat bzgl. der COX-2 gesteigert werden.*® Als Position fiir den Einbau
einer Ubertragbaren Acetylgruppe eignet sich am besten der Carbonsdurerest (vgl. Kapitel
2.1.1). Aulerdem ist das Hydroxamsdure-Derivat 111 (O-Acetylsalicylhydroxamsaure;
AcSHA) von Salicylsaure (112, Abbildung 2.9) bekanntermalen ebenso wie
Acetylsalicylsaure (113) in der Lage, eine Acetylgruppe auf die COX zu Ubertragen.?®2%
Deshalb soll die Einfihrung der Ubertragbaren Acetylgruppe Uber eine Hydroxamséure

erfolgen. Zusitzlich sollen Ubertrager auch in Form eines Amids und Hydrazids realisiert

)

o) o)

OH
_O_ _CH,
N — oH —>

@%H T @ CL

OH OH )\

o

CHj3

werden.

AcSHA (111) Salicylsaure (112) Acetylsalicylsdure (113)

Abbildung 2.9: Literaturbekannte COX-Acetylierer®®>?%

Die dreistufige Synthese fir das Hydrazid-Derivat und das Hydroxamsaure-Derivat ist in
Schema 2.20 dargestellt. Sie geht vom kommerziell erhdltlichen Diclofenac-Natriumsalz
(114) aus. Als Carboxylat ist das Molekdl jedoch zu unreaktiv, um direkt in einer Reaktion
verwendet zu werden. Deshalb wurde das Carboxylat 114 zuerst in Wasser gelést und durch
Ansduern in die Sdaure 110 Uberfiihrt. Nach Gefriertrocknung wurde Diclofenac (110) zum
Methylester 115 verestert. Dieser diente als Vorlaufer fir Hydroxamsaure 116, welche durch

Erhitzen in einer konzentrierten methanolischen Hydroxylamin-L&sung erhalten wurde, sowie
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fir Hydrazid 117, welches durch Reaktion mit Hydrazinhydrat erhalten wurde. Beide
Derivate wurden abschlieend mit Acetylchlorid in Pyridin umgesetzt. Fur die
Hydroxamséure 116 erhielt man als Endstufe das O-acetylierte Derivat 118 (ST-1833).
Hingegen erhielt man bei der Umsetzung des Hydrazids 117, bei derselben Reaktionszeit von
zwei Stunden, das N,N-diacetylierte Derivat 119 (ST-1809). Nach Verkirzung der
Reaktionszeit auf 20 Minuten und sofortiger Aufarbeitung konnte das einfach acetylierte
Derivat 120 (ST-1832), neben dem zweifach acetylierten 119, isoliert werden.

O Na* OH o
“CHs NN,
o] , ¢ ; 0 o]
NH i) NH ii) NH l, NH
Cl< i cl (99%) Cl \©/CI (89%) Cl cl (97%) al \@/m

118 116 120 119
Schema 2.20: Synthese von Diclofenac-Derivaten. Reagenzien und Bedingungen: i) 2N HCI; ii) konz. H,SOy,
MeOH, Reflux 6 h; iii) NH,OH-HCI, EtzN, MeOH, Reflux, 5 h; iv) Ac-Cl, Pyridin, RT, 2 h; v) NH,-NH,-H,0,
MeOH, Reflux, 5 h; vi) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 20 min; vii) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 1 h.

Die zweistufige Synthese fir das Amid-Derivat ging ebenfalls von Diclofenac 110 aus und ist
in Schema 2.21 dargestellt. Versuche das Amid 121 durch vorige Aktivierung von 110 durch
Thionylchlorid oder Oxalylchlorid und anschlielende Reaktion mit wassrigem, oder
methanolischem bzw. gasformigem Ammoniak oder Ammoniumchlorid zu erhalten
missgliickten, obwohl diese Syntheserouten in der Literatur beschrieben sind.?*® Beide Wege
lieferten nur Verbindung 122, bei welcher Diclofenac (110), unter Ausbildung eines stabilen
Funfrings, intramolekular ein Lactam schlie3t. Das Amid 121 konnte dennoch synthetisiert
werden, indem Diclofenac 110 mit Carbonyldiimidazol in Dichlormethan aktiviert wurde und
anschlieRend langsam gasférmiger Ammoniak durch die Reaktionslosung geleitet wurde. Die
anschliefende Umsetzung mit Acetylchlorid in Pyridin zum Acetamid 123 ergab jedoch
erneut nur den Ringschluss 122. Selbst mildeste Bedingungen wie Essigsaureanhydrid in

Methanol mit Casiumcarbonat fuhrten entweder zum Ringschluss 122, oder es erfolgte keine
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Reaktion. Eine Literaturrecherche ergab, dass das Lactam 122 durch Erhitzten in reinem
Essigsaureanhydrid O-acetyliert werden kann und in das Indol 124 iiberfiihrt werden kann.?®’
Jedoch neigt die Acetylgruppe von Verbindung 124 bei Lagerung innerhalb weniger Stunden
zu einer Art Fries-Umlagerung, sodass wieder das aliphatische Lactam gebildet wird und das

Indolinon 125 entsteht.?®’

122 124 125

Schema 2.21: Synthese von Diclofenac-Amid-Derivaten. Reagenzien und Bedingungen: i) 1. CDI, DCM,
0 °C, 2 h, 2. NH3-gas; ii) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 1 h; iii) 1. Oxalylchlorid, kat. DMF, THF, 0 °C, 2 h, 2. ges. NH;
MeOH; iv) ges. NH; MeOH, 60 °C, 5 h; v) Ac20, 100 °C, 4 h.

Ein Diclofenac-ahnliches Derivat mit einem Amid als Ubertriger wurde uber die
Verbindungen 131 und 132 realisiert. Die vierstufige Synthese (Schema 2.22) der
Verbindungen 131 und 132 ging von 2-Nitrophenylessigsaure 126 aus. Als erstes wurde das
Amid 127, durch Aktivierung der Saurefunktion von 126 mit Thionylchlorid und Behandlung
mit konzentriertem Ammoniak aufgebaut. Durch die Wahl der Nitrogruppe konnte die
Funfring-Ausbildung vermieden werden. Das Amid wurde dann durch Kkatalytische
Hydrierung mit Palladium und Wasserstoff zum Amin 128 reduziert. Der Aufbau der
bendtigten Diphenylamin-Struktur erfolgte Uber eine Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplung. Die
Kupplung von Amin 128 mit lodtoluen 129, unter Kupferkatalyse in Dioxan und Zusdatzen
von Kaliumcarbonat und N,N-Dimethylethylendiamin, ergab das Diphenylamin 130 in

moderaten Ausbeuten.
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Schema 2.22: Synthese von Diclofenac-dhnlichen Amid-Derivaten. Reagenzien und Bedingungen: i) 1.
Thionylchlorid, Reflux, 4 h, 2. konz. NHg; ii) H, Pd/C (10%), EtOH, 24 h; iii) Cul, KI, N,N-
Dimethylethylendiamin, K,COs, Dioxan, 120 °C, 2 h pw; ; iv) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 1 h; v) Acryloylchlorid, kat.
DMAP, Et;N, DCM.

Der Katalysezyklus der Kupplung ist in Schema 2.23 dargestellt.”® Arbeiten tiber die
Knipfung von Kupfer-katalysierten Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen mit Amiden legen
nahe, dass zunéchst das Nukleophil (Amin 128) an den Kupfer-Ligand-Komplex A bindet um
Komplex B zu bilden.?®**® Der Komplex B vereinfacht bzw. ermdglicht die Deprotonierung
zur Ausbildung von Komplex C, welcher der Aryl-Halogen Aktivierung vorrausgeht. Die
oxidative Addition von lodtoluen ergibt Komplex D, welcher nach reduktiver Eliminierung
die Stickstoff-Kohlenstoff-Bindung ausbildetet und das Diphenylamin 130 freigibt. Der
Kupferkomplex liegt dann wieder im Ausgangszustand A vor und kann eine neue Reaktion
katalysieren. Durch die hohen Temperaturen von 160 °C, welche fur die Kupplung bendtigt
werden, jedoch hauptsachlich bei der Aufarbeitung von 130, konnte zu einem Teil wieder die
Funfring-Ausbildung zu 122 beobachtet werden. Durch Umsetzung in Acetylchlorid in
Pyridin wurde dann aber doch ausschlie3lich das acetylierte Produkt 131 (ST-1727) erhalten.
Verbindung 130 wurde parallel dazu mit einer weiteren bekannten, in Rezeptoren kovalent
bindenden Gruppe derivatisiert: einer Acrylfunktion. Die Umsetzung von 130 erfolgte mit
Acryloylchlorid in Pyridin zum Acrylamid 132 (ST-1728).
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Scheggg 2.23: Reaktionsmechanismus der Kupfer-katalysierten Buchwald-Hartwig Kreuzkupplung
nach

2.1.3.2.  Synthese der Nimesulid-Derivate

Nimesulid ist ein NSAR, das einen unsubstituierten Phenylrest enthalt (s. Abbildung 2.10).
Vorangegangene Arbeiten von Jain et al.*** haben gezeigt, dass Derivatisierungen an diesem
Ring von der COX toleriert werden, was eine gute Vorraussetzung darstellt, eine
Acetoxygruppe bzw. ein Acetylsalicylsdure-Element dort zu integrieren. Um den Einfluss der
para-Nitrogruppe aus Nimesulid zu bestimmen, sollten Derivate ohne und mit para-
Nitrogruppe synthetisiert werden. Das Methylsulfonamid des Nimesulids hingegen tréagt

entscheidend zur COX-Aktivitat bei und kann nicht verandert werden.

HSC\S//O unsubstitAuierteI; HiC //O
/ ~ roma / ~
d NH / J NH
(0] : (0] : R?
\F
NO, ( NO,)
~~ Einfluss der Substitutions-
muster auf COX-1/2 Aktivitat
Nimesulid R'=0Ac, RZ?=COOH

R' = COOH, R%=0Ac

Abbildung 2.10: Geplante Variationen der Nimesulid-Grundstruktur.

Die Synthese der Nimesulid-Derivate ohne para-Nitrogruppe sollte in einer linearen
finfstufigen Synthese erfolgen (s. Schema 2.24). Im ersten Schritt wurde 2,4-Dihydroxy-
benzoesdure (133) unter klassischen Bedingungen zum Methylester 134 verestert. Dieser

wurde in einer Mikrowellensynthese, mittels einer nukleophilen aromatischen Substitution,
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mit 2-Fluornitrobenzol (135), durch den Einsatz von &quimolaren Mengen an Kalium-tert-
butanolat in Acetonitril, zur Reaktion gebracht. Es resultierte der Diphenylether 136. Im
néchsten Schritt wurde die Nitrogruppe in 136 durch katalytische Hydrierung durch Palladium
und Wasserstoff zum Amin 137 reduziert. Die Aminfunktion wurde im vierten Schritt mit
Mesylchlorid zum Methylsulfonamid 138 umgesetzt. Dieses wurde, zundchst unter
Beibehaltung des Esters, mit Acetylchlorid in Pyridin umgesetzt. Man isolierte ausschlief3lich
die diacetylierte Verbindung 139 (ST-1855) und nicht die einfach acetylierte Verbindung 140.
Mehrere Versuche die Acetylierungsbedingungen anzupassen, durch Abéanderung des
Losungsmittels (zu DMF, Dichlormethan oder Methanol), der Base (zu Natriumhydrid,
Triethylamin, Kaliumcarbonat, Kaliumacetat oder Pyridin) oder des Acetylierungsreagenzes
(zu Essigsaureanhydrid oder Acetonenolacetat), fuhrten immer zu Verbindung 139. Schon im
vierten Schritt, der Umsetzung von 137 mit Mesylchlorid, konnte die zweifache Substitution
der Aminogruppe als bedeutende Nebenreaktion ebenfalls beobachtet werden, welche sich
durch den starken aziden Charakter des entstehenden Amids erklaren lieBe. Im Ruckblick
ware eine weitere Moglichkeit, zumindest um das einfach acetylierte Derivat 140 zu erhalten,
die Acetylgruppe bereits nach dem zweiten Schritt einzufihren und die Reduktion und

Mesylierung anschlieBend durchzufiihren.

NO,

NO,
HO OH HO. OH 135
) - o) OH
OH L O 0,
(87%) CHs (67%) O\CH
o) ol 3
o)
133 134 136
o)
C 2 HsC /,
Mg/ g/ O~_ _CH,
// NH & NH Y
|||) |v) o 0
634, (99/0 o
SCH,
0
140
Y
67%) * Heo s

139
Schema 2.24: Syntheseroute fiir 139. Reagenzien und Bedingungen: i) kat. H,SO,, MeOH, Reflux, 6 h; ii) tert-
KOBuU, Acetonitril, 100 °C, 2 h pw; iii) H,, Pd/C (10%), EtOH, 24 h; iv) Ms-Cl, Pyridin, 24 h; v) Ac-Cl, Pyridin,
0 °C, 30 min.
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Die Synthese der Nimesulid-Derivate mit para-Nitrogruppe ging von Verbindung 138 bzw.
141 aus, wobei diese zwei Verbindungen in para-Position zum Methylsulfonamid nitriert
werden sollten, wie bereits bei Vijayabhaskar et al.”** beschrieben. Die beschriebenen
Nitrierungsbedingungen fiihrten jedoch bei 138 nicht zur para-Substitution (142). Stattdessen
wurden 143 und 144 isoliert (Schema 2.25). Ausgehend von 141 wurden ebenfalls nur 145
und 146 isoliert, bei welchen ebenfalls nur der phenolische Arylrest nitriert wurde. Dieser
Arylrest scheint sowohl als Ester (138) als auch S&ure (141) elektronenreicher zu sein als der
(linke) Aromat mit der Sulfonamidgruppe. Aus diesem Grund wurde auch versucht vom,
Amin 137 ausgehend zu nitrieren. Bei der Isolierung wurden Mehrfachsubstitutionen
beobachtet, jedoch konnten die genauen Positionen nicht identifiziert werden, da die
unterschiedlichen Nitroverbindungen fast identische, nicht-unterscheidbare NMR-Spektren

lieferten.
o)
H3C\/S//\
& NH
o OH
H3C\s//o o)
&N 7 “CHs
o OH NO, 0
R
5 3C // H3C //
138 R=CHj ' - iii) // NH
141R=H (2% - 10%) l :@iﬂ/ i _ \©in/
143 R=CH;4 144 R = CH,
145R=H 146 R=H

Schema 2.25: Nitrierung von Verbindung 138 und 141. Reagenzien und Bedingungen: i) Nitriersaure, 0 °C 1
h; ii) Nitriersaure, Chloroform, 0 °C, 3 h; iii) AcOH oder TFA, HNOs3, 0 °C, 2 h.

Daraufhin wurde die neue Synthesestrategie (Schema 2.26) so ausgewdhlt, dass die
Nitrogruppe bereits im Ausgangsmolekdil vorhanden ist. Beim Versuch, Verbindung 142 tber
eine nukleophile aromatische Substitution zu erhalten, wurde 2-Fluor-5-nitroanilin (147) mit
Mesylchlorid zu Verbindung 148 umgesetzt und anschliefend mit 134 in DMF und Kalium-
tert-butanolat in der Mikrowelle bis auf 200 °C erhitzt. AnschlieRend wurden nur die Edukte
isoliert, da das Substitutionsmuster von 148 eine nukleophile Substitution nicht favorisiert.
Als alternative Synthesestrategie (Schema 2.26) sollte Verbindung 142 Uber eine Buchwald-
Hartwig-Kupplung synthetisiert werden. Hierfur wurde zuerst das bendtigte Halogen

eingeflhrt. 4-Nitroanilin (149) wurde zu 150 iodiert und anschliefend zu 151 mesyliert Bei
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der Kreuzkupplung konnte Verbindung 142, weder unter Kupfer- noch unter Palladium-

katalyse, isoliert werden.

o
NH, NH, N
/ ~N
X & TNH HO
i) ii) X
>~ + (ONg
(80%) (90% - 96%) CH,
OH ©
NO, NO,
NO,
149 147 X=F 148 X =F 134
150 X =1 151 X =1
HyCo /0
8.
& TNH
iii) oder iv) o OH
--------- E
o
NO, o)

142

Schema 2.26: Synthese eines Nimesulid-Aspirn-Hybriden 142. Reagenzien und Bedingungen: i) Nal, H,O,,
MeOH, H,S0,, 60 °C, 5 h; ii) Ms-Cl, Pyridin, RT, 24 h; iii) Pd,(dba)s;, Xantphos, K,CO3, Dioxan/Wasser, 90 °C,
18 h; iv) Cul, KI, N,N-Dimethylethylendiamin, K,CO3, Dioxan, 120 °C, 2 h uw.

Als weiterer neuer Ansatz wurden Nimesulid-Analoga synthetisiert. Zum einen wurde die
Methylsulfonylgruppe durch eine Trifluormethylgruppe ersetzt, um das Problem der
zweifachen Acetylierung zu vermeiden. Zum anderen wurde eine meta-Substitution,
beziglich der Trifluormethylgruppe, gewéhlt, sodass eine Synthese Uber eine nukleophile
aromatische Substitution verlaufen kann. Als Analoga wurden Diphenylether (Acetyl-
salicylsaure-Hybride) und Diphenylamin (Mesalzin-Hybride) synthetisiert.

Die Acetylsalicylsaure-Hybride 156 und 158, wurden ausgehend von 2,5-
Dihydroxbenzoeséaure 152 einer drei- bzw. zweistufigen Synthese hergestellt (Schema 2.27).
Die Synthese wird detailliert nur an Verbindung 156 erdrtert. Im ersten Schritt wurde die
Séure 152 in Methanol unter Standardbedingungen zu 153 verestert. Der Ester 153 wurde
dann in der Mikrowelle mit 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (154) zum Diphenylether 155
umgesetzt. Durch abschlielende Acetylierung erhielt man das Acetylsalicylsédure-Hybrid 156
(ST-1845). 2,5-Dihydroxbenzoeséure 152 lie} sich auch direkt mit 154 in der Mikrowelle
zum Diphenylether 157 umsetzen. Dieser wurde mit Acetylchlorid in das Acetylsalicylsaure-
Hybrid 158 (ST-1844) umgewandelt. Auf die gleiche Weise wie die Acetylsalicylsdure-
Hybride wurden die Nimesulid-Mesalazin-Hybride 162 und 164 hergestellt (Schema 2.27).
Mesalazin (159) wurde in den Methylester 160 Uberfuhrt, mit 154 in der Mikrowelle zum
Diphenylamin 161 umgesetzt und zum Hybrid 162 (ST-1854) finalisiert. Aus Mesalzin 159
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wurde auch direkt mit 154 das Diphenylamin 163 synthetisiert und anschliefend das
Mesalazin-Hybrid 164 (ST-1842) gewonnen.

Aspirin-Hybride; X = O

CF,
o) |||)
/©/ (30% - 45%) /©/
O,N OH
R
/©/ \©\ / 155 R = COOCH; 156 R = COOCH;
157 R = COOH 158 R = COOH

152 R = COOCH3 X = O
153R=COOH X=0 ii

|||)
159 R = COOCH; X = NH
. 34% - 49%)
"Ls 160 R=cooH x=NH /©/ (34% - 49%) /©/
(81% - 96%)

161 R = CONCH.. 162 R = CONOCH..

Schema 2.27: Synthese von den Acetylsalicylsdure-Hybriden (oben) und den Mesalazin-Hybriden
(unten). Reagenzien und Bedingungen: i) kat. H,SO4, MeOH, Reflux, 6 h; ii) tert-KOBu, Acetonitril, 100 °C,
2 h uw; iii) Ac-Cl, Pyridin, 0 °C, 1 h.

Um eine weitere Position mit einer Acetoyxygruppe abzudecken bzw. das Fehlen der Ester-
oder der Sdurefunktion zu beurteilen, wurde 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (154) auch mit
Resorcin (92) zum Diphenylether 165 umgesetzt (Schema 2.28). Das Phenol wurde dann
durch Acetylchlorid in das Acetoxy-Derivat 166 (ST-1843) uberfuhrt.

CF,
CF, HO 0
F ||)
N
(34% (64% ON

o.__0

ON OH \f

154 82 166 CHj

Schema 2.28: Synthese von 166. Reagenzien und Bedingungen: i) tert-KOBu, DMF, 100 °C, 2 h pw; ii) Ac-Cl,
Pyridin, 0 °C, 1 h.

2.1.3.3.  Synthese der Acetylsalicylsaure-Derivate

In  vorausgegangen Arbeiten wurden bereits mehrere Versuche unternommen,
Acetylsalicylsaure zu Derivatisieren, um eine COX-2 Selektivat zu erzeugen.?**?* Hier sollte
der Versuch unternommen werden, durch Veresterung der Sauregruppe eine COX-2
Selektivat zu erzeugen. Hierfir wurden Alkohole unterschiedlicher Kettenldnge getestet, von
Methanol bis Octanol, um die Selektivitdat zu beeinflussen, sowie die Einflihrung von

Methylgruppen am Aromaten.
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Die Synthese erfolgte in zwei Stufen (vgl. Schema 2.29), ausgehend von Salicylsdure (112)
bzw. 5-Methylsalicylsdure (167). Die Veresterung wurde unter klassischen Bedingungen
durchgefiihrt, mit dem entsprechenden Alkohol als Lésungsmittel und katalytischen Mengen
an konzentrierter Schwefelséure, sodass die Salicylsdureester 168a-k erhalten wurden. Fur
5-Methylsalicylséure (167) wurde nur der Methylester 169 synthetisiert und nicht die gesamte
Reihe. Die Acetylierung wurde mit Acetylchlorid und Triethylamin in Dichlormethan
durchgefuhrt. Man erhielt die jeweiligen Acetylsalicylséure-Ester 170a-h (ST-1650 bis ST-
1659) und 171 (ST-1834).

o 0 0
R _ R i R
OH i) o 'cH, i) o1 JcH,
(40% - 86%) n=0-7  (37%-64%) n=0-7
OH OH o)
O)\CH3
112R=H 168a-h R=H 170a-hR=H
167 R = CH, 169 R=CH, 171 R=CH,

Schema 2.29: Synthese von Acetylsalicylsdure-Estern 170a-h. Reagenzien und Bedingungen: i) Alkohol (a =
Methanol, b = Ethanol, ¢ = Propanol, d = Butanol, e = Pentanol, f = Hexanol, g = Heptanol, h = Octanol), kat.
H,S0,, Reflux, 8 h; ii) Ac-Cl, Et;N, DCM, RT, 2 h.

2.1.3.4. Synthese der O-Acetylsalicylhydroxamsaure-Derivate

In Arbeiten von Dooley et al.?®
hydroxamsaure (111, AcSHA) als acetylierender COX-Inhibitor identifiziert. AcCSHA (111)

wird als COX-1 selektiver Inhibitor beschrieben, welcher weniger affin ist als

wurde neben Acetylsalicylsédure die O-Acetylsalicyl-

Acetylsalicylsaure. Ziel war es durch geringe Modifikationen die Potenz von AcSHA (111) zu
erhdhen und eine COX-2-Préferenz zu generieren. Die phenolische Gruppe bot sich dabei fir
Derivatisierungen an. Es wurden eine Phenylgruppe und eine Methylgruppe eingefiigt. Die
Phenylgruppe sollte das Molekdl Diclofenac-&hnlicher machen, sodass eine hohere Potenz an
der COX erzielt wird. Die Methoxygruppe sollte zur Abklarung dienen, ob fir eine
gesteigerte oder verringerte Inhibition schon kleinere Modifikationen ausreichen.

Die zweistufigen Synthesen gingen von 2-Phenoxybenzoesdure (172) bzw. 2-Methoxyphenyl-
essigsaure (173) aus. Die Sauren wurden zundchst mit Thionylchlorid aktiviert und dann in
eine methanolische konzentrierte Hydroxylamin-L6&sung gegeben und in die Hydroxamsauren
174 und 175 Uberfuhrt. AbschlieBende Acetylierung mit Acetylchlorid in Dichlormethan
ergab die O-Acetylsalicylhydroxamsédure-Derivate 176 (ST-1808) und 177 (ST-1804).
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Schema 2.30: Synthese von O-Acetylsalicylhnydroxamsdure Derivate 176 und 177. Reagenzien und
Bedingungen: i) NH,OH-HCI, Et;N, MeOH, Reflux, 5 h;; ii) Ac-Cl, Pyridin, 0°C, 1 h.

2.1.3.5.  Synthese des Piroxicam-Derivats

Die NSAR-Gruppe der Oxicame, wie z. B. Piroxicam 178, besitzen in ihrer Grundstruktur ein
stabiles Enol, welches sich fiir eine Derivatisierung anbietet. Die Synthese hatte die
Abwandlung dieses Enols 178 zum Ziel und bestand aus einem Schritt, jenes mit
Acetylchlorid in Dichlormethan zum Piroxicam-Derivat 179 (ST-1806) zu acetylieren (s.

Schema 2.31).

o
X o OH L
| P | X 0 07 “CH,
N7 N = D)
H | NN =
N (30%) H |
HC™ S N
"o HC™ s
/7 N\
o’ o
178 179

Schema 2.31: Synthese von acetyliertem Piroxicam 179. Reagenzien und Bedingungen: i) Ac-Cl, Et;N, DCM,
RT,2h.
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2.2.  Synthese der 5-Lipoxygenase Inhibitoren

In einem High-Throughput-Screening beschrieben im Jahr 2012 Suh et al.®" die Substanz
SKI-1l (Abbildung 2.11), welche zuvor im Jahr 2003 von French at al.?® als
Sphingosinkinase-Inhibitor identifiziert wurde, als brauchbare Leitstruktur zur Entwicklung

1.2 wurden daraufhin Derivate

von 5-LO-Inhibitoren. In diesen Arbeiten von Suh et a
untersucht, welche im rechten Teil eine para-Hydroxygruppe oder para-Amingruppe besitzen
(grin in Abbildung 2.11) und im linken Teil Halogene in para-Position (rot in Abbildung
2.11). In Arbeiten von Vogt et al.”®!, welche die Inhibition von 2-Aminothiazolen auf
verschiedene Enzyme der AA-Kaskade untersuchten, wurden &hnliche Variationen fiir eine
Struktur-Wirkungsbeziehung (SAR) synthetisiert und im Rahmen der Studie auf 5-LO
getestet. Aufbauend auf diesen beiden Arbeiten, in welchen von SKI-I1 die beiden Reste R?
und R* variiert wurden (Abbildung 2.11), sollte durch Derivatisierung des Thiazols-Rings
durch die Reste R die Einfliisse auf die Struktur-Wirkungsbeziehung vertieft werden. Die
Reste sollten sich nach ihrer sterischen Ausdehnung unterscheiden sowie in ihrer Eigenschaft
als Wasserstoffbruckenakzeptoren bzw. Donoren zu fungieren. Ferner wurde auch die Rolle
des Stickstoffs in der 2-Position des Thiazols untersucht, indem der Stickstoff (X in

Abbildung 2.11) durch Sauerstoff oder Kohlenstoff ausgetauscht wurde.

OH rechter Teil

| :/>—N:</;§
Ios X

Cl linker Teil

SKI-Il X'=NH, N-CH3 CH,

Abbildung 2.11: Struktur des 5-LO-Inhibitors SKI-11*" (links) und allgemeines Schema (rechts) der
geplanten Variationen der Leitstruktur.

2.2.1. Allgemeine Synthese von substituierten 2-Aminothiazolen

Die Synthese der 2-Aminothiazole erfolgte nach den Arbeiten und etablierten Vorschriften

von Rasmussen et al.?®

(Schema 2.32). Bei dieser Syntheseroute handelt es sich um eine
parallel verlaufende Synthese, in welcher erst im letzten Schritt, einer Hantzsch-Thiazol-
Synthese, die Kopplung zweier synthetisierter ,,building blocks* zum Endprodukt (V1)

stattfindet. Bei den ,,building blocks* handelt es sich um o-Bromketone (I1) und N-
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substituierte Thioharnstoff-Derivate (V). Die a-Bromketone (I1) konnten aus kommerziell
erhaltlichen Ketonen (1) hergestellt werden, sofern sie nicht bereits selbst kommerziell
erhdltlich sind. Aromatische Bromketone wurden durch Zugabe von Brom in Chloroform
hergestellt; aliphatische Bromketone wurden durch Zugabe von Brom und Katalytischen
Mengen an Kupferpulver in Methanol synthetisiert. Die Verwendung von Kupfer(l)bromid
fihrt zu dem gleichen Ergebnis und kann anstatt den Brom / Kupferpulver-Bedingungen

analog verwendet werden.

R* o )

DA i) or ii) Br
7 RN - R »
HoN / >(

m I I v) S —
Ty
'M‘ R2 N

0 s AN / vi

——R* ) =
| IV) S ] 4
NJJ\N NN — > )J\ ~ M R
H H HoN X
2
X =NH, N-CH3 CH,

Schema 2.32: Allgemeine Syntheseroute von 2-Aminothiazolen nach Rasmussen et al.*®*. Reagenzien und
Bedingungen: i) Brom, kat. Kupferpulver und Bromwasserstoff (33% AcOH), MeOH, 0 °C-RT, ber Nacht; ii)
Brom, Chloroform, bis Entfarbung eintritt; iii) Benzoylchlorid, NH;SCN, Aceton, Reflux, 2 h; iv) NaOH (2M),
80 °C, 30 min; v) EtOH, 85 °C, 35 min pw.

Die N-substituierten Thioharnstoff-Derivate (V) wurden aus kommerziell verfugbaren
Aminen (111) hergestellt. In einzelnen Féllen, in denen die entsprechenden Amine (I11) nicht
verfugbar waren, ging die Synthese von einer Nitroverbindung aus, welche durch katalytische
Hydrierung mit Wasserstoff in ein Amin berfiihrt wurde. Die Amine (I11) wurden mit
Benzoylchlorid und Ammoniumthiocyanat in Aceton zu N-Aryl-N’-benzoylthioharnstoffen
(1V) umgesetzt. Der Reaktionsmechanismus fir die Herstellung von N-Aryl-N’-benzoyl-
thioharnstoffen (1V) ist in Schema 2.33 dargestellt. Zundchst wird das Benzoylisothiocyanat
B in situ gebildet, indem im ersten Schritt das Ammoniumthiocyanat tber einen Additions-
Eliminierungs-Mechanismus (A) reagiert. Das Benzoylisothiocyanat B kann durch ein Amin
(11 aus Schema 2.32) nukleophil angegriffen werden, sodass das mesomeriestabilisierte
Zwischenprodukt C1 bzw. C2 entsteht. Nach einer Protonenumlagerung kann sich das Enol D

bilden, welches zum N-Aryl-N’-benzoylthioharnstoff IV tautomerisiert.
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Cc2 v

D

C1

Schema 2.33: Reaktionsmechanismus der Darstellung der N-Aryl-N’-benzoylthioharnstoffe (IV) aus
Schema 2.32.

Die Benzoylgruppe in den N-Aryl-N’-benzoylthioharnstoffen 1V kann durch Behandlung mit
2M Natronlauge abgespalten und somit die Thioharnstoff-Funktion (V) freigesetzt werden
(Schema 2.32). Der letzte Schritt der Synthese ist, wie oben bereits erwéhnt, die Kopplung
eines a-Bromketons (11) mit einem Thioharnstoff-Derivat (V). Diese klassische Hantzsch-
Thiazol-Synthese wurde, im Gegensatz zum konventionellem Erhitzten, durch Erhitzten des
Reaktionsansatzes in der Mikrowelle durchgefinhrt.

Die mikrowellenunterstlitze Synthese ist durch ihren direkten Energielibertrag eine sehr
effiziente Methode. Die Energie kann rasch auf die Reaktanden ibertragen werden, sodass die
Reaktionstemperatur schnell erreicht wird und die Aktivierungsenergiebarriere schnell
uberwunden werden kann. Zusétzlich ist es moglich, da die Synthese in einem verschlossenen
Gefall durchgefihrt wird, unter Druck zu arbeiten und somit Temperaturen Uber dem
Siedepunkt der Losungsmittel zu erreichen. Aus diesen zwei Grinden kann die
Reaktionsgeschwindigkeit erhoht werden, sodass es zu kirzeren Reaktionszeiten kommit.
Zusétzlich zu der Zeitersparnis werden meist auch weniger Nebenprodukte gebildet.

Der Reaktionsmechanismus der Hantzsch-Thiazol-Synthese ist in Schema 2.34 dargestellt.
Dabei handelt es sich um einen zweistufigen Reaktionsablauf. Zuerst greift der Thioharnstoff
(V) das Bromketon (I1) nukleophil an unter Ausbildung von A. Nach Protonenumlagerung
entsteht das Imin B, welches das protonierte bzw. aktivierte Keton intramolekular angreifen
kann, wobei sich das Intermediat C bildet. Dieses neigt dazu Wasser zu eliminieren und durch

Protonenabspaltung zum Thiazol VI zu aromatisieren.
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H H
n .
H=N H
N\—N Heo/ NN
S —_— “R¢ —_— C| ‘R4
Br 4 Br S ~H S
R1 U H.N N/R R1 R’I
2 N R2 R2
] \" A B
H o HN—RH HN—R* HN—R* 1
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NS ~H* S o RIS %
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R2 R2 Br R2
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Schema 2.34: Reaktionsmechanismus der Hantzschen-Thiazol Synthese fir die Herstellung des
2-Aminothiazols (V1) aus Schema 2.32

Anstatt der parallel verlaufenden Synthese wére auch eine Drei-Komponenten-One-pot
Synthese durchfithrbar.”®" Bei diesem Syntheseweg erspart man sich die Herstellung des
Thioharnstoff-Derivats V, indem man ein a-Bromketon Il, Ammoniumthiocyanat und ein
Amin 111 direkt umsetzt. Der Syntheseweg ist jedoch mit Nebenreaktionen behaftet, bedarf
einer aufwendigeren Auftrennung oder ergibt mit bestimmten Substitutionsmustern sehr
schlechte Ausbeuten. Aus diesen Griinden wurde der dargestellte ,,Umweg* fiir die Synthese
der nachfolgenden 2-Aminothiazole gewahit.

Die Bezeichnungen I-V1 aus Schema 2.32 werden im Folgenden in allgemeinen Schemen fiir
die entsprechenden Ketone, Thioharnstoffe und Endprodukte verwendet. Die
Synthesebedingungen werden nur noch explizit fir einzelne Synthesen beschrieben, welche

nicht unter das allgemeine Schema fallen.

2.2.2. Variation von 2-Aminothiazolen an der 5-Thiazol-Position

Bislang wurde die Toleranz von Substituenten an der 5-Thiazolposition bei 2-Aminothiazolen
fiir die Inhibition der 5-LO nicht untersucht. Zur gleichen Zeit stellt die 5-Position des Rings
den metabolischen Schwachpunkt von Thiazolen dar. An dieser Stelle kann sich durch

297 Aus diesem Grund sollten Derivate mit

Metabolisierung ein toxisches 4,5-Epoxid bilden.
elektronenziehenden sowie -schiebenden Eigenschaften, welche zeitgleich die metabolische
angreifbare Position blockieren, hergestellt werden. Die allgemeine Syntheseroute ist in
Schema 2.35 dargestellt. Im ersten Schritt der zweistufigen Synthese wurde Ketone 180a-c in

die entsprechenden a-Bromketone 18la-b bzw. 106 Uberfiihrt und anschlieend mit 1-(4-
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Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182) zu 2-Aminothiazolen 183-185 umgesetzt. Die

synthetisierten Derivate und deren Vorlaufer sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

OH

1 . 1 S " R
R i) R N )J\ /©/ ii) | S, 0
(50% - 98%) H,N N (44% - 61%) />
cl cl Br H N

Cl
180a-c 106, 181a-b 182 183-185

Schema 2.35: Allgemeines Syntheseschema zur Variation der 5-Thiazolposition (Derivatisierung von RY).
Reagenzien und Bedingungen: i) Brom, Chloroform, RT, bis Entfarbung eintritt; ii) EtOH, 85 °C, 35 min pw.

Tabelle 2.1: Beschreibung des Rests R* gemaR Schema 2.35.

OH
o : . O
/@)k/m /©)H/R1 | )N
Br N
cl Cl
180a-c 106, 181a-b cl 183-185
Nr. Nr. Nr. R
(o]
180a 181a 183 (ST-1733) \)kO/CHS
180b 181b 184 (ST-1731) e
180c 106 185 (ST-1711) Yok

Fur die Derivate mit einer Carbonséaure 186, einem Alkohol 187 bzw. einem Amid 188 (ST-
1732) an der 5-Thiazolposition waren keine kommerziell verfiigharen Ketone als direkte
Vorlaufer erhéltlich, welche in das allgemeine Reaktionsschema passten (Schema 2.32). Diese
Derivate wurden ausgehend von 183, SKI-IlI (ST-1083) bzw. 184 synthetisiert. Die
Synthesen sind im Schema 2.36 und Schema 2.37 abgebildet. Die Carbonsdure 186 konnte
durch Verseifung des Methylesters 183 mit Natronlauge erhalten werden. Der Alkohol 187
hingegen konnte durch Reduktion des Esters 183 dargestellt werden. Als alternativer Weg, bei
welchem weniger Nebenreaktionen zu beobachten waren, konnte der Alkohol 187 durch
Behandlung von ST-1083 durch Formalin-Losung erhalten werden. Das Thiazol reagiert
dabei wie ein Enamin, wie es bereits in Kapitel 2.1.2.5.4 beobachtet wurde. Amid 188 wurde

durch eine Nitrilhydrolyse mit Natronlauge aus 184 hergestellt.
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OH OH
o} o}
HsC
o S i) HO S
_
| />—NH | />—NH
N N
cl cl
183 i) 186
OH OH
—
S i) HO S,
| />—NH | />—NH
N N
cl cl
ST-1083 187

Schema 2.36: Synthese einer Carbonsaure und eines Alkohols an der 5-Thiazol-Position. Reagenzien und
Bedingungen: i) 1M NaOH, 80 °C, 5 h, ii) LiAlH,, THF, RT, 4 h; iii) Formalin, Et;N, THF, 20 min, 115 °C pw.

Carbonséure 186 und Alkohol 187 konnten jedoch nicht sauber isoliert werden. Bei
Aufreinigung der farblosen Rohprodukte mit verschiedenen Methoden sowie beim
Stehenlassen, zerfielen die Verbindungen und hinterlieRen einen braunen, mittels NMR, IR

und Massenanalytik nicht zu charakterisierenden Rickstand.

OH OH

Cl Cl
184 188

Schema 2.37: Synthese von 188 aus 184. Reagenzien und Bedingungen: i) 1M NaOH, 80 °C, 5 h.

2.2.3. Variation von 2-Aminothiazolen an der 4-Thiazol-Position

In den vorausgegangenen Arbeiten®®"?’

wurden an der 4-Thiazolposition ausschliel3lich
Derivate mit diversen aromatischen Ringen synthetisiert, jedoch nicht die Auswirkungen von
aliphatischen Strukturen untersucht. Aus diesem Grund sollten kleine bis sperrige aliphatische
Reste unter Beibehaltung der phenolischen Struktur an der linken Seite der Leitstruktur
eingefugt werden. Die allgemeine Syntheseroute ist in Schema 2.38 dargestellt. Im ersten
Schritt der zweistufigen Synthese wurden kommerziell erhéltlichen Ketone 189a-k in die

entsprechenden o-Bromketone 190a-k uberfuhrt und anschlieend mit 1-(4-Hydroxyphenyl)-
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thioharnstoff (182) zu den entsprechenden 2-Aminothiazolen 191-200 gekoppelt. Die
synthetisierten Derivate und deren Vorlaufer sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.

OH

OH
0 D) o 8 i)
L e G IR e ;
R?" “CH, (27% - 98%) R2 H,N N (5% - 55%)
h [/>—NH
R2 N
189a-j

190a-k 182 191-200

Schema 2.38: Allgemeines Syntheseschema zur Variation der 4-Thiazolposition (Derivatisierung von R?).
Reagenzien und Bedingungen: i) Brom, kat. Kupferpulver und Bromwasserstoff (33% AcOH), MeOH, 0 °C-RT,
uber Nacht; ii) EtOH, 85 °C, 35 min pw.

Tabelle 2.2: Beschreibung des Rests R* gemaR Schema 2.38.

OH OH
| O .. O
RZJ]\CH3 RzJJ\/Br R2JIN/>_NH RZJ]\CH3 Rzﬂ\/Br RZEN/>_NH
189a-i 190a-k 191-200 189a-i 190a-k 191-200
Nr. Nr. Nr. | R Nr. Nr. Nr. | R
191 192 e
% 10 or1889) $ 189 1900 (7 1g81) H30><:\H3
193 194 5%
189 190c o ong IZ(\ 189d  190d e e
g o
195 @/\ 189F 190F e e
189 190e
197 198 ;
F
189g 190g (ST-1865) Q/\ 189h 190h (ST-1877) j\%
_ _ 199 ~ : : 200
89100 ey () 189 1900 (qrigge e
201
190K (sT-1007) dm
Cl

Um sterisch anspruchsvollere Derivate zu generieren, wurde an der 4-Thiazolposition zum
einen ein 2,4-Dichlorbenzol-Rest (201) eingefiihrt. Durch das gewahlte Substitutionsmuster
tritt eine Torsion der zwei Aromaten ein. Zum anderen wurde ein Bizyklus (207) eingefthrt.
Hierfur musste zunéchst das Keton 204 hergestellt werden. Die vierstufige Synthese mit dem
verbriickten Rest ist in Schema 2.39 dargestellt. In einer Diels-Alder-Reaktion wurden im
ersten Schritt Cyclopentadien (202) und 1-Buten-3-on (203) zu Keton 204 umgesetzt. Die
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Diels-Alder bedingte Doppelbindung wurde mittels katalytischer Hydrierung entfernt, da
diese zu Nebenreaktionen bei der Bromierung fuhren wirde. Man erhielt den aliphatischen
Bizyklus 205, welcher in das a-Bromketon 206 CGberfiuhrt wurde und mit 1-(4-
Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182) zum 2-Aminothiazolderivat 207 gekoppelt wurde. Selbst
unter verschiedensten Bedingungen kam es bei der Kopplung des Bizykluses immer zur
Ausbildung einer Doppelbindung. Eine erneute Hydrierung der Doppelbindung mittels
Palladium und Wasserstoff war aufgrund der auftretenden Vergiftung des Katalysators durch
den Thiazol-Schwefel nicht méglich.

o) o
\)OJ\ i) i)
\ / * H,C - CH - CH
2P CH, (95%) ® (98%) s
202 203 204 205
OH
O OH
i) Br = /©/ iv) s
. + JJ\ v,
(78%) H,NT N (43%) | )—NH
H N
206 207 208

Schema 2.39: Synthese von 207 mit verbruckten Rest. Reagenzien und Bedingungen: i) kat. 2M LiCl-L&sung,
80 °C, 10 min, pw; ii) H,, Pd/C (10%), EtOH, RT, 8 h; iii) Brom, kat. Kupferpulver und Bromwasserstoff (33%
AcOH), MeOH, 0°-RT, uber Nacht; iv) EtOH, 85 °C, 35 min pw.

2.2.3.1.  Synthese von Coumarin-Derivaten an der 4-Thiazol-Position

Um die strukturelle Vielfalt zu erhdhen, sollte an der 4-Thiazolposition der aromatische Ring
von SKI-11 (vgl. Abbildung 2.11) durch einen aromatischen Bizyklus ersetzt werden. Hierfur
wurden Coumarine im Gegensatz zu den naheliegenden Naphtalenen gewahlt. Zum einen sind
derivatisierte Coumarine leichter zuganglich als Naphtalen-Derivate und zum anderen bringt
das Einfuhren der Coumarin-Struktur eine fluoreszenz-aktive Komponente in das Molekiil. Es
wurden neben dem unsubstituierten Coumarin auch an der 6- bzw. 7-Coumarin-Position
Modifikationen wie Chlor-, Methoxy-, Hydroxy- und Diethylaminsubstitutionen eingefiihrt.
Der allgemeine Syntheseweg ist in Schema 2.40 dargestellt. Der rechte Teil der Leitstruktur
blieb unverdndert. Im ersten Schritt wurden die Salicylaldehyd-Derivate 208a-g in
Acetessigester (209) mit katalytischer Menge an Piperidin zu den Coumarin-Ketonen 210a-g
umgesetzt und anschlielend in die a-Bromketone 211a-g berfihrt, um wiederum mit 1-(4-
Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182) zu den 2-Aminothiazolderivaten 212-218 gekoppelt zu
werden. Die synthetisierten Derivate und deren Vorl&ufer sind in Tabelle 2.3 aufgelistet.
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OH
o)
! T i Q 0) Q i)
R-_' o * M P - )J\ - Br — > H S
= HsC (¢ CH3 (31% - 88%) R2 CH3 (50% - 99%) Rz (4% - 24%) | > NH
OH N/
R3
208a-g 209 210a-g 211a-g 212-218

Schema 2.40: Allgemeines Syntheseschema zur Einfihrung eines fluoreszenzmarkierten Restes.
Reagenzien und Bedingungen: i) kat. Piperidin, RT, 1 h; ii) Brom, Chloroform, bis Entfarbung eintritt; iii) EtOH,
85°C, 35 min pw.

Tabelle 2.3: Beschreibung des Rests R¢ und R? gemaR Schema 2.40.

OH
(6]
|
] N [e) o S
R'—r
= OH RzlJ\CHa RZJJ\/Br Rz[N/>_NH
208a-g 210a-g 211a-g 212-218
R¢ NT. N, N, Nr. R?
-H 208a 210a 211a 212 (ST-1871)
5-Cl 208b 210b 211b 213 (ST-1881)
5-OCHs 208c 210c 211c 214 (ST-1883)
4-Cl 208d 210d 211d 215 (ST-1882)
4-OCH, 208e 210e 211e 216 (ST-1872)
4-N(CH,CH3),  208f 210f 211f 217 (ST-1850)

Oc OH 208g 210g 211g 218 (ST-1873)

2.2.4. Synthese von analogen Thiazolen ohne bzw. mit verénderter

2-Aminofunktion

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde an 2-Aminothiazolen noch nicht der Einfluss einer

Abstandsveranderung vom rechten Teil des Aromaten (griin in Abbildung 2.11) zum Thiazol
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auf die 5-Lipoxygease Inhibitor-Eigenschaft hin untersucht. AufRerdem wurde der Einfluss des
sekundaren exozyklischen Amins (2-Aminothiazolfunktion) noch nicht ausreichend geklart
(vgl. R® in Abbildung 2.11). Aus diesen Griinden wurden Derivate mit Spacer zwischen
Heteroaromat und rechten Aromat synthetisiert sowie Derivate mit einem neuen Rest R® am
Thiazolring. Hinzu kommen Derivate, in welchen der sekundére exozyklische Stickstoff, an
der 2-Position des Thiazols, entweder in Form eines Imins oder Imids, oder durch Sauerstoff
oder Kohlenstoff ersetzt wurde.

Das allgemeine Reaktionsschema fiir die Derivate mit einem neuen Rest R am Thiazolring ist
in Schema 2.41 dargestellt. In beiden aromatischen Ringen wurde das Substitutionsmuster der
Leitstruktur SKI-11 (Abbildung 2.11) beibehalten. Die zweistufige Synthese ging von
4'-Chlorpropiophenon (219) aus, welches nach Bromierung in Chloroform das o-Bromketon
106 ergab. Dieses wurde mit den beiden zweifach N-substituierten Thioharnstoff-Derivaten
220, mit einem Methylrest, und 221, mit einem Vinylrest, umgesetzt. Daraufhin konnten die
zwei Derivate 222 (ST-1815) und 223 (ST-1814) isoliert werden. Durch die Einfihrung des
Rests an der 3-Thiazolposition lag das Molekl nicht mehr als sekundéres Amin vor, sondern

in einer tautomeren Form. Das Amin lag nun in einer Imin-ahnlichen-Struktur vor.

OH

0 o) s OH Q
. i HaC
- e N Q - =
(98%) N7 N (73% - 77%) | N
N CHs o CHs H H N
\

R3

219 106 220 R® = CH, 222 R3=CH,

221 R3 = \{\;CHZ 223 R3 = 7’~4§“/\7CH2

Schema 2.41: Allgemeines Syntheseschema zur Variation der 3-Thiazolposition (Derivatisierung von R).
Reagenzien und Bedingungen: i) Brom, Chloroform, bis Entfarbung eintritt; ii) EtOH, 85°C, 35 min uw.

Fur die Derivate mit Spacer zwischen Heteroaromat und dem rechten Aromaten der
Leitstruktur wurde der linke Teil des Molekils beibehalten. Das Syntheseschema ist in
Schema 2.42 dargestellt. Fir das Derivat 227 ging die vierstufige Synthese von
4'-Chloracetophenon (224) aus, das durch Bromeinfluss in 2-Brom-4'-chloracetophenon (101)
umgewandelt wurde. AnschlieBend wurde das a-Bromketon 101 mit Thioharnstoff zur
Reaktion gebracht, sodass das 2-Aminothiazol 225 mit freier Aminogruppe synthetisiert
wurde. Dieses wurde zusammen mit Salicylaldehyd (208a) in Ethanol erhitzt, wobei das Imin
226 (ST-1846) isoliert wurde. Abweichend von der Leitstruktur wurde eine ortho-Hydroxy-
Substitution gewahlt, welche &hnlich aktiv ist wie die para-Hydroxy-Substitution von
SKI-11.%"%8 Dje ortho-Hydroxy-Substitution stabilisiert jedoch das Imin 226 (iber
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intramolekulare Wasserstoffbriicken. Eine abschlieBende reduktive Aminierung von 226 mit
Natriumtriacetoxyborhydrid resultierte in Amin 227 (ST-1870). Fir das Derivat 231 erfolgte
die Synthese durch Umsetzung von 2-Aminothiazol 225 mit 4-Dimethylaminozimtaldehyd
228 in Ethanol.

s //—<; :> S /—<; :>
w /@JI s i) | ) iv) | )i
N HO - N HO
(95%) (68%) (11%)

224R=H 226 227

D)
101 R=8Br

o CHs
o 230 0 @[ 0
s Aufarbeit CHj3 S CH3
ufarbeitungs-
| />—NH A artefakt v) | />_N 233 | />_N
N

7%) (24%) o
o— o (42%) o
cl CHy Cl cl
232 231 234

Schema 2.42: Synthese von 226 und 229 mit Spacer zwischen Heteroaromat und rechten Aromat und von
234. Reagenzien und Bedingungen: i) Brom, Chloroform, bis Entfarbung eintritt; ii) Thioharnstoff, EtOH,
Reflux, 4 h; iii) Salicylaldehyd, EtOH, Reflux, 2 h; iv) Natriumtriacetoxyborhydrid, EtOH, RT, 30 min; v) 1.
Maleinsédureanhydrid, THF, RT, 8 h, 2. Essigsdureanhydrid, NaOAc, 85 °C, 3 h; vi) 2,3-Dimethyl-1,3-butadien,
Toluen, 80 °C, 10 min pw.

Fur die Derivate 229 (ST-1847) und 234 mit verdecktem Amin wurde das sekundére Amin in
ein Imid umgewandelt. Hierfir wurde das 2-Aminothiazol 225 mit Maleinsédureanhydrid
(230) in THF umgesetzt. Dabei entstand zundchst ein Amid, welches mit Essigsaureanhydrid
zum Pyrroldion 231 (ST-1848) zyklisiert. Bei dessen sé&ulenchromatographischen
Aufreinigung mittels Ethylacetat als Eluent wurde auch das Aufarbeitungsartefakt 232 (ST-
1884) isoliert. Das Maleimid 231 konnte anschlielend in einer Diels-Alder-Reaktion mit 2,3-
Dimethyl-1,3-butadien (233) zu 234 (ST-1869) weiter umgesetzt werden.

Zusétzlich zur Maskierung der Aminfunktion sollte die Leitstruktur rigidisiert werden, um
dadurch auf eine bevorzugte Ausrichtung des Molekiils in der Bindungstasche schlieRen zu
konnen. Die angedachte Rigidisierung durch den Trizyklus 238 ist in Schema 2.43 dargestellt.

Die dreistufige Synthese ging von 4-Amino-3-nitrophenol (235) aus, welches mittels
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katalytischer Hydrierung mit Wasserstoff in das Diamin 236 verwandelt wurde. Dieses wurde
in Pyridin mit 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol zum Benzimidazolthion 237a umgewandelt.
Dieses steht mit 237b im Tautomeren-Gleichgewicht und kann durch Baseneinfluss
beginstigt werden. Die weitere Umsetzung erfolgte mit 2-Brom-4'-chloracetophenon (101)
jedoch nicht zu dem gewuinschten trizyklischen Derivat 238, sondern zur offenkettigen Form
239 (ST-1900). Abé&nderungen der Versuchsbedingungen durch Zusatzt von Basen, z.B. LDA
oder Piperidin, oder von S&uren bzw. wasserentziehenden Reagenzien wie Schwefelséure
oder Essigsaureanhydrid, sowie der Einsatz mikrowellen-unterstutzter Synthese, fiihrten nicht
zum Kondensationsprodukt 238. Dies gelang weder direkt von 237 aus noch von der bereits
kondensierten Form 239 aus. Es scheint, dass der Benzoimidazol-Stickstoff in 237 nicht

nukleophil genug ist, um mit dem Keton 101 mittels Kondensation zu zyklisieren.

H,N ' H,N ) y H
i) ii) N Br
(99%) (63%) s= HS—( '
O,N OH H,N OH H OH N OH
cl

235 236 237a 237b 101
i) ii):
(8%) \l
o)
He_s
/©)J\/S N |
e . =n
N
HN
cl = )
OH Cl \\\
OH
239 238

Schema 2.43: Synthese eines rigiden trizyklischen SKI-11 Derivats. Reagenzien und Bedingungen: i) H,,
Pd/C (10%), EtOH, RT, 8 h; ii) Thio-CDI, Pyridin, 70 °C, 1.5 h; iii) Piperidin, EtOH, 85-150 °C, 30-180 min
LW,

Nachfolgend wird der Austausch des sekundédren exozyklischen Stickstoffs, an der 2-Position
des Thiazols, erortert. Der Syntheseweg flr den Austausch der Stickstofffunktion durch
Sauerstoff ist in Schema 2.44 dargestellt. Das Substitutionsmuster der beiden &ufReren
Aromaten wurde beibehalten, jedoch an der 5-Position ein methylierter Thiazolring gewahlt,

welcher diesen Schwachpunkt im Zellmetabolismus blockien soll.?*’
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OH

H,;C
o 8 |
Br
/ /©/ ”) HaC S

c (940/ (14%) | />_0
al N

106 241 cl 242

Schema 2.44: Austausch des sekundaren exozyklischen Stickstoffs durch Sauerstoff. Reagenzien und
Bedingungen: i) 1. Natriumthiocyanat, EtOH, Reflux, 4 h; 2. HBr (33% AcOH), AcOH, Reflux, 2 h; ii)
Hydrochinon, NaH (60%ig in Mineraldl), DMF, 120 °C, 1 h pw.

Die zweistufige Synthese ging von 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-on (106) aus. Das a-
Bromketon 106 wurde mit Natriumthiocyanat und anschlieBender Einwirkung wvon
Bromwasserstoff in das 2-Bromthiazol 240 umgewandelt. Der Reaktionsmechanismus ist in
Schema 2.45 abgebildet. Zunédchst findet eine nukleophile Substitution zum isolierbaren
Intermediat A statt. Das Keton kann nun durch die Einwirkung von Bromwasserstoff am
Carbonylsauerstoff (B) protoniert werden und einen intramolekularen Angriff des Nitrils
ermoglichen. Das entstehende Carbokation C wird durch Bromid substituiert zu D.
Abschlielend findet eine Eliminierung des tertidren Alkohols durch den S&ureeinfluss tiber E
zu 240 statt. 240 wurde dann mit Uberschuss an Hydrochinon (241) in der Mikrowelle zu
Verbindung 242 (ST-1849) umgesetzt.

\

—_—

Br
HO < ~ *H,0
S +H
—_—
H (H\ HZO
cl HsC CH, al

c E
Schema 2.45: Reaktionsmechanismus der Umwandlung von 106 zum 2-Bromthiazol 240

Nt O\ HO/N\
| + Br
S
Cl
D

Die funfstufige Syntheseroute fur den Austausch der Stickstofffunktion durch Kohlenstoff ist
in Schema 2.46 dargestellt. Das Substitutionsmuster wurde wie bei 242 gewahlt. Im ersten
Schritt der Synthese wurde 4-Hydroxyphenylessigsauremethylester (243) mit Benzylbromid
(244) zu 245 O-benzyliert. Der Ester wurde dann durch Behandlung mit konzentriertem
Ammoniak zum Amid 246 umgesetzt. 246 wurde dann mit Lawesson’s Reagenz in das

Thioamid 247 umgewandelt, welches nun anstelle eines Thioharnstoff-Derivats mit dem o-
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Bromketon 106 in der oben schon beschriebenen Hantz’schen-Thiazol-Synthese zum Thiazol
248 (ST-1811) umgesetzt werden konnte. Die phenolische Funktion wurde abschlieRend
durch Erhitzten von 248 in einem Bromwasserstoff / Dioxan-Gemisch wieder freisetzt und
249 (ST-1810) isoliert. Klassische Debenzylierung durch katalytische Hydrierung tber
Palladium (10%ig auf Aktivkohle) im Autoklaven fuhrte nicht zum Erfolg. Vermutlich
erfolgte hier zu einer Vergiftung des Katalysators durch den Schwefel des Thiazols.

©/\Br
244 Oy NH;
O . CHs )
CHj i) o) ii) Io)
o o (92%) ©/\ o (58%) ©/\O

243 245 246

. PO
Q;g@

Schema 2.46: Austausch des sekundéren exozykllschen Stlckstoffs durch Kohlenstoff. Reagenzien und
Bedingungen: i) Benzylbromid, K,COs;, Kl, Aceton, RT, 24 h; ii) konz. NHj, Reflux, 5 h; iii) Lawesson’s
Reagenz, THF, 70 °C, 3 h; iv) EtOH, 85 °C, 35 min uw; v) HBr (48% in Wasser), Dioxan, Reflux, 5 h.

