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1. Einleitung

Die Kommunikation zwischen Zellen in multizelluldaren Organismen ist von grundlegender
Bedeutung. Sie ermdglicht den einzelnen Zellen, ihre Aktivitaten zu koordinieren und erfolgt in
der Regel durch direkten Zell-Zellkontakt, Sekretion oder Freisetzung von Botenstoffen wie
Prostaglandinen, Hormonen, = Wachstums-  und Differenzierungsfaktoren, und
Neurotransmittern, die spezifische Rezeptoren auf der Oberflache oder im Inneren der
Zielzellen binden und diese aktivieren. Diese Botenstoffe kbnnen die produzierende Zelle
selbst (autokrine Stimulation), Zellen in der unmittelbaren Nachbarschaft (parakrine
Stimulation) oder Zellen in entfernten Organen (endokrine Stimulation) stimulieren, wobei die
Modulation des Rezeptors durch den Botenstoff zu Veranderungen z.B. in der Biochemie oder

Genexpression der Zielzelle fihrt.’

Botenmoleklle regulieren viele Aspekte des multizellularen Lebens oder sind an ihnen
beteiligt, darunter Zellwachstum, -differenzierung, -teilung, -wanderung, -tod, Stoffwechsel,
Immunantwort und neuronale Kommunikation. Dariber hinaus ist die Signallibertragung von
wesentlicher Bedeutung fir Prozesse wie Sehen und Riechen, die von mehrzelligen
Organismen zur Wahrnehmung ihrer Umwelt genutzt werden. Einzeller sind schlieRlich auf
Rezeptoren an der Zelloberflache und die SignalUbertragung angewiesen, um chemische
Hinweise auf die Anwesenheit von Partnern, Konkurrenten, Fressfeinden, schadlichen
Substanzen und Nahrung zu erkennen. Um Botenstoffe als Liganden zu erkennen, haben sich
verschiedene Arten von Rezeptoren entwickelt, darunter Transkriptionsfaktoren, G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren, Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und Ligand-gesteuerte lonenkanale."?

Mehrzellige Organismen sind im Gegensatz zu Einzellern auf Regulationsmechanismen
angewiesen, um funktionell verschiedene Gewebe und Zellen zu entwickeln und zu
koordinieren. Transkriptionsfaktoren sind essentiell an dieser Koordination beteiligt und stellen
eine direkte Verbindung zwischen Signalmolekilen und der transkriptionellen Antwort her.®#
Transkriptionsfaktoren (TFs) sind Proteine, die in der Lage sind, DNA sequenzspezifisch zu
binden und die Transkription zu regulieren. Sie Uben daher Kontrolle Uber Prozesse aus, die
Zelltypen und Entwicklungsmuster festlegen. Mutationen und Dysregulation von TFs sind an
vielen Krankheiten wie metabolischen Erkrankungen, Neurodegeneration und Krebs beteiligt.
TFs sind fur die Entwicklung und Funktion multizellularer Organismen essentiell und greifen in
vielfaltige Prozesse ein. Sie stellen daher attraktive Zielstrukturen fur pharmakologische
Therapien dar. Innerhalb der TFs sind Ligand-aktivierbare TFs, sog. nukledre Rezeptoren, am
besten fur die Modulation durch niedermolekulare Verbindungen zugénglich und daher

wichtige Wirkstoff-Targets.?



1.1 Nukleare Rezeptoren

Nukledre Rezeptoren (NRs) sind eine Superfamilie von intrazelluldren Liganden-aktivierten
Transkriptionsfaktoren, die im Zellkern an die DNA binden und in Abhangigkeit ihrer Liganden
die Expression spezifischer Gene steuern. Der erste NR wurde in den 1960er Jahren als der
fur die zelluldre Aktivitat von Ostradiol verantwortliche biochemische Rezeptor beschrieben,
und zwei Jahrzehnte spater gehdrten der Glukokortikoid Rezeptor (GR) und der Ostrogen
Rezeptor (ER) zu den ersten NR, die kloniert worden sind.>® Seitdem sind beim Menschen 48
NRs identifiziert worden (Abbildung 1). Phylogenetische Studien deuten darauf hin, dass NRs
einen gemeinsamen Vorfahren haben, der auf die friheste Periode der Evolution der
Metazoen zuriickgeht.” Fur ungefahr die Halfte der 48 menschlichen NRs sind Liganden wie
Retinoide, Hormone, und Fettsauren identifiziert worden. NRs deren Liganden unbekannt sind
werden als Orphan NRs bezeichnet.® Auf der Grundlage der Phylogenetik ist ein einheitliches
Nomenklatursystem flr NRs entwickelt worden, welches die Proteinfamilie in sieben
Unterfamilien unterteilt (Abbildung 1).”

NR1IA1 TR« NR2A1  HNF4a NR3A1  ERa NREAL  NGFI-B
NR1A2 TRB NR2A2  HNFdy NR3A2  ERB NR4A2  NURR1
NR1BI  RARa NR2B1  RXRa NR3B1 ERRa NR4A3  NOR1
NR1B2  RARP NR2B2  RXRB NR3B2  ERRB
NR1B3  RARy NR2B3  RXRy NR3B3  ERRy MESAL 1551
NRIC1  PPARa NR2C1  TR2 NR3C1  GR PiHaAE Tl SER
NRIC2  PPARB NR2C2  TR4 NR3C2 MR N T
NR3C3 PR
NR3C4 AR

Abbildung 1: Klassifizierung der NRs in sieben Unterfamilien. Die formale (links) und triviale (rechts)
Nomenklatur der NRs sind angegeben.”



Zu der Unterfamilie O der nuklearen Rezeptoren (NRO, Abbildung 1) gehoéren die atypischen
NRs dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenital critical region on the X
chromosome, Gen 1 (DAX-1) und small heterodimer partner (SHP). Diese beiden Proteine
sind einzigartig in ihrer Struktur, denn sie enthalten keine DNA-Bindungsdomane (DBD),
sondern jeweils nur eine Ligandenbindungsdomane (LBD), die Co-Aktivatoren-ahnliche
Motive aufweist und mit anderen NR-LBDs zur Regulierung der Transkription interagieren kann
(Abbildung 2).5-'2

Die Unterfamilie 1 (NR1) bildet die grote unter den nukledren Rezeptoren und beinhaltet
thyroid hormone receptor (TR), retinoic acid receptor (RAR), peroxisome proliferator activated
receptor (PPAR), Reverse erb (Rev-erb), RAR-related orphan receptor (ROR), liver X receptor
(LXR), farnesoid X receptor (FXR), vitamine D receptor (VDR), pregnane X receptor (PXR)
und constitutive androstane receptor (CAR). Diese Rezeptoren werden durch eine Vielzahl
von lipophilen Signalmolekilen wie Schilddrisenhormone, Fettsduren, Gallensduren und
Sterole reguliert.”"'® Zusammen mit der NR3-Familie sind die NR1-Rezeptoren die am besten
studierten NR.

Die human nuclear factor 4 (HNF4), retinoid X receptor (RXR) und testis receptor (TR2/4)
bilden mit tailless receptor (TLL), photoreceptor cell-specific nuclear receptor (PNR), chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor (COUP-TF) und V-erbA-related protein 2
(EAR2) die Unterfamilie 2 der NRs (NR2). |hre Liganden sind - soweit bekannt - Fettsauren,
wobei teilweise noch unklar ist, inwieweit diese Fettsaure-Liganden eine Rolle bei der
Liganden-gesteuerten Aktivierung der Rezeptoren spielen. RXR ist von besonderer

Bedeutung, da er mit vielen NRs heterodimere Komplexe bildet.!4

Die Unterfamilie 3 der NRs (NR3) umfasst die Steroid Rezeptoren (SRs) zu denen Androgen
Rezeptor (AR), Progesteron Rezeptor (PR), Glucocorticoid Rezeptor (GR) und
Mineralcorticoid Rezeptor (MR) gehéren, zwei eng verwandte Ostrogen Rezeptoren (ERa/B)
sowie estrogen receptor-related receptors (ERR). Sie spielen eine Schllsselrolle bei der
Regulierung einer Vielzahl von Entwicklungs-, Fortpflanzungs- und

Stoffwechselprozessen. ' 14-16

Zu der Unterfamilie 4 der NRs (NR4) gehdren nerve growth Factor IB (NGFI-B), nurr-related
Factor-1 (Nurr1) und neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1). Diese Rezeptoren sind flr

die Entwicklung und den Erhalt von Nervenzellen von besonderer Bedeutung.'!7-21

Die Unterfamilie 5 der NRs (NR5) beherbergt steroidogenic factor 1 (SF-1) and liver receptor
homolog-1 (LRH-1). Diese gelten noch als orphan receptors aber Studien haben gezeigt, dass
sie von Phospholipiden gebunden werden. Sie spielen eine lebenswichtige Rolle bei

Entwicklung und Stoffwechsel."-#22



Der germ cell nuclear factor (GCNF) ist der einzige Vertreter der Unterfamilie 6 der NRs (NRG)
beim Menschen. Seine LBD enthalt keine typische transkriptionelle Aktivierungsfunktion der
NRs, wodurch er die Genexpression unterdriickt. Dieser Rezeptor spielt bei der Entwicklung

eine wichtige Rolle.'"%425
1.2 Einteilung

Nukledre Rezeptoren kdnnen auf der Grundlage ihres Liganden (Abbildung 1) oder ihres
DNA-Bindungsmechanismus klassifiziert werden. Auf der Grundlage des Letzteren werden
nukledre Rezeptoren in vier Typen eingeteilt (Abbildung 2)."

Typ-I-NRs werden in Abwesenheit von Liganden durch Hitzeschockproteine im Zytoplasma in
einem inaktiven Zustand gehalten. Die Bindung eines Liganden flihrt zu einer Rezeptor-
Konformationsanderung, Freisetzung der Hitzeschockproteine, Homodimerisierung und
Kerntranslokation. Im Kern binden sie als Homodimere an spezifische Basensequenzen der
DNA, sogenannte Hormone Response Elements (HRE), die gegenlaufig bei komplementarer
Basenpaarung die gleiche Basenfolge enthalten (Palindromische Sequenzen, palindromic
repeats). Zu den Typ-I-NRs gehdren die Steroid Rezeptoren wie der Ostrogen Rezeptor (SR),
der Androgen Rezeptor (AR), der Progesteron Rezeptor (PR), der Glucocorticoid Rezeptor
(GR) und der Mineralcorticoid Rezeptor (MR).>"

Im Gegensatz zu den Typ-I-NRs befinden sich die anderen NR-Typen auch in Abwesenheit
von Liganden (hauptséachlich) im Zellkern. Sie sind in Abwesenheit von Liganden an Co-
Repressor-Proteinkomplexe gebunden und unterdriicken auf diese Weise die Transkription.
Nach Bindung eines Liganden dissoziieren die Co-Repressoren ab und die Rezeptoren

rekrutieren Co-Aktivatoren.3"

Typ-1I-Rezeptoren sind Rezeptoren, die Heterodimere mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR)
bilden. Dazu gehdéren beispielsweise PPAR, LXR, FXR, RAR und TR. Sie binden im
Allgemeinen als Heterodimere an Response Elements (RE), die direkte Wiederholungen
bestimmter Basensequenzen (direct repeats) darstellen. Dabei handelt es sich um eine
obligatorische Heterodimerisierung, denn diese Typ-lI-NRs sind nicht in der Lage ihre Zielgene
ohne die Beteiligung von RXR effizient zu binden und die Transkription zu modulieren. Diese
Abhangigkeit der Typ-1I-NRs vom RXR verleiht dem Letzteren eine zentrale Rolle unter den

nukledren Rezeptoren.3"

Typ-1lI-NRs sind orphan receptors wie Nurr1. Sie befinden sich im Zellkern und binden als
Homodimere direkte Wiederholungen bestimmter Basensequenzen der DNA. Sie kdénnen

auch Heterodimere mit RXR bilden .3


https://de.wikipedia.org/wiki/Basenpaar

Nukledre Rezeptoren des Typs IV wie LRH-1 und SF-1 binden als Monomere an ihre RE,

welche sogenannte extended half sites darstellen.?3"

Die wichtige Funktion nukledrer Rezeptoren besteht in ihrer Fahigkeit, unterschiedliche
Gensatze in verschiedenen Zelltypen zu regulieren, und zwar auf der Grundlage der von ihnen
gebildeten gewebespezifischen Transkriptionskomplexe und ihrer Fahigkeit, zellspezifische
Enhancer auszuwahlen. Die Bildung dieser zelltypspezifischen Komplexe wird haufig durch
abstammungsbestimmende Faktoren gesteuert, die zur Offnung des Chromatins beitragen, so
dass aktivierte Transkriptionsfaktoren spezifische Regionen des Genoms binden kénnen.?
Dadurch kénnen bestimmte NR-Liganden wie Selektive Estrogen-Rezeptoren-Modulatoren
(SERMSs) uber denselben Rezeptor verschiedene Gene in denselben Zellen regulieren und
anderseits kann ein und derselbe Ligand verschiedene Gene in verschiedenen Geweben oder

Entwicklungsstadien regulieren.?

Die Folgende Abbildung stellt die Mechanismen der Signaltransduktion der verschiedenen NR-

Typen dar.

8 O

Typ | Typll

A 450 2

O NR-Ligand

Co-Aktivatoren

o
NR-Ligand V' Hitzeschock-
proteine

| — f—
Palindromische Sequenz

c O Typ Il

direct repeats direct repeats

O NR-Ligand

X Co-Aktivatoren

RS, S

B oA

direct repeats

extended half sites extended half sites

direct repeats

Abbildung 2: Schematische Darstellung der NR-Signalisierungsmechanismen. (A) Typ-I-NRs befinden
sich im Zytoplasma (Z) im Komplex mit Hitzeschockproteinen. Nach der Liganden-Bindung dissoziieren
die Hitzeschockproteine und die NRs translozieren in den Zellkern (K), wo sie als Homodimere an
palindromische Hormonantwortelemente (HREs) binden, um die Transkription zu regulieren. (B) Typ II-
NRs sind im Zellkern (K) lokalisiert. In Abwesenheit von Liganden interagieren sie mit Co-Repressor-

3



Proteinen, welche bei Agonist-Bindung gegen Co-Aktivatoren ausgetauscht werden. NRs dieser Gruppe
bilden im Allgemeinen heterodimere Komplexe mit RXR. (C) Ahnlich wie die Typ-II-NRs befinden sich
die Typ-lll-Rezeptoren im Zellkern (K) und tauschen Ligand-abhangig Co-Repressoren und Co-
Aktivatoren aus. Diese Rezeptoren binden an direkte Wiederholungs-HREs (direct repeats) als
Homodimere. (D) Typ-IV-NRs binden an HREs mit extended half sites als Monomere. Sowohl die
palindromischen Sequenzen als auch die directs repeats sind durch unterschiedliche Langen von
Abstand-haltenden Basenpaaren (spacers) getrennt, die in der Abbildung nicht gezeigt sind.™

Neben der Einteilung der NRs in Unterfamilien und Typen unterscheidet man auch zwischen
klassischen NRs und orphan receptors. Die als orphan receptors bezeichneten NRs sind per
Definition Rezeptoren, fur die kein Ligand bekannt ist.2’-3' Der Begriff "Rezeptor" selbst
impliziert jedoch, dass es einen physiologischen Liganden geben sollte. Da das Fehlen eines
bekannten Liganden nicht belegt, dass kein Ligand existiert ist es schwierig nachzuweisen,
dass ein bestimmter orphan receptor wirklich keinen endogenen Liganden hat.*? Hinzukommt,
dass sobald ein nattrlicher Ligand flr einen orphan receptor entdeckt worden ist, der Rezeptor
nicht mehr als solcher gilt, obwohl er moglicherweise strukturelle und funktionelle Merkmale
aufweist, die den anderen orphan receptors ahnlicher sind als denen der klassischen NRs.*?
Zwei Paradebeispiele sind die RXRs und PPARs, die als orphan receptors entdeckt worden
sind, nun aber eindeutig als Liganden-abhangige Rezeptoren gelten. Auch wenn Liganden fur
manche orphan receptors entdeckt worden sind, zdhlen die entsprechenden NR noch zur
Gruppe der orphan receptors, da die regulatorische Rolle des Liganden unklar ist bzw. die
physiologische Relevanz der Interaktion mit dem Rezeptor nicht eindeutig geklart ist.>
Darlber hinaus sind die Strukturen der orphan receptors sehr vielfaltig, nicht nur innerhalb der
LBD, sondern auch in den anderen Domanen (Abbildung 3).3' Einige (DAX-1 und SHP)
besitzen nur eine der beiden charakteristischen Domanen der NR-Superfamilie, namlich die
LBD. Die GroRRe der anderen Doméanen ist ebenfalls variabel. Wahrend die A/B-Region bei
einigen Isoformen von RORB (8 Aminosauren) und TLX (14 Aminosauren) sehr kurz ist,

weisen andere orphan receptors wie NGFI-B eine grofte NTD auf (250-280 Aminoséauren).®!

Die Vielfalt der orphan receptors wird auch durch die verschiedenen Arten der Bindung an die
DNA deutlich. Obwohl die meisten von ihnen als Homodimere an direct repeats (HNF-4,
COUP-TF und TR2/4) an die DNA zu binden scheinen, interagieren einige mit RXRs (NGFI-B
und NURR1).2" Ein besonderes Beispiel fir einen DNA-Bindungsmechanismus ist die
Oligomerisierung des orphan receptor GCNF nach der Bindung an das direct repeat element
AGGTCAAGGTCA. Dieser abweichende DNA-Bindungsmechanismus des GCNF, namlich die

Bildung von Hexameren, macht aus ihm das einzige Mitglied der Unterfamilie 6 (NR6).3133

Darlber hinaus hat die Untersuchung mehrerer orphan receptors (Rev-erbs, RORs, SF-1,
NGFI-B, Nurr1, NOR1 und ERRSs) eine andere Art von Interaktion mit der DNA offenbart. Diese
orphan receptors binden als Monomere an half sites (zwei sich wiederholende
Basensequenzen (direct repeats), die durch eins bis funf Nukleotiden getrennt sind). Obwohl

eine solche Fahigkeit in einigen wenigen Fallen fur Liganden-aktivierte NRs (TRa) gefunden
4



worden ist, ist die funktionelle Bedeutung der Monomer-Bindung nur fir orphan receptors klar.
In allen Fallen erfolgt die Bindung an ein konserviertes A/GGGTCA-Bindungsmotiv, dem eine
A/T-reiche Region in 5’ vorangestellt ist, wobei die Sequenz dieser A/T-reichen Region von
einem Rezeptortyp zum anderen unterschiedlich ist.3"3334

DBD Hinge LBD
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Abbildung 3: Phylogenetischer Baum und schematische Struktur der orphan receptors bei Mensch, Maus
und Ratte.3"



1.3 Aufbau

Ein Merkmal der nukledren Rezeptoren ist ihre konservierte Organisation in funktionelle
Doméanen. NR bestehen aus vier bis finf gemeinsamen Domanen, welche mit A bis F
bezeichnet werden, die vom N-Terminus zum C-Terminus die A/B-Region, die DNA-
Bindungsdomane (DBD), eine “Scharnier‘-Region und die Ligandenbindungsdomane (LBD)
umfassen (Abbildung 4).7%

Die N-terminale A/B-Domane (NTD) ist sowohl in der Lange als auch in der Sequenz sehr
variable. Sie enthalt die Liganden-unabhangige Transaktivierungsdomane
(Aktivierungsfunktion 1, AF-1) und ist das Ziel vielfaltiger posttranslationaler Modifikationen,
die auch die Aktivitdt des NR modulieren kdnnen. Angrenzend an die A/B-Doméane befindet
sich die hochkonservierte C-Domane. Diese Region stellt die DNA-bindende Domane (DBD)
dar, die aus zwei Zinkfinger-DNA-Bindungsmotiven besteht, welche einzigartig fur
Kernrezeptoren sind. Die D-Domane oder "Scharnier'-Region ist eine flexible Region, die
haufig die Kernlokalisierungssequenz (NLS) enthalt. C-terminal zur "Scharnier"-Region
befindet sich die E-Domane, welche die Ligandenbindungsdoméane (LBD), eine
Proteinoberflache fur die Dimerisierung sowie die Liganden-abhangige transkriptionelle
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) beherbergt. Dartber hinaus befinden sich in der E-Domane
Erkennungsstrukturen fur die Bindung von Co-Aktivatoren und -Repressoren, wodurch der
Rezeptor sowohl eine Hoch- als auch Herunterregulation der Expression eines Zielgens
herbeifihren kann. Einzelne NR enthalten eine kurze, variable Carboxy/C-terminale Domane

(CTD; F-Doméane), deren Funktionen weitgehend unbekannt sind.37:16.26

A/B C D E F
N— NTD | DBD | H | LBD Lempy ——c
\E I .
AF-1 NLS AF-2

Abbildung 4: Strukturelle Domane der Nukledren Rezeptoren.28



1.4 Retinoid-X-Rezeptoren

Viele Kernrezeptoren, darunter PPAR, FXR, LXR und PXR miussen fir ihre Signaltransduktion
eine obligatorische Heterodimerisierung mit dem ubiquitaren nukledren Rezeptor RXR
(retinoid X receptor) eingehen und konnen ihre Zielgene nur als solche Heterodimere
regulieren, was dem RXR eine einzigartige zentrale Rolle unter den nukledren Rezeptoren
verleiht.®®

Es gibt drei Retinoid-X-Rezeptor-Subtypen — RXRa, RXRf und RXRy —, die unterschiedlich in
Geweben verteilt sind, wobei jede Zelle mindestens einen Subtyp exprimiert. Wahrend der
RXRa vor allem in der Epidermis, Leber, Niere und im Darm vorkommt und der RXRB-Subtyp
in fast allen Geweben nachgewiesen worden ist, ist der RXRy Uberwiegend im
Zentralnervensystem-Gewebe, Herzmuskel und in Vorlauferzellen von Oligodendrozyten
vorhanden. Dadurch kénnen die RXR-Subtypen gewebespezifische Wirkungen entfalten.

1.4.1 Aufbau und Bindungsmechanismus

Der Aufbau der Retinoid X Rezeptoren entspricht im Allgemeinen der im Abschnitt 1.3
beschriebenen Struktur der nuklearen Rezeptoren. Im Folgenden wird naher auf die LBD und

DBD eingegangen.

Die Ligandenbindungsdoméne (LBD)

Die LBD aller drei RXR-Subtypen besteht aus zwolIf a-Helices (H1-H12) und einer kurzen (3-
Schleife (S1-S2), welche auf eine spezielle Weise geordnet sind. Die a-Helices 1 bis 3 bilden
zusammen eine der zwei auleren Proteinoberflachen. Die a-Helices 4 und 5, die 3-Schleife
S1-S2 sowie die a-Helices 8 und 9 stellen das Zentrum der LBD dar. Die zweite auf3ere
Proteinoberflache wird durch die a-Helices 6, 7 und 10 gebildet. In der a-Helix 5 der LBD
befindet sich die Aminoséure Arginin (Arg316), welche eine ionische Wechselwirkung mit der
Carboxylgruppe von RXR-Liganden eingeht, die typischerweise die starkste Ligand-Rezeptor-
Interaktion der RXRs darstellt. Dieser Arginin-Rest ist innerhalb der RXR-Subtypen hoch
konserviert, was die Entwicklung selektiver Agonisten der RXR-Subtypen erschwert. Die
Bindung und Stabilisierung des Liganden in der Bindetasche erfolgt dariiber hinaus vor allem
durch umfangreiche van-der-Waals Kontakte. Die Helix 12, die auch die Liganden-abhangige
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) enthdlt kann den Zugang zur LBD nach der Bindung des
Liganden wieder verschlieBen und dabei ihre aktive Konformation einnehmen. Bei dieser
Konformationsanderung bildet die AF-2 eine Oberflache fir die Bindung von Co-Aktivatoren.
Neben der Helix 12 sind auch die Helices 3 und 4 an der Bindung der Co-Aktivatoren beteiligt.
Die Co-Aktivatoren weisen einheitliche doppelhelikale Leu-XX-Leu-Leu-Motive auf, welche

von den Helices erkannt werden. Co-Repressoren sind dagegen durch dreifach helikale Leu-



XXX-lle-XXX-Leu-Motive gekennzeichnet und binden bevorzugt an die inaktive Konformation
der LBD/AF-2.3540

Abbildung 5: Agonist-induzierte Konformationsanderung und RXR-Aktivierung. Die hauptsachlich an der
Ligandenbindung beteiligten sekundaren Strukturelemente sind in Blau (H3) und Magenta (H11/H12)
hervorgehoben. Links ist die apo-Form (Liganden-ungebunden) der RXR-Ligandenbindungsdomane
(PDB Code 1Ibd) dargestellt. Bei der Bindung des Agonisten kommt es zu strukturellen Veranderungen
wodurch die Helix H12 mit der Liganden-abhangigen Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) in der so genannten
aktiven Position stabilisiert wird (mittlere Abbildung). In dieser besonderen Konformation weist die
Liganden-gebundene (holo) LBD (PDB Code 1mvc) eine hydrophobe Oberflache auf, an der Reste von
H12, H3 und H4 beteiligt sind, die speziell die kurzen helikalen LXXLL-Motive von Co-Aktivatoren (CoA;
rechte Abbildung, griine Helix) erkennen.40

Obwonhl alle drei RXR-Subtypen von unterschiedlichen Genen kodiert werden, wird durch
Sequenzanalyse eine sehr hohe Sequenzidentitat (82-86%) in den drei Rezeptoren deutlich.
Die wenigen Unterschiede betreffen dariiber hinaus kaum die LBD und alle Aminosauren, die
an der Bildung der Ligandbindetasche beteiligt sind, sind identisch. Ebenso sind die an der
Bindung von Co-Regulatoren beteiligten Proteinoberflachen sehr &hnlich. Die strukturellen
Eigenschaften und ausgepragte Ahnlichkeit der RXR-Subtypen lasst sich auch aus Co-
Kristallstrukturen ableiten. Ein direkter Vergleich der RXR-Subtypen, bei dem die LBDs jeweils
den gleichen Liganden binden, ist kirzlich von Chaikuad et al erreicht worden, indem die
dreidimensionale Struktur von RXRa, RXRB und RXRYy jeweils im Komplex mit Palmitinsaure
und dem Co-Regulator GRIP1 (Glutamate Receptor Interacting Protein 1) aufgeklart worden
ist.** Dabei hat die Sequenzanalyse eine spezifische Aminosaure-Substitution fir jeden
Subtypen in der ndhe der LBD (Position 3, 11 und 15) offenbart. In Position 15 in der Helix 8
(RXRa:Val374, RXRB:lle445, RXRy:Val375) gibt es einen kleinen Unterschied in der Lipophilie
der beteiligten Aminoséure-Reste, was die Wechselwirkungen von Helix 8 mit Helix 5 der LBD
beeinflussen kann. Die Aminosauresubstitution an Position 3 in der Helix 2 mit polarem,
aliphatischem Glutamin in RXRa und RXRB (GIn270 bzw. GIn341) zu basischem,

aromatischem Histidin (His271) in RXRy kénnte zu Anderungen der Proteineigenschaften wie



der elektrostatischen Ladung und verstarkten intramolekularen Wechselwirkungen fuhren, die
zwischen His271 und Asp449 der Helix 12 bei RXRy zu beobachten sind und bei den anderen
Subtypen fehlen. Diese Anderungen konnen mdglicherweise zu unterschiedlichen
strukturellen Stabilisierungen des Liganden und unterschiedlichen Konformationséanderungen
der Helix 12 und der LBD fiihren und die Subtypen-Selektivitat bestimmen. Demensprechend
kann eine Subtypen-Selektivitdat womdglich durch Liganden erreicht werden, die in der Lage
sind, eine allosterische Konformationsanderung der LBD bzw. einen Bindungsmodus
dahingehend zu induzieren, dass zuséatzliche Wechselwirkungen mit Aminosaure-Resten

auBerhalb der Bindetasche bzw. in anliegenden Subtaschen hergestellt werden kdnnen.*!

RXRa RXRB RXRy RXRa RXRB RXRy
1 Asp229  Glu298  Asp233 13 GIn361  Arg432 GIn362
2 Glu233 Asp302  Glu237 14 Thr365  Thr436 Ser366
[3 GIn270  GIn341  His271 | [ 15 [ Val374  lle445  Val375 |
4 Glu291 Ser362  Asp292 16 | Ser380  Ala451 Ala381
5 Pro293 Pro364  Thr294 17 Ala387  Ser458 Ser388
6 Asp295 Asp366  Glu296 18 Ala391 Val462 Thr392
7 1le318 1le389 Val319 19 Ser399  Ser470 Thr400
8 Ala319 Asp390  Ser320 20 Ala402  Thr473 Ala403

9 Lys321 Arg392  GIn322 21 Cys404  Cys475  Thr405
10 Asn335 Asn406 Ser336 22 His406 GIn477 GIn407
1 Ala344 Alad15 Ser345 23 Pro412  GIn483 Pro413
12 Arg358  Arg429  Lys359 24 Ala457  Ala528 Thr458

Abbildung 6: Zusammenfassung der Aminosaure-Differenzen innerhalb der Ligandenbindungsdomane
(LBD) der drei RXR-Subtypen-4

Die DNA-Bindungsdoméne (DBD)
Die DBD der RXRs (Aminosaurereste 130-209) besteht aus zwei Zink-Finger-Domanen
(Aminosaurereste 135-155 (Zink-Finger |) und 171-190 (Zink-Finger 1)), bei denen jeweils ein

Zn(Il)-lon Uber vier Cystein-Reste komplexiert ist. Die DNA-Bindung erfolgt Uber die
sogenannte Erkennungshelix (Aminosaurereste 152-164) der DBD, welche einen Teil des
Zink-Finger-I enthalt. Dabei bindet die Erkennungshelix Giber Lys160 und Arg164 an eine (half
site) aus zwei sich wiederholenden DNA-Sequenzen (direct repeats), die durch eins bis funf
Nukleotiden getrennt sind (5-AGGTCA-Nu-AGGTCA -3'). Der Zink-Finger-1l interagiert mit der
T-Box am 3'-Ende der DBD und ermdglicht somit die Dimerisierung mit sich selbst oder
anderen Kernrezeptoren. Bei der Dimerisierung bindet jeder Partner an ein half site, wobei
RXR in der Regel der upstream (5°) gelegene Dimerisierungspartner ist, mit Ausnahme von
PPAR/RXR und RAR/RXR.3%40



Tabelle 1: Interaktion der RXR-DBD mit der DNA. Die Zahl der zwischen den direct repeats liegenden
Nukleotide variiert je nach Dimerisierungspartner. DR-1= direct repeats, die durch ein Nukleotid
getrennt sind. DR-2= dlirect repeats, die durch zwei Nukleotide getrennt sind etc...3°

DR-1 DR-2 DR-3 DR-4 DR-5
RXR, RAR, RXR, RAR, VDR LXR, RAR,TR Nurrl, Nurr77
PPAR, HNF, PPAR

COUP-TF

1.4.2 Dimerisierung

RXR spielt in der NR-Familie eine besondere Rolle, da er, wie bereits oben beschrieben, als
gemeinsamer heterodimerer Partner vieler anderer nuklearer Rezeptoren fungiert. Daher
konnten die pleiotropen Wirkungen von RXR-Liganden das pharmakologische Repertoire all
dieser NRs betreffen, mit denen RXR ein Dimer bildet.*?> Studien zur Komplexitat der RXR-
abhangigen Transkriptionsregulierung haben gezeigt, dass RXRs fahig sind, durch die
Dimerisierung mit anderen nukledren Rezeptoren, die Transkription Liganden-abhangig und -
unabhangig zu regulieren. Diese Heterodimer-Partner werden in permissive (FXR, LXR,
PPAR, Nurr1), nicht-permissive (THR und VDR) und bedingt-permissive NRs (RAR)

eingeteilt.®®
1.4.2.1 Biomolekularer Mechanismus der Dimerisierung

Bei der Transkriptionsaktivierung durch einen permissiven RXR heterodimeren Partner wie
FXR, LXR oder PPAR bindet ein Agonist eines der beiden Partner an seinen NR und 16st die
Transkriptionsmachinerie durch Rekrutierung von Co-Aktivator-Protein CoA, Histon-Acetylase,
Gerust-Protein und einem Transkriptionskomplex aus. Die Bindung eines Agonisten an den
zweiten NR im Dimer kann die durch den ersten NR-Agonisten-Komplex induzierte
Transkriptionsreaktion additiv oder synergistisch verstarken.*

Die transkriptionelle Aktivierung durch einen nicht-permissiven heterodimeren Partner wie den
Schilddrisenhormonrezeptor (TR) oder den Vitamin-D Rezeptor (VDR) erfolgt durch die
Bindung eines Agonisten (T3 oder VD3) an den nicht-permissiven Rezeptor. Das fuhrt zur
Rekrutierung eines Co-Aktivator-Proteins (CoA), welches an die TR- oder VDR-AF-2
Oberflache des RXR-TR- bzw. VDR-Komplexes bindet, der an sein Response Element (TRE
oder VDRE) in der Promotorregion eines T3- bzw. VD3-aktivierten Gens gebunden ist. Das
gebundene CoA ist in der Lage eine Histon-Acetylase, ein Gerlst-Protein und den
Transkriptionskomplex zu rekrutieren, um die Gentranskription einzuleiten (TS=
Transkriptionsstartstelle). Die Bindung eines RXR-Agonisten verstarkt nicht die durch den

gebundenen TR- oder VDR-Agonisten induzierte Reaktion.3°
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Bei der Transkriptionsaktivierung durch den bedingt-permissiven RAR bindet der RAR-Agonist
an RAR und ermdéglicht die Bindung eines RXR-Agonisten an RXR, was zur verstarkten

Aktivierung des RAR und Einleitung der Transkription fihrt.3°

A Nicht permissive Transaktivierung

o
o) o=
it :
’—>
=
RE TS
B Permissive Transaktivierung
S o~ ¥ o
L W/ . o> b
: e — e -
RE TS

C Bedingt-permissive Transaktlwerung ﬁ
o~ "

RXR ® RXR-Agonist Co-Aktivatoren Geriist-Proteine
8 Nicht-permissiver NR ® TR-Agonist

Permissiver NR ¥ PPaR-Agonist
] Histon-Acetylasen Transkriptionskomplex
‘ Bedingt-permissiver NR ® RAR-Agonist . <

Abbildung 7: Transkriptionsaktivierung durch nicht-permissive (A), permissive (B) und bedingt-
permissive (C) RXR-Heterodimere.3?

1.4.2.2 Permissive Heterodimer-Partner

Bei permissiven NRs kann die Transaktivierung durch die Bindung eines RXR- Agonisten oder
eines Liganden des Heterodimerisierungspartners an RXR oder an beide
Heterodimerisierungspartner erfolgen, wobei die Bindung beider Agonisten ein additives oder
synergistisches Merkmal hat. In diesem Fall kann die Bindung eines RXR-Agonisten oder
eines Agonisten des permissiven NR den Abgang von Co-Repressoren induzieren. Solche
Partnerschaften sind in bestimmten physiologischen Prozessen notwendig, um eine
bestimmte biochemische Wirkung zu erzielen. Dabei interagieren die Helices 7 und 10 der
RXR-LBD mit der Helix 10 des permissiven NR. Die Liganden der permissiven NRs stammen
aus dem Stoffwechsel von Lipiden, die durch die Nahrung aufgenommen worden sind.

Aufgrund dieses dualen Regulierungsmechanismus (Liganden-abhangig und -unabhangig)
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von RXR und des synergistischen Effekts reichen kleine Anderungen in den Ligandenspiegeln
aus, um die Transkriptionsmodulation wesentlich zu verandern. Das unterstreicht noch einmal

die Rolle von RXR und anderer NRs als zellulare Sensoren.3%43

RXR/PPAR-Heterodimere

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) wurden urspriinglich durch ihre Fahigkeit

identifiziert, die Proliferation von Peroxisomen in der Leber von Nagetieren zu induzieren, was
zu der aktuellen Nomenklatur gefiihrt hat. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass PPARs beim
Menschen keine Proliferation der Peroxisomen induzieren, sondern Hauptregulatoren der
Lipidhomoéostase sind. Die PPAR-Subtypen sind in den Geweben ungleichmaRig verteilt und
haben komplementare Einzelaktivitaten, die zur Beseitigung Uberschussiger Lipide aus dem
Blut zusammenflhren.*+4° Jeder dieser PPAR-Subtypen bildet ein Heterodimer mit RXR, um
Fettsauremolekiile zu erkennen und ihr Zielgen zu aktivieren.*®¢ RXR/PPARa und RXR/PPARR
regulieren den Fettabbau durch Oxidation, RXR/PPARy die Adipozytendifferenzierung, die
Fettspeicherung und die Insulin-Sensitivitdt wahrend RXR/PPARB/y den Transport von
Cholesterin in und aus den Zellen steuern. RXR/PPARa-Heterodimere stellen daher ein
pharmazeutisches Ziel fir die Behandlung von Hyperlipidamie dar, wahrend RXR/PPARYy-

Heterodimere in der Behandlung von Diabetes von Bedeutung sind.#447-4°

RXR/FXR-Heterodimere

Der Farnesoid-X-Rezeptor (FXR) ist ein durch Gallensauren aktivierbarer Rezeptor mit zwei

Subtypen: FXRa und FXRB. Der letztere ist ein Pseudogen bei Menschen und Primaten,
kodiert aber bei anderen Spezies flr einen funktionellen Rezeptor. FXR-Knockout-Mause
haben nachweislich hohe Serum-Gallensauren, Cholesterin- und Triglycerid-Werte gezeigt.®®
Durch die Modulation von RXR/FXR kann der Metabolismus von Gallensauren,
Kohlenhydraten und Lipiden reguliert werden.5%* Bekannte Vertreter der RXR/FXR-
Modulatoren sind unter anderem das synthetische Gallensaure-Derivat Obeticholsaure, das
bei primarer biliarer Cholangitis eingesetzt wird>>*° und der antiparasitare Arzneistoff
Ivermectin, der in Tiermodellen eine FXR-abhangige antidiabetische Wirkung durch

Verbesserung der Insulinsensitivitat zeigte. ©

RXR/LXR-Heterodimere
RXR/LXRs haben wichtige Funktionen bei der Regulierung des Cholesterin- und

Lipidstoffwechsels, denn LXRs fungieren als Sensoren fir den zelluldaren Gehalt an
Oxysterolen, Derivaten von Cholesterin. Sie regulieren eine Reihe von biologischen
Prozessen, die am Cholesterin- und Lipidstoffwechsel beteiligt sind. Sie stimulieren die
Expression des ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1), der dazu beitragt,

Uberschissiges Cholesterin aus peripheren Geweben zu entfernen und es zur Ausscheidung
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in die Leber zu transportieren. Neben Cholesterin-Transport aus der Peripherie ist ABCA1 an
dem Transport von Lipiden zu Apolipoprotein E (ApoE) im Gehirn beteiligt. Erst die korrekte
Lipidierung von ApoE versetzt dieses in die Lage, |6sliches B-Amyloid zu binden und aus dem
extrazellularen Raum zu entfernen.®?-%° Dieser Vorgang ist bei der Alzheimer-Krankheit gestort.
In diesem Zusammenhang ist in vitro gezeigt worden, dass der LXR Agonist GW3965 zur
Senkung der Konzentration von léslichem B-Amyloid durch Induktion der Expression von
ABCA1 fiihren kann.®® Daneben reguliert das RXR-LXR Dimer auch die Expression von
Genen, die an der Synthese von Lipiden und Cholesterin beteiligt sind, wie z. B. die 3-Hydroxy-
3-methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase. Dariber hinaus kénnen RXR/LXR-
Heterodimere die Insulinempfindlichkeit und den Glucosestoffwechsel regulieren sowie die
Produktion entziindungsfordernder Zytokine unterdriicken.®”¢8 RXR/LXR-Heterodimere haben
auch die Aufgabe, die Genregulation von Makrophagen auf den Gehalt an zelluldrem

Cholesterin und Oxysterolen abzustimmen.®®

RXR/Nurr1-Heterodimere
Der orphan receptor Nurr1 bildet Heterodimere mit RXR, die durch RXR-Liganden aktiviert

werden, kann aber auch als Monomer oder Homodimer an spezifische DNA-Bindungsstellen
binden und als konstitutiv aktiver Transkriptionsfaktor fungieren.”” Im Gegensatz zu den
klassischen nukledren Rezeptoren besitzt Nurr1 keine Ligandenbindetasche in der
kanonischen Region fiir die Ligandenbindung, wie die Rdntgenkristallstruktur der Nurr1-
Ligandenbindungsdomane gezeigt hat.”' Die Expression von Nurr1 ist fast auf das
Zentralnervensystem (ZNS) beschrankt und essentiell fur die Entwicklung von Dopamin-
Neuronen im Mittelhirn, was auf eine neuroprotektive Wirkung hindeutet.”2”® Zahlreiche
neuroprotektive (Parkinson) und antiinflammatorische (Multiple Sklerose) Aktivitdten von
RXR/Nurr1-Heterodimeren sind in den vergangenen Jahren berichtet worden, die von RXR-
Liganden induziert worden sind.'®-2.74-76 Eg ist beispielweise gezeigt worden, dass Bexaroten
(19) Nurrt/RXR Heterodimere aktiviert und dopaminerge Neuronen sowie
Verhaltensfunktionen in einem Rattenmodell der Parkinson-Krankheit wiederherstellt.”” Die
Verbindung XCT0135908 (32) ist nach einem virtuellen Screening als selektiver Ligand fur
Nurr1-RXR-Heterodimere in CV-1-Zellen des Afrikanischen Griinen Affen entdeckt worden.
Selektive Nurr1/RXR-Liganden wie dieser sind von groRem Interesse fur die Behandlung von
neurodegenerativen Erkrankungen.” Die Zinn-organische Verbindung Tributylzinnchlorid (55)
gehort zu den umweltrelevanten Stoffen, die Nurr1-RXR-Heterodimere aktivieren. Das
Benzodiazepin-Derivat HX600 (35) ist auch als Ligand fir Nurr1-RXR-Heterodimere

charakterisiert worden 78
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1.4.2.3 Nicht-permissive Heterodimer-Partner

Nicht-permissive NRs konnen nur durch eigene Agonisten aktiviert werden. Bei diesen
Heterodimeren spielt RXR eher eine untergeordnete Rolle, weil die Bindung von RXR durch
RXR-Agonisten keine verstarkende Wirkung auf die Transaktivierung des permissiven NR hat.
Nichtsdestotrotz missen nicht-permissive NRs eine Heterodimerisierung mit RXR eingehen,

um ihre Zielgene aktivieren zu kénnen.3°

RXR/TR-Heterodimere

Schilddrisenhormonrezeptoren (TRa/B) kénnen die Genexpression unabhangig davon

beeinflussen, ob sie an einen Liganden gebunden sind oder nicht, denn sie kbnnen auch ohne
ihre Aktivatoren - Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) - an ein thyroid response element (TRE)
binden und Co-Repressor-Proteine rekrutieren, die das Gen zusatzlich unterdriicken.”
RXR/THR-Heterodimere regulieren eine Vielzahl von physiologischen Prozessen, darunter
den Energiestoffwechsel,®’ Herzschlag,?!®2 Cholesterinspiegel,®#* das Kérpergewicht®®# und
die Korpertemperatur.8” Bei den Kristallstrukturen der heterodimeren Komplexe von RXRa-
und TRa-LBDs mit gebundenem 9-cis-Retinsdure (9CRA, 1) und T3-Hormon ist es
interessanterweise gezeigt worden, dass T3 die Transkriptionsaktivitat des THR-RXR-Dimers
ohne 1 aktiviert. Im Gegensatz dazu fuhrt die Anwesenheit beider Liganden zu einer

verminderten Transkriptionsaktivierung.8®

RXR/VDR-Heterodimere

RXR/VDR-Heterodimere spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung des Kalzium-

und Knochenstoffwechsels.®-°" Sie regulieren ebenfalls die Expression von Genen, die an der
Funktion des Immunsystems®? sowie an Zellwachstum und -differenzierung®® beteiligt sind und

tragen zur Regulierung des Blutdrucks® und der Insulinempfindlichkeit® bei.

1.4.2.4 Bedingt permissive Heterodimer-Partner

Die RAR/RXR-Heterodimere haben einen gemischten (bedingt-permissiven) Status, denn
einerseits kdnnen RXR-Agonisten RAR/RXR-Dimere nicht aktivieren (nicht-permissiv) und
anderseits resultiert die Aktivierung des RARs durch eigene Agonisten in einer
Transaktivierung des RXR, welche dazu fihrt, dass RXR-Agonisten nun an RXR binden und
die Aktivierung des RAR verstarken kédnnen. Mechanistisch lasst sich diese bedingt-permissive
Eigenschaft dadurch erklaren, dass zum einen die Helix 12 von RXR in Abwesenheit von
Liganden an der Co-Aktivatoren-Bindungsoberflache des RAR gebunden ist und somit die Tlr
zur RXR-LBD verschliet. Zum anderen fihrt die Aktivierung des RAR durch eigenen
Agonisten zur Entkopplung der RXR-Helix 12 von der RAR-Co-Aktivatoren-
Bindungsoberflache, wodurch nun RXR-Agonisten an RXR-LBD binden kénnen.®
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Die Retinsdure Rezeptoren (RARo/RARB/RARy) werden endogen durch das Vitamin A-
Derivat Retinsaure aktiviert und spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der
Embryonalentwicklung,®6:°” Zelldifferenzierung, -1 Zellproliferation01.102 und
Immunmodulation.’®-1% Retinoide werden derzeit medizinisch zur Behandlung von
Hautkrankheiten wie Akne und akuter promyelozytarer Leukamie (Tretinoin, all-trans-
Retinsaure, all-trans retinoic acid, ATRA, 3 ),'” chronischem Handekzem und Hautlasionen
bei AIDS-Patienten mit Kaposi-Sarkom (Alitretinoin, 9CRA, 1)'%81% gingesetzt und tragen
bekanntermalien zur frihen Entwicklung und Organogenese im Embryo und wahrend des

gesamten Lebens bei.*°

1.4.3 Pharmazeutisches Potential

Die Verbreitung der Retinoid-X-Rezeptoren und ihre zentrale Rolle bei der biologischen
Aktivitat anderer nuklearer Rezeptoren bedingen, dass sie an vielen biologischen Prozessen
wie Zelldifferenzierung, -wachstum sowie -tod, Glucose- und Lipidstoffwechsel, Reproduktion,
Entzindung und Neurodegeneration beteiligt sind.

Neben ihrer Schlisselrolle als Heterodimerpartner fir andere nukleare Rezeptoren, kdnnen
die RXR auch Homodimere bilden bzw. als Monomere agieren, wobei die Funktion und
physiologische Bedeutung der RXR-Homodimer- und Monomer-Aktivitdten nach bisherigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen noch nicht ganz verstanden worden sind."'® Trotz der

Vielzahl dieser Effekte wird im Folgenden nur auf die relevantesten eingegangen.

Metabolische Erkrankungen

Der Aktivierung von RXR kommt eine nicht zu unterschatzende physiologische Relevanz im
Glucose- und Lipidstoffwechsel zu.""-"'* Diese Effekte resultieren meist aus der Modulation
von Heterodimeren wie PPARY/RXR, LXR/RXR oder auch FXR/RXR. Es ist in einem Maus-
Modell gezeigt worden, dass der RXR-Ligand Bexaroten (19), wie der PPARa Agonist
Gemfibrozil den PPARa/RXR Signalweg aktiviert und somit Lipid-senkende Eigenschaft
besitzt. Zudem hat die Kombination aus 19 und Gemfibrozil die Lipid-senkende Wirkung
verstarkt.""! Eine weitere Lipid-senkende Eigenschaft resultiert aus der Modulation von
LXR/RXR-Heterodimeren, was zur Expression des ABCA1 fihrt, der dazu beitragt,
Uberschussiges Cholesterin aus peripheren Geweben zu entfernen und es zur Ausscheidung
in die Leber zu transportieren.®® Neben der Lipid-senkenden Eigenschaft von 19 aktiviert das
Bexaroten-Derivat LG268 (20) beispielsweise stark die LXR/RXR-""* und die PPARy/RXR-
Heterodimere und spielt somit eine Rolle im Fettsdure- und Zuckermetabolismus. In diesem
Zusammenhang ist in einem Rattenmodel mit Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes gezeigt
worden, dass 20 die Wirkung des kdrpereigenen Insulins verbessert (Insulin-Sensitizer) und

folglich wie Rosiglitazon, ein zur Behandlung von Typ-2-Diabetes zugelassener PPARYy-
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Agonist, wirkt ohne die typische Nebenwirkung der Gewichtszunahme von Rosiglitazon zu
verursachen."+11® Neben 20 ist LG754, ein weiterer Vertreter der Bexaroten-Derivate als
Insulin-Sensitizer und Induktor der Adipozytendifferenzierung charakterisiert worden.''*'"4 Das
Polyensaure-Derivat LG101506 (26) ist als selektiver PPAR/RXR Modulator charakterisiert
worden. Es hat die Insulinsensitivitat in praklinischen Studien erhéht ohne bekannte
Nebenwirkungen von RXR oder PPAR Agonisten wie Hypothyreose oder Gewichtszunahme

hervorzurufen.'?

Krebs und Inflammation

Als einzig zugelassener RXR-Ligand steht Bexaroten (19) zur Behandlung des kutanen T-Zell-
Lymphoms zur Verfligung. Es bindet RXR mit hoher Affinitat (Kd-Werte von 14+3; 21+4;
29+7 nM fur RXRa, B, und y) und zeigt eine geringe Bindungsaffinitdt fur RAR
(Kd > 1000 nM).117-119 Es st allerdings wie andere RXR-Agonisten mit unerwiinschten
Wirkungen wie Hypothyreose aufgrund des Antagonismus des TR-Rezeptors!?® sowie
Hyperlipidamie und Hauttoxizitat als Folge des RAR-Agonismus belastet. Des weiteren ist die
antitumorale Aktivitat von 19 sowie der davon abgeleiteten Analoga in zahlreichen Studien
bestatigt worden.?*-1%5 Die Verbindung 9cUAB30 (24) stellt einen weiteren RXR-Agonisten
dar, der in zahlreichen klinischen Studien flr Brustkrebs untersucht und bestatigt worden
ist.126-128 Dje Polyensaure IRX4204 (25) ist ebenfalls in Brustkrebs-Zelllinien untersucht
worden.'?® Dabei ist es gezeigt worden, dass 25 die antiproliferative apoptotische Wirkung von
PPAR-Liganden verstarkt.

