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Einleitung 1

1 Einleitung

Enzymen kommt im Stoffwechsel aller lebenden Organismen als Katalysatoren bio-
chemischer Reaktionen eine zentrale Bedeutung zu. Eine wichtige Funktion ist dabei die
Spaltung von Peptiden, zu der die Enzymgruppe der Proteasen in der Lage ist. Die Klassi-
fizierung von Proteasen kann nach mehreren Ordnungsmerkmalen erfolgen. Beziiglich des
Aufbaus des aktiven Zentrums und des Katalysemechanismus im Enzym unterscheidet

man Aspartat-, Cystein-, Serin-, Threonin-, und Metalloproteasen. Diese Einteilung findet

sich auch im MEROPS-System (http://merops.sanger.ac.uk) wieder, das die Proteasen je
nach Abstammung in Clans ordnet.'”! Die Benennung eines Clans erfolgt durch einen
Zwei-Buchstaben-Code, wobei der erste den Katalysemechanismus (A, C, S, T, M, P
(gemischter Clan), U (unknown), s. 0.) codiert und der zweite fortlaufend vergeben wird.
Innerhalb eines Clans werden verwandte Proteasen zu Familien zusammengefasst. Zur
Kennzeichnung erhilt jede Familie den ersten Clanbuchstaben sowie eine fortlaufende
Nummer. Die verwandtschaftlichen Beziehungen der Proteasen spiegeln sich neben dem
katalytischen Mechanismus auch in dhnlicher Aminosduresequenz, Tertidrstruktur oder
Vorkommen wider.

Im Gegensatz dazu beriicksichtigt die Einteilung nach der EC-Nomenklatur, die von
der [IUPAC und IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) zur
Benennung von Enzymen erarbeitet wurde, die vom Enzym katalysierte Reaktionsart als
Ordnungsmerkmal.”) Demnach zihlen die Proteasen zur Klasse der peptidspaltenden
Hydrolasen (EC 3.4, Peptidasen), die — je nach Position der Spaltstelle — in Exo- (EC
3.4.11-19) bzw. Endopeptidasen (EC 3.4.21-99) unterschieden werden. In den Untergrup-
pen wird wiederum der Katalysemechanismus (Cystein, Serin, usw.) beriicksichtigt.

Proteasen tlibernehmen durch spezifische Hydrolyse von Proteinen und Peptiden
wichtige Aufgaben im menschlichen Kdorper, konnen aber auch in pathologische Prozesse
und bei Infektionen durch Viren, Bakterien oder Protozoen involviert sein. Wahrend in der
Arzneimittelforschung Aspartat- und Serinproteasen schon seit geraumer Zeit als Angriffs-
punkte fiir Wirkstoffe entdeckt wurden, gibt es fiir Cystein-Proteasen noch keine vergleich-

baren Beispiele an Inhibitoren, die zu marktfdhigen Produkten entwickelt werden konnten.
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1.1 Vorkommen, Funktion und Bedeutung von Cystein-Proteasen

Cystein-Proteasen sind in der Natur weit verbreitet. Im MEROPS-System!® sind sie

derzeit in neun Clans mit insgesamt ca. 60 Familien unterteilt. Dabei stellen die Papain-

dhnlichen Cystein-Proteasen (Clan CA) die umfangreichste Gruppe dar. Ihr Vorkommen

ist nicht nur auf das Tier- und Pflanzenreich beschrinkt. Auch in Bakterien, Viren, Pilzen

und Protozoen {ibernehmen sie wichtige biologische Funktionen.

(4]

Clan Fam. Protease Katalyse Spezifitit Herkunft
des Enzyms
CA (1 Papain S2: lipophil z. B. Carica papaya
Phe, Leu
Cathepsin B S2: Arg Homo sapiens
Cathepsine L, S, K, Cys, HisH" Homo sapiens
P,Q,X.... ’ S2: lipophil z. B.
Falcipain 1-3 Phe, Leu Plasmodium falciparum
Rhodesain Trypanosoma brucei
Cruzipain 1+2 Trypanosoma cruzi
C2 Calpain-2 Cys, HisH" S2: Tyr, Met, Leu,  Homo sapiens
2+ .
(Ca""-abhingig) Val, Arg
C10  Streptopain Cys’, HisH" S2: lipophil Strept. pyogenes
C16 SARS-CoV-PLP* Cys, HisH', Asp LXGG|A humanes SARS-
LXGG| K Coronavirus
C47  Staphopain A+B Cys’, HisH" S2: lipophil Staphylococcus aureus
CD Cl11 Clostripain Cys’, HisH" S1: Arg Clostridium
histolyticum
Cl14 Caspase-1 =ICE Cys’, HisH" Asp||x Homo sapiens,
Rattus norvegicus
CL C60 :ortase g Cys, His, Arg LPXT || G Staphylococcus aureus
ortase
PA C3 Poliovirus-type Cys, His Humanes Poliovirus
Picornain 3C Typ 1
HAV-Typ Cys, His, Asp/Glu Q || G Hepatitis A-Virus
Picornain 3C
C30  SARS-CoV-M"™ Cys, His LQ| A/S humanes SARS-
Coronavirus
AP . o
TGEV-M Cys, His LQ ” A Porcine Transmissible

Gastroenteritis Virus

|| : Spaltstelle im Peptid; SARS-CoV-PLP™: Severe Acute Respiratory Syndrom-Coronavirus Papain-like Protease; HAV: Hepatitis-A-
Virus; SARS-CoV-MP"": Severe Acute Respiratory Syndrom-Coronavirus Hauptprotease; TGEV-MP: Transmissible Gastroenteritis Virus

Hauptprotease

Tab. 1-1: Ausgewiihlte Cystein-Proteasen mit pharmazeutischer Bedeutung
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Die bedeutendsten Vertreter der humanen Cystein-Proteasen sind die lysosomalen
Cathepsine (Clan CA, Familie C1) mit bislang elf bekannten Enzymen (Cathepsin B, C, F,
H, K, L, O, S, V, Xund W) sowie die im Cytoplasma vorkommenden Calpaine (Clan CA,
Familie C2). Tab. 1-1 zeigt eine Ubersicht wichtiger Cystein-Proteasen. Ihre Bedeutung
als pharmazeutisches Target wurde erst in den vergangenen Jahren erkannt. Entgegen der
fritheren Annahme, die Hauptfunktion dieser Enzyme sei der unspezifische Proteinabbau
in den Lysosomen, konnten neuere Arbeiten die Beteiligung von Cystein-Proteasen an
einer Vielzahl pathologischer Vorgiinge im menschlichen Organismus, wie beispielsweise

5671 Tropische

Osteoporose, Arthritis, Schlaganfall, Alzheimer oder Tumorgenese, zeigen.
Erkrankungen wie Malaria, Leishmaniose, die Chagas-Krankheit oder die Afrikanische
Schlatkrankheit werden durch Protozoen verursacht. Diese Parasiten nutzen Cystein-Prote-
asen zur Invasion in den Wirt sowie zur eigenen Erndhrung durch Abbau von Wirtspro-

teinen in den Nahrungsvakuolen.!

Erreger Enzym Funktion Erkrankung
Parasit
Plasmodium falciparum  Falcipain 1-3 Erndhrung/ Vermehrung des Malaria
Parasiten
Trypanosoma brucei  Rhodesain Replikation des Parasiten Schlafkrankheit
rhodesiense
Trypanosoma cruzi Cruzain Emihrung des Parasiten™ Chagas-Krankheit
Virus
TGEV TGEV-M™ virale Replikation Gastroenteritis bei
Schweinen
 SARS-CoV-M™ vinaleReplikaton
SARS-Coronavirus SARS-CoV-PLP* virale Replikation/ SARS
Deubiquitinierung!'”!
Bakterium
S. aureus Sortase Transpeptidase-Aktivitét bei bakterielle Infektion
Zellwandaufbau,
Virulenzfaktor''"!

TGEV-MP*: Transmissible Gastroenteritis Virus Hauptprotease; SARS-CoV-MP®: Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus
Hauptprotease; SARS-CoV-PL"™: Severe Acute Respiratory Syndrom-Coronavirus Papain-like Protease; S. aureus: Staphylococcus
aureus

Tab. 1-2: Parasitire und bakterielle Cystein-Proteasen verschiedener Krankheitserreger
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Weiterhin hat man festgestellt, dass auch einige Viren nicht nur den Zellapparat des
Wirtes zur Replikation nutzen, sondern auch fiir eigene Cystein-Proteasen codieren, die
essentiell fiir die Virusreplikation und die Produktion neuer Virionen sind.'">"*! Dabei
handelt es sich — nach MEROPS-Systematik — sowohl um Cystein-Proteasen im engeren
Sinn (Cystein-Clan) als auch um Cystein-Proteasen mit Chymotrypsin-dhnlicher Struktur,
die dem Clan mit gemischtem Katalysemechanismus (Clan PA(C)) zugeordnet sind. Eine
Ubersicht iiber diverse Infektionskrankheiten, bei denen Cystein-Proteasen eine zentrale
Bedeutung zukommt, ist in Tab. 1-2 zu finden. Viele dieser Krankheiten sind vor allem in
tropischen Gebieten mit Fallzahlen in Millionenhdhe weit verbreitet oder konnen durch
rasche Ubertragung iiber internationale Luftverkehrswege — wie im Fall von SARS — in
kurzer Zeit zu einer weltweiten Epidemie fithren. Zur Therapie einiger dieser Krankheiten
sind derzeit keine effektiven spezifischen Medikamente vorhanden. Meist wird auf bereits
langjdhrig eingesetzte Medikation mit zahlreichen Nebenwirkungen zuriickgegriffen.
Ebenso sind noch keinerlei Impfstoffe verfiigbar. Das zunehmende Auftreten von Resisten-
zen gegeniiber den bekannten Therapien ist ein weiteres Problem. Die beteiligten Cystein-
Proteasen stellen daher ein attraktives Target bei der Entwicklung neuer antiinfektiver

Wirkstoffe dar.

1.2 Aufbau und katalytische Aktivitiat von Cystein-Proteasen

Die Tertidrstruktur von Enzymen wird maf3geblich von der Aminosduresequenz, den
daraus resultierenden Sekundéarstrukturelementen (o-Helix, p-Faltblatt, etc.) und der
Faltung des Peptidstranges bestimmt. Die Proteinstruktur ist vor allem unter den Cystein-
Proteasen der Papain-Familie (C1) hochkonserviert. So weisen diese Enzyme eine L-
Domine und eine R-Doméne auf, zwischen denen ein von auBlen zuginglicher Spalt
(active site cleft) verlauft, der das aktive Zentrum des Enzyms enthélt. Die an der proteo-
lytischen Aktivitdt beteiligten Aminosaurereste liegen sich am Rande der active site cleft
gegeniiber, wobei der Cystein-Rest in der L-Domine und der Histidin-Rest in der R-
Domine des Enzyms lokalisiert ist (vgl. Abb. 1-1). Bei der Enzym-Substrat-Reaktion
lagert sich das zu spaltende Substratpeptid entlang der active site cleft an das Enzym an.
Hierbei werden von den jeweiligen Aminosdureresten des Substrats bestimmte Binde-
taschen des Enzyms adressiert, d.h. die Aminosdurereste in der Nédhe des aktiven

Zentrums treten mit denen des Substrats in Wechselwirkung.
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Cystein ‘COOH Histidin

Abb. 1-1: Raumstruktur der Papain-ihnlichen Proteasen am Beispiel von Cathepsin L mit L-/R-

Domiine, active site cleft und gebundenem Substrat (schematisch)*!

Dies kann durch Ausbildung von H-Briickenbindungen, elektrostatischen Wechsel-
wirkungen oder hydrophoben Wechselwirkungen geschehen und bestimmt letztendlich die

Substratspezifitit des Enzyms.

S2°

Abb. 1-2: Nomenklatur nach Schechter und Berger

Fiir diese Enzym-Substrat-Wechselwirkung wird iiblicherweise die Nomenklatur von
Schechter und Berger!"”! angewendet. Danach werden, beginnend an der Spaltstelle, die

Bindungstaschen des Enzyms in Richtung des N-Terminus des Substrates mit S1-Sn, in
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Richtung des C-Terminus mit S1°-Sn’ bezeichnet. Analog dazu erhalten die Aminoséure-

reste des Substrates die Bezeichnungen P1-Pn bzw. P1°-Pn’ (vgl. Abb. 1-2).
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Schema 1-1: Katalytischer Mechanismus der Peptidspaltung durch Cystein-Proteasen der C1-

Familie®®

Die Spaltung eines Substrates durch die Protease erfolgt in zwei Reaktionsschritten.

Die Aminosdurereste des aktiven Zentrums (Cystein, Histidin) spielen dabei die maB3geb-

liche Rolle. Sie konnen, je nach Art der Protease, schon prikatalytisch als lonenpaar (Cys™
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/HisH") oder neutral (Cys/His) vorliegen. Im ersten Schritt greift der Cystein-Schwefel das
Carbonylkohlenstoffatom der zu spaltenden Amidbindung an. Es kommt dabei zur
Ausbildung eines tetraedrischen Intermediates, dessen negative Ladung am urspriinglichen
Carbonyl-Sauerstoff durch Wasserstoftbriickenbindungen zum Peptidriickgrat des Enzyms
stabilisiert wird (,,Oxyanion hole*). Aus diesem spaltet sich nun das C-terminale Fragment
des Substrates ab, es bildet sich als Zwischenprodukt der katalytischen Reaktion das
acylierte Enzym in Form eines Thioesters. Im anschliefenden zweiten Reaktionsschritt
fungiert ein Wassermolekiil als Nucleophil, das nun wiederum die Carbonylfunktion des
Thioesters angreift. Im Zuge dieser zweiten Reaktion, die ebenfalls iiber ein tetraedrisches
Intermediat verlauft, wird nun auch das N-terminale Substratfragment freigesetzt und das
aktive Zentrum des Enzyms ,regeneriert™. Schema 1-1 zeigt den allgemeinen Mechanis-

mus der Protolyse-Reaktion der Papain-dhnlichen Proteasen (C1-Familie).

1.3 Schweres Akutes Atemwegssyndrom (SARS)

Ausgehend von einer Haufung zahlreicher Félle von atypischer Lungenentziindung
unter der Bevolkerung in der chinesischen Provinz Guangdong Ende 2002 breitete sich in
den darauf folgenden Monaten eine neue Infektionskrankheit epidemieartig aus, die unter
dem Namen SARS (= Severe Acute Respiratory Syndrome, Schweres Akutes Atemwegs-
syndrom) bekannt wurde. Durch die schnelle weltweite Verbreitung, vor allem {iber die
Luftverkehrswege, wurden bis Mitte 2003 rund 8000 Fille registriert, von denen ca. 10 %
todlich verliefen. Als Erreger von SARS konnte bereits wenige Wochen nach Ausrufung
des Globalen Alarms durch die WHO das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV)
identifiziert werden."'”! Kurz darauf folgte die Entschliisselung des viralen Genoms des

SARS-CoV,"® die den Grundstein fiir die Suche nach neuen Wirk- bzw. Impfstoffen legte.

1.3.1 Ubertragung und Krankheitsverlauf

Untersuchungen haben ergeben, dass eine Ubertragung des SARS-Virus von Tieren
auf den Menschen und die anschlieBende Mensch-zu-Mensch-Ubertragung die Ursache der
SARS-Pandemie 2002/2003 darstellte. Als unmittelbarer Ubertréiger gilt der Larvenroller
(Paguma larvata) — eine in Slidostasien verbreitete Art der Schleichkatzen — als wahr-
scheinlich. Auf zahlreichen Marktplitzen in der Provinz Guangdong konnte bei den dort
gehaltenen Larvenrollern ein Virus mit hoher Ahnlichkeit zum SARS-Coronavirus nach-

. 19 . . . . .
gewiesen werden.!"”) Es zeigte sich auch, dass dieses Virus in den Larvenrollern mehrere
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Wochen existent sein kann.*”! Trotz der weiten Verbreitung des Virus unter den Larven-
rollern werden diese als Ursprung von SARS jedoch ausgeschlossen. Grund dafiir ist die
Tatsache, dass die bei den Larvenrollern gefundenen Genom-Sequenzen der SARS-CoV-
dhnlichen Viren zu mehr als 99.6 % iibereinstimmen, was lediglich eine zeitlich kurze
Verbreitung innerhalb dieser Spezies nahe legt.*!! Vielmehr sind mittlerweile verschiedene
Fledermausarten, vorwiegend die der Hufeisennasen (Gattung Rhinolophus), als natlir-
liches Reservoir des Virus in der Diskussion. Flederméuse sind als Wirte verschiedener
Coronaviren bekannt und auch ein SARS-dhnliches Coronavirus (SL-CoV, ,,SARS-like
coronavirus®) konnte bei den Hufeisennasen nachgewiesen werden, ohne dass die infizier-
(22231 Dieses SL-CoV zeigte eine
Genom-Ubereinstimmung mit dem humanen SARS-CoV von 87-92%."*"1 Ob in der Infek-

ten Tiere offensichtliche Krankheitsanzeichen aufwiesen.

tionskette zwischen Flederméusen und Larvenrollern noch weitere Spezies involviert sind,
ist bis dato nicht geklirt. Es gilt jedoch als gesichert, dass zur Ubertragung auf den Larven-
roller und den Menschen eine genetische Verdnderung des SL-CoV erfolgen muss, die zu
Verdnderungen am Spike-Protein des Virus fiihrt und so ein Eindringen in humane Zellen
erst ermdglicht.*"

Eine Infektion mit dem SARS-Coronavirus kann beim Menschen durch Trépfchenin-
fektion oder durch direkten Kontakt mit erkrankten Patienten erfolgen. Klinisch duB3ert sich
die SARS-Infektion als grippedhnliche Erkrankung beginnend mit Kopfschmerz, Fieber
und Myalgien. In fortgeschrittenem Stadium kann sich daraus eine atypische Pneumonie

entwickeln und bis zum Versagen der Atmung und zum Tode fijhren.!**!

1.3.2 Virusreplikation und Enzymausstattung des SARS-CoV

Coronaviren (Familie Coronaviridae) sind einzelstringige positiv-orientierte (ss+)-
RNA-Viren mit einem Genomumfang von 20-30 Kilobasen, die vorwiegend Wirbeltiere
(Hunde, Katzen, Rinder, Schweine, Nagetiere) infizieren und beim Menschen — mit Aus-
nahme von SARS — meist banale Infekte des Respirationstraktes verursachen. Serologisch
werden sie in drei Gruppen mit zahlreichen Serotypen eingeteilt, von denen aufler den drei
humanen Coronaviren (HCoV-229E, HCoV-OC43, SARS-CoV) alle tierpathogen sind
(vgl. Abb. 1-3). Der Name Coronavirus leitet sich von den Spike-Proteinen der Virionen
ab, deren extrazelluldrer Teil kranzférmig aus der Virushiille herausragt. Diese Glyko-
proteine dienen dem Virus zur Bindung an den zelluldren Rezeptor und verleihen ihm ein

charakteristisches elektronenmikroskopisches Bild.*
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Gruppe Il
Gruppe I CCoV: Canine coronavirus
HCoV-0C43 BCoV FIPV: Feline infectious
Gruppe Il oder IV? peritonitis virus
HCoV: Human coronavirus
@ PEDV: Porcine epidemic
2 diarrhea virus
TGEV. Transmissible gastro-
enteritis virus
Gruppe 11 BCoV: Bovine coronavirus
HCoV-229E MHV: Mouse hepatitis virus
PEDV HCoV: Human coronavirus
TGEV FIPV CCoV. Gruppe II1 IBV: Infectious bronchitis
ﬁ TCoV virus
Gruppe | IBV TCoV: Turkey coronavirus
Gruppe I/IV. SARS-CoV:  SARS-associated
Gruppe Il coronavirus

Abb. 1-3: Phylogenie der Coronaviren (in Anlehnung an Lit."*")

Die Zuordnung des SARS-CoV zu den Serogruppen der Coronaviren ist immer noch
Gegenstand der Diskussion. Aufgrund seiner genetischen Verschiedenheit von den anderen
Gruppen wurde es zunidchst als erster Vertreter einer neuen vierten Serogruppe klassifiziert.
Neuere Studien spezieller SARS-CoV-Gene haben jedoch eine Verwandtschaft mit der

Serogruppe II erkennen lassen.*’>*

ORF la

OREF 1b _ viral replicase gene

l RNA-Translation

ﬁﬁla
lab
S 0!y Oteins

proteolytic autoprocessing l VIRl mediated

L-—III-I-—-I! multi enzyme complex
——
replication of the viral RNA

Abb. 1-4: Prozessierung des viralen Replikase-Gens im SARS-CoV

Das SARS-CoV besitzt ein Genom bestehend aus ca. 29700 Nucleotiden und z&hlt
damit zu den Viren mit der umfangreichsten Erbinformation. Ca. 22000 Basen sind dem

Replikase-Gen zugeordnet, das die zur Virusreplikation benétigten Enzyme (non structural
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proteins, nsp) codiert. Die restlichen Gene tragen die Information fiir die Struktur- und
sonstigen Proteine des Virus.*”) Aufgrund der positiv-Orientierung der viralen RNA wird
die Genominformation direkt abgelesen und in zwei Polyproteine (ppla und pplab)
translatiert. Durch die Spaltung dieser beiden Polyproteine werden alle zur Virus-
replikation und zum Aufbau neuer Virionen notwendigen Proteine freigesetzt (vgl. Abb. 1—
4). Eine ausfiihrliche Beschreibung der strukturellen Eigenschaften des SARS-CoV ist in
einer Arbeit von Bartlam et al. zu finden.”” Demnach werden die Polyproteine ppla und
pplab in insgesamt 28 Proteine aufgespalten. Darunter befinden sich 16 sogenannte non
structural proteins (nsp), die fiir die Synthese der viralen RNA erforderlich sind, 4
Strukturproteine (Spike (S) protein, Envelope (E) protein, Membrane (M) protein,
Nucleocapsid (N) protein), die als Strukturelemente zum Aufbau neuer Virusteilchen ver-
wendet werden, sowie acht zusdtzliche Proteine (accessory proteins), deren genaue
Bedeutung bislang weitgehend ungeklart ist. Fiir zwolf dieser Proteine sind die Strukturen
in der protein-data-base (pdb) verfiigbar und diese stellen somit einen Ausgangspunkt fiir
die gezielte Intervention in den Prozess der Virusreplikation dar. Tab. 1-3 gibt eine

Gesamtubersicht tiber die 28 Proteine des SARS-Coronavirus.

Protein* Protein Putative functional structure available
size (a. a.) assignment(s)

Structural proteins

Spike (S) protein 1255 ACE?2 recognition, viral entry yes (fusion core, receptor
into infected cells, major virion binding domain)
coat glycoprotein
ORF3a 274 Minor structural protein no
Envelope (E) protein 76 Structural protein, induces no
apoptosis in cells
Membran (M) protein 221 Viral structural glycoprotein no
ORF7a 122 Integral membrane protein yes (luminal domain)
Nucleocapsid (N) protein 422 Genomic RNA packaging yes (N-terminal RNA
binding domain, C-

terminal domain)

Non structural proteins (nsp)

nspl 180 yes

nsp2 638 no

nsp3 1922 UBI, AC, ADRP, SUD, PLP, yes (Glu-rich, ADRP,

TM1-4, Zn finger, Y PLP® domains)

nsp4 500 Transmembrane no

nsps 306 Y L yes

nsp6 290 Transmembrane no

nsp7 83 RNA primase yes

nsp8 198 yes

nsp9 113 sSRNA binding yes

nsp10 139 RNA binding yes

nspll 13 no

nspl2 932 RdRp no

nspl3 601 Helicase no

nspl4 527 3’—5’ exonuclease no
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nspl5 346 Urydilate specific endonuclease yes
nspl6 298 Putative methyltransferase no

Accessory proteins

ORF3b 154 no
ORF6 63 no
ORF7b 44 no
ORF8a 39 no
ORF8b 84 no
ORF9b 98 Lipid binding, putative yes

membrane attachment

* fettgedruckt: Struktur in der pdb verfugbar; ACE: angiotensin converting enzyme; UBI: ubiquitin-like; AC: acidic Glu-rich
domain; ADRP: adenosine diphosphate-ribose 100-phosphatase; SUD: SARS-CoV unique domain; TM: transmembrane domain;
PL"™: papain-like protease; MP°: main protease; RARP: RNA-dependent RNA polymerase.

Tab. 1-3: Zusammenfassung der Proteine des SARS-CoV"™"

Zwei dieser Enzyme sind dabei aufgrund ihrer zentralen Funktion in der Virusver-
mehrung in den Mittelpunkt der Forschung geriickt. Dies sind zum einen die SARS-
Coronavirus Hauptprotease (main protease, M"™°, nsp5), die maBgeblich an der Proteolyse
der viralen Polyproteine (ppla, pplab) beteiligt ist, sowie die Papain-dhnliche Protease des
SARS-Coronavirus (papain-like protease, PL"™, nsp3), die neben der Polyprotein-Hydro-

lyse auch deubiquitinierende Eigenschaften besitzt.

1.3.3 Charakterisierung der SARS-CoV-Hauptprotease (M"")

Die SARS-CoV-M" ist eine ca. 33 kDa groBe Cystein-Protease bestehend aus 306
Aminoséuren, die in der aktiven Form als Homodimer vorliegt.”'***! Innerhalb eines
Protomers lassen sich drei Doménen (I-I1T) unterscheiden. Die Doménen I und II besitzen —
wie andere coronavirale chymotrypsin-dhnliche Proteasen auch — eine antiparallele B-
Faltblatt-Struktur. Das aktive Zentrum ist in einer Spalte zwischen den Doménen I und II
lokalisiert. Domine III besteht aus fiinf a-Helix-Einheiten, die in einem kugelférmigen
Cluster angeordnet sind. Aufgrund der Wechselwirkung der Doméne III mit dem zweiten
Protomer wird ihr eine besondere Bedeutung bei der Dimer-Bildung zugeschrieben.*"!

In der MEROPS-Systematik ist die SARS-CoV-MP" zusammen mit anderen Proteasen
positivstrangiger RNA-Viren in der Familie C30 (Clan PA(C)) zusammengefasst. Die
MEROPS-Klassifizierung der SARS-CoV-MP® im gemischten Clan PA geht auf die
strukturelle Verwandtschaft mit der Serin-Protease Chymotrypsin (Stammprotease des
Clans PA) zuriick. Es liegt nahe, dass sich beide Proteasen von einem gemeinsamen Urtyp
aus entwickelt haben und die katalytische Aktivitdt trotz eines Austausches von Serin

durch Cystein im aktiven Zentrum erhalten blieb.
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Abb. 1-5: Struktur des SARS-CoV-MP" Monomers (pdb-code 2AMQ, generiert mit PyMOL"*™)

Dies, sowie die Ahnlichkeit der SARS-CoV-MP" mit den seit lingerer Zeit bekannten
3C-Proteasen der Picornaviridae (Familie C3), ist der Grund fiir die Synonyme ,,Chymo-
trypsin-like protease® oder ,,3C-like-protease* (3CLP™), die in der Literatur ebenfalls fiir
die SARS-CoV-M"" verwendet werden. Im Gegensatz zu den 3C-Proteasen anderer RNA-
Viren, bei denen die Proteolyse des Substrats iiber die katalytische Triade Cys-His-
Asp(Glu) verlduft, besitzt die SARS-CoV-MP"" jedoch lediglich eine katalytische Diade
Cys(145)-His(41).P® Hauptaufgabe der SARS-CoV-MP™ ist die Proteolyse des von der
viralen RNA codierten Polyproteins. Diese Funktion ist fiir die Hauptproteasen der Coro-
naviren, die anstelle von zelluldren Proteinen vorwiegend eigenes Enzymmaterial zur Re-
plikation nutzen, bereits bekannt und hochkonserviert.”””*! Die MP™ spaltet das virale
Replikase-Polyprotein an insgesamt 11 Stellen und setzt dabei alle wichtigen Proteine zur
Virusreplikation frei. Der erste Schritt ist dabei zunéchst die autokatalytische Abspaltung
der MP™ selbst. Die bevorzugte Spaltstelle der MP™ am Peptid ist die Aminosduresequenz
Leu-Gln|(Ser,Ala,Gly).***") Thre zentrale Rolle bei der Virusreplikation, die gute Kenntnis
ihrer Struktur durch zahlreiche bekannte Kristallstrukturen sowie die Tatsache, dass ein

analoges Enzym im humanen Zellapparat nicht vorhanden ist, machen die M" zu einem
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herausragenden Target fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen SARS bzw. andere

coronavirale Infektionen.

1.3.4 Charakterisierung der SARS-Coronavirus Papain-like-Protease (PL"")

Neben der SARS-CoV-MP ist noch eine weitere Protease an der Spaltung des viralen
Polyproteins beteiligt. Sie wird aufgrund ihrer Papain-dhnlichen Struktur als ,,Papain-like
protease® (SARS-CoV-PLP™) bezeichnet. Genetisch ist sie nach der Spaltung des Poly-
proteins ppla bzw. pplab innerhalb einer Doméne des freigesetzten non structural pro-
teins 3 (nsp3) lokalisiert, das auBBerdem noch eine Phosphatase, eine transmembrane Do-
méine, eine ,,saure Domine™ (acidic domain) sowie eine Y-Domine mit bislang unbe-
kannter Funktion enthilt.?®***!] Die SARS-CoV-PLP™ spaltet das virale Polyprotein an
drei Stellen, wodurch die non structural proteins nspl-3 freigesetzt werden. Als bevor-
zugte Aminosduresequenz an der Spaltstelle wurde LXGG|(A,K) identifiziert. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass die SARS-CoV-PL" neben ihrer proteolytischen Funktion
auch noch deubiquitinierende Eigenschaften besitzt. Inwieweit diese fiir die Virusrepli-
kation von Bedeutung sind, ist derzeit noch Gegenstand der Forschung.

Die Kristallstruktur der SARS-CoV-PLP® wurde im Jahr 2006 von Ratia et al.
geldst.[*) Demnach besteht die PLP™ aus vier verschiedenen Doménen, von denen sich drei
— in Analogie zur Architektur einer menschlichen rechten Hand — als Daumen-, Hand-
flichen- und Fingerregion beschreiben lassen. Anhdngend an die ,,Daumen‘-Region bildet
eine vierte, Ubiquitin-dhnliche Doméne (UB-like, UBI) bestehend aus 62 Aminoséuren den
N-Terminus des Enzyms. In der ,,Finger“-Region sorgt eine spezielle Anordnung von
Cystein-Resten fiir ein Zink-bindendes Motiv in der PL", was zum Erhalt sowohl der

19 Die Struktur

Struktur als auch der proteolytischen Aktivitit des Enzyms essentiell ist.
zeigt auch die Existenz der katalytischen Triade Cys-His-Asp im aktiven Zentrum der

Protease.

1.4 Proteasen des SARS-CoV als Targets fiir Inhibitoren

Bei der Suche nach antiviralen Wirkstoffen gegen das SARS-Coronavirus sind die
hauptsichlich an der Replikation beteiligten Proteine SARS-CoV-MP* und SARS-CoV-
PL"™ schon friih in den Fokus des Forschungsinteresses geriickt. Besonders die SARS-
CoV-MP"* wurde vielfach als Target fiir die Entwicklung neuer Protease-Inhibitoren ausge-

wihlt. Thre essentielle Funktion bei der Virus-Replikation und das Fehlen vergleichbarer
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Enzyme im menschlichen Organismus sind maf3gebliche Griinde dafiir. Zudem hat bereits
die friihe Kenntnis der Kristallstruktur der SARS-CoV-M"" und die damit verbundene An-
wendung des ,,Virtual Screenings® (VS) ein schnelles computergestiitztes Screenen grofer
Substanzbibliotheken ermdglicht. Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber aus-
gewihlte Verbindungen gegeben, die bis dato als Inhibitoren der SARS-CoV-MP" bzw.
SARS-CoV-PL™ identifiziert werden konnten.

1.4.1 Bekannte Inhibitoren der SARS-CoV-M""

Eine weit verbreitete Strategie zum Design neuer Protease-Inhibitoren ist die Entwick-
lung peptidischer bzw. peptidomimetischer Verbindungen. Diese setzen sich meist aus
einem Oligopeptid und einer reaktiven Kopfgruppe (warhead) zusammen. Strukturell
entspricht der peptidische Teil dem natiirlichen Substrat des Enzyms und sorgt damit fiir
die notwendige Affinitdt zur Bildung eines Assoziationskomplexes mit dem Enzym. Die
reaktive Kopfgruppe, die in der Regel eine Bindungstasche am aktiven Zentrum (S1 bzw.
S1°) adressiert, sollte zur Reaktion mit dem katalytisch aktiven Aminosdurerest im aktiven
Zentrum der Protease in der Lage sein und sie auf diesem Wege durch Ausbildung einer
kovalenten Bindung deaktivieren. Typische Strukturfragmente, die als warheads in
Protease-Inhibitoren genutzt werden, sind Halomethylketone, Diazoverbindungen, Epoxide,

Aziridine oder Michael-Akzeptoren.[***!

H
ol M o O NH,
(6] OH
o] o] 0] O (0]
a8 A Ot T : N : N ! N c
o—N o 3 o : H o : H o : H o
L > Son 0N
F

AG7088 Hexapeptidylchloromethylketon

Abb. 1-6: Struktur von AG7088 (Ruprintrivir, links) und des Hexapeptidylchloromethylketons
(rechts)

Die ersten Entwicklungen von Inhibitoren der SARS-CoV-MP* waren ebenfalls auf
diesem Konzept begriindet. Aus einem Homologie-Modell zur TGEV-MP™ und zur 3C-
Protease des humanen Rhinovirus (HRV) wurden zundchst ein Substrat-analoges Hexa-

peptidylchloromethylketon (CMK) bzw. der Wirkstoff AG7088 (Ruprintrivir) — ein pep-
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tidischer Vinylester und bekannter HRV-3CP™-Inhibitor — als Leitstrukturen vorge-
schlagen.?>**!

AG7088 selbst bewirkt keine Hemmung der SARS-CoV-MP ] jedoch wurden durch
Variation der Peptidkette sowie der Kopfgruppe einige aktive Substanzen gefunden. Cha-
rakteristisch fiir diese Substanzklasse ist die Imitation des P2-P1-Motivs Leu-Gln, das in
allen aktiven Verbindungen fast unveridndert bleibt. Als warheads wurden neben Vinyl-
estern (vgl. Tab. 1-4, Eintrag #1-3) und Halogenmethylketonen (#4) auch Aldehyde (#5),
Epoxide (#6) sowie weitere Carbonylderivate (#7-9) eingesetzt. Inhibitoren dieses Typs

mit K;-Werten im submikromolaren Bereich sind jedoch erst seit jiingster Zeit bekannt

(#3,5,7,8).

Struktur Ki[oM] ki [10°s"]  Kppq [IM's] | Lit
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” Assay mit 20 min Priinkubation des Enzyms

Tab. 1-4: Ausgewiihlte peptidomimetische Inhibitoren der SARS-CoV-MP"

Eine weitere Moglichkeit, eine relativ groBe Zahl an Substanzen auf Aktivitit gegen
ein bestimmtes Target zu priifen, ist das Screening bereits vorhandener Substanzbiblio-
theken. Diese Bibliotheken kdnnen eine beliebige Zahl an bekannten Wirkstoffen, Wirk-
stoffgruppen oder Naturstoffen in der GroBenordnung von einigen hundert bis zu tausen-
den enthalten. Die automatisierte Vorgehensweise sowie der Riickgriff auf bereits be-
kannte Verbindungen macht die zeitlich aufwindige Synthese neuer Wirkstoffe tiberfliissig

und kann schon in relativ kurzer Zeit aktive Substanzen liefern. Aus der Literatur sind
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dabei neben Polyphenolen (aus Teeinhaltsstoffen, #10,11) sowie Metall-Konjugaten
(#12,13) und Hexachlorophen-Analoga (#14,15), deren antimikrobielle Wirkung bereits

pharmazeutisch genutzt wird, auch einige bereits anderweitig eingesetzte Wirkstoffe als

SARS-CoV-MP®-Inhibitoren bekannt. So wurde im Jahr 2005 von Chen et al. iiber den

bereits seit den sechziger Jahren eingesetzten Serotonin-Inhibitor Cinanserin (#16) als

Inhibitor der SARS-CoV-MP™ berichtet (vgl. 2.4 und 3.1.5, Cinanserin-Derivate). Ebenso

zeigten der Wirkstoff Lopinavir (#17) — ein bereits zugelassener HIV-Protease-Hemmstoff

(Kaletra™) — sowie ein weiterer bekannter peptidischer HIV-Protease-Inhibitor (#18) eine

Hemmung der SARS-CoV-MP™, Tab. 1-5 gibt eine Ubersicht iiber die publizierten Hemm-

daten dieser Verbindungen.

Forts. Struktur ICs [nM] K [uM] Lit
OH
(o)
§—< E\FOH
(o] OH oH
(o] [e]
(o] O. (o] (o]
HO. 7 f ° . [51]
#10 OQ)LO o k@m 3 — Chen, Lin et al. 2005
HO
OH H
#11 7 — Chen, Lin et al. 2005P"
?7 a [52]
s SN . 5 Kuo et al. 2004
#12 NSz TS 0.8 0.17 . “
LN _ Hsu et al. 2004°"
[e]
Ha_
#13 @ j\ — 0.7 Hsu et al. 2004
o
OH OH
O,N s NO,
#14 9.2 — Liu et al. 20055
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o o
(o] [e]
cl cl ) [54]
#15 s 7.6 — Liu et al. 2005
ClCl
| |
#16 \ o 5 - Chen, Gui et al. 20055
N HN
/
D
IS eSS
#17 H N Ny O — 14 Wu et al. 2004
#18 OVOY“%N AN “TFHLO“Q - 0.6 Wu et al. 2004
o = 5 Ol o

Tab. 1-5: Screening-Hits als Inhibitoren der SARS-CoV-M""

Eine zusitzliche Schwierigkeit bei der Evaluierung von Inhibitoren ist die Vergleich-
barkeit der erhaltenen Hemmdaten. Generell ist dabei die Angabe von ICs)-Werten als
problematisch zu erachten, da diese von den jeweiligen Assaybedingungen abhédngig sind.
Vielmehr sollte zur Angabe des Inhibitorpotentials den Hemmkonstanten Kj, &; oder kzng
der Vorzug gegeben werden. Weiterhin ist zu berilicksichtigen, dass der K;-Wert aus-
schlieBlich die reversible Bindung des Inhibitors an das Enzym ausdriickt und fiir kovalent
bindende Inhibitoren nicht aussagefihig ist, da sich u. a. fiir unterschiedliche Inkubations-
zeiten mit dem Enzym unterschiedliche Kj-Werte ergeben. Daher ist es bei Inhibitoren, die
aufgrund Threr Struktur einen irreversiblen Mechanismus vermuten lassen (vgl. Eintrag
#3,7,8) unerliasslich, den Mechanismus der Enzymhemmung durch weitere Untersuchun-
gen aufzukldren, um auf diese Weise eine verlédssliche Angabe der publizierten Daten zu

gewihrleisten.””]

1.4.2 Bekannte Inhibitoren der SARS-CoV-PL""™

Im Gegensatz zur SARS-CoV-MP sind fiir die Papain-like Protease (SARS-CoV-
PL"™) bisher nur wenige Inhibitoren bekannt. MaBgeblicher Grund dafiir ist die fehlende
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Information {iber die Enzymstruktur. Anders als im Fall der M"°, wo durch Homologie-
Modelle bekannter coronaviraler Hauptproteasen in kurzer Zeit eine Basis fiir das Inhi-
bitor-Design geschaffen werden konnte, war bis zur Losung der Kristallstruktur der SARS-
CoV-PLP™ im Jahr 2006 durch Ratia et al'** keine Struktur einer coronaviralen PLP®
bekannt. Bis dato konnte daher nur eine Reihe von Mercaptopurinen®® und Naphthyl-

derivaten™! als Inhibitoren der SARS-CoV-PLP™ identifiziert werden.

1.4.3 Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

Eine weit verbreitete Technik zur Messung der Protease-Aktivitit und zur Evaluierung
von Protease-Inhibitoren sind sog. ,,FRET“-Assays. Bei FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) handelt es sich um einen strahlungslosen Energieiibertragungsprozess
zwischen zwei unterschiedlichen Molekiilspezies, die beide zur Fluoreszenz befahigt
sind.!®! Eine Molekiilspezies fungiert dabei als Fluoreszenz-Donor, die ihre Anregungs-
energie auf die zweite Spezies (den Fluoreszenz-Akzeptor) libertragt. Dazu miissen zwei
Voraussetzungen gegeben sein: Das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Ab-
sorptionsspektrum des Akzeptors iiberlappen und Donor und Akzeptor miissen sich in
rdumlicher Ndhe (wenige Nanometer) zueinander befinden. Findet bei einem geeigneten
Donor-Akzeptor-Paar FRET statt, d. h. Donor und Akzeptor befinden sich in raumlicher
Nihe und die Anregungsenergie des Donors wird auf den Akzeptor iibertragen, so ldsst
sich nach auBlen hin keine oder nur geringe Fluoreszenzemission des Donors detektieren.
Diese wird erst messbar, wenn sich Donor und Akzeptor soweit voneinander entfernen,
dass die strahlungslose Energietlibertragung nicht mehr stattfinden kann.

Dieses Phidnomen wird beim FRET-Assay fiir verschiedene Proteasen, u. a. auch fiir
die SARS-CoV-M"", genutzt. Dazu wird das Substrat der Protease mit einem geeigneten
Donor-Akzeptor-Paar so modifiziert, dass die Spaltstelle des Enzyms zwischen dem
Chromophorenpaar liegt. Innerhalb dieses Abstandes, der in der Regel ca. 8-11 Amino-
sdurereste betrdgt, findet im intakten Substrat FRET statt. Wird das Substrat vom Enzym
gespalten, so entfernen sich Donor- und Akzeptor-Fragment voneinander, der Energie-
transfer kann nicht mehr stattfinden. Stattdessen ist eine Zunahme der Donor-Emission zu
beobachten. Diese kann als Mal} fiir die Aktivitdt der Protease und die inhibitorische
Wirkung von Hemmstoffen herangezogen werden.

FRET-Assays eignen sich besonders fiir Enzyme, die — dhnlich wie die SARS-CoV-
MP® — aufgrund ihrer Substratspezifitit an Position P1° keine groBen Chromophor-Mole-

kiile akzeptieren und daher fiir einfache fluorimetrische Enzym-Assays nicht zugénglich
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sind. Im Zuge der Entwicklung von SARS-CoV-MP®-Inhibitoren sind neben dem seit
langerem bekannten FRET-Paar DABCYL/EDANS eine Reihe weiterer FRET-Substrate

verfligbar geworden.

Anregung
\m
NH, O
Fluoreszenz- H S V
Donor

Enzym-Cys—S

TLQSs Gt

Fluoreszenz-
Akzeptor

Anregung
325 nm

Arg(Mts)-OH

H
M,—S G TN

SV T L Q—coon

Zunahme der Fluoreszenz

Emission nach Substratspaltung

425 nm

Abb. 1-7: Schema des FRET-Prozesses am Beispiel eines Abz/Tyr(NO,)-markierten Substrates

Bei den Abz/Tyr(NO;) bzw. Abz/ Dnp-Paaren (Abz: 2-Aminobenzoesédure, Dnp: 2,4-
Dinitrophenol) ist ein Einbau der Chromophore direkt in das Peptidriickgrat moglich, was
die Substratsynthese erheblich vereinfacht. Zudem erschlieBen neue FRET-Paare wie
AlexaFluor 488/ QSY 7 und AlexaFluor 594/ QSY21 neue Wellenléingenbereiche zur An-
regung und Detektion, was die Anwendungsbreite der FRET-Substrate zusitzlich ver-
groBert. Tab. 1-6 gibt eine Ubersicht iiber FRET-Paare und FRET-Substrate, die bereits
fiir Enzym-Assays an der SARS-CoV-M" etabliert sind.

Trotz des einfachen und schnellen Messverfahrens, das die FRET-Assays ermoglichen,
sind dennoch einige Effekte zu beachten, um falsch-positive Screening-Ergebnisse zu ver-
meiden. Zur Auswertung der FRET-Assays wird die Zunahme der Fluoreszenz durch

Spaltung eines fluorogenen Substrats durch ein proteolytisches Enzym gemessen. Eine
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Verminderung der Fluoreszenzzunahme in Gegenwart eines Inhibitors kann mit einer
Hemmung der Enzymaktivitit korreliert werden.
Donor Akzeptor MEX)/ P7P6P5P4P3P2P1 | PI'P2’P3’P4’PS’P6PT’ | Lit
MEm)
EDANS DABCYL E*SATLQ|SGLAK#S Grum-Tokars,
2008¢"
iy +30.360 1 K¢ TSAVLQ|SGFRKM E* Chen, 20058
\ o - ni
M=) 190,538 L#AQ|AVRSSS R Bacha, 2004”
- nm
o VENSTLQ|SGLREK#M Chen, 2005"
S# AVLQ|SGLAK* Kao, 20043
AlexaFluor 488 QSY 7
490 nm/ Grum-Tokars,
C*ESATLQ|SGLAK#
535nm 2008"
595 nm/ Grum-Tokars,
C*ESATLQ|SGLAK#
629 nm 2008
Abz Nitrotyrosin
W, Blanchard,
0. OH CO.H
: 320-340 nm/ 20044
H,N S* VTLQ|SGY#R
NO, 400-440 nm Kippler,
o 200511
Abz Dnp
OH
OO NO S* AVLQ|SGFRK# Liu, 20055
2 320-362 nny/ “
H N T*SAVLQ|SGFRK# Chou, 20047
420-425 nm (66]
NO, S*GVTFQ|GKFKK# Kuang, 2005
MCA Dnp
OH OH
° - 320 m/ A*VLQ|SGFK#K Yang, 200504
ang,
N 405 nm €
MeO o Yo NO,

* Bindungsstelle des FRET-Donors

# Bindungsstelle des FRET-Akzeptors

Tab. 1-6: FRET-Donor-Akzeptor-Paare, die fiir fluorimetrische Assays an der SARS-CoV-M""

verwendet werden.

Zusitzlich miissen jedoch weitere Effekte ausgeschlossen werden, die ebenfalls eine

Verminderung der Fluoreszenzzunahme bewirken konnen, jedoch nicht mit einer Enzym-

hemmung zusammenhédngen. Dazu gehoren die Absorption der emittierten Fluoreszenz-

strahlung durch den Inhibitor selbst und der Innere Filter Effekt, der bei der K,,-Wert-
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Bestimmung des FRET-Substrates selbst zu beriicksichtigen ist (vgl. Kap. 3.1.3, Biochemi-
sche Methoden).”¢"!

1.4.4 Etacrynsiure als Leitstruktur fiir Inhibitoren von Cystein-Proteasen

Wie bereits oben erldutert, eignen sich Michael-Akzeptoren als warhead zum Design
von Serin- oder Cystein-Protease-Inhibitoren. Dieses elektrophile Strukturelement in Form
einer a,B-ungesittigten Carbonyl- oder Sulfonylverbindung (z. B. Vinylketone, -ester, -
amide oder Vinylsulfone) bietet die Moglichkeit zur kovalenten Bindung mit dem

katalytisch aktiven Aminosédurerest des Enzyms.

Eine seit Jahren bekannte Verbindung, die diese Struktureinheit besitzt, ist die Eta-
crynsdure (vgl. Abb. 1-8). Sie wurde lange Zeit als

diuretisches Arzneimittel eingesetzt, welches nach

Bildung eines Cystein-Konjugats als Hemmstoff Cl o
eines Na'/K'/2Cl -Transporters agiert und so die Cl O\)kOH
Riick-Resorption dieser Ionen in der Niere verhin- e)

dert.®® Weiterhin ist bekannt, dass Etacrynsdure
auch zur Bildung von Glutathion-Addukten in der
Lage ist und sowohl als Substrat als auch als In-

hibitor der Glutathion-S-Transferase fungieren Abb. 1-8: Etacrynsiure

kann,[%7%

Friithere Arbeiten in der Arbeitsgruppe Schirmeister zeigten, dass FEtacrynséure-
Derivate auch verschiedene Cystein-Proteasen inhibieren konnen.”"! Dabei wurden insbe-
sondere flir die Amid-Derivate Hemmkonstanten im niederen mikromolaren Bereich
gefunden. Einige dieser Amide wurden auch an der SARS-CoV-MP® getestet. Dabei
stellten sich das Etacrynsédure-fert-butylamid und das Etacrynsiure-B-methylalanylamid
mit einem K;-Wert von 46 bzw. 35 uM als die aktivsten Verbindungen heraus. Zusétzlich
besitzen beide Verbindungen auch antivirale Aktivitit gegen das SARS-CoV!"* und andere

Coronaviren.!”’!
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o) (@]
%*N 0 N o}
H H
e) H,N 0]
cl Cl O Cl Cl

Abb. 1-9: Dockingstudien von Etacrynsidureamiden an der SARS-CoV-MP"*

Docking-Studien dieser Inhibitoren an der SARS-CoV-MP" untermauern diese Ergeb-
nisse.” Sie zeigen neben der raumlichen Nihe des Michael-Systems zum active-site-
Cys145 auch die Ausbildung diverser Wasserstoftbriickenbindungen der Amid-Funktiona-
litdt des Inhibitors zu den umliegenden Aminosédureresten in der Ndhe des aktiven Zen-

trums. Diese tragen zusétzlich zur Stabilisierung des Enzym-Inhibitor-Komplexes bei (vgl.

Abb. 1-9).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist sowohl die Synthese neuer Verbindungen als
Inhibitoren von Cystein-Proteasen anhand bekannter Leitstrukturen sowie die Testung der
synthetisierten Verbindungen an Cystein-Proteasen und pathogenen Organismen. Zu-
sitzlich sollen an ausgewéhlten Verbindungen mit Michael-Systemen Reaktivitdtsstudien

durchgefiihrt werden

Synthese

Aufbauend auf den bereits vorhandenen Kenntnissen zum inhibitorischen Potential der
Etacrynsdure und ihrer Derivate an Cystein-Proteasen, ist das primire Ziel dieser Arbeit
die Synthese neuer Etacrynsiure-Derivate als Inhibitoren der SARS-CoV-MP. Dies um-
fasst zunéchst die Synthese eines geeigneten FRET-markierten Oligopeptides als Substrat
zur Etablierung eines fluorimetrischen Enzym-Assays sowie zur Evaluierung der syntheti-
sierten Inhibitoren. Dieses soll mittels automatisierter Festphasensynthese verwirklicht

werden.
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Zur Synthese der Inhibitoren soll die Etacrynsdure-Leitstruktur wie folgt variiert

werden:

PRasy
]

e A: Variation der Seitenkette: Synthese von Michael-Systemen mit unterschiedlicher
Konfiguration (exo/endo) oder Konformation (s-cis/s-trans)

e B: Variation des Substitutionsmusters am aromatischen Ring: Synthese von Fluor-
und Bromderivaten

e C: Heteroatomaustausch: Synthese von Thio-Analoga

e D: Variation der Acetylkette zum Carbonsdurefragment: Darstellung von Pro-
pionyl- bzw. Butyryl-Analoga

o E: Variation der Amidfunktion: Darstellung verschiedener Amid-Derivate

Eine weitere Aufgabenstellung ist die Synthese markierter Etacrynsdurederivate. Die
Markierung soll zum einen durch H/D-Austausch sowie durch die Einfiihrung einer Biotin-
Einheit erzielt werden. Ziel der Markierung ist die Wirkstoffdetektion in biologischen Sys-
temen durch CARS-Experimente bzw. Biotin/Streptavidin-Assays.

Ausgangspunkt eines zweiten Syntheseprojekts ist die Leitstruktur des bekannten
Wirkstoffs Cinanserin. Hier sollen ebenfalls durch Strukturvariationen die inhibitorischen
Eigenschaften an der SARS-CoV-M"* verbessert werden. Dabei ergeben sich anhand der

Cinanserin-Grundstruktur verschiedene Moglichkeiten zur Modifikation:
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A: Halogensubstitution am aromatischen Ring: Darstellung von 2,3-Dichlor-Deri-

vaten des Cinanserins

e B: Variation des Zimtsdurefragmentes: Einfiihrung einer gesittigten Phenylpro-
pionsdure-Einheit

o C: Variation der Kettenlénge an der Aminosulfanylseitenkette

e D: Variation der Dimethylaminogruppe: Einfiihrung volumindser Alkylamino-

Reste

Testungen

Zur Evaluierung des inhibitorischen Potentials der synthetisierten Verbindungen sollen
diese zunichst auf Aktivitdt gegen die coronaviralen Proteasen SARS-CoV-MP™ sowie
SARS-CoV-PLP™ getestet werden. Zum Vergleich mit einer humanen Protease sollen zu-
satzlich Testungen an Cathepsin L erfolgen.

Weiterhin sollen im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 630 (,,Erkennung,
Gewinnung und funktionale Analyse von Wirkstoffen gegen Infektionskrankheiten,,) die
Aktivitidten der synthetisierten Verbindungen gegen verschieden pathogene Organismen
(Leishmanien, Trypanosomen, Plasmodien, Staphylokokken) sowie deren Cytotoxizititen

untersucht werden.
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Reaktivitdtsstudien

An ausgewihlten Inhibitoren soll die Reaktivitit des Michael-Systems beziiglich der
Addition von Thiolen in einem Modellsystem untersucht werden. Diese Aufgabe umfasst
neben der Synthese die Etablierung eines Modellsystems zum Reaktions-Monitoring
mittels "H-NMR-Spektroskopie. Die Ergebnisse sollen als Vergleich zu theoretischen
quantenchemischen Berechnungen der Thiol-Addition an o,B-ungeséttigte Systeme dienen,
die in der Arbeitsgruppe Engels (Inst. f. Organische Chemie, Uni Wiirzburg) durchgefiihrt

wurden und Aufschliisse tiber den Reaktionsmechanismus lieferten.



Synthesen 27

2 Synthesen

2.1 Festphasensynthese des FRET-Substrats

Um bei Proteasen die Enzymaktivitit bzw. deren Hemmung quantitativ erfassen zu
konnen, macht man sich die natiirliche Funktion des Enzyms in Kombination mit
spektroskopischen Methoden zu Nutze. In der Praxis setzt man dabei ein Peptid ein, das
dem natiirlichen Substrat der Protease dhnelt und somit eine gute Affinitit zum Enzym
aufweist. Dieses wird dann in Gegenwart der Protease unter geeigneten Umgebungs-
bedingungen (Puffer, pH-Wert, etc.) gespalten. Weiterhin muss dieses Substrat derart
modifiziert sein, dass die erfolgte Spaltung durch die Protease durch entsprechende
Zunahme oder Abnahme der UV-Absorption oder Fluoreszenz detektierbar wird.

Dies kann im einfachsten Fall schon durch ein Chromophor oder Fluorophor erreicht
werden, welches an der P1°-Position iiber eine Amid-Bindung in die Aminosiuresequenz
des Substrat-Peptides eingebunden ist und — wie beispielsweise im Falle des 7-Amino-4-
methylcoumarins (AMC) — direkt durch Enzymspaltung freigesetzt wird.

Die Verwendung von AMC-modifizierten Substraten ist, wie im Fall der SARS-CoV-
MP™, nicht moglich, falls eine Protease in der P1’-Position nur kleine Aminosiuren (Glycin,
Alanin, Serin) akzeptiert. Das sterisch anspruchsvolle Chromophor/Fluorophor wiirde die
Affinitdt zum Enzym zu stark herabsetzen, was es fiir die Verwendung in Enzym-Assays
unbrauchbar macht.

Eine Moglichkeit, diese Art von Proteasen trotzdem einem fluorimetrischen Enzym-
Assay zugénglich zu machen, ist der Einsatz sog. FRET-Substrate (FRET: Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Es handelt sich dabei um Peptide, die ein FRET-Donor-
Akzeptor-Paar enthalten, das jedoch nicht an der Spalt-Stelle des Substrats, sondern einige
Positionen davon entfernt, jeweils in C- bzw. N-terminaler Richtung, lokalisiert ist.
Befinden sich im intakten Substrat Donor und Akzeptor in ausreichender rdumlicher Nihe,
wird die Fluoreszenz des Donors durch den Akzeptor gequencht. Erst nach Substrat-
spaltung wird die vom Donor ausgehende Fluoreszenz detektierbar (sieche auch Kap. 1.4.3,
FRET).

Die Etablierung des Enzym-Assays fiir die SARS-CoV-MP™ in der Arbeitsgruppe des
Autors im Jahr 2004 machte die Synthese eines geeigneten FRET-Substrates erforderlich.

Bislang waren dazu nur wenige Beispiele in der Literatur verdffentlicht.">*%) Blanchard
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et al. berichteten im Jahr 2004 {iber ein High-Throughput-Screening, das an der SARS-
CoV-MP™ mittels eines FRET-Assays durchgefiihrt wurde.!*”! Das eingesetzte Substrat
enthielt als Donor-Akzeptor-Paar Anthranilsédure (2-Aminobenzoesdure, Abz) und 2-
Nitrotyrosin (Tyr(NO,)). Diese waren — anders als bei den meisten DABCYL/EDANS-
Substraten, bei denen die Chromophore an die Seitenkette von Lysin oder Glutaminsiure
gebunden sind — direkt in das Peptid-Riickgrat eingebaut. Das Substrat besall damit die
Gesamtsequenz H,N-Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-Tyr(NO,)-Arg-OH, der K,-Wert
wurde zu 820 + 130 pM bestimmt.

Weiterhin zeigte es im FRET-Assay eine deutlich hohere Sensitivitit als das ent-
sprechende DABCYL/EDANS-Derivat und wurde daher als Ausgangspunkt fiir die
Synthese des eigenen FRET-Subtrates mittels SPPS gewdhlt.

