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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Schon in der Antike wurde Weidenrinde (lat. salmistex) als Mittel gegen Fieber und
Schmerzen eingesetzt. Mitte des 19. Jahrhundernst&aus der Weidenrinde Salicin
isoliert werden. Wenig spater gelang die Oxidatrum Salicylsdure, die bald breite
klinische Anwendung fand. Die AcetylsalicylsaureS@) wurde 1899 in reiner Form
erstmals von F. Hoffmann (Firma Bayer) synthettsigrd unter dem Namen Aspifin
als Medikament eingefuhrt. Noch immer ist Acetylsdbdure das am meisten
verwendete Analgetikum weltweit [1, 2, 3].

In den siebziger Jahren des letzten Jahrhundenist&aler Wirkmechanismus von ASS
entschlisselt werden, der auf einer Hemmung delo@yggenase beruht [4]. Flr diese
Entdeckung wurde Vane 1982 der Nobelpreis in Medierliehen [5, 6, 7].

Heutzutage sind Schmerzen der haufigste GrundifianeArztbesuch [8]. Fast jeder
Mensch erleidet im Laufe seines Lebens in irgereteliorm Schmerzen und behandelt
diese in vielen Fallen mit Analgetika. Aufgrund siess gehdren Schmerzmittel zu den
am haufigsten angewandten Arzneimitteln in der Sslbdikation. So standen
Analgetika 2008 mit einem Umsatz von 438 Milliondturo an Platz 3 der
umsatzstarksten Indikationsbereiche der Selbstragdik in Deutschland [9, 10]. Die
am haufigsten verschriebenen Arzneimittel mit ae@dgher Wirkung sind nicht
steroidale Antiphlogistika [11].

Es lassen sich drei wichtige Schmerztypen unterdehe der physiologische und der
pathophysiologische Nozizeptorschmerz sowie derrapathische Schmerz. Im
Folgenden wird der pathophysiologische Nozizeptorserz naher erlautert. Er wird
auch Entzindungsschmerz genannt und entsteht imnétakion Gewebeschadigungen
oder Entziindungen [8].

In den folgenden Abschnitten wird zunachst ein Ubek Uber den Verlauf von

Entzindungsreaktionen gegeben, wobei auf die Adacis&urekaskade naher
eingegangen wird. AnschlieRend folgt eine Ubersidghér die Wirkstoffgruppe der

nicht steroidalen Antiphlogistika. Zum Schluss wardder Aufbau der Haut und sich
daraus ergebene Aspekte der topischen Applikat@nesentziindliche Dermatosen am
Beispiel der Dermatitis solaris genauer beschrieben
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1.2 Entzindungsprozesse

1.2.1 Verlauf

Unter einer Entzindung versteht man eine vom Geweite den BlutgefaRen auf
endogene oder exogene Reize hin ausgeltste Real$o@rganismus mit dem Ziel die
Noxe zu eliminieren oder zu inaktivieren und diebedingte Gewebeschadigung zu
reparieren. Die klassischen lokalen Entzindungssymg sind: Rubor (R6tung durch
GefaRerweiterung), Calor (Uberwarmung infolge \dkger Durchblutung), Dolor

(Schmerz durch Erregung und Sensibilisierung deri2éptoren), Tumor (Gewebs-
schwellung durch verstarkte Durchblutung und Odésobig) und Functio laesa
(Funktionsverlust im Entzindungsareal). Das Allgersymptom einer Entziindung ist
Fieber [1, 8, 12, 13]. In Abbildung 1 ist der Veraeiner Entziindungsreaktion
schematisch dargestellt.

Noxe

|

Gewebeschadigun

|

Stoérung der Mikrozirkulatior|| <«—— |Freisetzung von Mediatorgn — Leukozytenemigra1 on

LN

Erregung von
Nozizeptoren

| | N

Calor Rubor Tumor Fundtesa Dolor

«Q

\

Exsudationf ——»

\ )

Abbildung 1: Pathogenese und Symptome einer Entrim§iL 3]

Noxen sind schéadliche Einflisse, die chemischerr qoeysikalischer Natur sein
kénnen. Es kann sich aber auch um Infektionen mikirddrganismen oder Parasiten
handeln [1].

In Tabelle 1 sind einige Beispiele fiir exogene Noaafgefihrt.
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Tabelle 1: Exogene Noxen [13]

Chemische Noxen Physikalische Noxen Biologische Nwmx

Anorganisch: Thermisch (Hitze- Bakterien
und Kalteschaden)

- Gase (z.B. Chlor, Kohlen- Pilze
monoxid, Ozon, Stickoxide, Strahlung
Protozoen
Schwefelwasserstoff) Elektrischer Strom
- Starke Basen und S&auren Wirmer

- Schwermetallverbindungen
(u.a. Blei-, Quecksilbersalze)

Organisch:

- Aliphatische und aromatische
Kohlenwasserstoffe

- Alkaloide

- Herzwirksame Glykoside

- Pilz-, Schlangen- und
Insektengifte

- Bakterientoxine

- Chemische Kanzerogene

Durch die Noxe wird eine Durchblutungsstdrung in @eminalen Strombahn ausgelost
und es kommt infolge der erhohten Kapillarpermeidibilzu einem Austritt von
Plasmabestandteilen ins Interstitium (Exsudatidétipzu kommt eine Erregung und
Sensibilisierung von Nozizeptoren durch freigegeEnitzindungsmediatoreBchon zu
Beginn kann die Entziindung durch Beendigung deidiathen Einwirkung abklingen.
Vielfach schlief3t sich jedoch eine Emigration volutBellen in den extrazellularen
Raum an [8].

In der Regel treten Entziindungsreaktionen nichiegsyisch auf, sondern manifestieren
sich in bestimmten Organen. Bei einer lokalen Emizing verlassen die zirkulierenden
Leukozyten die Blutbahn und infiltrieren das befeae Gewebe. Dies geschieht in
mehreren  Schritten: Zunachst kommt es durch Vasadibn und eine
Viskositatszunahme des Blutes zu einer Verlangsgnier Leukozyten-Bewegung,
dem sogenannten Rollen. Anschlielend heften sioch deukozyten an die
Endotheloberflache an und treten schlieBlich aus HBeitbahn aus, um zum
geschadigten Gewebe zu wandern. Um die Leukozyterulacken, exprimieren
Endothelzellen Adhasionsmolekiile, die einen Zell-Zeder Zell-Matrix-Kontakt
bewirken und die Wanderung der weil3en Blutzellenrcldudie GefalRwand
(Transmigration, Diapedese) vermitteln [1, 13].
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Einen weiteren Beitrag zur Entziindungsreaktiontdeiglie Endothelzellen durch die
Sekretion verschiedener Cytokine und Wachstumsfakiowodurch Makrophagen
stimuliert werden. Durch Chemotaxis in das entzimdgewebe gelockte neutrophile
Granulozyten und Makrophagen nehmen eingedrungerfektionserreger oder
Schadstoffe sowie geschadigte und apoptotischeerZedluf und bauen sie durch
lysosomale Enzyme ab. Durch die Freisetzung prgtisoher Enzyme aus den
Lysosomen der Phagozyten wird jedoch teilweise adak umliegende Gewebe
geschadigt. Phagozyten sind in der Lage aktive 1Stffspezies (bDo,
Hydroxylradikal, Superoxidaradikalanion, Singul8tuerstoff) sowie
Stickstoffmonoxid (NO) zu erzeugen, die durch Saipdig der Bakterienmembran
deren Abt6tung erleichtern. Wie die lysosomalen yiamz koénnen die aktiven
Sauerstoffspezies und NO jedoch auch cytotoxisgemgeigene Zellen wirken und die
Gewebematrix zerstoren. Makrophagen setzen zudem rschiedene
Entzindungsmediatoren wie Cytokine - insbesonderaterleukin-1  und
Tumornekrosefaktoo (TNF-a) -, nerve growth factor (NGF) und Leukotriene frei
Auch Mastzellen stellen eine wichtige Quelle furh®erzmediatoren dar. Sie
produzieren insbesondere NGF und Histamin [1, 13].

Durch die Freisetzung bestimmter Entzindungsmediat&kommt es schliel3lich zu
einer Erregungsauslosung in den Nozizeptoren. Diedavholte Reizung der
Nozizeptoren fuhrt zu einer Sensibilisierung, ddnglie Erregungsschwelle vermindert.
Protonen, Kaliumionen, Serotonin, Histamin und Bkadin sind einige der

freigesetzten Substanzen, die eine Erregung derzdlmoren bewirken. An der
Sensibilisierung der Rezeptoren sind unter anddpeostaglandine und Leukotriene
beteiligt [13].

Ist die Noxe eliminiert, entféllt der Entzindunggrelie Entziindung sistiert und geht in
die Reparaturphase Uber. Zunachst wird ein DefakthrdNarbengewebe gedeckt, das
spater in einigen Fallen durch Funktionsgewebetdrsard. Eine Elimination gelingt
jedoch nicht immer. Es kann ein chronisch entzicheéli Prozess entstehen, der nur
dann zur Ruhe kommt, wenn Reparaturmechanismeredeiindungsherd abkapseln.
Bei sich rasch vermehrenden Infektionserregern sthid oben geschilderten
Abwehrmechanismen nicht effektiv genug und es koramteiner Immunreaktion.
Fehlgesteuerte Entziindungsreaktionen kénnen zverdtén Erkrankungen fihren und
sind an der Entstehung einzelner Symptome versehexdErkrankungen beteiligt.
Dazu gehéren unter anderem rheumatische und neyeoeeative Erkrankungen,
Asthma und Atherosklerose. Eine entzindliche Reakwird behandlungsbedurftig,
wenn die Entzindung Uber den Anlass hinaus gehir-alem bei Allergien — oder
selbst Krankheitswert erhalt. Dabei stehen die Sgmp der Entziindung — Schmerz,
Fieber, Schwellung — bei akuten Entzindungen imd¥arund. Dennoch sind
Entziindungsreaktionen lebensnotwendig zur Abwehrintektionen [1, 12, 14].
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1.2.2 Entzindungsmediatoren

Auf molekularer Ebene werden Entziindungen Uberedi@hte Bildung und Frei-
setzung von Entzindungsmediatoren ausgeldst untbuggs In ihrer Gesamtheit
erzeugen die Mediatoren die bekannten lokalen wstemischen Symptome einer
Entzindung. Viele Entzindungsmediatoren, vor aliléenEnzyme, sind in den Zellen
gespeichert, manche als inaktive Vorstufen. Andevie, die Eicosanoide und die

reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies, wendéhrend einer Entziindungsreaktion
synthetisiert und freigesetzt [1, 12, 13].

In Tébel2 sind die wichtigsten

Entziindungsmediatoren und deren Funktionen zusagefesst.

Tabelle 2: Ubersicht Entziindungsmediatoren [1182,

Entziindungsmediatoren

Funktionen

Aktive Sauerstoffspezies

Bradykinin

Cytokine

Histamin

Komplementfaktoren
(C3a, C4a, Cha)

Leukotriene

Plattchen-aktivierender
Faktor (PAF)

Prostaglandine

Stickstoffmonoxid

Infektabwehr, Abtétung Bakterien, Zerstérung der
Gewebematrix, Rekrutierung von Leukozyten

Vasodilatation, Erh6hung der Gefal3peioigat,
Stimulation der Phospholipase A

Aktivierung von Adhasionsmolekilen und Ent
zundungszellen, bewirken Transkription
inflammatorischer Gene durch Aktivierung von &g~

Vasodilatation, Erh6hung der Gefal3permigabi
Sensibilisierung von Nozizeptoren

Histaminfreisetzung, Chemotaxis, Erh6hung der
GefalRpermeabilitat

Chemotaxis, Erhohung der GefaRpermigibil
Schmerzsensibilisierung
(siehe auch Kapitel 1.3.4)

Aktivierung von Granulozyten und Thrombozyten,
Chemotaxis, Erhohung der GefaRpermeabilitat

u.a. Schmerzsensibilisierung
(siehe auch Kapitel 1.3.3)

Vasodilatation, Hemmung des Waaims mikrobieller
Pathogene durch DNA-Schadigung und Hemmung
metabolischer Enzyme
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1.3 Arachidonsaure-Kaskade

1.3.1 Uberblick

Die Arachidonsaure-Kaskade ist einer der Hauptsidpestragungswege bei der
Entstehung von Schmerzen und Entziindungen. Sreaddt der vierfach ungesattigten
Fettsaure Arachidonsaure (engl. arachidonic acidA) Abenannt, die als
Ausgangssubstanz der Eicosanoid-Biosynthese aufdds Schllisselenzym fur die
Freisetzung der Arachidonsaure ist die cytosolisehespholipase A(PLA,). PLA;
wird durch verschiedene Noxen aktiviert und setwchidonsaure aus den Membran-
Phospholipiden durch Esterhydrolyse frei. Uber dgyclooxygenaseweg mit den
Isoenzymen COX-1 und COX-2 entstehen Prostglandiber den Lipoxygenaseweg
mit den Isoenzymen 5-LOX, 12-LOX und 15-LOX Leuketre. Prostaglandine und
Leukotriene werden auch als Eicosanoide bezeicBeetder Esterhydrolyse entstehen
neben der Arachidonsaure auch Lysophospholipidesdikonnen teilweise zum
Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) umgesetzt eerfd5, 16, 17, 18]. In Abbildung
2 ist der Verlauf der Arachidonsaure-Kaskade daefjes

O
8 2 CH0— Y\/\/\/\/\/\/\/\/\
—/\—= CHr-O—P—OR
1T 14 - g
© Membran-Phospholipide
R: Cholin, Ethanolamin, Serin
Y: CH,, C=0

PLA,

8

5 O—
— — COOH C|:H2_ Y\/\/\/\/\/\/\/\/\
(X oot oo
R I

Arachidonsaure CHZ—O_ﬁ_OR lyso-Phospholipid

11 14
o]
5-LOX COX-1 l
COX-2
PAF

Leukotriene Prostaglandine

Abbildung 2: Arachidonsaure-Kaskade [16]
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1.3.2 Phospholipase A

Die Gruppe der Phospholipasen Atellt eine Superfamilie von Enzymen dar, die
ubiquitar vorkommt und sich in funfzehn Gruppenedgrt [19, 20]. Ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal ist die katalytisch wirksakn@nosaure im aktiven Zentrum,
es handelt sich entweder um Histidin oder um Setur. Histidingruppe gehoért die
sekretorische Phospholipase 8PLAy), sie bendtigt Cd zur Aktivierung. Die Gruppe
der Serin-PLA ist C&*-unabhangig und besteht aus der Calcium-unabhémgité,
(IPLA,, engl. calciumsdependent PL#A, der lipoproteinassoziierten PLA= PAF-
Acetylhydrolase) und der cytosolischen BLBPLA,). An der Arachidonséurekaskade
ist die cPLA beteiligt [16, 21, 22].

Phospholipasen A werden durch verschiedene Noxen aktiviert, zum sjel
Immunkomplexe, Antigene und proinflammatorischedByte (IL-1, IL-6, TNF«). Da
es sich bei cPLAum das Schliusselenzym der Arachidonsaure-Kaskadédeh, geht
eine Uberexpression des Enzyms mit einer erhohisos&noid-Biosynthese einher [23,
24].

1.3.3 Cyclooxygenaseweg

Die Cyclooxygenasen werden auch als Prostaglanddyithasen (PGHS) bezeichnet
und sind bifunktionale Enzyme. Als Endoperoxid-$ysen oxidieren und cyclisieren
sie Arachidonsaure zum Endoperoxid-Prostaglandi(P&G). Als Peroxidasen bilden
sie aus PGgdas Prostaglandin H(PGH,). Die Enzyme katalysieren an raumlich
getrennten, aber mechanistisch miteinander gektgpebktiven Zentren zwei
aufeinander folgende Reaktionen [16, 25]. In Ablmig 3 ist der Verlauf des
Cyclooxygenasewegs aufgefuhrt.

Zunachst wird Arachidonsaure in das Hydroperoxid GGumgewandelt. Die
Cyclooxygenasen enthalten als prosthetische Greppélam, das durch ein Peroxid-
Substrat zu einem Oxo-Ferryl-Radikalkation oxidiestird [26]. Nach einem
Elektronentransfer von Tyrosin 385 (COX-1) bzw. JCIOX-2) im aktiven Zentrum
auf Ham entsteht ein Tyrosylradikal. Durch Abstiakteines Wasserstoffatoms der
Arachidonsaure in Position 13 durch das Tyrosykaldi bildet sich ein
Arachidonylradikal. Unter Anlagerung eines Saudfstolektls kommt es zur Bildung
eines Peroxylradikals, das nach Reaktion mit eimarteren Sauerstoffmolekl in ein
Hydroperoxid (PG@ Ubergeht Diese Bildung von PGS regeneriert das
Tyrosylradikal. Dann reduziert die Peroxidase Hadroperoxid PG@zu PGH [27,
28, 29].
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Abbildung 3: Cyclooxygenaseweg der Arachidonséskde [17]

PGG und PGH sind chemisch instabile Verbindungen, die enzysohtin Prostacyclin
(PGhL), Thromboxane (TX4 TXB,), PGk, PGk, und PGD umgewandelt werden.
Prostaglandine, Prostacyclin und Thromboxane weallgemein auch als Prostanoide
bezeichnet [16, 30]. In Abbildung 4 sind die Sturkbrmeln einiger Prostaglandine
(PG), der Thromboxane (TX) und des ProstacyclirGl{Paufgefihrt, die im Verlauf
der Arachidonsaure-Kaskade entstehen.
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o) HO
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Abbildung 4: Strukturen der Prostaglandine (PG}, Bmostacyclins (P@lund der Thromboxane (TX)
(1]

Alle Gewebe sind in der Lage, P@Gnd PGH aus freier Arachidonsaure zu
synthetisieren. Der nachste Schritt verlauft gewebsd zellspezifisch, je nach
Expression und relativer Konzentration der vorhareteEnzyme. Im Gefaliendothel
wird durch die Prostacyclinsynthase hauptsachliG, Bebildet. Makrophagen bilden
bevorzugt PGE Mastzellen hingegen vor allem P@Drhromboxan A ensteht zum
Grofdteil in Makrophagen und aktivierten ThrombomyteEs wird durch die
Thromboxan-Synthase gebildet und ist eine instaMirbindung. TXA zerfallt
nichtenzymatisch zu dem stabilen, aber inaktiverBIXManche Gewebe, wie z.B.
Lunge und Milz, sind in der Lage, samtliche Pro@u#ter Arachidonsaure-Kaskade zu
produzieren [16, 31].
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In Tabelle 3 sind die biologischen Wirkungen derofeanoide aufgefihrt, die
physiologische und/oder pathophysiologische Bedeuhaben kdnnen [16].

Tabelle 3: Biologische Wirkungen der Prostanoide3[§

Prostanoide Physiologische/Pathophysiologische Wirkungen

PGE Kontraktion/Relaxation von Bronchien und Gastregtinaltrakt,
Relaxation von Gefalien, Hemmung der S&uresekratidnvermehrte
Schleimsekretion des Magens, verstarkte Uterusakidn in der
Schwangerschaft, Offenhalten des Ductus Botalli

PGD, Vasodilatation, Hemmung der ThrombozytenaggregatiRelaxation
der Muskulatur des Gastrointestinaltrakts und desug

PGFhqy Uteruskontraktion

PGb Vasodilatation, Hemmung der Thrombozytenaggregatind der]

Reninfreisetzung

TXA Thrombozytenaggregation, Vaso- und Bronchokortsink

Prostaglandine

Strukturell sind Prostaglandine durch einen Cyahbg@ering sowie eine Carboxyl- und
eine Alkyl-Seitenkette charakterisiert. lhre Nomilamlr ist historisch bedingt: Die
Typenbezeichnung der Prostaglandine (PG) richteht siach Art und Position der
Substituenten, chemischen Eigenschaften und Exdrethethoden. Der Index gibt die
Zahl der Doppelbindungen im Molekil an. Die griesciien Buchstaben bezeichnen die
raumliche Lage der Hydroxylgruppe, die sich obederounterhalb der Ringebene
befinden kann [12, 16].

Die Wirkungen der Prostaglandine werden durch Bmgdan spezifische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Es gibt hierfivezzugehorige Second-Messenger-
Systeme. Zum einen handelt es sich um die Aderydlse-Aktivierung mit
nachfolgender Konzentrationsanderung von cyclisciivtP (CAMP). Zum anderen
wird die Phospholipase C aktiviert und es kommt Bildung von Diacylglycerol und
Inositoltriphosphat, was wiederum einen Anstieg dgosolischen Ca-Konzentration
bedingt. Die Prostaglandin-Inaktivierung erfolgt rcu verschiedene intrazellulare
Enzyme. Von Bedeutung sind vor allem die 15-Hydmwgtaglandin-Dehydrogenase
und die Al3-Reduktase, der weitere Abbau erfolgt durROxidation. Die
Plasmahalbwertszeit betragt weniger als eine Mif&jt83].
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1.3.4 Lipoxygenaseweg

Neben den Prostanoiden sind auch die Produkte dpexygenaseweges, die
Leukotriene  (LT), an der Entstehung und  Aufrechaéitng von
Entziindungsreaktionen beteiligt [16]. Nach Freisetz der Arachidonsaure aus den
Membranphospholipiden durch die PiAwvird die Arachidonsaure durch die 5-
Lipoxygenase (5-LOX) weiter umgesetzt. 5-LOX istesiDioxygenase. Sie katalysiert
zum Einen die Reaktion von Arachidonsdaure mit maledem Sauerstoff zu
Hydroperoxyeicosatetraensaure (HPETE). Zum Andistesie flr die Dehydratisierung
von HPETE zum instabilen Epoxid LTArerantwortlich. Neben der Umsetzung zu
LTA4 kann HPETE auch zum korrespondierenden Alkoholrbiyygkicosatetraenséure
(HETE) reduziert werden. Hierfur fungiert 5-LOX aPseudoperoxidase [34]. Einen
Uberblick Gber den Lipoxygenaseweg zeigt Abbildéng

5
— — COOH

11 14 Arachidonsaure
+0, | 5LOX

OOH

= COOH 5-LOX
/ — > 5SHETE — 5-Ox0-6,8,11,14-ETE

5S-HPETE
-H,0 I 5-LOX

o)
COOH 12-LOX

— > XA,

— LTA,
Glutathion-
S-Transferase LTA, 12-LOX
Hydrolase
LTC 4 LTB 4 LXB 4

|

LTD, — LTE,

Abbildung 5: Lipoxygenaseweg der Arachidonséureaidel{34]
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LTA, ist ein instabiles Epoxid, das weiter umgesetadwind als Ausgangssubstanz
aller Leukotriene dient. Durch Einwirkung der LFRAydrolase entsteht LTB Die
LTC4-Synthase konjugiert LTAmIt Glutathion zu LTG. Die Freisetzung von LT{n
den Extrazellularraum und die Abspaltung von Gl@arfiihrt zu LTO und die
anschlieBende Abspaltung von Glycin zu LTETC,, D4 und E werden unter dem
Begriff Cysteinyl-Leukotriene (Cys-LT) zusammengsfia da sie alle die Aminoséaure
Cystein enthalten. Durch Einwirkung der 12-LOX ¢ghten die Lipoxine LXA und
LXB4 [34, 35]. In Abbildung 6 sind die Strukturen derro@ukte des
Lipoxygenaseweges zu sehen.

OH OH
OH
COOH
= COOH Z N\ =
7
— N\ — X

5S-HETE LTB4

R: —(IZyS—GIy LTC,4
Glu

—Cys—Gly LTD,

—Cys LTE 4
OH OH
COOH
X X
= =
Z Z COOH
HO OH HO OH
LXA 4 LXB 4

Abbildung 6: Strukturformeln der Produkte des Lipg&naseweges [34]
Cys: Cystein; Gly: Glycin; Glu: Glutaminsaure
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Wie die Prostaglandine sind auch Leukotriene petdahtzindungsmediatoren. In
Tabelle 4 sind die physiologischen und pathophggisthen Wirkungen der
Leukotriene und Lipoxine aufgefuhrt.

Tabelle 4: Biologische Wirkungen der Leukotriene& uler Lipoxine [1, 16, 34]

Leukotriene/Lipoxine Physiologische/Pathophysiologische Wirkungen

LTB4 Chemotaxis, = Aggregation von  Neutrophilen  und
Eosinophilen, Granulozyten-Rekrutierung, -Migration
Adhasion, vermehrte Bildung und Freisetzung Vvon
Cytokinen, Hemmung von Transformation und Sekretion
(T-Zellen), vermehrte Proliferation, Aktivierung din
Immunglobulinbildung (B-Zellen), Erh6hung der
GefalRpermeabilitat, Hyperalgesie (afferente Nerven)

LTC,, Kontraktion der glatten Muskulatur, Bronchien, GIT-
LTDy, Muskulatur und Koronaraterien, Schleimsekretion und
LTE,4 Odembildung in den Bronchien, Erhohung der

GefalRpermeabilitat, Umbau der Atemwege bei chrbnisc
allergischer Entziindung

LXA 4 Hemmung der Chemotaxis und Adhasion der Neutrephi
Vasodilatation, Férderung der Monocyten-Phagocytose

LXB4 Hemmung der Emigration, Transmission und Chemstd&r
Neutrophilen, Vasodilatation, schlafférdernd

Leukotriene

Leukotriene sind an der Pathogenese vieler entiladl Erkrankungen beteiligt. Dazu
gehdren unter anderem rheumatoide Arthritis, AgbroGicht, Psoriasis, Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn sowie Asthma bronchikéé. [

Die biologische Aktivitat aller Leukotriene sowierdLipoxine wird Uber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Dies fuhrt zieeitktivierung der Phospholipase C
und somit zu einer vermehrten Bildung von Inosiipliosphat sowie zur Erh6hung der
intrazellularen C&-Konzentration [8, 36].
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1.4 Cyclooxygenasen

1.4.1 Einfihrung

Cyclooxygenasen (COX) katalysieren die Umwandlungr dArachidonsaure in
Prostaglandine. In Saugerzellen existieren mindsstavei Isoformen der COX: COX-
1 und COX-2. Sie ahneln sich in ihrer Struktur wenthalten jeweils zwei aktive
Zentren (Peroxidase und Cyclooxygenase). Die beideformen katalysieren die
gleichen Reaktionen [16]. Die Existenz der COX-2deuerst in den neunziger Jahren
des letzten Jahrhunderts bekannt, wahrend die C@&etvdn 1971 entdeckt wurde. Des
Weiteren wurde 2002 von einer dritten Isoform, @€»X-3, berichtet [37]. Hierbei
handelt es  sich um  eine  Splicing-Variante  der  COX-1lhre
physiologische/pathophysiologische Bedeutung isnhwudlich gering[38, 39, 40].

Fur die Aktivierung der beiden Isoenzyme sind wtbredlich hohe Konzentrationen
an Arachidonsaure erforderlich. COX-2 besitzt dibere Affinitat zum Substrat und
ist somit bei geringeren Arachidonsaure-Konzerdregn aktiv, wahrend COX-1 noch
unwirksam ist. Um Arachidonsdure in P&@@mwandeln zu kdnnen, missen beide
Isoenzyme durch eine Lipidperoxidase aktiviert veerdDas Ham der Peroxidase wird
Lipidperoxid-abhangig oxidiert und anschlieend der Oxidation von Tyrosin im
aktiven Zentrum der Cyclooxygenase reduziert. &8asin kann ein Wasserstoffatom der
Arachidonsaure durch das Tysrosinradikal abstraterden. So kann die Aktivitat von
COX-1 und COX-2 durch die relative Konzentration Arachidonséaure und/oder
Lipidperoxid reguliert werdef1, 42].

Die bevorzugten Substrate der Cyclooxygenasen kethamindestens drei
Doppelbindungen an genau definierten Positionen, hemdelt sich neben
Arachidonsaure um Dihomogammalinolen- und Eicosaegisauren (EPA). Andere
Fettsduren ohne diese Doppelbindungen kénnen di@ckh zwar zu Hydroxyfettsduren
oxidiert, aber nicht in Prostaglandine umgewandeitden [16].

1.4.2 Aufbau der Cyclooxygenasen

Cyclooxygenasen sind glykosylierte, homodimere éingt, die aus einer katalytischen
Doméne, einer EGF-ahnlichen Doméne (engl. epidergrawth factor), einer

Membranbindungsdoméane und H&a&m bestehen [12, 43 [Bnhzyme sind

membranstandig und enthalten keine transmembrai@eranen. Das Membranmotiv
besteht aus einer amphipathischen Helixstrukturemgm hydrophoben Bereich, durch
den die Enzyme in der Membran verankert sind. Satestind Inhibitoren erreichen das
aktive Zentrum der COX Uber den in der Lipiddoppatnbbran eingebetteten Kanal.
Durch diese Enzymstruktur kann die Arachidonsawehnihrer Freisetzung aus den
Membranphospholipiden direkt in die Offnung des ropthoben Enzymkanals
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gelangen. Das Molekil wird am Ende des Kanals lmaiformig umgeknickt und
zwei Sauerstoffmolekile werden eingefiigt [16, 4#]. Abbildung 7 sind die
Molekulstrukturen von COX-1 und -2 zu sehen.

| coxi | CoX2
A
Globular
domain
Hydrophilic
I side pocket
- \,
lle 523 : NSAIDs binding site 3 Val 523 :
Ile 434 : . = o Val 434 :
His 513 : COX active site ! Arg 513 :
Hydrophobic : Arg 120 LETPPIPPR Arg 120
Membrane E E Membrane :
: hinding ;_—i'- : E binding :
don‘um a dormlm q
v oo ‘i FeCT it VO 7 ay

Abbildung 7: Schematische Darstellung von COX-1 @@iX-2 [45]

Beide Enzyme besitzen ein Molekulargewicht von Dlakund bestehen aus ca. 600
Aminosauren (COX-1 576 AS, COX-2 587 AS). Die Semdmmologie betragt 60%.

Rontgenkristallographische Untersuchungen ergadess die Gesamttopologie der
beiden Isoenzyme durch die Abweichungen in den As#nreresten nicht beeinflusst
wird; die Strukturen erwiesen sich als deckungsbleiBeide Isoformen besitzen

ahnliche aktive Zentren fur ihr nattrliches Sulistwad fir die Blockade durch

nichtsteroidale Antiphlogistika [45, 46, 47]. AufedBindung von Inhibitoren an die

COX wird in Kapitel 1.6.2.2 ndher eingegangen.

1.4.3 Vorkommen der Cyclooxygenasen

Die beiden Isoenzyme sind auf der Kernmembran wrdMembran des sarkoplasma-
tischen Retikulums zu finden. Die COX-1-Isoform kainin fast allen Geweben ein-
schlie3lich Gastrointestinaltrakt, Thrombozyten,d&helzellen und Niere vor. Die
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COX-2 hingegen befindet sich unter normalen Umsgandur in Gehirn und Nieren
sowie in kleineren Mengen in Lunge, Leber und Magerfgrund des ubiquitaren Vor-
kommens der COX-1 lasst sich dieses Enzym auclkaistitutiv und mit ,house-

keeping“-Funktion beschreiben. Dagegen ist COX-@umerbar und kommt unter
normalen Umstanden nur in den Zellen der oben gegaarOrgane vor. Die Expression
wird durch Hormone, Wachstumsfaktoren, proinflanomnathe Cytokine, bakterielle
Endotoxine, Lipopolysaccharide und Tumorpromotaegeregt [4, 16, 28, 48].

1.4.4 Biologische Vorgange mit COX-Beteiligung

An bestimmten physiologischen und pathophysioldwgscProzessen ist jeweils nur
eines der beiden Isoenzyme beteiligt. Es gibt jadmech Vorgange, an denen sowohl
COX-1 als auch COX-2 beteiligt sind (z.B. Entziingsmreaktionen). Unter bestimmten
Umstanden kann eine COX-Isoform das Fehlen derrandempensieren [41]. Tabelle
5 zeigt eine Ubersicht dieser Vorgange.

Tabelle 5: Physiologische und pathophysiologiscbhegiinge mit COX-1- und/oder COX-2-Beteiligung
[41, 49, 50]

Physiologischer/pathophysiologischer COX-1 COX-2

Vorgang

Darmkrebs beteiligt beteiligt
Entztindungszeichen beteiligt beteiligt
Entztundungsrickbildung nicht beteiligt beteiligt
Entwicklung der T-Zellen stadienabhangig stadiedalgig
Geburtsvorgang beteiligt kompensatorisch
Implantation nicht beteiligt beteiligt
Magenulzera beteiligt beteiligt
Ovulation nicht beteiligt beteiligt
Perinatale Entwicklung der Nieren nicht beteiligt etdiligt
Plattchenaggregation beteiligt ohne Bedeutung
Ulkusheilung nicht beteiligt beteiligt

Umbau des Ductus arteriosus Botalli kompensatorisch beteiligt

Uberleben von Kryptenstammzellen beteiligt kompearssch
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1.5 Lipoxygenasen

1.5.1 Einflhrung

Lipoxygenasen (LOX) sind cytosolische Enzyme, die dxidation mehrfach
ungesattigter Fettsduren zu Lipidhydroperoxideraligaieren. Als Substrate dienen
Fettsauren mit zwei konjugiertems-standigen Doppelbindungen. Da Arachidonsaure
mehrere Doppelbindungen enthalt, auf die diese Mm@tzungen zutreffen, kdnnen bei
der Umsetzung verschiedene Produkte entstehen, e dieserden als
Hydroperoxyeicosatetraensauren (HPETE) bezeichreie Klassifikation der
Lipoxygenasen basiert auf der Position der HydropgGruppe im Molekdl.
Saugetiere besitzen eine 5-LOX, 12-LOX und 15-LOXfd -2. Die 5-Lipoxygenase
ist der biologisch wichtigste Vertreter dieser Emtgmilie. Sie dient als Katalysator bei
der Bildung der Leukotriene (siehe auch Kapitel.2).2und wird im Folgenden naher
beschrieben [16, 17, 51].

1.5.2 5-LOX

1.5.2.1 Aufbau

5-LOX ist ein monomeres Protein mit einem Molekgkwicht von 72-80 kDa, das ein
nichthamgebundenes Eisenion enthélt. Das Eiseraon kowohl als Elektronendonor
als auch als Elektronenakzeptor fungieren. In seikéven Form liegt es als Fevor.
Die Oxidation findet in Abhangigkeit von Lipidhydveroxiden (LOOH) statt. Die
menschliche 5-LOX enthéalt 674 Aminosauren undrishier Aktivitat C&*- und ATP-
abhangig. Werden Zellen aktiviert und steigt itirdmellularer C&-Gehalt an, wird die
5-LOX in die Zell- oder Kernmembran translozierdusn das transmembranare Protein
FLAP (engl. five-lipoxygenase activating proteiggbunden. Erst durch diese Bindung
wird die 5-LOX aktiviert. Zudem steigert €adie Affinitat der 5-LOX gegeniiber der
Arachidonsaure und LOOH. Des Weiteren wird die 5XL@urch Phosphorylierung
aktiviert [16, 34].

Die 3D-Struktur des Enzyms wurde bis jetzt nochhhientschlisselt. Da die Primar-
struktur der katalytischen Doméne der humanen 5-1d@X15-LOX des Hasen &hnelt,
konnte ein theoretisches Modell der Tertiarstruktntwickelt werden. Aus diesem
Modell ergibt sich, dass 5-LOX aus einer langeref@ainalen katalytischen Domane,
die das aktive Zentrum enthélt, und einer N-termeimg*-FalsDoméanebesteht (siehe

Abbildung 8) [51, 52].
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Abbildung 8: Schematisches Modell der 5-LOX [51]

In der B-Fal3-Domane sind die Aminosaurereste 43-46 in Schwargestellt, dort
binden die C&-lonen. Die fiinf Aminosauren der katalytischen Domadie als
Eisenliganden dienen, sind ebenfalls schwarz gefBitb Aminoséauren 266-271 sind in
Schwarz dargestellt, da es sich hierbei um das MPKinase 2/3-Motiv handelt. Die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aktivierte Proteimase 2/3 (MAPKAP 2/3)
phosphoryliert Serin 271 der 5-LOX zur Aktivierudgs Enzyms [51, 53].

1.5.2.2 Vorkommen

Die 5-Lipoxygenase wird gewebe- und zellspezifissiprimiert. Sie befindet sich in
den Leukozyten und dort vor allem in Granulozyt®&agophile und Eosinophile),
Monozyten und Makrophagen sowie Mastzellen B-Lymphozyten. 5-LOX ist in der
Regel im Cytoplasma zu finden, je nach Zelltyp auoh Nukleoplasma. Nach
Aktivierung kommt es zur Translokation des Enzymsiee Membran [16, 34, 54].
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1.6 Analgetika

1.6.1 Einteilung

Unter dem Begriff Analgetika versteht man Substanzbe die Schmerzempfindung
verringern oder unterdriicken, ohne eine narkotidthekung zu besitzen. Aufgrund
von Wirkstarke, Wirkungsmechanismus und Nebenwigeim werden Analgetika in
zwei Gruppen eingeteilt: Opioid-Analgetika mit voegender zentraler Wirkung und
nicht opioide Analgetika mit peripherer und teilgaeizentraler Wirkung. Die nicht
opioiden Analgetika lassen sich dartber hinauswei ZGruppen unterteilen: Bei der
ersten Gruppe handelt es sich grofdtenteils um s¥erbindungen, die sowohl
analgetisch und antipyretisch als auch antiphl@gist wirken. Sie werden als nicht
steroidale Antiphlogistika (engl. non-steroidal ianflammatory drugs, NSAID)
bezeichnet. Zur zweiten Gruppe gehdren wenige rsabte antipyretische Analgetika
[8]. Im Folgenden wird auf die Substanzklasse d8ANDs néher eingegangen.

1.6.2 Nicht steroidale Antiphlogistika (NSAID)

1.6.2.1 Indikationen

Die klassischen nicht steroidalen Antiphlogistik&rden auch als nicht steroidale
Antirheumatika  (NSAR) bezeichnet. NSAR konnen beiersehiedenen

Schmerzzustanden (z.B. Kopf-, Zahnschmerzen), Sdane bei degenerativen
Gelenkerkrankungen, Migrane, Fieber und vor allem Ipathophysiologischen

Nozizeptorschmerzen eingesetzt werden. Auch in d&ahmerztherapie bei

Knochenmetastasen haben sie sich als wirksam emvi@es Weiteren werden sie zum
Verschluss eines nach der Geburt offenen Ductesi@stis botalli verwendet [8, 55].

1.6.2.2 Wirkmechanismus

Die Wirkung der nicht steroidalen Antiphlogistikaedt in der Hemmung der
Cyclooxygenasen. NSAIDs inhibieren damit die Syséheon Prostaglandinen und
vermindern somit eine Sensibilisierung der Nozieegt. Die Symptome einer
Entzindungsreaktion werden unterdriickt, ohne deanlkreitsverlauf zu andern. Da
Prostaglandine in fast allen Zellen bzw. Geweberdyziert werden und vielfaltige
physiologische Funktionen haben, ist der Einsatza M&AIDs mit Nebenwirkungen
verbunden [1, 8, 16, 56].

Die Bindung von NSAIDs an die CyclooxygenasennsAbbildung 7 (Kapitel 1.4.2) zu
sehen. Nichtsteroidale Antiphlogistika inhibiereie €yclooxygenasen, indem sie den
Zugang zum hydrophoben Kanal blockieren, an dekswle sich das aktive Zentrum
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befindet. Dabei bilden sie eine Wasserstoffbricketing und ionische

Wechselwirkungen zu der polaren Aminosaure ArginiRosition 120 aus. An Position
523 tragt COX-1 die Aminosaure Isoleucin und COXi& um eine Methylgruppe
kleinere Valin. Dadurch entsteht eine hydrophiléegasche, in der selektive COX-2-
Inhibitoren binden kdnnen. Dies wird durch die Aosaure an Position 434 noch
verstarkt, bei der es sich im Falle der COX-1 uwmlescin und bei COX-2 um Valin

handelt. Somit ist die Bindungsstelle flir NSAID$ 6©X-2 um ca. 20% grél3er als bei
COX-11[43, 45, 57].

1.6.2.3 Nebenwirkungen

Folgende Nebenwirkungen kdnnen bei der Einnahmiet siieroidaler Antiphlogistika
auftreten:

- Gastrointestinale Stérungen und Erosionen, Utieran, Blutungen, Perforationen
- Hautreaktionen

- Nierenfunktionsstérungen, Odembildung, Blutdrubidung

- Hemmung der Thrombozytenaggregation

- Zentralnervose Symptome (Schwindel, Kopfschmeérzen

- Abnahme der Uterusmobilitat

- Kardiovaskulare Komplikationen (Myokardinfarkit8aganfall)

- Asthmaanfall (durch verstarkte Bildung bronchodtoiktorischer Leukotriene) [1, 8]

1.6.2.4 Eigenschaften

Charakteristisch fur die klassischen NSAR, mit Aalsme der Coxibe, ist das
Vorhandensein von Carbonsaurefunktionen sowie egtEs mehrerer aromatischer
oder heteroaromatischer Ringsysteme. Diese Stelkmente imitieren die
Saurefunktion und den grof3en lipophilen BereichAtachidonséure. Coxibe enthalten
meist einen flnfgliedrigen Heteroaromaten, der nati mit zwei Phenylringen
substituiert ist. Als entscheidend fur die Pharnkaketik und die

antiinflammatorischen Eigenschaften der NSAR gettenhohe Plasmaeiweil3bindung
und die Anreicherung im entzindeten Gewebe, da eéort niedriger pH-Wert

vorherrscht [12].
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1.6.2.5 Einteilung

Der Grol3teil der klassischen NSAIDs hemmt unseledtiwohl COX-1 als auch COX-
2. Einige dieser Arzneistoffe inhibieren zwar beideformen, besitzen jedoch eine
leichte COX-2-Praferenz. Um selektive COX-2-Hemntemdelt es sich bei den
Coxiben. Acetylsalicylsaure nimmt eine Sonderstaluein, da sie, bei niedriger
Dosierung, selektiv und irreversibel die Cyclooxyase-1 inhibiert [8, 12, 58].
Aufgrund ihrer chemischen Struktur kann eine weitdfinteilung der NSAR in
mindestens acht Klassen erfolgen [4].