Darliber hinaus sind zahlreiche in vitro und in vivo Untersuchungen zu RXRa-abhéngigen
Zellproliferation und Apoptose durchgefiihrt worden. Es ist gezeigt worden, dass RXRa an der
Regulation der Wnt/3-Catenin und NF-xB Signalwege beteiligt ist, wodurch er das Wachstum
des humanen Gallengangskarzinoms reguliert. Die Deletion des hepatozytdren RXRa-Gens
in einem Mausmodell hat zur Herunterregulierung Angiogenese-verbundener Gene gefihrt,
wahrend die Gene, die mit der Adipogenese, dem proinflammatorischen Signalweg (NF-xB,
TNFa) und der Apoptose im Zusammenhang stehen, hochreguliert worden sind. Zudem ist der
RXRa flur die Apoptose-assoziierte Translokation des nukledren Rezeptors TR3 aus dem
Zellkern ins Zytoplasma unter anderem bei Lungenkrebs, Ovarialkarzinom, Darm- und
Magenkrebs sowie bei Brustkrebs notwendig. Dies erfolgt insbesondere durch die
Dimerisierung des RXRa mithilfe einer speziellen Proteinoberflache in der DNA-
Bindungsdoméne mit dem Kernrezeptor TR3 und einen darauffolgenden Export zu den
Mitochondrien.'3-13% Dartiber hinaus ist gezeigt worden, dass die Aktivierung des
RXRa/PPARy-Heterodimers durch die Kombination von 9CRA (1) mit dem PPARy-Agonisten
Rosiglitazon zur verstarkten Apoptose von humanen Brustkrebszellen gefiihrt hat und die

Kombination von Bexaroten (19) mit demselben PPARy-Agonisten eine erhfhte Hemmung
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des Wachstums von Darmkrebszellen als Rosiglitazon allein zur Folge hatte.**$13” Zudem stellt
die Kombination von selektiven RXRa-Agonisten mit Thiazolidindionen einen neuen
experimentellen therapeutischen Ansatz bei malignem Melanom dar,'*® was die Bedeutung
der RXRa-Agonisten in der Krebstherapie verdeutlicht. Auf3erdem spielen aktivierte
RXRa/PPARy- und RXRa/LXR- Heterodimere eine entscheidende Rolle in
Entzindungsprozessen und stehen zudem im Zusammenhang mit der Pathogenese der

Atherosklerose.13%-141

Multiple Sklerose

RXRYy spielt eine bedeutende Rolle beim Schutz des ZNS und bei der Remyelinisierung von
Oligodendrozyten.1#2143 Tatsachlich haben Studien gezeigt, dass RXRy in Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen und in reifen Oligodendrozyten hochreguliert ist, und zwar hauptséachlich in
demyelinisierten Regionen. Zudem hat die Behandlung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
mit 9CRA zur verstarkten Produktion von basischem Myelinprotein (BMP) gefiihrt. Au3erdem
hat die Analyse von postmortalen Gewebeproben von MS-Patienten die Hochregulierung von
RXRYy in aktivierten/reifen Oligodendrozyten an den Randern der MS-Lasionen bei fast allen
MS Patienten nachgewiesen. Darlber hinaus hat die Applikation von 9CRA an Mausen, bei
denen eine fokale Demyelinisierung zuvor induziert worden war zu einer gesteigerten Zahl der
reifen Oligodendrozyten, der myelinisierten Axone und der Produktion von BMP gefiihrt. Im
Gegensatz dazu konnten diese Effekte im selben Experiment bei Mausen, bei denen das
RXRy-Gen deletiert worden ist nicht nachgewiesen werden,110:144.145

Wie oben beschrieben sind zahlreiche neuroprotektive und antiinflammatorische Aktivitaten
von RXR/Nurr1-Heterodimeren in den vergangenen Jahren berichtet worden, die unter
anderem von RXR-Liganden induziert worden sind.'®-2"74-76 Der zur Behandlung des T-Zell-
Lymphoms zugelassene RXR-Ligand Bexaroten (19) ist im Rahmen einer randomisierten,
doppelblinden und Placebo-kontrollierten klinischen Phase 2a Studie mit 52 Probanden fiir die
Behandlung von Multipler Sklerose untersucht worden.'*® Dabei haben die
Magnetresonanztomographie (MRT)- und elektrophysiologischen Untersuchungen der
Probanden am Ende der Studie gezeigt, dass Bexaroten (19) eine kleine biologische Wirkung
bei der Remyelinisierung in einigen demyelinisierten Lasionen im Gehirn der MS-Probanden
hat. Dies deckt sich mit der praklinischen Erkenntnis, dass RXRy-Agonisten die
Remyelinisierung fordern.'** Neben 19 ist ein weiterer RXR-Ligand zur Behandlung der
Multiplen Sklerose untersucht worden. IRX4204 (25) ist praklinisch allein und in Kombination
mit Triiodthyronin untersucht und fiir eine mdgliche Behandlung der Multiplen Sklerose bereits
patentiert worden.'#-'4® 25 hat in in vivo Studien in Maus-Modellen eine Demyelinisierung
verhindert, zu einer Differenzierung von reifen Oligodendrozyten gefihrt und die Zahl der
myelinisierten Axonen erhdht. In einer anschlielenden klinischen Proof-of-Concept-Studie mit

MS-Patienten hat 25 in Kombination mit Triiodthyronin einen erheblichen klinischen Nutzen
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gezeigt. Insbesondere die Modulation des RXR/Nurr1-heterodimers und die Kombination mit
Triiodthyronin ist von den Autoren hervorgehoben worden, da die Letztere die Hypothyreose

verhindert.

Alzheimer-Krankheit

Drei zentrale pathophysiologische Ursachen der Alzheimer-Krankheit sind die extrazellulare
Ablagerung von B-Amyloid-Peptiden, die intraneuronale Fibrillation und die
Neuroinflammation. In einem gesunden Gehirn wird B-Amyloid durch lipidiertes Apolipoprotein
E (ApoE) gebunden und aus dem extrazellularen Raum entfernt. Die Expression von ApoE
wird durch PPARy und LXR in Verbindung mit RXR kontrolliert und die ApoE-Lipidierung wird
durch ABCA1/ABCG1 bewerkstelligt, deren Expression wiederum von RXRB abhangig
ist.150151 |n diesem Zusammenhang sind mehrere in vivo Untersuchungen mit Bexaroten (19)
durchgefuhrt worden. In einem Alzheimer-Maus-Modell hat 19 den murinen Apolipoprotein E-
Spiegel erhoht und die Konzentration von Idslichem B-Amyloid innerhalb von Stunden
erniedrigt.’® Andere Studien sind zum Teil nicht in der Lage gewesen die Experimente
vollstéandig zu reproduzieren und andere sind zum Schluss gekommen, dass 19 keine Wirkung
auf unldsliches B-Amyloid hat, sondern nur die Spiegel von loslichem B-Amyloid 42 bzw.
oligomerischem B-Amyloid senkt und dies nicht auf die Erh6hung des ApoE-Spiegels
zuriickzufiihren ist, sondern auf die erhdhte Expression von ABCA1 und ABCG1.1%31% Zwar
sind die meisten dieser Studien mit murinem ApoE durchgefiihrt worden und dieses
unterscheidet sich strukturell vom humanen, aber andere mit humanem ApoE durchgeflihrte
in vivo Studien sind zu ahnlichen Ergebnissen gekommen.'*® Neben den vielversprechenden
in vitro und in vivo Untersuchungen sind auch klinische Studien zum therapeutischen Einsatz
von RXR-Liganden bei Alzheimer-Krankheit durchgefiihrt worden. In einer kleinen®’
klinischen Studie, die eher als Machbarkeitsstudie bezeichnet werden kann, ist 19 bei leichter
bis mittelschwerer Alzheimer-Krankheit untersucht worden, um herauszufinden, ob die in vivo
Ergebnisse auf den Menschen ubertragbar sind und ob gréRRere klinische Studien sinnvoll sind.
Zu Beginn haben die Autoren eine Genotypisierung des Blutes aller Probanden durchgefiihrt,
um das Vorhandensein von ApoE-Allelen zu Uberprifen. Danach sind taglich 300 mg
Bexaroten (19) (an sechszehn Probanden) oder Placebo (an vier Probanden) vier Wochen
lang verabreicht worden. Es ist festgestellt worden, dass der Spiegel von Iéslichem 3-Amyloid
im Gehirn von ApoE4-nicht-Tragern gesunken, wahrend der Plasma-Spiegel erhdht worden
ist. Im Gegensatz dazu ist keine Senkung des lgslichen B-Amyloids im Gehirn von ApoE4-
Trégern festgestellt worden. Dariiber hinaus ist ein erhdhter Triglycerid-Plasmaspiegel im Blut
der Bexaroten-Probanden gemessen worden, was eine der typischen Nebenwirkungen von
Bexaroten darstellt. Zudem haben sechs Probanden die Studie aufgrund sehr erhéhten
Triglycerid-Plasmaspiegels verlassen. Die Autoren sind zum Schluss gekommen, dass obwohl

diese Machbarkeitsstudie keinen reprasentativen Wert besitzt, eine B-Amyloid-senkende
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Wirkung von 19 bestéatigt wurde. Dennoch sind die Autoren von der Anwendung von 19 zur
Behandlung der Alzheimer-Krankheit aufgrund der festgestellten unerwiinschten Wirkungen,
welche ein hohes Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen darstellen, nicht Uberzeugt.
Darlber hinaus ist die Anwendung von IRX4204 (25), davon abgeleiteten Derivaten,
Bexaroten (19) und Bexaroten-Derivaten allein oder in Kombination mit Triiodthyronin zur
Behandlung der Alzheimer-Krankheit praklinisch untersucht und patentiert worden.4%1%¢ Die
Autoren haben zwar klinische Studien angekindigt, die lhre Patente unterstiitzen sollen, diese
sind aber noch nicht erfolgt. Ahnlich haben kirzlich Wissenschaftler der Arizona State
University'®® zahlreiche Bexaroten- und CD3254-Analoga entwickelt und fur die Behandlung
der Alzheimer-Krankheit patentiert.1® Die entwickelten Analoga haben erhthte Selektivitat fur
RXR, keine Bindungsaffinitat fir RAR, TR oder andere Kernrezeptoren und verursachen somit
weniger pleiotrope Effekte. Diese Analoga haben in Mikroglia und Astrozyten zu einer erhéhten
ApoE-Expression und HDL-Lipidierung gefuhrt, was zu einer erhdhten B-Amyloid-Clearance
im Gehirn gefiihrt hat.*°

1.5 RXR-Liganden

Die Bindungsstellen der RXR-Liganden sind sehr lipophil und die Ligandenerkennung wird
hauptsachlich durch die Bindungsgeometrie und hydrophobe Kontakte bestimmt. Daher haben
die meisten RXR-Liganden eine gemeinsame Fettsaure-mimetische Architektur mit einer
sauren Kopfgruppe, einer Linker-Region und einem stark lipophilen Rickgrat. Dabei geht die
Carbonsaure-Gruppe eine ionische Wechselwirkung mit der Aminosaure Arginin (Arg316) der
LBD ein und stellt somit die starkste Ligand-Rezeptor-Interaktion der RXRs her. Darlber
hinaus weisen RXR-Liganden typischerweise eine L-formige Geometrie auf, die jener der LBD
stark ahnelt. Diese Geometrie ist in bekannten endogenen RXR-Agonisten wie der 9-cis-
Retinsaure (1) vorhanden und in synthetischen Rexinoiden wie Bexaroten (19) durch
Versteifung konserviert. An der "Spitze" dieses L befindet sich ein kleiner lipophiler Hohlraum,
der durch Trp305, Asn306 und Leu436 gebildet wird, um kleine hydrophobe Gruppen wie die
Methylenkomponente von 19 aufzunehmen. Dabei ist die Liganden-Bindetasche keine starre,
sondern eine flexible Einheit, die eine Konformationsanderung bei der Bindung eines Liganden
eingeht. RXR-Agonisten entfalten ihre Wirkung hauptsachlich durch die Aktivierung

permissiver NRs oder die Potenzierung der Aktivierung bedingt-permissiver NRs. 16162

1.5.1 Endogene Liganden

Obwohl mehrere endogene Liganden fur RXRs vorgeschlagen worden sind, ist ihre
physiologische Relevanz umstritten, da das Vorhandensein des Liganden am richtigen Ort, zur
richtigen Zeit und in ausreichender Konzentration, um die RXRs zu aktivieren, nicht zweifelsfrei

nachgewiesen ist. 62
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Retinsauren

Der bekannteste potenziell endogen vorkommende RXR-Ligand ist 9-cis-Retinsaure (9CRA,
1). Sie ist Gegenstand intensiver Untersuchungen gewesen'®®%4 yund als der endogene RXR-
Ligand vorgeschlagen worden.®>16516¢ Mehrere Studien haben jedoch das endogene
Vorkommen von 9CRA in Menschen und anderen Saugetieren gar nicht oder nur in einer
Menge, die RXR nicht aktivieren kann, nachweisen kénnen, was die physiologische Relevanz
infrage stellt.'®-'"" Diese Diskrepanz zwischen den wissenschaftlichen Ergebnissen kénnte
einerseits daher rihren, dass die Co-Elutionsmethode, die Heyman et al. zur Identifizierung
von 9CRA als endogenem Ligand eingesetzt haben, nicht spezifisch genug ist und daher nicht
als rigoroser Nachweis angesehen werden kann. Anderseits konnte 9CRA durch Heyman et
al. nur unter supraphysiologischen Bedingungen (Verzehr von Lebensmitteln mit hohem
Gehalt an Vitamin-A-Derivaten) als endogener RXR-Agonist identifiziert werden.'®® Auch
andere Forscher konnten 9CRA nur unter supraphysiologischen Bedingungen im Koérper

identifizieren.72173

Andere Untersuchungen sind zum Schluss gekommen, dass 9-cis-13,14-Dihydroretinsaure
(9CDHRA, 2), ein Hydrierungsprodukt der 9CRA eher als endogener RXR-Ligand infrage
kommt. Tatsachlich sind héhere, RXR aktivierende Mengen dieses Derivates in der Maus
gemessen worden. Die physiologische Relevanz von 9CDHRA ist durch Defizite des
raumlichen Arbeitsgedachtnisses in Verbindung mit verringerten 9CDHRA-Spiegeln bei
Mausen mit einer Null-Mutation von retinol inding protein 1 (Rbp1), einem Protein, das
moglicherweise an der Biogenese von 9CDHRA beteiligt ist, dokumentiert worden. Dartber
hinaus konnten diese Defizite durch eine 9CDHRA-Supplementierung behoben werden.

Allerdings ist es noch unklar, aus welchen Vorlaufern 9CDHRA im Korper hergestellt wird. 74175

Ein endogenes Vorkommen (in einer RXR-aktivierenden Menge) von Retinsauren in
Menschen Iasst sich nach aktuellen Kenntnissen nur nach Zufuhr synthetischer Retinoide oder
Verzehr einer Vit A-reichen Nahrung nachweisen. Darlber hinaus konnen andere endogen
vorkommende Retinsaure-Derivate wie beispielsweise all-trans-Retinsaure (ATRA, 3), auch
bekannt als Apo-15'-Carotinsaure durch Isomerisierung in 9CRA umgewandelt werden. ATRA
wird beim Menschen und anderen Wirbeltieren durch zentrale enzymatische Spaltung von all-
trans-p-Carotin (ATBC, auch Pro-Vitamin A1 genannt) gebildet und gilt als "der" physiologische
Ligand der RARs. Des Weiteren kdnnten manche potenziell endogenen RXR-Liganden
Produkte eines physiologischen Ungleichgewichts (Erkrankung) sein und somit unter

normalen Bedingungen nicht nachweisbar sein. '71-173.176
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Endogene Konz.: < 0,1 nM
RXR-Aktivierung: > 10 uM

Abbildung 8: Molekdlstrukturen der Retinsauren als vermutliche endogene RXR-Liganden.

Fettsauren

Die zweite endogen vorkommende Substanzklasse von RXR-Liganden sind Fettsauren.
Ungesattigte Fettsduren wie Docohexaensaure (DHA, 4) und Arachidonsaure (5) sind als
endogene RXR-Liganden eingestuft worden. Die endogene Konzentration dieser Liganden
unterschreiten jedoch die fur die RXR-Aktivierung notwendige Menge. Beispielsweise betragt
laut einer Studie die endogene DHA-Konzentration 0,1 bis 1,0 uM wahrend die fir die RXR-
Aktivierung notwendige Menge im zellularen Testsystem bei 100 uM lag.""7178

Neben den ungesattigten Fettsduren 4 und 5 ist Phytansaure (6), eine gesattigte Fettsaure
auch als endogener RXR-Ligand identifiziert worden. 6 kann als wichtiger Chlorophyll-
Metabolit in einer RXR-aktivierenden Menge durch Mikroorganismen im Pansen von
Wiederkauern produziert werden. Eine solche Menge kann physiologisch bei Menschen nur
durch den Konsum von Phytansaure-haltigen Lebensmitteln wie Fleisch und Milch bzw.
Phytansaure-Vorstufen wie Phytol erreicht werden.'”®'® Eine Aktivierung von RXRa, RXRB
und RXRy konnte zwar mit einem ECso von 20 uM in einem Reportergen Assay festgestellt
werden'® aber eine RXR-Aktivierung ist ab einer Konzentration von 10 yM méglich und der
physiologische Spiegel betragt 1 bis 6 uM.'®2-'8 Selbst bei einer hohen Akkumulation (bis zu
1000-fachen des gesunden Plasmaspiegels) von 6 im Korper wie beim Refsum-Syndrom, sind
keine Abnormalitaten im Zusammenhang mit einer RXR-Uberaktivierung wie beispielsweise
verringerter Spiegel des Schilddriisenhormons T3 oder Hypertriglyceridamie festgestellt
worden.'® Zudem ist die Bedeutung von 6 in Glucose- und Fettsaurestoffwechsel sowie in
Adipozytendifferenzierung noch vollig unklar, denn solche Effekte wurden nicht ausreichend

getestet. Darliber hinaus liegen keine Daten (iber den Spiegel von 6 im Gewebe vor. '

Folglich sind Retinoide wie 9CRA und Fettsduren wie DHA und Phytansaure (6) zwar ohne
Zweifel RXR-Aktivatoren, ihre Stellung als endogene RXR-Liganden kann aber nicht

zweifelsfrei bestatigt werden.
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Endogene Konz.: 0,01 - 0,1 uM Endogene Konz.: 1-6 uM
RXR-Aktivierung: > 10 uM RXR-Aktivierung: > 10 uM

Abbildung 9: Molekilstruktur von Docohexaenséaure, Arachidonsaure und Phytanséure.

Im Gegensatz dazu haben kirzlich Chaikuad et al. die im Kérper reichlich vorkommenden
gesattigten Fettsduren Stearinsaure (7), Palmitinsaure (8) und Myristinsdure (9) als endogene
RXR-Liganden mit einer maRigen Aktivitat beschrieben.*' Darliber hinaus hat eine Studie der
Plasma-Lipidkonzentration in jungen gesunden Kanadiern festgestellt, dass 8 die meist
vorkommende Fettsaure im menschlichen Kaorper ist. Wahrend 0,2 mM als héchster DHA-
Plasmaspiegel gemessen worden ist, betragt die Konzentration von 8 bis zu 4 mM im

Korper.'87:188
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Abbildung 10: Bindungsmodus von Palmitinsdure (8) in den RXR-Subtypen. (a) Detaillierte Interaktionen
zwischen 8 und den RXR-Subtypen zeigen einen einheitlichen Bindungsmodus in allen drei Subtypen
(Nummerierung der Aminosaure-Reste am Beispiel von RXRa). (b) Struktureller Vergleich zwischen 8
und JP175, einem niedermolekularen RXRa-Agonisten zeigt einen ahnlichen Bindungsmodus.*!

Diese Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass die endogene RXR-Aktivierung vielmehr ein
Zusammenspiel zwischen weniger potenten aber reichlich vorkommenden gesattigten
Fettsduren und mehr potenten aber wenig vorkommenden ungesattigten Fettsauren sein

koénnte.*!
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Abbildung 11: Molekdlstruktur der potenziell endogenen RXR-Liganden Stearinsaure (7), Palmitinsaure
(8) und Myristinsaure (9).

Carotinoid-Metaboliten

Carotinoide sind fettlésliche C40-Isoprenoid-Pigmente, die von Pflanzen oder
Mikroorganismen produziert werden und in Tieren als Vorstufen fiir eine Reihe bioaktiver
Metaboliten, die allgemein als Apocarotinoide (Spaltprodukte von Carotinoiden) bezeichnet
werden. Carotinoide werden in Carotine und Xanthophylle unterteilt. Carotine sind Pigmente
darstellende sekundare Pflanzenstoffe, die teils als akzessorisches Pigment bei der
Photosynthese mitwirken. Es handelt sich um Tetraterpene, deren Enden als Jonon-Ringe
vorliegen kénnen.'8%1%0 Das all-trans-B-Carotin-Derivat B-apo-13-Carotinon (10) hat kirzlich in
Modellsystemen gezeigt, dass es die Verfligbarkeit von RXRa zur Bildung transkriptionell
aktiver Dimere durch Stabilisierung des tetrameren, inaktiven Zustands beeintrachtigt.'®! Seine
Bindung an RXRa ist mit einem Ki von 8 nM in einem 9CRA kompetitiven
Verdrangungsversuch nachgewiesen worden, wobei in-silico-Liganden-Docking-Analysen mit
RXRa-LBD unterschiedliche Bindungsmodi vorgeschlagen haben. Neben RXR ist 10 auch als
kompetitiver Inhibitor von RARs mit einem Ki von 4 nM beschrieben worden.'®2 Bei aquimolarer
Konzentration reduziert es reduziert die ATRA-RAR-vermittelte Aktivitat um etwa 70 %. Die B-
Apo-13-Carotinon (10) Konzentration von 3-5 nM in Humanplasma kann zu einer aktiven
synergistischen Unterdriickung der RAR/RXR Signaltibertragung durch gleichzeitige direkte
Transkriptionshemmung der RARs und tetramerische Sequestrierung von RXRa fuhren. Eine
solche Aktivitdt von 10 kdnnte zwar potenziell schadlich sein, sie ist aber fir die endogene
Carotinoid-Signalubertragung unter physiologischen Bedingungen nicht relevant, da 10 in
Saugetieren nicht produziert werden kann, sondern durch thermischen Abbau und Oxidation
von 3-Carotin wahrend der Lebensmittelverarbeitung entsteht und ansonsten nur in wenigen
frischen Frichten vorkommt.'®® Eine andere Studie, bei der sich Probanden einem
chronischen Verzehr von [3-Carotin-angereicherter Nahrung unterzogen haben, hat viel
niedrigere (1 nM) Konzentrationen von B-apo-13-Carotinon im Plasma nachgewiesen.* Auch
B-apo-14'-Carotinal (11) ist als potenzieller Inhibitor von RXRa sowie von ausgewahlten
heterodimeren Partnern (PPARa, PPARB/S, LXRa und LXR, aber nicht RARs) beschrieben

worden. Dieses Apocarotinoid ist in verschiedenen Melonen zu finden, aber sein Nachweis in
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menschlichem Plasma ist bisher nicht konsistent gewesen. '®® Es liegt also nahe, dass diese
Apo-Carotinoide physiologisch unbedeutsam sind, obwohl sie in in-vitro-Systemen die
Transkription von Ap2/FABP4 (Adipozytenprotein 2, auch fatty acid binding protein 4 genannt,
ein Transportprotein flr Fettsduren in Adipozyten) und Adiponectin in 3T3-L1 kultivierten
Adipozyten unterdriickt haben. In diesem Zusammenhang und auf der Grundlage des
derzeitigen Wissensstands kdnnten Apo-Carotinsauren und Apo-Carotinale von besonderem
Interesse sein, wobei es mehrere Unterschiede in der Aufnahme und im Stoffwechsel von
Carotinoiden zwischen Maus und Menschen gibt.'® Wahrend sich viele Studien auf Mause als
Modell konzentriert haben, ist nur eine begrenzte Anzahl von Apo-Carotinoiden unter
physiologischen Bedingungen und nach Ernahrungseingriffen beim Menschen identifiziert
Worden_192,193,197

Ein klares Bild der funktionellen Kaskade ausgehend von der Nahrung als Quelle von
Carotinoiden, den relevanten Konzentrationen solcher Carotinoide und ihrer Metaboliten im

Plasma und in Geweben, die in den Bereich der transkriptionellen RXR-Aktivierung fallen, fehlt

weitestgehend.
@)
XX AR A A
-apo-13-Carotinon (10) R-apo-14'-Carotinal (11)

Abbildung 12: Vermutliche RXR-Antagonisten Apocarotinoide B-apo-13-Carotinon (10) und B-apo-14'-
Carotinal (11).

1.5.2 Naturstoffe

RXR-Liganden finden sich auch unter Naturstoffen, die seit Jahrhunderten eine wichtige
Quelle fur Arzneimittel sind. Mehrere bioaktive Verbindungen, die aus traditionellen

Heilpflanzen isoliert worden sind, sind als RXR-Liganden identifiziert worden.®

Honokiol

Honokiol (12) ist der erste als RXR-Ligand beschriebene Naturstoff. Es handelt sich um ein
Neolignan aus der Gattung Magnolia mit einer Vielzahl biologischer Wirkungen. Es ist als
Aktivator von ABCA1 in Gliomzellen und von ABCA1, ABCG1 und Apolipoprotein E (ApoE) in
THP-1(eine humane Monozyten-Zelllinie)-Makrophagen und auch von ABCA1 und ApoE in
neuronalen und Astrozyten-Primarkulturen mit ECso ~ 10 uM identifiziert worden.'®® Die Effekte
kommen vor allem durch die Bindung von Honokiol an RXRp in RXRB-LXR zustande, denn
einerseits potenziert Honokiol die Wirkung des pan-LXR-Agonisten T0901317 und anderseits
ist nachgewiesen worden, dass PPAR nicht an diesen Effekten beteiligt ist. Im Gegensatz dazu

hat Honokiol in denselben Zellen eine Glukose Aufnahme bei niedrigen Konzentrationen (1-
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10 uM) induziert, was auf eine direkte Bindung und transkriptionelle Aktivierung von PPARYy
hindeutet.?® AuRerdem ist es gezeigt worden, dass Honokiol die Transaktivierung des
PPARy/RXRa-Heterodimers nicht aber die des RXRa/RXRa-Homodimers induziert.?"!
Insgesamt hat Honokiol neuroprotektive, anti-neuroinflammatorische, antiproliferative und
gunstige metabolische Wirkungen.?°22%3 Die Co-Kristallstruktur der Honokiol-gebundenen
RXRa-LBD hat gezeigt, dass die p-Allylphenoleinheit von 12 die L-férmigen Arme der LBD
besetzt und eine der Phenol-Hydroxylgruppen eine Wasserstoffbriicke mit Asn306 in Helix H5
bildet. Neuere Studien mit molecular modeling und NMR-Spektroskopie haben ergeben, dass
Honokiol sowohl die Ligandenbindetasche als auch die Bindungsflache fir Co-Aktivatoren
binden kann.?** Basierend auf molecular modeling und NMR-spektroskopischen
Untersuchungen von Honokiol-gebundenem RXR ist es durch rationales Design gelungen, die
duale Bindungseigenschaft von Honokiol aufzuspalten und den Modulator 44, der die Bindung
des Co-Aktivators hemmt, zu erhalten.?%

Neben Honokiol ist ein weiterer RXR-Ligand, Magnolol (13) aus derselben Gattung isoliert
worden.?®® Es bindet RXR und PPARy mit ECs-Werten von 40 pyM und 2 pM.20%
Interessanterweise besitzen beide Naturstoffe keine saure Kopfgruppe wie die meisten RXR-

Liganden.

Bigelovin

Bigelovin (14) ist ein aus den Bluten der Inula hupehensis bzw. Inula helianthus-aquatica
isoliertes Sesquiterpenlacton, das in der Volksmedizin aufgrund antitumoraler Eigenschaften,
welche auch durch Studien belegt sind,?°72°8 angewandt wird. Bigelovin (14) bindet spezifisch
an RXRa in RXRa/PPARY aber nicht in RXRa/FXR Heterodimeren. Es unterdrickt sogar RXR-
Homodimere und RXRa-LXR-Heterodimere an ihren jeweiligen Response Elements im
Konzentrationsbereich von 1-10 uM.2% Kristallographische Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich der RXR-LBD-Bindungsmechanismus von 14 deutlich von dem der anderen RXR-
Liganden unterscheidet. Anstelle einer Interaktion mit der AF-2 der LBD, kommt die Bindung

durch hydrophobe Wechselwirkungen mit den Helices 3, 5, 7 und 10 zustande.?™

Drupanin
Drupanin (15) stammt aus brasilianischer griner Propolis, einer harzigen Mischung, die

Honigbienen produzieren, indem sie Speichel und Bienenwachs mit zusatzlichen Exsudaten
von Baccharis dracunculifolia mischen. Es ist ein dualer RXR/PPARy-Agonist (keine Bindung
an RARs, LXRs, VDR). Dieses agonistische Profil ahnelt dem von Magnolol (13), mit der
Ausnahme, dass 15 mit hdherer Wirksamkeit an alle RXR-Subtypen (ECso = 2-7 uM) binden
kann als an PPARy (ECso ~15 pM). Im Einklang mit der Aktivierung des RXR/PPARy Weges
hat 15 die Ap2/FABP4-Expression erhdht und die Lipidakkumulation in differenzierten 3T3-L1-

Zellen beschleunigt.?"
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Danthron und Rhein

Fir die aus dem chinesischen Rhabarber Rheum palmatum isolierten Anthrachinone Danthron
und Rhein ist eine RXR-antagonistische Aktivitat beobachtet worden. In einem Gal4-RXRa
Luciferase Transaktivierungsassay haben Danthron (16) und Rhein (17) 9-cis-Retinsaure (1)
mit maRiger Potenz (ICso-Werte von 10 bzw. 70 uM jeweils) durch Stabilisierung des RXR-
Tetramers antagonisiert.?'?2'3 Kristallografische Studien haben belegt, dass diese Naturstoffe
durch direkte Wechselwirkung mit der RXR-LBD eine Konformationsanderung der H12-Helix
induzieren, was zur Rekrutierung des SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid
hormone receptor) Co-Repressors fluhrt. Dieser stabilisiert eine inaktive, tetramerische Form
des RXR und macht ihn unzuganglich fir die Bildung von transkriptionell funktionalen Homo-
oder Heterodimeren. Infolgedessen hemmen 16 und 17 die RXR-vermittelte Transaktivierung
durch RXR-Homodimere, aber auch durch Heterodimere mit FXR, LXR oder PPARYy. Zwar
sind diese Naturstoffe als potenziell nitzlich flr die Behandlung von Diabetes aufgrund der
Verbesserung der Insulintoleranz in Mausmodellen vorgeschlagen worden, aber die direkte
Beteiligung von RXRs an diesen Aktivitaten ist nicht zweifelsfrei nachgewiesen worden.?12-214
Andere Studien zum Wirkmechanismus von 16 und 17 sind zum Schluss gekommen, dass
diese Naturstoffe RXR-Zielgene wie ABCA1 und ABCG1 induzieren, was der postulierten
RXR-antagonistischen Aktivitat widerspricht. Alternative Mechanismen, bei denen 16 den
AMPK (Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase) Signalweg aktiviert?'® oder 17

Microbiota reguliert, wurden ebenfalls vorgeschlagen.?™

Valerensaure

In jungerer Zeit haben Merk et al. Valerensaure (18) als einen funktionell selektiven RXR[-
Agonisten entdeckt.?'® Es induzierte den ABCA1 und das ApoE im mikromolaren Bereich. In
einem Gal4-basierten Reportergen-Assay, der in HEK293T-Zellen durchgefihrt worden ist, hat
18 einen besseren ECso-Wert (5 uM) und eine etwa 10-mal héhere Transaktivierung von RXRp
im Vergleich zu RXRa (ECso = 27 uM) und RXRy (ECso = 43 uM) gezeigt. Darliber hinaus ist
keine Aktivierung von RARs, PPARs, LXRs, FXR, CAR, VDR und PXR beobachtet worden.
Molekulare Modellierungsstudien haben angedeutet, dass 18 ahnliche Bindungsmodi in RXRa
und RXRp wie klassische Rexinoide einnimmt. Dieser First-in-Class-Ligand mit RXR-Subtyp-
Selektivitat hat die weitere Entwicklung von synthetischen Liganden angeregt.2'6:217
Phytopharmazeutisch handelt es sich bei 18 um ein Sesquiterpenoid aus den Wurzeln der
Valeriana officinalis (Echter Baldrian), das seit Jahrhunderten Anwendung in der traditionellen
Medizin zur Behandlung von Unruhe und Schlafstérungen findet. Es wird angenommen, dass
die sedierenden Wirkungen von Baldrian mit 18 zusammenhangen, denn die Verbindung ist
ein Subtyp-selektiver allosterischer GABAa-Rezeptor-Modulator und ein inverser 5-HTsa-
Rezeptor-Agonist. Es handelt sich bei 5-HTsa um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der
in vielen Gehirnregionen von Saugetieren exprimiert wird und moglicherweise an der
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circadianen Rhythmik beteiligt ist.2'® Es ist kirzlich berichtet worden, dass 18 antiproliferative
Wirkungen in Glioblastomzellen hat, wobei ein Zusammenhang mit der Bindung an 5-HTsa-
Rezeptoren postuliert wurde.?'® Uber die funktionelle Bedeutung dieses Rezeptors ist bisher
wenig bekannt. Der GABAa-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter Chloridkanal, der im Gehirn
von Saugetieren vorkommt. Liganden, die zur Aktivierung der Rezeptoren beitragen, haben
typischerweise anxiolytische, antikonvulsive, amnesische, sedierende, hypnotische,
euphorisierende und muskelentspannende Eigenschaften. 18 bindet allosterisch an den
GABAAx-Rezeptor mit einer ECsp von 5-20 yM ohne die Benzodiazepin-Bindungsstelle zu

beeinflussen.??°

Honokiol (12) Magnolol (13) Bigelovin (14)
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Rhein (17), R=COOH Valerenséure (18)

Drupanin (15)

Abbildung 13: Molekulstruktur der nattrlichen RXR-Liganden Honokiol (12), Magnolol (13), Bigelovin
(14), Drupanin (15), Danthron (16), Rhein (17) und Valerensaure (18).

1.5.3 Synthetische Liganden

Die Entwicklung der ersten synthetischen RXR-Liganden beruhte weitgehend auf der Struktur
bekannter endogener Liganden, insbesondere auf 9CRA und Daten Uber Ligand-LBD-
Wechselwirkungen, die durch virtuelles Screening von Bibliotheken potentieller Liganden,
gefolgt von der Bestimmung der Struktur-Wirkungs-Beziehung (SAR) und manchmal sogar

der Kristallstruktur erhoben wurden.

1.5.3.1 9-cis-Retinsaure-Derivate

Rationale designte synthetische Liganden, die sich an 9CRA anlehnen, werden als klassische
synthetische Rexinoide genannt und enthalten in der Regel drei funktionelle Gruppen: eine
Carbonsaure, ein Linker-Fragment und einen hydrophoben carbo- oder heterocyclischen Ring.
Die Carbonsaure oder der hydrophile Kopf ist essenziell fir die Bildung einer Salzbriicke mit

Arg316, um den gebundenen Liganden zu stabilisieren. Die Linker-Region erméglicht eine
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permanente oder induzierte Skelettverdrehung, um eine Anpassung an die L-Form der RXR-
LBD zu gewahrleisten, wahrend der hydrophobe Teil lipophile Wechselwirkungen mit der LBD
eingeht. Synthetische RXR-Liganden kénnen je nach chemischer Natur der Linker-Region in
funf Gruppen unterteilt werden: polyenische Carbonsauren einschliellich 9-cis-geschlossener
Verbindungen, Arylringe, die durch einen trigonalen oder tetraedrischen Kohlenstoff verbunden
sind, Biphenylringe mit ortho-Substituenten, Diarylamine und vollstandig kondensierte Ringe,
wie beispielsweise Dibenzodiazepine.'®' Der Vergleich dieser Strukturen weist auf die hohe
Anpassungsfahigkeit der LBD hin, was auch durch die Liganden-gebundenen
Kristallstrukturen unterstiitzt wird.*2

Im Einklang mit den oben genannten strukturellen Eigenschaften enthalten RXR-Antagonisten,
die aus 9CRA abgeleitet sind in der Regel bestimmte Substituenten in der zentralen Linker-
Region (Abbildung 14), die je nach ihrer GesamtgrofRRe die hydrophoben Wechselwirkungen,
die die Agonisten-Konformation von H12 stabilisieren, ganz oder teilweise unterbinden.??'
Zudem wird der funktionelle Ubergang von Agonisten zu partiellen Agonisten/Antagonisten
innerhalb von Retinoiden durch Veranderungen der Lange oder des sterischen Anspruchs
bestimmter Substituenten beobachtet.

Im Folgenden werden ausgewahlte 9CRA-Derivate, insbesondere im Hinblick auf ihre
strukturelle Vielfalt und die Art der Bindung an RXR beschrieben.

R X X E x
SAsY e 5
=
_— O Ry COOH
ﬁ3 COOH HO H
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Biphenylringe mit ortho-Substitution

=
ﬁs COOH Rj x N~ coon

Bexaroten-Derivate Diarylamine

SiaN

9-cis-Retinsaure (9CRA,1)

COOH
Polyenische Carbonsduren Dibenzodiazepin-Dertivate

Abbildung 14: Strukturen der rational entworfenen Rexinoid-Klassen als Kombination von Bausteinen
mit hydrophoben Eigenschaften (griin), Linkern (pink) und polaren Motiven (blau). Antagonistische
Eigenschaften werden an den mit Pfeilen markierten Positionen eingefiihrt. 62
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Bexaroten-Derivate

LGD1069 (Bexaroten, Targretin®, 19, Abbildung 15) bindet RXR mit hoher Affinitat (Kd-Werte
von 1413; 2114; 2917 nM fur RXRa, B, und y) und zeigt eine geringe Bindungsaffinitat fir RAR
(Kd >1000 nM).""-"® Es ist fir die Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms (CTCL)

zugelassen und ist wie die anderen RXR-Agonisten mit unerwlinschten Wirkungen wie

Hypothyreose aufgrund des Antagonismus des TR-Rezeptors'® sowie Hyperlipidamie und
Hauttoxizitat als Folge des RAR-Agonismus belastet.””

Das Strukturanalogon 20 hat sich als noch starker RXR-spezifisch (Kd von 3 nM fir RXR-
Subtypen; Kd>1000 nM fir RARs) mit einer etwas héheren Bindungsaffinitat als 19 erwiesen.
20 ergab eine 50-%ige maximale Aktivierung bei einer Konzentration, die mindestens 10-mal
niedriger war als die von 9CRA."7 20 hat durch die Aktivierung von RXR-Homodimeren eine
Reihe von Zielgenen wahrend der Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen oder
wahrend der Osteoklastendifferenzierung induziert.??? AuRerdem aktiviert 20 stark die
LXR/RXR-"* und die PPARy/RXR-Heterodimere."#"16 Die Oxim-Derivate 21 und 22 haben
eine starkere RXR-Aktivitat und eine hohere Induktion von Adipogenese als 19 gezeigt und
neben RXR auch RXR/PPARy-Heterodimere aktiviert.

COOH @éifﬂlcow

Bexaroten (LGD1069, 19)

HO\N \N
[ I

‘O O COOH l l ‘ COOH
21 22

Abbildung 15: Bexaroten (19) und ausgewahlte Bexaroten-Derivate 20-22 abgeleitet von 9CRA (1). 20
ist auch unter dem Namen LG268 bekannt.

Polyenische Carbonsauren

Diese Gruppe von Rexinoiden enthalt einen Teil der azyklischen Polyenkette der 9CRA (1).

Die Verbindung LG100754 (23) ist ein Agonist fir PPARa/RXR-Heterodimere und kompetitiver
RXR-Antagonist in RXR-Homodimeren. Sie aktiviert jedoch nicht LXR/RXR-, FXR/RXR- oder
Nurr77/RXR-Heterodimere.?? Sie hemmt die Transaktivierung von RXR in niedrigen

Konzentrationen (ICso = 20 nM) und antagonisiert auch die Transaktivierung von RXR-

29



Homodimeren durch die Agonisten 20 oder 1. DarUber hinaus hatte die Bindung von 23 an
RXRa keinen Einfluss auf die Bindung des SRC-1 NR2-Peptids an die apo-Form von RARa.
Kristallographische Studien haben bestatigt, dass die Bindung von 23 zu einer Stabilisierung

von Helix H12 in einer ungefalteten Position fiihrt, die typisch fiir apo-RXR ist.??*

Der Agonist 9cUAB30 (24)%?52%6 hat eine Induktion der Apoptose, eine Verringerung der
Proliferation und Pravention von Brustkrebs in Nagetiermodellen, ahnlich wie 1 gezeigt.
Klinische Versuche des National Cancer Institute der vereinigten Staaten von Amerika mit 24
als chemopraventivem Mittel gegen Krebs haben keine signifikante Toxizitat gezeigt,??” obwohl

in Tierversuchen bei hohen Dosen Hepatomegalie beobachtet worden ist.??

Die Verbindung IRX4204 (25), auch bekannt als AGN194204 ist der starkste und spezifischste
RXR-Agonist, Uber den es berichtet worden ist. Die ECso-Werte bewegen sich zwischen 0,08
nM (RXRy) und 0,8 nM (RXRp). Es zeigte auch eine starke hypoglykédmische Wirkung in
Mausmodellen mit genetischem Defekt in der Leptin-Signallibertragung.??® Kirzlich ist die
Verwendung von 25 aber auch 19 und 20 in Kombination mit dem Schilddrisenhormon
Thyroxin (T4) als Patent angemeldet worden. Diese Kombinationen werden fur die Therapie
einer Vielzahl von Krankheiten beansprucht. Da RXR-Agonisten bekanntermallen eine
Hypothyreose verursachen, kdnnte die Kombination von RXR-Aktivatoren mit einem
Schilddrisenhormon dazu deinen dieser Nebenwirkung entgegenzuwirken. Zudem hat die
Kombination von 25 und T3 eine héhere Aktivitat als die Einzelsubstanzen gezeigt. Zu den
Indikationen dieser neuartigen Kombination sollen unter anderem Muskelatrophien, Krebs,
Multiple Sklerose oder ZNS-Erkrankungen wie Parkinson- und Alzheimer-Krankheit

gehoren. ™’

Das Difluor-Derivat LG101506 (26) ist als selektiver PPAR/RXR-Heterodimer Modulator
identifiziert worden,'? der RXR mit hoher Affinitat bindet (Ki-Werte von 3,0£0,8; 9,0+1,7 und
11,0£3,6 nM fir RXRa, B, und y). Es ist auch als partieller RXR-Homodimer-Agonist
charakterisiert worden. 26 aktiviert selektiv PPARY/RXR und PPARa/RXR,"?2% aber nicht
RARa/RXR, LXRao/RXR, LXRB/RXR oder FXRa/RXR-Heterodimere. Eine Senkung des
Glukosespiegels ist bei taglicher Verabreichung von 30 mg/kg Korpergewicht 26 an db/db-
Mause beobachtet worden. Praklinische Studien haben aul3erdem gezeigt, dass 26 positive
Auswirkungen auf den Stoffwechsel bei Nagetieren hat, ohne unerwlnschte

Hypertriglyceridamie, Hypothyreose oder Gewichtszunahme hervorzurufen.?!
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Abbildung 16: Aus 9CRA (1) abgeleitete Polyensauren.

ortho-Substituierte Biphenylringe
Sterisch gehinderte Verbindungen wie CD3254 (27) sind als selektive RXR-Agonisten

charakterisiert worden.?*? Der Einbau von O-Alkyl-Substituenten hat zum Antagonisten

UVI3003 (29) gefiihrt,?® der aber keine stabilisierende Wirkung auf den tetrameren inaktiven
Zustand des RXR gezeigt hat.23* Hingegen wirken Analoga mit kiirzeren Alkoxy-Seitenketten
als partielle Agonisten, denn sie binden die RXRa-LBD in zwei verschiedenen Konformationen,
was zur Bildung von RXRao-Tetrameren fuhrt, die aus aktivierten (H12 in gefalteter
Konformation) und unterdrickten (H12 in gedffneter Konformation) Formen von RXRa

bestehen. Diese Bindung ist durch Co-Kristallstrukturen von RXRa-LBD und dem Co-Aktivator

Peptid TIF2 NR2 bestatigt worden. 232233
‘O O~

‘O O Xx. COOH O . _COOH
HO HO

CD3254 (27) UVI3003 (28)
Abbildung 17: Von 9CRA (1) abgeleitete ortho-Substituierte Biphenyle.

Diarylamine
Mit Bexaroten verwandte Diarylamine weisen eine Reihe besonderer Rexinoid-Funktionen auf,

darunter die differentielle Modulation von RXR-Heterodimeren.235236
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Die Verbindung NEt-4I1B (29) hat in einem Luziferase-Reportergen-Assay eine 50-60%ige
Aktivitat bei allen RXR-Subtypen (ECso = 169 nM) gezeigt?®” und ist als partieller RXR-Agonist
charakterisiert worden, da er sowohl Co-Aktivatoren als auch Co-Repressoren rekrutiert. Die
orale Verabreichung von 29 an Mause hat zu antidiabetischen Wirkungen geflihrt, ohne die

unerwilinschten Nebenwirkungen von Vollagonisten hervorzurufen.?3®

Der Agonist CBt-PMN (30)2%:2% st ein reprasentatives Mitglied einer Klasse von Liganden mit
eingeschrankter Konformationsflexibilitat. /n vitro hat 30 selektiv die RXRa-PPARy und RXRa-
LXRa-Heterodimere als partieller Agonist (ECso = 143 nM, Emax = 75 %) aktiviert, wahrend in
vivo (ECso = 15 nM, Emax = 67%) positive Wirkungen (starke Glukosesenkung, Verbesserung
der Insulinsekretion und Glukosetoleranz) in Mausen mit Typ-2-Diabetes beobachtet worden
sind.?* Interessanterweise haben Co-Kristallstrukturen gezeigt, dass 30 die RXRa-LBD in
zwei verschiedenen Konformationen binden kann, was zur Bildung von RXRa-Tetrameren
fuhrt, die aus aktivierten (H12 in gefalteter Konformation) und unterdriickten (H12 in gedffneter
Konformation) Formen von RXRa bestehen, was die partialagonistische Aktivitat erklart.24°

Fiur das Diarylamin 31 sind zahlreiche Effekte beobachtet worden, die unter anderem fir die
Behandlung von Alzheimer-Krankheit, Krebs und Neuroinflammation von Bedeutung sein
kdnnen. Bei in vivo Versuchen in ernahrungsinduzierten fettleibigen Mausen hat 31 die
Muskelausdauer, den Nichternblutzucker und die orale Glukosetoleranz sowie das
Korpergewicht und Nuchtern-Triglycerid-Spiegel erhdht. Bei adipbésen Mausen hat 31 das
Gesamtcholesterin und LDL-c gesenkt. Dartber hinaus hat 31 bei db/db (diabetic)-Mausen
einen steilen und dosisabhangigen Ruckgang der HbA1c-Werte bewirkt und den

postprandialen Blutzuckerspiegel sowie das Nicht-HDL-c verringert. '

Die Verbindung XCT0135908 (32) ist nach einem virtuellen Screening entdeckt worden und
aktivierte selektiv Nurr1-RXR-Heterodimere in CV-1-Zellen des Afrikanischen Grinen Affen.
Selektive Nurr1/RXR-Liganden wie dieser sind von groRem Interesse fir die Behandlung von

neurodegenerativen Erkrankungen.?*!

Kdirzlich ist aus dem Diarylamin-Derivat WY 14,643 (33) ein wirksamer und selektiver RXR-
Modulator abgeleitet worden. 33 ist seit langem als PPAR-Agonist bekannt, hat aber auch eine
RXR agonistische Aktivitat auf alle drei Subtypen. 33 ist im Vergleich zu Bexaroten (19)
bezuglich der Ldslichkeit, Lipophilie und Zytotoxizitat Gberlegen. Aus diesen Grinden wurde
33 umfassend zu 34 optimiert, einem potenten und selektiven RXR-Modulator mit geringer

Toxizitat und deutlich besserer Loslichkeit.10-242
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Abbildung 18: Molekulstruktur ausgewahlter Diarylamine.

Dibenzodiazepine

Dibenzodiazepin-Derivate stellen die wichtigste Klasse von RXR-Antagonisten dar. HX600
(35) hat eine duale Funktion bei der Regulierung von RXR-Aktivitaten. Wahrend es bei
niedrigen Dosen als RXR-Synergist wirkt, antagonisiert es RXR-RAR bei hohen
Konzentrationen.?** Obwohl es sich um einen schwachen RXR-Agonisten handelt, ist 35 in der
Lage, uber einen allosterischen Effekt selektiv NGFI-B-RXR- und Nurr1-RXR-Heterodimere zu
aktivieren.”® Durch Modifikationen des Gerlsts sind RXR-Antagonisten wie das Nitroderivat
HX531 (36) entstanden.?** Es hemmt sowohl die RXR-Transaktivierung als auch die HL-60-
Zelldifferenzierung, die durch RAR-RXR-Heterodimere vermittelt werden als auch die durch
einen RAR-Agonisten induzierte Transaktivierung von RARs.?*5 Es antagonisiert aber nicht
das PPARa/RXR-Heterodimer.246

HX600 (35) HX531 (36)
Abbildung 19: Dibenzodiazepine HX600 (35) und HX531 (36) als RXR-Antagonisten.
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Andere kiirzlich entdeckte Chemotypen

Kirzlich  sind  strukturell neue Liganden aus computergestitzten Screenings
hervorgegangen,?*"24¢ welche die strukturelle Vielfalt der bekannten RXR-Liganden erhdhen
und neue Arten von Liganden-LBD-Interaktionen offenbaren. In diesem Zusammenhang
haben Merk et al. bei der Durchsuchung einer Datenbank aus 3,38 Millionen im Handel
erhaltlichen Verbindungen die agonistische Aktivitat von strukturell neuartigen RXR-Liganden
entdeckt, wie z. B. die Verbindung 37 (Abbildung 20), die mikromolare Potenz und eine
moderate RXRB- und RXRy-Selektivitat aufweist.?*® Diese ist anschlieBend von Pollinger et al
in systematischen SAR (Struktur-Wirkungs-Beziehung)-Studien zu unter anderem 37-40
optimiert worden. Diese strukturellen Modifikationen haben nicht nur zu einer héheren RXR-
Potenz, sondern auch zu einer Subtyp- und Heterodimer-Praferenz gefuhrt. Um dies zu

veranschaulichen, sind die EC-so-Werte von 37-40 in Tabelle 2 zusammengefasst.?°

Tabelle 2: Vergleich der ECso-Werte der Verbindungen 37-40.250

RXRa RXRB RXRy
ECso[uM](fach-aktiv)
37 11,87 (5,7+0,4) 11,7+0,1 (71+1) 14,1+0,1 (58+1)
38 Inaktiv bei 10 uM 6,610,8 (3847) Inaktiv bei 10 uM
39 3,1+0,1 (50+2) 3,740,2 (122+4) 12,5+0,4 (25+1)
40 0,21+0,01 (24,7+0,2)  0,29+0,01 (62,1+0,3) 1,00+0,04 (14,1+0,3)

COOH COOH
tBu \’/‘/ tBu \,/‘/\
tBu 37 tBu 38
COOH O COOH
F3C ! F3C O

CF3 CF3
39 40

Abbildung 20: Ein neuartiger Biphenyl-basierter Chemotyp von Retinoid-X-Rezeptor-Liganden
ermoglicht Subtyp- und Heterodimer-Praferenzen .