2.2.5. Variation von 2-Aminothiazolen an der 2-Thiazol-Position

Bei den Arbeiten von French et al.?®

war eine teilweise Oxidation von SKI-11 zu beobachten.
Es waére denkbar, dass diese oxidierte Form eventuell den aktiven Metaboliten durch den
Zellstoffwechsel darstellt. Daher war es von Interesse, diese oxidierte Form zu synthetisieren.
Die Oxidation von SKI-11 (ST-1083) zeigt das Schema 2.47. Sie erfolgte durch Zugabe von
Blei(IV)tetraacetat in Essigséureethylester und man erhielt quantitativ das Chinon-Derivat

250 (ST-1905).
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OH O

S : i) S /:
N N
Schema 2.47: Oxidation von ST-1083 zu 250. Reagenzien und Bedingungen: i) Pb(OAc),, EtOAc, 45 °C, 10

Cl Cl
ST-1083 250

min.
2.2.6. Synthese von 2-Aminothiazolen mit kombinierten Variationen

Es sollten Derivate synthetisiert werden, welche an den 2-, 4- und 5-Positionen eine
Kombination der bisher beschriebenen Variationen aufweisen. Fiir den linken Teil R? (rot in
Abbildung 2.11) wurde eine Rigidisierung des Aromaten sowie die Substitution durch einen
aliphatischen Zyklus durchgefiihrt. Fir den rechten Aromaten R* (griin in Abbildung 2.11)
erfolgte die Substitution durch einen aliphatischen Ring und durch Bioisostere. AufRerdem
sollte durch die Einfiihrung weiterer Substitutionsmuster am rechten Aromaten R* die
metabolische Phenolderivatisierung behindert werden oder Radikalfangereigenschaften
integriert werden. An der 5-Thiazolposition R* (gelb in Abbildung 2.11) wurde die
Methylgruppe aus Kapitel 2.2.2 beibehalten, um den metabolischen Schwachpunkt zu
blockien.?’

Schema 2.48 zeigt die jeweils zweistufigen Synthesen der beiden Derivate 255 und 256 mit
rigidisiertem Aromaten. Im ersten Schritt wurde aus a-Tetralon (251) bzw. 1-Indanon (252)
das entsprechende a-Bromketon 253 bzw. 254 durch Bromierung in Chloroform hergestellt,
welche dann mit 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182) zu ihren entsprechenden 2-
Aminothiazolen 255 (ST-1878) und 256 (ST-1879) umgesetzt wurden.
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OH
i) Br /©/ i s
— + —_—
©i5 (89%) ©i5/ HZNJ\N (6%) | )—NH
N
251 253 180 255
OH
o o s OH Q
i /©/ i
—_— + —_— s
@l:é (78%) @l:éfar HzNJ\H (49%) @:[ />_NH
N
252 254 180 256

Schema 2.48: Rigidisierung des linken Aromaten der Leitstruktur. Reagenzien und Bedingungen: i) Brom,
Chloroform, bis Entfarbung eintritt; ii) EtOH, 85 °C, 35 min uw.

Daneben wurde zusatzlich ein Substitutionsmuster gewahlt, welches die Torsion der beiden
anellierten Aromaten (linker Aromat R” und Thiazolring) verstarkt. Die Synthese ist in
Schema 2.49 dargestellt, und geht vom Keton 257 aus, welches wiederum zum a-Bromketon
258 bromiert und mit Thioharnstoff 182 zum Thiazol 259 (ST-1904) oder mit Thioharnstoff
260 zu 261 (ST-1906) umgesetzt wurde.

s : OH OH
H NJLN

2 H
180 if) HsC

‘ (26%) | p—NH

(0] (0]

cl
i) Br cl
— 259
CHy  (75%) CH,
cl cl cl cl he  on
257 258 s /@OH ¢
HZNJLN CHs CH,

260 i) HyC

s
NH
(14%) l N/>_

Cl
261

Cl

Schema 2.49: Substitutionen mit stérkerer Torsion des linken Aromaten. Reagenzien und Bedingungen:
i) Brom, Chloroform, RT, bis Entfarbung eintritt; ii) EtOH, 85 °C, 35 min pw.

Fir die Substitution des rechten Aromaten R* durch einen aliphatischen Ring und durch
bioisostere Gruppen ist die allgemeine Syntheseroute in Schema 2.51 dargestellt. Die Amine
264 und 266, deren Substitutionsmuster flir eine geringere metabolische Phenol-
derivatisierung und Radikalfangereigenschaften ausgewahlt wurden,?® waren nicht

kommerziell erhéltlich und wurden nach Schema 2.50 hergestellt. Dafuir wurde Propofol (262)
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durch Nitrierséure in die para-nitrierte Verbindung 263 uberfuhrt und durch katalytische
Hydrierung erhielt man Amin 264. Ebenfalls durch katalytische Hydrierung wurde 2,6-
Dimethyl-4-nitrophenol (265) zum Amin 266 umgewandelt.

HsC._ _CHjs
R R
OH 0 OH if) OH
R E—
CHy (93%) (99%)
O,N R H,N R
CHj
262 263 R = CH(CH;), 264 R = CH(CH3),
266 R = CH, 266 R = CH,

Schema 2.50: Herstellung von nicht komerziell verfliigbaren Aminen. Reagenzien und Bedingungen: i)
HNO;, H,SO,4, Chloroform, RT, 2 h; ii) H,, Pd/C (10%), EtOH, RT, 24 h.

In der Syntheseroute erfolgte die Umsetzung der Amine 267a-f mit Benzoylchlorid und
Ammoniumthiocyanat in Aceton zu den N-Aryl-N’-benzoylthioharnstoffen 268a-f. Diese
wurden dann zu den Thioharnstoff-Derivaten 269a-f mit 2M Natronlauge hydrolisiert und in
der Mikrowelle mit dem a-Bromketon 106 zu den entsprechenden 2-Aminothiazolen 270-275

gekoppelt.®®** Die synthetisierten Derivate und deren Vorlaufer sind in Tabelle 2.4

aufgelistet.
[¢]
jopd
HaC 4
o s s cl CHa i | s N’,I.T
4 RY i 106 i G
H2N/R — NJ\N’ 0 J\ _R* : N
(62% - 89%) H H (52%-93%) HoN N (11% - 66%)
cl
267a-f 268a-f 269a-f 270-275

Schema 2.51: Allgemeines Syntheseschema zur Variation der 2-Thiazolposition (Dervatisierung von R*).
Reagenzien und Bedingungen: i) Benzoylchlorid, NH,;SCN, Aceton, Reflux, 2 h; ii) NaOH (2M), 80 °C, 30
min; iii) EtOH, 85 °C, 35 min pw.
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Tabelle 2.4: Beschreibung des Rests R* gemaR Schema 2.51.

H,;C s R4
o s | )—NH
J\N/R4 j\ _R* N/
R H H HNT N
HoN™ Cl
267a-f 268a-f 269a-f 270-276
Nr. Nr. Nr. Nr. R*
OH
267a 268a 269a 270 (ST-1861) XO/
N
267b 268b 269b 271 (ST-1826) |
N
267c 268c 269c 272 (ST-1817) |
Cl
267d 268d 269d 273 (ST-1818) B
N
267e 268e 269e 274 (ST-1734) I P
HsC._ _CH,
OH
267f 268f 269f 275 (ST-1867) .
CH,

Fur die beiden Derivate 281 und 288 sind die Synthesen im Schema 2.52 gezeigt. Das Phenol
wurde durch ein Hydroxypyridin ersetzt. Durch die direkte Nachbarschaft des Pyridin-
Stickstoffatoms zur Hydroxygruppe ist es ebenfalls moéglich, dass eine Tautomerie vom
Hydroxypyridin zum Pyridinon stattfindet. Im ersten Schritt in Schema 2.52 wurde 4-Amino-
2-chlorpyridin (276) in einer Mikrowellen-unterstiitzten Synthese mit Natriummethanolat in
den Ether 277 umgewandelt. Durch die Aminfunktion konnte 277 unter der allgemeinen
Syntheseroute in Benzoylthioharnstoff 278 und dann in Thioharnstoff 279 berfiihrt werden.
Reaktion mit a-Bromketon 106 resultierte in 2-Aminothiazol 280 (ST-1813). Die
anschlieBende Etherspaltung erfolgte in einem Bromwasserstoff / Dioxan-Gemisch und ergab
Hydroxypyridin 281 (ST-1862). Die Synthese fiir 288 verlief analog, ging jedoch von 2-
Chlor-5-nitropyridin (282) und nicht vom Amin aus. Nur durch den entscheidenen -M-Effekt
der Nitrogruppe war eine nukleophile aromatische Substitution mit Natriummethanolat zum
Ether 283 mdglich, welcher durch katalytische Hydrierung zum Amin 284 umgewandelt

wurde. Der gewohnte Aufbau des Benzoylthioharnstoff ergab 285, sowie die Hydrolyse den
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Thioharnstoff 286. Kopplung mit 106 resultierte in Thiazol-Derivat 287 (ST-1812) und die
abschlieRende Etherspaltung erfolgte erneut in einem Bromwasserstoff / Dioxan-Gemisch und
ergab das Hydroxypyridin 288 (ST-1863).

NN .
| D
=
H,N Cl (80%)
276
o S o
o< JJ\ N “CHs
CH ii N N-+
3 /Y 3 ) [
—» HoN—T —_— H H N
2 (990/ =N (51%) LN (66% - 82%)
277 R = Pyridin-4-yl 278 R = Pyridin-4-yl
284 R = Pyridin-5-yl 285 R = Pyridin-5-yl
o OH
(\/ \CH3 m
. HeC . HsC
iv S N vi 3 S N
(64/0 97%) HzN :\/ (25/0 69%) N/ (10% - 71%) N/
~N
Cl Cl
279 R = Pyridin-4-yl 280 R = Pyridin-4-yl 281 R = Pyridin-4-yl
286 R = Pyridin-5-yl 287 R = Pyridin-5-yl 288 R = Pyridin-5-yl

Schema 2.52: Synthese von 281 und 288. Reagenzien und Bedingungen: i) NaOMe, Cul, MeOH, 150 °C, 4 h
uw; ii) Benzoylchlorid, NH,SCN, Aceton, Reflux, 2 h; iii) NaOH (2M), 80 °C, 30 min; iv) 2-Brom-1-(4-
chlorphenyl)propan-1-on (106), EtOH, 85 °C, 35 min pw; v) HBr (48% Wasser), Dioxan, Reflux, 5 h.

Es wurden mehrere 2-Aminothiazole mit einem Cyclohexylrest an der linken Position R? (rot
in Abbildung 2.11) synthetisiert. Die allgemeine Syntheseroute gibt das Schema 2.53 wieder.
Das a-Bromketon 190g wurde mit 182 zu 293 umgesetzt. Aus 1-Cyclohexylpropan-1-on
(289) wurde das a-Bromketon 290 hergestellt und mit verschiedenen Thioharnstoff-Derivaten
(182, 260, 269a und 269f) zu den 2-Aminothiazolen 294-296 umgesetzt. Alternativ wurde das
o-Chlorketon 291 verwendet, welches zuvor aus Cyclohexylmethylketon (189g) und
Dimethylcarbonat in Toluen zundchst zu 292 umgesetzt wurde und durch anschlieBende
Chlorierung mit Sulfurylchlorid synthetisiert wurde. Dieses wurde mit den Thioharnstoff-
Derivaten 182 und 260 zu den 2-Aminothiazolen 297 und 298 umgesetzt Die synthetisierten
Derivate und deren Vorldufer sind in Tabelle 2.5 zusammengestellt.
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O (0] (0]
i) O)J\)J\ CHg
[ j/ “CH, — o
(40%)
1899 292
iv)
(98%)
o o R1 s R4
. s . | )—nNH
CH, i) R L ge it) %
0, * HoN N/R o, 0, N
(90%) N 2 N (9% - 29%)
289 190g X =Br,R"=H 182, 260, 269a,f 293-298

290 X =Br, R'=CH,4
291 X=Cl, R'=COOCH;,4

Schema 2.53: Allgemeines Syntheseschema zur Variation der 2-Thiazolposition mit Cyclohexylrest.
Reagenzien und Bedingungen: i) Brom, kat. Kupferpulver und Bromwasserstoff (33% AcOH), MeOH, 0 °C -
RT, Uber Nacht; ii) EtOH, 85°C, 35 min pw; iii) Dimethylcarbonat, NaH, Toluen, Reflux, 8h; iv)
Sulforylchlorid, DCM, RT, 1h.

Tabelle 2.5: Beschreibung der Reste R* und R* geméaR Schema 2.53.

R1 s IR4
| />—NH
N

Nr. R! R*

OH
293 (ST-1902) -H ﬁ
CHjy

OH
294 (ST-1864) -CH3 \O/

295 (ST-1853)  -CHs o
CH,

HsC_ _CHj,

OH
296 (ST-1880)  -CHs N
CH,
OH

297 (ST-1901) -COOCHs; \/@f

298 (ST-1885) -COOCH; \/@EOH
CH,
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2.3.  Zusammenfassung der Synthesen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Modulatoren und Inhibitoren der Arachidon-
séurekaskade synthetisiert, welche fir eine anschlieRende biologische Charakterisierung zur
Verflgung standen (Kapitel 4). Zum einen wurde ein breites Spektrum diverser COX-
Modulatoren erfolgreich hergestellt, wie die Coxib-Derivate (von Celecoxib, Etoricoxib,
Rofecoxib und Valdecoxib) mit integrierter Acetoxygruppe am zentralen Heterozyklus sowie
NSAR-Derivate (von Acetylsalicylséure, Diclofenac und Nimesulid) mit Acetoxygruppe.
Zum anderen wurden Uber 60 Verbindungen (2-Aminothiazole) als direkte 5-LO-Inhibitoren
mit unterschiedlichen Substitutionsmustern synthetisiert, welche fir die Untersuchung der
Struktur-Wirkungsbeziehung des 2-Aminothiazol-Grundgerustes zur Verfugung standen.

Bei den bis zuweilen sechsstufigen Syntheserouten konnten zweckvoll Methoden, wie
Mikrowellen-Synthese und heterogene Katalyse, integriert werden. Mittels Mikrowellen-
Synthese gelang es die Reaktionszeit zu verklrzen, im Vergleich zur konventionellen
Synthese, und gute Ausbeuten zu erzielen. Diese kam besonders bei der Synthese der 2-
Aminothiazole via Hantzsch-Thiazol-Synthese zum Einsatz. Durch den gezielten Einsatz von
heterogener Katalyse konnten die Syntheseschritte reduziert werden und die Syntheseabfolge
auf geringere Nebenreaktionen hin optimiert werden.

Desweiteren wurden in dieser Arbeit weitere Heterozyklen wie Hydroxypyrrole, Imidazole,
Imidazolone, Isoxazole, Pyrazole und Pyridine synthetisiert und die jeweilige Synthese-

stratgien dazu individuell erstellt.
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3.1. Pharmakologische Charakterisierung der COX-aktiven

Substanzen

3.1.1. Invitro und in vivo Testsysteme

Die im chemischen Teil vorgestellten potentiellen COX-Modulatoren wurden von Herrn
Christoph Lehmann, unter Betreuung von Frau Dr. Astrid Kahnt aus dem Arbeitskreis von
Herrn Prof. Dr. D. Steinhilber, in einem Assay mit intakten Thrombozyten auf ihre COX-1-
Aktivitat untersucht. Die Messungen flr die COX-2-Aktivitat in intakten Zellen (humanen
THP-1) und die Auswaschungsversuche wurden von Herrn Thomas Ulshoefer von der
Fraunhofer IME Projektgruppe ,,Translationale Medizin und Pharmakologie* durchgefiihrt.
Die PGE-Bestimmung an der LC-MS/MS erfolgte unter Aufsicht von Frau Dr. Nerea
Ferreiros-Bouzos. Zusatzlich bestimmte Herr Ulshoefer die Zytotoxizitat der potentiellen
COX-Modulatoren in einem WST-1-Assay und die M1-Makrophagen Polarisation von
Stammzellen aus murinem Knochenmark (engl.: ,,mouse bone marrow-derived M1-
macrophage polarization®) unter Aufsicht von Dr. Susanne Schiffmann. Das in vivo
Schmerzmodell, das Zymosan-Hyperalgesie-Model in Mauspfoten, wurde von Dr. Natasja
DeBruin von der Fraunhofer IME Projektgruppe ,,Translationale Medizin und
Pharmakologie® durchgefiihrt. Die biochemischen Protokolle sind in Kapitel 5.5
wiedergegeben.

3.1.1.1. Bestimmung der COX-Aktivitat

COX-1 Assay

Die Testsubstanzen wurden in intakten Zellen (Thrombozyten), also in einer physiologischen
Zellumgebung, getestet. Die Thrombozyten im Blut sind nur in der Lage das COX-1 Enzym
zu exprimieren. Die COX-2 kann nicht mehr induziert werden, da sie keinen Zellkern
besitzen.

Die Thrombozyten wurden frisch aus Blutkonzentraten isoliert, dann mit Calciumchlorid
stimuliert und mit den Testsubstanzen inkubiert. Nach Zugabe von AA wurde die COX-1-
vermittelte Produktbildung von 12(S)-Hydroxyheptadeca-5Z,8E,10E-trienséure (12-HHT)

mittels HPLC ermittelt und mittels internen Standard quantifiziert (s. Kapitel 5.5.1).%%*
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COX-2 Assay im intakten Zellsystem und Auswaschungsversuche

Mit intakten THP-1-Zellen wurden die Testsubstanzen auf ihre COX-2-Aktivitat getestet.
THP-1-Zellen sind in der Lage nach Zugabe von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), fur
48 Stunden, die alleinige COX-2-Expression zu induzieren. Die Zellen wurden anschliel3end
mit mit Lipidpolysaccharid (LPS) stimuliert, mit den Inhibitoren bei 100 uM inkubiert und
die COX-2-Restaktivitat als PGE,-Bildung im Uberstand mittels LC-MS/MS bestimmt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen, um reversibel-bindende
Inhibitoren auszuwaschen, und die PGE,-Bildung erneut ermittelt. Das Auswaschungs-
ergebnis kann als Anhaltspunkt fur eine bestandige, irreversible Hemmung dienen (s. Kapitel
5.5.2).

Fiir die zeitabhingige Untersuchung wurden fiir die Inhibitoren entsprechend unterschiedlich

lange Inkubationszeiten gewihlt und dann die PGE, Bildung im Uberstand erneut ermittelt.

COX-2 Assay am aufgereinigten Enzym

Um die Potenz der Testsubstanzen unabhéngig von der Zellgangigkeit zu betrachten, wurden
ausgewahlte Verbindungen am aufgereinigtem humanen COX-2 Protein getestet (Cayman
Screeing AssayKit Nr. 701080).

Das Enzym wurde mit Ham in Puffer geldst und mit den Testsubstanzen vorinkubiert.
AnschlieRend wurde AA hinzugegeben und die PGE,-Bildung mittels ELISA quantifiziert

und am Nullwert (inhibitorfreie Probe bzw. Vehikel) normalisiert (s. Kapitel 5.5.3).

3.1.1.2.  Bestimmung der Zytotoxizitat und Untersuchung im Schmerzmodell

WST-1 Assay

Zur Untersuchung auf anti-proliferierende Effekte wurden im water soluble tetrazolium
(WST-1) Assay die aktivierten THP1-Zellen mit den Testsubstanzen bei 100 uM (oder
DMSO als Vehikel fir den Nullwert), fur 24 Stunden inkubiert. Anschliefend wurde
Tetrazoliumchlorid hinzugegeben, welches in lebenden Zellen durch die Succinat-
Tetrazolium-Reduktase aus der Atmungskette in ein dunkelrotes Formazan umgewandelt
wird. Der Umsatz wurde ber zwei Stunden lang alle 20 Minuten kolorimetrisch gemessen.

Die Formazanfreisetzung der einzelnen Proben wurde durch lineare Regression ermittelt
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(Freisetzung entspricht der Steigung) und diese mit Hilfe der Nullwerte normalisiert (s.
Kapitel 5.5.4).

Zymosan-Hyperalgesie-Schmerzmodell

Zunéchst wird die Basisempfindlichkeit der Versuchsméuse (C57BI6) ohne Entziindung
ermittelt, indem die Zeit (Sekunden) gemessen wird bis ein Zuriickziehen der Pfote nach
einem Hitzereiz erfolgt. AnschlieBend wird den Versuchstieren Zymosan A subkutan in die
Unterseite der Pfote injiziert und die Zeit bis zum Zurlickziehen der Pfote erneut gemessen.
Vier Stunden nach der Zymosaninjektion wurde dann eine ausgewdhlte Verbindung
intraperitoneal appliziert. Die Kontrolltiere erhielten zum gleichen Zeitpunkt inhibitorfreie
Losung (1% Tylose, 1% Sojalecithin in Wasser). In regelmaliigen Zeitabstdnden wurde dann

die Zeitverzégerung bis zum Zurtickziehen der Pfote nach dem Hitzereiz ermittelt.

3.1.2. Ergebnisse zur Inhibition der COX-1- und COX-2- vermittelten
Produktbildung der synthetisierten Verbindungen

Alle synthetisierten Verbindungen (ausgenommen die lager-unstabilen Verbindung 82, 79, 75
und 27; Vgl. Kapitel 2.1) wurden auf ihre F&higkeit hin getestet die PGE,-Bildung zu
inhibieren. Es wurde jeweils die Hemmwirkung auf beide Isoenzyme, COX-1 sowie COX-2
(THP-1), im intakten Zellsystem uberprift, um Aufschluss tber ihre Selektivitat zu erhalten.
Alle Verbindungen wurden im COX-2 Assay zuvor gescreent (n = 2) und der Wert ist in den
nachfolgenden Tabellen als Mittelwert in Klammern angegeben. Fir aktive Substanzen wurde
anschlieBend die Hemmwirkung fir n = 3 £ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bestimmt.
AuBerdem wurden bei der COX-2-Testung im intakten Zellsystem noch Auswaschungs-
studien durchgefuhrt, um weiteren Aufschluss auf eine irreversible Wirksamkeit der
synthetisierten Substanzen zu erhalten. Hierfur wurden die Zellen nach der Inkubation einmal
mit PBS-Pufferldsung gewaschen, um Inhibitorriickstdnde zu entfernen, und anschlieRend
erneut auf ihre PGE,-Produktbildung hin untersucht. Die wirkungsvollsten Verbindungen
wurden dann noch zusétzlich am aufgereinigten humanen COX-2-Enzym (hCOX-2) auf ihre
Inhibitionsfahigkeit bei 10 pM getestet. Als Referenzen dienten Acetylsalicylsdure,

Celecoxib, Diclofenac und Rofecoxib.
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In Tabelle 3.1 sind die Restaktivititen (RA) der beiden Isoenzyme in Gegenwart der
synthetisierten Verbindungen mit (Z)-Diarylgrundgerist aufgelistet. Die Inhibitoren lassen
sich entsprechend ihrer Aktivitat an den beiden Isoenzymen unterscheiden. Das Celecoxib-
Derivat 13 zeigte bei 100 uM im intakten Zellsystem (Thrombozyten) eine starke Inhibition
der COX-1-Aktivitat. Das Etoricoxib-Derivat 21 ist hingegen an der COX-1 inaktiv. Eine
moderate bis marginale Inhibition der COX-1-vermittelte Produktbildung (RA = 71.5% -
85.1%) zeigten die Rofecoxib-Derivate 33 und 40. 50, eine Valdecoxib-Derivat, zeigte eine
starke COX-1-Inhibition (RA = 36.3%). Im Gegensatz dazu hemmten die Valdecoxib-
Derivate 52, 53 und 59 die COX-1-Aktivitat nicht (RA = 88.1% - > 95%). Hingegen das
Valdecoxib-Derivat 60, mit angehangtem Michael-Akzeptor, ist COX-1 aktiv (RA = 14.9%)
wie 50. Verbindung 60 ist somit zugleich der potenteste Inhibitor der Serie. Es ist an diesem
Punkt zu beobachten, dass kleine Verédnderung am Coxib-Grundstruktur bzw. am
Heterozyklus zu einem vollstandig unterschiedlichen Verhalten der COX-1-Aktivitét flhren.
Vergleicht man 60 mit 59, ist letzeres nicht COX-1 aktiv und unterscheidet sich nur im
Acylubertrager. Dies deutet darauf hin, dass durch die groéRere sterische Ausfillung der
Bindungstasche bei 60 eventuell ein anderer Bindemodus an der COX-1 ermdglicht wird,
welcher zusatzlich durch die starkere Aciditat des Amidprotons in 60 noch verstarkt werden
konnte.

Die Imidazole 69 und 88 sind inaktiv (RA = 95%) und 91 wies ebenfalls nur eine moderate
COX-1-Aktivitat auf (RA = 61.2%). Die unsubstituierten (Z)-Diarylderivate 94 und 100
waren im Vergleich zu den Imidazolen gleich potenter gegenlber der COX-1 (RA = 41.7% -
47.9%) und das Stilben-Derivat 96 war inaktiv (RA = 95%). Die 2-Aminothiazole 104, 105,
108 und 109 hatten eine sehr unterschiedliche Hemmwirkung gegentber der COX-1. Das
Derivat 105 wies eine aufRerst potente Inhibition der PGE,-Bildung in Thrombozyten auf (RA
= kein Signal / unterhalb der Nachweisgrenze). Dagegen besalRen die Derivate 104, 108 nur
eine moderate COX-1-Aktivitat (RA = 52.6% - 68.2%) und 109 erwiel3 sich als inaktiv (RA =
95%).
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Tabelle 3.1: Inhibitoren mit selektiven Grundgeristen und ihre prozentualen Restaktivitat der PGE,-
Bildung durch COX-1 und COX-2 sowie bei Auswaschungsexperimenten an COX-2 bei 100 uM (n=3). In
Klammern sind Screeningergebnisse bei 100 uM angegeben (Mittelwerte aus n = 2). Die Restaktivitiaten der
hCOX-2 wurden bei 10 uM gemessen (n = 3).

% COX-1 % COX-2 % COX-2 Differenz der 0% COX-2
(PMNL) (THP-1) (THP-1) % COX-2 (hCOX-2)
Substanz Struktur Restaktivitat Restaktivitdt Restaktivitat (THP-1) Restaktivitat
bei 100 uM = bei 100 uM +  bei 100 uM +  Restaktivitaten  bei 10 uM =
SEM SEM SEM nach SEM
Inhibitor-
Auswaschung
49.0+2.6 61.9+23 +12.8
+ +
13 36.4+3.6 (35.0)# (51.2)# (+16.3) 56.6 £ 28.5
21 > 95 ) ) ) > 98
945+4.1 848+1.6 -9.7
715+ 10. >
33 5100 (14.7) (61.0) (+46.3) %8
40 > 95 ) ) ) 72.1 £13.3
79.0+1.0 93.4+2.04 +14.4
+ +
50 36.4+22.2 (70.77) (> 95) (+25) 80.9 £ 8.3
64.1+£0.6 69.8+1.8 +5.7
> >
52 % (42.8) (77.2) (+34.3) %8
65.8+1.8 91.0+1.4 +25.1
> ox /.
53 % (63.7) (87.0) (+23.3) B87.4
66.7 + 2.6 17.7+22 +11.1
1+5. -
59 88 > (16.5) (62.3) (+45.7) )
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Tabelle 3.1: Fortsetzung

% COX-1 % COX-2 % COX-2 Differenz der % COX-2
(PMNL) (THP-1) (THP-1) % COX-2 (hCOX-2)
Substanz Struktur Restaktivitat Restaktivitat Restaktivitat (THP-1) Restaktivitat
bei 100 M+ bei 100 uM +  bei 100 uM +  Restaktivitaten  bej 10 uM +
SEM SEM SEM nach SEM
Inhibitor-
Auswaschung
746+15 > 95 +16
+ -
60 149230 379 (> 95) (+58) ©
69 > 95 () ) ) >98
88 > 95 ) ) ¢) 64.1+2.3
QW 78.6 +3.3 > 95 +17
| o + -
A ® : 61.2+105 163 (65.5) (+49.1) ©)
94 | an 41.8 +27.3 (60.6)" (20.1)" (-40.5) )
03
96 J | > 95 (> 95) (> 95) () ()
100 ~ e 479+36  (71.2)° (46.4)" (-24.7) )
104 Q/[% >4, 683%+322 509+02 429+10 -8.0 > 08
105 T e, ks, 524+21 418+11 -10.6 )
109 ) o{ > 95 55.2+0.7 44.34+0.6 -10.9 )
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Tabelle 3.1: Fortsetzung

% COX-1 % COX-2 % COX-2 Differenz der % COX-2

(PMNL) (THP-1) (THP-1) % COX-2 (hCOX-2)
Substanz Struktur Restaktivitait Restaktivitat Restaktivitat (THP-1) Restaktivitat
bei 100 M+ bei 100 uM +  bei 100 uM +  Restaktivitaten  bej 10 uM +
SEM SEM SEM nach SEM
Inhibitor-
Auswaschung
108 QIN/H%CSJ/QHQ 52.63+285 565+0.5 46.57+15 -9.9 )
Q1 722+12 542+15 179
lecoxi - 15.3+5.4
Celecoxib ©) (38.0) (20.8) (-17.2)

N
/@A)\C 3
HsC

k.s. = Kein Signal; # = bei 50 uM gemessen; (-) nicht bestimmt.

Betrachtet man nun die Hemmwirkung der Verbindungen auf die COX-2-Aktivitat (THP-1-
Zellen), so kann man auf einen Rickschluss auf die jeweilige COX-Préferenz ziehen. Das
Derivat 13 erwies sich als potenterer Inhibitor im intakten Zellsystem an der COX-2 (RA =
56.5%) als die Referenzsubstanz Celecoxib (RA = 72.2%). Die Tatsache, dass Celecoxib eine
so hohe Restaktivitat besitzt, mag darauf hindeuten, dass das Assaysystem bei diesem Test
nicht sehr sensitiv war. Das Etericoxib-Derivat 21, welches nur an hCOX-2-Reinenzym bei
10 uM getestet wurde scheint inaktiv zu sein. Ebenso unauffallig an der COX-2 (THP-1)
scheint zunéchst 33 (RA = 94.4%) zu sein. Dies, obwohl es im Prescreening (RA = 14.7%)
sogar besser als Celecoxib (RA = 38.0%) abschnitt. Bei den Auswaschungsversuchen jedoch
konnte 33 die COX-2-Aktivitat signifikant und auf nachhaltige Weise hemmen (RA = 84.7%);
Diff.: -9.6%). Daher kann dieses zundchst inaktiv erscheinende Verhalten an einem
zeitabhangigen Wirkmechanismus liegen, der bei vielen Coxiben vorkommt,® sodass 33
seine vollstandige Hemmwirkung erst spéater entfalten konnte. Das andere Rofecoxib-Derivat
40 hemmte das hCOX-2-Reinenzym bei 10 uM moderat (RA = 72.1%; RA (Celecoxib) =
15.3%). Aus der Valdecoxib-Serie hemmte 50 die Produktbildung durch COX-2 (RA =
79.0%) in intakten Zellen &hnlich gut wie Celecoxib, wogegen die Derivate 52, 53 und 59
sogar potenter waren (RA = 64.1% - 66.6%) als die Referenz. Beim Reinenzym entfalteten sie
eine geringere Aktivitdt an der COX-2 als Celecoxib. Dies spricht fur eine hohere
Wirksamkeit im intakten Zellsystem. Hingegen Verbindung 60 hemmt die PGE,-Bildung (RA
= 74.6%) &hnlich wirksam wie das Derivat 50 und Celecoxib. Das Imidazol-Derivat 69 ist an
COX-2-Reinenzym inaktiv und das 88 moderat aktiv (RA = 64.1% bei 10 uM). Daneben
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besal3 die Verbindung 91 einen moderaten Einfluss auf die COX-2-Aktivitat im intakten
Zellsystem. Dabei ist bemerkenswert, dass das Derivat 91 immerhin 78.6% Restaktivitat
erreichte, wenn man bedenkt, dass es an den (Z)-Diarylen nicht die typischen
Substitutionsmuster aufweist. Man kann daher annehmen, dass 88 ebenfalls eine moderate
Hemmwirkung im intakten Zellsystem, wenn nicht gar eine bessere, aufweisen kénnte. Die
unsubstituierten Derivate 94 und 100 besaBen im COX-2-Prescreeing eine moderate
Hemmwirkung (RA = 60.6% sowie 71.2% bei 50 uM) und 96 stellte sich dort als inaktiv
heraus. Die 2-Aminothiazole 104, 105, 108 und 109 hemmten die PGE,-Buildung alle
gleichermal3en potent (RA =50.9% - 56.5%) und wirksamer als Celecoxib.

Wenn man das Gesamtbild betrachtet, haben die Modifikationen an den Leitstrukturen
teilweise zu Selektivitatseinbulen gefihrt und die COX-Praferenz verandert. Die
Verbindungen 13, 50, 60 und 105 erwiesen sich zwar als potente, aber nicht-selektive COX-
Inhibitoren, denen eine eindeutige COX-Praferenz abhanden kam. Eine geringe COX-1-
Préferenz scheint 33 zu besitzen (s. oben), wohingegen den Verbindungen 40, 88, 91, 104 und
108 eine maRige COX-2-Praferenz eigen ist. Eindeutig COX-2 selektiv sind aber die
Verbindungen 52, 53, 59, 88 und 109, welche die COX-2-Aktivitat ahnlich stark wie
Celecoxib hemmen (RA = 66.6% - 55.2%) und die COX-1-Aktivitat nicht beeinflussen (RA =
88%). Die Verbindungen 21, 69 und 96 erwiesen sich an beiden Isoenzymen als komplett
inaktiv. Uneindeutig sind die Ergebnisse bei den unsubstituierten (Z)-Diarylen 94 und 100.
Zur Inhibitionsstarke l&sst sich insgesamt feststellen, dass durch die Einfiihrung der
Acetoxygruppe die Verbindungen weniger potent sind als Celecoxib. Die potente COX-2-
Inhibition durch 13 ist vermutlich auf die Sulfonamidgruppe zurtickzufiihren, denn alle
anderen Coxib-Derivate, die hier eine Sulfonylmethylgruppe tragen, sind weniger potent. Die
Sulfonamidgruppe kann zweifellos starkere Wechselwirkungen mit den polaren Aminosduren
Arg®™?, Ser®®® und GIn'® im aktiven Zentrum des COX-2-Enzyms ausiiben (vgl. Kapitel
2.1.1). Sie ist besser als die Sulfonylmethylgruppe fir die Hemmung der COX-2 geeignet.

Die hier synthetisierten Abwandlungen des flnfgliedrigen zentralen Heterozyklus aus
Celecoxib tben nur einen geringen Einfluss auf die COX-2-Aktivitat aus. Stattdessen wird
eine gesteigerte Wechselwirkung mit der COX-2 hauptséchlich durch die (Z)-Diaryl-
substituenten erreicht (s. 13). Auch bei den 2-Aminothiazol-Derivaten 104, 105, 108 und 109
scheint die COX-1-Aktivitat durch den zentralen Ring steuerbar zu sein. In der Reihe 109 <
104 < 108 < 105 nimmt die Inhibitorwirkung an COX-1 zu. In dieser gleichen Folge nimmt

auch die berechnete Elektronendichte des zentralen Thiazolrings ab. Insgesamt beeinflussen
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die polaren Verhaltnisse am Heterozyklus ganz empfindlich die COX-1-Aktivitat, was man
am deutlichsten durch den Vergleich von 50 mit 53 bzw. von 59 und 60 erkennen kann.

Das Etoricoxib-Derivat 21 besitzt als einziges Derivat dieser Reihe einen sechsgliedrigen
Heterozyklus. Obwohl die Aktivitat der Coxibe am fiinfgliedrigen Heterozyklus eine
Acetoxygruppe toleriert, scheint dies geometriebedingt fiir Sechsringe nicht der Fall zu sein
und fuhrt zu einem vollstandigen Aktivitatsverlust. Dieser lieRe sich moglicherweise durch
die Substituiton der p-Tolylgruppe durch einen kleineren Wasserstoff- oder Fluorrest
beheben. Bei 96 liegt es nahe anzunehmen, dass die Inaktivitdt auf das Fehlen des
Heterozyklus der Coxibe zuriickgeht. Obwohl Stilbene bekannt sind COX-2 aktiv zu sein,**
ist durch das Indanon-Element die Torsion eines Aromaten behindert und der sterische
Anspruch erhoht, was sich anscheinend beides auf die Aktivitat negativ auswirkt.

In Tabelle 3.2 sind die Restaktivitdten an den beiden Isoenzymen fiir die synthetisierten
Verbindungen mit (unselektivem) NSAR-Grundgerst aufgelistet. Zunéchst wurde untersucht,
ob durch die Derivatisierung eine Selektivitatssteigerung dieser NSAR-Derivate eingetreten
war. Bei der Mehrheit der Verbindungen blieb eine COX-1-Praferenz bestehen. Die
Nimesulid-Analoga 139, 156, 162, 164 und 166 beeintrachtigten zum einen die COX-1-
Aktivitat (RA = k.s. — 60.3%) und zum anderen verhinderten sie nur geringfligig eine COX-2-
vermittelte Produktbildung (RA = 78.4% - 89.7%). An den Nimesulid-Analoga l&sst sich
erkennen, dass die Diarylamine 164 und 162 eine ausgepragtere COX-1-Praferenz besitzten
als die beiden Diarylether 156 und 166. Auch scheint die Carbonsaurefunktion bei den
Nimesulid-Analoga wichtig fur die Inhibition der COX-2-Aktivitat zu sein, da 164 (RA =
67.3%) im Vergleich zum Methylester-Derivat 162 (RA = 78.4%) eine signifikantere
Hemmwirkung entfaltet. AuBerdem besitzt 162 eine bessere Wirksamkeit gegeniiber der
COX-2, weil es sich nicht so leicht auswaschen lasst (Diff.: 162 = -2.0; 164 = +22.2).
Ebenfalls mit einer starken COX-1-Praferenz behaftet, sind die Diclofenac-Analoga 118,
119, 120 und 132 (RA = k.s. — 55.5%). Gleichzeitig sind die Derivate 118, 119 und 132 auch
sehr potente COX-2-Inhibitoren (RA = 55.9% - 69.7%), was an ihrem Diclofenac-
Grundgerust liegen dirfte. Vor allem 118 und 119 zeigten auch im zellfreien Assay so
deutlich ausgepragte Inhibitoreffekte auf die COX-2 (RA = 5.4% - 18.0%) wie Celecoxib
(RA = 15.3%). Die Verbindung 120 ist hingegen viel weniger potent (RA = 74.9%) und das
Diclofenac-Analogon 131 war sogar an beiden Isoenzymen inaktiv. Bei den Diclofenac-
Derivaten wird deutlich, dass die Inhibitorwirkung umso starker wird, je starker die Aciditat
des Amidprotons ist. Dies mag daran liegen, dass die Derivate dadurch in der Lage sind

120

starker mit Arg™" zu interagieren, das ein wichtiger Interaktionspartner des Diclofenac ist.
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Aullerdem erkennt man beim Vergleich der Aktivitaten von 118, 119 und 120 mit 131 und
132, dass der 2,6-Dichlorphenylrest wichtig fiir die potente Inhibition von Diclofenac ist und
nicht durch andere Reste zu ersetzten ist. Dies wird bekraftigt durch 177, bei welchem der
Phenylrest durch einen Methylrest ersetzt wurde, und das nur noch eine moderate COX-1-
Aktivitat aufweist (RA = 67.9%) und gegeniiber COX-2 inaktiv ist.

Bei 176 und 179 war die COX-1-Aktivitat weiterhin sehr stark beeintrachtigt (RA = 58.1% -
60.5% bei 50 uM) und die beiden Verbindungen inhibierten die COX-2-Aktivitat im
zellintakten System (RA = 55.2 - 74.9%) &hnlich deutlich wie Celecoxib. Bei der weiteren
Untersuchung am aufgereinigten COX-2 Enzym bei 10 uM, inhibierten sie die COX-2-
Aktivitat allerdings nur schwach bis gar nicht (RA = 79.6% - > 95%). 176 und 179 sind gut
wirksam, weisen jedoch eine eindeutige COX-1-Praferenz auf.

Besondere Beachtung verdienen jedoch die beiden Acetylsalicylsaure-Derivate 170a (ST-
1650) und 171. Im Vergleich mit Acetylsalicylsdure, fallt auf, dass durch die Veresterung die
Aktivitat von 170a (ST-1650) (RA = 95%) bei der COX-1 vollstandig verschwand und dafir
eine COX-2 Selektivitat eintrat. Dies war erstaunlich, da 171 eine ausgepragte COX-1-
Aktivitat (RA = 79.7% bei 50 uM) besitzt und die COX-2 scheinbar im intakten Zellsystem
nicht hemmt (RA = 95%). Im Prescreening hemmte 171 die COX-2 hingegen moderat (RA =
69.4%; RA (Celecoxib) = 38.0%). Die Verbindung 170a (ST-1650) hingegen inhibiert die
COX-2 deutlich (RA = 65.9%). Das Verhalten von 171 weist darauf hin, dass kleine unpolare
Gruppen am Salicylring die COX-1-Praferenz steigern.
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Tabelle 3.2: Inhibitoren mit NSAR-Grundgerusten und und ihre prozentualen Restaktivitat der PGE,-
Bildung durch COX-1 und COX-2 sowie bei Auswaschungsexperimenten an COX-2 bei 100 uM (n=3). In

hCOX-2 wurden bei 10 uM gemessen (n = 3).

Klammern sind Screeningergebnisse bei 100 uM angegeben (Mittelwerte aus n = 2). Die Restaktivitiaten der

9% COX-1 % COX-2 % COX-2 Differenz der % COX-2
(PMNL) (THP-1) (THP-1) % COX-2 (hCOX-2)
Substanz Struktur Restaktivitat Restaktivitat Restaktivitat (THP-1) Restaktivitat
bei 100 uM +  bei 100 uM = bei 100 pM £ Restaktivitaten — pei 10 uM +
SEM SEM SEM nach SEM
Inhibitor-
Auswaschung
/@/ . 67.3+0.2 90.0 +22.2
{ 1 1+11. >
164 o oMo, 88 8 (62.4) (>95) (+23) %8
162 ﬁj ?)k 57.6+7.1 784+11 76.3+06 2.0 > 98
o . 793+07  79.9+09 +0.6
+ +
156 o x 88.2+ 9.4 (62.60) > 95) (+33) 61.5+ 14.8
166 YT 625+32 89708 > 95 +6 )
HGC;/S/ /?NiCHa OYCHS
139 C[( > 95 81.4 +2.33 > 95 +14 )
@fﬁfk 749£08 75313 0.3
120 50.3 +3.2 o i ' > 08
o l 8 (55.8) (74.5) (+18.6)
@fﬁfk 67.4£25 59.0+0.7 8.4
119 w® o, k.s. o E e SE ' 18.0 +5.5
o l o (81.5) (59.3) (-22.2)
@Yk 559+0.8  512+1.0 4.7
NHO + . — . . — . = . +
118 o 114 +35 (622) (554 (66) 54+1.0
WY 91.7+11 935+21 1.8
NH J 1. o2 +1.
> >
131 @ 9 (82.8)" (81.5)" (-1.3) 9
oy 69.7 + 1.9 > 905 +16
NH . i . . o . >
132 © 94.0+4.8 (62.0)" (73.4)" (+11.4) %8

(o]
I
S
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Tabelle 3.2: Fortsetzung

9% COX-1 % COX-2 % COX-2 Differenz der % COX-2
(PMNL) (THP-1) (THP-1) % COX-2 (hCOX-2)
Substanz Struktur Restaktivitait Restaktivitat Restaktivitat (THP-1) Restaktivitat
bei 100 uM +  bei 100 uM = bei 100 uM +  Restaktivitaten  bei 10 uM =
SEM SEM SEM nach SEM
Inhibitor-
Auswaschung
1 A, > 95 > 05 i
3 + +
177 CCY 679269 o (15) (117) 84243
Crvy™ 60.7+34  687+15 +7.9
o ° 117+ 8. T S ' 79.6 +11.2
176 @ 58 8.9 (68.79) (68.8) (+0.1) 96
170a @f*
> 95 65.9+52  17.2+29 -48.6 -
(ST-1650) 3 ©)
i 54.73 +
HsC O/CH3 > _
171 O% 79.7% £ 4.3 9 1.67 4 86.4 + 13.5
He o (69.4) (59.4) (-:9.9)
s N s /oi% costsqs 552%26  T57%15 205 oo
% 2= (68.1) (69.3) (+1.2) e
Diclofenac Ejf“?{, k.s. 65.7+19 59.0+0.5 -6.6 (-)
Aspirin® o 6.6+1.1 > 95 > 95 ) )

k.s. = Kein Signal; # = bei 50 uM gemessen; (-) nicht bestimmt.

Die Inhibitorauswaschung und erneute Messung der COX-2-Aktivitaten ergaben beim
Vergleich der beiden Werte fir die meisten Inhibitoren eine positive Differenz. Dies bedeutet,
dass die meisten der synthetisierten Substanzen sich herauswaschen lieRen und danach keine
irreversible Hemmung der COX-2 zuriicklieBen. Obwohl bei der Syntheseplanung durch
Docking die Lage der Acetoxygruppe in den Molekdilen berticksichtigt wurde, sodass sie in

einer giinstigen Lage nahe dem Ser®®

-Rest positioniert sein sollten (vgl. Kapitel 2.1.1), war
eine dauerhafte Inhibition der COX-2 nicht so leicht zu realisieren. Dennoch bewirkten einige
Substanzen trotz Auswaschung eine weitere, fortdauernde COX-2-Inhibition: 33, 104, 105,

108, 109, 118 und 119 (Diff.: -4.7% bis -10.9%). Die Verbindungen 162 und 120, wiesen eine
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geringe dauerhafte COX-2-Inhibition auf (Diff.: -0.2% und -2.1%). Diese mdgliche
anhaltende Inhibition lag jedoch innerhalb des SEM der Messung, so dass diese Derivate flr
die weitere Entwicklung nicht mehr herangezogen wurden. Bei den Derivaten 100, 94, 170a
(ST-1650) und 171, verblieben nach der Auswaschung Restaktivitaten der COX-2, welche
(noch einmal um) 24%- bis 48%-Punkte (170a (ST-1650)) geringer waren als vor der
Auswaschung und sie bewirkten damit eine sehr deutliche nachhaltige COX-2-Inhibition.
Celecoxib lag in diesem Test bei -17% und Diclofenac bei -6.6%. Die nachhaltige Inhibition
von Celecoxib ist offensichtlich auf die spater festgestellte Zelltoxizitat bei den THP-1-Zellen

zurlickzufuhren (s. Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Toxizitatsbestimmung (n = 3) der COX-Inhibitoren mit anhaltender Hemmung nach der
Auswaschung bei 100 uM

Substanz WST-1 Zellviabilitat Substanz WST-1 Zellviabilitat
(% der Kontrolle) (% der Kontrolle)
33 94.0 118 68.6
100 60.8 119 100.0
94 5.0 170a 91.1
(ST-1650)

104 115 171 129.5
105 11.8 Celecoxib 6.6

108 12.0 Diclofenac 101.5
109 12.2 Acetylsalicylsdure 100.9

Um auszuschliel3en, dass die Potenz bzw. die Wirksamkeit der synthetisierten Substanzen an
der COX-2, und die mdgliche irreversible Hemmung des COX-2 Enzyms, auf einem anti-
proliferativen Effekt beruhte, wurden der Einfluss der Substanzen auf die Zellviabilitat (WST-
1 Assay) bei gleicher Konzentration (100 uM) getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.3
dargestellt. Die in der Tabelle 5.3 angegebenen Werte geben die Relation des Umsatzs des
Tetrazoliums im Vergleich zu den hemmstofffreien, vermehrungsfahigen Kontrollzellen
wieder. Die Substanzen 94, 104, 105, 108 und 109 sowie Celecoxib tbten auf die THP-1-
Zellen einen deutlichen zytotoxischen Einfluss aus (Zellviabilitat = 5.0% - 12.2%). Aus 94
lasst sich schlieBen, dass das typische Coxib-Substitutionsmuster, die Sulfonamid- bzw.
Methylsulfongruppe, auler fur die COX-Aktivitdt auch fir einen nicht-zytotoxischen Effekt
wichtig ist. Verbindungen 100 und 118 zeigten dagegen eine geringe Zytotoxizitat in dem
Assay-System (Zellviabilitdt = 60.8% und 68.6%) und die Verbindungen 33, 119, 170a (ST-
1650) und 171 hatten praktisch gar keinen negativen Einfluss (Zellviabilitat > 90%).
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Zusammenfassend lasst sich daher aus all dem schlieBen, dass die nicht-toxischen
Verbindungen 33, 118 und 119 das COX-2-Enzym auf sehr effiziente Weise hemmen kdnnen.
Die Leitstrukturen dieser Inhibitoren sind bekannt einen zeitabhdngigen Wirkungs-
mechanismus zuentfalten, sich lange im aktiven Zentrum der COX-2 aufzuhalten. Die
Verbindungen 33, 118 und 119 besitzen dazu eine Ubertragbare Acetoxygruppe, welche sich
aufrund des Designs unter Verwendung der Docking-Simulation vermutlich in der rdumlichen

Nihe zum Ser>*°

-Rest positioniert. Deshalb kann man die drei Verbindungen 33, 118 und 119
als potentielle irreversible Inhibitoren der COX-2 einstufen.

Fur die nicht-zytotoxischen Verbindungen 170a (ST-1650) und 171 lasst sich ebenfalls eine
sehr hohe Wirksamkeit erkennen. Beide Verbindungen sind Acetylsalicylsdure-Derivate,
wobei 170a (ST-1650) COX-2 aktiv ist (RA = 65%) und 171 inaktiv zu sein scheint (RA =
>95%). Jedoch zeigten beide Verbindungen eine andauernde Inhibition der COX-2 (nach der
Auswaschung 48% weniger PGE,-Bildung als zuvor), so tUben sie ihren inhibitorischen Effekt
vermutlich durch einen irreversiblen Mechanismus aus. Da somit 170a (ST-1650) als einzige
Verbindung fast keine COX-1-Hemmung zeigt und dafur aber die COX-2-Aktivitat deutlich
beeinflusst, wurde diese Substanz weiter charakterisiert, ob sie eventuell dazu in der Lage ist,

die Bildung von SPM anzuregen.

3.1.3. Weitere Charakterisierung von ST-1650

Da es zu diesem Zeitpunkt kein Assaysystem gibt, mit welchem man unter vergleichbaren
Bedingungen mehrere Substanzen auf SPM-Bildung screenen kann, wurden mehrere
Experimente durchgefiihrt, welche indirekte Anhaltspunkte fur die SPM-Produktion liefern
konnten. Zunadchst wurde die PGE,-Produktbildung im intakten Zellsystem (THP-1) in
Abhéangigkeit von der Zeit nach einmaliger Zugabe von 170a (ST-1650) untersucht. Zum
Vergleich wurde die PGE,-Bildung auch unter Einfluss von DMSO (Kontrolle),
Acetylsalicylsdure und Celecoxib gemessen. Hierfir wurde die PGE,-Konzentration in den
Uberstanden mittels HPLC/MS zu mehreren Zeitpunkten (verschiedene Inkubationszeiten)
nach Stimulation bestimmt (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Zeitabhéngige COX-2-Produktbildung (PGE,-Konzentration) im Uberstand von THP-1-
Zellen nach angegebener Inkubation mit Inhibitoren im Vergleich zu Kontrollen.

Waren die Zellen keinem Inhibitor ausgesetzt (DMSO; blau), erreichte die PGE,-
Konzentration nach Stimulation bereits nach einer halben Stunde ihr Maximum.Der
Kurvenverlauf zeigt dann ein Plateau, da flr die weiteren flinfeinhalb Stunden ein konstantes
Level von PGE, gebildet wurde. Unter Einfluss von Acetylsalicylsaure (Aspirin, rot) und
Celecoxib (griin) stieg in der ersten Stunde nach Inkubaton die PGE,-Konzentration nur
langsam an. Fur Aspirin setzte sich dieser Trend fort, indem seine Inhibitorwirkung nachlasst,
bis nach sechs Stunden eine dhnliche PGE,-Konzentration gemessen wurde wie bei den
Kontrollen (DMSO). Bei Celecoxib jedoch verringerte sich die PGE,-Konzentration nach der
ersten Stunde wieder, anstatt wie bei Acetylsalicylsdure stetig zu steigen, da seine
zytotoxische Wirkung (vgl. Tabelle 3.3) auf die THP-1-Zellen einsetzte. Bei 170a (ST-1650)
(lila) beobachtete man einen entsprechenden Kurvenverlauf wie bei Celecoxib. Aufgrund
fehlender Zytotoxizitat liell sich dieser Effekt aber nicht durch Zellsterben erklart.
Maoglicherweise beruht der Riickgang der PGE,-Bildung hier auf der zeitversetzten Bildung

von entziindungsauflésendem Lipoxin (bzw. SPM), was zu zwei weiteren Tests anregte.
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Abbildung 3.2: Einfluss von 170a (ST-1650) auf die M1-Makrophagen-Polarisation von Stammzellen aus
murinem Knochenmark.

Es wurde der Einfluss von 170a (ST-1650) an Stammzellen aus murinen Knochenmark auf
die Phénotypen-Verschiebung von Makrophagen hin tberprift. Makrophagen kdnnen in zwei
Phanotypen vorliegen. Wahrend M1-Makrophagen eher pro-inflammatorisch wirken, haben
M2-Makrophagen eher anti-inflammatorische Effekte. In Abbildung 3.2 ist die Makrophagen-
Polarisation von Stammzellen aus murinen Knochenmark unter Einfluss von 170a (ST-1650)
dargestellt. Der M1-Makrophagenphénotyp l&sst sich durch den Oberflachenmarker CD86
detektieren. Sollten SPM gebildet werden, wirde der M2-Makrophagenphéanotyp aus den
Stammzellen entstehen, da die SPM die Enziindungsauflésung foérdern. Jedoch ist in den mit
170a (ST-1650) behandelten Zellen nach der Stimulation durch LPS und IFN-y ebenfalls ein
deutlicher Anstieg an CD86 festzustellen, welcher der Menge in der Positivkontrolle
entspricht. Zum Vergleich wird in der Negativkontrolle kaum CD86 detektiert. Dies bedeutet,
dass nach der Behandlung mit 170a (ST-1650) weiter pro-inflammatorische M1-
Makrophagen bevorzugt gebildet werden. Dies spricht gegen die gezielte Bildung von SPM
durch eine modifizierte COX-2 nach der Einwirkung von 170a (ST-1650).

Als weiterer Test wurde 170a (ST-1650) im Zymosan-Hyperalgesie-Schmerzmodell in der
Mauspfote untersucht. Nach der subkutanen Sensibilisierung der Versuchsméuse mit
Zymosan A wurde vier Stunden nach der Zymosaninjektion 170a (ST-1650) peroral (p.o.)
appliziert. Die Kontrolltiere erhielten zum gleichen Zeitpunkt inhibitorfreie Lésung. Die
unterschiedlichen Zeitverzégerungen in Sekunden bei den Kontrolltieren und den mit 170a
(ST-1650) behandelten Tieren sind in Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abbildung 3.3: Wirkung von 170a (ST-1650) im Zymosan-Hyperalgesie-Schmerzmodell in der Mauspfote
gegenuber Vehikelkontrolle. Sensibilisierung erfolgt durch subkutane Injektion von 20 ul Zymosan A (12.5
mg/mL in PBS); Vehikel besteht aus 1% Tylose, 1% Soja-lecithin in Wasser gelost.

Auffallig ist, dass die Zeitverzogerung bei mit 170a (ST-1650) behandelten Tieren ab der
170a (ST-1650)-Einwirkung langsam zunimmt, aber geringer ausfallt als bei Kontrolltieren,
also dass die Schmerzreduktion / die Entzindungsauflosung bei den Kontrolltieren schneller
erfolgt. Den gleichen Effekt beobachtet man auch bei Applikation von NSAR, welche den
Wundheilungsprozess bzw. die Entziindungsauflosung verzégern. Dieser Befund spricht
gegen die gezielte Bildung von SPM durch eine durch 170a (ST-1650) modifizierte COX-2.

AbschlieBend l&sst sich nicht mit Sicherheit feststellen, ob 170a (ST-1650) in der Lage ist
eine vermehrte Produktion von SPM zu fordern, da kein Assay zum endgultigen Beweis bzw.
zur Widerlegung zur Verfugung steht. Die in vitro Versuche deuten eine irreversible
Hemmung durch die klare nachhaltige Inhibition der PGE,-Produktion an. Jedoch lieRen sich
korrelierende Effekte auf die Makrophagendifferenzierung und beim Schmerzmodell in vivo
nicht nachweisen, sodass entweder keine Acetylierung der COX-2 stattfindet, oder sie nicht
schnell oder vollstdndig genug stattfindet und daher nicht geniigende Mengen SPM fur einen
anti-inflammatorischen Effekt gebildet werden. Somit ist ein therapeutischer Vorteil

wahrscheinlich nicht gegeben.
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3.2.  Pharmakologische Charakterisierung der 5-LO-aktiven

Substanzen

3.2.1. Invitro Testsysteme

Die im chemischen Teil vorgestellten 5-LO-Inhibitoren wurden von Herrn Simon B.
Kretschmer, unter Betreuung von Frau Dr. Bettina Hofmann aus dem Arbeitskreis von Herrn
Prof. Dr. D. Steinhilber, in zwei unterschiedlichen Testsystemen auf ihre 5-LO-Aktivitat hin
untersucht: In einem zellfreien Assay, am aufgereingtem 5-LO Protein, und in einem
zelluldren Assay mit intakten Polymorphonukledaren Leukozyten (PMNL). AulRerdem wurde
die Zytotoxizitat ausgesuchter 5-LO-Inhiboren ebenfalls in zwei Testsystemen bestimmt: Im
WST-1-Assay und im LDH-Assay. Die weitere Charakterisierung von 295 (ST-1853) an
Off-targets und im humanen Vollblut wurden ebenfalls von Herrn Simon B. Kretschmer
durchgefuhrt. Die in vitro Metabolisierung durch Rattenlebermikrosomen wurde durch Frau
Astrid Kaiser aus dem Arbeitkreis von Herrn Prof. Dr. Manfred Schubert-Zsilavecz

durchgefiihrt. Die biochemischen Protokolle sind in Kapitel 5.5 wiedergegeben.