Die automatisierte Peptidsynthese an fester Phase (SPPS. Solid Phase Peptide Syn-
thesis) ist das Hauptverfahren zur technischen Darstellung von Peptiden. Dabei wird zu-
ndchst eine N-terminal geschiitzte Aminosdure iiber ihre Carboxylgruppe an ein modifi-

ziertes Polymer-Harz gebunden.

a) Entschiitzung der harzgebundenen Aminoséaure und 1. Kupplung

Fmoc—AAy

20% Piperidin in DMF/DCM (50/50)l

HoN—AA;-

Fmoc—AA,— COOH Aktivierung DIC/HOBT
2 %

Fmoc—AA,—AA;

666

c) Kupplungscyclen bis zur N-terminalen Aminoséaure (AA,)

Fmoc—AA,—COOH | FMoc—AA;—AA—AA;

20% Piperidin in DMF/DCM (50/50)1

HoN—AA;—AA,—AA;

Aktivierung DIC/HOBT

Fmoc—AA;-{----- - AAg— AR, —FAA;

6 ¢

b) 2. Kupplungsschritt mit Entschiitzung und Aktivierung

Fmoc—AA,— AA1~‘”‘O

20% Piperidin in DMF/DCM (Solso)l

HZN_AAZ_AAl—"""’O
Fmoc—AA;—COOH wl
3
Fmoc—AA;—AA,—AA;—— | >

d) Isolierung des Zielpeptids

FmOC*AAnm{ ffffff ]» 'AA3»AA2—AA1HW\'O

20% Piperidin in DMF/DCM (50/50)1

HaN—AA |- *M3»AA2—AA1WO

Abspaltung / Ausfal\enl

*HgN—AA |- AAs—AA,—AA~—COO"

Zielpeptid

Abb. 2—1: Schema der Festphasenpeptidsynthese (SPPS) nach Fmoc-Protokoll
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Ist dies erfolgt, wird die Schutzgruppe an der Aminofunktion entfernt und die fiir
Position zwei vorgesehene Aminosdure — ebenfalls N-terminal geschiitzt — unter Aus-
bildung einer Amid-Bindung an die erste gekuppelt. Abspaltung der Schutzgruppe, Wasch-
ginge und Ankniipfung der nichsten Aminosdure werden zyklisch wiederholt, bis die ge-
wiinschte Sequenz als harzgebundenes Peptid vorliegt. Dieses wird abschliefend unter
Zugabe eines Abspaltungsreagenzes von der festen Phase getrennt (vgl. Abb. 2—1). Vor-
teile gegeniiber der Synthese in Losung sind die Automatisierbarkeit der einzelnen Syn-
theseschritte, effiziente Entfernung iiberschiissiger Edukte und Reagenzien aus dem Reak-
tionsansatz und damit verbundene hohere Reinheit und Ausbeute.

Fiir die Synthese des FRET-Substrates wurde ein Milligen 9050 PepSynthesiser
genutzt. Als Verfahren wurde die SPPS nach Fmoc-Protokoll gewihlt, d. h. die Amino-
sduren wurden als Fmoc-geschiitzte Derivate eingesetzt. Die Entfernung der Schutzgruppe
im Anschluss an die Amid-Kupplung erfolgte standardmaBig durch Waschen mit Piperi-
din-Losung (20% in DCM/DMF 1:1) iiber sieben Minuten. Neben der Reaktionskontrolle
der vollstindigen Schutzgruppenabspaltung durch Messung der UV-Absorption ermoglicht
das Fmoc-Protokoll den Einsatz sdurelabiler Schutzgruppen fiir die Aminosédure-Seiten-
ketten von Serin, Threonin und Glutamin. Dies ist erforderlich, um mogliche Neben-
reaktionen wie Quervernetzung und Aminosdureeinbau in die Seitenkette zu verhindern.
Deren Abspaltung kann — bei entsprechender Wahl des Harzes — in einem Reaktionsschritt
mit der Peptidabspaltung vom Harz erfolgen.

Die Festphasensynthese wurde an Wang-Harz durchgefiihrt, an dem bereits Fmoc-Ar-
ginin(Mts)-OH als erste Aminosdure der Sequenz gebunden war. Die Mts-Schutzgruppe
(Mts = Mesitylen-2-sulfonyl) des Arginins bleibt auch nach der Peptidabspaltung im
fertigen FRET-Substrat erhalten. Alle bendtigten natiirlichen Aminosduren sowie die Chro-
mophore Anthranilsdure und 3-Nitrotyrosin wurden als Fmoc-Derivate eingesetzt. Bei
Serin und Threonin ist die Seitenkette zusétzlich durch eine fert-Butylgruppe, bei Glutamin
durch eine Trityl-Gruppe geschiitzt. 3-Nitrotyrosin kann ohne Schutz der aromatischen
Hydroxyfunktion eingesetzt werden. Die Aminosiuren wurden in vierfachem Uberschuss
beziiglich der Beladung des Harzes eingesetzt. Ihre Aktivierung erfolgte standardmiBig
durch DIC/HOBT (N,N’-Diisopropylcarbodiimid / 1-Hydroxybenzotriazol). Die Reak-
tionszeit der Kupplung betrug jeweils 60 Minuten pro Aminosédure-Rest.

Nach beendeter Synthese ist es erforderlich, das Harz durch wiederholte wechselweise
Behandlung mit Dichlormethan und Methanol frei von DMF zu waschen. Anschlie3end

kann die Abspaltung des Peptides vom Harz bei gleichzeitiger Entfernung der tert-Butyl
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bzw. Trityl-Schutzgruppen vorgenommen werden. Dazu wird das Harz in einen Schiittel-
kolben tiberfiihrt und unter Einwirkung des Reagenzes fiir die Abspaltung vom Harz fiir 2

Stunden bei Raumtemperatur geschwenkt.

Fmoc—Arg(Mts)—MMO
.

1. | Fmoc-Tyr(NO,)-OH | 2. | Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Abspaltung 3. | Fmoc-Ser(tBu)-OH | 4. | Fmoc-GIn(Trt)-OH
5. | Fmoc-Leu-OH 6. | Fmoc-Thr(tBu)-OH
7. | Fmoc-Val-OH 8. | Fmoc-Ser(tBu)-OH
SPPS Aktivierung (tBu)
9. | Fmoc-Abz-OH

Fmoc—-Abz-Ser(t-Bu)-VaI-Thr(t-Bu)-Leu-GIn(Trt)-Ser(t-Bu)-GIy-Tyr(NOz)-Arg(Mts)—“MO

Abspaltung/Ausfallen

’

"H3N—Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-Tyr(NO,)-Arg(Mts)—COO"

Abb. 2-2: SPPS des FRET-Substrates MS01; Tyr(NO;) = 3-Nitrotyrosin

Zur Abspaltung vom Wang-Harz wurde eine Mischung von TFA und Dichlormethan
(1:1) verwendet. Dieser wurde zum Abfangen von fert-Butyl- bzw. Trityl-Radikalen
2.5 % Triisopropylsilan zugesetzt. Das Gemisch aus TFA-Losung und darin enthaltenem
Peptid wurde im Vakuum eingeengt. Durch Zugabe von kaltem Diethylether konnte das
Produkt als Trifluoracetat-Salz ausgefallt und isoliert werden. AnschlieBende Charakteri-
sierung durch HPLC und Massenspektrometrie bestitigten die Identitdt und Reinheit des

gewiinschten FRET-Substrates.

Im Enzym-Assay zeigt sich eine gute Handhabbarkeit des Substrates. Weder der
Verbleib der Mts-Schutzgruppe am Arginin-Rest noch der Austausch von 2-(NO,)-Tyr
durch 3-(NO,)-Tyr — welches ebenfalls als Akzeptor-Chromophor in FRET-Substraten ein-

4 _ wirkte sich negativ auf die Affinitdt zum Substrat aus. Der K,,-

gesetzt werden kann!”
Wert des Substrats wurde sowohl fiir die SARS-CoV-MP* als auch die TGEV-M™ be-
stimmt. Hier zeigte sich nach Korrektur des Inneren Filtereffekts'®” mit K,, = 190 + 23 uM

fiir die SARS-CoV-M™ (TGEV-MP: K,, = 88.1 uM =+ 13.7 uM) sogar eine Verbesserung
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der Substrat-Affinitit. Ein zu einem spiteren Zeitpunkt zum Vergleich kommerziell
erworbenes (GenScript Corp., Piscataway (NJ), USA) analoges Substrat ohne Mts-Schutz-
gruppe weist einen K,-Wert von 108 £ 26 uM auf. Durch das Fehlen der Schutzgruppe

wird die Affinitit zum Enzym erwartungsgemal zusétzlich erhoht.

Substrat Kmn-Wert [uM]
SARS-CoV-MP*®  TGEV-MP®

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GlIn-Ser-Gly-

190 + 23 88.1+13.7
[3-(NO,)Tyr]-Arg(Mts)-OH
Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-
108 £ 26 n.d
[3-(NO,)Tyr]-Arg-OH
Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly- o
820 = 130" n.d.

[2-(NO,)Tyr]-Arg-OH

Tab. 2-1: Ubersicht iiber die K,,-Werte der eingesetzten FRET-Substrate

2.2 Synthese der Etacrynsiure-Derivate

Die Darstellung der Etacrynsdure (2,3-Dichlor-4-(2-methylenbutyryl)phenoxyessig-
sdure) ist bereits seit fast 50 Jahren bekannt und wurde im Jahr 1961 von E. M. Schultz
und J. M. Sprague in einem Patent zur Verwendung der Etacrynsdure als Diuretikum
beschrieben!”! (Merck & Co., Inc., US3255241, 1966). Darin werden zwei verschiedene
Verfahren zur Synthese angefiihrt (Schema 2—1a). In der ersten Variante wird ausgehend
von 2,3-Dichloranisol zunédchst durch Friedel-Crafts-Acylierung mit Buttersdurechlorid
und Aluminiumchlorid in Schwefelkohlenstoff das acylierte Phenol dargestellt. Nach
Veretherung mit Bromessigsdureethylester und anschlieBender Esterhydrolyse erhdlt man
ein Phenoxyessigsdurederivat, in dessen Butyryl-Seitenkette durch Mannich-Reaktion mit
Paraformaldehyd und Dimethylamin HCI das Michael-System eingefiihrt wird.

Die zweite Variante startet bereits mit dem Phenoxyessigsdure-Derivat. Im nichsten
Schritt wird die Butyryl-Seitenkette wiederum durch Friedel-Crafts-Acylierung mit Butter-
sdurechlorid und Aluminiumchlorid in Schwefelkohlenstoff eingefiihrt. Die abschlieBende

Mannich-Reaktion zur Etacrynséure entspricht ebenfalls der ersten Variante.
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cl cl cl o cl
cl OMe cl OH cl O\)L cl O\)L
OEt OH
o ) o
cl o cl cl
OH OH OH
o o

b) Etacrynsiure

cl cl o cl o} cl o
cl NH, cl S\)L cl S\)L cl S\)L
. oOH _ oH _ OH
o o

Thioetacrynsiure

Schema 2-1: a) Darstellung von Etacrynsiure und b) Thioetacrynsiure nach patentierten Ver-

fahren!”>7

Die Darstellung von Thioetacrynséure (2-[(4-(2-Methylenbutyryl)-2,3-dichlorphenyl)-
sulfanyl]essigsdure) ist ebenfalls Teil eines patentierten Verfahrens zur Synthese von Di-
uretika, das 1964 von J. B. Bicking fiir die Firma Merck angemeldet wurde!”®! (US3419606,
1968). Als Edukt wird 2,3-Dichloranilin eingesetzt, woraus nach Diazotierung und Um-
setzung mit Mercaptoessigsdure (2,3-Dichlorophenylthio)essigsdure erhalten wird. Die
weiteren Syntheseschritte zur Acylierung mittels Buttersdaurechlorid und zur Einfiihrung
der Doppelbindung entsprechen dem Verfahren, welches bei der Etacrynsdure-Synthese

Anwendung findet (Schema 2-1).

Fiir die Synthese der im Rahmen dieser Arbeit angestrebten Etacrynsdure-Derivate
und ihrer Strukturvarianten sind die oben erwédhnten Verfahren nur bedingt praktikabel.
Teilweise wurden Syntheseschritte variiert oder Alternativrouten zur Darstellung der Ziel-
verbindungen erarbeitet. Vermeidung von Synthesereagenzien mit hohem Risikopotential
in Bezug auf Toxizitdt und Handhabbarkeit im Labor spielten dabei ebenso eine Rolle wie

die Vereinfachung der Synthese durch Reduzierung der Anzahl der Synthesestufen.
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Y
Friedel-Crafts- X OMe Friedel-Crafts-
Acylierung Acylierung Y
X OMe / \ X OH
0 (@]
=
Cl
Friedel-Crafts-
Acylierung Eliminierung
Y Y Y
X OH Newman-Kwart- X SH X OH
Umlagerung
o — O o

R R \

Veretherung mit Halogen- Veretherung mit
carbonsaureestern Bromessigséaure

Veretherung mit Halogen-
carbonsaureamiden

Y @)

(0] (@)

R R

Mannich- Aldol-
\ Reaktion Nndensaﬁon

% 0 % 0
X zHJL R’ Amid- X Z\[\/]JI\
n N Kupplung n OH

H

o < )
R

Schema 2-2: Syntheseroute zur Darstellung der Etacrynsiure-Derivate

Schema 2-2 zeigt die Hauptsyntheserouten der synthetisierten Etacrynsdure-Derivate.
Vorrangige Zielverbindungen waren die freien Carbonsduren und die Carbonsdureamide,

die jeweils auch das Michael-System in der Alkylseitenkette besitzen. Im Folgenden
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werden die einzelnen Syntheseschritte und die dadurch erhaltenen Verbindungen detailliert

erlautert.

2.2.1 Friedel-Crafts-Acylierung

Die Friedel-Crafts-Acylierung stellt die wichtigste Synthesemethode zur Bildung
aromatischer Ketone dar.’”! Sie verlduft durch Umsetzung geeigneter Aromaten mit
Carbonsdurechloriden in Anwesenheit von Lewis-Sduren (z. B. Aluminiumtrichlorid).
Dabei bildet zundchst das Saurechlorid mit der Lewis-Sdure einen Donor-Akzeptor-
Komplex, der in ein Acylium-Ion und — bei Einsatz von AICIl; — ein Aluminiumtetra-
chlorid-Anion dissoziieren kann. Das Acylium-lon ist in der Lage, den Aromat elektrophil
anzugreifen. Nach Bildung des o-Komplexes und Rearomatisierung erhdlt man den Kom-
plex aus Produkt und Lewis-Sdure, aus dem durch Hydrolyse das aromatische Keton

freigesetzt wird. Dies macht den Einsatz der Lewis-Sdure in mindestens dquimolarer

Menge erforderlich.
® O
O O—AICI
R% + AICI, _ R% ’ - .
Cl Cl

® O
O—AICl,

Q I
[RCO]* [AICI,] — @R — ©)J\R

Schema 2-3: Mechanismus der Friedel-Crafts-Acylierung

Alternativ zu Carbonsédurechloriden konnen auch Carbonsduren in Anwesenheit
starker Protonensduren eingesetzt werden. In beiden Féllen sind die entstehenden Produkte
in der Regel weniger reaktiv als die eingesetzten Aromaten, so dass eine Zweitsubstitution

nicht stattfindet.

Bei der Synthese der Etacrynsdure-Derivate stellte die Friedel-Crafts-Acylierung stets
den ersten Syntheseschritt dar. Als Aromaten-Komponente kamen hierbei halogensub-
stituierte Anisole zum Einsatz, die mit den jeweiligen Carbonsédurechloriden in Anwesen-

heit von Aluminiumchlorid umgesetzt wurden. Die Wahl des Anisols legt damit schon das
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aromatische Substitutionsmuster der Zielverbindung fest. Es wurden 2,3-Dichloranisol, 2-
Bromanisol und 2-Fluoranisol als Edukte verwendet. Die verwendete Carbonsdure
bestimmt die Art der Seitenkette am Aromaten, die zu einem spéteren Zeitpunkt noch
entsprechend modifiziert werden kann. Die Synthese erfolgte in Anlehnung an die

" Darin wurde als Lsungsmittel

Vorschrift von Cragoe und Woltersdorf et all
Dichlormethan verwendet, was im Vergleich zu Schwefelkohlenstoff eine deutlich ein-
fachere und unbedenklichere Handhabung zuldsst. Die Carbonsdurechloride sowie das
Aluminiumchlorid wurden in 1.5-fachem Uberschuss zum Anisol eingesetzt und zunichst
unter Eiskiihlung geriihrt, bis keine Produktzunahme mehr zu beobachten war. Durch
Zugabe weiterer 1.5 Aquivalente AICl; und anschlieBendes Erhitzen unter Riickfluss

wurde nun die Methoxygruppe des acylierten Anisols zum Phenol gespalten.

Y
X OH
o
/\)Lu o
2x 1.5 AICl,
DCM
Y
v o X OH
X OMe C\/\)LCI o)
2x 1.5 AlCI,
DCM
Cl
Y
o
))L X OMe
[ o
L - (@)
1.5 AlCI,

Schema 2—4: Friedel-Crafts-Acylierung der Halogenanisole

Hierbei kann es vorkommen, dass ein Teil des entstehenden Phenols mit iiberschiissi-
gem Carbonsdurechlorid durch O-Acylierung zum Phenylester reagiert. Bei der Aufarbei-
tung wurde zunidchst das para-acylierte Phenol durch basische Extraktion von verbliebe-
nem Anisol bzw. O-acyliertem Phenol getrennt und dann nach Ansduern aus wissrigem

Milieu ausgefillt oder mit organischem Ldsemittel extrahiert. Durch Esterspaltung von
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zusdtzlich O-acyliertem Phenol 1dsst sich weiteres Produkt gewinnen. Im Falle der Friedel-
Crafts-Acylierung mit Buttersdurechlorid oder 3-Chlorpropionsédurechlorid lassen sich die
gewiinschten Phenole wie beschrieben in guten bis sehr guten Ausbeuten darstellen. Durch
den +M-Effekt der Methoxygruppe findet die elektrophile aromatische Substitution bevor-
zugt in para-Position statt. Das ortho-Acylierungsprodukt wurde in keinem Fall isoliert.
Bei der Acylierung der Halogenanisole mit Crotonséurechlorid lieferte das Verfahren
keine eindeutig identifizierbaren Reaktionsprodukte. Zwar schien die Acylierung laut DC-
Kontrolle wie gewiinscht zu verlaufen, die Phenole konnten aber nach Methyletherspaltung
unter obigen Bedingungen nicht isoliert werden. Daher wurde die Reaktionsfolge auf der
Stufe der acylierten Anisole unterbrochen. Diese konnten in fast quantitativen Ausbeuten

erhalten werden.

Y
X OR’
R
Produkt R X Y R’ Ausbeute
MS02 butyryl Cl Cl H 84 %
MS03 butyryl H Br H 75 %
MS04 3-Cl-propanoyl Cl Cl H 56 %
MS05 | crotonyl a a  oMe | 9%

MS06 crotonyl H F Me 98 %
MS07 crotonyl H Br Me 96 %

Tab. 2-2: Friedel-Crafts-Acylierung der Halogenanisole

Die Acylierung von 3-Trifluormethylanisol gelang nach diesem Verfahren jedoch
nicht. Auch nach mehreren Stunden Reaktionszeit war bei Einsatz sowohl von Butter-
sdurechlorid als auch Crotonsdurechlorid keine Umsetzung zu beobachten. Im zweiten Fall
konnte nach der Aufarbeitung nur das eingesetzte Anisol zu 95 % wieder isoliert werden.
Offensichtlich ist der aromatische Ring durch den —I-Effekt der Trifluormethylgruppe zu
wenig reaktiv, um vom Acylium-Ion angegriffen zu werden. Tab. 2-2 gibt einen Uberblick

tiber die durch Friedel-Crafts-Acylierung erhaltenen Phenole und Anisole.
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Versuche zur Methyletherspaltung (Crotonyl-Derivate)

Da bei den Crotonyl-Anisolen die direkte Methyletherspaltung mit AICl; in einer
Reaktionsfolge mit der Friedel-Cafts-Acylierung nicht zu den gewiinschten Phenolen
filhrte, wurde nach alternativen Methoden gesucht. Als weitere Moglichkeit der Lewis-
Saure-katalysierten Demethylierung wurde zunichst die Etherspaltung mit Bortribromid

versucht.[”’

! Hier bildet — analog zur Etherspaltung mit Aluminiumchlorid — die Lewis-
Sdure einen Komplex mit dem Ethersauerstoff des Anisols. Hieraus kann die Methyl-
gruppe als Methylbromid abgespalten und das Phenol durch abschlieBende Hydrolyse frei-
gesetzt werden. Doch auch mit dieser Methode konnte das acylierte Phenol nicht darge-
stellt werden. Da neben dem Sauerstoff der Methoxygruppe auch der Carbonyl-Sauerstoff
der Crotonyl-Seitenkette als Elektronen-Donor fiir die Lewis-Sdure zur Verfiigung steht,
findet offensichtlich auch an dieser Stelle des Molekiils die Bildung eines Bor-Sauerstoff-
Komplexes, verbunden mit unerwiinschten Nebenreaktionen, statt.

Chakraborti et al.™ beschreiben eine schonende Méglichkeit zur Spaltung von Aryl-
Alkylethern unter ,,quasi-neutralen” Bedingungen. Dabei kommen Thiophenolat-Anionen
— sukzessive freigesetzt aus Thiophenol durch Anwesenheit katalytischer Mengen Kalium-
carbonat — zum Einsatz. Als am besten geeignetes Losungsmittel wird N-Methyl-2-pyrroli-
don (NMP) angegeben. Bei dieser Reaktionsfithrung kann weiteres Thiophenolat nur durch
Deprotonierung durch gebildetes Phenolat erzeugt werden. Die Autoren beschreiben darin
unter anderem die Uberfiihrung verschiedener Methoxy-Chalcone in die entsprechenden
Hydroxy-Derivate. Trotz struktureller Verwandtschaft konnte auch diese Variante nicht
erfolgreich auf die Crotonyl-Anisole angewandt werden. Es war zwar eine Umsetzung der
Edukte zu beobachten. Die Reaktionsprodukte waren jedoch im Zuge der Aufarbeitung
durch basische Extraktion nicht isolierbar. Daraus wurde gefolgert, dass eine Spaltung des

Methylethers zum Phenol nicht stattgefunden hat.

Weitere Versuche zur Darstellung der Crotonylphenole

Um die problematische Methyletherspaltung nach der Acylierung mit Crotonsdure-
chlorid zu umgehen, wurden zwei weitere Synthesewege zur Darstellung der Crotonyl-
phenole getestet. Zum einen wurde aus 2,3-Dichlorphenol durch Veretherung mit Brom-
essigsaure-tert-butylamid zundchst das Phenoxyessigsdureamid MS08 hergestellt (Details
zur Synthese siehe Kap. 2.2.3). Dies entspricht von der Synthesefolge dem patentierten
Verfahren zur Etacrynsdureherstellung. Ergebnisse in der Arbeitsgruppe zeigten jedoch,

dass Acylierungen von Phenoxyessigsdureestern mit Buttersdurechlorid in Dichlormethan



38 Synthesen

nur bedingt moglich sind. Wéhrend sich der 2,3-Dimethylphenoxyessigsdureester in guten

Ausbeuten acylieren lisst, ist dies im Fall des 2,3-Dichlor-Derivats nicht moglich.!”"!

a)
Cl Cl o Cl o
Cl OH Cl OJJ\ R Cl OVU\ _R
Veretherung H Acylierung H
MS08 N
b)
Cl Cl | Cl
Cl OH Cl f¢) Fries- cl OH
Veresterung Verschiebung
e} o
MS09 XX

Schema 2-5: Alternativrouten zur Synthese der Crotonylphenole

Auch der hier durchgefiihrte Versuch der Acylierung von 2,3-Dichlorphenoxyessig-
sdure-fert-butylamid (MS08) mit Crotonsdurechlorid in Anwesenheit von Aluminium-
chlorid in Dichlormethan fiihrte nicht zum Erfolg (Schema 2—5a). Offenbar hat die Wahl
des Losungsmittels dabei einen entscheidenden Einfluss. Auf die Verwendung von
Schwefelkohlenstoff wurde dennoch verzichtet.

Als letzte Mdoglichkeit wurde die Freisetzung des Phenols durch Fries-Umlagerung am
Phenylester getestet. Dazu wurde 2,3-Dichlorphenol mit Crotonsdurechlorid verestert
(MS09). Durch Zusatz von Aluminiumchlorid sollte dann der Crotonylrest aktiviert
werden und unter Verschiebung in die para-Position das acylierte Phenol bilden (Schema
2-5b). Die Darstellung des Esters MS09 wurde mit Pyridin als Hilfsbase zum Abfangen
des entstehenden Chlorwasserstoffs vorgenommen. MS09 wurde dabei in einer Ausbeute
von 50 % isoliert. Zur anschlieBenden Fries-Umlagerung in wasserfreiem Dichlormethan
wurden 1.5 Aquivalente Aluminiumchlorid eingesetzt. Da bei Raumtemperatur nach
mehreren Stunden keine Umsetzung zu beobachten war, wurde die Reaktion anschlieBend
unter Riickfluss durchgefiihrt. Nach Aufarbeitung konnte das gewiinschte Produkt jedoch
nicht erhalten werden. NMR-spektroskopische Messungen der isolierten Produkte lassen

eine Umlagerung der Acyl-Gruppe unter Ausbildung eines Bicyclus vermuten.
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2.2.2 Darstellung von Acryloylphenol und acyliertem Thiophenol

Durch die Synthese weiterer acylierter Phenole neben 2,3-Dichlor-4-butyrylphenol
(MS02) und 2-Brom-4-butyrylphenol (MS03) wird das Spektrum an Etacrynsdurederiva-
ten zusitzlich erweitert. Die durch Friedel-Crafts-Acylierung gewonnenen Phenole kdnnen
durch nachfolgend beschriebene Umsetzungen zu geeigneten Phenolderivaten umgesetzt

werden.

Acryloylphenol durch Eliminierung

Im patentierten Verfahren zur Etacrynsidure-Synthese erfolgt die Einfiihrung der
Doppelbindung als letzter Schritt der Synthese. Dort wird durch Mannich-Reaktion in -
Stellung zum Carbonyl-Kohlenstoff der Acyl-Seitenkette das Michael-System ausgebildet.
Im Falle der angestrebten Acryloyl-Seitenkette als Strukturvariante der Etacrynséure ldsst

sich die Synthese allerdings erheblich vereinfachen.™"

Durch Acylierung von 2,3-
Dichloranisol mit 3-Chlorpropanoylchlorid erhédlt man zunichst das 3-Chlorpropanoyl-

phenol MS04 (vgl. Kap. 2.2.1).

Cl

cl OMe AICI /DCM KOAc/MeOH
T sew o reflux, 72% reflux, 72%

MSO04 MS10

Schema 2-6: Darstellung von 2,3-Dichlor-4-acryloylphenol (MS10)

Diese Verbindung besitzt in der Seitenkette eine CH-acide Position in Nachbarschaft
zur Carbonylgruppe. Gemeinsam mit dem Chlorid als gute Abgangsgruppe in 3-Position
der Seitenkette ldsst sich eine Eliminierung bereits unter milden Bedingungen durchfiihren.
Als Base kommt dabei Kaliumacetat in Methanol zum Einsatz. Nach zwei Stunden
Erhitzen unter Riickfluss erhdlt man so das 2,3-Dichlor-4-acryloylphenol (MS10) in einer
Ausbeute von 72 % (Schema 2-6).
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Acylierte Thiophenole durch Newman-Kwart-Umlagerung

Zur Darstellung von S-Analoga der Etacrynsdure und ihrer Strukturvarianten ist die
Einflihrung eines Schwefelatoms am aromatischen Ring erforderlich. Dies kann auf unter-
schiedliche Weise erfolgen. Die Diazotierung von Dichloranilin mit nachfolgender
Substitution durch Mercaptoessigsdure (vgl. Patent, Schema Synthese 1b) ist insofern nicht
einsetzbar, da fiir die nachfolgende Acylierung Schwefelkohlenstoff verwendet wird.
Daher musste ein alternativer Syntheseweg erarbeitet werden.

Eine Mdglichkeit ist die Umwandlung eines Phenols in das entsprechende Thiophenol,
welche bereits in den sechziger Jahren von Newman und Kwart beschrieben wurde.®%%4
Zentraler Schritt ist dabei die Umlagerung eines O-Aryl-Thiocarbamats in das S-Aryl-
Thiocarbamat. Besonders gute Substrate fiir diese Umlagerung sind Phenole, die in para-
Position zur Hydroxy-Gruppe einen Subsituent mit —I- bzw. —M-Effekt besitzen, der eine
negative Partialladung stabilisieren kann. Dieser Effekt wurde bereits fiir 4-NO,-, 4-CN-
und 4-SO,Me-Substituenten beobachtet.’®! Diese Phenole werden zuniichst durch Reaktion
mit Dimethylthiocarbamoylchlorid zum O-Aryl-Thiocarbamat umgesetzt. Die Umlagerung
erfolgt durch Erhitzen des O-Aryl-Thiocarbamats — meist ohne Zugabe eines Losungs-
mittels. Nach dem allgemein akzeptierten Reaktionsmechanismus handelt es sich um eine
nucleophile ipso-Substitution am aromatischen Ring, bei der der Schwefel am Phenol-
Kohlenstoff des Aromaten angreift. Es kommt zur Bildung eines 4-gliedrigen Ubergangs-
zustandes. Dabei erhidlt der Thiocarbamat-Stickstoff eine positive, der Aromat eine nega-
tive Formalladung. Im Folgenden reagiert der eingangs phenolische Sauerstoff des Thio-
carbamats als Abgangsgruppe. Unter Rearomatisierung wird das S-Aryl-Thiocarbamat frei-

gesetzt, welches nach Hydrolyse das Thiophenol liefert.

XAQO%:R — x@@z/&%& —_— XOS%:R
2

Schema 2-7: Mechanismus der Newman-Kwart-Umlagerung

2

Fiir die Synthese der Thioetacrynsidure-Derivate war das 2,3-Dichlor-4-butyrylthio-
phenol (MS12) die angestrebte Schliisselverbindung. Die Synthese erfolgte in Anlehnung
an Cragoe et al.,'"™ ausgehend vom Phenol MS02. Dieses wurde mit einem Uberschuss
Dimethylaminothiocarbamoylchorid (2 Aq) in DMF und Kaliumcarbonat (1.5 Aq) als Base
zum O-Arylthiocarbamat MS11 umgesetzt (Ausbeute: 79%).
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Cl Cl |
cl OH cl 0 _N_
| K,CO, /DMF hig
\H/ 4h, 75 °C 45min, 200 °C
S 79%
MS02 MS11
Cl | Cl
cl S\”/N\ cl SH
o i KOH/MeOH o

5h reflux, 98%

MS12

Schema 2-8: Synthese des Thiophenols MS12

Zur Umlagerung wurde MS11 im Sandbad fiir 45 Minuten auf 200 °C erhitzt. Sowohl laut
DC-Kontrolle als auch im "H-NMR-Spektrum des Reaktionsansatzes war eine quantitative
Umsetzung zum S-Aryl-Thiocarbamat erkennbar. Die anschlieBende Carbamatspaltung
zum Thiophenol MS12 erfolgte durch mehrstiindiges Refluxieren in Methanol/ KOH.
MS12 konnte dabei ebenfalls quantitativ (98% Ausbeute) isoliert werden. Um die Bildung
von Disulfiden zu vermeiden, ist jedoch eine zligige weitere Umsetzung bzw. Lagerung

unter inerter Atmosphére ratsam.

2.2.3 Veretherung von Phenolen und Thiophenolen

Nach Erhalt der acylierten Phenole und Thiophenole schlief3t sich als ndchster Schritt
in der Synthesefolge die Veretherung der aromatischen Hydroxy- bzw. Mercapto-
funktionen durch nucleophile Substitution an. Dies erfolgte mit Halogenderivaten der

Carbonséuren, wie sie in den Zielverbindungen vorliegen sollten.

Die dabei eingesetzten Halogencarbonsduren und -carbonsdureester waren kommer-

ziell erhiltlich. Die Halogencarbonsidureamide mussten zuvor synthetisiert werden.
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Cl O
B’\/U\OH OH

————————
K,CO,, Aceton o
reflux

Cl

o)
X ZH i “ Z%OB
O e
K,CO, / KI
R

Aceton, reflux

. Y o)
Hal _R X Z R'
1y Mn)k”/
K,CO, /Kl
R

Aceton, reflux

Schema 2-9: Veretherung der acylierten Halogenphenole und -thiophenole

Synthese der Bromessigsdure- und Chlorpropionsdureamide

Um die Synthese der Etacrynsdureamide und deren Strukturvarianten zu vereinfachen,
sollte die Veretherung der acylierten Phenole bzw. Thiophenole (Kap. 2.2.1 und 2.2.2)
bereits mit den jeweiligen Halogencarbonsdureamiden durchgefiihrt werden. Ziel war,
nach erfolgter Veretherung in nur einem abschlieBenden Reaktionsschritt durch Mannich-
Reaktion direkt zu den o-B-ungeséttigten Amid-Derivaten zu gelangen. Die dazu notwen-
dige Synthese der Halogencarbonsdureamide sollte zudem einfach, schnell und effizient
durchzufiihren sein.

Als Carbonsédure-Komponenten wurden zur Synthese Bromessigsdurebromid und 3-
Chlorpropionsédurechlorid eingesetzt. Diese wurden bei tiefer Temperatur mit zerz-Butyl-,
n-Butyl-, n-Hexyl- und Benzylamin umgesetzt. Als Hiltbase wurde Triethylamin ver-
wendet.

Die Bromessigsdureamide MS13, MS14, MS15 und MS16 waren in guten Ausbeuten
synthetisierbar und lieBen sich durch Umkristallisieren oder Sdulenchromatographie gut
aufreinigen. Bei den 3-Chlorpropionsdureamiden waren Nebenreaktionen zu beobachten.
Aufgrund des aciden Protons in 2-Position zur Carbonylgruppe in Verbindung mit dem
Chlorid als guter Abgangsgruppe an C-3 ist neben der Substitution des Chlorids auch mit

einer HCI-Eliminierung zu rechnen.
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O
HaI\MJ\ _R'
Produkt Hal n R’ Ausbeute
MS13 Br 1 tert-butyl 62 %
MS14 Br 1 n-butyl 62 %
MS1S5 Br 1 n-hexyl 74 %
MS16 Br 1 benzyl 84 %
MS17 | a | 2 | erbutyl | 2%
MS18 Cl 2 n-butyl 33%
MS19 Cl 2 n-hexyl 72 %
MS20 Cl 2 benzyl 57 %

Tab. 2-3: Darstellung der Halogencarbonséiuremide

Durch die Reaktionsfiihrung bei tiefer Temperatur (—30 bis — 50 °C) sollte diese
Konkurrenzreaktion soweit wie moglich verhindert werden. Dennoch wurden neben den
Chlorpropionsdureamiden auch Acrylsdure bzw. die jeweiligen Acrylamide gebildet.
Durch die strukturelle Ahnlichkeit war die Abtrennung des Acrylamids vom Chlorpropion-
sdureamid durch Saulenchromatographie zum Teil nur mit erheblichem Ausbeuteverlust zu

erreichen.

Veretherung mit Bromessigsdure

Im Falle des Acryloylphenols MS10, welches ja bereits das Michael-Fragment in sich
trigt, stellt die Veretherung den letzten Syntheseschritt zum fertigen Etacrynséure-Derivat
dar. Daher konnte die Veretherung direkt mit Bromessigsdure in Aceton vorgenommen
werden.® Zur Aktivierung wurde das Acryloylphenol MS10 zunichst mit Kaliumcarbo-
nat geriihrt, die Etherkupplung an die Bromessigsdure erfolgte unter Riickfluss. Nach
Aufarbeitung konnte die Acryloyl-Etacrynsdure MS21 in einer Ausbeute von 26 %

erhalten werden.
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Cl Cl o
cl OH cl o\)k
o K,CO,/Aceton OH

+
Br\/u\
© OH 12h reflux, 26% O

A A

MM10 MS21

Schema 2-10: Synthese der Acryloyl-Etacrynsiure MS21

Veretherung mit Bromcarbonsdureestern

Durch die Veretherung des acylierten 2,3-Dichlorphenols MS02 und -thiophenols
MS12 mit Halogencarbonsdureestern erhdlt man die entsprechenden Phenoxycarbonséure-
ester bzw. Phenylsulfanylcarbonsiureester als Vorstufen der jeweiligen Séure-Derivate der
Etacrynsdure. Die 2,3-Dichlor-Substitution am aromatischen Ring bleibt erhalten. Durch
die Verwendung homologer Carbonsdureester — von Essigsdure bis Buttersdure (C,-C4) —
wird neben der Variation des Heteroatoms an Position 1 des Aromaten (O/S) eine weitere
Diversifizierung beziiglich der Kettenldnge erreicht.

Die Reaktion wurde in Aceton durchgefiihrt. Zur besseren Substitution des Bromids
wurde das (Thio)-phenol zunédchst mit Kaliumcarbonat geriihrt, um durch Deprotonierung
dessen Nucleophilie zu erhdhen. Zusitzlich wurden 0.1 Aq Kaliumiodid als Katalysator
zugesetzt, vom Ester wurde ein 1.2-facher Uberschuss verwendet.

Der Phenoxyessigsdureester MS22 sowie der Phenoxybuttersdureester MS24 waren
ausgehend vom Phenol MS02 in guten Ausbeuten synthetisierbar (Tab. 2—4). Nach 3 bis 5

Stunden Reaktionsdauer unter Riickfluss war keine Produktzunahme mehr erkennbar.

Cl

cl 0
cl ZH cl Z\MJ\OB
O K,CO, / KI n
O + Br\M)k — O
n OEt Aceton
1

Z=0,S n=1-3

Schema 2-11: Veretherung von 2,3-Dichlor-4-butyrylphenol bzw. -thiophenol
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Nicht umgesetztes Phenol konnte durch basische Extraktion vollstindig entfernt
werden. Die Aufreinigung durch Saulenchromatographie gestaltete sich ebenfalls problem-
los.

Die Verwendung des 3-Brompropionsdureesters zur Synthese des Phenoxypropion-
sdureesters MS23 brachte dhnliche Probleme mit sich wie die Verwendung von 3-
Chlorpropanoylchlorid bei der Synthese der 3-Chlorpropionsdureamide. Auch hier steht
die Eliminierung in Konkurrenz zur Substitution des Halogenids. Bei der Veretherung wird
die Eliminierung zusétzlich durch das Bromid als noch bessere Abgangsgruppe im
Vergleich zu Chlorid sowie durch die hohe Temperatur begiinstigt. Daher konnte der Ester
MS23 nur in 0.5 % Ausbeute erhalten werden. Uber 90 % des eingesetzten Phenols
wurden nach der Reaktion unveriindert reisoliert. Die Anderung der Reaktionsbedingungen
fiihrte nicht zur Verbesserung. Fiir eine Umsetzung bei Raumtemperatur erwies sich das

Phenol als zu unreaktiv. Auch nach mehreren Tagen Riihren war keine Produkt-Bildung zu

beobachten.
Cl O
cl Z\M%Lo/\
O
Produkt Z n Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MS22 o 1 4 h reflux 85%
MS23 O 2 3 h reflux 0.5 %
(0] 2 5SdRT 0%
MS24 O 3 5 h reflux 79 %
Ms25 | 0s 1 sdrT | 5%
MS26 S 2 5dRT 78 %
MS27 S 3 7dRT 94 %

Tab. 2—4: Veretherung von MS02 und MS12 mit Halogencarbonsiureestern

Im Falle des Thiophenols MS12 fiihrten schon bedeutend mildere Bedingungen zum
Erfolg. Durch die erhohte Nucleophilie des Thiolats gegeniiber dem Phenolat war die Um-

setzung mit allen drei homologen Bromcarbonsdureestern bereits bei Raumtemperatur
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moglich. Die Produkte wurden in guten bis sehr guten Ausbeuten synthetisiert (vgl. Tab.
2-4). Durch diese Moglichkeit, die Riickflussbedingungen zu vermeiden, wurde die Syn-
these in zwei Aspekten giinstig beeinflusst. Bei der Umsetzung des Thiophenols mit 3-
Brompropionsédureethylester bei Raumtemperatur wird die Eliminierung zum Acrylester
weitestgehend unterdriickt. Die Veretherung liefert das angestrebte Hauptprodukt MS26 in
78 % Ausbeute. Weiterhin kann eine mdgliche Verunreinigung des Thiophenols MS12 mit
noch vorhandenem Phenol an dieser Stelle elegant entfernt werden. Verlduft die Newman-
Kwart-Umlagerung zum S-Aryl-Thiocarbamat nicht quantitativ, so liefert die anschlie-
Bende Hydrolyse als Nebenprodukt das urspriinglich eingesetzte Phenol MS02 (vgl. Kap.
2.2.2). Eine Aufreinigung an dieser Stelle der Synthese kann zu erheblichen Ausbeute-
verlusten fithren (Mischfraktionen bei SC, vermehrte Disulfidbildung durch Behandlung an
der Luft, etc.). Darauf kann in diesem Fall verzichtet werden, da die Veretherung bei
Raumtemperatur nur mit dem Thiophenol und nicht mit dem Phenol erfolgt. Das nicht
umgesetzte Phenol ldsst sich bei der Aufarbeitung nach der Veretherung durch basische

Extraktion (KOH-Losung, 5-10%) vollstindig entfernen.

Veretherung mit Halogencarbonsdureamiden

Wie frithere Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe zeigten,!®”" besitzen die Amide der
Etacrynsdure im Vergleich zur freien Saure ein erhohtes inhibitorisches Potential gegen die
SARS-CoV-MP™. Daher stellten die Amid-Derivate der Etacrynsdure (vgl. Kap. 2.2.5) ein
vorrangiges Syntheseziel dar. Die Umsetzung der (Thio)-phenole mit Halogencarbonséure-
amiden war dabei als Vereinfachung in der Synthesesequenz geplant, indem schon bei der
Veretherung der ,fertige Amid-Teil des Molekiils einfiihrt wird. Die Ausbildung des
Michael-Systems sollte dann durch eine Mannich-Reaktion als letzte Synthesestufe vorge-
nommen werden.

Da die Veretherung, wie bei der Synthese der Phenoxycarbonsdureester bzw. Phenyl-
sulfanylcarbonsdureester, durch Substitution an Halogencarbonsdurederivaten mit O- bzw.
S-Nucleophilen vorgenommen wurde, waren quasi identische Ausgangsbedingungen
geschaffen. Die Verwendung von Amiden anstelle von Estern liel keinen erheblichen
Einfluss auf die Umsetzung erwarten. Zudem wurde diese Strategie schon bei der Synthese
von Fluor-Derivaten der Etacrynsiure erfolgreich eingesetzt.[***"!

Die Veretherung mit Halogencarbonsdureamiden wurde daher anolog zur Veretherung
mit Halogencarbonsdureestern durchgefiihrt (s. 0.). Die Reaktion erfolgte mit Kaliumcar-

bonat als Base in Aceton, unter Zusatz von 0.1 Aq Kaliumiodid. Als Carbonséiurederivate
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wurden Amide von Bromessigsiure bzw. 3-Chlorpropionséure in 1.2 bis 2-fachem Uber-

schuss eingesetzt (vgl. Schema 2—12).

Aceton

0 K,CO, / KI H)k
Hal R'
M%LN/
H

n=1, Hal=Br
n=2, Hal=Cl

Schema 2-12: Veretherung mit Halogencarbonsiureamiden

Die Ausbeuten der Synthesen sind dhnlich denen der Ester-Derivate. Mit Verbindung
MSO08 wurde ein Derivat ohne Acyl-Seitenkette dargestellt. Die Synthese erfolgte — aus-
gehend von 2,3-Dichlorphenol — als Modellverbindung, um die nachtrigliche Friedel-
Crafts-Acylierung von Phenoxyessigsdureamiden mit Crotonsdurechlorid zu testen (vgl.
Kap. 2.2.1). Die Ausbeute an MS08 lag mit 76 % nach 5 h unter Riickflussbedingungen
ebenfalls im Bereich der acylierten Phenoxyessigsiureester.

Bei den Phenoxypropionsdureamiden MS28 und MS29 wurden die Ausbeuten durch
die schon erwihnte Eliminierung als Konkurrenz zur Substitution erheblich gemindert.

Dennoch lagen sie mit 6 % bzw. 9 % tiber der des Ester-Derivats MS23 (0.5 %).

Cl O
cl 2y L R
n N
H
R
Aq  Rx-Dauer,
Produkt R Z n R’ Amid T [°C] Ausbeute
5 h reflux,
MSO08 H O 1 tert-butyl 2 76 %
3dRT
MS28 | butyryl O 2 n-butyl 2 8 h reflux 9%
MS29 | butyryl O 2  fert-butyl 2 6 h reflux 6 %
MS30 |butyryl S 1 fert-butyl 2 5dRT 71 %
MS31 | butyryl S 1 n-butyl 1.2 24 h RT 84 %
MS32 | butyryl S 1 benzyl 1.2 24 h RT 90 %

Tab. 2-5: Veretherung von 2,3-Dichlorphenol, MS02 und MS12
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Die Veretherung des Thiophenols MS12 zu den Amiden MS30, MS31 und MS32
verlief ebenfalls mit guten bis sehr guten Ausbeuten. Die gute Nucleophilie des Thiolats
ermoglichte sowohl eine Reaktion bei Raumtemperatur als auch einen geringeren
Uberschuss an Halogencarbonsiureamid ohne Ausbeuteeinbuf3en.

Die Veretherung von 2-Brom-4-butyrylphenol (MS03) wurde unter analogen Bedin-
gungen mit 2 Aquivalenten des jeweiligen Bromessigsiureamids durchgefiihrt (vgl.
Schema 2-12). Zur Aufreinigung von MS34 und MS35 war zusitzlich zur Sdulenchroma-
tographie eine Umkristallisation aus Methanol erforderlich, um {iberschiissiges als Edukt
eingesetztes Amid zu entfernen. Die Ausbeuten lagen mit 22 — 61 % im moderaten bis

guten Bereich.

Br 0
o H
Produkt R’ Aq Amid Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MS33 tert-butyl 2 4 h reflux 61 %
MS3M | abuyl 2 dhrefx | 2%
MS35 n-hexyl 2 4 h reflux 48 %
MS36 | bewyl 2 Ahrefox | 4%

Tab. 2-6: Veretherung von MS03

2.2.4 Einfithrung der Doppelbindung unter Ausbildung des Michael-Systems

Mit der Ausbildung des Michael-Systems erhalten die Etacrynsdure-Derivate das
Strukturelement, welches ihnen die Reaktion mit Thiolat- und Thiolresten von Cystein-
Proteasen ermdglicht und dadurch deren Inhibition bewirken kann. Die dazu notwendige
Einfiihrung der C-C-Doppelbindung in der a-Position der Acylseitenkette der in Kap. 2.2.3
beschriebenen Ester und Amide kann auf vielerlet Weisen erfolgen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden dafiir die Aldolkondensation mit Formaldehyd sowie die Mannich-Reaktion

angewandt.
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Aldolkondensation

Die Aldolkondensation ist eine vielfach eingesetzte Reaktion zur Darstellung o-f-
ungesittigter Aldehyde und Ketone. Erster Schritt ist dabei die Bildung des Enolats der
eingesetzten Carbonylverbindung durch Einwirkung einer geeigneten Base. Durch nucleo-
philen Angriff des Enolats am Carbonyl-Kohlenstoff eines zweiten Ketons bzw. Aldehyds
kommt es zur Kniipfung der C-C-Bindung (Aldoladdition) mit einer B-Hydroxy-Carbonyl-
verbindung (,,Aldol“ bzw. ,Ketol*) als Zwischenprodukt. In der Wérme und unter
Basenkatalyse wird die Hydroxyfunktion leicht eliminiert, unter Wasserabspaltung erhilt

man das a-B-ungeséttigte Produkt (Aldolkondensation).

Cl 0
cl O\)koa cl
(0 Cl o\,,
0 d —
H, “H o -
o H H
Hol
o) - HCO,
Cl Cl 0
' o cl o\)k
COz> > H.O OH
\\A o . o)
H H
H
o

Schema 2-13: Mechanismus der Aldolkondensation am Beispiel der Etacrynsiure

Bei der Etacrynsdure-Synthese hat sich die Aldolkondensation zur Einfiihrung des
Michael-Systems ebenfalls bewahrt.”"! Dazu wird der acylierte Phenoxyessigsdureester
mit Formaldehyd in Anwesenheit von Kaliumcarbonat umgesetzt. Die Phenoxycarbon-
sdureester mit der Acyl-Seitenkette als enolisierbare Carbonylspezies stellen geeignete
Edukte dar. Die Richtung der Enolatbildung ist beziiglich der Regioselektivitit eindeutig,
da nur der B-Kohlenstoff der Acyl-Seitenkette ein acides Proton trdgt. Das gebildete Enolat
greift den eingesetzten Formaldehyd unter Ausbildung der C-C-Bindung an. Durch
Erhitzen in wissriger ethanolischer Losung erhdlt man nach der Wasserabspaltung und

gleichzeitiger  Esterhydrolyse die entsprechenden Etacrynsdure-Derivate. Eine
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Aldolkondensation zweier Phenoxycarbonsdurederivate ist sowohl sterisch als auch
thermodynamisch benachteiligt und konnte in keinem Fall beobachtet werden.

Die praktische Durchfiihrung erfolgte durch Behandlung der Ester MS22, MS24, M08,
MS26 und MS27 mit Formaldehyd (40% wissrige Losung) und Kaliumcarbonat in Etha-

nol/Wasser unter Riickflussbedingungen.

Cl 0] Cl (0]

“ ZMn)kOEt o 1. K,CO, / EtOH cl Z\Mn)kOH

o + J\ reflux

H H 2. HCI

O

Schema 2-14: Aldolkondensation der Phenoxy- und Phenylsulfanylcarbonsiureester mit Form-

aldehyd

Nach maximal 6 Stunden war bereits eine vollstindige Umsetzung erreicht. Die freien
Sduren MS37, MS38, MS40 und MS41 konnten nach Uberfiihrung in kalte halbkonzen-
trierte Salzsdure als Feststoffe ausgefillt werden. Die auf diese Weise isolierten Rohpro-
dukte enthielten noch ca. 10% nicht umgesetzten Ester. Die weitere Aufreinigung erfolgte

durch Umkristallisation aus Benzol bzw. Toluol.

cl z
» TOH

@)
Produkt Z n Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MS37 (0] 1 5 h reflux 40 %
MS38 (0] 3 6 h reflux 96 %
Ms¥9 | s t Shreflax | t%
MS40 S 2 5 h reflux 36 %
MS41 S 3 6 h reflux 74 %

Tab. 2—-7: Darstellung der Etacrynsiure und weiterer Siure-Derivate durch Aldolkondensation
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Bei der Sdure MS39 gelang das Ausféllen in salzsaurer Losung nicht. Das Rohprodukt
konnte jedoch nach Extraktion in guter Ausbeute erhalten werden. Die Aufreinigung
erfolgte durch priparative HPLC. Dabei konnte aus einigen Fraktionen schon ein Teil des
reinen Produktes isoliert werden, welches nach Entfernen des organischen Anteils aus der
wissrigen Phase auskristallisiert war. Das anschlieBende Lyophilisieren der einzelnen
Fraktionen erbrachte keine Steigerung der Ausbeute. Offensichtlich neigt die Verbindung

zur Sublimation, was bei der Gefriertrocknung zu erheblichen Verlusten fiihrt.

Mannich-Reaktion mit TMDM

Unter der Mannich Reaktion im klassischen Sinn versteht man die Aminomethylie-
rung einer CH-aciden Verbindung — beispielsweise einer Carbonylverbindung — mit einem
Dialkylamin und Formaldehyd. Zunédchst kommt es durch Reaktion des Amins mit dem
Formaldehyd zur Bildung eines Iminium-lons. Greift nun das Enol der CH-aciden Kom-
ponente das Iminium-Ion nucleophil an, bildet sich unter C-C-Verkniipfung die f-Amino-

carbonylverbindung (Mannich-Base).

Cl 0] Cl (0]
cl o\/lk cl o\/U\
OEt OEt
HO o
—_— —_—
-
| SN +
| H
R
Cl O Cl O
S oML o o
OEt OEt
o - [H,NMe,]* o
—_—

Schema 2-15: Mechanismus der Mannich Reaktion

Alternativ zur Variante Dialkylamin/Formaldehyd lassen sich weitere Reagenzien fiir
die Aminomethylierung verwenden. Eines davon ist TMDM (NV,N,N’,N’-Tetramethyldi-
aminomethan). Durch die Aminal-Funktionalitit der Methylengruppe dient es als Aldehyd-
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Aquivalent und kann in Gegenwart von Acetanhydrid oder Trifluoressigsiure ebenfalls
Iminium-Ionen bilden.

Damit ist die direkte Darstellung von a-B-ungeséttigten Carbonylverbindungen unter
milden Mannich-Bedingungen moglich. Der Zwischenschritt der Isolierung der Mannich-
Base vor der abschlieBenden Desaminierung entfillt. Arylalkylketone, die den Verbindun-
gen in Kap. 2.2.3 dhneln — sind als Edukte fiir diesen Reaktionstyp schon lange in der

Literatur bekannt.[***

Die Mannich-Reaktion mit TMDM wurde bereits bei der Synthese von Etacrynséure-

71] [78] erfolgreich angewandt. Sie diente dabei zur

ethylestern!’"! und dhnlichen Verbindungen
Einfiihrung des Michael-Systems in die Acyl-Seitenkette des Aromaten. Im Gegensatz zur
Aldolkondensation war hier die Einfiihrung der Doppelbindung ohne Hydrolyse des Esters
als erwiinschte oder unerwiinschte Nebenreaktion mdglich. In der vorliegenden Arbeit
sollte die Mannich-Reaktion zur Synthese von Amiden der Etacrynsdure-Derivate aus den
acylierten Phenoxycarbonsdureamiden eingesetzt werden. Die gewiinschten Zielver-
bindungen sind dadurch, ausgehend vom acylierten Phenol bzw. Thiophenol, in nur zwei
weiteren Reaktionsschritten — der Veretherung und der Mannich-Reaktion — zugénglich.

Die erste Umsetzung erfolgte mit 2-Brom-4-butyrylphenoxyessigsaure-ters-butylamid
(MS33). Dieses wurde mit je 20 Aquivalenten TMDM und Acetanhydrid geriihrt. Der
Reaktionsverlauf konnte NMR-spektroskopisch verfolgt werden, indem die Zunahme der
Signale der neu gebildeten Methylen-Protonen des Michael-Systems verfolgt wurde. Mit
der Ausbildung des Michael-Systems ist auch eine Verschiebung der Aromaten-Signale zu
beobachten, wodurch verbliebenes Edukt detektierbar wird. Diese Methode ist deshalb
Mittel der Wahl, da eine Reaktionskontrolle mittels DC aufgrund der fast identischen Rg-
Werte von Edukt und Produkt nicht aussagekriftig ist. Dieser Umstand macht bei unvoll-
stindiger Umsetzung auch eine Aufreinigung des Produktes mittels Sdulenchromato-
graphie weitgehend unmoglich.

Zur Aufarbeitung wurde zum Abfangen der Essigsdure mit gesdttigter Kalium-
carbonatlosung extrahiert. Die Umsetzung von MS33 lieferte nach 20 h Reaktionszeit bei
75-80 °C und weiteren drei Tagen bei Raumtemperatur das Brom-Derivat MS42 in einer
Ausbeute von 79%.

Verbindung MS42 stellt das Brom-Analogon zum Etacrynsdure-tert-butylamid dar,

welches in friiheren Untersuchungen aus einer Reihe von Etacrynsdure-Amiden als poten-

tester Inhibitor der SARS-CoV-MP™ identifiziert wurde (vgl. Kap. 1.4.4)."" Testungen von
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MS42 an der SARS-CoV-MP™ zeigten jedoch keine inhibitorische Aktivitit dieses Brom-

Derivats.
Br (0] Br (0]
O\/U\ O\/U\
N 20 eq TMDM N
H 20 eq Ac,0 H
(@] . (0]
75-80 °C, 20h
3d, RT
79 %
MS33 MS42

Schema 2-16: Mannich-Reaktion zu MS42

Da aufgrund dieses Ergebnisses von dhnlichen Verbindungen dieses Typs, deren 2,3-
Dichlor-Analoga jeweils geringere Inhibition als das Etacrynséure-fers-butylamid zeigten,
ebenfalls keine Enzym-Inhibition zu erwarten war, wurde die Synthese weiterer Brom-
Derivate nicht verfolgt.

Bei der Umsetzung weiterer Phenoxycarbonsdureamide (MS28) bzw. Phenylsulfanyl-
carbonsdureamide (MS30, MS31) mit 2,3-Dichlorsubstitution am aromatischen Ring
erwies sich die Mannich-Reaktion mit TMDM/Acetanhydrid als nicht praktikabel. In
keinem Fall konnte das angestrebte Produkt erhalten werden. Im Gegensatz zu den Estern
scheinen Amide in Kombination mit der 2,3-Dichlorsubstitution am Aromaten keine

geeigneten Ausgangsverbindungen fiir derartige Reaktionen zu sein.