Unselektive COX-Inhibitoren [1, 8, 12]:

Indometacin ist ein Beispiel fur ein Heteroaryl-igsdure-Derivat mit vorwiegend
antiphlogistischer und antirheumatischer Wirkunge Mebenwirkungsrate liegt bei
30%, vor allem gastrointestinale Komplikationertgrebei Indometacin haufiger auf als
bei anderen NSAR. Um die gastrointestinalen Nebéwngen zu reduzieren, wurde
das Prodrug Acemetacin entwickelt, das erst im Qsgaus in seine aktive Form
Uberfuhrt wird. Die lokale Magenreizung wird sowgrmieden [59].

Ein besonders haufig verwendetes Antiphlogistikigihdas Aryl-Essigsaure-Derivat
Diclofenac. Es handelt sich um einen COX-Hemmer geitinger COX-2-Praferenz.
Nachteilig ist die Erhdhung von Leberenzymen, ddebiclofenac haufiger auftritt als
bei anderen NSAR. Ein Ester des Diclofenacs istchdenac, der im Korper jedoch
nur zu maximal 5% zu Diclofenac metabolisiert wWB@].

Ibuprofen ist ein typischer Vertreter der Aryl-Prapsdure-Derivate. Diese
Wirkstoffgruppe besitzt ein asymmetrisch-substitieie Kohlenstoffatom, wobei d&s
Enantiomer in Bezug auf die COX-Hemmung das Eutotaestellt. Bei einigen Aryl-
Propionsaure-Derivaten wird d&Enantiomer im Organismus in d&Enantiomer
metabolisiert. Ibuprofen ist ein relativ schwach@©OX-Hemmer, hat jedoch ein
geringeres Risko starke gastroinestinale Storumgewerursachen. Die Hemmung der
Cyclooxygenase ist reversibel. Ketoprofen wird sbals Racemat als auch in Form
des reinenS-Enantiomers (Dexketoprofen) eingesetzt. Tiapraians und Naproxen
gehdren ebenfalls zur Gruppe der Profene [61].

Weitere unselektive COX-Hemmer sind die Oxicame. dieser Substanzklasse
gehdren Piroxicam, Meloxicam und Lornoxicam. DarreaCharakter kommt durch das
Vorhandensein einer vinylogen Carbonséurestrukistande [62].

In Abbildung 9 sind die Strukturformeln einiger abgenannter Arzneistoffe aufgefrt.
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Abbildung 9: Beispiele einiger unselektiver COX-Hasr [8]

Selektive COX-1-Hemmer:

Acetylsalicylsdure (ASS) ist bei geringer Dosierun80 bis 50 mg - ein selektiver
COX-1-Hemmer. Mit steigender Dosis hemmt ASS bdstenzyme. Nach peroraler
Einnahme wird der Wirkstoff schnell resorbiert umad Salicylsdure desacetyliert.
Strukturell kann Acetylsalicylsdure als Arachidam&&Mimetikum betrachtet werden,
wobei die Saurefunktion eine elektrostatische Weletiskung mit Arginin an Position
120 im aktiven Zentrum der Cyclooxygenase eing&l@ch der Bindung wird die
Cyclooxygenase durch Acetylierung eines Serinregtes?osition 530 irreversibel
gehemmit. Aufgrund seiner antipyretischen, antiptogchen und
thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung ist Aspitas am meist verwendeten
NSAR weltweit [8, 63].

COOH

Acetylsalicylsaure

Abbildung 10: Acetylsalicylsaure (Aspifih[8]
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Selektive COX-2-Hemmer:

Das Vorkommen der COX-1 im Gastrointestinaltrakirté zu der Vermutung, dass die
Hemmung der COX-2 fir die antiinflammatorischenekté und die COX-1-Inhibition
fur die unerwinschten Nebenwirkungen verantwortliski (sogenannte COX-
Hypothese). Aufgrund dessen wurden selektive CQOKHbitoren mit dem Ziel
synthetisiert, gastrointestinale und renale Nebgkumigen der klassischen NSAIDs zu
verhindern [64, 65, 66].

1999 wurde Celecoxib (Celebf@xals erstes Coxib auf den Markt gebracht, es éolgt
Rofecoxib (Viox}X) und Valdecoxib (Bextd. Alle drei Arzneistoffe erreichten mit
Umsatzen von uber einer Milliarde US-Dollar in dersten finfzehn Monaten nach
Markteinfuhrung  Blockbuster-Status. Aufgrund kasdiskuldrer Risiken wurden
Rofecoxib und Valdecoxib 2004 bzw. 2005 wieder vbtarkt genommen [40, 67].

Auch bei der zweiten Generation der Coxibe - Lunorab, Etoricoxib und Parecoxib -
traten teilweise schwerwiegende Nebenwirkungen Bug. Arzneistoffe wurden in

manchen Landern nicht zugelassen oder wieder vomktMgnommen [68, 69]. In

Deutschland befinden sich zum aktuellen Zeitpunktle€oxib, Etoricoxib und

Parecoxib auf dem Markt [70]. Die Strukturen eimiggenannter Coxibe sind in
Abbildung 11 zu sehen.

Es stellte sich heraus, dass die kardiovaskularelbehNwirkungen nicht nur bei den
Coxiben vorkommen, sondern auch andere Wirkstotfe @er Klasse der NSAIDs
betreffen [71, 72, 73]. Dies hat zu der Empfehlgefiihrt, Coxibe bei kardiovaskularen
Risikopatienten nur nach sorgfaltiger Abwagung Metzen-Risiko-Bilanz einzusetzen,
da die Gefahr kardiovaskularer Nebenwirkungen e@exib-Therapie wahrscheinlich
mit der Dosis und der Behandlungsdauer ansteigtq874].

Ein vielversprechendes Target stellt die COX-2 abeh der Krebstherapie dar. In
verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werdes, die COX-2-Expression beli
vielen malignen und pramalignenen Tumoren daueti@hreguliert ist. Dies fuhrt zu
einer Krebsprogression, da die Cyclooxygenase-2 fast allen Prozessen der
Kanzerogenese beteiligt {515, 76].
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Abbildung 11: Beispiele einiger selektiver COX-2+himer [8]

1.6.3 5-LOX-Inhibitoren

Die Hemmung der 5-Lipoxygenase ist nicht nur Ulee eirekte Inhibition der 5-LOX,
sondern auch indirekt durch eine Inaktivierung dekipoxygenase-aktivierenden
Proteins (FLAP) moglich [34]. In Abbildung 12 sirelnige Beispiele fur 5-LOX-
Inhibitoren aufgefuhrt.

FLAP-Inhibitoren fungieren als Antagonisten. I|hreohk Effizienz in isolierten
Leukozyten lasst sich jedoch meist nicht auf VeoitbAssays Ubertragen. Dies hangt
vermutlich mit einer Plasmaprotein-Bindung der \Btdéfe oder einer Konkurrenz mit
der Arachidonsaure zusammen. VielversprechendN&l(08, ein neuer potenter FLAP-
Inhibitor, der auchn vivo seine Effektivitat beibehalt [77, 78].

Direkte 5-LOX-Inhibitoren lassen sich in Redox-Ibitdren, Eisen-Chelatbildner und
Nicht-Redox-Inhibitoren unterteilen. Durch dieserkgitoffe werden teilweise auch 12-
und 15-LOX sowie die Cyclooxygenasen beeinflus6t B4].

Redox-Inhibitoren reduzieren das Eisenion im aktid¢entrum des Enzyms. Es handelt
sich um lipophile Reduktionsmittel. lhre hohe E#izz in vitro lasst sich jedoch nicht
nutzen, da die orale Bioverfigbarkeit meist schiesbwie die 5-LOX-Selektivitat
gering ist [79].
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Eisen-Chelatbildner enthalten Hydroxamsaure a#etydroxy-Harnstoff-Gruppen, die
mit dem Eisenion einen Chelatkomplex bilden. ABTEA&1A-2291) ist ein solcher
Inhibitor, der nach Abschluss der Phase Il der istinen Studien einer der
vielversprechendsten 5-LOX-Inhibitoren in der Emkiing ist. Bisher konnte nur ein
5-LOX-Inhibitor auf den Markt gebracht werden. Htier handelt es sich um Zileuton,
einen Eisenchelat-Bildner, der in den USA unter delandelsnamen Zzyffd zur
Behandlung von Asthma zugelassen ist [80, 81].

Nicht-Redox-Inhibitoren konkurrieren mit der Aradbnséaure oder
Lipidhydroperoxiden um die 5-LOX-Bindungsstellerukturell gesehen handelt es sich
um eine sehr heterogeseibstanzklasse. Ein Beispiel fir einen Nicht-Rebhbitor

ist ZD 2138 [82, 83].

a
\N O, (0]
A\ HsC. CHs
N COOH
= AN OH
Ha
(0]
z
HaCo™ AM103 AA-861
FLAP-Inhibitor Redox-Inhibitor
F
(0]
HO\ NH,
S N—\< z
| ) — % o OCHg
CH; o~ |
CHs3
ABT-761 ZD 2138
(VIA-2291) Nicht-Redox-Inhibitor
Eisen-Chelatbildner
HQ NH,
\N—<
: > o
S CH3
Zileuton
Eisen-Chelatbilnder

Abbildung 12: Beispiele einiger 5-LOX-Inhibitore84, 84]
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1.6.4 Duale COX/LOX-Hemmer

Neben COX-2-selektiven Inhibitoren gibt es auch emadAnsatze zur Entwicklung
gastrointestinal vertraglicher NSAR. Wird die Cymkggenase gehemmt, erfolgt die
Umsetzung der Arachdionsédure vermehrt Uber den xygenaseweg (sogenannte
Shunt-Hypothese) [85]. Durch die erhOhte Konzemnatn Leukotrienen (in diesem
Fall LTB4, LTC4 und LTDy) kommt es durch Mikrozirkulationsstérungen zu leka
ischamischen Zustanden und Schleimhautlésionen [8&]dualen Hemmstoffen der
COX-1/-2 und 5-LOX sollte es maoglich sein, dieseonxizititsmechanismus zu
vermeiden [87].

Die duale Hemmung kann entweder durch den Einsa¢s &Virkstoffes, der gleichzei-
tig COX und 5-LOX inhibiert, erreicht werden odeurdh die Verknipfung eines 5-
LOX-Inhibitors mit einem COX-Hemmer. Duale COX/LOXhibitoren besitzen in der
Regel einen Funfring, der mit zwei Arylresten vaeigft ist [34, 88, 89]. Einige der
dualen Wirkstoffe sind Redox-Inhibitoren; das gemsame Strukturmerkmal ist hier
ein Ditert-Butyl-Rest. Der Nachteil dieser redoxaktiven Stungn ist die fehlende
Selektivitat, so dass auch andere Redoxsystemerihaber inhibiert werden. Deshalb
wurde die Entwicklung redoxaktiver COX/LOX-Inhibien, mit Ausnahme des
Wirkstoffs S-2474, eingestellt [16, 90Viele neu entwickelte duale COX/LOX-
Hemmer zeigen strukturelle Ahnlichkeiten zu den iBer. Der selektive COX-2-
Inhibitor Celecoxib wurde kurzlich ebenfalls alsL&X-Inhibitor identifiziert [91].
Zwei weitere neue Strukturklassen stellen Phenigsyl-Ureido-Chalcon-Derivate
sowie eine strukturelle Kombination aus Resveratnal Acrylsaure dar [92, 93].

OH H3C02

74
7
D

Hs
S-2474
(Redox-Inhibitor) 5-(4-(Methylsulfonyl)phenyl)-
4-p-tolyl-3H-1,2-dithiol-3-thion
(Coxib-Analogon)

2,4-Dichlor-4'N[N'(4"-methylphenylsulfonyl)ureido] chalcon 2—(4—A_min0phenyl)-3- _
(Phenylsulfonyl-Urenyl-Chalcon-Derivat) (3,5-dihydroxyphenyl)propionsaure
(Resveratrol-Acrylsaure-Derivat)

Abbildung 13: Beispiele einiger dualer COX/LOX-Ibitbren [16, 34]
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Licofelon (ML3000)

Licofelon ist ein dualer COX-/LOX-Inhibitor mit l§g-Werten im submikromolaren bis
mikromolaren Bereich. Er wirkt analgetisch, antghigch, antiinflammatorisch und
hemmt die Thrombozytenaggregation. Strukturell le#indes sich um ein
Substratanalogon der Arachidonsaure, das die Koaton relevanter Teilbereiche der
Arachidonsaure im aktiven Zentrum der Enzyme nacttakiicofelon wurde 1994
entwickelt [87] und soll fur die Indikation ArthreqOsteoarthritis) eingesetzt werden.
Im Vergleich mit den klassischen NSAIDs sind distgaintestinalen Nebenwirkungen
bei Licofelon geringer [34, 85, 94, 95, 96, 97].

Nach neusten Erkenntnissen ist Licofelon kein ksa$er dualer COX/LOX-Hemmer,
sondern inhibiert FLAP, COX-1 und die mikrosomaleod®aglandin ESynthase-1
(mPGES-1) [34, 98, 99].

Licofelon

[2,2-Dimethyl-6-(4-chlorphenyl)-
7-phenyl-2,3-dihydro-#i-pyrrolizin-5-yl]
essigsaure

Abbildung 14: Struktur von Licofelon [100]

1.6.5 Weitere vielversprechende Targets

PLA,: Die Hemmung der Phospholipase &ls Schliisselenzym der Arachidonséaure-
Kaskade wird als interessantes Target betrachtetnidht nur die Prostaglandin-
Synthese sondern auch die Produktion von Leuka@niehysophospholipiden und PAF
inhibiert werden kann. Da es jedoch eine Vielzair ?hospholipasen im menschlichen
Organismus gibt, stellt die Wirkstoffspezifitdit elauptproblem dar. Die bislang
beschriebenen cPLANhibitoren sind strukturell sehr unterschiedligim Beispiel fur
einen potenten cPLAnhibitor ist AR-C73346XX [23].

MPGES-1: Bei der Schmerzentstehung kénnte ProstaglangdideE hauptverantwort-
liche Entzindungsmediator sein. PGkrd durch die PGESynthase aus PGHyn-
thetisiert. Die mikrosomale PGEynthase-1 (MPGES-1) ist induzierbar und mit der
COX-2-Expression gekoppelt. Die Vorteile der mPGEBHhibition sind noch fraglich,
da auch andere Prostanoide aufRer P@k Entzindungsreaktionen beteiligt sind.
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Zudem kann die Hemmung der P&Eynthese durch bislang unbekannte Vorgénge
kompensiert werden. Nichtsdestotrotz wird mPGE3slem neues vielversprechendes
Target zur Behandlung entzindlicher Erkrankungeth Kirebs betrachtet. Das Indol-
Derivat MK-886, das zunéchst als potenter FLAPBItbr beschrieben wurde, ist ein
Beispiel fur einen mPGES-1-Inhibitoren [101, 102].

MPGES-1/5-LOX: Um die kardiovaskularen Risiken der COX/LOX-Inhidn zu

vermeiden, stellt die duale Hemmung der mPGES-1 dad 5-LOX eine neue
pharmakologische Strategie dar. Die ProstacyclideBig wird durch die Inhibition der
MPGES-1 nicht beeinflusst. Ein Beispiel fir eineoiclken Wirkstoff ist 2-(3-
Chlorbenzyl)-5-hydroxy-#H-benzof]indol-3-ameisenséureethylester [34].

NO-NSAIDs: Stickstoffmonoxid besitzt vielféaltige physiologisehund pathophysio-
logische Funktionen im Organismus. NSAIDs, die N@aDr-Gruppen enthalten, wei-
sen - aufgrund der protektiven Wirkung von NO aigf Blagenschleimhaut - weniger
gastrointestinale Nebenwirkungen auf. Dies machkt shgenannten NO-NSAIDs zu
einer interessanten Alternative der klassischen IRNSAAuch kardiovaskulare Neben-
wirkungen treten bei dieser Wirkstoffgruppe nichf,ada Stickstoffmonoxid vasodila-
tierend wirkt und die Plattchenaggregation hemnds In Abbildung 15 aufgefiihrte
Pyrazol-Derivat ist ein solches COX-Inhibitor/NO+bw-Hybridmolekdl, das selektiv
die COX-2 hemmt und NO freisetiztO, 103.

SO,CHj

AR-C73346XX Pyrazol-Derivat
(cPLA,-Inhibitor) (NO-NSAID)

o)
S/% N\ o)
N—
OH
N N\
N COOH N
H

MK-886 2-(3-Chlorphenyl)-5-hydroxy-1H-
(mPGES1-Inhibitor) benzof]indol-3-ameisensaureethylester
(dualer mPGES-1/5-LOX-Inhibitor)

Abbildung 15: Strukturbeispiele einiger neuer Widfte [23, 34, 40, 102]



1 Einleitung 29

1.7 Die Haut als Applikationsort

1.7.1 Einfihrung

Das grofte, schwerste und vielseitigste Organ dessbhen, die Haut, bildet als
Oberflache des Korpers die Schranke zwischen dewélirund dem inneren Milieu.
Sie schitzt die Gewebe gegen exogene Noxen, veriashe zu starke Austrocknung,
vermittelt als Sinnesorgan vielfaltige Reize unddert als Warmeregulator [13].

1.7.2 Aufbau der Haut

Die menschliche Haut besitzt eine Dicke von 1 bisngh und eine Flache von

1,6—2,0 M [104]. Sie setzt sich aus der Epidermis (Oberhaiitjlem Anhangsgebilden

(Drisen, Nageln, Haaren) und der Dermis/Korium @rbdut), einem bindegewebigen
Anteil, zusammen. Epidermis und Korium werden algti¥ bezeichnet. Darunter

befindet sich die Subkutis (Unterhaut) [13]. Dieidgomis lasst sich, von aul3en nach
innen, in Stratum corneum (Hornhaut), Stratum gdi@um (Kornerschicht), Stratum

spinosum (Stachelzellschicht) und Stratum basalasgdBchicht) weiter unterteilen

[104]. In Abbildung 16 ist der Aufbau der Haut dargestell

@ Epidermis
@ Dermis

(@) Subcutis

(@) Haarfollikel
(B Talgdriise
@ Schweilldriise

Abbildung 16: Aufbau der Haut [105]

Die Dermis besteht hauptsachlich aus Kollagen uladtida und ist fur die Elastizitat
und mechanische Stabilitat der Haut verantwortlidrer finden sich auch zahlreiche
Nervenfasern und Gefal3e. Der Wassergehalt bet@gt Die Epidermis enthalt zu
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90% Keratinozyten. Befinden sich die KeratinozytenStratum corneum, werden sie
auch als  Corneozyten bezeichnet.  Charakteristisclst idas  grol3e
Wasseraufnahmevermogen. Das Stratum corneum bemishetwa 15-20 Schichten
Corneozyten und einem Lipidgemisch aus CeramidenholgSterin  und
Cholesterinestern. Ein Hydrolipidfilm aus Fettsardriglyceriden, Wachsen und
Aminosauren uberzieht die Hornschicht. Die Subksézt sich aus Bindegewebe und
Fettzellen zusammen und ist fir die Speicherung EKoergie in Form von Fett
zustandig. Des Weiteren Ubernimmt sie eine Schuoktion [104].

1.7.3 Entztindungsreaktionen der Haut

Im Folgenden werden einige entzindliche Dermatdaeu genannt. Eine genauere
Erlauterung einer entziindlichen Reaktion der Hafaigt am Beispiel der Dermatitis
solaris.

Eine typische entzindliche Hauterkrankung ist Rswsivulgaris (Schuppenflechte), bei
der die Keratinozyten-Reifung gestort und die -Fedtion beschleunigt ist. Es kommt
Zu einer entzindlichen Infiltration der Haut. Auodi Ekzemen (Dermatitis) handelt es
sich um Entztndungsreaktionen. Durch inflammatbesdreaktionen im Stratum
papillare und in der Epidermis kommt es zur Odedusity und Einwanderug von T-
Lymphozyten in die Epidermis. Es wird zwischen eintoxischen oder allergischen
Kontaktenzem - das durch exogene Noxen verursactt-weinem atopischen Ekzem
(Neurodermitis) und einem seborrhoischen Ekzemrsciéeden. Eine weitere entziind-
liche Dermatose ist Akne. Der Begriff Akne bezeiehkrkrankungen der Talgdrisen-
follikel. Sistiert der Talgabfluss aufgrund einallikularen Verhornungsstérung bei
gleichzeitiger starker Talgproduktion, entstehes Rfimareffloreszenzen Komedone.
Als entzindliche Effloreszenzen treten nachfolg@agbeln, Pusteln und Knoten auf.
Ausgeldst werden kann Akne durch Bakterien, chemeisader physikalische Noxen.
Man unterscheidet zwischen einer endogenen undeeeogAkne13, 106, 107, 108,

109, 110.

Dermatitis solaris (Sonnenbrand)

Die UV-Strahlung des Sonnenlichts Iasst sich irseleiedene Bereiche einteilen, die
unterschiedliche Wirkungen auf die Haut besitzeN-AjStrahlung § 320-400 nm)
dringt bis in die Lederhaut ein, wo sie durch Wedhgkung mit Bindegewebsfasern
die Hautelastizitat dauerhaft schadigen kann. Zudemn UV-A-Strahlung Licht-
dermatosen auslésen. UV-B-Strahlung Z80-320 nm) verursacht bei tUberméaRiger
Einwirkung akute Hautschaden. Als Spatfolge konnedsartige Neubildungen
auftreten. UV-C-StrahlungA(< 280 nm) wirkt erythemauslésend. Durch die Ozon-
schicht wird dieser Anteil des Sonnenlichts fadistéandig herausgefiltert [104]. Bei
einem Sonnenbrand handelt es sich um eine akutdsé¢hedigung, die durch
Absorption von UV-Licht, insbesondere von UV-B-3ilen, hervorgerufen wird. Es
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kommt zu einer akuten Entztindungsreaktion, dieEsighem (entztindungsbedingte
Hautrotung) bereits nach einigen Stunden sichtbed. wCharakteristisch fir eine

Dermatitis solaris ist die erhéhte Konzentratiom Wyostaglandinen in den ersten 24-48
h nach Einwirkung, gefolgt von den Produkten depokygenaseweges. Auch die
Expression der COX-2 und der 12- und 15-LOX isbéth111].

Als antientziindliche Dermatika werden oft Glucommitle eingesetzt. Bei entziind-
lichen Hauterkrankungen immunpathologischer Genesgden zudem Immun-
suppressiva verwendet [8]. Auch die topische Anwegd nicht steroidaler Anti-
phlogistika ist bei Entzindungsreaktionen der Hadiziert [112, 113]. So werden
NSAIDs unter anderem bei der Behandlung von AkiseriBsis, Dermatitis solaris und
Erythema nodosum angewandt. Aspirin, Flurbiprofeldomethacin und Diclofenac
zeigten sich in Testungen bei der Eindammung deriBdungsreaktion nach einem
Sonnenbrand erfolgreich [114, 115]. Die topischavAndung von NSAIDs wird nicht
nur bei der Therapie entztindlicher Dermatosen sonaech bei anderen Indikationen
eingesetzt. Bei Muskel- und Gelenkschmerzen kond&8AIDs wie lbuprofen und
Diclofenac sowohl oral als auch topisch applizietrden [1, 116]. Die geringere
Konzentration der Wirkstoffe im Blut im Vergleiclu ziner oralen Gabe vermindert das
Nebenwirkungsrisiko [11]. Auch bei der Behandlurtgeumatischer Erkrankungen
konnen NSAIDs topisch angewendet werden, hierebdgh eine systemische Wirkung
erwunscht [117].

1.7.4 Aspekte der topischen Anwendung

Das Eindringen von Stoffen in die intakte Haut Gdes Stratum corneum ist gering
[118]. Voraussetzungen fir die Penetration und RBatibn sind eine gewisse
Lipophilie und gleichzeitige Wasserloslichkeit dészneistoffes. Der Arzneistoff-

transport lipophiler Wirkstoffe durch passive Dsfan findet durch lipidreiche

Interzellularraume der Hornhaut statt. Nach PasskegeStratum corneum erfolgt die
Durchdringung der tiefer gelegenen Schichten urel Aiufnahme in das kapillare

System wesentlich schneller. Wirkstoffe, die dieriézhicht durchdringen, kénnen zu
unerwinschten systemischen Nebenwirkungen fuhrees 3t vor allem bei grof3-

flachiger Applikation auf die geschadigte Haut zrizksichtigen [104]. In welchem

Ausmald Arzneistoffe in die Hornschicht ein- undsdiedurchdringen kénnen, hangt
sowohl vom Applikationsort als auch von den Eigéadien des Arzneistoffes und der
Zusammensetzung der Arzneiform ab [8, 104]. EinesteerAbschatzung der

Penetrationsfahigkeit ist durch Betrachtung degeflengskoeffizienten (log P-Wert),

der Loslichkeit, Polaritat, Molekllgofe, des pKerts und des Dissoziationsgrads
unter physiologischen pH-Bedingungen des Arzndsstofoglich. Geeignet sind vor

allem Wirkstoffe mit einem log P-Wert von 4-4,5 uathem Molekulargewicht unter

500 g/mol [118, 119].
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2 Zielsetzung

Bei Entziindungsreaktionen nimmt die Arachidons&askade eine zentrale Rolle ein.
Die Hemmung von Enzymen dieser Kaskade verhindeet Meusynthese von
Prostaglandinen und Leukotrienen, die wichtige Smtzmediatoren darstellen.
Klassische nicht steroidale Antiphlogistika hemnegrtweder eines oder beide COX-
Isoenzyme. Der Einsatz dieser Arzneistoffe ist gddeilweise mit betrachtlichen
Nebenwirkungen verbunden. Um diese Nebenwirkungenvermindern und das
Wirkspektrum zu verbessern, ist es sinnvoll nicht die Cyclooxygenasen sondern
auch die 5-Lipoxygenase zu hemmen, die fir die I83gd der Leukotriene
verantwortlich ist [95, 120, 121, 122].

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Sulzsandie sowohl COX-1 als auch
COX-2 und 5-LOX inhibieren und zur topischen Anwend eingesetzt werden
konnen. Zu diesem Zweck sollten zwei Strukturklaseatwickelt, synthetisiert und
derivatisiert werden.

Die Leitsubstanz der ersten Strukturklasse wurdénfehnung an die Struktur von
Licofelon entworfen (siehe Abbildung 17). Licofel@t ein dualer COX/LOX-Inhibitor
fur die Indikation Osteoarthritis [87, 100, 123].uf@h den Austausch einzelner
Substituenten an den Phenylringen sollte die lrak#tr schrittweise verandert werden,
um die Wirksamkeit zu optimieren. Die Substituenteration erfolgte anhand des
sogenannten Topliss-Schemas [124].

COOH

)
v (Ig

Licofelon Strukturklasse |
(Leitstruktur AK D19)

Abbildung 17: Strukturvergleich von Licofelon miedLeitstruktur AK D19 der Strukturklasse | dieser
Arbeit
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Bei der zweiten Substanzklasse wurde durch Komibimaweier antiinflammatorisch
wirksamer Molekile - mit dem Ziel eines synergidtisn Effekts - eine Optimierung
der Wirksamkeit angestrebt. Als Komponenten diedt@nBis(4-methoxyphenyl)H-
imidazol-2-thiol (Z11) und ein Chalcon (siehe Alghihg 18). Z11 ist sowohl in der
Literatur als auch in vorangegangen Arbeiten ddseiskreises als dualer COX/LOX-
Inhibitor beschrieben [119, 125, 126]. Chalconeitbes eine 1,3-Diphenylpropenon-
Partialstruktur und kénnen tber einen der beideaniAninge mit Z11 verknupft werden
(siehe Abbildung 18). In der Literatur wurde vielfia Uber die vielfaltigen
pharmakologischen Eigenschaften der Chalcone letjctm Rahmen dieser Arbeit
stand deren antiinflammatorische Eigenschaft imdéoyrund [127, 128].

H5CO

H3;CO Z11 Chalcon

H3;CO
Strukturklasse Il

Ry R,

Abbildung 18: Strukturklasse Il durch Kopplung vohl und der Chalconstruktur

Zur Beurteilung der Effektivitat und Toxizitdt deBubstanzen sollten diese
pharmakologisch charakterisiert werden. Hierflirndem verschiedenan vitro-
Testsysteme im Arbeitskreis zur Verfigung, die Abfass tber die COX-1-, COX-2-
und 5-LOX-Inhibition der synthetisierten Substanzraben. Des Weiteren wurden die
Substanzen auf eine moégliche inhibitorische Akditvdegentber TNE-untersucht. Da
die Entwicklung der Testverbindungen mit dem Ziet tbpischen Anwendung erfolgte,
wurde eine log P-Wert-Bestimmung durchgefihrt, une éussage tber die Lipophilie
der Verbindungen treffen zu kénnen.



3 Chemischer Teill 35

3 Chemischer Tell

3.1 Einleitung

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Testsuiz®tn lassen sich aufgrund ihrer
Struktur in zwei Klassen unterteilen. Diese beid8aobstanzklassen werden im
Folgenden als Imidazothiazole und Chalcone bezetcHm ersten Teil des Kapitels
(Kapitel 3.2) werden die Entwicklung und Syntheslen Imidazothiazole beschrieben.
Im zweiten Teil (Kapitel 3.3) folgen die die Synsem der Substanzgruppe der
Chalcone.

3.2 Imidazothiazole

3.2.1 Einfihrung

Zu Beginn des Kapitels wird das Design der Leitdtru ndher erlautert. Da sich die
Variation der Substituenten am Topliss-Schema bedn wird hierauf naher
eingegangen und es werden die Grundlagen der tptargn Struktur-Wirkungs-
Beziehungen aufgefuhiEs folgt die Syntheseentwicklung der Leitstrukidach einem
Uberblick (ber die Testsubstanzen schlieRen siah $inthesen verschiedener
Vorstufen an.

3.2.2 Entwicklung der Leitstruktur

Das Vorhandensein saurer Gruppen und der Besitadgnmehrerer aromatischer oder
heteroaromatischer Ringsysteme ist ein Charaktarist der klassischen NSAIDs [8,
12]. Die genannten Strukturelemente sind auch nLaststruktur dieser Arbeit zu
finden. Ein typisches Beispiel fur ein klassisciNSAID ist Indometacin (Abbildung
19).

Strukturelle Ahnlichkeiten zwischen der Leistruktumd den COX-2-selektiven
Coxiben sind ebenfalls zu erkennen. Wie am Beisfmal Celecoxib (Abbildung 19) zu
sehen ist, enthalten Coxibe meist einen funfglgeiri Heterocyclus, der vicinal mit
zwei Phenylringen substituiert ist [12]. Auch dieitstruktur ist so aufgebaut.

Als weiteres Vorbild bei der Strukturentwicklungedte Licofelon, [2,2-Dimethyl-6-(4-
chlorphenyl)-7-phenyl-2,3-dihydroHtpyrrolizin-5-yljessigséaure, das sowohl COX-1
als auch COX-2 und 5-LOX inhibiert [100]. Licofel@nthalt unter anderem folgende
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Strukturelemente, die bei der Entwicklung der leitsur aufgegriffen wurden: einen
anellierten Flnfring-Heterocyclus, der an zwei |obharten Positionen mit
Phenylringen verknipft ist sowie eine Essigsauraian.

H,NO-
COOH
H3;CO
’ \ NN
CHs CF,
N ~
X
o]
Hs
C
Indometacin Celecoxib
2-(1-(4-Chlorbenzoyl)-5-methoxy 4-(5-(4-Methylphenyl)-3-(trifluormethyl)
-2-methyl-H-indol-3-yl)essigsaure -pyrazol-1-yl)benzensulfonamid

Q COOH

Licofelon Leitstruktur
[2,2-Dimethyl-6-(4-chlorphenyl)- 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenylimidazo
7-phenyl-2,3-dihydro-#i-pyrrolizin-5-yl] [2,1-b]thiazol-3-yl)essigsaure
essigsaure

Abbildung 19: Vergleich der Leistruktur mit Indoraein, Celecoxib und Licofelon [12]

Bei einem Vergleich der Struktur von Licofelon rdér Leitstruktur dieser Arbeit wird
deutlich, dass es sich bei der Leitstruktur ebé&nfam einen anellierten Finfring-
Heterocyclus, in diesem Fall ein Imidazo[d]thiazol, handelt, der an zwei
benachbarten Positionen mit Phenylringen substitise und eine Essigsaurefunktion
tragt. Beide Moleklle weisen an einem der Phenydieinenp-Chlor-Substituenten
auf.
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Bei der klassischen Wirkstoffoptimierung geht maaishunidirektional vor, das heif3t
die Optimierung erfolgt jeweils nur an einer Pagitides Molekils [129]. Ausgehend
von der in Abbildung 19 gezeigten Leitstruktur weirdlas Molekll an beiden
Phenylringen anhand des Topliss-Schemas (siehe tdka@i.2.3.2) stufenweise
verandert, um die antiinflammatorische Wirksamkeitmaximieren.

3.2.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

3.2.3.1 Uberblick

Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen (engluaititative structure-activity
relationship, QSAR) basieren auf der Annahme, d&®sénderungen in der
Molekulstruktur zu proportionalen Verdnderungen dexogischen Aktivitat fuhren.
Voraussetzung hierfur ist, dass die zu vergleickean8ubstanzen gleiche oder sehr
ahnliche Grundgeriste haben und mit einem iddmis&Virkmechanismus am selben
biologischen Target angreifen. Die Wirkstarke uras$ dVirkspektrum einer Substanz
sind abhangig von den elektronischen, sterischehhyarophoben Eigenschaften der
Substituenten [129].

Bereits im 19. Jahrhundert beschéftigten sich Wisseaftler mit den Zusammen-
hangen zwischen der biologischen Aktivitat und Seuktur von Substanzen. Hammett
formulierte Mitte der dreilBiger Jahre des letztehriunderts eine Beziehung zwischen
den elektronischen Eigenschaften von Substituentehder Reaktivitdt aromatischer
Verbindungen. Die Hammett-Konstante (siehe Formel 1) beschreibt die
elektronischen Parameter von Substituenten-iondp-Stellung, sie ist positiv im Falle
von Elektronenakzeptoren und negativ bei Elektrdoeatoren. Fur Substituentenan
Position lasst sich die Hammett-Konstante nicht emden, da hier auch sterische
Effekte eine Rolle spielen.

Formel 1: Definition der Hammett-Konstarte

log Kr.x - 109 Kr.4 = po

K: Gleichgewichtskonstant@; Reaktionskonstante; R-X: Produkt; R-H: Edukt

Des Weiteren entwickelte Hammett die Hammett-Gleng)y die jedoch Kkeine

Allgemeingultigkeit besitzt. Fujita und Hansch kamibrten 1964 hydrophobe

Konstanten mit der elektronischen Konstante von Mathund kamen so zur Hansch-
Gleichung (siehe Formel 2). Damit war der Grunasfér die quantitativen Struktur-

Wirkungs-Beziehungen gelegt. Zudem entwickelten, samalog zur Hammett-

Konstante, den Lipophilie-Paramete(siehe Formel 3).
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Formel 2: Hansch-Gleichung

log 1/C = - K(log P¥ + ky(log P) + ko + ...K

C: molare Konzentration; P: Octanol/Wasser-Vertakkoeffizientio: Hammett-Konstante; k:
Regressionskoeffizienten

Formel 3: Definition des Lipophilie-Parametears

log Rrx - 10g Ry =T,

P: Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient; R-X: Pukt] R-H: Edukt;t: Lipophilie eines Substituenten
X

Neben der Hansch-Gleichung wurden auch andere Methentwickelt, um Struktur-
Aktivitats-Fragen zu klaren, wie zum Beispiel dagd-Wilson-Modell oder dessen
Weiterentwicklung, die Fujita-Ban-Analyse. Es wiigkrbei davon ausgegangen, dass
sich die biologische Aktivitat eines Molekils aier dktivitdt u des Grundgerusts und
den additiven und konstitutiven Gruppenbeitragedea Substituenten zusammensetzt.
Die Zuverlassigkeit der Analyse ist jedoch durcé ditmals grol3e Zahl von Variablen
gemindert. Zudem konnen nur Vorhersagen fir neuenldiationen von bereits
bekannten Substituenten und nicht fir neue Substiém getroffen werden. Craig
schlug 1971 fur die Variation aromatischer Substiten einen zweidimensionalen Plot
vor, der wichtige physikochemische EigenschaftenB. zdie Lipophilie und
elektronische Eigenschaften, beinhaltet. Aus allem Quadranten des Plots werden
Substituenten ausgewahlt, um die Kombinationen Eayenschaften zu Uberprifen
[130, 131, 132].



3 Chemischer Teill 39

oA
NO,
CN CF;
SONH
+0 -Tt 2 OCF; +0 +TT
CH,CO acl 3B
3F 4-Br
CONH, COOH | 4-F 4-Cl
3-OCH,
3-OH H _
3-CH, n
3-NH,
Et t-Bu
4-CH,
G -Tt -0 +T
3 (NMe), 3-N(Et),
4-OCH,
4-OH
4-N(Me 4-N(Et
o, (Me), (ED,

Abbildung 20: Craig Plot [133, 134]

1972 machte Topliss einen weitergehenden Vorscldegauf den Hansch-Prinzipien

beruht. Zur Optimierung des Substitutionsmustetst gegan von zwei Strukturen aus

und vergleicht deren biologische Aktivitat. Je n&zgebnis werden neue Substituenten
eingefuhrt. Hierflr orientiert man sich am sogenannTopliss Decision Tree, der sich

stufenweise verzweigt und abhangig von den Tedbeigeen bestimmte Substituenten
vorschlagt (siehe auch Kapitel 3.2.3.2) [135].

Mittlerweile gibt es verschiedene Stufen von QSAlR sich in der Komplexitat der
Daten unterscheiden: zwei-, drei- und mehrdimerserMethoden. Ab 3D-QSAR
konnen Anordnungen der Molekile im Raum bertcksthtverden. Virtuelles

Screening von Substanzdatenbanken ist zu einerexrsdhenden Strategie in der
Wirkstoffentwicklung geworden [136].

3.2.3.2 Substituentenvariation nach Topliss

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Leitstruktur ndapliss variiert. Das Schema
basiert auf der Hansch-Methode, es ist jedoch mthematisch. Die Substituenten
werden stufenweise ausgewahlt und miteinander iebiggl, um maoglichst schnell zu
einer hochpotenten Verbindung zu gelangen. Zu Begiitd von zwei Substanzen
ausgegangen. Die Planung der nachsten Verbinduagtiert sich daran, welche der
beiden Substanzen im Testsystem eine héhere Wirkengf. Nach Synthese und
Testung der nachsten Substanz wird deren biologisgltivitat mit der der
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vorhergehenden Substanz verglichen. Verbessernaler Substituent die Wirksamkeit,
so wahlt man als néchstes einen Substituenterdaugjleiche physikalisch-chemische
Eigenschaften in stdrkerem Ausmald hat oder fuhtirene dieser Substituenten ein.
Zur Auswahl der Substituenten bezieht man sich dmrf bereits erwahnten Topliss
Decision Tree (siehe Abbildung 21). Die Topliss-Mete lasst sich sowohl fur eine
Substitution an Aromaten als auch an aliphatisc®eitenketten anwenden. Nachteilig
bei dieser Strategie ist der zeitliche Aufwand, @i@r ein schrittweises Vorgehen
erforderlich ist [129, 137].

[+]

[4-ci 4-Cl 4-Cl]
| ! | € | m

4-OCHjs 4-CH,4 3,4-Cl,

| e m | |e m
4-C(CHgy)
3-Cl 3-Cl [3,4-CH(CHg),]

3-CFs, 4-Cl

3-CFa, 4-NO,

4-N(CH3),

I | |9 | m I || |_| EJ m|
3-CHg, 4-N(CHg),| [ 3-N(CH3)2 3-CHj 3-CFg
4-NH,, 4-OH, 3-CHy, 4-OCH] [NH2, CHal (Br. 1

3,5-Cl,
3,5-(CF
2-Cl, 2-CHg, 2-OCH3 (3.5-(CFy.]

4-NO,
[CN, COCHg, SO,CHs,
CONH,, SO,NH,|

Abbildung 21: Topliss Decision Tree [124]
m: more active, e: equiactive, I: less active;ralitive Substituenten in eckigen Klammern

Im Folgenden wird die Anwendung des Topliss Decisloee kurz erlautert. Es wird
mit der Synthese und anschlieRenden Testung deibstisiierten Phenylkomponente
(H) begonnen und diese mit dpfChlor-substituierten Variante verglichen, da sich
gezeigt hat, dass die biologische Aktivitat oftmalg steigendentWerten zunimmt
(r(H) = 0, m4-Cl) = 0.70). Die biologische Aktivitat dep-Chlor-substituierten
Verbindung kann hoher, niedriger oder gleich derkdamkeit der unsubstituierten
Phenylkomponente sein.

Ist die Aktivitat hoher, so beruht dies wahrschiembuf einem # oder Jo-Effekt oder
aus einer Kombination dieser beiden Effekte. Inseine Fall ware die 3,4-Dichlor-
Variante die nachste zu synthetisierende Subs@@zsomit die # und +‘o-Werte
weiter erhoht wirden. Anschlieend wirde man dieologische 3,4-
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Dichlorkomponente mit der 4-Chlorkomponente vefilen und anhand des
Ergebnisses den nachsten Substituenten auswabtdndr Zweig).

FUr den Fall, dass die biologischen Aktivitaten dasubstituierten und dgrChlor-
Variante annéhernd gleich waren, lage dies verotutin einem vorteilhaftenreEffekt
der chlorierten Substanz, der durch eine ungunst@m@bhangigkeit ausgeglichen
wird. Der p-Methyl-Substituent ware dann die nachste Wabhlesdasich hierbei um
einen 4t und -o-Substituenten handelt (mittlerer Zweig).

Falls die p-Chlorkomponente eine geringere Potenz als die hstduierte
Phenylkomponente aufweist, lage dies entweder a@r esterischen Hinderung durch
die p-Substitution oder die Aktivitatt ware o— oder Frabhéngig. Am
wahrscheinlichsten ist dieoc-Abhangigkeit, deshalb sollte als nachstespdiethoxy-
Variante synthetisiert werden (linker Zweig).

Nach Synthese und Testung der ersten beiden Sabstaefindet man sich nach einem
Vergleich der biologischen Aktivitaten in einem dieei Zweige. Nun kann die nachste
vorgeschlagene Substanz synthetisiert und derermplkalogische Potenz wiederum
mit der vorhergehenden Substanz verglichen werdisnmman zum Ende des Zweiges
gelangt [124, 138].
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In Tabelle 6 sind fur verschiedene Substituentarils die drei Konstanten aufgelistet,
auf deren Grundlage das Topliss Schema basiert: Lgsphilie-Parameter, der
elektronische Parameter und der sterische Effekt.