Ahnlich haben Schierle et al. eine Sammlung aus zugelassenen Fettsduremimetika an
Kernrezeptoren in einem Gal4-basierten Reportergen-Assay getestet und eine schwache

Modulation von RXR durch Oxaprozin (41; Abbildung 21; RXRa, ECsp = 16 uM, 23%
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Aktivierung; RXRB, ECso = 25 pM, 43% Aktivierung; RXRy, ECso = 40 pM, 9% Aktivierung),
einem nicht-steroidalen Antirheumatikum festgestellt.?%" Im Vergleich zu Bexaroten (19) bietet
41 bessere Wasserloslichkeit (41: 13,3 mg/L; 19: 0.3 mg/L), Pharmakokinetik und klinische
Sicherheit, was 41 fir die Entwicklung potenter RXR Aktivatoren mit verbesserten
Eigenschaften geeignet macht. Basierend auf dem SOSA (selective optimization of side-
activities, Selektive Optimierung von Nebeneffekten)-Ansatz ist es den Autoren gelungen,
durch SAR-Studien unter anderem die Verbindung 42 als Agonisten zu entwickeln, wobei die
RXR-Aktivitat, Lipophilie und pharmakokinetischen Eigenschaften denen von 19 Uberlegen
sind. 42 ist RXR-spezifisch, da es keine Aktivitat auf andere Kernrezeptoren wie RAR, PPARY,
LXR, FXR und CAR gezeigt hat. Dartber hinaus konnte keine Cyclooxygenasehemmung bei
42 festgestellt werden, was die Eliminierung der urspringlichen COX-hemmende Aktivitat von
41 und das SOSA-Konzept belegt. Des weiteren weist 42 ein gunstiges pharmakokinetisches
Profil verbunden mit einer Halbwertszeit von mehr als drei Stunden und keiner Akkumulation
in der Leber auf. DarUber hinaus haben die Autoren die Aktivitat von 42 auf die RXR-regulierte
Genexpression in der menschlichen Hepatozyten-Zelllinie HepG2 getestet. Dabei hat 1 pM
von 42 eine mRNA-Induktion von ABCA1 sowie des Transkriptionsfaktors SREBP1c (sterol
regulatory element-binding protein 1c) gezeigt. In Mausen hat eine einmalige orale Dosis von
10 mg/kg von 42 die hepatische Expression von ABCA1, ApoE und SREBP1c induziert, was
die RXR-Aktivierung durch 42 in vivo bestatigte.

Tabelle 3: Daten zur in vitro-Aktivitdt sowie zu physikochemischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften von Bexaroten (19) und dem neuen RXR-Agonisten 42,251

19 42
ECso[uM] (RXRa/Bly)  0,03/0,02/0,03 0,25/0,35/1,6
Relative Effizienz 100/100/100% 26/26/28%
Zytotoxizitat ICs0 ~20 UM 1C50>100 pM
Wasserl6slichkeit 0,3 mg/L 21+ 1 mg/L
Lipophilie 6,9 53
Halbwertszeit 1,2-1,8 h >3 h
Crmax 0.6-1.2 pg/mL 33 pg/mL
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Abbildung 21: Der NSAR Oxaprozin (41) und der durch den SOSA-Ansatz entwickelte RXR-Agonist 42
von Schierle et al.?5"

Neben natirlichen Substanzen und zugelassenen Arzneimitteln als RXR-Liganden ist die
Verbindung 43 als selektiver RXRa-Agonist bei dem Screening einer Bibliothek aus 5.000
Substanzen entdeckt worden. Sie induzierte die Apoptose von MCF-7-Brustkrebszellen und
hemmte die Proliferation von HL-60-Zellen.?’" Die strukturelle Grundlage der Interaktion mit
RXR ist jedoch noch unklar trotz umfassender SAR-Studien, die nach dem Docking der

Leitstruktur durchgefiihrt worden sind.?%?

43

Abbildung 22: RXR-Ligand 43 mit unbekanntem Aktivierungsmechanismus.

Nicht klassische RXR-Modulatoren

Der nicht klassische RXR-Modulator 45 ist reprasentativ flr einen neuen RXR-Chemotypen,

der weder die RARs noch PPARYy aktiviert. Docking-Experimente haben die Stabilisierung des
Komplexes durch die Bildung einer Salzbricke zwischen der Carbonsaure von 45 und Arg316,
Wechselwirkungen der Indolringe mit Cys269 und Cys432 sowie Interaktionen von den N-
Methylgruppen mit hydrophoben Resten der RXR-LBD angedeutet.?

Ein virtuelles Screening unter Verwendung der Co-aktivator-Bindungsstelle der Kristallstruktur
des RXRa-CD3254-CoA-Peptids hat zur Entdeckung des neuen Antagonisten 46 gefuhrt, der
eine gewisse Selektivitat fur RXRa gegenuber anderen NRs sowie fur die RXR-Heterodimere
aufweist.?>* 46 hat die Akt-abhangige Aktivierung von RXR in mehreren Krebszelllinien in
Abwesenheit oder Anwesenheit von TNFa (Tumornekrosefaktor a) gehemmt.?®* Neuere
Studien haben belegt, dass 46 an die Co-Aktivator-Bindungsstelle von RXR bindet und somit

einen neuen Typ von RXR-Modulator darstellt.?>°
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Sulindac-Analoga mit erhohter Affinitat fur tRXRa (truncated RXRa, gekirzter RXRa) wie K-
8012 (47) sind ebenfalls entwickelt worden.?® K-8012 zeigt eine verbesserte Aktivitat bei der
Hemmung des tRXRa-vermittelten PI3K (Phosphatidylinositol 3'-Kinase) /Akt Signalweges. Es
ist als Antagonist von RXRa in Co-Transfektionstests charakterisiert worden und in
zellbasierten Assays wirksamer als Sulindac bei der Induktion von Apoptose und der
Hemmung der Bindung von tRXRa an die regulatorische Untereinheit p85a von PI3K gewesen.
46 bindet wie einige bereits erwahnte RXR-Antagonisten wie 10, 16, 17 und 30 nicht an die
Ligandbindetasche, sondern an eine hydrophobe Flache in der LBD-Nahe und stabilisiert die

tetramerische, inaktive Form von RXR.%%"

44 45

L \N/H\H/\S/NM/SQ O \
(0]

N.
. (M
HN—-N
NS o F
46 K-8012(47)

Abbildung 23: Nicht-Klassische RXR-Modulatoren 44-47.

1.5.4 Herausforderungen bekannter RXR-Liganden

Seit den 1990er Jahren haben zahlreiche in vitro und in vivo Experimente sowie verschiedene
klinische Studien zu den pharmakologischen Wirkungen der RXR-Modulation sehr
vielversprechende Effekte von RXR-Agonisten bei verschiedenen Pathologien nachgewiesen.
Trotz dieser Ergebnisse ist bislang nur der RXR-Agonist Bexaroten (19) als Arzneistoff
zugelassen. Dies ist zum Teil auf die mit Bexaroten und anderen RXR-Agonisten beobachteten
unerwlnschten Wirkungen wie Hypothyreose aufgrund des Antagonismus des TR-Rezeptors
sowie Hyperlipidamie und Hauttoxizitat als Folge des RAR-Agonismus zurlickzufiihren, 20258

Dazu kommt, dass die RXR-Agonisten oft unter schlechten physikochemischen Eigenschaften
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und mangelnder Subtyp-Selektivitdt leiden, was ihr Nebenwirkungsprofil zusatzlich
verschlechtert und ihre therapeutische Anwendung einschrankt. Wahrend die Verbesserung
der physikochemischen Eigenschaften von RXR-Modulatoren im Hinblick auf eine bessere
Loslichkeit und verringerte Lipophilie in letzter Zeit erreicht wurde, sind bisher nur geringe
Fortschritte bei der Verbesserung der Subtypen-Selektivitat erzielt worden.”" Um ihre Wirkung
gezielter zu entfalten und weniger unerwiinschte Wirkungen hervorzurufen, bedirfen RXR-
Modulatoren nicht nur einer Selektivitat fir RXR, sondern auch einer Subtypen-Praferenz,
denn die RXR-Subtypen kénnen unterschiedliche Effekte in unterschiedlichen Geweben
vermitteln. Dabei ist die Subtypen-Praferenz trotz der strukturellen Ahnlichkeit der RXR-
Subtypen a, B und y nicht wie urspriinglich angenommen unerreichbar. Dem Naturprodukt
Valerensaure (18) ist eine ausgepragte Praferenz fur den RXRB-Subtypen nachgewiesen
worden.?*® SAR-Studien auf der Basis unterschiedlicher Chemotypen?#2250251 haben ebenfalls
gezeigt, dass die Entwicklung von RXR-Liganden mit Subtypen-Praferenz madglich ist. Diese
Beobachtungen und synthetische Fortschritte haben die Mdoglichkeit der Entwicklung

Subtypen-selektiver RXR-Liganden offenbart.
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2. Zielsetzung

Wie in Kapitel 1 dargelegt, besteht ein Bedarf an RXR-Liganden, die selektiv oder wenigstens
praferenziell nur einzelne RXR-Subtypen modulieren. Auf der Basis der in friheren Arbeiten
entwickelten RXR-Agonisten 39,20 48,29 und 49-50°*° sollten in dieser Arbeit
Strukturmodifikationen identifiziert werden, die zu einer RXR-Subtypenpraferenz beitragen.
Sowohl 48 als auch 49 zeigten bereits eine Praferenz fur die RXRa und RXRB-Subtypen
gegenuber RXRy, wahrend die Verbindungen 39 und 50 eine geringere Praferenz aufwiesen.
Ausgehend von der héheren Subtyp-Praferenz von 49 gegenulber 50, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass eine Anderung der Ausrichtung des Dihydroinden-Motivs von der 5- zur 4-
Verknupfung begtnstigt werden kénnte. Dies wurde auch durch die Struktur des funktionell
selektiven RXRB-Agonisten Valerensaure (18), der ein ahnliches 4-verknupftes
Hexahydroinden-System aufweist, unterstitzt. Zudem wurden der bevorzugte 2-Methyl-
Substituent von 48 und die 7-Methyl-Gruppe in 18 als vielversprechende potenzielle
Modifikationen angesehen, um eine Subtyp-Praferenz zu erzielen. Auf der Grundlage dieser
Hypothesen sollte ein neuer RXR-Agonist-Chemotyp (A) entwickelt und durch SAR-Studien

zu RXR-Subtyp-praferentiellen Liganden optimiert werden.

48 49
RXRa: ECsg = 27 uM (9+1) RXRa: ECsp = 9,1 UM (43£1) RXRa: ECso = 9,9 uM (58+2)
RXRB: EC50 = 5 pM (69+1) RXRB: ECsq = 8,9 uM (42+2) RXRB: ECsq = 8,3 UM (31£2)
RXRy: ECso = 43 pM (441) RXRy: inaktiv (30 uM) RXRy: ECg > 30 pM

(0]

OH

39

CF3

RXRa: ECso = 3 UM (50+2) RXRa: ECsp = 7 UM (2943)
RXRB: ECs0 = 4 UM (122+4) RXRB: ECsg = 9 UM (28+1)
RXRy: EC50 = 13 pM (25+£1) RXRy: ECsq = 17 UM (5+0,2)

Abbildung 24: Vergleich der RXR-Aktivitat der Verbindungen 18, 39 und 48-50 von denen der Chemotyp
A abgeleitet wurde.

Auf der Grundlage des Chemotyps A sollte aulerdem die Rolle der Acrylsaure-Struktur, die
sich sowohl im endogenen Liganden 9CRA (1) als auch im RXR-aktivierenden Naturstoff

Valerensaure (18) wiederfindet, in Bezug auf die RXR-Aktivitat und die Subtypen-Selektivitat
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untersucht werden, weil die sterische Umgebung und die Ausrichtung der Carboxylsadure-
Struktur eines RXR-Liganden innerhalb der LBD eine wichtige Rolle bei der Bindung spielen
und daher mdglicherweise entscheidend zur Subtypen-Praferenz beitragen kénnen. Dabei
sollten insbesondere das a-Methyl-Motiv von 18 und die 3-Methyl-Substitution von 1 in den
SAR-Studien hinsichtlich der RXR-Subtyp-Praferenz erprobt werden. Die in den SAR-Studien
gewonnenen Erkenntnisse sollten abschliefiend auf andere RXR-Ligand-Chemotypen

Ubertragen werden.

COOH
9-cis-Retinsaure (9CRA,1) Valerensaure (18)
Rs
X _COOH
—— 0] R R4

R A

Abbildung 25: Fusion der a- und B-Methylacrylsaure-Teilstruktur von 18 bzw. 1 mit dem Chemotyp A
zu Chemotyp B, welcher zu RXR-Subtyp-praferentiellen Liganden optimiert werden soll.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Synthese der im Folgenden dargestellten Derivate erfolgte mittels nasschemischer
Synthesemethoden, die im Kapitel 5 ausfiihrlich beschrieben werden. Die Struktur-Wirkungs-
Beziehungen (SAR) der dargestellten Derivate wurden mithilfe von in vitro-Reportergen-
Assays, die ebenfalls im Kapitel 5 naher erlautert werden, ermittelt. Die Ergebnisse der
Indanyloxymethylbenzoesaure- und Indanylaminomethylbenzoesaure-Derivate wurden im

Journal of Medicinal Chemistry®®° bereits publiziert.
3.1 Synthese der Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate

Es wurden insgesamt dreiundzwanzig Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate (86-108)
synthetisiert. Die allgemeine Syntheseroute dieser Derivate ist im Schema 1

zusammengefasst.

Ausgehend von Methylbenzoesaure, Methylphenylessigsaure oder Methylphenylpropansaure,
welche in ortho-Position methyliert sein kdnnen, wurden zunachst die entsprechenden
Ethylester gebildet. Diese wurden in einer radikalischen Reaktion mittels NBS (N-
Bromsuccinimid) und AIBN (Azobis(isobutyronitril)) in der Benzyl-Position bromiert und in einer
anschlieflenden Williamson’schen Ethersynthese mit 2,3-Dihydro-1H-inden-4-ol (63) oder 7-
Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64) zu den entsprechenden Ethern umgesetzt. Die
Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate wurden in einer abschlielienden

Esterhydrolysereaktion mittels Lithiumhydroxid erhalten.

EtOH/H,SO, 1 eq NBS
N Rig (20:1, viv) e Rig 10-mol% AIBN . Br R4 o
PNy on  Rickfluss, 2 h S o~~~ CHCl3,Rickfluss, 1-12 h N
n=0-2 80-90 % Ausbeute n=0-2 10-96 % Ausbeute n=0-2
| 1] 1
\& 487 aqg. LiOH (5 eq, 1 M) R24870 R4
- (0]
2 eq K,CO4 o/\ THF, RT- 60 °C, 1-12 h L@[H)L
0 R4=H, CH o - OH
DMF, 80-100 °C, 18 h 1=H. CHa, = 02 70-98 % Ausbeute Ry=H, CH3, F N
Ro=H, CH3 R.=H. CH n= 0-2
25-97 % Ausbeute 2=H, CHs
\" v

Schema 1: Allgemeine Syntheseroute der Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate.

Es handelt sich bei der dargestellten Esterbildung um eine sdurekatalysierte Veresterung.
Dabei wird zundchst die Methylbenzoesdure, Methylphenylessigsaure oder
Methylphenylpropansaure (l) durch Schwefelsdure am Carbonylsauerstoff protoniert, wodurch

die Elektrophilie des Carbonyl-Kohlenstoffs erhéht wird, indem sich das Carbenium-Oxonium-
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lon (VI) bildet. Anschlie3end greift der Sauerstoff des Ethanols das Carbenium-Oxonium-lon
(V1) in einer nukleophilen Reaktion an, was zur Bildung des Oxonium-lons (VII) fihrt. In einer
intramolekularen Protonenwanderung lagert sich VII in das Oxonium-lon (VIII) um. Durch die
Abspaltung eines Wassermolekiils bildet sich ein neues Oxonium-lon (IX), welches zum

gewunschten Carbonsaureethylester deprotoniert wird (Schema 2).

Die Uberfiihrung der freien Carbonséuregruppe in einen Carbonsaureester ist notwendig und
schitzt die Sauregruppe vor unerwiinschten nukleophilen Nebenreaktionen, die wahrend der
Ethersynthese stattfinden kdnnen. Unter den Reaktionsbedingungen der Ethersynthese wiirde
die Carbonsaduregruppe durch das in der Reaktionsldsung vorhandene Kaliumcarbonat
deprotoniert werden und anschliellend eine nukleophile Substitution mit weiteren Brom-

Derivaten eingehen.

R -H
N0 HS0, | o R R g
o > _ | <> L s H L * H
OH OH 0 0 J
n= 0-2 n= 0-2 n=0-2 n=0-2 ?
| Vi Vi oI H
g
Ry _H Ry _H Ryt H R
B o D &o DD 0 H_»_,\ e
L H P> (2 H = | . L
6.9 o -H0 0™ -H0 o™
~ |
n=0-2 r H) n=0-2 r H n=0-2 n=0-2
vl Vil IX I

Schema 2: Reaktionsmechanismus der Veresterung.

Die auf die Esterbildung folgende radikalische Bromierung mit N-Bromsuccinimid und
Azobis(isobutyronitril), auch bekannt als Wohl-Ziegler-Reaktion ermdglicht eine gezielte
Bromierung der Benzyl-Position. Dabei wird das fur die Bromierung bendtigte Brom in einer
geringen Konzentration in situ gebildet, was eine Additionsreaktion von Brom an das T1r-
Elektronensystem verhindert. Das in NBS als Verunreinigung vorhandene molekulare Brom
wird zu Beginn der radikalischen Reaktion durch AIBN in zwei Bromradikale gespalten. Ein
Bromradikal spaltet ein Wasserstoffatom vom Benzyl-Kohlenstoff ab, was zur Bildung des
Benzylradikals und von Bromwasserstoff fuhrt. In einer Symproportionierungsreaktion von
Bromwasserstoff mit NBS wird molekulares Brom erzeugt, welches mit dem Benzylradikal zu

Benzylbromid lll reagiert.

Wahrend der Radikalbildung findet ein Ubergang von sp®- zu sp?-Hybridisierung des

Kohlenstoffatoms statt, wobei die Stabilisierung des sp?-hybridisierten Zustands fir die

Geschwindigkeit der radikalischen Reaktion entscheidend ist. Im Fall des Benzylradikals wird

der sp?-hybridisierte Zustand durch die vollstandige Uberlappung des Atomorbitals 2p, des

Benzylkohlenstoffs mit dem benachbarten m-Elektronensystem, auch Konjugation genannt,

stabilisiert. Dartiber hinaus |asst der sterische Druck bei der Bildung des Radikals nach, denn
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eine Methylgruppe steht aufgrund ihrer drei Wasserstoffatome unter einem héheren sterischen
Druck als ein Methylradikal. Energetisch betrachtet, liegt das Radikal (ZS1) auf einem
geringflgig hdheren Energieniveau als das Edukt, wahrend sich das Produkt auf einem noch
geringeren Energieniveau als das Edukt befindet. Die Bildung des Benzylradikals verlauft also
endotherm, wahrend die Entstehung des Brom-Derivats eine exotherme Reaktion darstellt. Es
handelt sich um eine exergonische Reaktion, wenn beide Reaktionen zusammen betrachtet
werden. Das Nachlassen des sterischen Drucks bei der Bildung des Benzylradikals, die
anschlielRende Stabilisierung des Benzylradikals durch Orbitaliberlappung und der
Energiegewinn durch die Bildung des Produkts sind die treibenden Krafte dieser

homolytischen Reaktion.

.m H R1 H R1
\ O . \ O
Br H ; : 2 ) : + H—Br
H Z o/\ H = o/\

n=0-2 n=0-2
I ZS1

0]
N—Br + H-=Br —— N-H + Br—Br
)

(0]
R R
Q—Q 0 N o Br\_l Xo .
r—or i — i + Br
H P O/\ 7 O/\
n=0-2 n=0-2
ZS1 ]

Schema 3: Molekularer Mechanismus der radikalischen Bromierung.

Ausgangssubstanzen wie ortho-, meta- oder para-Methylbenzoesaureethylester ergaben die
hochsten Ausbeuten (90-96%), denn sie enthalten nur eine Benzyl-Position. Je mehr
benzylische Stellen vorhanden waren, umso geringer fielen die Ausbeuten aufgrund
Mehrfachbromierungen aus. Ein dhnlicher Trend wurde bei den Edukten mit verlangerten
Saureketten wie Methylphenylessigsaureethylester und Methylphenylpropansaureethylester
beobachtet. Bei diesen Ausgangssubstanzen kann die Radikalbildung am a-Kohlenstoffatom
zur Carbonylgruppe durch die stabilisierende Wirkung der Carbonylgruppe auf das Radikal
beginstigt werden. Allerdings Uberwiegt die Stabilisierung der Benzyl-Position durch das -
Elektronensystem die Stabilisierung der a-Position zum Carbonylkohlenstoff durch die

Carbonylgruppe.

43



Im Schema 4 sind die Brom-Derivate nach Ausbeute geordnet. Das Derivat 52 enthalt im
Vergleich zu 51 zusatzlich eine Benzylposition mit aciden Wasserstoffatomen. Der Ersatz
eines Wasserstoffatoms durch Brom in dieser Position fihrte zu einer deutlich geringeren
Ausbeute als beim Derivat 51. Im Vergleich zu 52 enthalt 53 neben der zusatzlichen
Benzylposition noch eine acide Methylengruppe, was sich in der deutlich geringeren Ausbeute
im Vergleich zu 52 widerspiegelte. Zwischen den Produkten 55 und 56 gibt es kaum einen
Unterschied in der Ausbeute aufgrund der sterischen Hinderung der Bromierung der ortho-

Methylgruppe und des a-Kohlenstoffatoms zur Carbonylgruppe nachvollziehbar ist.

Br Br Br
L8
> >
O\/ O/\ O\/

(0] (0]
51 52 53
96 % 61 % 17 %

Br Br Br
0] >
o> m 0

o o
54 55 56
47 % 28 % 27 %

Schema 4: Vergleich der Ausbeuten der ortho-Brommethyl-Derivaten erreicht.

Neben den Effekten der Saurekettenlange und der Methylgruppe in ortho-Position hatte auch
die ortho-, meta- oder para-Stellung der Benzylradikale eine Auswirkung auf die Ausbeute. Je
weiter das Benzylradikal von der Carbonylgruppe entfernt ist, desto hdher war die Ausbeute
bei den Brommethylbenzoesaureestern. Dies kann auf die elektronischen Effekte und die
sterische Hinderung des Angriffs des volumindsen Bromatoms auf das Benzylradikal durch
den Saure-Sauerstoff zurlickzufiihren sein. Das folgende Schema 5 fasst diese Unterschiede

Zusammen.
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Schema 5: Vergleich der Ausbeuten der ortho-, meta- und para-Brommethylbenzoesaure-Derivate.

Bei den Brommethylphenylessigsaure-Derivaten wurde ein entgegengesetzter Trend
beobachtet (Schema 6). Aufgrund der steigenden sterischen Hinderung des radikalen Angriffs
eines Bromradikals auf den a-Kohlenstoffatom zum Carbonylkohlenstoff durch das Bromatom,

steigt die Ausbeute von para- zu ortho-Stellung bei den Bromethylphenylessigsdure-Derivaten.

Br Br
0
o~ > o > ~7
Br )
o) o
59 60

52
77 % 74 % 61 %

Schema 6: Vergleich der Ausbeuten der ortho-, meta- und para-Brommethylphenylessigsaure-Derivate.

Neben den oben genannten Faktoren, die sich auf die Bromierung auswirken, wurde auch ein
Halogen-Effekt festgestellt (Schema 7). Die Substitution der ortho-Methylgruppe durch ein
Fluoratom flhrte bei den Methylbenzoesaureestern zur einer leicht erhéhten Ausbeute. Der
Grund liegt darin, dass die unerwinschte Bromierung der ortho-Methylgruppe beim Fluor-
Derivat entfallt. Hingegen wurde ein gegenteiliger Effekt des Fluoratoms auf die
Brommethylphenylpropansaure-Derivate beobachtet. Hier spielte offensichtlich die sterische
Hinderung des radikalischen Angriffs auf den a-Kohlenstoff zum Carbonylkohlenstoff durch ein
Bromradikal eine gréfiere Rolle. Einerseits ist die Bromierung der ortho-Methylgruppe und des
a-Kohlenstoffs zum Carbonylkohlenstoff sterisch unglnstig. Anderseits ist das Fluoratom
kleiner als die Methylgruppe, was die Bromierung des a-Kohlenstoffs zum Carbonylkohlenstoff
begunstigt. AuBerdem kdnnte der negative induktive Effekt des Fluoratoms das Benzylradikal
zusatzlich destabilisieren, was die Ausbeute vermindern kann. Im folgenden Schema 7 sind

die Ausbeuten der ortho-Fluor-Derivate mit den ortho-Methyl-Derivaten verglichen.
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Schema 7: Vergleich der Ausbeuten der Fluorbrom-Derivate mit den Brommethyl-Derivaten.

Die Bildung der Ether-Derivate IV erfolgte Uber die Williamson’sche Ethersynthese. Als
Ausgangssubstanzen wurden die Bromderivate Ill und 2,3-Dihydro-1H-inden-4-ol (63) oder 7-
Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64) verwendet. Mechanistisch betrachtet, handelt es sich
um eine bimolekulare nukleophile Substitution mit Bromid-lon als Abgangsgruppe, denn die
Benzylposition der Bromderivate Ill ist eine C-H-acide Stelle aufgrund der
elektronenziehenden Effekte des gebunden Bromatoms. Die Alkohole 63 und 64 stellen jeweils
die angreifenden Nukleophilen dar, wobei ihre Nukleophile zunachst durch Deprotonierung zu
den entsprechenden Alkoholaten erhéht werden musste. Das folgende Schema 8 stellt den

Mechanismus der Ethersynthese dar.

S0 36t By o

Rq=H, CH3, F
63: R2=H 63a: R2=H R,=H, CHj
64: R2=CH, 64a: R?=CH, n v
Schema 8: Mechanismus der Ethersynthese.
Die Ausbeuten der Williamson’schen Ethersynthese rangierten zwischen 23% und 97%
(Schema 9).
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Schema 9: Vergleich der Ausbeuten der ortho-unsubstituierten und ortho-Methyl substituierten
Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate in Hinblick auf die Saurekettenlange.

Die Synthese des Indanyloxymethylbenzoesaureethylesters 65 ergab die héchste Ausbeute,
wahrend die Ausbeute des ortho-Methyl substituierten Indanyloxyphenylessigsaureethylesters

69 die geringste war.

Beim Vergleich der ortho-unsubstituierten Derivate 65 und 66 sowie der ortho-Methyl
substituierten Verbindungen 68 und 69 stellt man eine drastische Verringerung der Ausbeute
fest. In der Tat besitzen die Verbindungen 66 und 69 eine C-H-acide Stelle (a-Kohlenstoffatom)
zwischen dem Carbonylkohlenstoff und dem Benzolring. Diese kdnnte deprotoniert werden
und als Nukleophil um die bimolekulare nukleophile Substitution mit dem Alkoholat 63a
konkurrieren, was die deutlich geringere Ausbeute erklaren konnte. Mdglicherweise spielt auch
der positive induktive Effekt des a-Kohlenstoffatoms eine Rolle, denn dadurch ist der Aromat
Elektronenreicher, was die Elektrophilie des Benzylkohlenstoffs verringern kdnnte. Hingegen
fielen die Ausbeuten der Verbindungen 67 und 70 im Vergleich zu 66 bzw. 69 grofier aus, denn
aufgrund der Saurekettenerweiterung wurde die C-H-acide Eigenschaft des a-Kohlenstoffs
durch den positiven induktiven Effekt des B-Kohlenstoffatoms gemindert. Derselbe positive
induktive Effekt kdnnte sich negativ auf die Elektrophilie des Benzylkohlenstoffs auswirken,

was sich insgesamt in der geringeren Ausbeute widerspiegelt.

Die ortho-Methyl substituierten Verbindungen 68-70 weisen im Vergleich zu den ortho-
unsubstituierten Estern 65-67 geringere Ausbeuten auf. Dies konnte auf den positiven
induktiven Effekt der zusatzlichen Methylgruppe in der ortho-Position bei 68-70

zurlckzufiihren sein.
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Die oben dargestellten Trends wurden auch bei den 7-Methyl substituierten Indanyloxymethyl-

benzoesaureestern beobachtet, wobei die Ausbeuten hier geringer ausgefallen sind.

65 71
97 % 44 %
>
0 0
O\/ O\/
68 ) 72
41 % 30 %
o > 0
67 o 73 0o
47 % 38 %

Schema 10: Vergleich der Ausbeuten der unsubstituierten Indanyloxymethylbenzoesaureester mit den 7-Methyl
substituierten Indanyloxymethylbenzoesaureestern.

Diese Verschlechterung der Ausbeute kdnnte dadurch erklart werden, dass die Methylgruppe
in Position 7 des 7-Methyl-2,3-dihydro-1H--4-olat (64a) zur Erhéhung der Elektronendichte am

Aromaten fuhrt, was die Deprotonierung der Hydroxygruppe mdglicherweise erschwert.

Im Vergleich zu den ortho-Methyl substituierten Ester-Derivaten, ergaben die ortho-Fluor-
Derivaten hohere Ausbeuten. Das Fluoratom ist kleiner als die Methylgruppe und hindert
moglicherweise weniger den nukleophilen Angriff der Alkoholate 63a bzw. 64a auf das
entsprechende Bromderivat. Dartber hinaus kdnnte der negative induktive Effekt des
Fluoratoms eine positive Auswirkung auf die Elektrophilie des Benzylkohlenstoffs haben, was
den nukleophilen Angriff von 63a bzw. 64a begunstigt. Das folgende Schema 11 fasst diesen

Vergleich zusammen.
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Schema 11: Gegenuberstellung der Ausbeuten der ortho-Fluor-Esterderivaten und der ortho-Methyl-
Esterderivaten.

Die Hydrolyse der dargestellten Ester stellte den letzten Schritt der Synthese der
Indanyloxymethylbenzoesdureester dar. Dabei handelte es sich um eine basische
Esterhydrolyse mit Lithiumhydroxyd, die nach dem Mechanismus einer bimolekularen
nukleophilen Substitution mit einer tetraedrischen Zwischenstufe (2S2) ablauft. Am Ende der
Reaktion lagen die Produkte Va deprotoniert in der wassrigen Reaktionsldsung vor und wurden
durch eine saure Aufarbeitung in die Endsubstanzen V Uberflihrt. Die Esterhydrolyse ergab
sehr gute Ausbeuten, die zwischen 70% und 98% rangierten, wobei die Reaktionszeit durch
Temperaturerh6hung bis auf 60 °C verkurzt werden konnte. Das folgende Schema 12 zeigt

den Reaktionsmechanismus der Lithiumhydroxid-katalysierten Esterspaltung.

-H,0 5

Ry=H, CHs, F R{=H, CH3, F
| Re=H.CHs n= Ry=H, CH3

v ZS2 Va

R4=H, CHg, F
R,=H, CHs n=

<
{K 7} R 4<< 7} R OH R4<§ ;o R
\_ 1 —>< \_ 1 > — 2 10
o/\
02

n=0-2

Schema 12: Reaktionsmechanismus der Basen-katalysierten Esterspaltung.

Neben den ortho-Methyl- und ortho-Fluor-Indanyloxymethylbenzoesaureestern wurde auch
ein ortho-Chlor-Indanyloxymethylbenzoesaureester-Derivat 82 synthetisiert, um seine RXR-
Aktivitat mit der des Fluor-Derivats 103 zu vergleichen. Die Darstellung dieses Chlor-Derivates
unterschied sich im ersten Syntheseschritt von der im Schema 1 beschriebenen allgemeinen

Syntheseroute.
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Schema 13: Syntheseroute von 3-(2-Chloro-4-(((7-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)propan-
saure (82).

Die Palladium-katalysierte Reaktion des Halogenaromaten 77 mit dem Acroleindiethylacetal
78 ergab eine Mischung aus dem Phenylpropansaureethylester-Derivat 79 und einem
Zimtsaurealdehyd-Derivat 85 als Nebenprodukt. Diese Kreuzkupplungsreaktion, auch Heck-
Reaktion genannt, verlauft Uber eine oxidative Addition des Palladiums an den
Halogenaromaten 77, bei der sich das Palladium in der Oxidationsstufe Il befindet, gefolgt von
einer syn-Addition des Acroleindiethylacetals 78 und einer syn-B-Hydrid-Eliminierung. Der
letzte Schritt bestimmt, ob die Phenylpropansaureethylester-Vorstufe 83 oder das Zimtsaure-
Derivat 84 gebildet wird bzw. in welchem Verhaltnis sie gebildet werden und zwar je nachdem
welches 3-Hydrid eliminiert wurde. Im Folgenden Schema 14 wird der dieser Heck-Reaktion
zugrunde liegende Reaktionsmechanismus naher erlautert. Aus Grinden der Ubersichtlichen
Darstellung wird Pd(OAc). als PdL> abgekurzt.
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Schema 14: Reaktionsmechanismus der Palladium-katalysierten Addition des Acroleindiethylacetals 78 an den
Halogenaromaten 77.

Die in der Reaktionsldsung vorhandene Base Kaliumkarbonat diente der Riickgewinnung
des Palladiums nach folgendem Schema 15.
L, L, o (0]
,/’/ +[1 ™~ ’/’, + Kl +
o /'H_\, _' -
O O_ L L K+
K* K*

(@)

OH

Schema 15: Riickgewinnung des Katalysators PdL2 durch Kaliumcarbonat.

Die Uberfiihrung der Zwischenstufe 83 sowie des Nebenprodukts 84 in die entsprechenden
Phenylpropansaureethylester 79 und Zimtsadurealdehyd-Derivat 85 erfolgte durch eine saure
Hydrolyse. Besteht eine Doppelbindung zwischen dem Acetalkohlenstoff und dem a-
Kohlenstoff bleibt die Hydrolyse des Vollacetals auf einer En-Halbacetal-dhnlichen Stufe
stehen, die zum gewlinschten Carbonsaureester 79 mesomerisiert. Ist der Acetalkohlenstoff
nicht in der Bildung einer Doppelbindung einbezogen, kann die vollstandige Hydrolyse des
Vollacetals zum Aldehyd 85 vollzogen werden. Folglich bestimmt die Stellung der
Doppelbindung, ob ein Carbonsaureester wie 79 oder ein Zimtaldehyd wie 85 gebildet wird.
Der Carbonsaureester 79 wurde mit einer Ausbeute von 42 % erhalten, was darauf hinweist,
dass die Bildung des Carbonsaureesters und des Zimtaldehyds gleichermalien bevorzugt

wird. Im folgendem Schema 16 ist der Reaktionsmechanismus dargestellt.
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Schema 16: Saure-katalysierte Hydrolyse von 83 (a) und 84 (b).

3.2 Design und in vitro Charakterisierung der Indanyloxymethylbenzoesaure-

Derivate

Auf der Grundlage der in Kapitel 2 dargestellten Hypothesen wurde ein neuer RXR-Agonist-
Chemotyp (A) entwickelt und durch SAR (Structure Activity Relationship, Struktur-Wirkungs-
Beziehung)-Studien zu RXR-Subtyp-praferentiellen Liganden optimiert.

3.2.1 In vitro Charakterisierung der Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate

Die RXR-Modulatoren 86-108 (Tabellen 4-9) wurden in einheitlichen Gal4-Hybrid-
Reportergen-Assays auf ihre Aktivitdt auf die drei RXR-Subtypen untersucht. Bei diesen
Assays wurden chimare Rezeptoren eingesetzt, die aus der LBD von humanem RXRa, RXRf
oder RXRy bestehen und mit der DNA-Bindungsdomane des Hefeproteins Gal4 fusioniert
wurden. Eine auf Gal4 reagierende firefly-Luciferase diente als Reporter-Gen und eine
konstitutiv exprimierte Renilla-Luciferase wurde zur Normalisierung der Transfektionseffizienz

und zur Uberwachung der Toxizitat der Testverbindungen verwendet.
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3.2.2 SAR der Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate

Der einfachste Vertreter dieses entworfenen Chemotyps A ist die Verbindung 86. In vitro
aktivierte 86 alle drei RXR-Subtypen im einstelligen mikromolarem Bereich. Zudem zeigte 86
eine etwa 5-fache Praferenz fir RXRa und RXRB gegeniber RXRy, was die im Kapitel 2
dargestellte Design-Hypothese bestatigte. Im Vergleich zum klassischen Rexinoid Bexaroten
(19) zeichnete sich 86 zusatzlich durch eine niedrige Lipophilie aus (alogP?' 3,80 (86) vs. 6,69

(19) und wurde daher als Leitstruktur ausgewanhlt.

O

OH
— o)
R,
86

COOH

R A

Abbildung 26: Optimierung des Chemotyps A zur Leitstruktur 86.

Die systematische Variation der Geometrie des Benzoesaure-Motivs in 86 fuhrte zum meta-
Analogon 87 und zum ortho-Benzoesaure-Derivat 88. Das meta-Analogon 87 war an RXRy
inaktiv und an RXRB um den Faktor 2 starker wirksam als an RXRa. Demgegeniber zeigte
das ortho-Benzoesaure-Derivat 88 keine Aktivitat an RXRs. Die Kettenverlangerung von para-
Benzoesaure (86) zu para-Phenylessigsaure (89) und para-Phenylpropansaureanalogon (90)
wurde in Bezug auf die RXR-Aktivierung bevorzugt. Auerdem behielten 89 und 90 die leichte
RXRoao/B-Préferenz bei. DarUber hinaus zeigte die para-Phenylpropansaure (90) eine
funktionelle Praferenz fur den RXRa-Subtyp, denn es aktivierte RXRa doppelt so effizient wie
RXRB und RXRy.

Tabelle 4: Einfluss der Geometrie der Benzoesaure (87,88) und der Kettenverlangerung (89,90) auf die Aktivitat an
RXR. Die Aktivitat auf RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die maximale relative
Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 uM. Alle ECso-Werte und die maximale relative
Aktivierung sind die MittelwertexStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRpB RXRy
86 COOH 1,2+0,5 uM 1,5+£0,4 uM 8+2 uM
%oﬁ (51+5%) (33£2%)  (59+6%)
87 p\ 712 uM 3,5+0,4 uM > 100
%0 coon (68+9%) (98+4%) MM
88 inaktiv inaktiv inaktiv

OVQ (100 pMm) (100 pM) (100

COOH HM)

89 \/©/\COOH 1,1+0,2 pM 1,5+0,5 pM 4+1 uM
%/0 (65+6%) (97+14%) (57+5%)
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0,6+0,3
(108+11%)

1,7+0,7
(48+7%)

2,6+0,8
(40+4%)

90 COOH
%/O\/Q/V

Basierend auf der vielversprechenden RXRa- und RXRa/3-Praferenz von 86, 89 und 90 und
dem bevorzugten 2-Methyl-Substituenten in 48 sowie der 7-Methyl-Gruppe in 18 als Subtyp-
Praferenz treibende strukturelle Eigenschaften, wurden die Auswirkungen einer strategischen
Methylierung in ortho-Position zur sauren Seitenkette und in Position 7 des Dihydroinden-
Motivs untersucht (Tabelle 5). Wie bereits in Kapitel 1 dargelegt, bilden RXR-Agonisten in der
Regel eine ionische Wechselwirkung zwischen ihrer Carbonsaurestruktur und Arg316 (RXRa)
als starkstem Kontakt, der die Ausrichtung und Position der Ligandenbindung entscheidend
bestimmt.#""% Folglich bestimmt die Lange der sich zwischen der Carbonsaure und dem
Kohlenstoffkette die

Methylsubstituenten am Hauptgerist. Aus diesem Grund musste die Auswirkungen der

Hauptgerist des Molekils befindlichen Bindungsstelle der
Methylierung fir jede Lange der Carbonsdure-Seitenkette des Chemotyps A einzeln
untersucht werden.

Wahrend die Methylierung des Benzoesaurederivates 86 in ortho-Position (91) trotz der
Verstarkung der RXRa-Praferenz mit einem deutlichen Verlust an Wirksamkeit einherging,
fuhrte die Methylierung seines 1,2-Dihydroindens in Position 7 (92) zu einer leichten Erhéhung
der Agonistenaktivitat auf allen RXRs, ohne das Préaferenzprofil zu beeinflussen. Hingegen
verursachte die Fusion beider Methylsubstitutionen in 93 einen vollstandigen Verlust der RXR-

Agonistenaktivitat.

Tabelle 5: Strategische Methylierung von 86. Die Aktivitat auf RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-
Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitdt von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die
ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die MittelwertetStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRpB RXRy
86 COOH 1,2+0,5 pM 1,5+0,4 uM 82 UM
%Oﬁ (51+5%) (332%) (59+6%6)
91 V(>:COOH 23+£3 pM > 100 pM > 100 pM
31+2%
%0 o (31225%)
92 COOH 1,0+0,4 pM 2,0£0,2 uM 5+2 UM
%O\Q/ (67+13%) (65+3%) (46+6%)
HaC
93 inaktiv inaktiv inaktiv
(30 p™m) (30 pm) (30 pMm)

tox. (100 uM)

tox. (100 uM)

tox. (100 uM)
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Die Methylierung des Phenylessigsaurederivates 89 in ortho-Position zur sauren Seitenkette
(94) verringerte die Potenz deutlich, wahrend ein Methylsubstituent am 1,2-Dihydroinden (95)
einen leichten Verlust an Potenz und Aktivitdt verursachte. Wie bei dem Benzoesaure-
Analogon 93 fiuhrte die Doppelmethylierung des Phenylessigsaure-Derivates (96) zu einer
Aufhebung der Aktivitat auf allen RXRs.

Tabelle 6: Strategische Methylierung von 89. Die Aktivitdt auf RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-
Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitdt von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die
ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die MittelwertexStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRpB RXRy

89 \/©/\COOH 1,1+0,2 uM 1,5+0,5 uM 4%1 pM
%O (65+6%) (97+14%) (57+5%)
94 ﬂcom 4314 pM 43+17 uM > 100 pM
%O CH, (27+4%) (10£1%)
95 \/©/\COOH 2,4+0.9 uM 2,520,2 uM 5+2 uM
%G (46+9%) (39+1%) (386%)
HsC

96 > 100 pM > 100 pM > 100 pM

\/@\/\COOH
%0 CH, < 10% akt. < 10% akt. < 10% akt.
HaC

Im Gegensatz zu den Benzoesaure- und Phenylessigsaure-Analoga behielt das ortho-
Methylphenylpropansaure-Derivat 97 die Potenz und die leichte RXRa-Praferenz des
unsubstituierten Analogons 90 trotz eines Rickgangs der Aktivierungseffizienz bei. Die
Methylierung von 90 in der Position 7 des 1,2-Dihydroindens (98) ergab ein ahnliches RXRa-
begunstigendes Profil. Die Kombination beider Methylsubstituenten in 99 verstarkte die
Wirksamkeit auf RXRa weiter, wahrend der RXRB- und RXRy-Agonismus abnahmen. Somit
wirkte 99 als bevorzugter RXRa-Agonist mit ECse-Werten von 0,36 uM (RXRa); 2,1 pM (RXRp)
und 2,8 uM (RXRYy), was einer 6-fachen Praferenz fir den RXRa-Subtyp entsprach. Diese
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass in RXRB und RXRy eine hdhere sterische

Einschrankung besteht, die beiden Methylsubstituenten von 99 zu binden als in RXRa.
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Tabelle 7: Strategische Methylierung von 90 flihrte zum RXRa-praferentiellen Liganden 99. Die Aktivitat auf RXRs
wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die
Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die
MittelwertexStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRB RXRy

90 COOH 0,6+0,3 1,7£0,7 2,61£0,8
%OVQN (108+11%) (48+7%) (40+4%)
97 COOH 0,5+0,1 uM 1,2+0,3 M 3,2+0,5 pM
%om (27+2%) (26+4%) (39+3%)
3
98 COOH 0,74%0,07 pM 1,10,4 uM 2,5+0,3 UM
%/OVQ/V (39+1%) (37+5%) (34+2%)
H;C
99 COOH 0,36+0,08 UM 2,10,6 M 2,840,4 M
%om (37£3%) (40+5%) (77+3%)
3
HsC

Da bereits ein kleiner Methylsubstituent in ortho-Position an der sauren Seitenkette von 86, 89
und 90 tiefgreifende Auswirkungen auf den RXR-Agonismus hatte und insbesondere die
Potenz auf die RXRB- und RXRy-Subtypen verringerte, wurde untersucht, ob ein kleinerer
Fluorsubstituent besser vertraglich ware (Tabelle 8). Ein ortho-Fluor-Substituent am
Benzoesaurederivat (100) zeigte in der Tat eine Aktivitat an allen Subtypen, wahrend das
entsprechende Methylanalogon 91 an RXRB und RXRYy inaktiv war. Aul3erdem zeigte 100 eine
leichte funktionelle Praferenz fir RXRy, indem es eine starkere Aktivierung von RXRy (44 %
maximale relative Aktivierung) als von RXRa (29 %) und RXR (27 %) bewirkte. Dieser Trend
wurde auch in Gegenwart des 7-Methyl-Substituenten am 1,2-Dihydroinden (101) beibehalten,
allerdings mit verminderter Potenz. Die Kombination des ortho-Fluorsubstituenten mit der
Phenylpropansaurekette (102) verringerte die Aktivierungseffizienz auf allen RXRs im
Vergleich zum Methylanalogon 97 und schien nicht begunstigt zu sein. Eine zusatzliche
Einfuhrung des 1,2-Dihydroinden-7-Methyl-Substituenten (103) verstarkte jedoch die RXRy-
Praferenz deutlich. 103 aktivierte RXRa und RXR bei Konzentrationen unter 100 uM nicht,
zeigte aber einen ECso-Wert von 14 uM fur RXRy-Agonismus, was einer mindestens 7-fachen
RXRy-Préferenz entspricht. Die Beobachtung, dass das Fluorderivat 103 eine deutlich hdhere
Potenz auf RXRy aufweist, wahrend das entsprechende Methylanalogon 99 RXRa bevorzugt,
deutet auf die Beteiligung elektronischer Effekte bei der Vermittlung der Praferenz fliir RXRy
hin. Das entsprechende Chloranalogon 104 zeigte einen Verlust der Subtyp-Praferenz und
wirkte als schwacher Pan-RXR-Agonist, was auf eine wichtige Rolle des Fluors in dieser

Position hinweist.
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Tabelle 8: Die Einfiihrung eines Fluoratoms in ortho-Position der Phenylpropansaurekette in Kombination mit einem
Methylsubstituenten in Position 7 des 1,2-Dihydroindens filhrte zum RXR-R-praferentiellen Agonisten 103. Die
Aktivitdt an RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung
bezieht sich auf die Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 yM. Die ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung
sind die MittelwertexStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRp RXRy
100 COOH 0,8+0,2 pM 1,2+0,2 uM 5+1 pM
%OMCEF (2941%) (27+2%) (4445%)
101 COOH 1,6x0,2 uM 2,9+0,6 pM 11+3 uM

%O\/Q:F (28+1%) (18+1%) (365%)
H5;C

102 COOH 2,2+0,8 uM 2,8+0,6 uM 1143 pM
%O - (1822%) (15+1%) (31£6%)
103 COOH > 100 puM > 100 pM 14+2 pM
%o . (28+2%)
HsC
104 COOH 7+1 uM 8,0£0,6 uM 10,620,5 uM

%O o (183%) (16+1%) (11£1%)
H,;C

Wahrend die Reihe der 1,4-disubstituierten Phenylpropansaure-Derivate eine bevorzugte

Aktivierung von RXRa (99) und RXRy (103) ermdéglichte, hatte die vorlaufige Bewertung der
gunstigen Geometrie und des Substitutionsmusters (Tabelle 4) einen niedrigeren ECso-Wert
und eine héhere maximale Aktivierung der 1,3-disubstituierten Benzoesaure 87 auf RXRB im
Vergleich zu den anderen Subtypen ergeben. Auf der Grundlage dieser potenziellen Praferenz
fur den RXRB-Subtyp wurde die SAR von 87 mit der gleichen Strategie wie fur die 1,4-
disubstituierten Analoga untersucht (Tabelle 9). Die Kettenverlangerung von Benzoesaure
(87) zu Phenylessigsaure (105) steigerte die RXRB-Praferenz bemerkenswert. 105 wies einen
ECso-Wert von 12 uM fir die RXRB-Aktivierung auf, zeigte aber nur einen sehr schwachen
(<10%) RXRa-Agonismus und aktivierte RXRy in Konzentrationen bis zu 100 yM nicht, was
mindestens einer mehr als 8-fachen Praferenz fir RXRB entspricht. Eine weitere Modifizierung

von 105 durch einfache (106, 107) oder doppelte Methylierung (108) war nicht produktiv.
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Tabelle 9: SAR der meta-Phenylessigsaure fuhrte zum RXRR-praferentiellen Agonisten 105. Die Aktivitat auf RXRs
wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die
Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die
MittelwertexStandardfehler, n=3.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRB RXRy
87 ﬁ 72 yM 3,5+0,4 uM > 100 pM
%0 COOH (68+9%) (98+4%)
105 V@y < 10% akt. 12+5 uM > 100 pM
%O COOH (52+9%)
106 toxisch > 10 uyM  toxisch > 10 uM toxisch > 10

CHj
%/O\/CQCOOH HM

< 10% akt. < 10% akt. inaktiv

o \/@V
%O COOH (100 ”M)
H,;C

108

toxisch > 10 toxisch > 10 uM toxisch > 10

CHj
%O\/@/COOH HM M
HyC

Um die RXR-Agonisten 99, 103 und 105 als potenzielle chemische Hilfsmittel zu profilieren,
wurde ihre Selektivitat gegenuber verwandten Kernrezeptoren (Abbildung 27a) und ihre
physikochemischen Eigenschaften (Abbildung 27b) getestet. Bei den flir die Subtypen-
selektive RXR-Aktivierung geeigneten Konzentrationen konnte keinen Agonismus von 99 und
103 auf THR, RAR, PPAR, VDR, LXR und FXR festgestellt werden. Der bevorzugte RXR[3-
Agonist 105 aktivierte die PPAR-Rezeptoren nur schwach. Im Vergleich zum Referenz-RXR-
Agonisten Bexaroten (19) war die vorhergesagte Lipophilie (AlogP)?" von 99, 103 und 105
verringert und die vorhergesagte Loslichkeit (AlogS)?®' erhoht. Alle drei neuen RXR-Liganden
wiesen somit akzeptable Eigenschaften auf, die den weit verbreiteten Referenz-Agonisten

Bexaroten (19) Ubertrafen und ihre Eignung als chemische Werkzeuge untermauerten.
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Abbildung 27: Profiling von 99, 103 und 105 als chemische Tools. (a) 99 und 103 waren selektiv gegeniber
verwandten Kernrezeptoren, 105 zeigte einen schwachen PPAR-Agonismus. Die Heatmap zeigt die mittlere relative
Aktivierung im Vergleich zum jeweiligen Referenz-Agonisten, n=3. (b) Vorhergesagte Lipophilie (AlogP) und
Loslichkeit (AlogS) von 99, 103 und 105 (berechnet mit der ALOGPS-Ressource).?8! Referenz-RXR-Agonist
Bexaroten (19) zum Vergleich. Die Abbildung wurde aus eigener Publikation®®® entnommen und entsprechend
angepasst.