2.2.5 Synthese von Amid-Derivaten der Etacrynsiure

Die Ausbildung einer Amidbindung zwischen einer Carbonsdure und einem Amin
macht den Einsatz geeigneter Kupplungsreagenzien erforderlich. Diese iiberfithren die
reaktionstrige Carbonséure in eine reaktivere Spezies, wie beispielsweise einen Aktivester
oder ein Anhydrid, und ermdglichen so die Amidkupplung unter milden Reaktions-
bedingungen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen folgende Strategien zur Carbon-
sdureaktivierung zur Verwendung:

e Sidurechlorid: Generierung des Sédurechlorids durch Refluxieren mit Thionyl-

chlorid (SOCI,) (siehe Kap. 2.4)
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e DCC/HOSuc: Aktivierung mit DCC (N, N -Dicyclohexylcarbodiimid) und Bil-
dung des Hydroxysuccinimid-Aktivesters durch Zugabe von N-Hydroxy-
succinimid

e DPPA: Aktivierung mit Diphenylphosphorylazid (siehe Kap. 2.3)

e EEDQ: Aktivierung mit 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin
(siehe Kap. 2.3)

Fiir die in diesem Kapitel beschriebenen Kupplungsreaktionen wurden ausschlie8lich
DCC/HOSuc verwendet. Als Carbonsidure-Komponente diente 2,3-Dichlor-4-butyrylphen-
oxyessigsdure sowie die verschiedenen durch O/S-Austausch bzw. Variation der Carbon-

sdure-Seitenkette dargestellten Etacrynsidure-Derivate MS38, MS40 und MS41.

Phenoxyessigsdureamide

Der postulierte Inhibitionsmechanismus der bereits bekannten Etacrynsiureamide!®”
verlduft iiber die Inaktivierung des Cystein-Restes durch Angriff des Schwefels am
Michael-System der Etacrynsdure. Die Amid-Reste sorgen durch Wasserstoffbriicken-
Wechselwirkungen fiir zusitzliche Affinitdt des Inhibitors zum Enzym. Zur experimen-
tellen Evaluierung des Hemmmechanismus wurden daher Analoga der wirksamsten

Inhibitoren, jedoch ohne Michael-System, synthetisiert (Tab. 2—-8).

Cl (0] Cl (0]
Cl O Cl O
QJ\OH DCC, HO-Succ \)J\NHR
H,NR
(@) (@)
Produkt ‘ R Rx-Dauer, T [°C] ‘ Ausbeute
MS43 tert-butyl 21d, RT 63 %
MS44 n-butyl 21d, RT 45 %

Tab. 2-8: Amidkupplung an 2,3-Dichlor-4-butyrylphenoxyessigsiure

Die Synthese erfolgte ausgehend von 2,3-Dichlor-4-butyrylphenoxyessigsdure mittels
DCC-/Hydroxysuccinimid-Aktivierung in wasserfreiem Dichlormethan. Nach Bildung des
Aktivesters konnte nach 2 Stunden Riihren bei Raumtemperatur vom entstandenen

Dicyclohexylharnstoff abfiltriert werden. Nach Zugabe des Amins wurde zur Amidbildung
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mehrere Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Beide Derivate (MS43, MS44) konnten nach

Sdulenchromatographie in moderater bis guter Ausbeute erhalten werden.

Amide von Etacrynsdurederivaten

Die Amidsynthese aus den Carbonsdure-Derivaten MS38, MS40 und MS41 ist der
letzte Schritt zur Darstellung der angestrebten Verbindungen. Zum direkten Vergleich mit
den bereits getesteten Inhibitoren der SARS-CoV-M"* wurden von jeder Séure jeweils das
tert-Butyl- bzw. n-Butyl-Amid synthetisiert, um die Einfliisse des Austauschs der Hetero-
atome und der Variation der Kettenldnge direkt vergleichen zu konnen. Weiterhin wurde
mit dem Hexylamid eine lidngere, flexible Alkylkette in das Molekiil eingebaut. Als
Alternative dazu sollte die Einfiihrung eines aromatischen Restes durch das Benzylamin
eine mogliche Wechselwirkung mit lipophilen Regionen bzw. aromatischen Resten in der
Bindetasche des Enzyms unterstiitzen. Bei der Analytik der synthetisierten Verbindungen
wurde festgestellt, dass es sich — offensichtlich aufgrund eines Fehlers des Lieferanten —
bei dem eingesetzten n-Butylamin in Wahrheit um Dibutylamin handelte. Dies war auch
bei dem deuterierten Derivat MS62 der Fall (siche Kap. 2.3.2). Dadurch wurde in diesen
Féllen bei der Synthese das Amin nicht stochiometrisch eingesetzt. Die angegebenen
Ausbeuten beziehen sich auf die Stoffmenge von Dibutylamin.

Sdmtliche Amide wurden ebenfalls iliber den Hydroxysuccinimid-Aktivester nach
DCC-Aktivierung in Dichlormethan dargestellt. Nach der Aktivierung wurde der unlds-
liche Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, der Aktivester mit einer Losung des jeweiligen
Amins versetzt und mehrere Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Da nach einem ersten
Ansatz mit 20 Tagen Reaktionszeit keine vollstaindige Umsetzung zu beobachten war,
wurde die Reaktionszeit im Folgenden auf 14 Tage reduziert, was ohne signifikante Aus-
beuteeinbullen moglich war. Zur Aufarbeitung wurden die Ansitze bis zur Trockne einge-
engt und nach Aufnahme in Ethylacetat jeweils mit verdiinnter HCl und NaOH-L&sung
gewaschen, um Reste an verbliebenem Amin bzw. Sdure zu entfernen. Der erhaltene
Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt, wonach die angestrebten Amide in
moderaten bis guten Ausbeuten erhalten werden konnten (siche Tab. 2-9).

Da nach diesem abschlieBenden Syntheseschritt alle Amide in ausreichender Menge
und Reinheit isoliert werden konnten, wurde auf weitere Versuche zur Synthese-Opti-
mierung durch alternative Kupplungsreagenzien und andere Anderungen der Reaktions-

parameter verzichtet.
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cl Z\[\/]J\ _R
n N

0] R
Produkt Z n R R’ Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MS45 (0] 3 H tert-butyl 20d, RT 51%
MS46 (0] 3 n-butyl n-butyl 20d, RT 44 %
MS47 (¢} 3 H n-hexyl 20d, RT 25%
MS48 (¢} 3 H benzyl 14d, RT 53 %
Ms49 | s 2 Ho erbuyl 44RT | 57%
MS50 S 2 n-butyl n-butyl 14d, RT 63 %
MS51 S 2 H n-hexyl 14d, RT 56 %
MS52 S 2 H benzyl 14d, RT 66 %
Mss3 | s 3 Ho rewbuyl 4 RT | 36%
MS54 S 3 n-butyl n-butyl 14d, RT 81 %
MS55 S 3 H n-hexyl 14d, RT 62 %
MS56 S 3 H benzyl 14d, RT 48 %

Tab. 2-9: Darstellung der Amide aus den Sdure-Derivaten MS38, MS40 und MS41

2.3 Synthese markierter Etacrynsiure-Derivate

Neben den bisher beschriebenen Etacrynsdure-Derivaten, die als Enzym-Inhibitoren
vorgesehen waren, wurden zusitzlich speziell markierte Analoga der Etacrynséure bzw.
ihrer Derivate synthetisiert. Dazu wurde einerseits die Etacrynsdure iiber eine spacer-
Einheit mit Biotin verkniipft. Dieses dient als Ankergruppe zur Detektion des Wirkstoffes
in mikro- und immunobiologischen sowie Protein-chemischen Assays. Weiterhin wurden
von der Etacrynsdure ein vielfach deuteriertes Analogon sowie drei daraus gewonnene
Amide synthetisiert. Die deuterierte Etacrynsdure dient als Modellsubstanz zum In-vitro-
Nachweis von d-markierten Wirkstoffen in Gewebe durch CARS-Mikroskopie (Coherent
Anti-Raman-Spectroscopy). Die Streckschwingung der C-D-Bindung ist Raman-aktiv und
kann durch zwei speziell abgestimmte Laserpulse ortsaufgelost detektiert werden. C-H-
Schwingungen besitzen keine Raman-Aktivitit und treten somit nicht als stérende Banden

im aufgenommenen Spektrum auf. Die C-D-Schwingung ist daher spezifisch fiir den
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markierten Wirkstoff, der in normaler Umgebung unter physiologischen Bedingungen als
einzige deuterierte Spezies im untersuchten Medium (Gewebeschnitt 0.4.) vorliegt. Ziel ist
es, durch die Information liber Wirkstoffverteilung und -lokalisation Riickschliisse auf

mogliche Targets, Rezeptoren oder den Wirkmechanismus ziehen zu kénnen.

2.3.1 Synthese von Biotin-markierter Etacrynsiure (Eta-bADA)

Zur Biotinylierung der Etacrynsdure wurden die Sdurefunktionen der beiden Kompo-
nenten mittels eines 1,6-Hexyldiamin-spacers iiber zwei Amidbindungen verkniipft. Als
zweckmiBig erwies sich hierbei die Synthese ausgehend von einfach Boc-geschiitztem 1,6-
Hexyldiamin. Die DPPA-vermittelte Kupplung®” (DPPA = Diphenylphosphorylazid) mit
der freien Aminofunktion des spacers liefert im ersten Schritt das biotinylierte Amid. Die
Reaktionsfithrung der DPPA-Kupplung erforderte eine Reaktion {iber mehrere Tage bei
4 °C (Kiihlraum) in DMF. Dabei konnte das noch geschiitzte spacer-Biotin-Fragment er-
halten werden. Diese Reaktionsbedingungen sind notwendig, um etwaige Nebenreaktionen,
wie die Curtius-Umlagerung des Sdureazids zum Isocyanat, zu unterdriicken. Durch weite-
re Reaktion mit der Aminkomponente ist dabei die Bildung von Harnstoffderivaten an
Stelle der gewiinschten Amide moglich. Dies wird bei tiefer Temperatur vermieden.
Gleichzeitig ist daher jedoch die lingere Reaktionszeit von mehreren Tagen in Kauf zu
nehmen. Eine moglichst hohe Konzentration im Reaktionsansatz, d. h. die Verwendung

moglichst geringer Losungsmittelmengen, fordert ebenfalls die Amidbildung.

0
0
)Vo)k”/\/\/\/'\mz M

1. DPPA, NEt;, DCM

8d, 4°C
+ TFA H He—H
o 2. TFA/DCM (1:3 viv) N
o NN TN
orc H,N s

Schema 2-17: DPPA-vermittelte Kupplung von D-Biotin an den 1,6-Hexyldiamin-spacer

Zur weiteren Umsetzung wurde die Boc-Schutzgruppe durch wiederholte Behandlung
mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan entfernt. Die quantitative Freisetzung des Amins

konnte NMR-spektroskopisch bestitigt werden. Uberschiissige Trifluoressigsiure wurde
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durch sukzessives Versetzen mit Dichlormethan und anschlieBendes Einengen im Vakuum
vollstindig entfernt. Danach konnte das TFA-Salz des Biotin-Fragmentes ohne Verunreini-
gungen erhalten werden (Ausbeute: 19%).

Die abschlieBende Kupplung an die Etacrynsiure verlief iiber EEDQ-Aktivierung®"
(EEDQ = 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin). An diesem Chinolin-Derivat
ist die Ethoxygruppe in 2-Position des Aromaten leicht durch die Carboxylat-Komponente
substituierbar. Diese Zwischenstufe kann iiber einen sechsgliedrigen Ubergangszustand
unter Freisetzung von Chinolin das gemischte Anhydrid aus Ethoxycarbonyl- und einge-
setztem Carbonsdurefragment bilden. Ein Zusatz von Base ist in diesem Fall nicht er-

forderlich.

©jj + RCOOH m 0O O
N O/\ N/

., N2 v,
O)\o - EtOH 5 46\>/~7R \/\OJ\OJ\
(0]

N N

Schema 2-18: Mechanismus der Sidureaktivierung mit EEDQ

Die Spaltung des gemischten Anhydrids durch ein Nucleophil ist prinzipiell an beiden
Carbonylfunktionen moglich. Um die Bildung des Amids zu favorisieren, muss die Reakti-
vitdt am ,,Carbonsiure“-Teil des Anhydrids gegeniiber der des ,,Formiat“-Teils erheblich
erhoht sein. Ist dies nicht der Fall, ist mit der Bildung des Urethans als unerwiinschte
Nebenreaktion zu rechnen, die den Einsatz dieser Kupplungsmethode erheblich storen oder
sie sogar flir synthetische Zwecke unbrauchbar machen kann. Bei der durchgefiihrten
Kupplung an die Etacrynsdure waren jedoch keinerlei Nebenreaktionen zu beobachten. Die
Lwdaure“-Carbonylfunktion wird durch den Phenoxyessigsdurerest so stark aktiviert, dass
die Urethanbildung vollkommen in den Hintergrund tritt. Ein weiterer Vorteil der Methode
ist die einfache Aufreinigung, da als Nebenprodukte der Aktivierung nur Ethanol, CO, und
Chinolin anfallen. Dafiir muss allerdings eine geringere Ausbeute in Kauf genommen
werden. Bei der Synthese von MS57 fiel das Endprodukt wéhrend der Aufarbeitung als
Feststoff an und konnte einfach durch Absaugen und Waschen in sehr guter Reinheit und

mit 26 % Ausbeute erhalten werden.
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TFA H R —\H
+/\/\/\/
Cl O o HyN S

cl OQLO)LO/\ °

DMF, NEt,
o 14d, RT ‘
X
HN NH
cl o
9y H H
cl o NS N
N s
o o
MS57

Schema 2-19: Umsetzung des gemischten Anhydrids zum biotinylierten Derivat MS57

2.3.2 Synthese Deuterium-markierter Etacrynsiure-Derivate

Zur Synthese der deuterierten Etacrynsdure und davon abgeleiteter Derivate musste
die bereits verwendete Synthesestrategie nur geringfligig verdndert und an die kommerziel-
le Verfiigbarkeit deuterierter Edukte angepasst werden. Die Synthesefolge Friedel-Crafts-
Acylierung — Veretherung mit Bromessigsdureethylester — Aldolkondensation konnte bei-
behalten werden. Lediglich das Buttersdurechlorid war als dr-markierte Verbindung nicht
kauflich zu erwerben und musste aus d,-Buttersdure dargestellt werden. Hierbei wurden
aufgrund der hohen Preise der kommerziell erhiltlichen deuterierten Edukte im Vorfeld
Syntheseversuche mit dem unmarkierten Analogon durchgefiihrt, um die Reaktions-
bedingungen fiir den spiter verwendeten Mallstab zu optimieren. Auch die weiteren
Syntheseschritte wurden zunéchst mit der jeweils undeuterierten Verbindung durchgefiihrt.
Zur Darstellung von Buttersdurechlorid wurde Buttersdure mit Thionylchlorid unter
Riickfluss erhitzt. Dabei wurden verschiedene Synthese-Varianten beziiglich Ansatzgrof3en,
Molverhéltnissen und Aufreinigungsprozeduren durchgefiihrt und auf ihre Anwendbarkeit
getestet.

In einem ersten Versuch wurde ein groBer Uberschuss Thionylchlorid (5 Aq) ver-
wendet. Dies garantiert zwar die vollstindige Umsetzung der Buttersdure zum Séure-
chlorid, bringt aber bei der Aufreinigung bzw. der weiteren Umsetzung Probleme mit sich.
Verbleibt das iiberschiissige SOCI, im Reaktionsgemisch, so liefert die anschlieende Acy-

lierung des Anisols ein Gemisch an Produkten. Eine destillative Trennung von Thionyl-



60 Synthesen

chlorid und Buttersdurechlorid ist aufgrund der Siedepunkte nur {iber eine Vigreux-Kolon-
ne moglich. Da das Butyrylchlorid als hoher siedende Komponente des Gemischs vorliegt,
wurde diese Moglichkeit wegen der zu erwartenden Verluste nicht verfolgt. Bei unselekti-
vem Einengen des Ansatzes im Vakuum muss ebenfalls mit Verlust durch verdampfendes
Buttersdurechlorid gerechnet werden. Insgesamt stellte sich damit die Methode ,,vielfacher

Uberschuss SOCL,* als nicht praktikabel dar.

1. SOCIl,, reflux

Cl

2.
D D O CI\©/OM9 CI
D OMe + Cl OMe
—_—
OH AICl,, DCM
Pp bbb 0°C, RT
,/CIQHDCM
4 h reflux
MS58
Rx-Dauer (Acylierung) acyliertes Anisol / Edukt Ausbeute Phenol
3h 14:1 30 %
8h 4:1 63 %

Schema 2-20: Acylierung von 2,3-Dichloranisol mit d-Buttersiurechlorid

Daher wurde zunichst mit einem Molverhéltnis 1.1/ 1 bis 2/ 1 von Thionylchlorid zu
Buttersdure gearbeitet und durch Anpassung der Zugabe von Anisol versucht, die Ausbeute
zu optimieren. Hierbei zeigte sich ein Verhdltnis SOCI, / Buttersdure / Anisol von
2/1/0.66 Aq als bester AnsatzmaBstab. Dieser beinhaltet ebenfalls den bei der konven-
tionellen Friedel-Crafts-Acylierung der Etacrynsdure-Synthese bereits verwendeten 1.5-

fachen Uberschuss an Saurechlorid und AICI.
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Die Acylierung mit d7-Buttersdure wurde in zwei aufeinander folgenden Ansitzen
durchgefiihrt. Im ersten Ansatz wurde nach Generierung des Saurechlorids und Zugabe
von AlCl; und 2,3-Dichloranisol 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Aufar-
beitung zeigte das NMR-Spektrum ein Produktgemisch von acyliertem Anisol zu Edukt-
Anisol im Verhiltnis von 1.4 : 1. Durch einen zweiten Ansatz mit einer verlingerten Reak-
tionszeit (8 h) konnte dieses Verhiltnis auf 4:1 zugunsten des acylierten Phenols ge-
steigert werden. Auf eine Aufreinigung auf dieser Stufe wurde verzichtet, da nach der
Methyletherspaltung im ndchsten Schritt eine sdulenchromatographische Trennung von
acyliertem Phenol und 2,3-Dichlorphenol ebenfalls problemlos moglich war. Die Deme-
thylierung erfolgte durch Refluxieren iiber 3 — 4 Stunden in Anwesenheit von 1.5 Aq AICl;
in Dichlormethan. Die schlechte Ausbeute der Acylierung im ersten Ansatz wirkte sich
entsprechend auf die Ausbeute an 2,3-Dichlor-4-butyrylphenol aus. Diese betrug im ersten
Fall nur 30 % (iiber beide Stufen), konnte jedoch mit verldngerter Reaktionszeit auf 63 %
gesteigert werden, was mit der Ausbeute in der Reaktion mit nicht markierten Edukten ver-
gleichbar ist. Dennoch macht sich an dieser Stelle die durch den H/D-Austausch erhdhte

Reaktionsbarriere der deuterierten Verbindung bemerkbar.
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Abb. 2-3: "H-NMR-Spektrum von ds-2,3-Dichlor-4-butyrylphenol (MS58)

Ein weiterer Umstand, der in der Syntheseplanung zundchst nicht beriicksichtigt

wurde, sich aber im spdteren Verlauf als durchaus vorteilhaft zeigte, war der D/H-Aus-
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tausch des acylierten Phenols an der aziden a-Position zur Carbonylfunktion in der Seiten-
kette. Dieser erfolgt vermutlich wihrend der Aufarbeitung nach der Methyletherspaltung
durch Extraktion mit KOH-Losung. Im "H-NMR-Spektrum ist das Singulett bei 2.87 ppm
eindeutig dieser Position zuzuordnen. Der positive Aspekt fiir die spdtere Aldolkonden-
sation, welche genau an dieser aziden Position erfolgt und ohnehin durch die entstehende
Doppelbindung einen quartdren o-Kohlenstoff bildet, ist die erhohte Reaktivitdt im
Vergleich zur deuterierten Spezies.

Die Veretherung des Phenols mit Bromessigsdureethylester wurde ebenfalls nach be-
kanntem Verfahren (siche Kap. 2.2.3) mit Kaliumcarbonat in Aceton in Anwesenheit kata-
lytischer Mengen Kaliumiodid durchgefiihrt. In einer Testreaktion mit 500 mg 2,3-Dichlor-
4-butyrylphenol konnte dabei eine Ausbeute von 85 % erzielt werden. Die Umsetzung des
deuterierten Phenols wurde wiederum in zwei Chargen mit d>-Bromessigsdureethylester
unter dquivalenten Bedingungen zur Testreaktion vorgenommen, lediglich die Reaktions-
zeit wurde von vier auf fiinf Stunden verldangert. Hierbei lag in beiden Fillen die Rohaus-
beute nach Entfernung von nicht umgesetztem Phenol jeweils iiber 97 %. Vor der Séulen-
chromatographie wurden die Rohprodukte beider Ansétze vereinigt. Der reine d7-Phenoxy-
essigsdureethylester wurde in 92 % Ausbeute erhalten, was gegeniiber der Testreaktion

sogar noch eine Ausbeuteverbesserung darstellt.

O
Br
%’LO/\
DD

K,CO,, K,
Aceton
5 h reflux
92 %

MS58 MS59

Schema 2-21: Veretherung von MS58 mit d,-Bromessigsiureethylester zu MS59

1.50 g des erhaltenen Esters wurden anschlieBend mit Formaldehyd-Losung (29.7 %
in D,0) refluxiert, um mittels Aldolkondensation unter gleichzeitiger Esterhydrolyse das
Michael-System einzufiihren (vgl. Kap. 2.2.4). Die Reaktionszeit wurde dabei ebenfalls
von 3-5 h im Falle des H-Analogons auf 7-8 h erhoht. Die Umsetzung erfolgte wiederum
in zwei Chargen (500 mg, 1.10 g Ester). Das Rohprodukt konnte nach Einbringen des An-
satzes in gekiihlte halbkonzentrierte HCI-Losung als Feststoff in einer Ausbeute von 93 %

isoliert werden. Darin war als Nebenprodukt der Etacrynsdureethylester als Verunreini-
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gung in einem Anteil von 1 : 5 (Ester / Sdure) enthalten. Dieser wurde durch mehrfaches
Umkristallisieren aus Benzol entfernt. Ein weiterer Teil des Rohproduktes wurde durch

préiparative HPLC aufgereinigt.

D D

K,CO,, EtOH,
D,0
7-8 h reflux

MS59 MS60

Schema 2-22: Aldolkondensation mit d,-Formaldehyd zur do-Etacrynsiure MS60

Insgesamt war es auf diesem Weg moglich, ausgehend von 3.69 g (20.8 mmol) 2,3-Di-
chloranisol 1.012 g (3.24 mmol) deuterierte Etacrynsédure zu erhalten. Dies entspricht einer

Gesamtausbeute von 16 % uber alle Stufen.

Zur weiteren Derivatisierung wurde die dy-Etacrynsdure durch Umsetzung mit tert-
Butylamin, n-Dibutylamin und d;;-n-Hexylamin in die entsprechenden Amide iiberfiihrt.
Die Auswahl der Amide erfolgte entsprechend der Hemmung durch nicht deuterierte
Derivate (tert-Butylamin) sowie mit dem Ziel, eine moglichst grole Zahl an Deuterium-

Atomen in das Molekiil einzubringen (d;3-n-Hexylamin).

Cl O Cl O
c oYlL S oYlk R
OH N
DCC, HO-Succ |
(0} DD HNRR' (e DD R
DD X~ D DD X D
D D
D D D D
Produkt R R’ Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MSé61 H tert-butyl 28d, RT 77 %
MS62 n-butyl n-butyl 28d, RT 83 %
MS63 H n-C¢Dy3 28d, RT 60 %

Schema 2-23: Synthese der deuterierten Etacrynsiureamide
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Zur Carboxyl-Aktivierung wurde die DCC-Succinimid-Ester-Variante gewihlt. Die
Umsetzung verlief analog zur Synthese der in Kap. 2.2.5 beschriebenen Amide. Alle
angestrebten Derivate konnten dabei in guten Ausbeuten (60 — 83 %) erhalten werden (vgl.

Schema 2-23).

2.4 Synthese der Cinanserin-Derivate

Der Synthese des Wirkstoffs Cinanserin als Serotonin-Rezeptor-Antagonist wurde
erstmals im Jahr 1964 von Krapcho et al.”® beschrieben. Strukturell betrachtet handelt es
sich bei Cinanserin ((E)-N-[2-(3-Dimethylamino-propylsulfanyl)-phenyl]-3-phenyl-acryl-
amide) um ein Zimtsdureanilid, an dessen Anilin-Teil sich in ortho-Position ein 3-Dime-
thylaminopropylrest, verkniipft iiber einen Thioether, be-
findet. Die Darstellung erfolgt iiber zwei Stufen aus-
gehend von 2-Aminothiophenol. In Anlehnung an diese

Strategie wurde eine Reihe von Cinanserin-Derivaten | o

synthetisiert. Dabei wurden als Sdurekomponenten Deri- NH
vate der Zimtsdure sowie der Phenylpropionsdure ver- @
wendet. An der Aminoseitenkette wurde alternativ eine S

Dimethyl- oder Diisopropylaminoethylkette eingefiihrt.

Die Synthese beginnt mit der Veretherung des Thiols am N~

Milieu ist das Schwefelatom in der Lage, das jeweilige Abb. 2-4: Cinanserin

Aminothiophenol. Nach Deprotonierung im basischen

Dimethylaminoalkylhalogenid zu substituieren. Diese Re-

aktion findet aufgrund der erh6hten Nucleophilie selektiv nur durch das Schwefelatom statt.
Auf diese Weise wurden drei Thioaniline mit Amino-Seitenkette erhalten. Als Vertreter
ohne funktionelle Gruppe wurde nach Umsetzung mit 1-Brompentan ein Derivat mit rein

aliphatischer Seitenkette dargestellt.

NH, R Hal NH,
HS \Mn/ R\M/S
n

NaOMe
Isopropanol/Toluol
reflux

Produkt ‘ n R Rx-Dauer, T [°C] ‘ Ausbeute

MS64 ‘ 2 NMe, 6h reflx ‘ 63 %
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MS65 2 N(CH(CHs),), 6h reflux 4%
MS66 3 NMe, 7h reflux, 3d RT 15 %
MS67 3 -n-propyl 6h reflux 22 %

Schema 2-24: Veretherung mit 2-Aminothiophenol

Zwei der erhaltenen Aniline wurden mit verschiedenen Phenylcarbonsiduren zu den
entsprechenden Amiden umgesetzt. Die Aktivierung erfolgte iiber das Saurechlorid durch
Refluxieren mit Thionylchlorid. Die Amidbildung erfolgt nach Zugabe des jeweiligen

Anilins in Anwesenheit von Triethylamin.

X
X NH, Y
R S
v i ©
z
Z NEt,/DCM HN/go
/g reflux
Produkt XY Z n R Rx-Dauer, T [°C] Ausbeute
MS68 H CH,CH, 3 NMe, 1h reflux 70 %
MS69 H CH,CH, 2 NMe, 1h reflux 88 %
MS70 H CH=CH 2 NMe, 1h, reflux 87 %
MS71* H CH=CH 3 NMe, 1h, reflux 15 %
MS72 Cl CH,CH, 3 NMe, 1h, reflux 30 %
MS73 Cl CH=CH 3 NMe, 1h, reflux 35%
MS74 Cl CH=CH 2 NMe, 1h, reflux 39%

* Cinanserin

Schema 2-25: Synthese der Cinanserin-Derivate

2.5 Chromanon-Derivate

Eine weitere Fragestellung der Arbeit beinhaltete die Reaktivitidt des Michael-Systems
der Etacrynsdure-Derivate in Abhidngigkeit von Konformation und Substituenten. Die Kon-
formation der Doppelbindung beziiglich der 6-Bindung zwischen dem C;- und C,-Atom

der Seitenkette ist bei der Etacrynsdure jedoch nicht definiert. Fixiert man die Seitenkette
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iiber einen weiteren Ringschluss jedoch am Aromaten, so ldsst sich die Doppelbindung
definiert in s-cis- bzw. s-trans-Konformation einfithren. Hierzu wurden Derivate des
Chromanons synthetisiert. Diese &hneln in ihrer Grundstruktur mit aromatischem Ring und
Acyl-Seitenkette der Etacrynséure. Aufgrund der beiden kondensierten Ringe bieten diese

Verbindungen aber zusétzlich die Moglichkeit der ,,Fixierung* des Michael-Systems.

2.5.1 3-Methylen-4-chromanon (MS75)

Analog zur Einfithrung des Michael-Systems mittels Mannich-Reaktion (vgl. Kap.
2.2.5) erfolgte die Synthese von MS75 durch Umsetzung von 4-Chromanon mit einem
Uberschuss TMDM und Acetanhydrid. Trotz des Uberschusses an Methylierungsreagenz
war auch nach drei Tagen Reaktionszeit noch ein groler Anteil des Eduktes nicht umge-
setzt. Zur Aufarbeitung wurde zum Abfangen der entstandenen Essigsdure mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Das gewiinschte Produkt konnte nach

Saulenchromatographie lediglich in 3.1 % Ausbeute erhalten werden.

8.4 eq TMDM
12 eq Ac,0
o) . o)

3d RT

MS75

Schema 2-26: Synthese von 3-Methylen-4-chromanon (MS75)

2.5.2 Versuch der Synthese von (6-Chlor-3-methylen-4-oxochroman-7-yloxy)-

essigsiure

In einem weiteren Syntheseansatz wurde versucht, die fixierte Doppelbindung beizu-
behalten und gleichzeitig noch groBere strukturelle Ahnlichkeit mit dem Etacrynsiure-
Grundkorper zu erreichen. Als Edukt diente dabei 4-Chlorresorcin. Dieses wurde zundchst
mit 3-Chlorpropionsédure selektiv in 6-Position des Ringes acyliert. Als Lewis-Sdure kam
dabei Trifluormethansulfonsdure zum Einsatz. Unter diesen Bedingungen konnte auf die
Verwendung des Sdurechlorids verzichtet werden.” Nach der erfolgten Acylierung ist der
Hydroxylrest des Resorcins in ortho-Position zur Acyl-Seitenkette in der Lage, durch

nucleophile Substitution des Chlorids in der Seitenkette den Ringschluss zum Hydroxy-
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chromanon (MS76) zu vollziehen. Dieses wurde in 36 % Ausbeute erhalten. Die noch freie
Hydroxyfunktion am Aromat wurde mit Bromessigsdureethylester verethert. Die Reaktion
erfolgte analog zur Synthese der Phenoxyessigsdureester (vgl. Kap. 2.2.3). Damit wurde

der Essigsédureteil in die Struktur eingefiihrt. Der Ethylester MS77 wurde in 43% Ausbeute

isoliert.
cl Cl
OH 1. 10 eq F,C-SO,H OH
o 2. NaOH
vt e
Cl OH 36 % o
OH o
o)
B
r\/”\OEt MS76
36 %
cl 2 1. K,CO, / EtOH cl 0
OQJ\ reflux O\)J\
OEt 0] 2. HClI OH
o + J 7 g o
H H
(e} (e}
MS77

Schema 2-27: Syntheseroute zum bicyclischen Etacrynsiiure-Derivat

Die Einfiihrung der Doppelbindung sollte durch Aldolkondensation mit Formaldehyd
unter gleichzeitiger Hydrolyse des Ethylesters erfolgen. Nach 6 Stunden Reaktionszeit
unter Riickflussbedingungen wurde der Ansatz in kalte HCl gegeben. Der verbliebene
Uberstand wurde mit Ethylacetat extrahiert und die Aufreinigung des erhaltenen Riick-
standes durch prédparative HPLC versucht. Diese Prozedur fiihrte jedoch nicht zum ge-

winschten Produkt.
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ﬁBERSICHT UBER DIE SYNTHETISIERTEN ZIELVERBINDUNGEN
FRET-Substrat
o}
H o
HNy N8
o}

F,C o NH

OH
NO,
MS01
Anisole
cl F Br
Cl OMe OMe OMe
o o o
= = =
MS05 MS06 MS07

Etacrynsdure und weitere Carbonsdure-Derivate

Cl (0] Cl o Cl o

al o% cl ov\)L
c O%OH OH OH

MS21 MS37 (Etacrynsiure) MS38

Cl o Cl Cl 0O

cl S\)L cl s OH cl SM
OH VY OH

MS39 MS40 MS41

o NHZ T\‘/
OH OH
7+ O /2( 0 o o H 0
H H H H
N\)L N\)k N\)k %(N\)L O
N Y N Y N Y N Y N
@AH O LA S L S S B | GO R |
DR |
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Etacrynsdure-Amid-Derivate ohne aktivierte Doppelbindung

Cl (e} Cl Cl
cl oﬂ JV cl o N cl o) N
~N
O O O (0]
MSo08 MS28 MS29
Cl (o] Cl (0] Cl O
Cl S
\)L”Jw Cl S\)kN/\/\ Cl S\)kN
o) H H
O O
MS30 MS31 MS32

Br 0 Br o Br o
o% O\)L o% PN
H H H

©) o O

MS33 MS34 MS35

Br o Cl 0} Cl o
Cl (6] Cl O
SCRS T Jyn
MS36 MS43 MS44

Etacrynsdure-Amid-Derivate mit aktivierter Doppelbindung

Cl

Br (0] Cl (0] (]
O\)kujv Cl O\/\)kHJV Cl OMN/\A

MS42 MS45 MS46
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o
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MSS3
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Cl
H
Cl SW N\/\/\/
o
MS51
Cl (e}
cl s RN
o i
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Cl
Cl
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H
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Sonstige Verbindungen

0
Co
o
o:<—\
o}
o

MS09 MS75
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3 Biochemische und biologische Untersuchungen

3.1 Enzym-Assays

Enzyme sind in der Lage, biochemische Reaktionen (Peptidspaltung, Hydrolyse, Re-
duktionen, Oxidationen, etc.) zu katalysieren. Dabei wird ein Substrat S vom Enzym zum
jeweiligen Produkt P umgesetzt. Die Umsatzrate ist dabei unter festgelegten dufleren
Bedingungen — pH-Wert, Temperatur, Puffer, Konzentrationen der Reaktionspartner — fiir
ein Enzym-Substrat-Paar spezifisch. Unter Enzymhemmung oder -inhibition versteht man
die Verminderung dieses katalytischen Potentials durch einen Inhibitor I. Der Inhibitor ist
gleichfalls zur Wechselwirkung mit dem Enzym in der Lage. Dies kann beispielsweise
durch Reaktion einer funktionellen Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms (z. B. Cystein-
oder Serin-Reste im Falle von Proteasen) mit dem Inhibitormolekiil geschehen. Wird dabei
eine dauerhafte kovalente Bindung gekniipft, ist das aktive Zentrum des Enzyms blockiert.
Es handelt sich dann um kovalente irreversible Enzymhemmung. Die im Arbeitskreis

B4 sind typische Vertreter dieses Inhibitions-

synthetisierten Aziridin- und Epoxidderivate
Mechanismus. Besetzt der Inhibitor das aktive Zentrum des Enzyms ohne Ausbildung
einer kovalenten Bindung bzw. wird diese durch eine nachfolgende Riickreaktion wieder
gespalten, so spricht man von nicht-kovalent reversibler bzw. kovalent reversibler Enzym-
hemmung. Bei kompetitiver Hemmung konkurriert dabei der Inhibitor mit dem
Substratmolekiil um die Besetzung des aktiven Zentrums des Enzyms.

Anhand der Struktur des Inhibitors ldsst sich die Art der Enzymhemmung — reversibel
oder irreversibel — zwar vermuten, zur endgiiltigen Bestdtigung sind jedoch weitere Unter-
suchungen nétig.[%] Als experimentelle Methoden stehen dazu Dialyse, Gelfiltration, etc.
zur Verfiigung, wodurch nach vorheriger Inkubation des Enzyms mit dem Inhibitor dieser
im Falle reversibler Hemmung wieder abgetrennt und die urspriingliche Enzymaktivitit
wiedergewonnen wird. Bindet der Inhibitor irreversibel an das Enzym, so erfolgt keine Ab-
trennung und die Enzymhemmung bleibt erhalten. Ein dhnlicher Effekt stellt sich bei defi-
nierter Verdiinnung einer Enzym-Inhibitor-Ldsung ein. Dabei dissoziiert ein reversibel ge-
bundener Inhibitor ab und die Abnahme der Enzymaktivitét reduziert sich in geringerem
Malle, als man durch die Verdiinnung erwarten wiirde. Ein irreversibel gebundener Inhi-

bitor kann durch Verdiinnung nicht vom Enzym getrennt werden, d. h. die Enzymaktivitit

fallt proportional zur Verdiinnung der Probelosung. Ein Nachteil dieser Verfahren besteht
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darin, dass durch die Prozedur der Dialyse, Filtration, etc. die Enzymaktivitdt gemindert
wird und daher oft keine eindeutige Aussage iiber die Art der Hemmung getroffen werden
kann.

Einen weitaus einfacheren und schnelleren Zugang liefert die Betrachtung der Zeitab-
hiangigkeit der Enzymhemmung. Reagiert das Enzym (E) ohne Zusatz eines Inhibitors mit
dem Substrat (S), so erfolgt unter steady-state-Bedingungen ([S] >>> [E]) die Produktbil-
dung mit konstanter Geschwindigkeit. In Gegenwart eines reversiblen Inhibitors wird die
Produktbildung vermindert, aufgrund der Gleichgewichtseinstellung — Inhibitor in Konkur-
renz zum Substrat — ist ihre Geschwindigkeit aber trotzdem konstant. Die Minderung der
Enzymaktivitdt ist dabei von der Stirke des Inhibitors sowie seiner Konzentration ab-
hingig. Hierbei handelt es sich um nicht-zeitabhdngige Enzymhemmung (vgl. Abb. 3—1,
E+I;, E+I,). Bindet der Inhibitor irreversibel an das Enzym, so werden im Zeitverlauf
immer mehr Enzym-Molekiile durch den Inhibitor inaktiviert, bis — sofern [I] >> [E] — die
Enzymaktivitit und damit die Substratspaltung vollstindig zum Erliegen kommt. Dieses

Phinomen wird als zeitabhéngige Enzymhemmung bezeichnet (vgl. Abb. 3—1, E+I3).

J_L T I T I T I T I T I £ h
100 nzym ohne
\ | Inhibitor
= 80 | _ —@— E+h
s 60 — E+h
= —/— +
R L
c
L 40 —
X _
20 —
0

Zeit

Abb. 3-1: Verlauf der Enzymaktivitiit bei zeitabhéingiger und nicht zeitabhiingiger Enzym-

hemmung

Fiir jede Art der Enzymhemmung lassen sich aus den erhaltenen Assay-Daten charak-
teristische Hemmbkonstanten ableiten, die eine Aussage iiber die Stirke des Inhibitors er-
moglichen und auch Vergleiche zwischen dem Inhibitorpotential einzelner Inhibitoren zu-

lassen.
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3.1.1 Charakterisierung zeitabhingiger Hemmung

Zur Charakterisierung der zeitabhdngigen Hemmung eines Enzyms (E) durch ein Inhi-
bitormolekiil (I) in Gegenwart eines Substrates (S) kann folgendes Reaktionsschema

zugrunde gelegt werden:

k Kk,
E+I EIl — E-I
+ K
S
kol ky
k

cat
ES — E+P

Betrachtet man die Reaktion des Enzyms mit dem Inhibitor, so erfolgt zunichst die re-
versible Bildung eines Enzym-Inhibitor-Assoziationskomplexes EI. In einer nachfolgenden
irreversiblen Reaktion wird die kovalente Bindung des Inhibitormolekiils I an das Enzym
gekniipft, es bildet sich die inaktivierte Form E-I. Gleichzeitig dazu findet in Konkurrenz
zur Inaktivierung des Enzyms die Reaktion mit dem Substrat S statt. Der ebenfalls rever-
sibel gebildete Enzym-Substrat-Komplex ES wird in der ,,normalen* Enzym-Reaktion zum
Produkt P umgesetzt. Die Affinitdt des Substrates S zum Enzym sowie die Geschwindig-
keit der Enzymreaktion werden durch die Michaelis-Menten-Konstante K, und die
Wechselzahl k¢, beschrieben. Charakteristische Konstanten fiir die Beschreibung der Re-
aktion des Enzyms mit dem Inhibitor sind die Hemmkonstanten 4;, K; und kaq.

e ki [min™] ist die Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung der Bildung des inaktivierten
Enzyms E-I.
e K [M] ist die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Sie ergibt sich

aus dem Massenwirkungsgesetz und ldsst sich in der Form

_[E][1]

K, 1
D @
k A
bzw. K, = th, Q)
kl

darstellen. Da der irreversible Schritt geschwindigkeitsbestimmend ist, vereinfacht

sich die Gleichung zu

K, =" 3)
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Ein kleiner Kj-Wert bedeutet eine hohe Affinitéit des Inhibitors zum Enzym.
e ki [M'1 min'l] ist die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung der Inaktivierung und

ist definiert als
and = — (4)

Hierbei wird sowohl die Bildung des Assoziationskomplexes (Kj) als auch die
irreversible Inaktivierung (k;) beriicksichtigt. Hohe Affinitdt zum Enzym — also
kleiner Ki-Wert — und schnelle Inaktivierung (groBer ki-Wert) resultieren dabei in
einem hohen ky,g-Wert, d. h. je groBer kxng, desto besser ist die Inaktivierung des

Enzyms durch den Inhibitor.

Eine schnelle und effiziente Methode zur Ermittlung der Hemmkonstanten £;, K; und
kong bietet der kontinuierliche Assay nach Tian und T sou.”®! Man mischt dazu Substrat und
Enzym sowie eine bestimmte Menge des Inhibitors und beobachtet die Produktzunahme
iiber einen Zeitraum von 5 bis zu 60 Minuten. Liegen sowohl Inhibitor als auch Substrat in
groBem Uberschuss beziiglich des Enzyms vor, so erfolgt die Produktbildung unter steady-
state-Bedingungen nach einer Kinetik pseudo-erster-Ordnung, d. h. die Produktzunahme
nimmt in Anwesenheit eines irreversiblen Inhibitors mit der Zeit exponentiell ab und
ndhert sich dabei der Konzentration [P].,. Den Verlauf der Produktzunahme beschreibt
Gleichung (5):

P =P, -(1-e™*") Q)

Um sicherzustellen, dass die Abnahme der Produktbildung nicht als Folge niedriger
Substratkonzentration auftritt, beobachtet man als Kontrolle gleichzeitig eine Enzym-
Substrat-Reaktion unter analogen Bedingungen, jedoch ohne Zusatz von Inhibitor.

Da hier keine Inaktivierung des Enzyms stattfindet, muss die Produktzunahme iiber
den gesamten Messzeitraum linear verlaufen. Aus dem Umsatz-Zeit-Diagramm ist es
moglich, durch nicht-lineare Regressionsanalyse die Geschwindigkeitskonstante Kops (Ge-

schwindigkeits-Konstante pseudo-erster-Ordnung) zu ermitteln.
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Abb. 3-2: Umsatz-Zeit-Diagramm eines kontinuierlichen Assays bei zeitabhingiger Hemmung,

Bestimmung von Ky,

So erhilt man fiir eine Reihe von eingesetzten Inhibitor-Konzentrationen [I] jeweils
den zugehdrigen kqps-Wert. kops 1dsst sich gemil Gleichung (6) durch die Hemmkonstanten
ki und K; in Abhéngigkeit der Inhibitor-Konzentration [I] ausdriicken:

k. -[1
- ©

Durch eine Auftragung von kg tiber [I] lassen sich — wiederum durch nicht-lineare

Regressionsanalyse — die Hemmkonstanten 4 und K; ermitteln. Auf die detaillierte Her-

leitung von Gleichung (6) wird an dieser Stelle verzichtet, da die zeitabhdngige Hemmung

bei den durchgefiihrten Enzym-Assays sich als nicht relevant erwies.

Zu beachten ist, dass obige Auswertung nur die Reaktion des Enzyms mit dem Inhibi-
tor betrachtet. Im Assay konkurriert aber das Substrat als zweiter Ligand mit dem Inhibitor
um die Bindungsstelle am Enzym. Bei der ermittelten Dissoziationskonstante handelt es

sich also nur um die apparente Dissoziationskonstante Kiapp.

_x 1. B
K., =K, [1+K J 0

Der wahre K;-Wert kann daraus durch Division durch den Term (1+[S]/K,,) berechnet
werden. Die Michaelis-Menten-Konstante K, muss dabei in einem gesonderten Experi-

ment bestimmt werden (siche auch Kap. 3.1.3).
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3.1.2 Charakterisierung nicht-zeitabhingiger Hemmung

Im Falle nicht-zeitabhdngiger Enzymhemmung bewirkt die Anwesenheit des
Inhibitors eine Verringerung der Enzymaktivititit. Die herabgesetzte Aktivitit ist jedoch
zeitlich konstant (vgl. Abb. 3—1). Mechanistisch sind dazu zwei Mdglichkeiten denkbar. Ist
der Inhibitor aufgrund seiner chemischen Eigenschaften nicht zur kovalenten Bindung an
das Enzym in der Lage, kommt es lediglich zur reversiblen Bildung des Enzym-Inhibitor-
Assoziationskomplexes EI. Man spricht dabei von nicht-kovalent-reversiblen Inhibitoren.
Erlaubt die chemische Natur des Inhibitors eine kovalente Bindung an das Enzym und
zeigt sich im Assay aber eine nicht-zeitabhdngige Hemmung, so ist es wahrscheinlich, dass
die kovalente Bindung durch die entsprechende Riickreaktion wieder gebrochen wird.
Diese Inhibitoren werden als kovalent-reversibel bezeichnet. Die in beiden Fillen
ermittelte Hemmkonstante K; ist ein Mal} fiir die Affinitit des Inhibitors zum Enzym.
Welcher der beiden Mechanismen im konkreten Fall vorliegt, kann aufgrund der Assay-

Daten jedoch nicht ermittelt werden.

K i
E+1 El nicht-kovalent reversibel
K
| I
E+l —— EI E-l kovalent reversibel

Schema 3-1: Mégliche Enzym-Inhibitor-Reaktionen bei nicht-zeitabhiingiger Hemmung

Zur Ermittlung von K; kann ebenfalls der kontinuierliche Assay verwendet werden.
Setzt man dabei den Inhibitor in verschiedenen Konzentrationen — inklusive einer Kontrol-
le mit [I] =0 — ein, so erhdlt man ein Umsatz-Zeit-Diagramm mit Geraden unterschiedli-
cher Steigung. Die Steigungen entsprechen der Geschwindigkeit v der Produktbildung. Die
ungehemmte Enzymreaktion ohne Inhibitor zeigt dabei die groBte Steigung. Bei zu-
nehmender Konzentration von I wird die Enzymreaktion und damit die Produktbildung

zunehmend gehemmt.
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Abb. 3-3: Umsatz-Zeit-Diagramm bei nicht-zeitabhéingiger Enzymhemmung fiir ansteigende

Inhibitor-Konzentrationen I, bis I

Die Auswertung der Assays erfolgt anhand der Dixon-Gleichung®” (bixon M., "The

Determination of Enzyme Inhibitor Constants." Biochem. J. 1953, 55 (1), 170-171)

Vo

V=t ®)
I
I+—
[ KiJ

mit vy bzw. v; als Enzymaktivititen ohne bzw. mit Inhibitor. Kj kann dann aus der Steigung
= 1/K; des linearisierten Dixon-Plots ermittelt werden. Hierzu wird der Quotient v/ v;

gegen die Inhibitor-Konzentration [I] aufgetragen.

voVi 6 —

| [uM]

Abb. 3—4: Linearisierter Dixon-Plot bei nicht-zeitabhfingiger Hemmung, Ermittlung von K;
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Alternativ zur Linearisierungs-Methode kann K; durch nicht-lineare Regression be-
stimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden dazu alle Assay-Daten mit dem Enzym-

kinetik-Programm GraFit*®!

ausgewertet. Auch hier muss bei den so erhaltenen Kjapp-
Werten wiederum die Konkurrenz-Reaktion des Enzyms mit dem Substrat berticksichtigt

werden und der Kj,p, nach Gleichung (7) zu K; korrigiert werden.

Enzym-Assays mit Etacrynsdure-Derivaten an verschiedenen Cystein-Proteasen, die

im Rahmen friiherer Arbeiten durchgefiihrt wurden,!"

zeigten sowohl zeitabhidngige als
auch zeitunabhingige Enzymhemmung. Hierbei zeigt sich deutlich die Problematik, dass
aufgrund der Zeitabhéngigkeit der Enzymhemmung kein eindeutiger Riickschluss auf den
Hemm-Mechanismus gezogen werden kann. Dieser scheinbare Widerspruch kann einer-
seits mit den unterschiedlichen Affinitdten der Substrate zum Enzym in den jeweiligen
Assays erklart werden. Besitzt das Substrat eine sehr viel hohere Affinitdt zum Enzym als
der Inhibitor, so wird dadurch soviel freies Enzym aus dem Gleichgewicht entzogen, dass
sich trotz Anwesenheit eines kovalent irreversiblen Inhibitors keine Zeitabhingigkeit
innerhalb des Messzeitraums feststellen ldsst. Andererseits kann ein reversibler ,,slow-
binding* Inhibitor eine Zeitabhidngigkeit vortduschen. Dies liegt jedoch daran, dass die
Gleichgewichtseinstellung zwischen Enzym und Inhibitor sehr langsam verlduft und so der
lineare Bereich der Umsatz-Zeit-Kurve innerhalb des Messzeitraumes oft nicht erfasst
werden kann. Daher sind zur endgiiltigen Bestimmung dariiber, ob es sich um reversible
oder irreversible Inhibitoren bzw. Enzymhemmung handelt, weitere Untersuchungen von-
noten. Fiir die Etacrynsdure-Derivate wurden dazu Dialyseversuche durchgefiihrt. Dabei

wurde festgestellt, dass diese Verbindungen reversibel an Cystein-Proteasen binden.!”"!

3.1.3 K,-Wert-Bestimmung der FRET-Substrate

Wie bereits in Kap. 3.1.1 beschrieben, ist fiir die Berechnung der Hemmkonstanten der
Kn-Wert erforderlich. Fiir die FRET-Substrate der SARS-CoV-M"™ wurden aufgrund
fehlender Literaturdaten die K,-Werte bestimmt. Dazu wurden jeweils die Initialgeschwin-
digkeiten der Enzym-Substrat-Reaktion bei Substratkonzentrationen [S] zwischen 10 und
600 uM bestimmt. Die Bedingungen wurden analog zu den Assay-Bedingungen gewéhlt.
Zur Berechnung der K,-Werte miissen die erhaltenen Geschwindigkeitswerte jedoch korri-
giert werden. Grund dafiir ist der sog. ,Innere-Filter-Effekt“. Er beschreibt das Phédnomen,

dass die Fluoreszenz des FRET-Donors in Gegenwart des FRET-Substrats, welches ja
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seinerseits auch in ungespaltenem Zustand den FRET-Akzeptor enthélt und damit in der
Lage ist, Strahlung aufzunehmen, durch den Akzeptor im Substrat gequencht wird.[®”
Dieser Effekt muss nur bei Experimenten mit variabler Substrat-Konzentration, wie z. B.
der K,,-Wert —Bestimmung, berlicksichtigt werden.

Zur Berechnung des Korrekturfaktors wird die Fluoreszenz des reinen Donors (ohne
Enzym) im Puffer mit und ohne Zusatz von FRET-Substrat bestimmt. Die Konzentrationen
des FRET-Substrates entsprechen denen bei der K,-Wert-Bestimmung. Zur Berechnung
des Faktors werden die erhaltenen Fluoreszenzwerte jeweils durch den Referenz-Wert
(Donor ohne Substrat) dividiert. Mit dem Quotient aus Initialgeschwindigkeit und
Korrekturfaktor ergibt sich die korrigierte Geschwindigkeit vio. Auftragung von vy, liber
[S] liefert mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 9) den jeweiligen K-
Wert.

®

Die Bestimmung der K;,-Werte erfolgte ebenfalls durch nichtlineare Regression. Fiir
das Substrat mit Mts-Schutzgruppe (Substrat 1) wurde der Kn-Wert zusitzlich fiir die
TGEV-Protease bestimmt. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur SARS-CoV-MP® kann dabei
unter gleichen Bedingungen vorgegangen werden. Tab. 3—1 gibt eine Ubersicht iiber die

ermittelten K,-Werte.

Substrat Kmn-Wert [uM]
SARS-CoV-
TGEV-MP™®
Mpro

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-
1 190 + 23 88.1+13.7
[3-(NO,)Tyr]-Arg(Mts)-OH

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-
2 108 +26 n.d.
[3-(NO,)Tyr]-Arg-OH

Tab. 3-1: Ermittelte K, -Werte unter Beriicksichtigung des Inneren-Filter-Effekts

Nachfolgende Abbildung zeigt den Kurvenverlauf der ermittelten Initialgeschwindig-

keiten fiir Substrat 2 mit und ohne Korrektur. Man erkennt hier leicht, dass ein Verzicht
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auf den Korrekturfaktor eine falsche Bestimmung liefert bzw. diese sogar unmoglich

machen kann.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

—O— Vkorr

@ Vv (unkorrigiert)

0 200 400 600
S [uM]

Abb. 3-5: Auftragung von v iiber [S] mit und ohne Korrekturfaktor (Substrat 2)

3.1.4 Durchfiihrung und Ergebnisse der fluorimetrischen Enzym-Assays

Samtliche Hemmkonstanten der synthetisierten Inhibitoren wurden mittels des
kontinuierlichen Assays nach Tian und Tsou"® bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgte an
einem Fluoreszenz-Spektrometer mit temperierbarer Mikrotiterplatten-Leseeinheit in
weillen 96-Well-Platten bei 25 °C. Die Versuche wurden jeweils als Doppelbestimmung
unter analogen Bedingungen inklusive einer Negativ-Kontrolle mit DMSO-Losung an
Stelle von Inhibitor-Zusatz durchgefiihrt. Die Enzymaktivitdt wurde durch den Einsatz
fluoreszenz-markierter Substrate detektiert. Die aufgezeichnete Fluoreszenz-Intensitét iiber
den Messzeitraum ist dabei direkt proportional zur Konzentration des aus der Enzym-

Substrat-Reaktion gebildeten Produktes.

Die synthetisierten Inhibitoren wurden in fluorimetrischen Assays an den Enzymen
SARS-CoV-M", SARS-CoV-PL"" sowie Cathepsin L getestet. Zur Testung wurden zu-
nédchst der Assay-Puffer vorgelegt und nacheinander Enzym-Losung, Inhibitor-Lésung und
Substrat zupipettiert. Dabei wurde im Vorfeld bei fixer Substratkonzentration die Konzen-
tration des Enzyms so angepasst, dass bei ungehemmter Reaktion eine Zunahme der Fluo-
reszenz von ca. 20 Einheiten pro Minute erreicht wurde. Dem Tris-Assay-Puffer wurde
neben NaCl EDTA als Komplexbildner von Schwermetallen zugesetzt. Der Enzym-Puffer

entspricht dem Assay-Puffer. [hm wurde aber zur Aktivierung des Enzyms zusétzlich ein
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niedermolekulares Thiol (DTT, DL-Dithiothreitol, 1 — 2 mM) zugegeben. Fiir die Stamm-
16sungen von Substrat und Inhibitor wurde DMSO als Losungsmittel verwendet. Die Kon-
zentrationen der Stammldsungen wurden so gewihlt, dass der DMSO-Anteil im Assay bei
maximal 15 % lag. Tab. 3-2 gibt eine detaillierte Ubersicht iiber die verwendeten Assay-

Bedingungen.

Enzym [E] [S]° Assay-Puffer pH

SARS-CoV-M™
(zur Verfiigung gestellt von n.d. 50 uM Tris* 7.5
Dipl.- Biol. M. Stempka)

SARS-CoV-PLP®
(zur Verfiigung gestellt von Uwe n.d. 50 uM Tris* 7.5
Dietzel, AG Prof. Dr. C. Kisker)

Cathepsin L

0.725 mg/mL 6.25 uM Tris* 6.5
aus humaner Leber
TTGEV-MP e
(zur Verfiigung gestellt von 0.163 mg/mL n.d. Tris’ 7.0

Prof. Dr. J. Ziebuhr)

“ Konz. der Enzym-Stammldsung, * Endkonzentration des Substrats im well
€20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl; Enzym-Puffer mit ImM DTT
450 mM Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl; Enzym-Puffer mit 2mM DTT

¢20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 120 mM NaCl; Enzym-Puffer mit ImM DTT

Tab. 3-2: Assaybedingungen der durchgefiihrten Enzymassays

Als fluorogene Substrate wurden fluoreszenz-markierte Oligopeptide eingesetzt. Fiir
den SARS-CoV-PLP®- bzw. den Cathepsin L-Assay wurde als Fluorophor 4-Methyl-
coumarylamin (AMC) verwendet. Dieses ist im Substrat terminal als Amid gebunden und
wird durch die Enzymreaktion als freies Amin abgespalten. Die Fluoreszenz des freien
AMC kann nach Anregung bei 360 — 380 nm bei 460 nm detektiert werden. Fiir den Assay
an der SARS-CoV-M" ist die Verwendung von AMC-Substraten nicht moglich. Statt-
dessen wurde ein FRET-Substrat mit dem FRET-Donor Abz (2-Aminobenzoesédure) und
dem FRET-Akzeptor 3-(NO,)Tyr (3-Nitrotyrosin) eingesetzt. Das Substrat wurde mittels
SPPS selbst hergestellt (vgl. Kap. 2.1 Synthese SPPS) bzw. in Auftrags-Peptidsynthese
kommerziell erworben. Die Anregungs- und Detektionswellenldngen des FRET-Donor-

Akzeptor-Paares Abz und 3-(NO,)Tyr betragen 325 bzw. 425 nm. Die K,,-Werte der Sub-
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strate wurden entweder selbst bestimmt oder aus bereits etablierten Assay-Bedingungen
iibernommen. Bei der Bestimmung der K,-Wertes fiir die FRET-Substrate wurde zusétz-
lich der Innere-Filter-Effekt®”) beriicksichtigt (vgl. Kap. 3.1.3). Die erhaltenen Werte sind

zusammen mit den jeweiligen Messbedingungen in Tab. 3—3 aufgelistet.