Tabelle 6: Substituentenkonstanten [124]

Substituent 1] (o] Es Substituent T (o] Es
H 0.00 0.00 1.28 3-NO 0.11 0.717 -1.28
4-Cl 0.70 0.23 0.27 2-CH 0.68 -0.17 -0.14
3-Cl 0.76 0.37 0.27 2-OCGH -0.33 -0.27 0.69
3-Ch 1.21 0.43 -0.98 4-CN -0.32 0.66 -
4-NO, 0.24 0.78 -1.28 4-COGCH -0.37 0.38 -
4-Ch 1.07 0.54 -0.98 4-SGH; -1.26 0.72 -
4-Br 1.19 0.23 0.08 4-CONH -1.49 0.40 -
4-| 1.43 0.28 -0.16 4-SOIH; -1.82 0.57
2-Cl 0.76 0.23 0.27 4-F 0.15 0.06 0.78
4-CHg 0.60 -0.17 -0.14 3-N(Csh 0.18 -0.21 -
4-C(CHs)s 168 -0.20 -1.65 3-NH -1.23 -0.16 0.63
3-CHs 054 -0.07 -0.14 4-OCH -0.04 -0.27 0.69
3-Br 0.94 0.39 0.08 4-NH -1.23 -0.66 0.63
3-1 1.15 0.35 -0.16 4-OH -061 -0.37 0.69

n: Lipophilie-Parameters: elektronischer Parameters: Bterischer Faktor
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3.2.4 Strukturvariationen der Leitsubstanz AK D19 nach dan
Topliss-Schema

Wie schon in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben, begira® fopliss-Schema fir die Variation
an Aromaten mit den Synthesen eipeChlor-substituierten und einer unsubstituierten
Verbindung [124]. Die im Rahmen dieser Arbeit vaigdite Leitstruktur enthalt jedoch
nicht nur einen sondern zwei Phenylringe. Es istismdglich, sowohl in den einen als
auch in den anderen Aromaten eine@hlor-Substituenten einzufihren. Diese beiden
Substanzen wurden dargestellt und anschlieRendleniunsubstituierten Verbindung
hinsichtlich der inhibitorischen Potenz gegen CQXGDX-2 und 5-LOX verglichen.

D
\/ mfg

AK D20
cl
Q COOH Q COOH
54 (3
6
N=7a~S N= S
7 1
AK D19 AK D22

Leitstruktur

Abbildung 22: 2-(5,6-Diphenylimidazo[2 l}ithiazol-3-yl)essigsaure (AK D20), 2-(6-(4-Chlorptyd)-5-
phenylimidazo[2,1b]thiazol-3-yl)essigsaure (AK D19) und 2-(5-(4-Chpbenyl)-6-phenylimidazo[2,1-
bJthiazol-3-yl)essigsaure (AK D22)

Die pharmakologischen Testergebnisse, auf die ipit&la4 naher eingegangen wird,
zeigen, dass AK D19 eine geringere biologische il als die unsubstituierte
Verbindung AK D20 aufweist. Deshalb wurden fur Mariation am Phenylring, der
sich an Position 6 befindet, Substituenten aus liigken Zweig des Topliss Decision
Trees entnommen. Die konstitutionsisomere Testadtrig AK D22 zeigt eine hdhere
Aktivitat als AK D20. Dementsprechend wurden fue dlariation am Phenylring der
Position 5 Substituenten aus dem rechten Zweig dpbss Decision Trees eingesetzt.
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3.2.4.1 Linker Zweig des Topliss Decision Tree

Die geringere Potenz der chlorierten Substanz AR Dégenulber der unsubstituierten
Verbindung AK D20, kann - wie in Kapitel 3.2.3.2sglrieben - an einer sterischen
Hinderung durch diep-Substitution oder einer o- oder -frAbhangigkeit der
biologischen Aktivitat liegen. Ein Chlorid-Substtut inp-Position besitzt &- und Ht
Werte (siehe Tabelle 6, Kapitel 3.2.3.2). Da dieo-Abhangigkeit am
wahrscheinlichsten ist, muss als nachstes ein Budrst mit negativemo-Wert
ausgewahlt werden. Hierfur wurde die Methoxygruppep-Position eingefiihrt, die
Substitutionskonstante betragt= -0.27 [124]. Es wurde 2-(6-(4-Methoxyphenyl)-5-
phenylimidazo[2,1b]thiazol-3-yl)essigsdure (AK D21) erhalten. Die Ibgische
Aktivitat dieser Substanz wurde anschlie3end mituhsubstituierten Verbindung AK
D20 verglichen.

Q COOH Q COOH
) weo ) o)
O N)\S N/J\s

AK D20 AK D21

Abbildung 23: 2-(5,6-Diphenylimidazo[2 lithiazol-3-yl)essigsaure (AK D20) und 2-(6-(4-
Methoxyphenyl)-5-phenylimidazo[2 A}thiazol-3-yl)essigsaure AK D21

Die pharmakologische Testung ergab, dasp-diethoxy-substituierte Verbindung AK
D21 eine hohere inhibitorische Aktivitdit gegenubéer COX besitzt als die
unsubstituierte Variante AK D20. Die Annahme, ddss biologische Aktivitat e-
abhangig ist, hat sich somit bestétigt. Laut Tepfshema wére der néachste
vielversprechende Substituent eipeDimethylamin-Funktion, da diese einen noch
groRer -e-Wert aufweist als dip-Methoxy-Gruppe [124].

3.2.4.2 Rechter Zweig des Topliss Decision Tree

Demgegeniber zeigt di@-Chlor-substituierte Verbindung AK D22 eine hohere
biologische Aktivitat als die unsubstituierte Vantie AK D20. Dies ist entweder auf die
positive Auswirkung des ® (+0.70) oder @-Effekts (+0.23) des Substituenten
zurickzufihren oder auf eine Kombination diesedé&ei Deshalb wurde als nachstes
die 3,4-Dichlor-Verbindung synthetisiert, da dienfghrung eines zweiten Chloratoms
die 1= und 4o-Werte weiter erhdht [124].
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Abbildung 24: 2-(5-(4-Chlorphenyl)-6-phenylimida2q] -b]thiazol-3-yl)essigsdure (AK D22) und 2-(5-
(3,4-Dichlorphenyl)-6-phenylimidazo[2 i}thiazol-3-yl)essigsaure (AK D23)

Die Testungen ergaben, dass AK D23 keinerlei inbilsiche Aktivitdt gegentber
COX-1, COX-2 und 5-LOX besitzt. Dies kdnnte sowoft einer sterischen Hinderung
durch die m-Substitution zusammenhangen als auch an einer sthi@itung des
Lipophilie-Optimums liegen. Im néachsten Schritt wéiolglich ein Substituent zu
wéhlen, der sich ip-Position befinden sollte und zudem weniger lipbgts 3,4-ClI
sein muss. Hierfir eignet sich die Trifluormethylu@pe sowie ein lod- oder
Bromsubstituent [124].

3.2.4.3 Zusatzliche Substitutionsvariante

Da sowohl die 6-(4-Methoxyphenyl)- (AK D21) als audie 5-(4-Chlorphenyl)-
Verbindung (AK D22) eine gute antiinflammatorisdPetenz zeigten, wurde zusatzlich
eine Substanz synthetisiert, die beide wirkungs&gienden Substituenten vereint.
Hierbei handelt es sich um 2-(5-(4-Chlorphenyl¥éafethoxyphenyl)imidazo[2,1-
bJthiazol-3-yl)essigsaure (AK D24). Die Rationale tliese Testsubstanz bestand darin,
durch die Kombination zweier Substituenten an beiBéenylringen, die sich in der
Testung bereits als potent erwiesen hatten, diedigche Aktivitat weiter zu steigern.
Die  Ergebnisse der pharmakologischen Testungen atigeh  diesen
wirkungsverstarkenden Effekt.
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Q COOH COOH
O Oxrd

AK D21 AK D22
cl
Q COOH
TS
N= ¢
AK D24

Abbildung 25: 2-(6-(4-Methoxyphenyl)-5-phenylimidg2,1-b]thiazol-3-yl)essigsaure (AKD21), 2-(5-
(4-Chlorphenyl)-6-phenylimidazo[2 }thiazol-3-yl)essigsdure (AKD22) und 2-(5-(4-Chlbgmyl)-6-(4-
methoxyphenyl)imidazo[2, bjthiazol-3-yl)essigsdure (AK D24)
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3.2.5 Synthesen

3.2.5.1 Syntheseentwicklung

In diesem Kapitel wird zunachst ein Uberblick Gtir Darstellung der Leitstruktur AK
D19 gegeben. Auf die Synthesen der weiteren Testanben, die Variationen der
Leitstruktur darstellen, wird anschlieRend nahegegangen. In Abbildung 26 ist die

vollstandige Synthese der Leitstruktur AK D19 zhese

+ Brz
(CC|4 RT)

AK D6

COOEt

Hy NH,
| +

S

o
j/\cooa (EtOH, Reflux) Nl/\g
_—
S
c Hzn/‘\

AK D12

(EtOH, Reflux)

(e S
C AK D6 AK D12
COOEt
+ NaOH
(MeOH Reflux) O
AK D13
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AK D13

COOH
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e
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Abbildung 26: Uberblick tiber die Synthese der ltaistur AK D19

In der ersten Stufe wird 1-(4-Chlorphenyl)-2-phextlyanon

in a-Stellung zur

Carbonylgruppe bromiert. Die zweite Stufe dient déofbau des Thiazolgerists, als

Edukte werden Thioharnstoff und 4-Chloracetessigsihylester eingesetzt.

Die
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Produkte der ersten beiden StufeR,§-2-Brom-1-(4-chlorphenyl)-2-phenylethanon
(AK D6) und 2-(2-Aminothiazol-4-yl)essigsaureethstiers (AK D12), werden in einem
konvergenten Syntheseschritt in der dritten Stuie 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-
phenylimidazo[2,1b]thiazol-3-yl)essigsaureethylester (AK D13) cyaidi und unter
Bildung des Endprodukts 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-pylenidazo[2,1b]thiazol-3-
ylh)essigsaure (AK D19) hydrolysiert.

Stufe 1: Bromierung eines substituierten Phenylacephenons ina-Position

1-(4-Chlorphenyl)-2-phenylethanon wird Stellung bromiert, die Reaktion ist in
Abbildung 27 dargestellt. Das Edukt liegt aufgrudet Keto-Enol-Tautomerie sowohl
als Keton als auch in seiner Enolform vor. Bei Amgd@ing von Brom an die
Doppelbindung kommt es zu einer Polarisierung desmBnolekuls, es bildet sich ein
m-Komplex. Nach Addition eines der Bromatome entsteih Oxonium-lon, dessen
Deprotonierung zum racemischen Produkt AK D6 flildie Reaktion findet in
Tetrachlorkohlenstoff bei Raumtemperatur statt;Zligabe eines Katalysators ist nicht
notwendig. Es liegt eine Form von Autokatalyse \da,sich im Verlauf der Reaktion
Bromwasserstoff bildet und ein saures Milieu di®li&merung begunstigt [139].

‘ O Br
+ BI‘Z
—_— +
NS - S
O ’ - O ’
C C C

AK D6

Abbildung 27: Mechanismus der Bromierung von 1-{@datphenyl)-2-phenylethanon

Der Verlauf der Reaktion lasst sich optisch naclolgen. Brom wird so langsam
zugetropft, dass es aufgrund der erfolgenden Bmumde immer wieder zu einer
Entfarbung der Losung kommt. Als Nebenprodukt ehtstlie ina-Position zweifach
bromierte Verbindung. Wahrend dinnschichtchromatolgisch aufgrund gleicherrR
Werte nicht zwischen Edukt und Produkt differeriziererden kann, gelingt die
eindeutige Strukturaufklarung mittétd-NMR-Spektroskopie.
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Abbildung 28: Vergleich delH-NMR-Spektren des nicht-bromierten Edukts 4-CHler-
phenylacetophenon undR,§)-2-Brom-1-(4-chlorphenyl)-2-phenylethanon (AK D§@weils in CDC})

Die beiden Protonen der Methylen-Gruppe des Edukt¢4-Chlorphenyl)-2-
phenylethanon sind ifH-NMR-Spektrum bei 4.25 ppm zu finden. Nach Bromigy
des Molekils ist das Signal des aliphatischen Reotark tieffeldverschoben bei 6.31
ppm. Die aromatischen Protonen liegen bei beidegkisggn in einem &hnlichen
Bereich. Zwischen 7.23 und 7.43 ppm befinden sica flinf Protonen des
monosubstituierten Phenylrings. Die vier Protonespdsubstituierten Phenylrings sind
als zwei pseudo-Dubletts bei 7.53 und 7.92 ppnhéstgpektirum AK D6) aufgespalten,
die Kopplungskonstante fur dieKopplung betragt 8.6 Hz.
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Stufe 2: Aufbau des Thiazolrings

Eine Mdglichkeit zur Darstellung von Thiazol-Deriga besteht in der
Cyclokondensation voo-Halogenketonen mit Thioamiden nach Hantzsch. Irnken
dieser Arbeit wurden als Edukte Thioharnstoff ua@Hloracetessigsaureethylester zur
Darstellung des Hetarens AK D12 eingesetzt. BeiRkaktion findet eine nucleophile
Substitution statt, hierbei dient Schwefel als MNoghil und Chlorid als
Abgangsgruppe. Da es sich bei Alkylhalogeniden upiciae Elektrophile handelt,
werden diese bevorzugt von grof3en, ungeladenenebipfullen angegriffen. Des
Weiteren greift eine der beiden Aminogruppen defdrnstoffs nucleophil an der
Carbonylverbindung an und es entsteht ein Iminb@aylgruppen sind, bezogen auf
das Sauerstoffatom, harte Nucleophile, sie reagiebevorzugt mit basischen
Nucleophilen wie Aminogruppen [139]. In Abbildun@ &t der Verlauf der Reaktion
zusammengefasst dargestellt.

S

COOEt
~
Ha

AK D12

o
S COOEY
_/_\;\’ COOEt
NH NH, + C
H N)I\SH = H N)\\SI > )N\/
2 2 > >
\_/ -H0 N
- HCl

Abbildung 29: Synthese von 2-(2-Aminothiazol-4-gBegséaureethylester (AK D12)
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Stufe 3: Aufbau des Imidazo[2,1b]thiazol-Gerusts

Die Darstellung eines Imidazo[2Hthiazol-Grundkérpers ist vielfach in der Literatur
beschrieben und geht meist von 2-Aminothiazol- @ABromacetophenon-Derivaten
aus, wobei die Reaktionsbedingungen variieren.dm&n verschiedene Lésungsmittel
eingesetzt werden und die Reaktion kann bei vezdelmien Temperaturen und mit
unterschiedlichen Reaktionszeiten stattfinden. Kopplung der beiden Komponenten
zum anellierten Heterocyclus verlauft ohne Kataiysfl40, 141, 142, 143, 144, 145].

Rs R Rs
R Br
Y s
X S - H0 Ry N= ¢
R ° HaN - HBr

Abbildung 30: Allgemeines Syntheseschema zur Ditusg des Imidazo[2, bthiazol-Grundkorpers
Ri1, R, und R: Aromaten, Aliphaten, funktionelle Gruppen

Es ist anzunehmen, dass die Kopplungsreaktion dechin Abbildung 31 aufgeflhrten
Mechanismus verlauft [146, 147]. Zu Beginn kommt &s$ einer nucleophilen
Substitution ama-Kohlenstoffatom, wobei der heterocyclische Thia3btkstoff als
Nucleophil angreift und Bromid als Abgangsgruppendli(1). Nach Abspaltung von
Bromwasserstoff entsteht intermediar ein Imin @s anschlieend nucleophil am
positiv polarisierten Kohlenstoffatom der Carbomylgpe angreift. Das resultierende
instabile Halbaminal (3) geht unter Dehydratisigrun ein aromatisches System und
damit das Endprodukt Uber.
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Abbildung 31: Synthese des 2-(6-(4-Chlorphenyl)Reqylimidazo[2,1b]thiazol-3-yl)essigsaureethyl-
esters (AK D13)

Neben der Entstehung des Produkts AK D13 ware ¢isoh auch das Auftreten eines
Regioisomers denkbar, bei dem sich der Chlorphestylan Position 5 und der
unsubstituierte Phenylring an Position 6 befindiet.oben gezeigten Reaktionsverlauf
kommt es zu einer nucleophilen Substitutiona#dohlenstoffatom mit dem cyclischen

Stickstoffatom éndo-N) als Nucleophil. Vorstellbar wéare auch eine eoghile
Substitution, bei der das primare Amexd¢-N) als Nucleophil fungiert. Meakins et al.
[147] fuhrten Untersuchungen zur Kopplung von 2-Aathiazolen miti-Bromketonen
durch und konnten das ausschlie3liche Vorliegendesh gezeigten Regiosisomers
bestatigen. Sie gingen hierbei vom Imin-Zwischedpkd aus, das sie isolierten und
anschlieBend durch Acylierung in ein Amid Uberféhrt Vergleicht man die
Carbonylbanden der beiden Amide im IR-Spektrum werdcharakteristische
Unterschiede deutlich. Die Carbonylbanden eéesN-Amids liegen um ca. 55 ¢

hoher als die demndo-N-Amids [148].
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Im *H-NMR-Spektrum (Abbildung 32) kann die Identitasderodukts bestétigt werden.
Bei 0.98 ppm befindet sich das Triplett der Methyjgpe. Bei 3.56 ppm und 3.70 ppm
sind das Singulett der heterocyclische gebunden#n sbwie das Quartett der OGH
Gruppe zu sehen. Das Signal des Protons des Thragolliegt bei 7.09 ppm. Im
Bereich von 7.24 — 7.51 ppm befinden sich die rewatonen der beiden Aromaten.
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Abbildung 32:'H-NMR-Spektrum des 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenylitazo[2, 1b]thiazol-3-
yhessigsaureethylester (AK D13) in DMS@-d

Die Umsetzung der im Rahmen dieser Arbeit verwasmd&dukte war unvollstandig
und es entstand neben dem gewinschten 2-(6-(4{ieoyl)-5-phenylimidazo[2,1-

b]thiazol-3-yl)essigsaureethylester (AK D13) ein i@ees Produkt. Um die Ausbeute zu
erhdhen, wurden die Reaktionsbedingungen varisattrittweise wurden das Lésungs-
mittel, die Reaktionszeit sowie die Reaktionsteraperverandert. Als Losungsmittel
wurden Aceton, Ethanol, Butanol, Dichlormethan dn2iDichlorethan eingesetzt. Die
Reaktion wurde sowohl bei Raumtemperatur als antér lRiickfluss durchgefihrt. Die
Reaktionszeiten wurden zwischen 6 Stunden und &ifearhe variiert. Es erfolgte eine
Zugabe von Triethylamin als Katalysator. Als amtbegyeeignete Methode stellte sich

die Verwendung von Ethanol als Losungsmittel unad Refluxieren der Edukte flur
etwa 30 h heraus.
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In der Literatur sind fir vergleichbare Reaktion®nsbeuten von ca. 60% zu finden
[141, 142, 143, 144, 145]. Es stellt sich die Fraggrum die Synthese von AK D13 mit
einer Ausbeute von nur 7% verlauft. Eine steriselrederung des Reaktionsablaufs
konnte die Ursache sein. Im Additionsschritt eistaus der ebenen, trigonalen
Carbonylverbindung ein tetraedrisches Addukt ((8)Abbildung 31), in dem die

Substituenten naher zusammenrticken. Die Additionlaw® daher zunehmend
schwerer, je volumintser die Reste sind. In Ablglu30 ist das allgemeine
Syntheseschema zur Darstellung von Imidazopiazolen aufgefiihrt. Als RestiR

befindet sich bei den im Rahmen dieser Arbeit eseggen Edukten ein Phenylring in
a-Position zur Carbonylgruppe. Bei vergleichbaremal®enen der Literatur handelt es
sich bei R meist um Methyl- oder kurze Alkylgruppen. Die sgehe Hinderung durch

den Phenylring ist somit deutlich gré3er und kordeeGrund fur die geringe Ausbeute
sein.

Wie bereits erwahnt, entsteht bei der ReaktionN®benprodukt. Nach Isolation und
Aufreinigung stellte sich heraus, dass es sichbbieum das Imin (2) aus Abbildung 31
handelt. Dies konnte unter anderem mit Hilfe dé&-NMR-Spektroskopie und
Massenspektrometrie nachgewiesen werden.

Das Spektrum in Abbildung 33 wurde mit dem J-maehtdéin Spin-Echo-Verfahren
aufgenommen. Somit zeigen die Signale aller sekendénd quartdren Kohlenstoff-
Atome nach oben und alle primé&ren und tertidrenl&wtoffe-Signale nach unten. Die
Signale der Kohlenstoff-Atome der beiden Carbomydieungen befinden sich bei
166.9 und 195.6 ppm, die der aliphatischen Grugosshim hohen Feld bei 14.3 (GH
37.4 (CH) und 60.9 ppm (OC}) zu finden. Bei 63.7 ppm liegt das Signal desdegh
Kohlenstoff-Atoms, das sicb-standig zur Carbonylgruppe befindet. Die drei Kohl
stoff-Atome des Thiazolrings erscheinen bei 104e2tiér), 144.8 (quartar) und 170.5
ppm (quartar). Bei 134.5 und 136.6 ppm befindeh sie beiden quartaren Kohlen-
stoff-Atome der Phenylringe. Die restlichen zehronaatischen Protonen liegen
zwischen 128.6 und 133.8 ppm.
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Abbildung 33:™*C-NMR-Spektrum (Spin-Echo-Verfahren) des Nebenpkesia-(3-(2-(4-Chlorphenyl)-

2-oxo-1-phenylethyl)-2-imin-2,3-dihydro-thiazol-4ygssigsaureethylester in CQCI
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Stufe 4: Esterhydrolyse

Als letzter Schritt wird der Ethylester hydrolysieso dass als Endsubstanz die freie
Saure vorliegt. Die Reaktion lauft unter basischketalyse ab. Auch eine saure
Hydrolyse ware mdglich, diese verlauft jedoch lamger und mit schlechteren
Ausbeuten, da es sich hierbei um eine Gleichgessiehktion handelt. Bei der Reaktion
bildet sich zunachst ein tetraedrisches Zwischehykib Nach Abspaltung von Ethanol
erhalt man ein Carboxylat. Da dieser Schritt irreiel ist, ist das Gleichgewicht im
basischen Milieu zugunsten der Hydrolyse gegendeerVeresterungs-Rickreaktion
verschoben. AnschlieBend wird das Carboxylat dénmesauern des Reaktionsansatzes
in die freie S&ure Uberfihrt (siehe Abbildung 3439].

O poe
+ NaOH OeNa@
OEt (MeOH, Reflux) /J\\
. O i A\ ¢ O
N/J\s - HOEt N= s

AK D13
O
S
OH
+ HCI / \
—_ C
e o)

AK D19

Abbildung 34: Basische Esterhydrolyse zur Darstgjlder 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenylimidazo[2,1-
bJthiazol-3-yl)essigsaure (AK D19)

Im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 35) erkennt man den afelchen Verlauf der
Reaktion am Fehlen der Esterprotonen. Bei 3.42 pefindet sich das Signal der
verbleibenden CHGruppe. Das Proton des Thiazolrings ist bei 7.pih zu finden.
Die vier Protonen dep-substituierten Phenylrings liegen bei 7.27 unds HPm, die
Kopplungskonstante betragt 8.7 Hz. Die Signale fimf Protonen des zweiten
Phenylrings sind als Multiplett zwischen 7.42 uns47ppm zu sehen.
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Abbildung 35:'H-NMR-Spektrum der 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenyliaizo[2,1b]thiazol-3-

yhessigsaure (AK D19) in DMSOgd
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3.2.5.2 Uberblick Testsubstanzen

Folgende Testsubstanzen wurden, ausgehend von alstruktur AK D19, unter
Einbeziehung des Topliss Decision Trees dargestellt

Q COOH Q COOH
7NN O 7NN
C
O N/J\s N/J\S
AK D19 AK D20
Leitstruktur
cl
Q COOH Q COOH
o<
H3CO
O N/J\S N/J\S
AK D21 AK D22
Cl Cl
~) 8
COOH COOH
e
O N/J\s i N/J\s
AK D23 AK D24

Abbildung 36: Uberblick tiber die Substanzreihe ld@dazothiazole
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3.2.5.3 Syntheseuberblick

In Kapitel 3.2.5.1 ist die vollstandige, vierstigiggynthese der Leitstruktur AK D19
beschrieben (siehe Abbildung 26). Die Synthesen weriteren Testsubstanzen
verlaufen analog. In der ersten Stufe wird ein stibsrtes Acetophenon ia-Stellung
zur Carbonylgruppe bromiert. Die zweite Stufe didatn Aufbau des Thiazolgerusts,
als Edukte werden Thioharnstoff und 4-Chloracegssgireethylester eingesetzt. Die
Produkte der ersten beiden Stufen werden miteimaimdeer dritten Stufe zu einem
substituierten Imidazo[2,ithiazol-Gerust verknipft. Zuletzt wird Essigséuhsgester
unter Verwendung von Natronlauge hydrolysiert uad &ndprodukt nach Ansauern
erhalten.

Als Edukte fur die erste Stufe werden unterschibddiubstituierte Phenylacetophenone
eingesetzt. Nur 4-Chlor-2-phenylacetophenon (zurst@dung von AK D19) und 2-
Phenylacetophenon (zur Darstellung von AK D20) sk&dflich zu erwerben. Die
restlichen substituierten Phenylacetophenone wurslgrthetisiert. Die Darstellung
erfolgte Uber Friedel-Crafts-Acylierungen.

3.2.5.4 Synthese der Vorstufen
Friedel-Crafts-Acylierung

Die Friedel-Crafts-Acylierung ist die wichtigste Mede zur Darstellung aromatischer
Ketone und verlauft nach dem Mechanismus einer trelekilen aromatischen
Substitution. Es lassen sich nur Aromaten umsetdienSubstituenten erster Ordnung
enthalten, da diese die Basizitdit des Kerns erhdl#da Elektrophile dienen
Carbonylverbindungen, meistens werden - aufgrumer ihohen Carbonylreaktivitét -
Carbonsaurehalogenide eingesetzt. Da deren Eldidieopelativ gering ist, muss die
Reaktion durch den Einsatz einer Lewis-Saure wie Aluminiumchlorid katalysiert
werden [150].

Bei Carbonsaurechloriden ist der Angriff des Kadalprs sowohl am Sauerstoff- als
auch am Chlor-Atom moglich. Durch die Wechselwirgurdes ambidenten
Saurechlorids mit dem Friedel-Crafts-Katalysatoiddn sich folgende elektrophile
Agentien [139]:

3
6+,)O--A|C|3 6+//O
R—C_ = RC_ 5
Cl Cl--AlCl5

® )
R—C=0 + AICl;

Abbildung 37: Elektrophile Agentien bei der Fried&afts-Acylierung [149]
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Da diese als Zwischenprodukte auftretenden Donaeptor-Komplexe voluminds
sind, erhalt man bei Friedel-Crafts-Acylierungemfath substituierter Aromaten
ausschlief3lich eing-Substitution. Durch diese hohe Regioselektivitanrk die o-
Position nur begunstigt werden, wenn das Elekttopmt dem Substituenten in
Wechselwirkung treten kann [149].

In Abbildung 38 ist die Reaktion dargestellt. DasyBum-lon reagiert als Elektrophil
mit dem Aromaten. Es bildet sich zunachst amKomplex aus, der unter
Dearomatisierung in einea-Komplex tbergeht. Anschlie3end wird ein Proton des
Aromaten abgespalten und es kommt zu einer Reaigerahg. Es entsteht ein
Arylketon, das durch die Lewis-Saure komplexienduwi

O--AlCl;

| 0
HCI/H,0
/@ . R_CEO@eA|C|4 - /O)\Rl - R,
- HCI - AICI
Ry R 3 Rs

2

Abbildung 38: Verlauf der Friedel-Crafts-Acylierufitd9]

Aluminiumtrichlorid bildet nicht nur mit dem Acylrengsmittel, sondern auch mit dem
entstehenden aromatischen Keton einen Komplex, derter normalen
Reaktionsbedingungen stabil ist. Deshalb benétigh stéchiometrische Mengen des
Katalysators. Der Arylketon/Lewis-Saure-Komplex musach Ablauf der Reaktion
unter Verwendung von Eiswasser und Salzsaure hydrcth gespalten werden. Da die
Friedel-Crafts-Acylierung auch im industriellen Md&f genutzt wird und die
Verwendung stochiometrischer statt katalytischetakaator-Mengen héhere Kosten
verursacht und einen gré3eren Aufwand bei der Rteldolierung bedeutet, wurden zu
Beginn des Jahrtausends die ersten KkatalytischeleddrCrafts-Acylierungen
beschrieben. Trifluormethansulfonate seltener Erdea z.B. Scandium(ll)triflat
ermdoglichen dies. Der Unterschied zu den gebréclodh Lewis-S&uren besteht darin,
dass der gebildete Komplex mit dem entstehendeorkastabil ist [150].

Eine Mehrfachsubstitution ist bei der Acylierunghti zu beflrchten. Aromaten mit

stark desaktivierenden Substituenten wie Carbonyimdungen sind nicht basisch

genug, um in einer elektrophilen Substitutionsneakizu reagieren. Es kann jedoch zu
Decarbonylierungen kommen, wenn sich durch Kohlerowml-Abspaltung ein stabiles

Carbeniumion bildet. Als Reaktionsprodukt entseshtalkylierter Aromat [151].
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Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FrieQehfts-Acylierungen fihrten aus-
schlie3lich zu dep-substituierten Produkten. Der Nachweis wird anspieil von 1-(4-
Methoxyphenyl)-2-phenylethanon (AK D2) mit Hilfe d&H-NMR-Spektroskopie er-
bracht. Zur Darstellung des Produkts wurden Anisadl Phenylessigsaurechlorid als
Edukte eingesetzt. Man erhalt fir den zweifach stulsrten Aromaten das fur einpe
Substitution typische AA'-BB‘-AufspaltungsmusterieDKopplungskonstante fur dee
Kopplung betrdgt 8.9 Hz. Die funf Protonen des teveiPhenylrings liegen als
Multiplett zwischen 7.26 - 7.32 ppm. Die drei Pr¢a der Methoxygruppe finden sich
bei 3.86 ppm. Das Signal der Methylengruppe iséliz8 ppm zu sehen.
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Abbildung 39:'H-NMR-Spektrum des 1-(4-Methoxyphenyl)-2-phenylettas (AK D2) in DMSO-¢
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Folgende substituierte Phenylacetophenone wurdendibe Friedel-Crafts-Acylierung
dargestellt:

(@]
I O
p— + I
H3C C
HaCO

AK D2
cl
0
I cl
o)
‘ © ’ /IK/Q/
c
AK D3
cl
cl cl
0
o)
= 0 -
c
AK D4

o Cl
- - L
HsC C

Abbildung 40: Retrospektive Darstellung von 1-(4thtexyphenyl)-2-phenylethanon (AK D2), 2-(4-
Chlorphenyl)-1-phenylethanon (AK D3), 1-(3,4-Dictpbenyl)-2-phenylethanon (AK D4) und 2-(4-
Chlorphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)ethanon (AK D5) tiBeiedel-Crafts-Acylierungen

HsCO

AK D5

Alle Phenylessigsaurechloride, die als Ausgangspkiad fir die in Abbildung 40

aufgelisteten Friedel-Crafts-Acylierungen benotigurden, sind - bis auf 3,4-
Dichlorbenzoylchlorid (zur Synthese von AK D4) -uflich zu erwerben. Fir die

Synthese von 3,4-Dichlorbenzoylchlorid wurde 3,4{dorphenylessigsaure als Edukt
eingesetzt.
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Acylchloride aus Carbonséuren

Die wichtigste und allgemeinste Darstellungsmethdde Acylchloride ist die

Umsetzung von Carbonsauren mit anorganischen  Sdarelen, wie

Phosphortrichlorid, Phosphorpentachlorid oder Tyicimorid. Thionylchlorid ist am

wenigsten reaktiv und wird stets im Uberschuss esiatyt [149]. Zur Darstellung von
3,4-Dichlorbenzoylchlorid (AK D1) wurde 3,4-Dichlgnenylessigsaure mit
Thionylchlorid ohne Verwendung eines Ldsungsmittetefluxiert, bis die

Gasentwicklung beendet war. Anschliel3end wurde tdegschissige Thionylchlorid
abdestilliert.

C 0 ﬁ c _0
+ S\ —_— +S80, +HCI
c OH e’ cl c Cl

AK D1

Abbildung 41: Synthese von 3,4-Benzoylchlorid (AK)D

Der elektrophile Schwefel des Thionylchlorids wirdom Sauerstoffatom der
Carbonsaure nucleophil angegriffen, unter Abspagltuon Chlorwasserstoff kommt es
zur Bildung eines instabilen Intermediats. Diesasrkdurch die entstandene Salzs&aure
protoniert und von dem schwachen Nucleophil Chl@mgjegriffen werden. Das sich
bildende tetraedrische Intermediat zerfallt angfdnd in das Acylchlorid AK D1,
Schwefeldioxid und Chlorwasserstoff [139].
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Im *H-NMR-Spektrum (Abbildung 42) ist deutlich zu erkem, dass eine Umsetzung
der Carbonsaure zum Carbonséaurechlorid stattgefuhde Im Spektrum des Edukts
befindet sich bei 12.34 ppm das Proton der Sauppgrum Falle des Saurechlorids ist
dieses Signal verschwunden. Wahrend das Sign@id#rylengruppe im Spektrum des
Edukts bei 3.63 ppm anzutreffen ist, sind dieseldeiProtonen im Spektrum des
Produkts nicht mehr gleichwertig und zeigen zwgn@le bei 3.61 und 3.96 ppm. Die
Signale der drei aromatischen Protonen liegen imepe Spektren als Multiplett
zwischen 7.22 und 7.58 ppm.
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Abbildung 42: Vergleich delH-NMR-Spektren von 3,4-Dichlorphenylessigsaure (ypund 3,4-
Dichlorbenzoylchlorid (AK D1) in DMSO-¢
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3.3 Chalcone

3.3.1 Einfihrung

Zu Beginn dieses Abschnitts werden das Codrug-Brinnd die Entwicklung der
Leitstruktur beschrieben. Nach einem kurzen Ubekhiliber die Testsubstanzen folgen
Erlauterungen zu den durchgefuhrten Synthesen. Aig Konfiguration und
Konformation der Enon-Teilstruktur wird am Ende #egitels eingegangen.

3.3.2 Das Codrug-Prinzip

Der Begriff Codrug beschreibt die Kopplung von zwader mehr Arznei- oder
Wirkstoffen, die zur Behandlung derselben Erkramk@mgesetzt werden, zu einem
Molekul. Die Komponenten sind Uber einen inertenkier miteinander verknipft. Im
Gegensatz zu einem Prodrug sind alle Komponentaondisch aktiv, das Ziel ist ein
Synergismus der biologischen Aktivitaten. Weitererteile liegen in der potentiellen
Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschafterd dem mdglichen
spezifischeren Angriff am Target [152]. Codrugs aesr unter anderem bei der
Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen [13B],[154], Krebs [155] und in
der Ophthalmologie [156] eingesetzt. Auch die Kamation zweier Analgetika zu
einem Codrug ist bereits in der Literatur besclerefl57]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde das Codrug-Prinzip bei der Entwicklung deritdteuktur der Chalcon-
Substanzklasse angewandt.

3.3.3 Entwicklung der Leitstruktur

Chalcone sind Molekile mit 1,3-Diphenylpropenontidéstruktur, die vielfaltige
biologische Eigenschaften besitzen. Sie wirken ruatederem antiinflammatorisch,
antimikrobiell, antiviral, cytotoxisch und chemopektiv [128]. Um die
antiinflammatorische Wirksamkeit der Chalcone zuhteen, wurde bei der
Entwicklung der Leitstruktur dieser Arbeit eine ztee antiinflammatorisch aktive
Substanz mit der Chalconstruktur zu einem Codrulgnigpft.

In Abbildung 43 ist die charakteristische Struk&ines Chalcons zu sehen. Bei den
beiden Phenylringen unterscheidet man zwischen Rijngder mit der Carbonylgruppe
verknupft ist, und Ring B, der sich in Nachbarsthafr Doppelbindung befindet. Die
Verknupfung mit einem weiteren Wirkstoff kann UlsEng A oder Ring B erfolgen (R
bzw. R).
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Abbildung 43: Struktur eines Chalcons
R1, Rx: Aromaten, Aliphaten, funktionelle Gruppen

Bei der zweiten antiinflammatorisch wirksamen Sabsi mit der die Chalcone
verknlpft wurden, handelt es sich um das Diarylmgi@midazol-Derivat 4,5-Bis(4-
methoxyphenyl)-H-imidazol-2-thiol (Z11). 4,5-Diaryl-2-mercaptoimigal-Derivate
sind sowohl in der Literatur als auch in vorangepgmaren Arbeiten des Arbeitskreises
als antiinflammatorisch aktive Strukturen besclrerelp119, 125, 158]. Als besonders
wirksam gegen COX-1, COX-2 und 5-LOX zeigte sich-Bjs(4-methoxyphenyl)-Hi-
imidazol-2-thiol. ~ Strukturell &hnelt Z11 den COXsglektiven Coxiben wie zum
Beispiel Celecoxib, das in Abbildung 44 aufgeflistt Beide Molekile enthalten einen
Heterocyclus mit vicinalerg-substituierten Phenylringen.

H3CO,

HsCO Ha

Z11

4,5-Bis(4-methoxyphenyl)
-1H-imidazol-2-thiol

Celecoxib

4-(5-(4-Methylphenyl)-3-(trifluormethy
-pyrazol-1-yl)benzensulfonamid

=

Abbildung 44: Strukturvergleich von Z11 mit Celedox

Die Verknipfung der Chalconstruktur mit 4,5-Bis(€ttmoxyphenyl)-H-imidazol-2-
thiol erfolgt zwischen einer Methylengruppe pPosition an Ring A oder B des
Chalcons und der Thiolfunktion des 4,5-Bis(4-megphenyl)-H-imidazol-2-thiols.
Sind die Chalcone Uber Ring A verknipft, werdersdiSubstanzen im Folgenden als
Z11-A-Chalcone bezeichnet. Wenn die Moleklle tUbergRB miteinander verknupft
sind, werden sie Z11-B-Chalcone genannt (sieheldbbg 45).
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HsCO

HsCO

H3C

Z11-B-Chalcon

N
B

R

Abbildung 45: Allgemeine Struktur der konstitutissemeren Z11-A- und Z11-B-Chalcone
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3.3.4 Uberblick Testsubstanzen

In Abbildung 46 sind alle synthetisierten Testsabzen aufgefiihrt. Es wurden drei
Z11-A-Chalcone und ein Z11-B-Chalcon dargestellt.

HsCO, H3CO,

L, L

HaCO

AK D32 O

H3CO, H3CO,

H3CO

Abbildung 46: Uberblick tiber die TestsubstanzenGealcon-Reihe

3.3.5 Auswahl der Substituenten

Sowohl das Z11-A-Chalcon AK D31 als auch das Z1CH&lcon AK D32 tragen einen
Trifluormethylsubstituenten ip-Position. Der Einsatz von Trifluormethylresten b
vielen Wirkstoffklassen verbreitet, so besitzt patsweise der COX-2-Inhibitor
Celecoxib diese funktionelle Gruppe. Auch bei Cbaén werden haufig
Trifluormethylsubstituenten eingesetzt [127], waxdur die Metabolisierung des
Wirkstoffs verlangsamt und somit dessen Wirkdawestejgert wird [12]. Als weiterer
Substituent wurde Chlor (AK D33) ausgewahlt. Dag-AtChalcon AK D34 besitzt als
Substituenten eine Methylsulfonylgruppe. Diese fiorlelle Gruppe kann, in Analogie
zur Struktur vieler Coxibe, die COX-2-Affinitat sgern. Einige Coxibe, wie Rofecoxib
und Etoricoxib, tragen einen Methylsulfonyl-Suhstiiten inp-Position an einem der
beiden Phenylringe, wodurch eine Optimierung ddmiét in der Bindungstasche der
COX-2 erreicht werden kann [12].
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3.3.6 Syntheseentwicklung

3.3.6.1 Retrosynthetische Betrachtung

Bei einer Betrachtung der Leitstrukturen unteraggnthetischen Aspekten wird eine
Zerlegung in drei Synthone (einfache Molekulbaustedeutlich. Diex, B-ungesattigte
Carbonylstruktur des Chalcons ist Uber eine Aldt®on darstellbar. Als Bausteine
werden p-substituierter Benzaldehyd als Carbonylkomponemtel p-substituiertes
Acetophenon als Methylenkomponente eingesetzt. \Baekniipfung von 4,5-Bis(4-
methoxyphenyl)-H-imidazolthiol (Z11) mit einer Methylengruppe ipPosition an
Benzaldehyd oder Acetophenon kann Uber eine nucilleoBubstitution erfolgen. Als
Nucleofug dient Bromid [159]. In Abbildung 47 istedRetrosynthese eines Z11-A-
Chalcons aufgefuhrt.

H5CO.

HsCO

H3CO.

N /o o\
N X CHs H

H3CO Z11

Abbildung 47: Retrosynthetische Betrachtung einks-Z-Chalcons
X: Halogen
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3.3.6.2 Darstellung eines Z11-A-Chalcons

Z11-A-Chalcone lassen sich in einer vierstufigemtBgse darstellen. Es handelt sich
um eine konvergente Synthese, bei der in den ebsiglen Stufen jeweils Z11 und die
Methylenkomponente des spateren Chalcons synéretisierden. Die VerknUpfung
dieser beiden Bausteine erfolgt in der dritten &tukbschlieend wird die Aldol-
reaktion durchgefuhrt. Der bereits vorhandene Midled wird mit einem p-
substituierten Benzaldehyd, der als Carbonylkomptnelient, zu einen, B-unge-
sattigten Carbonylverbindung verkniipft. Abbildung dibt einen kurzen Uberblick
Uber die vollstandige Synthese.