3.2.1.1.  Bestimmung der 5-LO-Aktivitat

5-LO-Assay:

Im zellfreien Assay am aufgereinigten humanen 5-LO-Enzym wurden die Testsubstanzen auf
ihre Fahigkeit getestet, das 5-LO-Enzym direkt zu inhibieren. Durch die Abwesenheit anderer
einflussnehmender Faktoren auf die 5-LO-Aktivitat kann somit eine indirekte Inhibition des
Enzyms ausgeschlossen werden.

Das rekombinante humane 5-LO-Protein wurde aus transformierten E. coli BL21 exprimiert
und isoliert. Das Protein wurde mit den Testsubstanzen in PBS-Puffer vorinkubiert. Nach
Stimulation mit Calciumionophor A23187 und Zugabe von Arachidonsdure wurde die 5-LO-
Aktivitdt anhand der Metabolite (LTB,4, all-trans-LTB4 und 5-HETE) mittels HPLC im
Vergleich zu einer Kontrolle quantifiziert. Der Gehalt von LTB4-Oxidationsprodukten und

von CysLTen wurde hierbei auRer Acht gelassen (s. Kapitel 5.5.6).%"
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PMNL Assay:

Mit Polymorphonuklearen Leukozyten (PMNL) werden die Testsubstanzen in einer intakten
Zellumgebung getestet. Dabei wird die Zellgangigkeit der Substanzen tberprift und es sind in
diesem System alle regulierenden Faktoren (s. Kapitel 1.3.3) enthalten, sodass es zusétzlich
zu einer indirekten Inhibition kommen kann.

Die PMNL wurden aus frischem humanem Blut von freiwilligen Spendern, aus den
Stadtischen Kliniken Frankfurt-Hochst sowie dem Deutschen Blutspendedienst Frankfurt,
durch Zentrifugation isoliert. Die Zellen wurden anschlielRend in PBS-Glukose-Puffer (pH =
7.4) resuspendiert und mit den Testsubstanzen vorinkubiert. Die Stimulation, Inkubation und
Quantifizierung der Produkte erfolgte wie im 5-LO WT-Assay (s. Kapitel 5.5.5 und 5.5.6).3%

3.2.1.2.  Bestimmung der Toxizitat

WST-1 Assay:

Zur Untersuchung auf anti-proliferative Effekte wurden im WST-1-Assay U937-Zellen mit
den Testsubstanzen bei unterschiedlichen Konzentrationen (oder Leerwert) fir 48 Stunden
zusammen inkubiert. AnschlieBend wurde Tetrazoliumchlorid hinzugegeben, welches in
lebenden Zellen, durch die Succinat-Tetrazolium-Reduktase aus der Atmungskette, in ein
dunkelrotes Formazan umgewandelt wird. Der Umsatz wurde kolorimetrisch bestimmt und

am Leerwert normalisiert (s. Kapitel 5.5.7).2%

LDH-Assay:

Durch die LDH-Freisetztung lasst sich tberpriifen, ob die Testsubstanzen die Integritat der
Zellmembran auflésen. Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das normalerweise im
Zytoplasma vorliegt. Beim Zellsterben durch eine zytotoxische Substanz, welche zur
Zellmembranschadigung fihrt, kann LDH aus der Zelle austreten.

Im LDH-Assay wurden die Testsubstanzen bei 30 uM mit U937-Zellen fur 48 Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurde die LDH-Freisetzung mittels Assaykit (Cytotoxicity Detection
Kit, ROCHE Diagnostics, Mannheim) colorimetrisch bestimmt (s. Kapitel 5.5.8).%
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3.2.2. Hemmwirkung und SAR der 2-Aminothiazole als 5-LO-

Inhibitoren

Aufbauend auf den Arbeiten von Suh et al.?>" und von Vogt et al.?®! (vgl. Kapitel 2.2) wurden
die bestehenden SAR von 2-Aminothiazolen erweitert bzw. vertieft. Um eine umfassende
Aussage Uber die SAR zu treffen, wurden gleichzeitig kommerziell erhéltliche Substanzen
und im Arbeitskreis Stark synthetisierte Substanzen in die Diskussion mit einbezogen. Diese
zusétzlichen Substanzen sind im Folgenden mit einem (*) hinter der bezeichnenden Nummer
gekennzeichnet. Startpunkt fir die Grundstruktur stellte der 5-LO-Inhibitor ST-1083" dar.
Diese wurde in drei Teile untergliedert: in einen linken Teil (R?), einen zentralen Teil (R?, R®
und X und einen rechten Teil (R*; s. Abbildung 3.4).

rechter Teil

linker Teil

X = NH, N-CH3, CH,

Abbildung 3.4: Aufgliederung der 2-Aminothiazol-Grundstruktur in drei Teile

Diese gedankliche Aufteilung spiegelt sich in den folgenden Tabellen (Tabelle 5.3 - 5.7)
wieder, welche die ICs,—Werte der 5-LO-Hemmung am aufgereinigtem 5-LO-Enzym (WT)
und in intakten PMNL der Substanzen auflisten. In Klammern ist das berechnete
Konfidenzintervall (KI) angegeben. AuRerdem enthalten die Tabellen den berechneten n-
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (clogP-Wert) und die Ligand-Lipophilitat-Effektivitét
(LLE; engl.: , lipophilic ligand efficiency*) aller Substanzen. Dieser korreliert die Potenz eines
Inhibitors mit der Lipophilie und gibt Anhaltswerte auf die Loslichkeit und
Membrandurchdringung der Verbindungen. Der clogP-Wert wurde mit dem Programm
,,LOSIRIS Property Explorer berechnet und die LLE aus der mittleren inhibitorischen
Konzentration (ICso) des jeweiligen Inhibitors auf PMNL, geméaR der Formel: LLE =
pICs,(PMNL) — clog P.*% Als Kontrolle wurde der Inhibitor BWA4C verwendet (ICso [WT]
=0.095 uM (0.061 — 0.15 95% KI); ICso [PMNL] = 0.099 uM (0.076 — 0.13 95% KI); LLE =
4.20).
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Zunéchst wurde die Auswirkung auf die 5-LO-Enzymhemmung von Derivatisierungen am
rechten Teil der Grundstruktur untersucht. Daflir wurden zuerst grofiere bzw. sperrigere
Substituenten eingefiihrt (Tabelle 3.4). Im Vergleich zu ST-1083" wird eine VergroRerung des
p-Chlor-Substituenten durch einen p-Brom-Substituenten (ST-17217) oder durch einen p-
Ethoxy-Rest (ST-1242") bzw. eine VergroRerung des Ringsystems durch ein Coumaringeriist
(212) sehr gut toleriert (ICso [WT] = 0.02 - 0.09 uM). Eine weitere Prolongation des
Coumarins durch Substituenten an der 6- bzw. 7-Position des Coumarins (212, 213, 214, 215,
217 und 218) brachte nur eine geringe Verbesserung (ICso [WT] = 0.02 - 0.04 uM) am
gereinigten Enzym der 5-LO, jedoch keine Entscheidende in PMNL (0.39 - 1.62 uM; ST-
1083 = 0.68 uM). Dagegen ist ein deutlich besserer LLE-Wert in PMNL nachweisbar (1.56 —
2.86; ST-1083 = 1.34).

Tabelle 3.4: Inhibition der 5-LO-Aktivitat durch Verbindungen mit variierter 4-Thiazolposition mit
grélReren bzw. sperrigeren Resten.

Inhibition 5-LO [ICs in pM]

LLE
Substanz Struktur (95% KI, n > 3) clogP
(PMNL)
WT PMNL
ST-1083" 5 0.03 0.68 483 134
/@/EN (0.024 - 0.045) (0.56 —0.82)
ST-1721" Y 0.02 0.16 494 186
/@/EN (0.017 - 0.022)  (0.09 - 0.29)
ST-1242" (il 0.03 0.76 456 156
‘ (0.025-0.037) (0.49 — 1.18)

OH

212 - o 0.09 162 362 228
@(I[N/ . (0.061-0.135) (1.19 - 2.20)

OH

0.02 0.69

213 » N:Q
\@(f* (0.016 —0.028) (0.48—1.00)

4.22 1.94
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Tabelle 3.4: Fortsetzung

Inhibition 5-LO [ICs in pM]

LLE
Substanz Struktur (95% KI, n > 3) clog P
(PMNL)
wWT PMNL

214 . o 0.03 0.39 355  2.86
@fIE (0.017 - 0.037) (0.25 - 0.58)

215 Y 0.03 0.90 422 183
N (0.026 - 0.043) (0.68 - 1.18)

217 PP 0.04 0.60 433 189
™ ) (0.03-0.06) (042 0.85)

Hac)
. 0.04
218 5 574213 481 i

‘O S (0.029-0050) o°7*213

207 ‘ iﬂ:@ 0.17 0.70 380 235
@(EN (0.11-0.26)  (0.50 —0.99)

ST-1253" oy 0.07 0.85 515  0.92
@iw (0.06-0.09)  (0.72—0.99)

201 o yé 0.02 0.37 543  1.00
/@/[N (0.015-0.024) (0.25 - 0.54)

255 ‘ %Q 0.10 0.36 477 167
éla (0.077-0.135) (0.20 — 0.64)

256 : G 0.22 0.66 466 152
@IN/HH (0.15-0.33)  (0.47 — 0.94)

* = fremde/gekaufte Substanzen.

-131-



Pharmakologischer Teil

Um den Einfluss des Aromaten zu erklaren, wurden sperrige aliphatische Reste (207 und ST-
1253) eingeflhrt, welche zwar zu einer geringfligigen Erniedrigung der Aktivitat flhrten (1Csq
[WT] =0.07 - 0.17 uM), was aber zeigt, dass eine Substituion des Aromaten moglich ist. Ein
weiterer untersuchter Aspekt war die Orientierung des aromatischen Ringes. Wie an den
Verbindungen 201, 255 und 256 zu erkennen ist, ist die planarere Struktur von 256 (0.22 uM)
halb so wirksam am aufgereinigten Enzym wie 255 (0.10 uM). Eine gezielte Torsion der zweli
benachbarten Ringe durch Einfuhren eines zusétzlichen o-Chlor-Restes (201) fuhrt zu einer
leichten Inhibitionssteigerung (ICso [WT] = 0.019 uM), sodass eine verdrillte Konformation
wahrscheinlich bevorzugt wird.

Da die Einfuhrung von sperrigen Substituenten keinen ausschlaggebenden Effekt auf die
5-LO-Aktivitat zeigte, wurden die Einflisse von kleineren und flexibleren Resten untersucht
(Tabelle 3.5). Der bioisostere Ersatz des p-Chlorphenyl-Restes durch einen p-Fluorphenyl-
Rest (ST-1407") bzw. durch einen 5-Chlorthiophen-2-yl-Rest (ST-1785") wurde toleriert,
denn die entsprechenden Derivate waren genauso potent (ICso [WT] = 0.03 — 0.05 uM;
ST-1083* = 0.03 uM). Eine Verkleinerung des p-Chlorphenyl-Restes durch Austausch durch
einen Phenylrest (ST-1355"), oder sechs- oder fiinfgliedrige Heteroaromaten (199 und
ST-1789"), erniedrigte die Inhibitor-Aktivitat erheblich am Reinenzym (0.34 - 0.90 uM). In
intakten Zellen (ICso [PMNL] = 0.36 puM) war ST-1355" jedoch leicht potenter und dessen
LLE-Wert (2.25) hoher als der von ST-1083". Im Vergleich dazu zeigte das aliphatische
Agquivalent mit einem Cyclohexylring, 197, diese Charakteristik nicht (ICso [WT] = 0.08 uM;
ICso [PMNL] = 0.92 uM; LLE = 1.38). Die Serie schrumpfender aliphatischer Ringe bzw.
Ketten (197, 195, 193, 191, 194, 196, 198 und 200 brachte ebenfalls keine Potenzsteigerung
weder am Reinenzym noch in PMNL. Obwohl durch die Kettenverkirzung der clog P sinkt,
stagniert der LLE-Wert. Ausnahmen bilden das Cyclohexyl- und das Cyclopent-2-ylderivat
als wirksamste Derivate (ICso [WT] = 0.08 uM; LLE-Wert = 1.38 und 2.68). Der Einbau
eines aliphatischen Wasserstoffbriickendonors 200 fuhrte fast zum vollstandigen
Aktivitatsverlust (Restaktiviat bei 10 uM = 74.20 £ 10.49).

-132-



Pharmakologischer Teil

Tabelle 3.5: Inhibition der der 5-LO-Aktivitat durch Verbindungen mit variierter 4-Thiazolposition mit

kleineren Resten.

Inhibition 5-LO [ICs in uM]

clog

LLE

Substanz Struktur (95% K1, n > 3)
P (PMNL)
WT PMNL
ST-1083" ‘ iﬂg 0.03 0.68 483 134
/@/EN (0.024—0.045) (0.56 —0.82)
ST-1407" ‘ iﬂg 0.03 0.74 432 181
/@/EN (0.02-0.04)  (0.55—0.98)
ST-1355" | %Q 0.11 0.34 422 2.25
@iw (0.08—0.16)  (0.24—0.48)
199 ‘ S}@ 87.18+ 1576 36.38+7.14° 3.22 i
ST-1785" » Q 0.05 1.10 322  2.74
ot (0.033—0.067) (0.80— 1.50)
. 0.55 0.90
ST-1789 : Q 505  1.00
&Y[% (015-1.97)  (0.49— 1.65)
197 ‘ S%@ 0.08 0.92 466 138
Q/[N (0.058—0.119) (0.81— 1.04)
195 ‘ %G 0.081 059 355  2.68
OEN/ (0.063-0.104)  (0.50 - 0.69)
103 : @ 0.24 0.39 398 243
Ef[”/ o (0.18-033)  (0.20-0.77)
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Tabelle 3.5: Fortsetzung
Inhibition 5-LO [ICs in pM]

clog LLE
Substanz Struktur (95% K1, n > 3) 5 OMNL
WT PMNL ( )

191 : 0.24 2.80 363 192
</[”/HH (0.15-0.38) (221 3.56)

194 pr 0.13 L7 452  1.23
Ny W (0.08-0.20)  (1.38-2.28)

196 o 0.23 2.30 396  1.68
O P (0.16 -0.32)  (1.64—3.23)

198 : @ 0.47 513 377 152
o (0.28-0.78)  (4.38—6.01)

200 AfHH 7420 +10.49* 82.33+4.26° 2.36 -

HO'

* = fremde/gekaufte Substanzen; ® Restaktivitat bei 1 uM + SEM [%]; ° Restaktivitat bei 10 uM = SEM [%].

Das zentrale Strukturelement der 2-Aminothiazol-Grundstruktur kann durch Variationen der
3- und der 5-Position des Thiazolrings erfolgen sowie durch Anderung des 2-Aminolinkers,
sodass strukturéhnliche Analoga vorliegen. Die Auswirkungen dieser Variationen verdeutlicht
Tabelle 3.6. Alkylierung der 3-Position des zentralen Thiazolstickstoffs (SK-13", SK-40", 223
und 222) stellte sich als vertraglich mit dem Erhalt der 5-LO-Enzymaktivitat-Hemmung
heraus (ICsp [WT] = 0.03 - 0.05 uM) was vermuten lasst, dass der 2-Aminolinker nicht als
Wasserstoffbriickendonor fungiert, da dieser in diesen Verbindungen vornehmlich in einer
Iminstruktur vorliegt. Deutliche Auswirkungen hat die Alkylierung (SK-13", SK-40") jedoch
auf die Inhibitor-Aktivitét in intakten Zellen (1Cso [PMNL] = 1.11 — 2.71 uM), welche durch
Einfuhrung einer Methylgruppe in 5-Position (223) erhoht werden kann (ICso [PMNL] = 0.46
uM). Im Gegensatz dazu bewirkte eine Alkylierung des 2-Aminolinkers (SK-39°) eine
Verminderung der Aktivitdt (ICso [WT] = 0.27 uM). Hier l&sst sich wie zuvor eine leichte
Aktivitatssteigerung durch die verstarkte Torsion der anellierten Aromaten (SK-37"; ICso
[WT] = 0.17 uM) Dbeobachten. Des Weiteren ldasst sich ein starker Aktivitatsverlust
beobachten, wenn der 2-Aminolinker durch eine Methylengruppe (249) oder ein

Sauerstoffatom (242) ersetzt wird oder das sekundare Amin in ein tertidres umgewandelt wird
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wie bei Verbindung 231 wund 234 (vgl. Auswirkung der Alkylierung). Eine
Aktivitatsverringerung tritt ebenfalls ein, wenn der Linker um eine Methyleneinheit verlédngert
wird wie bei Verbindung 226 und 227. Der Verzicht des Thiazolrings (239) an der zentralen
Position fihrt ebenfalls zum totalen Aktivitatsverlust. Diese beiden Befunde unterstreichen
die Wichtigkeit des zentralen Thiazolrings und des 2-Aminolinkers.

Die Maskierung, des in Kapitel 2.2.2 genannten metabolischen Schwachpunkts des
Thiazolrings, durch Derivatisierung der 5-Position (1857, ST-1222" 184 und 183) wird
toleriert und fuhrt zu einer ahnlich guten Wirksamkeit (ICso [WT] = 0.03 — 0.08 uM), wenn
die Reste keine Wasserstoffbriickendonor-Eigenschaften aufweisen. Bei vorhandensein einer
Wasserstoffbriickendonor-Eigenschaft an der 5-Position, wie bei Verbindung 188, lasst sich
eine deutliche Aktivitatserniedrigung beobachten. Als potenteste Modifikation sticht die
Methylierung (ST-1711") mit 0.036 uM am Reinenzym hervor und wurde deshalb als neues

Grundelement dem Bestehenden hinzugefugt.
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Tabelle 3.6: Inhibition der 5-LO-Aktivitat durch Verbindungen analoger Thiazole ohne bzw. mit
gedndertem 2-Aminolinkers und variierter 5-Thiazol-Position.

Inhibition 5-LO [ICs in uM]

LLE
Substanz Struktur (95% Kl, n > 3) clog P
(PMNL)
WT PMNL
ST-1083" o 0.03 0.68 483 134
/@/EN (0.024 - 0.045) (0.56 —0.82)
SK-13" 8 Q 0.04 111 437 158
(. (0.030 - 0.046)  (0.80 — 1.54)
SK-40" * G 0.05 211 404 153
; (0.042-0.066) (1.17 - 6.29)
\
223 B G 0.03 0.46 507  1.27
; (0.015-0.041) (0.27—0.76)
cl \

- QI S G 7253+13.76° 26.17+7.94° 467 -

(017-043)  (2.51-4.82)

SK-39" /@/[%\fﬁ 0.27 3.48 385 161

(0.10-0.29)  (0.59 — 1.86)

SK-37" /©/ng 0.17 105 446 152

: (2.65 - 4.02)

249 )@Iﬁ > 90 3.27 474  0.75

HC s 2.56
242 Y > 90° 512 047
)@IN} %0 (2.01 - 3.24)
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Tabelle 3.6: Fortsetzung

Inhibition 5-LO [ICs in pM]

LLE

Substanz Struktur (95% Kl, n > 3) clog P OMNL
WT PMNL ( )
231 )@/[N/* i] 10.37 +6.28°  37.6+2.36° 2.72 -
234 Q/[N% m 80.71+7.88%° 66.52+1.72° 4.53 -
‘ s/>7N\HO
226 Q/[ " @ 66.43 +4.87° 42.07+4.69° 4.67 -
Pl 311
227 N - +533° 4.36 -
Q/[ O (Lo _sgz 571%533
239 ﬁ T@ 772%175 > 90° 3.29 -
ST-1711° " %@ 0.03 0.40 525 115
v (0.025-0.047)  (0.32—0.50)
ST-1222" N 0.06 0.30 567  0.85
v (0.047 - 0.072)  (0.26 —0.34)
184 /HH 0.05 111 474 121
(0.03-0.07)  (0.93-1.32)
183 /HH 0.08 0.62 482 139
(0.063 -0.110)  (0.46 — 0.83)
b
188 /HH 0.63 36.47+5.36° ]
(0.39 - 1.02)

* = fremde/gekaufte Substanzen; ?

Restaktivitét bei 1 pM + SEM [%]; °
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Die vorangegangenen Arbeiten von Vogt et al.”®* und Suh et al.?®" konnten zeigen, dass der
bioisostere Ersatz der p-Hydroxygruppe, deren Veretherung oder deren Wegfall zu einer
deutlichen Aktivitatsverringerung flhrten. Sie ist offensichtlich entscheidend flr die potente
5-LO-Hemmung und ist daher beizubehalten. Die Verschiebung der Hydroxygruppe hin zur
meta-Stellung flihrte ebenfalls zum Inhibitionsverlust, wahrend weitere Verschiebung zur
ortho-Stellung die inhibitorische Potenz wieder herstellte. Die Einfuhrung eines Spacers
zwischen Hydroxygruppe und Phenylring, welche die Mesomeriefdhigkeit bzw. die H-
Brickenbildung herabsetzt, erwies sich ebenfalls als unginstig. Diese Erkenntnisse konnten
durch die Verbindungen in Tabelle 3.7 fur den linken Teil verifiziert und vertieft werden.
Interessanterweise behalt das oxidierte Produkt von ST-1083", das Chinonimin 250, seine
gute Potenz gegeniiber der 5-LO-Aktivitat am Reinenzym (ICso [WT] = 0.04 uM), jedoch ist
die Aktivitat in intakten Zellen deutlich beeintrachtigt (ICso [PMNL] = 1.77 uM), sodass die
Aktivitat der Substanzen dort vermutlich nicht von deren Oxidationsprodukt ausgeht. Der
Einfluss des Aromaten lasst sich am aliphatischen Analogon 270 erkennen. Dieser hemmt
weder am Enzym noch im intakent Zellsystem die 5-LO-Produktbildung, was einen
Rickschluss auf die Bedeutung des Aromaten erlaubt. Auch beim bioisosteren Ersatz des
Phenylrings durch die Einflhrung eines Pyridinylrestes (271) oder eines Pyridonylrestes (288
und 281) lasst sich die entscheidende Rolle der p-Hydroxygruppe erkennen, da die
Einfhrung der Heteroaromaten im linken Teil zu einer Aktivitatserniedrigung am Reinenzym
und in intakten Zellen fiihrte. Selbst unter Beibehaltung der p-Hydroxygruppe in 288 wurde
eine 10-fache Erniedrigung der Aktivitdit am Reinenzym beobachtet im Vergleich zu
ST-1083". In PMNL wurden fiir beide Pyridonderivate (288 und 281) nur eine geringe
Aktivitat gemessen.

Ein weiterer Versuch die metabolische Oxidation des p-Aminophenol zu unterbinden, bestand
in der Einfuhrung von zwei 3,5-Dimethyl-Resten unter Beibehaltung der p-Hydroxygruppe.
Damit konnte die Aktivitat in PMNL erhalten werden (ICsp = 0.58 uM). Am Reinenzym war
jedoch eine 10-fache Erniedriegung des ICsp zu beobachten (ICso = 0.27 uM). Die
Erweiterung der 3,5-Dimethylreste zu 3,5-Diisopropylgruppen, mit einem stérkeren
induktiven Effekt, wurde im Vergleich, vermutlich Aufgrund der beginnenden sterischen

Abschirmung der wichtigen p-Hydroxygruppe, nicht toleriert (ICso [WT] = 0.46 uM).
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Tabelle 3.7: Inhibition der 5-LO-Aktivitat durch Verbindungen mit variierter 2-Thiazol-Position.

Inhibition 5-LO [ICs in pM] LLE
Substanz Struktur (95% KI, n > 3) clogP
wWT PMNL (PMNL)
X 0.03 0.68
ST-1083 5 (0.024 — 0 56- 0.82 4.83 1.34
] 0.045) (0.56-0.82)
0.04
250 : gj L 351 224

Lo (0.025 -
Q/[ 0.074) (1.104 - 2.834)
210 QI* o0 8698:238° 399 -

271 QIN/H“ 83.52+9.77%° 69.67+16.03° 4.60 -
~ b
288 NS 0.11 48.88 £ 5.06 460 )
N (0.06 — 0.20)

QOH 54.13 +

281 =3 L5310 4.60 ]
QIN o 50.15 + 6.31
@ 027 058

ST-1761" )@; i (0.22-034) (0.35-095) 551 073

O 0.46 0.97
275 we_s 763  -162
QIN/HH (0.31-0.68)  (0.74—1.26)

* = fremde/gekaufte Substanzen; ® Restaktivitat bei 1 uM + SEM [%]; ° Restaktivitat bei 10 uM = SEM [%].

Nach der SAR-Untersuchung der drei Teile der Leitstruktur wurden die besten Struktur-
elemente ausgewahlt und miteinander kombiniert. Die sich daraus ergebenden Substanzen

sind in Tabelle 3.8 aufgelistet. Erneut lassen sich die bereits gefundenen Strukturbeziehungen
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bestétigen. Der induktive Effekt der beiden 3,5-Dimethylreste im rechten Teil des Molekiils
(ST-1794", 261 (ST-1906), ST-1763", 293, 295 (ST-1853) und 298) filhrt zu einer starken
Aktivitatssteigerung im intakten Zellsystem (ICso = 0.047 — 0.29 uM) im Vergleich zu den
p-Hydroxyphenyl-substituierten Verbindungen (ICso = 0.35 — 1.00 uM; ST-1761", 259, ST-
1759, 197, ST-1777 und 297). Der starkere induktive Effekt und die erheblich gesteigerte
Raumerfullung durch die 3,5-Diisopropyl-Substitution hatten negative Auswirkungen. Im
linken Molekil-Teil sind Torsion bzw. sterisch anspruchsvolle Reste bevorzugt und fiihren zu
leichten Potenzsteigerungen, wobei sich eine Reihe fur das Grundgerust ergibt: Cyclohexyl =~
Adamantyl < 2,4-Dichlorphenyl. Diese Reste kdnnen ungiinstige Strukturelemente im rechten
Teil (Cyclohexylrest, vgl. 270 und 294) teilweise kompensieren. Die besten drei Merkmale,
Methylgruppe am zentralen Teil, 3,5-Dimethylreste im rechten Teil und sperriger Rest im
linken Teil wurden in den Verbindungen 261 (ST-1906) (ICso [WT] = 0.57 uM; ICso [PMNL]
= 0.047 pM) und 295 (ST-1853) (ICso [WT] = 0.33 pM; ICso [PMNL] = 0.05 pM)
kombiniert. Dies fiihrte zu einer Potenzsteigerung um den Faktor 10 im intakten Zellsystem
verglichen mit der Leitstruktur ST-1083". Durch das 3,5-Dimethyl-Substitutionsmuster
weisen diese Substanzen einen recht hohen clogP-Wert auf und der LLE-Wert konnte dadurch
nur minimal gesteigert werden (LLE fir 295 (ST-1853) = 1.53; fir ST-1083" = 1.34).
Versuche durch Einfiihren einer polaren Gruppe den LLE-Wert zu steigern (297 und 298)

fuhrten zu einem Aktivitatsverlust.

Tabelle 3.8: Inhibition der 5-LO-Aktivitat durch Verbindungen mit kombinierten Variationen.

Inhibition 5-LO [ICs in uM]

LLE
Substanz Struktur (95% Kl, n >3) clogP OMNL
WT PMNL ( )
ST-1083" ) 0.03 0.68 483 134
/©/[N/ (0.024-0.045)  (0.56 - 0.82)
ST-1794" e 0.30 0.08 594 116
QIN/ (0.21-0.41)  (0.077 —0.100)
259 § N 0.05 0.40 586 054
@IN/ (0.038 - 0.069)  (0.24 — 0.66)

Cl
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Tabelle 3.8: Fortsetzung

Inhibition 5-LO [ICs in pM]

LLE
Substanz Struktur (95% Kl, N >3) clog P
(PMNL)
WT PMNL
261 oo 0.57 0.05 655 078
(ST-1906) L (0.36-0.89)  (0.033—0.067)
) y @ 0.06 1.00
ST-1759 s (0.04-0.10)  (0.78—1.28)  5.08 0.92
ST-1763" SNl 0.40 0.29 577 077
@IN (0.27-0.60)  (0.21 — 0.40)
294 i %Q 0.08 0.92 425 179
QIN (0.058 —0.119)  (0.81 - 1.04)
ST-1777" "N %Q 0.16 035 509 137
QIN (0.12-0.20)  (0.26 —0.48)
we f Q 0.04 143
297 o 4.66 1.18
g (0.038-0.054)  (0.92 - 2.22)
293 sl 043 011 535 161
Q/[N (0.30-0.62)  (0.07-0.18)
295 HsC S, wCHS 033 005 577 153
(ST-1853) QIN% " (0.21-0.51)  (0.039 - 0.066)
298 H:‘C\o ‘ S/>7NHC ? 036 020 534 136
g (0.29-0.46)  (0.12-0.33)
206 3 0.65 0.78 746 -1.35
(0.47-0.89)  (0.66 —0.93)

| :/>7NH

* = fremde/gekaufte Substanzen.
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Die obige SAR-Untersuchung resultierte in den zwei Substanzen 261 (ST-1906) und 295
(ST-1853), welche eine Potenz von 0.05 puM im relevanten zellbasierten 5-LO-Assay
aufweisen. Ausgewdéhlte Substanzen wurden anschlielend auf anti-proliferierende Effekte
untersucht. Sie wurden auf Zellviabilitdt (WST-1-Assay) und auf die Verletzung der Integritat
der Zellmembran (LDH-Freisetzung) in U937-Zellen getestet, um auszuschlieBen zu kénnen,

dass ihre Potenz auf einem zytotoxischen Effekt beruht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.9

festgehalten

Tabelle 3.9: Toxizitatsbestimmung (n = 3) ausgesuchter 5-LO-Inhibitoren an U937 Zellen.

WST-1 % LDH WST-1 % LDH
Substanz ICso [UM] Freisetzung Substanz ICso [UM] Freisetzung
(95 % KI) [30 uM + SEM] (95 % KIl) [30 uM £ SEM]
* 8.68 *
ST-1083 5+1. ST-1794 > 64+1.
(6.71-11.22) 17519 30 9.64 +£1.96
SK-40" > 30 nt. ST-1777" > 30 573+ 1.32
541 25.54
184 133+ 1. 295 (ST-1853 98+0.7
(4.16 — 7.02) 33109 ( ) (19.02 — 34.29) 398£0.73
13.61 24.57
183 261 (ST-1906 +
(11.75 - 15.76) nt ( ) (19.65 — 31.47) 506+053

# gemessen bei 100 pM; n.t. nicht getestet.

Die Grundstruktur ST-1083" zeigt nur einen 10-fachen Sicherheitsspielraum zwischen dem
ICso-Wert am Target (PMNL) und dem ICso-Wert fiir Toxizitdt (WST-1). AuBerdem
verursachte sie eine deutliche LDH-Freisetzung von 17.5% bei 30 uM. Wie erwartet konnten
diese unguinstigen Eigenschaften durch Substitution der 3-Position (SK-40") oder der 5-
Position des zentralen Thiazolrings (184 und 183), stark verringert werden. Auch nach
zusatzlicher Derivatisierung des rechten Teils bzw. des linken Teils (ST-1794" und ST-1777")
wurden die nicht-toxischen Eigenschaften beibehalten, da weder ein signifikantes Zellsterben
(WST-1) noch LDH-Freisetzung gemessen wurde. Die zwei
Substanzen, 295 (ST-1853) und 261 (ST-1906), besitzen einen Uber 100-fach hoheren

Schwellwert zwischen dem ICso-Wert am Target (PMNL) und dem ICso-Wert fur Toxizitat

vielversprechendsten

(WST-1) und weisen nur eine marginale LDH-Freisetzung auf, sodass man von einem

ausreichenden Sicherheitsabstand bis zu cytotoxischen Effekten sprechen kann.
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3.2.3. Weitere Charakterisierung von ST-1853

Aus der SAR-Untersuchung im intakten Zellsystem wurden 295 (ST-1853) und 261 (ST-
1906) als potenteste Substanzen identifiziert (ICsp (PMNL) = 0.05 uM). Aufgrund des
hoheren LLE-Wertes (um den Faktor zwei) wurde 295 (ST-1853) weiter charakterisiert, weil
dies eine vergleichsweise bessere Prognose der Bioverfligbarkeit und Druglikeness bedeutet.
AuBerdem kann 295 (ST-1853) im Gegensatz zu 261 (ST-1906) leichter in sein
Hydrobromid-Salz (bergefuhrt werden, sodass es im physiologischen Milieu eine bessere
Loslichkeit besitzt. Verbindung 295 (ST-1853) wurde deshalb auf Off-targets innerhalb der
AA-Kaskade getestet sowie auf die Wirksamkeit in humanem Vollblut. Seine Stabilitat wurde
in Rattenlebermikrosomen (berprift. Dafir wurde der Anteil an verbleibender
Muttersubstanz nach Metabolisierung mittels HPLC bestimmt.

In Abbildung 3.5 ist die Off-target-Testung von 295 (ST-1853) im Vergleich zu anderen
Enzymen der AA-Kaskade dargestellt, namlich zu 12-LO, 15-LO1 und COX-1. COX-2

wurde zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht getestet.
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[
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Abbildung 3.5: Off-target-Validierung an Enzymen der AA-Kaskade.

Verbindung 295 (ST-1853) beeintrachtigt bereits im niedrigen zweistelligen nM-Bereich die
5-LO-Aktivitat (ICsp = 0.05 uM; KI = 0.039 -0.066 uM), jedoch erst im einstelligen
uM-Bereich die Aktivitat von 15-LO (ICsp ~ 9.9 uM) und COX-1 (ICso = 24.8 uM; K1 = 18.0
— 34.0 uM). Die Selektivitat fur 5-LO gegenuber diesen Off-targets liegt bei einem Faktor
100, sodass man von einer 5-LO-selektiven Substanz bzw. 5-LO-spezifischer Hemmung
sprechen kann. Die 12-LO-Aktivitat wird dagegen bis zu einer Konzentration von 100 uM gar
nicht beeinflusst. Die zu beobachtende Aktivitatssteigerung der 15-LO rihrt von den

Assaybedingungen her, da die 5- und 15-LO-Aktivitat im gleichen Zellsystem bestimmt
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werden. Es kommt dabei zu einem ,,Shunting*-Effekt, da die tiberschussige AA vermehrt von
der 15-LO metabolisiert werden kann, wenn die 5-LO bereits inhibiert wird.

Als Vorversuch zu den humanen Vollblutversuchen wurde die Inhibition mit 295 (ST-1853)
in PMNL in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von 10% fetalem Kélberserum (FCS) untersucht,
um das Verhalten der Substanz in Gegenwart von Blutplasma zu simulieren (Abbildung 3.6).

Zur Kontrolle diente Zileuton und ST-1237", welches eine starke Blutplasmabindung besitzt.

+/- FCS
100+ - 7.5 Mio PMNL

804
60+

40

5-LO Restaktivitat
[% der Kontrolle]

204

Abbildung 3.6: 5-LO Inhibition in PMNL durch verschiedene Derivate in Anwesenheit bzw. Abwesenheit
von 10% fetalem Kalberserum (FCS).

Bei einer Konzentraion von 0.1 uM 295 (ST-1853) findet mit (+) und ohne (-) Zusatz von
FCS nur eine moderate 5-LO Inhibition statt (85%(-) und 63%(-)). Bei einer Konzentration 1
uM bzw. 10 uM sinkt die 5-LO Restaktivitat auf 10%(-) / 17% (+) bzw. auf 4%(-) und
20%(+), wobei es zu keiner Uberdeutlichen Beeinflussung durch FCS kommt. Verbindung
295 (ST-1853) sollte daher keine nennenswerte Aktivitatsverringerung durch zu hohe

PlasmaeiweilRbindung erleiden.

PMNL Humanes Vollblut

e ST1083 100- F l e ST1083
= ST1853

1004

a
?

5-LO Restaktivitat

[% der Kontrolle]
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Abbildung 3.7: Dosiswirkungskurve von 295 (ST-1853) in PMNL und humanen Vollblut
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Die Versuche im humanen Vollblut (HWB) stehen im Einklang mit der obigen
Schlussfolgerung. In der Abbildung 3.7 sind die beiden Dosiswirkungskurven von 295 (ST-
1853) und ST-1083" in PMNL (a) und humanen Vollblut (b) wiedergegeben. In beiden Fallen
zeigt die Dosiswirkungskurve die 10-fache Potenzsteigerung von 295 (ST-1853) gegeniiber
ST-1083". Die Potenzsteigerung von 295 (ST-1853) (ICso (HWB) = 0.87 pM:; Klgsy, = 0.56 -
1.36 uM) ist zwar im Vollblut erhalten geblieben (ST-1083": I1Cso (HWB) = 6.15 uM; Klgsy
= 3.27 - 11.58 uM), jedoch fand eine Verschiebung zu 10-fach h6heren Konzentrationen statt.

30 min Inkubation 2 h Inkubation
150~ 150~
Bl LTB4 Bl LTB4
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T 2 100- T 2 100-
> c Zc
+= O += O
® X ® X
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Abbildung 3.8: 5-L.O Inhibition im humanen Vollblutassay mit unterschiedlichen Vorinkubationszeiten.

Um einen ersten Eindruck zur Stabilitat von 295 (ST-1853) im Blutplasma zu erhalten,
wurden anschlielend Versuche im humanen Vollblut mit unterschiedlichen Inkubationszeiten
durchgefuhrt (Abbildung 3.8). Da es sich auBerdem bei 295 (ST-1853) um eine recht
lipophile Verbindung handelt, kann sich wéhrend langerer Inkubationszeiten ein besseres
Gleichgewicht mit dem Blutplasma einstellen und es woméglich zu Aktivitatsdnderungen
kommen. Zum Vergleich wurden ST-1761" und Zileuton mitgetestet. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten mit Inhibitoren und nach einer Stimulation mit
Calciumionophor (IO) ist in allen drei Féllen die 5-LO-Produktbildung (LTB4 und 5-HETE)
fast gleichermaBen reduziert (Zileuton: RA = 5% und 6%; 295 (ST-1853) und ST-1761"
jeweils RA = 1% und 2%) und entpricht dem Niveau unstimulierter Proben (DMSO ohne 10;
RA= 1% und 2%). Die AA der stimulierten Proben wird zu 12- bzw. 15-HETE metabolisiert.
Nach zweistiindiger Inkubation mit Inhibitoren ist bei Zileuton und ST-1761" eine geringe
Zunahme der 5-LO-Produktbildung im Vergleich zur halbstiindigen Inkubation zu beobachten
(Zileuton RA [2h] = 9%; zuvor 5%; ST-1761" RA [2h] = 21%; zuvor 2%). 295 (ST-1853)
hingegen behélt seine potente Inhibition der 5-LO-Produktbildung (RA [2h] = 1% und 2%)

auch nach zweistundiger Inkubation im humanen Vollblut bei und scheint daher nicht wie
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Zileuton oder ST-1761" unter Stabilitatsproblemen oder im Laufe der Zeit an einer héheren

Blutplasmabindung zu leiden.

Um die Stabilitdt von 295 (ST-1853) weiter zu untersuchen, wurde eine in vitro
Metabolisierung mit Rattenleber-Mikrosomen (RT053B) durchgefihrt (Abbildung 3.9). Dafr
wurden die Substanzen ST-1083", ST-1761" und 295 (ST-1853) und die Kontrollsubstanz
7-Ethoxycoumarin (7-EC) mit Cytrochrom P450 aus dem Leberhomogenat, von einem Gehalt
von 0.319 nmol pro mg Protein, zusammengegeben und der wiedergefundene Gehalt der
Inhibitor-Muttersubstanz nach 10 min, 30 min und 60 min bestimmt. Nach einer Stunde lag
die wiedergefundene Menge von ST-1083" bei 82.51% + 1.04%, von ST-1761" bei 76.51% +
6.64% und von 295 (ST-1853) bei 70.77% = 1.74%. Die Kontrollsubstanz 7-EC wurde
hingegen stets zur Hélfte metabolisiert (52.94% - 55.60%). Der Gehalt von 295 (ST-1853)
nimmt also bei der in vitro Metabolisierung etwas schneller ab als der von ST-1083", aber das
Derivat ist dennoch stabil genug, um auch unter physiologischen Bedingungen seine Wirkung

entfalten zu kdnnen und ist daher geeignet weiter charakterisiert zu werden.
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Abbildung 3.9: Stabilitatstest mit Rattenlebermikrosomen (RT053B) von ST-1083", ST-1761", 295 (ST-
1853) und 7-Ethoxycoumarin (7-EC; Kontrollsubstrat).
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Die Pharmakotherapie chronisch entzindlicher Erkrankungen mit guter Wirksamkeit und
vertraglichem Profil bei Langzeiteinnahme stellt eine Herausforderung dar. Die weitest
verbreiteten Wirkstoffe zur Behandlung von Schmerzen sind die nicht-steroidalen
Antirheumatika (NSAR), doch die Einnahme von NSAR hemmt zwar den
Entzindungsprozess, verzdgert aber auch die Entzindungsauflosung, da NSAR die Bildung
von entziindungshemmenden und entziindungsauflésenden Lipidmediatoren hemmen.
Letztere sind jedoch essentiell fur die Regeneration des Gewebes nach einer Entziindung, um
eine vollstandige Heilung zu erzielen. Die Bildung von solchen entziindungsauflésenden
Mediatoren kann im Zellstoffwechsel einerseits ber die 12-Lipoxygenase-Route erfolgen,
andererseits aber auch von der durch geeignete Wirkstoffe acetylierten Cyclooxygenase-2
(COX-2) katalysiert werden. Die selektive Acetylierung der COX-2 stellt somit eine
erstrebenswerte neue anti-entziindliche Therapiestrategie dar.

Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung von COX-2-acetylierenden Substanzen mit
dem Ziel, die endogene Lipoxin-Bildung durch Modulation des COX-2-Enzyms zu férdern.
Hierfur wurden bekannte COX-bindende Inhibitoren mit einem Acetylgruppen-ubertragenden
Acetylsalicylsaure-Fragment fusioniert. Zunachst wurden bereits erprobte selektive Coxibe
sowie auch einige nicht-selektive NSAR als Leitstrukturen ausgewahlt. Damit wurden an der
COX-2-Kiristallstruktur in ihrem aktiven Zentrum Docking-Studien durchgefiihrt, wobei vor

30_Restes beachtet wurde. Dies fihrte zur Identifikation

allem die Bedeutung des Ser
geeigneter Positionen fiir die Einfihrung labiler Acetylgruppen in die Inhibitormolekdle.
Daraufhin gelang es, entsprechende Strukturen Uber neue Synthesewege aufzubauen. Es
wurden 21 Derivate von Celecoxib, Valdecoxib, Rofecoxib und Etericoxib als Vertreter der
(COX-2)-selektiven Inhibitoren erhalten, sowie auch 15 Derivate von Acetylsalicylsdure,
Diclofenac und Nimesulid-Analoga als Vertreter der nicht-selektiven NSAR gezielt
synthetisiert, die alle mit Acetylgruppen in ginstiger Position versehen sind. Zusatzlich
wurden Verbindungen mit Michael-Akzeptoren als kovalent bindender Komponente
synthetisiert. Bei den bis zuweilen sechsstufigen Syntheserouten konnten zweckvoll
Methoden, wie Mikrowellen-Synthese und heterogene Katalyse, integriert werden.

Alle neu gewonnnen Verbindungen wurden auf COX-Inhibition und auf COX-2-Selektivitét
hin getestet und dabei mehrere potente Verbindungen mit Coxib-Grundgerust identifiziert,
namlich 52, 53, 59, 88 und 109 (s. Abbildung 4.1), Sie hemmen die Enzymaktivitat der COX-
2 in vergleichbaren Male wie Celecoxib (RA (COX-1) = 88% - >95%; RA (COX-2) = 66% -
55%).
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CHy ~ )—CF;
HaC
52 (ST-1837) 53 (ST-1835) 59 (ST-1646) 109 (ST-1841) Celecoxib
RA (COX-1): > 95% RA (COX-1): > 95% RA (COX-1): 88% RA (COX-1): > 95% RA (COX-1): -
RA (COX-2): 64% RA (COX-2): 65% RA (COX-2): 66% RA (COX-2): 55% RA (COX-2): 72%

Abbildung 4.1: COX-2 selektive Coxibe mit integrierter Acetylgruppe und Celecoxib zum Vergleich.

NSAR-basierte Derivate mit potenter COX-2-Aktivitat wie z.B. 118, 119 und 132, behielten
hingegen eine COX-1-Praferenz, mit Ausnahme von 170a (ST-1650), welches selektiv an
COX-2 aktiv war. Zur Untersuchung einer irreversiblen COX-2-Inhibition, die auf eine
Modulation zur Lipoxin-Bildung hindeuten wiirde, wurden in vitro Auswaschungsversuche
mit intakten THP-1-Zellen durchgefiihrt. Eine moderate anhaltende COX-2-Inhibition zeigten
dabei die Verbindungen 33, 104, 105, 108, 109, 118 und 119 (Diff.: -8.03% bis -10.91%).
Eine deutlicher ausgeprégte stabile COX-2-Inhibition wurde mit 94, 100, 170a (ST-1650) und
171 erzielt, bei denen nach ihrer Auswaschung Restaktivitaten des Enzyms von bis zu 48%-
Punkten (170a (ST-1650)) unterhalb des Wertes vor der Auswaschung bestimmt wurden.

Um auszuschlielen, dass der Nachweis der Wirksamkeit der Verbindungen, und der
maoglichen irreversiblen Hemmung des COX-2-Enzyms, auf einem anti-proliferativen Effekt
beruht, wurde der Einfluss der Substanzen auf die Zellviabilitat (WST-1 Assay) untersucht.
Dabei erwiesen sich 94, 100, 104, 105, 108 und 109 als zytotoxisch. Fur die Derivate 33, 118,
119 und 170a (ST-1650) ergaben sich jedoch keine Hinweise auf eine derartige unspezifische
Wirkung, sodass bei ihnen die erniedrigten Werte der COX-2-Aktivitat tatsachlich als direkte
Inhibition angesehen werden konnen. Da bei der Erstellung dieser Arbeit jedoch kein Assay
zur Lipoxinquantifizierung verflgbar war, steht die endgiltige Verifizierung der COX-2-
Modulation noch aus.

Wenn man die Daten zur Enzymhemmung (COX-1 und COX-2) und die Ergebnisse nach
Inhibitor-Auswaschung (COX-2) gemeinsam betrachtet, lasst sich postulieren, dass die nicht-
toxischen Verbindungen 33, 118 und 119 die COX-2 auf sehr effiziente Weise hemmen und
eine Uber die Zeit stabile Inhibition bewirken. Wegen ihrer dauerhaften Wirkung ist
anzunehmen, dass sie offenbar lange das aktiven Zentrum der COX-2 hemmen. Dabei
besitzen sie eine Ubertragbare Acetoxy- bzw. Acetylgruppe, die durch Docking-Studien so

30_Rest des aktiven

designt wurde, dass sie sich in ginstiger rdumlicher Nahe zum Ser
Zentrums im Enzym befindet. Daher kodnnen diese drei Verbindungen als potentielle

irreversible Inhibitoren der COX-2 charakterisiert werden.
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Fur die Acetylsalicylsdure-Derivate 170a (ST-1650) und 171 lasst sich ebenfalls eine sehr
hohe Effizienz erkennen. Beide Verbindungen weisen zwar eine relativ schwache COX-2-
Inhibition auf, zeigen jedoch auch eine langere Zeit andauernde Inhibition (nach der
Auswaschung 48% weniger PGE,-Bildung als zuvor) und Gben ihren inhibitorischen Effekt
daher moglicherweise ebenfalls durch einen irreversiblen Mechanismus aus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Verbindungen mit nachgewiesenen positiven in vitro
Effekten zuséatzlich untersucht. Dazu wurde 170a (ST-1650) ausgewahlt, weil dieses Derivat
selektiv ist und die potenteste andauernde Inhibition der COX-2 hervorrief. Daher wurden
durch drei Tests versucht, indirekte Hinweise auf eine Lipoxinbildung zu erlangen. Als
Testsysteme fir den Effekt von 170a (ST-1650) dienten die PGE,-Produktbildung in intakten
THP-1-Zellen in Abhangigkeit von der Zeit, sowie auch die Fahigkeit die M1-Makrophagen
Polarisation zu beeinflussen und auBerdem das Zymosan-Hyperalgesie-Schmerzmodell in der
Mauspfote.

Als Ergebnisse deutete ein zeitversetzter Riickgang der PGE,-Bildung an der COX-2 auf die
Bildung von Lipoxinen hin. Eine Phanotypverschiebung zu entziindungsauflosenden M2-
Makrophagen wurde jedoch nicht beobachtet und im Schmerzmodell lieBen die Méuse keine
schnellere Schmerzauflésung im Vergleich zur Kontrollgruppe erkennen. Es lait sich also
nicht mit Sicherheit feststellen, ob 170a (ST-1650) in der Lage ist, durch COX-2-Modulation
die Lipoxin-Bildung zu fordern. Einerseits deuteten die Versuche zur PGE,-Produktion an der
COX-2 mit lebenden Zellen in vitro auf eine irreversible Hemmung hin, andererseits legte das
Schmerzmodell in vivo nahe, dass entweder keine Acetylierung durch 170a (ST-1650)
stattfindet oder diese nicht schnell oder vollstandig genug stattfindet. Somit wird die Bildung
genugender Mengen an Lipoxin fir einen anti-inflammatorischen Effekt am COX-2-Enzym
nicht induziert. Ein therapeutischer Mehrgewinn bleibt daher fraglich. Die Abbildung 4.2
zeigt abschlielend die Strukturen der vielversprechensten Derivate, welche bei der COX-2

eine nachhaltige Hemmung hervorrufen konnten.
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Abbildung 4.2: Synthetisierte COX-Inhibitoren mit anhaltender Inhibition in vitro

Weitere grof3e Herausforderungen bei der Behandlung chronisch entziindlicher Krankheiten
stellen Asthma bronchiale und allergische Rhinitis dar, welchen unter anderem eine
Dysregulation der Leukotriene zugrunde liegt. Die Biosynthese dieser wichtigen und potenten
Entziindungsmediatoren wird durch die 5-Lipoxygenase (5-LO) vermittelt.

Diese Arbeit befasst sich daher mit der Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung (SAR)
der 2-Aminothiazole als 5-LO-Inhibitoren, die im Jahr 2012 durch Suh et al.®’ als
Leitstrukturen (SKI-11") zur Entwicklung von 5-LO-Inhibitoren entdeckt wurden. Es wurde
eine Optimierung der Grundstruktur als 5-LO-Inhibitor durchgefiihrt. Zu Beginn der Arbeit
wurden die Einfliisse der Substituenten (R*: vgl. Abbildung 4.3) des Thiazols-Rings und des
Aminolinkers auf deren inhibitorische Potenz auf die 5-LO ermittelt, um die SAR initialer

Arbeiten zu vertiefen.
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*«  Wichtige Rolle fur zytotoxische und *  p-Hydroxygruppe whichtig far
Redoxeigenschaften hohe 5-LO Affinitat
«  Geringer Einfluss auf Potenz «  3,5-Dimethylsubstitution sorgt fir
+  Verstarkt die Torsion der anellierten PMNL Potenzmaximierung
Ringe
9 R1 R4

*  Unterschiedliche Substituenten
werden toleriert R

»  Sperrige Ringe und Torsion der
anellierten Ringe bevorzugt

= Optimierung der Potenz in PMNL

Abbildung 4.3: Struktur-Wirkungsbeziehung der Substituenten R;, an 2-Aminothiazol als 5-LO-
Inhibitor

Dafir wurden Derivate mit Wasserstoffbriickenakzeptoren bzw. —donoren sowie
elektronenziehenden- oder donierenden Gruppen an der 5-Position (R;) charakterisiert, wobei
nur ein geringer Einfluss bei der Abwandlung verschiedener Substituenten auf die 5-LO-
Inhibition beobachtet wurde. Substitution in 5-Position tragt aber zur vorteilhaften Torsion
des Aromaten in 4-Position (R?) bei und spielt dadurch eine wichtige Rolle fiir zytotoxische-
und Redoxeigenschaften wie entsprechende in vitro Untersuchungen zeigten. Als
wirkungsvollster Substituent in 5-Position (R') zur Steigerung der 5-LO-Inhibition in
Polymorphonuklearen Leukozyten (PMNL), erwies sich eine Methylgruppe (ST-1711").

In 4-Position (R®) wurden verschiedene aromatische und aliphatische Ringsysteme mit
unterschiedliche Raumerfillung eingefuhrt, wobei sich zeigte, dass an dieser Position
unterschiedliche Substituenten toleriert wurden, was die bislang in der Literatur bekannte
SAR bestatigte.”"*®* Neu konnte anhand von 197, ST-1253" und 201 abgeleitet werden, dass
sperrige und verdrillte Ringe bevorzugt werden und zwar in der Reihenfolge Cyclohexyl ~
Adamantyl < 2,4-Dichlorphenyl. Durch die Wahl eines dieser Reste gelang eine weitere
Potenzsteigerung in PMNL.

Um den Einfluss des zentralen Thiazols und des Aminolinkers (R® auf die 5-LO-
Produkthemmung zu charakterisieren, wurden der Aminolinker durch Sauerstoff (242) oder
Kohlenstoff (249) ausgetauscht und Spacer zwischen Linker und dem Substituenten des
Aminolinkers eingefiihrt. Es zeigte sich bei beiden Verbindungen, dass der Aminolinker
wichtig flr die inhibitorische Potenz ist und seine Derivatisierung nicht toleriert wird. Bei
Einfiihrung zusétzlicher Substituenten am Thiazolstickstoff (R®) wurde festgestellt, dass die
Derivatisierung des zentralen Rings gut toleriert wird, was als Ansatz zur weiteren
Optimierung der Leitstruktur dienen kann.

Der wichtige Einfluss der p-Hydroxygruppe am aromatischen Substituenten des Aminolinkers

(R%, auf den vorangegangene Studien hinweisen, lieR sich bei den hier synthetisierten
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Derivaten ebenfalls bestatigen.”"?®" Tautomeriefahige Verbindungen (Pyridinone) stellten
sich als deutlich weniger potent heraus. Um die Oxidation des verkappten Aminophenols zu
toxischen Metaboliten zu verhindern, wurde ein 2,6-Dimethylhydroxyphenylrest (ST-1761")
als gunstig identifiziert. Dieses Substitutionsmuster hat sich schon bei Derivaten von
Paracetamol als effektiv erwiesen, um die Oxidation zum hepatoxischen N-Acetyl-p-
benzochinon-Imin (NAPQI) zu reduzieren.**** Im Zuge der biologischen Charakterisierung
stellte sich heraus, dass dieses Substitutionsmuster aullerdem die Potenz in PMNL fordert.

Nach der SAR-Untersuchung von 64 Verbindungen im intakten Zellsystem konnten durch
Kombination der bevorzugten Strukturelemente (Methylgruppe an R*, verdrillter Rest R? und
2,6-Dimethylhydroxyphenylrest an R*) die zwei Verbindungen 295 (ST-1853) und 261 (ST-
1906), als neue potente 5-LO-Inhibitoren entwickelt werden (ICso [PMNL] = 0.05 uM), die

sich als nicht-toxisch herausstellten. Diese beiden 5-LO-Inhibitoren wirken um einen Faktor

10 potenter und sind weniger toxisch verglichen mit or

der Leitstruktur ST-1083". lhre stufenweise ]
Entwicklung ist in Abbildung 4.4 dargestelit. Q/[ sT-1085
Aufgrund ihrer potenten 5-LO-Produkthemmung in ICSO(PMNL)WPM
PMNL wurde die Verbindung 295 (ST-1853) weiter OH
in vitro charakterisiert. 295 (ST-1853) wurde

A />7NH \ S/>7NH
innerhalb der AA-Kaskade auf Off-targets getestet, Q/[ erimer Q/E 05 6711

deren Aktivititen sie erst bei 100-fach hcherer ° s e
Konzentration beeinflusst, sowie in humanem \
Vollblut, wo sie sich ihre 10-fach bessere

Wirksamkeit im Vergleich zu ST-1083" bestatigte. /@I%NH
Dariiber hinaus erwies sich 295 (ST-1853) bei den .

(Cep (PUNL: .08
ersten  Uberpriifungen seiner  Stabilitat  unter
physiologischen Bedingungen wie bei der in vitro
Metabolisierung durch Rattenlebermikrosomen als
ausreichend stabil und daher zur weiteren i HH

261 (ST-1906) s T

. = - IC50 (PMNL): 0.05 pM 50 (PMNL): 0.05 uM
Charakterisierung gut geeignet. Abbildung 4.4: Stufenwelse EntW|ckIung

von 295 (ST-1853) und 261 (ST-1906) aus
ST-1083"
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5.1.  Analytische Methoden, Gerate und Materialien

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar,
Apollo Scientific, Fluka, FluoroChem, Grissing, Maybridge, Merk, Sigma-Aldrich, VWR

Chemicals und TCI Europe bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

Loésungsmittel

Fur die Synthesen wurden, wenn nicht anders angegeben, Ldsungsmittel der Reinheit p.a.
verwendet. Die Losungsmittel wurden von den Firmen Acros Organics, Bernd Kraft, Fluka,
Riedel de Haén, Roth und Sigma Aldrich bezogen. Fur die Saulenchromatographie wurden,
Losungsmittel mit technischem Reinheitsgrad verwendet. Deuterierte Losungsmittel wurden

von der Firma Euriso-Top (St. Aubin Cedex/Frankreich) bezogen.