Enzym Substrat Km Aex Aem

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-[3-(NO,) Tyr]-

Arg(Mts)-OH, (TFA-Salz)
SARS-CoV-MP™® 325 425
Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-[3-(NO,) Tyr]-

108
Arg-OH, (TFA-Salz)
SARS-CoV-PLP® Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC, (Acetat-Salz) 850 360 460
Cathepsin L Z-Phe-Arg-AMC, (HCI-Salz) 6.5 380 460

Tab. 3-3: Im Enzymassay verwendete fluorogene Substrate

Fiir eine erste grobe Abschitzung der Inhibitor-Wirkung der synthetisierten Verbin-
dungen wurde zundchst ein Screening bei einer Inhibitor-Konzentration von 100 uM
durchgefiihrt. Zur Auswertung wurden die ersten 5 Minuten der Messung beriicksichtigt.
Aus dem Quotienten aus der erhaltenen Steigung, die der Enzymaktivitit entspricht, und
der Steigung der DMSO-Kontrolle (ungehemmte Reaktion) wurde die prozentuale Hem-
mung des Inhibitors bestimmt. Zur Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse im FRET-
Assay aufgrund von Absorption von Fluoreszenzstrahlung im Bereich der Emissions-
wellenldnge durch den Inhibitor wurde bei aktiven Substanzen (relative Hemmung > 50 %)
die Fluoreszenz von Abz mit und ohne Zusatz von Inhibitor bestimmt. Falls erforderlich,

wurde mit dem so erhaltenen Faktor der urspriingliche Wert des Screenings korrigiert.

Fiir die aktiven Substanzen (relative Hemmung im Screening > 50 % bei 100 uM)
wurde der K;-Wert durch Messung einer Verdiinnungsreihe bestimmt. Dazu wurde neben

der DMSO-Kontrolle der Inhibitor in sieben Konzentrationen (10 — 100 uM) im kontinu-



Biochemische und biologische Untersuchungen 85

ierlichen Assay umgesetzt. Die Auswertung erfolgte durch Ermittlung der jeweiligen Um-

satzgeschwindigkeiten nach der Dixon-Gleichung (vgl. Kap. 3.1.2).

% Hemmung bei [I] = 100uM % Hemmung bei [I] = 100uM
SARS-CoV Cathepsin L SARS-CoV Cathepsin L
MPr PLP™ MP pPLP*®

MSO05 13 <5 40 MS46 22 13 14
MS06 19 <5 <5 MS47 29 13 11
MSo07 62 <5 7 MS48 <5 <5 n.d.
MS21 19 <5 91 MS49 10 <5 20
MS29 7 6 <5 MS50 18 17 17
MS30 22 10 5 MS51 20 6 29
MS31 30 13 8 MS52 20 <5 18
MS32 23 5 <5 MSS3 37 <5 57
MS38 12 <5 12 MS54 30 <5 17
MS39 <5 <5 n.d. MS55 22 13 <5
MS40 39 <5 43 MS56 10 <5 <5
MS41 35 <5 1 MS57 13 <5 39
MS42 <10 n.d. n.d. MS77 27 <5 1
MS45 16 <5 27

Tab. 3—4: Ergebnisse des Screenings der Etacrynsiure-Derivate

Es wurde im Einzelfall nur der Bereich linearer Produktzunahme beriicksichtigt,
wobei die Toleranzgrenze bei maximal 1 % Abweichung von der Linearitit lag. Das so
ermittelte Zeitintervall wurde dann fiir die gesamte Verdiinnungsreihe beibehalten.

Die Ergebnisse des Screenings der Etacrynsdure-Derivate sind in Tab. 3—4 aufgefiihrt.
Fiir die aktiven Verbindungen MS07 (M"®: 62 % Hemmung) und MS21 (CL: 91 % Hem-
mung) wurden die Kj-Werte der reversiblen Hemmung bestimmt. Diese ergaben sich fiir

das Anisol MS07 zu 52.7 + 0.81 uM und fiir die Sdure MS21 zu 22.8 + 0.65 uM.

K; [uM]

SARS-CoV-MP® Cathepsin L

MS07 52.7+0.81 -
MS21 - 22.8£0.65

Tab. 3-5: Ki-Werte der aktivsten Etacrynsidure-Derivate
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Mit den synthetisierten Cinanserin-Derivaten MS68, MS69, MS70, MS71, MS72,
MS73 und MS74 wurde ebenfalls ein Screening an der SARS-CoV-MP"* durchgefiihrt.
Hier lag die prozentuale Hemmung fiir alle Verbindungen unter 10 %. Auf eine Bestim-
mung von Kji-Werten wurde daher aufgrund der zu geringen Aktivitdt verzichtet. Die
genauere Charakterisierung der Hemmdaten der Cinaserin-Derivate wird im folgenden

Kapitel erldutert.

3.1.5 Testung der Cinanserin-Derivate an SARS-CoV-MP"

Im Jahr 2005 berichteten Chen et al. iiber Cinanserin als Inhibitor der SARS-CoV-
MP %! Cinanserin ist ein seit den sechziger Jahren bekannter Serotonin-Antagonist> und
wurde in der Publikation durch Virtual Screening an der Kristallstruktur der SARS-CoV-
MP™ (pdb-Code 1UK4)P? als potentieller Inhibitor identifiziert. Als Hemmkonstante an
der SARS-CoV-M" wurde in einem FRET-basierten Enzym-Assay der ICsp-Wert zu
5 uM bestimmt.

Ausgehend von der Leitstruktur des Cinanserins wurden im Rahmen dieser Arbeit ver-
schiedene Derivate synthetisiert, um durch Strukturvariation die Inhibitor-Eigenschaften
des Molekiils weiter zu verbessern. Modifikationen wurden sowohl am Zimtsdurefragment
als auch an der Aminoalkylseitenkette des Cinanserins vorgenommen. Beziiglich der Zimt-
sdure wurde neben 2,3-Dichlorsubstitution am Aromaten der o,B-ungesittigte Carboxylat-
Teil durch 3-Phenylpropionsdure ersetzt. An der Aminoalkylseitenkette wurde als Linge
des Alkylspacers zwischen Stickstoff- und Schwefelatom eine C,- bzw. Cs-Einheit gewéhlt
und als volumindse terminale Reste am Stickstoff zwei Isopropyl-Einheiten gewihlt (vgl.
Kap. 2.4, Synthese). Zusidtzlich zu den Derivaten wurde auch das Cinanserin selbst
synthetisiert.

Alle Verbindungen wurden im Screening ([I]=100uM) an der SARS-CoV-MP™®
getestet und zeigten eine Enzymhemmung von < 20% (vgl. Kap. 3.1.4). Da dies nicht in
Einklang mit den Literaturdaten fiir Cinanserin zu bringen ist, wurden genauere Unter-
suchungen, sowohl mit dem selbst synthetisierten Cinanserin, als auch mit kommerziell er-
worbenem Cinanserin*HCI (Biosystem) durchgefiihrt.

Zur genaueren Evaluierung des Screenings wurden verschiedene Kombinationen von
Enzym- und Substratkonzentrationen getestet. Bestes Ergebnis dabei war eine Enzymhem-
mung von 33 % bei [S] =50 uM und 1/10 verdiinnter Enzym-Stammldsung. Eine darauf
aufbauende Verdiinnungsreihe mit unverdiinnter Enzym-Stammldsung, [S]= 50 pM und

Inhibitorkonzentrationen zwischen 10 und 200 uM lieferte 1Cso-Werte von 200 — 250 uM
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bzw. Ki-Werte von 160 — 200 uM. Weiterhin gab die Testreihe Hinweise auf eine rever-
sible Enzymhemmung. Bei einem Versuch wurde dazu bei der Testung DTT als iiber-
schiissiges Thiol zugesetzt. Dabei wurde jedoch keine Verringerung der Enzymhemmung
im Vergleich zur Kontrolle ohne DTT beobachtet. Wére eine Reaktion des Cystein-Restes
im aktiven Zentrum mit dem Cinanserin fiir die Hemmung verantwortlich — evtl. durch
Reaktion mit dem Michael-System des Zimtsdure-Fragments — so wiirde diese Reaktion
durch den DTT-Zusatz im Uberschuss abgefangen werden. Als Folge daraus hitte man
eine geringere Enzymhemmung mit DTT-Zusatz erwartet. Weiterhin zeigt sich bei einer
Verringerung der Substratkonzentration eine erhohte Enzymhemmung, was eine Konkur-
renz-Reaktion des Inhibitors mit dem Substrat um die Bindungsstelle im aktiven Zentrum
vermuten ldsst. Alle diese Befunde legen eine schwache kompetitive Hemmung der SARS-
CoV-M" durch Cinanserin nahe.

Hohere Werte fiir die prozentuale Hemmung wurden lediglich bei Substratkonzentra-
tionen zwischen 5 und 0.5 uM erreicht. Hierbei ergab der Vergleich mit der DMSO-Kon-
trolle eine Hemmung von max. 79 % ([S]= 0.5 pM, unverdiinnte Enzym-Stammldsung).
Die unter diesen Bedingungen erhaltenen Hemmdaten kdnnen jedoch nicht als serids be-
trachtet werden. Zum einen sind durch die geringe Substratkonzentration die steady-state-
Bedingungen nur fiir kurze Zeit gegeben. Eine Auswertung ist dann nur iiber einen sehr
kurzen Zeitraum moglich (Vergleich der Initialgeschwindigkeiten). Als weitere Folge der
geringen Substratkonzentration erhdlt man im fluorimetrischen Assay nur einen sehr
geringen Anstieg der Fluoreszenz. An Stelle des géngigen Richtwertes von ca. 20
Fluoreszenzeinheiten pro Minute wird nur eine Steigung von 1-2 Einheiten pro Minute fiir
die DMSO-Kontrolle erreicht. Durch diese geringen Steigungen sind die erhaltenen Werte
duBerst fehlerbehaftet und somit nicht verldsslich. Unter Assay-Bedingungen, die dem
,.state of the art* entsprechen wurden nur ca. 30 % Hemmung der SARS-CoV-M"™ durch

Cinanserin (100 uM) erreicht.

Im Jahr 2008 wurde eine weitere Publikation von Chen et al. veroffentlicht, bei der fiir
Cinanserin ein ICso-Wert von 323 uM angegeben wurde.””! Die Diskrepanz zur voran-

gegangenen Veroffentlichung wurde von den Autoren nicht ndher kommentiert.
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3.2 Infektionsbiologische Testungen

Neben enzymhemmender Aktivitdt haben bereits bekannte Etacrynsidurederivate auch
Aktivitit gegen verschiedene Organismen und Bakterien gezeigt.”"! Aus diesem Grunde
wurden die synthetisierten Verbindungen im Rahmen der Kooperation innerhalb des SFB
630 (,,Erkennung, Gewinnung und funktionale Analyse von Wirkstoffen gegen Infektions-
krankheiten®) ebenfalls auf Wirkung gegen verschiedenen Bakterien, Hemmung von Bio-
filmbildung, sowie auf anti-leishmaniale, anti-trypanosomale Aktivitit und Cytotoxizitét
getestet. Die Durchfiihrung der Tests erfolgte am Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie
der Universitit Wiirzburg sowie am Missionsarztlichen Institut Wiirzburg. Weitere Unter-
suchungen an Falcipain-2 und -3 sowie Plasmodium falciparum wurden in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe Gelhaus am Zoologischen Institut der Christian-Albrechts-Universi-

tat Kiel durchgefiihrt.

3.2.1 Antibakterielle Aktivitiit

Bei der Testung auf antibakterielle Aktivitdt wird der inhibitorische Effekt der syn-
thetisierten Etacrynsdure-Derivate auf das Wachstum von Bakterien getestet. Als Test-
stimme wurde dazu eine Auswahl von acht pathogenen Keimen — meist Erreger noso-
komialer Infektionen — herangezogen. Gram-positive Vertreter waren die Staphylokokken-
Arten S. aureus (NCTC 8325) und S. epidermidis (RP62A) sowie die Enterokokken-
Spezies E. faecalis (JH212) und E. faecium (6413). Gram-negative Erreger waren E. coli
536, Pseudomonas aeruginosa und die beiden Yersinia-Spezies Y. pseudotuberculosis (252
01A) und Y. pestis (KUMA). Als KenngroB3e der antibakteriellen Aktivitdt wurde die Mini-
male Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Dies ist die niedrigste Konzentration einer
Substanz, die das Keimwachstum gerade noch hemmt. Die Ermittlung der MHK erfolgt
nach Inkubation und Bebriitung der jeweiligen Keime durch Bestimmung der optischen
Dichte der inkubierten Proben im Vergleich zu einer Referenzprobe. Eine Substanz gilt als
antibakteriell aktiv, wenn sie eine MHK < 160 pM besitzt. Liegt die MHK bei 20 uM und
kleiner wird zusitzlich die Minimale bakterizide Konzentration (MBK) bestimmt. Als
MBK wird die niedrigste Konzentration bezeichnet, bei der die Bakterien getdtet werden
und auch nach Ausplattieren auf Agarplatten kein Wachstum zeigen.

Zusitzlich zur Wachstumshemmung wurde bei S. epidermidis (RP62A) die Hemmung

der Biofilmbildung untersucht. Diese Eigenschaft bestimmter Bakterien stellt ein grof3es
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Mikrobouillondilutionstest — (Wachstumshemmtest) Biofilm-Test
Minimale Hemmkonzentration (MHK) [uM]* % Hemmung (uM)
Verb. S. aureus 8325 S. epidermidis RP62 E. faecalis JH212 E. faecium 6413 S. epidermidis RP62
95 (80)
MSO05 80 80 >160 >160
0 (40)
MS06 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MSO07 >160 160 >160 >160 0 (160)
MS21 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS29 >160 >160 >160 >160 0(160)
MS30 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS31 >160 >160 >160 >160 50 (160)b
MS32 >160 >160 >160 >160 50 (160)"
95 (160)
MS38 160 80 >160 >160
0 (80)
MS39 80 40 160 160 0 (160)
90 (40)
MS40 40 20 (MBK > 160) 160 160
0 (20)
95 (40)
MS41 40 20 (MBK > 160) 80 160
0 (20)
MS42 >160 >160 >160 >160 n.d.
MS45 >160 >160 >160 >160 0 (160)
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Mikrobouillondilutionstest — (Wachstumshemmtest) Biofilm-Test
Minimale Hemmkonzentration (MHK) [uM]* % Hemmung (uM)
Verb. S. aureus 8325 S. epidermidis RP62 E. faecalis JH212 E. faecium 6413 S. epidermidis RP62
MS46 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS47 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS48 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS49 40 40 (MBK > 160) 40 >160 0 (160)
MS50 >160 >160 >160 >160 0 (160)
90 (80)
MSS51 >160 >160 >160 >160 40 (5)
0(2.5)
MS52 >160 20 (MBK > 160) >160 >160 0 (160)
MS53 >160 40 (MBK > 160) >160 >160 0 (160)
MS54 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MSS5 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MS56 >160 >160 >160 >160 0 (160)
MSS57 >160 >160 >160 >160 n.d.
MS77 >160 >160 >160 >160 0 (160)

“ Die MHK an den gram-negativen Keimen E. coli 536, Pseudomonas aeruginosa, Y. pseudotuberculosis (252 01A) und Y. pestis (KUMA) lagen fiir alle Substanzen

bei > 160 uM und sind daher nicht detailliert aufgefiihrt; b durch starke Kristallbildung verursacht

Tab. 3—-6: Ergebnisse der Testung auf Wachstums- und Biofilmhemmung an verschiedenen nosokomialen Keimen
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Problem der Infektionsbekdmpfung dar. Die Biofilmbildung findet hdufig an Grenzflachen
zwischen einer festen und einer wissrigen Phase statt. Besonders betroffen sind in diesem
Zusammenhang auch Oberflichen von medizinischen Materialien, wie sie im Kranken-
hausumfeld zur Infusion, Beatmung, Dialyse oder auch Diagnostik (z. B. Verweilkaniilen,
Katheter, Beatmungstuben, Endoskope etc.) verwendet werden. Dies kann bei entspre-
chend immungeschwiéchten Patienten ernste Infektionen hervorrufen. Durch Expression
des interzelluldren Virulenzfaktors Adhédsin bildet sich zwischen den Keimen eine extrazel-
luldre Matrix aus, die die Erreger mit Néhrstoffen versorgt, ihr Anhaften auf der Ober-
fliche ermdglicht und sie zusidtzlich vor Vernichtung durch die kdrpereigene Immunab-
wehr oder Antibiotika schiitzt.

Die Biofilmbildung von Staphylokokken an einer Plastikoberfliche wird mittels des
Adhirenztestes quantitativ bestimmt. Hierzu werden Bakterien in eine Mikrotiterplatte
tiberfiihrt und mit verschiedenen Konzentrationen des Wirkstoffs inkubiert. Nach Entfer-
nung der nicht-adhirierenden Bakterien werden die filmbildenden Bakterien fixiert und mit
Kristallviolett inkubiert. Die Quantifizierung erfolgt photometrisch im Vergleich zu einer

Kontrolle,'*

Von den getesteten Verbindungen war in keinem Fall eine Wirkung auf gram-negative
Keime zu beobachten. MS41 und MS49 zeigten mit einer MHK von 80 bzw. 40 uM eine
schwache Wirkung gegen das Wachstum von E. faecalis. Beste Vertreter mit einer MHK
von 20 uM gegen S. epidermidis waren die Verbindungen MS40, MS41und MS52. Die
beiden ersteren Substanzen zeigten zudem eine 90 bzw. 95 %ige Hemmung der Biofilm-
bildung von S. epidermidis bei einer Konzentration von 40 uM sowie eine Aktivitit gegen
S. aureus mit einer MHK von ebenfalls 40 uM. Dieser Wert wurde als bestes Ergebnis fiir
die MHK gegen S. aureus unter allen getesteten Verbindungen nur noch bei MS49 beob-
achtet (vgl. Tab. 3-6).

3.2.2 Aktivitit gegen Leishmania major und Trypanosoma brucei brucei

Neben Bestimmung der antibakteriellen Aktivitdit wurden die Etacrynséure-Derivate
auf Aktivitidt gegen Leishmanien und Trypanosomen getestet. Diese Protozoen sind die
Erreger der Afrikanischen Schlafkrankheit (Trypanosomiasis) bzw. der Leishmaniose und
zdhlen neben Malaria und HIV zu den hiufigsten Erkrankungen in Dritte-Welt-Lindern.

Beide Krankheiten sind besonders in den tropischen Gebieten Afrikas und Lateinamerikas
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weit verbreitet und bislang nicht effektiv therapierbar. Neben der Erkrankung von
Menschen stellt der Befall von Nutz- und Haustierbestéinden ein zusitzliches Problem dar.

Ubertriiger von Trypanosomen ist die Tse-Tse-Fliege. Durch sie kénnen die Erreger
per Insektenstich auf den Menschen iibertragen werden. Eine Infektion verlduft iiber drei
Stadien, beginnend mit Schiittelfrost und Fiebersymptomatik iiber Verwirrtheitszustinde
bis hin zu einem das Endstadium kennzeichnenden Ddmmerzustand, dem die Erkrankung
auch ihren Namen verdankt. Leishmanien werden durch den Stich der Sandmiicke
iibertragen. Innerhalb ihres Lebenszyklus, der {iber zwei Wirte verlduft, treten sie in zwei
Entwicklungsformen auf, als sog. ,,Amastigoten (unbegeilelt) und als ,,Promasti-
goten* (begeiflelt). Zu Beginn der Infektion wird mit dem Insektenstich die promastigote
Form der Leishmanien auf den Menschen {iibertragen. Die Erreger werden dann von
Makrophagen aufgenommen, in denen sie zur amastigoten Form heranreifen, als Amasti-
goten freigesetzt werden und weitere Zellen im Korper infizieren sowie durch einen er-
neuten Stich wieder als Amastigoten auf die Sandmiicke zuriick iibertragen werden. Der
Zyklus schlieft sich mit der erneuten Bildung von Promastigoten im Organismus des
Insekts. Je nach Art des Erregers kann die Leishmaniose als oberfldchliche Erkrankung der
Haut (kutane L.) und der Schleimhéute (mukokutane L.) auftreten oder auch mit einem
Befall innerer Organe (viscerale L.) einhergehen, was bei ausbleibender Behandlung in
90 % der Félle zum Tod fiihrt.

Zum Test auf anti-trypanosomale bzw. anti-leishmaniale Aktivitit werden
Trypanosomen (7rypanosoma brucei brucei TC 221) bzw. Leishmania-Promastigoten
(Leishmania major MHOM/IL/81/FE/BNI) in einer Mikrotiterplatte kultiviert und dort mit
verschiedenen Konzentrationen des Wirkstoffes inkubiert. Nach 24 h wird Alamar Blue®
(Resazurin, 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) als reduktionssensitiver Indikator
zugegeben und nach weiteren 24 — 48 h die Absorption des Zelliiberstands photometrisch
bestimmt. Im Falle der Trypanosomen wird die Absorption der Zellkultur nach 48 bzw.
72 h nach Inkubation der Zellen mit dem Wirkstoff bestimmt. Die Zunahme der
Absorption ist ein Maf} fiir die metabolische Aktivitdt der Zellen. Durch Vergleich der
metabolischen Aktivitit der Zellen der mit Wirkstoff inkubierten Proben mit einer Kon-
trollpopulation wird die zytotoxische Wirkung quantifiziert. Als Ergebnis wird dazu die
Wirkstoff-Konzentration angegeben, bei der 50 % der Zellen in ihrem Metabolismus
inhibiert sind (ICsq).l"""

Parallel dazu wurde die Cytotoxizidt der Verbindungen auf Makrophagen (J774.1,
Makrophagenzelllinie, Maus) und menschliche Nierenepithelzellen (293T, embryonale
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Nierenzelllinie) getestet, um gezielt Wirkstoffe zu identifizieren, die gegen die Erreger
aktiv sind, gegen die befallenen Zellen des Wirt-Organismus jedoch keine toxische Wir-
kung zeigen. Die Quantifizierung erfolgt im analogen Procedere zur oben beschriebenen

Bestimmung des 1Cso-Wertes.

Bestimmung der ICs-Werte [pM]

L. major T. b. brucei Makrophagen Nierenepithel-
MHOM/IL/81/FE/B TC221 (J774.1, Maus) zellen 293T,
Verb. NI 48h 72h embryonal
MS05 8,01 2,59 3,12 7,99 4,03
MSo06 7,29 2,04 2,88 8,36 n.d.
MSo07 8,04 2,82 3,16 7,69 3,84
MS21 >25 >25 >25 >25 n.d.
MS29 >25 26,72 31,42 >25 n.d.
MS30 >25 29,1 40,18 >25 n.d.
MS31 >25 26,57 39,1 >25 n.d.
MS32 >25 17,91 14,04 >18,21 n.d.
MS38 11,25 0,52 0,64 6,49 2,82
MS39 >25 4,8 2,01 7,68 28,1
MS40 >25 0,84 0,83 6,31 3,9
MS41 12,67 0,63 0,54 2,44 2,03
MS42 3,29 3,81 3,87 3,38 n.d.
MS45 6,24 0,63 0,75 0,87 n.d.
MS46 7,8 4,62 6,6 7,84 n.d.
MS47 7,1 0,77 0,86 0,86 n.d.
MS48 7,7 0,72 0,85 0,78 n.d.
MS49 5,4 0,79 0,83 0,844 2,07
MS50 7,9 2,37 2,26 8,024 n.d.
MS51 5,1 0,88 0,88 0,936 1,75
MS52 6 0,82 0,81 1,11 2,33
MSS53 8,87 0,76 0,77 5,7 2,91
MS54 7,33 3,44 4,27 6,29 n.d.
MS55 7,08 0,94 0,89 0,82 n.d.
MS56 7,83 0,87 0,87 1,04 n.d.
MS57 >100 0,76 0,69 33,8 6,56
MS77 >25 >25 >25 >25 n.d.

Tab.3-7: Ergebnisse der Testungen an L. major, T. b. brucei, Makrophagen und Nierenepithel-

zellen
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Die ICso-Werte an Leishmania major liegen fir die aktiven Verbindungen im Bereich
zwischen 3 und 12 pM. Bester Vertreter ist das Bromderivat MS42 mit einem 1Cso-Wert
von 3.29 uM. Die biotinylierte Verbindung MS57 sowie die freien Sduren MS21, MS39
und MS40 zeigen keine Aktivitit. Gleiches gilt fiir die Verbindungen MS29, MS30, MS31,
MS32 und MS77, die als Analoga ohne Michael-System getestet wurden und von denen
auch keine Inhibition erwartet wurde. Fiir alle lag hier der ICsp-Wert iiber 25 uM, womit
die Substanzen als unwirksam definiert sind. Dieses findet sich auch in den Testergebnis-
sen an den tiibrigen Zelllinien wieder, was die Vermutung zuldsst, dass dem Michael-
System eine entscheidende Rolle bei der cytotoxischen Wirkung zukommt.

Bei den Ergebnissen an 7. b. brucei finden sich zahlreiche Vertreter mit 1Cso-Werten
unter 1 pM. Hierbei handelt es sich durchweg um Carbonsédure-Analoga der Etacrynsiure
oder Etacrynsdureamid-Derivate. Mit Hinblick auf die Toxizitidt an Makrophagen zeichnen
sich die Verbindungen MS38, MS40 und MS41 — jeweils freie Sduren — sowie die biotin-
markierte Verbindung MS57 besonders aus, da ihre Wirkung auf Trypanosomen mindes-

tens um den Faktor 4 hoher ist als die Cytotoxizitit auf Makrophagen.

3.3 Untersuchung an Falcipain-2/-3 und Plasmodium falciparum

Zur weiteren Testung des antibiotischen Potentials der Etacrynsdurederivate wurden
Untersuchungen am Malariaerreger Plasmodium falciparum sowie an den Enzymen Falci-
pain-2 und -3 durchgefiihrt. Mit der Verbindung MSS57 wurde ein Etacrynsdure-Derivat
synthetisiert, das eine Biotin-Markierung trigt, die liber einen Hexyldiamin-spacer mit der
Carbonsdurefunktion verkniipft ist. Durch die Biotin-Funktion kann der Inhibitor Biotin-
Streptavidin-Konjugate ausbilden, was auf diese Weise eine ndhere Untersuchung der Bin-
dungseigenschaften, des Bindungsortes und der Zielmolekiile ermoglicht. Diese Arbeiten
wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Gelhaus (Zoologisches Institut der
Universitit Kiel) von Dipl. Biol. Saskia Heppner durchgefiihrt.'? Mit Hilfe dieser
Methode konnte bereits flir Aziridin-2,3-Dicarboxylate die kovalente Bindung an das
aktive Zentrum von Cystein-Proteasen nachgewiesen werden.!'*!%%!

Im Enzym-Assay an Falcipain-2 und -3 wurden zunichst die ICso-Werte der Enzym-
Hemmung bestimmt.®® Hier zeigte sich MS57 als die aktivste unter allen getesteten Ver-
bindungen. Die 1Cso-Werte lagen bei 3.0 uM (FP-2) bzw. 11.9 uM (FP-3). Ebenso wurde

bei In-vitro-Tests an Plasmodien ein ICso von 9.0 uM bestimmt. Die Etacrynsdureamide

MS43 und MS44 ohne Michael-System zeigten mit ICsp-Werten von 531 uM bzw. 713
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uM an FP-2 eine deutlich schlechtere Enzym-Hemmung. An FP-3 konnte fiir beide Ver-
bindungen keine Hemmung der Enzymaktivitit festgestellt werden. Bei den entsprechen-
den Analoga von MS43 und MS44 mit Michael-System (Verb. VI-1f, VI-1i, synthetisiert
von U. Kiéppler) verbesserte sich die Enzym-Hemmung nur leicht. Die 1Cso-Werte lagen

bei 255 uM bzw. 184 pM (FP-2) sowie bei 153 pM und 158 pM (FP-3).

Abb. 3—6: Struktur von E64 (oben) und des Biotin-markierten Inhibitors MS57 (unten)

Die Bindungseigenschaften von MSS57 wurden an rekombinantem Falcipain-2 (rFP-2)

193] sowie mas-

untersucht. Verdringungsexperimente mit dem Konkurrenz-Inhibitor E64
senspektrometrische Experimente zeigten, dass MS57 kovalent an rFP-2 bindet, die
Bindung aber nicht im aktiven Zentrum des Enzyms stattfindet. Durch Inkubation von rFP-
2 mit E64 und anschlieBendem tryptischen Verdau konnte die Bindung von E64 an das
aktive Zentrum von Falcipain-2 massenspektrometrisch bestdtigt werden. Dies war fiir
MSS57 nicht der Fall, da das entsprechende Massenfragment nicht detektiert wurde. Daher

liegt die Vermutung nahe, dass MS57 unspezifisch mit rFP-2 reagieren kann.

Verb. Struktur ICsy [uM]

FP-2 FP-3 P.f. W2

cl i OQOLNJV

e}

MS43 484° n.i. n.i.




96 Biochemische und biologische Untersuchungen

(0]
cl O\)kN/\/\

MS44 O 713¢ n.i. ni.

N

H
VI-1f° o 255+ 4 153+ 16 n.i.

Cl (@]
cl O\)kN/\/\
H

VI-1i® o 184+ 17 158 +17 n.i.
MS57 (siche Abb. 3-6) 3.0+1.1 119+1.1 9.0+0.4

“nur ein Experiment; ° synthetisiert von U. Kappler; n.i.: keine Hemmung

Tab. 3-8: Ergebnisse der Testung an Falcipain-2, -3 und Plasmodium falciparum W2

3.4 Diskussion der Ergebnisse
3.4.1 Enzym-Assays

3.4.1.1 Etacrynsdure-Derivate

Die synthetisierten Etacrynsdure-Derivate wurden in fluorimetrischen Assays an den
Enzymen SARS-CoV-MP®, SARS-CoV-PL”® sowie Cathepsin L getestet. Im Screening
bei einer Inhibitorkonzentration von [I] = 100uM konnte fiir den Grofteil der Substanzen
eine moderate Enzymhemmung (10 —40 %) festgestellt werden. Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen lassen sich aus den erhaltenen Testergebnissen nur bedingt ableiten. Grund
dafiir sind zum einen die jeweils geringen Unterschiede in der Aktivitét, die z. T. innerhalb
der Messtoleranz liegen. Ebenso ist anhand der beriicksichtigten Strukturvariationen (vgl.
Kap. 1.5 Zielsetzung) kein eindeutiger Trend erkennbar. Dennoch lassen sich folgende

Aussagen treffen:

Selektivitdt beziiglich der Enzyme
Alle getesteten Etacrynsdurederivate zeigen ausschlieBlich eine Aktivitit an der

SARS-CoV-M" sowie an Cathepsin L. Fiir die SARS-CoV-PL" lag die prozentuale
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Hemmung lediglich fiir MS50 bei 17 %, fiir alle weiteren Verbindungen unter 15 %. Somit
waren alle Substanzen an der PL™° inaktiv. Als aktivste Verbindung an der SARS-CoV-
MP® wurde mit 62 % Hemmung (K;=52.7+0.81 uM) das 2-Bromanisol MS07
identifiziert. Dieses zeigte auch eine hohe Selektivitit fiir die MP°, eine Hemmung von
PL"™ (<5 %) und CL (7 %) war nicht zu beobachten. Gleiches gilt fiir die an CL aktivste
Verbindung MS21 (91 % Hemmung, K;=22.8 + 0.65 uM), die an der M"™ nur geringe
(19 %) und an der PLP™ keine Aktivitit (< 5%) zeigte.

Einfluss der Halogensubstituenten am Aromaten

Von den Halogenanisolen mit Crotonylseitenkette wurden das 2,3-Dichlor- (MS05),
das 2-Fluor- (MS06) sowie das 2-Brom-Derivat (MS07) getestet. An der PL™™ waren alle
drei Substanzen nicht aktiv (<5 % Hemmung). An Cathepsin L zeigte nur das 2,3-
Dichloranisol MS05 eine Hemmung (40 %), wohingegen das Bromderivat MS07 mit 62 %
Hemmung die hochste Aktivitit an der SARS-CoV-MP zeigte. An diesem Enzym waren
MS05 und MS06 nur moderat aktiv (13 bzw. 19 % Hemmung). Dies scheint eine Aus-
nahme zum allgemeinen Trend zu sein, dass die 2,3-Dichlor-Derivate der Etacrynsidure
eine hohere Aktivitit als ihre 2-Brom- bzw. 2-Fluor-Analoga besitzen, denn auch das 2-
Bromanalogon (MS42) zum aktiven Etacrynsdure-tert-butylamid (MP™: K; =46 uM)"!
zeigte — wie auch das Fluor-Derivat'®”! — keine Hemmung an der SARS-CoV-MP®, Offen-
sichtlich liegt bei den Amiden im Falle des 2,3-Dichlor-Derivats durch die optimale Grof3e
des Inhibitors eine erhohte Affinitdt fiir die Bindetasche des Enzyms vor, wohingegen die
1-Brom- und 1-Fluor-Derivate durch den verdnderten Raumbedarf diese Affinitét nicht

besitzen.

Etacrynsdure-Derivate vs. Etacrynsdure

Fiir die Etacrynsédure ist eine moderate Hemmung (10 — 50 % bei [I] = 100uM) der
SARS-CoV-M"* bekannt. Bessere Werte konnten durch die vorgenommenen Strukturvari-
ationen nicht erzielt werden. Die zur Etacrynsdure analoge Schwefel-Verbindung MS39
besitzt keinerlei Aktivitdt an den viralen Proteasen (M”°: <5 % Hemmung, PL"*: <5 %
Hemmung). Durch Verlingerung der Alkylcarbonsduren-Seitenkette konnte bei den
schwefelhaltigen Derivaten jedoch eine geringe Verbesserung erzielt werden (MP™:
Propionsdure-Derivat MS40 39 % Hemmung, Buttersdure-Derivat MS41 35 % Hemmung).

Dieser Trend war bei den Sauerstoff-Derivaten nicht zu beobachten. Alle getesteten
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Carbonsdure-Derivate zeigten keinerlei Hemmung der SARS-CoV-PLP™ (Hemmung

jeweils <5 %).

Carbonsduren vs. Amide

Bei der Etacrynsdure konnte durch Derivatisierung zum tert-Butylamid die Inhibitor-
Aktivitét signifikant erhoht werden, so dass bis zu Konzentrationen von 50 uM eine iiber
90 %ige Hemmung der SARS-CoV-MP™ festgestellt wurde.”"! Aus diesem Grunde wurde
von den Etacrynsdure-Derivaten MS38, MS40 und MS41 jeweils eine Serie von Amiden
synthetisiert, die neben dem tert-Butylamid auch volumindsere (Dibutyl-, n-Hexylamid)
bzw. aromatische (Benzylamid) Reste umfasste. Im Gegensatz zur Etacrynsdure konnte in
allen Fillen keine Verbesserung der Inhibitoraktivitit beobachtet werden. Alle getesteten
Amid-Derivate mit aktivierter Doppelbindung zeigten eine moderate Hemmung der SARS-
CoV-MP™® (10 -37 % bei [I] =100uM), die sich im Bereich der Carbonsdure-Derivate

bewegte.

3.4.1.2 Cinanserin-Derivate

Fiir die synthetisierten Cinanserin-Derivate (MS68, MS69, MS70, MS72, MS73,
MS74) sowie flir das in eigener Synthese hergestellte Cinanserin (MS71) wurde keine
inhibitorische Aktivitit an der SARS-CoV-MP™ festgestellt. Das Screening zeigte fiir alle
Verbindungen eine Hemmung von <20 % bei [I] = 100uM. Dies steht im Widerspruch zu
ersten publizierten Ergebnissen von Chen et al., in denen Cinanserin als ein Inhibitor der
SARS-CoV-MP® mit einem ICso-Wert von 5 puM beschrieben wird.”>! Dieser Wert wurde
in einer Verdiinnungsreihe durch einen fluorimetrischen Enzym-Assay ([I] =0 — 200 uM,
[S]= 10 uM, [E] =1 uM) nach 2 h Inkubationszeit bei 4 °C und einem Messzeitraum von
60 Minuten ermittelt. AuBerdem wurde durch Surface-Plasmon-Resonance-(SPR)-Experi-
mente eine Bindung des Inhibitors an das Enzym nachgewiesen. Um diese Testergebnisse
zu reproduzieren bzw. die im eigenen Assay verwendeten Bedingungen und Ergebnisse zu
verifizieren, wurde die Testprozedur sowohl anhand der Literaturbedingungen wiederholt
als auch durch breite Variation der Testparameter (Inkubationszeit, Konzentrationen [S],
[1], [E]) validiert.

Unter diesen beschriebenen Bedingungen wurde auch kommerziell erworbenes Cinan-
serin*HCI (Biosystem) als Inhibitor der SARS-CoV-MP" getestet. Nach der Inkubations-
zeit von 2 h wurde bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM eine maximale Hemmung

von 37 % gemessen. Eine Verdiinnung der Enzym-Stammldsung sowie die Variation der
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Substratkonzentration zeigten dabei keinen wesentlichen Einfluss, lediglich der lineare Be-
reich (steady state) der Substratumsetzung, der zur Auswertung herangezogen werden kann,
wurde durch erhohte Enzym- bzw. Substratkonzentrationen verkiirzt. Weitere Testungen
ergaben, dass die Inkubationszeit keinen Einfluss auf die Enzymhemmung hat, genauso
wie der Zusatz von DTT zum Assay-Puffer. Es wurde weder die Enzymaktivitdt erhoht
noch zeigte sich eine signifikante Absenkung der Enzymhemmung. Dies legt die Ver-
mutung nahe, dass das Cinanserin keine Reaktion mit niedermolekularen Thiolen eingeht
und eine Bindung an den active-site-Cystein-Rest des Enzyms eher unwahrscheinlich ist.
In Verdiinnungsreihen von 0—200 uM Cinanserin*HCI ([S] = 50uM; Puffer mit DTT)
wurden fiir die Hemmung der SARS-CoV-MP ICso-Werte in der GréBenordnung von 200
bis 250 uM ermittelt. Unter Beriicksichtigung des Substrates erhdlt man daraus K;-Werte
zwischen 160 und 200 uM.

Die einzige Parametervariation, die zu einer deutlichen Erhdhung der Enzymhemmung
fiihrte, war die Verminderung der Substratkonzentration. Hierdurch ergeben sich aber zwei
Effekte, die sich &uBerst negativ auf die Qualitdt und die Verlésslichkeit der erhaltenen
Daten auswirken. Zum einen verkiirzt sich der steady-state-Bereich der Enzym-Reaktion
auf wenige Minuten, auBlerdem zeigen die erhaltenen Umsatz-Zeit-Kurven aufgrund der
geringen Substratkonzentration nur eine geringe Steigung, d. h. die Fluoreszenzzunahme
pro Zeit (dF/min) liegt im Bereich von 1.5 — 2.1 dF/min ohne Inhibitor bzw. 0.45 — 0.78
dF/min fiir [I] = 100uM. Durch die kurzen Messzeiten und die geringen Steigungen, die als
Grundlage zur Berechnung der Hemmdaten dienen, besitzen die erhaltenen Daten einen
relativ groBen Fehler. Fiir eine Inhibitorkonzentration von [I] = 100uM wurde dabei eine
zunehmende Enzymhemmung filir geringere Substratkonzentrationen beobachtet. Die
Werte betrugen im Einzelnen fiir S =5 uM, 48 % Hemmung; S =2 pM, 64 % Hemmung;
S=1uM, 71 % Hemmung; S = 0.5 uM, 79 % Hemmung. Diese Zunahme bei gleichzeitig
abnehmender Substratkonzentration ist ein weiterer Hinweis auf kompetitive Enzym-
hemmung, bei der das Cinanserin mit dem Substrat um die Bindungsstelle konkurriert.
Dennoch ist die auf diese Weise beobachtete Enzymhemmung immer noch zu schwach,
um in einem ICsp-Wert von < 10 uM zu resultieren. Daher wurde der publizierte ICso-Wert
von 5 uM fir die Hemmung der SARS-CoV-MP® als nicht reproduzierbar eingestuft.
Bestitigt wurde dieser Befund durch eine Nachfolgepublikation von Chen et al. im Jahre
2008, in der Cinanserin als unwirksam an der SARS-CoV-MP™ beschrieben wird

(ICso = 323 uM).””!
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Generell sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass ICsp-Werte aufgrund der
schlechten Vergleichbarkeit nur innerhalb einer konsistenten Messreihe eine Aussagekraft
besitzen. Sowohl die Konzentration des Substrats im Assay als auch dessen Affinitit zum
Enzym (K.,-Wert) bleiben dabei unberiicksichtigt. Daher sollte wenn moglich bei der
Angabe von Enzym-Hemmkonstanten den Werten Kj, ki, und k»,q stets den Vorzug ge-
geben werden. Zusitzlich ist bei FRET-Substraten der Innere-Filter-Effekt bei der K-

Wert-Bestimmung zu beriicksichtigen.

3.4.2 Antibakterielle Aktivitiit

In Kooperation mit dem Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie (Uni-Wiirzburg) im
Rahmen des SFB 630 wurden die synthetisierten Etacrynsdure-Derivate auf Wachstums-
hemmung verschiedener grampositiver und gramnegativer nosokomialer Keime getestet.
In einem zusitzlichen Test wurde die Hemmung der Biofilmbildung von S. epidermidis

RP62 untersucht.

Bei den getesteten Verbindungen konnte ausschlieBlich eine Wachstumshemmung der
grampositiven Erreger S. aureus, S. epidermidis, E. faecialis und E. faecium beobachtet
werden. An den gramnegativen Keimen E. coli, Yersinia pseudiotuberculosis, Yersinia
pestis und Pseudomonas aeruginosa waren die getesteten Verbindungen inaktiv. Innerhalb
der Testreihe zeigte sich die beste Aktivitit an S. epidermidis RP62. Hier wurden minimale
Hemmbkonzentrationen (MHK) von bis zu 20 uM erreicht. Geringste Aktivitéit besallen die
Verbindungen an E. faecium 6413, wo lediglich MHKs von 160 uM und dariiber erhalten
wurden. Als aktivste Stoffgruppe wurden die Schwefelanaloga der Etacrynsidure mit unter-
schiedlichen Kettenlédngen in der Carbonsdureseitenkette identifiziert. Neben einer Verbes-
serung der MHK mit zunehmender Kettenlédnge von 40 uM (MS39, Acetyl-Seitenkette) bis
zu 20 uM (MS40, Propionyl-; MS41, Butyryl-Seitenkette) zeigt sich auch eine Verbes-
serung der Wirkung auf die anderen Erreger, was fiir die aktivste Verbindung MS41 in
MHKSs von 40 uM (S. aureus 8325), 80 uM (E. faecalis JH212) und 160 uM (E. faecium
6413) resultiert. Hierbei scheint der O-S-Austausch einen entscheidenden Beitrag zu
leisten, da die analoge Sauerstoffverbindung MS38 lediglich eine moderate Aktivitit
(MHK = 80 uM) an S. epidermidis RP62 zeigt und an den {ibrigen Keimen inaktiv ist.

Neben den Carbonsdure-Derivaten zeigten auch einige Amid-Derivate antibakterielle
Aktivitat. Hier scheint ebenfalls die Anwesenheit des Schwefelatoms sowie groferer lipo-

philer Amid-Reste von Vorteil zu sein. Darunter waren die Verbindungen MS52 (Benzyl-
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amid) und MSS3 (fert-Butylamid) lediglich an S. epidermidis RP62 aktiv (MHK 20 bzw.
40 uM), das tert-Butylamid MS49 zeigte zudem eine vergleichbar gute Hemmung an den
Keimen S. aureus und E. faecalis (MHK je 40 uM).

Bei den getesteten Anisolen nimmt die antibakterielle Wirkung ebenfalls mit der Ein-
fiihrung groBerer lipophiler Halogensubstituenten zu. So zeigt das 2,3-Dichloranisol MS05
die hochste Aktivitit an S. epidermidis (MHK 40 uM), wohingegen sich diese bei den nur
monosubstituierten Brom- (MS07) und Fluoranisolen (MS06) deutlich abfillt (MHK
160 uM bzw. > 160 uM). Auch das Brom-Derivat MS42 (Analogon zum Etacrynsiure-

tert-butylamid) ist an allen getesteten Keimen inaktiv.

Ein Teil der antibakteriell wirksamen Substanzen zeigte auch eine Hemmung der Bio-
filmbildung die von S. epidermidis RP62. Hierbei zéhlten wiederum die Sdure-Derivate
MS40 und MS41 mit 95 % bzw. 90 % Hemmung bei [I] =40 uM zu den aktivsten Verbin-
dungen. Fiir das schwefelhaltige Derivat MS41 wurde dabei bei einem Viertel der Konzen-
tration die gleiche Hemmung wie in Anwesenheit der sauerstoffanalogen Sidure MS38
erhalten. Auch das an Staphylokokken aktive Anisol MS05 konnte die Biofilmbildung bei
einer Konzentration von 80 uM zu 90 % hemmen. Das Hexylamid MS51 war mit einer
Hemmung von 40 % (5 uM) bzw. 90 % (80 uM) die aktivste Verbindung, zeigte jedoch

weder gegen S. epidermidis noch gegen die librigen Keime antibakterielle Wirkung.

3.4.3 Testung an L. major, T. b. brucei und P. falciparum

Bei der Testung der Etacrynsdure-Derivate an Leishmania major wurde eine Reihe
aktiver Verbindungen mit einem ICso-Wert zwischen 3 und 12 uM identifiziert. Dazu
zdhlen sowohl die Anisole (MS05, MS06, MS07) sowie die Amid-Derivate mit aktivierter
Doppelbindung. Alle getesteten Verbindungen ohne dieses Strukturelement (MS29, MS30,
MS31, MS32, MS77) waren inaktiv (ICso> 25 uM). Als einzige aktive Carbonsiure
zeigte die Verbindung MS38 eine Wirkung an L. major, die anderen S&ure-Derivate
(MS21, MS39, MS40) sowie die biotinylierte Verbindung MSS57 waren ebenfalls inaktiv.
Die aktivste Verbindung unter den 2,3-Dichlor-Derivaten war das n-Hexylamid MS51
(ICsp = 5.1 uM), der beste ICsy —Wert innerhalb der Testreihe wurde fiir das 2-Brom-
Analogon MS42 des Etacrynsédure-fert-butylamids ermittelt (ICso = 3.29 uM). Trotz der
guten [Cso-Werte von z. T. < 10 uM stellt die Toxizitdt der Verbindungen ein Problem dar.

Verglichen mit der Aktivitit der Verbindungen an L. major war diese in den meisten
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Féllen in gleichem MalBle vorhanden, vereinzelt lag der ICsp-Wert fiir Makrophagen sogar
darunter (vgl. Abb. 3-7).

Aktivitat an L. major (ICsp)

B L. major
OMakrophagen

MS05
MS06
MS07
MS21
MS29
MS30
MS31
MS32
MS38
MS39
MS40
MS41
MS42
MS45
MS46
MS47
MS48
MS49
MS50
MS51
MS52
MS53
MS54
MS55
MS56
MS57
MS77

Abb. 3-7: Testergebnisse der Etacrynsidure-Derivate an L. major

Bei den Testungen an 7. b. brucei waren die Verbindungen ohne aktivierte Doppelbin-
dung (MS29, MS30, MS31, MS77) ebenfalls inaktiv. Lediglich bei MS32 wurde mit
einem ICsp von 14 uM eine moderate Aktivitét festgestellt, die jedoch im Bereich der ge-
messenen Cytotoxizitit der Verbindung liegt. Insgesamt zeigten die getesteten Substanzen
an 7. b. brucei eine hohere Aktivitit als an L. major. Der Grofiteil der ermittelten 1Csy-
Werte lag unter 5 uM, vielfach wurde dabei auch der Wert von 1 pM unterschritten. Da-
durch lieB sich fiir einige Verbindungen ein giinstigeres Verhéltnis von antitrypanosomaler
Aktivitdt und Cytotoxizitit (Aktivitdt an Makrophagen) erreichen. Dies zeigte sich bereits
bei den getesteten Anisolen (MS05, MS06, MS07), die bei ICsp-Werten zwischen 2.0 und
3.2 uM an Trypanosomen eine um Faktor 2.6 bis 3.4 geringere Cytotoxizitdt aufweisen.
Die getesteten Carbonsédure-Derivate MS38, MS40 und MS41 weisen ICsp-Werte von
1 uM auf, was im Vergleich zur Cytotoxizitéit eine Selektivitit beziiglich der Trypanoso-
men zwischen Faktor 4.2 (MS41) und 11.2 (MS38) bedeutet. In diesem Bereich bewegt
sich auch das einzig aktive Amid-Derivat (MS53), welches mit einem ICso- Wert an Try-
panosomen von 0.77 uM ebenfalls im submikromolaren Bereich liegt und eine um Faktor
7.5 geringere Toxizitdt aufweist. Bestes Ergebnis im Hinblick auf diese Fragestellung

lieferte das biotinylierte Derivat MS57, das von den antitrypanosomalen Substanzen mit
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ICsp-Werten < 1 uM und einer Aktivitidt an Makrophagen von 33.8 uM die deutlich gering-
ste Toxizitdt aufwies und damit einen Selektivitdtstaktor (ICso Makrophagen/ICsy 7.5.D.)

von tiber 46 erreichte.
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Abb. 3-8: Testergebnisse der Etacrynsidure-Derivate an T. b. brucei
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4 CARS-Mikroskopie an deuterierten Etacrynsiurederivaten

Ein wichtiges Hilfsmittel zur Aufklirung von Wirkmechanismen in biologischen
Systemen ist die Wirkstoffdetektion und -charakterisierung mittels spektroskopischer Me-
thoden. Hierbei ist die Raman-Spektroskopie der in der allgemeinen Analytik sonst weit
verbreiteten IR-Spektroskopie iiberlegen, da die Analyse von biologischem Material nicht
durch Absorption der Strahlung durch anwesende Wassermolekiile verhindert wird. Nach-
teile der konventionellen Raman-Spektroskopie sind jedoch der hohe Anteil an Rayleigh-
Streuung, der unmoduliert wieder abgegeben wird, sowie die geringe Intensitdt der auf-
tretenden Raman-Banden, was fiir ein detektierbares Signal eine sehr hohe Konzentration
an Molekiilen sowie eine Laserquelle mit ausreichend hoher Intensitit bzw. empfindliche
Detektorsysteme erfordert. Bei CARS (CARS: Coherent Anti-Stokes Raman Scattering)
handelt es sich um einen nicht-linearen Streuungsprozess, bei dem im Gegensatz zur nor-
malen Anregung durch eine Strahlungsquelle, in der Regel ein Laser, zwei oder drei Laser
eingesetzt werden. Durch die Wechselwirkung mit einem Molekiil wird ein kohérentes
Signal erzeugt. Sind die Wellenldngen der eingesetzten Laser so abgestimmt, dass die Dif-
ferenz genau der Energie einer Raman-Schwingungsmode entspricht, wird dieses Signal
resonant verstirkt. Im Gegensatz zur spontanen Raman-Streuung ist das CARS-Signal
rdumlich orientiert und besitzt eine um Faktor 10* — 10° héhere Intensitit. Daraus resultie-
ren eine verbesserte Detektion sowie eine Verkiirzung der Aufnahmezeiten. Die Verwen-
dung von zwei oder drei Laserquellen ermdglicht die zwei- oder dreidimensionale Fokus-
sierung der Strahlungsquellen und eine Anregung von Probenmaterial in einer Volumen-
einheit in der GroBenordnung von 1 pum’."%! Dies eroffnet eine neue Methode des
,»Chemical Imaging“, wodurch sich z. B. Gewebeproben In-vivo durch Raster-Scanning

analysieren lassen.

Die deuterierte Etacrynsdure sowie die Amid-Derivate dienten als Modell-Substanzen
zur Etablierung eines neuartigen Assays zur Wirkstoffdetektion. Da einige bereits bekannte
Etacrynsdure-Derivate neben enzymhemmenden Eigenschaften auch antibakterielle Wirk-
samkeit besitzen sowie eine Hemmung der Biofilmbildung von Bakterien bewirken, stellen
die analogen markierten Verbindungen wertvolle Prototyp-Verbindungen zur Aufklérung
des noch unbekannten Wirkmechanismus in den jeweiligen biologischen Systemen dar.

Die diesbeziiglichen Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sebastian
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Schliicker (Universitdt Osnabriick) am Institut fiir Photonische Technologie (IPHT) Jena
von Dipl.-Phys. Gero Bergner durchgefiihrt.

In einer Messreihe wurden dazu die Raman-Spektren der deuterierten sowie der
analogen undeuterierten Spezies aufgenommen. Dazu wurde neben der Reinsubstanz auch
Losungen verschiedener Konzentrationen in DMSO vermessen. Die Messung erfolgte

durch Laser-Anregung bei 532 nm, 633 nm oder 1024 nm.
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Abb. 4-1: Ramanspektren von Etacrynsiure (li.) und dg-Etacrynsiure bei 633 nm

Im Gegensatz zur unmarkierten Etacrynsédure (links) zeigt das Spektrum der deuterier-
ten Verbindung MS60 (rechts) eine deutliche Bande bei 2100 — 2230 cm™. Diese ent-
spricht der Raman-aktiven C—D-Valenzschwingung. Im Spektrum der normalen Etacryn-
sdure sind im Bereich von 2900 — 2950 cm™ die Banden der C—H-Valenzschwingung zu
sehen (vgl. Abb. 4-1). Im Spektrum des dy-Etacrynsiure-tert-butylamids (MS61) sind
beide Banden deutlich sichtbar. Der hohere Deuterierungsgrad der d»,-Verbindung MS63
resultiert in einer deutlich stirkeren C—D-Bande im Ramanspektrum verglichen mit den

anderen Derivaten.
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Abb. 4-2: Ramanspektren von dg-Etacrynsidure-tert-butylamid (MS61, aufgenommen bei
1024 nm, li.) und dy-Etacrynsidure-n-hexylamid (MS63) bei 633 nm

Die Aufnahme der CARS-Bilder erfolgte in einem Mikrofluidikchip (Abmessungen
15 x 25 mm) mit Wirkstofflosungen unterschiedlicher Konzentrationen in DMSO. In
dieser Messanordnung sind die zu vermessenden Wirkstofflosungen in zwei separaten
Kanilen des Chips im Abstand von 200 pm lokalisiert. Mit einem Objektiv wird ein
Gesichtsfeld von ca 600 x 600 um” erfasst, das beide Kanile enthilt. Zur Messung werden
pump- und Stokes-Laser auf eine Raman-Bande (entweder C—H oder C—D-Schwingung)
abgestimmt und die Intensitit des Signals innerhalb des Gesichtsfeldes mit Hilfe eines

Photomultipliers detektiert.

Zur Bildgebung wird der sog. ,,chemische Kontrast* genutzt. Dieser entsteht aus dem
Intensitdtsverhéltnis des resonanten CARS-Signals der markierten zur unmarkierten
Verbindung. Um die Grenzkonzentration des chemischen Kontrasts zu ermitteln, wurden
Messungen in abnehmenden Konzentrationen an Etacrynsdure (gleiche Konzentrationen
fiir markierte und unmarkierte Substanz) zwischen 10 mM und 0.25 mM durchgefiihrt. Der
Intensitdtsverlauf des CARS-Signals entlang des Gesichtsfeldes ist in Abb. 4-3 (rechts)
dargestellt. Man erkennt darin am jeweils linken und rechten Rand die zwei Kanile mit der
Etacrynsdurelosung. Das darunter dargestellte Intensitdtsprofil ergibt sich aus einer

Mittelung der Intensitdten iiber einen Bereich von 2500 x 2500 Pixeln (Schnitt entlang des
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oben eingezeichneten Pfeils). Hierbei konnte bis zu einer Konzentration von 500 uM ein

nutzbares Intensitatsverhiltnis beobachtet werden.
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Abb. 4-3: li. oben: Mikrofluidikchip; rechts: CARS-Bild von MS60 (10 mM in DMSQO) mit
Intensitiitsprofil; li. unten: Intensititsverhiltnis der CARS-Signale bei den gemes-

senen Konzentrationen

Wie diese ersten Versuche mit deuterierter Etacrynsdure zeigten, ist es moglich,
mittels CARS-Mikroskopie ein spezifisches Signal, das dem markierten Wirkstoff zuzu-
ordnen ist, in DMSO-Losung zu detektieren. Weitere Arbeiten zur Etablierung der
Methode dauern im Moment noch an. Es folgen nun Versuche mit Messungen in Zell-
Lysat an Stelle von DMSO als Medium. Dieses soll im Gegensatz zu reinem DMSO die
Solvens-Umgebung in biologischem Material abbilden, um so schrittweise zu In-vivo-
Bedingungen iibergehen zu konnen. Ein weiterer Ansatzpunkt zur Verbesserung ist die
Verringerung der vergleichsweise hohen Grenzkonzentration von 500 uM Etacrynsaure,
die zur Detektion eines CARS-Signals erforderlich ist. Um mit dieser Methode therapeu-
tisch einsetzbare Wirkstoffspiegel zu erfassen, ist es wiinschenswert, die Detektionsgrenze
der Methode auf Konzentrationen von 100 puM und darunter zu senken. Dies wiederum

erfordert eine Erhhung der CARS-Intensitdt, um den chemischen Kontrast in glinstiger
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Weise zu beeinflussen. Dies kann beispielsweise durch eine Erhohung des Deuterierungs-
grades im Wirkstoffmolekiil erreicht werden. Vielversprechender Kandidat ist das d-
Hexylamid der Etacrynsdure, das ebenfalls innerhalb der Reihe d-markierter Etacrynséure-
Derivate synthetisiert wurde. Im Vergleich zur markierten dy-Etacrynsidure wurde durch
entsprechende Derivatisierung mit d;;-n-Hexylamin der Deuteriumanteil pro Wirkstoft-
Molekiil um mehr als den Faktor 2 erhoht. Die Ergebnisse dieser Messungen stehen bis

dato noch aus.
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5 Kinetische Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie

Ein weit verbreiteter Mechanismus von Cystein-Protease-Inhibitoren ist die kovalente
Addition des Thiolat-Restes im aktiven Zentrum an geeignete elektrophile Gruppen der
Inhibitor-Molekiile. Hierbei stellen Michael-Systeme ein hiufig verwendetes Strukturfrag-
ment in den bereits bekannten Inhibitoren dar. Dennoch scheint der Mechanismus der
Enzymhemmung trotz des wiederkehrenden Motivs der a,B-ungeséttigten Carbonylgruppe,
wie beispielsweise in der Etacrynsdure, nicht immer gleich zu verlaufen. Untersuchungen
mit unterschiedlichen Vertretern von Inhibitoren mit Michael-Systemen an der SARS-
CoV-M"" und verwandten Enzymen zeigten sowohl eine irreversible Bindung als auch
lediglich eine reversible Hemmung.”"! Ahnliches gilt fiir die bereits bekannten theore-

1061071 die zudem durch die unterschied-

tischen Untersuchungen zu dieser Problematik,'
liche Konstruktion der Modellsysteme nur schwer oder nicht vergleichbar sind. So wurden
hier weder Solvens-Effekte noch die Einfliisse der Protein-Umgebung beriicksichtigt.
AuBerdem liegen bei der SARS-CoV-MP™ durch das neutrale Cys-His-Paar im aktiven
Zentrum andere Ausgangsbedingungen als bei den dort betrachteten Systemen vor.