HaCO, HaCO,
O (@] O
= (DMF, Reflux) \
+ 2NH, SCN ——— | H—sH
OH N
O O )
HaCO H4CO 711
o) o)
| + NBS |
CHs (CH3CN, Reflux) CH3
—_—
Br.
Hg
AK D26
HsCO, H3CO,
o]
I
N\ CH;  (CH4CN, Reflux) N
| >—SH + _ | \>—s o]
N
H H
HsCO 711 AK D26 HaCO AK D30
o]
I
.
H3CO,
" [
Var. A: + Ba(OH), x 8 H,0 (MeOH, 40 T) N\
Var. B: + LIOH (MeOH, RT) | >—5 O
O N R: CF3, Cl, SO,CHjy
H3CO Z11-A-Chalcon
R

Abbildung 48: Darstellung der Z11-A-Chalcone
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Stufe 1: Synthese des Mercaptoimidazol-Grundgerusts

Die Darstellung von 4,5-Bis(4-methoxyphenyhimidazol-2-thiol wurde bereits 1895
durch die Umsetzung vomAnisoin mit Thioharnstoff beschrieben [160]. Eweitere
Synthesevariante  verlauft tGber die Umsetzung dgsAnisoins  mit
Ammoniumthiocyanat [158]. Auf Grund praparativer riéle der Synthese unter
Verwendung von Ammoniumthiocyanat - wie der Verkiing der Reaktionszeit und
einer vereinfachten Aufreinigung - wurde das symsiexte 4,5-Bis-(4-methoxy-
phenyl)-H-imidazol-2-thiol auf diesem Wege dargestellt. Da\derbindung bereits in
vorangegangen Dissertationen [119, 125] ausfuhudichrakterisiert wurde, wird hier
nur kurz auf deren Synthese eingegangen. Der fedruReaktion ist in Abbildung 49
aufgefuhrt. Durch nucleophile Substitutionsreaktiorwird Ammoniumthiocyanat an
dasa-Hydroxyketon kondensiert.

H3CO. H3CO,
=0 (DMF, Reflux) N
+ 2 NH,SCN _— | \>—SH
OH - NH3 N
-2 H,0 H
- HSCN
HaCO H4CO z11

Abbildung 49: Synthese von 4,5-Bis(4-methoxyphefiyd}imidazol-2-thiol (Z11)

Im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 50) sind aufgrund des syetrischen
Substitutionsmusters nur drei Signale zu beobacHd sechs Protonen der beiden
Methoxygruppen finden sich als Singulett bei 3.88pDie Signale der acht Protonen
der beiden Aromaten liegen als zwei pseudo-Dublett$.85 und 7.60 ppm vor.
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Abbildung 50:*H-NMR-Spektrum von 4,5-Bis(4-methoxyphenyl-imidazol-2-thiol (Z11) in CDG
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Stufe 2: Synthese von 4-Brommethylacetophenon (AKZB)

Um 4-Methylacetophenon ip-Position mit der Thiolfunktion des 4,5-Bis(4-mexiyo
phenyl)-H-imidazol-2-thiols verknipfen zu kdnnen, wird mirdBh eine geeignete
Abgangsgruppe an der Methylgruppe eingefuhrt. Esd weine Wohl-Ziegler-
Bromierung durchgefihrt, bei der das Molekul ursmsatz vonN-Bromsuccinimid
(NBS) an der Methylgruppe bromiert wird. In Abbily 51 ist der Verlauf der
Reaktion dargestellt.

O O

O (0]
I / | /

CH A CH

- N—Br — o NH
Br.
H3 \
\O 5

AK D26

Abbildung 51: Synthese des 4-Brommethylacetophe(@KsD26)

Die Reaktion verlauft Uber den Mechanismus eindtfilRdkettenreaktion. Der Zusatz
eines Radikalstarters wie Azobisisobutyronitril BN) oder Dibenzoylperoxid (DBPO)
ist hier nicht notwendig. Molekulares Brom befindgath als Verunreinigung im
Reagenz und zerfallt unter Warmezufuhr homolytj4et9].

Im Verlauf der Reaktion entsteht als Nebenproduktcthimid. Dieses kann leicht
abgetrennt werden, da es in Tetrachlorkohlensto# geringe Ldslichkeit besitzt. Nach
Zugabe von Tetrachlorkohlenstoff zum Reaktionsanisefindet sich das Succinimid an
der Oberflache und kann abfiltriert werden [161].
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Stufe 3: Synthese von 1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphdimLH-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)ethanon (AK D30)

Bei der Verknupfung von 4,5-Bis(4-methoxypheny-imidazol-2-thiol und 4-
Brommethylacetophenon wird ein mit Z11 Uber einetiylengruppe inp-Stellung
gekoppeltes Acetophenon erhalten. Dieses Molekéhtdin der darauf folgenden
Aldolreaktion als Methylenkomponente. Die Verknipgsreaktion verlauft als
nucleophile Substitution mit Bromid als Abgangsgremund Schwefel als Nucleophil.

HaCO
0
|
\ CH
| DH—sH + -~ 3
N Br
H,CO 711 AK D26

HsCO,

.,
| \>—s 0
Her O O
CHj

AK D30

H,CO

\

Abbildung 52: Synthese von 1-(4-((4,5-Bis(4-metholxgnyl)-H-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)ethanon (AK D30)

Im H-NMR-Spektrum (Abbildung 53) sind die sechs, fip-substituierte
Benzolderivate typischen, pseudo-Dubletts der atisoteen Protonen zu erkennen. Sie
liegen im Bereich von 6.84 bis 7.90 ppm. Die Kogskonstanten betragen 8.1, 7.7 und
8.3 Hz. Das Signal der Thiomethylengruppe liegt Betl ppm. Bei den dicht
aufeinander folgenden Singuletts bei 3.73 und ppi& handelt es sich um die Signale
der Methoxyprotonen. Bei 2.54 ppm findet sich dam& der Methylgruppe.
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Abbildung 53:*H-NMR-Spektrum von 1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphengh-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)ethanon (AK D30) in DMSQsd

Im letzten Schritt wird die Methylenkomponente AK 3@ mit einer
Carbonylkomponente in einer Aldolreaktion verknujpfer Verlauf der Reaktion ist in
Kapitel 3.3.6.4 beschrieben. Als Carbonylkomponenterden 4-Brombenzaldehyd, 4-
(Trifluormethyl)benzaldehyd sowie 4-(Methylsulfojlyeénzaldehyd eingesetzt. 4-
(Methylsulfonyl)benzaldehyd wird durch Oxidation nvo 4-(Methyl-

mercapto)benzaldehyd dargestellt, die anderen bgiegubstituierten Benzaldehyde
sind kommerziell verfligbar.
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Synthese von 4-(Methylsulfonyl)benzaldehyd (AK D25)

Fur die chemoselektive Oxidation von Sulfiden zlf@wen in der Gegenwart weiterer
funktioneller Gruppen eignet sich die Verwendung @xoné€. Das Reagenz setzt sich
aus Kaliumhydrogenpersulfat, Kaliumhydrogensulfatl Kaliumsulfat im Verhaltnis

2:1:1 zusammen und wird im Uberschuss eingesetgtrefaktive Komponente fungiert
Kaliumhydrogenpersulfat [162]. In Abbildung 54 ister Verlauf der Reaktion

aufgefuhrt, bei der sich als Zwischenprodukt eitfdid bildet. Der Reaktionsverlauf

kann per DC-Kontrolle verfolgt werden.

+ KHSOs o
(MeOH, H,0; 0 T - RT) T
HaC CHO > HyC— CHO
- KHSO,
o)
+ KHSOs I
— s HC— CHO
- KHSO, I
o}
AK D25

Abbildung 54: Synthese von 4-(Methylsulfonyl)bemzdlyd (AK D25)

Im Vergleich zu den in der Regel verwendeten ogdren Peroxiden wien
Chlorperbenzoesaure (mCPBA), die schon bei Tempemtum den Gefrierpunkt
weitere funktionelle Gruppen oxidieren kénnen, egtithit Oxoné die Durchfiihrung
der Reaktion bei Raumtemperatur ohne die Gefahrwimschter Nebenwirkungen.
Weitere Vorteile liegen in der Stabilitét, der @icthen Handhabung und den geringen
Kosten des Reagenz [163].
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3.3.6.3 Darstellung eines Z11-B-Chalcons

In einer funfstufigen Synthese konnen Z11-B-Chadcatargestellt werden (siehe
Abbildung 55). Da die Synthese des 4,5-Bis(4-megpbenyl)-H-imidazol-2-thiols
(Z11) bereits in Kapitel 3.3.6.2 beschrieben wurdéd hierauf nicht naher einge-
gangen. Zunéachst wird 4-Brommethylbenzaldehyd (A¥8Pdargestellt, hierfiir stehen
zwei Varianten zur Verfigung. Ausgehend von 4-Doggimethylbenzaldehyd entsteht
durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid 4-Hydrgxethylbenzaldeyhd (AK
D27), der unter Verwendung vaxrBromsuccinimid und Triphenylphosphin bromiert
wird. Optional ist auch die Bromierung vop-Tolunitrii Uber eine radikalische
Substitution moglich. Das entstandemdéBrom-p-tolunitril kann dann mit Diisobutyl-
aluminiumhydrid reduziert werden. Nach der Darsatedl von Z11 werden AK D28 und
Z11 in einer nucleophilen SubstitutionsreaktionAt D29 verkntipft. Als letzte Stufe
schlie3t sich eine Aldolreaktion von AK D29 upéubstituiertem Acetophenon an.

o
+ LiAH, +NBS, PPh, |
_(EtO, Reflung Reflux) _(CH,Cl, 0C) H
Br.

AK D27 AK D28

Variante 1:

Variante 2: o)
cN *+DBPO,NBS + DIBAL-H |
(CCI4 Reflux) (Toluol 0<C) H
Br. Br.
Hs
AK D28
o

HsCO H3CO

| L,
H  (CHyCN, Reflux
| \>—SH + (CRsCN. Reflws)_ S 0
Br \ < > </
HsCO AK D28 HiCO g AK D29

R
+ 0.
X
H3CO,
CHjz
+ Ba(OH);, x 8 H,O N

(MeOH, 40 T) | \>—s

IZY/

R: CF3

H5CO Z11-B-Chalcon

Abbildung 55: Darstellung eines Z11-B-Chalcons
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Synthese von 4-Brommethylbenzaldehyd (AK D28)

Wie bereits erwahnt ist es moglicosBrommethylbenzaldehyd (AK D28) Uber zwei
verschiedene, jeweils zweistufige Synthesevariantimzustellen. Nachteilig bei
Variante 2 ist die tranenreizende Wirkung des Pktxlder ersten Stufey-Brom-p-
tolunitril. Da zur Darstellung des Z11-B-Chalcon& 32 ausschlief3lich Variante 1
verwendet wurde, wird im Folgenden auf diese n&nmegegangen. Details zu Variante
2 finden sich in der Diplomarbeit [159].

Variante 1
Stufe 1: Synthese von 4-Hydroxymethylbenzaldehy@hK D27)

Die Darstellung von 4-Brommethylbenzaldehyd durdrelde Bromierung vonp-
Tolylaldehyd analog zur Bromierung von 4-Methylag#tenon (siehe Kapitel 3.3.6.2)
liefert ein Produktgemisch, dessen Aufreinigunghsils schwierig erwies. Des
Weiteren konnte das Produkt nur in geringen Ausbewrhalten werden. Deshalb
wurde der Umweg Uber die Hydroxylgruppe gewéahkg, anschlieRend nucleophil mit
Brom substituiert wurde. In Abbildung 56 ist derrleif der Reaktion dargestellt.

OH

—0

+2H,0 + HCI/H,0
4 _ +LAH; ——— 4 — 4
- LIAIO, - - 8 H3COH Ox
o
~
O H AK D27

OH

Abbildung 56: Synthese von 4-HydroxymethylbenzaldbfAK D27)

Lithiumaluminiumhydrid dient als Reduktionsmitt&s reagiert als H-Nucleophil und
Ubertragt ein Hydridion auf den Carbonylkohlenstdéis Aldehyds. Somit wird der
Aldehyd zum Alkohol reduziert [149]. Die zweite Addydgruppe liegt geschitzt in
Form eines Acetals vor. Zur Abspaltung der Schufzge wird nach Ablauf der
Reaktion verdinnte Salzsaure zugegeben.
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Stufe 2: Synthese von 4-Brommethylbenzaldehyd (AK Z8)

4-Hydroxymethylbenzaldehyd (AK D27) wird mi¥-Bromsuccinimid in Anwesenheit
von Triphenylphosphin bromiert. Der Verlauf der R#&an ist in Abbildung 57
dargestellt.

0
/
o + NBr
| 0
\ |
0 e
OH  +PPh, > v/}r
o O—PPh,
/ A
AK D27
NH
\
o)
o)
|
_ . + PhsP=0
Br
AK D28

Abbildung 57: Darstellung von 4-BrommethylbenzalggfAK D28)

Der Mechanismus der Substitution einer Hydroxylgeipnit einem Halogenid unter
Verwendung von NBS/PRhst in der Literatur beschrieben [164]. Es handah um
eine &2-Reaktion, bei der als Intermediat ein quartarnessphoniumsalz entsteht und
Triphenylphosphinoxid als Abgangsgruppe fungiert.
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Synthese von 4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)}-timidazol-2-
ylthio)methyl)benzaldehyd (AK D29)

Die Verknupfung von 4,5-Bis(4-methoxyphenybHimidazol-2-thiol (Z11) mit p-
Brommethylbenzaldehyd verlauft analog der in Kdpi®3.6.2 beschriebenen
nucleophilen Substitution zur Darstellung eines-AtChalcons. Man erhélt die fir die
Aldolreaktion benétigte Carbonylkomponente.

AK D29

H5CO
o)
N |
N—sH + :
U
O " \\/
HCO 711 AK D28
H3CO
N
- HBr |N>_\ /7 \ /<
H
O \—/ V4

HsCO

Abbildung 58: Synthese von 4-((4,5-Bis(4-methoxypfie 1H-imidazol-2-ylthio)methyl)-
benzaldehyd (AK D29)

Im *H-NMR-Spektrum (Abbildung 59) sind bei 3.77 ppm iliesgesamt sechs Protonen
der Methoxygruppen zu erkennen. Das Signal der Wietlgruppe liegt bei 4.72 ppm.
Die zwolf aromatischen Protonen der doesubstituierten Phenylringe sind im Bereich
von 6.81 bis 7.57 ppm zu sehen. Am starksten tifé@schoben sind die Signale der
Protonen des Aromaten, der die AldehydfunktionttrBgs Singulett des aldehydischen
Protons findet sich bei 9.83 ppm.
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Abbildung 59:'H-NMR-Spektrum von 4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyBHmidazol-2-
ylthio)methyl)benzaldehyd (AK D29) in CDEI
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3.3.6.4 Aldolreaktion

Bei einer Aldolreaktion kommt es durch Addition esna-Kohlenstoffatoms einer
enolisierbaren Carbonylverbindung (Methylenkompaegnan die Carbonylgruppe
eines Aldehyds oder Ketons (Carbonylkomponenteginer C-C-Bindungsknipfung.
Die Reaktion verlauft im Allgemeinemnans- bzw. E-selektiv. Dies kann zwei Ursachen
haben: eine thermodynamische Kontrolle oder ,prodewvelopment control®
(gunstigeres Energieprofil déisans-Isomers), wenn eine kinetische Kontrolle vorliegt.
Die Synthese kann sowohl unter Basen- als auch Gdterekatalyse erfolgen. Bei der
Reaktion unter Basenkatalyse handelt es sich um Mechanismus der ;Eb-
Eliminierung. Bei Saurekatalyse verlauft die Reakthach dem EMechanismus unter
Bildung eines Carbeniumions als Zwischenprodukte @jekreuzte Aldolreaktion
(Claisen-Schmidt-Reaktion), bei der als Edukte Aisehyd und ein Keton eingesetzt
werden, hat den Nachteil, dass mehrere Produkstedein konnen [150, 151]. Die im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Edukte ermogliei@en chemoselektiven Verlauf
der Reaktion, da Ketone im Allgemeinen nur als Mkhkomponente und
Benzaldehyde — aufgrund fehlender acider Protonemir-als Carbonylkomponente
reagieren konnen. Abbildung 60 zeigt eine gekreudtiolreaktion zur Darstellung
eines Chalcons.

o

o)
| |

(@]
|
CHa H MOH Z
+ —
- H,0
Ry R

Rl RZ

Abbildung 60: Basenkatalysierte Aldolreaktion
[M: Alkalimetall; R: Alkyl, Aryl, funktionelle Grugen]

Zu Beginn der Reaktion wird die Methylenkomponedtgch eine Base deprotoniert.
Nach Angriff des Enolats an der Carbonylkomponegm¢steht ein Chelatkomplex
zwischen dem entstandenen Alkoholat und dem Alletitilon. Dieser sogenannte
Zimmermann-Traxler-Ubergangszustand geht anschige®e ein Aldol Uber. Bei der
nun folgenden Dehydratisierung wird diestandige Methylengruppe durch die Base
deprotoniert und es entsteht ein Enolat. Unter Allspg der Hydroxylgruppe wird die
Doppelbindung gebildet und das gewiinschte Chalduaiten [150].

Als Katalysatoren verwendet man in der Regel BasBrese konnen in aquimolaren
oder katalytischen Mengen eingesetzt werden. Velleeman &aquimolare Mengen,
verlauft die Reaktion irreversibel. Setzt man dias® in katalytischen Mengen ein,
verlauft die Aldoladdition als Gleichgewichtsreakti Im Rahmen dieser Arbeit wurden
als Katalysatoren Lithiumhydroxid und Bariumhydm®ctahydrat in &quimolaren
Mengen verwendet.
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Folgende Z11-A- und -B-Chalcone konnten synthetisierden:

H5CO,

N
| \>—s 0
N R: -CFg (AK D31)
H -Cl (AK D33)

-SO,CH; (AK D34)

 §/

H3CO
Z11-A-Chalcon

HsC

(@)
N
| H—s
N o R: -CF3 (AK D32)
O H O \_ 4
H5CO
Z11-B-Chalcon
R

Abbildung 61: Ubersicht iiber die TestsubstanzerGieicone

)

Der Produktnachweis kann mit Hilfe der NMR-Speklduagsie erbracht werden. Im
Folgenden sind di¢H-NMR-Spektren von AK D31 (als Beispiel fiir ein ZAt
Chalcon) (Abbildung 62 und Abbildung 63) und AK D32bbildung 64 und
Abbildung 65) aufgeflhrt.
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Abbildung 62:"H-NMR-Spektrum von§)-1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-
ylthio)phenyl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)prop-2rel-on (AK D31) in DMSO-¢

In Abbildung 62 ist das'H-NMR-Spektrum von AK D31 aufgefiihrt. Die sechs
Protonen der beiden Methoxygruppen sind als diebeneinander liegende Singuletts
bei 3.72 und 3.75 ppm zu finden. Das Signal derhyengruppe liegt bei 4.44 ppm.

Die Signale der aromatischen sowie der olefiniscReotonen sind als Ausschnitt
vergrofRert in Abbildung 63 zu sehen. Die vier pseDdbletts der Protonen beider
Methoxy-substituierter Phenylringe (Ringe A, A'gdjen bei 6.85, 6.93, 7.27 und 7.38
ppm. Die Kopplungskonstanten betragen 8.6 Hz. Bef ppm ist das pseudo-Dublett
von zwei Protonen des Trifluormethyl-substituierBrenylrings (Ring C) zu sehen. Bei
7.75 — 7.82 ppm folgt ein Multiplett, das sich alen Signalen von zwei Protonen von
Ring B und einem olefinischen Proton zusammensBas. Multiplett bei 8.05 — 8.14

ppm besteht aus den Signalen eines olefinischetoriaaind jeweils zwei Protonen der
Ringe B und C. Die Zuordnung der aromatischen Retoerfolgt aufgrund eines

Simulationsprogramms (ChemDraw 9.0, Firma CambSdd).
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Abbildung 63: Ausschnitt aus delid-NMR-Spektrum von&)-1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-
imidazol-2-ylthio)phenyl)-3-(4-(trifluormethyl)phgfprop-2-en-1-on (AK D31) in DMSO

Im *H-NMR-Spektrum von AK D32 (Abbildung 64) liegen dgechs Protonen der
beiden Methoxygruppen als Singuletts dicht nebemslar bei 3.73 und 3.75 ppm. Das
Signal der Methylengruppe ist bei 4.39 ppm zu find@ie acht Protonen der beiden
Phenylringe A und A sind als pseudo-Dubletts b&76 6.95, 7.47 und 7.84 ppm zu
sehen. Die Kopplungskonstanten betragen 8.1 Hz.lBiden pseudo-Dubletts der
Protonen von Ring B bei 7.26 und 7.37 ppm liegefigrand des Fehlens der
ringgebundenen Carbonylgruppe starker im hohen &lsldbei AK D31. Das Dublett

eines olefinischen Protons ist bei 7.75 ppm zursetiee Kopplungskonstante betragt
15.6 Hz. Bei 7.92 — 7.94 ppm befindet sich ein Nigtt, das sich aus den Signalen
eines olefinischen Protons sowie zweier aromatisclirotonen von Ring C

zusammensetzt. Das pseudo-Dublett der anderenPmotnen von Ring C liegt stark
im Tieffeld bei 8.30 ppm. Die Zuordnung der arorseltien Protonen basiert wiederum
auf dem Simulationsprogramm ChemDraw 9.0.
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Abbildung 64:*H-NMR-Spektrum vonK)-3-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)-1-(4-(trifluormethyl)phenyljpp-2-en-1-on (AK D32) in DMSO-
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Abbildung 65: Ausschnitt aus defi-NMR-Spektrum von&)-3-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-
imidazol-2-ylthio)methyl)phenyl)-1-(4-(trifluormey)phenyl)prop-2-en-1-on (AK D32) in DMSOsd
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3.3.7 Konfiguration und Konformation der Enon-Struktur

Chalcone sind infolge des delokalisiertailektronensystems weitestgehend planare
Molekile [128]. Die G-Cg-Doppelbindung der Enon-Teilstruktur kann e oderZ-
Konfiguration annehmen. Da d&slsomer jedoch thermodynamisch stabiler ist, liegen
fast alle Chalcone in def-Konfiguration vor. Zudem verlauft die Aldolreaktiam
Allgemeinen ebenfallgans- bzw. E-selektiv [150].

Diese These kann durchH-NMR-spektroskopische Untersuchungen der
Testsubstanzen bestétigt werden. Bei den SpektyanAK D32 und AK D34 ist es
maglich, die Kopplungskonstanten der olefinischeotdhen zu bestimmen. Sie liegen
bei 3J = 15.6 Hz (AK D32) undJ = 15.7 Hz (AK D34). Bei Kopplungskonstanten
zwischen 14 — 20 Hz liegt in der Regel eiix&onfiguration vor [165].

stabilere Konfiguration

Abbildung 66:E- undZ-Konfiguration eines Chalcons

Neben den beiden mdglichen Konfigurationen sind hauowvei verschiedene
Konformationen dera,B-ungesattigten Carbonylstruktur denkbar. Die réadndi
Anordnung der beiden konjugierten Doppelbindungerd Wei einer synperiplanaren
Anordnung als sis und bei einer antiperiplanaren Anordnung atsass bezeichnet
[166]. Kristallstrukturen verschiedener Chalconeger, dass das @s-Konformer um
3.9 kd/mol stabiler ist als dagrans-Konformer. Dies gilt nur fir Chalcone, die am
Kohlenstoffatom nicht substituiert sind [167].

Die hohere Stabilitat der gs-Konformation kann am Beispiel von AK D31 durch ein
Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy-ExpetrigiNOESY) nachgewiesen
werden. Es handelt sich hierbei um ein 2D-Verfahréei dem Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen durch den Raum sichtbar gemachtieme Es wurde ein H, H-
NOESY-Experiment durchgefuhrt, um Kopplungen zwecthProtonen aufzudecken,
die in enger rdumlicher Nachbarschaft zueinandsvest. Auf den beiden Achsen sind
die 'H-NMR-Spektren zu sehen [165].
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Betrachtet man die beiden moglichen Konformatioserwird deutlich, dass im Falle
einer seis-Konformation eine Kopplung zwischen ddund H-2 im NOESY-Spektrum
zu sehen sein sollte. Beim Vorliegen derais-Konformation sollte eine Kopplung
zwischen HB und H-2 zu beobachten sein.

_s<is _ strans
stabilere Konformation

2

Abbildung 67: seis- und strans-Konformation eines Chalcons

Im NOESY-Spektrum (Abbildung 68) ist einedq-H-2-Kopplung zu erkennen, eine H-
B, H-2-Kopplung liegt nicht vor. Diese Beobachtungstatigt die Annahme, dass
aufgrund der geringeren sterischen Hinderung dies-B:onformation bei Chalconen
dieses Typs die stabilere ist.
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Abbildung 68: NOESY-Spektrum von AK D31 in CDCI
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4 Pharmakologischer Tell

4.1 Einfuhrung

Zur Bestimmung der pharmakologischen Wirksamkeitd uytotoxizitat der
Testverbindungen wurden mehrarevitro Testungen durchgefuhrt. Von besonderer
Bedeutung war die pharmakologische Charakterisgedan Testsubstanzen hinsichtlich
der COX-1-, COX-2- und 5-LOX-Inhibition. Zudem wwrddie pharmakologische
Wirksamkeit gegenuber TN&- in einem kommerziell verfigbaren Immunassay
untersucht. Die Toxizitat wurde Uber den XTT-Viabilsassay gemessen. Zur
Vervollstdndigung des pharmakologischen Profils dear die log P-Werte der
Testsubstanzen mit der RP-HPLC-Methode bestimmit.

4.2 COX-1

4.2.1 Einfihrung

Zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivitdt von sisubstanzen gegenuber der
Cyclooxygenase 1 stehen verschiedenetro Testsysteme zur Verfigung. Sie beruhen
in der Regel auf der Quantifizierung von Produlden Arachidonsaure-Kaskade.

So kann die Konzentration des Prostaglandigs rkit Hilfe eines Enzym-Immun-
Assays (EIA) bestimmt werden. Hierfur wird P&Hach Ablauf der Enzymreaktion
durch SnGl zu PGRq reduziert [168, 169, 170]. Des Weiteren kann deeoRidase-
Aktivitat der Cyclooxygenasen durch Bestimmung Henzentration von N,N,N‘,N‘-
Tetramethylp-phenylendiamin (TMPD) gemessen werden. TMPD windcld die
Peroxidase oxidiert und das entstehende farbigduRtovermessen [171]. Eine weitere
Moglichkeit besteht in der Konjugation von P&Gmit 10-Acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazin (ADHP) zu Resorufin. Das flumerende Produkt wird
quantitativ bestimmt [172]. Darlber hinaus ist edestimmung des &Verbrauchs, der
bei der Oxidation der Arachidonsdure zu B@&@tsteht, mit einer Clark-£Elektrode
maoglich [170]. Als weitere Option kann ein radionfischer Assay durchgefihrt
werden, bei dem [!C]Arachidonsdure eingesetzt wird und die entstaaden
Metabolite nach HPLC-Trennung spektrophotometrismimessen werden [173, 174].

Im Rahmen dieser Arbeit kamen zwei Testsysteme Eunpatz. Beide Assays beruhen
auf der UV-Detektion von Metaboliten, die bei deynfhiese von Thromboxan,A
entstehen.
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4.2.2 12-HHT-Assay

4.2.2.1 Prinzip des 12-HHT-Assays

Das Testsystem wurde von Lehr [175] im Arbeitskiem$wickelt. Es beruht auf einer
Messung der Konzentration von 12-Hydroxyheptade8atB-triensaure (12-HHT), die
im Verlauf der Arachidonsaure-Kaskade als Nebengkbéntsteht. Prostaglandin, H
(PGH) wird durch die Thromboxan-Synthase in Thrombox#&s (TXA)y),
Malondialdehyd (MDA) und 12-Hydroxyheptadeca-5,8ti@nsdure (12-HHT) im
Verhéltnis 1:1:1 metabolisiert (siehe Abbildung €Bj6, 177].

FUr diesenin vitro Assay werden Rinderthrombozyten eingesetzt, daedieur das

COX-1-Isoenzym exprimieren. Eine Aktivierung der di®pxygenase ist hier nicht
notwendig; Voraussetzung fur eine Enzymreaktionlestiglich das Vorhandensein
freier Arachidonsaure. Zur Aktivierung der Phospbede A wird das Ca-lonophor
A23187 zugegeben. Hierbei handelt es sich um eibigtikum, das die Offnung der
Cd*-Kanéle bewirkt. Als interner Standard dient 3-{Rjtnetyhl-5,6-diphenyl-2,3-

dihydro-1H-pyrrolizin-7-yl)buttersdure und als Referenzsubstdndometacin. Nach
Ablauf der enzymatischen Reaktion werden die emtdsaen Metabolite Uber eine
Reverse Phase (RP)-HPLC getrennt. Eine UV-Detektan 12-HHT ist anschlieRend
bei 232 nm mdglich [175, 178].

TXA-
Synthase

(0] O
— COOH HM
+ | +
— H
OH

TXA, 12-Hydroxyheptadeca-5,8,10-triensaure Malondialdehyd
(12-HHT) (MDA)

Abbildung 69: Synthese von TXAls Teilschritt der Arachidonséure-Kaskade

Um die Enzymhemmung korrekt ermitteln zu kdonnen,ssndie Konzentration der
Enzymprodukte wahrend der Inkubationszeit lineateigen. Die Inkubationsdauer bei
diesem Testsystem liegt bei einer Minute, da diealme der Reaktionsprodukte nur in
der ersten Minute der Enzymreaktion annahernd flirgtaDie Enzymreaktion wird mit
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einer Stopplosung beendet, die aus Methanol, Adetamd dem Antioxidans NDGA
(Nordihydroguariatsaure) besteht. Neben den Prabirden Testsubstanzen werden
zum Vergleich Stimulationen getestet, die nur DM&@ das Ca-lonophor enthalten
(Positiv-Kontrolle). Als Negativ-Kontrolle dient m@ unstimulierte Probe. Die
Berechung der 16-Werte erfolgt mit der Software ENZFIT (Firma ElsmvBiosoft)
[175].

Nachteilig ist, dass eine verminderte Bildung v@aHHT nicht immer ausschliel3lich
auf eine Hemmung der Cyclooxygenase zurluckgefuletden kann. Auch eine
Hemmung der Thromboxansynthase (TXAS) verringeg #i2-HHT-Konzentration.
Der Einfluss der Thromboxansynthase kann durch ¥edung des
Thromboxansynthase-Inhibitors CV-4151 und einemgiéch der Proben mit und
ohne TXAS-Inhibition bestimmt werden. Des Weiteisihzu beachten, dass 12-HHT
nicht nur enzymatisch sondern auch nicht-enzyntateses PGH gebildet wird. Eine
vollstandige Hemmung der Synthese ist somit niciglmh. Ebenfalls denkbar ware
eine Beeinflussung der Arachidonsaure-Freisetzwsgyden Phospholipiden, entweder
durch direkte Einwirkung auf die Phospholipide,eeidiemmung der Phospholipasen
oder eine Blockade der Aktivierung der Phosphokpdd 75].

4.2.2.2 Durchfiihrung des 12-HHT-Assays

Fur die Testung wird frisches Rinderblut benttdas durch Zugabe von NEDTA
(0,077 M) direkt nach der Entnahme vor der Gerigngeschutzt ist. Nach Verdinnung
des Blutes mit PBS-Puffer - im Verhéaltnis 2,1:1 4rdwvzentrifugiert, um die
Thrombozyten zu isolieren. Diese befinden sich rd@hZentrifugation im Uberstand.
Nach erneuter Zentrifugation befinden sich die Tfivozyten im Pellet, der Uberstand
wird verworfen. Es folgt die Zugabe von isotonisth@uffer. Die Probengefalie, in
denen sich die in DMSO geldsten Testsubstanzemdsfi werden bei 37 °C im
Wasserbad mit den Zellen prainkubiert. Nun werdefi-®nen und das Ca-lonophor
A23187 zugegeben. Nach einer Minute erfolgt die abhegder Stopplosung. Dann
werden die Proben zentrifugiert, der Uberstandesolund mit Wasser verdiinnt. Zur
Vorreinigung der Proben werden RFSaulen eingesetzt, als Elutionsmittel dient
Methanol. Die Proben werden anschliel3end auf dieGH&ufgegeben. Als Fliel3mittel
wird ein Gemisch aus Methanol (1540 ml), Wasse0 (@), Na-EDTA (460 mg) und
Essigsaure (2 ml) (pH 5,5; eingestellt mit YHeingesetzt. Die 12-HHT-Detektion
erfolgt bei 232 nm [23, 175].
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4.2.3 MDA-Assay

4.2.3.1 Prinzip des MDA-Assays

Dieser Assay wird nach einer Methode von Ledergeune Hartmann [176], die von
Dannhardt et al. [179] modifiziert wurde, im Arlsditeis routinemaRig durchgefuhrt.
Es werden Thrombozyten tierischen Ursprungs veregndie nur das COX-1-
Isoenzym exprimieren. Malondialdehyd (MDA) entstaeld Metabolit im Verlauf der
Arachidonsaure-Kaskade bei der Synthese von J¥tehe Abbildung 69). Unter
sauren Bedingungen reagiert MDA mit Thiobarbitureduzu einem roten
Polymethinfarbstoff, der fluorometrisch detektiesrden kann. In Abbildung 70 ist die
Aldolkondensationsreaktion von MDA mit zwei Molekal Thiobarbitursaure
aufgefihrt.
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Abbildung 70: Aldolkondensation von Malondialdehyit Thiobarbitursaure

Zur Aktivierung der Phospholipase, Avird das Ca-lonophor A23187 zugegeben. Um
die Enzymreaktion nach der vorgegebenen Reaktignsze stoppen, wird
Trichloressigsaure-Losung verwendet. Nach der Kappl von MDA mit
Thiobarbitursaure kann die Konzentration des entigaen roten Farbstoffs
fluorimetrisch bestimmt werden. Als Positiv-Konteldient eine Probe mit reinem
DMSO. Als Negativ-Kontrolle wird eine Probe zuenmsiit Trichloressigsaure und
danach mit Ca-lonophor versetzt, somit ist eine E€Xktivierung nicht mehr
moglich. Die IGy-Werte werden mit der Software ENZFIT berechneB]17

Die Vorteile dieses modifizierten Testsystems lregeden geringeren Kosten und dem
niedrigeren Risiko bei der Verwendung von tieriscEellen gegentber humanem Blut
sowie dem Einsatz des preiswerteren Ca-lonophagemgier Collagen. Die Nachteile
der Methode entsprechen den Nachteilen des 12-HgBBys. Eine verminderte MDA-

Bildung ist nicht unbedingt auf eine Hemmung declGgxygenase 1 zurtickzufiihren
[179].
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4.2.3.2 Durchfuihrung des MDA-Assays

Fur die Testung wird Schweineblut verwendet, dascldlZugabe von NeEDTA
(0,077 M) vor Gerinnung geschitzt ist. Die Thromyden werden durch Zentrifugation
isoliert und mit PBS-Puffer verdiinnt, so dass é{eezentration von 8- fazellen/ml
vorliegt. Die Testsubstanzen werden in DMSO gelist in Konzentrationen von 10, 1
und 0.1 pM eingesetzt. Zunachst werden die Tedimobsn mit der
Thrombozytensuspension im Wasserbad bei 37 °C éin zMinuten prainkubiert.
Durch Zugabe des Ca-lonophors wird die Arachidores#&askade aktiviert. Nach
einer Inkubationszeit von zehn Minuten bei 37 °Crdwidurch Zugabe der
Trichloressigsaure-Losung die Enzymreaktion gedtoNpch Zentrifugation wird der
Uberstand, der neben MDA auch 12-HHT und BX@hthalt, mit Thiobarbitursaure-
Losung versetzt. Die Proben werden anschlieRen@8divliinuten bei 70 °C inkubiert.
Es entsteht ein roter Polymethinfarbstoff, der naem Abkuhlen der Proben auf
Raumtemperatur fluorimetrisch vermessen wik@sdiation 533 NM, Agmission 550 Nm)
[179].

4.3 COX-2

4.3.1 Einfihrung

Die in Abschnitt 4.2.1 genannten Assays zur Untdrang der pharmakologischen
Wirksamkeit von Testsubstanzen kénnen grof3tentedist nur zur Bestimmung der
COX-1- sondern auch der COX-2-Aktivitdt verwendeterden. Eine weitere
Moglichkeit ist die Verwendung eines Enzym-ImmursAgs mit einem monoklonalen
COX-2-Antikorper, der auf einer Mikrotiterplattexiert ist. Als Chromogen dient zum
Beispiel Tetramethylbenzidin (TMB), wobei die gems®se Absorption direkt
proportional zur COX-2-Konzentration ist [180, 181]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein humaner VolllAesay eingesetzt, der auf der
quantitativen Bestimmung von Prostaglandip #a ELISA (engl. enzyme linked
immuno sorbent assay) beruht.

4.3.2 Prinzip des Humanvollblutassays

Die Testung wird nach einer Arbeitsanweisung dedsefskreises durchgefuhrt [182].
Um eine COX-1-Aktivitdt ausschlieBen zu kdnnen,dwdrcetylsalicylsdure zugesetzt.
Zudem wird durch Zugabe des Thromboxansynthase-HemifTSH) CV 4151 die
Thromboxansynthase inhibiert. Zur Stimulation derO>G2-Aktivitat wird

Lipopolysaccharid (LPS) zugegeben. Neben den Prole®m Testsubstanzen in
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unterschiedlichen Konzentrationen enthalten, werdsne Negativ-Kontrolle mit
reinem Gentamicin-DBPS-Puffer, die nicht stimulieitd, und eine Positiv-Kontrolle,
die mit LPS stimuliert wird, verwendet. Als Refexsnbstanz dient Celecoxib. Nach
Ablauf der Enzymreaktion wird die Konzentration vBx&E tUber ELISA bestimmit.
Die Berechung der I§g-Werte erfolgt mit der Software ENZFIT.

4.3.3 Durchfihrung des Humanvollblutassays

Fur die Testung werden je 50 ml Humanblut von zyesunden Spendern benétigt. Das
Blut wird, zum Schutz vor Gerinnung, in Heparin-Meetten abgefillt. Blutentnahme
und Testung mussen am selben Tag erfolgen.

Von jeder Testsubstanz wird eine Stammldsung in Kenzentration 10 mM
hergestellt, hierbei sind die Substanzen in 1 mén@mphor-EL/Ethanol geldst. In
Eppendorf-Caps werden je 90@l Gentamicin-DBPS-Puffer vorgelegt und
Verdunnungsreihen fur die gewiinschten Konzentratioaus den Stammldésungen
hergestellt. In weiteren Eppendorf-Caps werdenOje 8! VVollblut, 10 pl TSH-L6sung
und 50 pl ASS-L6sung vorgelegt und je 100 pl Testanz-Stammldsung bzw. 100 pl
Gentamicin-DBPS-Puffer (als Negativ-Kontrolle) himegpipettiert. Zusatzlich werden
Proben ohne Testubstanzen vorbereitet, die alstir&sintrolle dienen. Die Caps
werden fur 15 Minuten offen im CG@nkubator prainkubiert. Anschlie3end werden zu
den Proben mit den Testsubstanzen je 50 ul LPSHAgdunzugegeben. In die
Kontrollproben wird 50 pl Gentamicin-DBPS-Pufferpeitiert. Nach vorsichtigem
Mischen werden die Proben fur fiunf Stunden offenden CQ-Inkubator gestellt.
Anschlie3end wird auf Eis gekihlt und in jedes Q&®0 pl auf 4 °C gekihlter
isotonischer DBPS-Puffer pipettiert. Es wird 15 Mien bei 4 °C zentrifugiert und 100
ul des Uberstands entnommen [182].

Am darauffolgenden Tag wird zur Bestimmung der R&GEnhzentration ein PGE
ELISA-Kit eingesetzt. Die Durchfihrung erfolgt nadWorschrift [183]. Auf der
Mikrotiter-Platte befindet sich ein monoklonaler thkiérper gegen PGE um dessen
Bindung das PGEder Proben und enzymmarkiertes BGénkurrieren. Bei dem
Enzym handelt es sich um eine Alkalische Phospbataie das Substrap-
Nitrophenolphosphat zu der gelben Verbindymdyitrophenol spaltet. Anschliel3end
wird die Platte bei einer Wellenlange von 450 nmmessen. Die Intensitéat der gelben
Farbe ist umgekehrt proportional zu der B&Bnzentration.
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4.4 5-LOX

4.4.1 Einfihrung

Zur Bestimmung der 5-LOX-Aktivitat stehen verscléad Testsysteme zur Verfiigung.
Moglich ist beispielsweise die Messung des Hydropeprodukts, das bei der
Einwirkung der 5-LOX auf ein 1,4-Pentadiensystentset [184]. Auch mit dem
FOX-Assay (engl. ferrous oxidation-xylenol orandg@&nn die Aktivitat von 5-LOX-
Inhibitoren bestimmt werden. Dieses Testsystemebiaaiuf der Oxidation von Fezu
Fe*, wobei F& mit Xylenol-Orange einen stabilen farbigen Kompleitdet, der
spektrophotometrisch vermessen werden kann [186¢ &Bndere Methode beruht auf
der Messung des £Yerbrauchs der Enzymreaktion [186]. Die spektraphwetrische
Messung des Metaboliten 5-HETE, der im Rahmen dpexlygenasewegs entsteht,
dient ebenfalls der Bestimmung der 5-LOX-Aktivi{aB7]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein Testsystem eingesetzt, dass auf der repbkitometrischen Messung von
Leukotrien B beruht.

4.4.2 Prinzip des LTB4-Assays

Die Testung erfolgt nach dem Arbeitsprotokoll aes Qissertation von Lehr [175]. Die
Aktivitat der 5-LOX wird Uber die Konzentration desukotriens B (LTB4) bestimmt,
das im Verlauf der Arachidonsaure-Kaskade entste¢ath einer RP-HPLC kann die
Menge des Metaboliten mittels UV-Detektion bestimm@rden. Arachidonsaure wird
im Lipoxygenaseweg der Arachidonsaure-Kaskade z&,Lmetabolisiert. LTA kann
unter anderem in LTQund LTB, umgewandelt werden (siehe Abbildung 71).
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Abbildung 71: Synthese von LTRls Teilschritt der Arachidonséaure-Kaskade

Fur die Testung werden Rindergranulozyten verwendg&ir Aktivierung der
Phospholipasen und der 5-LOX ist eine erhdht&-Banzentration notwendig, deshalb
wird das Ca-lonophor A23187 zugegeben. Voraussgthimeine korrekte Ermittlung
der Enzymhemmung ist ein linearer Anstieg der Kotrztion der Enzymprodukte
wahrend der Inkubationsdauer. Die Produktbildungdvim An- und Abwesenheit der
Testsubstanzen bestimmt. Die Hemmung der LOX eydit aus dem Verhaltnis der
beiden Mittelwerte. Die Berechung ders¢@Verte erfolgt mit der Software ENZFIT.