Mikrowelle

Fiir die Mikrowellen-unterstiitze Synthese wurde das Gerat Biotage Initiator” 2.0 (400 Watt)
verwendet von der Firma Biotage (Uppsala, Schweden). Die Mikrowellenvials wurden mit
einem Septum versiegelt. Die GroRe der dazugehdrigen Vials, in den GroRen 2-5 mL und 5-

10 mL, wurden den jeweilig verwendeten VVolumina angepasst.

Dunnschichtchromatographie

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien Kieselgel 60 F?>* der
Firma Merck verwendet. Zur Detektion wurden UV-Licht der Wellenlange 254 und 366 nm,
ethanolische Ninhydrin-L&ésung zur Farbung von Aminen, schwefelsaure Vanillin-Lésung zur
Farbung von Hydroxygruppen oder ethanolische Molybdatophosphorséure-Lésung zur

Féarbung von rein aliphatischen Verbindungen verwendet.

-156-



Experimenteller Teil

Saulenchromatographie

Fur die Sdulenchromatographie wurde Kieselgel der KorngroRe 63-200 um der Firma Merck
verwendet. Das jeweils verwendete FlieBmittel ist in den expliziten oder in den allgemeinen

Synthesevorschriften angegeben.

Kernresonanzspektroskopie

NMR-Spektren wurden auf den Spektrometern Bruker AM 250 mit einem BBI-Probenkopf
und Bruker AV 300 sowie Bruker AV 400 mit einem BBO-Probenkopf gemessen (Bruker,
Rheinstadten). Die Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Das verwendete deuterierte
Losungsmittel ist fur jede Verbindung explizit aufgefithrt. Fur *H- und *3C-Spektroskopie
wurde das Losungsmittel als interner Standard verwendet. Die ‘H-Spektren wurden
ausgewertet durch die Angabe der chemischen Verschiebung & in ppm, der Multiplizitat des
Signals, der relativen Protonenanzahl, der Kopplungskonstanten J in Hz und wurden
entsprechend zugeordnet. *3C-Spektren wurden nur fur Endverbindungen aufgenommen und
werden nur unter Auflistung der chemischen Verschiebung & in ppm angegeben ohne
Zuordnung. Von als Salze geféllten Verbindungen wurden die Spektren von der freien Base
aufgenommen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software ,,MestReC* 4.8.6.0
von Mestrelab Research. Die Multiplizitaten wurden wie folgt Abgekirzt: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = unbestimmtes Multiplett, br = breites Singulett, p =

pseudo.

Massenspektrometrie

Elektronen-Spray-lonisations-Massenspektrometrie ~ (ESI-MS)  wurden auf  dem
Massenspektrometer VG Platform 11 der Firma Fisons Instruments (Manchester,UK)
gemessen bzw. auf dem Gerdt Mariner Workstation TOF (Applied Biosystems,
Carlsbad/USA). Die lonisierungsart bei der Messung, Positiv-Modus oder Negativ-Modus, ist
bei allen Verbindungen explizit aufgefihrt.

Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonisation-Massenspektrometrie (MALDI-MS) wurde auf
dem Spektrometer VG TOF Spec der Firma Fisons Instruments (Manchester, UK)
durchgefuhrt. Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoesdaure (DHB) verwendet.

Hochaufgeloste MALDI (HR-MS) Spektren wurden auf dem Gerdt LTQ Orbitrap XL der
Firma Thermo Scientific (Waltham/USA) gemessen. Als interner Standard diente die

-157-



Experimenteller Teil

MALDI-Matrix. Verbindungen wurden als analysenrein betrachtet, wenn die praktisch

ermittelte Masse maximal £2 ppm Abweichung zum theoretischen Wert aufwies. Die

Berechnung erfolgt durch: (

theoretische Masse—gemessene Masse) 106
theoretische Masse

Elementaranalyse

Zur Analyse der elementaren Zusammensetzung wurde das Geréat Vairo MicroCube der Firma
Elementar (Hanau) verwendet. Die Verbindungen wurden als analysenrein betrachtet, wenn
die praktisch ermittelten Werte (C,H,N,S) der CHN-Analytik maximal £ 0.4 % Abweichung

zum theoretischen berechneten Wert aufwiesen. Dies entspricht einer Reinheit > 95 %.

Anmerkungen

Die Verbindungen sind in der Reihenfolge nach ihrer Nummerierung im chemischen Teil
aufgelistet. Die Syntheseausbeuten wurden nicht optimiert und beziehen sich bei mehrstufigen
Synthesen auf die unmittelbar zuvor genannten Syntheseschritte. Die Ausbeuten der
Endverbindungen beziehen sich auf die elementaranalytisch-reine Substanzmenge. Die
Molmassen der Substanzen beziehen sich auf die angegebene Summenformel bzw.
Strukturformeln. Ubersichtshalber wurden die Strukturformeln auch von geféllten Salzen in

ihrer deprotonierten Form dargestellt.

5.2.  Allgemeine Synthesevorschriften

Darstellung von Acetylsalicylsaureestern (A)

Das Benzoesdurederivat (1.0 eq) wurde im entsprechenden Alkohol (20 eq) geldst und mit
konzentrierter Schwefelséure (0.2 eq) versetzt und fir acht Stunden zum Sieden erhitzt.
AnschlieRend wurde der Alkohol unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand in
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet
und entfernt. Der Ruickstand wurde ohne weitere Aufreinigung nach allgemeiner

Synthesevorschrift C Methode 3 weiter umgesetzt.
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Darstellung von Hydroxamsauren (B)

In Thionylchlorid wurde das Carbonsaure-Derivat (1 eq) fir drei Stunden zum Sieden erhitzt.
AnschlieRend wurde das uberschiissige Thionylchlorid abdestilliert und der 6lige Rickstand
in eine eisgekuhlte 4M Natronlauge (10 eq) mit Hydroxylaminhydrochlorid (10 eq) versetzte
Losung gegeben. Nach 30 Minuten wurde mit Ethylacetat extrahiert, mit Wasser und
geséttigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und abschlieBend die organische Phase
getrocknet.

Acetylierungsvorschriften (C)
Methode 1:

In 20 mL Dichlormethan, mit katalytischen Mengen an 4-(Dimethylamino)pyridin, wurde die
zu acetylierende Substanz (1.0 eq) und Triethylamin (1.5 eq) gel6st und fir 30 Minuten
geriihrt. Anschliefend wurde Acetylchlorid (1.2 eq) hinzugetropft und fur fiinf Stunden
geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit Dichlormethan verdinnt und mit geséttigter
Ammoniumchlorid-L6sung gequencht. Die organische Phase wurde mit gesattigter

Natriumchlorid-Lésung gewaschen, getrocknet und entfernt.
Methode 2:

In 5-10 mL trockenem Pyridin wurde die zu acetylierende Substanz (1.0 eq) gel6st, auf 0 °C
gekuhlt und fir 30 Minuten geruhrt. Anschlielend wurde Acetylchlorid (1.2 eq) hinzugetropft
und solang geruhrt, bis sich der anfangs gebildete Niederschlag aufléste (ca. 2h).
AnschlieBend wurde mit Ethylacetat verdinnt und 2N Salzsdure hinzugegeben. Die
organische Phase wurde mit geséattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, getrocknet und

unter verminderten Druck bis zur Trockne eingeengt.
Methode 3:

Die zu acetylierende Substanz wurde in Essigsdureanhydrid gelost und fir eine Stunde auf
100 °C erhitzt. Es wurde auf Eis gegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase
wurde mit geséattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet

und unter verminderten Druck bis zur Trockne eingeengt.
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Darstellung von aromatischen Aminen aus Nitrogruppen (D)

Aromatische Nitroderivate (1 eq) wurden in der 50-fachen Menge an Ethanol oder Methanol
gelost und mit Palladium (10% auf Aktivkohle, 0.1 Gew.-%) versetzt. Der Losung wurde
unter Wasserstoffatmosphare gestellt und tber Nacht heftig gerthrt. Die Reaktionsmischung
wurde dann tiber Celite® 535 filtriert und mit dem entsprechenden Lésungsmittel groRziigig
nachgewaschen. Das Filtrat wurde abschlieRend bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt

wurde, falls nicht anders erwahnt, ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Darstellung von a-Bromketonen (E)
Methode 1: a-Bromierung von aromatischen Ketonen

Zu einem aromatischen Keton (1 eq), in 50 mL Chloroform geldst, wurde Brom (1 eq), in
5mL Chloroform gel6st, langsam bei Raumtemperatur hinzugetropft. Die Tropf-
geschwindigkeit wurde so gewdhlt, dass sich die Losung spontan entfarbt. AnschlieRend
wurde die Reaktionslésung mit Dichlormethan verdinnt und mit Wasser und gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Eventuelle Bromriickstande wurden durch Waschen mit
20%iger Natriumhydrogensulfit-Losung beseitigt. Die organische Phase wurde Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde,
falls nicht anders erwahnt, ohne weitere Aufreinigung direkt umgesetzt.

Methode 2: a-Bromierung von aliphatischen Ketonen

Zu einem aliphatischen Keton (1 eq), in 5 mL Methanol geldst, und Zusatz von katalytischer
Menge an Kupferpulver wurde reines Brom (1 eq) langsam bei Raumtemperatur hinzugetropft
und Uber Nacht rihren lassen. Ersatzweise wurde auch Kuper(ll)bromid verwendet.
AnschlieBend wurde die Reaktionslosung auf Wasser gegeben und mit Diethylether
extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen,
tber Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde ohne weitere Aufreinigung direkt umgesetzt.
Darstellung von N-Aryl-N¢-benzoylthioharnstoffen (F) nach**

Zu einer Losung aus Ammoniumthiocyanat (1.1 eq) in 80 mL Aceton wurde Benzoylchlorid
(1.0 eq) gegeben und fir 30 Minuten zum Sieden erhitzt. In der Siedehitze wurde, zu dem in

situ generierten Benzoylisothiocyanat, ein Amin- oder Anilin-Derivat (1.0 eq), in Aceton
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geldst, hinzugegeben und fir weitere drei Stunden erhitzt. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung auf Eis gegeben. Es entsteht ein feinpulvriger
Niederschlag. Dieser wurde abfiltriert, mit Wasser nachgewaschen und ohne weitere

Aufreinigung umgesetzt.

Darstellung N-substituierter Thioharnstoffe (G) nach®*®

Das nach der allgemeinen Synthesevorschrift F synthetisierte N-Aryl-N‘-benzoylthio-
harnstoff-Derivat wurde in Kkleinen Portionen zu einer 85 °C warmen 2M Natronlauge
gegeben und fur 30 Minuten geriihrt. Die Reaktionslosung wurde, nach Abkihlen auf
Raumtemperatur, auf Eis gegeben und mit 2M Salzséure schwach angesduert. Der sich
bildende Niederschlag wurde abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt
wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt. In der Regel wurde kein Massenspektrum
aufgenommen, da die Thioharnstoff-Derivate in der ESI-MS sowie in der MALDI-MS zu

starker Fragmentierung neigen.

Darstellung von 2-Aminothiazol-Derivaten (H) nach?!

Das nach der allgemeinen Synthesevorschrift E synthetisierte a-Bromketon (1 eq) und der
nach der allgemeinen Synthesevorschrift G synthetisierte Thioharnstoff (1 eq) wurden in
wasserfreiem Ethanol in der Mikrowelle bei 85°C unter automatisch angepasstem
Energieeintrag fur 35 Minuten erhitzt. Die Reaktionslésung wurde mit Diethylether verdiinnt
und mit Wasser und gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase

wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, unter reduziertem Druck entfernt.

Darstellung von Coumarin-Derivaten (1)

Zu einem Salicylaldehyd-Derivat (1 eq) wurde, ohne Zusatz von Ldsungsmitteln,
Acetessigester (2 eq) hinzugefugt und geriihrt. Die Reaktion wurde mit zehn Tropfen
Piperidin gestartet und fiir eine Stunde geruhrt. Die entstandene Suspension wurde mit wenig
heiRem Ethanol in Losung gebracht und abgekdihlt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert

und getrocknet.
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5.3.  Synthese und Charakterisierung der Cyclooxygenase-

Modulatoren

5.3.1. Celecoxib-Derivate und ihre Vorstufen

1,3-Dioxo-1-phenylbutan-2-ylacetat (9)

In 2 mL Dichlormethan wurde Benzoylaceton (500 mg, 3.0 mmol, 1.0 eq) geldst, in kleinen
Portionen Diacetoxyiodobenzol (1.2 g, 3.6 mmol, 1.2 eq) hinzu gegeben und flr vier Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lodsungsmittel wurde entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 5/2 Petolether (PE) / Ethylacetat). Man
isolierte ein gelbes Ol.

Ausbeute: 465 mg (69%)

Summenformel: C12H1204 e 9
Molekulargewicht:  220.22 g/ mol ©)HO)J\(CDH3
Rf-Wert: 0.41 (5/2; PE / EtOAC) \Cﬁs
Substanzcode: SW 201

IH-NMR (250 MHz, CDClg): & = 8.00-7.96 (m, 2H, Ph-2H,6H), 7.50-7.44 (m, 3H, Ph-
3H,4H,5H), 6.24 (s, 1H, -CH-), 2.28 (s, 3H, O-C(0)-CHs), 2.22 (s, 3H, CH-C(0)-CH).

ESI-MS: m/z = 243.6 [M+Na']"

4-(4-Hydroxy-3-methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-1-yl)benzensulfonamid (11)

In 5 mL Ethanol wurde 4-Hydrazinobenzen-1-sulfonamid Hydrochlorid (196 mg, 0.9 mmol, 1
eq) und 1,3-Dioxo-1-phenylbutan-2-ylacetat (9, 195mg, 0.9 mmol, 1 eq) fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Ethylacetat
erneut geldst und mit Hexan trituriert. Man erhélt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 149 mg (49%)

Summenformel: C16H15N303S HZN\S/,O
Molekulargewicht:  329.37 g / mol ¢ \Q |
Rf-Wert: 0.43 (5/1; Hex / EtOAC +AcOH) [
Substanzcode: SW 202 o

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.72 (d, 2H, J = 8.79 Hz, Ph-SO,NH,-3H,5H), 7.40-
7.35 (m, 3H, Ph-3H,4H,5H), 7.29 (d, 2H, J = 8.78 Hz, Ph-SO,NH,-2H,6H), 7.25-7.22 (m,
2H, Ph-2H,6H), 2.25 (s, 3H, -CHs).
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ESI-MS: m/z = 330.1 [M+H']*

3-Methyl-5-phenyl-1-(4-sulfamoylphenyl)-1H-pyrazol-4-ylacetat (13)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 4-(4-Hydroxy-3-methyl-
5-phenyl-1H-pyrazol-1-yl)benzenesulfonamid (11, 329 mg, 1 mmol, 1.0 eq) in 10 mL
Pyridin. Der isolierte Rickstand wurde in einer Mischung aus 1/2 Hexan / Ethylacetat
suspendiert und der Feststoff abfiltriert. Anschlieend wurde aus Ethanol umkristallisiert.
Man erhélt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 78 mg (20%) HaN,
Summenformel: C1gH17N304S O//S\Q
Molekulargewicht:  371.41 g/ mol N;N\ CHg
Rf-Wert; 0.65 (1/2; Hex / EtOAC) O{Ha

Substanzcode: SW 209 /ST-1726

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.78 (d, 2H, J = 8.79 Hz, Ph-SO,NH,-3H,5H), 7.43-
7.37 (m, 7H, -NH;, Ph-SO,NH,-3H,5H, Ph-3H,4H,5H), 7.18-7.16 (m, 2H, Ph-2H,6H), 2.23
(s, 3H, Pyrazol-CHj3), 2.16 (s, 3H, C(O)-CHjy).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 168.77, 142.30, 142.23, 141.65, 133.41, 132.33, 128.96,
128.91, 128.72, 127.31, 126.51, 124.14, 20.00, 10.52.

ESI-MS: m/z = 372.7 [M+H'T"
HR-MS: berechnet: m/z = 372.10125
gefunden: m/z = 372.10141 Abweichung: 0.4 ppm

1-(4-(N-Acetylsulfamoyl)phenyl)-3-methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-4-ylacetat (14)

4-(4-Hydroxy-3-methyl-5-phenyl-1H-pyrazol-1-yl)benzenesulfonamid (11, 329 mg, 1 mmol,
1 eq) und Diisopropylethylamin (155 pL, 0.9 mmol, 2 eq) wurde in 5 mL Dichlormethan
gelost und Essigsaureanhydrid (91 pL, 0.9 mmol, 2 eq) dazu gegeben. Nach einer Stunde
wurde mit Dichlormethan verdinnt und mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde getrocknet, reduziert und mit Hexan trituriert. Man erhalt einen
gelben Feststoff.

Ausbeute: 53 mg (31%) "

OYN\ //o
Summenformel: CyoH19N305S - H,0 HsC O//S\Q
Molekulargewicht:  413.45 g/ mol NN CH,
Rf-Wert: 0.84 (1/2; Hex / EtOAC) OWCHS
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Substanzcode: SW 205/ ST-1725

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.14 (br, 1H, -NH-) 7.86 (d, 2H, J = 8.70 Hz, Ph-
SO,;NH;-3H,5H), 7.44-7.41 (m, 5H, Ph-SO,NH,-3H,5H, Ph-3H,4H,5H), 7.19-7.17 (m, 2H,
Ph-2H,6H), 2.23 (s, 3H, pyrazol-CHj3), 2.16 (s, 3H, Pyrazol-C(O)-CHj3), 1.92 (s, 3H, NH-
C(0)-CHjy).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 168.89, 168.72, 142.95, 142.71, 137.38, 133.52, 132.54,
129.07, 128.95, 128.70, 128.49, 127.17, 123.95, 23.23, 19.99, 10.55.

ESI-MS: m/z = 414.0 [M+H™]"
HR-MS: berechnet: m/z = 414.11182
gefunden: m/z =414.11210 Abweichung: 0.6 ppm

5.3.2. Etoricoxib-Derivate und ihre VVorstufen

2-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-1-(p-tolyl)ethan-1-on (16)

2-(4-(Methylsulfonyl)phenylessigsaure ((15, 2.6 g, 12.1 mmol, 1 eq) wurde in 20 mL
Thionylchlorid geldst und fur drei Stunden zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel entfernt und der Rickstand in 50 mL Toluen und 50 mL Chloroform
aufgenommen. Es wurde Aluminiumchlorid (3 g, 22 mmol, 2 eq) hinzugefugt und fur finf
Stunden erhitzt. Dann wurde 200 g Eis hinzu gegeben, die Phasen geschieden und abgetrennt.
Der Rickstand aus der organischen Phase wurde sdaulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhielt einen schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 698 mg (20%)

Summenformel: C16H1603S Hsc\s//o
Molekulargewicht:  288.36 g / mol J O
Rf-Wert: 0.08 (DCM) o
Substanzcode: GA 02 HyC O

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dq): & = 7.97 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 7.86 (d, 2H, J
= 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.52 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CHs-2H,6H), 7.35 (d, 2H, J
= 8.0 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 4.53 (s, 2H, -CH,-), 3.20 (s, 3H, SO,-CHs), 2.38 (s, 3H, Ph-CHy).

ESI-MS: m/z = 289.3 [M+H™]"

4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-5-0x0-5-(p-tolyl)pentannitril (17)

Hergestellt gemaR der Vorschrift fur 5-Oxo-4,5-diphenylpentannitril (23) aus 2-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-1-(p-tolyl)ethan-1-on (16, 700 mg, 2.4 mmol) in 20 mL THF / tert-
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Butanol. S&ulenchromatographische Aufreinigung mit FlieBmittel: 99/1 Dichlormethan /
Methanol. Es wurde ein gelbes Pulver isoliert.

Ausbeute: 419 mg (50%)

Summenformel: C19H19NO3S Hac\s//o
Molekulargewicht:  341.43 g/ mol J O
Rf-Wert: 0.44 (DCM) O o]
Substanzcode: GA 03 HyC

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 7.91 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CHs-3H,5H), 7.87 (d, 2H, J =
8.3 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 7.54 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.22 (d, 2H, J = 8.0 Hz,
Ph-CHs-2H,6H), 4.86 (t, 1H, J = 7.18 Hz, -CH-), 3.02 (s, 3H, SO,-CHs), 2.61-2.10 (m, 7H, -
CH,-CH,-, Ph-CH3).

ESI-MS: m/z = 340.0 [M-H'T

5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydropyridin-2(1H)-on (18)

Hergestellt gemé&lR der Vorschrift fur 5,6-Diphenyl-3,4-dihydropyridin-2(1H)-on (24) aus 4-
(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-5-0x0-5-(p-tolyl)pentannitril (17, 420 mg, 1.7 mmol) in 15 mL
Essigsdure, mit 5 mL konzentrierter Schwefelsdure. Der Niederschlag wurde
saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 1/2 Hexan / Ethylacetat). Es wurde ein
gelbes Pulver isoliert.

Ausbeute: 103 mg (24%)

Summenformel: C1oH19NO3S H3C\S//O
Molekulargewicht:  341.43 g/ mol J O
Rf-Wert: 0.29 (1/2; Hex / EtOAC) O | N o
Substanzcode: GA 08 HyC

IH-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 7.62 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CHs-3H,5H), 7.08 (d, 2H, J =
8.6 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 6.98 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 6.95 (d, 2H, J = 8.3 Hz,
Ph-CH3-2H,6H), 6.83 (br, 1H, -NH-), 2.95 (s, 3H, SO,-CHs), 2.81 (t, 2H, J = 8.1 Hz, C(O)-
CHy-), 2.64 (t, 2H, J = 7.9 Hz, CH,-CH,-), 2.26 (s, 3H, Ph-CHs).

ESI-MS: m/z = 340.0 [M-H']

5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-6-(p-tolyl)pyridin-2-ol (20)

Hergestellt gemal der VVorschrift fur 5,6-Diphenylpyridin-2-ol 26 aus 5-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)-6-(p-tolyl)-3,4-dihydropyridin-2(1H)-on (18, 100 mg, 0.3 mmol) in 5 mL
Dowtherm A®. Es wurde ein brauner Feststoff isoliert.
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Ausbeute: 65 mg (63%)

Summenformel: C19H17NOsS H3C\S//o
Molekulargewicht:  339.41 g/ mol J O N
Rf-Wert; 0.10 (9/1; DCM / MeOH) 'N/ oH
Substanzcode: GA 11 HyC O

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.88 (br, 1H, -OH), 7.74 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CHs-
3H,5H), 7.58 (d, 1H, J = 9.3 Hz, ), 7.28 (d, 2H, J = 8.38 Hz, Ph-CHs-2H,6H), 7.12 (pseudo s,
4H, Ph-CH3), 6.46 (d, 1H, J = 9.30 Hz, py-4H), 3.18 (s, 3H, SO»-CHs), 2.29 (s, 3H, Ph-CHy).

ESI-MS: m/z = 338.0 [M-H'T

5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-6-(p-tolyl)pyridin-2-ylacetat (21)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 5-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)-6-(p-tolyl)pyridin-2-ol (20, 62 mg, 0.2 mmol) in 4 mL Pyridin. Saulen-
chromatographische Aufreinigung (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol) und
Umkristallisation aus Ethanol. Es wurde ein gelber Feststoff isoliert.

Ausbeute: 46 mg (60%)

Summenformel: C21H19NO4S HSCC\;/S// O
Molekulargewicht:  381.45 g/ mol | t Q
Rf-Wert: 0.50 (98/2; DCM / MeOH) , O oo o

Substanzcode: GA 12 /ST-1859

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 8.01 (d, 1H, J = 8.2 Hz, py-3H), 7.87 (d, 2H, J = 8.5 Hz,
Ph-CH3-3H,5H), 7.49 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CHg-2H,6H), 7.31 (d, 1H, J = 8.2 Hz, py-4H),
7.16 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.09 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.23 (s,
3H, SO,-CHs3), 2.35 (s, 3H, Ph-CHs), 2.27 (s, 3H, C(O)-CHs).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.95, 156.61, 155.16, 144.02, 142.69, 139.56, 137.87,
135.27, 132.18, 130.29, 129.57, 128.57, 126.93, 115.02, 43.28, 20.82, 20.66.

ESI-MS: m/z = 383.0 [M+H']"
HR-MS: berechnet: m/z = 382.11076
gefunden: m/z = 382.11037 Abweichung: 1.0 ppm

5-0Oxo0-4,5-diphenylpentannitril (23)

Acrylnitril (2 mL, 30.6 mmol, 1.2 eq), in 1 mL THF geldst, wurde langsam zu einer Ldsung
aus Deoxybenzoin (5 g, 25.5 mmol, 1 eq) und Kalium-tert-butanolat (1 g, 10 mmol, 0.4 eq),
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in 10 mL tert-Butanol und 10 mL THF, gel6ést. Das Gemisch wurde fur 48 Stunden auf 40 °C
erhitzt. Die Losung wurde mit 2M Salzséure gequencht und mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde gewaschen, getrocknet und entfernt. Der Rickstand wurde
sédulenchromatographisch aufgetrennt (FlieRmittel: 5/1 Hexan / Ethylacetat) und man isolierte
einen weilRer Feststoff,

Ausbeute: 2.04 (32%)

Summenformel: Ci17H15NO O
Molekulargewicht:  249.31 g/ mol

Rf-Wert: 0.20 (9/1; Hex / EtOAC) O ° N
Substanzcode: SW 208

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 7.92-7.89 (m, 2H, Ph-C(0)-3H,5H), 7.45 (m, 8H, Ph, Ph-
C(0)), 4.68 (t, 1H, J = 6.7 Hz, -CH-), 2.43-2.10 (m, 4H, -CH,-CHy-).

ESI-MS: m/z = 250.5 [M+H™]*

5,6-Diphenyl-3,4-dihydropyridin-2(1H)-on (24)

In 20 mL Essigsaure, mit 8 mL konzentrierter Schwefelséure, wurde langsam 5-Ox0-4,5-
diphenylpentannitril (23, 2.04 g, 8.2 mmol) dazu gegeben und fir vier Stunden auf 60 °C
erhitzt. Es wurde auf Eis gegeben und neutralisiert. Der ausgefallene Feststoff wurde
abfiltriert. Man isolierte einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 1.499g (73%)

Summenformel: C17H15NO O
Molekulargewicht:  249.31 g / mol |
RFf-Wert: 0.31 (2/1; Hex / EtOAC) O NP
Substanzcode: SW 210

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 7.26-6-97 (m, 10H, Ph), 6.88 (br, 1H, -NH-), 2.91-2.84 (m,
2H, C(0)-CHy-), 2.73-2.66 (M, 2H, CH»-CH,-).

ESI-MS: m/z = 272.1[M+Na']*

5,6-Diphenylpyridin-2-ol (26)

In 5 mL eines Biphenyl-Diphenylether-Gemisches (Dowtherm A®) wurden 5,6-Diphenyl-3,4-
dihydropyridin-2(1H)-on (24, 500 mg, 2 mmol) gel6st und mit Palladium (10%ig auf Kohle,
100 mg) versetzt. Es wurde flr 72 Stunden mit einem Sandbad auf 230 °C erhitzt.

Ausbeute: 496 mg (quantitativ)
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Summenformel: C17H13NO O
Molekulargewicht:  247.30 g/ mol | t
Rf-Wert: 0.08 (98/2: DCM / MeOH) O .
Substanzcode: SW 211

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.51 (br, 1H, -OH), 7.54 (d, 1H, J = 7.5 Hz, py-3H),
7.30-7.00 (m, 10H, Ph), 6.45 (d, 1H, J = 7.5 Hz, py-4H).

ESI-MS: m/z = 248.2 [M+H']*

5,6-Diphenylpyridin-2-ylacetat (27)

Hergestellt geméaRk allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 5,6-Diphenylpyridin-2-ol
(26, 496 mg, 2 mmol) in 20 mL Pyridin. Es wurde ein klares Ol isoliert nach siulen-
chromatographischer Aufreinigung (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat).

Ausbeute: 212 mg (36%)

Summenformel: C19H15sNO; O

Molekulargewicht:  289.33 g/ mol | i
N o CH,

Rf-Wert: 0.64 (1/1; Hex / EtOAC) O

Substanzcode: SW 212

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.97 (d, 1H, J = 7.5 Hz, py-3H), 7.34-7.18 (m, 11H, Ph,
py-4H), 2.34 (s, 3H, -CHj3).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 168.92, 156.04, 154.87, 142.48, 138.61, 138.45, 133.84,
129.43, 129.24, 128.27, 127.94, 127.68, 127.53, 115.01, 20.75.

ESI-MS: m/z = 312.2 [M+Na'T"

5.3.3. Rofecoxib-Derivate und ihre VVorstufen

4-Methylbenzoylameisensaureethylester (29)

Zu einer Losung aus Oxalséaurediethylester (1.7 mL, 12.5 mmol, 1 eq) in 25 mL trockenem
Diethylether wurde bei -70 °C eine 0.5M p-Tolylmagnesiumbromid-L6sung (25 mL, 12.5
mmol, 1 eq) langsam hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde fur zwei Stunden bei -70 °C
und anschliefend bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde mit 15 mL gesattigter
Ammoniumchlorid-Lésung gequencht, und die organische Phase mit 2N Salzsdure und
geséttigter Natrimchlorid-Losung gewaschen. Trocknen Uber Natriumsulfat und entfernen des
L6sungsmittels ergab ein gelbes Ol.
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Ausbeute: 1.23 g (51%) o
O._CHs
Summenformel: C11H1,03 m
H,;C
Molekulargewicht:  192.21 g/ mol

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 7.85 (d, 2H, J = 8.14 Hz, Ph-2H,6H), 7.43 (d, 2H, J =
7.99 Hz, Ph-3H,5H), 4.41 (g, 2H, J = 7.12 Hz, -CHy-), 2.42 (s, 3H, -CH3), 1.32 (t, 3H, J =
7.13 Hz, CH,-CHa).

ESI-MS: m/z = 214.6 [M+Na']"

4-Methylbenzoylameisensaure (30)

4-Methylbenzoylameisenséureethylester (29, 1.23 g, 6.4 mmol) wurde in 5 mL 2M
Natronlauge suspendiert und wurde in der Mikrowelle bei 110 °C fiir acht Minuten erhitzt.
Die Reaktionslosung wurde mit 30 mL Wasser verdinnt und mit 50 mL Diethylether
gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit 2N Salzséure angesauert und dreimal mit je 50 mL
Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet und eingeengt. Das erhaltene
Ol wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 752 mg (72%) 1 o
Summenformel: CyHsgO3 y Cm
Molekulargewicht:  164.16 g / mol

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.82 (d, 2H, J = 8.14 Hz, Ph-2H,6H), 7.42 (d, 2H, J =
7.99 Hz, Ph-3H,5H), 2.41 (s, 3H, -CHy).

ESI-MS: m/z=1625 [M-H'T

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-p-tolylfuran-2,5-dion (31)

4-Methylbenzoylameisenséure (30, 752 mg, 4.6 mmol, 1 eq), und 4-(Methylsulfonyl)-
phenylessigsdure (981 mg, 4.6 mmol, 1 eq) wurden in 15 mL Essigsaureanhydrid gel6st und
flr dreieinhalb Stunden zum Sieden erhitzt. Die Reaktion wurde in 50 mL Wasser gegeben
und mit Natriumcarbonat neutralisiert. Es wurde mit EtOAc extrahiert, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. Man erhélt einen roten Feststoff.

HsC_ /O
Ausbeute: 1.48 g (95%) )
(@)
(0]
Summenformel: C18H1405S O
| o
Molekulargewicht:  342.36 g / mol O
O

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.09 (d, 2H, J = 8.43 Hz, Ph-  *cC
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SO,CH3-3H,5H), 7.73 (d, 2H, J = 8.42 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.41 (d, 2H, J = 8.27 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.34 (d, 2H, J = 8.27 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.33 (s, 3H, SO,-CHs), 2.40 (s, 3H,
Ph-CHa).

ESI-MS: m/z = 3415 [M-H']

1-Hydroxy-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrrole-2,5-dion (32)

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-p-tolylfuran-2,5-dion (31, 506 mg, 1.5 mmol, 1.0 eq), und
Hydroxylaminhydrochlorid (240 mg, 3.4 mmol, 2.2 eq) wurden in 25 mL trockenem Pyridin
fiir drei Stunden zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in
Chloroform aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum entfernt. Man erhélt einen orange-farbenen

Schaum. . 4P
Ausbeute: 515 mg (98%) J O 0
Summenformel: C18H15NOsS | N—oH
Molekulargewicht:  357.38 g / mol e O °

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.73 (s, 1H, -OH), 7.96 (d, 2H, J = 8.39 Hz, Ph-
SO,CHs-3H,5H), 7.62 (d, 2H, J = 8.37 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.28 (d, 2H, J = 8.21 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.24 (d, 2H, J = 8.22 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.26 (s, 3H, SO»-CHs), 2.32 (s, 3H,
Ph-CHs).

ESI-MS: m/z = 356.5 [M-H'T

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2,5-dioxo-4-(p-tolyl)-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-ylacetat (33)

Hergestellt gemal allgemeier Synthesevorschrift C Methode 1 aus 1-Hydroxy-3-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrrole-2,5-dion (32, 250 mg, 0.7 mmol, 1 eq) in 5
mL Dichlormethan. Die Reaktion wurde mit Diethylether verdiinnt und der ausfallende gelbe
Feststoff wurde abfiltriert. AbschlieRend wurde aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 157 mg (56%) HC. /P

Summenformel: C2oH17NOgS ¢ O o o
Molekulargewicht:  399.42 g/ mol | N—0>\gCH3
Substanzcode: ST-1454 ho O ©

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 7.94 (d, 2H, J = 8.51 Hz, Ph-SO,CH3-3H,5H), 7.68 (d, 2H,
J = 8.52 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.36 (d, 2H, J = 8.18 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.19 (d, 2H, J =
8.05 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.08 (s, 3H, SO,-CHs), 2.39 (s, 3H, Ph-CH3), 2.30 (s, 3H, C(O)-
CH).
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BC-NMR (62 MHz, CDCls): § = 166.82, 164.46, 164.44, 142.05, 141.67, 137.00, 133.65,
130.77, 129.91, 129.82, 127.71, 124.07, 44.34, 21.58, 17.56.

ESI-MS: m/z = 400.2 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: C60.14 H 4.29 N 3.51 S8.03
gefunden: C 60.07 H 4.37 N 3.51 S8.03

2-Brom-1-(4-(methylsulfonyl)phenyl)ethan-1-on (35) nach®*

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 1-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)ethan-1-on (2 g, 10 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt einen pulvrigen wei3en
Feststoff

Ausbeute: 2.6 g (94%)

Summenformel: CoHyBrosS o
Molekulargewicht:  277.13 g/ mol o\\S/Ej)J\/Br
Substanzcode: SW 505 %

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 8.17 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-3H,5H), 8.08 (d, 2H, J = 8.6
Hz, Ph-2H,6H), 4.45 (s, 2H, -CH,-), 3.09 (s, 3H, -CHa).

2-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-oxoethyl-2-p-tolylessigsaure (37) nach®*®

In 15 mL Acetonitril wurden p-Tolylessigsaure (1.5 g, 10 mmol, 1 eq), 2-Brom-1-(4-
(methylsulfonyl)phenyl)ethan-1-on (35, 2.7 g, 9.4 mmol, 1 eq) und Triethylamin (2.7 ml, 20
mmol, 2 eq) fur 30 Minuten zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der
Rickstand in Ethylacetat aufgenommen und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung, 10%iger Zitronensaure und geséattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
organsiche Phase wurde entfernt und der Rickstand, ein brauner Feststoff, ohne weitere
Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 2.71 g (78%)

Summenformel: C1gH180sS Q .
Molekulargewicht:  346.40 g / mol o w m
Rf-Wert: 0.43 (1/1; Hex / EtOAcC) ey o
Substanzcode: SW 506

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 8.04 (pseudo s, 4H, Ph-SO,-CH3), 7.23-7.13 (m, 4H, Ph-
CHs), 5.13 (s, 2H, C(0)-CH»-0), 3.76 (s, 2H, C(0)-CH,-Ph-CH3), 3.07 (s, 3H, SO,-CHj),
2.34 (s, 3H, Ph-CHy).

ESI-MS: miz = 347.7 [M+H']*
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4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)furan-2(5H)-on (38, Rofecoxib) nach®®

In 15 mL Dimethylformaid wurde 2-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-oxoethyl-2-p-
tolylessigséure (37, 2.71 g, 7.8 mmol, 1 eq) und Diisopropylethylamin (6.6 mL, 39.0 mmol, 5
eq) geldst und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde auf Eis gegeben, mit
2N Salzséaure schwach angeséuert und der ausfallende gelbe Feststoff abfiltriert. Nach saulen-
chromatographische Aufreinigung (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat) isolierte man einen
orangenen Feststoff.

Ausbeute: 960 mg (37%)

Summenformel: C18H1604S HsC/\S//O
Molekulargewicht:  328.38 g/ mol - O
Rf-Wert: 0.22 (1/1; Hex / EtOAC) | o
Substanzcode: SW 507 He O o

'H-NMR (250 MHz, CDCly): § = 7.92 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.51 (d, 2H,
J = 8.2 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.28 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-CHs-2H,6H), 7.19 (d, 2H, J =
7.9 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 5.17 (s, 2H, -CHj-), 3.06 (s, 3H, SO»-CHs), 2.37 (s, 3H, Ph-CHy).

4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-on (39)

In ein Mikrowellenvial wurden Rofecoxib (38, 70 mg, 0.2 mmol) und Ammoniumacetat (100
mg, Uberschuss) und 0.1 mL Essigsaure gegeben und fiir 15 Minuten auf 200 °C erhitzt. Die
Schmelze wurde in 2N Salzsdure aufgeldst und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wurde entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieRmittel:
95/5 Dichlormethan / Methanol). Man isolierte einen schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 50 mg (76%)

Summenformel: C1gH17NO3S ”30/\3//0
Molekulargewicht:  327.40 g / mol - O
Rf-Wert: 0.10 (98/2; DCM / MeOH) | NH
Substanzcode: SW 525 HiC O °

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.63 (s, 1H, -NH-), 7.87 (s, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-
CH3-3H,5H), 7.56 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.16 (pseudo s, 4H, Ph-CHy),
4.38 (s, 2H, -CH,-), 3.22 (s, 3H, SO,-CHs), 2.31 (s, 3H, Ph-CHy).

4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)-1H-pyrrol-2-ylacetat (40)
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In 3 mL DMF wurde 4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-on
(39, 50 mg, 0.1 mmol, 1.0 eq) geldst und mit Natriumhydrid (60%ig in Mineral6l, 11 mg, 0.4
mmol, 3.0 eq) fiir 30 Minuten gerthrt. AnschlieBend wurde Acetylchlorid (14 uL, 0.1 mmol,
1.2 eq) hinzugegeben und fir zwei Stunden geriihrt. Das DMF wurde entfernt und der
Rickstand saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 2/1 Hexan / Ethylacetat). Das
isolierte Ol wurde in Chloroform aufgenommen und mit Hexan trituiert. Man erhalt einen
weilen Feststoff.

Ausbeute: 28 mg (49%) N
Summenformel: C20H19NO4S - H0 s O
Molekulargewicht:  369.43 g / mol : NH
Rf-Wert: 0.64 (2/1; Hex / EtOAC) o O o~

CHs
Substanzcode: SW 529/ ST-1860

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.57 (s, 1H, -NH-), 7.73 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-
CH3-3H,5H), 7.35 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.12 (d, 2H, J = 7.9 Hz, Ph-CH3-
2H,6H), 7.18 (m, 3H, Pyrrol-5H, Ph-CH3-3H,5H), 3.17 (s, 3H, SO»-CHs), 2.29 (s, 3H, Ph-
CH3), 2.19 (s, 3H, C(0)-CHa).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 169.30, 141.20, 137.08, 135.10, 133.97, 129.94, 129.03,
128.77, 127.30, 126.83, 126.76, 119.20, 112.60, 108.05, 43.48, 20.65, 20.05.

ESI-MS: m/z = 368.0 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 62.00 H 5.46 N 3.62 S 8.28
gefunden: C 62.33 H 5-09 N 3.52 S8.21

4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)-1H-pyrrol-2-ol (42)

Das Tautomer von 4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-(p-tolyl)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-on (39)
wurde durch rihren in DMF und Triethylamin erhalten. Im Gegensatz zu 39 zeigt das
Tautomer starke Fluoreszenz und Loslichkeit in deuteriertem Chloroform.

Summenformel: C1gH17NO3S HsC/\S/,O
Molekulargewicht:  327.40 g / mol - O
Rf-Wert: 0.75 (98/2; DCM / MeOH) : NH
Substanzcode: SW 526 HeG O o

'H-NMR (250 MHz, CDCl): § = 7.93 (s, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.71 (s, 1H,
Pyrrol-5H), 7.56 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-CHs-2H,6H), 7.34 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-CHs-
2H,6H), 7.18 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.07 (s, 3H, SO,-CHs), 2.38 (s, 3H, Ph-
CHb).
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5.3.4. Valdecoxib-Derivate und ihre Vorstufen

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-oxo-2-p-tolylpropionsaureethylester (48)

4-Methylsulfonylbenzoesdure (2.05 g, 10.2 mmol, 1.0 eq) wurde in 20 mL Thionylchlorid
geldst, mit katalytischen Mengen an DMF versetzt und fur fiinf Stunden zum Sieden erhitzt.
Uberschiissiges Thionylchlorid wurde abdestilliert und der Riickstand kristallisiert mit der
Zeit zu einem weil3en Feststoff aus. Dieser wurde in 5 mL trockenem THF gel6st und zu einer
auf -70 °C gekuhlten Losung bestehend aus 4 Methylphenylessigsaureehylester (2.2 mL, 12.3
mmol, 1.2 eq) und Lithiumdiisopropylamid (2M in THF, 10.2 mL, 20.4 mmol, 2.0 eq)
langsam dazu getropft und flr 16 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wurden mit 40
mL gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung gequencht und dreimal mit 50 mL Ethylacetat
extrahiert. Nach dem Trocknen und Entfernen des Ldsungsmittels wurde ein gelb/orange-
farbenes Ol isoliert, welches saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieRmittel: 1/1 Hexan /
Ethylacetat). Man erhilt ein gelbes Ol, welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 1.93 g (53%)

Summenformel: C19H2005S e 90
Molekulargewicht:  360.42 g/ mol o O 0" cH,
Rf-Wert: 0.56 (1/1; Hex / EtOAC) Ho™R O
Substanzcode: SW 372 Chs

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 8.22 (d, 2H, J = 8.59 Hz, Ph-SO,CHs-3H,5H), 8.04 (d,
2H, J = 8.58 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.27 (d, 2H, J = 8.12 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 7.16 (d, 2H,
J = 7.95 Hz, Ph-CHg-2H,6H), 6.19 (s, 1H, -CH-), 4.14 (q, 2H, J = 7.08 Hz, -CH,-), 3.27 (s,
3H, SO,-CH3), 2.25 (s, 3H, Ph-CHs), 1.17 (t, 3H, J = 7.11 Hz, CH,-CH3).

ESI-MS: m/z = 359.5 [M-H'T

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-p-tolylisoxazol-5-ol (49)

Methode 1: In 20 mL wasserfreiem Ethanol wurde 3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-oxo-2-p-
tolylpropionséureethylester (48, 660 mg, 1.8 mmol, 1 eq) und Hydroxylaminhydrochlorid (1.2
g, 18 mmol, 10 eq) fiir 48 Stunden zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde entfernt und
der Ruckstand aus einem Wasser / Ethanol Gemisch umkristallisiert. Man isoliert einen
schwach gelben Feststoff.

Ausbeute : 325 mg (54%)

Methode 2: In 5 mL wasserfreiem Ethanol wurde 3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-
tolyl)isoxazol-5-amin (58, 353 mg, 1 mmol, 1.0 eq) und 1IN Salzsdure (1 mL, 1 mmol, 1 eq)
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fir 24 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen kristallisierte langsam ein schwach
gelber Feststoff aus.

Ausbeute: 200 mg (62%)
Summenformel: C17H15NO4S
Molekulargewicht:  329.37 g / mol

Rf-Wert: 0.08 (98/2; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 374

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.01 (d, 2H, J = 8.48 Hz, Ph-SO,CH3-3H,5H), 7.68 (d,
2H, J = 8.42 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.15 (pseudo s, 4H, Ph-CHs), 3.27 (s, 3H, SO,-CHj),
2.28 (s, 3H, Ph-CHy).

ESI-MS: m/z = 328.0 [M-H'T

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-ylacetat (50)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 1 aus 3-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)-4-p-tolylisoxazol-5-ol (49, 326 mg, 0.9 mmol, 1 eq) in 20 mL Dichlormethan. Der
isolierte Rickstand wurde s&ulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol). AbschlieBend wurde aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhélt einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 100 mg (27%)
Summenformel: C1oH17NOsS
Molekulargewicht:  371.41 g/ mol

Rf-Wert: 0.62 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 378 /ST-1836

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): 5 = 8.01 (d, 2H, J = 8.48 Hz, Ph-SO,CHs-3H,5H), 7.74 (d,
2H, J = 8.49 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.12 (d, 2H, J = 8.16 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.08 (d, 2H,
J = 8.29 Hz, Ph-CHs-3H,5H), 3.31 (s, 3H, SO,-CHs), 2.40 (s, 3H, C(0)-CHs), 2.26 (s, 3H,
Ph-CHa).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 165.14, 164.70, 151.43, 142.03, 137.72, 132.96, 130.02,
129.00, 128.29, 126.76, 126.73, 123.99, 107.86, 43.05, 22.80, 20.63.

ESI-MS: m/z = 394.8 [M+Na']"
Elementaranalyse: berechnet: C61.44 H4.61 N 3.77 S8.63
gefunden: C 61.42 H4.44 N 3.74 S8.79
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3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-ol (51)

Eine Mischung aus 3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-3-oxo-2-p-tolylpropionséureethylester (48,
700 mg, 1.9 mmol, 1.0 eq), Essigsaure (94 uL, 2.1 mmol, 1.1 eq) und Hydrazinhydrat (107
ulL, 2.1 mmol, 1.1 eq) wurde in 40 mL Dioxan, mit 4 mL Wasser, Uber Nacht zum Sieden
erhitzt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in 15 mL Wasser aufgenommen.
Es fallt ein leicht gelber Feststoff aus.

Ausbeute: 398 mg (62%)
Summenformel: C17H16N203S
Molekulargewicht:  328.39 g / mol

Rf-Wert: 0.05 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 373

IH-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 12.26 (br, 1H, -NH-), 10.06 (br, 1H, -OH), 7.89 (d, 2H,
J = 8.36 Hz, Ph-SO,CH3-3H,5H), 7.57 (d, 2H, J = 8.51 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.28
(pseudo s, 4H, Ph-CH), 3.23 (s, 3H, SO,-CH3), 2.28 (s, 3H, Ph-CHs).

ESI-MS: miz = 327.6 [M-H'T

1-Acetyl-3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-ylacetat (52)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 3-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-ol (51, 200 mg, 0.6 mmol, 1.0 eq) in 5 mL Pyridin. Der
isolierte Ruckstand wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 98/2 DCM /
MeOH). Man isoliert einen zitronen-farbigen Feststoff.

Ausbeute: 67 mg (26%) HaC 0

Summenformel: C21H20N,05S ©

Molekulargewicht:  412.46 g / mol
Rf-Wert: 0.73 (95/5; DCM / MeOH) oé(o
Substanzcode: SW 379A / ST-1837 s

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): 5 = 7.95 (d, 2H, J = 8.39 Hz, Ph-SO,CHs-3H,5H), 7.68 (d,
2H, J = 8.38 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.24 (d, 2H, J = 8.00 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.07 (d, 2H,
J =8.01 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.24 (s, 3H, SO,-CHs), 2.71 (s, 3H, N-C(0)-CHs), 2.33 (s, 3H,
Ph-CHs), 2.29 (s, 3H, O-C(O)-CHy).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 169.74, 167.96, 148.79, 143.32, 141.06, 137.72, 136.16,
129.57, 128.80, 128.52, 127.34, 127.22, 127.18, 125.07, 113.39, 43.19, 22.82, 20.72, 19.96.

ESI-MS: m/z=4141 [M+2H']"
Elementaranalyse: berechnet: C61.15 H 4.89 N 6.79 ST7.77
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gefunden: C 60.86 H 5.02 N 6.50 S7.72

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-ylacetat (53)

In 5 mL Pyridin wurde 3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-ol (51, 200
mg, 0.6 mmol, 1.0 eq) geldst, auf 0 °C gekihlt und Essigsédureanhydrid (75 uL, 0.7 mmol, 1.2
eq) dazu getropft. Es wurde exakt flir 30 Minuten geriihrt, dann das Losungsmittel entfernt
und der Rickstand s&dulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol). Man isoliert einen blass-gelben Feststoff.

Ausbeute: 84 mg (37%)
Summenformel: C19H1s8N-04S - H,0O
Molekulargewicht:  370.42 g / mol

Rf-Wert; 0.22 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 379B / ST-1835

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 13.35 (br, 1H, -NH-), 7.95 (d, 2H, J = 8.46 Hz, Ph-
SO,CH3-3H,5H), 7.62 (d, 2H, J = 8.51 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.18 (d, 2H, J = 7.94 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.05 (d, 2H, J = 8.08 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.26 (s, 3H, SO,-CH3), 2.31 (s, 3H,
Ph-CHs), 2.21 (s, 3H, C(O)-CHy).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.64, 153.09, 140.63, 138.19, 136.43, 133.94, 129.43,
128.86, 128.63, 127.90, 127.34, 127.22, 109.66, 43.14, 20.67, 20.14.

ESI-MS: m/z = 369.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C58.75 H5.19 N 7.21 S8.25
gefunden: C 58.67 H5.10 N 7.23 S7.96

4-(Methylsulfonyl)benzaldehydoxim (55)

In einem Gemisch aus 15 mL Wasser, 20 g Eis und 15 mL Ethanol wurde 4-Methylsulfonyl-
benzaldehyd (3 g, 16.3 mmol, 1.0 eq) gelést, auf 0°C gekdhlt und mit
Hydroxylaminhydrochlorid (1.6 g, 22.8 mmol, 1.4 eq) versetzt. Hinzu wurde 15 mL einer
33%ige Natronlauge langsam hinzugetropft (lber eineinhalb Stunden), sodass die
Reaktionslosung 10 °C nicht tberschreitet. Es wurde dann auf Raumtemperatur erwarmt und
nochmals eine Stunde lang geruhrt. AnschlieBend wurde mit konzentrierter Salzséure
neutralisiert und der entstandene weilRe Niederschlag mit Diethylether extrahiert. Die
organische Phase wurde getrocknet und unter reduziertem Druck entfernt. Man isoliert einen
schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 3.15 g (97%)
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Summenformel: CgHgNO3S O
Molekulargewicht:  199.22 g / mol o /©)|\H
Rf-Wert: 0.27 (98/2; DCM / MeOH) ne
Substanzcode: SW 142

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.69 (s, 1H, C(NOH)-H), 8.27 (s, 1H, -OH), 7.92 (d,
2H, J = 8.50 Hz, Ph-3H,5H), 7.86 (d, 2H, J = 8.52 Hz, Ph-2H,6H), 3.23 (s, 3H, -CHa).

ESI-MS: m/z = 197.4 [M+H']*

N-Hydroxy-4-(methylsulfonyl)benzimidoylchlorid (56)

In 20 mL DMF wurde 4-(Methylsulfonyl)benzaldehydoxim (55, 1.5 g, 7.5 mmol, 1 eq) gel6st
und N-Chlorsuccinimid (1.0 g, 7.5 g, 1 eq) in kleinen Portionen hinzu gegeben. Die
Reaktionslosung wurde flr zweieinhalb Stunden geriihrt und dann auf Eis gegeben. Es wurde
mit Diethylether extrahiert und anschlieRend die organische Phase mir Wasser und gesattigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Trockenen uber Natriumsulfat und entfernen des
organischem LoOsungsmittels ergab einen weilBen Feststoff, welcher ohne weitere
Aufreinigung verwendet wurde.

Ausbeute: 1.42 (82%)

Summenformel: CgHsCINO3S O
Molekulargewicht:  233.67 g/ mol o /@Aou
Rf-Wert: 0.67 (98/2; DCM / MeOH) ch/\\sx\o
Substanzcode: SW 144

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 12.84 (s, 1H, -OH), 8.03 (pseudo d, 4H, Ph), 3.26 (s,
3H, -CHa).

ESI-MS: miz = 231.4 [M-H'T

3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-amin (58)

In 15 mL absolutem THF wurde 4-Methylbenzylcyanid (1.1 mL, 8.5 mmol, 4 eq) gelost,
auf -70 °C gekdhlt und langsam eine 1.7M tert-Butyllithium-Ldsung (5.0 mL, 8.5 mmol, 4
eq) hinzugetropft. Nach 30 Minuten wurde N-Hydroxy-4-(methylsulfonyl)benzimidoylchlorid
(56, 500 mg, 2.0 mmol, 1 eq), in 2 mL THF geldst, dazu getropft. Die Reaktion wurde nach
24 Stunden mit geséattigter Ammoniumchlorid-Losung gequencht und mit Ethylacetat
extrahiert. Nach Entfernung des Lodsungsmittels wurde der Rickstand séulen-
chromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 2/1 Hexan / Ethylacetat). Man erhélt einen weil}
aufschdumenden Feststoff.
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Ausbeute: 586 mg (83%)
Summenformel: C17H16N203S HC P
Molekulargewicht:  328.39 g / mol

Rf-Wert: 0.53 (2/1; Hex / EtOACc)

Substanzcode: SW 182

H3C
'H-NMR (250 MHz, CDCly): § = 7.88 (d, 2H, J = 8.51 Hz, Ph-SO,CH3-3H,5H), 7. 66 (d, 2H,
J = 8.52 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.19 (d, 2H, J = 7.85 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.05 (d, 2H, J =
8.09 Hz, Ph-SO,CHs-3H,5H), 4.64 (br, 2H, -NH), 3.05 (s, 3H, SO,-CH3), 2.37 (s, 3H, Ph-
CH).

ESI-MS: m/z = 351.5 [M+Na']"

N-(3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-yl)acetamid (59)

Hergestellt gemaR allgemeiner  Synthesevorschrift C  Methode 1 aus 3-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-amin (58, 100 mg, 0.3 mmol, 1.0 eq) in 5 mL
Dichlormethan. Der isolierte Rickstand wurde mehrfach aus Chloroform / Hexan
umkristallisiert, wobei man farblose Kristalle isolierte.

Ausbeute: 38 mg (34%)
Summenformel: C19H1sN204S
Molekulargewicht:  370.42 g / mol

Rf-Wert: 0.26 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 185/ ST-1646

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.57 (br, 1H, -NH-), 7.97 (d, 2H, J = 8.53 Hz, Ph-
SO,CH3-3H,5H), 7.63 (d, 2H, J = 8.52 Hz, Ph-SO,CH3-2H,6H), 7.22 (d, 2H, J = 7.97 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.08 (d, 2H, J = 8.11 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.26 (s, 3H, SO,-CH3), 2.32 (s, 3H,
Ph-CHs), 2.03 (s, 3H, C(O)-CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 169.38, 160.73, 158.94, 141.73, 137.46, 133.54, 129.33,
129.05, 128.92, 127.26, 124.92, 109.61, 43.10, 22.55, 20.69.

ESI-MS: m/z = 369.1 [M-H'T
HR-MS: berechnet: m/z = 371.10600
gefunden: m/z = 371.10668 Abweichung: 1.8 ppm

N-(3-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-yl)acrylamid (60)
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Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 1 aus 3-(4-(Methylsulfonyl)-
phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-amin (58, 100 mg, 0.3 mmol, 1.0 eq) in 5 mL Dichlormethan.
Anstatt Acetylchlorid wurde Acryloylchlorid (30 pL, 0.4 mmol, 1.2 eq) hinzugegeben. Der
Rickstand wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol) und aus Chloroform / Hex umkristallisiert, wobei man farblose Kristalle isolierte.

Ausbeute: 11 mg (9%) w0
Summenformel: C20H18N204S s
Molekulargewicht:  382.43 g/ mol

Rf-Wert: 0.25 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 191B / ST-1649

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 10.82 (s, 1H, -NH-), 7.97 (d, 2H, J = 8.49 Hz, Ph-
SO,CHs-3H,5H), 7.64 (d, 2H, J = 8.50 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.21 (d, 2H, J = 7.96 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.09 (d, 2H, J = 8.11 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 6.37 (d, 1H, J = 9.57 Hz, CH=CH),),
6.31 (d, 1H, J = 2.33 Hz, CH=CH,), 5.86 (dd, 1H, J = 9.56 Hz, 2.34 Hz, -CH=CH}), 3.26 (s,
3H, SO,-CHs3), 2.31 (s, 3H, Ph-CHs).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.87, 160.80, 158.65, 141.77, 137.51, 133.47, 129.49,
129.46, 129.44, 129.34, 129.07, 128.96, 127.28, 124.85, 109.70, 43.10, 20.69.

ESI-MS: m/z = 381.3 [M+H']"
HR-MS: berechnet: m/z = 383.10600
gefunden: m/z = 383.10559 Abweichung: 1.0 ppm

N-Acryloyl-N-(3-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-yl)acrylamid (61)

Wurde als Nebenprodukt bei der sdaulenchromatographischen Auftrennungt von N-(3-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)isoxazol-5-yl)acrylamid (60) erhalten. Umkristallisation
erfolgte aus Chloroform / Hexan.