Um die elektronischen Einfliisse des elektrophilen warheads einer Michael-Verbin-
dung bei der Reaktion mit dem Cystein-Rest der SARS-CoV-MP" aufzukldren, wurden
quantenchemische Berechnungen vorgenommen. Diese wurden in der Arbeitsgruppe
Engels (Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Wiirzburg) von Herrn Dipl. Chem.
Alexander Paasche durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl die elektronischen Verhiltnisse im
aktiven Zentrum des Enzyms sowie die Einfliisse der Substitution und Konformation der
Doppelbindung des Michael-Systems berticksichtigt.

Zum experimentellen Vergleich der Ergebnisse wurden aufbauend auf den
theoretischen Ergebnissen verschiedene — im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte bzw.
kommerziell erworbene — Verbindungen mit o,B-ungeséttigter Carbonylgruppe in einer
Modellreaktion mit einem Thiolat umgesetzt. Dabei wurde der Reaktionsverlauf 'H-NMR-
spektroskopisch verfolgt, um daraus Aussagen iiber die Reaktivitit der jeweiligen
Verbindungen abzuleiten. Mit Hilfe dieser Methode konnte bereits die Reaktivitdt von
Inhibitoren mit Aziridin- bzw. Epoxidfragmenten als elektrophile Gruppen erfolgreich

untersucht werden,!!0%:10%1101
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5.1 Quantenchemische Berechnungen

Zur theoretischen Beschreibung von Interaktionen zwischen Enzymen und geeigneten
Substraten bzw. Inhibitoren stellt der QM/MM-Ansatz das Mittel der Wahl dar, da hierbei
sowohl Effekte der Enzymstruktur und des Solvens als auch kovalente Bindungsspaltungen
und -bildungen beriicksichtigt werden konnen. Wie jedoch frithere Untersuchungen
zeigten,' "M Jiefern an Stelle der sehr aufwindigen QM/MM-Rechnungen bereits
auch einfacher aufgebaute Modelle hinreichend aussagefdhige Ergebnisse mit deutlich
redu-ziertem Rechenaufwand. Die nachfolgend beschriebenen Ergebnisse wurden mit
Hilfe des Kontinuumsmodells COSMO'"3! erhalten, das die elektrostatischen Wechselwir-
kungen mit dem Solvens aufgrund seines Dipolmoments (¢ = 78.39 fiir Wasser) beriick-
sichtigt. Die Berechnung der Potentialhyperfldchen erfolgte mittels DFT (B3LYP/TZVP//
BLYP/ TZVP).

5.1.1 Modellsystem der Berechnungen

Wie bereits in Kap. 3.1 (Enzym-Assays) erldutert, kann der Mechanismus der irrever-
siblen Enzymhemmung als zweistufiger Prozess beschrieben werden. Nach der Bildung
des nicht kovalenten Enzym-Inhibitior-Komplexes EI folgt in einem irreversiblen Schritt
die Ausbildung der Bindung zum kovalent verkniipften Enzym-Inhibitor-Addukt E-I, bei
dem — im Falle der SARS-CoV-M" bzw. anderer Cystein-Proteasen — der Schwefel des

Cystein-Restes im aktiven Zentrum alkyliert bzw. acyliert wird.

kl I(i
E+1 —_ El _— E-I|
I(-l

Schema 5-1: Zweistufiges Modell der irreversiblen Hemmung von Cystein-Proteasen;
E = Enzym, I=Inhibitor, EI=nicht kovalenter Enzym-Inhibitor-Komplex, E-

I = irreversibel deaktiviertes Enzym

Bei den folgenden Berechnungen wurde der erste Schritt (Bildung von EI), der haupt-
sachlich durch entropische Effekte und nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen
Enzym und Inhibitor bestimmt wird, nicht beriicksichtigt. Der Fokus der Betrachtung lag
auf der Bildung von E-I. Hier dominieren hauptsichlich enthalpische Effekte sowie
elektronische Einfliisse aufgrund unterschiedlicher Substitutionsmuster des Michael-

Systems. Zur Simulation der Inhibition der SARS-CoV-M" durch ein Etacrynsiure-
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Derivat wurde daher folgende Modellumgebung herangezogen: Der Cystein-Rest des

14 wurde durch

Enzyms, der in der nativen SARS-CoV-MP™ in der Neutralform vorliegt!
Methylthiol simuliert. Als Protonenakzeptor zur Deprotonierung des Thiols fungiert im
Enzym ein Histidin-Rest im aktiven Zentrum. Dieser wurde in die Berechnungen in Form
eines Ammoniak-Molekiils einbezogen. Die Stabilisierung des Enolats durch das
,»Oxyanion-hole* wurde durch ein Ammonium-Ion simuliert, welches als Protonenquelle
agieren kann. Der Inhibitor wurde zundchst in Form von Acrolein, das die strukturellen
Minimalanforderungen an ein Michael-System widerspiegelt, beriicksichtigt. Alle ge-

nannten Startbedingungen sind in nachfolgender Abbildung (Abb. 5-1 links) nochmals zu-

sammengefasst.
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Abb. 5-1: Modellreaktion zur Berechnung des Angriffs von Cystein an Michael-Systemen

Fiir das Modelling des Angriffs des Schwefelatoms am B-Kohlenstoff des Michael-
System ist eine Verkleinerung des Atomabstandes bis hin zur Bindungsbildung notwendig
(Abstand C--S, Abb. 5-1, rechts). Ein weitere Rolle spielt die Deprotonierung des Thiols,
die mit einer Vergroerung des Abstandes zwischen Schwefelatom und Thiol-Wasserstoff
einhergeht (Abstand S--H, Abb. 5-1, rechts). Da im Vorfeld nicht offensichtlich war, wie
sich diese beiden Schritte gegenseitig beeinflussen, wurde das Energieprofil dieser
Reaktionen auf einer Potentialhyperfliche abgebildet. Dazu wurden jeweils Paare mit
festen C--S- bzw. S--H-Abstiinden — zwischen 1.3 und 2.2 A fiir S--H bzw. 1.7 und 3.7 A
fiir C--S — definiert. Fiir jedes Paar wurden die geometrischen Parameter auf DFT-Basis
mit Hilfe des TURBOMOLE-Softwarepakets!''*! optimiert, d. h. mit Ausnahme der zwei
vorgegebenen Bindungsabstinde wurde unter Beriicksichtigung sdmtlicher Freiheitsgrade

eine Energieminimierung durchgefiihrt.
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Ausgehend von den Ergebnissen am Acrolein-Modell wurde versucht, den elektro-
nischen Einfluss verschiedener Reste am Michael-System aufzukldren. Zusitzlich wurde

der Einfluss der Konformation des Michael-Systems (s-cis vs. s-trans) untersucht.

5.1.2 Ergebnisse der quantenchemischen Berechnungen
Aus der Berechnung des Acrolein-Modells wurde nachstehende Potentialhyperflidche

erhalten (vgl. Abb. 5-2). Die Auflosung betrug 0.1 A. Die Verteilung der Energiemaxima
legt fiir die Addition des Thiols am B-Kohlenstoff des Michael-Systems einen zweistufigen

Prozess nahe.

relative energy (kd/mol)

Potentialhyperfliche des Acrolein-Modellsystems fiir die Variation des S-H- bzw. C-

Abb. 5-2:

S-Abstandes (zur Verfiigung gestellt von Dipl.-Chem. A. Paasche)

Im vorgelagerten Schritt erfolgt zunichst die Deprotonierung des Thiols (SH) zum
Thiolat-Anion (S°). Dieser Schritt erfordert die Uberwindung einer berechneten Energie-
barriere von 18 kJ/mol (TS1). Nach der Deprotonierung erfolgt die Addition an das

Michael-System. Dabei geht gleichzeitig das Proton des Ammoniumions auf den Enolat-
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Sauerstoff {iber. Im Falle des Acrolein-Modells wird dabei kein weiterer Ubergangszustand
(TS2) durchlaufen, d. h. die Deprotonierung des Thiols stellt den geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt der Gesamtreaktion dar. Bezogen auf das Thiol (SH) verlauft der gesamte
Prozess mit einer relativen Energie von — 45 kJ/mol (SH) leicht exotherm. Die genauen

Energien der jeweiligen Reaktionsschritte sind in Abb. 5-3 nochmals zusammengefasst.

relative energy (kJ/mol)

reaction coordinate

Abb. 5-3: Energieprofil des Acrolein-Modells

Fiir die charakteristischen Punkte der Reaktionskoordinate wurden die jeweiligen
Bindungsldngen berechnet. Diese stehen in guter Korrelation mit dem postulierten Modell.
Bemerkenswert ist, dass die Energiebilanz der Gesamtreaktion stark von der Protonierung
des Sauerstoffs im Michael-System abhéngig ist. Steht als Protonendonor lediglich Wasser
an Stelle eines Ammoniumions zur Verfiigung, findet keine Protonierung statt, die
Energiebilanz verringert sich um 40 kJ/mol. Ohne Donor verlduft die Reaktion sogar
endotherm. Fiir eine irreversible Addition des Cystein-Restes an das Michael-System eines
Inhibitors scheint daher die Orientierung der Carbonylgruppe in Richtung des ,,Oxyanion-
hole* eine entscheidende Rolle zu spielen.

Im Folgenden wurden die Einfliisse verschiedener Substituenten am Michael-
Fragment untersucht. Dabei wurde ebenfalls die Konformation des Michael-Systems (s-cis
vs. s-trans) beriicksichtigt. Abb. 5—4 zeigt die Kennzeichnung der eingefiigten Reste an

ihrer jeweiligen Position.



114

Kinetische Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie
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s-trans
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Abb. 5-4: Kennzeichnung der Substituenten am Michael-System unter Beriicksichtigung der s-

trans- bzw. der s-cis-Form

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Berechnungen sind in nachstehender Tabelle zu-

sammengefasst (Tab. 5-1). Aufgrund der erhaltenen Daten lassen sich folgende verglei-

chende Betrachtungen anstellen (es soll zundchst nur die s-trans-Konformation bertick-

sichtigt werden):

AE, [kJ/mol]*
s-trans s-cis
Verb. R, R, R; Ry S TS2 P S TS2 P
I H H H 12,7 - -45,0 13,2 - =543
11 Ph H H H 14,8 21,6 -27,6 15,1 - -34,9
II1a Ph CH; H H 16,6 30,6 -2,1 n.d.
I1Ib Ph H CH; H 17,6 39,3 -4.4 222 31,5 -11,9
Ilc Ph H H CH; 20,8 443 7,4 18,1 30,9 -9,5
IVa PhF, H H H 14,0 15,9 -43.4 n.d.
IVb | PhCl, H H H 16,1 - -43,5 n.d.
IVe | PhBr, H H H 16,7 - -43,1 n.d.
Va PhC12 CH3 H H 22,2 - -26,8 n.d.
Vb PhCl, H CH; H 25,5 32,6 -17,3 19,6 25,0 -23,6
Ve PhCl, H H CH; 20,2 30,0 -7,0 15,3 21,6 -23,2
¢ die angegebenen Energien beziehen sich auf die jeweils ungeladenen, unendlich voneinander entfernten
Reaktionspartner
Tab. 5-1: Berechnete relative Energien [kJ/mol] der einzelnen Reaktionsschritte in Abhiingig-

keit des Substitutionsmusters des Michaelsystems
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Acrolein vs. Phenylacrolein

Wird als Variation zum Acrolein-Modell (I, R; = R, = R3;= R4 = H) eine Phenylgruppe
in R;-Position (II) eingefiihrt, zeigen sich zwei Effekte. Zum einen reduziert sich die
Energiebilanz der Gesamtreaktion um 17 kJ/mol auf —28 kJ/mol, d.h. die Addition
verlduft weniger exotherm, zum anderen muss zur Addition nun eine Reaktionsbarriere
(TS2) von 7 kJ/mol ausgehend vom Thiolat (S") iiberwunden werden. Die Tatsache, dass
die Energie des deprotonierten Zustandes (S") sich fiir Ry = H (I) bzw. R; = Ph (II) nur um
2 kJ/mol unterscheidet, zeigt, dass die elektronische Natur des Michael-Systems aufgrund
des Substitutionsmusters nur geringen Einfluss auf die Deprotonierung hat und diese somit

— wie bereits angenommen — als separater Reaktionsschritt behandelt werden kann.

Einfluss dihalogensubstituierter Phenylreste an R;-Position

Um den Einfluss elektronenziehender Substituenten am Phenylring zu untersuchen,
wurde die Reaktion mit 2,3-Dihalogenphenylresten (PhX,; X = 2,3-Difluoro (IVa), 2,3-
Dichloro (IVb), 2,3-Dibromo (IVe)) an Position R; berechnet. Hier zeigt sich wiederum
ein gegenldufiger Trend. Im Vergleich zum unsubstituierten Phenylrest verringert sich mit
X = 2,3-Difluoro die Barriere auf weniger als 2 kJ/mol. Fiir die Chlor- und Brom-
substituierten Reste verschwindet die Barriere vollstindig, die erhaltenen Energiewerte
zeigen wieder eine dhnlich exotherme Reaktion (— 44 kJ/mol fiir IVb) wie beim Acrolein-
Modell (vgl. Abb. 5-3). Als allgemeiner Trend kann aus den Ergebnissen von Inkrement-
abschétzungen festgestellt werden, dass eine 2,3-Dichlorsubstitution am Phenylrest eine
Absenkung der Reaktionsbarriere (A E™?) von ca. 10 kJ/mol bzw. der relativen Energie

der Produkte (A E) von ca. 14 kJ/mol zur Folge hat.

Einfluss des Substitutionsmusters an der C-C-Doppelbindung

Wie bereits oben erldutert, verlauft die Reaktion des Phenyl-substituerten Analogons
des Acroleins iiber eine Reaktionsbarriere von 7 kJ/mol. Ausgehend von dieser Struktur
wurde der Effekt jeweils eines Methylsubstituenten an den Positionen R, — R4 berechnet
(jeweils s-trans). Es zeigte sich, dass eine Methylsubstitution die Reaktion immer negativ
beeinflusst. In jedem Fall kam es zu einer Anhebung der Reaktionsbarriere. Fiir die exo-
Doppelbindung (IIla, R, = Me) lag die Barriere bei 14 kJ/mol beziiglich S™. Die beiden
Derivate mit endo-Doppelbindung waren im Vergleich dazu mit einer Barriere von 21
kJ/mol (IIIb, R3 = Me) bzw. 23 kJ/mol (Illc, R4 = Me) deutlich benachteiligt. Im letzten

Fall kommt es zudem zu einer positiven Energiebilanz von +7 kJ/mol, d. h. die Reaktion
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verlduft insgesamt endotherm. Dieser Trend ist auch bei den 2,3-Dichlorphenyl-Derivaten
zu beobachten. Durch die hohere Reaktivitit im Vergleich zu den Derivaten mit unsubsti-
tuiertem Phenylrest (s. 0.) verschwindet die Barriere fiir die Verbindung mit exo-Doppel-
bindung (Va, R; = PhCl,, R, = Me, R; = R4 = H). Methylsubstitution an Position R; (Vb)
bzw. R4 (Vc¢) ergibt eine Reaktionsbarriere von 7 bzw. 10 kJ/mol. Fiir alle drei Verbindun-

gen ist die Energiebilanz der Gesamtreaktion jedoch exotherm.

s-cis vs. s-trans-Konformation

Nachdem zuvor nur die Substituenten-Effekte in der s-trans Konformation diskutiert
wurden, soll nun die Aufmerksamkeit den beiden moglichen Konformationen des Michael-
Systems gelten. Wie die Ergebnisse fiir die berechneten Systeme zeigen, besitzt die
jeweilige s-cis Form die hohere Reaktivitdt verglichen mit dem s-frans-Analogon. Die gilt
sowohl fiir das Acrolein-System (I) als auch das Phenylpropenon-Modell (II). Fiir R; = Ph
sorgt die s-cis-Konformation zudem fiir das Verschwinden der Reaktionsbarriere, die in
der s-trans-Konformation noch erhalten war. Bei den berechneten endo-Michael-Systemen
(ITIb, IIIc) bleibt die Barriere erhalten, die Reaktion verlduft jedoch fiir die s-cis-Derivate
jeweils tliber eine niedrigere Reaktionsbarriere und zudem deutlich exothermer. Dieser
Trend ist ebenfalls bei den Ergebnissen fiir die berechneten 2,3-Dichlorphenyl-Spezies (Vb

bzw. V¢) zu beobachten.

5.2 NMR-Kinetische Untersuchungen

Um die berechneten Ergebnisse im Experiment nachzuvollziehen, wurden geeignete
Modellsubstanzen im NMR-Experiment mit einem Thiol umgesetzt. Als Verbindungen
kamen dabei synthetisierte Derivate der Etacrynsdure sowie kommerziell erworbene Sub-
stanzen mit unterschiedlich substituiertem Michael-System zum Einsatz. Durch kontinuier-
liche Detektion spezifischer Signale des 'H-NMR-Spektrums der Ausgangsverbindungen
wurde der Umsatz mit dem eingesetzten Thiol beobachtet, um daraus Aussagen {iiber die

Reaktivitdt der Modellsubstanzen abzuleiten.

5.2.1 Modellverbindungen und Reaktionsbedingungen

Zur Untersuchung der Additionsreaktion von Thiolen an a,B-ungesittigte Carbonyl-
verbindungen wurden insgesamt fiinf verschiedene Modellsubstanzen mit p-Methoxythio-

phenol umgesetzt. Dies waren neben der Etacrynsdure (MS37) und dem Norethylderivat
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der Etacrynsdure (MS21) das 3-Methylenchroman-4-on MS75 sowie die kommerziell
erworbenen Verbindungen trans-Crotonylphenon ((E)-1-Phenylbut-2-en-1-one, Sigma-
Aldrich) und 6-Chlorchromenon (6-Chlor-4H-chromen-4-on, Maybridge). Das 2,3-
Dichlor-4-crotonylanisol (MS05) war ebenfalls als Modellsubstanz fiir diese Testreihe vor-
gesehen, konnte aber aufgrund seiner schlechten Loslichkeit im verwendeten Puffer nicht

miteinbezogen werden. Abb. 5-5 zeigt die Strukturen der getesteten Modellverbindungen.

OH OH
o (¢}
>

MS37 (Etacrynsaure, EA) MS21 (Norethyletacrynsaure)

Cl
o
O
“ 0]
(0]
O
trans-Crotonylphenon MS75 (Methylenchromanon) 6-CI-Chromenon

Abb. 5-5: Strukturen der untersuchten Modellverbindungen

Mit der Auswahl der Substanzen wurde versucht, diverse Einfliisse des Substitutions-
musters der Doppelbindung auf die Geschwindigkeit der Thiol-Addition zu beobachten.
Wie aus den Strukturen ersichtlich, wurden dabei Systeme mit exo- (MS37) bzw. unsubsti-
tuierter Doppelbindung (MS21) gewéhlt. Da MS05 als Derivat mit endo-Doppelbindung
nicht einsetzbar war, wurde auf das trans-Crotonylphenon zuriickgegriffen. Mit MS75
stand eine Modellsubstanz zur Verfiigung, bei der durch die Ringstruktur das Michael-
System in der s-cis-Konformation fixiert ist. Als Vergleich dazu fungierte das 6-Chlorchro-

menon mit fixierter s-trans-Struktur.

Als Reaktionspartner, der in dieser Modellreaktion als Ersatz fiir den Cystein-Rest im
aktiven Zentrum der SARS-CoV-M"* diente, wurde p-Methoxythiophenol eingesetzt. Die
Wahl dieses Thiols war durch zwei notwendige Eigenschaften bestimmt. Zum einen

handelt es sich bei dieser Verbindung mit einem pK,-Wert von 7.4 — 7.8 um ein vergleichs-
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weise saures Thiol. Bei dem eingestellten pH-Wert des Puffers von pH = 7.6, welches dem
pH-Wert der Assay-Bedingungen und somit den physiologischen Bedingungen des En-
zyms entspricht, liegt somit die Hélfte des Thiols bereits in der deprotonierten Form vor.
Zum anderen zeigt p-Methoxythiophenol durch seine aromatische und symmetrische
Struktur nur wenige, klar definierte Signale im 'H-NMR-Spektrum. Weder durch die zwei
Signale des aromatischen Rings (> 6.7 ppm) noch durch das Singulett der Methoxy-
Gruppe (< 3.8 ppm) ist eine Uberlagerung mit den relevanten Doppelbindungssignalen der
Modellverbindungen (= 5.5 — 6.5 ppm) zu erwarten. Dies war eine essentielle Voraus-
setzung fiir die erfolgreiche Durchfiihrung dieser Testreihe.

Fiir die Reaktion wurden jeweils Stammldsungen von Thiophenol (S) und Inhibitor (I)
in de-DMSO hergestellt. Die Konzentrationen der Stammldsungen betrugen fiir das p-
Methoxythiophenol bzw. fiir den jeweiligen Inhibitor jeweils 100 mM. Als Reaktions-
medium wurde ein Phosphatpuffer (100 mM, pH=7.6) in D,O verwendet. Die pH-
Einstellung erfolgte durch Mischung von K,;HPO4-L6sung (100 mM in D,0) und KH,PO4-
Losung (100 mM in D,0). Zur Reaktion wurden nacheinander 10 uL Inhibitor-
Stammldsung, 770 uL Puffer und 20 L. Thiophenol-Stammldsung in das NMR-Rdhrchen
pipettiert und gut gemischt. Die erhaltenen Endkonzentrationen im Endvolumen von
800 uL betrugen somit [[]=1.25mM bzw. [S]=2.50 mM. Dieses Konzentrations-
verhéltnis entspricht unter Beriicksichtigung des pK,-Wertes des p-Methoxythiophenols
und des eingestellten pH-Wertes Reaktionsbedingungen 2. Ordnung.

Die Aufnahme der 'H-NMR-Spektren erfolgte an einem ,,Avance 400“-Spektrometer
der Firma Bruker (Rheinstetten) bei 25 °C. Die Messung des Reaktionsverlaufs begann
direkt im Anschluss an das Mischen der Reaktionspartner. Als Startzeit fiir die Auswertung
(t=0min) wurde der Zeitpunkt des Mischens angenommen. Die Spektren wurden mit
einer Scanzahl von 64 Scans/Spektrum aufgenommen. Es wurden zundchst kontinuierlich
tiber 60 Minuten Spektren aufgezeichnet, nachfolgend in groeren Zeitabstdnden, abhéngig
von der bereits beobachteten Umsatzrate. Parallel zu jeder Kinetik-Messung wurde jeweils
zu Beginn und am Ende der Messreihe ein Referenz-Spektrum des Inhibitors im Puffer
aufgenommen, um dessen Stabilitit ohne Zugabe von Thiol zu {iberpriifen. Diese war in

allen Experimenten gewihrleistet.
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5.2.2 Ergebnisse der NMR-Experimente

In einem ersten Versuch wurde die Etacrynsdure (MS37) unter den oben
beschriebenen Bedingungen mit p-Methoxythiophenol umgesetzt (vgl. Schema 5-2) und
der Reaktionsverlauf 'H-NMR-spektroskopisch verfolgt. Eine erste grundsitzliche Frage-
stellung war dabei zunichst die GroBenordnung der Reaktionsdauer. Fiir Aziridine wurde
mit dem beschriebenen Versuchsaufbau eine Umsetzung innerhalb mehrerer Stunden bzw.

Tage!'”"'% beobachtet.

Cl

Cl (@] (0]
OH OH

S
OMe
L
OMe

Schema 5-2: Modellreaktion des NMR-Experiments am Beispiel der Etacrynsiure (MS37)

Zur Detektion des Umsatzes wurden diejenigen Signale der Edukte verfolgt, die sich
durch die Addition des Thiolats verdndern, also mit zunehmender Produktbildung all-
méihlich verschwinden sollten. Dabei handelte es sich in erster Linie um die Protonen-
signale der C-C-Doppelbindung im Bereich von 5.5 — 6.2 ppm.
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Abb. 5-6: '"H-NMR-Referenzspektrum der Etacrynsiure im Puffer

Bei der Etacrynsidure waren zusitzlich Verdnderungen in den Signalen des Ethylen-

restes in der Seitenkette festzustellen. Deren Integration zur Quantifizierung war jedoch
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aufgrund der Signalmultiplizitdt (Quartett bzw. Triplett) nicht zielfiihrend, da gerade bei
fortgeschrittener Umsetzung ein sehr ungiinstiges Signal/Rausch-Verhéltnis zu beobachten
war. Dennoch war mit ihrer Hilfe die Bildung des Thiol-Adduktes nachzuvollziehen. Abb.
5-6 zeigt das 'H-NMR-Referenzspektrum der Etacrynsdure im verwendeten Phosphat-
puffer ([I] = 1.25 mM) mit den Signalen, die im Laufe der Umsetzung verschwinden.

Die Auswertung zeigte, dass nach der Aufnahme des ersten Spektrums (t =12 min)
bereits iiber 60 % der Etacrynsdure zum Thiol-Addukt umgesetzt waren. Der Umsatz nach
t =42 Minuten betrug 90 %. Innerhalb der ersten 60 Minuten waren mehr als 95 % des
Eduktes verbraucht. Damit zeigt die Etacrynsdure mit dem Michael-System als elektro-
philem Strukturelement eine deutlich hohere Reaktivitit bei der Umsetzung mit Thiolen als
die innerhalb der Arbeitsgruppe bereits getesteten Aziridine (s. 0.). Die zeitabhéngige Ab-
nahme der 'H-NMR-Signale der Etacrynsiure ist in nachfolgender Abbildung illustriert
(Abb. 5-7). Farbig gekennzeichnet sind die jeweils abnehmenden Signale der Etacrynséure
(blau: C=CH,, rot: CH,CH3) und des Thiols (gelb: Ar-H).
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Abb. 5-7: "H-NMR-Spektren der Umsetzung von Etacrynsiure (MS37, rot/blau) mit p-Methoxy-
thiophenol (gelb)
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Durch die unabhéngige Detektion der in Abb. 5-7 gekennzeichneten Signale ist neben
dem Verbrauch der beiden Edukte Etacrynsdure (blau) und Thiol (gelb) auch die Bildung
des Thiol-Adduktes zu erkennen. Addiert man die Integrale der jeweiligen CH3-Gruppen in
der Seitenkette von Etacrynséure (1.11 ppm) und Thiol-Addukt (0.86 ppm), liefert deren
Summe einen konstanten Wert. Daraus ldsst sich die Produktbildung in Abhingigkeit der
Zeit darstellen. Wie Abb. 5-8 zeigt, folgt die Umsetzung der Etacrynsdure mit dem p-

Methoxythiophenol einem exponentiellen Verlauf.

100 —O— Etacrynsaure
—_ —@— Thiol-Addukt
S 80
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c
T 60
3]
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= 40
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Abb. 5-8: Umsatz-Zeit-Diagramm der Addition von p-Methoxythiophenol an Etacrynsiure

Da — wie auch die Integration von Edukt und Produktsignalen zeigt — die Summe von
Etacrynsdure und Addukt jeweils konstant ist, konnten die erhaltenen Integralwerte in
Konzentrationen umgerechnet werden. Als Summe diente der Mittelwert der jeweiligen
CHj;-Signale von Etacrynsidure und Addukt. Gleiches ist auch fiir das Thiophenol moglich.
Zur Umrechnung in Konzentrationen wurde der Mittelwert der Summen der Integrale fiir
die Methoxygruppe in Thiol-Edukt und Thiol-Addukt als konstanter Wert herangezogen.
Aus dem zeitlichen Verlauf der Konzentrationen der beiden Edukte Etacrynsdure [A] und
p-Methoxythiophenol [B] und den jeweiligen Anfangskonzentrationen [A]y bzw. [B]o l4sst

sich nach der Gleichung

lnﬂzln L4,

(8] [B],

+ (A1, ~[B], kst

die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung &, berechnen. Man erhilt sie durch Auftragung
von In([A]/[B]) iiber t. Die Steigung der erhaltenen Gerade entspricht ([A]o — [B]o)kz. Der
daraus ermittelte Wert der Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung betrug fiir die Um-
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setzung der Etacrynsdure mit p-Methoxythiophenol &, =25.6 M min™'. Die unabhingige
Ermittlung der Integrale von Edukt und Produkt war fiir die anderen Verbindungen der
Testreihe aufgrund von Signaliiberlagerungen nicht moglich. Daher sind im Folgenden fiir
deren Umsetzung nur die prozentualen Werte angegeben.

Die Verbindungen MS21 und MS75 wurden bereits im Vorfeld aufgrund ihrer struk-
turellen Eigenschaften am Michael-System reaktiver als die Etacrynsdure eingeschitzt.
Dies konnte durch das NMR-Experiment bestétigt werden. In beiden Féllen waren bereits
im ersten aufgenommenen Spektrum (t= 12 min) die Signale der C-C-Doppelbindung
vollstindig verschwunden. Referenzspektren der Inhibitoren MS21 und MS75 ohne Thiol-
Zusatz zeigten jeweils, dass beide Verbindungen unter den Versuchsbedingungen im
Puffer 16slich und stabil sind, d. h. die Umsetzung findet mit dem p-Methoxythiophenol
statt und ist bereits innerhalb von 12 Minuten vollstindig abgeschlossen.

Das trans-Crotonylphenon wurde als Vertreter einer Spezies mit endo-Doppelbindung
in die Testreihe mit aufgenommen. Seine Reaktivitit liegt im Bereich der Etacrynséure.
Nach der ersten Messung (t = 12 min) konnten bereits 88 % Umsatz beobachtet werden.
Nach 42 Minuten war der Umsatz mit 99 % nahezu quantitativ.

Als Vergleich zum 2-Methylenchromanon MS75 (s-cis, s. 0.) wurde das 6-Chlorchro-
menon als Analogon mit fixierter s-trans-Doppelbindung getestet. Fiir diese Verbindung
konnte keine Umsetzung mit dem p-Methoxythiophenol festgestellt werden. Auch nach
einer Reaktionszeit von zwei Tagen war die Ausgangsverbindung nahezu vollstindig

vorhanden. Alle Ergebnisse der NMR-Testreihe sind in Tab. 5-2 zusammengefasst.

Verb. Umsatz [% (Zeit)] K, [M" min™]
cl o
cl OJLOH 63% (12 min)
Etacrynsdure (EA) )
© 90% (42 min) 25.6
(MS37) )
>99 % (90 min)
"""""" o o
“ O\)LOH Norethyletacrynséure
o >99 % (12 min) n.d
(MS21)
N
o trans- 88 % (12 min)

X Crotonylphenon > 99 % (42 min)
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o Methylenchromanon )
>99 % (12 min) n.d.
o (MS75)
_________________ S
o 6-Cl-Chromenon <5% (2d) n.d.
O

Tab. 5-2: Ergebnisse der NMR-Kinetik-Experimente (Umsatzraten in %; ermittelte Geschwin-
digkeitskonstante 2. Ordnung k;)

Da die relativ lange Vorlaufzeit von mindestens 10 bis 12 Minuten fiir das jeweils
erste NMR-Experiment einer Messreihe durch die Aquilibrierung (Lock/Shim) des Geriits
und die Aufnahmedauer der Spektren nicht zu vermeiden war, wurde als Alternative fiir
die Verbindungen MS21 und MS75, deren Umsetzung mittels 'H-NMR zeitlich nicht er-
fasst werden konnte, eine UV-Titration versucht. Diese Methode eignet sich ebenfalls zur
Bestimmung von kinetischen Parametern durch die Detektion der zeitlichen Verdnderung
der Absorptionsmaxima der beteiligten Verbindungen und ist durch die schnellere Daten-
aquisition der NMR-Spektroskopie in punkto Zeitdauer iiberlegen. Eine Ubertragung auf
das oben beschriebene Modellexperiment war jedoch nicht méglich. Durch die Uberla-
gerung der Absorptionsmaxima von Inhibitor und Thiol konnten keine aussagekriftigen
Daten erhalten werden. Fiir diese Alternative wire eine weitergehende Adaption der Ver-
suchsbedingungen notwendig (alternatives Thiol, Referenzsystem, etc.), die im Rahmen

dieser Arbeit nicht verfolgt wurde.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Zur kinetischen Betrachtung des Angriffs eines Thiols an verschiedenen Struktur-
varianten eines Michael-Systems erwies sich die Kombination von quantenchemischen
Berechnungen und zeitabhingigen 'H-NMR-Experimenten als aufschlussreiches Werk-
zeug. Die Rechnungen postulieren den vorgelagerten Schritt der Deprotonierung des
Thiols zum Thiolat, der unabhéngig von der Addition an die C-C-Doppelbindung betrach-
tet werden kann. Entscheidenden Einfluss hat hierbei die Base, die als Protonendonor zur
Stabilisierung des entstehenden Enolats am Carbonyl-Sauerstoff beitrdgt. Weiterhin ist
eine klare Tendenz der Reaktivititen in Abhéngigkeit des Substitutionsmusters des

Michael-Systems zu erkennen. Es zeigt sich, wie zu erwarten, ein klarer negativer Einfluss
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von Substituenten mit + I -Effekt (R; = Ph, R, — R4 = Me), der durch die Anwesenheit
elektronenziehender Substituenten am Phenylring (R; = PhX5) z. T. wieder kompensiert
werden kann. Ebenso kann eine klare Bevorzugung der s-cis-Konformation des Michael-
Systems gegentiber s-trans-Analoga beobachtet werden.

Mit Hilfe der zeitabhingigen 'H-NMR-Experimente konnte die Addition von p-
Methoxythiophenol an eine Reihe von Modellverbindungen mit verschieden substituierten
Michael-Fragmenten verfolgt werden. In allen Féllen war die Umsetzung des Michael-
Eduktes durch die Detektion der Integrale der jeweiligen C-C-Doppelbindungssignale
nachzuvollziehen, eine storende Signaliiberlagerung lag nicht vor. Ebenso waren alle
getesteten Verbindungen im Modellsystem ausreichend 16slich und stabil. Dies ermog-
lichte fiir alle Verbindungen eine Aussage iiber die prozentuale Umsetzung des jeweiligen
Inhibitors mit dem Thiol. Fiir die Etacrynsidure (MS37) konnte durch Auswertung der
Edukt-Integrale von Inhibitor und Thiol zusitzlich zum prozentualen Anteil von ver-
brauchtem Edukt und gebildetem Thiol-Addukt eine Umrechnung in die jeweiligen
Konzentrationen durchgefiihrt und die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung zu k, =
25.6 M min" bestimmt werden. Dieses Resultat bestitigt die schon anhand der Um-
setzungsdauer beobachtete um ca. Faktor 10 schnellere Reaktion der Etacrynsdure-Drrivate

108] [116

im Vergleich zu Aziridinen!"™ und Epoxiden.''® Verglichen mit Geschwindigkeitskon-

stanten, die mittels eines Glutathion-Chemoassays fiir dhnliche Michael-Systeme ermittelt
wurden, liegt der erhaltene Wert aber durchaus innerhalb derselben GréBenordnung.!'!”!

Der Nachteil der gewdhlten Methode besteht zum einen in der fehlenden Nullpunkt-
messung. Durch die Aufnahmezeit wird der erste Datenpunkt fiir den Umsatz der Reaktion
erst nach 12 Minuten erhalten, was fiir die Verbindungen MS21 und MS7S jenseits der
Detektionsgrenze lag, da die Umsetzung mit dem Thiol innerhalb dieser Zeit schon voll-
standig erfolgt war. Zum zweiten liefert die Integration der Protonensignale, insbesondere
beim Auftreten von Multipletts im fortgeschrittenen Stadium der Umsetzung, aufgrund des
schlechten Signal-Rausch-Verhéltnisses sehr ungenaue Werte.

Eine Abschitzung der Reaktivitdt mit Hilfe der erhaltenen Werte ist dennoch moglich.
Im Folgenden werden die experimentell erhaltenen Daten mit den Ergebnissen der
quantenchemischen Berechnungen verglichen:

Die schnellsten Umsetzungen (< 12 min) innerhalb der Testreihe wurden fiir die Nor-
ethyletacrynsdure MS21 (unsubstituierte C-C-Doppelbindung) und das Methylen-
chromanon MS75 mit der fixierten s-cis-Konformation des Michael-Fragmentes beobach-

tet. Ob die Reaktion schon unmittelbar nach dem Mischen der Reaktanten abgeschlossen
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war, oder einige Minuten zur Umsetzung benétigte, kann nicht gekldrt werden. Die
analogen berechneten Fragmente zu den vermessenen Modellsubstanzen MS21 und MS75
sind die Verbindungen IVb (R;=PhCl,, R,=R3=Rs=H) bzw. Il (s-cis, R;=Ph,
R,=R3=R4=H). Die Berechnungen zeigen, dass die Addition ausgehend vom deproto-
nierten Thiol sowohl fiir II als auch fiir IVb ohne Reaktionsbarriere verlduft. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den durchgefiihrten NMR-Experimenten. Wie die Berech-
nungen zeigten, verringert eine Substitution der C-C-Doppelbindung die Reaktivitit des
Molekiils. Dies konnte ebenfalls im Experiment beobachtet werden. Im Gegensatz zur sehr
schnellen Reaktion von MS21 konnte die Addition an die Etacrynsdure (MS37) bzw. an
das trans-Crotonylphenon iiber einen Zeitraum von 40 bis 60 Minuten beobachtet werden.
Zwar wurde flir die Verbindung Va (exo-Doppelbindung, s-trans, R;=PhCl,, Ry=
Me, R3=Rs=H) als entsprechendes Analogon zur Etacrynsdure ebenfalls keine
Reaktionsbarriere gefunden, dieser scheinbare Widerspruch kann aber in dem groBeren
+ I -Effekt der im NMR-Experiment vorhandenen Ethylgruppe in Position R, im Vergleich
zu R, =Me bei den Berechnungen begriindet liegen. Zudem ist dieser Umstand eine
mogliche Erkldrung fiir die offensichtlich schnellere Reaktion des trans-Crotonylphenons,
das ja durch die endo-Konstitution der C-C-Doppelbindung im Gegensatz zur Etacrynsiure
in seiner Reaktivitdt benachteiligt sein sollte.

Zum Vergleich von s-cis vs. s-trans sollten im NMR-Experiment die Verbindungen
MS75 bzw. 6-Chlorchromenon mit jeweils fixierter Struktur des Michael-Systems dienen.
Wahrend das Methylenchromanon MS75 sofort umgesetzt wurde, war beim s-trans-Analo-
gon keinerlei Abnahme der Edukt-Signale zu erkennen. Offenbar ist diese Verbindung
durch ihre elektronische Struktur derart eingeschrinkt, dass ein direkter Vergleich mit
MS7S beziiglich dieser Fragestellung nicht mdglich ist. Vergleicht man MS75, unter der
Annahme, dass dieses (hauptsichlich) in der energetisch giinstigeren s-trans-Konformation
vorliegt, mit dem trans-Crotonylphenon, so belegen die experimentellen Daten wiederum
die Ergebnisse der Rechnungen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die getesteten Etacrynsdure-Derivate im
Vergleich zu Aziridinen als elektrophile warheads in Protease-Inhibitoren erheblich
schneller mit Thiolen reagieren. Wéahrend die Umsetzung von Aziridinen mehrere Stunden
bis Tage bendtigt, war bei den Etacrynsdure-Derivaten bereits unmittelbar nach dem
Mischen bzw. innerhalb weniger Minuten eine fortgeschrittene Umsetzung zu beobachten.
Die mit Hilfe von quantenchemischen Berechnungen gefundenen Tendenzen zur

Reaktivitidt aufgrund elektronischer Einfliisse durch Substituenten am Michael-System
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konnte durch zeitabhingige NMR-Experimente weitgehend belegt werden. Durch die
teilweise nur sehr geringen Unterschiede in den berechneten Reaktionsbarrieren sind dem
experimentellen Befund jedoch ebenfalls Grenzen gesetzt. Die gefundene hohe Reaktivitét
des Michael-Systems kdnnte zudem eine Erkldrung fiir die teilweise nur geringe inhibitori-
sche Wirkung im Enzym-Assay oder auch die hohe biologische Wirksamkeit und Cyto-
toxizitét liefern (vgl. Kap. 3.1 und 3.2).
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6 Zusammenfassung

Neben der Beteiligung an zahlreichen physiologischen Prozessen im menschlichen
Organismus sowie bei diversen Krankheitsgeschehen spielen Cystein-Proteasen auch bei
der Infektion mit dem humanen SARS-Coronavirus eine zentrale Rolle. Durch die Aufgabe
der Polyprotein-Spaltung innerhalb der Virusreplikation sind die Cystein-Proteasen SARS-
CoV-MP® (SARS-Coronavirus Hauptprotease) und SARS-CoV-PLP (SARS-Coronavirus-
papain-like Protease) essentiell fiir das Uberleben und die Verbreitung des Virus. Dadurch
stellen sie herausragende Targets fiir die Entwicklung neuer Protease-Inhibitoren als anti-

virale Wirkstoffe dar.

H
N

biotinyl

Abb. 6-1: Strukturvariationen an der Leitstruktur der Etacrynsiure
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Etacrynsdure — ein langjédhrig eingesetztes Diuretikum — und verschiedene ihrer Deri-
vate sind als nichtpeptidische Inhibitoren von Cystein-Proteasen bekannt. Einige Amid-
Derivate besitzen beziiglich des SARS-CoV sowohl enzymhemmende (SARS-CoV-M"®)
als auch antivirale Wirkung. Das elektrophile Strukturfragment des Molekiils, das als
Michael-Akzeptor eine Reaktion mit dem active-site Cystein-Rest der Protease eingehen
kann, ist die a,B-ungesittigte Carbonyleinheit in der Acyl-Seitenkette. Ausgehend von der
Etacrynsdure als Leitstruktur wurden durch Strukturvariationen neue Etacrynsdure-Deri-
vate, bevorzugt Amid-Derivate, dargestellt. Abb. 6—1 zeigt die vorgenommenen Modifika-

tionen an den einzelnen Strukturelementen der Etacrynsiure.

Erster Syntheseschritt war dabei die Friedel-Crafts-Acylierung von 2-Halogen- bzw.
2,3-Dichloranisolen. Durch den Einsatz von Butyryl-, Crotonyl- und 3-Chlorpropanoyl-
chlorid wurden verschiedene Acylseitenketten in 4-Position am Aromaten eingefiihrt. Im
selben Syntheseschritt erfolgte, auller bei den Crotonylderivaten, die Methyletherspaltung
zum acylierten Phenol. Diese war bei den Crotonylderivaten auch durch alternative Metho-

den nicht mdglich.

Cl Cl o}

1. Veretherung
Cl Cl OH 2. Aldolkondensation, Cl O\/\)L _R
cl OMe Friedel-Crafts-Acylierung, Estgrhydrolyse N
Methyletherspaltung o 3. Amid-Kupplung o H
Friedel-Crafts- 1. Carbamatbildung
Acylierung 2. Newman-Kwart-Umlagerung

3. Carbamatspaltung

Cl Cl Cl o

1. Veretherung
Cl OMe Cl SH 2. Aldolkondensation, Cl SMN/R
Estgrhydrolyse H
o o 3. Amid-Kupplung fe)

Schema 6-1: Hauptsyntheserouten der Etacrynsiure-Derivate an ausgewiihlten Beispielen

Die Einfiihrung des Schwefelatoms erfolgte durch Umsetzung von 2,3-Dichlor-4-buty-
rylphenol zum Dimethylthiocarbamat und anschlieBende Newman-Kwart-Umlagerung mit
Carbamat-Spaltung. An die so erhaltenen Phenole/Thiophenole wurde durch Substitution
von Halogencarbonsdureestern und -amiden verschiedener Kettenlédnge die zweite Seiten-

kette am Aromaten eingefiihrt. Auf diese Weise konnte eine Reihe homologer acylierter
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Phenoxy- bzw. Phenylsulfanylcarbonsdure-Derivate (Essigsdure bis Buttersdure) erhalten
werden. Die Einfiilhrung des Michaelsystems an der Acylseitenkette erfolgte vorwiegend
durch Aldolkondensation an den jeweiligen Estern unter gleichzeitiger Esterhydrolyse zur
freien Séure.

Die Mannich-Reaktion mit TMDM aus der Amid-Vorstufe fand nur bei der Darstel-
lung des Bromderivats MS42 Anwendung. Aus den erhaltenen Carbonsduren wurden
durch Umsetzung mit Aminen unter Standardkupplungsmethoden die angestrebten Amide
dargestellt.

1. FC-Acylierung,
Etherspaltung

Br 2. Veretherung mit Brom- Br o)
essigsaure-t-butylamid
OMe 3. Mannich-Reaktion mit (@)
N

TMDM/Ac,0

O

Schema 6-2: Synthese des Bromderivats MS42

Zusitzlich zu diesen Verbindungen wurden auflerdem weitere Etacrynsdure-Derivate
synthetisiert, die durch Biotin- und Deuterium-Markierung als Modellsubstanzen zum /n-
vitro-Nachweis des Wirkstoffes in biochemischen und spektroskopischen Assays dienen.
Die Biotin-Markierung wurde an Etacrynséure {iber einen Hexyldiamin-spacer vorgenom-
men. Unter zweifacher Peptidkupplung wurde im ersten Schritt zundchst das spacer-

Biotin-Fragment dargestellt, welches anschlieBend an die Etacrynsédure kondensiert wurde.

cl o]
HN™ “NH cl O%R R - oH
cl o] =
H H H o Db NHC(CH,),
cl o) N/\/\/\/N N(C,H,),
N S D D NHC¢D,;

Abb. 6-2: Markierte Etacrynsiure-Derivate

Zur Deuterium-Markierung wurde ausgehend von 2,3-Dichloranisol unter Verwen-
dung von dr-Buttersdure, d>-Ethylbromoacetat und d>-Formaldehyd in Anlehnung an die
angewendete Etacrynsiure-Synthese mit der dy-Etacrynsdure ein hochdeuteriertes Wirk-

stoff-Analogon dargestellt. Der Grad der Deuterium-Markierung konnte durch Kupplung
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von d;;-n-Hexylamin an die do-Etacrynsdure noch auf ein d,,-Amid-Derivat erweitert
werden. Insgesamt konnten neben dem direkten do-Analogon des Wirkstoffes drei weitere

Amid-Derivate erhalten werden.

Die zweite Leitstruktur, die zur Synthese neuer Wirkstoff-Derivate herangezogen
wurde, war die des bekannten Serotonin-Antagonists Cinanserin. Die vorgenommenen
Strukturvariationen beschrinkten sich auf die Verwendung von z. T. halogenierten Zimt-
sdure- bzw. Phenylpropionsdurefragmenten. Diese wurden mittels Séurechlorid-Aktivie-
rung an den Anilinteil gekuppelt. Am Anilinfragment wurde in einem vorgelagerten Syn-
theseschritt die Sulfanylseitenkette durch verschiedene Aminoalkylreste variiert. Insgesamt

konnten auf diese Weise neben dem Cinanserin sechs weitere Derivate erhalten werden.

2,3-Dichlorsubst.

Aromat
l gesattigt/
ungesattigt
Methyl-/ Isobutylamine l

| NH
NS

|

Propyl-/ Ethylspacer

Abb. 6-3: Strukturvariationen an der Leitstruktur von Cinanserin

Zur Testung der erhaltenen Substanzen an der SARS-CoV-MP™ war die Synthese
eines FRET-Substrats erforderlich. Dafiir wurde mittels automatisierter SPPS ein Deka-
peptid mit dem FRET-Donor-Akzeptor-Paar Anthranilsdure — Nitrotyrosin hergestellt. Das
Substrat besitzt die Sequenz H,N-Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-Tyr(NO;)-Arg(Mts)-
COOH. Der K,-Wert fiir die SARS-CoV-M" wurde unter Beriicksichtigung des inner
filter effect zu 190 = 23 uM bestimmt.

Zur Evaluation der enzymhemmenden Aktivitit wurden die synthetisierten Inhibitoren
an den drei Enzymen SARS-CoV-MP°, SARS-CoV-PL" und Cathepsin L getestet. Als
potenteste Inhibitoren wurden das Bromanisol MS07 (K;=52.7 uM, SARS-CoV-M"™)



Zusammenfassung 131

sowie das Norethyl-Derivat der Etacrynsdure MS21 (K; = 22.8 uM, Cathepsin L) identifi-
ziert. Alle getesteten Verbindungen zeigten an der SARS-CoV-PL"™ keine Aktivitit.

Im Rahmen des SFB 630 wurden mit den synthetisierten Verbindungen weitere Tes-
tungen an Bakterien, den Protozoen Leishmania major und Typanosoma brucei brucei
sowie an Makrophagen durchgefiihrt. Dabei zeigten die Verbindungen MS38, MS40 und
MS41 eine besondere Wirksamkeit. Es konnten zwar im Wachstumstest sowie im Biofilm-
test Aktivitdten gegen den Bakterienstamm Staphylococcus epidermidis sowie die Hem-
mung der Biofilmbildung von S. epidermidis festgestellt werden. Die zur Hemmung not-
wendigen Mindestkonzentrationen lagen oberhalb der Konzentrationen, die auch cytoto-

xisch auf Makrophagen wirkt. Ahnliches gilt fiir die Aktivitit an L. major.

Cl o Cl Cl (0]
“ O\/\)LOH cl SWOH cl Sv\)LoH
(0) (0] o} (0]
MS38 MS40 MS41
ICso [nM] ICs [nM] ICso [eM]
T. b. brucei 0.52 0.83 0.54
Makrophagen 6.49 6.31 2.44

Tab. 6-1: Testergebnisse der aktivsten Etacrynsiure-Derivate

Beziiglich T. b. brucei zeigen diese drei Verbindungen jedoch eine erhohte Aktivitét
mit MHK-Werten von < 1uM. Das bedeutet, dass fiir eine Hemmung eine Konzentration
erforderlich ist, die um Faktor 4 bis 11 unterhalb der cytotoxischen Konzentration liegt.
Dieser Wert konnte nur noch durch das Biotin-markierte Derivat MS57 (ICso T. b. brucei:
0.69 uM; ICsy Makrophagen: 33.8 uM) iibertroffen werden.

Weitere Untersuchungen mit der Biotin-markierten Verbindung MS57 zeigten zudem
eine Hemmung von Falcipain-2 und -3 sowie von Plasmodium falciparum mit ICsp-Werten
von 3.0 uM (FP-2) 11.9 uM (FP-3) und 9.0 uM (P.f.). Weiterhin konnte mit Hilfe der
Massenspektrometrie eine Bindung von MS57 an FP-2 nachgewiesen werden. Diese findet

aber offensichtlich nicht im aktiven Zentrum des Enzyms statt.
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Die deuterierten Derivate der Etacrynsdure kamen als Modellsubstanzen zur Etablie-
rung eines CARS-Mikroskopie-Assays zur spektroskopischen Wirkstoffdetektion zum Ein-
satz. Dabei war es bisher mdglich, das CARS-Signal der dy-Etacrynsdure in DMSO-

Losung bis zu einer Konzentration von 500 uM zu erfassen.

Quantenchemische Berechnungen zur Simulation des Reaktionsmechanismus des
active-site-Cystein-Restes der SARS-CoV-M"* mit Michael-Systemen als elektrophilem
warhead zeigten, dass es sich dabei um einen zweistufigen Prozess handelt, bei dem nach
erfolgter Deprotonierung des Thiols der Angriff an der Doppelbindung erfolgt. Zudem er-
gaben die Berechnungen, dass sowohl Halogenarylsubstituenten am Carbonylkohlenstoff
sowie exo-konfigurierte Systeme sich energetisch giinstig auswirken. Diese Trends konn-
ten durch kinetische NMR-Experimente durch Umsetzung einer Reihe von Modellsubstan-
zen mit p-Methoxythiophenolat bestétigt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass fiir die be-
trachteten Systeme die Umsetzung innerhalb von wenigen Minuten, spétestens aber inner-

halb von 90 Minuten zu 99 % erfolgt ist.
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7 Summary

Mammalian cysteine proteases which are involved in various physiological and patho-
physiological processes, and proteases of microorganisms and viruses which play essential
roles in several infectious diseases are considered promising targets for the development of
inhibitors as new drugs. Examples are the viral cysteine proteases SARS-CoV-M™
(SARS-coronavirus main protease) and SARS-CoV-PL" (SARS-coronavirus papain-like
protease) which are essential enzymes for the viability and the propagation of the virus
since they hydrolyze the polyprotein encoded by the viral RNA. Thus they are outstanding

targets for the development of new protease inhibitors as antiviral drugs.

N
H

o | | H
v : o N
:z\jo/ : | _SM ;o g “biotinyl

Fig. 7-1: Structural variations of etacrynic acid
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Etacrynic acid, which has been used as a diuretic drug for many years, and several
derivatives thereof are well-known as non-peptidic inhibitors of cysteine proteases. Some
amide derivatives possess both, enzyme inhibiting (SARS-CoV-MP®) and antiviral
properties (SARS-CoV, TGEV, MHV). The a,B-unsaturated carbonyl unit located in the
acyl side chain serves as an electrophilic scaffold which is supposed to react as a Michael-
type acceptor with the active site cysteine residue of the protease. Starting from etacrynic
acid as a lead structure, new derivatives, mainly amides, were synthesised. Fig. 7-1

presents the structural modifications of etacrynic acid.

The first synthetis step was the Friedel-Crafts acylation of 1-halogenated or 2,3-
dichloro anisoles using butyryl, crotonyl and 3-chloropropanoyl chloride. Methyl ether

cleavage was possible in most cases within the same reaction step.

Cl Cl o

1. ether formation
cl Cl OH 2. aldol condensation, Cl (0] _R

Friedel-Crafts acylation, ester hydrolysis N
Cl OMe : ’ H

ether cleavage 3. amide coupling

(©) (@)
Friedel-Crafts 1. carbamate formation
acylation 2. Newman-Kwart rearrangement

3. carbamate cleavage

Cl Cl Cl o

1. ether formation
Cl OMe Cl SH 2. aldol condensation, Cl SM _R
ester hydrolysis N
3. amide coupling H

Scheme 7-1: Examples for the major synthetic pathways towards the etacrynic acid derivatives

Exchange of oxygen against sulphur was performed by conversion of 2,3-dichloro-4-
butyrylphenol into a dimethyl thio carbamate followed by Newman-Kwart rearrangement.
Cleavage of the S-aryl thio carbamate yielded the acylated thiophenol. The second side
chain was introduced by nucleophilic substitution reactions with halogenated carboxylic
acid esters or amides. Thus, a series of homologuous phenoxycarboxylic acid and phenyl-
sulfanyl carboxylic acid derivatives was synthesised. The Michael-system was introduced
by aldol condensation with concomitant ester hydrolysis to yield the free acids, or by

Mannich reaction with TMDM yielding the amide (MS42). The carboxylic acids were
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converted into the amide derivatives by treatment with different amines using standard

coupling procedures.

1. FC-acylation,
ether cleavage

Br 2. ether formation with Br (@)
N-tert-butyl bromoacetate
OMe 3. Mannich reaction with O\)k
TMDM/AC,0 N

H

Scheme 7-2: Synthesis of the bromo derivative MS42

Additionally, etacrynic acid derivatives labelled either with biotin or deuterium were
synthesised as model compounds for in-vitro detection in biochemical and spectroscopic
assays. The biotin labelling was achieved by coupling biotin to etacrynic acid via a hexane
diamine spacer. In the first step the spacer-biotin moiety was synthesised followed by

condensation with etacrynic acid.