Es ist zu beachten, dass eine Verringerung der Kidhzentration auch durch eine
Beeinflussung der Arachidonsaure-Freisetzung aus Eeospholipiden oder eine
Hemmung der LTASynthetase bzw. -Hydrolase zustande kommen kane. D
Hemmung der LTA-Enzyme kann als unwahrscheinlich angesehen wewem, die
LTB4- und 5-HETE-Konzentration annahernd gleich singb]1

4.4.3 Durchfihrung des LTBs-Assays

Fur die Testung wird frisches Rinderblut verwendieis durch Zugabe von NEBEDTA
(0,077 M) direkt nach der Entnahme vor der Gerigngeschlitzt ist. Die Isolierung der
Granulozyten und die Durchfiihrung der Enzymreakgoiolgt nach einer Vorschrift
von Walstra et al. [188]. Das Rinderblut wird zumgtcmit PBS-Puffer - im Verhaltnis
2,1:1 - versetzt. AnschlieBend wird zentrifugidttne Abtrennung der Lympho- und
Monozyten von den Granulozyten ist nun aufgrund Besll-Gradienten madglich.
Diese Methode basiert auf der Grundlage der gemmgéichte von Mono- und
Lymphocyten im Vergleich zu Erythro- und Granuleayt[189]. Die Erythro- und
Leukozyten befinden sich aufgrund ihrer hohen am Pellet. Der Riuckstand wird
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mit Wasser sowie hypertonischem Puffer versetabed&ommt es zu einer Lyse der
Erythrocyten. Nach erneuter Zentrifugation wird dderstand verworfen und der
Ruckstand mit Puffer resuspendiert. Dieser Aufggingsschritt wird noch zweimal
wiederholt. Die Granulozyten werden mit einer Zalkentration von 4-1®ellen/ml

in PBS-Puffer suspendiert.

Die Testsubstanzen werden in DMSO gel6st und ingBeaglasern vorgelegt. Die
Konzentration betrdgt 10 pM, es wird eine Doppdibeaung durchgefiihrt. Als
Referenz dienen Proben mit reinem DMSO. Die Prolberden bei 37 °C im
Wasserbad mit der Zellsuspension prainkubiert. Eneymreaktion wird nach Zugabe
von C&" - in Form von CaGl- sowie dem Ca-lonophor A23187 gestartet. Nach fiinf
Minuten wird die Synthese der Leukotriene durcheeMischung aus Methanol,
Acetonitril und dem Antioxidans NDGA gestoppt. Algerner Standard dient PGB
Die Proben werden fir 10 Minuten auf Eis gestelinn wird wieder zentrifugiert.
Anschlie3end werden die enthaltenen Leukotriene Rg-Extraktionssaulen isoliert
[190]. Die Elution erfolgt nach Zugabe von Methanalf ein Einengen der Losung
und die damit verbundene Warmebelastung kann \eetiaverden, wenn man das
Eluat vor der HPLC-Analyse mit der gleichen Mengasaér verdinnt.

Am folgenden Tag wird die im Methanoeluat (3 mlyh@andene Menge an LT,Bhach
HPLC-Trennung an Rg-Material durch UV-Detektion bestimmt. Als Flie3teitdient
eine Mischung aus 500 ml THF, 600 ml Methanol, ®0Wasser, 2 ml CECOOH
und 900 mg Na-EDTA (pH 5,5). Die UV-Detektion egbbei 270 nm.

4.5 TNF-a

4.5.1 Einfihrung

Der Tumornekrosefaktora (TNF-a) ist ein proinflammatorisches Cytokin, das
vielfaltige biologische Aufgaben besitzt. TNF- ist unter anderem an
Entziindungsprozessen und Immunreaktionen, Zelfpration und Apoptose beteiligt.
Die Bindung von TNFa an die Rezeptoren TNF-R1 und -R2 fiihrt zur Aktivwrey der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NEB, die fur die Genexpression inflammatorisch
wichtiger Substanzen verantwortlich sind [191]. Miilfe eines kommerziell
verfugbaren ELISA-Testkits wird die inhibitorischBotenz der Testsubstanzen
gegenuber TNFr gemessen.
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4.5.2 Prinzip des TNF-a-Assays

Die TNF-a-Konzentration wird nach einer Inkubation der Zellemit den
Testsubstanzen Uber ein ELISA-Kit bestimmt. Hierlba@ndelt es sich um einen
Sandwich-ELISA. Auf der Mikrotiter-Platte ist einnfikorper fixiert, an den das
Antigen der Proben — in diesem Fall TR bindet. Es wird ein weiterer Antikdrper
zugegeben, an den ein Enzym gebunden ist. Es leintsie Antikorper-Antigen-
Antikdrper-Komplex, das sogenannte Sandwich. Nurdwin chromogenes Substrat
zugegeben, das vom Enzym zu einem Enzymprodukt setgjewird. Dieses Produkt
wird anschlielRend vermessen [192].

4.5.3 Durchfihrung des TNF-a-Assays

Fur dieses Testsytem werden die Testsubstanzen M@ geldst und in einer
Konzentration von 10 uM eingesetzt. Die Vorberaituler Proben erfolgt analog zum
humanen Vollblutassay zur Bestimmung der COX-2#ittun (siehe Kapitel 4.3). Bei
der Inkubation der Zellsuspension mit den Testsutzsin wird LPS zugegeben, um die
TNF-a-Produktion anzuregen. Dann werden die Proben aaf Mikrotiter-Platte
gegeben. Ein monoklonaler Antikérper gegen humdanés-a ist auf der Mikrotiter-
Platte fixiert. Nach einer kurzen Inkubationszeit den Testsubstanz-Lésungen wird
der Uberschuss abgewaschen und ein biotinyliertdykimnaler Antikdrper gegen
humanes TNFx hinzugegeben. Der Uberschissige Antikérper wirchrainer kurzen
Inkubation abgewaschen und es wird Streptavidiregalen, das mit einer Merrettich-
Peroxidase konjugiert ist. Dieses bindet an dentinyitierten humanen TNIe
Antikorper. Nach Abwaschen des Uberschusses wil Slabstrat der Peroxidase,
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB), zugegeben. azymreaktion wird nach einer
kurzen Inkubationszeit gestoppt und die Wells wertbei 450 nm vermessen. Die
optische Dichte ist direkt proportional zur TNFKonzentration [193].

4.6 Bestimmung der Cytotoxizitat

4.6.1 Einfihrung

In vitro Untersuchungen zur Toxizitat von Wirkstoffen sifkreits in frihen
préklinischen Phasen der Arzneistoffentwicklungoetérlich. Die Bestimmung der
Zellviabilitat erfordert eine sensitive, quantitegiund verlassliche Methode. Dies hat zu
der Entwicklung einiger Standard-Assays gefuhrt.k8on die Fahigkeit von Zellen,
radioaktiv markierte Substanzen aufzunehmetH]{Thymidin) oder nach Lyse
freizusetzten (fCr]) genutzt werden. Die Tetrazoliumsalze XTT (Bi3-(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-Bi-tetrazolium-5-carboxanilid) und MTT (3-(4,5-
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Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbronjidind fur die Quantifizierung der

viablen Zellen in kolorimetrischen Assays geeigfi&i4]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der XTT-Assay verwendet [195]. Gegenuber MYl XTT den Vorteil, dass

sich bei der Metabolisierung ein wasserloslichesrnfazan bildet, das direkt

photometrisch vermessen werden kann. Beim MTT-Assagin zusatzlicher Schritt

notwendig, um das entstandene Formazan in Losurgizgen. Somit verringert sich

der Arbeitsaufwand bei gleichbleibender Sensitivitdegenuber Testsystemen mit
radioaktiv markierten Substanzen liegen die Vagtedes XTT-Assays in einer
Kostenersparnis und einem geringeren Risiko im Urggait den Reagenzien [196].

4.6.2 Prinzip des XTT-Viabilitatsassays

Das Testsystem basiert auf der Spaltung des gdlbaazoliumsalzes XTT und der
Bildung eines orangen Formazans durch metaboliktkieaZellen (siehe Abbildung
72). Deshalb kann die Umwandlung nur durch vialdéen erfolgen.
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Abbildung 72: Metabolisierung von XTT zum FormaZa@4]

Das entstehende Formazan ist wasserloslich und kaekt spektrophotometrisch
vermessen werden. Eine hohe Anzahl lebender Zdltmmeliert mit einer hohen

Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen. Daraesultiert wiederum eine grof3e
Menge Formazan [194]. Durch die Zugabe des Elektrdfupplungs-Reagenz PMS
(N-Methylphenaziniummethylsulfat) wird die Elektronéeiitragung auf XTT

erleichtert.
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4.6.3 Kultivierung von Mono Mac 6- Zellen (MM®6)

Bei Mono Mac 6-Zellen handelt es sich um eine hwusmaronocytische Zelllinie. Sie
wurden 1985 aus dem peripheren Blut eines 64-jahrigannes entnommen, der an
akuter myeloischer Leukamie (AML) FAB M5 litt [197Die Zellen wurden von Prof.
Dr. Werz, Tibingen, zur Verfigung gestellt. Die #uitrung erfolgt in 75 crh
Zellkulturflaschen in 40 ml Standardmedium fir MNehe Kapitel 4.8.3). Die Zellen
werden im Brutschrank bei 37 °C und 5% L@kubiert und zweimal wochentlich
passagiert. Nach sechs Monaten werden die Zellerwovien und gegen
kryokonservierte Zellen ausgetauscht.

Zellzahlung:

Es werden eine Neubauer-Zahlkammer und ein CoGemter™ eingesetzt, um die
Zellzahl vor der Passage zu bestimmen. Mit der BeabzZahlkammer ist eine
Aussage Uber die Viabilitat der Zellen méglich. D@oulter-Countéf kann nicht

zwischen lebenden und toten Zellen unterscheidernteithaft ist hier die deutlich
schnellere Zellzahlung.

1. Neubauer-Zahlkammer

20 pl Zellsuspension und 20 ul Trypanblau werdeaimem Eppendorf-Cap sorgfaltig
miteinander vermischt. Dann werden 20 pl der Susipanunter das Deckglas der
Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Mit Hilfe des Mikkops werden in den vier
Quadraten der Neubauer-Zahlkammer die lebenden tateth Zellen gezahlt. Die
Anzahl der lebenden Zellen multipliziert mit denmkia 5000 ergibt die Zelldichte pro
ml. Die Anzahl der lebenden Zellen im Verhaltnis ziesamtzahl der Zellen ist die
Viabilitat. Die Viabilitat sollte bei mindestens @&0liegen.

2. Coulter Countél

200 pl Zellsuspension und 9,8 ml Isoton Il werdaneinem Zaéhlgefal3 vorsichtig
miteinander vermischt. Der Coulter Countérzahlt die Zellen in 0,5 ml dieser
Suspension. Die Zelldichte ergibt sich durch Muikigtion mit dem Faktor 100.

Zellpassage:

Zweimal pro Woche werden zwei Zellkulturschalen ddM6-Zellen passagiert.
Zunachst wird die Zellsuspension mit Hilfe einep&te vorsichtig durchmischt. Dann
erfolgt die Zellzahlung mit der Neubauer Zahlkammeer dem Coulter Countét.
Etwa 8-10 Zellen werden in eine neue Zellkulturflasche gefiiind mit
Standardmedium auf 40 ml aufgefullt.
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4.6.4 Durchfihrung des XTT-Viabilitatsassays

Alle Testsubstanzen werden in zwei Konzentratio(E0 uM und 10 pM) auf ihr
cytotoxisches Potential getestet. Als Losungsmdteht DMSO. Zur Bestimmung der
Blindwerte wird reines DMSO verwendet. Bei der vengeten Zelllinie handelte es
sich um MM6-Zellen.

Zunéchst wird die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkaannunter Verwendung von
Trypanblau bestimmt. Es wird eine definierte Merf@glsuspension enthnommen, die
1,88-10 Zellen enthalt. Aus den Testsubstanz-Stammldsumgeden Verdiinnungen
(1:400) mit der Zellsuspension hergestellt. Je [#,5Testsubstanz-Stammlosung und
1000 pl Zellsuspension werden in ein Cap pipettieNach vorsichtigem
Homogenisieren werden aus jedem Cap fDOn ein Well auf eine 96-Well-Platte
pipettiert. Jede Substanz wird pro Konzentratiohtaal vermessen, die DMSO-
Blindwerte werden sechszehnmal bestimmt. Die Phlaitd fir 24 h im Brutschrank
inkubiert.

Am néachsten Tag wird eine Mischung aus J0Elektronenkupplungs-Reagenz und
5 ml XTT hergestellt und jeweils 5@l pro Well auf die Platte pipettiert. Um
unverfalschte Messergebnisse zu gewahrleisten, wardichtig homogenisiert und es
werden samtliche Blasen auf der Platte mit einerik@&zerstochen. Die erste Messung
der Absorption bei 450 nm im ELISA Reader erfolgeklt im Anschluss. Danach wird
die Platte zurtck in den Brutschrank gestellt uiid a0 Minuten flr zwei Stunden
vermessen. Der Wert nach 90 Minuten ist hinsidhttler Zellviabilitdt entscheidend
[194].

4.7 Log P-Wert-Bestimmung

4.7.1 Bedeutung des Verteilungskoeffizienten log P

Die Penetration einer Substanz in die Haut ist $dwom Aufbau der Haut als auch
von den physikochemischen Eigenschaften des Mdedkiihéngig. Dabei spielt neben
dem Molekulargewicht und der Ladung auch die Liplphder Verbindung eine
entscheidende Rolle. Als Mal} fir die Lipophilie vBabstanzen dient der log P-Wert
[104].

Der Verteilungskoeffizient P ist definiert als desrhaltnis der Konzentration einer
gelésten Substanz in einem Zwei-Phasen-System weri zicht miteinander
mischbaren Losungsmitteln. Man geht in der Regeh vwinem Octanol/Wasser-
Gemisch aus. P ist dimensionslos und wird algplaggegeben [198]. Von Fujita et al.
wurde der Verteilungskoeffizient erstmals als Mofial die biologische Verteilung von
Substanzen vorgeschlagen [199]. Mit Hilfe des leg/&rts kann eine Aussage uber die
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Lipophilie von Substanzen getroffen werden. Dies @s wichtiger Parameter fur
Struktur-Reaktivitats- und Struktur-ADME-BeziehunggAbsorption, _Dstribution,
Metabolisierung, Ekretion) [200].

Der log P-Wert kann mit verschiedenen experimegneMethoden bestimmt werden.
Die Shake Flask-Methode ist zeitaufwandig und riur Substanzen mit einem log P
zwischen -3 und 4 geeignet. Des Weiteren kann dgrR-Wert potentiometrisch
bestimmt werden. Eine vielversprechende Alternagtedit die RP-HPLC-Methode dar,
da sie weniger zeitintensiv ist und sich log P-Wemvischen 0 und 6 bestimmen lassen.
Zudem ist sie weniger empfindlich gegeniber Vermigangen [200, 201].

4.7.2 Rechnerische Bestimmung der log P-Werte

Der Verteilungskoeffizient kann nicht nur experirte#hsondern auch rechnerisch mit
Hilfe verschiedener Programme n&herungsweise @lmwierden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die log P-Werte mit ChemDraw Ultrsd qFirma CambridgeSdf
berechnet.

Die Kalkulationen beruhen auf der Zerlegung deseWils in geeignete Fragmente, fur
die bereits log P-Werte bekannt sind. Durch Aufsuenamg dieser Werte unter
Einrechnung von  Korrekturtermen zur  Berucksichtigyun intramolekularer
Wechselwirkungen erhadlt man eine Voraussage Ubemn tmy P-Wert. Die
Zuverlassigkeit der berechneten Werte nimmt migsteler Komplexitat der Molekile
ab [190].

Mit ChemDraw kann der log P-Wert Uber zwei versdhiee Methoden ermittelt
werden.

1. Zur Berechnung des log(p)-Werts gibt es drei Fragierungsmethoden. Die
Auswahl der verwendeten Methode ist von der atomZressammensetzung des
Molekils abhangig. Fur die Testsubstanzen dieséeiAwurde Methode 1
eingesetzt: Diese basiert auf 94 atomaren Beitrédjenmithilfe einer Analyse
nach der Methode der kleinsten Quadrate aus 83CeKdl@n ausgewertet
werden. Die Standardabweichung betragt 0,47 log(pheiten und es kénnen
Molekille bearbeitet werden, die Wasserstoff, SaokrsStickstoff, Schwefel
und Halogene enthalten [202].

2. Die Berechnung des CLogP-Werts wird mit dem Progna@LogP 4.0 (Firma
BioByte Corporation) durchgefiuihrt. Das Programmleggr die Struktur in
chemisch-sinnvolle Fragmente. Anschlielend werdeahhé&ngig vom
Bindungstyp der Fragmente, Datenbanken durchsarnn werden die Werte
aller Fragmente zusammengefligt und bestimmte Kimtekme einberechnet,
die die Interaktionen zwischen den Fragmenten lsrcictigen [203].
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4.7.3 Ermittlung der log P-Werte tber HPLC

4.7.3.1 Theoretische Einfuhrung

Mit der HPLC-Methode kodnnen log P-Werte bestimmtrdea, die sich in der
GroRRenordnung 0-6 befinden. Die Substanzen wemleinem geeigneten FlieRmittel
geldst und auf eine RP-HPLC aufgegeben. Sie ventaich auf der Sdule zwischen der
hydrophilen mobilen und der unpolaren stationarbase. Die Elution von der Saule
erfolgt anhand des hydrophoben Charakters der &udest, wobei hydrophile
Substanzen schnell eluieren. Deshalb kann eineeBerg zwischen der Retentionszeit
und dem Verteilungskoeffizienten der Substanzen gesiéllt werden. Der
Verteilungskoeffizient leitet sich aus dem Kapasi@ktor k ab, dieser wird mit
folgender Formel berechnet.

Formel 4: Berechung des Kapazitatsfaktors

k=(t -to) /1o

k: Kapazitatsfaktor,tRetentionszeit Substang, Totzeit

Unter einer Totzeit versteht man die Retentionsziét eine Substanz bendtigt, um die
Saule ohne jegliche Wechselwirkungen zu passidfén.die Bestimmung verwendet
man Ublicherweise Thioharnstoff oder Formamid.

Um die ermittelten Messergebnisse mit den log Pt®vekorrelieren zu kénnen, wird
eine  Regressionsgerade mit mehreren Referenzsabstanerstellt. Die
Referenzsubstanzen sollten strukturell den zu veserelen Substanzen &hneln. Es ist
darauf zu achten, dass mindestens zwei der Refarestanzen einen niedrigeren und
einen hoéheren log P-Wert aufweisen als die Testaobsn. Dazu ist eine vorherige
rechnerische Ermittlung der log P-Werte der Tedgutzen notig. Nach der Messung
der Retentionszeiten wird der Kapazitatsfaktor Hiife der oben genannten Formel
berechnet. Anschlielend wird der Logarithmus depaK@itsfaktors ermittelt und
gegen die log P-Werte der Referenzsubstanzenndien OECD-Guidelines [198] zu
finden sind, aufgetragen. Nach Durchfihrung einegrBssionsrechnung wird eine
Regressionsgerade mit Geradengleichung erhalterdidse Gleichung konnen die
log(k)-Werte der Testsubstanzen eingesetzt untbdi®-Werte erhalten werden [190].
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4.7.3.2 Durchfihrung der HPLC-Messung

Die Bestimmung der log P-Werte erfolgt Uber eine -HRLC-Anlage mit

Festwellendetektor. Die Auswertung der Chromatognamwird mit der Software
Borwin (Firma Jasco) durchgefuhrt. Diese Methodsidra auf den OECD-Guidelines
[198].

HPLC-Parameter:

Probenkonzentration ca. 506/ml

Flussrate 0,5 ml/min

Injektionsvolumen 2Qul

Trennsaule RP C18 Nucleosil, 250x4,6 mm, Pagikée Sum
Detektorwellenlange 254 nm

Folgende Referenzsubstanzen werden zur ErstellenBelgressionsgeraden eingesetzt:

Tabelle 7: Referenzsubstanzen [198]

Referenzsubstanz log P
Phenol 1,5
Benzoesaure 1,9
Napht-2-ol 2,7
Diphenylamin 3,4
Biphenyl 4,0
Phenanthren 4,5
FlieRmittel:

Es ist zu beachten, dass saure oder basische &zdasten ihrer nicht-ionischen Form
gemessen werden. Deshalb wird bei der Messung aaers Imidazothiazole ein
essigsaurehaltiges FlieBmittel verwendet, so daspH des FlieRmittels bei 4 liegt.
Zur Ermittlung der log P-Werte der freien Sauren BK9, 20, 21, 22, 23 und 24 wird
als FlieBmittel HO/Methanol (1:1) + 10% C¥OOH eingesetzt; zur log P-Wert-
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Bestimmung der Chalcone AK D31, 32, 33 und 34 salee Esters AK D14 wird eine
Mischung aus bkD/Acetonitril (1:2) verwendet.

Die Test- und Referenzsubstanzen werden in 1 ml Flef3mittels gelost. Die
Totzeitbestimmungyterfolgt mit Thioharnstoff.
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4.8 Materialien und Gerate

4.8.1 Gerate

Analysenwaage

Autoklav

Brutschranke

Computer

Coulter-Countét
HPLC-Anlage:

Pumpen

UV-Detektor
PDA-Detektor
Autosampler
Extraktionssaulen RP 18
HPLC-Séaule

EDV

Kuhl-/Gefrierkombination

Laminar-Flow-Box

Mikroskop

Mikrotiterplatten-Photometer

Mikrotiterplatten-Schttler

Monitor

Neubauer-Zahlkammer

PB 210 D (Sartorius AG, Gottindgen,

SANOclav (Firma Adolf Wolf, Bad Uberkingen
Hausen, D)

Heraeus BB15 (Thermo Electron LED GmbH
Langenselbold, D)

Dimension 4600 mit Pentium 4, ProzessdGHz
(Dell GmbH, Frankfurt a. M., D)

Z 2TM (Beckmann, Minchen, D)

Waters 510
Waters 484
Waters PDA 996
Waters 717 plus
Octadecyl C 18 500 mgeBak
Nucleosil 7 C 18, ESF
Millenium, 2.15

KGK 3955-23 (Liebherr-Hayeséte Ochsenhausen
GmbH, Ochsenhausen, D)

L12, Gaz-vide (Firma Jouan, Uhthing, D)

DMIRB mit Digitalkamera DC 200 (Firma las,
Bensheim, D)

Spectrafluor Plus (dec Deutschland GmbH,
Crailsheim, D)

Titramax 100 (Heidolpimstruments GmbH &
Co.KG, Schwabach, D)

Flatron L1950SQ (LG Electronics Deutschland
GmbH, Willich, D)

VWR GmbH, Darmstadt
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Reagenzglasschiittler

Reinstwasseranlage
Spektralfluorimeter
Trockenschrank

Ultraschallbad

UV-Meter
Wasserbad
Zahlhilfe

Zentrifugen

4.8.2 Materialien

Aluminiumfolie, extra stark

Autoklavierbeutel
Becherglaser
Caps

Einmalpipetten

Mehrkanalpipette

Mikrotiterplatte (96 well)

Multipette

Multipettenspitzen

Reax 2000 (Heidolph InstrugnéBmbH und
Co.KG, Schwabach, D)

Direct-Q (Millipore GmbH, Salbach, D)
Hitachi F-200
EU 170 (Firma Jouan, UnterhacHing,

Sonorex Super RK 514 BH (Bandeliecibnic
GmbH & Co.KG, Berlin, D)

Typ No. 37, Dr. Honle, Planegg

Certomat WR (Firma Braun, Melsung, D)
VWR GmbH, Darmstadt

C 12 (Firma Jouan, Unterhaching, D)
Centrifuge 5155R (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Heraeus Omnifuge 2.0 RS (Thermo Electron LED
GmbH, Langenselbold, D)

VWR International, Dastadt, D
VWR International, Darmstadt, D
VWR International, Darmstadt, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
Greiner bio-one GmbH, Frickenhauge
10 ml: Art.Nr. 607180
25 ml: Art.Nr. 760180
50 ml: Art.Nr. 768180
Eppendorf AG, Hamburg, D
Greiner bio-one GmbHi¢kenhausen, D
Art.Nr. 655180
Eppendorf AG, Hamburg, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
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Nalgené& CryoboxTM
Nalgen& Kryoréhrchen

Pipetten

Pipettenspitzen

Testkits

Cell Proliferation Kit Il
(XTT)

Prostaglandin EEnzyme
Immunoassay Kit
Human TNFe Enzyme

Immunometric Assay Kit

Zellkulturflaschen 75 cm

Zentrifugenrdéhrchen

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DK
Thermo Fisher Scientific, Roskil@4
(10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Eppendorf AG, Hamburg, D)

(10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Eppendorf AG, Hamburg, D)

Roche Diagnostics GmbPenzberg, D

Art.Nr. 11 465 015 001

Assay Designs, Inc., Ann Arbor, USA
Art.Nr. 900.001

Assay Designs, Inc., Ann Arbor, USA
Art.Nr. 900-099

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, D
Art.Nr. 353136
Glas: Schott Glas, Mainz, D

Kunststoff 15 ml: Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, D; Art,Nr. 188271

Kunststoff 50 ml: Greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen, D; Art,Nr. 227261

4.8.3 Zellkulturmedien, Puffer und Reagenzien

Acetonitril LiChrovosolv®

Acetylsalicylsaure

CaCbx 2 HO

Merck KgaA, Darmstadt, D
Art.Nr. 1.00030.1000
Firma Sigma-Aldrich Chemiegi8heim, D
Art.Nr. 01459
Merck KgaA, Darmstadt, D
Art.Nr. 1.02382.1000
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Ca-lonophor A23187

Cremophor-EL

DMSO

DPBS-Puffer

Ethanol LiChrosol¥

FCS

Gentamicin

Humanblut

Isoton II-LOsung

L-Glutamin-Lésung

MEM non-essentiell AAS

Methanol LiChrosol¥

NaCl

Firma Sigma-Aldrich Chemiesifteim, D

Art.Nr. 21045

BASF, Ludwigshafen, D

Art.Nr. 27963

Firma Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D

Art.Nr. 41639

Merck KgaA, Darmstadt, D

Art.Nr. 1.02931.0500

Firma Sigma-Aldrich Chemie, SteimheD

Art.Nr. D5652

Merck KgaA, Darmstadt, D

Art.Nr. 1.11727.1000

PAA Laboratories GmbH, Coélbe, D

Art.Nr. A11-151

Caesar & Loretz GmbH, Hilden, D

Art.Nr. 5245

freiwillige, gesunde Spender

Firma Beckmann Coulter, Krefdld,

Art.Nr. 8546719

Firma Sigma-Aldrich Chemie, iSteeim, D

Art.Nr. G7513

Firma Sigma-Aldrich Chenfsteinheim, D

Art.Nr. M7145

Merck KgaA, Darmstadt, D

Art.Nr. 1.06018.1000

Merck KgaA, Darmstadt, D

Art.Nr. 1.06404.1000
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NaoEDTA Merck KgaA, Darmstadt, D
Art.Nr. 1.08418.0250
NDGA Firma Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D
Art.Nr. 74540
MgCl, x 6 H,O Merck KgaA, Darmstadt, D
Art.Nr. 1.05833.1000
MM6-Zellen Hr. PD Dr. Werz, Universitat TubingdD

OPI Media Supplement

Penicillin/Streptomycin

Rinderblut
RPMI-1640 Medium
mit L-Glutamin
RPMI-1640 Medium
ohne Phenolrot
Schweineblut

THF LiChrosol\?

TNF-a

Trichloressigsaure

Trypanblau-L6sung

Firma Sigma-Aldrich Chemtiejrigheim, D
Art.Nr. 05003
PAA Laboratories GmbH, 8é] D
Art.Nr. P11-010
Metzgerei Zimmermann, Bauschheim, D
PAA Laboratories GmbH, Cdélbe, D
Art.Nr. E15-840
PAA Laboratories GmbH, Cdélbe, D
Art.Nr. E15-848
Schlachthof Nieder-Olm, D
Merck KgaA, Darmstadt, D
Art.Nr. 1.08101.1000
Firma Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D
Art.Nr. T6674
Biotrend GmbH, Koln, D
Art.Nr. CYT-223-10
Firma Sigma-Aldrich Chemi&it$teim, D
Art.Nr. 91228
Firma Sigma-Aldrich Chemie,ii8teim, D
Art.Nr. T8154
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Trypsin-EDTA-LOsung PAA Laboratories GmbH, Colle,
Art.Nr. L11-004
ASS-L6sung ASS 2,0 mg
Gentamicin / DBPS-Lsg. ad 10,0 ml
Calciumchlorid-Lésung CaChx 2 HO 0,147 g
NacCl 0,800 g
dest. HO ad 100 ml

Calcium-lonophor-L6sung

Stammldsung

Simulationslésung

Gentamicin / DPBS-Lésung

4,2 mg/ml in DMSO (8,02 nM)

8,8 Stammldsung + 891 dl Phosphatpuffer pH
7,4 (5uM Calcium-lonophor im Ansatz)

Chremophor-EL / Ethanol-LésungChremophor-EL (BASF) 116,9¢g
Ethanol 99 % 50,0 g

DPBS-Puffer KH,POy 0,104¢g
NaHPO4 0,575¢
KCI 0,10 g
NaCl 409
D-Glucose 0,59
dest. HO ad 500 ml

Gentamicin-Sulfat 12,5 mg
DPBS-Puffer ad 50 m|
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isotonische PBS-L6sung

LPS-LGsung

Kulturmedium fir MM6-Zellen

NapEDTA-L6sung(0,077 M)

Phosphatpuffer pH 7,4

NacCl 8,00 g

KCI 0,20 ¢
NaHPO; x 12 H,O 2,399

NaHPO,x H,0 0,15 g

KH,PO, 0,209

dest. HO ad 1000 ml

LPS 1,0 mg
Gentamicin / DPBS-Lsg. ad 5,0 ml

500 ml RPMI-1640 mit L-Glutamin

55 ml FCS

10 ml Aqua dest.

5 ml Penicillin/Streptomycin-Losung

5ml MEM nicht-essentielle Aminosauren
5 ml OPI Media Supplement (Pyruvat,

Rinderinsulin, Oxalacetat)

NaEDTA 2,879
NacCl 0,21¢g
dest. HO ad 100 ml
KHPO, 1,36 g
NaHPO; x 12 HO 1791 ¢

dest. HO ad 1000 ml
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Trichloressigsaure-Ldsung Trichloressigsaure 10,0 g
HCI 0,6 M 40,0 g
Thiobarbitursdure-Lésung Thiobarbitursaure 0,532 ¢
Phosphatpuffer pH 7,4 ad 100 ml
Thromboxan-Synthase-Hemmstoff (TSH) CV-4151-L6sung
Stammlésung TSH 1,4 mg
Chremophor-EL / Ethanol-Lsg. ad 5,0 ml
Testlosung Stammldsung 0,5 ml
Gentamicin / DPBS-Lsg. ad 5,0 ml
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Uberblick

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der mlakologischen Testungen -
geordnet nach Substanzklassen - aufgefihrt und iezu@ zu anderen
antiinflammatorischen Wirkstoffen diskutiert. Diegebnisse der COX-1-, COX-2-, 5-
LOX- und TNFa-Testungen werden als prozentuale Hemmung der Emzmowie,
soweit moglich, als 16-Werte angegeben. Der dJ&Wert (engl. inhibitory
concentration) ist definiert als die Konzentratiater Substanz, bei der eine
halbmaximale Hemmung des Enzyms erreicht ist [284.Referenzsubstanz fir die
Imidazothiazole dient Licofelon, dessens¢g®Verte in Abschnitt 5.2.7.2 (Tabelle 21)
den Testergebnissen der Imidazothiazole gegenidietijesind. Fir die Chalcone
wurden als Referenzsubstanzen der Naturstoff Lalgom A sowie das Z11-Derivat
D4 ausgewahlt (siehe Abschnitt 5.3.7.2, Tabelle 31)

5.2 Testergebnisse und Diskussion der Imidazothiazole

5.2.1 Ergebnisse der COX-1-Assays

5.2.1.1 Uberblick

Zur Bestimmung der COX-1-Inhibition der synthetrsé® Testsubstanzen wurden zwei
Testsysteme eingesetzt und miteinander verglidden12-HHT- und der MDA-Assay.
Alle Imidazothiazole wurden im 12-HHT-Assay auf éhWirksamkeit getestet. Der
MDA-Assay wurde nur mit einer Testsubstanz aus @aippe der Imidazothiazole
durchgeflnhrt.

5.2.1.2 Testergebnisse des 12-HHT-Assays

Die biologische Aktivitat der Testverbindungen gegjeer der Cyclooxygenase 1 wurde
durch UV-Detektion von 12-HHT, einem Metabolitenerdim Verlauf der
Arachidonsaurekaskade bei der Synthese von Throambd¥ entsteht, bestimmt.
Hierftr wurden Rinderthrombozyten mit den Testsabsén in den Konzentrationen 10
und 1 uM inkubiert. Erwiesen sich die Testsubstaraie potent, wurde die Testung mit
niedrigeren Konzentrationen wiederholt.



116 5 Ergebnisse und Diskussion

Neben den sechs Imidazothiazolen AK D19 bis AK D&4de auch der Ester AK D14
auf seine inhibitorische Wirksamkeit untersuchti B& D14 handelt es sich um die
Ethylester-Variante von AK D20. In Tabelle 8 sindk dErgebnisse der Testung
zusammengefasst.

Tabelle 8: Ergebnisse der 12-HHT-Testung der Inotidiazole

Struktur Bezeichnung Konzentration Hemmung
[UM] [%]

10 74 71

{COOH AK D19 1 12 18
/NN

c O A 0,1 0 nt

Q 10 100 100
COOH

AK D20 1 48 61
7NN\

e 0,1 25 24
Q 10 100 100
coon AK D21 1 79 84

HiCO O 7N
e 0,1 46 51
0,01 5 12
q 10 100 100
Q AK D22 1 81 86

COOH
b o
NS 0,01 31 24

Cl

c
O AK D23 10 35
COOH
1 2
2 N
/ rj:g
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Struktur Bezeichnung Konzentration Hemmung
[uM] [%]
10 100
q 1 85
Q COOH AK D24 0,1 56
0 4 N/\g 0,01 16
eI
0,001 0

10 41

Q /gCOOCHZCH3 AK D14 1 4
/N
O e 0,1 nt

n.t. = not tested

Alle Imidazothiazole zeigen eine inhibitorische Akt. Bei AK D19, AK D20, AK
D21, AK D22 und AK D24 ist die Hemmung deutlich. AB23 und AK D14 weisen
eine moderate Hemmung der Cyclooxygenase 1 auf.

Mittels der in Tabelle 8 aufgefihrten Testergelmissirden mit Hilfe des Programms
ENZFIT die 1GyWerte der Testverbindungen berechnet. Eine Berewhres 1Gy-
Werts kann nur erfolgen, wenn die prozentuale Hengnbei mindestens einer der
getesteten Konzentration Uber 50% liegt. Folglicmrken fir AK D23 und AK D14
keine 1GyWerte bestimmt werden. In Tabelle 9 sind die aetign Werte mit
Standardabweichungen angegeben.
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Tabelle 9: IG-Werte der Imidazothiazole (COX-1)

Struktur

Bezeichnung

ICso

! /g coon AK D19 6880 nM+ 80 nM
7N\
) O N/J\S (n=2)
Q COOH
AK D20 708 nM+ 178 nM
/NN
O SR (n=2)
Q COOH
AK D21 119 nM+ 19 nM
) 7N\
Q e (n=2)
Cl
Q AK D22 93 NM= 17 nM
COOH
O~ oo
e
Cl
Q AK D24 78 nM
COOH
= 1)
7NN\ (n
TS

n = Anzahl der Testungen

AK D24 erweist sich mit einem KgWert von 78 nM als potenteste Substanz aus der

Reihe der Imidazothiazole. Die Testung sollte jédogsoch ein zweites Mal
durchgefuhrt werden, um die Aussagekraft des Ergebs zu erh6hen. Am wenigsten
wirksam ist AK D23, das in einer Konzentration vbb uM die Cyclooxygenase 1 zu
35% hemmt. Des Weiteren fallt auf, dass der EsterD44 mit einer Hemmung von
41% bei 10 uM viel schwéacher wirksam ist als dialage freie Sdure AK D20 mit
einem IGgWert von 708 nm. Im Vergleich mit der LeitstruktdK D19 zeigen alle
Imidazothiazole auRer AK D23 eine verbesserte Vdirkeeit im nanomolaren Bereich.
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5.2.1.3 Testergebnis des MDA-Assays

Um die Aussagekraft der Testergebnisse des 12-HBBays zu bestatigen, wurde der
MDA-Assay - mit jeweils einer Testverbindung aus @uppe der Imidazothiazole
und der Chalcone - durchgefihrt. Als Vertreter devidazothiazole wurde die
Leitsubstanz AK D19 ausgewahlt.

Bei diesem Testsystem wurde die inhibitorische ®otder Substanzen lber eine
spektrofluorometrische  Messung des Konjugationggttsd von MDA und
Thiobarbitursaure bestimmt. MDA entsteht bei dent8gse von Thromboxan,Aals
Nebenprodukt. Die Substanz wurde in Konzentratiomen 10, 1 und 0,1 pM mit
Schweinethrombozyten inkubiert. Das Ergebnis desturg ist in Tabelle 10
aufgefuhrt, zum Vergleich ist das Ergebnis des HFHAssays gegeniubergestellt.

Tabelle 10: Testergebnis des MDA-Assays des Imitgarols AK D19

Struktur Bezeichnung MDA-Assay  12-HHT-Assay
IC 50 IC50
Q AK D19 5,2 uM 6,88 uM

N/gCOOH (n=1) + 0,08 uM
%4 A\ =
<L n=2)

S

n = Anzahl der Messungen

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden TestungenAK D19 miteinander wird
deutlich, dass die KgWerte um 1,6 uM - das heilst um einen Faktor vadd -1,
voneinander abweichen. Die Werte liegen jedoché@ideinem ahnlichen, niedrigen
mikromolaren Bereich. Auch die Testergebnisse d&AMund 12-HHT-Assays der
Referenzsubstanzen Indometacin und Diclofenac,irdi€abelle 11 aufgeflhrt sind,
unterscheiden sich in einem ahnlichen MalRe vonderarEs fallt auf, dass die 4&
Werte des MDA-Assays sowohl bei der Testsubstanz ¥ als auch bei den
Referenzsubstanzen niedriger sind als die Ergebnises 12-HHT-Assays.
Abweichungen, die unter dem Faktor 10 liegen, kéngeeloch vernachlassigt werden
[205], da die IGo-Werte der Testverbindungen nicht absolut betrachtedern mit den
Werten der Referenzsubstanzen verglichen werden.
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Tabelle 11: Vergleich der Testergebnisse des MDA 12-HHT-Assays von zwei Referenzsubstanzen

Bezeichnung MDA-Assay 12-HHT-Assay
IC 50 ICso
Indometacin 4,0 nM 4,1 nM
Diclofenac 1,2 nM 2,8 nM

5.2.2 Ergebnisse des COX-2-Assays

Zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat der st®ubstanzen gegeniber der
Cyclooxygenase 2 wurde ein humaner Vollblut-Assaychdgefuhrt. Die COX-2-
Aktivitat wurde durch Zugabe von LPS stimuliert umgich Ablauf der Enzymreaktion
die PGER-Konzentration via ELISA bestimmt. Als Referenzdabg diente Celecoxib,
bei dessen Testung sich einsd®@Vert von 140 nM ergab. In Tabelle 12 sind die
Ergebnisse der Testung aufgefihrt.

Tabelle 12: Testergebnisse des COX-2-Assays delalzothiazole

Struktur Bezeichnung  Konzentration Hemmung
[UM] [%]
O 10 K.A.
! /g oo AK D19
c O /N/JN\S\ 1 K.A.
Q 10 k.A.

COOH
N/g AK D20 1 k.A.

7NN
2~ o1 A

S

Qe
vy

AK D21 10 k.A.
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Struktur Bezeichnung  Konzentration Hemmung
[uM] [%]
] 10 26 26

Q AK D22
COOH
1 0 0
2\
sl

Cl

)
W (Ig

AK D23 10 K.A.

COOH

AK D24 10 51
COOH

1 0
- 2\
Hao O H\/g

I COOCH:CHs AK D14 10 24
7N\
()

k.A. = keine Aktivitat

AK D24 zeigt eine moderate Hemmung der Cyclooxygerna AK D22 und AK D14
weisen eine sehr geringe COX-2-Hemmung auf. Diégéhrimidazothiazole hemmen
die Cyclooxygenase 2 nicht. Eine Berechnung degWerte ist hier nicht moglich.
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5.2.3 Ergebnisse des 5-LOX-Assays

Zur Bestimmung der 5-LOX-Inhibition der Testsubg@am wurde die LTB
Konzentration von Rindergranulozyten nach Inkubatimit den Testverbindungen
mittels UV-Detektion bestimmt. Alle Testsubstanagaorden in einer Konzentration
von 10 pM getestet. Bei einer signifikanten Ak#étitwurde die Testung mit einer
weiteren Konzentration wiederholt.

Tabelle 13: Testergebnisse des 5-LOX-Assays datdnathiazole

Struktur Bezeichnung  Konzentration Hemmung
[uM] [%]

I {COOH AK D19 10 KA.
7NN\
‘: e

M§COOH AK D20 10 28
7N\
O e 3,3 0

S

Q COOH

AK D21 10 k.A.

Q AK D22 10 14
COOH

Cc
() AK D23 10 KA.
COOH
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Struktur Bezeichnung  Konzentration Hemmung
[uM] [%]

Cl

)
HiCO Q /(JN:S\g

Q COOCH,CHj
AK D14 10 k.A.
74 A\
W~

Es ist zu beachten, dass ein Testergebnis erst alansignifikant angesehen werden
kann, wenn die Hemmung mindestens 15% betragt [FEiBg inhibitorische Aktivitat
gegeniber der 5-Lipoxygenase zeigen AK D20 (28%4.6¢iM) und AK D22 (14% bei
10 puM), wobei die Hemmung durch AK D20 sehr gerurgl durch AK D22 nicht
signifikant ist. Eine Berechnung dersBNerte ist hier nicht moéglich.