Ausbeute: 27 mg (20%)
Summenformel: C23H20N205S
Molekulargewicht:  436.48 g/ mol

Rf-Wert: 0.75 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 191A /ST-1648

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 8.01 (d, 2H, J = 8.52 Hz, Ph-SO,CH3-3H,5H), 7.71 (d,
2H, J = 8.52 Hz, Ph-SO,CHs-2H,6H), 7.21 (d, 2H, J = 7.93 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.01 (d, 2H,
J = 8.09 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 6.62 (d, 1H, J = 10.13 Hz, CH=CH,), 6.55 (d, 1H, J = 10.15
Hz, CH=CH,), 6.40 (sd, 1H, J = 1.51 Hz, CH=CH,), 6.36 (sd, 1H, J = 1.52 Hz, CH=CH,),
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5.97 (dd, 2H, J = 10.21 Hz, 1.49 Hz, 2x CH=CH),), 3.27 (s, 3H, SO,-CHs), 2.30 (s, 3H, Ph-
CHb).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 165.98, 161.42, 156.97, 142.18, 138.63, 133.15, 132.70,
129.77,128.97, 128.71, 128.52, 127.41, 123.33, 115.96, 79.07, 48.51, 43.09, 20.72.

HR-MS: berechnet: m/z = 437.11657
gefunden: m/z =437.11640 Abweichung: 0.4 ppm

5.3.5. Derivate mit Imidazol-Grundgerust und ihre Vorstufen

(4-Methylbenzyhtriphenylphosphoniumchlorid (64)

Hergestellt gemaR der Vorschrift fir Benzyltriphenylphosphoniumbromid (70) mit
4-Methylbenzylchlorid (2 mL, 15 mmol). Es wurde ein weil3er Feststoff isoliert.

Ausbeute: 6.0 g (quantitativ)

Summenformel: Ca6H24CIP /©/\PPh3*CI'
Molekulargewicht:  402.90 g / mol HaC

Substanzcode: SW 491

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 7.95-7.87 (m, 3H, 3x P-Ph-4H), 7.77-7.63 (m, 12H, 3x
P-Ph-2H,3H,5H,6H), 7.03 (d, 2H, J = 8.0, CH,-Ph-2H,6), 6.85 (d, 2H, J = 8.1, CH,-Ph-2H,6),
5.14 (d, 2H, J = 15.5 Hz, -CH,-), 2.23 (s, 3H, -CHs).

1-Methyl-4-(4-(methylsulfonyl)styryl)benzen (65)

Hergestellt ~ gemal  der  Vorschrift  fir  1-Fluor-4-styrylbenzen  (72)  mit
4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54, 2.76 g, 15 mmol) und (4-Methylbenzyl)triphenyl-
phosphoniumchlorid (64, 6.0g, 15 mmol). Es wurde ein weil3er Feststoff isoliert.

Ausbeute: 1.22 g (30%)

Summenformel: C16H1605S H3C\S//O
Molekulargewicht:  272.36 g / mol J O
Rf-Wert: 0.91 (2/1; Hex / EtOAC) |
Substanzcode: SW 492 HyC O

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.80 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.45 (d,
2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.10 (pseudo s, 4H, Ph-CHs), 6.77 (d, 1H, J = 12.3 Hz,
-CH=), 6.65 (d, 1H, J = 12.3 Hz, -CH=), 3.20 (s, 3H, SO»-CHy), 2.27 (s, 3H, Ph-CHy).
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1-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-(p-tolyl)ethan-1,2-dion (66)

Hergestellt gemal der Vorschrift fir 1-(4-Fluorphenyl)-2-phenylethan-1,2-dion (73) mit
1-Methyl-4-(4-(methylsulfonyl)styryl)benzen (65, 1.22 g, 4.5 mmol). Es wurde mit reinem
Dichlormethan aufgetrennt. Es wurde ein gelber Feststoff isoliert.

Ausbeute: 1.8 g (quantitativ)

Summenformel: Ci6H1404S H3Cg,3//

Molekulargewicht:  302.34 g / mol O °

Rf-Wert; 0.95 (9/1; DCM / MeOH) O ©
HaC

Substanzcode: SW 493

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 5 = 8.16 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 8.10 (d, 2H,
J = 8.6 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.87 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CHs-2H,6H), 7.34 (d, 2H, J =
8.0 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.08 (s, 3H, SO,-CHs), 2.46 (s, 3H, Ph-CHy).

5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-phenyl-1H-imidazol (68)

Hergestellt gem&B der Vorschrift fur 4,5-Diphenyl-1H-imidazol (81) mit 1-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-2-(p-tolyl)ethan-1,2-dion (66, 400 mg, 1.3 mmol) in 5 mL
Essigséaure. Es wurde ein weil3es Pulver isoliert.

Ausbeute: 221 mg (54%)

Summenformel: C17H16N205S H3C\S//O
Molekulargewicht:  312.39 g / mol o O H
Rf-Wert: 0.16 (95/5; DCM / MeOH) | N/>
Substanzcode: SW 503 HyC O

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 5 = 7.81 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.76 (d, 2H,
J = 8.7 Hz, Ph-SO,-CHs-2H,6H), 7.69 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.30 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Ph-CH3-
2H,6H), 7.21 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-CHs-3H,5H), 3.04 (s, 3H, SO,-CH3), 2.16 (s, 3H, Ph-
CHs).

ESI-MS: m/z = 311.0 [M-H'T

1-(5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-imidazol-1-yl)ethan-1-on (69)

Hergestellt gem&R allgemeiner  Synthesevorschrift C Methode 1 aus 5-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-4-phenyl-1H-imidazol (68, 221 mg, 0.7 mmol) in 10 mL
Dichlormethan. Gefallt aus Ethylacetat mit Hexan. Man isolierte ein weilRes Pulver
(Isomerengemisch).

Ausbeute: 92 mg (37%)
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Summenformel: C19H18N>03S HyC /2

Vs ° CH,
Molekulargewicht:  354.42 g / mol © O Ny
Rf-Wert: 0.63 (95/5; DCM / MeOH) O | N/>
Substanzcode: SW 512/ ST-1857 HaC

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.32 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.76 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-
S0,-CH3-3H,5H), 7.62 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-SO,-CHs-2H,6H), 7.30 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-
CH3-2H,6H), 7.23 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 3.00 (s, 3H, SO,-CHs), 2.56 (s, 3H,
Ph-CHs), 2.23 (s, 3H, C(O)-CHs).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 167.79, 139.95, 138.76, 138.61, 137.42, 131.66, 130.39,
130.15, 129.17, 127.60, 127.25, 44.50, 25.05, 21.48.

ESI-MS: m/z = 354.3 [M-H'T
HR-MS: berechnet: m/z = 355.11109
gefunden: m/z = 355.11107 Abweichung: 0.1 ppm

Benzyltriphenylphosphoniumbromid (70)

In 20 mL DMF wurde Benzylbromid (1.04 mL, 8.8 mmol, 1 eq) und Triphenylphosphin (2.3
g, 8.8 mmol, 1 eq) geldst und flr vier Stunden refluxiert. Im Anschluss wurde die Reaktion
auf Eis abgekihlt, der ausfallende weille Feststoff abfiltriert und mit Diethylether gewaschen.

Ausbeute: 3.9 g (quantitativ)

Summenformel: CosH2BrP ©/\PPh3+ Br
Molekulargewicht:  388.87 g/ mol

Substanzcode: SW 160

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.95-7.87 (m, 3H, 3x P-Ph-4H), 7.78-7.61 (m, 12H, 3x
P-Ph-2H,3H,5H,6H), 7.31-7.19 (m, 3H, CH,-Ph-3H,4H,5H), 6.98-6.94 (m, 2H, CH,-Ph-
2H,6H), 5.15 (d, 2H, J = 15.7 Hz, -CH,-).

$'P_NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 23.12.

1-Fluor-4-styrylbenzen (72)

Benzyltriphenylphosphoniumbromid (70, 1.7 g, 4.5 mmol, 1 eq) und 4-Fluorbenzaldehyd
((71,430 pL, 4.5 mmol, 1 eq) wurden in 15 mL wasserfreiem Ethanol geldst. Zur Lésung
wurde langsam 5 mL einer Natriumethanolat / Ethanol-Ldsung, frisch hergestellt durch
elementares Natrium (100 mg, 4.8 mmol, 1.2 mmol) und das ganze uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionslosung wurde eingeengt, in Wasser aufgenommen und
mehrfach mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet, entfernt und der
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Rickstand saulenchromatographisch aufgetrennt (Flie3mittel: 2 /1 Hexan / Ethylacetat). Man
erhalt ein farbloses Ol (E) und einen weiRen Feststoff (2).

Ausbeute: 790 mg (77%; Verhaltnis (E)/ (Z2): 1: 2)

Summenformel: CuaHuF O
Molekulargewicht:  198.08 g / mol |
Rf-Wert: 0.76 (E) und 0.87 (Z) (9/1; Hex / EtOAC) i O
Substanzcode: SW 161

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.30-7.17 (m, 7H, Ph, Ph-F-2H,6H), 7.12-7.05 (m, 2H,
Ph-F-3H,5H), 6.63 (d, 2H, -CH=CH-).

1-(4-Fluorphenyl)-2-phenylethan-1,2-dion (73)

1-Fluor-4-styrylbenzen (72, 691 mg, 3.6 mmol, 1 eq) wurde in 20 mL DMSO (5 mL pro
mmol Styren-Derivat) geldst und mit Bromwasserstoffsaure-Losung (48% Wasser, 724 pul,
4.3 mmol, 1.2 eq) versetzt und ber Nacht auf 110 °C erhitzt. Die Reaktionslésung wurde mit
2M Natriumcarbonat neutralisiert. Es wurde mit Ethylacetat extrahiert, das Losungsmittel
entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 5/1 Hexan /
Ethylacetat). Man erhélt ein gelbes Ol.

Ausbeute: 431 mg (54%)

Summenformel: Ci4HoF O
Molekulargewicht:  302.34 g / mol °
Rf-Wert: 0.68 (3/1; Hex / EtOAC) i O °
Substanzcode: SW 162

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.06-8.00 (m, 2H, Ph-F-3H,5H), 7.95-7.91 (m, 2H, Ph-
3H,5H), 7.80 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ph-4H), 7.66-7.60 (m, 2H, Ph-F-2H,6H), 7.46 (t, 2H, J = 8.9
Hz, Ph-2H,6H).

4-(4-Fluorphenyl)-5-phenyl-1H-imidazol (74)

Hergestellt gemal der VVorschrift fur 4,5-Diphenyl-1H-imidazol (81) mit 1-(4-Fluorphenyl)-2-
phenylethan-1,2-dion (73, 200 mg, 0.9 mmol) in 5 mL Essigsdure. Es wurde ein weil3es
Pulver isoliert.

Ausbeute: 171 mg (82%)
Summenformel: CisH11FN; O

H
Molekulargewicht:  238.27 g / mol | N/>
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Rf-Wert: 0.04 (1/2; Hex / EtOAC)
Substanzcode: SW 165

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.49 (br, 1H, -NH-), 7.78 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.52-
7.09 (m, 9H, Ph).

ESI-MS: m/z = 239.1 [M+H"]"

1-(Methylsulfonyl)-4-styrylbenzen (76)

Hergestellt ~gemal  der  Vorschrift  fir  1-Fluor-4-styrylbenzen  (72)  mit
4-Methylsulfonylbenzaldehyd (54, 847 mg, 4.6 mmol). Es wurde ein farbloses Ol isoliert,
welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 849 mg (72%)

Summenformel: C15H140,S H3C\S//O
Molekulargewicht:  258.33 g / mol J O
Rf-Wert: 0.38 (3/1; Hex / EtOAC) O |
Substanzcode: SW 164

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.79 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.44 (d,
2H, J = 8.1 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.30-7.22 (m, 5H, Ph), 6.83 (d, 1H, J = 12.3 Hz, -
CH=), 6.70 (d, 1H, J = 12.3 Hz, -CH=), 3.20 (s, 3H, -CH3)

ESI-MS: m/z = 281.1 [M+Na']"

1-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylethan-1,2-dion (77)

Hergestellt gemalR der Vorschrift fir 1-(4-Fluorphenyl)-2-phenylethan-1,2-dion (73) mit
1-(Methylsulfonyl)-4-styrylbenzen (76, 1.22 g, 15 mmol). Es wurde ein gelber Feststoff
isoliert.

Ausbeute: 770 mg (81%)

Summenformel: Ci5H1,0,S H3C\S//o
Molekulargewicht:  288.32 g/ mol J O o
Rf-Wert: 0.57 (1/1; Hex / EtOAC) O o
Substanzcode: SW 167

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 5 = 8.18 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 8.10 (d, 2H,
J = 8.7 Hz, Ph-SO,-CHs-3H,5H), 8.00-7.96 (m, 2H, Ph-3H,5H), 7.58-7.52 (m, 2H, Ph-
2H,6H), 7.43-7.39 (M, 1H, Ph-4H), 3.09 (s, 3H, -CHs).

ESI-MS: m/z = 311.1 [M+Na']"
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5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-phenyl-1H-imidazol (78)

Hergestellt gemal der Vorschrift fir 4,5-Diphenyl-1H-imidazol (81) mit 1-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-2-phenylethan-1,2-dion (77, 300 mg, 1.1 mmol) in 5 mL Essigséure.
Es wurde ein weil3es Pulver isoliert.

Ausbeute: 205 mg (63%)

Summenformel: C16H14N20,S H3C\S//O
Molekulargewicht:  298.08 g / mol J O H
Rf-Wert: 0.05 (1/2; Hex / EtOAC) O | N/>
Substanzcode: SW 170

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.90-7.82 (m, 3H, Ph-SO,-CHs-3H,5H, Imidazol-2H),
7.68 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.47-7.32 (m, 5H, Ph), 3.08 (s, 3H, -CHs).

MALDI-MS: m/z = 298.8 [M+H"]"

1-(5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-phenyl-1H-imidazol-1-yl)ethan-1-on (79)

Hergestellt gem&R allgemeiner  Synthesevorschrift C Methode 1 aus 5-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-4-phenyl-1H-imidazol (78, 205 mg, 0.7 mmol) in 10 mL
Dichlormethan. Gefallt aus Ethylacetat mit Hexan. Man isolierte ein weilRes Pulver
(Isomerengemisch).

Ausbeute: 12 mg (5%)
Summenformel: C1gH16N203S HC /Y
S (@]
. & >/CH3
Molekulargewicht:  340.40 g / mol O \
Substanzcode: SW 172/ ST-1645 O | N/>

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 8.32 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.75 (d,

2H, J = 8.6 Hz, Ph-SO,-CHs-3H,5H), 7.60 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-SO,-CHs-2H,6H), 7.53-
7.7.48 (M, 2H, Ph-3H,5H), 7.39-7.32 (M, 2H, Ph-2H,6H), 7.24-7.7.22 (m, 1H, Ph-4H), 3.00
(s, 3H, SO,-CHs), 2.26 (s, 3H, C(O)-CHs).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 167.54, 156.41, 138.64, 137.47, 131.66, 130.57, 129.78,
129.37, 128.45, 127.66, 127.28, 44.45, 24.96.

HR-MS: berechnet: m/z = 341.09544
gefunden: m/z = 341.09531 Abweichung: 0.3 ppm

4,5-Diphenyl-1H-imidazol (81)
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In ein Mikrowellen-Vial wurde Benzil (80, 1 g, 5 mmol, 5 eq), Urotropin (145 mg, 1 mmol, 1
eq), Ammoniumacetat (3.3 g, 40 mmol, Uberschuss) und 10 mL Essigsaure gegeben und fiir
20 Minuten auf 120 °C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde auf Wasser gegeben und
anschlieBend mit konzentriertem Ammoniak versetzt. Der gebildete Niederschlag wurde
abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Man erhalt ein gelbes Pulver.

Ausbeute: 802 mg (%)

Summenformel: CisH12N; O .,
Molekulargewicht:  220.28 g / mol I N/>
Rf-Wert: 0.58 (9/1; DCM / MeOH) O )
Substanzcode: SW 158

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.47 (br, 1H, -NH-), 7.77 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.44-
7.31 (m, 10H, Ph).

ESI-MS: miz = 221.7 [M+H']*

1-(5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-4-(p-tolyl)-1H-imidazol-1-yl)ethan-1-on (82)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 1 aus 4,5-Diphenyl-1H-
imidazol (81, 500 mg, 2.3 mmol) in 10 mL Dichlormethan. Aufreinigung erfolgte durch
Umkristallisation aus Essigsaureanhydrid. Man isolierte weif3e Nadeln.

Ausbeute: 87 mg (14%)

Summenformel: C17H14N20 OyCHS
Molekulargewicht:  262.31 g / mol O | N/>
RFf-Wert: 0.60 (9/1; DCM / MeOH) O "
Substanzcode: SW 159/ ST-1644

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): § = 8.30 (s, 1H, Imidazol-2H), 7.48-7.37 (m, 7H, Ph), 7.21-
7.19 (m, 3H, Ph), 2.25 (s, 3H, -CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 167.95, 139.06, 138.45, 133.15, 131.10, 130.36, 128.29,
127.94, 126.93, 126.61, 126.20, 24.32, 20.88.

HR-MS: berechnet: m/z = 263.11789
gefunden: m/z = 263.11791 Abweichung: 0.1 ppm

5.3.6. Derivate mit Imidazolon-Grundgeruist und ihre Vorstufen

2-Hydroxy-2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-1-(p-tolyl)ethan-1-on (86)
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In 15 mL Ethanol wurde 1-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-(p-tolyl)ethan-1,2-dion (66, 640 mg,
2.1 mmol, 1 eq) geldst und zum Sieden erhitzt. In der Siedehitze wurde Natriumdithionit
(1.47 g, 8.4 mmol, 4 eq), in 5 mL Wasser geldst, hinzugeben und das Ganze weitere 30
Minuten refluxiert. Die Reaktionslésung wurde eingeengt und mit Ethylacetat extrahiert.
Saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat) ergab einen
weilen Feststoff.

Ausbeute: 540 mg (85%)

Summenformel: C16H1604S Hsc\s//o
Molekulargewicht:  304.36 g / mol J O o
Rf-Wert: 0.26 (1/1; Hex / EtOAC) o
Substanzcode: SW 501 HyC O

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 7.88 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.78 (d, 2H,
J = 8.2 Hz, Ph-CH3-3H,5H), 7.54 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.23 (d, 2H, J =
8.1 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 6.01 (d, 1H, J = 5.7 Hz, -CH-OH), 4.67 (d, 1H, J = 5.9 Hz, -CH-
OH), 3.00 (s, 3H, SO,-CHs), 2.38 (s, 3H, Ph-CHy).

4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-5-(p-tolyl)-1,3-dihydro-2H-imidazol-2-on (87)

Hergestellt gemal der Vorschrift fur 4,5-Diphenyl-1,3-dihydro-2H-imidazol-2-on (85) aus
2-Hydroxy-2-(4-(methylsulfonyl)phenyl)-1-(p-tolyl)ethan-1-on (86, 240 mg, 0.7 mmol) in 3
mL Essigsaure. Es wurde ein gelbes Pulver isoliert.

Ausbeute: 20 mg (9%)

Summenformel: C17H16N203S ch\s,,o
Molekulargewicht:  328.39 g / mol AQW
Rf-Wert: 0.46 (1/2; Hex / EtOAC) |H>: °
Substanzcode: SW 502 HyC O

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): 5 = 10.73 (br, 2H, -NH-), 7.86 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-
CH3-3H,5H), 7.57 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.32 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CH3-
2H,6H), 7.26 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ph-CHg-3H,5H), 3.27 (s, 3H, SO,-CHj), 2.38 (s, 3H, Ph-
CH).

ESI-MS: m/z = 328.0 [M-H'T

1,1'-(4-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-2-ox0-5-(p-tolyl)-1H-imidazol-1,3(2H)-diyl)bis(ethan-
1-on) (88)
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Hergestellt gem&R allgemeiner  Synthesevorschrift C  Methode 3 aus 4-(4-
(Methylsulfonyl)phenyl)-5-(p-tolyl)-1,3-dihydro-2H-imidazol-2-on (87, 20 mg, 0.06 mmol) in
2 mL Essigsdaureanhydrid. Saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: 2/1 Hexan /
Ethylacetat) und Féllung aus Diethylether mit Hexan ergab einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 23 mg (91%)
Summenformel: C21H20N205S - 2 H,0
Molekulargewicht:  412.46 g/ mol

Rf-Wert: 0.80 (1/2; Hex / EtOAC)

Substanzcode: SW 530/ ST-1858

IH-NMR (250 MHz, CDCls): § = 7.75(d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-SO,-CHs-3H,5H), 7.26 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, Ph-SO,-CHg-2H,6H), 7.03 (d, 2H, J = 7.9 Hz, Ph-CHs-2H,6H), 6.95 (d, 2H, J = 8.1
Hz, Ph-CHs-3H,5H), 3.03 (s, 3H, SO,-CHs), 2.71 (s, 3H, C(0)-CHs), 2.67 (s, 3H, C(0)-CHs),
2.30 (s, 3H, Ph-CHy).

ESI-MS: m/z=434.0 [M+Na'l"
Elementaranalyse: berechnet:  C 56.24 H 5.39 N 6.25 S7.15
gefunden: C 56.20 H 5.02 N 5.91 S 6.83

4,5-Diphenyl-1,3-dihydro-2H-imidazol-2-on (90)

In ein Mikrowellen-Vial wurde Benzoin (89, 400 mg, 1.9 mmol, 1 eq), Harnstoff (230 mg, 3.7
mmol, 2 eq) in 5 mL Essigséure gelost und in der Mikrowelle fur eine Stunde auf 125 °C
erhitzt. Beim Abkuihlen fallen weille Nadeln aus, welche abfiltriert wurden.

Ausbeute: 149 mg (33%)

Summenformel: C1sH12N-O O ]
Molekulargewicht:  236.27 g / mol | N\Fo
Rf-Wert: 0.47 (3/1; Hex / EtOAC) O H
Substanzcode: SW 186

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.48 (br, 2H, -NH-), 7.32-7.24 (m, 10H, Ph).
ESI-MS: m/z = 259.2 [M+Na']"

1,1'-(2-Oxo0-4,5-diphenyl-1H-imidazol-1,3(2H)-diyl)bis(ethan-1-on) (91)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 4,5-Diphenyl-1,3-
dihydro-2H-imidazol-2-on (90, 150 mg, 0.6 mmol) in 5 mL Pyridin. Das Rohprodukt wurde
aus Ethanol umkristallsiert.
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Ausbeute: 43 mg (21%)
Summenformel: C19H16N>0O3

Molekulargewicht:  320.35 g/ mol

Rf-Wert: 0.16 (3/1; Hex / EtOAC)
Substanzcode: SW 188/ ST-1647

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 7.23-7.18 (m, 6H, Ph-3H,4H,5H), 7.13-7.07 (m, 4H, Ph-
2H,6H), 2.66 (s, 6H, -CHa).

BC-NMR (62 MHz, CDCl5): & = 168.70, 129.88, 128.96, 128.21, 127.69, 123.16, 105.00,
26.32.

HR-MS: berechnet: m/z = 343.10531
gefunden: m/z = 343.10520 Abweichung: 0.3 ppm
Elementaranalyse: berechnet: C71.24 H 5.03 N 8.74
gefunden: C7151 H5.12 N 8.67

5.3.7. Derivate mit Benzfuran-, Indenon- und Thiazol-Grundgerust

und ihre Vorstufen

2,3-Diphenylbenzofuran-6-ylacetat (94)

Benzoin (89, 600 mg, 2.8 mmol, 1 eq) und Resorcin (92, 968 mg, 8.5 mmol, 3 eq) wurden in
15 mL Methansulfonséure suspendiert und auf 85°C fur 16 Stunden erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde auf das 7-fache Volumen Eis gegeben, der entstehende Feststoff
abfiltriert und séulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol). Man erhalt ein weillen aufschdumenden Feststoff. Dieser wurde nach allgemeiner
Synthesevorschrift C Methode 3 umgesetzt. Der Rickstand wurde mehrmals aus Ethanol
umkristallisiert. Man erhalt einen gelb kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 204 mg (25%)

Summenformel: C2oH1603 O
Molekulargewicht: ~ 328.38 g / mol B

Rf-Wert: 0.74 (98/2: DCM / MeOH) O O Yo
Substanzcode: SW 263 / ST-1730 i

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.59-7.37 (m, 12H, Ph, Benzofuran-4H,5H), 7.08 (d,
1H, J = 8.4 Hz, Benzofuran-7H), 2.31 (s, 3H, -CHj3).
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BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 169.25, 153.00, 150.59, 148.25, 131.42, 129.53, 129.24,
129.10, 128.78, 128.63, 127.98, 127.07, 126.43, 119.74, 117.85, 116.91, 105.30, 20.74.

ESI-MS: m/z = 329.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 80.47 H4.91
gefunden: C 80.22 H4.91

(E)-1-(4-(Methylsulfonyl)benzyliden)-1,3-dihydro-2H-inden-2-on (96)

In 60 mL Toluen wurde 2-Indanon (1.5 g, 11.4 mmol, 1.0 eq), Morpholin (1 mL, 12.5 mmol,
1.1 eq) und katalytische Mengen an p-Toluensulfonsdaure mit angeschlossenem Wasser-
abscheider fir 24 Stunden zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde 4-(Methylsulfonyl)-
benzaldehyd (54, 2 g, 11.4 mmol, 1.0 eq) hinzugegeben und fur weitere 24 Stunden erhitzt.
AnschlieBend wurde konzentrierte Salzséure zugesetzt und flr acht Stunden gerlhrt. Das
Toluen wurde entfernt, der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen und gewaschen,
getrocknet und sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol gesattigt mit Ammoniak). Umkristallisation aus Ethanol ergab einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 1.73 g (51%)
SC\ /
Summenformel: C17H1403S " O/,S/ O
Molekulargewicht:  298.36 g / mol |
(0]
Rf-Wert: 0.86 (98/2; DCM / MeOH) O.

Substanzcode: SW 279/ ST-1805

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.03 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-3H,5H), 7.88 (d,
2H, J = 8.4 Hz, Ph-SO,-CH3-2H,6H), 7.52-7.35 (m, 4H, Indanon-3H,4H,6H, -CH=), 7.20 (t,
1H, J = 7.7 Hz, Indanon-5H), 3.66 (s, 2H, Indanon-7CHy), 3.29 (s, 3H, -CHj).

M3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 203.14, 140.78, 140.07, 139.69, 136.28, 136.19, 130.08,
129.48, 129.18, 127.30, 127.01, 125.79, 122.77, 43.30, 40.48.

ESI-MS: m/z = 296.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C 68.44 H4.73 S 10.75
gefunden: C 68.63 H4.78 S10.78

4,5-Diphenylthiazol-2-amin (99)

Das Keton Deoxybenzoin (2 g, 10 mmol, 1 eq) wurde gemal allgemeiner Synthesevorschrift
E Methode 1 bromiert. Der Riickstand wurde in Ethanol aufgenommen und mit Thioharnstoff
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(1.5 g, 15 mmol, 1.5 eq) eine Stunde zum Sieden erhitzt. Das Ethanol wurde entfernt und der
Ruckstand aus Wasser umkristallsiert. Man erhalt schmutzig gelbe Nadeln.

Ausbeute: 860 mg (34%)

Summenformel: CisH12NoS O
Molekulargewicht:  252.34 g / mol | S/>_NH2
Rf-Wert: 0.65 (9/1; Hex / EtOAC) O "
Substanzcode: SW 249

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 7.39-7.18 (m, 10H, Ph), 7.12 (br, 2H, -NH5).
ESI-MS: m/z = 254.1 [M+H']*

N-(4,5-Diphenylthiazol-2-yl)acetamid (100)

4,5-Diphenylthiazol-2-amin (99, 480 mg, 1.9 mmol) wurde gemal allgemeiner
Synthesevorschrift C Methode 1 umgesetzt. Saulenchromatographische Auftrennung
(FlieBmittel: 95/5 Dichlormethan / Methanol) und Umkristallisation aus Ethanol / Wasser
ergab schwach gelbe Plattchen.

Ausbeute: 240 mg (42%)

Summenformel: C17H1aN20S O o
Molekulargewicht:  294.37 g / mol | S/>_N>:—CH3
Rf-Wert; 0.55 (95/5; DCM / MeOH) O "
Substanzcode: SW 251/ ST-1729

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.31 (s, 1H, -NH-), 7.44-7.28 (m, 10H, Ph), 2.17 (s,
3H, -CHa).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 168.53, 155.67, 143.53, 134.60, 131.78, 129.15, 129.11,
128.80, 128.76, 128.30, 128.29, 128.25, 128.10 127.74, 127.51, 125.05, 22.75.

ESI-MS: m/z = 295.3 [M+H']*
Elementaranalyse: berechnet:  C 69.36 H4.79 N 9.52 S10.89
gefunden: C69.12 H4.79 N 9.23 S 10.77

2-((4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-yl)amino)phenol (103)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-4'-chloracetophenon (101,
580 mg, 2.5 mmol) und N-(2-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (102, 349 mg, 2 mmol) in 8 mL
Ethanol. Es wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 530 mg (83%)
-192-



Experimenteller Teil

Summenformel: C15H11CIN,OS

Molekulargewicht:  302.78 g / mol | s/ NH  OH
Rf-Wert: 0.81 (98/2; DCM / MeOH) /@J:N
Substanzcode: SW 381 Int ¢

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.88 (br, 1H, -NH-), 9.47 (s, 1H, -OH), 8.26-8.23 (m,
1H, Ph-OH-5H), 7.89 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-Cl-2H,6H), 7.47 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-
3H,5H), 7.32 (s, 1H, Thiazol-5H), 6.89-6.82 (m, 3H, Ph-OH-3H,4H,6H).

2-((4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-yl)amino)phenylacetat (104)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-((4-(4-Chlorphenyl)-
thiazol-2-yl)amino)phenol (103, 310 mg, 1 mmol, 1.0 eq) in 5 mL Pyridin. Der isolierte
Rickstand wurde sauelenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol). Umkristallisation aus Ethanol / Wasser ergab isoliert einen weifl3en Feststoff.

Ausbeute: 160 mg (46%)

Summenformel: C17H13CIN,O,S Q
Molekulargewicht:  344.81 g / mol | S/>_NH O_/<O
Rf-Wert; 0.32 (98/2; DCM / MeOH) )@i " o
Substanzcode: SW 381B/ ST-1838 ’

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 10.04 (s, 1H, -NH-), 7.72 (s, 1H, Thiazol-5H), 7.63 (d,
2H, J = 8.59 Hz, Ph-Cl-2H,6H), 7.40-7.34 (m, 4H, Ph-CI-3H,5H, Ph-OH-), 7.05 (d, 1H, J =
8.69 Hz, Ph-OH-6H), 6.98 (t, 1H, J = 7.63 Hz, Ph-OH-4H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): § = 170.20, 159.40, 152.93, 146.70, 132.98, 132.03,
130.38, 130.23, 128.54, 127.09, 127.05, 119.69, 116.76, 109.89, 22.67.

ESI-MS: m/z = 342.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C59.21 H 3.80 N 8.12 S9.30
gefunden: C 59.37 H 3.70 N 8.02 S9.25

2-(N-(5-Acetyl-4-(4-chlorphenyl)thiazol-2-yl)acetamido)phenylacetat (105)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 3 aus 2-((4-(4-Chlorphenyl)-
thiazol-2-yl)amino)phenol (103, 600 mg, 2 mmol) in 2 mL Essigsdureanhydrid.
Séulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: 3/1 Hexan / Ethylacetat) und
Umkristallisation aus Ethanol ergaben gelbe Nadeln.

Ausbeute: 407 mg (47%)
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Summenformel: C21H17CIN2O4S 0
Molekulargewicht:  428.89 g/ mol HsC |S/>_N ot
RFf-Wert: 0.39 (3/1; Hex / EtOAC) v o
Substanzcode: SW 381A / ST-1839 ¢

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 7.71 (d, 1H, J = 7.71 Hz, Ph-OH-3H), 7.57 (t, 1H, J =
7.77 Hz, Ph-OH-5H), 7.47-7.39 (m, 6H, Ph-OH-4H,6H, Ph-Cl), 2.20 (s, 3H, Thiazol-C(O)-
CHs), 2.06 (s, 3H, O-C(0)-CHs), 2.04 (s, 3H, N-C(0)-CHs).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 191.19, 170.60, 168.17, 159.52, 151.78, 146.42, 133.88,
133.28, 131.21, 131.00, 130.67, 130.65, 128.41, 127.99, 127.00, 124.04, 29.64, 22.92, 20.19.

ESI-MS: m/z = 429.8 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: C58.81 H 4.00 N 6.53 S7.48
gefunden: C59.10 H 4.08 N 6.49 S7.53

2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-on (106)

Hergestellt gemal allgemeiner  Synthesevorschrift E nach Methode 1 aus
4'-Chlorpropiophenon (8.43 g, 50 mmol) in 150 mL Chloroform. Umkristallisation aus
Petrolether ergab farblose Kristalle.

Ausbeute: 12.5 g (quantitativ)

Summenformel: CyHgBrCIO o
Molekulargewicht:  247.51 g/ mol ms&
Rf-Wert: 0.71 (9/1; Hex / EtOAC) i
Substanzcode: SW 274

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 7.97 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-2H,6H), 7.46 (d, 2H, J = 8.6
Hz, Ph-3H,5H), 5.22 (g, 1H, J = 6.6 Hz, -CHBr-), 1.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz, -CHs).

ESI-MS: m/z = 245.1 [M+H']*

2-((4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yl)amino)phenol (107)
Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-

on (106, 290 mg, 1.1 mmol) und N-(2-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (102, 175 mg, 1.0 mmol)
in 8 mL Ethanol. Es wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 229 mg (57%)
Summenformel: C16H13CIN,OS - HBr

HC g

| />—NH OH
N
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Molekulargewicht:  316.80 g / mol
Rf-Wert: 0.85 (98/2; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 385 Int

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.79 (br, 1H, -NH-), 7.92 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-OH-
3H), 7.63 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.52 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.98-
6.78 (M, 3H, Ph-OH-4H,5H,6H), 2.35 (s, 3H, -CHa).

2-((4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yl)amino)phenylacetat (109)

Hergestellt geméal3 allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-((4-(4-Chlorphenyl)-5-
methylthiazol-2-yl)amino)phenol (107, 229 mg, 0.5 mmol, 1.0 eq) in 8 mL Pyridin. Der
isolierte Rickstand wurde séulenchromatographisch —aufgetrennt (FlieBmittel:  98/2
Dichlormethan / Mehanol). Man erhalt einen weillen Feststoff.

Ausbeute: 40 mg (22%)

Summenformel: C1sH15CIN,O,S Q
Molekulargewicht:  358.84 g / mol e | S/>_NH 0_/<o
Rf-Wert; 0.44 (98/2; DCM / MeOH) " o
Substanzcode: SW 385B / ST-1841 ¢

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.06 (s, 1H, -NH-), 7.48 (pseudo s, 4H, Ph-CI), 7.40-
7.34 (m, 2H, Ph-OH-5H,6H), 7.08 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ph-OH-3H), 7.00 (t, 1H, J = 8.4 Hz,
Ph-OH-4H), 2.52 (s, 3H, Thiazol-CHs), 2.02 (s, 3H, C(O)-CHs).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 170.16, 159,40, 152.91, 146.66, 132.95, 131.99, 130.35,
130.20, 128.50, 127.06, 127.02, 119.65, 116.74, 109.86, 22.65

ESI-MS: m/z = 357.0 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C57.37 H 4.55 N 7.43 S851
gefunden: C 57.60 H 4.57 N 7.39 S 8.27

2-(N-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yl)acetamido)phenylacetat (108)

Wurde als Nebenprodukt bei der sdulenchromatographischen Auftrennungt von 2-((4-(4-
Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yl)amino)phenylacetat (109) erhalten. Umkristallisation
erfolgte aus Ethanol / Wasser. Man erhalt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 95 mg (47%)
Summenformel: C20H17CIN2O3S
H,C
Molekulargewicht:  400.88 g / mol |S/>_N o P
N }—CH3 CH,
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Rf-Wert: 0.84 (98/2; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 385A / ST-1840

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.67 (d, 1H, J = 7.7 Hz, Ph-OH-6H), 7.58 (t, 1H, J = 7.7
Hz, Ph-OH-5H), 7.46 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Ph-OH-3H), 7.43-7-37 (m, 5H, Ph-Cl, Ph-OH-4H),
2.47 (s, 3H, Thiazol-CHs), 2.03(s, 3H, O-C(0)-CHs), 1.98 (s, 3H, N-C(O)-CHs).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 169.89, 155.21, 152.99, 142.00, 133.64, 131.58, 130.22,
129.29, 128.19, 126.72, 122.86, 119.60, 116.71, 22.56, 11.55.

ESI-MS: m/z = 401.1 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: C 59.92 H 4.27 N 6.99 S 8.00
gefunden: C 59.82 H 4.20 N 6.98 S7.92

5.3.8. Diclofenac Derivate mit und ihre Vorstufen

2-(2-((2,6-Dichlorphenyl)amino)phenylessigsauremethylester (115)

Hergestellt gemal der Veresterungsvorschrift wie in der allgemeinen Synthesevorschrift A
beschrieben aus Diclofenac (110, 500 mg, 1.7 mmol) in Methanol. Man erhalt ein gelbliches
Ol, welches mit der Zeit erstarrt. Es wurde ohne weitere Aufreinigung direkt umgesetzt.

Ausbeute: 520 mg (quantitativ)

Summenformel: C15H13CILNO; Och,
Molekulargewicht:  310.17 g/ mol m
Rf-Wert: 0.96 (9/1; DCM / MeOH) . ;
Substanzcode: SW 336

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 7.53 (d, 2H, J = 7.9 Hz, Ph-2,6CI-3H,5H), 7.24-7.17
(M, 2H, -NH-, Ph-2-CH,-5H), 7.08-7.03 (m, 2H, Ph-2-CH,-4H,6H), 6.83 (t, 1H, J = 7.9 Hz,
Ph-2,6CI-4H), 6.24 (d, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-2-CH,-3H), 3.80 (s, 2H, -CH,-), 3.65 (s, 3H, -
CH).

2-(2-((2,6-Dichlorphenyl)amino)phenyl)-N-hydroxyacetamid (116)

In 50 mL Methanol wurde 2-(2-((2,6-Dichlorphenyl)amino)phenylessigsauremethylester
(115, 500 mg, 1.6 mmol, 1 eq), Hydroxylaminhydrochlorid (1.12 g, 16.2, 10 eq) und
Triethylamin (2.23 mL, 16.2 mmol, 10 eq) geldst und fir funf Stunden zum Sieden erhitzt.
Die Reaktionslésung wurde eingeengt, der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen und
mehrmals mit 2N Salzsdure gewaschen. Es wurde noch mit Wasser und geséttigter
Natriumchlorid-L6sung gewaschen, dann die organische Phase getrocknet und entfernt. Der
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Rickstand wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 2/1 Hexan / Ethylacetat).
Man erhalt einen weiRen Feststoff.

Ausbeute: 390 mg (73%)

Summenformel: C14H12CI2N20; H\OH
Molekulargewicht:  311.16 g/ mol m
Rf-Wert: 0.40 (2/1; Hex / EtOAC) ° ¢
Substanzcode: SW 351

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.95 (s, 1H, -NH-OH), 9.06 (s, 1H, -OH), 8.53 (s, 1H,
(Ph-2-CH,)-NH-(Ph-2,6Cl)), 7.52 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-2,6CI-3H,5H), 7.25-7.18 (m, 2H,
Ph-2-CH,-5H,6H), 7.04 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ph-2-CH,-4H), 6.85 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-2-CHo-
3H), 6.30 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Ph-2,6CI-4H), 3.69 (s, 2H, -CH.-).

2-(2-((2,6-Dichlorphenyl)amino)phenyl)acetohydrazid (117)

In 10 mL Methanol wurde 2-(2-((2,6-Dichlorphenyl)amino)phenylessigsdauremethylester
(115, 500 mg, 1.6 mmol, 1 eq) gel6st, mit Hydrazinhydrat (800 pL, 16 mmol, 10 eq) versetzt
und fir zwei Stunden zum Sieden erhitzt. Die Reaktionslésung wurde mit 20 mL Wasser
verdinnt. Am nachsten Tag wurde der gebildete weiRe Feststoff abfiltriert.

Ausbeute: 489 mg (97%)

Summenformel: C14H13CI:N30 H

Molekulargewicht:  310.18 g/ mol m
Rf-Wert: 0.69 (9/1; DCM / MeOH) CI@CI

Substanzcode: SW 347

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 9.49 (s, 1H, -NH-NH,), 8.55 (s, 1H, (Ph-2-CH,)-NH-
(Ph-2,6C1)), 7.51 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-2,6CI-3H,5H), 7.18-7.11 (m, 2H, Ph-2-CH,-5H,6H),
7.03 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ph-2-CH,-4H), 6.84 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Ph-2-CH,-3H), 6.30 (d, 1H, J
= 7.9 Hz, Ph-2,6CI-4H), 4.32 (br, 2H, -NH,), 3.51 (s, 2H, -CH,-).

ESI-MS: m/z = 332.4 [M+Na']"

N-Acetoxy-2-(2-((2,6-dichlorphenyl)amino)phenyl)acetamid (118)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-(2-((2,6-
Dichlorphenyl)amino)phenyl)-N-hydroxyacetamid (116, 390 mg, 1.2 mmol) in 15 mL
Pyridin. Es erfolgte eine sédulenchromatographische Aufreinigung (FlieBmittel: 2/1 Hexan /
Ethylacetat) und Umkristallisation aus demselben Gemisch. Man erhélt einen weiRen
Feststoff.
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Ausbeute: 42 mg (10%)

Summenformel: C16H14CI2N203 ! j\
Molekulargewicht:  353.20 g/ mol m o7 et
Rf-Wert: 0.22 (9/1; Hex / EtOAC) cl i cl
Substanzcode: SW 363/ ST-1833

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.18 (s, 1H, C(0)-NH-0), 7.69 (s, 1H, (Ph-2-CH,)-
NH-(Ph-2,6Cl)), 7.52 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ph-2,6CI-3H,5H), 7.23-7.14 (m, 2H, Ph-2-CH,-
5H,6H), 7.06 (t, 1H, J = 7.7 Hz, Ph-2-CH,-4H), 6.87 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-2-CH,-3H), 6.30
(d, 1H, J = 7.8 Hz, Ph-2,6CI-4H), 3.62 (s, 2H, -CH,-), 2.17 (s, 3H, -CH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 168.28, 168.19, 142.81, 136.98, 130.32, 129.66,
129.09, 127.51, 125.31, 124.03, 120.81, 116.08, 35.70, 17.96.

ESI-MS: m/z = 351.4 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C54.51 H 4.00 N 7.93
gefunden: C54.12 H 3.94 N 7.72

N',N'-Diacetyl-2-(2-((2,6-dichlorphenyl)amino)phenyl)acetohydrazid (119)

Hergestellt geméalR allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-(2-((2,6-
Dichlorphenyl)amino)phenyl)acetohydrazid (117, 300 mg, 0.9 mmol) in 10 mL Pyridin.
Saulenchromatographische Aufreinigung (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat) und
Umkristallisation aus demselben Gemisch. Man erhélt einen weien Feststoff.

Ausbeute: 34 mg (10%)
Summenformel: Ci1sH17CI2N305 " i
N
Molekulargewicht:  394.25 g/ mol m j\ ot
NH O CH,
Rf-Wert: 0.78 (95/5; DCM / MeOH) cl cl
Substanzcode: SW 350A / ST-1809

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.92 (s, 1H, -C(0)-NH-N), 7.54-7.48 (m, 3H, Ph-
2,6CI-3H,5H, (Ph-2-CH,)-NH-(Ph-2,6Cl)), 7.29-7.15 (m, 2H, Ph-2-CH,-5H,6H), 7.07 (t, 1H,
J = 7.8 Hz, Ph-2-CH,-4H), 6.88 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-2-CH,-3H), 6.29 (d, 1H, J = 7.8 Hz,
Ph-2,6CI-4H), 3.77 (s, 2H, -CHy-), 2.24 (s, 6H, 2x -CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 170.81, 170.77, 142.68, 136.94, 130.43, 129.77, 129.05,
127.05, 125.39, 123.73, 120.78, 116.05, 36.67, 24.43.

ESI-MS: m/z = 392.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C54.84 H 4.35 N 10.66
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gefunden: C 54.95 H4.31 N 10.47

N'-Acetyl-2-(2-((2,6-dichlorphenyl)amino)phenyl)acetohydrazid (120)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-(2-((2,6-
Dichlorphenyl)amino)phenyl)acetohydrazid (117, 168 mg, 0.5 mmol) in 10 mL Pyridin. Es
wurde jedoch nur 20 Minuten geriihrt (Niederschlag nicht komplett aufgeldst)! Séulen-
chromatographische  Aufreinigung  (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat) und
Umkristallisation aus Ethylacetat. Man erhélt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 95 mg (50%)
Summenformel: C16H15CI2N30; v 9
N\N/M\CH
Molekulargewicht:  352.22 g/ mol m H ?
NH
Rf-Wert: 0.53 (95/5; DCM / MeOH) cl cl
Substanzcode: SW 350B / ST-1832

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.33 (s, 1H, -NH-NH-), 9.95 (s, 1H, -NH-NH-), 8.06
(s, 1H, (Ph-2-CH,)-NH-(Ph-2,6Cl)), 7.51 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ph-2,6CI-3H,5H), 7.25-7.13 (m,
2H, Ph-2-CH,-5H,6H), 7.06 (t, 1H, J = 7.7 Hz, Ph-2-CH,-4H), 6.86 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-2-
CH,-3H), 6.30 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-2,6CI-4H), 3.63 (s, 2H, -CHy-), 1.86 (s, 3H, -CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 169.90, 167.64, 142.75, 137.03, 130.27, 129.39, 129.07,
127.27, 125.06, 124.79, 120.72, 116.00, 37.03, 20.35.

ESI-MS: m/z = 352.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C 54.56 H 4.29 N 11.93
gefunden: C54.41 H 4.38 N 11.70

2-(2-Nitrophenyl)acetamid (127)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift B, mit konzentriertem Ammoniak anstatt
einer Hydroxylamin-L6dsung, aus 2-Nitrophenylessigséaure (1 g, 5.6 mmol) in 10 mL
Thionylchlorid. Sdulenchromatographische Aufreinigung (Fliemittel: 95/5 Dichlormethan /
Methanol) ergab einen weiRen Feststoff.

Ausbeute: 640 mg (61%)

Summenformel: CgHgN,0O3 WNHZ
Molekulargewicht:  180.16 g / mol NO;
Rf-Wert: 0.43 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 215
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.99 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-3H), 7.66 (t, 1H, J = 7.5 Hz,
Ph-5H), 7.55-7.46 (m, 3H, 1x -NH, Ph-4H,5H), 6.79 (br, 1H, 1x -NH,), 3.85 (s, 2H, -CH,-).

ESI-MS: m/z = 178.6 [M-H'T

2-(2-Aminophenyl)acetamid (128)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift D aus 2-(2-Nitrophenyl)acetamid (127, 640
mg, 3.5 mmol) in 50 mL Ethanol. Man erhélt einen wei3en Feststoff.

Ausbeute: 608 mg (quantitativ)

Summenformel: CgH1oN20 NH,
Molekulargewicht:  150.18 g/ mol %
Rf-Wert: 0.21 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 217

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.47 (br, 1H, 1x C(O)-NH,), 7.00-6.89 (m, 3H, 1x
C(0)-NH, Ph-4H,5H), 6.63 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-3H), 6.51 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Ph-5H), 5.08
(br, 2H, Ph-NH,), 3.23 (s, 2H, -CH,-).

ESI-MS: m/z = 173.8 [M+Na']"

2-(2-(p-Tolylamino)phenyl)acetamid (130)

In einem Mikrowellenvial wurden 2-(2-Aminophenyl)acetamid (128, 200 mg, 1.3 mmol, 1.0
eq), lodtoluen (370 mg, 1.6 mmol, 1.2 eq), Kaliumcarbonat (460 mg, 3.3 mmol, 2.5 eq),
Kupfer(l)iodid (13 mg, 0.07 mmo, 0.05 eq) und N,N-Dimethylethylendiamin (2 mL, 0.1
mmol, 0.1 eq) in 4 mL absolutem Dioxan gel6st und fir eine Stunde auf 160 °C erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde in 2N Salzsdure aufgenommen und mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde gewaschen, getrocknet entfernt und saulenchromatographisch
aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol). Man isolierte ein gelbes Ol,
welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 51 mg (16%)

Summenformel: Ci5H16N20 NH,
Molekulargewicht:  240.31 g/ mol Q:DJ
Rf-Wert: 0.77 (95/5; DCM / MeOH) ©
Substanzcode: SW 219 CH,

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.04 (s, 1H, -NH-), 7.46 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CHs-
2H,6H), 7.11-7.04 (m, 3H, Ph-CH3-3H,5H, Ph-CH,-3H), 6.96 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Ph-CH,-
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5H), 6.68 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-CH,-6H), 6.56 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Ph-CH;-4H), 5.33 (br, 2H,
-NHy), 3.48 (s, 2H, -CHy-), 2.23 (s, 3H, -CHs3).

ESI-MS: m/z = 241.7 [M+H']*

N-Acetyl-2-(2-(p-tolylamino)phenyl)acetamid (131)

2-(2-(p-Tolylamino)phenyl)acetamid (130, 150 mg, 0.5 mmol) wurde nach allgemeiner
Synthesevorschrift C Methode 1 umgesetzt. Der isolierte Rickstand wurde mehrmals aus
Chloroform umkristallsiert.

Ausbeute: 24 mg (16%) .

\H/CH3
Summenformel: C17H18N202 m 0

Molekulargewicht:  282.34 g/ mol ©
Rf-Wert: 0.47 (98/2; DCM / MeOH)

CHj

Substanzcode: SW 220/ ST-1727

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.12 (s, 1H, Ph-NH-Ph-CHs), 9.71 (s, 1H, C(O)-NH-
C(0)) 7.52-7.44 (m, 3H, Ph-CH3-2H,6H, Ph-CH,-3H), 7.31-7.20 (m, 2H, Ph-CH,-5H,6H),
7.15-7.08 (m, 3H, Ph-CH3-3H,5H, Ph-CH,-4H), 3.66 (s, 2H, -CH,-), 2.24 (s, 3H, Ph-CHs),
2.06 (s, 3H, C(O)-CHa).

BBC-NMR 75 MHz, DMSO-ds): & = 169.25, 138.21, 136.78, 136.32, 132.26, 130.18, 129.50,
129.00, 126.94, 124.85, 124.72, 119.21, 23.46, 20.33.

ESI-MS: m/z = 283.2 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet:  C 72.32 H6.43 N 9.92
gefunden: C 72.07 H6.43 N 9.87

N-(2-(2-(p-Tolylamino)phenyl)acetyl)acrylamid (132)

2-(2-(p-Tolylamino)phenyl)acetamid (130, 150 mg, 0.5 mmol) wurde nach allgemeiner
Synthesevorschrift C Methode 1, mit Acryloylchlorid anstatt Acetylchlorid, umgesetzt. Der
isolierte Riickstand, ein OI, wurde in Chloroform aufgenommen und mit Hexan trituiert. Man
erhélt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 32 mg (16%)

Summenformel: Ci1sH1sN20; N \
Molekulargewicht:  294.35 g/ mol m I’]/\CHZ
Rf-Wert: 0.21 (95/5; DCM / MeOH) ©
Substanzcode: SW 236/ ST-1728

CHj
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.15 (s, 1H, Ph-NH-Ph-CHs), 9.99 (s, 1H, C(O)-NH-
C(0)), 7.63 (d, 1H, J = 7.7 Hz, Ph-CH,-3H), 7.45 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CH3-2H,6H), 7.34-
7.23 (m, 2H, Ph-CH,-4H,5H), 7.17 (d, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-CH,-6H), 7.10 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
Ph-CH3-3H,5H), 6.51-6.40 (dd, 1H, J = 10.0 Hz, 17.0 Hz, -CH=CH,), 6.24 (dd, 1H, J = 17.0
Hz, 2.0 Hz, 1x —~CH,), 5.76 (dd, 1H, J = 10 Hz, 2.0 Hz, 1x =CH,), 3.69 (s, 2H, -CHy-), 2.24 (s,
3H, -CHs).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 169.24, 163.27, 136.51, 136.24, 132.32, 131.88, 130.28,
129.29, 128.99, 127.04, 126.54, 125.06, 124.40, 119.27, 20.33.

ESI-MS: m/z = 329.2 [M+CIT
Elementaranalyse: berechnet: C 73.45 H6.16 N 9.52
gefunden: C7311 H6.15 N 9.47

5.3.9. Nimesulid-Derivate und ihre Vorstufen

2,4-Dihydroxybenzoesduremethylester (134)

Hergestellt gemal der Veresterungsvorschrift wie in der allgemeinen Synthesevorschrift A
beschrieben aus 2,4-Dihydroxybenzoesaure (7 g, 45 mmol) in MeOH. Umsetzung ohne
weitere Aufreinigung. Man erhalt ein weil3es Pulver.

Ausbeute: 6.7 (87%)

Summenformel: CgHgO4 HO OH
Molekulargewicht:  168.15 g/ mol \©;(O\CH3
Substanzcode: SW 430 ’

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): § = 11.00 (s, 1H, -OH), 7.71 (sd, 1H, J = 3.2 Hz, Ph-6H),
6.41-6.35 (m, Ph-3H,5H), 4.68 (s, 1H, -OH), 3.91 (s, 3H, -CHy).

2-Hydroxy-4-(2-nitrophenoxy)benzoesauremethylester (136)

Hergestellt wie fir 2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesdure (163)
beschrieben aus 2-Fluornitrobenzol (310 uL, 6 mmol) und 2,4-Dihydroxybenzoesdure-
methylester (134, 1 g, 6 mmol). Man erhélt ein braunes Ol.

Ausbeute: 1.16 g (67%)
Summenformel: C14H11NOg NO,
(0] OH
Molekulargewicht:  289.24 g / mol ©/ \©;(O
“CHj,
Rf-Wert: 0.50 (DCM) o
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Substanzcode: SW 433

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 10.95 (br, 1H, -OH), 8.01 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-NO,-6H),
7.83 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-COOH-6H), 7.62 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-NO»-4H), 7.34 (t, 1H, J =
8.3 Hz, Ph-NO,-5H), 7.64 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-NO,-3H), ), 6.54 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.4
Hz, Ph-COOH-5H), 6.45 (sd, 1H, J = 2.4 Hz, Ph-COOH-3H), 3.93 (s, 3H, O-CHy).

4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxybenzoesduremethylester (137)

Hergestellt gemdR  allgemeiner  Synthesevorschrift D  aus  2-Hydroxy-4-(2-
nitrophenoxy)benzoesauremethylester (136, 2.7 g, 9.3 mmol) in 180 mL Methanol. Es
erfolgte eine sdulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: Dichlormethan).

Ausbeute: 1.5 g (62%)
Summenformel: C14H13NO4 NH,
(@) OH
Molekulargewicht:  259.26 g/ mol ©/ \©;(O
“CH,
Rf-Wert: 0.37 (DCM) o
Substanzcode: SW 436

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 10.91 (br, 1H, -OH), 7.79 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-COOH-
6H), 7.05 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Ph-NH,-4H), 6.95 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-NH,-6H), 7.64 (d, 1H,
J=7.9 Hz, Ph-NH»-3H), 6.75 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ph-NH,-5H), 6.52-6.45 (m, 2H, Ph-COOH-
3H,5H), 3.86 (s, 3H, O-CHs), 3.71 (br, 1H, -NHy).

ESI-MS: m/z = 260.5 [M+H']*

2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)benzoesauremethylester (138)

In 25 mL Pyridin wurde 4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxybenzoeséduremethylester (137, 1 g,
3.8 mmol, 1.0 eq) gelést und auf 0°C gekihlt. Nach 30 Minuten wurde
Methylsulfonylchlorid (358 uL, 4.6 mmol, 1.1 eq) hinzugetropft und Uber Nacht gerthrt. Die
Mischung wurde auf Eis / 2N Salzsdure gegeben und mit Dichlormethan extrahiert. Man
erhalt ein orange-farbenens Ol, welches ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

Ausbeute: 1.4 (quantitativ)
Summenformel: C15H15NOgS HyCo /0

2
d NH

Molekulargewicht:  337.35 g / mol

(@) OH
Rf-Wert: 0.12 (3/1; Hex / EtOAC) ©/ \©%(O\CH3

Substanzcode: SW 440 °

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.69 (br, 1H, -OH), 9.42 (s, 1H, -NH-), 7.79 (d, 1H, J
= 8.7 Hz, Ph-COOH-6H), 7.51-7.46 (m, 1H, Ph-NH-3H), 7.27-7.23 (m, 2H, Ph-NH-4H,5H),
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7.14-7.10 (m, 1H, Ph-NH-6H), 6.52 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.4 Hz, Ph-COOH-5H), 6.43 (sd,
1H, J = 2.4 Hz, Ph-COOH-3H), 3.86 (s, 3H, O-CHs), 2.95 (s, 3H, SO,-CH).

2-Acetoxy-4-(2-(N-(methylsulfonyl)acetamido)phenoxy)benzoesduremethylester (139)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift B Methode 1 aus 2-Hydroxy-4-(2-
(methylsulfonamido)phenoxy)benzoesauremethylester (138, 1.3 g, 3.8 mmol) in 40 mL
Dichlormethan.  Saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: 1/1 Hexan /
Ethylacetat). Man erhélt einen weilRen Schaum.