HN™ "NH cl O%R R - oH
Cl 0o =
H H H o ob NHC(CH,),
cl [e) N/\/\/\/N N(C,Hy),
N S D D NHC¢D,,

Fig. 7-2: Labelled derivatives of etacrynic acid

For the synthesis of the deuterated compounds the established procedure of the
etacrynic acid synthesis described above could be applied using dr-butyric acid, d»-
ethylbromoacetate and d,-formaldehyde. Thus, a highly deuterated analogue of the known
drug etacrynic acid could be obtained. The labelling was enhanced by peptide coupling of
d;3-hexane-1-amine with dy-etacrynic acid yielding a d,;-amide derivative. In total, the

deuterated etacrynic acid and three amide derivatives were synthesised.

The second lead structure, which was used as a basis for new cysteine protease
inhibitors, was the well known serotonin antagonist cinanserin. For the structural variation
of this cinnamic acid anilide halogenated cinnamic acid and phenyl propanoic acid

moieties were used as acid fragments. Amide coupling was performed by thionyl chloride
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activation. In a preliminary step the sulfanyl side chain of the aniline fragment was
derivatised by the introduction of different alkyl amine residues. In total, cinanserin and six

derivatives were synthesised.

2,3-dichlor
aromatic

saturated/

unsaturated

methyl-/ isobutylamine
| NH
/N\/\/S

|

propyl/ethyl spacer

Fig. 7-3: Structural modifications of cinanserin

In order to evaluate inhibitory properties in fluorometric enzyme assays a FRET-pair
labelled substrate (H;N-Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-Tyr(NO),-Arg(Mts)-COOH)
was synthesised by SPPS. The K., value was determined to 190 + 23 uM (SARS-CoV-
MP™).

The synthesised compounds were tested against SARS-CoV-MP°, SARS-CoV-PL""™,
and human cathepsin L. Within this tested series the bromo anisole MS07 (K; = 52.7 uM,
SARS-CoV-MP) and the norethyl derivative of etacrynic acid (MS21, K; = 22.8 uM,
cathepsin L) turned out to be the most active compounds. No inhibition of the SARS-CoV-

PLP™ was detected for any of the tested substances.

Within the framework of the SFB 630 the antibacterial properties of the synthesised
compounds as well as their activities towards the protozoa Leishmania major and
Trypanosoma brucei brucei were determined. Compounds MS38, MS40 and MS41 inhibit
biofilm formation of Staphylococcus epidermidis, growth of the bacteria as well as growth
of Leishmania major in low micromolar concentrations. However, the compounds also

display cytotoxic effects against macrophages.
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Cl o Cl Cl (0]

cl O\/\)LOH cl S\/YOH o] SNLOH
o o o o)
MS38 MS40 MS41
ICso [nM] ICs [nM] ICso [uM]
T. b. brucei 0.52 0.83 0.54
macrophages 6.49 6.31 244

Tab. 7-1: Test results for the active derivatives of etacrynic acid

In contrast, growth of 7. b. brucei is inhibited with ICsy values <1 uM leading to
selectivity indices of 5 to 11 with the biotin-labelled derivative MSS7 displaying the
highest selectivity (ICso 7. b. brucei: 0.69 uM; ICsy macrophages: 33.8 uM).

Further investigations with the labelled compound MS57 showed the compound to
inhibit falcipain-2 and -3 as well as Plasmodium falciparum. The 1Cs, values are 3.0 uM
(FP-2), 11.9 uM (FP-3) and 9.0 uM (P. f.). Binding of MS57 to FP-2 could be proved by
mass spectroscopic experiments. Results indicate an allosteric binding mode of MS57 to

falcipain-2.

The deuterated etacrynic acid derivatives served as model compounds for the
development of a spectroscopic detection assay using CARS microscopy. Currently, the
detection of the CARS signal of dy-etacrynic acid in a DMSO solution is possible for a 500

uM concentration.

Quantum chemical calculations simulating the reaction of the active site cysteine
residue of SARS-CoV-M"* with Michael-type acceptors revealed a two step mechanism.
Deprotonation of the thiol is followed by the addition of the thiolate to the double bond of
the o,B-unsaturated moiety. Calculations of the energy profiles of the second reaction step
showed, that the reaction rate can be enhanced by halogenated aryl residues and by exo-
configuration of the Michael-system. These trends could be confirmed by means of kinetic
NMR experiments monitoring the reactions of a set of model compounds with p-methoxy

thiophenolate.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Geriite und Materialien

Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktgerit ,,melting point SMP3* der Fa.

Stuart in offener Kapillare bestimmt und sind unkorrigiert.

Diinnschichtchromtagraphie (DC)

Zur Diinnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 F,s4 oder
RP-18 Kieselgel Fjss4s der Fa. Merck KGaA, Darmstadt, verwendet. Die Substanzen
wurden durch Fluoreszenzloschung bei 254 nm, durch Eigenfluoreszenz bei 365 nm, Be-

handlung mit EArlichs-Reagenz, KMnO4-Losung oder durch lodddmpfe detektiert.

Sdulenchromatographie (SC)
Als Séaulenfiillung wurde Kieselgel 60 (0.063-0.2 mm bzw. 70-230 mesh) der Firmen
Merck oder Fluka verwendet. Die Sdulen wurden nass befiillt. Die Laufmittelzusammen-

setzungen fiir DC und SC sind in Volumenanteilen angegeben.

Kernresonanzspektroskopie (‘H- /> C-NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit einem AVANCE 400 MHz Spektrometer der Fa. Bruker
Biospin GmbH, Rheinstetten, bei 300 K aufgenommen. Die Frequenzen bei den Auf-
nahmen der Spektren betrugen fiir 'H-NMR-Spektren 400.13 MHz, fiir ?C-NMR-Spektren
100.61 MHz. Die chemische Verschiebung 6 ist in ppm, die Kopplungskonstanten J in Hz
angegeben. Als Referenz dienten die Signale der Restprotonen des eingesetzten deuterier-
ten Losungsmittels (& (CDCls) =7.25/77.0 ppm, 6 (DMSO-ds) = 2.49 / 39.5 ppm, 6 (D,0)
=4.75 ppm).

Die Multiplizitét der Signale wird wie folgt angegeben:

s, Singulett; d, Dublett; t, Triplett; q, Quartett; quint, Quintett; sext, Sextett; sept, Septett;
dd, Dublett vom Dublett; m, Multiplett. Ar-H steht fiir ein Proton-Signal am Aromaten
('"H-NMR). Ar-qC und Ar-CH bezeichnet ein aromatisches quartires C-Atom bzw. aroma-
tisches CH-Signal (P C-NMR).
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Die Zuordnung der Signale zu einzelnen Protonen oder Kohlenstoff-Atome erfolgte iiber

zweidimensonale 'H-""C-Korrelations- und Dept135-Spektren.

Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Die Festphasenpeptidsynthese erfolgte an einem Milligen 9050 PepSynthesiser nach Stan-
dard-Fmoc-Protokoll und DIC-HOBT-Aktivierung. Als Edukt wurde die C-terminale an
Wang-Harz gebundene Aminosdure verwendet. Aminosduren und Kupplungsreagenz
wurden in vierfachem Uberschuss im Verhiltnis zur Beladung des Harzes eingesetzt. Als
Losungsmittel wurde DMF/DCM (60/40, v/v) verwendet. Die Schutzgruppenabspaltung
erfolgte in Piperidinlésung (Vol.-20 % in DMF). Die Kupplungszeit pro Aminosiure
betrug 60 Minuten.

High Performance Liquid Chromatographie (HPLC)

Analytisch: KONTRON HPLC-Anlage mit Pumpen (422S, 420), Hochdruckgradienten-
mischer, Autosampler 465, HPLC Detektor 430.

Priparativ: Varian PrepStar mit Autosampler 410 ProStar, UV-Detektor ProStar,
Fraktionssammler 701 ProStar; Agilent HPLC-System 1100 Series mit Gradientenmischer,
Autosampler (1200 Series), Fraktionssammler.

Es wurden RP-18-Sédulen der Marke Agilent und Phenomenex verwendet. Als Eluenten
kamen Gemische von Wasser und Methanol bzw. Acetonitril mit einem Zusatz von je

0.1 % Ameisensdure oder TFA zum Einsatz.

Massenspektrometrie (LC-ESI-MS)

Die Aufnahmen der ESI-Massenspektren und die LC-MS-Analysen erfolgten an einer
Agilent 1100 LC / MSD-Trap ausgeriistet mit einem HPLC-System 1100 von Agilent. Die
Analyse der Reinheit der Verbindungen fand mittels LC-MS statt. Dafiir wurde eine
Phenomenex Jupiter 4p Proteo 90A RP C-18 Siule (4.6 x 150 mm) verwendet. Sofern
nicht anders angegeben wurden folgende Bedingungen verwendet:

Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisenséure), Eluent B: Acetonitril (0.1% Ameisensdure)

Flussrate: 0.6 mL/min

Gradient: 0 min 40% B
5 min 40% B
25 min 95% B

35 min 95% B
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Es wurde mittels eines UV-Detektors bei 254 nm detektiert. Die Kapillarspannung betrug
dabei standardmiBig 2.6 kV und als Trockengas wurde N, eingesetzt. Die Verbindungen
wurden im positiven Modus vermessen.

Die bei der LC-MS erhaltenen Retentionszeiten (in min) sowie die Reinheit (in %) liber die

gesamte Flache aller auftretenden Peaks werden jeweils fiir die Verbindungen angegeben.

Infrarotspekroskopie (IR)
Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte an einem FT-IR-Gerédt der Firma Jasco (FT/IR
4100) mit ATR-Einheit. Alle Spektren wurden unverdiinnt (neat) aufgenommen. Die

angegebenen Werte sind Wellenzahlen ¥ in der Einheit cm™.

8.2 Reagenzien

Lésungsmittel
Alle verwendeten Losungsmittel wurden durch Destillation gereinigt und, falls notig, mit
geeigneten Trocknungsmitteln nach Literaturangaben von Wasser befreit. Fiir Reaktionen

unter Schutzgasatmosphére wurde getrocknetes Argon-Gas der Firma Linde verwendet.

Synthesereagenzien

Edukte, Synthesebausteine, Kupplungsreagenzien, Merck KGaA, Darmstadt, Fluka, Sigma-Aldrich

Pufferreagenzien, etc.

Deuterierte Reagenzien

d,-Buttersdure Cambridge Isotope Laboratories, Andover (MA),
USA
d,-Bromessigsiureethylester CDN-Isotopes, Quebec, Kanada

d;;-n-Hexylamin

Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Fmoc-Arg(Mts)-Wang Harz Novabiochem
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Dichlormethan (peptide grade) Iris-Biotech
biperan ActosOrgamies
Diisopropylearbodiimd Meck
Enzyme

SARS-CoV-MP™ Prof. Dr. C. Kisker, Universitit Wiirzburg
SsARs-CoveLR Prof. Dr. . Kisker, Universiit Wirburg
CatepsinLaus humaner Leber CaBiochem
Substrate

SARS-CoV-MP-Substrat: Selbst hergestellt mit SPPS bzw. kommerziell
Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-[3-(NO,) Tyr]- erworben (GenScript Corp., Piscataway (NJ),
Arg(Mts)-OH, (TFA-Salz) USA)

CSARS-CoVPLFSwbsta Bachem

Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC, (Acetat-Salz)

Z-(L)-Phe-(L)-Arg-AMC Bachem

8.3 Enzym-Assays

Fiir die fluorimetrischen Enzymassays wurde ein Cary Eclipse Fluorimeter der Fa. Varian
GmbH, Darmstadt, mit einer Mikrotiterplatten-Leseeinheit verwendet. Zur Einstellung der
Messtemperatur diente eine selbstgebaute Heizeinheit, die aus einer Aluminiumplatte mit
aufgeklebter Heizfolie, einer Temperaturkontrolleinheit mit Sensor und einem 12-Volt-
Netzgerit bestand. Es kamen weille 96-Well-Mikrotiterplatten der Fa. Nunc GmbH, Wies-
baden, zum Einsatz. Die Screenings wurden bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM
durchgefiihrt. Die Inhibitor-Konzentrationen fiir die Verdiinnungsreihen lagen zwischen 10

und 100 uM. Alle Versuche wurden jeweils in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Assaybedingungen

Enzym Cathepsin L

Substrat-Stammlésung | Z-Phe-Arg-7-amino-4-methylcumarin*HCI (250 uM in DMSO)

______________________________________________________________________________________________________________________
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Temperatur 25°C
Enzympuffer Tris-Puffer (pH 6.5) :
50 mM Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 2 mM DTT
Assaypuffer Tris-Puffer (pH 6.5):
50 mM Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl
Volumina ! Screening [uL] | Verdiinnungsreihe [uL]
Puffer | 170 § 185
, Enzym-Losung 5 | 5
DMSO oder Inhibitorldsung 20 5
: Substrat 5 5
s 200 § 200
Enzym SARS-CoV-MP™

Substrat-Stammlésung

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln-Ser-Gly-[3-(NO,) Tyr]-Arg(Mts)-OH (TFA-Salz),

(1mM in DMSO)
Temperatur : 25°C
Enzympuffer i Tris-Puffer (pH 7.5) :
20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl, ]l mM DTT
Assaypuffer Tris-Puffer (pH 7.5):
20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl
Volumina | Screening [uL] Verdiinnungsreihe [pL]
Puffer | 160 i 175
. Enzym-Losung | 10 10
| DMSO oder Inhibitorlésung | 20 i 5
! Substrat | 10 § 10
s 200 i 200
Enzym SARS-CoV-PL™™
Substrat-Stammlésung I Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC, (Acetat-Salz, | mM in DMSO)

Volumina

________________________________________________________________________________________

Tris-Puffer (pH 7.5) :
20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT

Tris-Puffer (pH 7.5):
20 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl

________________________________________________________________________________________

Screening [pL]
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Puffer ! 160

| Enzym-Ldsung 10
DMSO oder Inhibitorldsung 20
| Substrat 10
s 200

8.4 Allgemeine Synthesevorschriften

Methode A: Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der Bromessigsaureamide oder
Chlorpropionsaureamide

1 Aq Bromacetylbromid bzw. Chlorpropionsiurechlorid werden in ca. 30 mL wasserfreiem
Dichlormethan vorgelegt und auf — 30 bis — 50 °C gekiihlt (Aceton/fl. Stickstoff).

Jeweils 1 Aq Amin und Triethylamin — geldst in ca. 45 mL wasserfreiem Dichlormethan —
werden langsam unter Kiithlung zugetropft.

Nach 2 h Riihren bei — 30 °C ldsst man auf Raumtemperatur erwidrmen und {iber Nacht
riihren. Anschlieend wird vom entstandenen Feststoff abfiltriert. Das Filtrat wird dreimal
mit Salzsdure (2 M) gewaschen. Das Rohprodukt wird nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum erhalten. Gegebenenfalls wird aus einem geeigneten Losungsmittel umbkristal-

lisiert oder sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Methode B: Allgemeine Vorschrift zur Friedel-Crafts-Acylierung von Anisolen mit
Saurechlorid/AlCl;

Methode B1: Acylierung mit Sdaurechlorid und anschlieffende Methyletherspaltung
Acylierung: In einem Dreihals-Kolben werden unter Argon-Atmosphire 1 Aq des entspre-
chenden Anisols zusammen mit 1 Aq Séiurechlorid in wasserfreiem Dichlormethan vor-
gelegt und auf 0 °C abgekiihlt. Unter Rithren und Eiskiihlung werden langsam 1.5 Aq
AICl; zugegeben und die Mischung anschlieBend 2-3 h bei 0 °C gertihrt.

Etherspaltung: Zur Spaltung des Methylethers werden weitere 1.5 Aq AICl; zugegeben und
der Ansatz anschlieBend 2-3 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Ende der Reaktionszeit gibt
man die Mischung auf Eis, siuert mit konz. HCI auf pH 1 an, fiigt 3 Aq Kalium-Natrium-
Tartrat (Rochelle-Salz) hinzu und ldsst bis zur Kliarung rithren. Man extrahiert nun dreimal
mit Diethylether. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen und
anschlieBend dreimal mit KOH-Lo6sung (10%) extrahiert. Der gesamte KOH-Extrakt wird
mit HCI angeséduert (pH 1). Fillt das gewiinschte Phenol daraufhin als Feststoff aus, wird

es abfiltriert.
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Andernfalls wird erneut mit Diethylether extrahiert. Die gesammelten Etherphasen werden
mit Wasser und gesdttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen der organischen
Phase iiber Natriumsulfat und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhilt man das
gewiinschte Phenol. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie oder durch Um-

kristallisation aus einem geeigneten Losungsmittel aufgereinigt.

Methode B2: Acylierung von Anisolen mit Crotonsdurechlorid ohne Methyletherspaltung

Zu 1 Aq des entsprechenden Anisols — vorgelegt in 50 mL wasserfreiem Dichlormethan —
werden unter Eiskiihlung und Stickstoffatmosphire eine Losung von 1.5 Aq Crotonséure-
chlorid und 1.5 Aq AICl; in 25 mL wasserfreiem Dichlormethan zugetropft. Man lésst iiber
Nacht rithren. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung auf Eis gegeben und mit 1.5 Aq
Rochelle-Salz versetzt, um siamtliches Aluminium zu binden. Die Mischung wird dreimal
mit Diethylether extrahiert und die gesammelten organischen Phasen mit Wasser gewa-
schen. AnschlieBend extrahiert man dreimal mit KOH-Ldsung (10 %). Nach Entfernen des

organischen Losungsmittels erhélt man das gewiinschte acylierte Anisol.

Methode B3: Acylierung von 2,3-Dichloranisol mit insitu generiertem Carbon-
sdurechlorid und anschlieffende Methyletherspaltung

Acylierung: 1 Aq Buttersiure wird im Dreihalskolben unter Argonatmosphire vorgelegt.
Nach Zugabe von 2 Aq Thionylchlorid wird 2 h bei 75 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf RT
werden 10 mL wasserfreies DCM sowie 0.66 Aq 2,3-Dichloranisol zugegeben und in
einem Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Danach wird 1 Aq Aluminiumchlorid in zwei Portionen
zur Mischung gegeben und 5-8 h bei 0 °C geriihrt. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf
Eis gegeben und nach Zugabe von 1 Aq Rochelle-Salz bis zur Klirung geriihrt. An-
schlieBend wird dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen werden
mit Wasser und NaOH-Lsg. (5%) gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat, Filtra-
tion und Entfernen des LM erhdlt man das Rohprodukt als leicht brdunlich gefirbte
Fliissigkeit.

Etherspaltung: Das gesamte Rohprodukt wird in 7 mL wasserfreiem DCM geldst und mit
1 Aq Aluminiumchlorid versetzt (Rotfirbung). Die Mischung wird 4 h unter Riickfluss
erhitzt. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf Eis gegeben und nach Zugabe von 1 Aq Ro-
chelle-Salz bis zur Klarung geriihrt. Anschlieend wird dreimal mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten Etherphasen werden eingeengt und mit Wasser gewaschen. Anschlie8end

wird mit KOH-Lsg. (10%) extrahiert. Nach Ansduern der vereinigten KOH-Phasen mit
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konz. HCI fillt das Produkt als leicht braunlich gefarbter FS aus, der abgesaugt werden

kann.

Methode C: Allgemeine Vorschrift zur Veretherung von Phenolen/Thiophenolen mit
Halogencarbonsdureestern und -amiden unter Anwesenheit von Kaliumcarbonat/Ka-
liumiodid in Aceton

1 Aq des entsprechenden Phenols bzw. Thiophenols wird zusammen mit 1.5 Aq Kalium-
carbonat und 0.1 Aq Kaliumiodid in trockenem Aceton vorgelegt und 1 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt. AnschlieBend werden 1.2 bis 2 Aq des gewiinschten Halogencarbonséure-
esters oder -amids — geldst in trockenem Aceton — zugegeben. Der Ansatz wird nun im
Falle der Phenole mehrere Stunden unter Riickfluss erhitzt. Im Falle der Thiophenole wird
in der Regel liber Nacht lediglich bei RT geriihrt.

Zur Aufarbeitung wird der Ansatz bis zur Trockne eingeengt und der Riickstand in Di-
ethylether aufgenommen. Man extrahiert zunédchst dreimal mit NaOH-Lsg. (5%), anschlie-
Bend wird die organische Phase mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach Trocknen iiber
Natriumsulfat wird das Rohprodukt nach Filtration und Entfernen des Losungsmittels

erhalten. Die weitere Aufreinigung erfolgt durch Sdulenchromatographie mit Kieselgel.

Methode D: Allgemeine Vorschrift zur Einfuhrung der C-C-Doppelbindung unter Aus-
bildung des Michaelsystems

Methode DI: Aldolkondensation mit Formaldehyd/Kaliumcarbonat unter gleichzeitiger
Esterhydrolyse

1 Aq des Esters wird mit 2 Aq Formaldehyd (eingesetzt als 30 — 40 %ige wissrige Losung)
in ca. 10-15 mL Ethanol vorgelegt (Losung 1). Kaliumcarbonat wird in ca. 5 mL Wasser +
5 mL Ethanol unter Erwarmen gelost (Losung 2).

In einem Dreihalskolben werden 10-15 mL Ethanol zum Sieden erhitzt. Lsg. 1 und Lsg. 2
werden gleichzeitig aus zwei Tropftrichtern zur heilen Vorlage getropft. Anschlieend
wird 5 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wird die Reaktionsmischung zu einer
Mischung aus 2.5 mL konz. HCl und 40 mL Wasser gegeben und fiir 2 Tage in den
Kiihlschrank gestellt. Hat sich nach dieser Zeit das Produkt als Feststoff abgeschieden, so
wird dieser abfiltriert und aus einem geeigneten Losungsmittel umkristallisiert.

Andernfalls wird mit EtOAc extrahiert, die organische Phase mit Wasser und ges. NaCl-
Losung gewaschen und tliber Natriumsulfat getrocknet. Das daraus erhaltene Rohprodukt

wird entweder umkristallisiert oder chromatographisch aufgereinigt.
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Methode D2: Mannich-Reaktion mit N,N,N’,N’-Tetramethyldiaminomethan

1 Aq Phenoxyessigsiureamid wird zusammen mit 20 Aq N,N,N’,N -Tetramethyldiamino-
methan (TMDM) und 20 Aq Essigsdureanhydrid im Reaktionsgefi des Parallelsynthese-
automaten vorgelegt und 20 h bei 75 °C geschiittelt. Die Reaktionskontrolle erfolgt durch
Aufnahme von NMR-Spektren der Reaktionsmischung. Zur Aufarbeitung wird der Ansatz
in Dichlormethan aufgenommen und mit gesittigter Kaliumcarbonatlésung versetzt. Nach
Ende der Gasentwicklung werden die Phasen getrennt und die organische Phase mit
gesittigter Kaliumcarbonatlosung, Wasser und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird {iber Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchro-

matographisch gereinigt.

Methode E: Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der Carbonsaureamide durch Akti-
vierung der Carboxylfunktion und anschlieBender Amidkupplung.

Methode E1: Amid-Kupplung mit N-Hydroxysuccinimid/Dicyclohexylcarbodiimid

1 Aq Carbonsiure wird mit 1 Aq N-Hydroxysuccinimid in 5-10 mL wasserfreiem Dichlor-
methan (ggf. unter leichtem Erwirmen) geldst. Man fiigt 1 Aq Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) zu und lasst 1-2 h bei Raumtemperatur riihren.

In einem zweiten GefiB wird 1 Aq des Amins in ca. 5 mL wasserfreiem Dichlormethan
oder THF geldst. Zur Abtrennung des entstandenen Dicyclohexylharnstoffs wird die
Hydroxysuccinimid-Losung in die Amin-Lésung hineinfiltriert. Der Ansatz wird mehrere
Tage bei Raumtemperatur geriihrt.

Zur Aufarbeitung wird das vorhandene Losungsmittel entfernt und der Riickstand mit
Ethylacetat geriihrt. Eventuell dabei abgeschiedener Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchro-

matographisch aufgereinigt.

Methode E2: Amid-Kupplung mit DPPA

1 Aq Carbonsiure und 1 Aq Amin-Komponente werden in DMF vorgelegt und bei 0 °C
mit jeweils 1.1 Aq DPPA und Triethylamin versetzt. Nach mehreren Tagen Riihren bei
4 °C wird Dichlormethan zugegeben und mit Citronensdure (10%, 2 x) und Wasser (2 x)

extrahiert.



148 Experimenteller Teil

Methode E3: Amid-Kupplung mit EEDQ

1 Aq der Amin-Komponente (im Falle eines Ammoniumsalzes wird zusitzlich 1 Aq Tri-
ethylamin zugegeben) wird mit 2 Aq der Carbonsiure in 2 mL DMF vorgelegt. Man gibt
2 Aq EEDQ zur Lésung hinzu und ldsst mehrere Tage bei RT rithren. Zur Aufarbeitung
werden 50 mL Ethylacetat zugegeben und 2 x mit je 25 mL 2%iger Na,COs-Losung, 2 x

mit Wasser und 1 x mit ges. NaCl-Losung gewaschen.

Methode E4: Amid-Kupplung durch Aktivierung mit Thionylchlorid

Die Carbonsdure wird zusammen mit Thionylchlorid ohne weiteres Losungsmittel vor-
gelegt. Man erhitzt unter Riickfluss bis zum Ende der Gasentwicklung. Nach Abkiihlen
wird tiberschiissiges Thionylchlorid im Vakuum entfernt. Das verbliebene Carbonséure-
chlorid wird in wasserfreiem Losungsmittel aufgenommen und anschlieBend wird die ent-

sprechende Amin-Losung unter Riihren zugetropft.

Methode F: Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der Alkylaminosulfanyl-Aniline

1 Aq Natriummethanolat wird in 30 mL Isopropanol vorgelegt, mit 1 Aq 2-Aminothio-
phenol versetzt und 2 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird eine Suspension von 1 Aq des
entsprechenden Alkylhalogenids bzw. 1 Aq des Hydrochlorids des Aminohalogenalkans in
100 mL Toluol — versetzt mit 1 Aq Triethylamin — zugegeben und die Mischung mehrere
Stunden refluxiert.

Zur Aufarbeitung wird das Losungmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand mit Wasser
versetzt und mit Diethylether extrahiert. Die wéssrige Phase wird nach Versetzen mit
KOH-Lsg. (10%) nochmals mit Diethylether extrahiert.

Von den organischen Phasen wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohpro-

dukt sdulenchromatographisch gereinigt.
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8.5 Synthesen

8.5.1 Synthese des FRET-Substrats (MS01)

H
N—

O=0n=0

ZT

OH

HNY
i NH
- OH OH

FC O NH,+ O o o) O H 0
H\)L H\)L H\)L \)L

N N N OH
N : N : N : N : N

H i H E H : H "8

NO,

Festphasenpeptidsynthese ausgehend von 500 mg Fmoc-Arg(Mts)-Wang-Harz (Beladung
0.63 mmol/g = 0.315 mmol).
Eingesetzte Aminosduren: 565 mg (1.26 mmol) Fmoc-Tyr-3-(NO,)-OH, 375 mg (1.26
mmol) Fmoc-Gly-OH, 2 x 483 mg (1.26 mmol) Fmoc-Ser(OtBu)-OH, 769 mg (1.26 mmol)
Fmoc-GIn(Trt)-OH, 445 mg (1.26 mmol) Fmoc-Leu-OH, 501 mg (1.26 mmol) Fmoc-
Thr(OtBu)-OH, 428 mg (1.26 mmol) Fmoc-Val-OH, 453 mg (1.26 mmol) Fmoc-Abz-OH.
Die Synthese erfolgt nach Fmoc-Protokoll mit DIC/HOBT-Aktivierung (193 mg, 1.26
mmol HOBT*H,0 pro Aminoséure), Kupplungszeit pro Aminosdure: 60 Minuten + Fmoc-
Entschiitzung nach dem letzten Kupplungsschritt.
Vor der Abspaltung wird das Harz in einen Schiittelkolben iiberfiihrt und wie folgt
gewaschen: DMF (2 x), DCM/Methanol im Wechsel (2 x), Eisessig (1 x), DCM/Methanol
im Wechsel (2 x). Anschlielend wird das Harz im Exsikkator getrocknet.
Die Abspaltung erfolgt durch Behandlung mit TFA/DCM (1 : 1, + Zusatz von 2.5 % Tri-
isopropylsilan) fiir 2 h und anschlieBender Filtration. Nach Einengen des Filtrats wird das
Peptid durch Zutropfen von kaltem Diethylether als TFA-Salz ausgefillt, abfiltriert und der
Feststoff mit Diethylether gewaschen. Die Charakterisierung erfolgte mittels LC-MS
(Sdule: Agilent Zorbax SB-Aq, 5 um, 4.6 x 150 mm, Eluent A: H,0/0.1% TFA, Eluent B:
Acetonitril/0.1% TFA, Gradient: 50 % B =» 95 % B iiber 45 min)
Ausbeute: 406 mg (0.276 mmol, 88 %) gelber Feststoff
Molare Masse: 1356.49 g/mol (Peptid); 1470.51 g/mol (TFA-Salz)
Summenformel: Cs9oHgsN;5020S (*C,HF;0;)
LC-MS m/z: 1357.0 [M+H]"
R¢ (min): 3.2
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Reinheit: 97 %

8.5.2 Synthese der mit Crotonylchlorid acylierten Anisole

E-1-(2,3-Dichlor-4-methoxyphenyl)-but-2-en-1-on (MS05)

Cl
Cl OMe

Methode B2; Ansatz: 5.40 g (31.9 mmol) 2,3-Dichloranisol, 5.00 g (47.8 mmol) Croto-
nylchlorid, 6.38 g (47.8 mmol) Aluminiumchlorid, 13.5 g (47.8 mmol) Rochelle-Salz, 75
mL Dichlormethan.
Ausbeute: 6.96 g (28.4 mmol, 89 %)
Schmelzpunkt: 79 — 81 °C
Molare Masse: 245.11 g/mol
Summenformel: C;;H;(Cl,0,
"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 1.95 (dd, 3H, °J = 6.8 Hz, *J = 1.8 Hz, CHCH;), 3.94 (s,
3H, OCHj), 6.48 (dg, 1H,°J = 15.7Hz, *J = 1.5 Hz, O=CCHCH), 6.74 (dq, 1H,°J =
15.7 Hz, 6.8 Hz, CH=CHCHj), 6.88 (d,J = 8.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.28 (d, 1H, °J = 8.6 Hz,
Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 18.5 (CHCH3), 56.6 (OCH3), 109.4 (Ar-CH), 122.7
(Ar-qC), 127.7 (Ar-CH), 1314 (Ar-qC), 131.8 (O=CCH), 132.8 (Ar-qC), 147.1
(CH=CHCHj3), 157.5 (Ar-qC), 192.5 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3078, 2964, 1668, 1618, 1585, 1473, 1435, 1379, 1321, 1288, 1234,
1126, 1107, 1059, 1028, 970, 930, 895, 845, 810, 756, 688.
LC-MS m/z: 245 (69) [M+H]", 247 (47), 249 (11)
R¢ (min): 22.3
Reinheit: 86 %
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E-1-(3-Fluor-4-methoxyphenyl)-but-2-en-1-on (MS06)

F
OMe

Methode B2; Ansatz: 4.02 g (31.9 mmol) 2-Fluoranisol, 5.00 g (47.8 mmol) Crotonyl-
chlorid, 6.38 g (47.8 mmol) Aluminiumchlorid, 13.5 g (47.8 mmol) Rochelle-Salz, 75 mL
Dichlormethan.

Ausbeute: 6.08 g (31.3 mmol, 98 %)

Schmelzpunkt: 70 °C
Molare Masse: 194.21 g/mol
Summenformel: C;;H;FO,

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.99 (dd, 3H, °J = 7.0 Hz, J = 1.5 Hz, CHCH;), 3.94 (s,
3H, OCH;), 6.86 (dq, 1H, °J = 15.2 Hz, *J = 1.5 Hz, O=CCHCH), 6.97 — 7.11 (m, 2H,
CHCHCHs, Ar-H6), 7.28 — 7.74 (m, 2H, Ar-H3,Ar-HS).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 18.5 (CHCHj3), 56.3 (d, OCHs, “Jor = 4.4 Hz), 112.4
(Ar-CH, C6), 116.2 (d, Ar-CH, C3, *Jer = 19 Hz), 125.7 (d, Ar-CH, C5, “Jor = 3.7 Hz),
126.6 (O=CCH), 131.0 (d, Ar-qC, C4, *Jcr = 5.2 Hz), 144.7 (CHCHCH3), 151.6 (d, Ar-qC,
Cl,%Jer =11 Hz), 152.0 (d, Ar-qC, C2, "Jor = 248 Hz), 187.9 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3080, 3014, 2976, 2943, 2910, 2846, 2605, 1666, 1608, 1579, 1516,
1433, 1325, 1298, 1275, 1257, 1227, 1192, 1163, 1142, 1105, 1047, 1022, 962, 947, 891,
804, 762, 721, 685.
LC-MS m/z: 195 (90) [M+H]"

R¢ (min): 19.5

Reinheit: 95 %
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E-1-(3-Brom-4-methoxyphenyl)-but-2-en-1-on (MS07)

Br
OMe

Methode B2; Ansatz: 5.97 g (31.9 mmol) 2-Bromanisol, 5.00 g (47.8 mmol) Crotonyl-
chlorid, 6.38 g (47.8 mmol) Aluminiumchlorid, 13.5 g (47.8 mmol) Rochelle-Salz, 75 mL
Dichlormethan.
Ausbeute: 7.84 g (30.7 mmol, 96 %)
Schmelzpunkt: 82 °C
Molare Masse: 255.11 g/mol
Summenformel: C;;H;;BrO,
"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 1.99 (dd, 3H, *J = 6.8 Hz, ’J = 1.8 Hz, CHCHj3), 3.95 (s,
3H, OCHj3), 6.86 (dq, 1H,J=15.2 Hz, “J= 1.8 Hz, O=CCHCH), 6.93 (d, 1H, ,’J = 8.6 Hz,
Ar-H), 7.06 (dq, 1H, °J = 15.2 Hz, 6.8 Hz, CHCHCHj3), 7.90 (dd, 1H ,°J = 8.6 Hz, *J =
2.2 Hz, Ar-H), 8.15 (d, 1H, *J = 2.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 18.6 (CHCH3), 56.5 (OCH3), 111.1 (Ar-CH), 111.9
(Ar-qC), 126.7 (O=CCH), 129.6 (Ar-CH), 131.8 (Ar-qC), 134.0 (Ar-CH) 144.9
(CHCHCH3), 159.3 (Ar-qC), 187.8 (qC, C=0).
IR (em™) ¥ =2995, 2954, 2844, 1662, 1618, 1587, 1558, 1496, 1435, 1408, 1377,
1302, 1277, 1255, 1207, 1047, 1012, 960, 914, 802, 719, 673.
LC-MS m/z: 255 (62) [M+H]", 257 (71)
R¢ (min): 21.7
Reinheit: 88 %
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8.5.3 Synthese der Bromessigsiureamide und Chlorpropionsiureamide

2-Brom-N-tert-butyl-acetamid (MS13)

Br\/lokuk

Methode A; Ansatz: 10.0 g (49.5 mmol) Bromacetylbromid, 3.62 g (49.5 mmol) fert-
Butylamin, 5.01 g (49.5 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt wird

aus Benzol umkristallisiert.
Ausbeute: 5.98 g (30.8 mmol, 62 %) farblose Kristalle
Molare Masse: 194.07 g/mol
Summenformel: C¢H;,BrNO
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.36 (s, 9H, CHs), 3.77 (s, 2H, CH>), 6.25 (br s, 1H, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28.4 (C(CHs)3), 29.9 (CH,), 51.9 (C(CHs)3), 164.34
(C=0).
Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.

[118]

2-Brom-N-butyl-acetamid (MS14)

0]

Br\/lkN/\/\

H

Methode A; Ansatz: 10.0 g (49.5 mmol) Bromacetylbromid, 3.62 g (49.5 mmol) n-Butyl-
amin, 5.01 g (49.5 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Ethylacetat/Cyclohexan 1:2).
Ausbeute: 5.92 g (30.5 mmol, 62 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 38 —40 °C
Molare Masse: 194.07 g/mol
Summenformel: C¢H;,BrNO

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 =0.92 (3H, t, *J=7.3Hz, CH;), 1.35 (2H, tq, CH,-CH>-
CHj3), 1.51 (2H, tt, CH,-CH>-CH>), 3.27 (2H, td, NH-CH»-CH,), 3.86 (2H, s, Br-CH»-CO),
6.47 (1H, br s, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): &= 13.7 (CH3), 20.0 (CH,), 29.4 (CH,), 31.3 (NH-CH,),
39.9 (Br-CH,-CO), 165.1 (C=0).
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2-Brom-N-hexyl-acetamid (MS15)

O

BkaN/\/V\
H

Methode A; Ansatz: 10.0 g (49.5 mmol) Bromacetylbromid, 5.01 g (49.5 mmol) n-Hexyl-
amin, 5.01 g (49.5 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Ethylacetat/Cyclohexan 1:2).
Ausbeute: 8.14 g (36.6 mmol, 74 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: <30 °C
Molare Masse: 222.13 g/mol
Summenformel: CgH;cBrNO

"H-NMR (400 MHz, CDCly): & =0.88 (3H, t, °J = 6.8 Hz, CH;), 1.30 (6H, m, CH,-CH,-
CH,-CH>-CH,), 1.53 (2H, m, NH-CH,-CH>), 3.27 (2H, q, NH-CH,-CH), 3.87 (2H, s, Br-
CH>-CO), 6.46 (1H, br s, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 14.0 (CH3), 22.5 (CH,), 26.5 (CH>), 29.2 (CH,), 29.4
(CH»), 31.4 (NH-CH,-CHy), 40.3 (Br-CH,-CO), 165.1 (C=0).

N-Benzyl-2-brom-acetamid (MS16)

o]

Br\)J\N

Methode A; Ansatz: 10.0 g (49.5 mmol) Bromacetylbromid, 5.30 g (49.5 mmol) Benzyl-

amin, 5.01 g (49.5 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt wird aus
Toluol umkristallisiert.
Ausbeute: 9.46 g (41.5 mmol, 84 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 110 — 111 °C (Toluol), [Lit. 110-111.6 °C (EtOAc/Hexan)]!''!
Molare Masse: 228.10 g/mol
Summenformel: CoH;(BrNO

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 =3.92 (2H, s, Br-CH,-CO), 4.47 (2H, d, °J = 5.8 Hz, NH-
CH>-C¢Hs), 6.75 (1H, br s, NH), 7.32 (5H, m, arom. C¢H5).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 29.1 (NH-CH,-C4Hs), 44.2 (Br-CH,-CO), 127.7 (arom.
CH), 127.8 (arom. CH), 128.8 (arom. CH), 137.3 (arom. qC), 165.3 (C=0).
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Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.!""”!

N-tert-Butyl-3-chlor-propionamid (MS17)
O
CI/\)kN/k
H

Methode A; anstelle von Triethylamin wird ein weiteres Aquivalent fert-Butylamin einge-

setzt. Die Kiihlbadtemperatur betrug — 72 °C. Ansatz: 10.0 g (78.8 mmol) 3-Chlorpropion-
sdurechlorid, 11.5 g (158 mmol) ter#-Butylamin, 75 mL Dichlormethan.
Ausbeute: 8.05 g (49.2 mmol, 62 %) brauner Feststoff
Molare Masse: 163.65 g/mol
Summenformel: C;H;4CINO
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): = 1.35 (9H, s, C(CH3)3), 2.56 (2H, t, >J = 6.5 Hz, Cl-CH,-
CH>-CO), 3.78 (2H, t, °J = 6.5 Hz, Cl-CH,-CH,-CO), 5.58 (1H, br s, NH).

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.!'*"

N-Butyl-3-chlor-propionamid (MS18)
O

Methode A; Ansatz: 10.0 g (78.8 mmol) 3-Chlorpropionsdurechlorid, 5.76 g (78.8 mmol)
n-Butylamin, 7.97 g (78.8 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt

wird aus Ethylacetat/Petrolether umkristallisiert.
Ausbeute: 4.24 g (25.9 mmol, 33 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 45 —47°C (Ethylacetat/Petrolether), [Lit. 49 — 5 1ot
Molare Masse: 163.65 g/mol
Summenformel: C;H;4sCINO

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): $=0.92 (3H, t, *J=7.3Hz, CH;), 1.35 (2H, sext,
3J=1.3 Hz, CH,-CH,-CH3), 1.49 (2H, quint, *J= 7.3 Hz, CH,-CH>-CH,), 2.60 (2H, t,
’J = 6.4 Hz, CI-CH,-CH,-CO), 3.28 (2H, q, NH-CH,-CH,), 3.80 (2H, t, >J= 6.4 Hz, Cl-
CH>-CH,-CO), 5.53 (1H, br s, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): &= 13.7 (CH3), 20.0 (CH>), 31.6 (CH,), 39.4 (CH,), 39.8
(CH»), 40.3 (CH>), 169.3 (C=0).
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3-Chlor-N-hexyl-propionamid (MS19)

Cl/\/lkN/\/\/\

H

Methode A; Ansatz: 10.7 g (84.0 mmol) 3-Chlorpropionsdurechlorid, 8.50 g (84.0 mmol)
n-Hexylamin, 8.50 g (84.0 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Ethylacetat/Cyclohexan 1:2).
Ausbeute: 11.6 g (60.5 mmol, 72 %) gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 45 —47°C, [Lit. 45 — 47°C]"'*
Molare Masse: 191.70 g/mol
Summenformel: CoH;3CINO

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): = 0.87 (3H, t, °J= 6.8 Hz, CH3), 1.28 (6H, m, CH,-CH-
CH,-CH>-CH,), 1.49 (2H, m, CH-CH3), 2.59 (2H, t, °J = 6.4 Hz, C1-CH,-CH,-CO), 3.25
(2H, td, NH-CH,-CH,), 3.79 (2H, t, °J = 6.4 Hz, CI-CH,-CH,-CO), 5.67 (1H, br s, NH).

N-Benzyl-3-chlor-propionamid (MS20)

CI/\/U\N
H©

Methode A; Ansatz: 10.0 g (78.8 mmol) 3-Chlorpropionsdurechlorid, 8.44 g (78.8 mmol)
Benzylamin, 7.97 g (78.8 mmol) Triethylamin, 75 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt

wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Ethylacetat).
Ausbeute: 8.84 g (44.7 mmol, 57 %) hellgelber Feststoff
Schmelzpunkt: 82 — 83 °C
Molare Masse: 197.66 g/mol
Summenformel: C;oH,CINO

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & =2.65 (2H, t, *J = 6.5 Hz, CI-CH,-CH,-CO), 3.82 (2H, t,
3J=6.5 Hz, CI-CH,-CH,-CO), 4.46 (2H, s, °J=5.9 Hz, NHCH,), 5.94 (1H, br s, NH),
7.29 (5H, m, arom. CH).
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8.5.4 Synthese von Brom-Etacrynsiure-tert-butylamid

(2-/2-Brom-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-N-tert-butyl-acetamid)

1-(3-Brom-4-hydroxy-phenyl)-butan-1-on (MS03)

Br
OH

Methode B1; Ansatz: 5.00 g (27.0 mmol) 2-Bromanisol, 4.27 g (40.0 mmol) Buttersdure-
chlorid, 2 x 5.35 g (40.0 mmol) Aluminiumchlorid, 22.6 g (80.0 mmol) Kalium-Natrium-
tartrat, 50 mL Dichlormethan. Das Rohprodukt wird aus Methanol umkristallisiert.
Ausbeute: 4.90 g (20 mmol, 75 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 120 — 121 °C (Methanol) [Lit. 122 °C]"*!
Molare Masse: 243.10 g/mol
Summenformel: C;oH;;BrO;

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 =0.99 (3H, t, *J= 7.3 Hz, H3C—CH,—CH,), 1.75 (2H, sext,
3J="17.3 Hz, H;C-CH,—CHy), 2.86 (2H, t, °J= 7.3 Hz, H;C-CH,~CH>), 5.93 (1H, s, OH),
7.06 (1H, d, °J= 8.3 Hz, Ar-H), 7.85 (1H, dd, °J=8.5 Hz, “J=2.1 Hz, Ar-H), 8.12 (1H, d,
‘J=2.1 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8= 13.9 (H;C-CH,—CH,), 17.8 (H;C—CH,-CH,), 40.2
(H;C—CH,—CH,), 110.6 (Ar-qC), 115.8 (Ar-CH), 129.7 (Ar-CH), 131.5 (Ar-qC), 132.6
(Ar-CH), 156.1 (Ar-qC), 197.7 (C=0).

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.!'*
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2-[2-Brom-4-butyrylphenoxy]-N-tert-butyl-acetamid (MS33)

Br O
N
H

Methode C; Ansatz 0.50 g (2.06 mmol) 1-(3-Brom-4-hydroxy-phenyl)-butan-1-on (MS03),
0.43 g (3.09 mmol) Kaliumcarbonat, 0.03 g (0.21 mmol) Kaliumiodid, 0.80 g (4.12 mmol)
Bromessigsaure-tert-butylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 4 h Erhitzen unter Riick-
fluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 450 mg (1.26 mmol, 61 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 130 — 131 °C (Cyclohexan/ Ethylacetat)
Molare Masse: 356.26 g/mol
Summenformel: C;cH2BrNO;

"H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.99 (t, 3H, *J= 7.3 Hz; H;CCH,CH,), 1.42 (s, 9H,
C(CH;)3), 1.76 (sextett, 2H, °J=7.3 Hz, H;CCH,CH,), 2.88 (t, 2H, *J=7.3 Hz,
H3CCH,CH), 4.46 (s, 2H, OCH,CO), 6.74 (br s, 1H, NH), 6.88 (d, 1H, *J= 8.6 Hz, Ar-H),
7.92 (d, 1H, *J= 8.6 Hz, Ar-H), 8.20 (s, 1H, Ar-H).
BC-NMR (100.61 MHz, CDCl;): & = 13.8 (H;CCH,CH,), 17.8 (H;CCH,CH,), 28.8
(C(CHs3)3), 40.3 (H;CCH,CH»), 51.4 (C(CHs)3), 68.0 (OCH,CO), 112.3 (Ar-qC), 112.5
(Ar-CH), 129.4 (Ar-CH), 132.3 (Ar-qC), 133.5 (Ar-CH), 156.8 (Ar-qC), 165.6 (qC,
CONH), 197.6 (qC, C=0).
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2-|2-Brom-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-N-tert-butyl-acetamid (MS42)

Br O
N
H

Methode D2; Ansatz: 250 mg (0.702 mmol) 2-[2-Brom-4-butyrylphenoxy]-N-tert-butyl-
acetamid (MS33), 1.43 g (14.0 mmol) N,N,N’,N’-Tetramethyldiaminomethan (TMDM)),
1.43 g (14.0 mmol) Essigsdureanhydrid. Die Reaktion wird im Parallelsyntheseautomat
»Synthesis 1 der Firma Heidolph durchgefiihrt (Heiztemperatur 80 °C, 250 rpm), Re-
aktionszeit: 20 h Schiitteln bei 75-80 °C, weitere 3 d bei RT. Das erhaltene Rohprodukt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).

Ausbeute: 203 mg (0.551 mmol, 79 %) weiBBer Feststoff

Schmelzpunkt: 106 °C
Molare Masse: 368.27 g/mol
Summenformel: C;7H,,BrNO;

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.11 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 1.43 (s, 9H, (CHz)3),
2.46 (q, 2H, °J = 7.4 Hz, CH,CHj3), 4.46 (s, 2H, OCH,CO), 5.51 (s, 1H, C=CH), 5.79 (s,
1H, C=CH), 6.75 (br s, 1H, NH), 6.87 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.75 (dd, 1H, °J= 8.5 Hz,
“J=2.0 Hz, Ar-H), 8.05 (d, 1H, °J = 2.0 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.3 (CH,CH3), 25.4 (CH,CHj3), 28.8 (C(CHs)3), 51.4
(C(CHs;)3), 68.1 (OCH,CO), 112.0 (Ar-qC), 112.3 (Ar-CH), 123.4 (C=CH;), 131.0 (Ar-
CH), 132.7 (Ar-qC), 134.8 (Ar-CH), 149.4 (C=CH,), 156.5 (Ar-qC), 165.6 (qC, CONH),
195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3311, 2964, 1697, 1664, 1589, 1552, 1489, 1450, 1392, 1360, 1325,
1296, 1263, 1242, 1174, 1078, 997, 945, 901, 791, 744, 671.
LC-MS m/z: 368 (98) [M+H]", 370 (100)

R¢ (min): 25.0

Reinheit: 100 %
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8.5.5 Synthese der Etacrynsiurederivate

1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on (MS02)

Cl
Cl OH

Methode B1; Ansatz: 10.0 g (56.5 mmol) 2,3-Dichloranisol, 9.03 g (84.7 mmol) Butter-
sdurechlorid, 2 x 11.3 g (2 x 84.7 mmol) Aluminiumchlorid, 47.8 g (169 mmol) Rochelle-
Salz, 100 mL wasserfreies Dichlormethan. Ausbeute: 8.42 g.
Aus der zuriickbehaltenen Etherphase der KOH-Extraktion wird nun das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der verbliebene Riickstand wird zur Spaltung des als
Nebenprodukt gebildeten acylierten Butyryl-Esters mit 1 Aq KOH (eingesetzt als 10%ige
wissrige Losung) versetzt und 6 h refluxiert. Anschlieend wird die Mischung dreimal mit
Diethylether gewaschen. Nach Ansduern mit konz. HCI féllt ein Feststoff aus, der
abgesaugt werden kann. Der Feststoff wird mit Wasser gewaschen und im Vakuum bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Ausbeute: 2.64 g.
Ausbeute: 11.06 g (47.4 mmol, 84 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 109 —110 °C
Molare Masse: 233.09 g/mol
Summenformel: C;oH;¢Cl,0,

"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 0.96 (t, 3H, °J = 7.3 Hz, CH3), 1.72 (sextett, 2H, °.J =
7.3 Hz, CH,CH,CO), 2.88 (t, 2H, *J = 7.3 Hz, CH,CO), 5.94 (br s, 1H, OH), 6.98 (d, 1H,
3J=18.5Hz, Ar-H), 7.37 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 13.7 (CH3), 17.9 (CH,CH,CO), 44.6 (CH,CO), 114.2
(Ar-CH), 120.5 (Ar-qC, CCl), 128.3 (Ar-CH), 130.4 (Ar-qC, CCl), 133.3 (Ar-qC), 154.3
(Ar-qC), 201.8 (qC, C=0).
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O-4-Butyryl-2,3-dichlorphenyl-N,N-dimethylcarbamothioat (MS11)/"®!

Cl |
Cl OTN\

O S

5.00 g (21.5 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on (MS02) werden zusam-
men mit 4.45 mg (32.2 mmol) Kaliumcarbonat in ca. 10 mL DMF vorgelegt und 30 min
bei RT geriihrt. AnschlieBend werden 5.30 g (42.9 mmol) Dimethylaminothiocarbamoyl-
chlorid, geldst in ca. 5 ml DMF, zugegeben und die Mischung 4 h bei 75 °C gertihrt.
Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf Eis gegeben und dreimal mit Diethylether extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt und je dreimal mit KOH-Lsg. (5%), Wasser und
ges. NaCl-Lsg. gewaschen. AnschlieBend wird filtriert, tiber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Man erhélt das Rohprodukt als orangefarbenen Feststoff. Dieser wird sdulenchromato-
graphisch aufgereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 5.45 g (17.0 mmol, 79 %) schwach gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 71 °C
Molare Masse: 320.24 g/mol
Summenformel: C;3H;5C1LNO,S
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.98 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 1.74 (sextett, 2H, J
= 7.3 Hz, CH,CH3), 2.90 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, CH,CO), 3.39 (s, 3H, NCHj3), 3.46 (s, 3H,
NCH3), 7.14 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.33 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 13.7 (CH,CH3), 17.6 (CH,CH3), 39.0 (NCH3), 43.5
(NCHs), 44.9 (CH,CO), 123.6 (Ar-CH), 126.0 (Ar-CH), 128.5 (Ar-qC), 130.4 (Ar-qC),
139.1 (Ar-qC), 152.1 (Ar-qC), 185.4 (qC, C=S), 202.4 (qC, C=0).
ESI-MS (Loop) m/z: 301 (100), 303 (34), 320 (62) [M+H]", 322 (45), 324 (9)
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1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on (MS12)

Cl
Cl SH

Umlagerung: 660 mg (2.06 mmol) O-4-Butyryl-2,3-dichlorphenyl-/N, N-dimethylcarbamo-
thioat (MS11) werden unter Argonatmosphére fiir 45 min im Sandbad auf 200 °C erhitzt.
Nach Abkiihlen zeigt das '"H-NMR-Spektrum vollstindige Umsetzung.

Carbamatspaltung: Das bernsteinfarbene Umlagerungsprodukt wird zusammen mit 720 mg
(12.8 mmol) Kaliumhydroxid und 3.79 g (118 mmol) Methanol flinf Stunden unter Riick-
fluss erhitzt. Nach Abkiihlen und Stehenlassen iiber Nacht wird mit Diethylether ge-

waschen und anschlieBend die wissrige Phase mit konz. HCI angesduert (pH 1). Danach
wird mit Diethylether extrahiert und die organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels erhélt man das Thiophenol als gelbbraunen
Feststoff, der ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt wird.
Ausbeute: 504 mg (2.02 mmol, 98 %) gelbbrauner Feststoff
Molare Masse: 249.16 g/mol

Summenformel: C;oH;oC1,OS
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.96 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 1.71 (sextett, 2H, °J
= 7.4 Hz, CH,CH3), 2.86 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, CH,CO), 4.09 (s, 1H, SH), 7.16 (d, 1H, °J =
8.3 Hz, Ar-H), 7.27 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 13.7 (CH,CH3), 17.7 (CH,CHj), 44.8 (CH,CO), 126.2
(Ar-CH), 127.0 (Ar-CH), 130.3 (Ar-qC), 130.8 (Ar-qC), 137.6 (Ar-qC), 138.4 (Ar-qC),
202.3 (qC, C=0).
ESI-MS (Loop) m/z: 249 (14) [M+H]", 251 (7)
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3-Chlor-1-(2,3-dichlor-4-hydroxyphenyl)propan-1-on (MS04)

Cl
Cl OH

Cl

Methode B1; Ansatz: 21.0 g (119 mmol) 2,3-Dichloranisol, 22.6 g (178 mmol) 3-Chlor-
propionsédurechlorid, 2 x 23.6 g (2 x 177 mmol) Aluminiumchlorid, 142.2 g (504 mmol)
Rochelle-Salz, 60 mL wasserfreies Dichlormethan. Da die DC-Kontrolle ungentigende
Umsetzung anzeigte, werden zu obigem Ansatz vor der Aufarbeitung nochmals 20.0 g
(150 mmol) Aluminiumchlorid zugegeben und weitere 4 h unter Riickfluss erhitzt. Nach
der Aufarbeitung konnte das Rohprodukt aus kaltem Diethylether durch Zugabe von
Toluol ausgefillt und abgesaugt werden. Es wird ohne weitere Aufreinigung weiter
umgesetzt.
Ausbeute: 17.0 g (67.2 mmol, 56 %) hellbrauner Feststoff
Schmelzpunkt: 106 —107 °C
Molare Masse: 253.51 g/mol
Summenformel: CoH-,Cl;0,

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.20 (t, 2H, °J = 5.4 Hz, COCH,CH,Cl), 4.00 (t, 2H, °J
= 5.3 Hz, COCH,CHCl), 6.17 (s, 1H, OH), 7.01 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.51 (d, 1H,
3J = 8.6 Hz, Ar-H).

1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-on (MS10)

Cl
Cl OH

A

1.00 g (3.90 mmol) 3-Chlor-1-(2,3-dichloro-4-hydroxyphenyl)propan-1-on (MMUO07)
werden zusammen mit 383 mg (3.90 mmol) Kaliumacetat in 20 mL Methanol geldst und

2 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen und Zugabe von Chloroform bildet sich ein
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weiBer Niederschlag. Dieser wird abfiltriert und in Dichlormethan aufgenommen. Man
wischt zweimal mit Wasser und trocknet anschlieend tiber Natriumsulfat. Nach Filtration
und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhélt man das Rohprodukt, welches ohne
weitere Aufreinigung weiter umgesetzt wird.
Ausbeute: 610 mg (2.81 mmol, 72 %)
Schmelzpunkt: 137 - 138 °C
Molare Masse: 217.05 g/mol
Summenformel: CyoHgCl,0,
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 6.01 (m, 2H, COCH=CH, OH), 6.19 (d, 1H, °J =
17.5 Hz, COCH=CH), 6.78 (dd, 1H, °J = 17.4 Hz, °J = 17.5 Hz, COCH=CH,), 7.01 (d, 1H,
J=8.6 Hz, Ar-H), 7.51 (d, 1H, 7J = 8.6 Hz, Ar-H).
LC-MS m/z: 217 (100) [M+H]", 219 (68), 221 (10)
R¢ (min): 15.7
Reinheit: 99 %

Ethyl-2-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetat (MS22)

cC

I 0
Cl O\/lko/\

Methode C; Ansatz 500 mg (2.15 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on
(MS02), 445 mg (3.22 mmol) Kaliumcarbonat, 36 mg (0.215 mmol) Kaliumiodid, 430 mg
(2.57 mmol) Bromessigsdureethylester, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 4 h Erhitzen unter
Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 581 mg (1.82 mmol, 85 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 55 °C
Molare Masse: 319.19 g/mol
Summenformel: C;4H;cCl,04

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.96 (t, 3H, °J=7.4 Hz, CH,CH,CH3), 1.29 (t, 3H,
3J=17.4 Hz, OCH,CH3), 1.71 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 2.88 (t, 2H, *J =
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7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 4.27 (q, 2H, °J=7.2 Hz, OCH,CHs), 4.74 (s, 2H, OCH,CO),
6.76 (d, 1H, °J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.33 (d, 1H, °J = 8.7 Hz, Ar-H).