AK D24 10 k.A.

COOH

5.2.4 Ergebnis des TNFa-Assays

Uber einen Sandwich-ELISA wurde die inhibitoriscR®tenz der Testsubstanzen
gegeniber TN+ bestimmt. Die Substanzen wurden in Konzentrationem 10 uM
eingesetzt. Als Enzymquelle diente humanes Vollldié Testung wurde zunéchst als
Vorscreening mit je einer Testverbindung pro Suibrgeuppe durchgefihrt. Als
Vertreter der Imidazothiazole wurde AK D20 getestehe Hemmung von TNEBE-
durch AK D20 in einer Konzentration von 10 uM igtht festzustellen.

5.2.5 Ergebnisse des XTT-Assays

Die Cytotoxizitat der Testsubstanzen wurde mithitfes XTT-Viabilitatsassays an
MM6-Zellen bestimmt. Hierbei wurde die AbsorptioesdFormazans gemessen, das
sich bei der Inkubation von XTT mit metabolischieé&h Zellen unter Einwirkung der
Testverbindungen bildet. Die Messungen erfolgtechndugabe des Reagenz alle 30
Minuten mit einer Gesamtdauer von 120 Minuten. Allebstanzen wurden in den
Konzentrationen 100 und 10 pM getestet. Als Refergienten Proben mit reinem
DMSO, die Zellviabilitat wurde hier auf 100% festgézt.

Ausschlaggebend fur die Einstufung des cytotoxisdhetentials ist die Viabilitat der
Zellen nach 90 Minuten. Eine Verbindung wird alxisch betrachtet, wenn die
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Zellviabilitdt bei einer Substanzkonzentration v@f0 pM unter 60% liegt. Die
Ergebnisse der Testung nach 90 Minuten sind in llealbé aufgefihrt.

Tabelle 14: Ergebnisse des XTT-Assays der Imidaantihe

Struktur Bezeichnung Konzentration Viabilitat
[UM] [%]

100 %67

‘!lh COOH
AK D19
/A 10 106 + 13
<L

Q 100 101 + 12
COOH
AK D20 10 114 + 12
7N\
()

Q 100 110+ 11
COOH

AK D21

) ”/\g 10 109 +9
HsCO
AL
] 100 114 +19

Q AK D22
COCH
2
=L
“ 100 108 + 8

C
Q AK D23
COOH

10 116 +9

10 116 + 20

g 100 102 +7

O AK D24
COOH

o / N\
H3C O NJ\S
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Struktur Bezeichnung Konzentration Viabilitat
[uM] [%6]
Q 100 115+ 9
COOCH,CHs
AK D14
/ N\ 10 1129
WL

Die in Tabelle 14 aufgefihrten Daten belegen, #asse der Testsubstanzen bei einer
Konzentration von 100 oder 10 uM als toxisch eitizfig ist. Eine Verminderung der
Viabilitat ist lediglich bei AK D19 bei einer Kona&ation von 100 uM zu beobachten
(76% £ 7%). Abbildung 73 zeigt die in Tabelle 14gailihrten Viabilitaten bei einer
Substanzkonzentration von 100 puM als Balkendiagramm

140,00% -

120,00%

100,00%

Viabilitat [%]

80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -

0,00% -

76,25%

99,79%

114,10%
109,98%

° 108,24%
| | 101,97%

114,94%

|

Yy

%v

Abbildung 73: Ergebnisse des XTT-Viabilitatsassagsh 90 Minuten bei einer Substanzkonzentration

von 100 puM

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dasg kiein sechs Testsubstanzen aus
der Gruppe der Imidazothiazole eine Cytotoxizitdt{TT-Assay zeigt.
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5.2.6 Ergebnisse der log P-Wert-Bestimmung

5.2.6.1 Einfuhrung

Die log P-Werte aller Testsubstanzen wurden tUbeHHRLC-Methode ermittelt. Zuvor
erfolgte eine rechnerische Bestimmung der log Pt&¥/enithilfe des Programms
ChemDraw 9.0. Eine vorherige rechnerische Bestingwar notwendig, um geeignete
Referenzsubstanzen fur die Aufnahme der Kalibriexde auswéhlen zu konnen.

5.2.6.2 Rechnerische Bestimmung der log P-Werte

In Tabelle 15sind die berechneten log P-Werte der Testsubstaauzigiefihrt. Die log
P-Wert-Ermittlung durch ChemDraw kann tber zweisebredene Methoden erfolgen.
Die Ergebnisse der beiden Berechnungen sind imeRdign als log P und Clog P
angegeben.

Tabelle 15: Bestimmung der log P-Werte der Imidazaiole mit ChemDraw

Struktur Bezeichnung log P Clog P

coon AK D19 5,24 4,55
/NN
o)~

COOH

/g AK D20 4,69 3,83
/NN
()0

{COOH AK D21 5.16 478
7\

H3CO

P=as

Cl

s
o<

AK D22 5,84 5,48

COOH
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Struktur Bezeichnung log P Clog P

Cl

C
Q AK D23 5,29 4,77

COOH
7 A\
o-rd

Cc

)
HiCO Q / H\Mg

COOCH:CHs AK D14 5.29 477
N\
()<

Es fallt auf, dass die log P-Werte der beiden BEhlamgsmethoden unterschiedlich
ausfallen, sie differieren um mindestens 0,36 uddhktens 0,86. Die Clog P-Werte
sind hier niedriger als die log P-Werte. Die berextbn log P-Werte von AK D23, AK
D24 und AK D14 sind identisch.

AK D24 5,29 4,77

COOH

5.2.6.3 Experimentelle Ermittlung der log P-Werte

Da es sich bei sechs der Imidazothiazole um Vetrigdn mit Saurefunktion handelt,
wurde als Flie3mittel fD/Methanol (1:1) mit einem S&aurezusatz von 10%@BOH
verwendet. Der pH-Wert des FlieBmittels lag bei 4aZur Bestimmung der Totzeit
wurde Thioharnstoff eingesetzg & 2,35). Die verwendeten Referenzsubstanzen sind i
Tabelle 16 aufgefiihrt. Die Retentionszeit der Refesubstanzen wurde experimentell
bestimmt und daraus mithilfe der in Kapitel 4 argjegnen Formel der Kapazitatsfaktor
sowie dessen Logarithmus berechnet. Die log(k)-&Vemtirden dann mit den log P-
Werten, die den OECD-Guidelines [198] entnommendeny ins Verhéltnis gesetzt.
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Tabelle 16: Referenzsubstanzen fir die log P-WestiBhmung der sauren Imidazothiazole

Referenzsubstanz it k log(k) log P
Phenol 4,49 0,91 -0,04 15
Napht-2-ol 10,53 3,48 0,54 2,7
Diphenylamin 34,10 13,51 1,13 3,4
Biphenyl 87,60 36,28 1,56 4,0

t: Retentionszeit ; k: Kapazitatsfaktor; P: Vertedskoeffizient

Nach dem Auftragen der log(k)-Werte der Referengsabzen gegen die log P-Werte
in einem Koordinatensystem wurde eine Regressiosadgemit Geradengleichung
erhalten (siehe Abbildung 74). Das BestimmtheitsiRaBegt bei 0,984 und bestatigt
den linearen Zusammenhang zwischen log(k) und logO%® = kein linearer
Zusammenhang, 100% = optimaler linearer Zusammeyhan

4,5

Biphenyl

Diphenylamin

2-Naphthol

log P

2 .

1BE’henol y=1,527x + 1,681
1 - R2=0,984

0,5 -

(@)

-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80
log(k)

Abbildung 74: Regressionsgerade der Referenzsutestdiir die log P-Wert-Bestimmung der sauren
Imidazothiazole mit Geradengleichung

In die Geradengleichung konnten dann fur x die gmeeen log(k)-Werte der
Imidazothiazole eingesetzt und daraus die log Pt&\&mhalten werden. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 17 aufgefihrt.
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Tabelle 17: Log P-Werte der sauren Imidazothiazole

COCH

@
HiCO Q / H:\g

Struktur Bezeichnung t; k log(k) log P
! N/g‘:oo“ AK D19 28,76 1124 1,05 3,3
4 N
C
<L
Q COOH
AK D20 7,74 2,29 0,36 2,2
%4 A\
Dass
Q COOH
AK D21 6,59 1,81 0,26 2,1
H,CO %4 N
Dads
Cl
Q coon AK D22 17,31 6,37 0,80 2,9
Y
Dads
Cl
C
Q AK D23 38,46 15,37 1,19 3,5
COOH
e
Dass
Cl
AK D24 13,43 4,71 0,67 2,7

t: Retentionszeit ; k: Kapazitatsfaktor; P: Vertaskoeffizient

Fur die log P-Wert-Bestimmung des Esters AK D14 deuein anderes Fliel3mittel
verwendet, da es sich hierbei nicht um eine sawiWdung handelt. Es wurde ein
Gemisch aus Methanol/Acetonitril (1:2) eingesefzir Bestimmung der Totzeit diente

Thioharnstoff = 2,02). Als Referenzsubstanzen wurden die in [@bé8

aufgefuhrten Substanzen ausgewahlt.
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Tabelle 18: Referenzsubstanzen fir die log P-WestiBhmung des Imidazothiazols AK D14

Referenzsubstanz t; k log(k) log P
Phenol 2,96 0,47 -0,33 1,5
Napht-2-ol 3,808 0,89 -0,05 2,7
Diphenylamin 7,73 2,83 0,45 3,4
Biphenyl 11,81 4,85 0,69 4,0
Phenanthren 16,41 7,13 0,85 4,5

t: Retentionszeit ; k: Kapazitatsfaktor; P: Vertedskoeffizient

Es fallt auf, dass die log(k)-Werte von Phenol uBeNaphthol bei diesen
Messbedinungen negativ sind. Der Grund hierfurt liagder hohen Hydrophilie der
beiden Substanzen. Nachdem die log(k)-Werte ddrRé@fierenzsubstanzen gegen die
log P-Werte in einem Koordinatensystem aufgetrageorden, wurde eine
Regressionsgerade mit Geradengleichung erhalteahe(siAbbildung 75). Das
BestimmheitsmaR Riegt hier bei 0,962 und bestétigt den linearesanmenhang von
log(k) und log P.

Phenanthren

Biphenyl

*

3 - Diphenylamin

Napht-2-ol «
2,5 -

=

* 1,5
Phenol

log P

11 y = 2,358 + 2,444
0,5 - Rz = 0,962

)
r T T \v) T T T T 1

-0,50 -0,30 -0,10 0,10 0,30 0,50 0,70 0,90
log(k)

Abbildung 75: Regressionsgerade der Referenzsutestdiir die log P-Wert-Bestimmung des
Imidazothiazols AK D14 mit Geradengleichung
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Um den log P-Wert zu erhalten, wurde der log(k)-tWeon AK D14 in die
Geradengleichung flr x eingesetzt.

Tabelle 19: Log P-Wert-Bestimmung von AK D14

Struktur Bezeichnung t; k log(k) log P

O COOCH,CHjz
AK D14 6,64 2,32 0,36 3,3
4 N
U

t: Retentionszeit ; k: Kapazitatsfaktor; P: Vertedskoeffizient

Im Folgenden werden die log P-Werte der Imidazathi die Uber die HPLC-
Methode bestimmt wurden, zusammengefasst und mivde ChemDraw berechneten
log P-Werten verglichen.

Tabelle 20: Vergleich der rechnerisch und experteiearmittelten log P-Werte der Imidazothiazole

Struktur Bezeichnung log P log P Clog P
HPLC- ChemDraw ChemDraw
Methode

Q COOH
AK D19 3,3 5,24 4,55
/ N
)L

Q COOH
”/5 AK D20 2.2 4,69 3,83
7NN\
()<

Q COOH
AK D21 2,1 5,16 4,78
o 4 N
O
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Struktur Bezeichnung log P log P Clog P
HPLC- ChemDraw ChemDraw

Methode
Cl
O AK D22 2.9 5,84 5,48
COOH
e
)
C
C
Q AK D23 3,5 5,29 4,77
COOH
74 A\
) rfg
Cl
AK D24 2,7 5,29 4,77

COOH

)
HiCO O / (J\N/S\g

Q COOCH,CHj
AK D14 3,3 5,29 4,77
74 A\
W~

Es fallt auf, dass die tGber die HPLC-Methode eetigh log P-Werte deutlich niedriger
sind als die von ChemDraw berechneten Werte. Tergtehinsichtlich der Lipophilie
der Imidazothiazole, die von ChemDraw vorausgesagtden, kénnen durch die
HPLC-Messung nicht bestatigt werden. Die Zuverlissi der berechneten Werte ist
aufgrund der Komplexitat der Molekule niedrig. Dig P-Werte der Imidazothiazole
reichen von 2,1 bis 3,5 (HPLC-Methode). Die lipdpte Substanz ist AK D23, die
grofte Hydrophilie weist AK D21 auf. Vergleicht mden Ester AK D14 mit dessen
Strukturanalogon - der freien Saure AK D20 - sdt falf, dass der log P-Wert der
freien Saure um 1,1 niedriger ist als der des E¢téPLC-Methode).



5 Ergebnisse und Diskussion 133

5.2.7 Zusammenfassung und Diskussion der Testergebnisserd
Imidazothiazole

5.2.7.1 Einleitung

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse demgaikalogischen Testungen kurz
zusammengefasst und mit der Referenzsubstanz locofeerglichen. Anschlie3end
folgen eine Interpretation der Ergebnisse sowiee eBeurteilung der Substanzen
hinsichtlich ihrer Eignung als nicht steroidale #hlogistika zur topischen
Anwendung. In Abbildung 76 ist eine Strukturiibensigber die Testsubstanz-Reihe der
Imidazothiazole aufgefuhrt.

AK D19
Leitstruktur

Q COOH
O
C
O-r

AK D21

Cl

AK D23

Sa.
e

S
AK D20

Cl

Q COOH Q COOCH
o ot
HsCO
O~ os

AK D22

Cl

~) §
COOH COOH
O<TS = Od
NS N

AK D24

Q COOCH,CHj
e
N/J\s

AK D14

Abbildung 76: Uberblick tiber die Testverbindungen bnidazothiazole

5.2.7.2 Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit tofelon

In Tabelle 21 sind die Testergebnisse der COX-1OX& und 5-LOX-Testungen

zusammengefasst

und den Ergebnissen von Licofelegengibergestellt. Die

Testergebnisse sind, falls mdglich, in Form von@erten angegeben. Ist eine
Berechnung des KgWerts aufgrund zu geringer Hemmaktivitat nicht triekg sind die
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Ergebnisse als prozentuale Hemmung des Enzymgarai 8ubstanzkonzentration von
10 uM aufgefihrt.

Tabelle 21: Testergebnisse der COX-1-, COX-2- uheX-Testungen der Imidazothiazole und von
Licofelon

Substanz 1Go
oder prozentuale Hemmung
Struktur Bezeichnung COX-1 COX-2 5-LOX
Licofelon 150 nM 30% 760 nM
B CH3
c 10 uM
O~ (10uM)
HOOC
R Rs IO
O OH
AN
/ N/)_S
A
R1 R> Rs  Bezeichnung COX-1 COX-2  5-LOX
Cl H H AK D19 6880 nM K.A. K.A.
+ 80 nM
H H H AK D20 708 nM K.A. 28%
+ 178 nM (10 pM)
OCH; H H AK D21 119 nM K.A. K.A.
+19 nM
H Cl H AK D22 93 nM 26% 14%
+17nM (10 uM) (10 pM)
H Cl Cl AK D23 35% K.A. k.A.
(10 pM)
OCH; Cl H AK D24 78 nM 51% K.A.
(10 pM)
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Struktur Bezeichnung COX-1 COX-2 5-LOX
(0]
I
O octs AK D14 41% 24% KA.
A (10 uMm) (10 pm)

k.A. = keine Aktivitat

Zusammenfassend lasst sich folgendes feststellen:

Bezogen auf die COX-1-Inhibition sind AK D21, AK R2ind AK D24 potenter als
Licofelon, wobei AK D21 in einem ahnlichen dreisitgtn nanomolaren Bereich wie
Licofelon liegt und AK D22 sowie AK D24 I§-Werte im zweistelligen nanomolaren
Bereich besitzen.

Licofelon zeigt eine schwache COX-2-Hemmung von 3i¥iceiner Konzentration von
10 puM. AK D22 und AK D14 hemmen die COX-2 in eirgdmlichen GroRenordnung.
AK D24 zeigt eine bessere inhibitorische Aktivigds Licofelon.

Die Referenz Licofelon hemmt die 5-LOX im dreisg#in nanomolaren Bereich.
Wahrend AK D20 und AK D22 eine schwache 5-LOX-Hemgpuzeigen, weisen alle
anderen Testsubstanzen diesbezulglich keine Aktiaith wobei das Ergebnis von AK
D22 unter dem Signifikanzkriterium von 15% liegtieDimidazothiazole sind somit
weniger potent als Licofelon.

Als dualer COX/LOX-Hemmstoff kommt nur AK D22 in &ge, da diese Substanz als
einzige Testverbindung alle drei Enzyme hemmt. ©@X-1-Hemmung ist besser, die
COX-2-Hemmung geringfugig schwéacher und die 5-LO&rtinung schlechter als bei
Licofelon.

Bei einem Vergleich der freien Sdure AK D20 miteteEster AK D14 fallt auf, dass
AK D20 hinsichtlich der COX-1- und 5-LOX-Hemmungeddotentere Substanz ist. AK
D14 zeigt keine 5-LOX- und nur eine moderate COMdmmung, die Substanz hemmt
jedoch - im Gegensatz zu AK D20 - in einem genmiyal3e die COX-2.

Die Testergebnisse des MDA- und 12-HHT-Assays s&mnin Bezug auf die
GrolRenordnung der COX-1-Hemmung Uberein, digyWerte des 12-HHT-Assays
sind jedoch in der Regel héher.

In einem ersten Vorscreening mit AK D20 kann kettenmaktivitat gegeniber TNé-
festgestellt werden.

Keine der Testverbindungen erweist sich im XTT-Asals cytotoxisch.
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Die log P-Werte der Imidazothiazole (HPLC-Methotieyen im Bereich von 2,1 (AK

D21) bis 3,5 (AK D23). Vergleicht man den Ester AR14 mit dessen

Strukturanalogon, der freien Saure AK D20, fallt,alass der log P-Wert der freien
Saure erwartungsgeman um 1,1 niedriger ist aldeeEsters.

5.2.7.3 Interpretation der Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Testergebnisseaehist im Hinblick auf das

Topliss-Schema (siehe Abbildung 77) und anschlid3@eriglich einer Eignung zur

topischen Anwendung diskutiert. Es ist jedoch zachéen, dass bei der biologischen
Aktivitat der Testverbindungen nicht nur elektramie und sterische Effekte innerhalb
der Molekiile sondern auch die unterschiedliche rlisgeung der Substanzen an den
Enzymen eine entscheidende Rolle spielen.

Bei einem Vergleich der konstitutionsisomerngiChlor-substituierten Verbindungen
AK D19 und AK D22 fallt auf, dass die Substituti@®s Phenylrings, der sich in
Position 5 befindet (AK D22), zu einer verbessempdarmakologischen Wirksamkeit
fuhrt als die Substitution des Phenylrings in Rosit6. Im Vergleich mit der
unsubstituierten Verbindung AK D20 zeigt sich AKDals wirksamer und AK D19 als
weniger wirksam. Die verbesserte Wirksamkeit von B2 gegenuber AK D20
kbnnte entweder auf eine positive Auswirkung des eder +-Effekts desp-Chlor-
Substituenten oder auf eine Kombination der beiBanameter zurtickzufihren sein
[124].

Die 3,4-Dichlor-substituierte Testverbindung AK D28eist gegenuber AK D22
erhohte &- und #itWerte auf. In den COX-2- und 5-LOX-Testungen zeéigt D23
keine Aktivitat und in der COX-1-Testung nur ein@derate Hemmung und ist somit
weniger potent als AK D22. Dieses Ergebnis konnteesne sterische Hinderung der
Bindung im aktiven Zentrum der Enzyme durch dieSubstitution oder eine
Uberschreitung des Lipophilie-Optimums (AK D22 =92,AK D23 = 3,5)
zurtckzufihren sein [124].

Die Leitstruktur AK D19 zeigt sich in den pharmabkgischen Testungen weniger
potent als die unsubstituierte Verbindung AK D20ed®s Ergebnis kdnnte auf einer
sterischen Hinderung durch daeSubstitution oder einero- oder +f-Abhangigkeit der
Hemmaktivitat beruhen. Dip-Methoxy-substituierte Verbindung AK D21 weist aine
—o-Wert von -0,27 auf und zeigte sich potenter als BK9. Dieses Ergebnis kann in
Bezug zur e-Abhangigkeit der biologischen Aktivitat interpreti werden [124].

Hinsichtlich der COX-1-Inhibition erweist sich AK 24, das strukturell eine
Kombination aus AK D21 und AK D22 darstellt, alstgmteste Substanz. AK D22
hemmt als einziges Imidazothiazol sowohl COX-1 @@X-2 als auch 5-LOX. Im
Vergleich mit der Leitstruktur AK D19 zeigen, bisifaAK D23, alle synthetisierten
Testverbindungen eine verbesserte Wirksamkeit.
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[H] Ak D20
[4-c1 AK D19 4-Cl 4-Cl| Ak D22
| ! |e |m
4-OCH3 AK D21 4-CHg 3,4-Cl, AK D23
| e m | |e m e m
4-C(CHg) 3-CFs, 4-Cl
3-Cl 3-Cl [3,4-CH(CHy)2]
ANCHY, 3-CF3, 4-NO,

| e m | ! | ° . |
j_‘ 3-CHj, 4—N(CH3)2I fl\_lﬁ(zcgf‘i)z] Eﬂ ?Ef'i]@l

4-NH,, 4-OH, 3-CHg, 4—OCH3I | |

3,5-Cl,
3,5-(CF
2-Cl, 2-CHj, 2-OCHs B.5-(CFy]

4-NO,
[CN, COCHg, SO,CHs,
CONH,, SO,NH,]

Abbildung 77: Topliss Decision Tree [124]

Eine weiterfihrende Derivatisierung der Leitstrukiiach den Vorgaben des Topliss-
Schemas ist als sinnvoll zu betrachten. Hierbdiesder Schwerpunkt zunachst auf dem
rechten Zweig des Topliss Decision Trees liegen,dienguten Ergebnisse des dualen
COX/LOX-Inhibitors AK D22 weiter zu steigern. Eilmbination von Substituenten
beider Phenylringe scheint vielversprechend, wgeBkispiel AK D24 beweist.

Bei Wirkstoffen, die fur die topische Anwendung nhitkaler Wirkung eingesetzt
werden sollen, ist eine Penetration der Substamzdas Stratum corneum erforderlich.
Eine Permeation, bei der die Hornschicht durchdeangird, kann zu unerwiinschten
systemischen Nebenwirkungen fuhren und sollte vetem werden [104]. Hinsichtlich
der log P-Werte sind fiir eine ausreichende Absomp8ubstanzen mit log P-Werten
Uber 2 geeignet. Fur die topische Anwendung millekWirkung sind Werte zwischen
4 und 4,5 ideal [104, 119, 206]. Da die log P-Wekee Imidazothiazole zwischen 2,1
und 3,5 liegen (experimentelle Bestimmung), satitee Absorption mdglich sein. Fur
eine ausreichende Penetration in das Stratum acornkonnten die Substanzen
maoglicherweise zu wenig lipophil sein. Zudem soli# der topischen Anwendung ein
Molekulargewicht von 500 g/mol nicht Uberschrittemerden [118, 119]. Die

Molekulargewichte der Imidazothiazole liegen zwexch334 und 402 g/mol und
befinden sich somit in einem geeigneten Bereich.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die moid@zole hinsichtlich ihrer GroRe
fur die topische Anwendung grundséatzlich geeignetl.sDie zu geringe Lipophilie

konnte durch Veresterung der freien Sdure um diadior von ca. 1 gesteigert werden.
Obwonhl sich die veresterte Testsubstanz AK D14en @lestungen als weniger potent
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erwies als die analoge freie Saure AK D20, ist Bersatz der Imidazothiazole in
veresterter Form als sinnvoll zu betrachten, dardst Rahmen der Biotransformation
in der Phase-1-Reaktion zu freien Sauren hydratysverden und somit als Prodrug
fungieren koénnten.

5.3 Testergebnisse und Diskussion der Chalcone

5.3.1 Ergebnisse der COX-1-Assays

5.3.1.1 Uberblick

Ebenso wie bei den Imidazothiazolen erfolgte distid@nung der COX-1-Inhibition
der Chalcone mithilfe des 12-HHT- und des MDA-Assay

5.3.1.2 Testergebnisse des 12-HHT-Assays

Durch UV-Detektion von 12-HHT, einem Metaboliten,erdim Verlauf der
Arachidonsaurekaskade bei der Synthese von Throambd% entsteht, wurde die
inhibitorische Aktivitdt der Testverbindungen gegeer der Cyclooxygenase 1
bestimmt. Als Enzymquelle dienten Rinderthrombozyt®ie Testsubstanzen wurden
in den Konzentrationen 10 und 1 uM eingesetzt. \Behandener Aktivitat erfolgten
weitere Testungen mit Substanzkonzentrationen yanuAd 0,01 uM. In Tabelle 22
sind die Ergebnisse des 12-HHT-Assays zusammersggefas

Tabelle 22: Testergebnisse Chalcone 12-HHT-Assay

Struktur Rest Bezeichnung Konzentration Hemmung
(R) [uM] [%]
Chk AK D31 10 96 100
1 70 63
0,1 25 52
0,01 17  n.t
Cl AK D33 10 34 74

1 0 10
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Struktur Rest Bezeichnung Konzentration Hemmung
(R) [uM] [%]
SO,CH;s AK D34 10 100 100
1 92 100
0,1 52 70
0,01 18 12
AK D32 10 78
H3CO,
) 1 21
N
[ >
S
H3CO O
CF3

n.t. = not tested

Alle Chalcone sind gegeniber der Cyclooxygenasehibitorisch wirksam. Bei AK

D31, AK D32 und AK D34 ist eine deutliche Hemmungl®eobachten. Die Ergebnisse

der beiden Testreihen von AK D33 variieren staiky hvare eine Wiederholung der

Versuchsreihe erforderlich. Bei einer Testung wuetiee deutliche, bei der anderen

Testung nur eine moderate Hemmung der COX-1 feslifes

Mittels der in Tabelle 22 aufgeflhrten Testergebmwurden mit Hilfe des Programms
ENZFIT die IGo-Werte der Testverbindungen berechnet (siehe Tal&d). Eine
Berechnung des KgWerts kann nur erfolgen, wenn die prozentuale Hamgnbei
mindestens einer der getesteten Konzentration S@#r liegt. Folglich konnte fur AK

D33 nur ein IG-Wert ohne Standardabweichung berechnet werden.
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Tabelle 23: 1G-Werte der Chalcone (COX-1)

Struktur R Substanz ICso
HsCQ PCHs CR; AK D31 229 nM
O O +102 nM
_ (n=2)
“N\(N Cl AK D33 6800 NM
(n=1)
O SO,CHs AK D34 66 NM
| So +17 nM
g "o
R
AK D32 6300 nM

O (n=1)
H5CO O

n = Anzahl der Messungen

Als potenteste Substanz zeigt sich das Sulfon AK B einem I1G-Wert von 66 nM.
Am wenigsten wirksam sind AK D32 und AK D33 mitsaNerten im niedrigen
mikromolaren Bereich. Wie bereits erwéhnt, diffegie die beiden Testergebnisse von
AK D33 stark, so dass nur Tendenzen festgesteldevekonnen. Bei einem Vergleich
der Konstitutionsisomere AK D31 und AK D32 erwessth das Z11-A-Chalcon AK
D31 als wirksamere Substanz mit einemgl@/ert im nanomolaren Bereich. AK D32
ist um den Faktor 28 schwacher wirksam.

5.3.1.3 Testergebnis des MDA-Assays

Zur Bestatigung der Aussagekraft des 12-HHT-Assaysde der MDA-Assay - mit

jeweils einer Testverbindung der Imidazothiazoled uder Chalcon-Gruppe -
durchgefuhrt. Als Vertreter der Chalcone wurde AR3Deingesetzt. In Tabelle 24 ist
das Ergebnis der Testung aufgefiihrt und zum Veigldem Ergebnis des 12-HHT-
Assays gegenubergestellt.
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Durch eine spektrofluorometrische Messung des Kgatjonsprodukts von MDA und
Thiobarbitursaure wurde die pharmakologische Atdivider Testverbindung bestimmit.
MDA entsteht bei der Synthese von Thromboxarak Nebenprodukt. AK D33 wurde
in Konzentrationen von 10, 1 und 0,1 uM mit Schw#imombozyten inkubiert.

Ein ICso-Wert konnte nicht berechnet werden, da die Hemivigdtt von AK D33
gegenuber der Cyclooxygenase 1 zu gering ist. AsteFgebnis wird die prozentuale
Hemmung der Cyclooxygenase 1 bei einer Substanektragion von 10 yM
angegeben.

Tabelle 24: Testergebnisse des MDA- und 12HHT-Asskes Chalcons AK D34

Struktur Be- MDA-Assay 12-HHT-Assay
zeichnung prozentuale prozentuale
Hemmung Hemmung
(10 pMm) (10 pMm)

AK D33 53% 54%
+20%

Bei einem Vergleich der Testergebnisse féllt awdssd die Ergebnisse der beiden
Testungen nahe beieinander liegen. Der Mittelwest t2-HHT-Assays liegt bei 54% -

mit einer grolBen Standardabweichung von 20% - whdiém Ergebnis des MDA-

Assays sehr ahnlich (53%).

5.3.2 Ergebnisse des COX-2-Assays

Die Durchfuhrung des humanen Vollblut-Assays et®lgnalog der beschriebenen
Vorgehensweise bei den Imidazothiazolen (siehe thf&.2.2). Die inhibitorische
Aktivitat der Testsubstanzen wurde nach Ablauf Hazymreaktion tUber die PGE
Konzentration bestimmt. Als Referenzsubstanz di@siecoxib.

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass keine destvigbindungen in den getesteten
Konzentrationen von 10 und 1 pM eine inhibitorisch&tivitat gegentber der

Cyclooxygenase 2 zeigt. Um die Ergebnisse zu uUbtpr wurde die Testung

wiederholt. Die zweite Testung bestatigt das Ergebn
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5.3.3 Ergebnisse des 5-LOX-Assays

In Ubereinstimmung mit der Vorgehensweise bei demdazothiazolen wurde die
pharmakologische Aktivitdat der Testsubstanzen gégen der 5-Lipoxygenase
bestimmt. Als Mal3 fur die inhibitorische Aktivitdiente die LTB-Konzentration, die
mittels HPLC bestimmt wurde. Alle Testverbindungemirden zunachst in einer
Konzentration von 10 uM eingesetzt, zeigte sicle élemmung des Enzyms, wurde die
Testung mit 3,3 UM wiederholt. In Tabelle 25 sind Brgebnisse des 5-LOX-Assays
zusammengefasst.

Tabelle 25: Testergebnisse des 5-LOX-Assays delcGha

Struktur Rest Bezeichnung Konzentration Hemmung
(R) [UM] [%0]
HiCQ Pers Ck AK D31 10 K.A.
e cl AK D33 10 KA.

5 SOCHz AK D34 10 41
‘ 3,3 0
R
HsCO AK D32 10 K.A.

k.A. = keine Aktivitat

AK D34 weist bei einer Konzentration von 10 uM emederate Hemmaktivitéat von
43% auf. AK D31, AK D32 und AK D33 hemmen die 5-b¥ygenase in den
getesteten Konzentrationen nicht. Eine Angabe @gsWerts fur AK D34 ist aufgrund
der zu geringen Hemmaktivitat nicht méglich.
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5.3.4 Ergebnis des TNFa-Assays

In Analogie zu den Imidazothiazolen wurde die ToHHemmaktivitat der

Testsubstanzen Uber einen Sandwich-ELISA mit humaMellblut bestimmt. Als

Vertreter der Substanzklasse der Chalcone wurdeD8K ausgewéhlt und in einer
Konzentration von 10 uM getestet. AK D34 zeigt keimhibitorische Aktivitat

gegeniber TNFx.

5.3.5 Ergebnisse des XTT-Assays

Die Cytotoxizitdt der Testsubstanzen wurde Uber d€RT-Viabilitdtsassays in
Ubereinstimmender Vorgehensweise zu den Imidazalda an MM6-Zellen

bestimmt. Die Absorptions-Messungen des Formazafdgen nach Zugabe des
Reagenz alle 30 Minuten mit einer Gesamtdauer vd&0 IMinuten. Die

Testverbindungen wurden in den Konzentrationen @@ 10 pM getestet. Als
Referenz wurden Proben mit reinem DMSO verwendetZdllviabilitat wurde hier auf
100% festgesetzt.

Die Beurteilung der Cytotoxizitat der Testsubstaneefolgt anhand der Zellviabilitat
nach 90 Minuten. Eine Verbindung wird als toxis@z&ichnet, wenn die Viabilitat der
Zellen bei einer Substanzkonzentration von iBDunter 60% liegt. In Tabelle 26 sind
die Ergebnisse des XTT-Assays aufgefuhrt.

Tabelle 26: Testergebnisse des XTT-Viabilitatsassky Chalcone

Struktur Rest Bezeichnung Konzentration Viabilitat
(R) [uM] [%]
Ck; AK D31 100 114+ 21
10 111 £ 16
Cl AK D33 100 127 £ 17
10 102 £ 16
SOCH; AK D34 100 73+11

10 107 £ 16
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Struktur Rest Bezeichnung  Konzentration
(R) [uM]
H5CO
AK D32 100 102 +9
N
| M5 10 99 + 11
S
H3CO O
CFy

Aus Tabelle 26 ist ersichtlich, dass nur eine dest3ubstanzen bei einer Konzentration
von 100 pM mdglicherweise toxisch sein kénnte. iellviabilitat betragt nach
Inkubation mit AK D34 (100 uM) 73% = 11%. Alle amde Testsubstanzen
beeinflussen die Viabilitat der Zellen nicht. Althihg 78 zeigt die Viabilitat der Zellen

nach Einwirkung von 100 pM der Testsubstanzen n&th Minuten als
Balkendiagramm.

160,00%

140,00% - 126,47%
116,95%

120.00% - 101,38%

100,00% -

72,55%
80,00% -

Viabilitat [%]

60,00% -
40,00% -

20,00% -

0,00% -

Abbildung 78: Ergebnisse des XTT-Viabilitatsassagsh 90 Minuten bei einer Substanzkonzentration
von 100 pM
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dasge kiein sechs Testsubstanzen aus
der Gruppe der Chalcone eine Cytotoxizitat im XT3sAy zeigt. Die Toxizitat von AK
D34 liegt im grenzwertigen Bereich.

5.3.6 Ergebnisse der log P-Wert-Bestimmung

5.3.6.1 Einfuhrung

In Analogie zu den Imidazothiazolen wurden die RgVerte tber die HPLC-Methode
ermittelt. Zuvor erfolgte eine rechnerische Bestumign mit ChemDraw 9.0. Eine erste
Abschatzung der zu erwartenden log P-Werte erntitgliclie Auswahl geeigneter
Referenzsubstanzen flr die Kalibriergerade.

5.3.6.2 Rechnerische Bestimmung der log P-Werte

In Tabelle 27 sind die berechneten log P-Werte Tkstsubstanzen aufgefihrt. Die
Berechnung der log P-Werte durch ChemDraw erfolgerizwei verschiedene
Methoden, die Ergebnisse werden als log P und Blaggegeben.

Tabelle 27: Rechnerische Bestimmung der log P-Whait€€hemDraw

Struktur Rest Bezeichnung log P Clog P
(R)
HoCO OCHs CR; AK D31 8,54 8,67
"' Cl AK D33 8,54 8,81
So SO,CHs AK D34 8,17 8,50

HACO AK D32 6,32 6,15

- O
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Es fallt auf, dass die log P-Werte der beiden BEhlamgsmethoden unterschiedlich
ausfallen, sie differieren zwischen 0,13 und O[3&. Werte von AK D31, AK D33 und
AK D34 bestatigen die Tendenz der Imidazothiazdéss die Clog P-Werte hier hoher
ausfallen als die log P-Werte.

5.3.6.3 Experimentelle Ermittlung der log P-Werte

Als FlieBmittel wurde ein Gemisch aus Methanol/Acgtil (1:2) verwendet und zur
Bestimmung der Totzeit Thioharnstoff eingesetzt € 2,02). Die verwendeten
Referenzsubstanzen sind in Tabelle 28 aufgefihm. wbereinstimmender
Vorgehensweise zu den Imidazothiazolen wurde dieterRRienszeit der
Referenzsubstanzen experimentell bestimmt und dadeu Kapazitatsfaktor sowie
dessen Logarithmus berechnet. Die log P-Werte wurden OECD-Guidelines
entnommen [198].

Tabelle 28: Referenzsubstanzen fur die log P-WestiBxmung der Chalcone

Referenzsubstanz tr k log(k) log P
Phenol 2,96 0,47 -0,33 1,5
Napht-2-ol 3,808 0,89 -0,05 2,7
Diphenylamin 7,73 2,83 0,45 3,4
Biphenyl 11,81 4,85 0,69 4,0
Phenanthren 16,41 7,13 0,85 4,5

Die log(k)-Werte von Phenol und 2-Naphthol sincedimgt durch die hohe Hydrophilie
der beiden Substanzen - negativ.

Nach dem Auftragen der log(k)-Werte der Referengsabzen gegen die log P-Werte
in einem Koordinatensystem, wurde eine Regressesadg mit Geradengleichung
erhalten (siehe Abbildung 79). Das BestimmtheitsiRaBegt bei 0,962 und bestatigt
den linearen Zusammenhang von log(k) und log P.
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Phenanthren

Biphenyl

*
Diphenylamin

log P
N
Ul

o 1,5 -
Phenol
11 y = 2,309x + 2,476
05 R2= 0,962

-0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
log(k)

Abbildung 79: Regressionsgerade der Referenzsutestdiir die log P-Wert-Bestimmung der Chalcone
mit Geradengleichung

In die Geradengleichung wurden fur x die gemessdog(k)-Werte der Chalcone
eingesetzt und daraus die log P-Werte erhaltenTdbelle 29 sind die Ergebnisse
aufgefuhrt, fir AK D34 wurde eine Doppelbestimmuhgchgefuhrt.

Tabelle 29: Experimentell ermittelte log P-Werte @dalcone

Struktur Rest Bezeichnung t k log(k) log P
(R)
CR AK D31 17,20 7,53 0,88 4,5
Cl AK D33 13,70 5,79 0,76 4,2

SOCHz AK D34 499 147 0,17 2,9

539 1,70 0,23 3,0
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Struktur Rest Bezeichnung t k  log(k) log P
(R)

AK D32 18,23 8,04 0,91 4,6

H5CO,

»

Um die experimentell bestimmeten log P-Werte mit den ChemDraw berechneten
Werten vergleichen zu kénnen, sind alle Ergebnis3abelle 30 zusammengefasst.

Tabelle 30: Experimentell und rechnerisch bestimogeP-Werte der Chalcone
Struktur Rest Be- log P log P Clog P

(R) zeichnung HPLC ChemDraw  ChemDraw

H3CO OCH3 CF3 AK D31 4,5 8,54 8,67

"N cl AK D33 4,2 8,17 8,50

SOCH; AK D34 3,0 6,32 6,15

AK D32 4,6 8,54 8,81

o O

CF3
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Es fallt auf, dass die tber die HPLC-Methode eettgh log P-Werte deutlich niedriger
sind als die von ChemDraw berechneten. ChemDrawlgeifware eine log P-Wert-
Bestimmung der Chalcone AK D31 bis AK D34 uber dHi®LC-Methode nicht
maoglich, da mit dieser Methode nur log P-Werte ibasit werden konnen, die
zwischen 0 und 6 liegen. Die groRRen Differenzensetven den berechneten und
experimentell ermittelten Werten sind mit der hoheomplexitat der Molekile zu
begrinden, die eine Voraussage der Lipophilie duttlemDraw erschweren. Die
Lipophilie-Tendenz der rechnerisch ermittelten Weentspricht den experimentell
bestimmten Werten. ChemDraw berechnet fir AK D3%rideutlich niedrigeren log
P-Wert als fur die Ubrigen Chalcone, dies stimnttdeim Ergebnis der HPLC-Messung
Uberein. AK D34 besitzt als Substituenten eine Msthifonyl-Gruppe, die die
Hydrophilie des Molekiils im Vergleich zu dem Tridlumethyl- (AK D31 und AK D32)
und Chlor-Rest (AK D33) der ubrigen Chalcone erh@hé log P-Werte der Chalcone
liegen in einem Bereich von 3,0 bis 4,6 (HPLC-Melip
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5.3.7 Zusammenfassung und Diskussion der Testergebnisserd
Chalcone

5.3.7.1 Einleitung

In Analogie zu den Imidazothiazolen werden zunaclis¢ Ergebnisse der
pharmakologischen Testungen zusammengefasst unddemt Referenzsubstanzen
verglichen. Anschlieend folgen die Interpretatitem Ergebnisse sowie die Beurteilung
der Substanzen hinsichtlich ihrer Eignung als nistdroidale Antiphlogistika zur
topischen Anwendung. In Abbildung 80 ist eine Stwolbersicht Uber die
Substanzklasse der Chalcone aufgefihrt.

H3CO H3CO,

N

| H>—s
N 0
H \/

H,CO

CF3

HaCO

HaCO

Abbildung 80: Uberblick tiber die Testverbindungen @halcon-Reihe
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5.3.7.2 Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit Ddnd
Licochalcon A

In Tabelle 31 sind die Testergebnisse der COX-1OX& und 5-LOX-Testungen
zusammengefasst und den Ergebnissen zweier Redatestanzen gegenubergestellt.
Als Referenzen wurden das Z11-Derivat D4 und detuldeoff Licochalcon A
ausgewahlt. Bei D4 handelt es sich um eine Vanatmn Z11, die an der Thiolfunktion
mit einem Benzylrest substituiert ist und von HamnArbeitskreis synthetisiert wurde
[125]. Als zweite Referenz dient Licochalcon A (Ric das in den Wurzeln der
chinesischen SuRholzpflanze Glycyrrhiza inflata vorkommt. Neben
antiinflammatorischen Eigenschaften besitzt die buelung auch antiangiogene,
antiparasitare und antibakterielle Wirkung. LicAraviunter anderem in kosmetischen
Zubereitungen zur Behandlung entzindlicher Dernest@@e Rasur- oder Sonnenbrand
eingesetzt [207].