Ausbeute: 1.08 g (67%)
Summenformel: C19H19NOgS heo 2§

\//S\N)J\CH3 OYCHB
Molekulargewicht:  421.41 g/ mol ° o o
Rf-Wert: 0.36 (1/1; Hex / EtOAC) \©%(O\CH3
Substanzcode: SW 441 / ST-1855 °

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.00 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-COOH-6H), 7.64 (d, 1H, J
= 7.8 Hz, Ph-NH-3H), 7.55 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ph-NH-5H), 7.35 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Ph-NH-
4H), 7.19 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-NH-6H), 7.08 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.5 Hz, Ph-COOH-5H),
6.96 (sd, 1H, J = 2.4 Hz, Ph-COOH-3H), 3.79 (s, 3H, O-CH3), 3.41 (s, 3H, SO,-CHs3), 2.25 (s,
3H, O-C(0)-CHs), 1.95 (s, 3H, N-C(O)-CHs).

ESI-MS: miz = 444.9 [M+Na']*

2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)-6-nitrobenzoesaure (143

Hergestellt aus 2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)benzoesduremethylester (138)
durch Nitriersdure (1 eq) in Dichlormethan bei RT fiir drei Stunden. Es erfolgte eine
saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhélt einen
gelben Feststoff.

Summenformel: C15H14N>0OgS o

Molekulargewicht:  382.34 g / mol Hscg///\NH

Rf-Wert; 0.60 (DCM) ° OHO\
Substanzcode: SW 417 Fr. 9-12 o, &7

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.08 (br, 1H, -OH), 9.40 (s, 1H, -NH-), 7.90 (sd, 1H, J
= 3.1 Hz, Ph-OH-3H), 7.67 (sd, 1H, J = 3.1 Hz, Ph-OH-5H), 7.48-7.44 (m, 1H, Ph-NH-3H),
7.23-7.18 (M, 2H, Ph-NH-4H,5H), 7.04-7.00 (m, 1H, Ph-NH-6H), 3.89 (s, 3H, O-CHs), 3.20
(s, 3H, SO,-CH).

ESI-MS: m/z = 381.6 [M-H']
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2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)-3-nitrobenzoesaure

Hergestellt aus 2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)benzoesduremethylester (138)
durch Nitriersdure (1 eq) in Dichlormethan bei RT fiir drei Stunden. Es erfolgte eine
saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhélt einen
gelben Feststoff.

Summenformel: C14H12N208S e P
Molekulargewicht:  368.32 g / mol g " o 1 oH
Rf-Wert: 0.56 (DCM) ©/ \©;(OH
Substanzcode: SW 417 Fr. 13-14 ©

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 10.35 (br, 1H, -OH), 9.58 (s, 1H, -NH-), 8.10-8.02 (m,
2H, Ph-OH-3H,5H), 7.82-7.73 (M, 4H, Ph-NH-3H,4H,5H,6H), 3.90 (s, 3H, O-CHs), 3.20 (s,
3H, SO,-CHs).

4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxy-3-nitrobenzoesduremethylester (145)

Hergestellt aus 4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxybenzoesduremethylester  (137) durch
Nitriersdure (1 eq) in Dichlormethan bei RT fir drei Stunden. Es erfolgte eine
saulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhélt einen
gelben Feststoff.

Summenformel: C14H12N206 NH, NO,

O OH
Molekulargewicht:  304.26 g / mol @( \©;(°\CH
Rf-Wert: 0.51 (95/5; DCM / MeOH) ol
Substanzcode: SW 439 Fr. 10-15

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.25 (br, 1H, -OH), 7.90 (d, 1H, J = 9.1 Hz, Ph-OH-
4H), 7.03 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ph-NH-4H), 6.95 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-NH,-6H), 6.85 (d, 1H,
J = 7.9 Hz, Ph-NH,-3H), 6.60 (t, 1H, J = 6.6 Hz, Ph-NH,-5H), 6.33 (d, 1H, J = 9.1 Hz, Ph-
OH-4H), 5.03 (br, 2H, -NH,), 3.90 (s, 3H, -CHs).

4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxy-5-nitrobenzoesduremethylester (146) nach

Hergestellt aus 4-(2-Aminophenoxy)-2-hydroxybenzoesduremethylester  (137) durch
Nitriersdure (1 eq) in Dichlormethan bei RT fir drei Stunden. Es erfolgte eine
sdulenchromatographische Auftrennung (FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhélt einen

gelben Feststoff.
NH,
©/O OH
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Molekulargewicht:  304.26 g / mol
Rf-Wert: 0.60 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 439 Fr. 7-9

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.52 (s, 1H, Ph-OH-6H), 7.07 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ph-
NH,-4H), 7.00 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-NH-6H), 6.87 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-NH,-3H), 6.61 (t,
1H, J = 6.6 Hz, Ph-NH,-5H), 6.23 (s, 1H, Ph-OH-3H), 5.19 (br, 2H, -NH5), 3.86 (s, 3H, -
CH).

2-lod-4-nitroanilin (150) nach®®

In 20 mL Methanol wird konzentrierte Schwefelsaure (319 uL, 6 mmol, 1.5 eq) gel6st und 4-
Nitroanilin (552 mg, 4 mmol, 1.0 eq) sowie Kaliumiodid (664 mg, 4 mmol, 1.0 eq)
hinzugegeben. Anschlieend wurde Wasserstoffperoxid (30%ig, 906 uL, 8 mmol, 2.0 eq)
hinzugegeben und fur funf Stunden auf 60 °C erhitzt. Es wurde mit Wasser verdinnt und mit
Dichlormethan extrahiert. Man erhélt einen schmutzig gelben Feststoff.

Ausbeute: 1.15 g (80%)

Summenformel: CsHs5IN,O, NH,
Molekulargewicht:  264.02 g / mol ©/I
Substanzcode: SW 437 NO,

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): 5 = 8.38 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-3H), 7.98 (dd, 1H, J = 9.1
Hz, 2.6 Hz, Ph-5H), 6.76 (d, 2H, J = 9.1 Hz, Ph-6H), 6.72 (br, 2H, -NH,).

ESI-MS: m/z = 262.8 [M-H'T

2,5-Dihydroxybenzoesduremethylester (153)

Hergestellt gemal der Veresterungsvorschrift wie in der allgemeinen Synthesevorschrift A
beschrieben aus 2,5-Dihydroxybenzoeséure (152, 5 g, 32 mmol) in Methanol. Umsetzung
ohne weitere Aufreinigung. Man erhlt ein farbloses Ol, welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 5.2 g (96%)

Summenformel: CgHgO4 HO
Molekulargewicht:  168.15 g / mol \E?\OH
RFf-Wert: 0.23 (3/1; Hex / EtOAC) 0”0
Substanzcode: SW 406
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.30 (s, 1H, -OH), 7.25 (sd, 1H, J = 3.2 Hz, Ph-6H),
6.98 (dd, 1H, J = 8.9 Hz, 3.2 Hz, Ph-4H), 6.85 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Ph-3H), 4.68 (s, 1H, -OH),
3.91 (s, 3H, -CHs).

ESI-MS: m/z = 166.6 [M-H'T

2-Hydroxy-5-(4-nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)benzoesauremethylester (155)

Hergestellt wie flr 3-(4-Nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)phenol (165) beschrieben aus
2,5-Dihydroxybenzoesduremethylester (153, 190 mg, 1.1 mmol) anstatt Resorcin in 8 mL
Acetonitril mit Zusatz von Kupfer(l)iodid (9 mg, 0.1 mmol, 0.05 eq). Man erhalt einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 346 mg (90%)
Summenformel: C15H10F3NOg CF3
(@)
Molekulargewicht:  357.24 g / mol /©/
O,N OH
Rf-Wert: 0.41 (5/1; Hex / EtOAC) Pt
Substanzcode: SW 407

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 10.50 (1H, br, -OH), 8.50 (1H, sd, J = 2.5 Hz, Ph-NO,-
3H), 8.43 (1H, dd, J = 9.2 Hz, 2.6 Hz, Ph-NO,-5H), 7.54 (1H, sd, J = 3.0 Hz, Ph-COOH-6H),
7.45 (1H, dd, J = 8.9 Hz, 3.0 Hz, Ph-COOH-4H), 7.14 (1H, d, J = 8.9 Hz, Ph-COOH-3H),
7.09 (1H, d, J = 9.2 Hz, Ph-NO,-6H), 3.86 (s, 3H, -CHs).

ESI-MS: m/z = 357.9 [M+H']*

2-Acetoxy-5-(4-nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)benzoesduremethylester (156)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-Hydroxy-5-(4-nitro-2-
(trifluormethyl)phenoxy)benzoeséduremethylester (155, 344 mg, 1 mmol). Man erhdlt ein
farbloses Ol nach saulenchromatographischer Auftrennung (FlieBmittel: 3/1 Hexan /
Ethylacetat), welches mit der Zeit erstarrt. Umkristallisation aus Ethanol / Wasser ergab einen
weilen Feststoff.

Ausbeute: 368 mg (95%)
Summenformel: Cy7H12F3NOy CFs
O
Molekulargewicht: ~ 399.28 g / mol @f ? i
O,N (®) CHjy
Rf-Wert: 0.43 (3/1; Hex / EtOAC) oM
Substanzcode: SW 410/ ST-1845

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.54-8.48 (2H, m, Ph-NO-3H,5H), 7.70 (1H, sd, J =
2.9 Hz, Ph-COOH-6H), 7.60 (1H, dd, J = 8.7 Hz, 3.0 Hz, Ph-COOH-4H), 7.42 (1H, d, J = 8.7
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Hz, Ph-COOH-3H), 7.22 (1H, d, J = 9.0 Hz, Ph-NO,-6H), 3.80 (3H, s, O-CHs), 2.30 (3H, s,
C(0)-CHa).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 169.01, 163.37, 159.32, 151.14, 147.22, 142.13, 130.14,
126.39, 125.92, 124.83, 123.41, 122.24, 118.61, 52.43, 20.53.

ESI-MS: m/z = 398.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: Cb51.14 H 3.03 N 3.51
gefunden: C51.10 H 3.42 N 3.51

2-Hydroxy-5-(4-nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)benzoeséaure (157)

Hergestellt wie fur 2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesaure (155)
beschrieben aus 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (200 uL, 1.4 mmol, 1.0 eq) und
2,5-Dihydroxybenzoesdure (185 mg, 1.2 mmol, 1.2 eq). Der Rickstand wurde Uber Kieselgel
filtriert mit Dichlormethan und mi Ethanol hinunter gespult. Man erhdlt einen braunen
Feststoff.

Ausbeute: 203 mg (30%)
Summenformel: C14HgF3NOg CFs
(6]
Molekulargewicht:  343.21 g / mol /©/
O,N OH
Rf-Wert: 0.09 (3/1; Hex / EtOAc + AcOH) COOH
Substanzcode: SW 408

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 10.63 (1H, br), 9.13 (1H, br), 8.03 (1H, dd, J = 8.1 Hz),
7.62 (1H, td, J = 6.8 Hz), 7.42-7.29 (3H, m), 7.09-7.02 (2H, m).

ESI-MS: miz = 342.4 [M-H'T

2-Acetoxy-5-(4-nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)benzoesaure (158)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-Hydroxy-5-(4-nitro-2-
(trifluormethyl)phenoxy)benzoesdure (157, 200 mg, 0.6 mmol). Man erhélt ein Feststoff nach
sédulenchromatographischer Auftrennung (FlieBmittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat + 3%
Essigsaure). Umkristallisation aus Ethanol / Wasser ergab einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 77 mg (30%)
Summenformel: C16H10F3NO; CFs
O
Molekulargewicht:  385.25 g / mol /©/ \©\ j\
O,N (0] CHj3
Rf-Wert: 0.86 (1/1; Hex / EtOAc + AcOH) COOH
Substanzcode: SW 411/ ST-1844
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.52 (1H, br, COOH), 8.53-8.46 (2H, m, Ph-NO,-
3H,5H), 7.66 (1H, sd, J = 2.9 Hz, Ph-COOH-6H), 7.55 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 3.0 Hz, Ph-
COOH-4H), 7.37 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-COOH-3H), 7.22 (1H, d, J = 8.9 Hz, Ph-NO,-6H),
2.27 (3H, s, -CHa).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 171.86, 169.05, 164.49, 159.41, 151.23, 147.39, 142.11,
130.14, 126.18, 126.06, 125.41, 123.41, 122.29, 119.53, 119.01, 118.65, 20.68.

ESI-MS: m/z = 384.5 [M-H']

5-Amino-2-hydroxybenzoesduremethylester (160)

Hergestellt gemalk der Veresterungsvorschrift wie in der allgemeinen Synthesevorschrift A
beschrieben aus Mesalazin (1 g, 6.5 mmol) in Methanol. Umsetzung ohne weitere
Aufreinigung. Man erhélt ein farbloses Ol, welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 891 mg (81%)

Summenformel: CgHgNO3 HoN
Molekulargewicht:  167.16 g / mol \E?\OH
Substanzcode: SW 419 0o

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 9.74 (s, 1H, -OH), 7.00 (sd, 1H, J = 2.8 Hz, Ph-6H),
6.82 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.8 Hz, Ph-4H), 6.70 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-3H), 4.82 (br, 2H, -
NH,), 3.85 (s, 3H, -CHa).

ESI-MS: m/z = 168.9 [M-H']

2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesduremethylester (161)

Hergestellt wie fur 2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesaure (163)
beschrieben aus 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (154, 200 uL, 1.4 mmol, 1.0 eq) und 5-Amino-
2-hydroxybenzoesauremethylester (160, 280 mg, 1.6 mmol, 1.2 eq). Man erhalt einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 490 mg (quantitativ)
Summenformel: CisH11F3N,0s CFs
N
Molekulargewicht:  356.26 g / mol /©/ \E?\
O,N OH
Rf-Wert: 0.18 (2/1; Hex / EtOAC) Pt
Substanzcode: SW 420

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 8.46 (sd, 1H, J = 2.7 Hz, Ph-NO,-3H), 8.39 (dd, 1H, J =
9.2 Hz, 2.8 Hz, Ph-NO»-5H), 7.18 (1H, sd, J = 2.7 Hz, Ph-OH-6H), 7.00 (1H, d, J = 8.6 Hz,
Ph-OH-3H), 6.91-6.82 (m, 2H, Ph-COOH-4H, Ph-NO,-6H), 3.58 (3H, s, -CHs).
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ESI-MS: m/z = 397.9 [M+K']*

2-Acetoxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesauremethylester (162)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-Hydroxy-5-(4-nitro-2-
(trifluormethyl)phenoxy)benzoeséduremethylester (161, 490 mg, 1.4 mmol). Man erhalt ein
farbloses Ol nach saulenchromatographischer Auftrennung (FlieRmittel: 3/1 Hexan /
Ethylacetat), welches mit der Zeit erstarrt. Umkristallisation aus Ethanol / Wasser ergab einen
schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 273 mg (49%)
Summenformel: C17H13F3N206 CFs
N
Molekulargewicht:  398.29 g / mol )@f ? i
O,N 0~ TCH,
Rf-Wert: 0.46 (2/1; Hex / EtOAC) P s
Substanzcode: SW 423/ ST-1854

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 8.60 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-NO,-3H), 8.26 (dd, 1H, J =
9.2 Hz, 2.7 Hz, Ph-NO,-5H), 8.03-8.00 (m, 2H, Ph-OH-3H,6H), 7.49 (br, 1H, -NH-), 7.14 (d,
1H, J = 9.4 Hz, Ph-COOH-4H), 6.70 (d, 1H, J = 9.2 Hz, Ph-NO,-6H), 3.58 (3H, s, -CH3).

B3C-NMR (75 MHz, CDCls): & = 168.60, 164.36, 161.43, 148.02, 141.42, 136.46, 128.76,
125.85, 124.40, 124.05, 123.98, 123.90, 123.82, 123.31, 115.31, 52.50, 24.47.

ESI-MS: m/z = 397.7 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C51.26 H 3.29 N 7.03
gefunden: C51.22 H 3.40 N 6.77

2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesaure (163)

In 5 mL DMF wurden 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (154, 200 uL, 1.4 mmol, 1.0 eq),
Mesalazin (240 mg, 1.5 mmol, 1.1 eq) und Kaliumcarbonat (305 mg, 2.2 mmol, 2.2 eq) geldst
und in der Mikrowelle fir eine Stunde auf 80 °C erhitzt. Die Mischung wurde auf Eis
gegeben, mit Ethylacetat extrahiert. Die organsiche Phase wurde gewaschen, getrocknet und
entfernt. Man erhielt einen schmutzig gelben Feststoff, welcher ohne Aufreinigung weiter
umgesetzt wurde.

Ausbeute: 480 mg (quantitativ)
Summenformel: C14HoF3N»0s5 CFs
N
Molekulargewicht:  342.23 g / mol /©/ \9\
O,N OH
Rf-Wert: 0.26 (2/1; Hex / EtOAC + AcOH) o
Substanzcode: SW 393
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.65 (s, 1H, -NH-), 8.31 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-NO,-
3H), 8.17 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 2.6 Hz, Ph-NO,-5H), 7.65 (sd, 1H, J = 2.7 Hz, Ph-COOH-6H),
7.44 (dd, 1H, J = 8.8 Hz, 2.7 Hz, Ph-COOH-4H), 7.05 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ph-COOH-3H),
6.84 (d, 1H, J = 9.4 Hz, Ph-NO,-6H).

ESI-MS: m/z = 340.9 [M-H'T

2-Acetoxy-5-((4-nitro-2-(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesaure (164)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 2-Hydroxy-5-((4-nitro-2-
(trifluormethyl)phenyl)amino)benzoesdure (163, 490 mg, 1.4 mmol) in 20 mL Pyridin. Der
Rickstand wurde mehrfach aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 190 mg (34%)
Summenformel: Ci6H11F3N20s CFs H

(e}
Molekulargewicht:  384.27 g / mol on J :] \9\0 )J\CH3
Rf-Wert; 0.40 (2/1, Hex / EtOAC + ACOH) fo) OH
Substanzcode: SW 394 / ST-1842

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.74 (s, 1H, -NH-), 8.35 (sd, 1H, J = 2.5 Hz, Ph-NO,-
3H), 8.25 (dd, 1H, J = 9.3 Hz, 2.5 Hz, Ph-NO»-5H), 7.81 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-COOH-6H),
7.56 (dd, 1H, J = 8.6 Hz, 2.6 Hz, Ph-COOH-4H), 7.26 (d, 1H, J = 8.6 Hz, Ph-COOH-3H),
7.11 (d, 1H, J = 9.3 Hz, Ph-NO,-6H), 2.26 (s, 3H, -CHs).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 169.15, 164.94, 148.21, 147.14, 137.64, 137.10, 129.44,
128.99, 127.04, 124.95, 124.90, 115.81, 20.70.

ESI-MS: m/z = 383.4 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C50.01 H 2.89 N 7.29
gefunden: C 49.79 H3.25 N 7.03

3-(4-Nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)phenol (165)

Resorcin (92, 640 mg, 5.8 mmol, 4 eq), 2-Fluor-5-nitrobenzotrifluorid (154, 200 puL, 1.4
mmol, 1 eq), und Kalium-tert-butanolat (152 mg, 1.4 mmol, 1 eq) wurden in 10 mL
Acetonitril in der Mikrowelle auf 100 °C erhitzt. Der schwarze Rickstand wurde in 2N
Salzsdure aufgenommen, mit Chloroform extrahiert und das Extrakt sdulenchromatographisch
aufgetrennt (FlieBmittel: 3/1 Hexan / Ethylacetat). Man erhélt einen weiRen Feststoff.

Ausbeute: 490 mg (34%)

Summenformel: C13HgF3NO4 CFs

jos
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Molekulargewicht:  299.21 g/ mol
Rf-Wert: 0.50 (2/1; Hex / EtOACc)
Substanzcode: SW 392

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.95 (br, 1H, -OH), 8.50-8.44 (m, 2H, Ph-NO,-3H,5H),
7.30 (t, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-OH-5H), 7.13 (d, 1H, J = 8.9 Hz, Ph-NO,-6H), 6.75 (dd, 1H, J =
8.2 Hz, 2.3 Hz, Ph-OH-6H), 6.62 (dd, 1H, J = 8.1 Hz, 2.3 Hz, Ph-OH-4H), 6.55 (st, 1H, J =
2.2 Hz, Ph-OH-2H).

ESI-MS: m/z = 297.9 [M-H']

3-(4-Nitro-2-(trifluormethyl)phenoxy)phenylacetat (166)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus 3-(4-Nitro-2-(trifluor-
methyl)phenoxy)phenol (165, 412 mg, 1.4 mmol) in 15 mL Pyridin. Der Riickstand wurde
saulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 2/1 Hexan / Ethylacetat). Man erhélt ein
farbloses Ol.

Ausbeute: 331 mg (64%)

Summenformel: C15H10F3sNOs CFs .
Molekulargewicht:  341.24 g/ mol /©/ \©
Rf-Wert: 0.60 (2/1; Hex / EtOAC) . O\”/CHs
Substanzcode: SW 395/ ST-1843 ©

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.53-8.48 (2H, m, Ph-NO,-3H,5H), 7.56 (1H, t, J = 8.1
Hz, Ph-OH-5H), 7.18-7.10 (4H, m, Ph-NO,-6H, Ph-OH-2H,4H,6H), 2.26 (3H, s, -CHy).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 168.77, 159.44, 154.30, 151.74, 141.96, 131.10, 130.07,
123.35, 123.26, 119.46, 118.52, 117.44, 114.27, 20.69.

ESI-MS: m/z = 340.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 52.80 H 2.95 N 4.10
gefunden: C 52.60 H 3.37 N 4.28

5.3.10. Acetylsalicylsaure- und Derivate und ihre Vorstufen

2-Acetoxy-5-methylbenzoesduremethylester (171)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift A aus 2-Hydroxy-5-methylbenzoeséure (2
g, 13.1 mmol). Sdulenchromatographische Aufreinigung (Fliefmittel: 9/1 Hexan /
Ethylacetat). Man erhalt ein klares Ol.
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Ausbeute: 709 mg (26%)
Summenformel: C11H1204 Q
H,C O/CH3
Molekulargewicht:  208.21 g/ mol \©5J\
(0]
Rf-Wert: 0.18 (9/1; Hex / EtOAC) oo
Substanzcode: SW 370/ ST-1834

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 7.82 (sd, 1H), 7.35 (dd, 1H, J = 8.2 Hz), 6.98 (d, 1H, J =
8.2 Hz), 3.86 (s, 3H), 2.38 (s, 3H), 2.33 (s, 3H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 169.87, 165.02, 148.44, 135.81, 134.44, 132.07, 123.47,
122.62, 52.09, 20.95, 20.72.

ESI-MS: m/z = 231.6 [M+Na']"
Elementaranalyse: berechnet: C 63.45 H 5.81
gefunden: C 63.20 H5.61

N-Hydroxy-2-phenoxybenzamid (174)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift B aus 2-Phenoxybenzoesédure (1.2 g, 0.6
mmol) in 5 mL Thionylchlorid. Séulenchromatographische Aufreinigung (FlieBmittel: 1/1
Hexan / Ethylacetat). Es wurde ein beiger Feststoff isoliert.

Ausbeute: 860 mg (66%)

Summenformel: C13H11NO3 Q
Molekulargewicht: 299,24 g / mol ©5J\H/OH
Rf-Wert: 0.37 (1/1; Hex / EtOAC) <o)
Substanzcode: SW 319 Int

IH-NMR (250 MHz, CDCls): 5 = 10.29 (s, 1H, -NH-), 8.59 (br, 1H, -OH), 8.24 (dd, 1H, J =
7.8 Hz, 1.7 Hz, Ph-C(0)-6H), 7.49-7.33 (m, 3H, Ph-C(0)-3H,4H,5H), 7.28-7.16 (m, 2H, Ph-
3H,5H), 7.09 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Ph-2H,6H), 6.77 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ph-4H).

N-Acetoxy-2-phenoxybenzamid (176)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 2 aus N-Hydroxy-2-
phenoxybenzamid (174, 860 mg, 2.8 mmol) in 8 mL Pyridin. Sdulenchromatographische
Aufreinigung (FlieBmittel: 3/1 Hexan / Ethylacetat) und Umkristallisation aus Ethanol. Es
wurde ein Farbloses Ol isoliert, welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 190 mg (54%)
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Summenformel: C15sH13NOy 0

N/o CH,
Molekulargewicht:  271.27 g/ mol H 1(
(0]
Rf-Wert; 0.77 (3/1; Hex / EtOAC) @
Substanzcode: SW 319/ ST-1808

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 12.01 (s, 1H), 7.64 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.50 (t, 1H, J =
8.4 Hz), 7.43-7.37 (m, 2H), 7.28-7.13 (m, 3H), 7.03 (d, 2H, J = 7.6), 6.91 (d, 1H, J = 8.1 Hz),
2.18 (s, 3H).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.25, 162.84, 156.17, 154.20, 132.54, 130.01, 129.86,
124.29, 123.74, 123.39, 118.95, 118.69, 17.96.

ESI-MS: m/z = 294.9 [M+Na'l"
Elementaranalyse: berechnet: C 66.41 H 4.83 N 5.16
gefunden: C 66.44 H 4.84 N 5.15

N-Acetoxy-2-(2-methoxyphenyl)acetamid (177)

Das Intermediat N-Hydroxy-2-(2-methoxyphenyl)acetamid (175) wurde gemal allgemeiner
Synthesevorschrift B hergestellt aus 2-Methoxyphenylessigsaure (600 mg, 3.6 mmol) in 5 mL
Thionylchlorid. Es wurde ein gelber Feststoff isoliert (480 mg, 2.6 mmol, 73%). Dieser wurde
ohne weitere Aufreinigung nach allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 1 weiter
umgesetzt. Sdulenchromatographische Auftrennung (Fliemittel: 1/1 Hexan / Ethylacetat) und
Umkristallisation aus dem gleichen Gemisch. Man erhalt schwach gelbe Nadeln.

Ausbeute: 134 mg (23%)

Summenformel: C11H13NO4 H j\
Molekulargewicht:  223.23 g / mol m o e
Rf-Wert: 0.17 (1/1; Hex / EtOAC) ZHS
Substanzcode: SW 300/ ST-1804

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.73 (s, 1H, -NH-), 7.27-7.20 (m, 2H, Ph-3H,5H),
6.97-6.85 (m, 2H, Ph-4H,6H), 3.75 (s, 3H, O-CHj), 3.43 (s, 2H, -CH,-), 2.14 (s, 3H, C(O)-
CH).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 167.56, 157.03, 130.50, 128.08, 122.84, 120.01, 110.58,
55.28, 33.04, 17.96.

ESI-MS: m/z = 221.6 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C59.19 H 5.87 N 6.27
gefunden: C59.13 H5.76 N 6.23
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2-Methyl-1,1-dioxido-3-(pyridin-2-ylcarbamoyl)-2H-benzo[e][1,2]thiazin-4-ylacetat (179)

Hergestellt gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift C Methode 1 aus Piroxicam (178, 200 mg,
0.6 mmol) in 15 mL Dichlormethan. S&ulenchromatographische Aufreinigung (Flielmittel:
98/2 Dichlormethan / Methanol; sehr kurze Séule wegen einsetztender Acetyl-Abspaltung!)
und Umkristallisation aus Ethanol. Es wurde ein weil3er Feststoff isoliert.

Ausbeute: 72 mg (30%)
Summenformel: C17H15N305S i
. X 0 07 TCH,
Molekulargewicht:  373.38 g/ mol |
N N =
RF-Wert: 0.45 (98/2; DCM / MeOH + NHy) oM
e

Substanzcode: SW 101/ ST-1806

IH-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 9.02 (s, 1H), 8.35 (sd, 1H), 8.28 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.96-
7.92 (m, 1H), 7.78-7.70 (m, 3H), 7.65-7.61 (m, 1H), 7.13-7.08 (m, 1H), 3.08 (s, 3H), 2.47 (s,
3H).

BBC-NMR (62 MHz, CDCls): & = 168.46, 158.64, 150.36, 147.15, 144.14, 139.15, 133.81,
132.89, 131.87, 128.75, 127.19, 126.20, 124.16, 124.16, 120.54, 114.52, 38.29, 20.88.

ESI-MS: m/z=3719 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 54.68 H 4.05 N 11.25 S 8.59
gefunden: C 54.28 H3.94 N 11.03 S 8.47

N-(2-Fluor-5-nitrophenyl)methansulfonamid (148)

Hergestellt wie flir 2-Hydroxy-4-(2-(methylsulfonamido)phenoxy)benzoeséduremethylester
(138) beschrieben aus 2-Fluor-5-nitroanilin (2 g, 12.8 mmol). Man erhdlt ein gelben Feststoff.

Ausbeute: 1.8 g (60%)

Summenformel: C7H7FN204S H3C\s”o
Molekulargewicht:  234.20 g / mol " F
Rf-Wert: 0.20 (DCM) ON
Substanzcode: SW 459

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 8.50-8.47 (m, 1H, Ph-NO,-6H), 8.08-8.06 (m, 1H, Ph-
NO,-5H), 7.34-7.29 (m, 2H, Ph-NO,-3H), 6.80 (br, 1H, -NH-), 3.16 (s, 3H, -CHa).

ESI-MS: m/z = 232.4 [M-H']
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5.4. Synthese und Charakterisierung der 5-LO-Inhibitoren
5.4.1. 2-Aminothiazol-Derivate des zentralen Zyklus und ihre

Vorstufen

2-Brom-3-(4-chlorphenyl)-3-oxopropionsauremethylester (181a)

Hergestellt gemaR allgemeiner  Synthesevorschrift E nach Methode 1 aus
4-Chlorbenzoylacetonitril (2 g, 9.4 mmol) in 50 mL Chloroform. Es wurde ein farbloses Ol
isoliert.

Ausbeute: 2.9 g (quantitativ)
Summenformel: C1oHsBrClO; 0
Br
Molekulargewicht:  291.5 g/ mol /©)i
Cl Cl) o
Substanzcode: SW 267 Int CHy

'H-NMR (250 MHz, CDCls) & = 8.03 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.68 (d, 2H, J = 8.5
Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.69 (s, 1H, -CHBI-), 3.74 (s, 3H, -CH).

2-Brom-3-(4-chlorphenyl)-3-oxopropanenitril (181b)

Hergestellt gemalR allgemeiner  Synthesevorschrift E nach Methode 1 aus
4-Chlorbenzoylacetonitril (500 mg, 2.8 mmol) in 10 mL Chloroform. Es wurde ein braunes
Ol isoliert.

Ausbeute: 720 mg (50% im NMR)

Summenformel: CoHsBrCINO o
Molekulargewicht:  258.49 g / mol ClmBr
Substanzcode: SW 252 Int §

IH-NMR (250 MHz, CDCl3) § = 7.97 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.42 (d, 2H, J = 8.8
Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.81 (br, 1H, -CH-).

1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(4-Hydroxyphenyl-
carbamothioyl)benzamid (182a, 6.5 g, 24 mmol) in 70 mL 2M Natronlauge. Es wurde ein
weilles amorphes Pulver isoliert.

Ausbeute: 3.4 g (84%)
Summenformel: C;HgN,OS s /©/°H
Molekulargewicht:  168.21 g / mol HzN)Lu
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Rf-Wert: 0.19 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 262

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.35 (br, 2H, -NH-, -OH), 7.18 (br, 2H, -NH,), 7.05 (d,
2H, J = 8.6 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.71 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-OH-2H,6H).

N-(4-Hydroxyphenylcarbamothioyl)benzamid (182a)

Hergestellt gemé&lR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 2-Aminophenol (5 g, 53 mmol) in
200 mL Aceton. Es entsteht ein gelbes Pulver.

Ausbeute: 24 g (97%)

Summenformel: C14H12N20,S o s OH
Molekulargewicht:  272.32 g / mol ©)J\MJ\H/©/
Rf-Wert: 0.69 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 250

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.39 (s, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.46 (s, 1H, C(S)-NH-
Ph-CI), 9.56 (s, 1H, -OH), 7.95 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Ph-2H,6H), 7.65 (t, 1H, J = 7.3 Hz, Ph-
4H), 7.52 (t, 2H, J = 7.2 Hz, Ph-3H,5H), 7.42 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.78 (d,
2H, J = 8.7 Hz, Ph-OH-2H,6H).

ESI-MS: miz = 270.9 [M-H'T

4-(4-Chlorphenyl)-2-(4-hydroxyphenylamino)thiazol-5-carbonsduremethylester (183)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-3-(4-chlorphenyl)-3-
oxopropionsdauremethylester (181a, 2.9 g, 9.4 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff
(182, 1.6 g, 9.4 mmol) in 15 mL Ethanol. Es wurde sadulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol). Man erhélt einen schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 2.1 9 (61%)

Summenformel: C17H13CINLO3S

Molekulargewicht:  360.81 g/ mol

Rf-Wert: 0.25 (98/2; DCM / MeOH) />_ "
Substanzcode: SW 267 /ST-1733

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.52 (s, 1H, -NH-), 9.35 (s, 1H, -OH), 7.74 (d, 2H, J =
8.6 Hz, Ph-Cl-2H,6H), 7.48 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.35 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Ph-
OH-3H,5H), 6.76 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 3.66 (s, 3H, ~CHs).
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BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 166.17, 161.23, 157.00, 153.68, 133.45, 132.99, 131.53,
131.39, 131.37, 131.33, 127.50, 127.44, 120.99, 120.94, 115.52, 108.23, 54.74, 51.55.

ESI-MS: m/z = 359.3 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 56.59 C 3.63H 7.76 N 8.89 S
gefunden: 56.30 C 3.71H 7.52 N 9.16 S

4-(4-Chlorphenyl)-2-(4-hydroxyphenylamino)thiazole-5-carbonitril (184)

Hergestellt gemalR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-3-(4-chlorphenyl)-3-
oxopropanenitril (181b, 720 mg, 2.8 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 473
mg, 3 mmol) in 12 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel:
9/1 Dichlormethan / Methanol) und anschlieend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhélt einen rotlichen Feststoff.

Ausbeute: 400 mg (44%)

Summenformel: C16H10CIN3OS OH
Molekulargewicht:  327.78 g / mol N . @
Rf-Wert: 0.41 (9/1; DCM / MeOH) Wa
Substanzcode: SW 252 /ST-1731

Cl
'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.80 (s, 1H, -NH-), 9.43 (s, 1H, -OH), 8.00 (d, 2H, J =
8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.64 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.39 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-
OH-3H,5H), 6.80 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 166.82, 159.26, 154.10, 154.08, 134.65, 131.10, 131.03,
129.06, 128.91, 121.17, 115.66, 114.59.

ESI-MS: m/z = 325.9 [M+H"]"
Elementaranalyse: berechnet: 58.63 C 3.07H 12.82 N 9.78 S
gefunden: 58.42 C 3.16 H 1253 N 9.62 S

4-(4-Chlorphenyl)-2-(4-hydroxyphenylamino)thiazole-5-carboxamid (188)

In 40 mL 1M Natronlauge wurde 4-(4-Chlorphenyl)-2-(4-hydroxyphenylamino)thiazole-5-
carbonitril (184, 550 mg, 1.5 mmol) gel6st und fir funf Stunden auf 80 °C erhitzt. Es wurde
mit 2N Salzsdure neutralisiert und der entstandene Feststoff abfiltriert und
sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5 Dichlormethan / Methanol).
AbschlieBend wurde aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 27 mg (5%)

-218-



Experimenteller Teil

Summenformel: C16H12CIN3O,S OH
Molekulargewicht:  345.80 g / mol o i s Q
Rf-Wert: 0.32 (95/5; DCM / MeOH) Wa
Substanzcode: SW 265/ ST-1732 o

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.14 (s, 1H, -NH-), 9.22 (s, 1H, -OH), 7.70 (d, 2H, J =
8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.47 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.37 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-
OH-3H,5H), 7.22 (br, 2H, -NH,), 6.74 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 163.43, 162.78, 153.01, 149.92, 133.45, 132.78, 132.26,
130.65, 127.87, 120.17, 115.45, 115.01.

ESI-MS: m/z = 346.8 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 55.57C 3.50 H 12.15N 9.27S
gefunden: 55.31C 3.50H 11.76 N 9.63S

5.4.2. 2-Aminothiazol-Derivate des variierten linken und ihre

Vorstufen

2-Brom-1-cyclopropylethanon (190a)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 1-Cyclopropylethanon
(500 pL, 5 mmol) in 10 mL Methanol. Man erhalt ein farbloses Ol, welches sehr leicht
fllichtig ist.

Ausbeute: 288 mg (34%)

Summenformel: CsH;BrO Q
Molekulargewicht:  163.01 g/ mol %Br
Substanzcode: SW 389 Int

'H-NMR (250 MHz, CDCls) & = 4.01 (s, 2H, -CH,Br), 2.26-2.16 (m, 1H, -CH-), 1.17-1.11
(m, 2H, 2x cyclopropyl), 1.05-0.98 (m, 2H, 2x cyclopropyl).

1-Brom-3,3-dimethylbutan-2-on (190b)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus Pinakolon (450 L, 3.6
mmol) in 10 mL Methanol. Man erhélt eine gelbe Flissigkeit.

Ausbeute: 670 mg (quantitativ)

Summenformel: CesH11Bro he
3 Br

HsC™ en,
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Molekulargewicht:  179.05 g/ mol
Substanzcode: SW 384 Int
'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 4.17 (s, 2H, -CH2Br), 1.23 (s, 9H, 3x ~CHy).

1-Brom-4,4-dimethylpentan-2-on (190d)

Hergestellt geméaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 4,4-Dimethyl-2-pentanon
(2 mL, 7.1 mmol) und Brom (360 uL, 7.1 mmol) in 8 mL Methanol hergestellt.

Ausbeute: 371 mg (27%)

Summenformel: C;H3Bro H3C><HJOJ\/
Molekulargewicht:  193.08 g / mol HiC 3
Substanzcode: SW 469 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 3.86 (s, 2H, C(0)-CH,-Br), 2.51 (s, 2H, C-CH,-C(0)), 1.02
(s, 9H, 3x —CHy3).

2-Brom-1-cyclopentylethanon (O)\

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 1-Cyclopentylpropan-1-
on (250 pL, 2.7 mmol) in 5 mL Methanol. Man erhilt einen gelbliches Ol.

190e)

Ausbeute: 396 mg (75%)

Summenformel: C;H11BrO o
Molekulargewicht:  191.06 g / mol wsr
Substanzcode: SW 559Int

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 4.45 (s, 2H, -CH,-Br), 2.40-2.21 (m, 4H, 2x -CHy-),
2.70-1.76 (M, 4H, 2x -CH,-).

1-Brom-4-methylpentan-2-on (190f)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 4-Methyl-2-pentanon (1
mL, 8 mmol) in 25 mL Methanol. Man erhalt eine klare Fllssigkeit.

Ausbeute: 1.0 g (70%)

Summenformel: CeH11BroO CH; O

Br
H;C

Molekulargewicht:  179.05 g / mol
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Substanzcode: SW 475 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) § = 3.86 (s, 2H, -CH,Br), 2.53 (d, 2H, J = 6.9 Hz, -CH,-), 2.21-
2.12 (m, 1H, -CH-), 0.94 (d, 6H, J = 6.6 Hz, 2x -CHy).

2-Brom-1-cyclohexylethanon (190g)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 1-Cyclohexylpropan-1-on
(300 pL, 2.2 mmol) in 5 mL Methanol. Man erhélt ein gelb-stichiges Ol.

Ausbeute: 295 mg (80%)

Summenformel: CgH13Bro o A
Molekulargewicht:  205.09 g / mol O)JV r
Substanzcode: SW 414 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 3.96 (s, 2H, -CH.Br), 2.71 (tt, 1H, J = 11.0 Hz, 3.3 Hz, -
CH-), 1.88-1.65 (m, 5H, 5x Cy), 1.44-1.65 (m, 5H, 5x Cy).

4-(4-Cyclopropylthiazol-2-ylamino)phenol (191

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclopropylethanon
(1904, 288 mg, 1.7 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 326 mg, 1.9 mmol) in
8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatograthisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschlieend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert wurden.
Man erhélt braune Kristalle.

Ausbeute: 110 mg (28%)

Summenformel: C12H12N,0S OH
Molekulargewicht:  232.30 g / mol s

Rf-Wert: 0.18 (98/2; DCM / MeOH) %,?_ "
Substanzcode: SW 389 /ST-1852

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.64 (s, 1H, -NH-), 9.05 (s, 1H, -OH), 7.29 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.30 (s, 1H, thiazol-5H),
1.89-1.82 (m, 1H, -CH-), 0.82-0.73 (m, 4H, cyclopropyl).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & = 164.17, 153.57, 152.07, 133.30, 119.05, 115.82, 114.74,
6.99.

ESI-MS: m/z = 230.6 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 62.04 H5.21 N 12.06 S 13.80
gefunden: C62.11 H 5.26 N 11.87 S13.92
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4-(4-tert-Butylthiazol-2-ylamino)phenol (192)

Hergestellt gemald allgemeiner Synthesevorschrift H aus 1-Brom-3,3-dimethylbutan-2-on
(190b, 288 mg, 1.7 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 326 mg, 1.9 mmol) in
8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschlielend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert wurden.
Man erhélt braune Kristalle.

Ausbeute: 156 mg (20%)

Summenformel: C13H1sN-0S OH
Molekulargewicht:  248.09 g / mol s

Rf-Wert: 0.36 (98/2; DCM / MeOH) Hscg,?_ "
Substanzcode: SW 384/ ST-1851 e

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.65 (s, 1H, -NH-), 9.05 (s, 1H, -OH), 7.35 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.70 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.26 (s, 1H, thiazol-5H),
1.24 (s, 9H, 3x -CHs).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 163.89, 161.50, 152.01, 133.55, 119.03, 115.33, 97.83,
34.25, 29.57.

ESI-MS: m/z = 246.6 [M-H']
Elementaranalyse: berechnet: 62.87 C 6.49 H 11.28 N 1291 S
gefunden: 62.90 C 6.50 H 11.12 N 1290 S

4-(4-Cyclobutylthiazol-2-ylamino)phenol (193)

Hergestellt geméal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclobutylethanon und
1-(4-Hydroxyphenylthioharnstoff (182, 336 mg, 2 mmol) in 4 mL Ethanol. 2-Brom-1-
cyclobutylethanon wurde gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 als Intermediat
aus 1-Cyclobutylethanon (300 pL, 2.7 mmol) und Brom (141 plL, 2.7 mmol) in 5 mL
Methanol hergestellt. Es wurde sdaulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhélt einen beigen Feststoff.

Ausbeute: 140 mg (28%)

Summenformel: Ci13H14N20S OH
Molekulargewicht:  246.32 g/ mol . Q
Rf-Wert: 0.38 (98/2; DCM / MeOH) Di,?_ o
Substanzcode: SW 549/ ST-1903
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.68 (s, 1H, -NH-), 9.05 (s, 1H, -OH), 7.35 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.71 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.32 (s, 1H, thiazol-5H),
3.40 (quint, 1H, J = 8.5 Hz, -CH-), 2.24-2.08 (m, 4H, cyclobutyl-2H,4H), 1.98-1.79 (m, 2H,
cyclobutyl-3H).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 164.42, 156.08, 152.104, 133.36, 119.15, 115.31, 99.39,
36.43, 27.97, 17.89.

ESI-MS: m/z = 245.1 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 63.39 H5.73 N 11.37 S 13.02
gefunden: C63.13 H 5.55 N 11.00 S 13.05

4-(4-Neopentylthiazol-2-ylamino)phenol (194)

Hergestellt gemal? allgemeiner Synthesevorschrift H aus 1-Brom-4,4-dimethylpentan-2-on
(190d, 371 mg, 1.9 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 323 mg, 1.9 mmol) in
8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol) und anschlieBend aus Methanol umkristallisiert. Man erhélt ein
beiges Pulver.

Ausbeute: 272 mg (55%)

Summenformel: C14H18NL,0OS OH
Molekulargewicht:  262.37 g / mol .

Rf-Wert; 0.41 (95/5; DCM / MeOH) HsCM,?_ N
Substanzcode: SW 469 / ST-1875 i

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.64 (s, 1H, -NH-), 9.00 (s, 1H, -OH), 7.37 (d, 2H, J =
8.7 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.67 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.29 (s, 1H, thiazol-5H),
2.39 (s, 2H, -CHy-), 0.94 (s, 9H, 3x —CH3).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.16, 151.82, 150.44, 133.52, 118.67, 115.20, 102.46,
44.87, 31.14, 30.57, 29.50.

ESI-MS: m/z = 261.1 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 64.09 C 6.91 H 10.68 N 12.22 S
gefunden: 64.06 C 6.71 H 10.57 N 12.10 S

4-(4-Cyclohexylthiazol-2-ylamino)-2,6-dimethylphenol (195)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexylethanon (

ot
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190e, 193 mg, 1 mmol) und 1-(4-Hydroxy)thioharnstoff (182, 168 mg, 1 mmol) in 4 mL
Ethanol. Es wurde s&ulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 98/2 Dichlormethan /
Methanol) und anschliefend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt braune Kristalle.

Ausbeute: 209 mg (81%)

Summenformel: C17H22N,0S o
Molekulargewicht:  258.33 g / mol ‘ S%@
Substanzcode: SW 559 O/[N

IH-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.75 (s, 1H, -NH-), 9.06 (s, 1H, -OH), 7.42 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-3H,5H), 6.72 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-2H,6H), 6.52 (s, 1H, thiazol-5H), 6.20 (t, 1H,
-CH-), 2.57-2.52 (M, 2H, -CHy-), 2.48-2.43 (m, 2H, -CH,-), 1.98-1.85 (m, 2H, -CH,-).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 163.55, 152.12, 148.31, 137.64, 133.28, 126.99, 119.07,
115.30, 102.56, 32.37, 31.94, 22.809.

ESI-MS: m/z = 303.4 [M+H']"
HR-MS: berechnet: m/z = 259.08996
gefunden: m/z = 259.09012 Abweichung: 0.8 ppm

4-(4-1sobutylthiazol-2-ylamino)phenol (196)

Hergestellt geméal3 allgemeiner Synthesevorschrift H aus 1-Brom-4-methylpentan-2-on (190f,
250 mg, 1.4 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 235 mg, 1.4 mmol) in 8 mL
Ethanol. Es wurde séulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 3/1 Hexan /
Ethylacetat) und anschlieBend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen beigen
Feststoff.

Ausbeute: 79 mg (22%)
Summenformel: C13H16N-OS OH
Molekulargewicht:  248.34 g/ mol s

HsC | )—NH
Rf-Wert: 0.56 (95/5; DCM / MeOH) e N
Substanzcode: SW 475/ ST-1876

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.67 (s, 1H, -NH-), 9.03 (s, 1H, -OH), 7.35 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.71 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.30 (s, 1H, thiazol-5H),
2.36 (d, 2H, J = 6.9 Hz, -CH,-), 1.99 (pquint, 1H, J = 6.7 Hz, -CH-), 0.90 (d, 6H, J = 6.6 Hz, -
CHs).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = 163.91, 151.96, 151.60, 133.40, 118.91, 115.27, 101.09,
40.52, 27.40, 22.24.

ESI-MS: miz = 249.5 [M+H']*
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Elementaranalyse: berechnet: 62.87 C 6.49 H 11.28 N 1291S
gefunden: 62.76 C 6.18 H 11.12N 12.77 S

4-(4-Cyclohexylthiazol-2-ylamino)phenol (197)

Hergestellt gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexylethanon (190g,
350 mg, 1.7 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 440 mg, 2.6 mmol) in 10 mL
Ethanol. Es bildeten sich farblose Kristalle im abgekihlten Reaktionsgefal3, welche abfiltriert
wurden und anschlieRend aus Aceton umkristallisiert wurden. Man erhdlt farblose Kristalle.

Ausbeute: 126 mg (16%)
Summenformel: C15H1sN-0OS - HBr OH
Molekulargewicht:  274.38 g / mol

S
Rf-Wert: 0.51 (98/2; DCM / MeOH) Oif_ "
Substanzcode: SW 414 / ST-1865
'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.05 (s, 1H, -NH-), 7.26 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-

3H,5H), 6.85 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 6.52 (s, 1H, thiazol-5H), 4.34 (br, 1H, -
OH), 2.51 (m, 1H, -CH-), 1.94-1.64 (m, 5H, 5x Cy), 1.39-1.14 (m, 5H, 5x Cy).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 168.45, 156.09, 129.46, 124.51, 119.68, 116.19, 115.42,
100.04, 37.21, 13.18 25.36, 25.23.

ESI-MS: m/z = 272.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  C50.71 H 5.39 N 7.88 S9.02
gefunden: C 50.96 H 5.37 N 7.97 S9.14

4-(4-(2,2,2-Trifluorethyl)thiazol-2-ylamino)phenol (198)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 1-Brom-4,4,4-trifluorbutan-2-on und
1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 841 mg, 5 mmol) in 8 mL Ethanol. 1-Brom-4,4,4-
trifluorbutan-2-on und wurde gemalR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 als
Intermediat aus 4,4,4-Trifluorbutan-2-on (400 uL, 3 mmol) und Brom (150 pL, 3 mmol) in 10
mL Methanol hergestellt. Es wurde s&dulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol). Man erhélt einen braunes viskoses Ol.

Ausbeute: 163 mg (20%)

Summenformel: C11HoF3N,OS OH
Molekulargewicht:  274.26 g / mol s

Rf-Wert: 0.23 (95/5; DCM / MeOH) Facﬂf_ "
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Substanzcode: SW 474 [ ST-1877

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 9.84 (s, 1H, -NH-), 9.10 (s, 1H, -OH), 7.34 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.68 (pd, 3H, Ph-OH-2H,6H, thiazol-5H), 3.57 (pg, 2H, ~CHy-).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = (75 MHz, DMSO-dg) 5 = 164.72, 152.36, 140.73,
133.00, 119.73, 119.35, 115.32, 105.94, 35.36.

ESI-MS: m/z = 275.4 [M+H'T*
HR-MS: berechnet: m/z = 275.04604
gefunden: m/z = 275.04578 Abweichung: 0.9 ppm

4-(4-(Pyridin-3-yl)thiazol-2-ylamino)phenol (199)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(pyridin-3-yl)ethanon, 550
mg, 2 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 347 mg, 2 mmol) in 10 mL
Ethanol. 2-Brom-1-(pyridin-3-yl)ethanon wurde aus 3-Acetylpyridin (1.36 mL, 12.4 mmol),
hergestellt indem in 35 mL Eisessig langsam Brom (631 uL, 12.4 mmol, 1 eq), in 5 mL
Eisessig geldst, hinzugetropft und anschliefend fiir zwei Stunden auf 75 °C erhitzt. Dann
wurde 100 mL Diethylether hinzugegeben und der ausfallende braune Feststoff (2.6 g; 75%)
abfiltriert und getrocknet und ohne weitere Aufreinigung umgesetzt. Es wurde
saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 9/1 Dichlormethan / Methanol) und
anschlieBend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt braune Nadeln.

Ausbeute: 46 mg (5%)

Summenformel: C14H11N30S oH
Molekulargewicht:  269.32 g / mol s

Rf-Wert: 0.60 (9/1; DCM / MeOH) (jif_ "
Substanzcode: SW 291 / ST-1825 | N

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.98 (s, 1H, -NH-), 9.13 (s, 1H, -OH), 9.10 (sd, 1H, J =
2.0 Hz, py-2H), 8.49 (dd, 1H, J = 4.7 Hz, 1.5 Hz, py-4H), 8.22 (dt, 1H, J = 8.0 Hz, 2.1 Hz, py-
6H), 7.49-7.41 (m, 3H, Ph-OH-3H,5H, py-5H), 7.40 (s, 1H, thiazol-5H), 6.76 (d, 2H, J = 8.8
Hz, Ph-OH-2H,6H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d): & =164.68, 152.38, 148.21, 147.08, 146.85, 133.04, 132.65,
130.18, 123.62, 119.32, 115.43, 103.35.

ESI-MS: m/iz= 270.1 [M+H']*
Elementaranalyse: berechnet: 62.43 C 412 H 15.60 N 1191S
gefunden: 62.21C 411H 15.30 N 11.99S
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4-(4-(2-Hydroxyethyl)thiazol-2-ylamino)phenol (200)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 1-Brom-4-hydroxybutan-2-on und
1-(4-Hydroxyphenylthioharnstoff (182, 841 mg, 5 mmol) in 8 mL Ethanol. 1-Brom-4-
hydroxybutan-2-on (990 mg, 5.5 mmol) wurde gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift E
Methode 2 als Intermediat aus 4-Hydroxybutanon (691 pL, 8 mmol) und Brom (384 uL, 7.5
mmol) in 8 mL Methanol hergestellt. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 9/1 Dichlormethan / Methanol) und anschlielend aus Ethanol umkristallisiert.
Man erhélt einen beigen Feststoff.

Ausbeute: 161 mg (13%)

Molekulargewicht:  236.29 g / mol s
Rf-Wert; 0.60 (9/1; DCM / MeOH) . J?‘ "
Substanzcode: SW 390/ ST-1868

Summenformel: C11H12N20,S OH

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 9.66 (s, 1H, -NH-), 9.03 (s, 1H, Ph-OH), 7.34 (d, 2H, J
= 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.34 (s, 1H, thiazol-5H),
4.57 (br, 1H, CH,-OH), 3.66 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CH,-CH,-thiazol), 2.65 (t, 2H, J = 6.9 Hz, O-
CH,-CHy).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 164.14, 152.07, 149.78, 133.33, 119.09, 115.30, 101.24,
60.13, 35.15.

ESI-MS: m/z = 234.5 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet:  55.91C 512H 11.86 N 13.57 S
gefunden: 55.94 C 492 H 11.63 N 13.41S

4-(4-(2,4-Dichlorphenyl)thiazol-2-ylamino)phenol (201)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(2,4-dichlorphenyl)-
ethanon (300 mg, 1.1 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 207 mg, 1.2 mmol)
in 8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhalt einen dunkel-braunen Feststoff.

Ausbeute: 167 mg (45%)
Summenformel: C15H10CI2N20S - 2 H,0 oH
Molekulargewicht:  337.22 g / mol s @

Cl
Rf-Wert: (9/1; DCM / MeOH) )@i{ "
Substanzcode: SW 428 / ST-1907

Cl
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 9.94 (s, 1H, -NH-), 9.13 (s, 1H, -OH), 8.08 (sd, 1H, J =
1.9 Hz, Ph-CI-3H), 7.86 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, Ph-CI-5H), 7.65 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ph-
Cl-6H), 7.43-7.40 (m, 3H, thiazol-5H, Ph-OH-3H,5H), 6.74 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-
3H,5H).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 164.55, 152.45, 147.34, 135.09, 132.89, 131.24, 130.70,
129.44, 127.00, 125.61, 119.43, 115.39, 103.98.

ESI-MS: m/z = 335.3 [M-H']
Elementaranalyse: berechnet:  48.27 C 3.78 H 751N 8.59 S
gefunden: 48.39 C 3.55 H 7.42 N 8.48 S

3-Acetyl-2H-chromen-2-on (210a)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift | aus Salicylaldenyd (1 mL, 10 mmol).
Man erhélt einen weil3en kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 410 mg (21%)

Summenformel: C11Hsg03 o
Molekulargewicht:  188.17 g / mol MCHS
Rf-Wert: 0.41 (2/1; Hex / EtOAC) °e
Substanzcode: SW 451

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.51 (s, 1H, chromenon-4H), 7.67-7-64 (m, 2H, chromenon-
5H,7H), 7.39-7.32 (m, 2H, chromenon-6H,8H), 2.73 (s, 3H, -CH3).

ESI-MS: m/z = 189.0 [M+H*]*

3-Acetyl-6-chlor-2H-chromen-2-on (210b)

Hergestellt gemalR allgemeiner Synthesevorschrift | aus 5-Chlor-2-hydroxybenzaldehyd
(1.55 g, 10 mmol).

Ausbeute: 1.88 g (84%)

Summenformel: C11H/CIO3 o
Molekulargewicht:  222.62 g/ mol Clmj\
Rf-Wert: 0.92 (98/2; DCM / MeOH) C
Substanzcode: SW 467

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.40 (s, 1H, chromenon-4H), 7.63 (sd, 1H, J = 2.4 Hz,
chromenon-5H), 7.59 (dd, 1H, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, chromenon-7H), 7.32 (d, 1H, J = 8.8 Hz,
chromenon-8H), 2.72 (s, 3H, -CHjs).
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3-Acetyl-6-methoxy-2H-chromen-2-on (210c)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift I aus 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd
(1.1 g, 7.2 mmol). Es werden gelbe Nadeln isoliert.

Ausbeute: 1.39 g (88%)

Summenformel: C12H1004 o
Molekulargewicht:  218.20 g / mol HSC/O\@(TJ\%
Rf-Wert: 0. 36 (2/1; Hex / EtOAC) °e
Substanzcode: SW 472

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.70 (s, 1H, chromenon-4H), 7.56 (s, 1H, =CH-), 7.35 (d,
1H, J = 9.1 Hz, chromenon-8H), 7.30 (dd, 1H, J = 9.1 Hz, 2.7 Hz, chromenon-7H), 7.08 (sd,
2H, J = 2.7 Hz, chromenon-5H), 3.88 (s, 3H, -CHj3).

3-Acetyl-7-chlor-2H-chromen-2-on (210d)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift | aus 4-Chlor-2-hydroxybenzaldehyd
(1.13 g, 7 mmol).

Ausbeute: 1.1 g (68%)

Summenformel: C11H;CIO3 o
Molekulargewicht:  222.62 g/ mol /@fﬁjj\
Rf-Wert: (9/1; Hex / EtOAC) ; °e
Substanzcode: SW 468

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.46 (s, 1H, chromenon-4H), 7.58 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
chromenon-5H), 7.39 (sd, 1H, J = 1.9 Hz, chromenon-8H), 7.31(dd, 1H, J = 8.3 Hz, 2.0 Hz,
chromenon-6H), 2.71 (s, 3H, -CHj).

3-Acetyl-7-methoxy-2H-chromen-2-on (210e)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift | aus 2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd
(760 mg, 5 mmol).