Ethyl-3-(4-butyryl-2,3-dichlor-phenoxy)-propionat (MS23)

Cl
Cl O Ov
M\g

O

Methode C; Ansatz 10.0 g (42.9 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on
(MS02), 7.72 g (55.9 mmol) Kaliumcarbonat, 927 mg (5.59 mmol) Kaliumiodid, 9.33 g
(51.5 mmol) 3-Brompropionsdureethylester, 75 mL Aceton, Reaktionszeit: 3 h Erhitzen
unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).

Ausbeute: 21 mg (0.063 mmol, <1 %) hell gelber Feststoff

Schmelzpunkt: 67 °C
Molare Masse: 333.21 g/mol
Summenformel: C;5H;3C1,04

"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.96 (t, 3H, *J=7.5 Hz, CH,CH,CH3;), 1.27 (t, 3H,
3J=7.2Hz, OCH,CHj3), 1.71 (sextett, 2H, °J = 7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 2.87 (m, 4H,
COCH,CH,CH;, OCH,CH,COOEY), 4.19 (q, 2H, *J=7.3 Hz, OCH,CH3), 4.35 (t, 2H,
OCH,CH,COOE), 6.90 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.36 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 13.7 (CH,CH,CH3), 142 (OCH,CH3), 17.9
(CH,CH,CH3), 34.3 (OCH.CH,), 44.8 (CH,CH3;CH,CO), 61.0 (OCH,CHs), 65.2
(OCH,CH,), 110.8 (Ar-CH), 123.5 (Ar-qC), 127.4 (Ar-CH), 131.2 (Ar-qC), 133.9 (Ar-qC),
156.8 (Ar-qC), 170.5 (qC, COOE), 202.1 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3091, 2964, 2935, 2873, 1724, 1699, 1589, 1475, 1452, 1402, 1379,
1354, 1290, 1269, 1221, 1192, 1126, 1041, 1022, 947, 901, 858, 818, 739, 669.
LC-MS m/z: 333 (100) [M+H]", 355 (78), 335 (68)

R¢ (min): 24.9

Reinheit: 98 %
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Ethyl-4-(4-butyryl-2,3-dichlor-phenoxy)-butanoat (MS24)

Cl O

Cl OMO/\

Methode C; Ansatz 5.00 g (21.5 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on
(MS02), 4.45 g (32.2 mmol) Kaliumcarbonat, 360 mg (2.15 mmol) Kaliumiodid, 5.02 g
(25.7 mmol) 4-Brombuttersdureethylester, 20 mL. Aceton, Reaktionszeit: 5 h Erhitzen
unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 5.88 g (16.9 mmol, 79 %) gelbe Fliissigkeit
Molare Masse: 347.24 g/mol

Summenformel: C;cH20CLO4
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.95 (t, 3H, J=7.5 Hz, CH,CH,CH3), 1.24 (t, 3H,
3J=1.2 Hz, OCH,CH;), 1.70 (sextett, 2H, °J = 7.4 Hz, COCH,CH,CHj3), 2.16 (quint, 2H,
3J = 6.6 Hz, OCH,CH,CH,), 2.55 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, CH,CH,COOEY), 2.87 (t, 2H, °J =
7.2 Hz, COCH,CH,CH3), 4.12 (m, 4H, OCH,CH;, OCH,CH,CH,), 6.85 (d, 1H, °J =
8.5 Hz, Ar-H), 7.35 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 13.7 (CH,CH,CH3), 142 (OCH,CH3), 17.9
(CH,CH,CH3), 24.3 (CH,CH,CH,), 30.4 (OCH,CH,), 44.7 (CH,CH3;CH,CO), 60.5
(OCH,CHs), 68.4 (OCH,CH,), 110.4 (Ar-CH), 123.3 (Ar-qC), 127.5 (Ar-CH), 131.2 (Ar-
qC), 133.5 (Ar-qC), 157.0 (Ar-qC), 172.9 (qC, COOEY), 202.0 (qC, C=0).

Ethyl-2-(4-butyryl-2,3-dichlorphenylsulfanyl)-acetat (MS25)

Cl

0]
Cl S\)ko/\
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Methode C; Ansatz 4.00 g (16.1 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on
(MS12), 3.33 g (24.1 mmol) Kaliumcarbonat, 266 mg (0.16 mmol) Kaliumiodid, 3.22 g
(19.3 mmol) Bromessigsdureethylester, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 5 d Riihren bei RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 4.57 g (13.6 mmol, 85 %)
Molare Masse: 335.25 g/mol

Summenformel: C;4H;,C1,05S
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.98 (t, 3H, °J=7.5 Hz, CH,CH,CH3), 1.27 (t, 3H,
3J=7.2 Hz, OCH,CH;), 1.73 (sextett, 2H, °J = 7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 2.88 (t, 2H, *J =
7.2 Hz, COCH,CH,CHs), 3.74 (s, 2H, SCH,), 4.22 (q, 2H, °J = 7.1 Hz, OCH,CH3), 7.27 (d,
1H, °J=7.1 Hz, Ar-H), 7.30 (d, 1H, °J= 7.1 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 13.6 (CH,CH,CH3), 14.0 (OCH,CH3), 17.6
(CH,CH,CH3), 34.6 (SCH,), 44.7 (CH,CH3CH,CO), 62.0 (OCH,CH3), 124.6 (Ar-CH),
126.3 (Ar-CH), 130.0 (Ar-qC), 131.4 (Ar-qC), 138.4 (Ar-qC), 140.4 (Ar-qC), 168.4 (qC,
COOEt), 202.2 (qC, C=0).

Ethyl-3-(4-butyryl-2,3-dichlor-phenylsulfanyl)-propionat (MS26)

Cl
Cl S o~
W

O

Methode C; Ansatz 4.00 g (16.1 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on
(MS12), 3.33 g (24.1 mmol) Kaliumcarbonat, 266 mg (0.16 mmol) Kaliumiodid, 3.47 g
(19.3 mmol) 3-Brompropionsédureethylester, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 5 d Riihren bei
RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (Si0,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 4.37 g (12.5 mmol, 78 %)
Molare Masse: 349.28 g/mol

Summenformel: C;sH;3C1,05S
"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 0.97 (t, 3H, °J=7.5 Hz, CH,CH,CH3), 1.26 (t, 3H,
3J=7.1 Hz, OCH,CH3), 1.72 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, COCH,CH,CHj3), 2.69 (t, 2H,
3J=17.5 Hz, SCH,CH,), 2.87 (t, 2H, *J = 7.2 Hz, COCH,CH,CHj3), 3.23 (t, 2H, °J = 7.5 Hz,
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SCH,CH,), 4.17 (g, 2H, *J = 7.2 Hz, OCH,CHs), 7.17 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, Ar-H), 7.28 (d,
1H, 7J = 8.1 Hz, Ar-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 13.7 (CH,CH,CH3), 142 (OCH,CHj), 17.7
(CH,CH,CH3), 27.2 (SCH,CH,), 33.3 (SCH,CH,), 44.8 (CH,CH;CH,CO), 61.1
(OCH,CHj3), 124.1 (Ar-CH), 126.3 (Ar-CH), 130.2 (Ar-qC), 131.7 (Ar-qC), 138.0 (Ar-qC),
141.2 (Ar-qC), 171.1 (qC, COOEY), 202.4 (qC, C=0).

Ethyl-4-(4-butyryl-2,3-dichlor-phenylsulfanyl)-butanoat (MS27)

Cl O

Cl SMO/\

Methode C; Ansatz 738 mg (2.96 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on
(MS12), 491 mg (3.55 mmol) Kaliumcarbonat, 49 mg (0.30 mmol) Kaliumiodid, 693 mg
(3.55 mmol) 4-Brombuttersdureethylester, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 7 d Riihren bei
RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 1.01 g (2.78 mmol, 94 %) hellgelber Feststoff
Molare Masse: 363.31 g/mol

Summenformel: C;cH,(Cl,05S
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.96 (t, 3H, *J = 7.3 Hz, CH,CH,CH;), 1.25 (t, 3H, *J =
7.2 Hz, OCH,CH3), 1.71 (sextett, 2H, °J = 7.3 Hz, CH,CH,CHj3), 2.02 (quintett, 2H, *J =
7.2 Hz, SCH,CH,CH,), 2.48 (t, 2H, °J = 7.1 Hz, SCH,CH,CH,), 2.86 (t, 2H, °J = 7.3 Hz,
CH,CH,CH3), 3.01 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, SCH>), 4.14 (q, 2H, °J = 7.2 Hz, OCH,CHj3), 7.20
(d, 1H, °J= 8.3 Hz, Ar-H), 7.28 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 13.7 (CH,CH,CH3), 142 (OCH,CH3), 17.7
(CH,CH,CH3), 23.5 (CH,CH,CH,), 31.3 (SCHy), 32.9 (SCH,CH,CH)), 44.8
(CH,CH»CH3), 60.6 (OCH,CHs), 123.7 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 130.1 (Ar-qC), 131.2
(Ar-qC), 137.5 (Ar-qC), 141.9 (Ar-qC), 172.6 (qC, COOE), 202.4 (qC, C=0).
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(4-Acryloyl-2,3-dichlor-phenoxy)-essigsdure (MS21)

Cl O

OH

AN

400 mg (1.84 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-on (MS10) werden zu-
sammen mit 255 mg (1.84 mmol) Kaliumcarbonat in 5 mL wasserfreiem Aceton 30 min
bei RT geriihrt. Anschlieend werden 256 mg (1.84 mmol) Bromessigsédure, gelost in 5 mL
wasserfreiem Aceton, mit einer Spritze zugegeben und 12 h unter Riickfluss erhitzt.
Nach Ende der Reaktionszeit wird der Ansatz auf Eis gestellt, kalt filtriert und der Feststoff
mit Aceton gewaschen. Nach Losen des erhaltenen Festoffes in 10 mL Wasser und
Anséduern mit konz. HCI (pH 1) fillt ein feiner weiler Niederschlag aus.
Zur Isolierung wird die saure wéssrige Phase dreimal mit Dichlormethan (20 mL) extra-
hiert. Die gesammelten organischen Phasen werden mit Wasser (3 x 20 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (1 x 20 mL) gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat, Filtration und Ent-
fernen des Losungsmittels im Vakuum wird das gewiinschte Produkt als blassgelber Fest-
stoff erhalten.
Ausbeute: 134 mg (0.487 mmol, 26 %) schwach gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 100 °C
Molare Masse: 275.09 g/mol
Summenformel: C;;HgCl,04
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 4.81 (s, 2H, OCH,COOH), 6.03 (dd, 1H, J = 10.6 Hz,
2J = 0.8 Hz, O=CCH=CH), 6.16 (dd, 1H, °J = 17.4 Hz, °J = 0.8 Hz, O=CCH=CH), 6.76
(dd, 1H, °J = 17.4 Hz, ’J = 10.6 Hz, O=CHC=CH), 6.82 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.32 (d,
1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 65.6 (OCH,COOH), 110.9 (Ar-CH), 123.7 (Ar-qC),
127.9 (Ar-CH), 131.9 (HC=CH,), 132.1 (Ar-qC), 133.4 (Ar-qC), 135.9 (HC=CH,), 155.8
(Ar-qC), 171.6 (COOH), 192.6 (C=0).
IR (cm™) v =2962, 1738, 1709, 1668, 1583, 1473, 1435, 1396, 1298, 1242, 1080,
1030, 993, 974, 802, 783, 700.
LC-MS m/z: 275.2 (100) [M+H]", 277.0 (78), 278.9 (11)
R¢ (min): 14.7
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Reinheit: 93 %

Etacrynsiure, [2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-essigsdure (MS37)

Cl O

OH

Methode D1; Ansatz 500 mg (1.57 mmol) Ethyl-2-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetat
(MS22), 217mg (1.57 mmol) Kaliumcarbonat, 94 mg (3.13 mmol) Formaldehyd
(=313 mg 30 %ige Lsg.); Reaktionszeit: 5 h Erhitzen unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird aus Benzol umkristallisiert.
Ausbeute: 189 mg (0.623 mmol, 40 %) weiBBer Feststoff
Schmelzpunkt: 121 °C
Molare Masse: 303.14 g/mol
Summenformel: C;3H;2CLLO4
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 1.14 (t, 3H, 'J=7.4 Hz, CH,CH;), 2.46 (q, 2H,
3J=1.4 Hz, CH,CH3), 4.80 (s, 2H, OCH,CO), 5.59 (s, 1H, C=CH), 5.94 (s, 1H, C=CH),
6.81 (d, 1H, °J= 8.6 Hz, Ar-H), 7.15 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H), 9.98 (br s, IH, COOH).
BC-NMR (100 MHz, CDCLs): & = 12.4 (CH,CH3), 23.4 (CH,CH3), 65.7 (OCH,CO), 110.9
(Ar-CH), 123.5 (Ar-qC), 126.8 (Ar-CH), 128.2 (C=CH;), 131.7 (Ar-qC), 134.3 (Ar-qC),
150.2 (C=CH,), 155.0 (Ar-qC), 171.7 (COOH), 195.8 (C=0).
LC-MS m/z: 303.2 (100) [M+H]", 305.0 (71), 307.0 (10)
R (min): 18.9
Reinheit: 92 %

4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-buttersiure (MS38)

Cl @)

OH
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Methode DI1; Ansatz 1.00g (2.88 mmol) Ethyl-4-(4-Butyryl-2,3-dichlor-phenoxy)-
butanoat (MS24), 398 mg (2.88 mmol) Kaliumcarbonat, 173 mg (5.76 mmol) Formalde-
hyd (= 432 mg 40 %ige Lsg.); Reaktionszeit: 6 h Erhitzen unter Riickfluss.

Ausbeute: 918 mg (2.77 mmol, 96 %) weiller Feststoff

Schmelzpunkt: 84 — 86 °C
Molare Masse: 331.20 g/mol
Summenformel: C;sH;cCLLO4

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 = 1.14 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 2.19 (quintett, 2H, *J
= 6.4 Hz, CH,CH,CHy), 2.46 (q, 2H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 2.65 (t, 2H, *J = 7.0 Hz,
CH,CO), 4.14 (t, 2H,J = 6.0 Hz, OCH,), 5.58 (s, IH, C=CH), 5.91 (s, 1H, C=CH), 6.85 (d,
1H, 7J = 8.4 Hz, Ar-H), 7.14 (d, 1H, °J = 8.4 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.5 (CH,CH3), 24.1 (CH,CH,CH,),
30.1 (CH,COOH), 68.2 (OCH3), 110.3 (Ar-CH), 123.0 (Ar-qC), 127.0 (Ar-CH), 128.3
(C=CH,), 131.3 (Ar-qC), 132.9 (Ar-qC), 150.3 (C=CH,), 156.3 (Ar-qC), 178.1 (COOH),
196.0 (C=0).
IR (cm™) v =2962, 2889, 1699, 1662, 1585, 1464, 1433, 1412, 1385, 1327, 1288,
1267, 1211, 1113, 1049, 1001, 962, 931, 820, 781, 764, 658.
LC-MS m/z: 331.2 (100) [M+H]", 333.0 (64), 335.0 (9)

R¢ (min): 20.4

Reinheit: 70 %

Thioetacrynsiure, [2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-essigsiure
(MS39)

Cl 0]

cl s\)k
OH

Methode D1; Ansatz 2.10 g (6.26 mmol) Ethyl-2-(4-Butyryl-2,3-dichlorphenylsulfanyl)-
acetat (MS25), 1.04 mg (7.52 mmol) Kaliumcarbonat, 376 mg (12.5 mmol) Formaldehyd
(=941 mg 40 %ige Lsg.); Reaktionszeit: 5 h Erhitzen unter Riickfluss. Das Rohprodukt
wird als braunes Ol erhalten. Die weitere Aufreinigung erfolgte iiber priparative HPLC

(Wasser+0.1% Ameisensdure / Acetonitril+0.1% Ameisensdure 60 / 40).



172 Experimenteller Teil

Ausbeute: 19 mg (0.060 mmol, 1%) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 126 — 127 °C
Molare Masse: 319.21 g/mol
Summenformel: C;3H;2,C1,05S
"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.14 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH,CH3), 2.46 (q, 2H, °J =
7.5 Hz, CH,CH3), 3.77 (s, 2H, CH,COOH), 5.60 (s, 1H, C=CH), 5.97 (s, 1H, C=CH), 7.13
(d, 1H, °J=8.2 Hz, Ar-H), 7.27 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 34.3 (SCH>), 125.1
(Ar-CH), 126.5 (Ar-CH), 129.2 (C=CH;), 130.6 (Ar-qC), 131.8 (Ar-qC), 138.2 (Ar-qC),
138.4 (Ar-qC), 149.9 (C=CH,), 172.2 (COOH), 195.5 (C=0).
LC-MS m/z: 319 (66) [M+H]", 321 (45)
R¢ (min): 21.4
Reinheit: 100 %

3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-propionsiure (MS40)

Cl

Cl SWOH

O O

Methode DI1; Ansatz 2.50 g (7.16 mmol) Ethyl-3-(4-Butyryl-2,3-dichlor-phenylsulfanyl)-
propionat (MS26), 1.19 g (8.59 mmol) Kaliumcarbonat, 430 mg (14.3 mmol) Formaldehyd
(= 1.08 g 40 %ige Lsg.); Reaktionszeit: 5 h Erhitzen unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird aus Toluol umkristallisiert.
Ausbeute: 866mg (2.60 mmol, 36 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 132 —135 °C
Molare Masse: 333.24 g/mol
Summenformel: C;4H4CLLO;S
"H-NMR (400 MHz, CDCl): & = 1.14 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 2.46 (q, 2H, *J =
7.4 Hz, CH,CH3), 2.77 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, CH,COOH), 3.25 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, SCH,),
5.61 (s, 1H, C=CH), 5.96 (s, 1H, C=CH), 7.13 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.20 (d, 1H, °J =
8.2 Hz, Ar-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 27.1 (SCHa), 33.2
(SCH,CHy), 124.6 (Ar-CH), 126.3 (Ar-CH), 129.0 (C=CH,), 130.6 (Ar-qC), 132.0 (Ar-
qC), 137.7 (Ar-qC), 139.4 (Ar-qC), 150.0 (C=CH,), 176.5 (COOH), 195.7 (C=0).
IR (em™) ¥ =2968, 1703, 1664, 1574, 1429, 1410, 1362, 1296, 1271, 1205 1149,
1095, 999, 943, 866, 783.
LC-MS m/z: 333.2 (100) [M+H]", 335.0 (69), 337.0 (14)

R¢ (min): 21.0

Reinheit: 100 %

4-12,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-buttersiaure (MS41)

Cl O

Cl SM
OH

Methode D1; Ansatz 1.01 g (2.78 mmol) Ethyl-4-(4-Butyryl-2,3-dichlor-phenylsulfanyl)-
butanoat (MS27), 461 mg (3.34 mmol) Kaliumcarbonat, 167 mg (5.56 mmol) Formalehyd
(=417 mg 40 %ige Lsg.); Reaktionszeit: 6 h Erhitzen unter Riickfluss.
Ausbeute: 717 mg (2.06 mmol, 74 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 104 — 106 °C
Molare Masse: 347.26 g/mol
Summenformel: C;sH;,C1,05S
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 = 1.14 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 2.05 (quintett, 2H, *J
= 7.1 Hz, CH,CH,CHy), 2.46 (q, 2H, °J = 7.4 Hz, CH,CH3), 2.58 (t, 2H, °J = 7.1 Hz,
CH,CO), 3.04 (t, 2H, >J = 7.3 Hz, SCH>), 5.61 (s, 1H, C=CH), 5.95 (s, 1H, C=CH), 7.12 (d,
1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.20 (d, 1H, 7J = 8.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH,CH,),
31.4 (CH,COOH), 32.4 (SCH,), 124.0 (Ar-CH), 126.3 (Ar-CH), 128.9 (C=CH,), 130.5
(Ar-qC), 131.3 (Ar-qC), 137.1 (Ar-qC), 140.3 (C=CH,), 150.0 (Ar-qC), 178.0 (COOH),
195.8 (C=0).
IR (cm™) v =2970, 1705, 1660, 1570, 1435, 1363, 1325, 1244, 1203, 1173, 1149,
1093, 995, 933, 908, 870, 831, 796, 744, 671.
LC-MS m/z: 347.2 (100) [M+H]", 349.0 (70), 351.0 (13)



174 Experimenteller Teil

R¢ (min): 21.8
Reinheit: 97 %

8.5.6 Synthese der Amide/Ester ohne Michael-System

N-tert-Butyl-2,3-dichlorphenoxyacetamid (MS08)
Cl (@]
Cl @)
A

Methode C; Ansatz 420 mg (2.58 mmol) 2,3-Dichlorphenol, 534 mg (3.86 mmol) Kalium-

carbonat, 43 mg (0.258 mmol) Kaliumiodid, 1.00 g (5.15 mmol) Bromessigsaure-tertbutyl-
amid, 30 mL Aceton, Reaktionszeit: 5 h Erhitzen unter Riickfluss, anschlieSend 3d bei RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 540 mg (1.96 mmol, 76 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 123 °C
Molare Masse: 276.16 g/mol
Summenformel: C;,H;5C1,NO,
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 1.41 (s, 9H, CH3), 4.41 (s, 2H, OCH,CO), 6.69 (br s, 1H,
NH), 6.80 (dd, 1H, °J=7.7 Hz, ’J = 1.9 Hz, Ar-H), 7.13 — 7.20 (m, 2H, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCLs): & = 28.7 (CH3), 51.4 (C(CHs)s), 68.5 (OCH,CO), 111.7
(Ar-CH), 121.9 (Ar-qC, CCl), 123.6 (Ar-CH), 127.8 (Ar-CH), 134.1 (Ar-qC, CCl), 154.1
(Ar-qC), 166.1 (qC, CONH).
IR (cm™) v =3290, 3087, 2970, 1657, 1558, 1460, 1435, 1362, 1315, 1259, 1236,
1113, 1074, 1051, 945, 858, 766, 735, 704.
LC-MS m/z: 298 (100) [M+Na]", 276 (88) [M+H]", 278 (57)
R¢ (min): 23.5
Reinheit: 100 %
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N-Butyl-3-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-propionamid (MS28)

Cl

H
Cl 0] N~
5

Methode C; Ansatz 1.00 g (4.29 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on
(MS02), 889 mg (6.44 mmol) Kaliumcarbonat, 71 mg (0.429 mmol) Kaliumiodid, 1.40 g

(8.58 mmol) 3-Chlorpropionsdure-n-butylamid, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 8 h Erhitzen
unter Riickfluss. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Gradien-
ten-Elution: Cy/EtOAc 2:1 =» EtOAc 100%).
Ausbeute: 132 mg (0.366 mmol, 9 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 77 °C
Molare Masse: 360.28 g/mol
Summenformel: C;7H»;C1,NO;3

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 0.91 (t, 3H, °J = 7.2 Hz, n-butyl-CH3), 0.97 (t, 3H, J =
7.4 Hz, butyryl-CH3), 1.33 (sextett, 2H, =171 Hz, n-butyl-CH,CH3), 1.50 (quintett, 2H,
3J=17.3 Hz, NHCH,CH,), 1.72 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, butyryl-CH,CH3), 2.71 (t, 2H, J
= 6.0 Hz, OCH,CH,), 2.88 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, COCH,CH,CH3), 3.28 (q, 2H, °J = 7.1 Hz,
NHCH,CH,), 4.35 (t, 2H, °J = 6.0 Hz, OCH,CH,), 5.91 (br s, 1H, NH), 6.90 (d, 1H, 7/ =
8.6 Hz, Ar-H), 7.37 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H).
IR (cm™) v =3303, 2960, 2931, 2871, 1687, 1645, 1585, 1543, 1475, 1458, 1385,
1300, 1273, 1223, 1194, 1043, 945, 810, 758, 665.
ESI-MS (Loop) m/z: 360 (100) [M+H]", 362 (72), 364 (10)

N-tert-Butyl-3-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-propionamid (MS29)

Cl
H
Cl OwNﬁ/
o

@)
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Methode C; Ansatz 1.00g (4.29 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)butan-1-on
(MS02), 889 mg (6.44 mmol) Kaliumcarbonat, 71 mg (0.429 mmol) Kaliumiodid, 1.40 g
(8.58 mmol) 3-Chlorpropionsdure-tert-butylamid, 15 mL Aceton, Reaktionszeit: 6 h Er-
hitzen unter Riickfluss. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiOs,
Gradienten-Elution: Cy/EtOAc 2:1 = EtOAc 100%).
Ausbeute: 94 mg (0.261 mmol, 6 %) weiler Feststoff
Schmelzpunkt: 112 °C
Molare Masse: 360.28 g/mol
Summenformel: C;7H2;C1LNO5
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.96 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CHj3), 1.35 (s, 9H, (CH3)s),
1.71 (sextett, 2H, °J = 7.3 Hz, CH,CH3), 2.62 (t, 2H, *J = 5.8 Hz, OCH,CH), 2.88 (t, 2H,
3J = 7.3 Hz, COCH,CH,CHj3), 4.33 (t, 2H, *J = 5.8 Hz, OCH,CHy), 5.70 (br s, 1H, NH),
6.90 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.37 (d, 1H, °J = 8.8 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 13.7 (CH,CH3), 17.9 (CH,CH3), 28.8 (C(CH3)3), 37.7
(OCH,CH,), 44.7 (COCHa»), 51.5 (C(CH3)3), 66.1 (OCH,CH,), 110.5 (Ar-CH), 123.1 (Ar-
qC), 127.6 (Ar-CH), 131.2 (Ar-qC), 133.8 (Ar-qC), 156.6 (Ar-qC), 169.1 (qC, CONH),
202.0 (C=0).
IR (cm™) v =3344, 2960, 2931, 2873, 1684, 1645, 1577, 1545, 1452, 1410, 1381,
1362, 1292, 1273, 1211, 1078, 1036, 947, 910, 812, 760.
ESI-MS (Loop) m/z: 360 (100) [M+H]", 362 (68), 364 (10)

N-tert-Butyl-(4-butyryl-2,3-dichlorphenylsulfanyl)-acetamid (MS30)

Cl O
N
H

0]

Methode C; Ansatz 300 mg (1.20 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on

(MS12), 250 mg (1.81 mmol) Kaliumcarbonat, 20 mg (0.120 mmol) Kaliumiodid, 467 mg

(2.41 mmol) Bromessigsédure-tert-butylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 5 d Riihren bei

RT.

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 308 mg (0.850 mmol, 71 %) weiBBer Feststoff
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Schmelzpunkt: 96 °C
Molare Masse: 362.32 g/mol
Summenformel: C;¢H>;CLLNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.97 (t, 3H, °J = 7.3 Hz, CH,CHj3), 1.27 (s, 9H, (CH3)s),
1.71 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, CH,CH3), 2.86 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, COCH,CH,CHj3), 3.59 (s,
2H, SCH,), 6.36 (br s, 1H, NH), 7.11 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.28 (d, 1H, °J = 8.4 Hz,
Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 13.7 (CH,CH3), 17.7 (CH,CHj3), 28.4 (C(CHs)3), 36.8
(SCHy), 44.8 (COCH,CH,CH3), 51.7 (C(CHs)3), 123.8 (Ar-CH), 126.5 (Ar-CH), 130.2
(Ar-qC), 131.1 (Ar-qC), 138.6 (Ar-qC), 139.9 (Ar-qC), 165.7 (qC, CONH), 202.2 (C=0).
IR (cm™) v =3309, 3074, 2966, 1699, 1678, 1651, 1547, 1452, 1400, 1360, 1325,
1271, 1221, 1155, 1009, 808, 754.
ESI-MS (Loop) m/z: 362.6 (100) [M+H]", 364 (96), 365 (4)

N-Butyl-(4-butyryl-2,3-dichlorphenylsulfanyl)-acetamid (MS31)

Cl 0O
H/V\

Methode C; Ansatz 300 mg (1.20 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on
(MS12), 200 mg (1.44 mmol) Kaliumcarbonat, 20 mg (0.120 mmol) Kaliumiodid, 467 mg
(2.41 mmol) Bromessigsdure-n-butylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 24 h Riihren bei
RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 366 mg (1.01 mmol, 84 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 105 °C
Molare Masse: 362.32 g/mol
Summenformel: C;¢H>1CLLNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.84 (t, 3H, °J = 7.3 Hz, NH(CH,);CH3), 0.97 (t, 3H,
3J=17.4 Hz, COCH,CH,CH;), 1.21 (sext, 2H, °J=7.4 Hz, NHCH,CH,CH,CH3), 1.40
(quint, 2H, °J=7.3Hz, NHCH,CH,CH,CH;), 1.71 (sextett, 2H, °J = 7.3 Hz,
COCH,CH,CH3), 2.85 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 3.23 (q, 2H, °J=6.7 Hz,
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NHCH), 3.68 (s, 2H, SCH,), 6.56 (br s, 1H, NH), 7.09 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.27 (d,
1H, 7J = 8.3 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 13.6 (n-butyl-CHs), 13.7 (CH,CH3), 17.7 (CH,CHj3),
19.9 (NHCH,CH,CH,CH3), 31.4 (NHCH,CH,CH,CHj3), 36.0 (SCH,), 39.7 (NHCHS,), 44.8
(COCH,CH,CH3), 123.6 (Ar-CH), 126.6 (Ar-CH), 130.2 (Ar-qC), 131.0 (Ar-qC), 138.6
(Ar-qC), 139.7 (Ar-qC), 166.3 (qC, CONH), 202.1 (C=0).
IR (cm™) ¥ =3275, 3091, 2960, 2931, 2873, 1664, 1639, 1556, 1463, 1351, 1306,
1232, 1155, 1083, 1012, 903, 850, 812, 752.
LC-MS m/z: 362.4 (100) [M+H]", 364.1 (71), 366.0 (14)

R¢ (min): 22.8

Reinheit: 100 %

N-Benzyl-(4-butyryl-2,3-dichlorphenylsulfanyl)-acetamid (MS32)

Cl

O
N
H

Methode C; Ansatz 400 mg (1.61 mmol) 1-(2,3-Dichlor-4-mercaptophenyl)butan-1-on
(MS12), 266 mg (1.93 mmol) Kaliumcarbonat, 27 mg (0.16 mmol) Kaliumiodid, 439 mg
(1.93 mmol) Bromessigsdure-benzylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 24 h Riihren bei
RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1). Ein Teil
des Produkts wird zusétzlich aus Ethanol umkristallisiert.
Ausbeute: 572 mg (1.44 mmol, 90 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 106 °C
Molare Masse: 396.34 g/mol
Summenformel: C;9H;9C1LNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.98 (t, 3H, °J= 7.5 Hz, CH,CH3), 1.73 (sextett, 2H, °J
= 7.4 Hz, CH,CHj3), 2.85 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, COCH,CH,CHj3), 3.74 (s, 2H, SCH>), 4.42 (d,
2H, ] =6.1 Hz, NHCH,), 6.85 (br s, 1H, NH), 7.10 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7.25 (m, 5H,
5 x Ar-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 13.7 (CH,CH3), 17.7 (CH,CH3), 36.0 (SCH,), 43.9
(NHCH,), 44.8 (COCH,CH,CHj3), 123.8 (Ar-CH), 126.6 (Ar-CH), 127.6 (2 Ar-CH), 127.7
(Ar-CH), 128.7 (2 Ar-CH), 130.2 (Ar-qC), 131.2 (Ar-qC), 137.4 (Ar-qC), 138.7 (Ar-qC),
139.5 (Ar-qC), 166.5 (qC, CONH), 202.1 (C=0).
IR (em™) ¥ =3265, 3068, 3032, 2960, 2929, 2871, 1662, 1635, 1550, 1454, 1427,
1360, 1306, 1228, 1157, 1078, 1009, 903, 852, 808, 744, 694.
LC-MS m/z: 396.5 (100) [M+H]", 398.1 (80), 400.1 (13)

R¢ (min): 22.9

Reinheit: 100 %

(2-Brom-4-butyrylphenoxy)-N-butyl-acetamid (MS34)

Br O

O\)J\N/V\

H

Methode C; Ansatz: 0.50 g (2.06 mmol) 1-(3-Brom-4-hydroxy-phenyl)-butan-1-on (MS03),
0.43 g (3.09 mmol) Kaliumcarbonat, 0.07 g (0.42 mmol) Kaliumiodid, 0.80 g (4.12 mmol)
Bromessigsdure-n-butylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 4 h Erhitzen unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1) und im
Anschluss aus Methanol umkristallisiert.
Ausbeute: 160 mg (0.45 mmol, 22 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 82 — 83 °C (Methanol)
Molare Masse: 356.26 g/mol
Summenformel: C;¢H2BrNO;

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.94 (t, 3H, °J= 7.3 Hz, NH(CH,);CH3), 0.99 (t, 3H,
3J=17.3 Hz, HCCH,CH,CO), 1.40 (sextett, 2H, *J=7.3 Hz, NHCH,CH,CH,CH3), 1.56
(quint, 2H, *J=7.3 Hz, J= 8.4 Hz, NHCH,CH,CH,CH3), 1.76 (sextett, 2H,’J=7.3 Hz,
H;CCH,CH,CO), 2.88 (t, 2H, *J=7.3 Hz, H;CCH,CH,CO), 3.39 (q, 2H, 'J=6.3 Hz,
NHCH,), 4.57 (s, 2H, OCH,CO), 6.81 (br s, 1H, NH), 6.90 (d, 1H, °J= 8.6 Hz, Ar-H), 7.91
(d, 1H, 7J= 8.6 Hz, Ar-H), 8.20 (s, 1H, Ar-H).
BC-NMR (100.61 MHz, CDCls): & = 13.7 (H;CCH,CH,CO), 13.8 (NH(CH,);CH3), 17.7
(H;CCH,CH,CO), 20.0 (NHCH,CH,CH,CHj3), 31.4 (NHCH,CH,CH,CHj3), 38.9 (NH-
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CH,), 40.3 (H;CCH,CH,CO), 67.9 (OCH,CO), 112.3 (Ar-qC), 112.5 (Ar-CH), 129.4 (Ar-
CH), 132.4 (Ar-qC), 133.6 (Ar-CH), 156.7 (Ar-qC), 166.6 (CONH), 197.6 (qC, C=0).

(2-Brom-4-butyrylphenoxy)-N-hexyl-acetamid (MS35)

Br O
N
H

Methode C; Ansatz: 0.50 g (2.06 mmol) 1-(3-Brom-4-hydroxy-phenyl)-butan-1-on (MS03),
0.43 g (3.09 mmol) Kaliumcarbonat, 0.03 g (0.21 mmol) Kaliumiodid, 0.92 g (4.12 mmol)
Bromessigsaure-n-hexylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 4 h Erhitzen unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird séulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1) und im
Anschluss aus Methanol umkristallisiert.
Ausbeute: 380 mg (0.99 mmol, 48 %) hell gelber Feststoff
Schmelzpunkt: 69 — 70 °C (Methanol)
Molare Masse: 384.31 g/mol
Summenformel: C;gHycBrNO;
"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.88 t, (3H, *J= 6.6 Hz, NH(CH,)sCH3), 0.99 (t,
3H,’J= 7.4 Hz, H;CCH,CH,CO), 1.25-1.42 (m, 6H, 3 x CH,), 1.55 (quint, 2H, *J= 4.3 Hz,
3J=17.5 Hz, NHCH,CH,), 1.76 (sextett, 2H, *J=7.3 Hz, H;CCH,CH,CO), 2.88 (t, 2H,
3J=17.3 Hz, H;CCH,CH-CO), 3.38 (q, 2H, *J= 6.0 Hz, °J= 7.1 Hz, NHCH,), 4.57 (s, 2H,
OCH,CO), 6.81 (br s, 1H, NH), 6.90 (d, 1H, *J= 8.6 Hz, Ar-H), 7.93 (d, 1H, °J= 8.6 Hz,
Ar-H), 8.20 (s, 1H, Ar-H).
BC-NMR (100.61 MHz, CDCls): & = 13.8 (H;CCH,CH,CO), 14.0 (NH(CH,)sCH3), 17.8
(H;CCH,CH,CO), 22.6 (NH(CH,)4sCH,CH3), 26.5 (CH>), 29.3 (CH»), 31.4 (NHCH,CH,),
39.2 (NHCH,), 40.3 (H3CCH,CH,CO), 67.9 (OCH,CO), 112.3 (Ar-qC), 112.5 (Ar-CH),
129.4 (Ar-CH), 133.6 (Ar-qC), 156.8 (Ar-CH), 161.5 (Ar-qC), 168.7 (CONH), 199.6 (qC,
C=0).
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N-Benzyl-2-(2-brom-4-butyrylphenoxy)-acetamid (MS36)

B
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o
N
H
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Methode C; Ansatz: 0.50 g (2.06 mmol) 1-(3-Brom-4-hydroxy-phenyl)-butan-1-on (MS03),
0.43 g (3.09 mmol) Kaliumcarbonat, 0.03 g (0.21 mmol) Kaliumiodid, 0.94 g (4.12 mmol)
Bromessigsaurebenzylamid, 10 mL Aceton, Reaktionszeit: 4 h Erhitzen unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 270 mg (0.69 mmol, 34 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 110—-111 °C
Molare Masse: 390.28 g/mol
Summenformel: C;9H,(BrNO;

"H-NMR (400.13 MHz, CDCl3): & = 0.99 (t, 3H, °J=7.3 Hz, H3CCH,), 1.75 (sextett, 2H,
3J=17.3 Hz, HsCCH,), 2.87 (t, 2H, *J=7.0 Hz, HsCCH,CH,), 4.57 (d, 2H, °J=6.0 Hz,
NHCH,), 4.64 (s, 2H, OCH,CO), 6.91 (d, 1H, *J=8.5 Hz, Ar-H), 7.13 (br s, 1H, NH),
7.25-7.36 (5H, m, Ar-H), 7.90 (d, 1H, °J= 8.6 Hz, Ar-H), 8.17 (s, 1H, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 13.8 (CH,CH3), 17.7 (CH,CH3), 40.3 (CH,CH,CHj),
43.2 (NHCH,), 68.0 (OCH,CO), 112.4, (Ar-qC), 112.6 (Ar-CH), 127.6 (2 Ar-CH), 127.7
(2 Ar-CH), 128.8 (Ar-CH), 129.3 (Ar-CH), 132.5 (Ar-qC), 133.6 (Ar-CH), 137.5 (Ar-qC),
156.7 (Ar-qC), 166.6 (qC, CONH), 197.6 (qC, C=0).

N-tert-Butyl-2-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetamid (MS43)

Cl O
cl o )V
N
H
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Methode E1; Ansatz: 500 mg (1.72 mmol) 4-Butyryl2,3-dichlor-phenoxyessigsaure, 198
mg (1.72 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 354 mg (1.72 mmol) DCC, 251 mg (3.43 mmol)
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tert-Butylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit: 21 d. Das erhaltene Rohprodukt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (Si0,, Cy/EtOAc 1:1).
Ausbeute: 374 mg (1.08 mmol, 63 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 129 °C
Molare Masse: 346.25 g/mol
Summenformel: C;¢H,C1,NO3
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.97 (t, 3H, °J = 7.4 Hz, CH,CHj3), 1.41 (s, 9H, (CHs)3),
1.72 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, CH,CHs), 2.88 (t, 2H, *J = 7.2 Hz, COCH,CH,CH3), 4.44 (s,
2H, OCH,), 6.62 (br s, 1H, NH), 6.84 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.38 (d, 1H, *J = 8.6 Hz,
Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 13.7 (CH,CH3), 17.8 (CH,CHj3), 28.7 (C(CHs)3), 44.7
(COCH,), 51.5 (C(CHj3)3), 68.4 (OCH,), 111.1 (Ar-CH), 123.2 (Ar-qC), 127.6 (Ar-CH),
131.4 (Ar-qC), 134.9 (Ar-qC), 155.2 (Ar-qC), 165.5 (qC, CONH), 201.8 (C=0).
IR (cm™) v =3265, 3086, 2964, 2933, 2873, 1699, 1655, 1585, 1568, 1468, 1433,
1381, 1362, 1315, 1263, 1225, 1130, 1105, 1080, 1024, 945, 802, 742.
LC-MS m/z: 346 (100) [M+H]", 348 (65), 350 (10)
R¢ (min): 24.7
Reinheit: 100 %

N-Butyl-2-(4-butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetamid (MS44)

c
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Methode E1; Ansatz: 500 mg (1.72 mmol) 4-Butyryl-2,3-dichlor-phenoxyessigsaure,
198 mg (1.72 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 354 mg (1.72 mmol) DCC, 251 mg
(3.43 mmol) n-Butylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit: 21 d. Das erhaltene Roh-
produkt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 1:1).
Ausbeute: 270 mg (0.880 mmol, 45 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 76 °C
Molare Masse: 346.25 g/mol
Summenformel: C;¢H>;C1,NO3
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"H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 0.92 —0.98 (m, 6H, NH(CH,);CH;, COCH,CH,CH5),
1.38 (sext, 2H, °J=7.4Hz, NHCH,CH,CH,CHs), 1.55 (quint, 2H, °J=7.3Hz,
NHCH,CH,CH,CHj3), 1.72 (sextett, 2H, *J = 7.3 Hz, COCH,CH,CH3), 2.88 (t, 2H, *J =
7.3 Hz, COCH,CH,CHj), 3.37 (q, 2H, °J = 6.7 Hz, NHCH,), 4.55 (s, 2H, OCHb,), 6.72 (br
s, 1H, NH), 6.85 (d, 1H, °J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.38 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 8 = 13.7 (n-butyl-CH;, CH,CH3), 17.8 (CH,CH3), 20.0
(NHCH,CH,CH,CH3), 31.5 (NHCH,CH,CH,CHj3), 38.9 (NHCHS,), 44.8 (COCH,CH,CH3),
68.2 (OCH,), 111.0 (Ar-CH), 123.3 (Ar-qC), 127.6 (Ar-CH), 131.4 (Ar-qC), 135.0 (Ar-
qC), 155.1 (Ar-qC), 166.4 (qC, CONH), 201.8 (C=0).
IR (em™) ¥ =3379, 3024, 2960, 2933, 2873, 1697, 1672, 1589, 1537, 1466, 1446,
1406, 1387, 1298, 1265, 1223, 1130, 1055, 916, 802, 758, 725.
LC-MS m/z: 346 (100) [M+H]", 348 (68), 350 (9)

R¢ (min): 23.6

Reinheit: 100 %

8.5.7 Synthese der Etacrynsiureamid-Derivate

N-tert-Butyl-4-|2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-butanamid (MS45)

cl i o\/\/ﬁ\%

N
H

Methode EIl; Ansatz: 150 mg (0.453 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-
phenoxy]-buttersdure (MS38), 52 mg (0.453 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 93 mg
(0.453 mmol) DCC, 33 mg (0.453 mmol) tert-Butylamin, 10 mL Dichlormethan, 5 mL
THF, Reaktionszeit: 20 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
gereinigt (Si0,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 89 mg (0.230 mmol, 51 %) farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 100 °C
Molare Masse: 386.32 g/mol
Summenformel: C;9H,5C1,NO3
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.13 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH,CH;), 1.29 (s, 9H, C(CH3)3),
2.15 (quintett, 2H, *J = 6.5 Hz, OCH,CH,CH,), 2.35 (t, 2H, °J = 7.0 Hz, OCH,CH,CH>),
2.45 (q, 2H, J = 7.5 Hz, CH,CHj3), 4.12 (t, 2H, °J = 6.0 Hz, OCH,CH,CHy), 5.36 (br s, 1H,
NH), 5.57 (s, 1H, C=CH), 5.91 (s, 1H, C=CH), 6.87 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.14 (d,
1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.5 (CH,CH3), 24.8 (CH,CH,CH,),
28.8 (C(CHs)s), 33.2 (CH,CONH), 51.2 (C(CHs)s), 68.4 (OCH,), 110.5 (Ar-CH), 122.7
(Ar-qC), 127.2 (Ar-CH), 128.2 (C=CH,), 131.2 (Ar-qC), 132.7 (Ar-qC), 150.3 (C=CH,),
156.4 (Ar-qC), 171.3 (CONH), 196.0 (C=0).
IR (em™) ¥ =3356, 2966, 2927, 1664, 1641, 1591, 1545, 1460, 1385, 1360, 1335,
1298, 1259, 1217, 1119, 1092, 1034, 1005, 957, 825, 804, 764, 698.
LC-MS m/z: 386.4 (100) [M+H]", 388.1 (68), 390.1 (11)

R¢ (min): 23.8

Reinheit: 94 %

N,N-Dibutyl-4-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-butanamid (MS46)

Sl

Methode EI; Ansatz: 150 mg (0.453 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-

phenoxy]-buttersdure (MS38), 52 mg (0.453 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 93 mg
(0.453 mmol) DCC, 33 mg (0.255 mmol) Dibutylamin*, 10 mL Dichlormethan, 5 mL THF,
Reaktionszeit: 20 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt
(Si0,, Cy/EtOAc 2:1).

* Das Dibutylamin war von Herstellerseite fialschlicherweise als n-Butylamin deklariert.
Die Masse der Einwaage an Dibutylamin entspricht einem Aquivalent n-Butylamin.

Ausbeute: 50 mg (0.113 mmol, 44 %) farbloser viskoser Feststoff
Molare Masse: 442.43 g/mol
Summenformel: C,3H33C1,NO;3

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.91 (m, 6H, 2 x N(CH,);CHs), 1.13 (t, 3H, *J=7.5 Hz,
CH,CH3), 1.29 (m, 4H, 2 x N(CH,),CH,), 1.50 (m, 4H, 2 x NCH,CH,), 2.19 (quintett, 2H,
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J = 6.5 Hz, OCH,CH,CH,), 2.46 (q, 2H, °J = 7.5 Hz, CH,CHj3), 2.59 (t, 2H, °J = 7.0 Hz,
OCH,CH,CH,), 3.23 (t, 2H, *J = 7.7 Hz, NCH,), 3.30 (t, 2H, *J = 7.6 Hz, NCH>), 4.14 (t,
2H, °J = 6.0 Hz, OCH,CH,CH,), 5.57 (s, 1H, C=CH), 5.90 (s, |H, C=CH), 6.88 (d, 1H, °J
= 8.5 Hz, Ar-H), 7.14 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 12.4 (CH,CH3), 13.8 (N(CH,);CH3), 13.9 (N(CH,)3-
CH3), 20.1 (N(CH,),CH,), 20.3 (N(CH,),CH,), 23.5 (CH,CHj3), 24.8 (CH,CH,CH,), 28.7
(CH,CONH), 30.0 (NCH,CH,), 31.2 (NCH,CH,), 45.8 (NCH,), 47.8 (NCH,), 68.7
(OCH,), 110.3 (Ar-CH), 122.7 (Ar-qC), 127.2 (Ar-CH), 128.2 (C=CH,), 131.1 (Ar-qC),
132.5 (Ar-qC), 150.4 (C=CH,), 156.5 (Ar-qC), 171.5 (CONH), 196.0 (C=0).
IR (em™) ¥ =2958, 2929, 2871, 1637, 1585, 1460, 1383, 1288, 1259, 1209, 1115,
1038, 964, 806, 769.
LC-MS m/z: 442.5 (100) [M+H]", 444.1 (62), 446.2 (10)

R (min): 29.2

Reinheit: 99 %

4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-N-hexyl-butanamid (MS47)

Cl O]

H

Methode EIl; Ansatz: 150 mg (0.453 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-
phenoxy]-buttersdure (MS38), 52 mg (0.453 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 93 mg
(0.453 mmol) DCC, 46 mg (0.453 mmol) n-Hexylamin, 10 mL Dichlormethan, 5 mL THF,
Reaktionszeit: 20 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt
(Si0,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 47 mg (0.113 mmol, 25 %) weiller viskoser Feststoff
Molare Masse: 414.38 g/mol
Summenformel: C,;;Hy9C1,NO;3

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.85 (t, 3H, >J = 7.1 Hz, N(CH,)sCH5), 1.13 (t, 3H, *J =
7.3 Hz, CH,CHj3), 1.24 (m, 6H, 3 x CHy), 1.44 (m, 2H, CH;), 2.18 (quintett, 2H, =
6.5 Hz, OCH,CH,CH,), 2.42 (m, 4H, OCH,CH,CH,, CH,CH3), 3.21 (q, 2H, °J = 6.6 Hz,
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NCH),), 4.12 (t, 2H, °J = 5.9 Hz, OCH,CH,CH>), 5.57 (s, 1H, C=CH), 5.64 (br s, |H, NH),
5.90 (s, 1H, C=CH), 6.86 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.13 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 12.4 (CH,CH3), 14.0 (N(CH,)sCH3) 22.5 (CHy), 23.5
(CH,CH3), 24.8 (CH,CH,CH,), 26.5 (CH,), 29.5 (CH,), 31.4 (CH,), 32.4 (CH,CONH),
39.6 (NHCH,), 68.4 (OCH,), 110.4 (Ar-CH), 122.7 (Ar-qC), 127.2 (Ar-CH), 128.2
(C=CH,), 131.1 (Ar-qC), 132.7 (Ar-qC), 150.3 (C=CH,), 156.3 (Ar-qC), 171.9 (CONH),
195.9 (C=0).
IR (cm™) ¥ =3311, 2960, 2929, 1732, 1666, 1641, 1585, 1545, 1462, 1385, 1336,
1288, 1201, 1117, 1038, 962, 802, 764.
LC-MS m/z: 414 (100) [M+H]", 416 (67), 418 (10)

R¢ (min): 26.4

Reinheit: 94 %

N-Benzyl-4-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-butanamid (MS48)

Cl

O
N
H

Methode EIl; Ansatz: 150 mg (0.453 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-
phenoxy]-buttersdure (MS38), 52 mg (0.453 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 93 mg
(0.453 mmol) DCC, 49 mg (0.453 mmol) Benzylamin, 15 mL Dichlormethan, Re-
aktionszeit: 14 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,,
Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 100 mg (0.238 mmol, 53 %) weiBBer Feststoff
Schmelzpunkt: 112 °C
Molare Masse: 420.34 g/mol
Summenformel: C;,Hy;C1,NO;3

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 1.14 (t, 3H, *J = 7.5 Hz, CH,CHj3), 2.22 (quintett, 2H, *J
= 6.4 Hz, OCH,CH,CH,), 2.49 (m, 4H, OCH,CH,CH,, CH,CH3), 4.12 (t, 2H, *J = 6.0 Hz,
OCH,CH,CH,), 4.43 (d, 2H, °J = 5.5 Hz, NCH,), 5.58 (s, 1H, C=CH), 5.83 (br s, 1H, NH),
5.91 (s, 1H, C=CH), 6.84 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.13 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.27
(m, 5H, CeHs).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 12.4 (CH,CHj3), 23.5 (CH,CHj3), 24.8 (CH,CH,CH,),
32.4 (CH,CONH), 43.7 (NHCHa), 68.3 (OCH,), 110.4 (Ar-CH), 122.8 (Ar-qC), 127.2 (Ar-
CH), 127.6 (Ar-CH), 127.8 (2 x CH, Ar-CH), 128.2 (C=CH,), 128.7 (2 x CH, Ar-CH),
131.2 (Ar-qC), 132.8 (Ar-qC), 138.1 (Ar-qC), 150.4 (C=CH,), 156.3 (Ar-qC), 171.7
(CONH), 196.0 (C=0).
IR (em™) ¥ =3300, 3033, 2966, 2925, 2879, 1653, 1630, 1585, 1531, 1458, 1379,
1282, 1265, 1205, 1115, 1041, 1003, 960, 947, 806, 783, 748, 698.
LC-MS m/z: 420 (100) [M+H]", 422 (70), 424 (10)

R, (min): 24.0

Reinheit: 100 %

N-tert-Butyl-3-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-propionamid
(MS49)

Cl

cl Sv\ﬂ/l\ﬁ/

O O

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.360 mmol) 3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-propionsdure (MS40), 41 mg (0.360 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.360 mmol) DCC, 26 mg (0.360 mmol) fert-Butylamin, 15 mL Dichlormethan, Re-
aktionszeit: 14 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,,
Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 79 mg (0.203 mmol, 57 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 97 °C
Molare Masse: 388.36 g/mol
Summenformel: C;sH»;CLNO>S

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.13 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH,CHj3), 1.34 (s, 9H, C(CH3)3),
2.45 (m, 4H, SCH,CH,, CH,CH3), 3.25 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, SCH,CH,), 5.35 (br s, 1H, NH),
5.60 (s, IH, C=CH), 5.95 (s, 1H, C=CH), 7.11 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.22 (d, 1H, *J =
8.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 28.0 (SCH,), 28.8
(C(CHj3)3), 36.1 (SCH,CH»), 51.6 (C(CHs3)s), 124.1 (Ar-CH), 126.3 (Ar-CH), 129.0
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(C=CH»), 130.4 (Ar-qC), 131.3 (Ar-qC), 137.1 (Ar-qC), 140.3 (Ar-qC), 150.0 (qC,
(C=CH), 169.3 (qC, CONH), 195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3392, 2964, 2927, 1678, 1651, 1574, 1523, 1452, 1362, 1267, 1223,
1153, 1095, 993, 949, 868, 825, 795, 764.
LC-MS m/z: 388.3 (100) [M+H]", 390.1 (73), 392.1 (13)

R¢ (min): 24.8

Reinheit: 86 %

N,N-Dibutyl-3-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-propionamid
(MS50)

Cl

Cl S N\/\/
ij Y

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.360 mmol) 3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-

sulfanyl]-propionsdure (MS40), 41 mg (0.360 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.360 mmol) DCC, 26 mg (0.201 mmol) Dibutylamin*, 15 mL Dichlormethan, Re-
aktionszeit: 14 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,,
Cy/EtOAc 2:1).
* Das Dibutylamin war von Herstellerseite falschlicherweise als n-Butylamin deklariert.
Die Masse der Einwaage an Dibutylamin entspricht einem Aquivalent #-Butylamin.
Ausbeute: 56 mg (0.126 mmol, 63 %) farbloser viskoser Feststoff
Molare Masse: 444.47 g/mol
Summenformel: CyH3;CLNO,S
"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 0.91 (m, 6H, 2 x N(CH,);CH3),1.14 (t, 3H, °J = 7.5 Hz,
CH,CH3), 1.29 (m, 4H, 2 x N(CH,),CH>), 1.50 (m, 4H, 2 x NCH,CH,), 2.45 (q, 2H, *J =
7.4 Hz, CH,CHj3), 2.68 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, SCH,CH,), 3.14 — 3.33 (m, 6H, SCH,CH,,
2 x NCH,), 5.60 (s, 1H, C=CH), 5.94 (s, 1H, C=CH), 7.12 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.21
(d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCLs): & = 12.4 (CH,CH3), 13.77 (N(CH,);CH3), 13.84 (N(CH,)s-
CH3), 20.1 (N(CH,).CH,), 20.3(N(CH;),CH»), 23.3 (CH,CH3), 27.9 (SCH,), 29.9
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(NCH»CH,), 31.2 (NCH2CHb»), 32.0 (SCH,CH,), 46.0 (NCH,), 47.7 (NCH3), 123.6 (Ar-
CH), 126.4 (Ar-CH), 128.8 (C=CH,), 130.4 (Ar-qC), 130.9 (Ar-qC), 136.9 (Ar-qC), 140.7
(Ar-qC), 150.0 (qC, C=CH,), 169.7 (qC, CONH), 195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =2958, 2929, 2871, 1637, 1572, 1427, 1360, 1288, 1261, 1147, 997, 870,
793.
LC-MS m/z: 444.6 (100) [M+H]", 446.2 (61), 448.2 (12)

R¢ (min): 29.5

Reinheit: 91 %

3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-N-hexyl-propionamid (MS51)

Cl
H
Cl SWN\/\/\/
)

O

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.360 mmol) 3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-propionsdure (MS40), 41 mg (0.360 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.360 mmol) DCC, 36 mg (0.360 mmol) n-Hexylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktions-
zeit: 14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 84 mg (0.202 mmol, 56 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 77 °C
Molare Masse: 416.41 g/mol
Summenformel: C,;oH,7C1LNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.87 (t, 3H, °J = 6.9 Hz, NH(CH,)sCH5), 1.14 (t, 3H, °J
= 7.4 Hz, CH,CH3), 1.28 (m, 6H, 3 x CH,), 1.48 (m, 2H, CH,), 2.46 (q, 2H, *J = 7.4 Hz,
CH,CHj3), 2.52 (t, 2H, °J = 7.4 Hz, SCH,CH>), 3.25 (q, 2H, °J = 7.1 Hz, NHCH>), 3.28 (t,
2H, °J = 7.4 Hz, SCH,CH,), 5.56 (br s, 1H, NH), 5.60 (s, 1H, C=CH), 5.95 (s, 1H, C=CH),
7.12 (d, 1H, °J= 8.1 Hz, Ar-H), 7.21 (d, 1H, °J= 8.1 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 12.4 (CH,CH3), 14.0 (NH(CH,)sCH3), 22.5 (CHy), 23.3
(CH,CH3), 26.6 (CH), 28.0 (SCH,), 29.5 (CH,), 31.4 (CH,), 35.4 (SCH,CH;), 39.8
(NHCH,), 124.0 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 129.0 (C=CH,), 130.4 (Ar-qC), 131.3 (Ar-qC),
137.1 (Ar-qC), 140.2 (Ar-qC), 150.0 (qC, C=CH,), 169.9 (qC, CONH), 195.7 (qC, C=0).
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IR (cm™) v =3300, 2929, 2852, 1658, 1639, 1576, 1543, 1464, 1415, 1358, 1294,
1259, 1198, 1151, 1092, 995, 945, 862, 823, 789.
LC-MS m/z: 833 (100) [2M+H]", 416 (59) [M+H]", 418 (39)

R¢ (min): 27.0

Reinheit: 93 %

N-Benzyl-3-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-propionamid (MS52)

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.360 mmol) 3-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-propionsdure (MS40), 41 mg (0.360 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.360 mmol) DCC, 39 mg (0.360 mmol) Benzylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktions-
zeit: 14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 100 mg (0.237 mmol, 66 %) weiler Feststoff
Schmelzpunkt: 123 °C
Molare Masse: 422.38 g/mol
Summenformel: C;;H,;Cl,NO,S
"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 1.14 (t, 3H, *J = 7.5 Hz, CH,CH3), 2.46 (q, 2H, *J =
7.4 Hz, CH,CHs), 2.58 (t, 2H, *J = 7.2 Hz, SCH,CH}>), 3.32 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, SCH,CH,),
4.45 (q, 2H, °J = 5.5 Hz, NHCH>), 5.60 (s, 1H, C=CH), 5.80 (br s, 1H, NH), 5.95 (s, 1H,
C=CH), 7.11 (d, 1H, 7J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.21 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, Ar-H), 7.28 (m, 5H,
CeHs).
BC-NMR (100 MHz, CDCly): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CHj3), 28.0 (SCH,), 35.3
(SCH,CH»), 43.9 (NHCH,), 124.1 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 127.7 (Ar-CH), 127.9 (2 x Ar-
CH), 128.8 (2 x Ar-CH), 129.0 (C=CH»), 130.5 (Ar-qC), 131.4 (Ar-qC), 137.3 (Ar-qC),
137.8 (Ar-qC), 140.0 (Ar-qC), 150.0 (qC, C=CH,), 169.9 (qC, CONH), 195.7 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3276, 2925, 2850, 1657, 1633, 1570, 1545, 1456, 1414, 1360, 1292,
1259, 1200, 1151, 1090, 989, 945, 864, 829, 795, 744, 694.
LC-MS m/z: 845 (100) [2M+H]", 422 (99) [M+H]", 424 (66)
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R¢ (min): 24.6
Reinheit: 89 %

N-tert-Butyl-4-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-butanamid (MSS53)

c

cl | s\/\/(llm/k

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.346 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-buttersdure (MS41), 41 mg (0.346 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg (0.346
mmol) DCC, 25 mg (0.346 mmol) tert-Butylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit:
14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).