Um die Subtypen-Praferenz der Verbindungen 99, 103 und 105 Uber die in vitro Studien hinaus
zu bestatigen, wurden sie in einem Isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) Experiment
untersucht. In Ubereinstimmung mit seinem zellularen RXR-Aktivierungsprofil zeigte 99 eine
Bindung an die RXRa-LBD mit hoher Affinitat (Dissoziationskonstante (Kd) 0,2 uM), wahrend
die Interaktion mit RXRB (Kd 3 uM) und RXRy (Kd 3 uM) wesentlich schwacher war (Tabelle
10). Bei 103 war die Bindung an RXRa und RXRp zu schwach, um durch ITC beobachtet zu
werden, aber die Affinitdt zu RXRy wurde mit einem Kd-Wert von 6 uM nachgewiesen, was
auch mit den Ergebnissen des zellularen Assays im Einklang stand. 105 zeigte eine maRige
Affinitat zu RXRB (Kd 4 uM) mit ungunstiger endothermer Bindung und keiner nachweisbaren
Interaktion mit RXRa und RXRy.

Tabelle 10: Im ITC Experiment ermittelte Bindungsaffinitaten von 99, 103 und 105 zu RXRa-, RXRB- und RXRy-
LBD. Das ITC Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk durchgefihrt.

Substanz Kd(RXRa) Kd(RXRB) Kd(RXRYy)
929 0,2 uM 3 uM 3 uM
103 keine Bindung keine Bindung 6 uM
105 keine Bindung 4 uM keine Bindung
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3.3 Molekulares Docking der RXR-Subtyp-praferentiellen Indanyloxymethyl-

benzoesaure-Derivate

Um die Subtyp-praferentiellen Profile von 99, 103 und 105 auf molekularer Ebene zu erklaren,
wurde ihre Interaktion mit den RXR-LBDs durch Docking modelliert. Die Docking Arbeiten
wurden durch Laura lIsigkeit durchgefiihrt.?® Die Co-Kristallstrukturen der RXR-LBDs im
Komplex mit Palmitinsdure (pdb: RXRa - 7A77, RXRpB - 7A78, RXRy - 7A79)*' dienten als
Vorlagen, um ein einheitliches Set von RXR-Strukturen mit identischem Liganden zu nutzen
und somit eine Verzerrung durch unterschiedliche im Kristall gebundene Liganden zu
vermeiden. Um einen geeigneten Docking-Algorithmus auszuwahlen und den Ansatz zu
validieren, wurde der Referenz-Agonist Bexaroten (19) an die RXRa-LBD dieses Sets unter
Verwendung der Software Molecular Operating Environment (MOE)*2, PLANTS?3 oder
AutoDock Vina*®* gedockt (Abbildung 29). Der Vergleich mit dem kristallisierten
Bindungsmodus von 19 (pdb 4K61)?% ergab die geringste Abweichung (root-mean-square
deviation, RMSD; 0,70) fir AutoDock Vina, welches dann ausgewahlt wurde, um die Bindung

von 99, 103 und 105 rechnerisch zu analysieren.

MOE AutoDock Vina PLANTS

o
¢
RMSD 2.62 RMSD 0.70 RMSD 0.79
Abbildung 28: Vergleich der Docking-Softwares MOE,262 AutoDock Vina?%* und PLANTS?83 fir die Anwendung auf
RXR-Liganden. Bexaroten (19, griin) wurde an die LBD von RXRa (pdb 7A77) aus einem Set einheitlicher
Kristallstrukturen fir RXRa (pdb 7A77), RXRB (pdb 7A78) und RXRy (pdb 7A79) gedockt, die urspriinglich mit
Palmitinséure co-kristallisiert wurde.*! Ein Vergleich mit dem an Bexaroten (19) gebundenen RXRa-Komplex (pdb
4K6l, gelb) ergab, dass die AutoDock-Vina-Vorhersage dem kristallisierten Bindungsmodus am besten dhnelt;

RMSD 0,70. Diese Software schien daher am besten geeignet, um die Bindung von 99, 103 und 105 an RXRs zu
untersuchen. Die Docking-Experimente wurden durch Laura Isigkeit durchgefuhrt.

Das molekulare Docking ergab typische RXR-Agonisten-Bindungsmodi von 99, 103 und 105
in RXRa, RXRB und RXRy (Abbildungen 30 und 37) bestehend aus ionischen
Wechselwirkungen der Carbonsaure mit dem Arginin der LBD (RXRa: Arg316; RXRp:Arg387;
RXRy: Arg317) und einer Wasserstoffbriickenbindung zum Proteinrickgrat (RXRa: Ala327;
RXRB: Ala398; RXRy: Ala328). Neben diesen polaren Kontakten wurde die Bindung von 99,
103 und 105 durch hydrophobe Wechselwirkungen mit den sehr lipophilen RXR-
Ligandenbindungsstellen vermittelt. Obwohl keine wesentlichen Unterschiede in der Bindung

von 99, 103 und 105 an die drei Subtypen festgestellt werden konnten, waren einige
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potenzielle Beitrdge zur Bevorzugung der Subtypen 99 (RXRa) und 103 (RXRy) zu

beobachten.

Fur den RXRa-praferentiellen Liganden 99 wich die vorhergesagte Interaktion mit RXRa von
den RXRB- und RXRy-Subtypen in der gebundenen Konformation von 99 und der Orientierung
in der Bindungsstelle ab (Abbildung 29a, 29b und 30). Dem Docking zufolge band 99 an
RXRa (potenzielle Energie 106 kcal/mol) in einer Konformation mit niedrigerer Energie im
Vergleich zu den vorhergesagten RXRB- (202 kcal/mol) und RXRy-Bindungsposen
(149 kcal/mol). Daruber hinaus besetzte der RXRa-Bindungsmodus die Tasche vorteilhaft und
stimmte gut mit der typischen L-férmigen Bindung von Bexaroten (19) Uberein, wahrend flr
RXRB und RXRy erhebliche Abweichungen von diesem Rexinoid-Bindungsmodus zu
beobachten waren. Die ginstige RXRa-Bindungskonformation platzierte das Benzylether-
Motiv in einer Region mit geeignetem Interaktionspotenzial in der Nahe von Cys269 und
Ala272.

Das Docking des RXRy-praferentiellen Liganden 103 ergab ahnliche vorhergesagte
Bindungsmodi und Konformationen fiir alle RXR-Subtypen. Es wurde jedoch ein zusatzlicher
Kontakt mit Leu327 von RXRy beobachtet, der bei den anderen Subtypen nicht vorhanden
war (Abbildung 29c). Bei naherer Betrachtung zeigte sich aullerdem eine umgekehrte
Position von 1le325 und ein deutlich erhdhtes Interaktionspotenzial fir Fluor in diesem Bereich
von RXRy (Abbildung 29c, roter Pfeil, dunkelgrine Oberflaiche) im Vergleich zu RXRa
(hellgrine Oberflache).
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Abbildung 29: Vorausgesagte Bindungsmodi von 99 (a), 103 (b) und 105 (c) an die drei RXR-Subtyp-LBDs (pdb
RXRa - 7A77, RXRB - 7A78, RXRy - 7A79).#" Das Docking wurde mit Auto-Dock Vina?®* durchgefiihrt. (a)
Vorhergesagte Wechselwirkung von 99 mit RXRa. Bexaroten (19, grau) zum Vergleich. Die rote Flache zeigt das
Wechselwirkungspotential fiir das Benzylether-Motiv. (b) Uberlagerung der Bindungskonformationen von 99 fiir
RXRa (griin),RXRp (dunkelgriin) und RXRy (orange). (c) Vorhersage des Bindungsmodus von 103 in RXRy-LBD
(braun), die ein erhéhtes Wechselwirkungspotenzial fiir Fluor (roter Pfeil) und eine umgekehrte Ausrichtung von
lle325 anzeigt. Die Oberflachen zeigen das Wechselwirkungspotenzial von Fluor in RXRa (hellgrin) und RXRy
(dunkelgriin). Die Docking Experimente wurden durch Laura Isigkeit durchgefiihrt.260
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Abbildung 30: Vorausgesagte Bindungsmodi von 99, 103 und 105 in RXRa (pdb 7A77), RXRB (pdb 7A78) und
RXRy (pdb 7A79). Angedockte Bindungsmodi von Bexaroten (19, grau) zum Vergleich. Das Docking wurde mit
AutoDock Vina?®* durchgefiihrt. Die Docking Experimente wurden durch Laura Isigkeit durchgefiihrt.260

3.4 Biologische Effekte der RXR-Subtyp-praferentiellen Indanyloxymethyl-

benzoesaure-Derivate

Um das Potenzial von 99, 103 und 105 als Subtyp-praferentielle RXR-Agonisten zu bewerten,
wurden ihre unterschiedlichen biologischen Wirkungen in einem Differenzierungsexperiment
untersucht. Aus humanen Adipozyten gewonnene Stammzellen (ASC; ASC52telo, hTERT)
kénnen in Adipozyten differenziert werden,?%®2%” ein Prozess, der entscheidend von der
PPARY/RXR-Heterodimer-Aktivitat abhangt.?®® Die Behandlung von ASC (adipose-derived
stem cells) mit dem PPARy-Agonisten Pioglitazon fuhrte zu einer ausgepragten
Differenzierung zu Adipozyten, wie durch Olrot O-Farbung festgestellt wurde (Abbildung 31).

Die RXR-Agonisten 99, 103 und 105 allein (in ihren ausgewahlten Subtypen-selektiven
Konzentrationen, Abbildung 31) reichten nicht aus, um eine Adipogenese auszuldésen. Die
gleichzeitige Behandlung mit den RXR-Agonisten und 2 uyM Pioglitazon, in dessen Gegenwart
der schwache PPAR-Agonismus von 105 nicht relevant ist, ergab ein ausgepragtes

Differenzierungsprofil. Der RXRa-Agonist 99 verstarkte die Wirkung des PPARy-Agonisten,
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was auf eine synergistische Heterodimer-Aktivierung hindeutet, wahrend 105 (RXR) und 103
(RXRYy) keine Wirkung hatten, was darauf hindeutet, dass RXRa der wichtigste Heterodimer-
Partner von PPARy wahrend der Adipogenese ist. Diese Beobachtung deckt sich mit der
Gewebeverteilung der RXR-Subtypen (laut proteinatlas.org)?®® mit einer hohen RXRa-, aber
niedrigen RXRB- und RXRy-Expression im Fettgewebe. Das phanotypische
Differenzierungsexperiment unterstrich daher das Potenzial von 99, 103 und 105 als Subtyp-

praferentielle RXR-Agonisten in vitro Experimenten zu dienen.

10-

¥ e e

% Olrot O-positive Fliche
N
| |

Pioglitazon (2 p\) + + + +
99 (1 uM) +

103 (30 pM) + +

105 (30 uM) + +

Abbildung 31: Die Subtyp-praferentiellen RXR-Agonisten 99, 103 und 105 forderten die ASC-Differenzierung auf
unterschiedliche Weise. Der RXRa-Agonist 99 potenzierte die differenzierungsférdernde Wirkung des PPARYy-
Agonisten Pioglitazon, wahrend der RXRB-Agonist 105 und der RXRy-Agonist 103 keine Wirkung zeigten. Die
gezeigten Daten sind MittelwertetStandardabweichungen, n=4; * p<0,05, *** p<0,001 (ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur). Dieses Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk durchgefiihrt.260

3.5 Zusammenfassung der Potentiale der Indanyloxymethylbenzoesaure-

Derivate

Durch die Verschmelzung von Strukturelementen der RXR-Agonisten 39 und 49, die eine
Praferenz fur zwei der drei RXR-Subtypen aufwiesen, ist es gelungen, einen neuen RXR-
Agonist-Chemotyp zu entwerfen, der durch strategische Methylierung zur Praferenz fur jeden
der Subtypen optimiert werden konnte. Aus der SAR-Auswertung ergaben sich 99 (6-fache
RXRa-Préaferenz), 103 (=7-fache RXRy-Praferenz) und 105 (=8-fache RXRpB-Praferenz) als
Subtyp-praferentielle RXR-Agonisten. Jeder dieser Liganden aktivierte bei einer bestimmten
Konzentration (99: RXRa-Aktivierung bei 1 uM; 103: RXRy-Aktivierung bei 30 uM; 105: RXR[3-
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Aktivierung bei 30 pM) nur einen einzigen RXR-Subtyp und ermdglichte so eine Subtypen-

selektive RXR-Kontrolle in vitro.

99 103 105
1 pM 30 uM 30 uM
0,5 0,4 0,8
0,7
0,4
0,3 0,6
0,3 0,5
0,2 0,4
0,2 O 3
0,1 0,2
0,1
1 B D 0
0 0 0
RXRa RXRB RXRy RXRa RXRB RXRy RXRa  RXRB  RXRy

Abbildung 32: RXR-Subtypen-praferentielle Liganden 99 (RXRa-Aktivierung bei 1 uM), 103 (RXRy-Aktivierung bei
30 pM) und 105 (RXRB-Aktivierung bei 30 uM). Die gezeigten Werte sind die MittelwertetStandardabweichungen
der relativen RXR-Aktivierung bei der angegebenen Konzentration im Vergleich zu 1 yM Bexaroten (19); n=4.

Obwohl 99, 103 und 105 keine vollstandige Subtyp-Selektivitat aufweisen, zeigen sie die
Méglichkeit, eine Praferenz flr einen einzelnen Subtyp fir alle drei RXR-Subtypen zu
erreichen. ITC bestatigte ihre bevorzugte Bindung an die Subtypen in einer orthogonalen,
zellfreien Umgebung. 99 und 103 sind ausreichend wirksam und selektiv, um als frihe Subtyp-
selektive RXR-Agonisten-Tools zu dienen. Die Eigenschaften von 105 sind durch seinen
schwachen PPAR-Agonismus etwas eingeschrankt, daher sollte stattdessen die RXRp-
praferentielle Valerensaure (18) Anwendung finden, bis potentere Liganden fir RXRP
verfligbar sind. Eine retrospektive rechnerische Auswertung deutete auf eine andere RXRa-
gebundene Konformation und Orientierung von 99 hin, die besser mit der Pose von Bexaroten
(19) im Vergleich zu RXRB und RXRYy als Faktor der Subtyp-Praferenz Gbereinstimmte. Fur
103 deutete die Modellierung darauf hin, dass starkere Wechselwirkungen mit der
lle325/Leu327-Region von RXRYy als mit den anderen Subtypen die Selektivitat bestimmen
konnten. Zwar kénnen diese Beobachtungen zu neuen Hypothesen fur das Design von RXR-
Liganden fuhren, aber es sind weitere strukturelle Untersuchungen erforderlich, um die
molekularen Faktoren besser zu verstehen, die eine bevorzugte Aktivierung der RXR-
Subtypen ermdglichen. In einem phanotypischen Differenzierungsexperiment zeigte sich das
Potenzial der RXR-Agonisten, die biologische Rolle einzelner RXR-Subtypen im zellularen
Umfeld zu identifizieren. Diese Ergebnisse unterstiitzten daher die Hypothese, dass eine
Praferenz fir einzelne RXR-Subtypen die Sicherheit und das therapeutische Potenzial der

RXR-Modulation verbessern kénnte.
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3.6 Synthese der Indanylaminomethylbenzoesaure-Derivate

Ausgehend von Methylbenzoesaure und Methylphenylessigsaure wurden zusatzlich zu den
Benzylether-Derivaten 86-108 sekundare und tertidre Amine durch Ersatz des Ether-
Sauerstoffs durch Stickstoff bzw. Methyl-Stickstoff entwickelt. Die hierfir angewandte

Syntheseroute ist im folgenden Schema 17 dargestellt.

MeOH/H,SO, 1eq NBS Br
\©\(OH (20:1,vA) \©YO\ 10-mol% AIBN _
I Riickfluss, 2 h I CHCl,,Riickfluss, 4 h RN
91 % Ausbeute 79 % Ausbeute o)

- O .
NHy &N aq. LiOH (5 eq, 1 M)= &N
H

2 eq K,CO;4 o THF, RT,9h H on
DMF, 100 °C, 18 h > 63 % Ausbeute

55 % Ausbeute 109 o 110 o

RT, 48 h, 62%.

& aq. LiOH (5 eq, 1 M) &

N > N

| mo THF, RT, 10 h I OH
> 41 % Ausbeute

11 © 112 %

\ CHjl, K,CO3, DMF,

Schema 17: Syntheseroute der Indanylaminomethylbenzoesaure-Derivate.

Die dieser Syntheseroute zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen wurden gréftenteils im
Kapitel 3.1 ausfihrlich erlautert. Daher wird in diesem Kapitel nur der Reaktionsmechanismus

der Methylierung von 109 zu 111 diskutiert.

Wie im folgenden Schema 18 dargestellt, wird das sekundare Amin zunachst durch die nicht
nukleophile Base Kaliumkarbonat deprotoniert. Dadurch erhdht sich die Nukleophilie des
Stickstoffs, der in der anschlieBenden bimolekularen nukleophilen Substitution den
elektrophilen Kohlenstoff des Methyliodids angreift, was zum Ubergangszustand UZ11 fiihrt.
Durch den Austritt des lodid-lons aus UZ11 bildet sich letztendlich das Methylierungsprodukt
111.
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Schema 18: Reaktionsmechanismus der Methylierungsreaktion von 109 zu 111.

3.7 SAR der Indanylaminomethylbenzoesaure-Derivate

Der Ersatz des Ether-Motivs durch sekundares Amin (110) und tertiares Amin (112) ging mit
einem leichten Potenzverlust auf allen RXR-Subtypen einher. In der folgenden Tabelle 11 ist
der ECso-Wert des Ether-Derivats 86 den ECso-Werten der Amine 110 und 112

gegenubergestellt.

Tabelle 11: Vergleich des ECso-Wertes des Ether-Derivats 86 mit den ECso-Werten der Amine 110 und 112.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRB RXRy
86 COOH 1,2¢0,5 uM 1,5¢0,4 uM 842 UM
%oﬁ (51+5%) (33+2%) (59+6%)
110 COOH 3,120,3 uM 4008 UM 13+3 uM
%Hﬁ (38+2%) (24+2%) (70+7%)
112 o COOH 4,1%0,6 uM 52407 uM  14+4 uM
3

%N (48+3%) (30+£2%) (28+4%)

Die SAR der Amine wurde aus zwei Griinden nicht weiter verfolgt. Zum einen waren die Amine

110 und 112 nicht potenter als das Ether-Analogon 86 wie in Tabelle 11 gezeigt. Zum anderen

kénnten die Amine zu Anilin-Derivaten verstoffwechselt werden, welche potentiell toxisch sind.

3.8 Synthese der Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate

Die Synthese der Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Analoga erfolgte Uber die in Schema 19
zusammengefassten Syntheserouten ausgehend von p-Methylbenzaldehyd oder p-
Methylacetophenon, sowie Uber die in ortho-Position methylierten Analoga. Entscheidend fur
die jeweils gewahlte Syntheseroute war, ob die Phenylacrylsdurekette substituiert werden
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solte und ob die Ausgangssubstanzen in ortho-Position methyliert waren.
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Schema 19: Zusammenfassung der Syntheserouten der Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate. (a)
Propansaureanhydrid, K2COs, DMF, 120°C, 48 h, 14%; (b) EtOH, H2S04, Rickfluss, 2 h, 90-96%; (c) NBS, AIBN,
CHCIls, Ruckfluss, 1-4 h, 25-74%; (d) K2COs, DMF, 100°C, 2-5 h, 10-78%; (e) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat, Toluen, Ruckfluss, 4 h, 29%; (f) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat, Toluen, Rickfluss, 4-72 h, 13-22%; (g) Malonsaure, Pyridin, DMF, 90 °C,
5 h, 73-96%; (h) Butanséaureanhydrid, K2CO3s, DMF, 120°C, 96 h, 6%, (i) LiOH, H2O/THF, RT-60°C,4-24h, 52-91%.

Die im Schema 19 gezeigten Syntheserouten flhrten zu insgesamt elf
Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivaten (119, 120, 125, 139, 140, 146, 156, 159, 165 und
166) der in Abbildung 33 dargestellten allgemeinen Strukturformel, die sich in der
Acrylsaurepartialstruktur (unsubstituiert, a-Methyl-, a-Ethyl-, B-Methyl- und a,B3-Dimethyl-

substituiert) und den zuvor studierten Methylgruppen unterschieden.

119: R,=R,=R;=R,=H Rs 146: R,=R,=R,=H: R,=Ethyl

120: R3:CH3; R1:R2:R4:H 156: R1:R3:R4:H; R2:CH3

125: R,=R,=R,=H: R;=CHj o RiR,

139: R1:R4:CH3; R2:R3:H > OH 165: R1:CH3; R2:R3:R4:H

140: R1:R3:R4=CH3; R2:H 166: R1=R3=CH3; R2=R4=H
R, O

Abbildung 33: Allgemeine Strukturformel der Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate.
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Die Synthese der unsubstituerten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate (119, 120, 165
und 166) wurde ausgehend von p-Methylbenzaldehyd (113) bzw. 2,4-Dimethylbenzaldehyd

(128) Uber die im Schema 19 blau markierte Syntheseroute realisiert (Schema 20).

O o Tl o O S0 O

113: Ry=H 114: Ry=H 115: Ry=H 116: Ry=H
128: R=CH, 160: R,=CH3 161: R,=CH3 162: R,=CH3

[ R
( (i) o 1
63: R3 0 _~_OH
64: R;=CH, 117: Ry=R,=H 119: Ry=R,=H )

o
118: R1=H; R3=CH3 120: R1=H; R3=CH3
163: R;=CHj; Ry=H 165: R;=CHj; Ry=H
164: R1=R3=CH3 166: R1=R3=CH3

Schema 20: Syntheseroute der ortho-unsubstituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate 119, 120, 165
und 166. (b) EtOH, H2S04, Riickfluss, 2 h, 115:90%, 161:73%; (c) NBS, AIBN, CHCls, Riickfluss, 1,5 h. (d) K2COs,
DMF, 100°C, 2 h. (g) Malonséure, Pyridin, DMF, 90 °C, 5 h, 96%; (i) LiOH, H2O/THF, RT, 12h.

Da die Rolle der ortho-Methylgruppe in den Reaktionsmechanismen der Veresterung,
Bromierung und Ethersynthese bereits ausfihrlich im Kapitel 3.1 diskutiert wurde, wird in
diesem Kapitel nur auf seine Rolle bei der Umsetzung der Benzaldehyde 113 bzw. 128 zu den
entsprechenden Acrylsauren 114 bzw. 160 (Schema 20) eingegangen. Im ersten Schritt der
im Schema 20 dargestellten Syntheseroute erfolgte die Einflhrung der Acrylsaure-Teilstruktur
durch die Reaktion des p-Methylbenzaldehyds 113 bzw. des 2,4-Dimethylbenzaldehyds (128)
mit Malonsaure (121) zu den entsprechenden Acrylsduren 114 bzw. 160. Danach erfolgte die
Veresterung zu den Verbindungen 115 bzw. 161, welche zu 116 bzw. 162 bromiert wurden.
Eine Williamson’sche Ethersynthese mit 2,3-Dihydro-1H-inden-4-ol (63) oder 7-Methyl-2,3-
dihydro-1H-inden-4-ol (64) fuhrte zu den entsprechenden Indanyloxymethylphenylacrylaten
117 oder 163 bzw. 118 oder 164, welche zu den Acrylsauren 119 oder 165 bzw. 120 oder 166
hydrolysiert wurden. Da die Reaktionsmechanismen der Veresterung, der Bromierung, der
Ethersynthese, der basischen Esterhydrolyse sowie die Rolle der ortho-Methylgruppe in
diesen Reaktionsmechanismen bereits in Kapitel 3.1 ausflhrlich diskutiert wurden, werden in
diesem Kapitel nur die Einflhrung der Acrylsaure-Teilstruktur sowie die Rolle der ortho-

Methylgruppe bei der Ausbeute dieses Reaktionsschrittes erlautert.

Der Reaktionsmechanismus der Knoevennagel-Kondensation von p-Methylbenzaldehyd 113
mit Malonsaure (121) zu p-Methylphenylacrylsaure 114 ist in Schema 21 dargestellt. Dabei

spaltet zunachst der nukleophile Pyridin-Stickstoff das a-acide Wasserstoffatom von
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Malonsaure (121) ab, wodurch ein Carbanion entsteht. Dieses greift den elektrophilen
Kohlenstoff des 4-Methylbenzaldehyds (113) an, was zur Bildung der negativ geladenen
Zwischenstufe 3 (ZS3) fuhrt, welche anschlieRend durch das zuvor entstandene Pyridinium-
lon zur Zwischenstufe 4 (ZS4) protoniert wird. Darauf folgt eine intramolekulare Abspaltung
des zweiten a-Protons durch die Hydroxygruppe im ZS84 unter Abspaltung eines
Wassermolekils und Bildung der Acrylsdure-Doppelbindung (ZS5). Eine zweite
intramolekulare Protonenwanderung in der Dicarbonsaure-Partialstruktur von ZS5 fihrt Gber
eine Decarboxylierung zur gewiinschten Acrylsaure 114. Der Vergleich der Ausbeuten von 114
(96%) und 160 (73%) zeigte, dass die ortho-Methylgruppe mindernd auf die Ausbeute wirkte.
Dies konnte auf den positiven induktiven Effekt der Methylgruppe zurtickzufiihren sein,
wodurch der Aromat von 128 elektronenreicher wird, was zur Destabilisierung der Elektrophilie
des Carbonylkohlenstoffs von 128 fiihrt.

| 113 _
o © o) (o) OH
—> HO OH ——— HO~ "oy —— O
Hy -H,0 | -CO;
HQY
zs4 ZS5 114

Schema 21: Reaktionsmechanismus der Einflihrung der Acrylséaure-Teilstruktur durch Knoevennagel-
Kondensation. (g) Malonsaure, Pyridin, DMF, 90 °C, 5 h, 114:96%.

Die Darstellung der a-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate
erfolgte Uber zwei Synthesewege, je nachdem, ob der p-Methylbenzaldehyd in ortho-Position
methyliert war oder nicht. Wahrend die Wittig-Reaktion von p-Methylbenzaldehyd mit Methyl
2-(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126) funktionierte, hinderte tatsachlich die ortho-
Methylgruppe des ortho,para-Dimethylbenzaldehyds dieselbe Reaktion, deshalb die Synthese
der ortho-substituierten Derivate Uber eine abweichende Syntheseroute erfolgen musste.

Diese zwei Syntheserouten sind im Schema 19 grin hervorgehoben.

Die Synthese der a-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate
ausgehend vom p-Methylbenzaldehyd (113) wurde mit einer wie im Schema 3 beschriebenen
radikalischen Reaktion eingeleitet, wobei 113 zu 4-(Brommethyl)benzaldehyd 122 bromiert
wurde. Danach wurde der Aldehyd 122 mit Methyl 2-(triphenylphosphoranyliden)propanoat
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(126) in einer Wittig-Reaktion zu a-Methacrylsaureester 123 umgesetzt, welcher in einer
anschlieBenden Williamson'schen Ethersynthese zum Ether 124 flihrte. Die basische
Hydrolyse der Estergruppe in 124 ergab das gewilnschte a-Methyl substituierte
Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivat (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-
phenyl)-2-methylacrylsaure (125). Die Reaktionsmechanismen der radikalischen Bromierung,
der Williamson’schen Ethersynthese sowie der basischen Esterhydrolyse wurden bereits im
Kapitel 3.1 diskutiert, deshalb wird an dieser Stelle nur der Reaktionsmechanismus von 122
zu 123 (Schema 22) erlautert.

Br
Br
() (f) |
/O = @)
_0
113 122 123 o
66
(d) (i)
- © | "
7 0] = OH
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Schema 22: Syntheseroute von (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-phenyl)-2-methylacrylsaure
(125). (c) NBS, AIBN, CHCIs, Rickfluss, 2 h, 80 %; (d) K:COs, DMF, 100°C, 5 h, 70%; (f) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126), Toluen, Ruckfluss, 4 h, 22%; (i) LiOH, H2O/THF, 60°C, 4h, 65%.

Die Umsetzung des Aldehyds 122 zum o-Methacrylsaureester 123 wurde mit Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126) verwirklicht. In der kovalenten Bindung zwischen
dem Kohlenstoff-Atom und dem Phosphor-Atom im Ylid 126 stellt Phosphor aufgrund der
geringeren Elektronegativitat gegenuber Kohlenstoff das positivere Ende dar. Das fuhrt zu
insgesamt drei mesomeren Grenzstrukturen, davon ein Phosphonium-Carbanion-Zwitterion
126a, welches den Carbonylkohlenstoff des Aldehyds 122 mit dem Carbanion-Ende in einer
nukleophilen Reaktion angreift (Schema 23). Durch diesen nukleophilen Angriff kommt es zu
einer [2+2]-Cycloaddition, einem cyklischen Oxaphosphetan ZS6, welches aufgrund der
Ringspannung zum a-Methacrylsdureester 123 und Triphenylphosphanoxid (127) zerfallt.
Neben der Ringspannung ist die Bildung des thermodynamisch stabileren
Triphenylphosphanoxids (127) die maflgebliche Triebkraft dieser Reaktion. Tatsachlich ist die
-Bindung zwischen dem Phosphor-Atom und dem Sauerstoff-Atom in 127 starker als die -
Bindung zwischen dem Kohlenstoff-Atom und dem Phosphor-Atom im zwischenstufigen
Oxaphosphetan ZS6.
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Schema 23: Reaktionsmechanismus der Bildung des a-Methacrylsaureesters 123 aus dem Aldehyd 122.

Der gebildete a-Methacrylsaureester 123 besitzt aufgrund der Mesomeriestabilisierung des
Ylids 126 durch die Carbonylgruppe die gewunschte E-Konfiguration. Der zur Zwischenstufe
ZS6 fiihrende Ubergangszustand UZ12 durchlauft aufgrund der gegenseitigen Abstoung der
Carbonyl-Sauerstoffe eine Anordnung, welche die Kinetik der Reaktion zugunsten des
thermodynamischen E-Produkts andert. Das folgende Schema 24 zeigt diese Anordnung im
uz12.

Ph Ph3
Ph_1_Ph

P@ I/P: Pho BI’
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0= O~

0
O 123
Br
Br Br
122 L Uz12 — ZS6

Schema 24: Anordnung des Ubergangszustands zur Bildung des thermodynamischen stabileren E-lsomers 123.

Anders als bei dem ortho-unsubstituierten a-Methacrylsaureester 123 wurde die Synthese der
ortho-Methyl substituierten a-Methacrylsdure 129 Uber eine abweichende Syntheseroute
durchgefihrt (Schema 19, obere griine Route), da die Methylgruppe in der ortho-Position des
2,4-Dimethylbenzaldehyds (128) die Wittig-Reaktion sterisch hinderte (Schema 25).
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Schema 25: Sterische Hinderung der Wittig-Reaktion durch die Methylgruppe in ortho-Position.

Die Darstellung der o-Methacrylsaure 129 konnte durch die Reaktion von 2,4-
Dimethylbenzaldehyd (128) mit Propansaureanhydrid (130) im basischen Milieu realisiert
werden (Schema 26). Bei 130 handelt es sich um eine Verbindung mit zwei a-C-H-aciden
Stellen, welche deprotoniert werden. Das zunachst entstandene Carbanion 130a greift
anschlieRend den Carbonylkohlenstoff des 2,4-Dimethylbenzaldehyds (128) nukleophil an,
was in der Zwischenstufe ZS7 resultiert. Diese wird durch das zuvor entstandene
Hydrogencarbonat zur ZS8 protoniert, welche in einer intramolekularen Protonenwanderung
ein Wassermolekil unter Bildung der Acrylsdure-Doppelbindung abspaltet (ZS9). Die
Protonierung der C-H-aciden Stelle der ZS9 fuhrt zur Zwischenstufe 10 (ZS10). Die
anschliefende Umlagerung setzt die a-Methacrylat 129 und das Keten 132 frei, welche durch
die saure wassrige Aufarbeitung jeweils zu a-Methacrylsdure 129 und Propansaure (133)

reagieren.
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Schema 26: Reaktionsmechanismus der Darstellung von (E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)-2-methylacrylsdure 129.

Die so entstandene (E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)-2-methylacrylsaure (129, Schema 26) wurde
zu 135 verestert und die para-Methylgruppe in einer radikalischen Reaktion zu 136 bromiert.
Dieses wurde in einer Williamson’schen Ethersynthese mit 63 bzw. 64 zu jeweils 137 und 138
umgesetzt, welche anschlieRend zu den gewlinschten Endsubstanzen (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-
1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)-2-methylacrylisaure (139) und (E)-2-Methyl-3-(2-
methyl-4-(((7-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsdure (140) basisch
hydrolysiert wurden (Schema 27).
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(a) (b) ( (c) (
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~

128 120 © 135 © 136 ©
OH

63: Ry=H

64: R3'CH3

137: Ry=H 139: Ry=H
138: R3=CHj3 140: R3=CHj;

Schema 27: Syntheseroute der ortho-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate 139 und
140. (a) Propansaureanhydrid, K2COs, DMF, 120°C, 48 h, 14%; (b) EtOH, H2SOu4, Rickfluss, 2 h, 96%; (c) NBS,
AIBN, CHCIs, Riickfluss, 3 h, 73%; (d) K2COs, DMF, 100°C, 5 h, 137: 13%, 138: 11%; (i) LiOH, H2O/THF, RT, 24h,
139: 90%, 140: 87%.
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Neben der im Schema 25 abgebildeten fehlgeschlagenen Wittig-Reaktion bei der Darstellung
von 129 wurde eine weitere Syntheseroute erprobt, die ebenfalls erfolglos war. In Anlehnung
an die Synthese des a-unsubstituierten Acrylsaure-Derivats 114 (Schema 20) ausgehend von
Malonsaure, wurde versucht, 129 ausgehend von 2-Methylmalonsaure (134) darzustellen
(Schema 28). In Anbetracht des Reaktionsmechanismus zur Bildung von 129 kénnte die
Methylgruppe der 2-Methylmalonsaure eine sterische Hinderung fir den nukleophilen Angriff

des Pyridins und der 2-Methylmalonsaure (134) selbst gewesen sein.

o(o o 0

134

;\QH+> (@)

H

Schema 28: Fehlgeschlagene Bildung von 129 ausgehend von 2-Methylmalonsaure 134 und 4-
Methylbenzaldehyd 113.

Neben den a-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivaten 125, 139 und
140 wurde analog zum Schema 27 ein a-Ethyl substituiertes Indanyloxymethylphenyl-

acrylsaure-Derivat nach folgendem Schema 29 dargestellt.

Schema 29: Syntheseschema von a-Ethyl substituiertes Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivat 146. (b) EtOH,
H2SO04, Rickfluss, 2 h, 92%; (c) NBS, AIBN, CHCIs, Rickfluss, 4 h, 28%; (d) K2COs, DMF, 100°C, 4 h, 23%; (h)
Butansaureanhydrid, K2COs, DMF, 120°C, 96 h, 6%, (i) LiOH, H2O/THF, 60°C, 70%.

Im Vergleich zu 129 ergab die Synthese von 142 eine geringere Ausbeute (129:14% versus

142:6%). Dieser Einbuf3e in der Ausbeute kdnnte in erster Linie auf die positiven induktiven
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Effekte der zusatzlichen Methylgruppen im Butansaureanhydrid zurtickzufiihren sein. Dadurch
sinkt der Saurecharakter des a-Kohlenstoffatoms im Butansaureanhydrid (141) im Vergleich
zu Propansaureanhydrid (130). Dieser Saurecharakter spielt im Laufe der
Reaktionsmechanismen (Schema 26 und Schema 30) eine bedeutende Rolle. Hinzukommt,
dass die zusatzlichen Methylgruppen eine sterische Hinderung dem nukleophilen Angriff von
dem Carbonat-lon auf 141 sowie dem nukleophilen Angriff von 141a auf p-Methylbenzaldehyd

(113) darstellen konnten. Das folgende Schema 30 illustriert diesen Reaktionsmechanismus.

o] o (o@ O .., o o L .
%ow }//)/ko/u\) /'>@/)ko/u\) %o\ﬂ)ﬂ

H H
141 141a ! 141a
(@ (% o, 0 O
0 OH 2511
P O
o~ O 113 o~ O

0
‘. H
H H H V\
— N e Ow?( — IO
~H -H,0O )
(ch'o o ? o [0 © %

zs12 zs13 zs14
H ®
© H,O/H H
. N_O - bl N _oH + Hoﬁ
o} 0 o) o)
142 147 142 148

Schema 30: Reaktionsmechanismus zur Darstellung von (E)-2-(4-Methylbenzylidene)butansaure (142).

Die Darstellung der B-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate
(Schema 19, violett markierte Syntheseroute) erfolgte ausgehend von 4-Methylacetophenon
(149), welches zunachst zum Bromderivat 150 in einer radikalischen Reaktion mit NBS und
AIBN bromiert wurde (Schema 317).
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Schema 31: Darstellung von B-Methyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivaten 155 und 156. (c)
NBS, AIBN, CHCIs, Rickfluss, 2 h, 73%; (d) K2COs, DMF, 100°C, 4 h, 151: 68%, 152: 58%; (e) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat (153), Toluen, Ruickfluss, 4 h, 154: 47%, 155: 47%; (i) LiOH, H20O/THF, 60°C,
156: 52%, 157: 55%.

Die darauf folgenden Williamson’schen Ethersynthesen mit 63 bzw. 64 ergaben die Ether 151
bzw. 152. Basierend auf der Syntheseerfahrung mit den a-Methyl substituierten
Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivaten 125, 139 und 140 wurden strategisch zuerst die
Ether 151 und 152 dargestellt, um diese spater als Ausgangssubstanzen in einer Wittig-
Reaktion mit Methyl 2-(triphenylphosphoranyliden)propanoat (129) fir die Darstellung des a-
B-Dimethyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivates 162 zu verwenden. Die
Ketone 151 und 152 wurden anschliefend im Rahmen einer Wittig-Reaktion mit Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat (153) zu den Acrylsdure-Derivaten 154 und 155 umgesetzt.
Hierbei handelt es sich um einen zu Schema 23 analogen Mechanismus einer Wittig-Reaktion,
wobei die hier erreichte Ausbeute deutlich hoher war. Die im Vergleich zu Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126) fehlende Methylgruppe in Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat (153) kdnnte den entscheidenden Beitrag zu der erhdhten
Ausbeute bei der Darstellung von 154 und 155 geleistet haben. Diese Methylgruppe konnte
namlich bei 126 aufgrund ihres positiven induktiven Effekts zur Destabilisierung des
Carbanions 126a geflhrt haben, was das Mesomerie-Gleichgewicht auf die Seite der
Mesomeren 126 und 126b verschoben haben kdnnte. Diese Ausbeute-vermindernden Effekte
entfallen bei 153. Darlber hinaus kénnte man analog erwarten, dass die erniedrigte
Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffs von 151 bzw. 152 (im Vergleich zu 122) durch die
benachbarte Methylgruppe die Ausbeute des nukleophilen Angriffs durch das Carbanion 153a
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vermindern kdnnte. Aus diesem Grund kdnnte die Stabilisierung des Carbanions 153a durch

die fehlende Methylgruppe entscheidend zu der héheren Ausbeute beigetragen haben.
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Ph\ , Ph\ ,
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Schema 32: Reaktionsmechanismus der Wittig-Reaktion zur Darstellung von 154 (R=Indanyl-4-oxy) und 155
(R=7-Methylindanyl-4-oxy).

Die Synthese des a,B-Dimethyl substituierten Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivates
162 erfolgte ausgehend vom Ether 151, welcher zuvor im Rahmen der Synthese von 156 als
gemeinsames Zwischenprodukt von 156 und 162 dargestellt wurde (Schema 31). Dieser
wurde analog zur Darstellung von 123 (Schema 22 und Schema 23) mit Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126) zu 158 umgesetzt. Die anschlielende
Esterhydrolyse ergab 159 (Schema 33).
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Schema 33: Syntheseroute von (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-methylbut-2-ensaure
(162). (c) NBS, AIBN, CHCIs, Rickfluss, 2 h, 73 %; (d) K:COs, DMF, 100°C, 5 h, 68%; (f) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126), Toluen, Riickfluss, 8 Tage, 13%; (i) LiOH, H2O/THF, 60°C, 4 h, 23%.

Die Darstellung  von 158 aus dem Keton 151 und Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (126) (Schema 33) ergab eine deutlich geringere
Ausbeute (13%) als die Synthese von 154 (47%) aus dem Keton 151 und Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat (153) (Schema 31). Dies unterstitzt die Annahme zur
Ausbeute von 154, dass die zusatzliche Methylgruppe in 126 malfigeblich zur Minderung der
Ausbeute beigetragen haben kénnte. Dies geschah wahrscheinlich aufgrund ihres positiven
induktiven Effekts durch eine Destabilisierung des Carbanions 126a, wodurch das Mesomerie-
Gleichgewicht auf die Seite der Mesomeren 126 und 126b verschoben wurde (Schema 31).
Somit stand 126a nur in geringem Mal fur die Reaktion zur Verfigung, was letztendlich die
Ausbeute minderte. Vergleicht man au3erdem die Ausbeuten von 158 (13%) und 123 (22%),
stellt man erneut fest, dass nicht nur die Methylgruppe im Ylid 126 eine mindernde Auswirkung
auf die Ausbeute hatte, sondern auch die Methylgruppe am Carbonylkohlenstoff in 151. Diese
erniedrigte namlich die Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffs in 151 durch ihren positiven
induktiven Effekt. Dieser Effekt war aufgrund der fehlenden Methylgruppe am
Carbonylkohlenstoff im Aldehyd 122 nicht vorhanden, deshalb die héhere Ausbeute bei 123.

Das folgende Schema 34 fasst die oberen Aussagen zu den Ausbeuten in Bezug auf die Rolle

der Methylgruppe zusammen.
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Schema 34: Auswirkung der Methylgruppe auf die Ausbeute in der Wittig-Reaktion.

3.9 SAR der Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate

Das Ziel dieser SAR-Studie war einerseits, wie bereits in Kapitel 2 dargestellt, die
Untersuchung der Rolle der Acrylsadurestruktur sowie der a-Methyl-Substitution von
Valerensaure (18) und der [B-Methylsubstitution von 9-cis-Retinsaure (1) in diesem
Acrylsauremotiv bei der Vermittiung der RXR-Subtypen-Selektivitat, indem die Derivate des
Chemotyps A in analoge Derivate des Chemotyps B umstrukturiert werden. Anschlie3end
sollte ahnlich wie bei den Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivaten die Rolle der
Methylgruppen in ortho-Position zu der sauren Seitenkette und am 1,2-Dihydroinden auf der

Grundlage dieser Acrylsdure-Derivate untersucht werden.
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Abbildung 34:Entwicklung von Derivaten des Chemotyps B auf der Grundlage von Chemotyp A.

Die SAR-Untersuchung (Tabellen 12, 13) wurde mit dem Design von (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-
1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsdure (119), dem einfachsten Vertreter des Chemotyps

B eingeleitet, wobei die Propansaurekette von 90 in eine Acrylsaurekette umgebaut wurde.

(o) ——> (o)
OH _~_OH
90 119

o

Abbildung 35. Darstellung von 119 durch Einflihrung einer Doppelbindung in der Saurekette von 90.

Im Vergleich zu 90 (0,6+0,3 (RXRa), 1,7£0,7 (RXRB) und 2,6+0,8 (RXRy)) wurde die
Acrylsaurestruktur in 119 toleriert (1,1£0,1 uM (RXRa), 1,7+0,7 (RXRB) und 2,61£0,8 (RXRYy)),
ohne die Potenz oder die Subtyp-Praferenz signifikant zu beeintrachtigen. Daraus kann man
schlussfolgern, dass die Acrylsaurestruktur alleine die Subtypen-Praferenz bei Chemotyp B

Derivaten nicht bestimmt.

Danach wurde eine Methylgruppe in a-Position zur der Acrylsaurekette von 119 eingefihrt
(125), um die Bedeutung der a-Methyl-Substitution von Valerensaure (18) fur die Subtyp-
Praferenz zu untersuchen. Die Auswertung zeigte, dass die a-Methyl-Substitution die RXR[3-
Aktivierung verstarkte und gleichzeitig die RXRy-Aktivierung verminderte. Diese RXR-
Praferenz von 125 war damit mit der bekannten RXRB-Praferenz der Valerensaure (18) im

Einklang.

Analog zu 125 wurde die B-Methylsubstitution auf der Grundlage von 119 erprobt (156). Im
Gegensatz zum a-Methyl-substituierten 125 war das B-Methyl-Derivat 156 weniger potent auf
allen RXRs. Dieser Beobachtung konnte man entnehmen, dass die -Methyl-Substitution eher

von Nachteil fir die RXR-Potenz gewesen sein kdnnte.

AnschlieRend wurden die strukturellen Eigenschaften von 125 und 156 miteinander
kombiniert, um das a,3-Dimethyl-Derivat 159 zu erhalten. 159 behielt die a-Methyl-vermittelte
RXRB-Praferenz, die allerdings durch die B-Methylsubstitution geschwacht war. Dies

bestatigte erneut, dass die -Methylsubstitution nicht zur RXR-Potenz beitrug.
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Da die a-Methyl-Substitution gut toleriert wurde und sogar zur RXR-B-Praferenz fuhrte, wurde
diese Methylgruppe zu einem Ethylsubstituenten erweitert (146), um die Bindung der
Ethylkette durch die Bindetasche zu erproben. Diese Erweiterung des a-Methyl-Substituenten
zu einer Ethylkette verringerte die Potenz auf allen drei RXRs um den Faktor 10-30. Dies war

ein klares Signal, dass die RXR-Bindetaschen diese Erweiterung nicht tolerierten.

Diese ersten Ergebnisse zeigten, dass nur die a-Methyl-substituierte Acrylsdurekette von allen
RXR-Subtypen toleriert und sogar von RXRp praferiert wurde. In der folgenden Tabelle 12

sind diese Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 12: Zusammenfassung der ECso-Werte von 18, 90, 119, 125, 146, 156, 159.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRB RXRy
18 27+3 uM 5,2+0,4 uM 43+1 pM
\ NYCOOH (9+1-fach) (69+1-fach) (4+1-fach)
"

90 COOH 0,6+0,3 1,7+0,7 2,6+0,8
%Oﬁv (108+11%) (48+7%) (40+4%)
119 . COOH 1,1+0,1 pM 1,7+0,5 uM 5+£2 uM
%OQN (52+3-fach) (38+4-fach) (35+6-fach)
125 - COOH 0,44+0,08 uM  1,3+0,2 uM 2,0+0,7 pM
%Om (54+1-fach)  (103x5-fach)  (6,6+0,6-fach)
146 - COOH 1441 pM 13+2 pM 205 uM
%O m (36+2-fach) (37+5-fach) (8+2-fach)
156 2,0£0,3 pM 5+1 pM 133 uM
xCOOH
% (26+1-fach) (72+7-fach) (10£2-fach)
o
159 COoH 2,6+0,3 uM 3,2+0,5 uM 10£1 pM
% A (17+1-fach) (42+4-fach) (9+1-fach)
o

Auf der Grundlage der Ergebnisse, die bei der Optimierung von 90 zu 99 hinsichtlich der Rolle

der Methylgruppen in ortho-Position zu der sauren Seitenkette und am 1,2-Dihydroinden in 99
erzielt wurden (Tabelle 7, Abbildung 36), sollte die Kombination dieser zusatzlichen

Methylgruppen mit der Acrylsaurestruktur untersucht werden.
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Abbildung 36: Optimierung von 90 zu 99.

Die Einfuhrung einer Methylgruppe in ortho-Position zu der Acrylsaurekette von 119 fuhrte zu
einer Verstarkung der RXRB-Praferenz (165). Im Gegensatz dazu ging die Methylierung in 7-
Position des 1,2-Dihydroindens von 119 mit einem Verlust der Wirksamkeit auf allen RXRs
einher (120). Auch die Kombination der ortho-Methylgruppe und des Methylsubstituenten am
1,2-Dihydroinden 166 wurde nicht toleriert. Noch schlechter toleriert wurde die Fusion von 166
mit der a-Methyl-Substitution (140). Die Entfernung des Methylsubstituenten am 1,2-

Dihydroinden von 140 fuhrte zu 139 und brachte ein wenig RXR-Potenz wieder ein.

Folglich brachten beide Designs, Chemotyp A und B, jeweils interessante Erkenntnisse zu den
Struktur-Wirkungs- und Struktur-Selektivitadts-Beziehungen von RXR-Liganden hervor, ihre

Vereinigung durch Kombination von Elementen von A und B war jedoch nicht gunstig.

Die folgende Tabelle 13 zeigt die Aktivitaten dieser Kombinationsderivate.