Die Ergebnisse sind, falls méglich, in Form vonsg@/erten angegeben. Ist eine
Berechnung des KgWerts aufgrund zu geringer Hemmaktivitat nicht trgkg sind die
Ergebnisse als prozentuale Hemmung des Enzymsnsi ubstanzkonzentration von
10 puM aufgefuhrt.

Tabelle 31: Testergebnisse der COX-1-, COX-2- wheDX-Testungen der Chalcone, von D4 und
Licochalcon A

Substanz IG5 oder prozentuale
Hemmung
Struktur Bezeichnung COX-1 COX-2 5-LOX
H3CO D4 5nM 5200 nM k.A.
O N
\
N
O (O
H3CO
QCHs LicA 360 K.A. K.A.
O QO "
OH
A
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H3CO
H5CO
Rest (R) Bezeichnung COX-1 COX-2 5-LOX
Ck AK D31 229 nM k.A. K.A.
+102 nM
(n=2)
Cl AK D33 6800 nM k.A. K.A.
(n=1)
SO,CHs AK D34 66 nM k.A. 41%
+17 nM (10 uM)
(n=2)
H3CO. AK D32 6300 nM K.A. k.A.
D
| H—s
O
W0
CF5

k.A. = keine Aktivitat

Die Ergebnisse der Testungen lassen sich wie folggmmenfassen:

Die ICso-Werte der Referenzsubstanzen liegen beziglichQf@K-1-Hemmung im
dreistelligen (LicA) und einstelligen (D4) nanom@a Bereich. Eine vergleichbare
inhibitorische Aktivitat besitzen AK D31 (229 nMhd AK D34 (66nM), wobei D4 die
potenteste Verbindung der Substanzreihe ist. Dig\'¢erte von AK D32 und AK D33
liegen im niedrigen mikromolaren Bereich. Eine C@¥Xemmung kann bei keiner der
Testsubstanzen festgestellt werden. Auch Licoclmafcaeigt keine Aktivitat im COX-
2-Assay; D4 besitzt einen deWert im einstelligen mikromolaren Bereich. Fir die
Referenzsubstanzen kann keine Aktivitat im 5-LOXs&gnachgewiesen werden.
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AK D34 zeigt als einzige der Testsubstanzen ein@bitorische Aktivitat. Die
Hemmung der 5-LOX bei 10 uM liegt bei 41%.

Keine der Testverbindungen weist eine parallele ang von COX-1-, COX-2- und
5-LOX auf. AK D34 ist ein COX-1/5-LOX-Inhibitor mitdeutlicher COX-1- und
moderater 5-LOX-Hemmung.

In einem ersten Vorscreening kann keine Hemmadétigegeniber TNE-festgestellt
werden. Die Testung erfolgte mit AK D34.

Keine der Testverbindungen zeigt sich im XTT-Asgagsch.

Die log P-Werte der Chalcone (experimentelle Bestimg) liegen im Bereich von 3,0
(AK D34) bis 4,6 (AK D32).

5.3.7.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Substanzklasse der Chalcone wurde mit dem ZAghthetisiert, zwei
antiinflammatorisch wirksame Molekulgruppen zu @en€odrug mit synergistischem
Effekt zu kombinieren. Es wurde eine duale COX/L@Xibition angestrebt. Dieses
Ziel konnte nicht erreicht werden, da keine der t@adindungen eine COX-2-
Hemmung aufweist und nur eine der Testsubstanze®-HilOX moderat hemmt. Alle
Substanzen zeigen jedoch eine gute COX-1-Hemmung.

Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweth silie Position der Propenon-
Teilstruktur der Chalcone auf die pharmakologistiigksamkeit auswirkt. Hierflr
wurden das Z11-A-Chalcon AK D31 und das Z11-B-Chal&éK D32 synthetisiert und
die Ergebnisse der pharmakologischen Testungernaitger verglichen. Es stellte sich
heraus, dass AK D31 hinsichtlich der COX-1-Inhimtidie potentere Verbindung ist.
Beide Verbindungen zeigen keine COX-2- und 5-LOXhkat.

Im Hinblick auf eine Eignung der Testsubstanzen dig topische Anwendung mit
lokaler Wirkung sollten die Substanzen in der Lageén in das Stratum corneum
einzudringen (Penetration), dieses aber nicht zuchdliingen (Permeation).
Hinsichtlich der log P-Werte sind fiir eine ausrelatie Absorption Substanzen mit log
P-Werten Uber 2 geeignet. Fur die topische Anwegadni lokaler Wirkung sind Werte
zwischen 4 und 4,5 ideal [104, 119, 206]. Da dg FeWerte der Chalcone zwischen
3,0 und 4,6 liegen (HPLC-Methode), sollte eine Apson der Substanzen problemlos
maoglich sein. Mdglicherweise ist AK D34 (log P 3fQj eine ausreichende Permeation
in das Stratum corneum zu wenig lipophil. AK D3dg(IP 4,5) und AK D33 (log P 4,2)
weisen log P-Werte im idealen Bereich auf. Bei ABZDbesteht aufgrund der hoheren
Lipophilie (log P 4,6) die Gefahr einer Permeatitem Hornschicht.

Bei der topischen Anwendung sollten die Substareiee Molekulargewicht von 500
g/mol nicht Uberschreiten [118, 119]. Bei einer rBeitung der MolekllgroRen der
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Testverbindungen féllt auf, dass alle Chalcone kdbrgewichte besitzen, die deutlich
grofRer als 500 g/mol sind (566 — 610 g/mol). Didsaktor fihrt zu der Einschéatzung,
dass die Chalcone trotz guter Lipophilie-Werte diite topische Anwendung weniger
geeignet sind. Eine Verkleinerung der Grundstrukiumter Beibehaltung der
pharmakophoren Gruppen sollte Gegenstand weitengehé&Jntersuchungen sein.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthesad upharmakologische
Charakterisierung von COX-1-, COX-2- und 5-LOX-Ibitoren, die zur Behandlung
entziindlicher Dermatosen fir die topische Anwendgegignet sein sollten. Hierfr
wurden zwei Strukturklassen - die sogenannten |pattéazole und die Chalcone -
entworfen und synthetisiert sowie in verschiedemnenvitro-Testsystemen auf ihre
pharmakologische Wirksamkeit untersucht. Im Folgendwerden die zentralen
Ergebnisse sowie sich daraus ergebende Schlussfoggn zusammengefasst.

Fur die Darstellung der Leitsubstanz der Imidazmbie, AK D19, wurde eine
vierstufige Synthese entwickelt. Eine Derivatisrgguder Leitstruktur erfolgte anhand
des Topliss-Schemas. Hinsichtlich der COX-1-Inhanitzeigen sich AK D21, AK D22
und AK D24 potenter als die Referenzsubstanz LloafeDie COX-2-Hemmwerte von
AK D22 und AK D14 liegen in einem ahnlichen Bereisfe die von Licofelon, AK
D24 erweist sich mit einer moderaten Hemmung peteait die Referenz. Die 5-LOX-
Hemmung von AK D20 und AK D22 ist nur schwach aysggt und somit schlechter
als die von Licofelon. Als dualer Hemmstoff der CQXCOX-2 und 5-LOX kommt
aus der Licofelon-Reihe nur AK D22 in Frage. Im Midatsassay zeigte keine der
Testverbindungen ein cytotoxisches Potential. Beatigler Eignung der Substanzen
fur die topische Anwendung bleibt festzuhalten sddis Lipophilie der Imidazothiazole
maoglicherweise zu gering fur eine Penetration itrat8m corneum sein konnte. Die
Verwendung von Produgs in Form einer VeresterungSdeirefunktion wirde die log
P-Werte der Testverbindungen erhdéhen und stelk awmssichtsreiche Strategie fur
weiterfihrende Modifikationen dar. Des Weiteren esoh eine strukturelle
Weiterentwicklung der Molektile anhand des Topliskeé®nas vielversprechend, um die
Wirksamkeit der Grundstruktur weiter zu optimieréda kirzlich die Wirkung von
Licofelon als Inhibitor der mikrosomalen ProstaglemE,-Synthase-1 bekannt wurde
(ICs0 6 uM)[102], ware eine Untersuchung der Wirksamkid#r Imidazothiazole
hinsichtlich dieses Targets sinnvoll.

Die Substanzklasse der Chalcone lasst sich in Z1drd Z11-B-Chalcone unterteilen.
FUr beide Grundstrukturen wurden vier- bzw. flrfigis Synthesen entwickelt und die
Leistrukturen mit verschiedenen funktionellen Graippsubstituiert. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass die Chalcone bevorzugriik-Konfiguration und der s-
cisKonformation vorliegen. Da mit der Kombination zere antiinflammatorisch
wirksamer Substanzklassen ein synergistischer Efi@kgestrebt wurde, wurden die
Testergebnisse der Chalcone mit dem Z11-Derivatm#idem Naturstoff Licochalcon
A verglichen. Hierbei stellte sich heraus, dassiubbzh der COX-1-Inhibition eine
vergleichbare inhibitorische Aktivitat erzielt wem konnte. Keine der
Testverbindungen zeigt eine Hemmung gegenuber glelo@xygenase 2. Es konnte
jedoch mit AK D34 eine Substanz dargestellt werdi®,eine moderate Hemmung der
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5-LOX aufweist. Im Viabilitatsassay konnte bei keim der Chalcone eine Cytotoxizitat
nachgewiesen werden, die Viabilitdt der Zellendaser Einwirkung von AK D34 (100

pHM) ist jedoch grenzwertig. Hinsichtlich der Lipolph liegen die log P-Werte aller

Chalcone im angestrebten Bereich. Als problematistidas hohe Molekulargewicht
der Substanzen zu beurteilen. Eine Verkleinerumgzstendstruktur unter Beibehaltung
der pharmakophoren Gruppen sollte deshalb Gegehstaiterer Derivatisierungen

sein.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Rmhmen dieser Arbeit

synthetisierten Imidazothiazole vielversprechendeuk®uren fir weiterfihrende

Untersuchungen aufweisen. Neben der angestrebtdahiing weiterer Substituenten
anhand des Topliss-Schemas ist auch eine Erwegetas pharmakologischen Profils
als sinnvoll zu betrachten. Hierbei sollte vor mileeine Untersuchung der
inhibitorischen  Aktivitat der Testverbindungen geg@eer der mMPGES-1 im
Vordergrund stehen. Bezuglich der Chalcone bleabtzuhalten, dass die Kombination
zweier antiinflammatorisch wirksamer Substanzklassieht zum gewtinschten Erfolg
einer dualen COX/LOX-Hemmung fihrte. Eine Verkleureg der Molekulstruktur

sollte hier das vorrangige Ziel weiterer Modifikaten sein. Eine Optimierung der
Wirksamkeit kénnte durch den Austausch funktiomeBeuppen erzielt werden.
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7.1 Allgemeine Angaben

7.1.1 Chemikalien
Firma Merck KgaA, Darmstadt (D)

Firma Acros Organics, Fisher Scientific GmbH, Nigde(D)

Firma Fluka Chemie AG, Firma Sigma-Aldrich Chentsginheim und Deisenhofen
(D)

Firma Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)

7.1.2 Schmelztemperatur
Gerate: 1.<200°C

Apparatur nach Dr. Tottoli (Firma Buchi, Flawil)

(Institut fur Pharmazie, Universitat Mainz)

2.>200°C

Electrothermal 1A 9200 (Institut fir Pharmazie, Wamisitat Mainz)
Die Angaben erfolgen in °C und sind nicht korrigier

Abklrzung: Z: Zersetzung

7.1.3 Chromatographie
Dunnschichtchromatographie (DC): DC-Kunststofali Kieselgel 60 £s,

Firma Merck KGaA, Darmstadt, Art. Nr. 17185
Saulenchromatographie (SC): KieselgelkaiingroZe 0,063-0,200mm,
Firma Merck KGaA, Darmstadt, Art. Nr. 1184

Die Mischverhéltnisse der angegebenen Fliemideidnen sich auf Volumenanteile.
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7.1.4 NMR-Spektroskopie
Gerat: Bruker AC 300 (300 MHz)

(Institut fur Pharmazie, Universitat Mainz)

Abklrzungen:
H-NMR s: Singulett
bs: breites Singulett
d: Dublett
d... Dublett vom ...
t: Triplett
q: Quartett
m: Multiplett
p...: pseudo...
3C-NMR p: primar
s: sekundar
t: tertiar
g: quartar

Losungsmittel: CDG| DMSO-d, Firma Deutero, Kastellaun (D)

Die Auswertung der Spektren erfolgte nach erstewiesonach hoherer Ordnung.
Aufgrund der komplexen Aufspaltung der aromatischerotonen werden diese
teilweise als Multiplett aufgefuhrt.

7.1.5 IR-Spektroskopie

Gerat: Nicolet Avatar 330 FT-IR, Thermo electommporation

(Institut fur Pharmazie, Universitat Mainz, FiduHeindl und Frau S.

Maehrlein)
Abklrzungen:
v Valenzschwingung
o Deformationsschwingung

I out of plane-Schwingung
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7.1.6 Elementaranalyse
Gerat: Heraeus CHN rapid, Carlo Erba Strumentazidodell 1106

(Institut far Organische Chemie, Universitat Maiflerr W. Dindorf)

7.1.7 Massenspektrometrie
Gerate: 1. EI-MS

Varian MAT 44S (Anregungsenergie 80eV)

(Institut far Pharmazie, Universitat Mainz, Herr. Dr Arend)
2. FD-MS

Finnigan MAT 7 (lonisierungsenergie 5kV)

(Institut fur Organische Chemie, Universitat Mainderr Dr. N.
Hanold)
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7.2 Allgemeine Synthesevorschriften

7.2.1 Erlauterung

Da einige Synthesevorschriften zur Darstellung meir Testsubstanzen verwendet
wurden, werden diese im Folgenden allgemein besobn. Bei den jeweiligen
Verbindungen wird auf die allgemeine Vorschriftwersen.

7.2.2 Friedel-Crafts-Acylierung zur Darstellung p-substituierter
Phenylacetophenone

Aluminiumchlorid wurde in 1,2-Dichlorethan vorgetegnd unter Ruhren und Kihlen
auf 0 °C das Saurechlorid zugetropft. Anschlielendde der jeweilige Aromat

langsam zugetropft. Nach einer Stunde RUhren beinfRamperatur wurde das
Reaktionsgemisch Gber Nacht stehen gelassen. AhstaiicTag wurde der Ansatz auf
Eis gegossen, die organische Phase im Scheidetrighigetrennt und die wassrige
Phase zweimal mit 1,2-Dichlorethan extrahiert. Na&reinigung der organischen
Extrakte wurde mit Wasser gewaschen, UbeiSg getrocknet und das Losungsmittel
abrotiert [149].

7.2.3 Bromierung substituierter Phenylacetophenone ira-Position

Die Verbindungen wurden nach einer modifiziertenrs¢tirift von Giesbrecht [119]
dargestellt. Zu einer Suspension des jeweiligerstduierten 2-Phenylacetophenons in
Tetrachlorkohlenstoff wurde langsam elementaresnBigetropft, so dass sich die
Lésung zwischendurch immer wieder entfarbte. NaghrBn bei Raumtemperatur tUber
Nacht wurde mit Wasser, anschlieRend zur Entferrdesytberschissigen Broms mit
15% wassriger N&,03-Losung und noch einmal mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde getrocknet und abrotiarKidung (4 °C) kristallisierte das
Produkt aus.

7.2.4 Kupplung eines Thiazols mit bromiertem Phenylacetopenon
zur Darstellung von Imidazo[2,1b]thiazolen

2-(2-Aminothiazol-4-yl)essigsaureethylester (AK D1@nd das jeweilige bromierte
Phenylacetophenon wurden getrennt voneinander lgitditem Erwarmen in Ethanol
geldst. Dann wurde das Phenylacetophenon zu AK detdpft. Es wurde fur ca. 30 h
refluxiert. AnschlieBend wurde eine gesattigte N&RCosung zugegeben und 1 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde Wasser hifitgigend mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wurde getrockme@abrotiert.
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7.2.5 Hydrolyse

Der jeweilige Ester wurde in Methanol gelost und % wassriger NaOH-LOsung
etwa 2 h refluxiert. Die Losung wurde am Rotati@rsiampfer eingeengt und mit 1 M
HCI angeséauert. Nach Kiuhlung bei 4 °C fiel das gesetite Produkt aus [141].

7.2.6 Nucleophile Substitution bromierter Carbonylverbindungen mit
Thiolen

4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-thiol (Z11) und die jeweilige bromierte
Carbonylverbindung wurden in Acetonitril gelost u@d3 h refluxiert. Nach dem
Abklhlen wurde eingeengt und der Rickstand sautenwitographisch aufgereinigt
[119].

7.2.7 Aldolreaktion zur Darstellung von Chalconen

Variante A:

Die Carbonylkomponente, die Methylenkomponente BaOH) x 8 H,O wurden in
Methanol gelést. Es wurde 5-12 h bei 40 °C geriiml dann das L&ésungsmittel
abrotiert. Anschlie3end wurde,® hinzugefigt, mit 1 M HCI neutralisiert und mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wgedecknet und eingeengt. Der dlige
Ruckstand wurde saulenchromatographisch  aufgeteinignd anschliel3end
umkristallisiert [208].

Variante B:

Zu einer Losung von AK D30 in Methanol wurde LiOHhtugefligt und 1 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Dann wurde der jeweiligdeAld hinzugegeben und das
Gemisch fur eine Woche bei Raumtemperatur gerUhnschlielend wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und der RickstandVagser versetzt. Danach wurde
mit 1 M HCI neutralisiert. Das ausgefallene Produkirde saulenchromatographisch
aufgereinigt [209].
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7.3 Synthese und Analytik

7.3.1 Imidazothiazole und Vorstufen

Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

AK D1

3,4-Dichlorbenzoylchlorid

C _0O
Cl
C
gHsClsO
221.9

3,4-Dichlorphenylessigsaure und Thiamjbrid wurden
unter Feuchtigkeitsausschluss refluxiert, bis die
Gasentwicklung beendet war (ca. 30 min). Das
Uberschussige Thionylchlorid wurde abdestillie#9q]L Es
war keine weitere Aufarbeitung noétig.

2,09 (9Bat)
1,1 ml (14,6 mmol)

3,4-Dichlorphenylessigsaure
Thionylchlorid

farblose Kristalle

2,1 g (9,4 mmol) 96% der Theorie
87 °C

R 0.37 (PE/EE 3:1)

300 MHz, DMSO-4, 6 [ppm] = 3.61 [s, 1H, CH; 3.96 [s,
1H, CH); 7.24 [m, 1H, H-aromatisch]; 7.52 [m, 2H, H-
aromatisch]

¥ [cm'] = 3669, 2974 (CH gesattigt), 2897, 2643, 1708
v (C=0), 1467 (CHy), 1393, 1242, 1144, 948, 817
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Substanzbezeichnung: AK D2
IUPAC-Nomenklatur: 1-(4-Methoxyphenyl)-2-phenyletioa

Strukturformel:

Summenformel: H1402
M;: 226.1
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.2 Friedel-Craftsyfierung zur
Darstellung p-substituierter Phenylacetophenone
Aufreinigung: Umkristallisation aus Ethanol
Ansatz: Phenylacetylchlorid 4,3 ml (32,2 mmol)
Anisol 7,0 ml (64,7 mmol)
AICl3 9,59 (71,2 mmol)

1,2-Dichlorethan 20 ml

Aussehen: farbloser Feststoff

Ausbeute: 4,39 (19,0 mmol)  59% der Theorie

mp: 77 °C (Lit. 77 °C [210])

DC: R0.2 (PE/EE 10:1)

H-NMR: 300 MHz, CDC}4, § [ppm] = 3.86 [s, 3H, kCOJ; 4.23 [s,

OH, CH)]; 6.92 [pd, 2H,%] 8.9 Hz, H-1 u. H-4]; 7.26 —
7.32 [m, 5H, H-aromatisch]; 7.80 [pd, 288, 8.9 Hz, H-2
u. H-3]

IR: ¥ [cmY] = 2978V (CH gesattigt), 2929, 2901, 2361, 1675
v (C=0), 1597v (C=C aromatisch), 1569, 1507, 1447
(CHy), 1340, 1258, 1176

MS: EI-MS: m/z (rel. Int.) = 135 (100%); 77 (32992 (24%);
107 (12%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

MS:

AK D3

2-(4-Chlorphenyl)-1-phenylethano

@H1.ClIO

230.1

siehe Abschnitt 7.2.2 Friedel-Craftsyierung zur
Darstellung p-substituierter Phenylacetophenone

Umkristallisation aus Ethanol

4-Chlorphenylacetylchlorid 5,0 g (32,2hol)
Benzol 2,6 ml (30,8 mmol)
AICl3 49¢g (36,9 mmol)
1,2-Dichlorethan 15 ml

farbloser Feststoff

2,79 (13,8 mmol)  45% der Theorie
133 °C (Lit. 133 °C [211])
R 0.3 (PE/EE 10:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 4.26 [s, 2H, CH; 7.19 [pd,
2H, %3 8.3 Hz, H-1 u. H-4]; 7.30 [pd, 28] 8.3 Hz, H-2 u.
H-3]; 7.47 [m, 2H, H-2' u. H-4]; 7.58 [m, 1H, H-B’8.00
[d, 2H,%) 7.2 Hz, H-1" u. H-5']

¥ [emY] = 2983 v (CH gesattigt), 2889, 2361, 1687
(C=0), 1597v (C=C aromatisch), 1495, 1442 (CH,),
1336, 1221

EI-MS: m/z (rel. Int.) = 229 (76%, ); 105 (100%): 125
(14%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
'H-NMR:

AK D4

1-(3,4-Dichlorphenyl)-2-phenyiahon

@H10Cl,0
264.0

siehe Abschnitt 7.2.2 Friedel-Craftsyierung zur
Darstellung p-substituierter Phenylacetophenone

Umkristallisation aus Ethanol

AK D1 10g (44,7 mmol)
Benzol 3,39 (42,7 mmol)
AICl; 6,89 (51,1 mmol)

1,2-Dichlorethan 25 ml

hellgelbe Kristalle

6,39 (23,8 mmol) 56% der Theorie
91°C

R 0.65 (PE/EE 5:1)

300 MHz, CDCY4, 6 [ppm] = 4.25 [d, 2H, Ch; 7.10 [m,
1H, H-aromatisch]; 7.36-7.42 [m, 2H, H-aromatisch];
7.46-7.51 [m, 2H, H-aromatisch]; 7.58-7.60 [m, 1HH
aromatischl]; 7.99 [m, 2H, H-aromatisch]

¥ [em™] = 3081v (CH aromatisch), 290d (CH gesattigt),
1683v (C=0), 1597v (C=C aromatisch), 1476 (CH,),
1332, 1201, 1025, 747
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Substanzbezeichnung:  AK D5

IUPAC-Nomenklatur: 2-(4-Chlorphenyl)-1-(4-methoxwstyl)ethanon

Strukturformel:

Summenformel: @H13ClO,

M;: 260.1

Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.2 Friedel-Craftsyierung zur
Darstellung p-substituierter Phenylacetophenone

Aufreinigung: Umkristallisation aus Ethanol

Ansatz: Anisol 3,3 ml (30,8 mmol)
4-Chlorphenylacetylchlorid 4,3 ml (32,3 mmol)
AlCl3 499 (36,9 mmol)
1,2-Dichlorethan 17 ml

Aussehen: farblose Kristalle

Ausbeute: 559 (24,3 mmol) 79% der Theorie

mp: 136 °C

DC: R 0.43 (PE/EE 5:1)

H-NMR: 300 MHz, CDC}4, § [ppm] = 3.87 [s, 3H, kCOJ; 4.20 [s,
2H, CHyJ; 6.93 [pd, 2H2J 8.9 Hz, H-1‘ u. H-4; 7.19 [pd,
2H,3J 8.4 Hz, H-1 u. H-4]; 7.29 [pd, 2£0 8.4 Hz, H-2 u.
H-3]; 7.98 [pd, 2H3J 8.9 Hz, H-2‘ u. H-3']

IR: ¥ [emY = 3657, 2983v (CH gesattigt), 2897, 1679

(C=0), 1597v (C=C aromatisch), 1377, 1262, 1160, 952,

805
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

MS:

AK D6

R S-2-Brom-1-(4-chlorphenyl)-2-phenylethanon

QHloBrC|O

308.0

siehe  Abschnitt 7.2.3 Bromierung sutsérter
Phenylacetophenone nPosition

Umkristallisation aus CLCI

4-Chlor-2-phenylacetophenon 3,0g (13n0l)
Brom 0,7 ml (13,0 mmol)
Tetrachlorkohlenstoff 100 mi

farblose Kristalle

2,6 g (8,3 mmol) 64% der Theorie (£8% [119])
68 °C (Lit. 65 °C [119])
R 0.63 (PE/EE 10:1)

300 MHz, ¢-DMSOQO, 6 [ppm] = 7.18 [s, 1H, CHBr]; 7.36
[m, 3H, H-2" u. H-3' u. H-4]; 7.52 [pd, 2H3J 6.9 Hz, H-

1' u. H-5]; 7.60 [pd, 2H2J 8.6 Hz, H-1 u. H-4]; 8.07 [pd,
2H, 31 8.6 Hz, H-2 u. H-3]

¥ [em™ = 3738, 2978v (CH gesattigt), 2357, 169%
(C=0), 1585, 1401, 1258, 1180, 1091, 1001, 854, 690

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 309.9 (100%, N, 307.9 (76%);
311.9 (24%); 310.9 (13%); 308.9 (10%)
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Substanzbezeichnung:
IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
'H-NMR;:

MS:

AK D7
R S-2-Brom-1,2-diphenylethan-1-on

@H11Bro
274.0
siehe Abschnitt 7.2.3 Bromierung sutsérter
Phenylacetophenone mPosition

Umkristallisation aus Ethanol

2-Phenylacetophenon 25¢g (22,7 mmol)
Brom 0,7 ml (22,7 mmol)
Tetrachlorkohlenstoff 80 ml

farbloser Feststoff
2,4 g (8,7 mmol) 69% der Theorie
56 °C (Lit. 55-56 °C [212])

R 0.57 (PE/EE 10:1)

300MHz, CDC4, 6 [ppm] = 6.38 [s, 1H, CHBr]; 7.36 [m,
3H, H-aromatisch]; 7.46 [m, 2H, H-aromatisch]; 7[63,
3H, H-aromatisch]; 7.99 [d, 2HJ 8.1 Hz, H-1 u. H-2]

¥ [em?] = 2962V (CH gesattigt), 168% (C=0), 1589,
1491v (C=C aromatisch), 1450, 1274, 1217, 1176

EI-MS: m/z (rel. Int.) = 105 (100%); 77 (35980 (17%)
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Substanzbezeichnung:
IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

MS:

AK D8

R S-2-Brom-1-(4-methoxyphenyl)-2-phenylethanon

tH13BrO;
304.0
siehe Abschnitt 7.2.3 Bromierung sutsérter
Phenylacetophenone mPosition
Umkristallisation aus Ethanol
AK D2 3,79 (16,4 mmol)
Brom 0,8 ml (16,4 mmol)
CCly 140 ml

farbloser Feststoff
3,29 (10,5 mmol)  64% der Theorie
109 °C

R 0.2 (PE/EE 10:1)

300 MHz, CDCY4, & [ppm] = 3.85 [s, 3H, kCOJ; 6.36 [s,
1H, CHBI]; 6.91 [m, 2H, H-1 u. H-4]; 7.35 [m, 3H,-}
u. H-3' u. H-47; 7.52 [m, 2H, H-1' u. H-57; 7.9m, 2H,
H-2 u. H-3]

¥ [emY] = 3653, 2978/ (CH gesattigt), 2884, 2361, 1679
v (C=0), 1597v (C=C aromatisch), 1573, 1487, 1385,
1258

EI-MS: m/z (rel. Int.) = 135 (100%); 77 (24982 (17%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

AK D9

R S-2-Brom-2-(4-chlorphenyl)-1-phenylethanon

QHloBrC|O

308.0

siehe  Abschnitt 7.2.3 Bromierung suhsérter
Phenylacetophenone nPosition

SC: Kieselgel, PE/EE (10:1)

AK D3 4,79 (24,0 mmol)
Brom 1,2 mi (24,5 mmol)
CCly 210 ml

gelber Feststoff

3,29 (11,6 mmol)  49% der Theorie
63 °C (Lit. 63 °C [213])
R 0.3 (PE/EE 10:1)

300 MHz, CDC4, 6 [ppm] = 6.32 [s, 1H, CHBr]; 7.34 [m,
2H, H-1 u. H-4]; 7.46 [m, 4H, H-2 u. H-3 u. H-2' t-47;
7.59 [m, 1H, H-3"]; 7.98 [m, 2H, H-1’ u- H-5]

v [cm™] = 2987 v (CH geséttigt), 2357, 1676 (C=0),
1593v (C=C aromatisch), 1487, 1446, 1417, 1291, 1213
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
'H-NMR;:

AK D10

R S-2-Brom-1-(3,4-dichlorphenyl)-2-phenylethanon

QHgBrC|2o
341.9

siehe  Abschnitt 7.2.3 Bromierung sutsérter
Phenylacetophenone mPosition

Umkristallisation aus Ethanol

AK D4 6,09 (22,7 mmol)
Brom 1,2 ml (22,7 mmol)
CCl, 160 mi

gelber Feststoff

5849 (16,9 mmol)  75% der Theorie
61 °C
R 0.65 (PE/EE 5:1)

300 MHz, CDC}, 6 [ppm] = 6.25 [s, 1H, CHBr]; 7.38 [m,
1H, H-aromatisch]; 7.47 [m, 3H, H-aromatisch]; 7 [6@,
1H, H-aromatisch]; 7.65 [m, 1H, H-aromatisch]; 7[94,
2H, H-aromatisch]

¥ [em™] = 3653, 2978/ (CH gesattigt), 2889, 2656, 1691
v (C=0), 1479v (C=C aromatisch), 1389, 1250, 1160,
1070, 956, 792
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

AK D11

R,S-2-Brom-2-(4-chlorphenyl)-1-(4-
methoxyphenyl)ethanon

eH 1zBrC|Oz

338.0

siehe Abschnitt 7.2.3 Bromierung sutsérter
Phenylacetophenone mPosition

Umkristallisation aus Ethanol, Whso mit Hexan

AK D5 500 (22,1 mmol)
Brom 1,1 ml (22,1 mmol)
CCl, 160 mi

gelber Feststoff

3,99 (12,8 mmol)  58% der Theorie
103 °C
R 0.42 (PE/EE 5:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 3.87 [s, 3H, kCOJ; 6.29 [s,
1H, CHBI]; 6.93 [pd, 2H3J 8.9 Hz, H-1' u. H-47]; 7.34
[pd, 2H,%3 8.5 Hz, H-1 u. H-4]; 7.47 [pd, 28 8.5 Hz,
H-2 u. H-3]; 7.97 [pd, 2H3J 8.9 Hz, H-2' u. H-31

¥ [em™] = 3653, 2974 (CH gesattigt), 2889, 2668, 1679
v (C=0), 1601v (C=C aromatisch), 1467, 1389, 1249,
1160, 952, 805
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Substanzbezeichnung: AK D12

IUPAC-Nomenklatur:

2-(2-Aminothiazol-4-yl)essigséaathylester

Strukturformel:
O]
7
OC,H
N/( \ 25
H>

Summenformel: @H10N20,S

M 186.1

Vorschrift: 4-Chloracetessigsaureethylester undfainstoff wurden
8 h in Ethanol refluxiert und anschlieend bei R¥eru
Nacht gerihrt. Nun wurde gesattigte NaHE@sung
hinzugefigt und gekihlt. Der entstandene Niedeaschl
wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen [146].

Aufreinigung: Umkristallisation aus Ethanol

Ansatz: Chloracetessigsaureethylester 5,0 ml (B6roI)
Thioharnstoff 2,89 (36,5 mmol)
Ethanol 100 ml

Aussehen: hellgelbe Kristalle

Ausbeute: 5309 (28,5mmol)  78% der Theorie. (L%)

mp: 93,5 °C (Lit. 94 °C [214])

DC: R 0.36 (PE/EE 1:2)

H-NMR: 300 MHz, CDC}, & [ppm] = 1.26 [t, 3H3J 7.1 Hz, CH;
3.55[s, 2H, CH|; 4.17 [q, 2H,%J 7.1 Hz, OCH|; 5.19 [bs,
2H, NH]; 6.34 [s, 1H, H-Thiazol]

IR: v [cmY] = 3420 v (NH), 3281, 3146, 298% (CH
gesattigt), 2737, 2365, 17088(C=0), 1622 (NH), 1524,
1368, 1315, 1262, 1160, 1029, 976, 849, 723

MS: FD-MS: m/z (rel. Int.) = 186.0 (100%, M
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

AK D13
2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenylitaizo[2, 1b]thiazol-3-

yhessigsaureethylester

OC,Hs

&H17CIN2O.S

396.1

siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines iadols mit
bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von
Imidazo[2,1b]thiazolen

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

AK D6 3,1g (10,1 mmol)
AK D12 1,99 (10,12 mmol)
Ethanol 20 ml

gelber Feststoff

250 mg (0,6 mmol) 7% der Theorie
130 °C
R 0.65 (PE/EE 1:1)

300 MHz, @-DMSO, § [ppm] = 0.98 [t, 3H, CH]; 3.56 [s,
2H, CHJ; 3.69 [q, 2H, OCH]; 7.09 [s, 1H, H-Thiazol];
7.26 [pd, 2H2J 8.6 Hz, H-1 u. H-4]; 7.34 [pd, 2H) 8.7
Hz, H-2 u. H-3]; 7.41 [m, 2H, H-1' u. H-57]; 7.491, 3H,
H-2' u. H-3' u. H-4]
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BBC-NMR:

MS:

75 MHz, ¢-DMSO, & [ppm] = 14.0 [p, CH]; 33.3 [s,
CHy]; 61.0 [s, OCH]; 123.9 [q, Thiazol&CHy]; 126.9
[29, C-aromatisch]; 128.3 u. 1285 u. 129.0 [6t, C-
aromatisch]; 129.2 [2q, C-aromatisch]; 129.7 [2t; C
aromatisch]; 131.6 [q, C-aromatisch]; 132.2 [2t, C-
aromatisch]; 133.6 [g, C-aromatisch]; 168.5 [q, =0

¥ [em] = 3177, 2991v (CH gesattigt), 2921, 1728
(C=0), 1548, 1479 (C=C aromatisch), 1185, 1091, 1013,
837l (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten), 706

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 395.7 (100%, ™
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Substanzbezeichnung: AK D14

IUPAC-Nomenklatur: 2-(5,6-Diphenylimidazo[2dthiazol-3-

Strukturformel:
O
I
O OC,Hg
B
3
QR

Summenformel: @aH1sN20O2S

M;: 362.1

Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines iadols mit
bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von
Imidazo[2,1b]thiazolen

Aufreinigung: SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

Ansatz: AK D7 2,49 (12,2 mmol)

AK D12 2,39 (12,2 mmol)
Ethanol 50 ml

Aussehen: farbloser Feststoff

Ausbeute: 390 mg (1,2 mmol) 9% der Theorie

mp: 88 °C

DC: R0.45 (PE/EE 1:1)

H-NMR: 300 MHz, CDC}4, § [ppm] = 1.12 [t, 3H3J 7.2 Hz, CH;
3.35[s, 2H, CH]; 3.91 [q, 2H,%J 7.2 Hz, OCH; 6.59 [d,
1H, H-Thiazol]; 7.19 [m, 3H, H-aromatisch]; 7.45 [ffH,
H-aromatisch]

BC-NMR: 75 MHz, ¢-DMSO, & [ppm] = 14.0 [p, CH]; 33.3 [s,

yhessigsaureethylester

CHjy]; 61.0 [s, OCH]; 123.6 [q, Thiazol&CH,]; 126.7 [3t,
C-aromatisch]; 126.9 [gq, C-aromatisch]; 127.0 u8.42u.
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EA:

MS:

128.9 u. 1295 [6t, C-aromatisch]; 129.6 [g, C-

aromatisch]; 132.3 [2t, C-aromatisch]; 134.7 u..644.
148.7 [3q, C-aromatisch]; 168.5 [q, C=0]

v [em?] = 3644, 2978v (CH gesattigt), 2884, 1720
(C=0), 147% (CHgesattigt), 1385 (CHs), 1250, 1160

% C H N S
ber. 69.59 501 7.73 8.85
gef. 69.35 567 7.74 8.81

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 362.1 (100%, N, 363.1 (52%);
364.1 (12%)
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Substanzbezeichnung:  AK D15

2-(6-(4-Methoxyphenyl)-5-phenyldazo[2,1b]thiazol-3-
yhessigsaureethylester

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:
O
I
O OC,Hs
AN
1 / /)——S
SR
H3CO
2
Summenformel: &H-0N,03S
M;: 392.1
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines ialdols mit

Aufreinigung:

bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von

Imidazo[2,1b]thiazolen

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

Ansatz: AK D8 4,29 (13,8 mmol)
AK D12 2,69 (13,8 mmol)
Ethanol 65 ml

Aussehen: farbloser Feststoff

Ausbeute: 140 mg (0,3 mmol) 3% der Theorie

mp: 142 °C

DC: R 0.42 (PE/EE 1:1)

H-NMR: 300 MHz, CDC}, & [ppm] = 1.12 [t, 3H2J 7.1 Hz, CH];
3.34 [s, 2H, CH; 3.75 [s, 3H, HCO]J; 3.90 [g, 2H3) 7.1
Hz, OCHY; 6.56 [s, 1H, H-Thiazol]; 6.74 [pd, 2H) 7.8
Hz, H-1 u. H-2]; 7.37-7.46 [m, 7H, H-aromatisch]

3C-NMR: 75 MHz, CDC}, § [ppm] = 14.0 [p, CH]; 33.9 [s, CHJ;

55.2 [p, HCOJ; 61.4 [s, OCH|; 110.4 [t, C-Thiazol];
113.7 [2t, C-1 u. C-3]; 122.4 u. 126.1 u. 127.2, [y
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aromatisch]; 128.3 u. 128.8 u. 129.2 [5t, C-arostdij;
130.3 [g, C-aromatisch]; 132.3 [2t, C-aromatisct}3.7
[, ThiazolGCH,]; 158.6 [g, HCO-CAromat]; 168.1 [q,
C=0]

IR: ¥ [em?] = 2974v (CH geséttigt), 2835, 1740 (C=0),
1610v (C=C aromatisch), 1507, 14%b (CH gesattigt),
1368, 1250, 1172

MS: EI-MS: m/z (rel. Int.) = 392 (100%, N); 275 (39%); 391
(33%); 393 (28%); 319 (27%); 320 (26%): 276 (26%)
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Substanzbezeichnung: AK D16
IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel: &H17CIN,O,S

M;: 396.1

Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines iadols mit
bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von
Imidazo[2,1b]thiazolen

Aufreinigung: SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

Ansatz: AK D9 3,09 (20,9 mmol)
AK D12 20g (20,9 mmol)
Ethanol 50 ml

Aussehen: hellgelber Feststoff

Ausbeute: 55 mg (0,1 mmol) 1% der Theorie

mp: 65 °C

DC: R 0.64 (PE/EE 1:1)

'H-NMR: 300 MHz, CDCY4, & [ppm] = 1.16 [t, 3H, CH]; 3.38 [s,
2H, CHy; 3.92 [q, 2H, OCH]; 6.61 [s, 1H, H-Thiazol];
7.19 - 7.26 [m, 3H, H-2' u. H-3' u. H-4']; 7.34 =37 [m,
2H, H-1" u. H-5']; 7.42 — 7.45 [m, 4H, H-1 bis H-4]

BC-NMR: 75 MHz, CDC}, & [ppm] = 14.0 [p, CH]; 34.0 [s, CH];

2-(5-(4-Chlorphenyl)-6-phenylitiaizo[2,1b]thiazol
-3-yl)essigsaureethylester

61.6 [s, OCH]; 111.2 [t, C-Thiazol]; 121.8 u. 125.9 [3q,
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C-aromatisch]; 127.1 u. 128.3 [4t, C-aromatisci8.6
[2g9, C-aromatisch]; 129.1 u. 133.6 [5t, C-aromdt]sc
135.6 [2q, Thiazol€CH, u. C-aromatisch]; 168.0 [q,
C=0]

IR: ¥ [em™] = 2987v (CH gesattigt), 1736 (C=0), 1601v
(C=C aromatisch), 147% (CH gesattigt), 1364, 1189,
1086, 1017, 845, 772, 698

MS: EI-MS: m/z (rel. Int.) = 396 (100%, ¥); 287 (62%); 288
(56%): 397 (53%); 398 (47%); 395 (31%): 324 (28%);
323 (28%); 289 (23%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.
'H-NMR:

BC-NMR:

AK D17

2-(5-(3,4-Dichlorphenyl)-6-phdmyidazo[2,1b]thiazol-
3-yl)essigsaureethylester

O OC,Hs

&H16Cl1aN20,S
430.0

siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines ialdols mit
bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von
Imidazo[2,1b]thiazolen

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

AK D10 589 (16,9 mmol)
AK D12 3,19 (16,9 mmol)
Ethanol 85 ml

farbloser Feststoff

300 mg (0,7 mmol) 4% der Theorie
146 °C

R 0.46 (PE/EE 1:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 1.16 [t, 3H2J 7.1 Hz, CH];
3.40 [s, 2H, CHl; 3.95 [q, 2H,%J 7.1 Hz, OCH|; 6.63 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.20 — 7.29 [m, 4H, H-aromatisciA]43 —
7.46 [pd, 2H,%J 7.5 Hz, H-aromatisch]; 7.52 — 7.55 [m,
2H, H-aromatisch]

75 MHz, CDC}, § [ppm] = 14.0 [p, CH]; 34.0 [s, CH];
61.9 [s, OCH]; 111.6 [t, C-Thiazol]; 125.8 [3q, ThiazolC
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CH; u. C-aromatisch]; 127.2 u. 127.3 u. 128.4 [5t, C-
aromatisch]; 130.2 [3qg, C-aromatisch]; 130.7 u..&32t,
C-aromatisch]; 133.0 [2q, C-aromatisch]; 133.9 QX
aromatisch]; 168.0 [q, C=0]