Ausbeute: 906 mg (83%)

Summenformel: C12H1004 Q

Molekulargewicht:  218.20 g / mol ~ mj\
(®) (@) (@]

Rf-Wert: 0.21 (3/1; Hex / EtOAC)

-229-



Experimenteller Teil

Substanzcode: SW 455

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.49 (s, 1H, chromenon-4H), 7.54 (d, 1H, J = 8.7 Hz,
chromenon-5H), 6.90 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.4 Hz, chromenon-6H), 6.83 (sd, 1H, J = 2.3 Hz,
chromenon-8H), 3.91 (s, 3H, O-CHj3), 2.70 (s, 3H, C(O)-CH5).

2-Acetyl-3H-benzo[f]chromen-3-on (2109)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift |1 aus 2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd
(1.72 g, 10 mmol).

Ausbeute: 1.93 g (81%)

Summenformel: C15H1003 O o)
Molekulargewicht:  238.23 g / mol O h
Rf-Wert: 0.1 (3/1; Hex / EtOAC) o e
Substanzcode: SW 456

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.32 (s, 1H, chromenon-4H), 8.37 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
chromenon-5H), 8.10 (d, 1H, J = 9.0 Hz, chromenon-9H), 7.93 (d, 1H, J = 8.0, chromenon-
8H), 7.74 (t, 1H, J = 7.4 Hz, chromenon-6H), 7.62 (t, 1H, J = 7.4 Hz, chromenon-7H), 7.48
(d, 1H, chromenon-10H), 2.78 (s, 3H, -CHy).

3-(2-Bromacetyl)-2H-chromen-2-on (211a)

Hergestellt geméal3 allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-2H-chromen-2-
on (210a, 410 mg, 2.1 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt einen braunen Feststoff.

Ausbeute: 575 mg (quantitativ)

Summenformel: C11H/BrOs o i
Molekulargewicht:  267.07 g / mol infj\/ r
Substanzcode: SW 453 Int C

'H-NMR 400 MHz, CDCls) & = 8.51 (s, 1H, chromenon-4H), 7.67-7-64 (m, 2H, chromenon-
5H,7H), 7.39-7.32 (m, 2H, chromenon-6H,8H), 2.73 (s, 2H, -CH,Br).

3-(2-Brom-1-hydroxyvinyl)-6-chlor-2H-chromen-2-on (211b)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-6-chlor-2H-
chromen-2-on (210b, 510 mg, 2.2 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt ein zitronengelber
Feststoff.

Ausbeute: 660 mg (99%)
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Summenformel: C11HgBrClO3 OH

Cl X X~ _Br
Molekulargewicht:  301.52g / mol
O o
Rf-Wert: 0.97 (98/2; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 470 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.65 (s, 1H, chromenon-4H), 7.70 (sd, 1H, J = 2.4 Hz,
chromenon-5H), 7.66 (dd, 1H, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, chromenon-7H), 7.50 (s ,1H, =CH-), 7.37
(d, 1H, J = 8.8 Hz, chromenon-8H).

3-(2-Brom-1-hydroxyvinyl)-6-methoxy-2H-chromen-2-on (211c)

Hergestellt geméald allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-6-methoxy-2H-
chromen-2-on (210c, 400 mg, 1.8 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhalt einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 550 mg (99%)
Summenformel: C12H9BrO4 oH
H C/O X . _Br
Molekulargewicht:  297.10 g/ mol ’ \@rv
(©) (0]
Rf-Wert: 0. 36 (2/1; Hex / EtOAC)
Substanzcode: SW 473 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.70 (s, 1H, chromenon-4H), 7.56 (s, 1H, =CH-), 7.35 (d,
1H, J = 9.1 Hz, chromenon-8H), 7.30 (dd, 1H, J = 9.1 Hz, 2.7 Hz, chromenon-7H), 7.08 (sd,
2H, J = 2.7 Hz, chromenon-5H), 3.88 (s, 3H, -CHj3).

3-(2-Bromacetyl)-7-chlor-2H-chromen-2-on (211d)

Hergestellt geméall allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-7-chlor-2H-
chromen-2-on (210d, 500 mg, 2.2 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt einen weil3en
Feststoff.

Ausbeute: 255 mg (50%)

Summenformel: C11HeBrCIO3 e
Molekulargewicht:  301.52g / mol Msr
Substanzcode: SW 471 Int . o

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.59 (s, 1H, chromenon-4H), 7.63 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
chromenon-5H), 7.42 (sd, 1H, J = 1.9 Hz, chromenon-8H), 7.36 (dd, 1H, J = 8.3 Hz, 2.0 Hz,
chromenon-6H), 4.72 (s, 2H, -CH,-).
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3-(2-Bromacetyl)-7-methoxy-2H-chromen-2-on (211e)

Hergestellt geméal allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-7-methoxy-2H-
chromen-2-on (210e, 910 mg, 4.1 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt einen gelben
Feststoff.

Ausbeute: 1.21 g (92%)
Summenformel: C12HoBro, Q
Br
Molekulargewicht:  297.10 g / mol - /@fﬁj\/
(©) (®) (@)
Rf-Wert: 0.90 (98/2; DCM / MeQOH)
Substanzcode: SW 458 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.61 (s, 1H, chromenon-4H), 7.56 (d, 1H, J = 7.6 Hz,
chromenon-5H), 6.93 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, 2.4 Hz, chromenon-6H), 6.85 (sd, 1H, J = 2.4 Hz,
chromenon-8H), 4.74 (s, 2H, -CH,-), 3.93 (s, 3H, -CHjy).

3-(2-Bromacetyl)-7-(diethylamino)-2H-chromen-2-on (211f)

Hergestellt geméal3 allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 3-Acetyl-7-methoxy-2H-
chromen-2-on (2 g, 7.7 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhdlt einen gelb-braunen
Feststoff.

Ausbeute: 2.6 g (quantitiativ)
Summenformel: C15H16BrNO; o
Br
Molekulargewicht:  338.19 g / mol e /@fiﬁv
H,Cc” N o~ Yo
Rf-Wert: 0.25 (2/1; Hex / EtOAC) Nen,

Substanzcode: SW 377

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 8.72 (s, 1H, chromenon-4H), 7.72 (d, 1H, J = 9.3 Hz,
chromenon-5H), 6.86 (d, 1H, J = 9.0 Hz, chromenon-6H), 6.63 (s, 1H, chromenon-8H), 4.77
(s, 2H, -CH,Br), 3.53 (q, 4H, J = 7.2 Hz, 2x -CH,-CHg), 1.15 (t, 6H, J = 6.1 Hz, 2x -CHj3).

2-(2-Bromacetyl)-3H-benzo[f]chromen-3-on (211Q)

Hergestellt gemdaR allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 2-Acetyl-3H-
benzo[f]lchromen-3-on (210g, 691 pL, 8 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhalt ein gelbes
Pulver.

Ausbeute: 2.6 g (quantitativ)
Summenformel: Ci1sHyBrO; O 0
Br
Molekulargewicht:  317.13 g/ mol O h
(®) (@)
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Rf-Wert: 0.92 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 457 Int

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 9.43 (s, 1H, chromenon-4H), 8.38 (d, 1H, J = 8.4 Hz,
chromenon-5H), 8.17 (d, 1H, J = 9.0 Hz, chromenon-9H), 7.95 (d, 1H, J = 8.0, chromenon-
8H), 7.79 (t, 1H, J = 7.4 Hz, chromenon-6H), 7.64 (t, 1H, J = 7.4 Hz, chromenon-7H), 7.50
(d, 1H, chromenon-10H), 4.81 (s, 2H, -CH>-).

3-(2-(4-Hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-2H-chromen-2-on (212)

Hergestellt gemal’ allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Bromacetyl)-2H-chromen-2-on
(211a, 575 mg, 2.1 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 350 mg, 2.1 mmol) in
8 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 9/1
Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Methanol umkristallisiert. Man erhalt einen
gelben Feststoff.

Ausbeute: 63 mg (9%)
Summenformel: C18H12N203S OH
Molekulargewicht:  336.36 g / mol

. O
,/>\NH
Rf-Wert: 0.65 (9/1; DCM / MeOH) Ny N
O @)

Substanzcode: SW 453 /ST-1871

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.97 (s, 1H, -NH-), 9.15 (s, 1H, -OH), 8.64 (s, 1H,
chromenon-4H), 7.94 (d, 1H, J = 7.6 Hz, chromenon-5H) 7.68 (s, 1H, thiazol-5H), 7.63 ({,
1H, J = 7.2 Hz, chromenon-7H), 7.50 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 7.45 (d, 1H, J = 8.2
Hz, chromenon-8H), 7.40 (t, 1H, J = 7.7 Hz, chromenon-6H), 6.79 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-
OH-2H,6H).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.53, 158.73, 152.44, 152.17, 143.51, 138.32, 132.93,
131.50, 128.86, 124.58, 120.28, 119.47, 119.21, 115.75, 115.50, 108.88.

ESI-MS: m/z = 336.9 [M+H"]"
HR-MS: berechnet: m/z = 337.06414
gefunden: m/z = 337.06379 Abweichung: 1.0 ppm

6-Chlor-3-(2-(4-hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-2H-chromen-2-on (213)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Brom-1-hydroxyvinyl)-6-chlor-
2H-chromen-2-on (211b, 660 mg, 2.2 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182,
350 mg, 2.1 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt
(Fliemittel: 95/5 Dichlormethan / Methanol) und anschlieRend aus Methanol umkristallisiert.
Man erhalt einen orange-braunen Feststoff.
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Ausbeute: 104 mg (13%)

Summenformel: C1sH11CIN2O3S OH
Molekulargewicht:  370.81 g / mol s Q
Rf-Wert: 0.58 (95/5; DCM / MeOH) Cm[w)\m
Substanzcode: SW 470 /ST-1881 o

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.99 (s, 1H, -NH-), 9.14 (s, 1H, -OH), 8.61 (s, 1H,
chromenon-4H), 8.13 (sd, 1H, J = 2.5 Hz, chromenon-5H), 7.71 (s, 1H, thiazol-5H), 7.63 (dd,
1H, J =8.8 Hz, 2.5 Hz, chromenon-7H), 7.51 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 7.48 (d, 1H,
J = 8.8 Hz, chromenon-8H), 6.79 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & =163.43, 158.31, 152.39, 150.74, 143.27, 137.01, 132.89,
130.86, 128.33, 127.79, 121.20, 120.73, 119.36, 117.67, 115.48, 109.72.

ESI-MS: m/z = 369.6 [M-H']
HR-MS: berechnet: m/z = 371.02517
gefunden: m/z = 371.02608 Abweichung: 2.4 ppm

3-(2-(4-Hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-6-methoxy-2H-chromen-2-on (214)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Brom-1-hydroxyvinyl)-6-
methoxy-2H-chromen-2-on (211c, 550 mg, 1.9 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff
(182, 302 mg, 1.8 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol). Man erhélt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 135 mg (19%)

Summenformel: C19H14N,0,4S OH

Molekulargewicht:  366.39 g / mol s Q
0 , />“NH

Rf-Wert; 0.57 (95/5; DCM / MeOH) HsC o N

Substanzcode: SW 473/ ST-1883 o

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 9.98 (s, 1H, -NH-), 9.16 (s, 1H, -OH), 8.65 (s, 1H,
chromenon-4H), 7.72 (s, 1H, chromenon-5H), 7.55-7.52 (m, 3H, thiazol-5H, Ph-OH-3H,5H),
7.42 (d, 1H, J = 9.0 Hz, chromenon-8H), 7.23 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 2.9 Hz, chromenon-7H),
6.82 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 3.88 (s, 3H, -CH3).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.42, 158.84, 155.72, 152.38, 146.60, 143.58, 138.23,
132.93, 120.44, 119.67, 119.40, 119.25, 116.78, 115.49, 110.76, 109.03, 55.70, 48.48.

ESI-MS: m/z=367.9 [M+H']
HR-MS: berechnet: m/z = 367.07470
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gefunden: m/z = 367.07513 Abweichung: 1.1 ppm

7-Chlor-3-(2-(4-hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-2H-chromen-2-on (215)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Bromacetyl)-7-chlor-2H-
chromen-2-on (211d, 255 mg, 0.8 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 250
mg, 1.5 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (Flie3mittel:
95/5 Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Methanol umkristallisiert. Man erhélt
einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 204 mg (68%)

Summenformel: C1sH11CIN,O3S OH
Molekulargewicht:  370.81 g/ mol s Q
RFf-Wert: 0.55 (95/5; DCM / MeOH) m[@‘””
Substanzcode: SW 471/ ST-1882 ¢ o e

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.97 (s, 1H, -NH-), 9.14 (s, 1H, -OH), 8.62 (s, 1H,
chromenon-4H), 7.98 (d, 1H, J = 8.4 Hz, chromenon-5H), 7.68 (s, 1H, thiazol-5H), 7.63 (sd,
1H, J = 1.9 Hz, chromenon-8H), 7.49 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 7.45 (dd, 1H, J =
8.3 Hz, 2.0 Hz, chromenon-6H), 6.78 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.48, 158.21, 152.49, 152.41, 143.32, 137.50, 135.53,
132.89, 130.20, 124.81, 120.30, 119.40, 118.28, 115.88, 115.47, 109.3

ESI-MS: m/z = 369.5 [M-H'T
HR-MS: berechnet: m/z = 371.02517
gefunden: m/z = 371.02570 Abweichung: 1.4 ppm

3-(2-(4-Hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-7-methoxy-2H-chromen-2-on (216)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Bromacetyl)-7-methoxy-2H-
chromen-2-on (211e, 445 mg, 1.5 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 252
mg, 1.5 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel:
98/2 Dichlormethan / Methanol). Man erhélt einen gelben Feststoff, welcher mit der Zeit eine
schwarze Farbung annimmt.

Ausbeute: 73 mg (13%)
Summenformel: C19H14N>04S OH

Molekulargewicht:  366.39 g / mol

S E
, />\NH
Rf-Wert: 0.25 (98/2; DCM / MeOH) Ny N
H3C\
O (0] o
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Substanzcode: SW 458 / ST-1872

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.93 (s, 1H, -NH-), 9.13 (s, 1H, -OH), 8.59 (s, 1H,
chromenon-4H), 7.85 (d, 1H, J = 8.8 Hz, chromenon-5H), 7.57 (s, 1H, thiazol-5H), 7.49 (d,
2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 7.05 (sd, 1H, J = 2.4 Hz, chromenon-8H), 6.99 (dd, 1H, J =
8.8 Hz, 2.4 Hz, chromenon-6H), 6.78 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 3.88 (s, 3H, -CHj3).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 163.44, 162.29, 159.00, 154.06, 152.37, 143.75, 138.73,
133.00, 129.93, 119.39, 117.06, 115.47, 112.73, 112.69, 107.29, 100.13, 55.88, 48.50.

ESI-MS: m/z = 366.9 [M+H"]"
HR-MS: berechnet: m/z = 367.07470
gefunden: m/z = 367.07489 Abweichung: 0.5 ppm

7-(Diethylamino)-3-(2-(4-hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-2H-chromen-2-on (217)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 3-(2-Bromacetyl)-7-(diethylamino)-
2H-chromen-2-on (211f 492 mg, 1.5 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 200
mg, 1.2 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel:
98/2 Dichlormethan / Methanol), mit Chlorwasserstoff-Losung (4M in Dioxan) aus Ether
gefallt und aus Acetonitril umkristallisiert. Man erhalt einen dreckig-gelben Feststoff.

Ausbeute: 118 mg (24%)
Summenformel: CyH1N303S - HCI

OH

Molekulargewicht:  407.48 g/ mol

S
Rf-Wert: 0.20 (98/2; DCM / MeOH) mﬂl}w;
CH,
Substanzcode: SW 380 / ST-1850 LA,

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.97 (s, 1H, -NH-), Hsc)

9.15 (s, 1H, -OH), 8.64 (s, 1H, chromenon-4H), 7.94 (d, 1H, J = 7.6 Hz, chromenon-5H) 7.68
(s, 1H, thiazol-5H), 7.63 (t, 1H, J = 7.2 Hz, chromenon-7H), 7.50 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 3H,5H-
Ph-OH), 7.45 (d, 1H, J = 8.2 Hz, chromenon-8H), 7.40 (t, 1H, J = 7.7 Hz, chromenon-6H),
6.79 (d, 2H, J = 8.7 Hz, 2H,6H-Ph-OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 163.83, 159.48, 155.04, 152.75, 143.44, 139.39, 132.71,
129.91, 119.84, 115.56, 109.81, 105.26, 44.44, 12.15.

ESI-MS: m/z = 408.8 [M+H']*
Elementaranalyse: berechnet: C 59.52 H 5.00 N 9.47 S7.22
gefunden: C 59.40 H5.01 N 9.21 S7.05

2-(2-(4-Hydroxyphenylamino)thiazol-4-yl)-3H-benzo[f]Jchromen-3-on (218)
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Hergestellt gemdR allgemeiner  Synthesevorschrift H aus 2-(2-Bromacetyl)-3H-
benzo[f]chromen-3-on (211g, 634 mg, 2 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182,
336 mg, 2 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde s&ulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieRmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol) und anschlieRend aus Methanol umkristallisiert.
Man erhélt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 27 mg (4%)

Summenformel: C2H14N203S - H,0 OH

Molekulargewicht:  386.42 g/ mol s Q
PP

Rf-Wert: 0.36 (98/2; DCM / MeOH) O NN

Substanzcode: SW 457 / ST-1873 e

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.03 (s, 1H, -NH-), 9.32 (s, 1H, -OH), 9.19 (s, 1H,
chromenon-4H), 8.40 (d, 1H, J = 8.4 Hz, chromenon-5H), 8.20 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
chromenon-9H), 8.10 (d, 1H, J = 8.0, chromenon-8H), 7.84 (t, 1H, J = 7.6 Hz, chromenon-
6H), 7.73 (s, 1H, thiazol-5H), 7.68-7.62 (m, 2H, chromenon-7H,10H), 7.51 (d, 2H, J = 8.7
Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.84 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-OH-2H,6H).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 163.95, 158.64, 152.67, 151.74, 143.71, 133.58, 132.92,
132.73, 129.96, 128.99, 128.54, 128.45, 126.06, 121.39, 119.80, 119.46, 116.34, 115.56,
113.09, 108.77.

ESI-MS: m/z = 386.9 [M+H']"
HR-MS: berechnet: m/z = 387.07979
gefunden: m/z = 387.07988 Abweichung: 0.2 ppm
Elementaranalyse: berechnet: 65.33C 3.99 H 6.93 N 7.93S
gefunden: 65.34 C 413 H 6.43 N 7.64 S

5.4.3. 2-Aminothiazol-Derivate des zentralen Aminolinkers und ihre

Vorstufen

N-(4-(4-Chlorphenyl)-3,5-dimethylthiazol-2(3H)-ylidene)-4-methoxyanilin (222)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 120 mg, 0.5 mmol) und N-4-Methoxyphenyl-N’-methylthioharnstoff (80 mg, 0.4
mmol) in 4 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 3/1
Hexan / Ethylacetat) und anschlieRend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen
weilen Feststoff.

Ausbeute: 101 (73%)
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Summenformel: C18H17CIN,OS O—CHj
Molekulargewicht:  344.85 g / mol G o

RE-Wert: 0.64 (2/1; Hex / EtOAC) | N\>=“
Substanzcode: SW 331/ ST-1815 o

Cl

IH-NMR (250 MHz, DMSO-ds): = 7.59 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.44 (d, 2H, J =
8.4 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.89 (ps, 4H, Ph-OMe), 3.72 (s, 3H, O-CHs), 3.10 (s, 3H, thiazol-
CHg), 1.91 (S, 3H, n-CH3).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & =157.37, 154.77, 144.78, 133.72, 133.22, 131.83, 128.82,
128.64, 121.87, 114.63, 114.57, 105.50, 55.06, 32.98, 12.25.

ESI-MS: m/z = 345.2 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 62.69 C 497H 8.12N 9.30S
gefunden: 62.86 C 494 H 8.01N 9.48S

4-(3-Allyl-4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol-2(3H)-ylideneamino)phenol (223)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 114 mg, 0.5 mmol) und 1-Allyl-3-(4-hydroxyphenyl)-2-thioharnstoff (80 mg, 0.4
mmol) in 3 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 3/1
Hexan / Ethylacetat) und anschlieRend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen
schmutzig-grauen Feststoff.

Ausbeute: 105 mg (77%)

Summenformel: C19H17CIN,OS OH
Molekulargewicht:  356.86 g/ mol HC g Q
Rf-Wert: 0.08 (3/1; Hex / EtOAC) e
Substanzcode: SW 344/ ST-1814 cl (

CH,

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 9.05 (s, 1H, -OH), 7.55 (d, 2H,

J = 85 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.38 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.76 (d, 2H, J = 8.8 Hz,
Ph-OH-3H,5H), 6.70 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 5.77-5.68 (m, 1H, -CH=), 5.03 (dd,
1H, J = 10.4 Hz, 1.4 Hz, 1x =CH,), 4.83 (dd, 1H, J = 17.2 Hz, 1.4 Hz, 1x =CH),), 4.21 (sd,
2H, J = 4.7 Hz, -CH,-), 1.88 (s, 3H, ~CHs).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 156.24, 152.78, 143.22, 133.74, 132.98, 132.79, 131.87,
128.67, 128.64, 121.72, 115.94, 115.78, 105.82, 46.81, 12.21.

ESI-MS: m/z = 357.0 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 63.95C 4.80H 7.85 N 8.99 S
gefunden: 63.66 C 4.83H 7.68 N 9.13S
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4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-amin (225)

Zu einer Losung aus 2-Brom-4'-chloracetophenon (5.27 g, 22.6 mmol) in 100 mL Ethanol
wurde Thioharnstoff (1.72 g, 22.6 mmol) hinzugefugt und fur zwei Stunden zum Sieden
erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde auf 100 mL Wasser gegossen und die Losung mit
konzentriertem Ammoniak auf pH = 10 eingestellt. Der entstandene weie Feststoff wurde
abfiltriert und mit Wasser griindlich gewaschen.

Ausbeute: 4.5 g (95%)

Summenformel: CyH7CIN,S | S/ "
Molekulargewicht:  210.68 g/ mol /©):N
Rf-Wert: 0.35 (2/1; Hex / EtOAC) c

Substanzcode: SW 416

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.80 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-3H,5H), 7.41 (d, 2H, J = 8.6
Hz, Ph-2H,6H), 7.08 (br, 2H, -NH,), 7.06 (s, 1H, thiazol-5H).

ESI-MS: m/z = 210.9 [M]"

2-((4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-ylimino)methyl)phenol (226)

In 5 mL wasserfreien Ethanol wurden 4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-amin (225, 470 mg, 2.2
mmol) und Salicylaldehyd (233 uL, 2.2 mmol) fir drei Stunden zum Sieden erhitzt. Es wurde
abgekdihlt und der gebildete gelbe Feststoff abfiltriert und mit kalten Ethanol nachgewaschen.

Ausbeute: 437 mg (68%)

Summenformel: C16H11CIN,OS S HO
N

Molekulargewicht:  314.79 g / mol N

Rf-Wert: 0.96 (98/2; DCM / MeOH) c

Substanzcode: SW 368 / ST-1846

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 12.26 (s, 1H, -OH), 9.28 (s, 1H, N=CH-Ph-OH), 7.86 (d,
2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.51-7.39 (m, 5H, thiazol-5H, Ph-CI-3H,5H, Ph-OH-3H,5H),
7.06-6.96 (m, 2H, Ph-OH-4H,6H).

BC-NMR (62 MHz, CDCl5): § =169.62, 165.09, 161.66, 152.64, 134.83, 134.22, 133.79,
132.72, 128.96, 127.52, 119.71, 118.45, 117.53, 112.59.

ESI-MS: m/z = 313.0 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 61.05C 3.52 H 8.90 N 10.19 S
gefunden: 61.26 C 3.47H 8.87 N 10.09 S
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2-((4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-ylamino)methyl)phenol (227)

In 10 mL Ethanol wurde 2-((4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-ylimino)methyl)phenol (225, 314
mg, 1 mmol) gel6st und bei Raumtemperatur Natriumborhydrid (24 mg, 0.6 mmol, 0.6 eq)
dazugegeben. Nach 30 Minuten wurde mit 2N Salzséure gequencht, mit Ethylacetat
aufgegossen und die Reaktionslésung mit geséttigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Es
wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel entfernt und der Riickstand aus
Ethanol umkristallisiert. Man erhalt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 32 mg (11%)

Summenformel: C16H13CIN,OS | S/ " HO,
Molekulargewicht:  316.80 g/ mol )@i N L@
Rf-Wert: 0.55 (2/1; Hex / EtOAC) “

Substanzcode: SW 452/ ST-1870

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 9.75 (s, 1H, -OH), 8.05 (t, 1H, J = 5.8 Hz, -NH-), 7.82
(d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.42 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.24 (d, 1H, J = 7.5
Hz, Ph-OH-6H), 7.10 (s, 1H, thiazol-3H), 7.08 (t, 1H, J = 7.9 Hz, Ph-OH-5H), 6.81 (d, 1H, J
= 8.0 Hz, Ph-OH-6H), 6.76 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-OH-4H), 4.45 (d, 2H, J = 5.8 Hz, -CH,-).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 168.65, 155.06, 148.32, 133.56, 131.58, 128.88, 128.42,
128.07, 127.22, 124.87, 118.77, 115.14, 101.88, 43.00.

ESI-MS: m/z = 317.0 [M+H'T*
Elementaranalyse: berechnet: C 60.66 H4.14 N 8.84 S10.12
gefunden: C 60.96 H4.12 N 8.76 S9.96

4-(4-Chlorphenyl)-N-((E)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)allylidene)thiazol-2-amin (229)

In 4 mL wasserfreien Ethanol wurden 4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-amin (225, 210 mg, 1
mmol) und 4-Dimethylaminozimtaldehyd (175 mg, 1 mmol) fur drei Stunden zum Sieden
erhitzt. Es wurde abgekihlt und der gebildete orangene Feststoff abfiltriert und mit kalten
Ethanol nachgewaschen.

Ausbeute: 206 mg (56%) N,CHa
/ < >* \
. s,/ CH,
Summenformel: C20H1sCIN3S I N/>_N
Molekulargewicht:  367.90 g / mol

Rf-Wert: 0.51 (1/1; Hex / EtOAC) “
Substanzcode: SW 375/ ST-1847
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8.73 (d, 1H, J = 9.3 Hz, C=CH-Ph-N(CHs),), 7.82 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.42 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-N(CH3),-3H,5H), 7.33 (d, 2H, J = 8.5
Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.24-7.21 (m, 2H, thiazol-5H, N=CH-CH), 6.90 (dd, 1H, J = 15.5 Hz, 9.3
Hz, CH-CH=CH), 6.65 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-N(CHz)-2H,6H), 3.00 (s, 6H, Ph-N(CHx),).

BBC-NMR (100 MHz, CDCls): & =173.36, 165.51, 152.24, 151.90, 149.32, 133.74, 133.14,
129.92, 128.79, 127.46, 123.21, 122.41, 11.88, 111.00, 40.009.

ESI-MS: m/z = 368.8 [M+H']"
Elementaranalyse: berechnet: 65.29 C 493 H 1142 N 8.72S
gefunden: 65.19 C 5.09 H 11.49 N 8.76 S

1-(4-(4-Chlorphenylthiazol-2-yl)-1H-pyrrole-2,5-dion (231)

Maleinsdureanhydrid (295 mg, 3 mmol) und 4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-amin (225, 632 mg,
3 mmol) wurden in 30 mL THF geldst und tGber Nacht auf 50 °C erhitzt. Das Losungsmittel
wurde entfernt und der Rickstand in 10 mL Essigsaureanhydrid aufgenommen und fur drei
Stunden auf 70°C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde dann auf gesattigte
Natriumhydrogencarbonat-L6sung und Eis gegeben und solange gertihrt bis die Hydrolyse
des Essigsaureanhydrid abgeschlossen war und dann mit Ethylacetat mehrfach extrahiert. Die
organische Phase wurde mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, getrocknet und
unter reduziertem Druck eingeengt. Der Riickstand, ein braunes Ol, wurde
sédulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: Dichlormethan). Man erhdlt einen
farblosen Feststoff.

Ausbeute: 209 mg (24%)

Summenformel: C13H,CIN,0,S . 0
Molekulargewicht:  290.72 g / mol /@)IN%N;:]
Rf-Wert: 0.67 (1/1; Hex / EtOAC) 3y ©
Substanzcode: SW 376/ ST-1848

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.13 (s, 1H, thiazol-5H), 7.97 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-ClI-
2H,6H), 7.52 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.31 (s, 2H, -CH=CH-).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & =167.39, 151.47, 149.25, 135.21, 132.58, 132.44, 128.74,
127.45, 113.21.

ESI-MS: m/z = 291.5 [M+H']*
Elementaranalyse: berechnet:  53.71C 2.43H 9.64 N 11.03S
gefunden: 53.86 C 254 H 9.40N 11.05 S
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(Z2)-4-(4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-ylamino)-4-oxobut-2-ensaureethylester (232)

Verbindung 232 wurde erhalten indem 1-(4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-yl)-1H-pyrrole-2,5-dion
(231) saulenchromatographisch mit Hexan / Ethylacetat als FlieBmittel getrennt wurde. Es
wurde ein gelber Feststoff isoliert.

Ausbeute: 79 mg (7%)

Summenformel: C15H13CIN204S . Q
Molekulargewicht:  336.79 g/ mol /©iN/>_Ng ) o
Rf-Wert; (1/1; Hex / EtOAc) . o/
Substanzcode: SW 376B / ST-1884

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 12.63 (s, 1H, -NH-), 7.91 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-
2H,6H), 7.73 (s, 1H, thiazol-5H), 7.49 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.60 (d, 1H, J =
11.8 Hz, -CH=CH-), 6.53 (d, 1H, J = 11.8 Hz, -CH=CH-), 4.16 (q, 2H, J = 7.1 Hz, -CHy-),
1.19 (t, 3H, J = 7.1 Hz, -CHy).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 165.58, 162.56, 157.52, 147.78, 132.95, 132.24, 131.11,
129.50, 128.70, 127.31, 109.25, 60.41, 13.72.

ESI-MS: m/z = 335.0 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 53.49C 3.89 H 8.32 N 9.52S
gefunden: 53.45C 3.76 H 8.31N 9.60 S

2-(4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-yl)-5,6-dimethyl-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-isoindole-
1,3(2H)-dion (234)

In einem Mikrowellenvial wurden 1-(4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-yl)-1H-pyrrole-2,5-dion
(231, 73 mg, 0.2 mmol) und 2,3-Dimethyl-1,3-butadien (110 uL, 1 mmol) in 300 uL Toluen

gelost fir zehn Minuten auf 80 °C erhitzt. Anschliefend wurde das Ldsungsmittel entfernt
und der Rickstand aus Diethylether umkristallisiert. Man erhalt farblose Plattchen.

Ausbeute: 40 mg (42%)

Summenformel: C19H17CIN20O,S . Q o
Molekulargewicht:  372.87 g/ mol /@)IN%N;:O[C;
Rf-Wert; (1/1; Hex / EtOAC) . © 3
Substanzcode: SW 418/ ST-1869

IH-NMR (250 MHz, CDCls): § = 7.85 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.43 (s, 1H, thiazol-
5H), 7.37 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 3.30-3.26 (m, 2H, 2x C(0)-CH-CH,), 2.57 (d,
2H, J = 14.8 Hz, CH-CH,-C), 2.35 (d, 2H, J = 14.6 Hz, CH-CH,-C), 1.71 (s, 6H, 2x -CHs).
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BBC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 176.61, 151.73, 151.21, 134.12, 132.41, 128.88, 127.60,
127.05, 111.74, 39.94, 30.64, 19.27.

ESI-MS: m/z = 373.8 [M+H"]"
Elementaranalyse: berechnet: 61.20 C 4.60 H 751N 8.60 S
gefunden: 61.24 C 4.75H 7.67 N 8.41S

3,4-Diaminophenol (236)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift D aus 4-Amino-3-nitrophenol (540 mg, 3.5
mmol) in 30 mL Methanol. Ein schwarz-brauner Feststoff wurde isoliert.

Ausbeute: 490 mg (quantitativ)

Summenformel: CeHsN,O HZND/OH
Molekulargewicht:  124.14 g / mol HoN

Rf-Wert: 0.04 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 496

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.08 (s, 1H, -OH), 6.31 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ph-5H), 6.01
(sd, 1H, J = 2.6 Hz, Ph-2H), 5.80 (dd, 1H, J = 8.1 Hz, 2.6 Hz, Ph-6H), 4.35 (br, 2H, -NH)),
3.84 (br, 2H, -NH5).

ESI-MS: m/z = 126.8 [M+H"]*

5-Hydroxy-1H-benzo[d]imidazole-2(3H)-thion (237)

In 8 mL trockenem Pyridin wurde 3,4-Diaminophenol (236, 304 mg, 2.4 mmol) gel6st und
bei Raumtemperatur 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol (517 mg, 2.9 mmol) in kleinen Portionen
dazu gegeben und anschlieRend fur 1.5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Es wurde auf Eis gegeben,
15 mL konzentrierte Salzsdure hinzugefigt und mehrfach mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde tber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum entfernt. Man
erhélt einen schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 251 mg (63%)

Summenformel: C7HeNLOS s N
Molekulargewicht:  166.20 g / mol I@w
Rf-Wert: 0.16 (9/1; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 497

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.20 (ps, 2H, 2x —NH-), 9.27 (s, 1H, -OH), 6.91 (d,
1H, J = 9.2 Hz, benzimidazol-7H), 6.57-6.53 (m, 2H, benzimidazol-4H,6H).
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ESI-MS: m/z = 164.6 [M-H']

1-(4-Chlorphenyl)-2-(6-hydroxy-1H-benzo[d]imidazol-2-ylthio)ethanon (239)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-4'-chloracetophenon (245
mg, 1.0 mmol) und 5-Hydroxy-1H-benzo[d]imidazole-2(3H)-thion (237, 150 mg, 0.9 mmol)
in 5 mL Ethanol. Es wurde dreimal saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol). Man erhalt einen creme-farbenen Feststoff.

Ausbeute: 23 mg (8%)

Summenformel: C15H11CIN,O,S o .
Molekulargewicht:  318.77 g/ mol /©)JV \N‘ENGOH
Rf-Wert: 0.36 (9/1; DCM / MeOH) .

Substanzcode: SW 498 / ST-1900

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.18 (br, 1H, -NH-), 9.06 (br, 1H, -OH), 8.06 (d, 2H, J
= 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.63 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.18 (d, 1H, J = 8.5 Hz,
benzimidazol-7H), 6.73 (sd, 1H, J = 2.2 Hz, benzimidazol-4H), 6.58 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, 2.3
Hz, benzimidazol-6H), 4.95 (s, 2H, -CH,-).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 192.68, 138.44, 134.10, 130.24, 128.82, 110.58, 110.47,
39.20.

ESI-MS: m/z = 316.8 [M-2H'T

2-Brom-4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol (240)

Eine Suspension, bestehend aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-on (106, 2 g, 8 mmol),
Natriumthiocyanat (1 g, 12.4 mmol, 1.5 eq) und 25 ml wasserfreiem Ethanol wurde flr vier
Stunden zum Reflux erhitzt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in 10 mL
Eisessig sowie 15 mL Bromwasserstoff-Losung (33% Eisessig) aufgenommen und erneut fir
zwei Stunden zum Reflux erhitzt. Die Losung wurde mit Natriumhydrogencarbonat-Losung
neutralisiert, mit Dichlormethan extrahiert und die organische Phase mit geséttigter
Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Nach dem Trocknen wurde tber Kieselgel filtriert. Man
erhalt ein braun-gelbes Ol.

Ausbeute: 2.08 g (94%)
Summenformel: Cy0H7BrCINS HC s

| />—Br
Molekulargewicht:  288.59 g / mol N
Rf-Wert: 0.66 (98/2; DCM / MeOH) cl
Substanzcode: SW 382
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 7.66 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.52 (d, 2H, J =
8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 2.52 (s, 3H, -CHs).

4-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yloxy)phenol (242)

Ein Losung aus 2-Brom-4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol (240, 300 mg, 1.0 mmol, 1 eq),
Hydroquinon (346 mg, 3.1 mmol, 3 eq) and Natriumhydrid (60%ig in Mineral6l, 168 mg, 4.2
mmol, 4 eq) in 4 mL DMF wurden fir eine Stunde in der Mikrowelle auf 120 °C erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Eis gegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Das Ldsungsmittel
wurde entfernt und der schwarze teerartige Ruckstand mittels S&ulenchromatographie
aufgetrennt (FlieBmittel: 2/1 Hexan / Ethylacetat). Ein weiR-milchiges Ol wiirde isoliert,
welches in Chloroform geldst wurde. Bei Zugabe von Petrolether fiel ein weil3er Feststoff aus.

Ausbeute: 144 mg (14%)

Summenformel: C16H12CINO,S OH
Molekulargewicht:  317.78 g / mol e o Q
Rf-Wert: 0.65 (98/2: DCM / MeOH) W

Substanzcode: SW 387 /ST-1849

Cl
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.64 (s, 1H, -OH), 7.60 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-Cl-
2H,6H), 7.48 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.18 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.82
(d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 2.41 (s, 3H, ~CHs).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 169.86, 155.55, 147.33, 142.81, 133.11, 131.95, 129.62,
128.33, 122.14, 121.58, 116.17, 12.31.

ESI-MS: m/z = 318.8 [M+H"]"
Elementaranalyse: berechnet: 60.47 C 3.81H 441N 10.09 S
gefunden: 60.47 C 3.74 H 435N 10.06 S

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)essigsauremethylester (245)

In 30 mL Aceton wurden 4-Hydroxyphenylessigsauremethylester (1.7 g, 10.2 mmol),
Benzylbromid (1.4 mL, 11.2 mmol, 1.1 eq), Kaliumcarbonat (2.1 g, 15.3 mmol, 1.5 eq) und
Kaliumiodid (0.3 g, 2.0 mmol, 0.2 eq) gel6st und tber Nacht bei Raumtemperatur geldst. Das
Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in 100 mL Wasser aufgenommen und
dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Anschlielend wurde mit gesattigter Natrium-
hydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Losung gewaschen, die organische Phase uber
Magnesiumsulfat getrocknet und entfernt. Der Rickstand wurde séulenchromatographisch
aufgetrennt (FlieRmittel: 5/1 Hexan / Ethylacetat). Man erhélt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 2.44 g (92%)
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Summenformel: C16H1603 \/@
O
Molekulargewicht:  256.29 g / mol e j\/©/
o

Rf-Wert: 0.66 (5/1; Hex / EtOAC)

Substanzcode: SW 335

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) § = 7.45-7.32 (m, 5H, O-Bn), 7.20 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-OBn-
3H,5H), 6.93 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-OBn-2H,6H), 5.05 (s, 2H, O-CH,-Ph), 3.69 (s, 3H, -
CHs3), 3.57 (s, 2H, C(0)-CH,-Ph).

ESI-MS: m/z = 292.1 [M+CIT

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)acetamid (246)

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)essigsduremethylester (245, 2.44 g, 9.5 mmol) wurde fir funf
Stunden in 50 mL konzentriertem Ammoniak zum Sieden erhitzt. Bei Abkiihlen bildete sich
ein brauner Feststoff aus, welcher abfiltriert wurde.

Ausbeute: 1.35 g (58%)

Summenformel: Ci5H15NO, \/@
O
Molekulargewicht:  241.28 g/ mol j\/©/
H,oN

Rf-Wert: 0.46 (95/5; DCM / MeOH) i
Substanzcode: SW 339

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 7.45-7.31 (m, 5H, , O-Bn), 7.16 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-
OBn-3H,5H), 6.92 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-OBn-2H,6H), 6.81 (br, 2H, -NH,), 5.07 (s, 2H, O-
CH,-Ph), 3.27 (s, 2H, C(O)-CH,-Ph).

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)ethanethioamid (247)

Zu einer Losung aus 2-(4-(Benzyloxy)phenyl)acetamid (246, 1.35 g, 5.6 mmol), in 10 mL
THF, wurde Lawesson’s Reagenz (2.49 g, 6.5 mmol) gegeben und fiir drei Stunden auf 70 °C
erhitzt In die abgekihlte Losung wurde 5 mL geséttigte Natriumhydrogencarbonat-Losung
gegeben und fur 30 Minuten geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt
und mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
getrocknet, unter reduziertem Druck entfernt und der Rickstand s&ulenchromatographisch
aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol). Ein beiger Feststoff wurde
erhalten.

Ausbeute: 530 mg (37%)

Summenformel: C1sH1sNOS
Yo
HoN

2
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Molekulargewicht:  257.35 g/ mol
Rf-Wert: 0.64 (1/1; Hex / EtOAc)
Substanzcode: SW 340

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.36 (pd, 2H, -NH,), 7.45-7.31 (m, 7H, Ph-OBn-3H,5H,
0-Bn), 7.24 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-OBn-2H,6H), 5.07 (s, 2H, O-CH,-Ph), 3.72 (s, 2H, C(S)-
CH,-Ph).

ESI-MS: m/z = 258.6 [M+H']"

2-(4-(Benzyloxy)benzyl)-4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol (248)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 248 mg, 1 mmol) und 2-(4-(Benzyloxy)phenyl)ethanethioamid (247, 200 mg, 0.7
mmol) in 5 mL Ethanol. Es wurde zweimal aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt
farblose Kristalle.

Ausbeute: 170 mg (61%)

Summenformel: C24H20CINOS 0
Molekulargewicht:  405.94 g / mol HaC S>_§;§ b
Rf-Wert: 0.70 (3/1; Hex / EtOAC) Q;[N/

Substanzcode: SW 343 /ST-1811 o

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 7.68 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.51-7.26 (m,
9H, Ph-CI-3H,5H, Ph-OBn-3H,5H, O-Bn), 6.97 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-OBn-2H,6H), 5.08 (s,
2H, O-CH,-Ph), 4.02 (s, 2H, -CH,-Ph-OBn), 2.46 (s, 3H, ~CHa).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 166.52, 157.25, 148.04, 137.00, 133.47, 131.89, 130.27,
129.97,129.72, 128.70, 128.33, 127.71, 127.53, 114.85, 69.10, 37.62, 12.20.

ESI-MS: m/z = 406.8 [M+H']"
Elementaranalyse: berechnet: 71.01C 497H 3.45N 7.90S
gefunden: 70.72C 497H 3.29N 8.27S

4-((4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-yl)methyl)phenol (249)

2-(4-(Benzyloxy)benzyl)-4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol (248, 250 mg, 0.6 mmol) wurde
in einem Gemisch aus 5 mL Dioxan und 3 mL Bromwasserstoff-Lésung (48% Wasser)
gelost. Es wurde fur funf Stunden zum Sieden erhitzt. Die Reaktionslosung wurde mit
Ethylacetat verdinnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet und der Ruckstand
saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieRmittel: 3/ 1 Hexan / Ethylacetat). Ein farbloses Ol

-247-



Experimenteller Teil

wurde isoliert, welches mit der Zeit fest wird. Das Ol wurde aus Ethanol / Wasser
umkristallisiert.

Ausbeute: 180 mg (92%)

Summenformel: C17H14CINOS OH
Molekulargewicht:  315.81 g / mol O o

Rf-Wert: 0.32 (3/1; Hex / EtOAC) L/
Substanzcode: SW 345/ ST-1810

Cl
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) § = 9.34 (s, 1H, -OH), 7.67 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-
2H,6H), 7.49 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.13 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 6.72
(d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 4.14 (s, 2H, -CH,-), 2.46 (s, 3H, ~CHs).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & = 166.88, 156.12, 147.87, 133.40, 131.76, 129.79, 129.61,
128.51, 128.21, 128.10, 115.20, 37.64, 12.10.

ESI-MS: m/z = 314.0 [M-H']
Elementaranalyse: berechnet:  64.65C 447H 444N 10.15S
gefunden: 64.94 C 450H 432N 9.98 S

4-(4-(4-Chlorphenyl)thiazol-2-ylimino)cyclohexa-2,5-dienon (250)

In 70 mL Ethylacetat wurde SKI-II (500 mg, 1.6 mmol) geldst und auf 45 °C erwéarmt. Dazu
wurde Blei(IV)tetraacetat (805 mg, 1.8 mmol) hinzugegeben. Die Lo6sung wurde
augenblicklich kirschrot. Es wurde fur zehn Minuten geruhrt und dann Calciumcarbonat (1 g)
hinzugegeben. Der gebildete Schwamm wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum
eingeengt. Es wurde aus sédulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: Dichlormethan),
wobei nur ein Bruchteil des Riickstandes eluiert wurde. Man isolierte einen braun-schwarzen
Feststoff.

Ausbeute: 60 mg (12%)

Summenformel: C15HoCIN,OS 0

Molekulargewicht:  300.76 g / mol gj
N

S
Rf-Wert: 0.54 (DCM) Qif_
Substanzcode: SW 546 / ST-1905 o
'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 8.51 (1H, s, thiazol-5H), 8.43 (dd, 1H, J = 3.0 Hz, 10.0

Hz, dienon-5H), 8.02 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-2H,6H), 7.54 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-3H,5H),
7.35 (dd, 1H, J = 2.9 Hz, 10.4 Hz, dienon-3H), 6.76 (d, 2H, J = 10.6 Hz, dienon-2H,6H).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 187.06, 169.08, 157.65, 153.46, 141.82, 134.05, 133.22,
133.13, 132.19, 130.69, 128.87, 127.85, 120.113.
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ESI-MS:
HR-MS:

m/z = 300.9 [M+H']"
berechnet: m/z = 300.01241

gefunden: m/z = 300.01295 Abweichung: 1.8 ppm

2-Brom-1-tetralon (253)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift E nach Methode 1 aus o-Tetralon (1 mL,
7.5 mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhilt ein braunes Ol.

Ausbeute: 1.5 g (89%)

Summenformel: C1oHoBro o
Molekulargewicht:  225.08 g / mol Qé/m
Substanzcode: SW 486 Int

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7.08 (d, 1H, J = 7.8 Hz, tetralon-8H), 7.50 (t, 1H, J = 7.5
Hz, tetralone-7H), 7.32 (t, 1H, J = 7.5 Hz, tetralon-6H), 7.26 (d, 1H, J = 7.3 Hz, tetralon-5H),
4.71 (t, 1H, J = 4.3 Hz, -CHBr-), 3.33-3.25 (m, 1H, 1x CHBr-CH,-CH2), 2.96-2.91 (m, 1H,
1x CHBr-CH,-CHy,), 2.51-2.41 (m, 2H, -CH,-Ph).

2-Brom-1-indanon (254)

Hergestellt geméal allgemeiner Synthesevorschrift E nach Methode 1 aus 1-Indanon (1 g, 7.5
mmol) in 40 mL Chloroform. Man erhélt ein gelb-stichiges Ol.

Ausbeute: 1.24 g (78%)

Summenformel: CyH;Bro o
Molekulargewicht:  211.05 g/ mol @é’&
Substanzcode: SW 487 Int

'H-NMR NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.87 (d, 1H, J = 7.7 Hz, indanon-7H-), 7.71 (t, 1H, J
= 7.7 Hz, indanon-6H), 7.53-7.46 (m, 2H, indanon-4H,5H), 4.69 (dd, 1H, J = 7.5 Hz, 3.2 Hz,
-CHBr-), 3.88 (dd, 1H, J = 18.2 Hz, 7.5 Hz, 1x -CH,-), 3.45 (dd, 1H, J = 18.1 Hz, 3.1 1x -
CHy-).

4-(4,5-Dihydronaphthol[1,2-d]thiazol-2-ylamino)phenol (255)

Hergestellt gemél allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-tetralon (253, 500 mg, 2
mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 326 mg, 2 mmol) in 10 mL Ethanol. Es
wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 3/1 Hexan / Ethylacetat), mit
Bromwasserstoff-Losung (33% Eisessig) aus Diethylether gefallt und anschlielend aus
Aceton umkristallisiert. Man erhalt Farblose Nadeln.
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Ausbeute: 17 mg (6%)

Summenformel: C17H14N20S - HBr OH
Molekulargewicht:  294.37 g / mol s

Rf-Wert: 0.27 (3/1; Hex / EtOAC) ES;[N/ "
Substanzcode: SW 486 / ST-1878

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.79 (s, 1H, -NH-), 9.07 (s, 1H, -OH), 7.66 (d, 1H, J =
7.4 Hz, hydronaphthyl-8H), 7.47 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-3H,5H), 7.25 (t, 1H, J = 7.5 Hz,
hydronaphthyl-7H), 7.21 (d, 1H, J = 6.7 Hz, hydronaphthyl-5H), 7.14 (d, 1H, J = 7.4 Hz,

hydronaphthyl-6H), 6.74 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 2.98 (t, 2H, J = 8.0 Hz, Ph-CH,-
CH}), 2.83 (t, 2H, J = 7.9 Hz, -CH,-CH,-thiazol).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = 162.49, 152.07, 144.46, 134.13, 133.31, 131.30, 127.63,
126.62, 126.38, 122.21, 119.01, 117.67, 115.33, 28.20, 24.61.

ESI-MS: m/z = 292.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C54.41 H 4.03 N 7.46 S 8.56
gefunden: C 54.66 H 3.97 N 7.23 S 8.84

4-(8H-Indeno[1,2-d]thiazol-2-ylamino)phenol (256)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-indanon (254, 450 mg, 2.1
mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182,168 mg, 1 mmol) in 6 mL Ethanol. Es
wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5 Dichlormethan / Methanol)
und anschlieRend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhalt dunkel-lila Nadeln.

Ausbeute: 139 mg (49%)

Summenformel: C16H12N>0S - HBr OH
Molekulargewicht:  280.34 g / mol < Q
RE-Wert: 0.40 (95/5: DCM / MeOH) G:EN/ h
Substanzcode: SW 487 / ST-1879

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 9.96 (s, 1H, -NH-), 9.11 (s, 1H, -OH), 7.51-7.47 (m, 4H,
Ph-OH-3H,5H, inden-4H,7H), 7.32 (t, 1H, J = 7.2 Hz, inden-6H), 7.18 (t, 1H, J = 7.3, inden-
5H), 6.76 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 3.76 (s, 2H, inden-CH,-).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & = 168.67, 156.08, 152.32, 145.32, 137.44, 132.98, 126.56,
124.61, 124.14, 123.39, 119.33, 117.57, 115.39, 32.14.

ESI-MS: miz=279.0 [M-HT
Elementaranalyse: berechnet: C 68.55 H4.31 N 9.99 S11.44
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gefunden: C 68.34 H4.42 N 9.59 S11.64

2-Brom-1-(2,4-dichlorphenyl)propan-1-on (258)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 1 aus 2,4-Dichlorpropiophenon
(2 g, 9.9 mmol) in 30 mL Chloroform. Es wurde zusatzlich fur zwei Stunden auf 50 °C
erwarmt. Man erhilt einen gelb-stichiges Ol, welches mit der Zeit erstarrt.

Ausbeute: 3.05 g (75% im NMR)

Summenformel: CyH/BrCI,0 ¢ 0
Molekulargewicht:  281.96 g/ mol Clm?
Rf-Wert: 0.89 (2/1; Hex / EtOAC)

Substanzcode: SW 540 Int

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 5 = 7.48 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ph-6H), 7.45 (sd, 1H, J = 1.9 Hz,
Ph-3H), 7.34 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, 1.9 Hz, Ph-5H), 5.22 (g, 1H, J = 6.6 Hz, -CH-), 1.90 (d,
3H, J = 6.6 Hz, -CHy).

4-(4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)phenol (259)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(2,4-dichlorphenyl)-
propan-1-on (258, 422 mg, 1.5 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 168 mg,
1.0 mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 2/1
Hexan / Ethylacetat) und anschlieRend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhalt einen
rosa-farbenen Feststoff.

Ausbeute: 92 mg (26%)
Summenformel: C16H12CILN,0S OH
Molekulargewicht:  351.25 g/ mol HC o Q

. . 4 I )
Rf-Wert: 0.41 (2/1; Hex / EtOAC) N
Substanzcode: SW 540/ ST-1904

Cl

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.73 (s, 1H, -NH-), 9.05 (s, 1H, -OH), 7.72 (sd, 1H, J =
1.5 Hz, Ph-CI-3H), 7.49-7.86 (m, 2H, Ph-CI-5H,6H), 7.35 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-
3H,5H), 6.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-OH-2H,6H), 2.12 (s, 3H, -CHj).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & =160.91, 152.02, 142.42, 133.67, 133.20, 133.16, 133.15,
129.00, 127.14, 118.97, 117.54, 115.26, 11.36.

ESI-MS: m/z = 350.7 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C54.71 H 3.44 N 7.98 S9.13
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gefunden: C 54.63 H 3.84 N 7.56 S9.57

5.4.4. 2-Aminothiazol-Derivate des rechten Zyklus und ihre Vorstufen

1-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenyl)thioharnstoff (260)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(4-Hydroxy-3,5-dimethyl-
phenylcarbamothioyl)benzamid (260a, 1.54 g, 5.1 mmol) in 15 mL 2M Natronlauge. Es
wurde ein brauner Feststoff isoliert.

Ausbeute: 840 mg (84%)
Summenformel: CgH1,N,0S CHs
OH
Molekulargewicht:  196.26 g / mol JSL /@:
H,N ” CHg
Rf-Wert: 0.28 (98/2; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 388

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.30 (s, 1H, -NH-), 7.12 (br s, 2H, -NH,), 6.78 (s, 2H,
Ph-3H,5H), 2.12 (s, 6H, 2x CHa).

ESI-MS: m/z = 197.1 [M+H']*

4-(4-(2,4-Dichlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)-2,6-dimethylphenol (261 (ST-1906))

Hergestellt  gemaR  allgemeiner  Synthesevorschrift H  aus  2-Brom-1-(2,4-
dichlorphenyl)propan-1-on (258, 120 mg, 0.6 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenyl)-
thioharnstoff (260, 80 mg, 0.4 mmol) in 3 mL Ethanol. Es wurde sédulenchromatographisch
aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Ethanol /
Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen dunkel-braunen Feststoff.

Ausbeute: 21 mg (14%)

Summenformel: C18H16CIN,OS PG OH
Molekulargewicht: ~ 379.30 g / mol HCo ot
Rf-Wert: 0.73 (98/2; DCM / MeOH) P N
Substanzcode: SW 547 [/ ST-1906

Cl

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.73 (s, 1H, -NH-), 9.05 (s, 1H, -OH), 7.72 (sd, 1H, J =
1.5 Hz, Ph-CI-3H), 7.49-7.86 (m, 2H, Ph-CI-5H,6H), 7.07 (s, 2H, Ph-OH-2H,6H), 2.12 (s,
9H, 3x -CHj).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 161.13, 147.99, 142.43, 133.66, 133.15, 133.11, 129.07,
127.13, 124.75, 117.94, 11750, 16.80, 11.39.
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ESI-MS: m/z = 376.9 [M-H']
Elementaranalyse: berechnet: C 57.00 H4.25 N 7.39 S 8.45
gefunden: C57.28 H4.24 N 7.37 S8.38

2,6-Diisopropyl-4-nitrophenol (263)

In 30 mL Chloroform wurde Propofol (2 mL, 10.7 mmol, 1.0 eq), gel6st und auf 0 °C gekiihlt.
Dazu wurde Nitrierséure, bestehend aus konzentrierter Schwefelsédure (840 uL, 16.1 mmol,
1.5 eq) und konzentrierter Salpetersaure (650 pL, 12.9 mmol, 1.2 eq), dazugegeben und flr
zwei Stunden gerihrt. Die Reaktionslosung wurde dann mit 70 mL Dichlormethan verdinnt
und mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung mehrfach gewaschen. Das organische
Losungsmittel wurde anschlieRend tber Magnesiumsulfat getrocknet und unter reduziertem
Druck entfernt. Man isolierte ein braunes Ol als Riickstand, welches mit der Zeit fest wird. Es
wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 2.68 g (quantitativ)

Summenformel: C12H17NO3 HyC_-CHs
Molekulargewicht:  223.26 g / mol o
RF-Wert: 0.78 (9/1; Hex / EtOAC) S i
Substanzcode: SW 477

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 7.99 (s, 2H, Ph-3H,5H), 5.95 (s, 1H, -OH), 3.18 (q, 2H,
J=6.8 Hz, 2x -CH-(CHs),), 1.30 (d, 12H, J = 6.8 Hz, 4x —CHj).

ESI-MS: m/z = 221.5 [M-H'T

4-Amino-2,6-diisopropylphenol (264)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift D aus 2,6-Diisopropyl-4-nitrophenol (263,
2.68 g, 12 mmol) in 80 mL Ethanol. Man erhalt einen braunes viskases Ol.

Ausbeute: 2.3 g (quantitativ)

Summenformel: C1oH1gNO HsC_CHs
Molekulargewicht:  193.28 g / mol o
RF-Wert: 0.13 (9/1; Hex / EtOAC) N
Substanzcode: SW 479

IH-NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.99 (s, 2H, Ph-3H,5H), 5.95 (br, 1H, -OH), 3.17 (q, 2H, J =
6.8 Hz, 2x -CH-(CHy),), 1.30 (d, 12H, J = 6.8 Hz, 4x —~CH).

ESI-MS: miz = 194.7 [M+H']*
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4-Amino-2,6-dimethylphenol (266)

Hergestellt geméal allgemeiner Synthesevorschrift D aus 2,6-Dimethyl-4-nitrophenol (2 g,
11.9 mmol) in 30 mL Methanol. Es wurde ein fuchsin-farbener Feststoff isoliert.

Ausbeute: 1.7 g (quantitativ)
Summenformel: CgH110 CHs
OH
Molekulargewicht:  137.17 g/ mol
H,N CH,
Rf-Wert: 0.05 (5/1; Hex / EtOAC)
Substanzcode: SW 383

'H-NMR (250 MHz, CDCls) & = 6.37 (s, 2H, Ar-3H,5H), 3.30 (br, 2H, -NH,), 2.17 (s, 6H, 2x
-CH).