Tabelle 13: ECso-Werte der Verbindungen 120 (zum Vergleich) und 125, 139, 140, 165 und 166.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRpB RXRy

120 . COOH 2,3+0,6 uM 6+2 pM 1043 uM
% oV@N (38+3-fach) (7219-fach) (12+2-fach)

125 - COOH 0,44+0,08 pM 1,3+0,2 uM 2,0+0,7 uM
%/O\/@/\( (54+1-fach) (103#5-fach)  (6.6+0.6-fach)

139 - COOH 9+2 uM 15+2 uM 13+2 yM
%0 m (37+6-fach) (37x4-fach) (9+1-fach)

140 x~COOH < 5-fach akt. < 5-fach akt. < 5-fach akt.
%om

165 X COOH 1,4+0,2 uM 1,9+0,2 M < 5-fach akt.
%Om (27+2-fach) (89+4-fach)

166 X _COOH 1,1+0,3 uM 1,7+0,6 uM < 5-fach akt.
%Om (9+1fach)  (12+1-fach)
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Retinoid-X-Rezeptoren (RXRa, RXRB und RXRy) sind Liganden-aktivierte Transkriptions-
faktoren, die im Zellkern direkt an die DNA binden und wichtige biologische Prozesse wie
beispielsweise Glucose- und Fettstoffwechsel, Zellwachstum und Apoptose regulieren. Sie
nehmen als universelle Heterodimerpartner eine zentrale Rolle bei der Signallbertragung
nuklearer Rezeptoren ein, wodurch ihre Modulation ein hohes Potenzial beinhaltet.353%42
Zahlreiche in vifro und in vivo Experimente und sogar klinische Studien zu den
pharmakologischen Wirkungen der RXR-Modulation deuten sehr vielversprechende Effekte

von RXR-Agonisten bei verschiedenen Pathologien an."'-"14

Trotz dieses Potenzial ist zurzeit nur der RXR Agonist Bexaroten als Arzneistoff zugelassen.
Dieser bindet mit hoher Affinitat an alle drei RXR-Subtypen und moduliert dariiber hinaus auch
an andere Kernrezeptoren, wodurch unerwinschte Wirkungen wie Hyperlipidamie und
Hauttoxizitat als Folge des RAR-Agonismus sowie Hypothyreose aufgrund des Antagonismus
des RXR-TR-Heterodimer hervorgerufen werden. Zu mangelnder Subtypen-Selektivitat
bekannter RXR-Liganden kommt, dass die meisten verfigbaren RXR-Agonisten durch
schlechte physikochemische Eigenschaften charakterisiert sind, was ihr Nebenwirkungsprofil
zusatzlich verschlechtert. Diese unerwinschten Arzneimittelwirkungen schranken die
therapeutische Anwendung von RXR-Modulatoren erheblich ein und verhindern die volle

Ausschdpfung des Potenzials dieser Rezeptoren.'20:2°8

Bislang sind die strukturellen Voraussetzungen fur die Selektivitdt von Agonisten an den
Subtypen RXRa, RXRB und RXRy kaum erforscht, obwohl RXR-Modulatoren, die eine
Subtypen-Praferenz aufweisen, aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster der
Subtypen Gewebe-spezifische Effekte vermitteln und somit Nebenwirkungen verringern
konnten. Der Grund dieser Forschungsliicke liegt teilweise darin, dass die Entwicklung
Subtypen-selektiver RXR-Agonisten aufgrund der enormen strukturellen Ahnlichkeit der
Ligandbindestellen in den RXR-Subtypen - alle Aminosauren, die die Bindungsstellen bilden
sind identisch - als unerreichbar angesehen wurde. Die Entdeckung des Naturstoffs
Valerenséaure (18) als RXR-Agonist mit ausgepragter Praferenz fur den RXRB-Subtyp hat
jedoch gezeigt, dass Subtypen-selektive RXR-Modulation moglich ist?*® und SAR-Studien an
unterschiedlichen RXR-Ligand-Chemotypen haben in der Folge bestétigt, dass die

Entwicklung von RXR-Liganden mit Subtypen-Préaferenz erreicht werden kann,242250251

Auf der Basis von Valerensaure (18) und der in friheren Arbeiten entwickelten RXR-Agonisten
39250 yund 48-502°°2%° wurden in dieser Arbeit Strukturmodifikationen identifiziert, die zu einer
RXR-Subtypen-Préaferenz beitragen (Abbildung 37). Die Beobachtung, dass sowohl 48 als

auch 49 bereits eine Praferenz fur die RXRa und RXRB-Subtypen gegenuber RXRYy zeigten,
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wahrend die Verbindungen 39 und 50 eine geringere Praferenz aufwiesen flhrte zur
Hypothese, dass die Ausrichtung des Dihydroinden-Motivs ahnlich wie in 18, der ortho-Methyl-
Substituent von 48 und die 7-Methyl-Gruppe in 18 vielversprechende Modifikationen

darstellen, um eine Subtyp-Praferenz zu erzielen.

48 49
RXRa: ECsg = 27 uM (9+1) RXRa: ECso = 9,1 pM (431) RXRa: ECsg = 9,9 UM (58+2)
RXRB: ECsg = 5 pM (6911) RXRB: ECsg = 8,9 UM (42+2) RXRB: ECsp = 8,3 uM (31£2)
RXRy: EC50 = 43 pM (4£1) RXRYy: inaktiv (30 uM) RXRy: ECgp > 30 pM

(0]

OH

39

0

CF,4
RXRa: ECsp = 3 uM (50+2) RXRa: ECsg = 7 M (29+3)
RXRP: EC5p = 4 pM (12214) RXRB: ECso = 9 uM (2821)
RXRy: ECs0 = 13 uM (25%1) RXRy: ECsp = 17 uM (50,2)

Abbildung 37: Vergleich der RXR-Aktivitat der Verbindungen 18, 39 und 48-50 von denen der
Chemotyp A abgeleitet wurde.

Durch die Verschmelzung dieser Strukturelemente ist es gelungen, einen neuen RXR-Agonist-
Chemotyp (A) zu entwerfen, der durch strategische Methylierung und weitere
Strukturmodifikationen zur Préaferenz fur jeden Subtyp optimiert werden konnte. Dabei
aktivierte der einfachste Vertreter dieses Chemotyps A (86) alle drei RXR-Subtypen im
einstelligen mikromolaren Bereich, zeigte eine etwa 5-fache Praferenz fir RXRa und RXRf
gegenitber RXRy und bestatigte damit die Design-Hypothese. Im Vergleich zum klassischen
Rexinoid Bexaroten (19) zeichnete sich 86 zusatzlich durch eine niedrige Lipophilie aus
(alogP?%" 3,80 (86) vs. 6,69 (19) und wurde daher als Leitstruktur ausgewahlt. Diese unterlag
systematischen Modifikationen wie der Variation von der para-Anordnung zu ortho- und meta-
Verknlpfung, der Verlangerung der Saurekette von Benzoesaure zu Phenylessigsaure und
Phenylpropansaure sowie der strategischen Methylierung in ortho-Position zur sauren
Seitenkette und in Position 7 des Dihydroinden-Motivs. Systematische Kombination gtinstiger
Modifikationen flhrte zur Entwicklung von 99 (6-fache RXRa-Préaferenz), 103 (27-fache RXRy-
Praferenz) und 105 (=8-fache RXRp-Praferenz) als Subtyp-praferentielle RXR-Liganden
(Tabelle 14). Jeder dieser Liganden aktivierte bei einer bestimmten Konzentration (99: RXRa-
Aktivierung bei 1 uM; 103: RXRy-Aktivierung bei 30 uM; 105: RXRB-Aktivierung bei 30 uM)
nur einen einzigen RXR-Subtyp und ermdglichte so eine Subtypen-selektive RXR-Kontrolle in

vitro.
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Tabelle 14: Zusammenfassung der RXR-Subtyp-praferentiellen Liganden des Chemotyps A.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRB RXRy
99 COOH 0,36+0.08 UM 21406 UM 2,840,4 uM
%Om (37£3%) (405%) (77+3%)
3
HsC

14+2 pM

103 COOH > 100 pM > 100 uM
%om (28:2%)
HsC
105 Jij\/ < 10% akt. 12+5 uM > 100 uM
%O coon (529%)

Darlber hinaus wurde das biologische Potenzial von 99, 103 und 105 als Subtyp-praferentielle
RXR-Agonisten in einem Adipozyten-Differenzierungsexperiment, einem Prozess, der
entscheidend von der PPARy/RXR-Heterodimer-Aktivitat abhangt,?® untersucht. Die RXR-
Agonisten 99, 103 und 105 (in ihren ausgewahlten Subtyp-selektiven Konzentrationen,
Abbildung 38) konnten allein zwar keine Adipogenese ausldsen, die gleichzeitige Behandlung
mit 2 yM Pioglitazon ergab aber ein ausgepragtes Differenzierungsprofil. Der RXRa-Agonist
99 verstarkte die Wirkung des PPARy-Agonisten, wahrend 105 (RXRB) und 103 (RXRYy) keine
Wirkung zeigten. Dieses Experiment deutete darauf hin, dass RXRa der wichtigste
Heterodimer-Partner von PPARy wahrend der Adipogenese ist. Ferner unterstrich diese
biologische Untersuchung das Potenzial von 99, 103 und 105 als Subtyp-praferentielle RXR-

Agonisten in vitro Experimenten zu dienen.
10~

o e e

% Olrot O-positive Fliche
B
1

Pioglitazon (2 uM) + + + +

99 (1 p) + +

103 (30 pM) + +

105 (30 phd) + o+
Abbildung 38: Die Subtyp-praferentiellen RXR-Agonisten 99, 103 und 105 forderten die ASC-Differenzierung auf
unterschiedliche Weise. Der RXRa-Agonist 99 potenzierte die differenzierungsférdernde Wirkung des PPARy-
Agonisten Pioglitazon, wahrend der RXR[B-Agonist 105 und der RXRy-Agonist 103 keine Wirkung zeigten. Die

gezeigten Daten sind MittelwertexStandardabweichungen, n=4; * p<0,05, *** p<0,001 (ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur). Dieses Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk durchgeflihrt.260

86



Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde eine mdgliche Rolle von
Acrylsaurepartialstrukturen nattrlicher RXR-Liganden basierend auf dem zuvor entwickelten
Chemotyp untersucht. Hierzu wurden das a-Methylacrylsauremotiv des Naturstoffs
Valerensaure (18) und das B-Methylacrylsduremotiv des endogenen RXR-Agonisten 9-cis-
Retinsdure (1) in den Chemotyp A integriert (B, Abbildung 38), um die Rolle dieser

Acrylsauregruppen bei der Vermittlung der RXR-Subtypen-Selektivitat zu untersuchen.

R

Abbildung 39: Entwicklung von Derivaten des Chemotyps B auf der Grundlage von Chemotyp A.

Der einfachste Vertreter des Chemotyps B (119, 0,610,3 (RXRa), 1,7+0,7 (RXRB) und 2,6+0,8
(RXRYy)) zeigte im Vergleich zu seinem Chemotyp A Analogon 90 (1,1+0,1 uM (RXRa), 1,7£0,7
(RXRB) und 2,6+0,8 (RXRYy)) keinen relevanten Unterschied in der Potenz und Subtyp-
Praferenz (Tabelle 15). Die a-Methyl-Substitution (125) verstarkte die RXRB-Aktivierung und
minderte gleichzeitig die RXRy-Aktivierung. Diese RXRB-Préaferenz von 125 war damit mit der
bekannten RXRB-Praferenz der Valerensaure (18) im Einklang. Die B-Methyl-Substitution
(156) ging dagegen mit einem Potenzverlust auf allen RXRs einher, wahrend das q,B-
Dimethyl-Derivat 159 die a-Methyl-vermittelte RXRB-Praferenz behielt, die allerdings durch die
B-Methylsubstitution geschwacht war. Weitere Strukturmodifikationen an B basierend auf den
Erkenntnissen der Struktur-Wirkungs-Beziehungen von A zeigten, dass nur die a-Methyl-
substituierte Acrylsaurekette toleriert bzw. von RXRp praferiert wurde, was die RXR-Praferenz
der Valerensaure (18) unterstitzte. Die beim Chemotyp A optimierte strategische

Methylsubstitution war mit B nicht kompatibel.

Tabelle 15: Zusammenfassung der ECso-Werte von 18, 90, 119, 125, 146, 156 und 159.

ECso (max. rel. Aktivierung)

Substanz Struktur RXRa RXRpB RXRy
18 27+3 uM 5,2+0,4 uM 43+1 pM
\ NYCOOH (9x1-fach) (69+1-fach) (4+1-fach)
H\

%0 Coon 0,6£0.3 1,740,7 2,6£0,8
%(ovﬂj/v (108+11%) (48+7%) (40£4%)

119 ~_COOH 11401 M 1,7#0,5 uM 5+2 UM
%(ovﬂj/V (5243-fach)  (38xd-fach)  (35:6-fach)
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125 - COOH 0,44+0,08 uM 1,3+0,2 uM 2,0£0,7 uM
%Oﬁ\f (54+1-fach)  (103#5-fach)  (6,6+0,6-fach)
146 - COOH 14+1 M 13+2 uM 20£5 pM
%O m (36+2-fach) (37+5-fach) (8+2-fach)
156 2,0£0,3 M 5+1 pM 133 pM
s COOH
% (26+1-fach) (72+7-fach) (10£2-fach)
o
159 oon 2,6£0,3 UM 3,240,5 pM 101 pM
% N (17+1-fach) (42+4-fach) (9+1-fach)
)

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass RXR-Liganden mit Subtypen-Praferenz

realisierbar sind und durch gezielte Strukturmodifikationen in ihrer Praferenz gesteuert werden
kénnen. Die Erkenntnisse zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen der neuen RXR-Agonist-
Chemotypen A und B erweitern den Wissenstand uber die strukturellen Voraussetzungen von

RXR-Liganden fir die Subtypen-Praferenz deutlich.

Durch die Kombination dieser strukturellen Eigenschaften von RXR-Liganden fir die
Subtypen-Praferenz mit denen bereits bekannter bzw. aus Screenings neu entdeckten
naturlicher oder synthetischer RXR-Agonisten kénnen in Zukunft neue RXR-Agonist-
Chemotypen entworfen werden, die moglicherweise sehr hohe Subtypen-Selektivitat
aufweisen. Insbesondere die Verschmelzung der strategischen Methylierung des
Acrylsduremotivs mit der Struktur potenter RXR-Agonisten kann fiir die Subtypen-Selektivitat
in Zukunft sehr erfolgsversprechend sein. Ausgehend von der hohen Subtypen-Selektivitat
kann aulerdem die biologische Bedeutung einzelner RXR-Subtypen in biologischen
Prozessen wie Zellwachstum, Zelldifferentiation, Apoptose, Glucose- und Lipidstoffwechsel
besser untersucht und definiert werden. Darlber hinaus kann diese hohe RXR-
Subtypenselektivitat nicht nur zur besseren Untersuchung der pharmakologischen Bedeutung
der RXR-Heterodimerisierung, insbesondere der Heterodimerisierung mit orphan nuclear
receptors fuhren, sondern auch zum Verstandnis der biologischen Rolle vieler nuklearer

Rezeptoren.

Auf der Basis der Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen weitere Subtyp-selektive RXR-Liganden
entwickelt werden, die mdglicherweise die Therapie mit RXR-Modulatoren revolutionieren
kénnen. Dartber hinaus kénnen die in dieser Arbeit entwickelten Subtypen-praferentiellen
RXR-Modulatoren bereits als Subtypen-selektive RXR-Liganden in vitro Untersuchungen

dienen.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Materialien und Methoden

Alle Chemikalien und Lésungsmittel waren von Reagenzienqualitdt und wurden, sofern nicht
anders angegeben, ohne weitere Reinigung verwendet. Alle Reaktionen wurden in
ofengetrockneten Glasgeraten unter Argonatmosphédre und in absoluten Ldsungsmitteln
durchgefihrt. Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker AV 300, Bruker AV 400 oder Bruker
AV 500 Spektrometer (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) aufgenommen. Die
chemischen Verschiebungen (d) sind in ppm relativ zu TMS als Referenz angegeben; die
ungefahren Kopplungskonstanten (J) sind in Hertz (Hz) angegeben. Massenspektren wurden
mit einer VG Plattform Il (Thermo Fischer Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) unter
Verwendung von Elektrospray-lonisierung (ESI) aufgenommen. Hochauflésende
Massenspektren wurden mit einem MALDI LTQ ORBITRAP XL-Gerat (Thermo Fisher
Scientific) aufgenommen. Die Reinheit der Verbindungen wurde auf einem Waters 600
Controller HPLC mit einem Waters 2487 Dual Absorbance Detector und einem Waters 717
plus Autosampler oder auf einem Hitachi Chromaster mit einem 5160 Pumpensystem unter
Verwendung eines DAD 5430 und eines 5260 Autosamplers, beide ausgestattet mit einer
MultoHigh100 RP18-5 u 250x4 mm Saule (CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe,
Deutschland) unter Verwendung eines Gradienten (H20+0.1% Ameisensaure/MeOH 80:20
isokratisch fur 5 min zu MeOH nach weiteren 45 min und MeOH fur weitere 10 min) bei einer
Flussrate von 1 mL/min und UV-Detektion bei 245 nm und 280 nm (Methode A) oder unter
Verwendung eines Gradienten (H20+0,1% Ameisensaure/MeOH 60:40 isokratisch fur 5 min
zu MeOH nach weiteren 25 min und MeOH fir weitere 10 min) bei einer Flussrate von
1 mL/min und UV-Detektion bei 245 nm und 280 nm (Methode B). Alle endgultigen
Verbindungen flr die biologische Bewertung wiesen laut HPLC-UV-Analyse bei Wellenlangen
von 245 und 280 nm eine Reinheit von >95 % auf. Die (E)-Stereochemie der vorgesehenen
Produkte wurde durch NMR auf der Grundlage der Kopplungskonstanten der a/B-Protonen im
"H-NMR flr unsubstituierte Acrylate oder durch 1D-NOESY-Experimente fiir substituierte
Acrylate bestatigt.

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Die Synthese aller Intermediate und Endsubstanzen erfolgte nach etablierten

Arbeitsvorschriften
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5.2.1 AAV 1: Veresterung

Die entsprechende Carbonsaure (2 mmol, 1,0 Ag.) wurde in einer 20:1 (v/v)-Mischung aus
Ethanol bzw. Methanol und konzentrierter Schwefelsaure gelést und 2 h lang auf Rickfluss
erhitzt. Als die DC-Analyse den Verbrauch der Carbonsaure anzeigte, wurde die Losung auf
Raumtemperatur abgekihlt, gesattigte wassrige NaHCOs-Lésung zugegeben und die
Mischung dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Schichten wurden vereinigt, Uber
MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, um den Ester

zu erhalten, der ohne weitere Aufreinigung verwendet wurde.

5.2.2 AAV 2: Bromierung

Das entsprechende Toluol-Derivat (1,5 mmol, 1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (1,5 mmol, 1,0 Aq.)
und 10-mol% AIBN wurden in CHCIs (2 mL/mmol) suspendiert. Die Suspension I6ste sich unter
Erhitzen auf Rickfluss auf, welcher eine Stunde lang beibehalten wurde. Nach dem Abkuihlen
auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch Uber Kieselgur filtriert, mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und Uber MgSO4 getrocknet. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch Saulenchromatographie auf

Kieselgel isoliert.

5.2.3 AAV 3: Ethersynthese

Das entsprechende Alkylbromid (1 mmol, 1,0 Aq.), Alkohol (1 mmol, 1,0 Ag.) und K.CO3
(2 mmol, 2,0 Ag.) wurden in DMF (2.5 mL/mmol) suspendiert und 2-5 h bei 100 °C geriihrt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde Ethylacetat zugegeben, die organische
Phase mit geséattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen und tber MgSO4 getrocknet. Die
Lésungsmittel wurden unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch

Saulenchromatographie auf Kieselgel isoliert.

5.2.4 AAV 4: Esterhydrolyse

Eine wassrige Lésung von Lithiumhydroxid (5,0 Ag., 1,0 M) wurde zu einer Lésung des
entsprechenden Esters (0,5 mmol, 1,0 Ag.) in THF (3.0 mL/mmol) gegeben. Die resultierende
Mischung wurde bei RT bis 100 °C geruhrt, bis die DC-Analyse einen vollstandigen Verbrauch
des Esters anzeigte. Anschlielend wurde die Lésung mit 5%-iger wassriger Salzsdure-Lésung
angesauert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO4 getrocknet, die LOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Produkt durch Saulenchromatographie auf Kieselgel und Umkristallisation aus n-Hexan

isoliert.

5.2.5 AAV 5: Synthese von sekundaren Aminen
Das jeweilige Alkylbromid (1 mmol, 1,0 Aq.), das jeweilige primare Amin (1 mmol, 1,0 Aq.) und
K2CO;3 (2 mmol, 2,0 Ag.) wurden in trockenem DMF suspendiert und 18 h lang bei 100 °C
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gerihrt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde Ethylacetat zugegeben, das
Gemisch mit Wasser (3x) und gesattigter Natriumchlorid-Lésung (1x) gewaschen und Uber
MgSO, getrocknet. Die Losungsmittel wurden unter vermindertem Druck entfernt und das

Produkt wurde durch Saulenchromatographie auf Kieselgel isoliert.

5.2.6 AAV 6: Methylierung von sekundaren Aminen

K2COs (1 mmol, 2,0 Ag.) wurde zu einer Lésung des entsprechenden sekundéaren Amins (0,5
mmol, 1,0 Ag.) in DMF gegeben, gefolgt von lodmethan (0,5 mmol, 1,0 Ag.). Nach 48 Stunden
Rihren bei Raumtemperatur wurde die Losung mit Wasser verdunnt und dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser und gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und tber MgSO4 getrocknet. Die Losungsmittel wurden
unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch Saulenchromatographie auf

Kieselgel isoliert.

5.2.7 AAV 7: Synthese von unsubstituierten Acrylaten

Das entsprechende Benzaldehyd-Derivat (3,0 mmol, 1,0 Ag.) und Malonséure (9,0 mmol,
3,0 Ag.) wurden in DMF (1,0 mL/mmol) gelést und Pyridin (9 mmol, 3,0 Aq.) zugegeben. Die
Losung wurde 3 bis 5 Stunden lang bei 90 °C gerihrt, bis die DC-Analyse einen vollstandigen
Verbrauch des Aldehyds anzeigte. AnschlieBend wurde Wasser zugegeben, das Gemisch mit
konz. HCI angesauert (pH 1) und auf 0 °C abgekuhlt. Der entstandene Niederschlag wurde
abfiltriert, zweimal mit kaltem Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die weitere

Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie auf Kieselgel.

5.2.8 AAV 8: Synthese von a-Methacrylaten

Propanséaureanhydrid (27 mmol, 9,0 Ag.) und K2CO;3 (27 mmol, 9,0 Ag.) wurden in DMF geldst
und das entsprechende Benzaldehyd-Derivat (3 mmol, 1,0 Aq.) zugegeben. Die Lésung wurde
20-48 Stunden lang bei 140 °C gerthrt, bis die DC-Analyse einen vollstandigen Verbrauch des
Aldehyds anzeigte. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde kaltes Wasser zugegeben,
das Gemisch mit konz. HCI angesauert (pH 1) und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO4 getrocknet, die Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Produkt durch Saulenchromatographie auf Kieselgel

isoliert.

5.2.9 AAV 9: Synthese von a-Methacrylaten

Das entsprechende Benzaldehyd-Derivat (5 mmol, 1,0 Aq.) und Methyl-2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (5 mmol, 1,0 Ag.) wurden in Toluol suspendiert und 4
Stunden lang unter Ruckfluss gertihrt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das

Gemisch mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber MgSO4 getrocknet. Das
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Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch

Saulenchromatographie auf Kieselgel isoliert.

5.2.10 AAV 10: Synthese von a-Ethylacrylaten

Buttersaureanhydrid (27 mmol, 9,0 Aqg.) und K:COs; (27 mmol, 9,0 Aqg.) wurden in DMF
(1.0 mL/mmol) gelést und das entsprechende Benzaldehyd-Derivat (3 mmol, 1,0 Aq.)
hinzugefugt. Die Losung wurde 40-96 Stunden lang bei 140 °C geruhrt bis die DC-Analyse
einen vollstdndigen Verbrauch des Aldehyds anzeigte. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde kaltes Wasser zugegeben, das Gemisch mit konz. HCI angesauert
(pH 1) und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber
MgSO, getrocknet, die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt

durch Saulenchromatographie auf Kieselgel isoliert.

5.2.11 AAV 11: Synthese von B-Methylacrylaten

Das entsprechende Acetophenon-Derivat (5 mmol, 1,0 Aq.) und Methyl(triphenylphosphorany-
liden)acetat (5 mmol, 1,0 Aqg.) wurden in Toluol suspendiert und 48 Stunden lang unter
Ruckfluss gertihrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch mit
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Gber MgSQO4 getrocknet. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch

Saulenchromatographie auf Kieselgel isoliert.

5.2.12 AAV 12: Synthese von a,8-Dimethylacrylaten

Das entsprechende Acetophenon-Derivat (5 mmol, 1,0 Ag.) und Methyl-2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat (30 mmol, 6,0 Aq.) wurden in Toluol suspendiert und
192 h lang unter Ruckfluss gertuhrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das
Gemisch mit Salzlésung gewaschen und Uber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt wurde durch Saulenchromatographie auf

Kieselgel isoliert.
5.3 In vitro Charakterisierung

5.3.1 Gal-4-Hybrid-Reportergen-Assays

Die RXR-Aktivierung wurde in standardisierten Gal4-Hybrid-Reportergen-Assays fir die
Subtypen RXRa, RXRB und RXRy in HEK293T-Zellen (Deutsche Sammlung flr
Mikroorganismen und Zellkultur GmbH, DSMZ) bestimmt, die transient mit pFR-Luc
(Stratagene, La Jolla, CA, USA; Reporter), pRL-SV40 (Promega, Madison, WI, USA; interne
Kontrolle) und einem pFA-CMV-hRXR-LBD-Klon (codiert fir die Hinge-Region und die
Ligandenbindungsdomane der Subtypen des humanen RXRa, RXRB bzw. RXRYy) transfiziert

wurden. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) mit hohem
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Glucosegehalt, supplementiert mit 10 % fetal calf serum (FCS, fotales Kalberserum),
Natriumpyruvat (1 mM), Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 pg/mL) bei 37 °C und
5 % CO- kultiviert und in 96-Well-Platten (3x104 Zellen/Well) ausgesat. Nach 24 Stunden
wurde das Medium durch Opti-MEM ohne Zusatze ersetzt und die Zellen transient mit dem
Reagenz Lipofectamine LTX (Invitrogen) gemaf Herstellerprotokoll transfiziert. Finf Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen mit den Probesubstanzen in Opti-MEM, das mit
Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 pg/mL) und 0,1 % DMSO supplementiert war, fur 16
Stunden inkubiert, bevor die Luziferase-Aktivitat mit dem Dual-Glo Luciferase Assay System
(Promega) gemal Herstellerprotokoll auf einem Tecan Spark Luminometer (Tecan
Deutschland GmbH, Deutschland) gemessen wurde. Die Firefly-Lumineszenz wurde durch die
Renilla-Lumineszenz dividiert und mit 1000 multipliziert, um die relative light units (RLU) zur
Normalisierung der Transfektionseffizienz und des Zellwachstums zu erhalten. Die relative
Aktivierung wurde ermittelt, indem die mittlere RLU der Testverbindung durch die mittlere RLU
der unbehandelten Kontrolle dividiert wurde. Die maximale relative Aktivierung entspricht der
funffachen Aktivierung einer Testsubstanz geteilt durch die flinffache Aktivierung des Referenz
Agonisten Bexaroten (1,1 pM). Alle Proben wurden in mindestens drei biologisch
unabhangigen Experimenten in doppelter Ausfliihrung getestet. Fir die Anpassung der Dosis-
Wirkungs-Kurve und die Berechnung der ECso-Werte wurde die Gleichung "[Agonist] gegen
Reaktion (variable Steigung - vier Parameter)" mit mittleren Faltenaktivierungswerten + S.E.M.
in GraphPad Prism (Version 7.00, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Die
Selektivitatsprofile der Kernrezeptoren wurden mit den entsprechenden pFA-CMV-hNR-LBD-
Klonen und geeigneten Referenz Agonisten auf THRa (pFA-CMV-hTHRa-LBD, 1 uM T3),
THRB (pFA-CMV-hTHRB-LBD, 1 uM T3), RARa (pFA-CMV-hRARa-LBD, 1 pM Tretinoin),
RARB (pFA-CMV-hRARB-LBD, 1 uM Tretinoin), RARy (pFA-CMV-hRARy-LBD, 1 uM
Tretinoin), PPARa (pFA-CMV-hPPARa-LBD, 1 uM GW7647), PPARy (pFA-CMV-hPPARYy-
LBD, 1 uM Rosiglitazon), PPARS (pFA-CMV-hPPARS-LBD, 1 uM L165,041), VDR (pFA-CMV-
hVDR-LBD, 1 uM Calcitriol), LXRa (pFA-CMV-hLXRa-LBD, 1 yM T0901317), LXRB (pFA-
CMV-hLXRB-LBD, 1 yM T0901317) und FXR (pFA-CMV-hFXR-LBD, 1 uM GW4064) erstellt.

5.3.2 Differenzierung von humanen Stammzellen des Fettgewebes.

Zellkultur und Behandlung: Die Differenzierungsexperimente mit ASC52telo, hTERT-Zellen
(ATCC® SCRC-4000TM) wurden nach einem bestimmten Verfahren durchgefihrt.2’® Die
Zellen wurden in DMEM mit hohem Glucosegehalt, supplementiet mit 10 % FCS,
Natriumpyruvat (1 mM), Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 pg/mL) bei 37 °C und
5 % COq kultiviert. Die Differenzierung zu Adipozyten erfolgte in 96-Well-Platten. Die Zellen

wurden in Standardkulturmedium mit einer Dichte von 5.000 Zellen pro Well ausgesat. Nach
der Anhaftung Uber Nacht wurden die Zellen in einem Differenzierungsmedium inkubiert, das

aus einem Standardkulturmedium bestand, das mit Humaninsulin (10 pug/mL, #3536, Merck
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KgaA, Darmstadt, Deutschland), Dexamethason (1 pM, #D4902, Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland), Isobutylmethylxan-dinn (0,5 mM; #15879; Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland), DMSO (Endkonzentration 0,1%) und die jeweiligen NR-Agonisten als
Testverbindungen. Das Differenzierungsmedium wurde alle 48-72 Stunden fir insgesamt
sechs Zyklen in 13 Tagen gewechselt. Pioglitazon (2 x 10-6 M, #E6910, Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland) und die RXR-Modulatoren 99 (1 uM), 103 (30 uM) und 105 (30 pM)
wurden bei jedem Medienwechsel frisch zugegeben. Vom 14. bis zum 22. Tag der Kultivierung
wurden die Zellen in einem Erhaltungsmedium gehalten, das aus einem mit Humaninsulin
(10 pg/mL) supplementierten Standardnahrmedium ohne weitere Behandlung bestand. Das
Erhaltungsmedium wurde alle 48-72 Stunden fir insgesamt vier Zyklen in neun Tagen
gewechselt.

Oil-Red-O Farbung: Nach der 21-tadgigen Differenzierung und Behandlung mit der

Probesubstanz wurden die Zellen einmal mit phosphate buffered saline (PBS,
Phosphatpufferldsung) gewaschen und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit Formalin
(10%, stabilisiert mit Methanol, 100 ul pro Well, #15071, Morphisto GmbH, Offenbach am Main,
Deutschland) fixiert. Die Fixierlosung wurde abgesaugt und die fixierten Zellen wurden
zweimal mit 40 %igem 2-Propanol gewaschen, wobei der zweite Waschschritt 30 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefuhrt wurde, um die Proben fur die Farbung zu akklimatisieren. Oil
Red O (#00625, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) wurde mit 10 mg/ml in 2-Propanol
angesetzt, durch Whatman® Filterpapier 595 (#311611, Schleicher & Schuell GmbH, London,
UK) und einen 0,2 uM Spritzenfilter (FP 30/0,2 CA-S, #10462200, Schleicher & Schuell GmbH,
London, UK) filtriert und mit ddH>O auf eine Endkonzentration von 0,4 % Oil Red O und 40 %
2-Propanol verdinnt. Nach der Einstellung wurden die Proben mit 50 pl der 0,4 %igen Oil Red
O-Lo6sung fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Farbeldésung abgesaugt und
die Wells 2-3 mal mit ddH.O gewaschen wurden, um ausgefallene Oil Red O-Kristalle zu
entfernen. Die Proben wurden fur die spatere Analyse in ddH.O aufbewahrt. Mit einem
inversen Mikroskop Motic®AE31E und einer Moticam 1080 (Motic Hong Kong Ldt.) wurden
von jeder Well mehrere Bilder bei 4-facher VergroRerung aufgenommen. Die Bilder wurden
dichromatisiert und der rote Kanal fir die Analyse mit ImageJ 1.53q extrahiert. Der Prozentsatz
der mit Oil Red O gefarbten Flache wurde durch die Erzeugung von Binarbildern unter
Anwendung eines geeigneten Schwellenwerts auf die extrahierten Bilder bewertet. Fir ein
einzelnes biologisches Replikat wurde der Mittelwert aus drei technischen Replikaten

berechnet.

5.3.3 Isotherme Titrationskalorimetrie
Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)-Experimente wurden auf einem Affinity ITC-
Instrument (TA Instruments, New Castle, DE) bei 25 °C und einer Ruhrgeschwindigkeit von

75 rpm durchgefihrt. RXRa-, RXRB- oder RXRy-LBD-Protein (jeweils 20 yM, nach 236251
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prapariert) in Puffer (20 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 % Glycerin), der 5 % DMSO enthielt,
wurde in 26 Injektionen (1 x 1 yL und 25 x 3 pL) mit einem Injektionsintervall von 180 s mit
den Testverbindungen 99, 103 und 105 (100 uM im gleichen Puffer, der 5 % DMSO enthielt)
titriert. Als Kontrollversuche wurden die Testverbindungen im Puffer titriert und der Puffer mit
den RXR-LBD-Proteinen unter gleichen Bedingungen titriert. Die Warmeraten der Titrationen
der Verbindungen und des RXR-LBD wurden mit der NanoAnalyze-Software (TA Instruments,

New Castle, DE) unter Verwendung eines unabhangigen Bindungsmodells analysiert.

5.4 Molekulares Docking

Docking: Um die Eignung der Software Molecular Operating Environment (MOE 262),
PLANTS?%® oder AutoDock Vina®®* fur das Docking von RXR-Agonisten zu testen, wurde
Bexaroten (19) an die RXRa-LBD im Komplex mit Palmitinsaure (pdb ID: 7A774') gedockt und
die beste Docking-Pose mit dem kristallisierten RXRa-Bexaroten-Komplex (pdb 1D: 4K612¢%)

verglichen. Folgende Software und Parameter wurden verwendet:

Molecular Operating Environment (MOE, Version 2020.09, Chemical Computing Group Inc.
Montreal, QC, Canada): Die Struktur wurde mit dem MOE QuickPrep-Tool mit
Standardeinstellungen erstellt, wobei die Protonierungszustéande des Komplexes angepasst
wurden. Bexaroten (19) wurde mit dem MOE-Wash-Tool mit einem dominanten
Protonierungszustand bei pH 7,0 prapariert; die Koordinaten wurden in 3D rekonstruiert und
die vorhandene Chiralitdt wurde beibehalten. Die folgenden Einstellungen wurden fir die
Docking-Berechnung verwendet: Force Field = Amber10:EHT, Receptor = Receptor and
Solvent Atoms, Site = Ligand Atoms of palmitic acid, Placement = Triangle Matcher,
Refinement = Induced Fit, first scoring function = London dG with 100 poses und second
scoring function = GBVI/WSA dG with 10 poses.

Protein-Ligand ANT System (PLANTS): Die Vorverarbeitung der Proteine und Liganden wurde
mit dem Structure PrOtonation and REcognition System (SPORES)?*"" durchgefihrt. Die co-
kristallisierte Palmitinsdure wurde zur Definition der Bindungstasche verwendet und die
Parameter scoring_function = chemplp, search_speed = speed1 und cluster_structures = 10

wurden fur den Docking-Algorithmus verwendet.

AutoDock Vina?? (Version 1.2.0) in UCSF Chimera (Version 1.15): Die Koordinaten des C6-
Atoms der Palmitinsdure und eine Boxgréflie von 30 x 38 x 30 wurden fir die Definition der
Bindetasche verwendet. Die Parameter waren: energy range=3, ex-haustivhess=8 und

num_modes=10.

Die mit AutoDock Vina erhaltene Bexaroten-Docking-Pose kam der kristallisierten
Bindungsweise (pdb ID: 4K6l) am nachsten (RMSD = 0,6977; Abbildung 28). Daher wurde
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ein weiteres molekulares Docking mit AutoDock Vina?? (Version 1.2.0) in UCSF Chimera
(Version 1.15) durchgefiihrt, wobei die Rontgenstrukturen der RXR LBDs im Komplex mit
Palmitinsaure (pdb IDs: RXRa - 7A77, RXRpB - 7A78, RXRy - 7A79)*' als Templates verwendet
wurden. Zur Definition der Bindungstasche wurden die Koordinaten des C6-Atoms der
Palmitinsaure und eine BoxgroéfRe von 30 x 38 x 30 verwendet. Als zusatzliche Parameter
wurden energy _range=3, exhaustivness=8 und num_modes=10 verwendet. Das Redocking
des kristallisierten Liganden Palmitinsdure an RXRa (RMSD = 1,244), RXRB (RMSD = 2,45)
und RXRy (RMSD = 1,33) sowie das Docking von Bexaroten (19) an den Bexaroten-RXRa-
LBD-Komplex (pdb ID: 4K61%%%; RMSD = 0,6977) bestatigte die Eignung der Methode. Der am
hochsten eingestufte Bindungsmodus mit einer ionischen Wechselwirkung zwischen der
Carbonsaure und der Arginin-Bindungsstelle wurde fir die detaillierte Analyse verwendet und

ist in den Abbildungen dargestellt.

Ausrichtung: Die flexible Ausrichtung der Molekile wurde in Molecular Operating Environment
(MOE, Version 2020.09, Chemical Computing Group Inc. Montreal, QC, Canada) unter
Verwendung des Flexible Alignment Tool mit Standardparametern durchgefiihrt. Die beste

Ausrichtung mit den geringsten intramolekularen Kraften wurde ausgewahlt und analysiert.

Konformationsenergie: Das MOE Potential Energy Tool (mit MMFF94) wurde verwendet, um

die Konformationsenergie von 99 in den Docking-Posen fir RXRa, RXRB und RXRy zu
untersuchen. Die Energien der Oberflachenwinkel der Atome C10-C11-02-C12 von 99 wurden
mit dem MOE Energy Profile Tool untersucht.
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5.5 Darstellung der Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate

5.5.1 Darstellung der Ester

4-Methylbenzoesidureethylester (168)

EtOH/H,SO4 (20:1)
HO > \/O
RuUckfluss 2h
(0] (0]
167 168

Darstellung nach AAV 1 aus 4-Methylbenzoesaure (167; 2 g; 14,7 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 168 als farbloser Feststoff (2,2 g; 91 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. "TH-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 7,85 (d; J = 8,0 Hz;
2H); 7,32 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 4,29 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,37 (s; 3H); 1,30 (t; J = 7,1 Hz; 3H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 = 165,47, 143,25; 129,03; 128,86; 127,45; 60,96; 20,88; 14,85.
MS (ESI+): m/z 187,10 ((M+Na"]).

4-Methylbenzoesduremethylester (169)
MeOH/H,SO, (20:1
HO\[(©/ e 2S04 ( )= o \[H©/
Ruckfluss 2h
O O
167 169

Darstellung nach AAV 1 aus 4-Methylbenzoesdure (167; 0,5 g; 3,7 mmol; 1,0 Aq.) in
MeOH/H2SO4 (5 mL), wobei 169 als farbloser Feststoff (0,5 g, 91 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. "TH-NMR (250 MHz, DMSO-ds) 8 = 7,85 (d; J = 8,0 Hz;
2H); 7,32 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 3,97 (s; 3H); 2,37 (s; 3H). '*C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & =
165,55; 143,34; 129,15; 128,97; 127,53; 61,07; 20,98. MS (ESI+): m/z 151,16 ([M+H™]).

2,4-Dimethylbenzoeséaureethylester (171)

(0] (@]
EtOH/H,SO,4 (20:1)
OH . - o
Ruckfluss, 5 h
170 171

Darstellung nach AAV 1 aus 2,4-Dimethylbenzoesaure (170; 2,2 g; 13,3 mmol, 1,0 eq) in
EtOH/H2SO4 (10 ml), wobei 171 als farbloser Feststoff (1,88 g; 79 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,57. 'TH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,83 (d; J = 8,6 Hz; 1H);
7,06 - 7,02 (m; 2H); 4,34 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,57 (s; 3H); 2,35 (s; 3H); 1,38 (t; J = 7,1 Hz; 3H).
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3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 167,79; 142,43; 140,32; 132,59; 130,87; 127,17; 126,54;
60,61; 21,87; 21,49; 14,49. MS (ESI+): m/z 179,26 ([M+H*]).

4-Methylphenylessigsaureethylester (173)

OH  EtoH/H,s0, (20:1) - o~
9 Ruickfluss, 2 h o)

172 173

Darstellung nach AAV 1 aus 4-Methylphenylessigsaure (172; 0,96 g; 6,4 mmol, 1.0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (5 mL), wobei 173 als farbloser Feststoff (1,12 g; 98%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,58. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7.16 — 7.08 (m; 4H);
4,05 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,57 (s; 2H); 2,26 (s; 3H); 1,15 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & = 171,24; 135,85; 131,38; 129,06; 128,91; 60,18; 40,09; 20,61; 14,04. MS (ESI+):
m/z 179,27 ((M+H*]).

4-Methylphenylessigsauremethylester (174)

OH " MeOH/H,S0, (20:1) N
@) Ruckfluss, 2 h @)

172 174

Darstellung nach AAV 1 aus 4-Methylphenylessigsaure (172; 0,5 g; 3,3 mmol; 1,0 Aqg.) in
MeOH/H,SOs (5 mL), wobei 174 als farbloser Feststoff (0,5 g; 91%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. '"H NMR (400 MHz, DMSO-de) d = 7,16 - 7,08 (m; 4H);
3,65 (s; 3H); 3,57 (s; 2H); 2,26 (s; 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 171,20; 135,74;
131,29; 129,00; 128,90; 60,10; 40,02; 20,60. MS (ESI+): m/z 187,12 ((M+Na™]).

2,4-Dimethylphenylessigsaureethylester (176)

OH  EtoH/H,s0, (20:1) - o~
9 Riickfluss, 4 h 9

175 176

Darstellung nach AAV 1 aus 2,4-Dimethylphenylessigsaure (175; 2,0 g; 12,0 mmol; 1,0 Aq.)
in EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 176 als farbloser Feststoff (2,1 g; 90%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) d = 7,09 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
7,00 (s; 1H); 6,97 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 4,15 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,59 (s; 2H); 2,30 (s; 3H); 2,29
(s; 3H); 1,25 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,71; 136,88; 136,59;
131,15; 130,05; 129,86; 126,76; 60,72; 38,89; 20,98; 19,50; 14,20. MS (ESI+): m/z 214,80
(M+Na]).
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4-Methylphenylpropansiaureethylester (178)

0 o}
/©/\)J\OH EtOH/H,S0, (20:1) o
Ruckfluss, 4 h
177 178

Darstellung nach AAV 1 aus 4-Methylphenylpropansaure (177, 4,0 g; 24,0 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (20 mL), wobei 178 als farbloser Feststoff (3,3 g; 70%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,57. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,10 (s; 4H); 4,13 (q; J =
7,1 Hz; 2H); 2,92 (t; J = 7,9 Hz; 2H); 2,60 (t; J = 7,9 Hz; 2H); 2,32 (s; 3H); 1,25 (t; J = 7,1 Hz;
3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl;) & = 173,13; 137,66; 135,83; 129,28; 128,30; 60,50; 36,23;
30,70; 21,12; 14,34. MS (ESI+): m/z 215.17 ((M+Na*]).

3-Methylbenzoesaureethylester (180)

(e} (@]
OH EtOH/H,SO,4 (20:1 )‘ o/\
Ruckfluss, 2 h
179 180

Darstellung nach AAV 1 aus 3-Methylbenzoesaure (179; 1,5 g; 11,0 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (10 ml), wobei 180 als farbloser Feststoff (1,80 g; 99 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. '"H NMR (400 MHz, CDCl5) = 7,79 - 7,71 (m, 2H); 7,25
- 7,18 (m; 2H); 4,25 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,27 (s; 3H); 1,27 (t; J = 7,2 Hz; 3H). 3C NMR
(101 MHz, CDCls) & = 166,73; 138,02; 133,51; 130,46; 130,04; 128,18; 126,66; 60,81; 21,19;
14,30. MS (ESI+): m/z 199,58 [M+CI].

2-Methylbenzoesaureethylester (182)

O O

EtOH/H,SO,4 (20:1)
OH - - o
Ruckfluss, 5 h

181 182

Darstellung nach AAV 1 aus 2-Methylbenzoeséure (181; 1.5 g; 11,0 mmol; 1,0 Aqg.) in
EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 182 als farbloser Feststoff (1,3 g; 72%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7,81 (d; J = 8,3 Hz; 1H);
7,27 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 7,15 - 7,09 (m; 2H); 4,25 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,50 (s; 3H); 1,28 (t; J =
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7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 167,67; 139,98; 131,70; 130,48; 129,99; 126,68;
125,65; 60,65; 21,67; 14,32. MS (ESI+): m/z 164,24 [M].

3-Methylphenylessigsaureethylester (184)

OH  EtoH/H,s0, (20:1) - o~
9 Ruickfluss, 4 h o)

183 184

Darstellung nach AAV 1 aus 3-Methylphenylessigsaure (183; 1,5 g; 10,0 mmol, 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 184 als farbloser Feststoff (1,6 g; 90%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,23 (t; J = 7,5 Hz; 1H);
7,15-7,07 (m; 3H); 4,17 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,60 (s; 2H); 2,37 (s; 3H); 1,28 (t; J = 7,1 Hz; 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 171,74; 138,17; 134,08; 130,01; 128,45; 127,80; 126,26;
60,81; 41,38; 21,35; 14,19. MS (ESI+): m/z 201,22 ([M+Na‘]).

2-Methylphenylessigsaureethylester (186)

OH  EtoH/H,S0, (20:1) NG

>

O Rickfluss, 4 h o}

185 186

Darstellung nach AAV 1 aus 2-Methylphenylessigsaure (185, 2,0 g; 13,0 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 186 als farbloser Feststoff (1,9 g; 80%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7.11 - 7.01 (m; 4H); 4,03
(9; J = 7,1 Hz; 2H); 3,51 (s; 2H); 2,21 (s; 3H); 1,13 (t; J = 7,2 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz,
CDCIs) & = 171,48; 136,85; 132,98; 130,35; 130,18; 127,37; 126,15; 60,77; 39,31; 19,60;
14,22. MS (ESI+): m/z 179,19 ([M+H"]).

2,4-Dimethylphenylpropansaureethylester (188)

(@] O
Ruckfluss, 4 h
187 188

Darstellung nach AAV 1 aus 2,4-Dimethylphenylpropanséure (187; 3,0 g; 17,0 mmol; 1,0 Aq.)
in EtOH/H>SO,4 (16 mL), wobei 188 als farbloser Feststoff (2,9 g; 84%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,77. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,04 (d; J = 7,6 Hz; 1H),
7,00 - 6,93 (m; 2H); 4,15 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,91 (t; J = 8,0 Hz; 2H); 2,56 (t; J = 8,0 Hz; 2H);
2,30 (s; 6H); 1,26 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 173,12; 135,84; 135,77;
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135,64; 131,10; 128,50; 126,72; 60,41; 34,85; 27,98; 20,89; 19,16; 14,23. MS (ESI+): m/z
229,20 ([M+Na*]).

2-Fluor-4-methylbenzoesaureethylester (190)

(0] 0]
EtOH/H,SO, (20:1)
OH - - o7
Ruckfluss, 5 h
F F
189 190

Darstellung nach AAV 1 aus 2-Fluor-4-methylbenzoesaure (189; 0,4 g; 2,6 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/H2SO4 (5 mL), wobei 190 als farbloser Feststoff (0,45 g; 84%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,78. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7.74 (t; J = 7.8 Hz; 1H);
6,90 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,85 (d; J = 11,0 Hz; 1H); 4,30 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,30 (s; 3H); 1,31
(t; J = 7,1 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCls) & = 164,46 (d; J = 3,8 Hz); 161,96 (d; J =
259,5 Hz); 145,79 (d; J = 8,9 Hz); 131,87; 124,70 (d; J = 3,3 Hz); 117,34 (d; J = 22,2 Hz);
116,08 (d; J = 9,8 Hz); 61,04; 21,42 (d; J = 1,4 Hz); 14,26. MS (ESI+): m/z 183,14 ([M+H*]).

2-Fluor-4-methylphenylpropanséaureethylester (192)

0 o}
/@\/\)J\OH EtOH/H,S04 (20:1) o
F Ruckfluss, 4 h F
192

191

Darstellung nach AAV 1 aus 2-Fluor-4-methylphenylpropansaure (191; 1,0 g; 5,5 mmol;
1,0 Aq.) in EtOH/H2SO4 (10 ml), wobei 192 als farbloser Feststoff ( 1,0 g; 88%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,74. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,00 (t; J = 7,8 Hz; 1H);
6,80 — 6,73 (m; 2H); 4,05 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,86 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 2,52 (t; J = 7,6 Hz; 1H);
2,23 (s; 3H); 1,16 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 172,79; 161,01 (d; J =
244.8 Hz); 138,35 (d; J = 7,9 Hz); 130,25 (d; J = 5,4 Hz); 124,66 (d; J = 3,1 Hz); 124,12 (d; J
= 15,8 Hz); 115,84 (d; J = 21,7 Hz); 60,40; 34,59 (d; J = 1,6 Hz); 24,29 (d; J = 1,6 Hz); 20,91
(d; J=1,5Hz); 14,18. MS (ESI+): m/z 233,19 ([M+Na™)).

2,5-Dimethylphenylessigsaureethylester (194)

OH " EtoH/H,s0, (20:1) - o~
o Riickfluss, 4 h o}

193 194

Darstellung nach AAV 1 aus 2,5-Dimethylphenylessigsaure (193; 0,6 g; 3,7 mmol; 1,0 Aq.) in
EtOH/ H.SO4 (8 ml), wobei 194 als farbloser Feststoff (0,6 g; 85 %) erhalten wurde.
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Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,58. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 6,98 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
6,95 — 6,88 (m; 2H); 4,07 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,50 (s; 2H); 2,22 (s; 3H); 2,19 (s; 3H); 1,17 (t; J
=7,1Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) d = 171,65; 135,51; 133,65; 132,66; 130,89; 130,22;
128,03; 60,75; 39,27; 20,88; 19,09; 14,21. MS (ESI+): m/z 193,19 ([M+H"]).

2-Chloro-4-methylphenylpropansaureethylester (79)

cl Pd (OAc), Cl
OEt K2003
T e T -
| OEt DMF, 90 °C, 4 h
42 % Ausbeute o)
77 78 79

Zu einer Losung von 2-Chlor-1-iod-4-methylbenzol (77; 2,0 g; 8 mmol; 1,0 eq) in 10 ml DMF
wurden Acroleindiethylacetal (78; 3,1 g; 24 mmol; 3,0 Ag.), K2CO3 (3,3 g; 24 mmol; 3,0 Aq.)
und Palladium(ll)-acetat (53,0 g; 0,24 mmol, 0,03 Aq.) gegeben. Die Mischung wurde 4
Stunden bei 90 °C geruhrt. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurde langsam 2 N HCI
zugegeben und 10 Minuten gerihrt. Anschlie®end wurde die Mischung mit Ether verdiinnt und
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSO,4 getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie tUber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 79 als farbloses Ol (0,76 g; 42 %) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,51.
"H NMR (400 MHz, CDCl;) & = 7,08 (s; 1H); 7,04 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,90 (d; J = 7,8 Hz; 1H);
4,05 (q; J=7,1Hz; 2H); 2,93 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 2,53 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 2,21 (s; 3H); 1,16 (t;
J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 172,77; 137,81; 134,93; 133,61; 130,21;
129,99; 127,66; 60,51; 34,16; 28,54; 20,69, 14,27. MS (ESI+): m/z 226,97 ([M+H"]); 248,97
(M+Na]).