Ausbeute: 50 mg (0.124 mmol, 36 %) farbloser viskoser Feststoff

Molare Masse: 402.39 g/mol
Summenformel: C;9H>5C1LNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.14 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH,CHj3), 1.34 (s, 9H, C(CH3)3),
2.04 (quintett, 2H, °J = 7.0 Hz, CH,CH,CH,), 2.28 (t, 2H, °J = 6.9 Hz, SCH,CH,CH>),
2.46 (q, 2H, °J=7.5 Hz, CH,CH3), 3.02 (t, 2H, *J = 7.1 Hz, SCH,CH,CH,), 5.28 (br s, 1H,
NH), 5.61 (s, 1H, C=CH), 5.95 (s, 1H, C=CH), 7.12 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.21 (d,
1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 24.0 (CH,CH,CH,),
28.8 (C(CHj3)3), 31.6 (SCH»), 35.6 (SCH,CH,CHa»), 51.4 (C(CH3)3), 123.7 (Ar-CH), 126.4
(Ar-CH), 128.9 (C=CH,), 130.3 (Ar-qC), 130.9 (Ar-qC), 136.8 (Ar-qC), 140.8 (Ar-qC),
150.0 (qC, C=CH,), 170.9 (qC, CONH), 195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3313, 2966, 2927, 2360, 1649, 1570, 1452, 1390, 1360, 1292, 1259,
1221, 1149, 997, 870, 795.
LC-MS m/z: 402.2 (100) [M+H]", 404.2 (82), 406.1 (14)

R¢ (min): 25.3

Reinheit: 90 %
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N,N-Dibutyl-4-|2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-butanamid (MS54)

Cl O

1

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.346 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-buttersdure (MS41), 41 mg (0.346 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.346 mmol) DCC, 25 mg (0.193 mmol) Dibutylamin*, 15 mL Dichlormethan, Reaktions-
zeit: 14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
* Das Dibutylamin war von Herstellerseite falschlicherweise als n-Butylamin deklariert.
Die Masse der Einwaage an Dibutylamin entspricht einem Aquivalent #-Butylamin.

Ausbeute: 72 mg (0.157 mmol, 81 %) farbloser viskoser Feststoff

Molare Masse: 458.49 g/mol
Summenformel: Cy3H33CLNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.91 (m, 6H, 2 x N(CH,);CHs), 1.14 (t, 3H, °J=7.5 Hz,
CH,CH3), 1.30 (m, 4H, 2 x N(CH,),CH,), 1.51 (m, 4H, 2 x NCH,CH,), 2.08 (quintett, 2H,
3J=17.0 Hz, CH,CH,CH,), 2.50 (m, 4H, SCH,CH,CH,, CH,CH3), 3.07 (t, 2H, °J = 7.1 Hz,
SCH,CH,CH,), 3.20 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, NCH,), 3.30 (t, 2H, *J = 7.3 Hz, NCH)), 5.60 (s,
1H, C=CH), 5.94 (s, 1H, C=CH), 7.13 (d, 1H, °J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.27 (d, 1H, °J = 8.3 Hz,
Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 12.4 (CH,CH3), 13.8 (N(CH,);CH3), 13.9 (N(CH,)s-
CH3), 20.1 (N(CH;),CH,), 20.3 (N(CH;),CH,), 23.4 (CH,CH3), 23.9 (CH,CH,CH,), 30.0
(NCH:CH,), 31.2 (NCH2CH»), 31.2 (SCH,CH,CH,), 31.7 (SCH3), 45.8 (NCH,), 47.7
(NCH,), 123.7 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 128.8 (C=CH,), 130.3 (Ar-qC), 130.7 (Ar-qC),
136.6 (Ar-qC), 141.0 (Ar-qC), 150.1 (qC, C=CH,), 171.0 (qC, CONH), 195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =2958, 2929, 2871, 1635, 1572, 1427, 1362, 1292, 1259, 1217, 1149,
997, 795.
LC-MS m/z: 458.5 (100) [M+H]", 460.2 (67), 462.2 (12)

R¢ (min): 29.5

Reinheit: 92 %
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4-12,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-N-hexyl-butanamid (MS55)

Cl O

H

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.346 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-buttersdure (MS41), 41 mg (0.346 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.346 mmol) DCC, 35 mg (0.346 mmol) n-Hexylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktions-
zeit: 14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).

Ausbeute: 92 mg (0.214 mmol, 62 %) weiller Feststoff

Schmelzpunkt: 70 °C
Molare Masse: 430.44 g/mol
Summenformel: C;;H29C1LNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCLs): & = 0.87 (t, 3H, °J = 6.7 Hz, NH(CH,)sCH;), 1.14 (t, 3H, °J
= 7.5 Hz, CH,CH3), 1.27 (m, 6H, 3 x CH,), 1.48 (m, 2H, CH,), 2.07 (quintett, 2H, °J =
7.0 Hz, CH,CH,CH,), 2.35 (t, 2H, °J = 7.0 Hz, SCH,CH,CH>), 2.46 (q, 2H, °J = 7.5 Hz,
CH,CH3), 3.03 (t, 2H, *J = 7.1 Hz, SCH,CH,CH,), 3.24 (q, 2H, °J = 7.0 Hz, NHCH,), 5.44
(br s, 1H, NH), 5.60 (s, 1H, C=CH), 5.94 (s, 1H, C=CH), 7.12 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, Ar-H),
7.22 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): § = 12.4 (CH,CHj3), 14.0 (NH(CH,)sCH3), 22.6 (CH,), 23.4
(CH,CH3), 24.0 (CH,CH,CH,), 26.6 (CHy), 29.6 (CH,), 31.5 (CH,), 31.6 (SCH,), 34.8
(SCH,CH,CH,), 39.7 (NHCH,), 123.8 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 128.9 (C=CH;), 130.4
(Ar-qC), 131.0 (Ar-qC), 136.8 (Ar-qC), 140.7 (Ar-qC), 150.1 (qC, C=CH,), 171.4 (qC,
CONH), 195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3288, 3084, 2958, 2924, 2856, 1639, 1550, 1458, 1437, 1360, 1331,
1296, 1255, 1151, 1090, 995, 951, 864, 823, 783, 704.
LC-MS m/z: 861.3 (100) [2M+H]", 430.3 (42) [M+H]", 432.2 (28), 434.2 (4)

R¢ (min): 27.0

Reinheit: 99 %



194 Experimenteller Teil

N-Benzyl-4-[2,3-dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenylsulfanyl]-butanamid (MS56)

Cl

0]
N
H
0 U

Methode E1; Ansatz: 120 mg (0.346 mmol) 4-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenyl-
sulfanyl]-buttersdure (MS41), 41 mg (0.346 mmol) N-Hydroxysuccinimid, 74 mg
(0.346 mmol) DCC, 37 mg (0.346 mmol) Benzylamin, 15 mL Dichlormethan, Reaktions-
zeit: 14 d.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).

Ausbeute: 72 mg (0.165 mmol, 48 %) weiller Feststoff

Schmelzpunkt: 106 °C
Molare Masse: 436.40 g/mol
Summenformel: C;H»;C1LNO,S

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.14 (t, 3H, °J = 7.5 Hz, CH,CH3), 2.10 (quint, 2H, *J =
7.0 Hz, CH,CH,CH,), 2.41 (t, 2H, °J = 7.0 Hz, SCH,CH,CH,), 2.46 (q, 2H, °J = 7.6 Hz,
CH,CH3), 3.04 (t, 2H, *J = 7.1 Hz, SCH,CH,CH,), 4.44 (q, 2H, *J = 5.6 Hz, NHCH,), 5.61
(s, IH, C=CH), 5.75 (br s, 1H, NH), 5.95 (s, 1H, C=CH), 7.11 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H),
7.20 (d, 1H, °J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.27 (m, 5H, C¢Hs).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 12.4 (CH,CH3), 23.3 (CH,CH3), 24.0 (CH,CH,CH,),
31.6 (SCH,), 34.7 (SCH,CH,CH,), 43.8 (NHCH;), 123.8 (Ar-CH), 126.4 (Ar-CH), 127.6
(Ar-CH), 127.8 (2 x CHy), 128.8 (2 x CH»), 128.9 (C=CH,), 130.4 (Ar-qC), 131.0 (Ar-qC),
136.8 (Ar-qC), 138.1 (Ar-qC), 140.6 (Ar-qC), 150.0 (qC, C=CH,), 171.4 (qC, CONH),
195.8 (qC, C=0).
IR (cm™) v =3307, 3030, 2922, 1655, 1633, 1570, 1529, 1462, 1431, 1362, 1294,
1263, 1234, 1182, 1151, 1092, 995, 947, 864, 827, 789, 748, 696.
LC-MS m/z: 436.2 (100) [M+H]", 438.1 (68), 440.1 (12)

R¢ (min): 24.7

Reinheit: 97 %
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8.5.8 Synthese markierter Etacrynsiurederivate

5-((3aS,4S,6aR)-2-Oxo-hexahydro-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-pentansaure-(6-{2-[2,3-
dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy|-acetylamino}-hexyl)-amid (MS57)

O

Cl O
cl O\)J\ NN

(4) Kupplung von Boc-Diaminohexan an D-Biotin
Methode E2; Ansatz: 443 mg (2.05 mmol) Boc-Diaminohexan, 500 mg (2.05 mmol) D-
Biotin, 620 mg (2.25 mmol) DPPA, 229 mg (2.25 mmol) Triethylamin, 45 mL absolutes
DMF; Reaktionsdauer: 8 Tage Riihren bei 4 °C. Zur Aufarbeitung werden 25 mL Dichlor-
methan zugegeben und die organische Phase zweimal mit Zironensdure (10%) gewaschen.
Bei Zugabe von Wasser fillt aus der organischen Phase das Amid als weiler FS aus, der
abgesaugt wird.
(B) Boc-Entschiitzung
Der aus (A) erhaltene Feststoff wird in 9 mL Dichlormethan suspendiert und bei 0 °C mit
3 mL TFA versetzt und geriihrt. Zur Entfernung iiberschiissiger TFA wird wiederholt im
Vakuum eingeengt und erneut mit Dichlormethan versetzt. Die vollstindige Entfernung
der Boc-Schutzgruppe wird NMR-spektroskopisch kontrolliert.
(C) Amid-Kupplung an Etacrynsdure
Methode E3; Ansatz: 175 mg (0.383 mmol) Biotin-(6-Amino)-hexylamid (TFA-Salz),
232 mg (0.767 mmol) Etacrynsdure (MS37), 190 mg (0.767 mmol) EEDQ, 39 mg
(0.383 mmol) Triethylamin, 2 mL DMF. Reaktionsdauer: 14 d Riihren bei RT. Bei der
Aufarbeitung scheidet sich das Produkt beim Ausschiitteln mit Natriumcarbonat-Losung
(2%) als weiBBer Feststoff ab, der abfltriert wird.
Ausbeute: 62 mg (0.0988 mmol) 5 % weiller Feststoff (iiber 3 Stufen)
Schmelzpunkt: 167 °C (Zers.)
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Molare Masse: 627.64 g/mol
Summenformel: Cy9H4oClILN4O5S

"H-NMR (400 MHz, ds;-DMSO): & = 1.07 (t, 3H, *J=7.4 Hz, CH,CH3), 1.23 — 1.57 (m,
14H, CH,), 2.03 (t, 2H,’J = 7.2 Hz, CH,), 2.36 (q, 2H, °J = 7.4 Hz, CH,CHj3), 2.56 (d, 1H,
3J=12.3 Hz, SCH), 2.80 (dd, 1H, *J=12.4 Hz, °J = 4.8 Hz, SCH), 2.97 —3.12 (m, 5H, 2
NHCH,, SCH), 4.11 (m, 1H, NHCH), 4.29 (m, 1H, NHCH), 4.70 (s, 2H, OCH,CO), 5.55
(s, 1H, C=CH), 6.06 (s, 1H, C=CH), 6.33 (s, 1H, Biotin-NH), 6.39 (s, 1H, Biotin-NH),
7.07 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.32 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.70 (br s, 1H, CONH),
8.01 (brs, IH, CONH).
BC-NMR (100 MHz, ds-DMSO): & = 12.3 (CH3), 22.9 (CH,CH3), 25.3 (CH,), 26.0 (CH,),
26.0 (CH,), 28.0 (CHy), 28.2 (CH,), 28.9 (CH,), 29.1 (CH,), 35.2 (CH,), 38.2 (CH,), 38.3
(CH,), 39.8 (SCH,), 55.4 (SCH), 59.2 (NHCH), 61.0 (NHCH), 67.9 (OCH,CO), 111.9
(Ar-CH), 121.2 (Ar-qC), 127.4 (Ar-CH), 129.3 (C=CH,), 129.9 (Ar-qC), 132.4 (Ar-qC),
149.3 (qC, C=CHb), 155.5 (Ar-qC), 162.6 (qC, NHCONH), 166.3 (qC, CONH), 171.7 (qC,
CONH), 195.1 (qC, C=0).
IR (em™) ¥ =3286, 2937, 2860, 1701, 1657, 1633, 1585, 1543, 1464, 1381, 1308,
1263, 1242, 1165, 1095, 933.
LC-MS m/z: 628 (100) [M+H]"

R¢ (min): 17.6

Reinheit: 99 %

ds-1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-butan-1-on (MS58)

Cl
Cl OH

Methode B3; Ansatz: 2.00 g (21.0 mmol) d7-Buttersdure, 5.00 g (42.0 mmol) Thionyl-
chlorid, 2.46 g (13.9 mmol) 2,3-Dichloranisol, 2x 2.81 g (2 x 21.0 mmol) Aluminium-
chlorid, 2 x 5.94 g (21.0 mmol) Rochelle-Salz, 10 mL wasserfreies Dichlormethan.
Ausbeute: 2.08 g (8.71 mmol, 63 %) hell brauner Feststoff
Schmelzpunkt: 109 - 111 °C
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Molare Masse: 238.13 g/mol
Summenformel: C;oHsDsCLL,O,

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.87 (s, 2H, CH,CO), 5.92 (br s, 1H, OH), 6.99 (d, 1H,
J=18.6 Hz, Ar-H), 7.38 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCLs): & = 44.4 (CH,CD,CD;), 114.2 (Ar-CH), 120.5 (Ar-qC,
CCl), 128.3 (Ar-CH), 130.4 (Ar-qC, CCl), 133.4 (Ar-qC), 154.2 (Ar-qC), 201.7 (qC, C=0).
(Signale bei 13.7 (CD;), 17.9 (CD,CH,CO) nur im HMBC als Fernkopplung sichtbar)

IR (em™) ¥ =3278, 2222, 2069, 1666, 1587, 1552, 1396, 1311, 1259, 1211, 1113,

1045, 972, 922, 822, 741, 694.

LC-MS m/z: 238.2 (100) [M+H]", 240.0 (81), 242.0 (13)
R¢ (min): 18.6
Reinheit: 99 %

ds-Ethyl-2-(4-Butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetat (MS59)

Cl O
Cl 0]
0] D D
D
D
D D
D

Methode C; Ansatz 1.35 g (5.66 mmol) ds-1-(2,3-Dichlor-4-hydroxyphenyl)-butan-1-on
(MS58), 1.17 g (8.49 mmol) Kaliumcarbonat, 94 mg (0.566 mmol) Kaliumiodid, 1.15 mg

(6.79 mmol) d,-Bromessigsdureethylester, 30 mL Aceton, Reaktionszeit: 7 h Erhitzen
unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 1.70 g (5.20 mmol, 92 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 55— 56 °C
Molare Masse: 326.23 g/mol
Summenformel: C;4;HoD-Cl,O4

"H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 1.29 (t, 3H, *J=7.1 Hz, OCH,CH3), 2.86 (s, 2H,
COCH,CD,CD3), 4.27 (q, 2H, °J=7.2 Hz, OCH,CHj3), 6.76 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H),
7.33 (d, 1H, °J = 8.6 Hz, Ar-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 14.1 (CH,CH3), 44.5 (COCH,CD,CDs), 61.8 (CH,CHs),
110.8 (Ar-CH), 123.7 (Ar-qC), 127.1 (Ar-CH), 131.4 (Ar-qC), 134.7 (Ar-qC), 156.1 (Ar-
qC), 167.6 (COOEt), 202.1 (C=0). (Die an Deuterium gebundenen Kohlenstoff-Atome sind im "*C-

NMR-Spektrum nicht sichtbar, im HMBC sind aber die entsprechenden Kopplungen zu beobachten.)
IR (cm'l) vV =2979, 2222, 1759, 1680, 1579, 1554, 1462, 1410, 1383, 1298, 1223,

1136, 1107, 1016, 818, 706.

LC-MS m/z: 326.5 [M+H]" (100), 328.1 (78), 330.1 (12)
R¢ (min): 23.2
Reinheit: 100 %

dg-[2,3-Dichlor-4-(2-methylen-butyryl)-phenoxy]-essigsiure, do-Etacrynsiure

(MS60)
O
CI o>{lk
OH

Methode D1; Ansatz 1.60 g (4.90 mmol) d-Ethyl-2-(4-Butyryl-2,3-dichlorphenoxy)-acetat
(MS59), 678 mg (4.90 mmol) Kaliumcarbonat, 314 mg (9.80 mmol) d,-Formaldehyd
(= 1047 mg 30 %ige Lsg. in D,0O), 15 mL Ethanol, 6 mL D,0O; Reaktionszeit: 8 h Erhitzen
unter Riickfluss.
Das Rohprodukt wird aus Benzol umkristallisiert. Im Produkt sind noch ca. 10% Edukt-
Ester enthalten. Das Rohprodukt wird daher durch priaparative HPLC aufgereinigt.
Ausbeute: 1.012 g (3.24 mmol, 66 %) weiler kristalliner Feststoff
Schmelzpunkt: 124 °C
Molare Masse: 312.20 g/mol
Summenformel: C;3H3D9C1,04

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 6.80 (d, 1H, *J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.15 (d, 1H, >J = 8.6 Hz,
Ar-H), 8.31 (brs, 1H, COOH).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 110.9 (Ar-CH), 123.5 (Ar-qC), 126.8 (Ar-CH), 131.6
(Ar-qC), 134.2 (Ar-qC), 149.9 (C=CDy), 155.0 (Ar-qC), 172.2 (COOH), 195.9 (C=0).
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(Die an Deuterium gebundenen Kohlenstoff-Atome sind im *C-NMR-Spektrum nicht sichtbar, im HMBC

sind aber die entsprechenden Kopplungen zu beobachten.)

IR (cm™) v =2995, 2879, 2694, 2551, 2224, 2160, 2112, 1722, 1668, 1655, 1583,
1468, 1385, 1281, 1228, 1155, 1134, 1111, 1078, 1059, 1014, 951, 926, 843, 810, 779, 746,
696, 661.
LC-MS m/z: 312.3 (100) [M+H]", 314.1 (59), 316.1 (8)

R¢ (min): 18.7

Reinheit: 100 %

do-N-tert-Butyl-[2,3-dichlor-4-(2-methylenbutyryl)-phenoxy]-acetamid (MS61)

Cl o]
Cl O
N

0) D D
D x D
D

D

D D

D

Methode E1; Ansatz: 110 mg (0.352 mmol) dy-Etacrynsdure (MS60), 41 mg (0.352 mmol)
N-Hydroxysuccinimid, 73 mg (0.352 mmol) DCC, 26 mg (0.352 mmol) tert-Butylamin,
15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit: 28 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchro-
matographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
Ausbeute: 99 mg (0.270 mmol, 77 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 88 — 90 °C
Molare Masse: 367.32 g/mol
Summenformel: C;7H{2DoCILNO;
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.42 (s, 9H, C(CH3);), 6.64 (br s, 1H, NH), 6.84 (d, 1H,
J=8.5 Hz, Ar-H), 7.18 (d, 1H, 7J = 8.5 Hz, Ar-H).
IR (cm™) v =3267, 3086, 2968, 2929, 2224, 1655, 1585 1566, 1466, 1383, 1362,
1313, 1292, 1271, 1225, 1147, 1132, 1109, 1059, 1014, 943, 903, 806, 781, 766, 750, 712.
LC-MS m/z: 367.3 (100) [M+H]", 369.1 (57), 371.1 (8)
R¢ (min): 24
Reinheit: 96 %



200 Experimenteller Teil

dg-N,N-Dibutyl-[2,3-dichlor-4-(2-methylenbutyryl)-phenoxy]-acetamid (MS62)

Cl O
Cl (@]
%J\N/V\
o) D D
D X D
D
D
D D
D

Methode E1; Ansatz: 110 mg (0.352 mmol) dy-Etacrynsdure (MS60), 41 mg (0.352 mmol)
N-Hydroxysuccinimid, 73 mg (0.352 mmol) DCC, 26 mg (0.201 mmol) Dibutylamin*,

15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit: 30 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchroma-
tographisch gereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 3:1).
* Das Dibutylamin war von Herstellerseite falschlicherweise als n-Butylamin deklariert.
Die Masse der Einwaage an Dibutylamin entspricht einem Aquivalent n-Butylamin.
Ausbeute: 71 mg (0.168 mmol, 83 %) farbloser viskoser Feststoff
Molare Masse: 423.43 g/mol
Summenformel: C,;H,0DoCILNO;

"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 0.93 (m, 6H, 2 x N(CH,);CHz), 1.34 (m, 4H, 2 x
N(CH,),CH>), 1.50 (m, 4H, 2 x NCH,CH>), 3.32 (m, 4H, 2 x NCH>), 6.95 (d, 1H, °J =
8.5 Hz, Ar-H), 7.12 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
IR (em™) ¥ =2958, 2929, 2871, 2225, 1657, 1583, 1466, 1381, 1290, 1097, 1024,
802.
LC-MS m/z: 423.5 (5) [M+H]", 470.4 (100)

R¢ (min): 27.4

Reinheit: 100 %
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d22-[2,3-Dichlor-4-(2-methylenbutyryl)-phenoxy]-N-hexyl-acetamid (MS63)

Cl ODDDDDDD
“ OXAM
N
o bbb " DDDDDD
D . D
D
D
D" \'D
D

Methode E1; Ansatz: 284 mg (0.910 mmol) do-Etacrynsdure (MS60), 105 mg (0.910 mmol)
N-Hydroxysuccinimid, 188 mg (0.910 mmol) DCC, 104 mg (0.910 mmol) d,;-n-Hexyl-
amin, 15 mL Dichlormethan, Reaktionszeit: 28 d. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulen-
chromatographisch gereinigt (Si0,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 221 mg (0.541 mmol, 60 %) weiBBer Feststoff
Schmelzpunkt: 63 — 64 °C
Molare Masse: 408.45 g/mol
Summenformel: C;oH3;D2CILNO;3

"H-NMR (400 MHz, CDCLs): & = 6.72 (br s, 1H, NH), 6.85 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H),
7.18 (d, 1H, °J = 8.5 Hz, Ar-H).
IR (em™) ¥ =3253, 3074, 2925, 2210, 2094, 1651, 1585, 1562, 1466, 1383, 1315,
1290, 1217, 1169, 1140, 1113, 1095, 1012, 958, 796, 750.
LC-MS m/z: 408.4 (100) [M+H]", 410.3 (48), 412.3 (5)

R¢ (min): 25.9

Reinheit: 98 %

8.5.9 Synthese der Cinanserin-Derivate

2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)-phenylamin (MS64)

|
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Methode F (anstelle von Triethylamin wird ein weiteres Aquivalent NaOMe zur Freiset-
zung der Base aus dem Hydrochlorid verwendet); Ansatz: 5.00 g (39.9 mmol) 2-Amino-
thiophenol, 4.32 g (79.8 mmol) Natriummethanolat, 5.75 g (39.9 mmol) N-(2-Chlorethyl)-
dimethylammoniumchlorid, 30 mL Isopropanol, 100 mL Toluol; Reaktionszeit: 6 h Erhit-
zen unter Riickfluss. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufgereinigt (Eluent:
Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 =» Dichlormethan/Methanol 9:1).
Ausbeute: 4.79 g (24.4 mmol, 63 %) braunes Ol
Molare Masse: 196.32 g/mol

Summenformel: C;oHisN>S
"H-NMR (400 MHz, CDCls): 2.23 (s, 6H, N(CH3),) 2.46 (t, 2H, °J = 7.1 Hz, NCH,), 2.84
(t, 2H,°J=7.2 Hz, SCH,), 4.29 (br s, 2H, NH,), 6.66 (td, 1H, *J = 7.4 Hz, *J = 1.2 Hz, Ar-
H), 6.69 (d, 1H,°J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.09 (td, 1H, *J = 7.5 Hz, *J = 1.5 Hz, Ar-H), 7.37 (dd,
1H,°J=7.7Hz, *J=1.3 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 32.9 (SCH,), 45.2 (N(CH3),), 58.6 (NCH,), 114.8 (Ar-
CH), 117.6 (Ar-qC), 118.4 (Ar-CH), 129.7 (Ar-CH) 136.0 (Ar-CH), 148.6 (Ar-qC).

2-(2-Diisopropylaminoethylsulfanyl)-phenylamin (MS65)

NH,
)\N/\/S
A

Methode F (anstelle von Triethylamin wird ein weiteres Aquivalent NaOMe zur Freiset-

zung der Base aus dem Hydrochlorid verwendet); Ansatz: 5.00 g (39.9 mmol) 2-Amino-
thiophenol, 4.32 g (79.8 mmol) Natriummethanolat, 7.99 g (39.9 mmol) 2-Diisopropyl-
amino-1-chlorethan*HCI, 30 mL Isopropanol, 100 mL Toluol; Reaktionszeit: 6 h Erhitzen
unter Riickfluss. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufgereinigt (Eluent:
Cyclohexan/Ethylacetat 4:1).
Ausbeute: 439 mg (1.74 mmol, 4 %) braunes Ol
Molare Masse: 252.42 g/mol
Summenformel: C;4H24N,S

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 0.94 (d, 12H, °J = 6.6 Hz, N(CH(CH5),),) 2.58 — 2.62 (m,
2H, NCH,), 2.74 — 2.78 (m, 2H, SCH,), 2.96 (septett, 2H, *J = 6.6 Hz, N(CH(CHj3),),),
4.34 (brs, 2H, NH,), 6.64 — 6.70 (m, 2H, Ar-H), 7.08 (td, 1H, °J= 7.7 Hz, *J = 1.5 Hz, Ar-
H), 7.37 (dd, 1H ,°J=7.7 Hz, *J = 1.4 Hz, Ar-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 20.6 (N(CH(CH;),),), 36.0 (SCH,), 45.7 (NCH,), 49.3
(N(CH(CH;),),), 114.8 (Ar-CH), 117.9 (Ar-qC), 118.3 (Ar-CH), 129.3 (Ar-CH), 135.5
(Ar-CH), 148.0 (Ar-qC).

IR (em™) ¥ =3456, 3352, 2962, 1604, 1477, 1446, 1381, 1362, 1304, 1203, 1157,
1026, 744.

2-(3-Dimethylamino-propylsulfanyl)-phenylamin (MS66)

| NH2
NS

Methode F; Ansatz: 5.00 g (39.9 mmol) 2-Aminothiophenol, 2.16 g (39.9 mmol) Natrium-
methanolat, 6.94 g (43.9 mmol) N-(3-Chlorpropyl)dimethylammoniumchlorid, 4.45 g (43.9
mmol) Triethylamin, 30 mL Isopropanol, 100 mL Toluol; Reaktionszeit: 7 h Erhitzen unter
Riickfluss, 3 d Rithren bei RT. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufge-
reinigt (Eluent: Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 =» Dichlormethan/Methanol 9:1).
Ausbeute: 1.27 g (6.04 mmol, 15 %) bernsteinfarbenes Ol
Molare Masse: 210.34 g/mol
Summenformel: C;1HigN»S

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.69 (quint, 2H, *J = 7.3 Hz, NCH,CH,), 2.17 (s, 6H,
N(CHs),), 2.33 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, SCH,), 2.74 (t, 2H,°J = 7.2 Hz, NCH,), 4.46 (br s, 2H,
NH,), 6.64 (td, 1H, °J=7.6 Hz, “J= 1.2 Hz, Ar-H), 6.68 (d, 1H,’J = 8.1 Hz), 7.06 (td, 1H,
3J=8.5Hz, *J=1.5Hz Ar-H), 7.33 (dd, 1H,’J = 7.7 Hz, “J = 1.4 Hz, Ar-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl): & = 27.4 (NCH,CH,), 32.4 (NCH,), 45.3 (N(CHs),), 58.2
(SCH,), 114.7 (Ar-CH), 117.7 (Ar-qC), 118.3 (Ar-CH), 129.4 (Ar-CH) 135.6 (Ar-CH),
148.1 (Ar-qC).

2-Pentylsulfanylphenylamin (MS67)

NH
/\/\/S

Methode F; Ansatz: 5.00 g (39.9 mmol) 2-Aminothiophenol, 2.16 g (39.9 mmol) Natrium-
methanolat, 6.03 g (39.9 mmol) 1-Brompentan, 30 mL Isopropanol, 100 mL Toluol; Reak-
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tionszeit: 6 h Erhitzen unter Riickfluss. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Eluent: Cyclohexan/Ethylacetat 9:1).
Ausbeute: 1.69 g (8.66 mmol, 22 %) bernsteinfarbenes Ol
Molare Masse: 195.33 g/mol
Summenformel: C;;H;7NS
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.87 (t, 3H, °J = 7.0 Hz, CH3), 1.25 — 1.40 (m, 4H, 2
CH,) 1.57 (quint, 2H, °J = 7.3 Hz, CH,), 2.73 (t, 2H,”J = 7.4 Hz, SCH,), 4.13 (br s, 2H,
NH,), 6.66 — 6.72 (m, 2H, Ar-H), 7.10 (td, 1H, °J = 7.6 Hz, *J = 1.5 Hz, Ar-H), 7.36 (dd,
1H,°J=7.6 Hz, *J= 1.2 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 13.9 (CH3), 22.2 (CH,), 29.3 (CH,), 30.9 (CH,), 34.8
(CH,), 114.8 (Ar-CH), 118.40 (Ar-qC), 118.43 (Ar-CH), 129.3 (Ar-CH) 135.5 (Ar-CH),
148.0 (Ar-qC).
IR (cm™) vV =3456, 3354, 3064, 2954, 2925, 2856, 1604, 1477, 1446, 1301, 1157,
1024, 744.

N-[2-(3-Dimethylamino-propylsulfanyl)-phenyl]-3-phenyl-propionamid (MS68)

Ansatz: 401 mg (2.38 mmol) Phenylpropionséurechlorid wird in wasserfreiem Dichlor-
methan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter Riihren eine Losung von 500 mg (2.38 mmol) 2-
(3-Dimethylaminopropylsulfanyl)-phenylamin (MS66) in 10 mL wasserfreiem Dichlor-
methan zugetropft. Es wird eine Stunde unter Riickfluss erhitzt und nach Abkiihlen das
Losungsmittel entfernt. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen, mit 481 mg
(4.76 mmol) Triethylamin versetzt und bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das LM im
Vakuum entfernt und der braune viskose Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(DCM / MeOH / NH3 (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 570 mg (1.66 mmol, 70 %) farbloses Ol
Molare Masse: 342.51 g/mol

Summenformel: C,y0Hy6N,OS
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 1.64 (quint, 2H, *J = 7.1 Hz, NCH,CH,), 2.15 (s, 6H,
N(CH;),), 2.29 (t, 2H, °J = 7.1 Hz, NCH>), 2.66 (t, 2H, >J = 7.1 Hz, SCH>), 2.73 (t, 2H,J =
7.7 Hz, CH,CO), 3.07 (t, 2H, °J = 7.7 Hz, CH,CH,CO), 7.01 (t, 1H, °J = 7.1 Hz, Ar-H),
7.17 —7.32 (m, 6H, Ar-H), 7.47 (dd, 1H, =179 Hz, ‘7= 1.3 Hz, Ar-H), 8.38 (br d, 1H ,
3J=8.0 Hz, Ar-H), 8.45 (br s, 1H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 27.3 (NCH,CH,), 31.4 (CH,CH,CO), 33.9 (SCH,),
39.6 (CH,CO), 45.3 (N(CH3),), 58.1 (NCH,), 120.2 (Ar-CH,), 122.6 (Ar-qC, S-C), 123.9
(Ar-CH), 126.3 (Ar-CH), 128.3 (2 Ar-CH), 128.6 (2 Ar-CH), 129.6 (Ar-CH), 135.0 (Ar-
CH), 139.4 (Ar-qC, NH-C), 140.5 (Ar-qC, C-CH,), 170.2 (qC, C=0).

IR (em™) ¥ =3336, 3026, 2939, 2858, 2816, 2765, 1687, 1577, 1508, 1454, 1431,
1294, 1159, 1074, 1038, 752, 698.

ESI-MS (Loop) m/z: 343.3 (100) [M+H]"

N-[2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)phenyl]-3-phenylpropionamid (MS69)

NH
\N/\/S
|

Ansatz: 429 mg (2.55 mmol) Phenylpropionsdurechlorid wird in wasserfreiem Di-
chlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter Riihren eine Losung von 500 mg (2.55 mmol)
2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)-phenylamin (MS64) in 10 mL wasserfreiem Dichlor-
methan zugetropft. Es wird eine Stunde unter Riickfluss erhitzt, nach Abkiihlen mit
515 mg (5.09 mmol) Triethylamin versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das
LM im Vakuum entfernt und der braune viskose Riickstand sidulenchromatographisch
gereinigt (DCM / MeOH / NHj3 (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 737 mg (2.24 mmol, 88 %) braunes Ol
Molare Masse: 328.48 g/mol

Summenformel: C;9H24N,OS
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.18 (s, 6H, N(CHz),), 2.27 (t, 2H, °J = 6.3 Hz, NCH,),
2.69 (t, 2H,’J = 7.8 Hz, CH,CO), 2.79 (t, 2H,J = 6.3 Hz, SCH>), 3.09 (t, 2H, °J = 8.1 Hz,
CH,CH,CO), 7.04 (td, 1H, °J = 7.6 Hz, “J = 1.3 Hz, Ar-H), 7.18 — 7.36 (m, 6H, Ar-H),



206 Experimenteller Teil

7.54 (dd, 1H, °J = 7.7 Hz, *J = 1.4 Hz, Ar-H), 8.24 (d, 1H ,’J = 8.1 Hz, Ar-H), 9.80 (br s,
1H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 31.6 (CH,CH,CO), 35.0 (SCH,), 39.3 (CH,CO), 44.8
(N(CH:),), 56.7 (NCH,), 121.6 (Ar-CH,), 122.5 (Ar-qC, S-C), 124.1 (Ar-CH), 126.2 (Ar-
CH), 128.3 (2 Ar-CH), 128.5 (2 Ar-CH), 129.9 (Ar-CH), 136.6 (Ar-CH), 141.0 (Ar-qC, C-
CH,), 141.4 (Ar-qC, NH-C), 170.5 (qC, C=0).

IR (cm™) ¥ =3026, 2941, 2860, 2819, 2777, 1687, 1579, 1514, 1456, 1433, 1369,
1292, 1153, 1038, 1011, 889, 754, 698.

ESI-MS (Loop) m/z:  329.4 (100) [M+H]"

(E)-N-[2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)-phenyl]-3-phenylacrylamid (MS70)

NH
|

Ansatz: 426 mg (2.55 mmol) Zimtsdurechlorid (hergestellt nach Methode E4 aus 5.00 g
(33.7 mmol) Zimtsdure, 6.02 g (50.6 mmol) Thionylchlorid) werden in wasserfreiem Di-
chlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter Riihren eine Losung von 500 mg (2.55 mmol)
2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)-phenylamin (MS64) in 10 mL wasserfreiem Dichlor-
methan zugetropft. Es wird eine Stunde unter Riickfluss erhitzt, nach Abkiihlen mit 515
mg (5.09 mmol) Triethylamin versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das LM
im Vakuum entfernt und der schwach brdunliche viskose Riickstand sdulenchromato-
graphisch gereinigt (DCM / MeOH / NH3 (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 722 mg (2.21 mmol, 87 %) farbloses viskoses Ol
Molare Masse: 326.46 g/mol

Summenformel: C;9H2N,OS
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.26 (s, 6H, N(CH3),), 2.33 (t, 2H, °J = 6.2 Hz, NCH,),
2.88 (t, 2H, °J = 6.2 Hz, SCH,), 6.62 (d, 1H, °J = 15.7 Hz, CHCHCO), 7.06 (td, 1H, *J =
7.5 Hz, *J = 1.3 Hz, Ar-H), 7.35 — 7.42 (m, 4H, Ar-H), 7.55 — 7.61 (m, 3H, Ar-H), 7.75 (d,
1H,’J = 15.7 Hz, CHCHCO), 8.46 (d, 1H , J= 8.1 Hz, Ar-H), 10.19 (br s, 1H, NH).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 35.3 (SCH,), 44.9 (N(CH3),), 56.6 (NCH)), 121.2 (Ar-
CH,), 121.7 (CHCO), 122.3 (Ar-qC, S-C), 124.3 (Ar-CH), 127.8 (2 Ar-CH), 128.9 (2 Ar-
CH), 129.8 (Ar-CH), 130.2 (Ar-CH), 135.0 (Ar-qC, C-CHCHCO), 136.9 (Ar-CH), 141.5
(CHCHCO), 141.9 (Ar-qC, NH-C), 164.1 (qC, C=0).

IR (em™) ¥ =3236, 2943, 2860, 2819, 2777, 1680, 1630, 1577, 1510, 1458, 1433,
1335, 1286, 1238, 1171, 1061, 1038, 976, 858, 762, 708.

ESI-MS (Loop) m/z: 327.5 (100) [M+H]"

(E)-N-[2-(3-Dimethylamino-propylsulfanyl)-phenyl]-3-phenyl-acrylamid, Cinanserin
(MS71)

| NH
NS

Ansatz: 396 mg (2.38 mmol) Zimtsdurechlorid (hergestellt nach Methode E4 aus 5.00 g
(33.7 mmol) Zimtsédure, 6.02 g (50.6 mmol) Thionylchlorid) werden in wasserfreiem Di-
chlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter Riihren eine Lésung von 500 mg (2.38 mmol)
2-(3-Dimethylaminopropylsulfanyl)-phenylamin (MS66) in 10 mL wasserfreiem Dichlor-
methan zugetropft. Es wird eine Stunde unter Riickfluss erhitzt, nach Abkiihlen mit 481
mg (4.76 mmol) Triethylamin versetzt und 1 h bei RT geriihrt. Anschlieend wird das LM
im Vakuum entfernt und der schwach briunliche viskose Riickstand sdulenchromato-
graphisch gereinigt (DCM / MeOH / NH3; (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 123 mg (0.361 mmol, 15 %) bernsteinfarbenes Ol
Molare Masse: 340.49 g/mol

Summenformel: C;0H24N,OS
"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.72 (quint, 2H, *J = 7.2 Hz, NCH,CH>), 2.16 (s, 6H,
N(CHs),), 2.34 (t, 2H, °J = 7.1 Hz, NCH>,), 2.80 (t, 2H,°J = 7.1 Hz, SCH,), 6.60 (d, 1H,°J
= 15.4 Hz, CHCHCO), 7.05 (td, 1H, °J = 7.6 Hz, *J = 1.3 Hz, Ar-H), 7.32 — 7.41 (m, 4H,
Ar-H), 7.51 — 7.57 (m, 3H, Ar-H), 7.75 (d, 1H,’J = 15.4 Hz, CHCHCO), 8.51 (d, 1H,7J
=7.8 Hz, Ar-H), 8.73 (br s, 1H, NH).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl;): 8 = 27.4 (NCH,CH,), 34.2 (SCH,), 45.3 (N(CH3),), 58.1
(NCH,), 120.5 (Ar-CH.), 121.0 (CHCO), 122.9 (Ar-qC, S-C), 124.1 (Ar-CH), 128.0 (2 Ar-
CH), 128.8 (2 Ar-CH), 129.7 (Ar-CH), 130.0 (Ar-CH), 134.6 (Ar-qC, C-CHCHCO), 135.1
(Ar-CH), 139.6 (Ar-qC, NH-C), 142.4 (CHCHCO), 163.8 (qC, C=0).

ESI-MS (Loop) m/z:  341.4 (100) [M+H]"

3-(2,3-Dichlor-phenyl)-N-[2-(3-dimethylaminopropylsulfanyl)-phenyl]-propionamid
(MS72)

Cl
Cl

Ansatz: 564 mg (2.38 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)propionsdurechlorid (hergestellt nach
Methode E4 aus 1.50 g (6.85 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)propionsiure, 1.22 g (10.3
mmol) Thionylchlorid) werden in wasserfreiem Dichlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und
unter Rithren eine Losung von 500 mg (2.38 mmol) 2-(3-Dimethylaminopropylsulfanyl)-
phenylamin (MS66) in 10 mL wasserfreiem Dichlormethan zugetropft. Es wird eine
Stunde unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wird die Losung mit 481 mg (4.76 mmol)
Triethylamin versetzt und bei RT iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird das LM im
Vakuum entfernt und der braune viskose Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(DCM / MeOH / NH3 (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 289 mg (0.702 mmol, 30 %) hellbrauner Feststoff
Schmelzpunkt: 59 °C
Molare Masse: 411.40 g/mol
Summenformel: C,oH24C1LN,OS

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.66 (quint, 2H, *J = 7.2 Hz, NCH,CH,), 2.16 (s, 6H,
N(CHs),), 2.31 (t, 2H, *J= 7.1 Hz, NCH>), 2.70 (t, 2H, *J = 7.3 Hz, SCH,), 2.74 (t, 2H,J =
7.7 Hz, CH,CO), 3.22 (t, 2H, °J = 7.7 Hz, CH,CH,CO), 7.02 (t, 1H, °J = 7.1 Hz, Ar-H),
7.11 (t, 1H, °J = 7.7 Hz, Ar-H), 7.21 — 7.34 (m, 3H, 3 Ar-H), 7.47 (dd, 1H, *J =79 Hz, *J
= 1.3 Hz, Ar-H), 8.35 (br d, 1H ,°J = 8.1 Hz, Ar-H), 8.47 (br s, 1H, NH).
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BC-NMR (100 MHz, CDCL): & = 27.4 (NCH,CH,), 30.4 (CH,CH,CO), 34.0 (SCH,),
37.2 (CH,CO), 45.3 (N(CHs),), 58.1 (NCH,), 120.2 (Ar-CH), 122.7 (Ar-qC, S-C), 124.1
(Ar-CH), 127.4 (Ar-CH), 128.8 (Ar-CH), 128.9 (Ar-CH), 129.6 (Ar-CH), 132.1 (Ar-qC),
133.3 (Ar-qC), 135.0 (Ar-CH), 139.2 (Ar-qC), 140.5 (Ar-qC), 169.7 (qC, C=0).
IR (em™) ¥ =3278, 2937, 2819, 2769, 1657, 1585, 1520, 1471, 1448, 1414, 1375,
1300, 1244, 1186, 1099, 1076, 1045, 972, 881, 779, 746.
LC-MS m/z: 411.6 (100) [M+H]", 413 (59), 415 (12)

R¢ (min): 3.0

Reinheit: 95 %

(E)-3-(2,3-Dichlorphenyl)-N-[2-(3-dimethylaminopropylsulfanyl)-phenyl]-acrylamid
(MS73)

Cl
Cl

| NH
NS

Ansatz: 560 mg (2.38 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)acryloylchlorid (hergestellt nach
Methode E4 aus 1.50 g (6.91 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)acrylséure, 1.23 g (10.4 mmol)
Thionylchlorid) werden in wasserfreiem Dichlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter
Riihren eine Losung von 500 mg (2.38 mmol) 2-(3-Dimethylaminopropylsulfanyl)-phenyl-
amin (MS66) in 10 mL wasserfreiem Dichlormethan zugetropft. Es wird eine Stunde unter
Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wird die Losung mit 481 mg (4.76 mmol) Triethylamin
versetzt und bei RT iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird das LM im Vakuum entfernt
und der braune viskose Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (DCM / MeOH /
NH; (25%) 19:1:0.2).
Ausbeute: 344 mg (0.840 mmol, 35 %) brauner Feststoff
Schmelzpunkt: 92 °C
Molare Masse: 409.38 g/mol
Summenformel: C,oH2,C1LN,OS
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.72 (quint, 2H, *J = 7.2 Hz, NCH,CH,), 2.17 (s, 6H,
N(CHs),), 2.34 (t, 2H, °J = 7.1 Hz, NCH>), 2.81 (t, 2H,’J = 7.3 Hz, SCH,), 6.58 (d, 1H,°J
= 15.6 Hz, CHCO), 7.07 (td, 1H, °J = 7.6 Hz, “J= 1.2 Hz, Ar-H), 7.23 (t, 1H, °J = 7.8 Hz,
Ar-H), 7.36 (td, 1H, °J = 7.8 Hz, “J = 1.3 Hz, Ar-H), 7.47 — 7.57 (m, 3H, 3 Ar-H), 8.13 (d,
1H,°J = 15.7 Hz, CHCHCO), 8.52 (br d, 1H,”J = 7.3 Hz, Ar-H), 8.81 (br s, |H, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 27.5 (NCH,CH,), 34.3 (SCH,), 45.4 (N(CHs),), 58.1
(NCH,), 120.2 (Ar-CH), 122.9 (Ar-qC, S-C), 124.4 (Ar-CH), 125.2 (CHCO) 125.8 (Ar-
CH), 127.3 (Ar-CH), 129.8 (Ar-CH), 131.3 (Ar-CH), 133.0 (Ar-qC), 134.0 (Ar-qC), 135.3
(Ar-qC), 135.4 (Ar-CH), 138.2 (CHCHCO), 139.4 (Ar-qC), 163.1 (qC, C=0).
IR (em™) ¥ =3224, 2958, 2816, 2756, 1655, 1620, 1577, 1533, 1466, 1435, 1412,
1333, 1273, 1248, 1180, 1103, 1068, 1043, 1005, 966, 862, 773, 727, 679.
LC-MS m/z: 409.6 (100) [M+H]", 411 (63), 413 (11)

R¢ (min): 11.7

Reinheit: 100 %

(E)-3-(2,3-Dichlorphenyl)-N-[2-(2-dimethylaminoethylsulfanyl)-phenyl]-acrylamid
(MS74)

Cl
Cl

NH
|

Ansatz: 300 mg (1.27 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)acryloylchlorid (hergestellt nach
Methode E4 aus 1.50 g (6.91 mmol) 3-(2,3-Dichlorphenyl)acrylsdure, 1.23 g (10.4 mmol)
Thionylchlorid) werden in wasserfreiem Dichlormethan (ca. 30 mL) vorgelegt und unter
Riihren eine Losung von 250 mg (1.27 mmol) 2-(2-Dimethylaminoethylsulfanyl)-phenyl-
amin (MS64) in 10 mL wasserfreiem Dichlormethan zugetropft. Es wird eine Stunde unter
Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen wird die Losung mit 258 mg (2.55 mmol) Triethylamin
versetzt und bei RT iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird das LM im Vakuum entfernt
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und der braune viskose Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (DCM / MeOH /
NH3 (25%) 19:1:0.2).

Ausbeute: 195 mg (0.493 mmol, 39 %) braunes viskoses Ol

Molare Masse: 395.35 g/mol
Summenformel: C;oHoCLLN>,OS

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.24 (s, 6H, N(CHz),), 2.33 (t, 2H, *J = 6.1 Hz, NCH,),
2.88 (t, 2H, °J = 6.1 Hz, SCH>), 6.60 (d, 1H, °J = 15.4 Hz, CHCO), 7.08 (td, 1H, *J =
7.4 Hz, “J=1.3 Hz, Ar-H), 7.23 (t, 1H, °J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.39 (td, 1H, °J= 7.8 Hz, *J =
1.3 Hz, Ar-H), 7.47 (dd, 1H, °J = 8.0 Hz, *J = 1.4 Hz, Ar-H), 7.53 (d, 1H, °J = 7.8 Hz, Ar-
H), 7.60 (dd, 1H, °J = 7.7 Hz, “J = 1.4 Hz, Ar-H), 8.13 (d, 1H, °J = 15.7 Hz, CHCHCO),
8.45 (d, 1H,°J=7.8 Hz, Ar-H), 10.27 (br s, 1H, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 35.3 (SCH,), 44.9 (N(CHz),), 56.5 (NCH,), 121.4 (Ar-
CH,), 122.4 (Ar-qC, S-C), 124.6 (Ar-CH), 125.6 (Ar-CH), 125.8 (CHCO), 127.3 (Ar-CH),
130.2 (Ar-CH), 131.0 (Ar-CH), 133.0 (Ar-qC), 134.1 (Ar-qC), 135.7 (Ar-qC), 136.9 (Ar-
CH), 137.6 (CHCHCO), 141.6 (Ar-qC), 163.2 (qC, C=0).
IR (em™) ¥ =3234, 2941, 2819, 2777, 1678, 1631, 1579, 1514, 1450, 1435, 1410,
1333, 1286, 1248, 1173, 1103, 1041, 974, 893, 860, 777, 754.
LC-MS m/z: 395.5 (100) [M+H]", 397 (76), 398 (6)

R¢ (min): 3.0

Reinheit: 97 %

8.5.10 Weitere Verbindungen

(E)-2,3-Dichlorphenyl-but-2-enoat (MS09)

Ansatz: 5.00 g (30.7 mmol) 2,3-Dichlorphenol, 3.21 g (30.7 mmol) Crotonylchlorid, 2.43 g

(30.7 mmol) Pyridin, 45 mL wasserfreies Dichlormethan. Zu einer Losung von 2,3-Di-
chlorphenol und Pyridin in 40 mL wasserfreiem Dichlormethan werden unter Eiskiihlung
3.21 g Crotonylchlorid geldst in 5 mL wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und an-

schlieBend 18 h bei RT geriihrt. Zur Aufarbeitung wird die Reaktionsmischung auf Eis
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gegeben und nach Ansduern auf pH 1 mit konz. HCI mit Diethylether extrahiert. Die
organischen Phasen werden je zweimal mit Wasser, KOH-Losung (5%) und ges. NaCl-
Losung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Natriumsulfat und
Entfernen des Losungsmittels erhélt man das Produkt als hellbraunes Ol.
Ausbeute: 3.54 g (15.3 mmol, 50 %) hellbraunes Ol
Molare Masse: 231.08 g/mol
Summenformel: C;oHgCl,0,

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.98 (dd, 3H, °J = 6.8 Hz, “J = 1.7 Hz, CH3), 6.07 (dq,
1H, °J = 13.9 Hz, “J= 1.5 Hz, COCH=CH), 7.08 (dd, 1H, °J = 8.1 Hz, “J= 1.5 Hz, Ar-H),
7.19 — 7.30 (m, 2H, Ar-H, CHCH3), 7.35 (dd, 1H, °J = 8.1 Hz, “J= 1.5 Hz, Ar-H).

3-Methylenchroman-4-on (MS75)

O

Methode D2; Ansatz 3.61 g (24.4 mmol) 4-Chromanon, 27.8 mL (204 mmol, 8.4 Aq)
TMDM, 27.8 mL (294 mmol, 12 Aq) Acetanhydrid; Reaktionszeit: 3d Riihren bei RT.
Ausbeute: 120 mg (0.749 mmol, 3.1 %) schwach gelbe Fliissigkeit
Molare Masse: 160.17 g/mol
Summenformel: C;oHgO,
"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 5.00 (s, 2H, OCH,), 5.57 (s, 1H, C=CH), 6.30 (s, 1H,
C=CH), 6.97 (d, 1H, °J=7.4 Hz, Ar-H), 7.05 (t, 1H, °J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.48 (td, 1H, °J =
7.4 Hz, Ar-H), 7.99 (dd, 1H, °J = 7.4 Hz, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 71.2 (OCH,), 118.1 (Ar-CH), 121.87 (Ar-qC), 121.93
(Ar-CH), 122.4 (C=CH,), 128.0 (Ar-CH), 136.0 (Ar-CH), 138.9 (Ar-qC), 161.9 (qC,
C=CH,), 182.0 (qC, C=0).

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.!'*¥



Experimenteller Teil 213

6-Chlor-7-hydroxy-4-chromanon (MS76)

Cl
OH

250 mg (1.73 mmol) 4-Chlorresorcin und 188 mg (1.73 mmol) Chlorpropionsidure werden
unter Argon eingewogen. Nach Zugabe von 2.60 g (17.3 mmol) Trifluormethansulfonsdure
wird die Mischung fiir 4.5 h bei 80 °C gertihrt.
Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf Eis gegeben und dreimal mit Diethylether extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt, dreimal mit Wasser und dreimal mit ges. NaCl-
Lsg. gewaschen. AnschlieBend wird iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Als Riickstand erhilt man ein dunkelrotes Ol.
Dieses wird mit 22 mL NaOH-Losung (2 M) versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. An-
schlieBend wird mit konz. HCI auf pH 1 angesduert und dreimal mit Diethylether extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt, dreimal mit Wasser und dreimal mit ges. NaCl-
Lsg. gewaschen. Anschlieend wird {iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch aufgereinigt (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 122 mg (0.614mmol, 36 %) schwach gelber Feststoff
Molare Masse: 198.61 g/mol
Summenformel: CoH;ClO;
"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.75 (t, 2H, °J = 6.4 Hz, CH,CH,0), 4.51 (t, 2H, °J =
6.4 Hz, CH,CH>0), 6.00 (br s, 1H, OH), 6.60 (s, 1H, Ar-H), 7.90 (s, 1H, Ar-H).

Ethyl-2-(6-Chlor-4-oxo-chroman-7-yloxy)-acetat (MS77)

I 0O
O\)ko/\

C

o

Methode C; Ansatz 122 mg (0.641 mmol) 6-Chloro-7-hydroxy-chroman-4-on (MS76),
127 mg (0.921 mmol) Kaliumcarbonat, 10 mg (0.061 mmol) Kaliumiodid, 123 mg
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(0.737 mmol) Bromessigsdureethylester, 5 mL Aceton, Reaktionszeit: 3 h Erhitzen unter
Riickfluss, anschliefend 12 h Riithren bei RT.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt. (SiO,, Cy/EtOAc 2:1).
Ausbeute: 75 mg (0.263 mmol, 43 %) weiller Feststoff
Schmelzpunkt: 126 °C
Molare Masse: 284.70 g/mol
Summenformel: C;3H5ClOs
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.30 (t, 3H, *J = 7.2 Hz, CH,CH5), 2.75 (t, 2H, °J =
6.4 Hz, CH,CH,0), 4.28 (q, 2H, °J = 7.2 Hz, CH,CH;), 4.51 (t, 2H, °J = 6.4 Hz,
CH,CH;0), 4.71 (s, 2H, OCH,CO), 6.33 (s, 1H, Ar-H), 7.91 (s, 1H, Ar-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCLs): 8 = 14.1 (CH,CHj3), 37.1 (O=CCH,CHa), 61.8 (CH,CH3),
65.9 (OCH,CO), 67.6 (O=CCH,CH;), 101.5 (Ar-CH), 116.0 (Ar-qC), 117.2 (Ar-qC),
128.6 (Ar-CH), 159.0 (Ar-qC), 161.9 (Ar-qC), 167.3 (qC, COOEt), 189.4 (qC,
O=CCH,CH,).
IR (cm™) v =2993, 2916, 1763, 1674, 1603, 1570, 1485, 1429, 1387, 1338, 1261,
1234, 1205, 1086, 1020, 916, 870, 831, 787, 739, 660.
LC-MS m/z: 285.2 (100) [M+H]", 287.0 (33)
R¢ (min): 17.4
Reinheit: 100 %
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