IR: ¥ [em?] = 2917 v (CH geséttigt), 173% (C=0), 1675,
1581, 1495 (C=C aromatisch), 1364, 1221, 1189, 1095

MS: FD-MS: m/z (rel. Int.) = 430.2 (100%, N, 432.3 (73%),
431.2 (23%), 433.3 (19%), 434.3 (13%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

BBC-NMR:

AK D18

2-(5-(4-Chlorphenyl)-6-(4-methghenyl)imidazo[2,1-
bJthiazol-3-yl)essigsaureethylester

&H19CIN2OsS

426.1

siehe Abschnitt 7.2.4 Kupplung eines iadols mit
bromiertem Phenylacetophenonen zur Darstellung von
Imidazo[2,1b]thiazolen

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

AK D11 3,99 (12,8 mmol)
AK D12 2,49 (12,8 mmol)
Ethanol 60 ml

hellbrauner Feststoff

210 mg (0,5 mmol) 4% der Theorie
102 °C
R0.21 (PE/EE 1:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 1.15 [t, 3H32J 7.1 Hz, CH];
3.37 [s, 2H, CH|; 3.88 [s, 3H, HCO]J; 3.92 [q, 2H2) 7.1
Hz, OCH; 6.59 [s, 1H, H-Thiazol]; 6.76 [pd, 2H) 8.9
Hz, H-1 u. H-4]; 7.34-7.38 [m, 4H, H-2 u. H-3 u. Hu.
H-4]; 7.42 [pd, 2H,2J 8.5 Hz, H-2' u. H-3]

75 MHz, CDC4, 6 [ppm] = 14.0 [p, CH]; 34.0 [s, CH];
55.2 [p, HCOJ; 61.6 [s, OCHI; 110.8 [t, C-Thiazol];
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MS:

113.8 [2t, C-1 u. C-4]; 120.9 [qg, ThiazolCH,]; 125.9 u.
126.8 [2qg, C-aromatisch]; 128.4 [2t, C-aromatisd8.8
[, C-aromatisch]; 129.1 u. 133.6 [4t, C-aromatjsch
135.4 u. 144.1 u. 149.5 [3q, C-aromatisch]; 1588 |
H3CO-CAromat]; 168.1 [g, C=0]

¥ [cmY] = 3665, 2970y (CH gesattigt), 2884, 2664, 1744
v (C=0), 1516, 1474 (CHgesattigt), 1373 (CHg), 1246,
1148, 1091, 952, 813I' (CH, 1,4-disubstituierte
Aromaten), 657

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 426.4 (100%, NI, 428.4 (37%);
427.4 (24%)
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Substanzbezeichnung: AK D19

IUPAC-Nomenklatur: 2-(6-(4-Chlorphenyl)-5-phenylisiaizo[2,1b]thiazol-3-

yl)essigsaure

Strukturformel:
o}
l
Q (-
2 NS
e
C
Y3
Summenformel: ©H13CIN,O,S
M;: 368.0
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.28ydrolyse

Aufreinigung:

Umkristallisation aus Ethanol, Whso mit Hexan

Ansatz: AK D13 500 mg (1,4 mmol)
NaOH 7% 15 ml
MeOH 15 ml

Aussehen: farbloser Feststoff

Ausbeute: 290 mg (0,8 mmol) 57% der Theorie

mp: 234 °C

DC: R 0.54 (PE/EE 1:2 + 3% HCOOH)

H-NMR: 300 MHz, ¢-DMSO, s [ppm] = 3.42 [s, 2H, CH); 7.07 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.27 [pd, 2H3J 8.7 Hz, H-1 u. H-4]; 7.36
[pd, 2H,3J 8.6 Hz, H-2 u. H-3]; 7.42-7.54 [m, 5H, H-
aromatisch]

BC-NMR: 75 MHz, ¢-DMSO, § [ppm] = 33.3 [s, CHl; 124.0 [q,

ThiazolGCHy]; 127.6 [q, C-aromatisch]; 128.3 u. 128.5 u.
129.1 [6t, C-aromatisch]; 129.2 [q, C-aromatisci29.8
[2t, C-aromatisch]; 131.6 [gq, C-aromatisch]; 13R2 C-
aromatisch]; 133.6 u. 141.3 u. 148.9 [3q, C-aroscal
170.1 [q, C=0]
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IR:

EA:

MS:

¥ [em?] = 3738, 3113, 2974 (CH gesattigt), 2361, 1712
v (C=0), 1593v (C=C aromatisch), 1474 (CH,), 1315,
1201, 1095, 890, 845, 686

% C H N S
ber. 61.87 355 7.60 8.69
gef. 61.84 359 7.70 8.32

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 367.9 (100%, N, 369.9 (81%);
368.9 (35%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:
Vorschrift:
Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

B3C-NMR:

AK D20

2-(5,6-Diphenylimidazo[2dthiazol-3-yl)essigsaure

@]
|
O OH
AN
/ /)_S
o
H14N20,S
334.1

siehe Abschnitt 7.2.5 Hydrolyse
Umkristallisation aus Ethanol, When mit Hexan
AK D14 300 mg (1,2 mmol)
NaOH 7% 11,2 ml
Methanol 13 ml
farbloser Feststoff
20 mg (0,1 mmol) 5% der Theorie
220 °C
R 0.45 (PE/EE 1:2 + 3% HCOOH)

300 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 2.73 [s, 2H, Ch; 6.81 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.14-7.17 [m, 3H, H-aromatisch];34%.
[pd, 2H, 3 7.2 Hz, H-aromatisch]; 7.44 [ps, 5H, H-
aromatisch]

75 MHz, ¢-DMSO, & [ppm] = 33.1 [s; CH]; 123.9 [q, C-
aromatisch]; 127.1 [2t, C-aromatisch]; 127.8 [q, C-
aromatisch]; 128.2 [t, C-aromatisch]; 1285 [q, C-
aromatisch]; 128.8 u. 129.1 u. 130.3 [6t, C-arostdij;
131.6 [g, C-aromatisch]; 132.4 [2t, C-aromatisch}B8.8
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EA:

MS:

[q, C-aromatisch]; 148.1 [g, ThiazolCH,]; 169.9 [q,
C=0]

¢ [cm® = 3060 v (CH aromatisch), 1593) (C=C
aromatisch), 1507, 1458(CH,), 1397, 1299, 1229, 1127,
1070, 972, 854, 690

[ C H N S -HO

ber. 64.76 4.58 7.95 9.10

gef. 65.15 4.62 7.87 8.77

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 333.9 (100%, Nt 334.9 (62%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:
Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

BBC-NMR:

AK D21

2-(6-(4-Methoxyphenyl)-5-phenygldazo[2,1b]thiazol-3-
yl)essigsaure

eoH16N203S

364.1
siehe Abschnitt 7.2.5 Hydrolyse

Umkristallisation aus Ethanol

AK D15 100 mg (0,2 mmol)
NaOH 7% 2,5 ml
MeOH 2,5 ml

farbloser Feststoff

80 mg (0,2 mmol)  82% der Theorie

289 °C (2)
R 0.38 (PE/EE 2:1 + 12% HCOOH)

300 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 3.45 [s, 2H, CH; 3.70 [s,
3H, HCOJ; 6.84 [pd, 2H3J 8.7 Hz, H-1 u. H-4]; 7.23 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.29 [pd, 2H3J 8.7 Hz, H-2 u. H-3];
7.46-7.48 [m, 5H, H-aromatisch]

75 MHz, ¢-DMSO, ¢ [ppm] = 33.2 [s, CHl; 55.4 [p,
H3COJ; 114.3 [t, C-Thiazol]; 122.9 [2q, ThiazolCH, u.
C-aromatisch]; 128.2 [2q, C-aromatisch]; 128.4290.1 u.
130.1 u. 1324 [9t, C-aromatisch]; 147.8 [2q, C-
aromatisch]; 159.2 [q, $£O-CAromat]; 169.9 [q, C=0]
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IR:

EA:

MS:

¥ [em™] = 3105v (CH aromatisch), 2880 (CH gesattigt),
1716v (C=0), 1614, 1519, 1393, 1250, 1193, 1025, 939,
841T (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten)

% C H N S

ber. 65.92 443 7.69 8.80

gef. 65.63 435 7.67 8.49

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 364.1 (100%, Nt 365.1 (37%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:
Vorschrift:
Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

BBC-NMR:

AK D22

2-(5-(4-Chlorphenyl)-6-phenylitiaizo[2,1b]thiazol
-3-yl)essigsaure

©@H13CIN2O,S
368.0
siehe Abschnitt 7.2.5 Hydrolyse
Umkristallisation aus Ethanol

AK D16 50 mg (0,1 mmol)
NaOH 7% 1,4 ml
Methanol 1,5ml

farbloser Feststoff

30 mg (0,1 mmol)  66% der Theorie
234 °C

R 0.57 (PE/EE 2:1 + 12% HCOOH)

300 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 3.52 [s, 2H, CH; 7.20 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.26 [m, 3H, H-2’ u. H-3' u. H-47.35
[pd, 2H,%) 6.7 Hz, H-1' u. H-5"]; 7.48 [pd, 2H) 8.5 Hz,
H-1 u. H-4]; 7.54 [pd, 2H3J 8.3 Hz, H-2 u. H-3]

75 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 33.5 [s, CH; 122.5 [q,
ThiazolGCH]; 127.1 [2t, C-aromatisch]; 127.5 [q, C-
aromatisch]; 127.8 [t, C-aromatisch]; 128.1 [q, C-
aromatisch]; 128.8 u. 129.1 [5t, C-aromatisch]; .23,
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EA:

MS:

C-aromatisch]; 134.3 [2t, C-aromatisch]; 134.8 40.8 u.
148.6 [3qg, C-aromatisch]; 169.9 [q, C=0]

% [cm'] = 3126, 2933) (CH gesattigt), 2607, 2513, 1720
v (C=0), 1614, 1528, 1385, 1266, 1152, 1086, 1068, 7
686

[ C H N S
ber. 61.87 3.55 7.60 8.69
gef. 61.81 3.82 7.79 8.49

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 368.1 (100%, W 370.1 (43%);
369.1 (31%)
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Substanzbezeichnung:  AK D23
IUPAC-Nomenklatur:

2-(5-(3,4-Dichlorphenyl)-6-phdmyidazo[2,1b]thiazol-
3-yl)essigsaure

Strukturformel:

C c 0

B o
X
/ /)__S

o
Summenformel: ©@H12,ClILN20,S
M;: 402.0
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.5 Hydrolyse
Aufreinigung: Umkristallisation aus Ethanol, Whsno mit Hexan
Ansatz: AK D17 250 mg (0,6 mmol)

NaOH 7% 6,2 ml

MeOH 6,2 ml
Aussehen: farbloser Feststoff
Ausbeute: 40 mg (0,2 mmol)  17% der Theorie
mp: 238 °C (2)
DC: R 0.43 (PE/EE 1:2 + 12% HCOOH)
H-NMR: 300 MHz, DMSO,5 [ppm] = 3.55 [s, 2H, CH; 7.09 [s,

1H, H-Thiazol]; 7.19 — 7.28 [m, 3H, H-aromatisci]35

[m, 3H, H-aromatisch]; 7.68 — 7.76 [m, 2H, H-aroiseit]
3C-NMR: 75 MHz, @¢-DMSO, § [ppm] = 33.8 [s, CH|; 112.1 [t, C-

Thiazol]; 121.2 [q, Thiazol@CH,]; 127.1 u. 127.3 [3t, C-
aromatisch]; 127.7 [q, C-aromatisch]; 128.7 [2t, C-
aromatisch]; 130.3 [gq, C-aromatisch]; 131.1 [t, C-
aromatisch]; 131.7 u. 132.4 [2q, C-aromatisch];. 132
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134.0 [2t, C-aromatisch]; 134.3 u. 143.3 u. 144, [C-
aromatisch]; 170.1 [g, C=0]

IR: ¥ [em™] = 3085v (CH aromatisch), 2917 (CH gesattigt),
1671v (C=0), 1585, 1503, 1474 (CH,), 1324, 1221,
1095

EA: [%] C H N S

ber. 56.59 3.00 6.95 7.95
gef. 56.43 2.78 6.66 7.59

MS: FD-MS: m/z (rel. Int.) = 402.2 (100%, W 404.2 (23%);
406.2 (16%)
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Substanzbezeichnung:  AK D24
IUPAC-Nomenklatur:

2-(5-(4-Chlorphenyl)-6-(4-methghenyl)imidazo[2,1-
bJthiazol-3-yl)essigsaure

Strukturformel:

Summenformel: &oH15CIN2OsS

M;: 398.1

Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.5 Hydrolyse

Aufreinigung: Umkristallisation aus Ethanol, Whsno mit Hexan

Ansatz: AK D18 200 mg (0,5 mmol)
NaOH 7% 52 ml
MeOH 5,2 ml

Aussehen: hellgelber Feststoff

Ausbeute: 50 mg (0,1 mmol)  25% der Theorie

mp: 254 °C (2)

DC: R 0.18 (PE/EE 1:2 + 12% HCOOH)

H-NMR: 300 MHz, DMSO-g, § [ppm] = 3.53 [s, 2H, CH); 3.71 [s,
3H, H;COJ; 6.87 [pd, 2H3J 8.8 Hz, H-1 u. H-4]; 7.22 [s,
1H, H-Thiazol]; 7.28 [pd, 2H3J 8.8 Hz, H-2 u. H-3]; 7.47
[pd, 2H,%) 8.5 Hz, H-1" u. H-4"]; 7.54 [pd, 2H) 8.5 Hz,
H-2" u. H-37]

3C-NMR: 75 MHz, @¢-DMSO, § [ppm] = 33.4 [s, CH|; 55.4 [p,

OCH;); 114.3 [3t, C-Thiazol u. C-1 u. C-4]; 121.7 |[q,
ThiazolGCHJ; 127.3 u. 128.3 [3g, C-aromatisch]; 128.5
u. 129.2 u. 134.3 [6t, C-aromatisch]; 134.8 u. 140.
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EA:

MS:

148.1 [3g, C-aromatisch]; 159.2 [q,3EO-CAromat];
169.9 [q, C=0]

¥ [cmY] = 3117, 2974 (CH gesttigt), 2917, 2607, 2537,
2353, 1724v (C=0), 1622, 1511, 140& (CH), 1385,
1258, 1152

% C H N S
ber. 60.22 3.79 7.02 8.04
gef. 60.09 356 6.73 7.81

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 398.2 (100%, N, 399.2 (40%);
400.2 (36%); 401.2 (24%)
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7.3.2 Chalcone und Vorstufen

Substanzbezeichnung:  AK D25

IUPAC-Nomenklatur: 4-(Methylsulfonyl)benzaldehyd
Strukturformel:
O
2|
! H
3
H3CO,S
Summenformel: gHgO3S
M;: 184.0
Vorschrift: Zu einer auf 0 °C gekihlten Ldsung vo#-

(Methylmercapto)benzaldehyd in Methanol wurde eine
49,5% KHSQ@-LOosung und Wasser gegeben. Es wurde
Uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt, mit Wasser
verdunnt und mit Chloroform extrahiert. Nach Abeo#in

des LoOsungsmittels wurde sauberes Produkt erhalten

[162].
Ansatz: 4-(Methylmercapto)benzaldehyd 800 mg (Brdol)
Oxone® 509 (16,3 mmol)

(2KHSGs - KHSG, - KoSOy)

HO 40 ml
Aussehen: farbloser Feststoff
Ausbeute: 430 mg (2,3 mmol) 43% der Theorie
mp: 158 °C
DC: R 0.47 (PE/EE 1:1)
H-NMR: 300 MHz, CDC}, 5 [ppm] = 3.09 [s, 3H, CH); 8.08 [pd,

2H, %3 8.3 Hz, H-2 u. H-3]; 8.12 [pd, 2 8.3 Hz, H-1 u.
H-4]; 10.13 [s, 1H, CHO]
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IR: ¥ [em™] = 3007v (CH aromatisch), 2926 (CH gesattigt),
2868, 2361, 1699 (C=0), 1573, 141% (SO, 13895
(CHs), 1283, 1193, 1144

MS: FD-MS: m/z (rel. Int.) = 184.0 (100%, M

Substanzbezeichnung:  AK D26

IUPAC-Nomenklatur: 4-Brommethylacetophenon
Strukturformel:
@]
2 |
1 CHj,
Br.
3

4
Summenformel: ¢HoBro
M;: 212.0
Vorschrift: 4-Methylacetophenon und-Bromsuccinimid wurden 14

h in Acetonitril refluxiert. Dann wurde eingeenghcu
Tetrachlorkohlenstoff hinzugegeben. Das ausgefallen
Succinimid wurde abfiltriert und das Ldsungsmittel
vollstandig abrotiert [161].

Aufreinigung: SC: Kieselgel, PE/EE (15:1)

Ansatz: 4-Methylacetophenon 6,0 ml (45,0 mmol)
NBS 8,09 (44,9 mmol)
Acetonitril 150 ml
Tetrachlorkohlenstoff 100 ml

Aussehen: farbloser Feststoff

Ausbeute: 6,2 g (29,1 mmol)  65% der Theorie

mp: 199 °C

DC: R 0.38 (PE/EE 15:1)
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IH-NMR:

Substanzbezeichnung:
IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

300 MHz, CDC4, & [ppm] = 2.60 [s, 3H, CH; 4.50 [s,
2H, CHyJ; 7.48 [pd, 2H2J 8.2 Hz, H-1 u. H-4]; 7.93 [pd,
2H,3) 8.2 Hz, H-2 u. H-3]

v [em? = 3154, 3072v (CH aromatisch), 2954 (CH
gesattigt), 2357, 1769 (C=0), 1671v (C=C aromatisch),
1605, 1413, 1364, 1291, 1262, 1185, 1001, 935, 817
I (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten), 649

AK D27

4-Hydroxymethylbenzaldehyd

HQO, 3

gHzO»
136.2

4-Diethoxymethylbenzaldehyd wurde bel Rangsam zu
einer Suspension von LiAIHIin wasserfreiem Ether
hinzugefiigt. Die Mischung wurde 4 h unter Ruckfluss
gekocht und anschlie3end auf 0 °C abgekihlt. Numdevu
langsam Wasser hinzugegeben. Die beiden Phasemenvurd
getrennt und die wassrige Phase mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakterden

mit 2 M HCI versetzt und 5 Minuten stehen gelas&#a.
organische Phase wurde abgetrennt, m ldewaschen,
getrocknet und abrotiert. Das Produkt wurde saulen-
chromatographisch isoliert [215].

SC: Kieselgel, PE/EE (2:1)
4-Diethoxymethylbenzaldehyd 259 (12,0ahm
LiAIH 4 190 mg (4,9 mmol)
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Diethylether 12 mi
H.O 25 ml
2 M HCI 12 ml

Aussehen: hellgelber Feststoff

Ausbeute: 1,59 (11,0 mmol)  60% der Theorie

mp: 44,5 °C

DC: R 0.49 (PE/EE 2:1)

H-NMR: 300 MHz, CDC}4, & [ppm] = 4.79 [s, 2H, CH; 7.51 [pd,
2H, H-1 u. H-4]; 7.85 [pd, 2H, H-2 u. H-3]; 9.97, [§H,
CHO]

IR: ¥ [cm? = 2860 v (OH), 1695v (C=0), 1610v (C=C

aromatisch), 1573, 141 (CH,), 1389, 1303, 1270, 1209,
1168, 1091, 1042, 1009, 813(CH, 1,4-disubstituierte
Aromaten), 764

Substanzbezeichnung:  AK D28

IUPAC-Nomenklatur: 4-(Brommethyl)benzaldehyd
Strukturformel:
0
2|
: H
Br
3

4
Summenformel: gH,Bro
M 199.1
Vorschrift: Zu einer auf 0 °C gekuhlten Mischungus 4-

Hydroxymethylbenzaldehyd (AK D27) und
Triphenylphosphin in Dichlormethan wurde NBS in
Dichlormethan zugetropft. Nach zwanzig Minuten waurd
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Ansatz:

Aussehen:

Ausbeute:

mp:
DC:
'H-NMR;:

Wasser hinzugefugt und anschlieend mit Dichlonaet
extrahiert. Dann wurde das Losungsmittel abrotiertl
das entstandene Ol mit Hexan versetzt. Nach
Abdestillieren  des  Losungsmittels wurden die
entstandenen Kristalle abgesaugt [216].

AK D27 20g (15,0 mmol)
PPh 4,749 (18,0 mmol)

NBS 3,449 (19,0 mmol)
Dichlormethan 100 mi

H.O 100 ml

Hexan 200 ml

farbloser Feststoff

1,8 g (9,0 mmol) 40% der Theorie
94 °C (Lit. 97-99 °C)
R 0.86 (PE/EE 1:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 4.51 [s, 2H, CH; 7.56 [pd,
2H,3J 8.1 Hz, H-1 u. H-4]; 7.87 [pd, 2FJ 8.1 Hz, H-2 u.
H-3]; 10.0 [s, 1H, CHO]

v [em?] = 2929 v (CH gesattigt), 2231, 169% (C=0),
1601v (C=C aromatisch), 1573, 1426, 1397, 1295, 1205,
1164, 1091, 833 (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten),
768, 723
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Substanzbezeichnung:  Z11

IUPAC-Nomenklatur: 4,5-Bis(4-methoxyphenyliddmidazol-2-thiol

Strukturformel:
H3CO,
O N
| \>—SH
N
b
H;CO
Summenformel: GH16N202S
M;: 312.1
Vorschrift: p-Anisoin und Ammoniumthiocyanat wurden in DMF

Aufreinigung:

gelést und 2 h refluxiert. AnschlieBend wurde auf

Eiswasser gegossen und der entstandene Niederschlag

abgesaugt [126].

Umkristallisation aus Ethanol

Ansatz: p-Anisoin 249 (88,1 mmol)
NH;SCN 13,49 (176,3 mmol)
DMF 50 ml

Aussehen: gelber Feststoff

Ausbeute: 12,6 g (40,5 mmol) 46% der Theorié 46% [119])

mp: 269 °C (Lit. 263-264 °C [126])

DC: R 0.21 (PE/EE 1:1)

H-NMR: 300 MHz, ¢-DMSO, § [ppm] = 3.70 [d, 6H, KCO]; 6.85
[pd, 4H, H-aromatisch]; 7.60 [pd, 4H, H-aromatisch]

IR: v [em™ = 3268 v (NH), 2977 v (CH gesattigt), 1609
0 (NH), 1508 v (C=C aromatisch), 1454, 1296, 1248,
1172, 1026, 830 (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten)

MS: EI-MS: m/z (rel. Int.) = 312 (100%, N; 297 (37%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC:
"H-NMR;:

BC-NMR:

AK D29

4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyliimidazol-2-
ylthio)methyl)benzaldehyd

H3CO, 1

N
N 5 6
N>—S /O
H : : (
H
8 7
Heco” g
esH2oN203S
430.5

siehe Abschnitt 7.2.6 Nucleophile Sutioston bromierter
Carbonylverbindungen mit Thiolen

SC: Kieselgel, PE/EE (2:1); anschéie@ Ausféllen mit
Ethylacetat

Z11 1,0g (5,0 mmol)
AK D28 1,29 (6,0 mmol)
Acetonitril 25 ml

farbloser Feststoff

740 mg (1,7 mmol) 64% der Theorie
113 °C
R 0.34 (PE/EE 1:1)

300 MHz, CDC}, & [ppm] = 3.77 [s, 6H, kCOJ; 4.72 [s,
2H, CHy; 6.82 [pd, 4H.23) 8.8 Hz, H-1 u. H-4 u. H-1’ u.
H-4'; 7.48 [pd, 4H,3) 8.7 Hz, H-2 u. H-3 u. H-2' u. H-
3; 7.56 [pd, 2H,3] 8.0 Hz, H-5 u. H-8]; 7.77 [pd, 2HJ
7.9 Hz, H-6 u. H-7]; 9.83 [s, 1H, CHO]

75 MHz, CDC4, & [ppm] = 40.5 [s, CH; 55.4 [2p,
H3CO]J; 114.6 [4t, C-1 u. C-4 u. C-1' u. C-4’]; 118w
129.6 [4q, C-aromatisch]; 130.0 u. 130.1 u. 13@2 C-
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MS:

aromatisch]; 136.0 [gq, AromatCHO]; 136.8 |[q,
ImidazolGSR]; 141.1 [q, ChCAromat]; 160.8 [2q,
H3CO-CAromat]; 191.5 [t, C=0]

v [em?] = 2983 v (CH gesattigt), 1732v (C=0), 1601
v (C=C aromatisch), 1507, 1368, 1230, 1185, 1042, 935
829T (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten), 780

EI-MS: m/z (rel. Int.) = 430 (21%; V); 253 (100%); 238
(49%); 119 (24%)
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Substanzbezeichnung:  AK D30

IUPAC-Nomenklatur: 1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenghbt-imidazol-2-

ylthio)methyl)phenyl)ethanon

Strukturformel:
H5CO, 1
N
\>—s > o
N \ < > /<
: CH
8 7 3
H5;CO )
Summenformel: @sH24N20O3S
M;: 444.2
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.6 Nucleophile Sutiosion bromierter

Aufreinigung:

Carbonylverbindungen mit Thiolen

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1); anschéie@ Ausfallen mit
Ethylacetat

Ansatz: Z11 3,09 (9,7 mmol)
AK D26 20g (7,8 mmol)
Acetonitril 50 ml

Aussehen: hellgelber Feststoff

Ausbeute: 1,2 g (2,7 mmol) 33% der Theorie

mp: 195 °C

DC: R 0.53 (PE/EE 1:1)

H-NMR: 300 MHz, ¢-DMSO, § [ppm] = 2.54 [s, 3H, CH); 3.73 [s,

3H, H:COJ; 3.76 [s, 3H, HCO]; 4.41 [s, 2H, CH]; 6.85
[pd, 2H,%3 8.1 Hz, H-1 u. H-4]; 6.94 [pd, 28] 7.7 Hz,
H-1' u. H-4"; 7.27 [pd, 2H,2J 8.3 Hz, H-2 u. H-3]; 7.37
[pd, 2H,%) 7.5 Hz, H-2’ u. H-3"]; 7.50 [pd, 2H) 8.1 Hz,
H-6 u. H-7]; 7.89 [pd, 2H3J 8.1 Hz, H-5 u. H-8]
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3C-NMR: 75 MHz, CDC}, § [ppm] = 26.7 [p, CH]; 40.4 [s, CHJ;
55.4 [2p, HCOJ; 113.7 u. 114.6 [5t, C-aromatisch]; 118.3
[2g, C-aromatisch]; 128.8 [t, C-aromatisch]; 12§, C-
aromatisch]; 129.7 u. 130.0 u. 131.1 [6t, C-arascél;
136.7 u. 137.1 u. 139.5 [3q, C-aromatisch]; 164, [
H3CO-CAromat]; 197.5 [g, C=0]

IR: v [em™] = 2840 v (CH gesattigt), 1679 (C=0), 1605
v (C=C aromatisch), 1520, 1495, 1453(CHs;), 1348,
1238, 1176, 1103, 1025, 956, 829 (CH, 1,4-
disubstituierte Aromaten), 743

MS: EI-MS: m/z (rel. Int.) = 444 (21,%, NJ; 253 (100%); 238
(44%); 133 (40%)
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Substanzbezeichnung:  AK D31

IUPAC-Nomenklatur: E)-1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-

ylthio)phenyl)-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)prop-2rel-on

Strukturformel:
H3CO, 1
\ 5 6
N—s 0
NGOt \_7
H \—/
8 7 - 9
H,;CO 4
12 10
11
CF;
Summenformel: GaH27F3N20O3S
M;: 600.2
Vorschrift: siehe Abschnitt 7.2.7 Aldolreaktion zDarstellung von

Aufreinigung:

Chalconen, Variante A
SC: Kieselgel, Eluent PE/EE (2:1);

Umkristallisation aus CHGIHexan (1:1)

Ansatz: 4-(Trifluormethyl)benzaldehyd 0,6 g (BMnol)
AK D30 1,59 (3,4 mmol)
Ba(OH) - 8HO 1,1g (3,4 mmol)
Methanol 14 ml
HO 14 ml

Aussehen: gelber Feststoff

Ausbeute: 590 mg (1,0 mmol) 29% der Theorie

mp: 198 °C

DC: R 0.67 (PE/EE 1:1)

H-NMR: 300 MHz, ¢-DMSO, & [ppm] = 3.72 [s, 3H, KCOJ; 3.75

[s, 3H, HCOJ; 4.44 [s, 2H, CHl; 6.85 [pd, 2H23J 8.6 Hz,
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BC-NMR:

EA:

MS:

H-1 u. H-4]; 6.93 [pd, 2H%J 8.6 Hz, H-1' u. H-4"; 7.27
[pd, 2H,%3 8.6 Hz, H-2 u. H-3]; 7.38 [pd, 2H8J 8.6 Hz,

H-2‘ u. H-34; 7.56 [pd, 2H3J 8.1 Hz, H-9 u. H-12]; 7.75-
7.82 [m, 3H, CO-CH= u. H-5 u. H-8]; 8.05-8.14 [nH,5

=CH-Aromat u. H-6 u. H-7 u. H-10 u. H-11]

75 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 37.0 [s, CHl; 55.3 [p,
HsCO]J; 55.5 [p, HCOJ; 114.0 [2t, C-1 u. C-4]; 114.4 [2t,
C-1'u. C-4; 123.5[q, CH; 125.1 [t, CO-GH=]; 126.0 u.
126.0 [2t, C-aromatisch]; 127.9 u. 128.0 [4q, C-
aromatisch]; 128.4 u. 129.2 u. 129.5 u. 129.6 9.8 P10t,
C-aromatisch]; 136.4 u. 136.9 u. 138.3 [3q, C-artisuh];
139.1 [q, Imidazol€ESR]; 142.17 [t, =CH-Aromat]; 144.6
[, CHx-CAromat]; 158.3 [q, HCO-CAromat]; 159.0 [q,
H3CO-CAromat]; 188.9 [q, C=0]

¥ [em™] = 2353 1659v (C=0), 16145 (NH), 1503, 1467,
141338 (CHy), 1319, 1246, 1160, 1111, 1017, 829CH,
1,4-disubstituierte Aromaten), 739

[ C H N S

ber. 67.99 453 4.66 5.34

gef. 67.38 441 4.60 5.61

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 600.2 (100%, Y] 601.2 (30%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.:
'H-NMR:

AK D32

E)-3-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)-1-(4-(trifluormethyl)phenyljpp-2-
en-1-on

€aH27F3N20O3S

600.2

siehe Abschnitt 7.2.7 Aldolreaktion zDarstellung von
Chalconen, Variante A

SC: Kieselgel, PE / EE (1:1)

AK D29 149 (3,2 mmol)
Trifluormethylacetophenon 600 mg (3,2 mmol)
Ba(OH) - 8 HO 10g (3,2 mmol)
Methanol 15 ml

Wasser 15 ml

gelber Feststoff

170 mg (0,3 mmol) 9% der Theorie
105-110°C
R 0.49 (PE/EE 1:1)

300 MHz, ¢-DMSO, 5 [ppm] = 3.73 [s, 3H, kCOJ; 3.75
[s, 3H, HCOJ; 4.39 [s, 2H, CHl; 6.87 [pd, 2H23J 8.1 Hz,
H-1 u. H-4]; 6.95 [pd, 2H3] 8.1 Hz, H-1' u. H-47; 7.26
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BC-NMR:

EA:

MS:

[pd, 2H,3J 8.6 Hz, H-5 u. H-8]; 7.37 [pd, 2H) 8.4 Hz,

H-6 u. H-7]; 7.47 [pd, 2H3J 8.1 Hz, H-2 u. H-3]; 7.75 [d,
1H,3J 15.6 Hz, =CH-CO]J; 7.84 [pd, 28 8.1 Hz, H-2‘ u.

H-39; 7.92-7.94 [m, 3H, Aromat-CH= u. H-10 u. H}11
8.30 [pd, 2H3J 7.9 Hz, H-9 u. H-12]

75 MHz, CDC4, & [ppm] = 39.7 [s, CH; 55.3 [2p,
HsCO]J; 114.1 [4t, C-1 u. C-4 u. C-1' u. C-4]; 121]6
=CH-COJ; 125.7 u. 128.9 u. 129.8 [12t, C-aromatisch];
133.8 u. 137.4 u. 141.4 [10qg, C-aromatisch]; 14,5
Aromat-CH=]; 159.1 [2g, HCO-CAromat]; 189.6 [q,
C=0]

¥ [cm™] = 3653, 2970y (CH geséttigt), 2889, 2660, 1605
v (C=0), 1467 (CHy), 1397, 1250, 1156, 1070, 948, 829
I (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten)

[%0] C H N S
ber. 67.99 453 466 5.34
gef. 67.82 474 438 3.55

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 599.8 (100%, N; 600.8 (42%);
601.8 (13%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:

M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:
mp:

DC.
'H-NMR:

AK D33

E)-1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)-3-(4-chlorphenyl)prop-2-enel+

&H27CIN2OsS

566.1

siehe Abschnitt 7.2.7 Aldolreaktion zDarstellung von
Chalconen, Variante B

Nach dem Anséauern fiel ein hellgelber Niederscladasg,
der abgesaugt wurde.

SC: Kieselgel, PE/EE (1:1)

AK D30 109 (2,3 mmol)
4-Chlorbenzaldehyd 300 mg (2,3 mmol)
LiOH 110 mg (4,5 mmol)
Methanol 10 ml

Wasser 10 ml

grin-gelber Feststoff

600 mg (1,1 mmol) 47% der Theorie
110 °C
R 0.56 (PE/EE 1:1)

300 MHz, ¢-DMSO, § [ppm] = 3.73 [s, 3H, kCOJ; 3.76
[s, 3H, HCO]J; 4.45 [s, 2H, CH; 6.86 [pd, 2HJ 8.8 Hz,
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BC-NMR:

EA:

MS:

H-1 u. H-4 ]; 6.94 [pd, 2H3J 8.8 Hz, H-1" u. H-4"]; 7.28
[pd, 2H,%3 8.7 Hz, H-2 u. H-3]; 7.39 [pd, 28 8.7 Hz,
H-2' u. H-3"; 7.54 [m, 4H, H-5 bis H-8]; 7.72 [d,H, 3J
15.5 Hz, CO-CH=]; 7.95 [m, 3H, =CH-Aromat u. H-10 u
H-11]; 8.11 [pd, 2H3J 8.1 Hz, H-9 u. H-12]

75 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 37.0 [s, CHl; 55.3 [p,
HsCOJ; 55.5 [p, HCOJ; 114.0 [2t, C-1 u. C-4]; 114.4 [2t,
C-1'u. C-47; 123.1 [t, CO-EI=]; 123.5 u. 127.9 u. 128.0
[3g, C-aromatisch]; 128.4 u. 129.1 u. 129.3 u. 329.
129.6 u. 130.9 [12t, C-aromatisch]; 134.0 u. 135.436.6
u. 136.8 [4q, C-aromatisch]; 138.3 [q, Imidaz&R];
142.7 [t, =CH-Aromat]; 144.4 [q, CHCAromat]; 158.2
[0, HsCO-CAromat]; 159.0 [gq, HCO-CAromat]; 188.8 [q,
C=0]

v [cm™] = 2978V (CH geséttigt), 2840, 1671 (C=0),
1610 6 (NH), 1507, 1409 (CH), 1295, 1250, 1181,
1029, 972, 829 (CH, 1,4-disubstituierte Aromaten)

%] C H N S
ber. 69.89 4.80 4.94 5.65
gef. 69.43 4.65 4.86 5.63

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 565.9 (100%, NI, 567.9 (46%);
566.9 (44%); 568.9 (17%)
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Substanzbezeichnung:

IUPAC-Nomenklatur:

Strukturformel:

Summenformel:
M,:

Vorschrift:

Aufreinigung:

Ansatz:

Aussehen:
Ausbeute:

mp:

AK D34

E)-1-(4-((4,5-Bis(4-methoxyphenyl)H-imidazol-2-
ylthio)methyl)phenyl)-3-(4-methylsulfonyl)pheny!)mp-2-
en-1-on

€aH30N205S,
610.2

siehe Abschnitt 7.2.7 Aldolreaktion zDarstellung von
Chalconen, Variante B

Nach Extraktion mit Dichlormethan wurde die orgahis
Phase mit gesattigter NBI- und NaCl-Lésung
gewaschen. AnschlieRend wurde die organische Phase
getrocknet und das Lésungsmittel abrotiert.

SC: Kieselgel, PE/EE (1:2)

AK D25 600 mg (3,4 mmol)
AK D30 159 (3,6 mmol)
LiOH 13,5 mi (6,9 mmol)
Methanol 14 ml
HO 14 ml

gelber Feststoff
290 mg (0,5 mmol) 14% der Theorie
165 °C
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DC:
IH-NMR:

BC-NMR:

EA:

MS:

R 0.36 (PE/EE 1:2)

300 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 3.26 [s, 3H, CkJ; 3.74 [s,
6H, HsCO]; 4.45 [s, 2H, CHl; 6.86 [pd, 2H2J 7.1 Hz, H-
1 u. H-4]; 6.94 [pd, 2H3J 6.1 Hz, H-1' u. H-4']; 7.28 [pd,
2H, %3 7.1 Hz, H-2 u. H-3]; 7.38 [pd, 28) 6.7 Hz, H-2'
u. H-3"; 7.57 [pd, 2H3J 8.1 Hz, H-5 u. H-8]; 7.78 [d, 1H,
%) 15.7 Hz, CO-CH=]; 7.97 [pd, 28] 8.4 Hz, H-9 u. H-
12]; 8.11 [m, 5H, =CH-Aromat u. H-6 u. H-7 u. H-10
H-11]

75 MHz, ¢-DMSO, 6 [ppm] = 37.0 [s, CHl; 46.6 [p,
CHg]; 55.4 [2p, HCOJ; 114.0 [2t, C-1 u. C-4]; 114.4 [2t,
C-1'u. C-47]; 125.5 u. 127.7 u. 128.3 u. 129.21@9.4 u.
129.6 u. 129.8 [13t, C-aromatisch]; 136.3 u. 138.340.0
[6g, C-aromatisch]; 142.0 [t, COHZ]; 142.1 [q, C-
aromatisch]; 144.7 [4q, #€0O-CAromat u. C-aromatisch];
188.8 [g, C=0]

¥ [em™] = 3657, 3399, 2988 (CH gesittigt), 2889, 2345,
1650v (C=0), 16016 (NH), 1495, 1393 (SOy), 1319,
1254, 1148, 1017, 960, 820 (CH, 1,4-disubstituierte
Aromaten), 751, 723

% C H N S
ber. 66.86 4.95 4.59 10.50
gef. 66.59 5.05. 4.31 10.81

FD-MS: m/z (rel. Int.) = 609.8 (100%, N 610.8 (53%);
611.8 (25%)
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8 Abkurzungsverzeichnis

12-HHT
AA
ADHP
ADME
AIBN
AML
AMP
AP-1
Arg
AS
ASS
cCAMP
COX
Cys
cPLA;
DC
DBPO
DIBAL-H
DMF
DMSO
DPBS
Ear

EA
EDTA
EE
EGF
EIA
EI-MS
ELISA
EPA
FCS

12-Hydroxyheptadeca-5,8,10-triensaure
Arachidonic Acid
10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin
Absorption, Distribution, Metabolisierung, Exdtion
Azobisisobutyronitril

Akute myeloische Leukamie
Adenosinmonophosphat

Activator Protein 1

Arginin

Aminoséure

Acetylsalicylsdure

cyclisches Adenosinmonophosphat
Cyclooxygenase

Cystein

cytosolische Phospholipase A
Dunnschichtchromatographie
Dibenzoylperoxid
Diisobutylaluminiumhydrid
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Eliminierungsreaktion Typ 1/2
Elementaranalyse
Ethylendiamintetraacetet
Essigsaureethylether

Epidermal Growth Factor
Enzym-Immun-Assay
Elektronenstol3ionisation-Massenspektrometrie
Enzyme Linked Immunosorbent Assays
Eicosapentaensaure

Fetal Calf Serum
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FD-MS Felddesorption-Massenspektrometrie

FLAP Five-Lipoxygenase Activating Proteine

FOX Ferrous Oxidation-Xylenol Orange

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

HETE Hydroxyeicosatetraensaure

His Histidin

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPETE Hydroxyperoxyeicosatetraensaure

HPLC High Performance Liquid Chromatography
ICs0 Inhibitory Concentration 50

IL Interleukin

lle Isoleucin

CPLA; Calcium-independent Phospholipase A

IR Infrarot(-Spektroskopie)

IUPAC International Union of Pure and Applied Chstry
K.A. keine Aktivitat

LicA Licochalcon A

LOOH Lipidhydroperoxid

LOX Lipoxygenase

LPS Lipopolysaccharid

LT Leukotrien

LX Lipoxin

IPLA, lipoproteinassoziierte Phospholipasg A
MAPKAP Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aktiviefeoteinkinase
mCPBA m-Chlorperbenzoeséaure

MDA Malondialdehyd

MM6 Mono Mac 6

MS Massenspektrometrie

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrakumbromid
mp Melting Point

mPGES-1 mikrosomale Prostaglandin®y/nthase 1

NBS

N-Bromsuccinimid
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NDGA
NF-kB
NGF
NMR
NOESY
NSAID
NSAR
n.t.
OECD
PAF
PBS
PE

PG
PGHS
PLA,
PMS
QSAR
R¢
RP-HPLC
RT

SC
Ser

SN
SPLA
TMB
TMPD
TNF-a
TNF-R
TSH
X

Tyr
uv
Val

Nordihydroguariatsaure

Nukleéarer Faktor kappa B

Nerve Growth Factor

Nuclear Magnetic Resonance (Spektroskopie)
Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug

Nicht steroidale Antirheumatika

not tested

Organisation for Economic Co-operation andddgyment
Plattchen-aktivierender Faktor

Phosphate Buffered Saline

Petrolether

Prostaglandin

Prostaglandin-H-Synthase

Phospholipase A
N-Methylphenaziniummethylsulfat
Quantitative Structure-Activity-Relationship
Retentionsfaktor

Reverse Phase High Performance Liquid Catognaphy
Raumtemperatur

Séaulenchromatographie

Serin

nucleophile Substitution

sekretorische Phospholipasge A
Tetramethylbenzidin
N,N,N',N'-Tetramethyp-phenylendiamin
Tumornekrosefakton
Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Thromboxan-Synthase-Hemmer

Thromboxan

Tyrosin

Ultraviolett

Valin
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XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl}R2tetrazolium-5-carboxanilid
Z Zersetzung
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