5.5.2 Darstellung der Bromderivate

4-Brommethylbenzoesaureethylester (51)

C4H4BrNO2
CgH12Ny Br
O\/ > O\/
CHCI5, Rickfluss, 1.5 h
(0] (@]
168 51

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylbenzoesaureethylester (168; 0,9 g; 5,5 mmol; 1,0 Aq.),
N-Bromsuccinimid (0,98 g; 5,5 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,09 g; 0,55 mmol; 0,1 Aqg.) in CHCl3
(8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 51 als farbloses Ol (1,28 g; 96 %) erhalten
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wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46. "H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,94 (d; J = 8,4 Hz;
2H); 7,37 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 4,42 (s; 2H); 4,30 (q; J = 7,5 Hz; 2H); 1,32 (t; J = 7,5 Hz; 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 = 166,15; 142,62; 130,16; 129,10; 126,70; 61,22; 32,37; 14,44.
MS (ESI*): m/z 243,04 ([M+H*).

4-Brommethylphenylessigsdureethylester (52)

C4H4BrN 02

B 0]
\©\)?\ CgH1aNy r/\©\)J\
> N
o (0]

CHClIj3, Rickfluss, 4 h
173 52

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylphenylessigsaureethylester (173, 1,12 g; 6,3 mmol; 1,0
Aq.); N-Bromsuccinimid (1,12 g; 6,3 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,1 g; 0,63 mmol; 0,1 Aq.) in
CHC I3 (8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 52 als farbloses Ol (1,00 g; 62 %) erhalten
wurde. Ri{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5)=0,51. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,21 (d; J= 8,1 Hz,
2H); 7,13 (d; J = 7,1 Hz; 2H); 4,34 (s; 2H); 4,02 (q; J = 7,5 Hz; 2H); 3,47 (s; 2H); 1,12 (t; J =
7,2 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,39; 136,71; 134,59; 129,83; 129,37; 61,08;
41,20; 33,33; 14,29. MS (ESI*): m/z 258,11 ([M+H"]).

4-Brommethylphenylpropansaureethylester (53)
C4H4BrN 02

Br
CgH12Ng
Ov > O\/
CHClIj3, Rickfluss, 3 h

O o
178 53

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylphenylpropansaureethylester (178; 3,3 g; 17,0 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (3,1 g; 17,0 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,28 g; 1,7 mmol; 0,1 Aq.)
in CHCI3 (15 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit
n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 53 als farbloses Ol (0,8 g; 17 %) erhalten
wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,48. 'TH NMR (400 MHz, CDCl5) 6 = 7,23 (d; J = 8,2 Hz;
2H); 7,10 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 4,39 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,86 (t; J = 7,8 Hz; 2H);
2,53 (t; J=7,8 Hz; 2H); 1,15 (t; J=7,1 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 =172,78; 141,10;
135,84; 129,29; 128,86; 60,68; 35,78; 33,55; 30,73; 14,37. MS (ESI*): m/z 271,07 ([M+H™]).
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4-Brommethyl-2-methylbenzoesaurethylester (54)

C4H4BrN02
Br
CgH12Ny4
OV > O\/
CHCI3, Ruckfluss, 4 h
0] @]
171 54

Darstellung nach AAV 2 aus 2,4-Dimethylbenzoesaureethylester (171; 1,86 g; 10,5 mmol;
1,0 Aq.); N-Bromsuccinimid (1,86 g; 10,5 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,17 g; 1,05 mmol; 0,1 Aq.)
in CHCI3 (10 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit
n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 54 als farbloses Ol (1,27 g; 47 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,48. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,91 -
7,85 (m; 2H); 7,17 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 4,94 (s; 2H); 4,35 (q; J = 7,2 Hz; 2H); 2,38 (s; 3H); 1,38
(t; J = 6,8 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 167,27; 143,23; 139,28; 131,25; 129,38;
126,69; 126,40; 60,96; 32,45; 21,79; 14,45. MS (ESI*): m/z 258,13 ([M+H™]).

4-Brommethyl-2-methylphenylessigsaureethylester (55)

C4H4BrN 02

B 0]
m CgH12Ny rm
> /\
O/\ (0]

CHClI3, Rickfluss, 4 h
176 55

Darstellung nach AAV 2 aus 2,4-Dimethylphenylessigsaureethylester (176; 1,5 g; 7,8 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (1,4 g; 7,8 mmol; 1,0 Aqg.) und AIBN (0,13 g; 0,8 mmol; 0,1 Aq.) in
CHC I3 (8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie ber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 55 als farbloses Ol (0,6 g; 28 %) erhalten
wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,50. "H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,11 - 7,04 (m;
2H); 7,01 (s; 1H); 4,48 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,66 (s; 2H); 2,24 (s; 3H); 1,17 (t; J =
7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 171,30; 137,76; 136,17; 131,46; 131,24; 130,52;
130,05; 61,13; 38,10; 32,42; 21,00; 14,17. MS (ESI*): m/z 272,07 ((M+H"]).

4-Brommethyl-2-methylphenylpropansaureethylester (56)
C4H4BrN 02

Br
CgH12Ng
O\/ > O\/
CHClIj3, Rickfluss, 3 h

o) o)
188 56

Darstellung nach AAV 2 aus 2,4-Dimethylphenylpropansaureethylester (188; 2,9 g; 14,0 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (2,5 g; 14,0 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,23 g, 1,4 mmol; 0,1 Aq.)
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in CHCI3 (12 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit
n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 56 als farbloses Ol (1,1 g; 27 %) erhalten
wurde. Ry{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,54. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,07 (s; 1H); 7,04
— 6.97 (m, 2H); 4,47 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,0 Hz; 2H); 2,96 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 2,60 (t; J =
7,8 Hz; 2H); 2,23 (s; 3H); 1,18 (t; J = 6,6 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 172,80;
136,56; 136,44; 135,40; 131,30; 129,98; 129,44; 60,52; 35,18; 31,70; 26,76; 20,81; 14,23. MS
(ESI+): m/z 307,11 ([M+Na™]).

3-Brommethylbenzoesaureethylester (57)

Br
C4H4BrN02
CgH12Ny
O\/ > O\/
CHCls, Riickfluss, 1.5 h
(0] o]
180 57

Darstellung nach AAV 2 aus 3-Methylbenzoesdureethylester (180; 1,8 g; 11,0 mmol; 1,0 Aq.),
N-Bromsuccinimid (1,9 g; 11,0 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,18 g; 1,1 mmol; 0,1 Ag.) in CHCls
(10 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 57 als farbloses Ol (2,0 g; 77 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,98 (s; 1H); 7,89
(d; J=7,9Hz; 1H); 7,50 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,34 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 4,43 (s; 2H); 4,30 (q; J =
6,9 Hz; 2H); 1,32 (t; J = 7,2 Hz; 4H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 165,86; 138,25; 133,46;
131,20; 130,10; 129,61; 129,05; 61,36; 32,62; 14,42. MS (ESI*): m/z 243,13 ([M+H]").

2-Brommethylbenzoesaureethylester (58)

Br
C4H4BrN02
CgH1oNy
©;(O\/ > o~
CHCI3, Ruckfluss, 1.5 h
(0] (0]
182 58

Darstellung nach AAV 2 aus 2-Methylbenzoesaureethylester (182; 1,3 g; 8,0 mmol; 1,0 Aq.),
N-Bromsuccinimid (1,4 g; 8,0 mmol; 1,0 Aqg.) und AIBN (0,13 g; 0,8 mmol; 0,1 Aq.) in CHCI; (8
mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 58 als farbloses Ol (1,2 g; 62 %) erhalten
wurde. Ri{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,88 (d; J= 7,8 Hz;
1H); 7,43 - 7,34 (m; 2H); 7,28 (t; J = 7,3 Hz; 1H); 4,88 (s; 2H); 4,33 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 1,34 (t;
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J = 7,2 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 166,64; 139,07; 132,37; 131,63; 131,24;
129,57; 128,50; 61,32; 31,57; 14,24. MS (ESI*): m/z 243;09 ([M+H"]).

2-Brommethylphenylessigsaureethylester (59)

C4H4BI"N02
O O
m CgH12N4
CHC I3, Ruckfluss, 3 h
186 59

Darstellung nach AAV 2 aus 2-Methylphenylessigsaureethylester (186; 1,9 g; 11,0 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (1,9 g; 11,0 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,17 g; 1,1 mmol, 0,1 Aq.)
in CHCIs (10 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie ber Kieselgel mit
n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 59 als farbloses Ol (2,1 g; 77 %) erhalten
wurde. Ri{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,45. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 =7.29 (d; J=7,0 Hz;
1H); 7,21 - 7,16 (m; 3H); 4,51 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,5 Hz; 2H); 3,71 (s; 2H); 1,18 (t; J=7,5 Hz;
3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 = 171,00; 136,35; 133,49; 131,24; 130,70; 129,17; 127,95,;
61,11; 38,41; 31,79; 14,17. MS (ESI*): m/z 257,10 ([M+H"*]).

3-Brommethylphenylessigsaureethylester (60)

Br
C4H4BrN02
(@] O
CgH12Ny4
O/\ > O/\
CHC I3, Ruckfluss, 2.5 h
184 60

Darstellung nach AAV 2 aus 3-Methylphenylessigsaureethylester (184; 0,7 g; 4,0 mmol;
1,0 Ag.), N-Bromsuccinimid (0,7 g; 4,0 mmol; 1,0 Aqg.) und AIBN (0,06 g; 0,4 mmol; 0,1 Aq.) in
CHC I3 (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 60 als farbloses Ol (0,75 g, 74 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,50. "H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,34 - 7,29 (m;
3H); 7,23 (t; J = 5,1 Hz; 1H); 4,48 (s; 2H); 4,17 (q; J = 7,2 Hz; 2H); 3,61 (s; 2H); 1,26 (t; J =
7,2 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 171,04; 138,05; 134,73; 129,81; 129,23; 128,58;
128,21; 60,97; 41,17; 33,30; 14,81. MS (ESI*): m/z 279,11 ([M+Na™]).
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4-Brommethyl-2-fluorbenzoesaureethylester (61)

F C4H4BrN02 F
CgH12N4 Br
Ov > OV
CHCI3, Riickfluss, 1.5 h
O (@]
190 61

Darstellung nach AAV 2 aus 2-Fluor-4-methylbenzoesaureethylester (190; 0,45 g; 2,5 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (0,44 g; 2,5 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,04 g; 0,25 mmol; 0,1 Aq.)
in CHCIs (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 61 als farbloses Ol (0,36 g; 56%) erhalten
wurde. Ri{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. "H NMR (400 MHz, CDCl;) 5 =7.84 (t; J= 7,8 Hz;
1H); 7,14 (d; J = 8,0; 1H); 7,10 (d; J = 11,1 Hz; 1H); 4,37 (s; 2H); 4,32 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 1,32
(t; J = 7,1 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl5) & = 163,92 (d; J = 3,9 Hz); 161,78 (d; J =
261,0 Hz); 144,51 (d; J = 8,7 Hz); 132,56; 124,40 (d; J = 3,3 Hz); 118,88 (d; J = 10,0 Hz);
117,38 (d; J = 24,2 Hz); 61,43; 31,04 (d; J = 1,4 Hz); 14,23. MS (ESI+): m/z 283,01 ([M+H"]).

4-Brommethyl-2-fluorphenylpropansaureethylester (62)
C4H4BrN 02

F . F
CgH12Ng
o~ > o~
CHClIj3, Rickfluss, 3 h

O

192 62

Darstellung nach AAV 2 aus 2-Fluor-4-methylphenylpropansaureethylester (192; 0,98 g;
4,6 mmol; 1,0 Aqg.), N-Bromsuccinimid (0,83 g; 4,6 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,08 g;
0,46 mmol; 0,1 Ag.) in CHCI3 (8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 62 als farbloses Ol
(0,26 g; 19%) erhalten wurde. Ri{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,42. '"H NMR
(400 MHz, CDClI3) 6 = 7,11 (t; J = 7,9 Hz; 1H); 7,03 — 6,97 (m; 2H); 4,36 (s; 2H); 4,05 (q; J =
7,1 Hz; 2H); 2,89 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 2,54 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 1,16 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR
(101 MHz, CDCl3) & = 172,52; 160,94 (d; J = 246,6 Hz); 138,07 (d; J = 7,8 Hz); 130,98 (d; J =
5,3 Hz); 127,80 (d; J = 15,9 Hz); 124,61 (d; J = 3,3 Hz); 115,95 (d; J = 23,0 Hz); 60,52; 34,22
(d; J =1,6 Hz); 32,27 (d, J = 1,8 Hz); 24,38 (d; J = 1,6 Hz); 14,18. MS (ESI+): m/z 310,98
(M+Na]).
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4-Brommethyl-2-chlorphenylpropansaureethylester (80)
Cl C4H4BrN02 Br Cl
CgH 12Ny
OGP - (OGP
o) CHCI3, Ruickfluss, 4 h e}

Darstellung nach AAV 2 aus 2-Chlor-4-methylphenylpropansaureethylester (79; 0,7 g;
3,2mmol; 1,0 Ag.), N-Bromsuccinimid (0,56 g; 3,2 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,05 g;
0,32 mmol; 0,1 Aq.) in CHCI3 (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 80 als farbloses Ol
(0,1 g, 10%) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,47. "H NMR (400 MHz, CDCls)
0=7,32(d; J=1,4 Hz; 1H); 7,16 (s; 1H); 7,15 (d; J = 1,6 Hz; 1H); 4,34 (s; 2H); 4,06 (q; J = 7,1
Hz; 2H); 2,98 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 2,56 (t; J = 7,7 Hz; 2H), 1,17 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 = 172,56; 138,42; 137,64; 134,15; 130,84; 130,02; 127,51; 60,56; 33,80;
32,02; 28,67; 14,21. MS (ESI+): m/z 306,90 ([M+H"]); 328,89 ([M+Na™]).

4-Brommethylbenzoesauremethylester (195)

C4H4BrNO2
Br
CgH12Ny
NG > O
CHClIj3, Ruckfluss, 1.5 h
(0] (0]
169 195

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylbenzoesauremethylester (169; 0,5 g; 3,3 mmol; 1,0 Aq.);
N-Bromsuccinimid (0,6 g; 3,3 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,05 g; 0,33 mmol; 0,1 Aq.) in CHCI;
(4 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 195 als farbloses Ol (0,6 g; 79 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,45. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,83 (d; J = 8,4 Hz;
2H); 7,25 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 4,32 (s; 2H); 3,78 (s; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCls) d = 166,10;
142,52; 130,08; 129,01; 126,61; 61,13; 32,30. MS (ESI*): m/z 251,04 ([M+Na™]).

4-Brommethylphenylessigsauremethylester (196)

C4H4BrN02

B 0]
\©\)?\ CgH12Ny rm
- ~
(0]
O/

CHCI3, Rickfluss, 4 h
174 196

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylphenylessigsaureethylester (174; 0,5g; 2,8 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (0,5 g; 2,8 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,28 g; 0,28 mmol; 0,1 Aq.)
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in CHCIs (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 196 als farbloses Ol (0,5 g; 67 %) erhalten
wurde. Ri{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,49. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =7,21 (d; J= 8,1 Hz;
2H); 7,13 (d; J = 7,1 Hz; 2H); 4,34 (s; 2H); 3,53 (s; 3H); 3,47 (s; 2H). '*C NMR (101 MHz,
CDClz) & = 171,26; 136,59; 134,60; 129,79; 129,31; 61,16; 41,10; 33,25. MS (ESI*): m/z
265,06 ([M+Na™).

5-Brommethyl-2-methylphenylessigsaureethylester (197)
C4H4BrN 02

0"\ CHCls, Riickfluss, 4h ' o~

194 197

Darstellung nach AAV 2 aus 2,5-Dimethylphenylessigsaureethylester (194; 0,6 g; 3,0 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (0,55 g; 3,0 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,05 g; 0,3 mmol; 0,1 Aq.)
in CHCI; (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie ber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 197 als ein farbloses Ol (0,2 g; 24%)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 = 7,22 (m;
2H); 7,15 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 4,47 (s; 2H); 4,16 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 3,62 (s; 2H); 2,31 (s; 3H);
1,26 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,18; 137,39; 135,57; 133,42;
130,84; 130,81; 128,01; 60,91; 39,14; 33,46; 19,39; 4,19. MS (ESI+): m/z 293,00 ([M+Na]).

5.5.3 Darstellung der Ether

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (65)

Br K,COs
OV + > O
DMF, 100 °C, 18 h

OH
51 63 65 O

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)benzoesaureethylester (51; 0,5 g; 2,1 mmol;
1,0 Aq.), Indan-4-ol (63, 0,28 g; 2,1 mmol; 1,0 Aq.) und K2CO3 (0,57 g; 4,12 mmol; 2,0 Aq.) in
DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 65 als farbloses Ol (0,59 g; 97 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,45. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,97 (d; J= 8,1 Hz;
2H); 7,41 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,00 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,79 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 6,58 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 5,06 (s; 2H); 4,30 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,91 — 2,81 (m; 4H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz;
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2H); 1,31 (t; J = 7,6 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) 5 = 166,53; 155,09; 146,65; 142,79;
132,39; 130,00; 129,95; 127,58; 126,78; 117,54; 109,31; 69,26; 61,07; 33,39; 29,65; 25,05;
14,46. MS (ESI+): m/z 297,38 ([M+H"]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (66)

Br/\©\)OJ\ ©i> K,CO3
+ >
o DMF, 100 °C, 16 h 0/\©\j\
o

OH

52 63 66

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (52; 0,3 g, 1,2 mmol,
1,0 Aq), Indan-4-ol (63; 0,16 g; 1,2 mmol; 1,0 Aqg.) und K2CO3 (0,32 g, 2,3 mmol, 2,0 eq) in
DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 66 als farbloses Ol (0,10 g; 28 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,47. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 = 7,26 (d; J = 8,0 Hz;
2H); 7,17 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 6,96 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,74 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 6,57 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 4,93 (s; 2H); 4,03 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,48 (s; 2H); 2,85 - 2,76 (m; 4H); 1,94 (p; J
= 7,0 Hz; 2H); 1,13 (t; J = 7,2 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 = 171,51; 155,29; 146,34;
136,41; 133,65; 132,23; 129,39; 127,47; 127,39; 117,19; 109,25; 69,46; 60,87; 41,13; 33,30;
29,58; 24,95; 14,21. MS (ESI+): m/z 370,36 ([M+K"]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropansaureethylester (67)

B
(0] + > (e
o &

O OH
53 63

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)phenylpropansaureethylester (53; 0,8 g; 3,0
mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,4 g; 3,0 mmol; 1,0 Ag.) und K2COs (0,8 g; 6,0 mmol; 2,0 Aq.)
in DMF (6,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Gber Kieselgel mit
n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 67 als farbloses Ol (0,43 g, 44 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,54. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,26 (d;
J=7,9 Hz; 2H); 7,12 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,00 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,77 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,61
(d; J=8,1 Hz; 1H); 4,96 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,90 — 2,80 (m; 6H); 2,53 (t; /= 7,8
Hz; 2H); 1,98 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,14 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl5) d =
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172,88; 155,34; 146,37; 140,15; 135,54; 132,30; 128,47; 128,25; 127,43; 117,16; 109,28;
69,62; 60,45; 35,93; 33,31; 30,73; 29,58; 24,96; 14,25. MS (ESI+): m/z 325,18 ([M+Na™]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylbenzoesaureethylester (68)

Br K,COs
O\/ + > O/\E>;(
DMF, 100 °C, 12 h
o~

o OH
54 63 68 @)

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylbenzoesaureethylester (54; 0,3 g;
1,2 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,16 g, 1,2 mmol, 1,0 eq) und K>COs (0,32 g; 2,3 mmol;
2,0 Aq.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie Uber
Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 68 als farbloses Ol (0.15 g,
41%) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46. '"H NMR (250 MHz, CDCl;) & =
7,85 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,51 (s; 1H); 7,06 (m; 1H); 6,99 (d; J = 7,72 Hz; 1H); 6,78 (d; J=7,3
Hz; 1H); 6,65 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,40 (s; 2H); 4,25 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,89 (m; 4H); 2,33 (s;
3H); 2,02 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,29 (t; J = 7,7 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 169,87;
154,99; 146,86; 139,69; 137,05; 134,84; 130,07; 129,04; 127,03; 126,74; 125,30; 118,31;
110,51; 72,21; 61,28; 33,21; 29,19; 27,45; 21,07; 14,70. MS (ESI+): m/z 333,21 ([M+Na™]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (69)

Brm ©i> K,CO3
+ -
o DMF, 100 °C, 16 h Om
o

OH

55 63 69

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (55; 0,26 g;
1,0 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,13 g; 1,0 mmol; 1,0 Ag.) und K»CO3 (0,27 g; 2,0 mmol;
2,0 Aqg.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie Uber
Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 69 farbloses Ol (0,07 g;
23 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,62. "H NMR (250 MHz, CDCls) & =
7,21 -7,11 (m; 3H); 7,01 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,78 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,62 (d; J = 8,3 Hz; 1H);
4,95 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,55 (s; 2H); 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 4H); 2,25 (s; 3H); 2,00
(p; J=7,5Hz; 2H); 1,17 (t; J = 7,5 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 171,55; 155,48;
146,46; 137,13; 136,70; 134,40; 132,52; 130,43; 129,29; 127,54; 125,09; 117,24; 109,37;
69,70; 50,78; 39,16; 33,40; 29,68; 25,05; 19,78; 14,30. MS (ESI+): m/z 325,19 ([M+H*]).
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4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylpropansaureethylester (70)

B
(0] + > (0)
70 O

O OH
56 63

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylphenylpropansaureethylester (56;
0,09 g; 0,33 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,045 g; 0,33 mmol; 1,0 Aqg.) und K>CO3 (0,09 g;
0,66 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 70 farbloses Ol
(0,04 g; 35 %) erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. '"H NMR (400 MHz, CDCls)
6 =7,16 (s; 1H); 7,07 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 7,06 — 7,00 (m; 2H); 6,80 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,70
(d; J=17,4 Hz; 1H); 4,96 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 2,90 (t; J = 7,6 Hz; 4H); 2,96 — 2,83
(m; 4H); 2,56 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,25 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,13 (t; J= 7,1 Hz; 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 173,11; 155,49; 146,51; 136,51; 136,14; 134,82; 132,35;
130,34; 129,35; 129,30; 127,59; 117,33; 109,24; 68,57; 60,51; 35,85; 33,40; 29,70; 27,33;
25,05; 21,13; 14,31. MS (ESI+): m/z 361,30 ((M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (71)

O OH
51 64 71 )

Br K,COs
o~ ] Om
DMF, 100 °C, 18 h
O\/

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)benzoesaureethylester (51; 0,8 g; 3,29 mmol;
1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0.49 g, 3.3 mmol, 1.0 eq) and K.COs (0,9 g;
6,6 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (6,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 71 farbloses Ol (0,45
g; 44%) erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,68. *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 =
7,97 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,41 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,80 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,51 (d; J = 8,1 Hz;
1H); 5,04 (s; 2H); 4,30 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,88 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,77 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,12 (s; 3H); 2,02 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,31 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & =
166,57; 153,20; 145,23; 143,03; 132,02; 129,93; 129,89; 127,94; 126,73; 126,68; 109,79;
69,44; 61,07; 32,11; 29,99; 24,63; 18,53; 14,46. MS (ESI+): m/z 311,24 ([M+H"]).
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4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylbenzoesaureethylester
(72)

o OH
54 63 72 @)

Br K,COs
o ‘ m
DMEF, 100 °C, 12 h
OV

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylbenzoesaureethylester (54; 0,63 g;
2,5 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,37 g; 2,5 mmol; 1,0 Ag.) und
K.CO; (0,38 g; 5,0 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (6,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 72 als farbloses Ol (0,24 g; 30%) erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46.
"H NMR (250 MHz, CDCl3) & = 7,85 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,51 (s; 1H); 7,06 (m; 1H); 6,99 (d; J
= 7,72 Hz; 1H); 6,78 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,65 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,40 (s; 2H); 4,25 (q; J =
7,1 Hz; 2H); 2,89 (m; 4H); 2,33 (s; 3H); 2,21 (s; 3H); 2,02 (p; J=7,4 Hz; 2H); 1,29 (t; J=7,7 Hz;
3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 169,87; 154,99; 146,86; 139,69; 137,05; 134,84; 130,07;
129,04; 127,03; 126,74; 125,30; 118,31; 110,51; 72,21; 61,28; 33,21; 29,19; 27,45; 21,07;
19,35; 14,70. MS (ESI+): m/z 347,13 ((M+Na™]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropansaureethylester (73)

B
(0] + > (e
W DMF, 100 °C, 16 h 0
(0] OH W
53 73 0]

64

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)phenylpropansaureethylester (53; 0,45 g;
1,7 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64, 0,25 g; 1,7 mmol; 1,0 Ag.) und
K.CO; (0,46 g; 3,4 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (4,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 73 als farbloses Ol (0,21 g, 38%) erhalten wurde. Rf(Hexane/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,55.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,27 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 7,13 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 6,81 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 6,55 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,95 (s; 2H); 4,05 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,91 — 2,83 (m;
4H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,54 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,11 (s; 3H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H);
1,16 (t; J = 7,5 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 173,01; 153,55; 145,16; 140,18;
135,83; 132,05; 128,59; 127,90; 127,52; 126,37; 109,87; 69,90; 60,56; 36,05; 32,12; 30,83;
30,01; 24,64; 18,54; 14,38. MS (ESI+): m/z 339,18 ([M+H"]).
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4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorbenzoesaureethylester (74)

5 F
f K,COs .
o ] Om
DMF, 100 °C, 18 h
o

O OH
61 63 74 o

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-fluorbenzoesaureethylester (61; 0,1 g;
0,38 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,05 g 0,38 mmol, 1,0 eq) und K.CO3 (0,1 g; 0,76 mmol;
2,0 Aq.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie (iber
Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 74 als farbloses Ol (0,30 g;
25%) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,53. '"H NMR (400 MHz, CDCI3) 5 =
7,86 (t; J=7,8 Hz; 1H); 7,17 — 7,13 (m; 2H); 7,00 (t; J = 7,8 Hz: 1H); 6,80 (d; J = 7,4 Hz; 1H);
6,55 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,03 (s; 2H); 4,31 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,90 — 2,83 (m; 4H); 2,01 (p;
J=7,5Hz; 2H); 1,32 (t; J= 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) & = 164,26 (d; J = 3,9 Hz);
162,14 (d; J = 260,2 Hz); 154,68; 146,67; 145,17 (d; J = 8,4 Hz); 143,57; 132,26; 127,51;
121,86 (d; J = 3,3 Hz); 118,12 (d; J = 10,0 Hz); 117,65; 115,08 (d; J = 23,4 Hz); 109,10; 68,35
(d; J=1,2 Hz); 61,30; 33,26; 29,52; 24,93; 14,27. MS (ESI+): m/z 315,24 ([M+H+]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylpropansaureethyl-
ester (75)

Br K,COj
(0] + > (o)
j DMF, 100 °C, 18 h
o) (0]
OH j
75 O

56 64

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylphenylpropansaureethylester (56;
0,09 g; 0,33 mmol; 1,0 Aqg.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,049 g; 0,33 mmol;
1,0 Ag.) und K,COs3 (0,09 g, 0,66 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte
durch S&ulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler
Phase, wobei 75 als farbloses Ol (0,04 g; 35 %) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5)
= 0,62. '"H NMR (400 MHz, CDCls) d = 7,26 (s; 1H); 7,18 — 7,10 (m; 2H); 6,96 (d; J = 8,1 Hz;
1H); 6,74 (d; J = 7,4 Hz; 1H), 5,04 (s; 2H); 4,14 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 3,10 (t; J = 7,6 Hz; 4H);
2,96 — 2,83 (m; 4H); 2,66 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,36 (s; 3H); 2,24 (s; 3H); 2,09 (p; J=7,5 Hz;
2H); 1,24 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 173,11; 155,49; 146,51; 136,51;
136,14; 134,82; 132,35; 130,34; 129,35; 129,30; 127,59; 117,33; 109,24; 68,57; 60,51; 35,85;
33,40; 29,70; 27,33; 25,05; 21,13; 19,26; 14,31. MS (ESI+): m/z 391,28 ([M+K™)).
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4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylpropansaureethyl-
ester (76)

F
Br K,COj
O + >
I j DMF, 100 °C, 18 h
OH j
64

62

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-fluorphenylpropansaureethylester (62; 0,13 g;
0,43 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,06 g; 0,43 mmol; 1,0 Ag.) und
K.CO; (0,12 g; 0,86 mmol; 2,0 Aq.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 76 als farbloses Ol (0,09 g; 56 %) erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2)
= 0,55. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 = 7,11 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 7,06 — 6,99 (m; 2H); 6,80 (d;
J=8,1Hz; 1H); 6,51 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,92 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,94 — 2,82 (m;
4H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,53 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 2,11 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H);
1,15 (t; J = 7,5 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl5) & = 172,21; 161,25 (d; J = 245,7 Hz);
153,13; 145,08; 138,43 (d; J = 7,7 Hz); 131,90; 130,67 (d; J = 5,5 Hz); 127,82; 126,66 (d; J =
16,0 Hz); 126,48; 122,51 (d; J = 3,6 Hz); 114,00 (d; J = 23,1 Hz); 109,61; 69,00 (d; J = 2,0 Hz);
60,51; 34,43 (d; J = 1,6 Hz); 32,01; 29,89; 24,53; 24,46 (d; J = 2,7 Hz); 18,44; 14,23. MS
(ESI+): m/z 379,34 ([M+Na™]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-chlorphenylpropansaureethyl-
ester (81)

Cl
Br K,COj
0] + -
I j DMF, 100 °C, 18 h
OH j
64

80

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-chlorphenylpropansaureethylester (80; 0,09 g;
0,28 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,04 g; 0,28 mmol; 1,0 Ag.) und
K2COs (0,08 g, 0,56 mmol, 2,0 eq) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 81 als farbloses Ol (0,06 g; 58%) erhalten. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,52.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,34 (s; 1H); 7,18 — 7,14 (m; 2H), 6,81 (d, J = 8,1 Hz; 1H); 6,52
(d; 3 =8,1Hz; 1H); 4,91 (s; 2H); 4,06 (g; J = 7,1 Hz; 2H); 2,98 (t; J = 7,8 Hz; 2H), 2,86 (t; J =
7,5 Hz; 2H); 2,76 (t; J=7,5 Hz; 2H); 2,56 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 2,12 (s; 3H); 2,02 (p; J = 7,6 Hz;
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2H); 1,18 (t; J = 7,8 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 177,78; 153,23; 145,25; 138,16;
137,11; 134,21; 132,06; 130,64; 128,31; 127,95; 126,69; 125,77; 109,77; 69,05; 61,15; 33,61;
32,12; 30,01; 28,55; 24,65; 18,57; 14,66. MS (ESI+): m/z 395,88 ([M+Na™]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (198)

OH

Br/\©\)OJ\ K,CO3
+ -
o DMF, 100 °C, 16 h O/\©\)OJ\
o
52 64 198

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (52; 0,3 g; 1,0 mmol;
1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,16 g; 1 mmol; 1,0 Aq.) und K>-COs (0,32 g;
2,3 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Séaulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 198 als farbloses Ol
(0,2 g; 54 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,47. *H NMR (400 MHz, CDCls)
0=749 (d; J=7,8Hz; 2H); 7,40 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,98 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,74 (d; J =
8,0 Hz; 1H); 5,14 (s; 2H); 4,25 (q; J = 7,0 Hz; 2H); 3,71 (s; 2H); 3,06 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,95
(t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,30 (s; 3H); 2,19 (p; J = 7,4 Hz; 2H); 1,35 (t; J = 7,5 Hz, 3H). 13C NMR
(101 MHz, CDCl3) & = 171,52; 153,40; 144,91; 136,61; 133,57; 131,86; 129,36; 127,83;
127,37; 126,23; 109,71; 69,61; 60,88; 41,14; 32,00; 29,91; 24,52; 18,42; 14,20. MS (ESI+):
m/z 363,04 ([M+K*]).

4-(((7-Methyl-2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaureethyl-
ester (199)

OH

Brm KoCOs
+ >
o DMF, 100 °C, 16 h Om
o
55 64 199

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (55; 0,26 g;
1,0 mmol; 1,0 Aq.); 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,14 g; 1,0 mmol; 1,0 Aq.) und
K.COs (0,26 g; 2,0 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 199 als farbloses Ol (0,08 g; 26 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,63.
"H NMR (250 MHz, CDCl3) 6 = 7,21 - 7,11 (m; 3H); 7,01 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,78 (d; J=7,8 Hz;
1H); 6,62 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 4,95 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,55 (s; 2H); 2,85 (t; J =

7,5 Hz; 4H); 2,25 (s; 3H); 2,13 (s; 3H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,17 (t; J = 7,5 Hz; 3H). '*C
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NMR (101 MHz, CDCl3) & = 171,55; 155,48; 146,46; 137,13; 136,70; 134,40; 132,52; 130,43;
129,29; 127,54; 125,09; 117,24; 109,37; 69,70; 50,78; 39,16; 33,40; 29,68; 25,05; 19,78;
18,06; 14,30. MS (ESI+): m/z 339,18 ([M+H"]).

3-(((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (200)

0 (0]
el o -
° (0] (0]
OH DMF, 100 °C, 18 h
200

57 63

Darstellung nach AAV 3 aus 3-(Brommethyl)benzoesaureethylester (57; 0,5 g; 2,0 mmol;
1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,27 g; 2,0 mmol; 1,0 Ag.) und K.COs3 (0,57 g; 4,0 mmol; 2,0 Aq.) in
DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 200 als farbloses Ol (0,40 g; 67 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,46. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8,03 (s; 1H); 7,91
(d; J=7,8Hz; 1H); 7,56 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 7,37 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 7,01 (t; J = 7,7 Hz; 1H);
6,79 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,61 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,05 (s; 2H); 4,31 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,86
(m; 4H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,32 (t; J = 7,5 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl;) d =
166,58; 155,19; 146,62; 138,10; 132,46; 131,62; 130,90; 129,04; 128,71; 128,36; 127,59;
117,51; 109,39; 69,40; 61,16; 33,40; 29,66; 25,06; 14,46. MS (ESI+): m/z 297,22 ([M+H™]);
319,17 ([M+Na")).

3-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (201)

i @)
o R we -
° O )
OH DMF, 100 °C, 18 h
201

57 64

Darstellung nach AAV 3 aus 3-(Brommethyl)benzoesaureethylester (57; 0,5 g; 2,0 mmol;
1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,3 g; 2,0 mmol; 1,0 Aq.) und K2COs (0,57 g;
4,0 mmol; 2,0 Aq.) in DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 201 als farbloses Ol
(0,36 g, 56 %) erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,52. "H NMR (400 MHz, CDCl5)
6=8.13 (s, 1H), 8.00 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.46 (t, J= 7.7 Hz, 1H), 6.91
(d, J=8.1 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.12 (s, 2H), 4.40 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 2.98 (t, J =
7.4 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.22 (s, 3H), 2.11 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.42 (t, J= 7.5 Hz,
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3H). °C NMR (101 MHz, CDCls) 5 = 166.49, 153.18, 145.07, 138.19, 131.97, 131.50, 130.75,
128.87, 128.57, 128.23, 127.83, 126.51, 109.76, 69.45, 61.03, 32.00, 29.88, 24.53, 18.42,
14.34. MS (ESI+): m/z 311.20 (IM+H*]).

2-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (202)

(o) O\/
0.0
D -
+ >
Br DMF, 100 °C, 18 h o

OH

58 63 202

Darstellung nach AAV 3 aus 2-(Brommethyl)benzoesaureethylester (58; 0,5 g; 2,0 mmol;
1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,27 g; 2,0 mmol; 1,0 Ag.) und K.COs3 (0,57 g; 4,0 mmol; 2,0 Aq.) in
DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 202 als farbloses Ol (0,40 g; 66 %) erhalten
wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,68. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 =7,98 (d; J=7,8
Hz; 1H); 7,73 (d; J=7,8 Hz; 1H); 7,49 (t; J= 7,4 Hz; 1H); 7,30 (t; J= 7,3 Hz; 1H); 7,04 (t; J =
7,7 Hz; 1H); 6,81 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,66 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,46 (s; 2H); 4,31 (q; J = 7,4 Hz;
2H); 2,98 — 2,83 (m; 4H); 2,05 (p, J = 7,5 Hz, 2H); 1,33 (t; J = 7,5 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz,
CDClIz) 6 = 167,18; 153,37; 145,01; 140,37; 132,59; 131,76; 130,73; 128,07; 127,98; 127,21,
127,10; 126,28; 109,71; 68,14; 61,13; 32,13; 30,03; 24,66; 14,42. MS (ESI+): m/z 297,21
(M+H]), 319,16 ([M+Na*]).

2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethylester (203)

OO~
0.0
+ -
Br DMF, 100 °C, 18 h o
58 203

OH
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Darstellung nach AAV 3 aus 2-(Brommethyl)benzoesaureethylester (58; 0,5 g; 2,0 mmol;
1,0 eq), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,3 g; 2,0 mmol; 1,0 Ag.) und K»COs3 (0,57 g;
4,0 mmol; 2,0 Aq.) in DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 203 als farbloses Ol
(0,26 g; 40%) erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,69. '"H NMR (400 MHz, CDCls)
6=8,04 (d; J=7,8 Hz; 1H); 7,80 (d; J=7,8 Hz; 1H); 7,55 (t; J= 7,6 Hz; 1H); 7,37 (t; J=7,6 Hz;
1H); 6,90 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,65 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,50 (s; 2H); 4,38 (q; J = 7,1 Hz; 1H);
3,02 (t; J=7,5Hz; 1H); 2,87 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 2,21 (s; 3H); 2,12 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,40 (t;
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J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 167,18; 153,37; 145,01; 140,37; 132,59;
131,76; 130,73; 128,07; 127,98; 127,21; 127,10; 126,28; 109,71; 68,14; 61,13; 32,13; 30,03;
24,66; 18,53; 14,42. MS (ESI+): m/z 311,19 (M+H*]); 333,19 ([M+Na*]).

2-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (204)

O 0
oL (D e silea
+ >
Br DMF, 100 °C, 18 h (0}
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OH
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Darstellung nach AAV 3 aus 2-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (59; 0,2 g; 0,8 mmol;
1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,1 g; 0,8 mmol; 1,0 Aq.) und K2.CO3 (0,22 g; 1,6 mmol; 2,0 Aq.) in
DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 204 als farbloses Ol (0,12 g; 48 %) erhalten
wurde. Ri{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,53. *H NMR (400 MHz, CDClz) 6 = 7,43 (d; J = 4,6
Hz; 1H); 7,30 - 7,22 (m; 2H); 7,18 — 7,02 (m; 2H); 6,84 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,71 (d; J = 8,1 Hz;
1H); 5,09 (s; 2H); 4,09 (q; J = 7,5 Hz; 2H); 3,72 (s; 2H); 2,92 — 2,82 (m; 4H); 2,03 (p; J = 7,7 Hz;
1H); 1,17 (t; J = 7,2 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,45; 155,26; 146,42; 135,90;
133,00; 132,28; 130,78; 129,05; 128,34; 127,56; 117,33; 109,23; 68,34; 60,96; 38,52; 33,35;
29,60; 24,99; 14,37. MS (ESI+): m/z 311,24 ([M+H™]); 333,22 ([M+Na*]).

2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (205)

o o)
o K,COs \& 0
+ >
B DMF, 100 °C, 18 h
r OH )
59 205
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Darstellung nach AAV 3 aus 2-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (59; 0,13 g; 0,5 mmol;
1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,07 g; 0,5 mmol; 1,0 Ag.) und K.COs;
(0,14 g; 1,0 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 205 als farbloses Ol (0,05 g; 30%) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56.
"H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,38 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 7,22 — 7,15 (m; 3H); 6,81 (d; J = 8,1
Hz; 1H); 6,57 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,99 (s; 2H); 4,00 (q; J = 7,9 Hz; 2H); 3,66 (s; 2H); 2,82 (t; J
= 7,5 Hz; 2H); 2,74 (t, J = 7,5 Hz; 2H); 2,11 (s; 3H); 1,97 (p; J = 7,1 Hz; 2H); 1,11 (t; J = 7,1
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Hz; 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,48; 153,35; 145,00; 136,05; 132,97; 131,91;
130,72; 129,03; 128,24; 127,89; 127,52; 126,40; 109,68; 68,47; 60,89; 38,48; 32,04; 29,91;
24,60; 18,47; 14,23. MS (ESI+): m/z 325,20 (IM+H*]); 347,21 ([M+Na*]).

3-(((2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (206)

0
Br/\©/\[(j + ©i> 0% | 0
o) DMF. 100 °C, 18 h OW j
o)

OH
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Darstellung nach AAV 3 aus 3-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (59; 0,26 g; 1,0 mmol;
1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,13 g; 1,0 mmol; 1,0 Ag.) und K.CO3 (0,28 g; 2,0 mmol; 2,0 Aqg.) in
DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 206 als farbloses Ol (0,15 g; 48 %).
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,47. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,27 — 7,20 (m; 3H); 7,12
(d; J=7,1Hz; 1H); 6,98 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,76 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,59 (d; J = 8,1 Hz; 1H);
4,96 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 3,52 (s; 2H); 2,83 (m; 4H); 1,97 (p; J = 7,7 Hz; 2H); 1,14
(t; J = 7,5 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 171,56; 155,34; 146,41; 138,00; 134,45;
132,32; 128,78; 128,70; 128,37; 128,37; 125,93; 117,26; 109,35; 69,61; 60,94; 41,44; 33,35;
29,62; 25,01; 14,15. MS (ESI+): m/z 311,21 ([M+H™]); 333,18 ([M+Na™]).

3-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (207)

o}
> o}
0o DMF, 100 °C, 18 h o}
OH o

60 64 207

Darstellung nach AAV 3 aus 3-(Brommethyl)phenylessigsaureethylester (59; 0,45 g; 1,7 mmol
1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,26 g; 1,7 mmol; 1,0 Ag.) und K.COs;
(0,48g; 3,4 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (4,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 207 als farbloses Ol (0,23 g; 40%) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,48.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,27 — 7,21 (m; 3H); 7,12 (d; J= 7,2 Hz; 1H); 6,79 (d; J= 8,1 Hz;
1H); 6,53 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,94 (s; 2H); 4,05 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,52 (s; 2H); 2,86 (t; J =
7,5 Hz; 2H); 2,74 (t; J= 7,5 Hz, 2H); 2,10 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,5 Hz; 1H); 1,15 (t; J = 7,1 Hz;
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3H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) 5 = 171,57; 153,44; 144,98; 138,18; 134,41; 131,95; 128,75;
128,63; 128,03; 127,86; 126,33; 125,92; 109,82; 69,85; 60,92; 41,45; 32,05; 29,95; 24,58;
18,46; 14,23. MS (ESI+): m/z 325,20 (IM+H*]); 347,21 ((M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorbenzoesaureethylester (208)

o OH
61 64 208 @)

5 F
' K,COs .
o RAACS
DMF, 100 °C, 18 h
OV

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-fluorbenzoesaureethylester (61; 0,3 g;
1,1 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,17 g; 1,1 mmol; 1,0 Aq.) und
KoCO; (0,32 g; 2,2 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,
wobei 208 als farbloses Ol (0,15 g; 39 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,54.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6=7,86 (t; J=7,8 Hz; 1H); 7,17 — 7,15 (m; 2H); 6,81 (d; J= 8,1 Hz;
1H); 6,48 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,02 (s; 2H); 4,32 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,89 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,78 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,12 (s; 3H); 2,03 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,32 (t; J = 7,1 Hz; 3H). '*C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 = 164,27 (d; J = 3,9 Hz); 162,20 (d; J = 260,24 Hz); 152,78; 145,39 (d;
J = 8,5 Hz); 145,24; 132,25; 131,88; 127,85; 126,80; 121,81 (d; J = 3,5 Hz); 118,05 (d; J =
10,0 Hz); 115,07 (d; J = 23,1 Hz); 109,54, 68,52 (d; J = 1,2 Hz); 61,27; 31,98; 29,85; 24,50;
18,41; 14,26. MS (ESI+): m/z 329,26 ([M+H*]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorphenylpropansaureethylester (209)

F
Br K,COj
O + : O F
j DMF, 100 °C, 18 h
(0] OW
209 O

62 63

Darstellung nach AAV 3 aus 4-(Brommethyl)-2-fluorphenylpropansaureethylester (62; 0,13 g;
0,43 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63, 0,06 g; 0,43 mmol; 1,0 Aq.) und K-COs3 (0,12 g; 0,86 mmol;
2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie (iber
Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 209 als farbloses Ol
(0,09 g; 63 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,54. '"H NMR (400
MHz, CDClz) 6 = 7,12 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 7,05 - 7,01 (m; 2H); 6,99 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,78
(d; J=7,4 Hz; 1H); 6,58 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,95 (s; 2H); 4,04 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,89 (t; J =
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7,8 Hz; 2H); 2,84 (t; J = 7,5 Hz; 4H); 2,54 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,15 (t;
J = 7,0 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 172,73; 161,23 (d; J = 245,7 Hz); 155,01;
146,49; 138,21 (d; J = 7,7 Hz); 132,26; 130,69 (d; J = 5,5 Hz); 127,46; 126,71 (d; J = 16,0 Hz);
122,51 (d; J = 3,6 Hz); 117,36; 114,00 (d; J = 23,1 Hz); 109,15; 68,83 (d; J = 2,0 Hz); 60,53;
34,43 (d; J = 1,7 Hz); 33,29; 29,55; 24,95; 24,46 (d; J = 2,8 Hz); 14,22. MS (ESI+): m/z 365,30
(M+Na™]).

5-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (210)

. O, @ KoCOs
o) DMF, 100 °C, 16 h OWOT
0

OH

197 63 210

Darstellung nach AAV 3 aus 5-(Brommethyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (197;
0,09 g; 0,3 mmol; 1,0 Ag.), Indan-4-ol (63; 0,04 g; 0,3 mmol; 1,0 Aqg.) und K>COs3 (0,09 g;
0,6 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 210 als farbloses Ol
(0,05 g; 49 %) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,54. "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 = 7,20 - 7,16 (m; 2H); 7,11 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,01 (t; J= 7,8 Hz; 1H); 6,78 (d;
J=7,4 Hz; 1H); 6,63 (d; J = 8,0 Hz; 1H), 4,96 (s; 2H); 4,08 (q; J = 7,1 Hz, 2H); 3,56 (s; 2H);
2,84 (t; J=7,5 Hz; 4H); 2,24 (s; 3H); 1,99 (p; J = 7,1 Hz; 2H); 1,17 (t; J = 7,1 Hz; 3H). '*C NMR
(101 MHz, CDCls) & = 171,42; 155,37; 146,33; 136,40; 135,34; 133,03; 132,29; 130,50;
129,10; 127,41; 126,30; 117,11; 109,29; 69,59; 60,83; 39,33; 33,29; 29,56; 24,93; 19,37;
14,19. MS (ESI+): m/z 347,25 ([M+Na™]).

5-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaureethyl-
ester (211)

OH

Br N . KaCOs
0 DMF, 100 °C, 16 h 0 Oj
o}
197 64 211

Darstellung nach AAV 3 aus 5-(Brommethyl)-2-methylphenylessigsaureethylester (197;
0,09 g, 0,3 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,05 g; 0,3 mmol; 1,0 Aq.)
und K>COs (0,09 g; 0,6 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase,

wobei 211 als farbloses Ol (0,03 g; 28 %) erhalten wurde. Rf(Hexan/EtOAc/HOAc =
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87,5:10,5:2) = 0,56. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,20 — 7,14 (m; 2H); 7,09 (d; J = 7,7 Hz;
1H); 6,81 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,56 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,93 (s; 2H); 4,07 (q; J = 7,1 Hz; 2H);
3,55 (s; 2H); 2,86 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,23 (s; 3H); 2,12 (s; 3H); 2,00
(p; J = 7,1 Hz; 2H); 1,17 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl5) & = 171,44; 153,48,
144,91; 136,33; 135,54; 132,99; 131,93; 130,48; 129,09; 127,78; 126,25; 109,79; 69,77; 60,83;
39,35; 32,00; 29,90; 24,52; 19,37; 18,42; 14,19. MS (ESI+): m/z 339,25 ([M+H"]).

5.5.4 Esterspaltung zu Endsubstanzen

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaure (86)

LiOH
© THF, RT, 12 h ©
O\/ ’ ’ OH
(0] (0]
65 86

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethyl-
ester (65; 0,3 g; 1,0 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3,0 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-
Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 5,1 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie tiber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation aus
n-Hexan, wobei 86 als farbloser Feststoff (0,19 g; 70%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,54. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 7,96 (d; J =
7,9 Hz; 2H); 7,55 (d; J=7,8 Hz; 2H); 7,06 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,83 (d; J= 7,3 Hz; 1H); 6,77 (d;
J = 8,0 Hz; 1H); 5,19 (s; 2H); 2,85 (q; J = 7,0 Hz; 4H); 2,01 (p; J = 7,3 Hz; 2H). '*C NMR (101
MHz, DMSO-ds) 6 = 166,91; 154,32; 145,45; 142,36; 131,00; 129,89; 129,26; 127,36; 126,82;
116,83; 109,36; 68,17; 32,47; 28,89; 24,25. HRMS (MALDI): m/z berechnet 269,11722 fir
C17H1703; gefunden: 269,11712 ([M+H"]).

3-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaure (87)

L|OH

O“O)ko/\ THF, RT, 12 h ﬁ

Darstellung nach AAV 4 aus 3-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethyl-
ester (200; 0,087 g; 0,29 mmol; 1,0 Ag.) in THF (4 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-
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Losung (5,0 Aq.; 1,0 M; 1,47 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation
aus n-Hexan, wobei 87 als farbloser Feststoff (0,065 g, 82 %) erhalten wurde.
Rf(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,68. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) = 12,80 (s; 1H);
8,04 (s; 1H); 7,90 (d; J=7,7 Hz; 1H); 7,68 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,51 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 7,07 (t;
J=17,7Hz; 1H); 6,83 (d; J = 7,45 Hz; 2H); 6,81 (d; J = 8,1 Hz; 1H ); 5,18 (s; 2H); 2,93 — 2,74
(m; 4H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 167,15; 154,58; 145,61;
138,08; 131,54; 131,18; 130,95; 128,71; 128,54; 127,94, 127,53; 116,98; 109,61, 68,43; 32,65;
29,08; 24,42. HRMS (MALDI).: m/z berechnet 291,09923 fir Ci7H16O3Na; gefunden:
291,09925 ([M+Na]).