N-(trans-4-Hydroxycyclohexylcarbamothioyl)benzamid (268a)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift F aus trans-4-Aminocyclohexanol (1.5 g,
13 mmol) in 70 mL Aceton. Es entsteht ein weil3es Pulver.

Ausbeute: 2.34 g (64%)

Summenformel: C14H18N20,S o s OH
Molekulargewicht:  278.36 g / mol ©)Lukm©/
Rf-Wert: 0.27 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 277

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 10.66 (br, 1H, C(O)-NH-C(S)), 8.96 (s, 1H,C(S)-NH-Cy),
7.81 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Ph-2H,6H), 7.64-7.48 (m, 3H, Ph-3H,4H,5H), 4.25 (br, 1H, CH-NH-
), 3.72 (br, 1H, CH-OH), 2.28-2.02 (m, 4H, 4x Cy), 1.56-1.35 (m, 4H, 4x Cy).

1-(trans-4-Hydroxycyclohexyl)thioharnstoff (269a)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(trans-4-Hydroxycyclohexyl-
carbamothioyl)benzamid (268a, 2.34 g, 8.4 mmol) in 40 mL 2M Natronlauge. Es wurde ein
weiles Pulver isoliert.

Ausbeute: 2.1 g (stark mit NaCl verunreinigt)

Summenformel: C;Hw1N,0S s O/OH
Molekulargewicht:  174.26 g / mol HzNJ\N“"
Rf-Wert: 0.13 (3/1; Hex / EtOAC)

Substanzcode: SW 278
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 8.42 (br, 1H, -NH-), 7.17 (br, 2H, -NH,), 4.55 (br, 1H,
CH-NH,), 3.81 (br, 1H, CH-OH), 1.81-1.68 (m, 4H, 4x Cy), 1.24-1.08 (m, 4H, 4x Cy).

ESI-MS: miz=172.7 [M-H'T

trans-4-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)cyclohexanol (270)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 425 g, 1.7 mmol) und 1-(trans-4-hydroxycyclohexyl)thioharnstoff (269a, 326 mg,
1.7 mmol) in 10 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 3/1
Hexan / Ethylacetat) und anschlieRend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt einen
schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 65 mg (11%)

Summenformel: C16H19CIN,OS OH
Molekulargewicht:  322.85 g/ mol HC o <:§
Rf-Wert: 0.42 (3/1; Hex / EtOAC) W
Substanzcode: SW 284/ ST-1861

Cl

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7.58 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.43 (d, 2H, J =
8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.28 (d, 1H, J = 7.4 Hz, -NH-), 451 (d, 1H, J = 4.4 Hz, -OH), 3.43-
3.34 (m, 2H, CH-NH,, CH-OH), 2.31 (s, 3H, —-CHj3), 2.00-1.95 (m, 2H, 2x Cy), 1.83-1.77 (m,
2H, 2x Cy), 1.27-1.17 (m, 4H, 4x Cy).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 163.66, 143.69, 134.28, 131.11, 129.51, 128.05, 114.40,
68.06, 52.51, 33.69, 30.02, 11.99.

ESI-MS: m/z = 320.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 59.52C 593 H 8.68 N 9.93S
gefunden: 59.33C 590 H 8.38 N 9.63S

4-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-N-(pyridin-3-yl)thiazol-2-amin (271)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 422 mg, 1.7 mmol) und 1-(Pyridin-4-yl)thioharnstoff (263 mg, 1.7 mmol) in 4 mL
Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 9/1 Dichlormethan /
Methanol) und anschliefend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt weiRe Nadeln.

Ausbeute: 157 mg (30%)
Summenformel: C15H12CINSS / N

\
s —
| />—NH
N

HyC

Molekulargewicht:  301.79 g / mol

Cl
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Rf-Wert: 0.08 (9/1; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 304/ ST-1826

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 5 = 10.57 (s, 1H, -NH-), 8.37 (d, 2H, J = 6.3 Hz, py-
2H,6H), 7.72 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.58 (d, 2H, J = 6.3 Hz, py-3H,5H), 7.52 (d,
2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 2.46 (s, 3H, -CHa).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 158.02, 150.04, 146.86, 144.18, 133.52, 131.73, 129.57,
128.33, 119.04, 110.87, 11.82.

ESI-MS: m/z = 299.9 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: 59.70 C 401H 13.92 N 10.62 S
gefunden: 59.55C 4.02H 13.73N 10.40 S

N-(Pyridin-3-ylcarbamothioyl)benzamid (268c)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 3-Aminopyridin (5 g, 53 mmol) in
100 mL Aceton. Es entsteht ein beiger Feststoff.

Ausbeute: 8.5 g (62%)

Summenformel: C13H11N30S 0 JSL /@\N
Molekulargewicht:  257.31 g/ mol ©)J\ﬁ N7
Rf-Wert: 0.69 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 281

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.51 (br, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.75 (br, 1H, C(S)-
NH-py), 8.76 (sd, 1H, J = 2.3 Hz, py-2H), 8.48 (dd, 1H, J = 4.7 Hz, 1.3 Hz, py-4H), 8.13 (d,
1H, J = 8.3 Hz, 1.8 Hz, py-6H), 8.00 (d, 2H, J = 7.1 Hz, Ph-2H,6H), 7.69 (t, 1H, J = 7.3 Hz,
Ph-4H), 7.59-7.50 (m, 2H, Ph-3H,5H), 7.47 (td, 1H, J = 8.1 Hz, 4.7 Hz, py-5H).

1-(Pyridin-3-yl)thioharstoff (269c)

Hergestellt geman allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(Pyridin-2-
ylcarbamothioyl)benzamid (268c, 8.5 g, 33 mmol) in 40 mL 2M Natronlauge. Es wurde ein
schwach gelber Feststoff isoliert.

Ausbeute: 2.66 g (52%)

Summenformel: CeH7N3S s X
)J\ | =N

Molekulargewicht: ~ 153.20 g / mol wN

Rf-Wert: (9/1; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 287
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.84 (br, 1H, -NH-), 8.88 (sd, 1H, J = 2.1 Hz, py-2H),
8.30 (dd, 1H, J = 4.7 Hz, 1.4 Hz, py-4H), 7.94 (ddd, 1H, J = 8.2 Hz, 2.5 Hz, 1.4 Hz, py-6H),
7.65 (br, 2H, -NH,), 7.33 (td, 1H, J = 8.3 Hz, 4.7 Hz, py-5H).

4-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-N-(pyridin-3-yl)thiazol-2-amin (272)

Hergestellt gemald allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 542 mg, 2 mmol) und 1-(Pyridin-3-yl)thioharnstoff (269c, 335 mg, 2.2 mmol) in 12
mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 9/1 Dichlormethan
/ Methanol) und anschlielend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhélt ein weil3es amorphes
Pulver.

Ausbeute: 131 mg (22%)

Summenformel: C15H12CINsS 7 N\
Molekulargewicht:  301.79 g / mol e | S/>_NH_
Rf-Wert: 0.41 (9/1; DCM / MeOH) "
Substanzcode: SW 290/ ST-1817 °

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.30 (s, 1H, -NH-), 8.79 (sd, 1H, J = 2.5 Hz, py-2H),
8.20-8.13 (m, 2H, py-6H,4H), 7.72 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.51 (d, 2H, J = 8.5 Hz,
Ph-CI-3H,5H), 7.33 (td, 1H, J = 8.3 Hz, 4.7 Hz, py-5H), 2.43 (s, 3H, -CHs).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 158.74, 143.89, 14.68, 138.55, 137.72, 133.65, 131.56,
129.48, 128.24, 123.55, 122.87, 117.92, 11.81.

ESI-MS: m/z = 302.5 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 59.70 C 4.01H 13.92 N 10.62 S
gefunden: 59.50C 4.07H 13.64 N 10.40 S

N-(6-Chlorpyridin-3-ylcarbamothioyl)benzamid (268d)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 5-Amino-2-chlorpyridin (5 g, 39
mmol) in 90 mL Aceton. Es entsteht ein schmutzig weil3er Feststoff.

Ausbeute: 10.17 g (89%)

Summenformel: C13H10CIN30OS o s I Y
Molekulargewicht:  291.75 g / mol ©)J\QJ\H #N
Rf-Wert: 0.41 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 298
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 12.46 (s, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.78 (s, 1H, C(S)-NH-
py), 8.60 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, py-6H), 8.19 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, 2.6 Hz, py-4H), 7.98 (d, 2H, J
= 7.1 Hz, Ph-2H,6H), 7.67 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ph-4H), 7.59-7.52 (m, 3H, Ph-3H,5H, py-3H).

ESI-MS: m/z = 289.8 [M-H'T

1-(6-Chlorpyridin-3-yl)thioharnstoff (269d)

Hergestellt gemal allgemeiner  Synthesevorschrift G aus  N-(6-Chlorpyridin-3-
ylcarbamothioyl)benzamid (268d, 780 mg, 2.6 mmol) in 5 mL 2M Natronlauge. Es wurde ein
beige-farbener Feststoff isoliert.

Ausbeute: 470 mg (93%)

Summenformel: CeHeCIN3S s -
Molekulargewicht:  187.64 g / mol HzNJ\H =
Rf-Wert: 0.16 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 303

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.86 (s, 1H, -NH-), 8.40 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, py-6H),
8.03 (dd, 1H, J = 8.6 Hz, 2.6 Hz, py-4H), 7.75 (br, 2H, -NH,), 7.46 (d, 1H, J = 8.6 Hz, py-
3H).

ESI-MS: m/z = 188.5 [M+H"]*

4-(4-Chlorphenyl)-N-(6-chlorpyridin-3-yl)-5-methylthiazol-2-amin (273)

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 616 mg, 2.5 mmol) und 1-(6-Chlorpyridin-3-yl)thioharnstoff (269d, 470 mg, 2.5
mmol) in 4 mL Ethanol. Es wurde aus Ethanol umkristallisiert. Man erhélt einen schwach
gelben Feststoff.

Ausbeute: 314 mg (37%)

Summenformel: C15H11CIbNsS <l
Molekulargewicht:  336.23 g / mol MO o Q“
RF-Wert: 0.67 (95/5; DCM / MeOH) W
Substanzcode: SW 305/ST-1818 o

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.46 (s, 1H, -NH-), 8.69 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, py-6H),
8.17 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.9 Hz, py-4H), 7.70 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.51 (d, 2H,
J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.4 (d, 1H, J = 8.7 Hz, py-3H), 2.44 (s, 3H, -CHs).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 158.43, 143.93, 140.86, 137.88, 137.28, 133.55, 131.67,
129.53, 128.30, 126.77, 124.05, 118.44, 11.85.
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ESI-MS: m/z = 336.3 [M+H']"
Elementaranalyse: berechnet: 53.58 C 3.30H 1250 N 9.54S
gefunden: 5354 C 3.40H 1229 N 9.37S

N-(Pyridin-2-ylcarbamothioyl)benzamid (268e)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 2-Aminopyridin (5 g, 53 mmol) in
100 mL Aceton.

Ausbeute: 10.36 (76%)

Summenformel: Ci13H11N30S 0 j\ /@
Molekulargewicht:  257.31 g/ mol @ﬂ NN
Rf-Wert; 0.84 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 280

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 13.28 (br, 1H, C(0)-NH-C(S)), 11.73 (br, 1H, C(S)-
NH-py), 8.43 (d, 1H, J = 4.1 Hz, py-6H), 8.00-7.82 (m, 3H, Ph-2H,6H, py-4H), 7.71-7.47 (m,
4H, Ph-3H,4H,5H, py-3H), 7.28 (t, 1H, J = 5.3, py-5H).

ESI-MS: m/z = 255.9 [M-H'T

1-(Pyridin-2-yl)thioharnstoff (269¢)

Hergestellt geman allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(Pyridin-2-
ylcarbamothioyl)benzamid (268e, 10.36 g, 40 mmol) in 50 mL 2M Natronlauge. Es wurde ein
weiler Feststoff isoliert.

Ausbeute: 4.729 (76%)

Summenformel: CeH7N3S s I\
Molekulargewicht:  153.20 g / mol RN N
Rf-Wert; 0.26 (9/1; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 286

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.55 (br, 2H, -NH,), 8.86 (br, 1H, -NH-), 8.23 (dd, 1H,
J=5.0 Hz, 1.1 Hz, py-6H), 7.76 (td, 1H, J = 6.4 Hz, 1.9 Hz, py-4H), 7.15 (d, 1H, J = 8.3 Hz,
py-3H), 7.04 (td, 1H, J =5.2 Hz, 0.9, py-5H).

4-(4-Chlorphenyl)-5-methyl-N-(pyridin-2-yl)thiazol-2-amin (274)
Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 505 mg, 2 mmol) und 1-(Pyridin-2-yl)thioharnstoff (269e, 313 mg, 2 mmol) in 8 mL
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Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 9/1 Dichlormethan /
Methanol) und anschlielend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt farbloser Kristalle.

Ausbeute: 400 mg (66%)
Summenformel: C15H12CINsS 72D\

. HiC s =N
Molekulargewicht:  301.79 g / mol | )N

N
Rf-Wert: 0.68 (9/1; DCM / MeOH)
Cl

Substanzcode: SW 289 /ST-1734

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 11.23 (s, 1H, -NH-), 8.28 (d, 1H, J = 5.0 Hz, py-6H),
7.72-7.65 (m, 3H, Ph-CI-2H,6H, py-4H), 7.48 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.03 (d, 1H,
J=8.3 Hz, py-3H), 6.90 (t, 1H, J = 5.2 Hz, py-5H), 2.45 (s, 3H, -CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 155.53, 151.64, 146.29, 142.29, 137.70, 134.14, 131.30,
129.38, 128.16, 119.22, 115.66, 110.46, 11.64.

ESI-MS: m/z = 302.1 [M+H'T"
Elementaranalyse: berechnet:  59.70 C 401 H 13.92N 10.62 S
gefunden: 59.81C 3.95H 13.90 N 10.54 S

N-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenylcarbamothioyl)benzamid (260a)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift F aus 4-Amino-2,6-dimethylphenol (266,
1.69 g, 12.3 mmol) in 80 mL Aceton. Es entsteht ein weilRer Feststoff.

Ausbeute: 1.54 (42%)
Summenformel: Ci6H16N202S CHs

OH
Molekulargewicht: ~ 300.37 g / mol iy )i:[
Substanzcode: SW 388 Int ©)J\

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.39 (s, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.42 (s, 1H,C(S)-NH-
Ph-OH), 7.96 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Ph-2H,6H), 7.56 — 7.49 (m, 3H, Ph-3H,4H,5H), 7.19 (s, 2H,
Ph-OH-3H,5H), 2.17 (s, 6H, 2x —CHj).

N-(4-Hydroxy-3,5-diisopropylphenylcarbamothioyl)benzamid (268f)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 4-Amino-2,6-diisopropylphenol (264,
1.9 g, 10 mmol) in 80 mL Aceton. Es entsteht ein orange-roter Feststoff.

Ausbeute: 2.5 9 (70%)

Summenformel: CooH24N20,S HsC.__CHs
OH

NJJ\N CHj3
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Molekulargewicht:  356.48 g / mol
Rf-Wert: 0.77 (2/1; Hex / EtOAc)
Substanzcode: SW 482

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) § = 12.49 (s, 1H, C(0)-NH-C(S)), 11.40 (s, 1H,C(S)-NH-
Ph-OH), 8.22 (br, 1H, -OH), 7.98 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Ph-2H,6H), 7.65 (t, 1H, J = 7.4 Hz, Ph-
4H), 7.53 (t, 2H, J = 7.5, Ph-3H,5H), 7.33 (s, 2H, Ph-OH-3H,5H), 3.30 (q, 2H, J = 6.8 Hz, 2x
-CH-(CH3)»), 1.16 (d, 12H, J = 6.8 Hz, 4x —CHj).

1-(4-Hydroxy-3,5-diisopropylphenyl)thioharnstoff (269f)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(4-Hydroxy-3,5-diisopropyl-
phenylcarbamothioyl)benzamid (268f, 2.5 g, 7 mmol) in 60 mL 2M Natronlauge. Es wurde
ein bordeaux-roter Feststoff isoliert.

Ausbeute: 1.15 g (65%)

Summenformel: C13H20N20S HaC_-CHs
Molekulargewicht:  252.37 g/ mol s o
RF-Wert: 0.06 (5/1: Hex / EtOAC) NN CHEHS
Substanzcode: SW 489

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 =9.43 (s, 1H, -NH-), 8.10 (br, 1H, -OH), 7.15 (s, 2H, Ph-
3H,5H), 7.03 (br, 2H, -NH,), 3.35 (q, 2H, J = 6.8 Hz, 2x -CH-(CH3),), 1.21 (d, 12H, J = 6.8
Hz, 4x —CHj3).

4-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)-2,6-diisopropylphenol (275)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 368 mg, 1.5 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-diisopropylphenyl)thioharnstoff (269f,
378 mg, 1.5 mmol) in 5 mL Ethanol. Es wurde s&ulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 5/1 Hexan / Ethylacetat) und anschlieBend aus Chloroform / Petrolether
umkristallisiert. Man erhalt rosa-farbene Kristalle.

Ausbeute: 115 mg (19%)
Summenformel: C2H25CIN,OS CHy
H,C OH
Molekulargewicht:  400.96 g / mol s
HaC
Rf-Wert: 0.55 (5/1; Hex / EtOAC) P e
N
Substanzcode: SW 490/ ST-1867

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 9.66 (s, 1H, -NH-), 7.72-
7.69 (m, 3H, Ph-Cl-2H,6H,-OH), 7.48 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.28 (s, 2H, Ph-OH-
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3H,5H), 3.33 (g, 2H, J = 6.8 Hz, 2x -CH-(CH3),), 2.40 (s, 3H, thiazol-CHg), 1.15 (d, 12H, J =
6.8 Hz, 4x —CHj5).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 160.21, 145.22, 143.47, 135.97, 134.18, 134.11, 131.30,
129.27, 128.15, 115.79, 112.76, 26.17, 22.93, 11.93.

ESI-MS: m/z =399.7 [M-H'T
Elementaranalyse: berechnet: C 65.90 H 6.28 N 6.99 S 8.00
gefunden: C 65.77 H 6.44 N 6.87 S7.74

2-Methoxypyridin-4-amin (277)

In ein Mikrowellenvial wurden 4-Amino-2-chlorpyridin (1.2 g, 9.6 mmol) und Kupfer(l)iodid
(170 mg, 0.9 mmol, 0.1 eq) eingewogen. Hinzu wurde 5 mL einer frisch hergestellten
Natriumethanolat- / Ethanol-Lésung, durch 400 mg elementares Natrium, gegeben. Das Vial
wurde versiegelt und in der Mikrowelle fir vier Stunden auf 150 °C erhitzt. Anschlielend
wurde in Wasser aufgenommen und mit Diethylether extrahiert. Man isoliert ein farbloses Ol.

Ausbeute: 930 mg (80%)
Summenformel: CeHsN,O N

| = _CH;
Molekulargewicht:  124.14 g / mol Ha ©
Rf-Wert: 0.30 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 321

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dq): & = 7.62 (d, 1H, J = 5.7 Hz, py-3H), 6.15 (dd, 1H, J = 5.7
Hz, 1.9 Hz, py-5H), 5.89 (br, 2H, -NH,), 5.79 (sd, 1H, J = 1.8 Hz, py-3H), 3.70 (s, 3H, -CHa).

N-(2-Methoxypyridin-4-ylcarbamothioyl)benzamid (278)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift F aus 2-Methoxypyridin-4-amin (277, 930
mg, 7.5 mmol) in 40 mL Aceton. Es entsteht einen schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 1.43 (66%)
Summenformel: C14H13N305S o s | XN

)J\ P _CHjz
Molekulargewicht:  287.33 g/ mol NN °
Rf-Wert: 0.84 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 323

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.74 (s, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.72 (s, 1H,C(S)-NH-
py), 8.15 (d, 1H, J = 5.7 Hz, py-6H), 7.97 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Ph-2H,6H), 7.67-7.40 (m, 4H,
Ph-3H4H,5H, py-3H), 7.30 (dd, 1H, = 5.7 Hz, 1.8 Hz, py-5H), 3.86 (s, 3H, -CHa).
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ESI-MS: m/z = 288.4 [M+H']*

1-(2-Methoxypyridin-4-yl)thioharnstoff (279)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(2-Methoxypyridin-4-
ylcarbamothioyl)benzamid (278, 1.5 g, 5.2 mmol) in 15 mL 2M Natronlauge. Das Wasser /
Eis wurde auf ein Viertel reduziert, da die Verbindung schwach wasserloslich ist. Es wurde
ein beige-farbener Feststoff isoliert.

Ausbeute: 0.9 9 (97%)

Summenformel: C7HoN30S s | :N -
Molekulargewicht:  183.23 g/ mol RN ©
Rf-Wert: 0.26 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 325

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.48 (br, 1H, -NH-), 8.04 (sd, 1H, J = 2.6 Hz, py-3H),
7.68 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, 2.6 Hz, py-5H), 7.46 (br, 2H, -NH,), 6.78 (d, 1H, J = 8.7 Hz, py-
6H), 3.83 (s, 3H, -CHs).

4-(4-Chlorphenyl)-N-(2-methoxypyridin-4-yl)-5-methylthiazol-2-amin (280 (ST-1813))

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 318 mg, 1.3 mmol) und 1-(2-Methoxypyridin-4-yl)thioharnstoff (279, 200 mg, 1.1
mmol) in 7 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschlieend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhalt farblose
Kristalle.

Ausbeute: 93 mg (25%)

Summenformel: C16H14CIN3OS

Molekulargewicht:  331.81 g/ mol 7N\ o

RF-Wert: 0.49 (95/5; DCM / MeOH) N e oy
N

Substanzcode: SW 357 /ST-1813

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.53 (s, 1H, -NH-), 7.96

(d, 1H, J = 5.7 Hz, pyridine-6H), 7.69 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.53 (d, 2H, J = 8.6
Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.23 (sd, 1H, J = 1.7 Hz, pyridine-3H), 6.99 (dd, 1H, ] = 5.8 Hz, 1.8 Hz,
pyridine-5H), 3.80 (s, 3H, pyridine-CHj3), 2.45 (s, 3H, thiazole-CHjs)

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-dg): = 164.73, 158.11, 149.14, 146.95, 144.18, 133.55, 131.77,
129.52, 128.38, 118.97, 106.49, 95.40, 52.86, 11.81

ESI-MS: m/z = 330.0 [M+H™]*
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Elementaranalyse: berechnet: 5791C 425H 12.66 N 9.66 S
gefunden: 57.85C 424 H 12.55N 9.96 S

4-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)pyridin-2-ol (281)

4-(4-Chlorphenyl)-N-(6-methoxypyridin-3-yl)-5-methylthiazol-2-amin (280 (ST-1813), 137
mg, 0.4 mmol) wurde in einem Gemisch aus 3 mL Dioxan und 3 mL Bromwasserstoff-
Losung (48% Wasser) gelost. Es wurde fir finf Stunden zum Sieden erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt und mit gesattigter Natrium-
hydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
getrocknet und der Ruckstand s&ulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 9 / 1
Dichlormethan / Methanol) und anschlielend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhélt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 13 mg (10%)
Summenformel: C15H12CIN3OS RN on
- HC_s —
Molekulargewicht:  317.79 g / mol [ —nn
N
Rf-Wert: 0.07 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 360 / ST-1862 ¢

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.95 (br, 1H, -NH-), 10.35 (br, 1H, -OH), , 7.68 (d,
2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.53 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 7.25 (d, 1H, ] = 7.2
Hz, pyridine-3H), 6.84 (sd, 1H, J = 1.8 Hz, pyridine-6H), 6.13 (dd, 1H, J = 7.7 Hz, 2.0 Hz,
pyridine-4H), 2.46 (s, 3H, -CHy3).

BBC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 163.49, 157.78, 149.83, 144.22, 134.91, 133.48, 131.80,
129.54, 128.37, 119.51, 99.53, 98.33, 11.83.

ESI-MS: m/z = 318.1 [M+H"]"
Elementaranalyse: berechnet: 56.69 C 3.81H 13.22 N 10.09 S
gefunden: 56.39 C 3.73H 1297 N 10.51S

2-Methoxy-5-nitropyridin (283) nach®”’

In ein Mikrowellenvial wurden 2-Chlor-5-nitropyridin (2 g, 12.5 mmol) und Kupfer(l)iodid
(200 mg, 1 mmol, 0.1 eq) eingewogen. Hinzu wurde 7 mL einer frisch hergestellten
Natriumethanolat- / Ethanol-Ldsung, durch 600 mg elementares Natrium, gegeben. Das Vial
wurde versiegelt und in der Mikrowelle flr eine Stunde auf 160 °C erhitzt. AnschlieRend
wurde in Wasser aufgenommen und mit Diethylether extrahiert. Man isoliert einen dunkel-
gelben Feststoff.

Ausbeute: 5.8 g (99%)
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Summenformel: CsHsN203 | X eh,
Molekulargewicht:  154.12 g/ mol o~
Rf-Wert: 0.85 (5/1; Hex / EtOAC)

Substanzcode: SW 348

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.09 (sd, 1H, J = 2.8 Hz, py-6H), 8.47 (dd, 1H, J = 9.1
Hz, 2.8 Hz, py-4H), 7.03 (d, 1H, J = 9.1 Hz, py-3H), 3.99 (s, 3H, -CHs).

6-Methoxypyridin-3-amin (284) nach®’

Eisenpulver (8.4 g, 150.5 mmol, 4 eq) in 50 mL Eisessig suspendiert, wurde unter Argon-
Atmosphére gesetzt und auf 80 °C erhitzt. Dazu wurde 2-Methoxy-5-nitropyridin (283, 5.8 g,
37.6 mmol), in 50 mL Eisessig geldst, tber 30 Minuten hinzugetropft. Es wurde eine weitere
Stunde gerlhrt. Der gebildete Eisenschlamm wurde abfiltriert und das Filtrat grundlich mit
Eisessig und Ethylacetat gewaschen. Das Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck und
an der Lyophile getrocknet. Es wurde erneut in Ethylacetat aufgenommen und mi geséttigter
Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Das Lésungsmittel wurde
getrocknet, entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch aufgetrennt (Flielmittel:
98/2 Dichlormethan / Methanol). Man isoliert eine braune Flissigkeit.

Ausbeute: 2.4 g (51%)

Summenformel: CeHsN,O O en,
P

Molekulargewicht:  124.14 g / mol HoN

Rf-Wert: 0.30 (98/2; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 349

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.50 (sd, 1H, J = 2.8 Hz, py-6H), 7.01 (dd, 1H, J = 8.6
Hz, 2.8 Hz, py-4H), 6.53 (d, 1H, J = 9.1 Hz, py-3H), 4.76 (br, 2H, -NH,), 3.69 (s, 3H, -CH).

N-(6-Methoxypyridin-3-ylcarbamothioyl)benzamid (285)

Hergestellt gemal? allgemeiner Synthesevorschrift F aus 6-Methoxypyridin-3-amin (284, 2.5
g, 20 mmol) in 50 mL Aceton. Es entsteht ein gelber Feststoff.

Ausbeute: 4.74 g (82%)

Summenformel: C14H13N30,S o s e,
Molekulargewicht:  287.07 g / mol ©)L”)LN l =
Substanzcode: SW 352
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 12.29 (br, 1H, C(O)-NH-C(S)), 11.67 (s, 1H,C(S)-NH-
pyridine), 8.27 (sd, 1H, J = 2.5 Hz, py-6H), 7.98-7.94 (m, 3H, Ph-2H,6H, py-4H), 7.69-7.50
(m, 3H, Ph-3H,4H,5H), 6.85 (d, 1H, J = 8.8 Hz, py-3H), 3.86 (s, 3H, -CHs).

ESI-MS: m/z = 286.0 [M-H'T

1-(6-Methoxypyridin-3-yl)thioharnstoff (286)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift G aus N-(6-Methoxypyridin-3-
ylcarbamothioyl)benzamid (285, 4.74 g, 16.5 mmol) in 80 mL 2M Natronlauge. Es wurden
farblose Kristalle isoliert.

Ausbeute: 2.2 g (64%)

Summenformel: C7HgN30S jL | N en,
Molekulargewicht:  183.23 g/ mol HN" N =
Rf-Wert: 0.45 (95/5; DCM / MeOH)

Substanzcode: SW 353

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.99 (br, 1H, -NA-), 7.99 (d, 1H, J = 5.7 Hz, py-3H),
7.26 (sd, 1H, J = 2.7 Hz, py-6H), 7.05 (dd, 1H, J = 5.7 Hz, 1.7 Hz, py-4H), 3.81 (s, 3H, -CHs).

4-(4-Chlorphenyl)-N-(6-methoxypyridin-3-yl)-5-methylthiazol-2-amin (287 (ST-1812))

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 325 mg, 1.3 mmol) und 1-(6-Methoxypyridin-3-yl)thioharnstoff (286, 200 mg, 1.1
mmol) in 7 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 98/2
Dichlormethan / Methanol) und anschlie}end aus Ethanol umkristallisiert. Man erhélt farblose
Kristalle.

Ausbeute: 255 mg (69%)

Summenformel: C16H14CIN3OS O—CH,
Molekulargewicht:  331.81 g/ mol G o /_\N
Rf-Wert: 0.91 (95/5: DCM / MeOH) Wa
Substanzcode: SW 355/ ST-1812

Cl

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.00 (s, 1H, -NH-), 8.54 (sd, 1H, J = 2.4 Hz, py-6H),
7.94 (dd, 1H, J = 8.9 Hz, 2.8 Hz, py-4H), 7.68 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.49 (d, 2H,
J = 8.6 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.80 (d, 1H, J = 8.9 Hz, py-3H), 3.80 (s, 3H, py-CH3), 2.41 (s, 3H,
thiazol-CHjs).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & = 159.46, 158.25, 143.78, 134.88, 133.78, 132.48, 131.47,
129.46, 129.11, 128.22, 117.04, 110.13, 25.93, 11.87.
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ESI-MS: m/z = 332.3 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 5791C 4.25H 12.66 N 9.66 S
gefunden: 57.95C 425H 12.56 N 9.77S

5-(4-(4-Chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)pyridin-2-ol (288)

4-(4-Chlorphenyl)-N-(6-methoxypyridin-3-yl)-5-methylthiazol-2-amin (287 (ST-1812), 123
mg, 0.3 mmol) wurde in einem Gemisch aus 3 mL Dioxan und 3 mL Bromwasserstoff-
Losung (48% Wasser) gelost. Es wurde fir finf Stunden zum Sieden erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt und mit geséattigter Natrium-
hydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
getrocknet und der Rickstand sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol) und anschlielend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhélt einen sand-farbenen Feststoff.

Ausbeute: 84 mg (71%)

Summenformel: C15H12CIN3OS OH
Molekulargewicht:  317.79 g/ mol ML /_\N
Rf-Wert: 0.08 (95/5; DCM / MeOH) W
Substanzcode: SW 364 / ST-1863 .

IH-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.92 (br, 1H, -NH-), 8.20 (sd, 2H, J = 2.8 Hz, py-6H),
7.65 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ph-CI-2H,6H), 7.59 (dd, 1H, J = 9.6 Hz, 2.9 Hz, py-4H), 7.49 (d, 2H,
J =85 Hz, Ph-CI-3H,5H), 6.54 (d, 1H, J = 9.6 Hz, py-3H), 2.39 (s, 3H, -CHa).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 159.63, 145.89, 138.82, 138.01, 136.47, 130.08, 128.80,
125.29, 119.05, 117.70, 107.72, 104.80, 12.40.

ESI-MS: m/z = 316.0 [M+H™]"
HR-MS: berechnet: m/z = 318.04624
gefunden: m/z = 318.04655 Abweichung: 0.9 ppm

1-(4-Chlorphenyl)-2-(4-(4-(4-chlorphenyl)-5-methylthiazol-2-ylamino)pyridin-2-yloxy)-
propan-1-on

Hergestellt gemé&R allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-(4-chlorphenyl)propan-1-
on (106, 1.28 g, 5.2 mmol) und 1-(2-Methoxypyridin-4-yl)thioharnstoff (279, 950 mg, 5.2

mmol) in 8 mL Ethanol. Es wurde
sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5

Cl
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Dichlormethan / Methanol) und anschliefend aus Ethanol umkristallisiert. Man erhélt ein
weiles Pulver.

Ausbeute: 141 mg (6%)
Summenformel: C24H19CI2N30,S
Molekulargewicht:  484.39 g / mol
Rf-Wert: 0.57 (95/5; DCM / MeOH)
Substanzcode: SW 326 / ST-1816

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): 5 = 10.46 (s, 1H, -NH-), 7.87 (d, 2H, J = 8.6, Ph-thiazol-
2H,6H), 7.67-7.49 (m, 7H, Ph-thiazol-3H,5H, py-6H, CI-Ph-C(0)), 6.86 (sd, 1H, J = 2.3 Hz,
py-3H), 6.28 (dd, 1H, J = 7.6 Hz, 2.3 Hz, py-5H), 5.98 (g, 1H, J = 6.9 Hz, C(0)-CH-CHy),
2.44 (s, 3H, thiazol-CHs), 1.47 (d, 3H, J = 6.9 Hz, CH-CHs).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & =196.04, 161.60, 157.59, 149.10, 144.28, 137.75, 136.17,
133.95, 133.39, 131.83, 129.84, 129.58, 128.68, 128.35, 119.81, 99.72, 98.60, 56.35, 15.29,
11.82.

ESI-MS: m/z = 485.0 [M+H']"
Elementaranalyse: berechnet: 59.51C 3.95H 8.67 N 6.62 S
gefunden: 59.31C 3.91H 8.67 N 6.98 S

5.4.5. 2-Aminothiazol-Derivate mit drei variierten Zyklen und ihre

Vorstufen

2-Brom-1-cyclohexylpropan-1-on (290)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift E Methode 2 aus 1-Cyclohexylpropan-1-on
(250 pL, 1.6 mmol) in 5 mL Methanol. Man erhalt einen braunliches Ol.

Ausbeute: 315 mg (90%)

Summenformel: CoH15Bro o ]
Molekulargewicht:  219.11 g / mol O)KC(H;
Substanzcode: SW 400 Int

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 = 4.47 (q, 1H, J = 6.7, -CHBt-), 2.31-2.27 (m, 1H, C(0)-
CH-(CHa),), 1.89 (d, 3H, J = 6.7 Hz, -CH3), 1.86-1.78 (m, 5H, Cy), 1.53-1.49 (m, SH, Cy).

3-Cyclohexyl-3-oxopropionséuremethylester (292)
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In 25 mL Toluen wurde Natriumhydrid (60%ig in Mineraldl, 1.6 g, 40.6 mmol, 2.8 eq)
suspendiert. Dimethylcarbonat (2.44 mL, 29.0 mmol, 2 eq) wurden hinzugegeben und die
Losung wurde zum Sieden erhitzt. In die Siedehitze wurde 1-Cyclohexylpropan-1-on (2 mL,
14.5 mmol, 1 eq), in 5 mL Toluen gel6st, hinzugegeben und fur weitere zwei Stunden erhitzt.
Nach dem Abkthlen wurden vorsichtig 4 mL Eisessig und 10 mL Wasser hinzugeftigt. Das
Toluen wurde mit Ethylacetat verdinnt und die organische Phase mit geséttigter
Natriumchlorid-L6sung gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der flussige
Rickstand wurde destilliert. Man isolierte eine klare Fllssigkeit.

Ausbeute: 2.15 g (40%)

Summenformel: C10H1603

Molekulargewicht:  184.23 g/ mol O)J\/U\O/%
Siedetemperatur: 87 °C bei 0.5 mbar

Rf-Wert: 0.61 (95/5; PE / EtOAC)

Substanzcode: SW 534

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 3.71 (s, 3H, -CHz), 3.48 (s, 2H, C(O)-CH,-C(0)), 2.50-2.39
(m, 1H, -CH-), 1.89-1.65 (m, 7H, Cy), 1.42-1.21 (m, 7H, Cy).

ESI-MS: m/z = 184.9 [M+H']*

2-Chlor-3-cyclohexyl-3-oxopropionsauremethylester (291)

In 20 mL trockenem Dichlormethan wurde 3-Cyclohexyl-3-oxopropionséuremethylester (|
2.15 g, 11.6 mmol) geldst und, bei Raumtemperatur mit Sulforylchlorid (996 uL, 12.2 mmol,
1.1 eq) versetzt und fir zwei Stunden geriihrt. Es wurde auf Wasser gegeben und mit
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit geséttigter Natriumchlorid-Lésung
gewaschen, ber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Man
erhalt ein schwach gelb-stichiges Ol, welches ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

Ausbeute: 2.54 g (quantitativ)

Summenformel: C1oH15CIO; @ o
Molekulargewicht:  218.67 g/ mol WO/CHa
Rf-Wert; 0.79 (95/5; PE / EtOAC)

Substanzcode: SW 536 Int

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 4.92 (s, 1H, -CHCI-), 3.82 (s, 3H, -CH3), 2.88-2.76 (m, 1H,
-CH-), 1.90-1.65 (m, 5H, Cy), 1.50-1.24 (m, 5H, Cy).

trans-4-(4-Cyclohexyl-5-methylthiazol-2-ylamino)cyclohexanol (294)

-269-



Experimenteller Teil

Hergestellt gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexyl-1-propanon
(290, 260 mg, 1.2 mmol) und 1-(trans-4-hydroxycyclohexyl)thioharnstoff (269a, 250 mg, 1.4
mmol) in 6 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 95/5
Dichlormethan / Methanol) und anschlieend aus Chlorform / Petrolether umkristallisiert.
Man erhélt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 55 mg (15%)

Summenformel: C16H26N20S O
Molekulargewicht:  294.45 g/ mol HC o

Rf-Wert: 0.4 (95/5: DCM / MeOH) Ly
Substanzcode: SW 513/ ST-1864

IH-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 5.01 (br, 1H, -OH), 3.72-3.61 (m, 1H, (CH,),-CH-thaizol),
3.14 (br, 1H, -NH-), 2.53-2.43 (m, 1H, (CH,),-CH-OH), 2.19 (s, 3H, -CH3), 2.14-2.09 (m,
1H, NH-CH-(CH),), 2.03-1.97 (m, 2H, Cy-4CHj), 1.83-1.21 (m, 16H, Cy).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 165.94, 111.31, 69.51, 54.63, 37.86, 33.62, 32.14, 30.53,
26.68, 25.85, 22.77, 10.67.

ESI-MS: m/z = 295.6 [M+H™]"
HR-MS: berechnet: m/z = 295.18386
gefunden: m/z = 295.18411 Abweichung: 0.8 ppm

4-Cyclohexyl-2-(4-hydroxyphenylamino)thiazol-5-carbonsauremethylester (297)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Chlor-3-cyclohexyl-3-oxopropion-
séduremethylester (291, 202 mg, 1.1 mmol) und 1-(4-Hydroxyphenyl)thioharnstoff (182, 168
mg, 1 mmol) in 5 mL Methanol. Es wurde sédulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel:
95/5 Dichlormethan / Methanol) und anschlielend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man
erhalt farblose Kristalle.

Ausbeute: 93 mg (29%)

Summenformel: C17H20N205S OH
Molekulargewicht:  332.41 g/ mol HCL i S

Rf-Wert: 0.22 (95/5: DCM / MeOH) Wa
Substanzcode: SW 538/ ST-1901

IH-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 10.35 (s, 1H, -NH-), 9.30 (s, 1H, -OH), 7.32 (d, 2H, J =
8.8 Hz, Ph-3H,5H), 6.75 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Ph-2H,6H), 3.69 (s, 3H, -CHs), 3.55-3.43 (m,
1H, thiazol-CH-(CHy),), 1.80-1.18 (m, 10H, Cy).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.02, 166.92, 161.86, 153.52, 131.82, 120.80, 115.56,
105.74, 51.27, 38.33, 31.61, 25.91, 25.54.

ESI-MS: m/z =332.9 [M+H"]"
Elementaranalyse: berechnet: 61.42 C 6.06 H 8.43 N 9.65S
gefunden: 61.44 C 6.10 H 8.28 N 9.63S

4-(4-Cyclohexyl-5-methylthiazol-2-ylamino)-2,6-dimethylphenol (295 (ST-1853))

Hergestellt gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexyl-1-propanon
(290, 167 mg, 0.7 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenyl)thioharnstoff (260, 150 mg,
0.7 mmol) in 4 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (Fliemittel: 1/1
Hexan / Ethylacetat), mit Bromwasserstoff-Losung (33% Eisessig) aus Diethylether gefallt
und anschlielend aus Aceton umkristallisiert. Man erhalt farblose Kristalle.

Ausbeute: 42 mg (18%)

Summenformel: C17H22N,0S - HBr HC ~ PH
Molekulargewicht:  316.46 g / mol Heo o cs
Rf-Wert: 0.73 (1/1; Hex / EtOAC) W
Substanzcode: SW 400/ ST-1853

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 10.54 (s, 1H, -NH-), 7.01 (s, 2H, Ph-3H,5H), 2.76-2.63
(m, 1H, -CH-), 2.17 (pd, 9H, thiazol-CHs, 2x Ph-CH3), 1.80-1.51 (m, 5H, Cy), 1.41-1.07 (m,
5H, Cy).

BC-NMR (62 MHz, DMSO-dq): & = 151.99, 129.72, 125.67, 122.85, 111.53, 35.79, 30.56,
25.65, 25.05, 16.54, 10.28.

ESI-MS: m/z = 317.2 [M+H']*
Elementaranalyse: berechnet:  54.41C 6.34 H 7.05N 8.07S
gefunden: 5481 C 6.00 H 6.81 N 8.46 S

4-Cyclohexyl-2-(4-hydroxy-3,5-dimethylphenylamino)thiazole-5-carbonséure-
methylester (298)

Hergestellt gemal allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Chlor-3-cyclohexyl-3-oxopropion-
séduremethylester (291, 219 mg, 1 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenyl)thioharnstoff
(260, 200 mg, 1 mmol) in 5 mL Methanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 98/2 Dichlormethan / Methanol) und anschlielfend aus Chloroform / Petrolether
umkristallisiert. Man erhalt einen weil3en Feststoff.

Ausbeute: 33 mg (9%)
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Summenformel: C19H24N203S HC  OH
Molekulargewicht:  360.47 g / mol e L CH
Rf-Wert: 0.69 (98/2: DCM / MeOH) W
Substanzcode: SW 536/ ST-1885

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.27 (s, 1H, -NH-), 8.13 (s, 1H, -OH), 7.06 (s, 2H, Ph-
3H,5H), 3.69 (s, 3H, C(0)O-CHj3), 3.44-3.31 (m, 1H, -CH-), 2.15 (s, 6H, 2x —CH3), 1.80-1.17
(m, 10H, Cy).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 168.03, 161.88, 149.52, 131.78, 125.03, 119.65, 105.53,
51.24, 48.49, 38.28, 31.64, 30.58, 25.91, 25.63, 16.76

ESI-MS: m/z = 361.4 [M+H™]"
Elementaranalyse: berechnet: 63.31C 6.71 H 7.77 N 8.90S
gefunden: 63.03C 6.57H 7.63 N 891S

4-(4-Cyclohexyl-5-methylthiazol-2-ylamino)-2,6-diisopropylphenol (296)

Hergestellt gemaR allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexylpropan-1-on
(290, 262 mg, 1.2 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-diisopropylphenyl)thioharnstoff (269f,
252mg, 1 mmol) in 7 mL Ethanol. Es wurde sdulenchromatographisch aufgetrennt
(FlieBmittel: 5/1 Hexan / Ethylacetat) und anschlieBend aus Ether mit Chlorwasserstoff-
Losung (4M in Dioxan) gefallt. Man erhalt einen kirschroten Feststoff.

Ausbeute: 51 mg (16%)
Summenformel: Cx»H3N,0S CHs
HaC OH
Molekulargewicht:  372.56 g / mol s
. . HC s CH,
Rf-Wert: (5/1; Hex / EtOAc) | )—n
Substanzcode: SW 494 / ST-1880 "

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 10.64 (br, 1H, -NH-), 8.22 (br, 1H, -OH), 7.09 (s, 2H,
Ph-3H,5H), 3.31 (g, 2H, J = 6.8 Hz, 2x -CH-(CH3),), 2.72-2.65 (m, 1H, thiazol-CH-(CH,)3),
2.18 (s, 3H, thiazol-CHj3), 1.79-1.55 (m, 7H, 7x Cy), 1.40-1.21 (m, 7H, 7x Cy), 1.14 (d, 12H, J
= 6.8 Hz, 4x —CHpy).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & = 163.62, 152.08, 146.30, 135.15, 134.35, 115.72, 112.27,
38.10, 32.54, 27.40, 26.88, 26.14, 22.86, 10.71

ESI-MS: m/z = 374.1 [M+H']"
Elementaranalyse: berechnet: 64.60 C 8.13 H 6.85 N 7.84S
gefunden: 64.22 C 8.09 H 6.65 N 7.63S
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4-(4-Cyclohexylthiazol-2-ylamino)-2,6-dimethylphenol (293)

Hergestellt gemé&l allgemeiner Synthesevorschrift H aus 2-Brom-1-cyclohexylethanon (190g,
175 mg, 0.8 mmol) und 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethylphenyl)thioharnstoff (260, 168 mg, 0.8
mmol) in 4 mL Ethanol. Es wurde saulenchromatographisch aufgetrennt (FlieBmittel: 1/1
Hexan / Ethylacetat) und anschlieBend aus Ethanol / Wasser umkristallisiert. Man erhélt rosa
Kristalle.

Ausbeute: 36 mg (15%)

Summenformel: C17H2N,0S HC~ OH
Molekulargewicht:  302.43 g / mol . CHa
Rf-Wert: 0.56 (2/1; Hex / EtOAC) Oi@‘ N
Substanzcode: SW 539/ ST-1902

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 9.52 (s, 1H, -NH-), 7.85 (s, 1H, -OH), 7.07 (s, 2H, Ph-
3H,5H), 6.23 (s, 1H, thiazol-5H), 2.47-2.39 (m, 1H, -CH-), 2.13 (s, 6H, 2x —~CH3), 1.97-1.65
(m, 5H, 5x Cy), 1.49-1.11 (m, 5H, 5x Cy).

B3C-NMR (62 MHz, DMSO-dg): & = 164.14, 157.72, 147.93, 133.46, 124.75, 117.94, 98.47,
39.92, 32.04, 25.80, 25.73, 16.87.

ESI-MS: m/z = 303.4 [M+H"']"
Elementaranalyse: berechnet:  67.51C 7.33H 9.26 N 10.60 S
gefunden: 67.26 C 7.35H 9.06 N 10.57 S

5.5.  Pharmakologische Testung
5.5.1. Bestimmung der COX-1-Produktbildung

Frisch isolierte Thrombozyten (1 x 10° Zellenpro mL) aus Thrombozyten-Konzentraten,
welche von freiwilligen Spendern stammten, werden in 1 mL PBS-Puffer resuspendiert, mit 1
mM Calciumchlorid-LOsung versetzt und mit den Testsubstanzen, in DMSO gelost, fir 15
Minuten bei 37 °C vorinkubiert. Die Produktbildung wird durch Zugabe von 10 pM
Arachidonséure stimuliert und die Reaktion nach zehn Minuten bei 37°C durch Zugabe von
1 mL eiskaltem Methanol gestoppt. Nach erfolgter Festphasenextraktion wird die 12-HHT
Konzentrationen mittels HPLC bestimmt. Jede Verbindung wurde mindestens dreimal
vermessen und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Als Kontrolle der

COX-1-Inhibition wurden Acetylsalicylsdure und Diclofenac verwendet.
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5.5.2. Bestimmung der COX-2-Produktbildung in intakten Zellen vor

und nach Auswaschung des Inhibitors

THP-1 Zellen werden im Zellkulturmedium RPMI1640 mit stabilisiertem Glutamin, 10%
FCS und Penicillin Streptomycin gehalten. THP-1 Zellen (6 x 10° Zellen pro mL; 400 pL)
werden fur 48 Stunden mit Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA; 50 ng/mL) differenziert
und in eine 48-Well-Platte gesat. AnschlieBend werden die THP-1 Zellen mit PBS-Puffer
einmal gewaschen und 24 Stunden lang ohne PMA gehalten, gefolgt von Stimulation /
COX-2-Induktion mit LPS (1 ug/mL) fur weitere 24 Stunden. Das Zellkulturmedium wird
erneut gewechselt und mit Zellkulturmedium ersetzt, welches LPS (1 ug/mL) und die
Testsubstanzen (0-100 pM), in DMSO geldst, enthalt. Die Proben werden fur drei Stunden im
Inkubator mit O,/CO, bei 37 °C gehalten. Uberstinde werden mittels Multipipette entfernt
und der PGE,-Gehalt mittels LC-MS-MS quantifiziert. Zur Bestimmung, ob die COX-2-
Inhibition irreversible ist, werden die THP-1-Zellen erneut mit PBS-Puffer gewaschen, in
Zellkultumedium aufgenommen und mit LPS (1 ug/mL) ohne Textsubstanzen versetzt. Nach
zwei Stunden im Inkubator erfolgt die erneute PGE;-Gehaltsbestimmung (nach Inhibitor-
auswaschung) mittels LC-MS-MS. Jede Verbindung wurde mindestens dreimal vermessen
und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Als Kontrolle der COX-2-

Inhibition wurde Celecoxib verwendet.

5.5.3. Bestimmung der COX-2-Produktbildung im zellfreien Assay

Die Bestimmung erfolgte mittels einem gekauften Assaykits (No. 701080; Cayman
Chemicals, USA).

Es wird 160 uL Pufferlosung mit jeweils 10 uL Hamlésung und humaner COX-2-Ldsung
versetzt und auf 37 °C equilibriert. Dazu werden 10 pL Testsubstanz (10 pM), in DMSO
geldst, hinzu gegeben und fir 15 Minuten vorinkubiert. Die Produktbildung wird durch
Zugabe von 10 pL Arachidonsdureldsung initiiert und die Reaktion nach genau zwei Minuten
durch Zugabe von 30 pL saurer Zinnchlorid-Lésung gestoppt und nach funf Minuten bei RT
auf 0°C geklhlt. Der PGE,-Gehalt der Proben wird mittels ELISA quantifiziert. Jede
Verbindung wurde mindestens dreimal vermessen und der Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) berechnet. Als Kontrolle der COX-2-Inhibition wurde Celecoxib verwendet.
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5.5.4. Bestimmung der Zellviabilitdit via WST-1 Assay der COX-

Modulatoren

THP-1 Zellen (6 x 10° Zellen pro mL; 100 uL) werden fiir 48 Stunden mit Phorbol-12-
myristate-13-acetat (PMA; 50 ng/mL) differenziert und in eine 96-Well-Platte gesat.
AnschlieBend werden die THP-1 Zellen mit PBS-Puffer einmal gewaschen und 24 Stunden
lang ohne PMA gehalten, gefolgt von Coinkubation mit LPS (1 ug/mL) und den
Testsubstanzen (100 uM) fir weitere 24 Stunden. AnschlieRend wurde 100 puL WST-1-
Reagenz (zu 1:10 mit Zellkulturmedium verdlnnt) hinzugefugt und die Absorption, in
zehnmindtigen Zeitabstdnden und zwei Stunden lang, bei 450 nm und 620 nm mit einem
Perkin Elmer Enspire Spectrophotometer bestimmt. Die Datenpunkte (Absorption) zur
Zellviabilitat werden aufgetragen und die Steigung mittels linearer Regression ermittelt und
ins Verhéltniss zur Kontrolle gesetzt. Jede Verbindung wurde mindestens dreimal vermessen.
Als Kontrolle wurde DMSO (Vehikel) verwendet.

5.5.5. Bestimmung der 5-LO-Produktbildung in polymorphonuklearen

Leukozyten

Die PMNL stammten aus Konzentraten von freiweiligen Spendern entweder aus der
Stadtischen Klinik Frankfurt Hochst (Frankfurt) oder dem Deutschen Blutspendedienst
(Frankfurt) und wurden nach Werz et al. prapariert.’® Fiir die Bestimmung der 5-LO-
Produktbildung in intakten Zellen wurden 5 x 10° frisch isolierte PMNL mit 1 mg/ml Glukose
sowie 1 mM CaCl, in PBS-Puffer (PGC Puffer) resuspendiert.Nach Vorinkubation mit den
Testsubstanzen oder Vehikel (DMSO) in den angegeben Konzentrationen fir 15 min bei
37°C, wurde die 5-LO-Produktbildung durch Vorinkubation mit Calciumionophor A23187
(2.5 uM) und exogener AA (20 uM) stimuliert. Zur Bestimmung des Einflusses von Serum
auf die Aktivitat der Testsubstanzen wurde auRerdem 10% FCS zugesetzt. Alle Inkubationen
wurden nach 10 min bei 37°C durch Zugabe von 1 mL eiskalten Methanol abgestoppt. Nach
Zugabe von 500 pl PBS, 30 pl 1N HCI und 200 ng PGB; als internen Standard wurden die 5-
LO-Metabolite Giber RP18 Festphasesaulen (Clean-Up® Extraction Colums, United Chemical
Technologies, Bristol, USA) extrahiert und mittels HPLC analysiert wie bei Steinhilber et al.

und Brungs et al. beschrieben.*®®3% Dije 5-LO-Metabolite wurden als ng pro 10° Zellen
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ausgewertet und beinhalten im einzelnen LTB,, die all-trans-lsomere des LTB, sowie 5-
H(P)ETE. Die Cysteinyl-LTen (LTC4, D4 und E4) und Oxidationsprodukte des LTB4 wurden
nicht detektiert. Die Menge der 5-LO-Produkte wurde tber die entsprechenden Peaks im
Chromatogramm mit Hilfe des eingesetzten Standards (PGB;, 200 ng) quantifiziert. Um die
prozentuale Hemmung im Vergleich zur Kontrolle angeben zu kdnnen, wurden die
errechneten Aktivitatswerte mit jenen der DMSO-Proben (auf 100% gesetzt) ins Verhaltnis
gebracht. Zur Berechnung der 1Cso-Werte wurden finf bis acht verschiedene Konzentrationen
der entsprechenden Testsubstanz in drei unabhangigen Experimenten gemessen. Die
Messungen jeder Konzentration wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert und mittels
einer nicht-linearen Regression das Konfidenzinterval (95%) bestmmt. Der direkte 5-LO-
Inhibitor BWAA4C (0.08 uM) wurde als Kontrolle mitgefihrt.

5.5.6. Bestimmung der 5-LO-Produktbildung im zellfreien Assay

E. coli BL21 wurde mit dem pT3-5LO Plasmid transformiert (Zellen stammen von Prof. Olof
Radmark, Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden), das rekombinante 5-LO Protein
wurde bei 37 °C exprimiert und aus der Kultur mittels ATP-Affinitatschromatographie
aufgereinigt wie bei Hammarberg et al. und weiter aufgereinigt mittels einer Anionen-
Austauschchromatographie wie Brungs et al. beschrieben.™***% Die aufgereingte 5-LO (3 pg,
Proteinbestimmung nach Bradford) wurde wurde in 1 mL Reaktionsmischung (PBS, 1 mM
EDTA, 1 mM ATP) hinzugefiigt und anschliefend mit den Substanzen prainkubiert. Nach 15
min bei 4 °C wurden die Proben fur 30 s bei 37 °C erwdrmt und 2 mM CacCl; plus 20 uM
Arachidonséure wurden hinzugegeben, um die 5-LO Produktbildung zu starten. Die Reaktion
wurde nach 10 min bei 37 °C durch die Zugabe von 1 mL eiskaltem Methanol gestoppt. Die
gebildeten 5-LO Produkte (all-trans LTB,, 5-H(P)ETE) wurden per HPLC analysiert, wie flr
die intakten Zellen beschrieben. Zur Berechnung der ICso-Werte wurden funf bis acht
verschiedene Konzentrationen der entsprechenden Testsubstanz in drei unabhdngigen
Experimenten gemessen. Die Messungen jeder Konzentration wurden auf die DMSO-
Kontrolle normalisiert und mittels einer nicht-linearen Regression das Konfidenzinterval
(95%) bestmmt.
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5.5.7. Bestimmung der Zellviabilitdt via WST-1 Assay der 5-LO-

Inhibitoren

Die Bestimmung erfolgte mittels einem gekauften WST-Assaykit (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Deutschland). Es wurden jeweils U937 Zellen in einer Dichte von 10*
Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesdt und mit den ausgewdhlten Substanzen in
steigenden Konzentrationen oder Vehikel (DMSO) in Anwesenheit von 10%
hitzeinaktiviertem FCS fiir 48 h inkubiert. Die Zellviabilitdt wurde nach Herstellerangaben
unter Verwendung eines Microplate Readers (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Crailsheim,
Deutschland) ermittelt. Alle Experimente wurden mindestens in Dreifachmessungen

durchgefuhrt und die I1Cso-Werte mit Konfidenzinterval berechnet.

5.5.8. Bestimmung der Zellmembranintegritat via LDH-Assay der 5-
LO-Inhibitoren

Die Bestimmung erfolgte mittels einem gekauften Assaykit (Cytotoxicity Detection Kit,
ROCHE Diagnostics, Mannheim). Es werden jeweils U937 Zellen (Humane Leukamie-
Monozyten) in einer Zelldichte von 1.5 x 10* Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesit. Nach
Inkubation fir 48 Stunden mit ausgewahlten Substanzen (30 uM) oder Vehikel (1% DMSO)
werden die 96-Well-Platten zentrifugiert (250 x g, 4 min) und Aliquots der Uberstande in
saubere Platten tbertragen. Die Zytotoxizitat wird nach Herstellerangaben unter Verwendung
eines Microplate Readers (Infinite M200, Tecan Group Ltd., Crailsheim, Deutschland)
ermittelt. Das lytisches Kontrolldetergenz Triton-X 100 diente zur maximalen LDH-
Freisetzung und wird als 100% gesetzt. Alle Experimente wurden mindestens in
Dreifachmessungen durchgefiihrt. Es wurden jeweils die Mittelwerte von mindestens drei

unabhangigen Messungen bestimmt.
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