2-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaure (88)

HO
L|OH
THF, RT, 12 h o
88

Darstellung nach AAV 4 aus 2-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaureethyl-
ester (202; 0,181 g; 0,61 mmol; 1,0 Aq.) in THF (5 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-
Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 3,05 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation
aus n-Hexan, wobei 88 als farbloser Feststoff (0,074 g; 45 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,59. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 13,01 (s; 1H);
7,97 — 7,86 (m; 1H); 7,67 (d; J=7,6 Hz; 1H); 7,61 (t; J = 8,0 Hz 1H); 7,45 (t; J = 8,1 Hz; 1H);
7,09 (t; J=7,7 Hz; 1H); 6,85 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,71 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,46 (s; 2H); 2,98 —
2,72 (m; 4H); 2,03 (p; J = 6,5 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 168,21; 154,67;
145,60; 138,62; 132,04; 131,13; 130,34; 129,41; 127,59; 127,49; 116,87; 109,25; 67,31; 32,67,
29,04; 24,40. HRMS (MALDI): m/z berechnet 291,09917 fur C47H:6OsNa; gefunden:
291,09931 ([M+Na]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigséaure (89)
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66 89

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure-
ethylester (66; 0,10 g; 0,32 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-
Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,6 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tiber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation aus
n-Hexan, wobei 89 als farbloser Feststoff (0,09 g; 98 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,44. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 =7.40 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.08 (t, J= 7.8 Hz, 1H), 6.86 — 6.78 (m, J = 8.3 Hz, 2H),
5.09 (s, 2H), 3.59 (s, 2H), 2.90 — 2.80 (m, 4H), 2.01 (p, J = 7.4 Hz, 2H). *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) & = 172.62, 154.74, 145.52, 135.73, 134.47, 131.13, 129.41, 127.50, 127.42,
116.80, 109.50, 68.75, 32.66, 29.10, 24.42, 21.01. HRMS (MALDI): m/z berechnet 305.11482
fur C1gH1s03Na, gefunden: 305,11496 ([M+Na™]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropansaure (90)

LiOH
o — o
o THF.RT.24h OH
o o)
67 90

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropansaure-
ethylester (67; 0,15 g; 0,46 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-
Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 2,3 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation aus
n-Hexan, wobei 90 als farbloser Feststoff (0,110 g; 80%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,67. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 = 7,28 (d; J =
7,9 Hz; 2H); 7,17 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,00 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,75 (d, J = 7,4 Hz; 1H); 6,72 (d;
J =8,1Hz; 1H); 4,99 (s; 2H); 2,80 — 2,71 (m; 6H); 2,47 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,92 (p; J = 7,4 Hz;
2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d = 173,78; 154,82; 145,56; 140,41; 135,12; 131,18;
128,31; 127,55; 127,50; 116,82; 109,52; 68,84; 35,19; 32,72; 30,10; 29,15; 24,48. HRMS
(MALDI): m/z berechnet 319,13047 fir C19H2003Na; gefunden: 319.13094 ([M+Na™]).

125



4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylbenzoeséure (91)

LiOH

(0] R > O
O~ THF, 60 °C, 24 h OH

O 0]
68 91

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylbenzoesaureethyl-ester (68; 0,12 g; 1,0 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3,0 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 1,9 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 91 als farbloser Feststoff (0,08 g; 87 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,60. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
6=17,84 (d; J=5,2Hz; 1H); 7,36 (s; 1H); 7,34 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,07 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,83
(d; J=7,4 Hz; 1H); 6,78 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,14 (s; 2H); 2,85 (m; 4H); 2,54 (s; 3H); 2,01 (p; J
= 7,5 Hz; 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d = 168,26; 154,70; 145,63; 141,28; 139,27;
131,18; 130,52; 130,01; 129,64; 127,60; 124,39; 116,94; 109,54; 68,32; 32,67; 29,10; 24,46;
21,64. HRMS (MALDI): m/z berechnet 305,11482 fur CisH1sO3Na; gefunden: 305,11494
([M+Na"]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaure (92)

LiOH

© THF, RT, 12 h ©
O\/ ’ ’ OH

O 0]
7 92

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoe-
saureethylester (71; 0,40 g; 1,3 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (3 mL) und einer wéassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 6,4 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 92 als farbloser Feststoff (0,30 g; 82 %)
erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,63. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6 =795 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,53 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 6,86 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,68 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 5,15 (s; 2H); 2,85 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,12 (s; 3H); 2,01
(p; J=7,5Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 167,09; 152,54; 144,24; 142,73; 130,78;
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129,97; 129,41; 127,79; 126,95; 125,54; 109,86; 68,38; 31,35; 29,44; 23,97; 18,05. HRMS
(MALDI): m/z berechnet 283,13287 fir C1sH1903; gefunden: 283.13291 ([M+H"*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylbenzoesaure (93)

LiOH

(0] R > O
O~ THF, 60 °C, 24 h OH

O 0]
72 93

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylbenzoesaureethyl-ester (72; 0,048 g; 0,148 mmol; 1,0 Aq.) in THF (4 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,74 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 93 als farbloser Feststoff (0,030 g; 68 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,36. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
6=7,83(d; J=7,9Hz; 1H); 7,33 (s; 1H); 7,32 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,86 (d; J = 8,1 Hz; 1H);
6,68 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,09 (s; 2H); 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,52 (s;
3H); 2,13 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 168,50; 152,64;
144,26; 141,44; 139,23; 130,81; 130,50; 129,97; 129,68; 127,85; 125,54; 124,36; 109,89;
68,39; 31,40; 29,51; 24,06; 21,39; 18,12. HRMS (MALDI): m/z berechnet 319,13047 fir
C19H2003Na; gefunden: 319,13050 ([M+Na*]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaure (94)

LiOH
o) o) S 0 0
THF, RT, 24 h
o OH
69 94

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessig-
saureethylester (69; 0,05 g; 0,15 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 0,8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 94 als farbloser Feststoff (0,04 g; 87 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,70. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
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0=7,23(s; 1H); 7,18 (d; J= 1,4 Hz; 1H); 7,18 (d; J= 2,4 Hz; 1H); 7,06 (t; J= 7,8 Hz; 1H); 6,81
(d; J=7,5Hz; 1H); 6,78 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 5,02 (s; 2H); 3,57 (s, 2H); 2,84 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,79 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,23 (s; 3H); 1,99 (p; J = 5,9 Hz; 2H). '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds)
0 =172,48; 154,82; 145,52; 136,72; 135,93; 133,35; 131,12; 130,34; 129,04; 127,54; 124,94;
116,80; 109,49; 68,83; 38,49; 32,69; 29,14; 24,46; 19,16. HRMS (MALDI): m/z berechnet
319,13089 flr C19H2003Na; gefunden: 319.13094 ([M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure (95)

LiOH

0 0 —— 0 0
THF, RT, 24 h
o OH

198 95

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessig-
saureethylester (198; 0,13 g; 0,40 mmol; 1,0 Aq.) in THF (5 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 2,03 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 95 als farbloser Feststoff (0,105 g; 87 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,64. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6=7,38(d; J=7,9 Hz; 2H); 7,27 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,88 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,72 (d; J = 8,1
Hz; 1H); 5,05 (s; 2H); 3,58 (s; 2H); 2,84 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,78 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,14 (s;
3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 172,63; 152,79; 144,14,
135,91; 134,40; 130,76; 129,39; 127,78; 127,30; 125,31; 109,85; 68,78; 40,37; 31,37, 29,49;
23,98; 18,08. HRMS (MALDI): m/z berechnet 319,13047 flr Ci9H2003Na; gefunden:
319,13047 ([M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaure (96)

LiOH

0 0 — 0 0
THF, RT, 24 h
o OH

199 96

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-

methylphenylessigsaureethylester (199; 0,07 g; 0,20 mmol; 1,0 Aq.) in THF (3 mL) und einer

wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,03 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
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Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 96 als farbloser Feststoff (0,05 g, 78 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,63. "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds)
0=7,22 (s; 1H); 7,17 (s; 2H); 6,86 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,70 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,00 (s; 2H);
3,57 (s; 2H); 2,81 (t; J=7,5 Hz; 2H); 2,77 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,23 (s; 3H); 2,13 (s; 3H); 2,04 —
1,95 (p; J = 7,0 Hz; 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 172,95; 153,31; 144,59; 137,13;
136,55; 133,74; 131,19; 130,76; 129,43; 128,26; 125,75; 125,34; 110,29; 69,31; 38,97; 31,84;
29,97; 24,46; 19,62; 18,52. HRMS (MALDI): m/z berechnet 333,14612 fir CxH2203Na;
gefunden: 333,14614 ([M+Na]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropansaure (97)

LiOH

0 —_— 0
o THF.RT.24h OH

0] 0]
70 97

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenylpropanséaureethylester (70; 0,040 g; 0,12 mmol; 1,0 Aq.) in THF (4 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,59 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 97 als farbloser Feststoff (0,025 g; 68 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,42. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0 =17,26 (s; 1H); 7,18 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 7,15 — 7,09 (m; 2H); 6,90 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,85
(d; J=7,4 Hz; 1H); 5,07 (s; 2H); 2,87 (t; J = 7,6 Hz; 4H); 2,78 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 2,55 (t; J =
7,5 Hz; 2H); 2,29 (s; 3H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 173,83;
154,87; 145,51; 136;91; 135,08; 134,55; 131,00; 130,00; 128,92; 128,86; 127,57; 116,84;
109,38; 67,81; 35,04; 32,65; 29,05; 26;50; 24;43; 20,55. HRMS (MALDI): m/z berechnet
333,14612 fur C20H2203Na, gefunden: 333,14624 ([M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylpropanséaure (98)
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LiOH

0 B o)
o~ THF.RT,24h OH

O O
73 98

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl-
propansaureethylester (73; 0,19 g; 0,56 mmol; 1,0 Aq.) in THF (5 mL) und einer wéassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,59 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 98 als farbloser Feststoff (0,140 g; 80%)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,63. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
6=7,33(d; J=7,8Hz; 2H); 7,23 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,87 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,70 (d; J = 8,1
Hz; 1H); 5,02 (s; 2H); 2,85 — 2,79 (m; 4H); 2,77 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,57 — 2,51 (m; 2H); 2,13
(s; 3H); 2,00 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 173,75; 152,83; 144,14,
140,31; 135,26; 130,76; 128,26; 127,80; 127,43; 125,30; 122,15; 109,85; 68,83; 35,18; 31,38;
29,79; 24,00; 18,10. HRMS (MALDI): m/z berechnet 333,14613 fir CH2203Na; gefunden:
333,14611 ((M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylpropansaure (99)

LiOH

0 - 0
o THF.RT.24h OH

@) @)
75 99

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenylpropansédureethylester (75; 0,05 g; 0,14 mmol; 1,0 Aq.) in THF (4 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 0,71 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 99 als farbloser Feststoff (0,038 g; 82 %)
erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,32. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & =
7,17 (s; 1H); 7,08-7,01 (m; 2H); 6,85 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,63 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,93 (s; 2H);
2,92 (t; J=7,5Hz; 2H); 2,82 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,62 (t; J = 7,5 Hz;
2H); 2,26 (s; 3H); 2,13 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,5 Hz; 2H). '*C NMR (126 MHz, CDCI3) 5 = 178,98;
153,55; 145,18; 136,34; 136,24; 134,99; 132,00; 130,53; 129,37; 129,23; 127,96; 126,52;
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109,67; 68,79; 35,46; 32,11; 30,05; 26,98; 24,65; 21,14; 18,57. HRMS (MALDI): m/z berechnet
347,16177 fur C21H2403Na; gefunden: 347,16126 ([M+Na]*).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorbenzoesaure (100)

LiOH

F F
© THF, RT, 12 h ©
o T OH

(0] (0]
74 100

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorbenzoesaure-
ethylester (74; 0,030 g; 0,09 mmol; 1,0 Ag.) in THF (2 mL) und einer wéssrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 0,48 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 100 als farbloser Feststoff (0,027 g; 99 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,25. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6=7,90(t; J=7,9 Hz; 1H); 7,42 — 7,32 (m; 2H); 7,09 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,86 (d; J = 7,4 Hz;
1H); 6,78 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,21 (s; 2H); 2,96 — 2,82 (m; 4H); 2,03 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C
NMR (101 MHz, DMSO) & = 164,65 (d; J = 3,9 Hz); 161,06 (d; J = 258,3 Hz); 154,28; 145,71;
145,08 (d; J = 8,4 Hz); 132,09; 131,19; 127,56; 122,58 (d; J = 3,3 Hz); 118,56 (d; J = 10,5 Hz);
117,15; 114,98 (d; J = 23,3 Hz); 109,51; 67,58 (d; J = 1,3 Hz); 32,65; 29,04; 24,43. HRMS
(MALDI): m/z berechnet 309,08974 fur C17H1sFOsNa; gefunden: 309,09001 ([M+Na™]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorbenzoesaure (101)

LiOH

F F
© THF, RT, 12 h ©
O\/ ’ ’ OH

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
fluorbenzoesaure-ethylester (208; 0,15 g; 0,45 mmol; 1,0 Aq.) in THF (4 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 2,3 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 101 als farbloser Feststoff (0,115 g; 84 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,28. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
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06 =13,21 (s; 1H); 7,88 (t; J = 7,9 Hz; 1H); 7,36 — 7,29 (m; 2H); 6,87 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,67
(d; J=8,2 Hz; 1H); 5,16 (s; 2H); 2,87 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,78 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,13 (s; 3H);
2,02 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & = 164,81 (d; J = 3,9 Hz); 161,12 (d;
J =257,1 Hz); 152,31; 145,39 (d; J = 8,6 Hz); 144,34; 132,11; 130,79; 127,83; 125,71; 122,54
(d; J= 3,8 Hz); 118,24 (d; J = 10,5 Hz); 114,95 (d; J = 23,3 Hz); 109,81; 67,59 (d; J = 1,3 Hz);
31,38; 29,44; 24,00; 18,09. HRMS (MALDI): m/z berechnet 323,10509 fir CigH17FO3sNa:
gefunden: 323.10511 ([M+Na"]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorphenylpropansaure (102)

F LiOH F
) - = )
o THF, RT, 24 h OH
0 O
209 102

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorphenylpropan-
saureethylester (209; 0,090 g; 0,26 mmol; 1,0 Ag.) in THF (2 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,3 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 102 als farbloser Feststoff (0,050 g; 61 %)
erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,35. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & =
7,14 (t; J=7,8 Hz; 1H); 7,06 (s; 1H); 7,04 (s; 1H); 7,01 (d; J= 7,7 Hz; 1H); 6,80 (d; J = 7,5 Hz;
1H); 6,59 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,97 (s; 2H); 2,91 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 2,86 (t; J = 7,5 Hz; 4H);
2,62 (t; J = 7,7 Hz; 2H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 178,25;
167,16 (d; J = 246,0 Hz); 155,14; 146,66; 138,56 (d; J = 7,6 Hz); 132,43; 130,77 (d; J = 5,3
Hz); 127,59; 126,43 (d; J = 15,9 Hz); 122,70 (d; J = 3,7 Hz); 117,52; 114,18 (d; J = 22,7 Hz);
109,31; 69,01 (d; J = 1,8 Hz); 34,08 (d; J = 1,6 Hz); 33,41; 29,67; 25,06; 24,25 (d; J = 2,7 Hz).
HRMS (MALDI): m/z berechnet 315,13910 fur C19H20F O3; gefunden: 315,13878 ([M+H™]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-fluorphenylpropansaure (103)

F LiOH F
(6] - = o
o THF, RT, 24 h OH
0] (0]
76 103
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Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
fluorphenylpropan-saureethylester (76; 0,085 g; 0,24 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 103 als farbloser Feststoff (0,050 g, 64 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,32. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0 =12,26 (s; 1H); 7,39 (t; J = 8,0 Hz; 1H); 7,27 (m; 1H); 7,25 (s; 1H); 6,95 (d; J = 8,1 Hz; 1H);
6,76 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,13 (s; 2H); 2,95 — 2,88 (m, 4H); 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,64 — 2,59
(m; 2H); 2,21 (s; 3H); 2,09 (p; J = 7,6 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 173,43;
161,58 (d; J=245,7 Hz); 152,56; 144,21; 138,29 (d; J= 7,7 Hz); 130,76; 130,60 (d; J = 5,5 Hz);
127,80; 126,62 (d; J = 16,0 Hz); 125,47; 123,04 (d; J = 3,6 Hz); 113,89 (d; J = 23,1 Hz); 109,82;
68,00 (d; J = 2,0 Hz); 33,68; 31,36; 29,44; 23,97; 23,49 (d; J = 1,6 Hz); 18,07. HRMS (MALDI):
m/z berechnet 351,13669 fur CxH21FO3sNa; gefunden: 351,13656 ([M+Na*]).

4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-chlorphenylpropansaure (104)

LiOH

Cl Cl
O > @)
o~ THF, 60 °C, 12 h OH

O O
81 104

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
fluorphenylpropansaureethylester (81; 0,060 g; 0,16 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 0,8 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 104 als farbloser Feststoff (0,02 g, 40%)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,33. '"H NMR (400 MHz, CDCI3) 5 =
7,36 (s; 1H); 7,19 — 7,18 (m; 2H); 6,82 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,53 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,93 (s;
2H); 3,00 (t; J=7,7 Hz; 2H); 2,87 (t; J= 7,5 Hz; 2H); 2,77 (t; J= 7,5 Hz; 2H); 2,64 (t; J=7,8 Hz;
2H); 2,13 (s; 3H); 2,02 (p; J = 7,6 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCI3) & = 177,78; 153,23;
145,25; 138,16; 137,11; 134,21; 132,06; 130,64; 128,31; 127,95; 126,69; 125,77; 109,77;
69,05; 33,61; 32,12; 30,01; 28,55; 24,65; 18,57. HRMS (ESI-): m/z berechnet 343,11065 flr
C20H20ClOs3, gefunden: 343,11087 ([M-H]).

133



3-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure (105)

LiOH

o) O~ THF, 60 °C, 4 h o) OH
o) o)

206 105

Darstellung nach AAV 4 aus 3-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure-
ethylester (206; 0,110 g; 0,35 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (4 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 1,77 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 105 als farbloser Feststoff (0,086 g; 86 %)
erhalten wurde. Rf(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,41. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0 =12,36 (s; 1H); 7,38 — 7,32 (m; 3H); 7,26 — 7,22 (m; 1H); 7,09 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,86 —
6,81 (m; 2H); 5,10 (s; 2H); 3,61 (s; 2H); 2,90 — 2,81 (m; 4H); 2,02 (p; J = 7,6 Hz; 2H). 3*C NMR
(101 MHz, DMSO-ds) 6 = 172,58; 154,79; 145,53; 137,45; 135,16; 131,17; 128,74; 128,32;
128,28; 127,52; 125,62; 116,86; 109,55; 68,96; 40,63; 32,67; 29,11; 24,44. HRMS (MALDI):
m/z berechnet 305,11492 fir C1sH1s03Na; gefunden: 305.11494 ([M+Na™]).

5-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaure (106)

LiOH

o) O~ THF, 60 °C, 7 h o) OH
o) o)

210 106

Darstellung nach AAV 4 aus 5-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenylessigsaureethylester (210; 0,044 g; 0,13 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,68 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 106 als farbloser Feststoff (0,025 g; 62 %)
erhalten wurde. Rf(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,24. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 =
7,19 (d; J=5,4 Hz; 1H); 7,18 (s; 1H); 7,11 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 7,00 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,77 (d;
J=7,4 Hz; 1H); 6,61 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 4,95 (s; 2H); 3,59 (s; 2H); 2,83 (td; J = 7,5; 2,2 Hz;
4H); 2,24 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,5 Hz; 2H). '*C NMR (101 MHz; CDCls) & = 177,78; 155,44;
146,48; 136,62; 135,63; 132,44; 132,24 130,74; 129,36; 127,55; 126,77; 117,29; 109,43;
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69,63; 39,02; 33,41; 29,69; 25,05; 19,46. HRMS (MALDI): m/z berechnet 297,14852 fiir
C19H2103; gefunden: 297,14888 ([M+H™]).

3-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure (107)

LiOH

0 O~ THF, 60 °C, 4 h o) OH
o) o)

207 107

Darstellung nach AAV 4 aus 3-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessig-
saureethylester (207; 0,110 g; 0,34 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (4 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,70 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 107 als farbloser Feststoff (0,090 g; 90%)
erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,51. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0 =12,31(s; 1H); 7,37 — 7,29 (m; 3H); 7,23 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,89 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 6,73
(d; J= 8,2 Hz; 1H); 5,06 (s; 2H); 3,59 (s; 2H); 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,79 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,15 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 172.58, 152.84,
144.14, 137.61, 135.13, 130.78, 128.67, 128.28, 128.22, 127.79, 125.57, 125.37, 109.90,
68.99, 40.64, 31.36, 29.48, 23.98, 18.06. HRMS (MALDI): m/z berechnet 319,13132 fir
C19H2003Na, gefunden: 319,13136 ([M+Na*]).

5-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenylessigsaure (108)

LiOH

o) O~ THF, 60 °C, 4 h o) OH
o) o)

211 108

Darstellung nach AAV 4 aus 5-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methyl-
phenylessigsaureethylester (211; 0,022 g; 0,065 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag; 1,0 M; 0,32 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 108 als farbloser Feststoff (0,015 g; 74 %)
erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,23. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & =
7,19 (d; J = 4,3 Hz; 1H); 7,18 (s; 1H); 7,11 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 6,81 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,55
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(d; J= 8,1 Hz; 1H); 4,93 (s; 2H); 3,60 (s; 2H); 2,85 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,24 (s; 3H); 2,12 (s; 3H); 1,99 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls) d = 177,27;
153,56; 145,07; 136,55; 135,84; 132,24 132,09; 130,73; 129,36; 127,92; 126,77; 126,41;
109,94; 69,83; 38,98; 32,12; 30,03; 24,64; 19,46; 18,55. HRMS (MALDI): m/z berechnet
333,14612 flir CxH2203Na; gefunden: 333,14608 ([M+Na*]).

3-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoesaure (212)

LiOH

& i &
O“Q)‘\o/\ THF, RT, 12 h “Q)k

Darstellung nach AAV 4 aus 3-(((7-methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoe-
saureethylester (201; 0,245 g; 0,79 mmol; 1,0 Ag.) in THF (7 mL) und einer wassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 3,95 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 212 als farbloser Feststoff (0,140 g; 62 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,55. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6 = 12,95 (s; 1H); 8,02 (s; 1H); 7,88 (d; J = 6,0 Hz; 1H); 7,66 (d; J = 6,6 Hz; 1H); 7,51 (t; J =
7,6 Hz; 1H); 6,84 (d; J= 7,8 Hz; 1H); 6,69 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 5,13 (s; 2H); 2,84 (t; J = 6,7 Hz;
2H); 2,76 (t; J = 6,5 Hz; 2H); 2,11 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,3 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-
ds) & = 167,16; 152,61; 144,21; 138,24; 131,48; 130,92; 130,79; 128,66; 128,48; 127,89;
127,80; 125,51; 109,94; 68,45; 31,34; 29,45; 23,96; 18,04. HRMS (MALDI): m/z berechnet
305,11482 fur C1sH1s03Na; gefunden: 305,11482 ([M+Na*]).

2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoeséaure (213)
o0__0O
L|OH
o THF, RT, 12 h
203

Darstellung nach AAV 4 aus 2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)benzoe-

saureethylester (203; 0,138 g; 0,44 mmol; 1,0 Ag.) in THF (5 mL) und einer wassrigen

Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 2,22 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch

Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
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Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 213 als farbloser Feststoff (0,100 g; 79 %)
erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,55. "H NMR (400 MHz, CDCl3) & =
791 (d; J=7,7Hz; 1H); 7,64 (d; J=7,3 Hz; 1H); 7,58 (t; J= 7,6 Hz; 1H); 7,42 (t; J= 7,5 Hz,
1H); 6,86 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 6,59 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,40 (s; 2H); 2,86 (t; J = 7,5 Hz; 2H);
2,78 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,13 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,4 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & =
173,44; 157,96; 149,46; 144,10; 137,26; 135,97; 135,57; 134,54; 133,07; 132,63; 130,62;
114,76; 72,56; 36,61; 34,65; 29,19; 23,30. HRMS (MALDI): m/z berechnet 305,11482 flr
C1gH1803Na; gefunden: 305,11499 ([M+Na™]).

2-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure (214)

o) 0
A~
[:f;i? o LOH OH
0 THF, 60 °C, 4 h 0
204

214

Darstellung nach AAV 4 aus 3-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure-
ethylester (204; 0,115 g; 0,37 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (4 mL) und einer wéssrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 1,85 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 214 als farbloser Feststoff (0,090 g; 86 %)
erhalten wurde. Ri{(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,51. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
6 =12,35 (s; 1H); 7,45 (d; J = 6,0 Hz; 1H); 7,31 — 7,26 (m; 3H); 7,08 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,83
(m; 2H); 5,11 (s; 2H); 3,71 (s; 2H); 2,86 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,80 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,00 (p; J
= 7,5 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 172,39; 154,68; 145,53; 135,71; 133,80;
131,15; 130,90; 128,31; 127,86; 127,51; 126,89; 116,89; 109,36; 67,44; 37,75; 32,66; 28,99;
24,41. HRMS (MALDI): m/z berechnet 305,11482 fiir C1sH1sO3Na; gefunden: 305,11490
(M+Na]).

2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenylessigsaure (215)

o) o)
\T:fgi? o LoH \T:fgi? OH
o THF, 60 °C, 4 h 0
205 215
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Darstellung nach AAV 4 aus 2-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-
yl)oxy)methyl)phenylessigsaureethylester (205; 0,045 g; 0,14 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL)
und einer wassrigen Lithiumhydroxid-Losung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,70 mL). Die Aufreinigung
erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2)
als mobiler Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 215 als farbloser Feststoff (0,025
g; 64 %) erhalten wurde. Rf(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,50. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 = 12,31 (s; 1H); 7,43 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 7,27 (m; 3H); 6,87 (d; J = 8,2 Hz; 1H);
6,72 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 5,06 (s; 2H); 3,69 (s; 2H); 2,78 (m; 4H); 2,13 (s; 3H); 1,99 (p; J=7,5
Hz; 2H). '*C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 172,39; 152,74; 144,15; 135,87; 133,75; 130,86;
130,75; 128,26; 127,78; 127,76; 126,85; 125,41; 109,68; 67,47; 37,73; 31,55; 29,36; 23,96;
18,08, HRMS (MALDI): m/z berechnet 319,13047 fir Ci9H2003Na; gefunden: 319,13052
(M+Na™]).
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5.6 Darstellung der Indanylaminomethylbenzoesaure-Derivate

5.6.1 Darstellung des sekundaren Amins

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)methyl)benzoesauremethylester (109)

Br K,COs
O\\ + - > N
DMF, 100 °C, 18 h | o

o} NH,
195 216 109

Darstellung nach AAV 5 aus methyl 4-(Brommethyl)benzoesauremethylester(195; 0,5 g;
2,0 mmol; 1,0 Aq.); 2,3-Dihydro-1H-inden-4-amin (216; 0,29 g; 2,0 mmol; 1,0 Aqg.) und K.CO3
(06 g; 40 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (50 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie ber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
109 als farbloses Ol (0,34 g, 55 %) erhalten wurde. Rf(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,30.
"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 = 8,02 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,46 (d; J = 8,5 Hz; 2H); 7,02 (t; J =
7,7 Hz; 1H); 6,69 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,35 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 4,46 (s; 2H); 3,92 (s; 3H); 2,95
(t; J=7,5Hz; 2H); 2,75 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,18 — 2,10 (m; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCl;) &
= 166,97; 145,20; 145,00; 144,04; 129,97; 129,10; 128,24; 127,65; 127,13; 114,07; 107,70;
52,07; 47,96; 33,38; 29,44; 24,59. MS (ESI+): m/z 282,28 ([M+H"]).

5.6.2 Darstellung des tertiaren Amins

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)methyl)benzoesauremethylester (111)

K,CO,

H + /I - ’Tj
O DMF, RT, 48 h O
O

O
109 217 111

Darstellung nach AAV 6 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)methyl)benzoesaure-
methylester (109; 0,21 g, 0,76 mmol; 1,0 Aq), K.CO3 (0,21 g; 1,5 mmol; 2,0 Ag.) und lodmethan
(217; 0,11 g; 0,76 mmol; 1,0 Aqg.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
111 als farbloses Ol (0,14 g; 62 %) erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,92 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,36 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,02 (t; J =
7,7 Hz; 1H); 6,82 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,67 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 4,16 (s; 2H); 3,83 (s; 3H); 2,87
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— 2,80 (m; 4H); 2,61 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,3 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) d = 167,07;
149,34; 146,19; 144,74; 135,60; 129,72; 128,96; 127,81; 127,11; 117,94; 115,07; 59,13; 52,03;
39,55; 33,34; 32,15; 25,78. MS (ESI+): m/z 296,25 ([M+H*]).

5.6.3 Hydrolyse der Ester zu Endsubstanzen

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)methyl)benzoesaure (110)

LiOH
O THF, RT, 16 h H OH
O @)
109 110

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)amino)methyl)benzoesaure-
methylester (109; 0,100 g; 0,35 mmol; 1,0 Aq) in THF (4 mL) und einer wéssrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,78 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 110 als farbloser Feststoff (0,060 g; 63 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,46. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
0 =7,88 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,46 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,80 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,45 (d; J= 7,4
Hz; 1H); 6,11 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 4,40 (s; 2H); 2,80 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,74 (t; J = 7,4 Hz; 2H);
2,05 — 1,96 (m; 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 167,71; 146,65; 144,64; 144,30;
129,80; 129,54; 128,15; 127,55; 127,35; 112,76; 107,64; 46,64; 33,33; 29,94; 24,62. HRMS
(MALDI): m/z berechnet 268,13321 fir C17H1sNO2; gefunden: 268,13309 ([M+H™]).

4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)methyl)benzoesaure (112)

LiOH
T THF, RT, 24 h T
N Y OH
0 o)
111 112

Darstellung nach AAV 4 aus 4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)(methyl)amino)methyl)benzoe-
sauremethylester (111; 0,14 g; 0,47 mmol; 1,0 Ag.) in THF (5 mL) und einer wéassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 2,4 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 112 als hellbrauner Feststoff (0,055 g; 41 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,27. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
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6=791(d; J=8,3 Hz; 2H); 7,44 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,03 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,83 (d; J=7,3
Hz; 1H); 6,71 (d; J = 7,9 Hz; 1H); 4,23 (s; 2H); 2,87 (t; J= 7,2 Hz; 2H); 2,83 (t; J = 7,4 Hz; 2H);
2,64 (s; 3H); 1,98 (p; J = 7,5 Hz; 2H). '*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d = 167,20; 148,82;
145,30; 144,23; 134,83; 129,43; 129,40; 127,82; 127,80; 126,91; 117,42; 114,99; 58,08; 32,77;
31,60; 25,32. HRMS (MALDI): m/z berechnet 282,14886 fiir C1sH20NO3; gefunden: 282,14883
([M+H]).

141



5.7 Darstellung der Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate

5.7.1 Darstellung der Acrylsaure-Teilstrukturen

(E)-3-(4-Methylphenyl)acrylsaure (114)

o o Pyridin m{
+ > = OH
0
\©v HOMCH DMF, 90 °C. 5 h

0]

113 121 114

Darstellung nach AAV 7 aus 4-Methylbenzaldehyd (113; 0,4 g; 3,3 mmol; 1,0 Aq.), Malonsaure
(121; 1,0 g; 10,0 mmol; 3,0 Ag.) und Pyridin (0,8 g; 10,0 mmol; 3,0 Ag.) in DMF (4 mL), wobei
114 als farbloser Feststoff (0,52 g; 96%) erhalten wurde. R((Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2)
= 0,35. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 7,58 — 7,52 (m; 3H); 7,21 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 6,45
(d; J=16,1 Hz; 1H); 2,31 (s; 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & = 167,72; 143,96; 140,18;
131,53; 129,54; 128,20; 118,12; 21,02. MS (ESI+): m/z berechnet 162,02 fir C1oH1002;
gefunden: 163,13 ([M+H*]).

(E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)-2-methacrylsdauremethylester (123)

Br |
"o - @i@ - A
Z /“\”7 Trock. Toluol,

0] Riickfluss, 4 h o

122 126 123

Darstellung nach AAV 9 aus 4-(Brommethyl)benzaldehyd (122; 0,12 g; 0,6 mmol; 1,0 Ag.) und
2-(Triphenylphosphoranyliden)propansauremethylester (126; 0,26 g; 0,76 mmol; 1,0 Aq.) in
Toluol (2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie tber Kieselgel mit
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 123 als gelbes Ol (0,04 g; 22 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,65. 'TH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7,58 (s; 1H); 7,29
— 7,35 (m; 4H); 4,43 (s; 2H); 3,75 (s; 3H); 2,05 (s; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) 5 = 169,12;
138,24; 137,95; 136,16; 130,19; 129,21; 129,08; 52,03; 33,23; 14,26. MS (ESI+): m/z 268,01
berechnet fir C12,H13BrO2; gefunden: 269,12 ([M+H™]).

142



(E)-3-(2,4-(Dimethyl)phenyl)-2-methacrylsaure (129)

+ 2003
- 7 OH
O
\©i¢ \)‘ko)k/ DMF, 140 OC, 40 h

(0]

128 130 129

Darstellung nach AAV 8 aus 2,4-Dimethylbenzaldehyd (128; 2,0 g; 15,0 mmol; 1,0 Aq.),
Propanséaureanhydrid (130; 17,5 g; 134,0 mmol; 9,0 Aq.) und K.COs; (18,5 g; 134,0 mmol;
9,0 Ag.) in DMF (50 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase, wobei 129 als farbloser
Feststoff (0,39 g; 14 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,42. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) & = 7,91 (s; 1H); 7,17 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 7,06 (s; 1H); 7,04 (d; J = 8,2 Hz;
1H); 2,35 (s; 3H); 2,29 (s; 3H); 2,02 (s; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 168,91; 135,16;
133,21, 131,79; 126,53; 125,68; 123,57; 122,30; 120,96; 15,91, 14,49; 8,30. MS (ESI+): m/z
berechnet 134,07 fur C12H1402; gefunden: 135,05 ([M+H"]).

(E)-3-(4-Methylphenyl)-2-ethylacrylsaure (142)

o)
= O DMF, 140 °C, 96 h

)

113 141 142

Darstellung nach AAV 10 aus 4-Methylbenzaldehyd (113; 2,0 g; 17,0 mmol; 1,0 Aq.),
Butansaureanhydrid (130; 24,0 g; 150,0 mmol; 9,0 Ag.) und K:COs (21,0 g; 150,0 mmol;
9,0 Aq.) in DMF (50 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie tber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler Phase, wobei 142 als farbloser
Feststoff (0,180 g; 6%) erhalten wurde. Ri{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,34. 'TH NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 = 7,69 (s; 1H); 7,29 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,19 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 2,54 (q;
J = 7,4 Hz; 2H); 2,36 (s; 3H); 1,18 (t; J = 7,3 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 =168,48;
138,34; 138,31; 134,22; 132,99; 129,28; 129,19; 21,30; 20,82; 13,82. MS (ESI+): m/z
berechnet 190,10 fir C12H1405; gefunden: 191,21 ([M+H™)).
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(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-3-methacrylsauremethylester

(154)
0 O - o |
(0) | Trock. Toluol, o)
o) Riickfluss, 48 h Z
N 0

O

151 153 154

Darstellung nach AAV 11 aus 1-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)ethanon
(151; 0,2 g; 0,8 mmol; 1,0 Ag.) und (Triphenylphosphoranyliden)essigsduremethylester (153;
0,75 g; 2,4mmol; 3,0 Ag.) in Toluol (2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie ber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
154 als farbloses Ol (0,115 g; 47 %) erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56.
"H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 = 7,41 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 7,36 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,02 (t; J =
7,8 Hz; 1H); 6,80 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,61 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,08 (s; 1H); 5,03 (s; 2H); 3,68
(s; 3H); 2,86 (t; J = 7,4 Hz; 4H); 2,51 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,3 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz,
CDClIz) 6 = 166,22; 154,41; 154,10; 145,44; 140,50; 137,59; 131,24; 126,42; 126,15; 125,46;
116,28; 115,64; 108,17; 68,23; 50,08; 32,25; 28,51; 23,90; 16,90. MS (ESI+): m/z berechnet
322,16 fur C21H2203; gefunden: 323,17 ([M+H™]).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-3-methacrylsaure-

methylester (155)
0 | Trock. Toluol,
H}*O\ Riickfluss, 48 h

O

y
O
N
o
O_

152 153 155

Darstellung nach AAV 11 aus 1-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phe-
nyl)ethanon (152; 0,2 g; 0,7 mmol; 1,0 Aqg.) und (Triphenylphosphoranyliden)essigsaure-
methylester (153; 0,7 g; 2,1 mmol; 3,0 Aq.) in Toluen (2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
155 als farbloses Ol (0,115 g; 47 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,39 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 7,34 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 6,81 (d; J = 8,1
Hz; 1H); 6,53 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,07 (s; 1H); 4,99 (s; 2H); 3,67 (s; 3H); 2,87 (t; J = 7,5 Hz;
4H); 2,76 (t; J = 7,5 Hz; 4H); 2,11 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,3 Hz; 2H). 3C NMR (101 MHz, CDCls)
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0 = 167,27; 155,49; 153,25; 145,05; 141,47; 138,86; 131,90; 127,82; 126,17; 126,46; 116,64;
109,64; 69,42; 51,12; 32,01; 29,90; 24,52; 18,43; 17,94. MS (ESI+): m/z berechnet 336,17 fur
C22H2403; gefunden: 337,16 ([M+H*]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2,3-Dimethylacrylsaure-
methylester (158)

0 O - o |
o | Trpck. Toluol, _ 0O
(@) Rickfluss, 192 h
N (@]

151 126 158

Darstellung nach AAV 12 aus 1-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)ethanon
(151; 0,25 g; 0,94 mmol; 1,0 Aq.) und 2-(Triphenylphosphoranyliden)propansauremethylester
(126; 1,96 g; 56 mmol; 6,0 Ag.) in Toluen (2mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
158 als farbloses Ol (0,04 mg; 13 %) erhalten wurde. Ri{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,65.
"H NMR (400 MHz, CDCl3) 7,44 (d; J = 7,7 Hz; 2H); 7,16 (d; J=7,7 Hz; 2H); 7,12 (t; J= 7,7
Hz; 1H); 6,89 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 6,73 (d; J = 7,7 Hz; 2H); 5,10 (s; 2H); 3,81 (s; 3H); 3,00 —
2,91 (m; 4H); 2,27 (s; 3H); 2,09 (p; J = 7,7 Hz; 2H); 1,77 (s; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls)
0 =174,71; 155,1; 149,86; 146,46; 143,11; 136,58; 132,31; 127,45; 127,21; 127,13; 123,81;
117,22; 109,16; 69,49; 54,10; 33,30; 29,52; 24,90; 23,69; 17,41. MS (ESI*): m/z 359,08
([M+Na]").

(E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)acrylsaure (160)

0 O Pyridin m
+
> = OH
0
\©i¢ HOMOH DMF, 90 °C., 5 h

0]

128 121 160

Darstellung nach AAV 7 aus 2,4-Dimethylbenzaldehyd (128; 2,0 g; 15,0 mmol; 1,0 Aq.),
Malonsaure (121; 4,7 g; 45,0 mmol; 3,0 Aq.) und Pyridin (3,5 g; 45,0 mmol; 3,0 Aq.) in DMF
(5 mL), wobei 160 als farbloser Feststoff (1,9 g; 73 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc
=87,5:10,5:2) = 0,40. 'TH NMR (400 MHz, DMSOQ) & = 12,34 (s; 1H); 7,78 (d; J = 15,9 Hz; 1H);
7,59 (d; J=7,9 Hz; 1H); 7,07 (s; 1H); 7,04 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 6,36 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 2,34
(s; 3H); 2,28 (s; 3H). '*C NMR (101 MHz, DMSO) & = 167,64; 141,05; 139,73; 137,07; 131,32;
130,04; 127,11; 126,44; 118,98; 20,82; 19,16. MS (ESI+): m/z berechnet 176,08 fir C11H120>;
gefunden: 177,10 ((M+H]).
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5.7.2 Darstellung der Ester

(E)-3-(4-Methylphenyl)acrylsaureethylester (115)

(20/1; viv)
= OH > = 0]
Rickfluss, 2 h

o) 0]

114 115

Darstellung nach AAV 1 aus (E)-3-(4-Methylphenyl)acrylsaure (114; 0,5 g; 3,0 mmol; 1,0 Aq.)
in EtOH/H>.SOs (5 mL), wobei 115 als gelber Feststoff (0,52 g; 90%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,56. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,66 (d; J =
16,0 Hz; 1H); 7,42 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,18 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 6,39 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 4,26
(9; J = 7,1 Hz; 2H); 2,37 (s; 3H); 1,34 (; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) d =
167,29; 144,68; 140,70; 131,87; 129,71; 128,14, 117,31; 60,49; 21,54; 14,44. MS (ESI+): m/z
berechnet 190,10 fur C12H1402; gefunden: 191,09 ([M+H"]).

(E)-3-(2,4-(Dimethyl)phenyl)-2-methacrylsdureethylester (135)

(20/1; viv)
= OH » = (0]
Ruckfluss, 4 h

@) 0]

129 135

Darstellung nach AAV 1 aus (E)-3-(2,4-(Dimethyl)phenyl)-2-methacrylsdure (129; 0,39 g;
2,0 mmol; 1,0 Aq.) in EtOH/H2SO,4 (5 mL), wobei 135 als gelber Feststoff (0,43 g; 96%) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,66. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7,65 (s; 1H); 7,04
(d; J=7,7 Hz; 1H); 6,96 (s; 1H); 6,94 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 4,20 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,26 (s; 3H);
2,18 (s; 3H); 1,89 (s; 3H); 1,28 (t; J = 7,1 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl;) d = 168,67;
138,06; 138,01; 136,86; 132,24; 130,88; 128,85; 128,70; 126,19; 60,75; 21,19; 19,82; 14,34;
13,95. MS (ESI+): m/z berechnet 218,13 fiir C14H1302; gefunden: 219,12 ([M+H"]).

(E)-3-(4-Methylphenyl)-2-ethylacrylsaureethylester (143)

(20/1; viv)
= OH > = (0]
Rickfluss, 4 h

@) @)

142 143

Darstellung nach AAV 1 aus (E)-3-(4-Methylphenyl)-2-ethylacrylsaure (142; 0,180 g; 1,0 mmol;
1,0 Ag.) in EtOH/H2SO4 (2 mL), wobei 143 als farbloser Feststoff (0,191 g; 92%) erhalten
wurde. Ri(Hexane/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,76. '"H NMR (400 MHz, CDCl5) 5 = 7,54 (s;
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1H); 7,21 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,12 (d; J= 8,1 Hz; 2H); 4,19 (q; J=7,1 Hz; 2H); 2,48 (q; J= 7,4
Hz; 2H); 2,29 (s; 3H); 1,27 (t; J = 7,3 Hz; 3H); 1,10 (t; J = 7,4 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz,
CDCls) & = 168,48; 138,34; 138,31; 134,22; 132,99; 129,28; 129,19; 60,64; 21,30; 20,82;
14,33; 13,82. MS (ESI+): m/z berechnet 218,13 fir C14H1s02; gefunden: 119,15 ([M+H™]).

(E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)acrylsaureethylester (161)

EtOH/H,S0O, \
(20/1; viv)
= OH - 4 (0]
Ruckfluss, 2 h
(0]

0]

160 161

Darstellung nach AAV 1 aus (E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)acrylsaure (160, 1,9 g; 11,0 mmol;
1,0 Aq.) in EtOH/H2SO4 (10 mL), wobei 161 als farbloser Feststoff (2,0 g; 91%) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,68. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,95 (d; J = 15,9 Hz; 1H);
7,46 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,06 — 6,99 (m; 2H); 6,33 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 4,27 (q; J = 7,1 Hz;
2H); 2,41 (s; 3H); 2,33 (s; 3H); 1,34 (t; J = 7,1 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl;) 8= 167,27
142,20; 140,24; 137,61; 131,56; 130,61; 127,14; 126,40; 118,20; 60,39; 21,28; 19,71; 14,35.
MS (ESI+): m/z berechnet 204,12 flr C13H1602; gefunden: 205,14 ([M+H™]).

5.7.3 Darstellung der Bromderivate
(E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)acrylsaureethylester (116)
C4H4B|"NOZ

( CgH12Ny Br (
= (@) > = (@)
S CHCI3, Ruckfluss, 6 h

@)

115 116

Darstellung nach AAV 2 aus (E)-3-(4-Methylphenyl)acrylsaureethylester (115; 0,5 g; 2,6 mmol;
1,0 Aq.), N-Bromsuccinimid (0,47 g; 2,6 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,43 g; 0,26 mmol; 0,1 Aq.)
in CHCI3 (4 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 116 als gelbes Ol (0,52 g; 73 %) erhalten
wurde. Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,43. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) & = 7,59 (d; J =
16,0 Hz; 1H); 7,42 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,33 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,37 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 4,41
(s; 2H); 4,19 (q; J = 7,2 Hz; 2H); 1,27 (t; J= 7,1 Hz; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 166,8;
143,63; 139,79; 134,62; 129,58; 128,43; 118,99; 60,64; 32,71; 14,31. MS (ESI+): m/z
berechnet 268,01 fur C12H13BrO2; gefunden: 269,09 ([M+H"]).
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4-Brommethylbenzaldehyd (122)

C4H4BrN02

0 CHCIj3, Rickfluss, 4 h 0

113 122

Darstellung nach AAV 2 aus 4-Methylbenzaldehyd (113; 0,15 g; 1,3 mmol; 1,0 Aq), N-
Bromsuccinimid (0,22 g; 1,3 mmol; 1,0 Aqg.) und AIBN (0,02 g; 0,26 mmol; 0,1 Aq.) in CHCI3
(2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uuber Kieselgel mit
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 122 als gelbes Ol (0,2 g; 80%) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,41. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 9,95 (s;
1H); 7,80 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,49 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 4,45 (s; 2H). '*C NMR (101 MHz, CDCls)
0 = 191,65; 144,39; 136,28; 130,32; 129,82; 32,10. MS (ESI+): m/z calculated 197,97 far
CsH7BrO; found 199,08 ([M+H™]).

(E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)-2-methylacrylsaureethylester (136)

C4H4BrN02

( CgH1aNy Br K
= (0] > P (@)
S CHCI3, Ruckfluss, 6 h

@)

135 136

Darstellung nach AAV 2 aus (E)-3-(2,4-(Dimethyl)phenyl)-2-methylacrylsdureethylester (135;
0,415 g; 1,9 mmol; 1,0 Ag.), N-Bromsuccinimid (0,34 g; 1,9 mmol; 1,0 Aq.) und AIBN (0,31 g;
0,2 mmol; 0,1 Ag.) in CHCI; (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 136 als farbloses Ol
(2,32 g; 73 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,61. "H NMR (400 MHz, CDCls)
6=17,62(s; 1H); 7,17 - 7,13 (m; 2H); 7,10 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 4,40 (s; 2H); 4,20 (q; J= 7,1 Hz;
2H); 2,20 (s; 3H); 1,88 (s; 3H); 1,28 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 = 168,83;
137,82; 137,61; 131,10; 130,98; 129,75; 129,46; 129,37; 126,60; 61,21; 32,87; 18,94; 13,75;
13,29. MS (ESI+): m/z berechnet 296,04 fur C14H17BrO2; gefunden: 297,01 ([M+H"]).

(E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)-2-ethylacrylsaureethylester (144)

C4H4BrN02

K CgH12Ny4 Br K
S CHC I3, Ruckfluss, 5 h

o

143 144
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Darstellung nach AAV 2 aus (E)-3-(4-Methylphenyl)-2-ethylacrylsaureethylester (143, 0,191 g,
0,9 mmol, 1,0 Ag.), N-Bromsuccinimid (0,16 g; 0,9 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,014 g;
0,09 mmol; 0,1 Aq.) in CHCI3 (2 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 144 als farbloses Ol
(0,07 g; 28 %) erhalten wurde. R¢{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,66. 'TH NMR (400
MHz, CDCls) 6 = 7,53 (s; 1H); 7,33 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,27 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 4,42 (s; 2H);
4,20 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,46 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 1,27 (t; J= 7,1 Hz; 3H); 1,09 (t; J = 7,4 Hz;
3H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) 5 = 168,15; 137,76; 137,42; 136,04; 135,70; 129,66; 129,16;
60,80; 33,00; 20,86; 14,31; 13,84. MS (ESI+): m/z berechnet 296,04 fur C14H17BrO2; gefunden:
297,10 ([M+H]).

1-(4-(Brommethyl)phenyl)ethan-1-on (150)

C4H4BrN02
CgH12Ny4 Br

O CHcl,, Riickfluss, 1,5 h

149 150

Darstellung nach AAV 2 aus 1-(4-Methylphenyl)ethan-1-on (149; 2,0 g; 15,0 mmol; 1,0 Aq.),
N-Bromsuccinimid (2,65 g; 15,0 mmol; 1,0 Aqg.) und AIBN (0,25 g; 1,5 mmol; 0,1 Aq.) in CHCl3
(12 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie uber Kieselgel mit
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 150 als farbloses Ol (2,32 g; 73 %) erhalten
wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,45. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 = 7,86 (d; J = 8,4
Hz; 2H); 7,41 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 4,43 (s; 2H); 2,52 (s; 3H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) & =
197,47; 142,92; 137,04; 129,36; 128,89; 32,22; 26,77. MS (ESI+): m/z berechnet 211,98 fur
CoHoBrO; gefunden: 212,96 ([M+H™]).

(E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)acrylsaureethylester (162)
C4H4BrN 02

( CgH12Ny4 Br (
= O > = (@]
S CHClIj3, Rickfluss, 6 h

O

161 162

Darstellung nach AAV 2 aus (E)-3-(2,4-Dimethylphenyl)acrylsaureethylester (161; 2,0 g;
9,8 mmol; 1,0 Ag.), N-Bromsuccinimid (1,75 g; 9,8 mmol; 1,0 Ag.) und AIBN (0,16 g; 1,0 mmol;
0,1 Aqg.) in CHCI; (5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie Uber
Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 162 als farbloses Ol (0,7 g;

25%) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,61. 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & =
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7,85 (d; J=15,9 Hz; 1H); 7,45 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,18 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,15 (s; 1H); 6,28
(d; J = 15,9 Hz; 1H); 4,38 (s; 2H); 4,20 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,36 (s; 3H); 1,27 (t; J = 7,1 Hz;
3H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) & = 166,89; 141,43; 139,40; 138,15; 133,66; 131,38; 127,01;
126,92; 119,97; 60,57; 32,89; 19,76; 14,32. MS (ESI+): m/z berechnet 282,03 flr C13H1sBrOy;
gefunden: 283,05 ([M+H]).

5.7.4 Darstellung der Ether

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsaureethylester (117)

Br
K,CO
/\©\/\[(O + @ 2 3 > (o)
W DMF, 100 °C, 12 h

OH = O

116 63 117 O W

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)acrylsaureethylester (116; 0,5 g;
1,9 mmol; 1,0 Aqg.), Indan-4-ol (63; 0,25 g; 1,9 mmol; 1,0 Ag.) und K>COs (0,5 g; 3,8 mmol;
2,0 Aq.) in DMF (5,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie tber
Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 117 als gelbes Ol (0,47 g;
78 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
=7,70 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 7,54 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,46 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,10 (t; J= 7,8
Hz; 1H); 6,89 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 6,69 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,46 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 5,12 (s;
2H); 4,28 (q; J = 7,1 Hz ); 2,98 — 2,92 (m; 4H); 2,10 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,36 (t; J = 7,1 Hz;
3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-des) & = 167,70; 154,58; 145,60; 143,20; 139,61; 133,73;
131,17; 128,24; 127,62; 127,53; 119,65; 116,93; 109,54; 68,47; 60,16; 32,68; 29,12; 24,45;
14,34. MS (ESI+): m/z berechnet 322,16 fur C21H2203; gefunden: 323,21 ([M+H"]).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsdureethylester
(118)

Br
K,CO
/\©\/\[(Oj + ©:> 2773 > o
DMF, 100 °C, 12 h
@) OH = OW
116 118 o

64

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)acrylsaureethylester (116; 0,27 g;

1,0 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,15 g; 1,0 mmol; 1,0 Aq.) und

KoCO; (0,28 g; 2,0 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch

Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei

118 als gelbes Ol (0,16 g; 47 %) erhalten wurde. Ry(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,52. "TH NMR

(400 MHz, CDCl3) 6 = 7,68 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 7,54 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,46 (d; J = 8,2 Hz;
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2H); 6,86 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,56 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,45 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 5,09 (s; 2H);
4,28 (q; J=7,1 Hz ); 2,90 — 2,85 (m; 4H); 2,19 (s; 3H); 2,11 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,36 (t; J =
7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) d = 167,09; 153,16; 145,08; 144,28; 140,15; 133,86;
128,26; 128,22; 127,81; 127,43; 118,23; 112,67; 109,68; 69,43; 60,56; 31,98; 29,88; 24,51;
18,41; 14,33. MS (ESI+): m/z berechnet 336,17 flr C2H2403; gefunden: 337,16 ([M+H™]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-methacrylsauremethylester
(124)

B
r K,COs
= O\ + > 0
DMF, 100 °C, 16 h o

O OH
123 63 124 O

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)-2-methacrylsduremethylester
(123; 0,04 g; 0,13 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,02 g, 1,3 mmol, 1,0 Ag.) und K.CO3 (0,04 g;
2,6 mmol; 2,0 Aq.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 124 als gelbes Ol
(0,03 g; 70%) erhalten wurde. R{(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,70. '"H NMR (300 MHz, CDCl5)
06=17,62(s; 1H); 7,42 — 7,30 (m; 4H); 7,03 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,80 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,63 (d;
J =7,8 Hz; 1H); 5,04 (s; 2H); 3,75 (s; 3H); 2,93 — 2,85 (m; 4H); 2,06 (s; 3H); 2,00 (p; 2H).
3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 173,77; 155,12; 146,51; 140,75; 138,30; 135,01; 132,30;
130,08; 127,54; 127,50; 127,08; 117,34; 109,20; 69,33; 52,06; 33,29; 29,56; 24,95; 13,83. MS
(ESI+): m/z berechnet 322,16 fur C21H2203; gefunden: 323,11 ([M+H"]); 345,11 ([M+Na’]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)-2-
methacrylsaureethylester (137)

Br
K,CO
W DMF, 100 °C, 16 h _ o
137 OW

O OH
136 63

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)-2-
methacrylséureethylester (136; 0,08 g; 0,3 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,04 g; 0,3 mmol;
1,0 Aq.) und KoCO;3 (0,07 g; 0,5 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte
durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler
Phase, wobei 137 als farbloses Ol (0,01 g; 13 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5)
=0,63. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,66 (s; 1H); 7,21 (s; 1H); 7,18 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 7,14
(d; J=8,2Hz; 1H); 7,02 (t; J= 7,8 Hz; 1H); 6,80 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,63 (d; J = 8,1 Hz; 1H);

4,98 (s; 2H); 4,21 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,90 — 2,83 (m; J = 7,5; 3,8 Hz; 4H); 2,23 (s; 3H); 2,01
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(p; J = 7,6 Hz; 2H); 1,89 (s; 3H); 1,28 (t; J = 7,1 Hz; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) d =
168,52; 155,30; 146,44; 137,79; 137,35; 137,16; 134,69; 132,30; 129,43; 129,07; 128,79;
127,46; 124,31; 117,24; 109,26; 69,56; 60,84; 33,30; 29,59; 24,96; 19,99; 14,35; 13,99.
MS (ESI+): m/z berechnet 350,19 fur C23H2603; gefunden: 351,22 ([M+H"]).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)-2-
methacrylsaureethylester (137)

Br
K,CO
mo + ©:> 2 >
W DMF, 100 °C, 16 h
(0] OH
136

64 138 O W

(0]
P (@]

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)-2-
methacrylsdureethylester (136; 0,08 g; 0,3 mmol; 1,0 Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-
ol (64; 0,04 g; 0,3 mmol; 1,0 Ag.) und K.COs (0,07 g; 0,5 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (2,0 mL). Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc
(87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 138 als farbloses Ol (0,01 g, 11 %) erhalten wurde.
Ri(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,65. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) d = 7,91 (s; 1H); 7,47 (s; 1H);
7,41 — 7,35 (m; 2H); 7,02 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,75 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 5,08 (s; 2H); 4,39 (q; J
= 7,6 Hz; 2H); 2,98 — 2,90 (m; 4H); 2,49 (s; 3H); 2,30 (s; 3H); 2,18 (p; J = 7,7 Hz; 2H); 2,06 (s;
3H); 1,39 (t; J = 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 168,48; 155,27; 146,43; 137,76;
137,30; 137,15; 134,66; 132,31; 129,40; 129,00; 128,75; 127,42; 124,29; 117,19; 109,25;
69,51; 60,83; 33,26; 29,57; 24,90; 19,95; 18,52; 14,31; 13,90. MS (ESI+): m/z berechnet
364,20 flr C24H2803; gefunden: 365,22 ([M+H*]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-ethacrylsaureethylester
(145)

Br
K,CO
W OH DMF, 100 °C, 16 h _ OW
144 63 145 (0]

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)phenyl)-2-ethylacrylsaureethylester (144;
0,074 g; 0,25 mmol; 1,0 Aqg.), Indan-4-ol (63; 0,03 g; 0,25 mmol; 1,0 Aq.) und K>COs (0,07 g,
0,5 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Séulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 145 als farbloses Ol
(0,02 g; 23 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,66. 'TH NMR (400 MHz, CDCls)
0 =7,56 (s; 1H); 7,38 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,31 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,02 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,80

(d; J=7,8 Hz; 1H); 6,62 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 5,03 (s; 2H); 4,20 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 2,90 — 2,83
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(m; 4H); 2,48 (q; J = 7,4 Hz; 2H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,28 (t; J= 7,1 Hz; 3H); 1,10 (t; J =
7,4 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) d = 168,33; 155,16; 146,47; 137,85; 137,77; 135,29;
135,13; 132,28; 129,41; 127,32; 127,34; 117,30; 109,21; 69,37; 60,76; 33,29; 29,85; 24,94;
20,86; 14,34; 13,88. MS (ESI+): m/z berechnet 350,19 flir C23H2603; gefunden: 351,1 ((M+H"]).

1-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)ethan-1-on (151)

Br K,COjq
o + > o)
DMF, 100 °C, 14 h o
OH
150 63 151

Darstellung nach AAV 3 aus 1-(4-Brommethyl)phenyl)ethan-1-on (150; 0,6 g; 2,8 mmol; 1,0
Aq.), Indan-4-ol (63; 0,38 g; 2,8 mmol; 1,0 Aq.) und K,CO3 (0,78 g; 5,6 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF
(3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-
Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 151 als farbloses Ol (0,51 g; 68 %) erhalten
wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,56. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7,98 (d; J = 8,2
Hz; 2H); 7,54 (d; J = 8,1 Hz; 2H); 7,10 (t; J= 7,8 Hz; 1H); 6,89 (d; J= 7,8 Hz; 1H); 6,67 (d; J =
7,8 Hz; 1H); 5,16 (s; 2H); 2,99 - 293 (m; 4H); 2,63 (s; 3H); 2,11 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 =197,88; 154,93; 146,64; 143,07; 136,53; 132,27; 128,64; 127,49; 126,90;
117,49; 109,18; 69,07; 33,28; 29,54; 26,64; 24,94. MS (ESI+): m/z berechnet 266,13 fur
C1gH1802; gefunden: 267,19 ([M+H]).

1-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)ethan-1-on (153)

Br K,COs
o + > o)
DMF, 100 °C, 14 h o
OH
150 64 153

Darstellung nach AAV 3 aus 1-(4-Brommethyl)phenyl)ethan-1-on (150; 0,6 g; 2,8 mmol; 1,0
Aq.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,4 g; 2,8 mmol; 1,0 Aq.) und K,CO3 (0,78 g;
5,6 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 153 als farbloses Ol
(0,45 g; 58 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,57. "TH NMR (400 MHz, CDCls)
6 =17,88(d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,44 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,81 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,51 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 5,04 (s; 2H); 2,88 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,79 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,52 (s; 3H); 2,12
(s; 3H); 2,02 (p; J = 7,6 Hz; 2H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & = 197,93; 153,03; 150,06;
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145,10; 143,30; 136,47; 128,90; 128,76; 126,88; 126,62; 109,63; 69,23; 32,00; 26,63; 24,62;
24,52; 18,42. MS (ESI+): m/z berechnet 280,15 fir C19H2002; gefunden: 281,17 ([M+H™]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)acrylsaureethylester
(163)

Br
K,CO
/\CE/\H/O + @3 2v-3 - o
o j DMF, 100 °C, 12 h _ OT
163 0]

OH
162 63

Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)acrylsdureethylester (162,
0,35 g; 1,2 mmol; 1,0 Aq.), Indan-4-ol (63; 0,17 g; 1,2 mmol; 1,0 Aqg.) und K>COs (0,34 g;
2,4 mmol; 2,0 Aqg.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch S&ulenchromatographie
Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei 163 als farbloses Ol
(0,26 g; 63 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,63. "TH NMR (300 MHz, CDCl5)
6=7,89 (d; J= 15,9 Hz; 1H); 7,48 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,22 — 7,16 (m; 2H); 7,01 (t; J = 7,8 Hz;
1H); 6,79 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 6,60 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,29 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 4,98 (s; 2H);
4,20 (q; J = 7,3 Hz; 2H); 2,88 — 2,81 (m; 4H); 2,37 (s; 3H); 2,00 (p; J = 7,6 Hz; 2H); 1,27 (t; J
= 7,2 Hz; 3H). 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 = 167,07; 155,11; 146,61; 141,98; 139,54; 137,90;
132,73; 132,29; 129,31; 127,47; 126,79; 125,01; 119,34; 117,41; 109,42; 69,37; 60,53; 33,30;
29,53; 25,00; 19,92; 14,33. MS (ESI+): m/z berechnet 336,17 for C22H2403; gefunden: 337,15
([M+H]).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)acrylsaure-
ethylester (164)

Brmo ) K,COs - .
5 j OH DMF, 100 °C, 12 h m(o

162 64 164 O] W
Darstellung nach AAV 3 aus (E)-3-(4-(Brommethyl)-2-methylphenyl)acrylsaureethylester (162;
0,35 g; 1,2 mmol; 1,0 Aqg.), 7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-ol (64; 0,18 g; 1,2 mmol; 1,0 Aq.)
und K2CO; (0,34 g; 2,4 mmol; 2,0 Ag.) in DMF (3,0 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc (87,5:12,5) als mobiler Phase, wobei
164 als gelbes Ol (0,24 g; 65 %) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc = 87,5:12,5) = 0,66. "TH NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 = 7,88 (d; J= 15,9 Hz; 1H); 7,45 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,15 (s; 1H); 6,73 (d;
J =8,0 Hz; 1H); 6,51 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,45 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,26 (d; J = 15,9 Hz; 1H);
4,93 (s; 2H); 4,19 (q; J = 7,2 Hz; 2H); 2,92 — 2,81 (m; 4H); 2,34 (s; 3H); 2,08 (s; 3H); 1,99 (p;

J=7,3Hz; 2H); 1,25 (t; J= 7,1 Hz; 3H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) & = 167,02; 155,08; 146,59;
154



141,97; 139,36; 137,85; 132,70; 132,20; 129,30; 128,66; 127,41; 126,74; 124,99 119,28;
109,39; 69,35; 60,50; 33,28; 29,50; 24,97; 19,99; 19,26; 14,26. MS (ESI+): m/z berechnet
350,19 filr C23H2603; gefunden: 351,21 ([M+H*]).

5.7.5 Spaltung der Ester zu Endsubstanzen

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsaure (119)

LiOH

O - = (0]

0 O
117 119

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acryl-
saureethylester (117; 0,32 g; 0,98 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (6 mL) und einer wéassrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aqg.; 1,0 M; 4,9 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie uber Kieselgel mit Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 119 als gelber Feststoff (0,20 g; 70 %)
erhalten wurde. Ri(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,35. "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds)
6 =7,68 (d; J= 8,2 Hz; 2H); 7,58 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 7,47 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,06 (t; J=7,8
Hz; 1H); 6,82 (d; J = 6,1 Hz; 1H); 6,78 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,54 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 5,15 (s;
2H); 2,88 — 2,80 (m; 4H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 167,70;
154,58; 145,60; 143,20; 139,61; 133,73; 131,17; 128,24; 127,62; 127,53; 119,65; 116,93;
109,54; 68,47; 32,68; 29,12; 24,45. HRMS (MALDI): m/z berechnet 318,11817 flir C1gH1s03Na;
gefunden: 318,11822 ([M+Na']); berechnet 333,08875 fur C1gH1sO3K gefunden: 333,08840
(M+K).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)acrylsaure (120)

LiOH
0 —_— 0
_~_0O__~ THF.60°C,7h __ _OH
0 0
118 120

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-
yhoxy)methyl)phenyl)acrylsaureethylester (118; 0,14 g; 0,41 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (3 mL) und
einer wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 2,08 mL). Die Aufreinigung erfolgte
durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als
mobiler Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 120 als gelber Feststoff (0,11 g; 86
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%) erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,37. "H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 6 =7,67 (d; J=7,8 Hz; 2H); 7,55 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 7,45 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,86 (d; J
= 8,1 Hz; 1H); 6,68 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,53 (d; J = 16,0 Hz; 1H); 5,10 (s; 2H); 2,83 (t; /= 7,3
Hz; 2H); 2,77 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 2,10 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & = 168,16; 153,08; 144,68; 143,66; 140,26; 134,14; 131,24; 128,68; 128,28;
128,04; 125,92; 120,11; 110,36; 68,96; 31,85; 29,94; 24,46; 18,56. HRMS (MALDI): m/z
berechnet 331,13047 fir CxH2003Na; gefunden: 331,13032 ([M+Na*]); berechnet 347,10440
fur C2oH2003K; gefunden: 347,10434 ([M+K*]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-methacrylsaure (125)

LiOH
o) | — o)
J_ o THF, 60 °C, 4 h A on
o) o)
124 125

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-
methylacrylsduremethylester (124; 0,03 g; 0,09 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 0,5 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 125 als gelber Feststoff (0,020 g; 65 %)
erhalten wurde. Ri{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,33. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) d =
7,76 (s; 1H); 7,44 — 7,36 (m; 4H); 7,03 (t; J = 7,45 Hz; 1H); 6,81 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,63 (d; J
= 7,8 Hz; 1H); 5,05 (s; 2H); 2,91 — 2,84 (m; 4H); 2,09 (s; 3H); 2,02 (p; 2H). '*C NMR (101 MHz,
CDClz) 6 = 173,77; 155,12; 146,51; 140,75; 138,30; 135,01; 132,30; 130,08; 127,54; 127,50;
127,08; 117,34; 109,20; 69,33; 33,29; 29,56; 24,95; 13,83. HRMS (MALDI): m/z berechnet
331,13047 fur C2oH200sNa; gefunden: 331,13052 ([M+Na®]); berechnet 374,10440 far
C20H2003K; gefunden: 347,10465 ([M+K™]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)-2-methacrylsaure
(139)

LiOH
0 o 0
0 THF, 60 °C, 7 h 1 oH
o 0
137 139

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenyl)-2-methylacrylséureethylester (137; 0,012 g; 0,03 mmol; 1,0 Aq.) in THF (1 mL)
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und einer wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 0,2 mL). Die Aufreinigung
erfolgte durch Saulenchromatographie tber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2)
als mobiler Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 139 als farbloser Feststoff (0,01 g;
90%) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,36. *H NMR (400 MHz, CDCls)
0=7,83(s; 1H); 7,22 (d; J = 4,0 Hz; 2H); 7,19 (d; J = 7,4 Hz; 1H); 7,03 (t; J = 7,8 Hz; 1H); 6,80
(d; J =7,4 Hz; 1H); 6,64 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 5,00 (s; 2H); 2,91 — 2,83 (m; 4H); 2,25 (s; 3H);
2,01 (p; I =7,5 Hz; 2H); 1,94 (s; 1H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 173,77, 155,26; 146,47;
140,18; 137,95; 137,37; 134,23; 132,31; 128,99; 128,86; 128,36; 127,47; 124,35; 117,27,
109,25; 69,51; 33,30; 29,58; 24,96; 19,98; 13,68. HRMS (MALDI): m/z berechnet 322,15188
flr C21H2103; gefunden: 322,15139 (M-H™).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)-2-
methacrylsaure (140)

LiOH
0 ( —_— 0
J_ o THF, 60 °C, 7 h A oH
0 0
138 140

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenyl)-2-methylacrylsaureethylester (138; 0,01 g; 0,03 mmol; 1,0 Aqg.) in THF (1 mL)
und einer wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag., 1,0 M; 0,2 mL). Die Aufreinigung
erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2)
als mobiler Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 140 als farbloser Feststoff (0,01 g;
87 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,34. '"H NMR (400 MHz,
CDCI3) 6 7,90 (s; 1H); 7,32 — 7,28 (m; 2H); 7,26 (s; 1H); 6,91 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 6,65 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 5,05 (s; 2H); 2,97 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,86 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,32 (s; 3H); 2,21
(s; 3H); 2,10 (p; J = 7,6 Hz; 2H); 2,01 (s; 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) d = 173,30; 153,25;
145,16; 140,15; 138,13; 137,28; 134,28; 131,94; 129,02; 128,83; 128,17; 127,8; 126,33;
124,32; 109,75; 69,69; 32,53; 29,62; 24,92; 19,95; 18,45; 13,66. HRMS (MALDI): m/z
berechnet 336,16753 fur C,2H2303; gefunden: 336,16660 ([M-H*]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-ethacrylsaure (146)

LiOH

(@) K - = (0]
= O THF, 60 c’C, 8 h = OH
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Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-2-
ethylacrylséureethylester (145; 0,018 g; 0,06 mmol; 1,0 Aq.) in THF (1 mL) und einer wéssrigen
Lithiumhydroxid-Lésung (1,0 M; 0,3 mL; 5,0 Aq.). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 146 als farbloser Feststoff (0,014 g, 70%)
erhalten wurde. R(Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,30. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & =
7,72 (s; 1H); 7,41 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,36 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,03 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 6,81 (d;
J=17,7Hz; 1H); 6,63 (d; J = 7,7 Hz; 1H); 5,05 (s; 2H); 2,92 — 2,83 (m; 4H); 2,52 (q; J = 7,4 Hz;
2H); 2,02 (p; J = 7,5 Hz; 2H); 1,16 (t; J = 7,4 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 173,66;
155,25; 146,64; 140,55; 138,46; 134,99; 134,05; 132,42; 129,77; 127,47; 127,30; 117,46;
109,33; 69,44; 33,42; 29,69; 25,08; 20,78; 13,89. HRMS (MALDI): m/z berechnet 345,14612
fur C21H2203Na; gefunden: 345,14653 ([M+Na*)]).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-3-methacrylsaure (156)

LiOH

THF, 60 °C, 6 h
= O = OH

0 o
154 156

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-3-
methacrylsduremethylester (154; 0,07 g; 0,22 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,09 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 156 als farbloser Feststoff (0,035 g; 52 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,44. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
6=1757(d; J=7,9 Hz; 2H); 7,47 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 7,07 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 6,83 (d; J =
7,3 Hz; 1H); 6,79 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,13 (s; 1H); 5,14 (s; 2H); 2,90 — 2,78 (m; 4H); 2,49 (s;
3H); 2,02 (p; J = 7,3 Hz; 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & = 168,00; 155,09; 153,73;
146,05; 141,20; 138,94; 131,61; 128,01; 127,89; 126,75; 117,97; 117,37; 109,98, 68,90; 33,15;
29,58; 24,92; 17,64. HRMS (MALDI): m/z berechnet 331,13047 fur CxH200sNa; gefunden:
331,13059 ([M+Na]).
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(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)-3-methacrylsaure
(157)

LiOH
(@] | > (0]
THF, 60 °C, 6 h
= O = OH

O O
155 157

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-
yl)oxy)methyl)phenyl)-3-methacrylsduremethylester (155; 0,114 g; 0,34 mmol; 1,0 Aq.) in THF
(4 mL) und einer wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Ag.; 1,0 M; 1,69 mL). Die
Aufreinigung erfolgte durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc
(87,5:10,5:2) als mobiler Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 157 als farbloser
Feststoff (0,060 g; 55 %) erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,56.
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d = 7,56 (d; J = 8,3 Hz; 2H); 7,45 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 6,87 (d; J
= 8,1 Hz; 1H); 6,70 (d; J= 8,1 Hz; 1H); 6,12 (s; 1H); 5,10 (s; 2H); 2,84 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,78
(t J = 7,4 Hz; 2H); 2,49 (s; 3H); 2,13 (s; 3H); 2,01 (p; J = 7,5 Hz; 2H). '*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & = 167,99; 153,79; 153,12; 144,66; 141,12; 139,12; 131,22; 128,27; 127,83;
126,72; 125,88; 117,90; 110,32; 68,92; 31,84; 29,95; 24,46; 18,56; 17,64. HRMS (MALDI): m/z
berechnet 345,14612 fur C21H2203Na; gefunden: 345,14622 ([M+Na']).

(E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)acrylsaure (165)

LiOH
0 —_— 0
_~_0O__~ THF.60°C,6h ___ _OH
0 o)
163 165

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenyl)acrylsaureethylester (163; 0,26 g; 0,8 mmol; 1,0 Ag.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0Aq.; 1,0 M; 3,9 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 165 als farbloser Feststoff (0,13 g; 52 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,32. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0=12,45 (s; 1H); 7,82 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 7,72 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,33 (s; 1H); 7,31 (d; J =
8,2 Hz; 1H); 7,08 (t; J= 7,7 Hz; 1H); 6,84 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,79 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,44 (d;
J = 15,9 Hz; 1H); 5,10 (s; 2H); 2,90 — 2,80 (m; 4H); 2,41 (s; 3H); 2,02 (p; J = 7,5 Hz; 2H).
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d = 167,58; 154,60; 145,61; 140,84; 139,40; 137,32; 132,30;
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131,04; 129,45; 127,57; 126,82; 125,25; 120,15; 116,93; 109,53; 68,16; 32,70; 29,03; 24,47;
19,14. HRMS (MALDI): m/z berechnet 331,13047 fir CxH2003Na; gefunden: 331,13057
(IM+Na™]).

(E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-methylphenyl)acrylsaure
(166)

LiOH
o - = O
P~ o~ THF, 60 °C,6 h _ OH
O O
164 166

Darstellung nach AAV 4 aus (E)-3-(4-(((7-Methyl-2,3-dihydro-1H-inden-4-yl)oxy)methyl)-2-
methylphenyl)acrylsaureethylester (164; 0,24 g; 0,7 mmol; 1,0 Aq.) in THF (2 mL) und einer
wassrigen Lithiumhydroxid-Lésung (5,0 Aq.; 1,0 M; 3,4 mL). Die Aufreinigung erfolgte durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit n-Hexan/EtOAc/HOAc (87,5:10,5:2) als mobiler
Phase und Umkristallisation aus n-Hexan, wobei 166 als gelber Feststoff (0,15 g; 62 %)
erhalten wurde. R{Hexan/EtOAc/HOAc = 87,5:10,5:2) = 0,35. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0=12,36 (s; 1H); 7,78 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 7,68 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,28 (s; 1H); 7,25 (d; J =
8,0 Hz; 1H); 6,84 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,66 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 6,40 (d; J = 15,9 Hz; 1H); 5,03
(s; 2H); 2,81 (t; J= 7,4 Hz; 2H); 2,75 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,37 (s; 3H); 2,11 (s; 3H); 1,98 (p; J =
7,3 Hz; 3H). 3C NMR (101 MHz; DMSO-ds) & = 168,02; 153,12; 144,63; 141,29; 140,02;
137,72; 132,66; 131,19; 129,82; 128,26; 127,09; 125,82; 125,63; 120,53; 110,25; 68,96; 31,83;
29,94; 24,45; 19,81; 18,54. HRMS (MALDI): m/z berechnet 345,14612 fir C21H2203Na;
gefunden: 345,14620 ([M+Na™]).
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6. Anhang
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Benzylether-Motiv. (b) Uberlagerung der Bindungskonformationen von 99 fir RXRa
(griin),RXRPB (dunkelgriin) und RXRYy (orange). (¢) Vorhersage des Bindungsmodus von 103
in RXRy-LBD (braun), die ein erhéhtes Wechselwirkungspotenzial fir Fluor (roter Pfeil) und
eine umgekehrte Ausrichtung von 1le325 anzeigt. Die Oberflachen zeigen das
Wechselwirkungspotenzial von Fluor in RXRa (hellgrin) und RXRy (dunkelgrun). Die Docking
Experimente wurden durch Laura Isigkeit durchgeflhrt.?%0 ...............cccoovii i, 62

Abbildung 30: Vorausgesagte Bindungsmodi von 99, 103 und 105 in RXRa (pdb 7A77), RXRpB
(pdb 7A78) und RXRy (pdb 7A79). Angedockte Bindungsmodi von Bexaroten (19, grau) zum
Vergleich. Das Docking wurde mit AutoDock Vina?%* durchgefiihrt. Die Docking Experimente
wurden durch Laura Isigkeit durchgeflhrt. 280 ... ........cccooiiiiiiiiee e 63

Abbildung 31: Die Subtyp-praferentiellen RXR-Agonisten 99, 103 und 105 férderten die ASC-
Differenzierung auf unterschiedliche Weise. Der RXRa-Agonist 99 potenzierte die
differenzierungsfordernde Wirkung des PPARy-Agonisten Pioglitazon, wahrend der RXRf3-
Agonist 105 und der RXRy-Agonist 103 keine Wirkung zeigten. Die gezeigten Daten sind
MittelwertexStandardabweichungen, n=4; * p<0,05, *** p<0,001 (ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur). Dieses Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk durchgefiihrt.?¢°

Abbildung 32: RXR-Subtypen-praferentielle Liganden 99 (RXRa-Aktivierung bei 1 uM), 103
(RXRy-Aktivierung bei 30 uM) und 105 (RXRB-Aktivierung bei 30 uM). Die gezeigten Werte
sind die MittelwertexStandardabweichungen der relativen RXR-Aktivierung bei der
angegebenen Konzentration im Vergleich zu 1 yM Bexaroten (19); n24..................ooeeee. 65

Abbildung 33: Allgemeine Strukturformel der Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivate...68
Abbildung 34:Entwicklung von Derivaten des Chemotyps B auf der Grundlage von Chemotyp

PP PPPRPPR P 81
Abbildung 35. Darstellung von 119 durch Einfihrung einer Doppelbindung in der Saurekette
VON 90, 81
Abbildung 36: Optimierung VON 90 ZU 99. ...........uuuuuuiiiiiieiieieiieeeenenneerreereeaeerrereerre.- 83
Abbildung 37: Vergleich der RXR-Aktivitat der Verbindungen 18, 39 und 48-50 von denen der
Chemotyp A abgeleitet Wurde. ... 85

Abbildung 38: Die Subtyp-praferentiellen RXR-Agonisten 99, 103 und 105 férderten die ASC-
Differenzierung auf unterschiedliche Weise. Der RXRa-Agonist 99 potenzierte die
differenzierungsfordernde Wirkung des PPARy-Agonisten Pioglitazon, wahrend der RXRf3-
Agonist 105 und der RXRy-Agonist 103 keine Wirkung zeigten. Die gezeigten Daten sind
MittelwertetStandardabweichungen, n=4; * p<0,05, *** p<0,001 (ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur). Dieses Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk durchgefiihrt.?¢°

............................................................................................................................................. 86
Abbildung 39: Entwicklung von Derivaten des Chemotyps B auf der Grundlage von Chemotyp
PP PPRRRR R 87

163



6.2 Abkilrzungsverzeichnis

9CDHRA
9CRA
ABCA1
ABCG1
AF-1
AF-2
AIBN
AMPK
Ap2
ApoE
AR

Arg
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Asn

Asp
ATBC
ATRA
ATRA
CAR
COUP-TF

COX
CTCL
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DAX-1

db/db
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EAR-2
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FXR
GC
GCNF
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GRIP-1
HbA1c
HDI
HDL-c
HEK
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HMG-CoA
HNF4
HRE
LBD

9-cis-13,14-Dihydroretinoic acid
9-cis-retinoic acid

ATP binding cassette transporter A1
ATP-binding cassette sub-family G member 1

Aktivierungsfunktion 1,
Aktivierungsfunktion 2
Azobis(isobutyronitril)

Adenosinmonophasphat-aktivierte Proteinkinase

Adipozytenprotein 2
Apolipoprotein E
Androgen Rezeptor
Arginin

adipose-derived stem cells
Asparagin

Asparaginsaure
all-trans-B-Carotin
all-trans retinoic acid
all-trans-Retinsaure

constitutive androstane receptor
chicken ovalbumin upstream promoter transcription

factor

Cyclooxygenase

Cutane t-cell lymphom
Carboxy/C-terminale Domane

dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia
congenital critical region on the X chromosome, Gen 1

diabetic
DNA-Bindungsdomane
Docohexaensaure
Deoxyribonucleic acid
direct repeat
V-erbA-related protein 2

Half maximal effective concentration

Maximal effect
Ostrogen Rezeptor

estrogen receptor-related receptors

fatty acid binding protein 4
farnesoid X receptor
Glukokortikoid Rezeptor
germ cell nuclear factor
Glutamin

Glucocorticoid Rezeptor

Glutamate Receptor Interacting Protein 1

Glycated hemoglobin
High density lipoprotein

High density lipoprotein-cholesterin

Human embryonic kidney
Histidin

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A

human nuclear factor 4
Hormone Response Elements
Ligandenbindungsdomane
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LDL
LDL-c
Leu
LRH-1
LXR
MOE

MR
MRT
NBS
NF-xB
NGFI-B
NLS
NOR-1
NR
Nurr1
PDB
PI3K
PNR
PPAR
PR
PXR
RAR
Rbp1
RE
Rev-erb
RMSD

ROR
RXR
SAR
SCR-1
SERMs
SF-1
SHP
SMRT

SOSA
SR
SREBP1c
TF
TLL
TNF
TNF
TR
TR2/4
Trp
Val
VDR
ZNS

Low density lipoprotein

Low density lipoprotein-cholesterin
Leucin

liver receptor homolog-1

liver X receptor

root-mean-square deviation

Mineralcorticoid Rezeptor
Magnetresonanztomographie
N-Bromsuccinimid
nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells
nerve growth Factor 1B
Kernlokalisierungssequenz
neuron-derived orphan receptor-1
Nuklearer Rezeptor
nurr-related Factor-1
Protein Data Base
phosphatidylinositol 3' -kinase
photoreceptor cell-specific nuclear receptor
peroxisome proliferator activated receptor
Progesteron Rezeptor
pregnane X receptor
retinoic acid receptor
Retinol binding protein 1
Response Elements
Reverse erb
root-mean-square deviation

RAR-related orphan receptor
retinoid X receptor
Structure Activity Relationship

Steroid receptor coactivator 1

Selektive Estrogen-Rezeptoren-Modulatoren
steroidogenic factor 1

small heterodimer partner

silencing mediator for retinoid and thyroid hormone
receptors)

elective optimization of side-activities
Steroid Rezeptor

sterol regulatory element-binding protein 1c
Transkriptionsfaktor

tailless receptor

tumor necrosis factor alpha
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testis receptor
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Die Aktivitdt auf RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die
maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die
ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die MittelwertexStandardfehler, n=23.

Tabelle 8: Die Einfuhrung eines Fluoratoms in ortho-Position der Phenylpropansaurekette in
Kombination mit einem Methylsubstituenten in Position 7 des 1,2-Dihydroindens flihrte zum
RXR-R-praferentiellen Agonisten 103. Die Aktivitat an RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-
Reportergen-Assays bestimmt. Die maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitat
von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die
MittelwertexStandardfehler, N23. ... 57

Tabelle 9: SAR der meta-Phenylessigsaure fuhrte zum RXRR-praferentiellen Agonisten 105.
Die Aktivitat auf RXRs wurde in einheitlichen Hybrid-Reportergen-Assays bestimmt. Die
maximale relative Aktivierung bezieht sich auf die Aktivitat von Bexaroten (19) bei 1 uM. Die
ECso-Werte und die maximale relative Aktivierung sind die MittelwertetStandardfehler, n=3.

Tabelle 10: Im ITC Experiment ermittelte Bindungsaffinitaten von 99, 103 und 105 zu RXRa-,
RXRB- und RXRy-LBD. Das ITC Experiment wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Daniel Merk

(o LU od T =Y 1] T PP 59
Tabelle 11: Vergleich des ECso-Wertes des Ether-Derivats 86 mit den ECso-Werten der Amine
VIV e L PP UPP O UPUPPPRRRPPR 67
Tabelle 12: Zusammenfassung der ECso-Werte von 18, 90, 119, 125, 146, 156, 159. .......... 82
Tabelle 13: ECso-Werte der Verbindungen 120 (zum Vergleich) und 125, 139, 140, 165 und
SRR UPPPPRERPR 83
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Tabelle 14: Zusammenfassung der RXR-Subtyp-praferentiellen Liganden des Chemotyps A.
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6.4 Schemataverzeichnis

Schema 1

Allgemeine Syntheseroute der
Indanyloxymethylbenzoesaure-Derivate.

Schema 2

Reaktionsmechanismus der Veresterung.

Schema 3

Molekularer Mechanismus der radikalischen Bromierung.

Schema 4

Vergleich der Ausbeuten der ortho-Brommethyl-Derivaten
erreicht.

Schema 5

Vergleich der Ausbeuten der ortho-, meta- und para-
Brommethylbenzoesdure-Derivate.

Schema 6

Vergleich der Ausbeuten der ortho-, meta- und para-
Brommethylphenylessigsaure-Derivate.

Schema 7

Vergleich der Ausbeuten der Fluorbrom-Derivate mit den
Brommethyl-Derivaten.

Schema 35

Mechanismus der Ethersynthese.

Schema 36

Vergleich der Ausbeuten der ortho-unsubstituierten und
ortho-Methyl substituierten Indanyloxymethylbenzoesaure-
Derivate in Hinblick auf die Sdurekettenlange.

Schema 37

Vergleich der Ausbeuten der unsubstituierten
Indanyloxymethylbenzoesaureester mit den 7-Methyl
substituierten Indanyloxymethylbenzoesaureestern.

Schema 38

Gegenuberstellung der Ausbeuten der ortho-Fluor-
Esterderivaten und der ortho-Methyl-Esterderivaten.

Schema 39

Reaktionsmechanismus der Basen-katalysierten
Esterspaltung.

Schema 40

Syntheseroute von 3-(2-Chloro-4-(((7-methyl-2,3-dihydro-
1H-inden-4-yl)oxy)methyl)phenyl)propan-saure (82).

Schema 41

Reaktionsmechanismus der Palladium-katalysierten Addition
des Acroleindiethylacetals 78 an den Halogenaromaten 77.

Schema 42

Rickgewinnung des Katalysators PdL> durch
Kaliumcarbonat.

Schema 43

Saure-katalysierte Hydrolyse von 83 (a) und 84 (b).

Schema 44

Syntheseroute der Indanylaminomethylbenzoesaure-
Derivate.

Schema 45

Reaktionsmechanismus der Methylierungsreaktion von 109
zu 111.

Schema 46

Zusammenfassung der Syntheserouten der
Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate. (a)
Propansaureanhydrid, K:COs, DMF, 120°C, 48 h, 14%; (b)
EtOH, H.SO4, Ruckfluss, 2 h, 90-96%; (c) NBS, AIBN, CHCls,
Ruckfluss, 1-4 h, 25-74%; (d) K.COs, DMF, 100°C, 2-5 h, 10-
78%; (e) Methyl 2-(triphenylphosphoranyliden)acetat,
Toluen, Ruckfluss, 4 h, 29%; (f) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)propanoat, Toluen, Rickfluss, 4-
72 h, 13-22%; (g) Malonsaure, Pyridin, DMF, 90 °C, 5 h, 73-
96%; (h) Butansaureanhydrid, K.CO3s, DMF, 120°C, 96 h, 6%,
(i) LiOH, H.O/THF, RT-60°C,4-24h, 52-91%.

Schema 47

Syntheseroute der ortho-unsubstituierten
Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate 119, 120, 165
und 166. (b) EtOH, H>SO., RuUckfluss, 2 h, 115:90%,
161:73%; (c) NBS, AIBN, CHCl3, Ruckfluss, 1,5 h. (d) K.COs3,
DMF, 100°C, 2 h. (g) Malonsaure, Pyridin, DMF, 90 °C, 5 h,
96%; (i) LiOH, H2O/THF, RT, 12h.
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Schema 48

Reaktionsmechanismus der Einflihrung der Acrylsaure-
Teilstruktur ~ durch ~ Knoevennagel-Kondensation.  (g)
Malonsaure, Pyridin, DMF, 90 °C, 5 h, 114:96%.

Schema 49

Syntheseroute von  (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-
yl)oxy)methyl)-phenyl)-2-methylacrylsdure (125). (c) NBS,
AIBN, CHCI3, Ruckfluss, 2 h, 80 %; (d) K2CO3s, DMF, 100°C,
5 h, 70%; (f) Methyl 2-(triphenylphosphoranyliden)propanoat
(126), Toluen, Ruckfluss, 4 h, 22%; (i) LiOH, H2O/THF, 60°C,
4h, 65%.

Schema 50

Reaktionsmechanismus der Bildung des a-
Methacrylsaureesters 123 aus dem Aldehyd 122.

Schema 51

Anordnung des Ubergangszustands zur Bildung des
thermodynamischen stabileren E-Isomers 123.

Schema 52

Sterische Hinderung der Wittig-Reaktion durch die
Methylgruppe in ortho-Position.

Schema 26

Reaktionsmechanismus der Darstellung von (E)-3-(2,4-
Dimethylphenyl)-2-methylacrylsdure 129.

Schema 53

Syntheseroute der ortho-Methyl substituierten
Indanyloxymethylphenylacrylsaure-Derivate 139 und 140.
(a) Propansaureanhydrid, KoCO3s, DMF, 120°C, 48 h, 14%;
(b) EtOH, H2SO., Riickfluss, 2 h, 96%; (c) NBS, AIBN, CHClI;,
Ruckfluss, 3 h, 73%; (d) K.COs, DMF, 100°C, 5 h, 137: 13%,
138: 11%; (i) LiOH, H,O/THF, RT, 24h, 139: 90%, 140: 87%.

Schema 54

Fehlgeschlagene Bildung von 129 ausgehend von 2-
Methylmalonsdure 134 und 4-Methylbenzaldehyd 113.

Schema 55

Syntheseschema von a-Ethyl substituiertes
Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivat 146. (b) EtOH,
H2SO4, Ruckfluss, 2 h, 92%; (c) NBS, AIBN, CHCIs,
Ruckfluss, 4 h, 28%; (d) K.COs, DMF, 100°C, 4 h, 23%; (h)
Butansaureanhydrid, K.COs, DMF, 120°C, 96 h, 6%, (i) LiOH,
H>,O/THF, 60°C, 70%.

Schema 56

Reaktionsmechanismus zur Darstellung von (E)-2-(4-
Methylbenzylidene)butansdure (142).

Schema 57

Darstellung von B-Methyl substituierten
Indanyloxymethylphenylacrylsdure-Derivaten 155 und 156.
(c) NBS, AIBN, CHCIs, Riickfluss, 2 h, 73%; (d) K2COs, DMF,
100°C, 4 h, 151: 68%, 152: 58%; (e) Methyl 2-
(triphenylphosphoranyliden)acetat (153), Toluen, Ruckfluss,
4 h, 154: 47%, 155: 47%; (i) LiOH, H.O/THF, 60°C, 156: 52%,
157: 55%.

Schema 58

Reaktionsmechanismus der Wittig-Reaktion zur Darstellung
von 154 (R=Indanyl-4-oxy) und 155 (R=7-Methylindanyl-4-
oXy).

Schema 59

Syntheseroute  von  (E)-3-(4-(((2,3-Dihydro-1H-inden-4-
yl)oxy)methyl)phenyl)-2-methylbut-2-ensaure (162). (c) NBS,
AIBN, CHCIs, Ruckfluss, 2 h, 73 %; (d) K2.CO3, DMF, 100°C,
5 h, 68%; (f) Methyl 2-(triphenylphosphoranyliden)propanoat
(126), Toluen, Ruckfluss, 8 Tage, 13%; (i) LiOH, H.O/THF,
60°C, 4 h, 23%.
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86, Reinheitschromatogramm, 254 nm
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Retention Time (min)

Pump 1: 5160
Pump 1 Solvent A: MeOH

Pump 1 Solvent B: Wasser

Pump 1 Solvent C: MeOH Pump 1 Solvent D: MeOH
No. RT Area Area % Height
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86, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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87, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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87, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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88, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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88, Reinheitschromatogramm, 280 nm
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89, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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89, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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90, 'H NMR
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91, '"H NMR
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91, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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91, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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92, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram
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92, Reinheitschromatogramm, 280 nm
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93, '"H NMR
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93, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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93, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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94, '"H NMR
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94, Reinheitschromatogramm, 254 nm
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94, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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95, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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95, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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96, '"H NMR
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96, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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96, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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97, '"H NMR
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97, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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97, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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98, '"H NMR
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99, '"H NMR
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99, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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99, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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100, '"H NMR
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100, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)
No. RT Area Area % Height
1., 26.440 5947 1.514 251
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100, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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101, '"H NMR
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101, Reinheitschromatogramm, 254 nm

* = e B il

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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1

Froet e o) [ rems

Retention Time (min)

No. RT Area Area % Height
1 29.867 951295 100.000 63474
~ 951295 100.000 63474

101, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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Retention Time (min)

No. RT Area Area % Height
1 29.867 968942 100.000 65520
i 968942 100.000 65520
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102, '"H NMR
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102, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)
Pump 1: 5160
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Pump 1 Solvent C: MeOH Pump 1 Solvent D: MeOH
= No. RT Area Area % Height
il 28.747 622510 100.000 63006
622510 100.000 63006
102, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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103, '"H NMR
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103, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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103, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm

0.03 | 5
= 1]
] o
= ™
- 0.02 ]
2 ;
0] =]
9 51
g 0.01 —
H b
o] 1
g i L
0.00

[T o p

-0.01

B L L L L I L L L L L R L I L L L L L L L L L R L IR R R L R R R B
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Retention Time (min)

No. RT Area Area % Height

1 30.387 173961 95.291 113381

) 2 30.947 8595 4.709 503
182556 100.000 11834

203



104, '"H NMR
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104, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)
No. RT Area Area % Height
1 28,133 154612 100.000 16236
e 154612 100.000 16236

104, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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1 23.547 9263 4.033 1019
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105, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)
No. RT Area Area % Height
1 27.940 168018 100.000 6793
- 168018 100.000 6793

105, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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106, '"H NMR
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106, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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No. RT Area Area % Height
1 28.487 170452 100.000 11946
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106, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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107, '"H NMR
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107, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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62026 100.000 5852

107, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm

0.010

as

0.005

0.000

23.740

-0.005

Absorbance (AU)

-0.010

-0.015

SIS R I R R L R L L I L B R 8 L R L R A
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention Time (min)
Pump 1: 5160

Pump 1 Solvent A: MeOH Pump 1 Solvent B: Wasser

Pump 1 Solvent C: MeOH Pump 1 Solvent D: MeOH
No. RT Area Area % Height

. 23.740 2696 2952 331

2 26.853 88638 97.048 8227

91334 100.000 8558

211



108, '"H NMR
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108,

Absorbance (AU)

108,

Absorbance (AU)

Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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110, 'H NMR
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110, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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e No. RT Area Area % Height
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3085799 100.000 202068
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110, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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112, 'H NMR
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112, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Pump 1 Solvent D: MeOH

_ No. RT Area Area % Height
1 24.480 1353241 100.000 98799
1353241 100.000 98799
112, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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119, Reinheitschromatogramm, 254 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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No. RT Area Area % Height
N
1 28.453 1465364 95:105 150112
2 30.893 75427 4.895 7172
1540791 100.000 157284

119, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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No. RT Area Area % Height
S
2l 16.973 7942 0.216 830
2 19093 22240 0.604 2353
3 28.453 3502875 95.082 359412
4 30.893 151016 4.099 14502
3684073 100.000 377097
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120, '"H NMR
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120, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)
Pump 1: 5160

Pump 1 Solvent A: MeOH Pump 1 Solvent B: Wasser

Pump 1 Solvent C: MeOH Pump 1 Solvent D: MeOH
No. RT Area Area % Height
N’
1 19.140 6970 0.859 733
2 28.347 9178 1.132 923
3 29.347 786824 97.016 69021
4 32.987 8048 0.992 712
811020 100.000 71389

120, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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No. RT Area Area % Height
N
1 19.140 32038 1.586 2691
2 23.133 9174 0.454 916
3 28.360 19294 0.955 1980
4 29.347 1938652 95.962 168057
5 32.987 21059 1.042 1661

2020217 100.000 175305
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125, '"H NMR
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125, Reinheitschromatogramm, 254 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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No. RT Area Area % Height

i 27 .960 48516 1.934 3227

- 2 29.627 33751 1.345 2102
3 30.247 2426595 96.721 181843

2508862 100.000 187172

125, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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139, '"H NMR
BUNRES8833833 8 BBEERLBNE35883 %
RRRRKNRRREESs 3 PP NI I I i e
| =N e == SN\
|
. ]
|
|
& I 48
~ ~ ~NOR
S & SRS
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
f1 (ppm)
1
139, 3C NMR
R ] 5 S8RIBBER R = 2zes 3
IS 2 ¢ RRIQZRE 2 2 23 a =
5 2% I@oadasyy g 2 masg o
‘_9\ \ 22 b= AN
j
— 8
/A
7
B
2. 1 17. CH
NSNS N R ot
10 H ‘ 24
|
Bl AN ZN OH
14 18 Tf 2
o)
22
| T | ! | Pl
i | L
| L L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f1(00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

224

34000

32000

30000

28000

26000

24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

-2000

2E+05

2E+05

r1E+05

1E+05

r1E+05

r1E+05

r1E+05

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

-10000

-20000

-30000

-40000

-50000

~-60000



139, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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139, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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140, '"H NMR
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140, Reinheitschromatogramm, 254 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Retention Time (min)

No. RT Area Area % Height
1 30.987 56030 3.565 2847

2 32 : 160 1515831 96.435 104604
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140, Reinheitschromatogramm, 280 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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146, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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146, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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156, '"H NMR
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156, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Pump 1: 5160
Pump 1 Solvent A: MeOH Pump 1 Solvent B: Wasser
Pump 1 Solvent C: MeOH Pump 1 Solvent D: MeOH
. No. RT Area Area % Height
1. 28.047 46622 1..133 316l
2 28.940 2643663 98.267 204752
2690285 100.000 207913
156, Reinheitschromatogramm, 280 nm
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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157, '"H NMR
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157, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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165, '"H NMR
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165, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
1.0
0.8 —
8 E
g 0.6 -
(0] E
0 =
5 E
¢ 0.4
o] -3
n 3
2 3
0.2 3 a
0.0 1 A ML
(B L 2 L W R o N 8 el V2 L Ot N Wl 2 (29 L R 20 R L L et i Ry R
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention Time (min)
No. RT Area Area % Height
1 29.033 280124 4.964 31067
2 29.767 5362983 95.036 496858

5643107 100.000 527925

235



166, '"H NMR
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166, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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212, '"H NMR

m (=3 (=3 [=3 [=3 i=3 =3 (=3 (=3 (=3
o o o o o o o o o o
— (=2} © ~ o n <+ ™ o~ —
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
66T
S.N/
e 1z
057" TE
05°C
ot 107
wef Kare
€87
s8¢
€S — =007
899
i
T
89 0
05 01
[ o1
59z 01
99°2 107
88'L
68'L
w08
— E€6'0

32000

30000
28000
26000
24000
22000
20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000

6000

4000

2000

-2000

w081~
96°€T~
SP'6C

pETE ~N

5’89 —

6
f1 (ppm)

6601 —
15521
og'ze1
69221

w 8v'8et
99821
601
2601 W

o Brget —

TTrrT —

10

19281 —

11

9T°L9T —

14 13 12

15

212, 3C NMR

-20

-10

20 10

30

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

CH;

21

220




212, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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213, '"H NMR
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213, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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214, '"H NMR
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214, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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214, Reinheitschromatogramm, 280 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm

vl
=
0.020 —
0.015 ’
N E -
B = s
2 0.010 &
) &
§ E
'ﬁ 0.005—_: \
[} =
1] =
< 0.000 — o
—0.005—2
C
N L P L i I Al I P B P I ) i L L I Vi . L P v o s o . 2 |
0 5 10 15 20 25 30 35 40
| Retention Time (min)
I
: No. RT Area Area % Height
| e .
| 1 27.940 59986 100.000 2427
i = 59986 100.000 2427

243



215, '"H NMR
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215, Reinheitschromatogramm, 254 nm

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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